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Linh vue k§ thuit dwec dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phéap giai phong cac hat gidng nhur virut (Virus-like
Particle: VLP) duoc biéu hién boi baculovirut cua cac virut khong c6 vé ra khdi cac té

bao con trung.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Ngay nay, y hoc cht yéu dua vao vacxin d& chéng cac bénh truyén nhiém. Cac
vacxin ndy cé thé 14 vacxin sdng giam ddc luc hodc vacxin v6 hoat, ca hai loai nay déu
¢6 cac uu dim va khuyét diém riéng. Vacxin séng giam doc luc mé phong su ldy
nhim tu nhién giéng nhit, va do d6 chung khoi mao dap tmg mién dich ma c6 thé so
sanh voi dap tmg mién dich duoc khoi mao bai dang cuong doc cta virut hodc vi sinh
vat. Tuy nhién, ching c6 thé giy ra mot sb tac dung phu khong mong mudn, va miic
giam doc luc 1a kha quan trong. Mat khéc, vacxin v6 hoat an toan, nhung trong nhiéu

truong hop, chiing khong co6 hiéu qua nhu cac ban sao song clia ching.

D4i voi vacxin virut, mot loai vacxin thir ba dang ngdy cang duoc quan tam:
vacxin trén co s& hat gibng nhu virut (Virus-like particle - VLP). Céc hat gidng nhu
virut l1a cac hat ma giéng v6i virut kiéu dai nhit vé mat hinh thai. Ching chira tat ca cac
thanh phin giy mién dich duoc phat hién & virut kiéu dai, va bao gdm céc thanh phin
nay trong cAu tao va hinh dang tw nhién ctia ching. Tuy nhién, chung khic véi virut
kiéu dai & chd chung khong c6 kha ning tao ra virut truyén nhiém thé hé ké tiép béi vi
ching thiéu hé gen virut. Vi vdy, ching la su lua chon hép dan cho ca hai loai vacxin

séng da giam ddc luc va vacxin virut duoc lam bét hoat.
Bén chit k§ thuit ciia sang ché

Céc VLP chu yéu dugc tao ra in vitro trong cac hé té bao. Va trong nhiéu truong
hop, ching duoc tao ra trong hé biéu hién t& bao con trung/baculovirut. Cac hé nay co

vu diém 14 ching c6 kha nang tao ra luong VLP kha 16n.

Céc protein biéu hién trong hé vecto biéu hién Baculovirut (Baculovirus

expression vector system - BEVS) c6 thé 1a céc protein duoc tiét hodc khong dugce tiét.
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Nghia 1a VLP khong dugc tiét ddu tién phai dugc gii phéng ra khéi céc té bao con
tring trude khi chung duoc tinh sach tiép. Cac phuong phap chuin dé giai phéng VLP
bao gdm phuong phap két dong-rd dong, phuong phép dung soéng siéu am, cac phuong
phép co hoc ding may cét hiéu ning cao, phuong phap dung hat, “bom té bao”, soc
thAm thdu st dung mai trudong nhuge truong, st dung cac chét tay rira va cac phuong

phép enzym.

Tuy nhién, khong thé tranh dugc 14 tit ca cac phuong phap ndy cling gy pha v&
hoic ly giai va giai phong toan bo cac thanh phan té bao: ARN, ADN, protein, co quan
tr cta t& bao, manh v& té bao va trong trudng hop cac hé trén co s baculovirut cling
nhu ca baculovirut sdéng vao mdi trudng xung quanh. RS rang 1a phin 16n néu khong
phai 1a tat ca cac thanh phin nay phai duoc loai bé truée khi VLP sén sang dé stir dung
trong vacxin. Muc tinh sach cin dat duoc yéu cdu mot quy trinh nhiéu budce kho thuc

hién bao gdm nhiéu budc kiém tra chat luong.

Do dé, can c6 cac phuong phap giai phong VLP khong dugc tiét vao dich nuoi

cy té bao tranh giai phong cling lic lugng protein va axit nucleic dAy du cia té bao.

Muc dich cta sang ché 1a dé xuit cac phuong phap giai phong VLP lam giam

hodc thAm chi tranh duogc cac van dé néu trén.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1: thé hién hiéu qua clia viéc dung phuong phap theo sang ché str dung céc
ndng d6 NaCl khic nhau trong dung dich nuéc, & 40°C cho cic té bao con tring chira

VLP.

Fig. 2: thé hién hiéu qua cta viéc dung phuong phép theo sang ché st dung cac

muoi khac nhau lam mudi trong dung dich nudc, cho céc t€ bao con trung chira VLP.

Fig. 3: thé hién hiéu qua cua viéc dung phuong phap theo sang ché st dung cac
mudi khac nhau 1am mudi trong dung dich nuéc & nhiét do cao, cho céc té bao con
trung chtra VLP.

Fig. 4: thé hién su so sanh gitta céc té bao con trung trong mdi truong nudi cay

ctia chung (anh trai) va cac té bao con trung sau khi xtr ly bing phuong phép theo séng

ché (anh phai).
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Fig. 5: thé hién anh hudng cla viéc u kéo dai & nhiét do cao dén hidu gid cua,
baculovirut.

Fig. 6: thé hién hiéu qua cta viéc dung phuong phép theo sang ché st dung
NaCl, MgCl,, CaCl, va KCl lam mudi kiém lam mudi trong dung dich nuée, cho cac té

bao c¢on trung chtra VLP.

Fig. 7: thé hién mdi quan hé gitta lugng VLP thu dugc st dung phuong phap
theo sang ché khi dugc xdc dinh trén gel va khi duge xac dinh bang phuong phap
ELISA luong khang nguyén.

Fig. 8: thé hién hiéu qua ctia viéc dung phuong phéap theo sang ché cho hai dong
t¢ bao con tring khic nhau ma biéu hién VLP Porcine Parvovirut c6 ngudn gbc
Baculovirut. Lan 2, 7: thu gom. Lan 3, 8: thu gom, phan tia tai tao huyén phu trong
PBS. Lan 4, 9: thu gom dich ndi. Lan S, 10: thu gom, NaCl 0,3M qua dém (O/N) &
40°C, phan tta. Lan 6, 11: thu gom, NaCl 0,3M O/N ¢ 40°C, dich ndi.

M5 ta chi tiét sang ché
Cac phuong phdp duoc d& xuét trong sang ché nay dic biét thich hop aé giai

phong VLP khong dugc tiét cua cac virut khong c6 vo biéu hién trong hé vecto biéu

hién baculovirut str dung céc te bao con trung...

Hién céc tac gia sang ché da bit ngo phat hién ra rang khi cac t& bao con tring
chita VLP khéng c6 vo dugc tron voi mudi, sao cho mudi trong dung dich nuéc thu
duge bang cach tron chia it nhat 300mOsmol/L mudi trong d6 cation dwgc chon tur
nhém bao gém cac kim loai kiém va céac kim loai kiém thd, va trong d6 anion duoc
chon tir nhém bao gdm CI', Br” hodc I', céc té bao gidi phong VLP ma khong giai phong
toan bd cac thanh phan ctia ching. Phuong phéap nay ddc biét thich hop cho céc té bao
céni tring khi khong chira mam bénh phét trién trong huyén pht.

Pay thuc su 14 hién tuong rat ddng ngac nhién: rd rang phuong phap theo séng
ché @ lai hau hét té bao nguyén ven, vi du, nhu ¢6 thé duoc thdy trén Fig. 4. Co ché
dang sau su giai phong VLP nay van chua ro rang.

Do d6, phuong 4n thir nhit cia sang ché @& cap dén cac phuong phap gii phong

[ ‘ . 2 a , - . , , . ~ .
cac hat gidng nhu virut (VLP’s) dugc biéu hién bdi baculovirut cta cdc virut khong c6
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vo ra khoi cac té bao con tring, khac biét & chd phuong phap nay khong cé cac bude
phan giai hodc pha v& t& bao, va bao gdm budc tron cac té bao con tring véi mudi,
trong d6 mubi trong dung dich nudc thu duoc tir bude trén chira it nhat 300mOsmol/l
mudi trong d6 cation dugc chon tor nhém bao gém cac kim loai kiém va céac kim loai

kiém thd, va trong d6 anion duogc chon tir nhém bao gém CI', Br- va I-.

Dé dat dugc muc dich ctia phuong phép nay, budc tron cic té bao con tring véi
mudi sao cho mudi trong dung dich nudc thu duge tir budc tron chia it nhit
300mOsmol/l mudi, trong d6 cation dugc chon tir nhém bao gém céc kim loai kiém va
céc kim loai kidm thd, va trong d6 anion dugc chon tir nhém bao gém CI,, Br va I’
duoc hidu 1a bao gdm budce sau: dich nudi cdy té bao (cac té bao con tring trong dich
16ng bao quanh chiing) dugc tron véi mudi tfong d6 cation duoc chon tir nhém bao gdm
céc kim loai kiém va céc kim loai kiém thd, va trong d6 anion dugc chon tir nhdm bao
g@)m Cl, Br val dén pham vi ma dung dich mudi thu duoc sau khi tron chua it nhét

300mOsmol/l mudi.

Khi khong dugce dé clp cu thé, viéc tron c6 thé duge thuc hién theo cac cach
khéac nhau; vi du, bang cach thém mudi ¢ dang ran vao dich nudi cay t&€ bao hodc bang

cach tron muoi trong dung dich nudc voi dich nubi cay té bao.

Mudi trong dung dich nudc thu duge tir bude tron, nhu duge mo té trong sdng
ché nay, vi du, c6 thé chtra it nhat 150 mM NaCl/L (tao ra mudi trong dung dich nudc
¢6 ndng dd mol 1a it nhat 300 mOsmol NaCl/L). Néu dung dich muéi nhu dugc md ta
trong séng ché nay duogc thuc hién trén co s& MgCl,, mubi trong dung dich nude thu
duoc béng cach tron s& gom it nhit 100 mM MgCL/L (tao ra mudi trong dung dich
nude ndng do mol 1a it nhat 300 mOsmol MgCl,/L).

Céc vi du sau chi dang dé minh hoa; néu 100 ml dich nuéi ciy t& bao con tring
chua céc té bao con tring va mdi truong nudi cay duoe tron véi 100 ml dung dich 300
mM NaCl/L, 200 ml thanh pham cua dich long thu duoc tir budc nay bao gbém 150 mM
NaCl/L.

Thé tich cudi cung cua dung dich mudi nay duong nhién 1a khong anh hudng dén
céc tac dung c6 loi ctia phuong phép theo sang ché. Néu 75 ml dich nudi chy té bao con

trung chira cac t€ bao c6n trung va mdi trudng nudi cay duoc tron voi 25 ml dung dich
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1200 mM NaCl/L, 100 ml thanh pham cua dich 1éng thu duoc tir budc nay bao gbm
300 mM NaCl/L.

Viéc hién thi trén gel hién twong khong du dodn trudc duge ndy cla sdng ché
duoc bidu din trén Fig. 1. Nhu c6 thd dugc thiy tir Fig. 1, cac lan thé hién dich nbi trén
bé mit ctia t& bao sau khi xr Iy bing phuong phép theo sang ché chira cac VLP dugc

giai phong 13 dic biét sach (xem phan Vi du).

Mic du nhu dd néu trén, chinh xdc la thé tich cudi cung cta dung dich mudi
khéng anh hudng dén phuong phap nay, nhung thue té 1a hiru dung khi dua vao budc
¢d dic trude khi dua dich nuéi cdy té bao vao budc tron theo sang ché. Nguyén nhan
chinh ctia budc ¢d dic la su san sinh VLP cho cac muc dich thuong mai can thé tich
nuéi ciy & bao tuong doi 16n. Khong hiéu qua néu thu VLP truc tiép tir cac thé tich 16n

nay; VLP thu dugc tir thé tich nho khong cin phai xtr Iy nhiéu.

Mirc ¢6 dic trong budce nay la khong c6 ngudng tdi han. Viée co ddc dich nuoi
chy t€ bao dén thé tich bang nira lugng thé tich dich nudi cly té bao ban dau (nghia la
dén 50% thé tich ban ddu) da tao ra thuan loi dang ké 1a d& dang thu gom. Viée c6 dic
tiép dén 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10% hodc tham chi 5% dugc uu tién theo thir tu
uu tién nay.

Su ¢ dic co thé duoc thuc hién theo nhiéu céach, tat ca cac cach nay la di biét
trong linh vuc nay. Mot phuong phap duoc str dung thuong xuyén la siéu loc, vi du, &

dang thim tach dong tiép tuyén.

Phuong phéap thuong dugc st dung khéc 1a ly tdm tbc d6 cham. Su ly tim tdc do
cham tiép sau viéc loai bo mdt phﬁn hodc tat ca dich nuéi céy té bao dan dén su co dic
va cudi cung din dén sy két tia t bao, nhung cac té bao nay van nguyén ven va van
duoc bao quanh bai luong nhé dich nudi cdy. Céc phan tia té bao nay sau do6 c6 thé dé
dang dugc tron voi mubi trong dung dich nudc dé tao ra mudi trong dung dich nuéc

nhu duoc moé ta trong sang ché.

Vi céc 1y do vé thuc hanh, phuong phap rét thich hop 1a bio quan don gian dich
nudi cdy té bao chira té bao va dé trong luc kéo € bao xubng day ctia binh. Sau khoang
1-18 gio, phu thude vao thé tich thu duoc va kich thude binh, cho dén khi hdu hét cac té

bao c6 mat & 10% day cta dich nuéi cdy té bao, theo d6 90% dich nuéi chy té bao bén
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trén khong chia té bao co thé dugc loai bd. Phuong phép nay tranh dugc viée ly tAm
va/hoidc siéu loc thé tich 16n dich nudi céy té bao. Cac té bao chira VLP & 10% déy cua
dich nudi cdy té bao thu duogc sau d6 co thé duoc s dung ngay trong budc tron céc té

bao con trung véi mudi nhu duge mo ta trong sdng che.

Do d6, dang duoc wu tién ctia phuong 4n nay d& cap dén phuong phap theo sang
ché, khac biét & chd bude tron cac t& bao con tring v6i mudi duoce thue hién trude boi

budce ¢6 dic, trong dé cac t€ bao con trung duogc ¢6 déc.

V& mit Iy thuyét, cation duoc chon tir nhom bao gdm cac kim loai kiém va cac
kim loai kiém thd c6 thé dugc sir dung cho phuong phép theo sang ché. Tuy nhién, co
su wu tién cho cation dwoc chon tir nhém bao gém Na*, Mg**, Ca®* va K, vi chung ré

va chép nhén dugc dé st dung lam thude.

Do d6, mét dang wu tién khic cua phuong an nay theo sing ché dé& cap dén
phuong phép theo sang ché, khac biét & chd cation duoc chon tir nhém bao gébm Na',
Mg2+, Ca*" vaK™.

Anion duogc wu tién 1a CI, vi cdac mudi chua anion CI™ ré va chung duoc chép

nhan & muc d6 cao dé st dung cho thudc.

Do d6, mot dang uu tién hon nita ctia phuong 4n nay dé cap dén phuong phap
theo sang ché, khac biét & chd mudi duge chon tir nhém bao gém NaCl, KCl, CaCl, va

Dich nuéi cay t¢ bao chtra cac té bao con trung mang VLP, ngoai ra chira nhiéu
thanh phan céan thiét dé nuoi cay t€ bao. No ciing chira chat thai cta t€ bao. Cac san
pham nay la c4c san pham phu khéng mong muon ma c6 thé lam héng san pham vacxin

thanh pham chita VLP.

Do d6, cac thanh phan nay tét hon 1a duogc tach ra khoi cac t& bao con tring chira
VLP trude khi 4p dung phuwong phap theo sang ché cho cac t& bao. Piéu nay c6 thé dé
dang dugc thuc hién béng cach két tia té bao, loai bo phﬁn dich ndi va tai tao huyén
pht céc té bao trong dung dich mudi nhu dwoc mé ta trong sang ché. Néu duoc thuc
hién mét cach can than, hiu hét cac dich ndi c6 thé duoc loai bo. Trong truong hop do,
mubi trong dung dich nude duge tao ra bing cach tron cac t& bao va mudi vé co ban

bao gdm mudi nhu dugc mo ta trong sang ché, va nudc. Ve co badn & ddy nghia la mudi



25042

trong dung dich nuédc duoc tao ra tir hdn hop chira it hon 10% dich nudi ciy té bao. Tt
hon 13, dung dich nude thu dugc tu hdn hop gém it hon 8%, it hon 6%, it hon 4% hodc

tham chi it hon 2% dich nuéi cay té bao.

Do d6, dang wu tién ctia phuong 4n nay dé cap toi cic phuong phép theo sang
ché, khac biét & chd mudi trong dung dich nudc duogce tao ra tir hdn hop chi yéu gdm

muoi nhu dugc md ta trong sang che, va nudec.

Néi chung, phuong phép theo sang ché thich hop cho VLP khong c6 vo, khong

duoc tiét ma duoc biéu hién trong BEVS.

Do d6, phuong phép nay thich hop cho VLP ¢6 ngudn géc BEVS thudc ho
Parvoviridae va Circoviridae; cac ho virut c6 mot vai thanh vién ma hién cac VLP duoc

tao ra tir do, trén co s thuong mai.

Do d6, mot dang wu tién khic cia phuong 4n nay theo sing ché dé cap dén
phuong phép theo sang ché, khac biét & chd virut khong c¢6 vo 1a thanh vién cta ho

Parvoviridae hoac Circoviridae.

- Cécvidu vé vacxin ho Parvoviridae va Circoviridae quan trong dé sir dung trong
thude thi y trén co s& virut khdng c6 vo c6 thé duge 4p dung thanh céng dudi dang
VPL duoc tao ra trong hé théng té bao con tring gbc baculovirut 1a Porcine Parvovirut

(PPV) va Porcine Circovirut loai 2 (PCV2).

Do d6, dang wu tién hon ctia phuong 4n nay theo sang ché dé cap dén phuong
phap theo séang ché, khac biét & chd virut khong c6 vo 1a Porcine Parvovirut (PPV) hoic

Porcine Circovirut loai 2 (PCV2).

Viée tao ra VLP trong BEVS vé mat ly thuyét con dan t4i sy tao ra baculovirut.

Bacuiovirut nay la san phim phu khéng mong muén cta VLP va do do6, chung phai

duoc loai bo hoic it nhat duoc bat hoat.

Hién tai, thAm chi dang ngac nhién hon khi théy rang néu mudi trong dung dich
nude duge gitt & nhiét d6 ndm trong khoang 30-55°C, t6t hon 1a nam trong khoang 35-
50°C, t&t hon nita 12 ndm trong khoang 40-45°C, luong baculovirut con sdng giam déng
ké. Hon hét, luong khéng nguyén duoc giai phong ciing ting 1én ddng ké khi nhiét do

dugc tang 1én.
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Su giam di nay 1a rit c6 loi, vi lugng virut bi bat hoat sau khi 4p dung phuong
phép theo sang ché 1 twong d6i thdp, va do d6 phai str dung luong hoa chit giy bét
hoat thap hon.

Chi don thuén 1a vi du; khi mubi trong dung dich nude duge gilt ¢ nhiét do nam
trong khoang 30-40°C, thi c6 thé d& dang thu duoc sy giam hiéu gia virut tir 1000 toi
10000 lan.

Khoéang thoi gian ma nhiét do nhét dinh phai dugc 4p dung phu thudc vao nhiét
dd duoce chon: & nhiét do khoang 40°C, thu dugc hiéu gia virut giam di 10 l4n sau 1 gio,
trong khi & nhiét d6 khoang 35°C, thu dugc hiéu gia virut giam sau 5-6 gio. Néi chung,
du thé nao thi viée gilt mubi trong dung dich nudc dugc tao ra tir hdn hop & nhiét do

nhét dinh trong 18-24 gio 1a thich hop.

Hai mau thi nghiém ctia cac t& bao con tring duoc ding rat phd bién dé biéu hién
VLP la céc té bao SF9 hodc SF21. Phuong phap duge md ta trong sang ché nay c6 thé

dwoc ap dung rat thanh cong véi ca hai loai té bao nay.

~ Do d6, dang uu tién khdc cta phuong an nay theo sang ché dé cap dén phuong

phép! theo sang ché trong d6 cac té bao con trung la cac té bao SF9 hoic SF21.

| Phuong phép duoc mé ta thuong la mot phan cta cac phuong phép duoc dp dung
thong thuong dé tinh ché baculovirut biéu hién cac hat giéng virut (VLP) ctia virut
khong c6 vo, bao gdm mét sé budc trong cac budc sau: a) gay nhiém céc té bao con
tring véi baculovirut tai t6 hop ma héa protein VLP, b) nuéi cdy cac té bao con tring,

¢) giai phong VLP ra khoi cac t biao con tring va d) phén lap VLP.

" Bube ¢), 1a budc giai phong VLP s& co nhiéu loi ich tir phwong phap theo sang
ché. .

" Do do, lai mot phuong 4n khic theo sang ché dé cip dén cac phuong phap dé
tinh ché cac hat gidng virut (VLP) biéu hién baculovirut ctia virut khong c6 vo, trong d6
phuong phap bao goém cac budc:

a) gdy nhiém céc t& bao con tring véi baculovirut tai td hop ma hoa protein VLP
b) nudi cay cac t& bao con tring

¢) giai phong VLP ra khoi cac té bao con tring
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d) phén lap VLP

khéc biét & chd phuong phéap nay khong cé cac budc phan giai hodc pha hiy té bao, va

budc ¢ gdm phuong phép theo sang ché dé giai phong VLP.
Vi du thure hién sing ché
Vidu 1: San xut PCV2 VLP.

Trong vi du nay, PCV2 VLP c6 ngudn gdc BEVS duoc sir dung. Chu tric clia
baculovirut tai t6 hop nay trudc ddy dugc md ta chi tiét trong Patent M§ s6

US/2001/0064765. Virut nay con got la virut BacPCV-2-ORF-2.

Dé thu duoc luong tdi da san phérn biéu hién, céc thu nghiém thi diém duoc tién
hanh d& t8i wu hoa céc diéu kién dé thu dwoc PCV-2 ORF-2 VLP téi t6 hop. Tét ca cac
thir nghiém duoc tién hanh sir dung céc té bao Spodoptera frugiperda 21 (Sf21) trong
dich nuodi cdy huyén phu & 28°C. Virut BacPCV-2-ORF-2 & lan cy chuyén tht 4 tir
giéng Master duoc st dung dé gay nhidém. Pé su san xuét duoc tdi vu hoa, mat do té
bao tai thoi diém gy nhiém 1a 1,4 x 106 t& bao/ml, boi s6 gay nhiém (MOI) 14 0,01 va
nudi ciy tiép tuc trong 6 ngay sau gay nhiém. Dat tén hdn hop thu dugc 1a san phim thu

duoc biéu hién.

Céac mau dich nuéi céy té bao trudc va sau ly tdm véi tdc dd cham duogc dem
dién di gel SDS-polyacrylamit bién tinh theo phuong phép ctia Laemmli (Laemmli, U.
K. (1970). Nature 227, 680-685). Gel gradien 4-12% st dung dugc nhudm voéi
Coomassie Brilliant Blue. T4t ca cic gel trong céc vi du déu 1a gel SDS-polyacrylamit

bién tinh theo Laemmli.
Vi du 2: Giai phong VLP ra khéi cc té bao c¢on tring.

Céc té bao duogc thu gom theo vi du 1. Trén Fig. 1, lan ¢6 tén 1a “thu gom” thé
hién luong protein ctia phan thu gom dich nudi cay té bao. Lan nay thé hién tit ca cic
protein c¢6 trong dich nudi cdy va cac té bao, bao gdm protein ciia té bao, protein ctia
baculovirut va protein lién quan té1 VLP.

Sau khi ly tdm phin thu gom & tdc d6 1336 vong/phtt (200g), 90% dich ndi
khong chira t& bao dugc thay bang luong thé tich twong tu ctia mudi trong dung dich

nuodc, sao cho ham lugng cudi cung sau khi tron 1a 0,15, 0,20, 0,25 va 0,30 mM NaCl.
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Céc hdn hop nay duoc giit trong 18 gid & 40°C va sau d6 cac té bao con lai duoe lam
ling xubng bang ly tim & tdc do 5175 vong/phit (3000g). Dich ndi duoc dem di dién di
gel.

Nhu c6 thé duoc nhin théy trén Fig. 1, & cac lan c6 tén la “Dich ndi”, dich nbi
chira protein PCV2 VLP tinh sach thuc té (va luong rat nho cac protein khong phéi
VLP).

Vi du 3: So sanh cac mubi kiém va dung dich dém phosphat.

Trong thtr nghiém nay, dich nudi cdy t& bao dugc thu gom, cic té bao két tia &
tdc do 1336 vong/phit (200g), 90% dich ndi duoc loai bé va cac té bao dugce tao tai
huyén phu trong thé tich tuong tu ctia PB (dung dich dém phosphat 250 mM, do pH=
7,4, PB + NaCl 0,5M, H,0 (= WFI = nu:érc—dé—tiém) va NaCl 0,5M trong dung dich

nudc nhu dugc mo ta trong sang ché.

Tién hanh u & 40°C, qua dém. Sau d6, cac té bao duoc loai bd bang cach ly tim &
tdc do 5175 vong/phit (3000g). Tir Fig. 2 ¢6 thé thdy rang chi rieng WFI khong giai
phéng VLP, trong khi PB+NaCl, NaCl trong dung dich nuéc va PB giai phéng VLP.
Tw lan WFI + NaCl (= nu6e-dé-tiém + NaCl, = NaCl trong dung dich nuéc) cho thay
lwong 16n nhit cia VLP tinh khiét, va lugng nhiéu thap nhét 1 cic protein khong phai
1a VLP.

Khéi luong khang nguyén (duoc bidu hién theo don vi khang nguyén cho mdi ml
- AU/ml) cta tit ca cic mau duoc xac dinh béng ELISA so véi mau chudn cua khéi
luong khang nguyén da biét. Tiép d6, ty 1& thu hoi (theo %) clia tat ca cac mau thir
nghiém duoc tinh todn so véi ty 1é thu hdi ctia mAu thu dugc. Mot phuong phép thay
thé, cuong do ctia bang protein dic hidu PCV?2 trén gel dugce tinh toan so véi cudng do

cua bang protein dac hi¢u PCV2 cua mau thu duoc.
Vi du 4: So sanh cac mudi kiém va dung dich dém phosphat & nhiét do ting cao.

Trong vi du nay, dich nudi céy té bao duoc thu gom, céc té bao duoc tao két tua
& tde do 1336 vong/phut (200g), 90% dich ndi dugc loai bé va céc t& bao duoc téi tao
huyén phu & thé tich tuong duong ctia PB (phosphat 250 mM, d6 pH =7,4, PB + NaCl
0,5M, PBS 0,01M (8g NaCl/L, 0,2g KCI/L, 1,44g Na,HPO4/L, 0,2g KH,PO4/L, pH 7,1)

va NaCl 0,5M trong dung dich nuéc nhu duge mo ta trong sang ché.
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Tién hanh pha loAng vai lan, dé so sanh hiéu qua mic do pha lodng cua dich nuéi
cdy té bao. Trong mot thir nghiém, cac té bao trong 30 ml dich nudi cay té bao thu duoc
duoge co dac 10 1an va sau d6 duoc tron voi mubi trong dung dich nudc téi thé tich cubi
cung 14 50 ml. Trong thir nghiém thi hai, céc t& bao trong 30 ml dich nudi cdy té bao
thu duoc duoc ¢d dic 10 1an va sau dé duge tron véi mubdi trong dung dich nudce téi thé
tich cudi cing 1a 25 ml. Trong thir nghiém thir ba, cac té bao trong 30 ml dich nudi ciy
té bao thu duoc duge b dic 10 1an va sau d6 duoc tron véi mudi trong dung dich nude

t6i thé tich cudi ciing 1 10ml.

Tién hanh 1 & 40°C, qua dém. Sau do, cac té bao dugc loai bo bang cach ly tim &
tbc d6 5175 vong/phut (3000g). Tur gel trén Fig. 3 ¢6 thé thiy rang tit ca PB, PB+NaCl,
PBS va NaCl trong dung dich nudc (WFI + NaCl) déu giai phong VLP. O lan WFI +
NaCl (= nudc-dé-tiém + NaCl, = NaCl trong dung dich nudc) cho thiy lwgng 16n nhét
ctia VLP tinh khiét, va luong nhidu thap nhat cta protein khong lién quan VLP. Hidu

qua twong tu dugc thiy & tit ca ba ndng do.

Ngoai ra, thir nghiém v&i WFI + NaCl ciling duge thue hién ¢ 45°C. Nhu ¢6 thé
thdy & lan “WFI + NaCl, 45°C”, viéc i & nhiét d6 nay dem lai két qua c6 thé so sanh
v6i xtt Iy WFI + NaCl & 40°C: protein VLP véi luong thip c¢6 thé so sanh cua tap chit

protein.
Vidu 5: Sy bicu hién cua cdc t€ bao trong muoi trong mdi trudng nudce.

Trong thtr nghiém nay, hinh anh dudi kinh hién vi 1a cta céc t& bao con tring
trong dich nudi cy té bao va cac t& bao duge xir ly theo phuwong phap ctia sang ché.
Céc te?: bao duoc gift 1am dich nudi cdy t& bao khong xur 1y hodc duoc dua toi phuong
phap theo sang ché, trong trudong hop nay tron véi mudi trong dung dich nude sao cho

mudi trong dung dich nudc tao ra tir hdn hop chira 0,3M NaCl/L.

Fig. 4 thé hién cac két qua: hinh bén trai thé hién cac t& bao con trung khong
duoc xit 1y, trong khi hinh bén phai thé hién cic t& bao con tring trong mubi trong dung
dich nuée chira 0,3M NaCl/L sau khi trén. Nhur c6 thé thdy ngay, céc té bao trong hinh
bén phai thuc t& 12 con nguyén ven, va chung thim chi nho hon mét chut vé kich thude
so voi cac té bao trong hinh bén trai, vi su ¢ mit clia ching trong mdi truong ting

thim thdu ctia mudi trong dung dich nuéc chita 0,3 mM NaCl/L.
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Vidu 6: Anh hudéng cua nhiét do dén hiéu gia cua baculovirut.

Trong vi du nay, 30 ml t bao duoc thu gom bang céch ly tim tdc do cham, 90%
dich nudi céy khong c6 té bao duoc loai bod va sau do phén tia t€ bao con lai duoc tai
tao huyén phu trong 25 ml mubi trong dung dich nudc téi nong d6 cudi cung 1a 0,5M

NaCl/L.

Do do, huyén phu thu dugc duoc 0 trong 1, 2, 4, 6 hodc 18 gid (qua dém) t61
nhiét d6 35°C, 37°C, va 40°C. Sau d6, céc t& bao duoc loai bo bang cich ly tim &
3000g. Nhu c6 thé thay trén Fig. 5, hidu gia baculovirut giam khoang 100 1dn ¢6 thé thu
duge qua dém & 35°C. O 40°C, thu dwoc hidu gid baculovirut giam 100 14n sau 1-2 gid,

trong khi thu dugc hiéu gia baculovirut giam 1000 14n sau 6-18 gid.
Vidu 7: So sanh cac n6ng d6 khac nhau ctia mot s kim loai kiém.

Thtt nghiém nay so snh su giai phong VLP boi cac mudi khac nhau. Cac té bao
thu duge nhu duge mo ta & trén, 90% thé tich dich nudi cy té bao khong c6 t& bao
duoc loai bo. Sau d6, cac mudi trong dung dich nudc khac nhau duoc bd sung theo do
thé tich mudi trong dung dich nudc ludn béng v6i thé tich thu dugc duoc co dic dé dat
duoc néng do cudi clng cua cac té bao 1a 5 1an. Thtr nghiém duoc tién hanh véi cac
néng dd khéc nhau cua NaCl, KCI, MgCl, va CaCl,. Sau d6, cac té bao duoc loai bod
bang cach ly tim & tdc d6 5175 vong/phut (3000g). Nong do sau khi tron duogce thé hién
& bang 1 dudi day.

Ty 1& thu hoi tir Gel | AM (AU/ml)
2 A074, thu gom ngay 7 100 25183
N?CI 0‘,3M (néng do dam dac
3 | gapS5lan)* 204 111364
4 | 150 mM NaCl 182 76266
5 | 300 mM NaCl 191 80806
6 | 100 mM MgCl, 198 83782
7 | 200 mM MgCl, 191 59528
8 | 100 mM CaCl, 157 60327
9 | 200 mM CaCl, 75 60659
10 | 150 mM KClI 162 61900
11 |300 mM KCl 179 86528
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* mAu nay lay tir ciing mau thu duoc nhung duge xtr Iy bang NaCl 0,3M vao ngay khac

cac mau con lai
Béang 1

Céc két qua duoc thé hién & Fig. 6. Lan 2 thé hién protein ¢6 trong mau thu gom
(sau budc pha loing cic mau 5 1an (ngoai trir: Lan 12: miu thu gom khéng pha lodng).
Ty 18 thu hdi ctia mau thu gom trén gel (bang 1) dugce thé hién trong bang 1a 100, su thu
hdi twong ddi duge xéc dinh trén gel duoc thé hién trén cot thir hai bén phai ctia bang 1.
Su thu héi khéi luong khéang nguyén duoc thé hién trén cot bén phai cia bang 1. Theo
ca gel trong Fig. 6 va bang, tit ca cac phuong phép xtr ly ¢6 ty 18 thu hdi cao hon sian
phdm & lan 2 (mAu thu duoc), va tit ca cac phuong phap xur Iy dem lai san phim VLP
sach. (Gi4 tri ty 18 thu hdi twong ddi thap & lan 9 dugc xem la san phdm nhan tao, vi
viée xac dinh khéi luong khang nguyén cia san phém duogc thir nghiém & 1an 9 thé hién
ty 16 thu hdi cao nhu mong doi). Fig. 7 thé hién ring c6 mdi twong quan chit ché giita
ty 1€ thu hdi VLP duoc xé4c dinh trén gel va ty 1€ thu hdi VLP duoc x4c dinh bai su xac
dinh khdi luong khang nguyén trén co sé thir nghiém ELISA tiéu chuan.

Vi du 8: Ap dung phuong phip nay cho cac té bao SF9 va SF21 tao ra Porcine

Parvovirut.

Thir nghiém nay nhim muc dich thé hién ring phwong phép nay thich hop déi
v6i VLP khong gdy tiét khong c6 vo khac. Trong thir nghiém nay, VLP ¢6 nguén goc
BEVS cua Parvoviridae dugc chon: Porcine Parvovirut PPV. Ngoai ra, trong thi
nghiém nay st dung hai loai t& bao con tring thudng ding khac nhau: céc té bao SF9

va céc té bao SF21.

Céc t€ bao SF9 va SF21 duoc giy nhiém v&i Porcine Parvovirut VLP biéu hién
baculovirut tai tb hop. (“thu gom”, Fig. 8, cac lan 2 va 7). Sau do, cac té bao duge két
tia & 200g, 90% dich ndi duoc loai bo (Fig. 8, cac lan 4 va 9) va céc té bao duoc tai tao
huyén phi trong thé tich PBS can bang (Fig. 8, cac lan 3 va 8) hoic NaCl 0,3M trong
dung dich nude. Sau khi i cac mau di xit Iy bang NaCl qua dém & 40°C, cac mau duoc
ly tdm & tc d6 5175 vong/phit (3000g), dich ndi duge thu gom (Fig. 8, cc lan 6 va 11)
va phin tia duoc tai tao huyén phu trong thé tich PBS can bang (Fig. 8, cac lan 5 va
10).
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Fig. 8 thé hién két qua cta phuong phap nay, khi duoc 4p dung cho PPV-VLP
duoc tao ra trong cac t& bao SF9 va SF21. Lan 2: thu gom; lan 3: thu gom, phan tia tai
tao huyén phu trong PBS, lan 4: thu gom dich ndi; lan 5: thu gom, NaCl 0,3M qua dém
& 40°C, vién; lan 6: thu gom, NaCl 0,3M qua dém & 40°C, dich ndi; lan 7: thu gom; lan
8 thu gom, phén tua tai tao huyén phu trong PBS, lan 9: thu gom dich ndi; lan 10: thu
gom, NaCl 0,3M qua dém & 40°C, phén tda; lan 11: thu gom, NaCl 0,3M qua dém &
40°C, dich noi.

Tir lan 5 khi so sanh véi lan 3, viée xir ly theo phuwong phép ctia sang ché thuc té
giai phong tit ca VLP ra khoi céc té bao con tring: cac té bao duoc két tia sau khi xir
ly, nhu duoc thé hién & lan 5 khong hodc hdu nhu khong ¢6 VLP. Tir lan 4 khi so sanh
v6i lan 3 ¢6 thé thdy ring trai nguoc véi nhitng gi duoc thiy voi PCV2 VLP, cac té bao
con tring tao ra CPV VLP di giai phong mot phan VLP trong dich ndi. Ly do ctia viéc
nay chua duogc biét dn. Tuy nhién, phuong phép theo sang ché c¢6 thé rét thich hop aé
4p dung cho CPV VLP, vi khong 4p dung phuong phép theo sang ché, thi lugng CPV

VLP rét 16n con lai bi méic trong céc té bao sau thu gom.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép giai phong cac hat gidng nhu virut (Virus-like Particle: VLP) duoc biéu
hién boi baculovirut cia céc virut khong ¢é vo ra khoi cac té bao con tring, phuong
phap nay khac biét & chd khong bao gdm céc budc phan giai hodc phé v té bao, va bao
gbm bude tron cac t& bao con tring v6i mudi, trong d6 mudi trong dung dich nudc thu
duogc tir bude tron chira it nhat 300mOsmol/l mubi trong d6 cation duge chon tir nhém
bao gf“)m cac kim loai kiém va cac kim loai kiém thd, va trong d6 anion dugc chon tir
nhém bao gdm CI', Br vaT.
2. Phuong phap theo diém 1, phuong phap nay khac biét & chd bude co dic ma trong
budc nay céc té bao con trung dugc ¢ dic duge thuc hién trude bude tron cac té bao
con tring v6i mubi.
3. Phuong phép theo diém 1 hoidc 2, phuong phéap nay khac biét & chd cation dugce chon
tir nhom bao gom Na*, Mg**, Ca*" va K.
4. Phuong phép theo diém 3, phuong phap nay khac biét & chd mudi dugc chon tir
nhém bao gdm NaCl, KCl, CaCl, va MgCl,.
5. Phuong phap theo diém 1, phuong phap nay khic biét & chd mubi trong dung dich
nuéé thu duoc tir bude tron gdm mubi theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4 va
nudec.
6. Phuong phép theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén S, phuong phép nay khac
biét & chd virut khdng c6 vo thudc ho Parvoviridae hogc Circoviridae.
7. Phuong phép theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, phwong phdp nay khac
biét & chd mubi trong dung dich nude dugce gilt & nhiét do nam trong khodng tur 35 dén
50°C.
8. Phuong phap theo diém 7, phuong phap nay khic biét & chd mudi trong dung dich
nude duoc gitt & nhiét do ndm trong khoang tir 40 dén 45°C.
9. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 8, phuong phap nay khic
biét & chd céc té bao con trung la cac t& bao SF9 hoic SF21.
10. Phuong phép tinh ché céc hat gidng nhu virut (VLP) duoc biéu hién boi baculovirut
clia céc virut khong ¢ vo, phuong phap ny bao gém cac budc:

a) cho cac té bao con trung nhidm baculovirut tai t6 hop ma héa cac protein

VLP
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b) nudi cdy cac té bao con tring

c) gidi phong VLP ra khéi cac té bao con tring

d) phén lap VLP
phuong phép nay khic biét & chd khong bao gdm cac bude phan giai hodc pha v
té bao, va budc ¢ bao gdm phuong phép theo diém bat ky trong s cac diém tir 1

dén 9 dé giai phong VLP.
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Anh huéng ctia ndng d6 NaCl dén su giai phong VLP
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FIG. 1
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Céc té bao con tring khong qua xir Iy

Céc té bao con tring v6i 0,3M NaCl trong WFI
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Hiéu gia Baculovirus, thu dugc luong khong c6 dac
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FIG. 6
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