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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap sac ky dé tach va tinh ché albumin huyet thanh tai
t6 hop & nguoi co do tinh khiét cao, bao gom cac budc: tién hanh sic ky trao ddi ion trén
albumin huyet thanh tai to hop ¢ nguoi, va bod sung ruou vao dung dich dém dé loai bo nodi
doc to, dé thu duoc san phém SO cép [; trong cac diéu kién ge"ln, tién hanh sic ky trao doi
nhua composit anion/ky nudc trén san pham so cap I dé thu duoc san pham trung gian II;
tién hanh sic ky ky nudc trén san pham trung gian II dé thu dugc san pham dich, albumin
huyét thanh tai to hop & nguol ¢6 do tinh khiét cao dugc tinh ché. D¢ tinh khiét cua
albumin huyet thanh tai t0 hop ¢ nguoi thu dugc bang cach tach hodc tinh che bang
phuong phép sic ky theo sang ché 1a 16n hon 99,9999%, va ham luong ndi doc to dap ung
cac tiéu chuan dugc quy dinh theo duoc dién Trung Qudc.
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Linh vwe ky thuét dwoc dé cap

Sang ché lién quan dén linh vuc cdng nghé sinh hoc, va cu thé dé cap dén
phuong phép tach va tinh ché albumin huyét thanh tai to hop & nguoi co do tinh
khiét cao (OsrHSA- recombinant human serum albumin) cho cac Gng dung lam
sang.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Albumin huyét thanh & nguoi (HAS - Human serum albumin) la protein chudi
don khong dugc glycosyl hoa gdm c6 585 axit amin, c6 trong luong phéan tir 1a 66,5
kD va diém déng dién nam gitra 4,7 dén 4,9. bay la mdt loai protein co nhiéu nhét
trong huyét twrong mau nguoi, chiém khoang 60% tong sb protein huyét tuong. C6
khoang 40 g HAS trong mdi lit mau ngudi. Bén canh c6 mat trong huyét tuong, HAS
cling dugc tim thy trong cdc mé va cac dich tiét co thé, da va cac khoang bach
huyét. Trong diéu kién sinh ly binh thuong cua con nguoi, HSA c6 tic dung duy tri
ap luc thdm thiu keo trong huyét tuong, bd dudng, day nhanh qua trinh chita lanh
cac ton thuong, nhu mot chat van chuyén, no6 tham gia vao su van chuyén ctia nhiéu
phan tr sinh hoc ky nudc nhu cac kich thich t, cac hoat chét sinh hoc va céac loai
thudc trong mau. Do d6, HSA 1a protein y hoc quan trong ma ch yéu duoc st dung
vé mit 1am sang dé diéu tri chtimg giam protein huyét gdy ra do mat mau, bong, vét
bong, phéu thuét tao hinh va ton thuong ndo, cling nhu dé diéu tri bénh xo gan,

chiing than & nudce v.v.
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Hién nay, HSA danh cho st dung 14m sang chu yéu dugc didu ché bing cach
chiét xuit va tach tir huyét tuong ngudi. Tuy nhién, phuong phap tiép can diéu ché
nay c6 nhitng nhuoc diém sau ddy: mot mit, ngudn huyét tuong 1a khong du, tirc la
ngudn cung cip méu bi han ché khong thé dap tmg cac nhu ciu dé san xudt HSA va
c4c ché phdm lién quan cta n6; mit khéc, ban than mau c6 thé tiém tang yéu t6 nguy
co, vi du, n6 c6 thé chira cdc mim bénh truyén nhidm nguy hiém nhu virut viém gan,
virut gy suy gidm mién dich & nguoi (HIV) va nhu vy v.v., ma céc nguyén nhan
lién quan 16n vé ing dung cia HAS duoc chiét xuit tur huyét twong.

Véi su phét trién ctia cAc k¥ thuat tdng hop va tai td hop ADN hién dai, c4c
nha nghién ciru ¢6 sy quan tAm su sic trong san xut va tung dung albumin huyét
thanh t4i td hop & ngudi (OsrHSA). Cho dén nay, nguoi ta da cb géng str dung céc
hé thong biéu hién khic nhau dé san xut hang loat OsrHSA. Vi du, c4c sinh vat
chwua c6 nhin dién hinh nhu E coli (Latta, M. et al., Bio/Technology,
5:1309-1314,(1987)), bacillus subtilis (Saunders, C. W. et al, J. Bacteriol. 169:
2917-2925, (1987)), c4c sinh vit nhan chudn nhu cic loai nAm men (WO 00/44772,
EP0683233A2, US 5612196) va nudi ciy cac té bao dong vat da duoc sir dung dé
san xut OsrHSA. Tuy nhién, cac phuong phap tiép can nay khong thich hop cho san
xut cong nghiép do mirc d6 biéu hién thip hodc chi phi san xuit cao.

Don sang ché Trung Qubc s6 201010606635.8 cla cac tac gia sang ché da
boc 16 phuong phéap chiét xuit OsrHSA tir gao. Dya trén phuong phép nay, sang ché
con nghién ctu quy trinh loai bd ndi doc t6 khoi OsrHSA va cai thién do tinh khiét
ctia protein >99,9999%, nhd d6 thu dugc giai phép k¥ thuat méi la nay cua sang ché.

Don 56 201010606635.8 dugc két hop cu thé & day va duoc st dung cho tAt ca muc
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dich thich hop véi su két hop bang cach tham chiéu.
Ban chat k§ thuat ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xuét phuong phap sic ky dé tach va tinh ché
albumin huyét thanh t4i t& hop & ngudi c6 d6 tinh khiét cao tir dich chiét protein tho
cua céc hat gao bién dbi gen. P9 tinh khiét ctia albumin huyét thanh t4i t5 hop &
ngudi thu duge c6 thé dat 99,9999%. Ham luong ndi doc t6 dap tmg cac tiéu chuin
ctia albumin huyét thanh & ngudi duoc quy dinh trong duoc dién Trung Qudc.

Gidi phap k¥ thuat theo sang ché 1a:

Phuong phép sic ky dé tach va tinh ché albumin huyét thanh tai t& hop &
ngudi ¢ do tinh khiét cao (OsrHSA), bao gdm cac budc sau day:

1) dua dich chiét thd ciia albumin huyét thanh tAi t5 hop & ngudi vao séc ky
trao ddi cation, bd sung ruou vao dung dich dém dé loai bo nodi doc tb, thu duoc san
phém so cép L

2) dua san phim so cp I vao sic ky trao ddi anion, thu dwoc san phim thir
cap II;

3) dua san phdm tht cip II vao sic ky twong tic ky nudc, dé thu duoc san
pham dich, albumin huyét thanh t4i t hop & ngudi c6 do tinh khiét cao.

Cu thé, sic ky trao ddi cation dugc thuc hién trén nhua composit cation/ky
nuéc duge chon tir Capto-MMC hoic Bestarose Diamond MMC. Sic ky trao dbi
anion dugc thyc hién trén nhua composit anion/ky nudc duge chon tir Capto-Adhere
hoic Bestarose Diamond MMA. Séc ky tuong tac ky nudc dugc thuc hién trén nhua
dugc chon tir Phenyl Sepharose HP, Phenyl Sepharose FF, Phenyl Bestarose HP

hoéc Phenyl Bestarose FF.
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Cu thé, ruou theo phuong phap ciia sang ché dwoc chon tr nhém gbm c¢6
etanol va rugu isopropyl.

Cu thé, dung dich dém theo phwong phép cia sang ché bao gdm dung dich
dém rua, dung dich dém cén béng I va dung dich dém cén béng II; trong dé dung
dich dém rtra chita tir 10 dén 20% rugu theo thé tich, dung dich dém cin bing I chira
tir 0 dén 10% ruou theo thé tich, dung dich d&m can bing II chira tir 5 dén 15% rugu
theo thé tich. Ruou néi trén dugc chon tir nhém gém c6 cac rugu don chirc va céac
ruou hai chirc. Cu thé hon, ruou néi trén duoc chon 1 etanol hodc rugu isopropyl.

Tét hon 13, dung dich dém rira bao gdm 15% etanol khan, va dung dich dém
can bang II chita 10% etanol khan. Tét hon nita 13, dung dich dém rira bao gém natri
axetat khan 2 g/L, 15% etanol khan; d6 din dién duoc diéu chinh bing NaCl dén 83
mS/cm, va d6 pH dugc diéu chinh ndm trong khoang tir 4,6 dén 5,0 bing axit axetic.
Dung dich dém can bang I bao gdm: natri axetat khan 2 g/L, NaCl 15 g/L, d6 pH
dugc diéu chinh nim trong khoang tir 4,2 dén 4,8 bing axit axetic. Dung dich dém
can bang II bao gdm: natri axetat khan 2 g/L, NaCl 15 g/L, 10% etanol khan, d6 pH
duoc diéu chinh nim trong khoang tir 4,2 dén 4,8 bing axit axetic.

Ngoai ra, t6t hon 13, dung dich dém rira chira tr 10 dén 16% ruQu isopropyl
theo thé tich; dung dich dém cén bang II chtra tir 4 dén 11% ruou isopropyl theo thé
tich. Tét hon nita 13, dung dich dém rtta bao gdm natri axetat khan 2 g/L, tir 15 dén
16% rugu isopropyl; d6 dan dién duoc didu chinh v6i NaCl nim trong khoang tir 82
dén 89 mS/cm, d6 pH duoc didu chinh ndm trong khoang tir 4,8 dén 4,9 bang axit
axetic. Dung dich dém c4n bang I bao gdm: natri axetat khan 2 g/L, NaCl 11g/L, d6

pH duoc didu chinh dén 4,5 bing axit axetic. Dung dich dém cin bang II bao gdm:
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natri axetat khan 2 g/L, NaCl 15g/L, tir 10 dén 11% ruou isopropyl, @& pH duoc diéu
chinh dén 4,5 bing axit axetic.
M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién hiéu suat tinh ché va kha ning nap mAu cta sic ky Capto-MMC
trong céc didu kién khac nhau;

trong d6, M: chi thi phan tir, L: mau chiét, M1: nhém dbi ching, M2: nhém
thir nghiém 1, M3: nhém thtr nghiém 2; FT: phan doan qua dong chay ctia miu dugc
nap; M3FT: phin doan qua dong chay ctia nhém thtr nghiém M3, 600, 660 va 730
tuong Ung v6i phan doan qua dong chay miu duoc nap 1an luot 13 600mL, 660mL va
730mL; rtra: rira phan doan tap chit chita OsrHSA; Rira giai: rira gidi phan doan
chira OsrHSA.

Fig.2 thé hién su so sanh d¢ tinh khiét cta viéc tinh ché so cdp dugc thuc hién
trén Capto MMC va Bestarose Diamond MMC;

trong 46, GE-MMC: Capto-MMC, Best-MMC: Bestarose Diamond MMC;
Elu: rtra gidi phan doan tir viéc tinh ché so cip duoc thuc hién trén hai loai nhua; M:
chi thi phan tit; FT: phan doan qua dong chiy miu duoc nap; rira: rira phan doan tap
chat chira OsrHSA; Elu: Rira gidi phan doan chita OsrHSA; S: miu chiét; CIPI: Rura
giai phan doan tai sinh nhua 1; CIP2: Rira giai phan doan tai sinh nhya 2.

Fig.3 thé hién sy so sanh hiéu suit tinh ché cia sic ky UNO Sphere S c6 bd
sung hodc khong bd sung rugu;

trong d6, CK: nhém dbi chimg; UE: nhém thtr nghiém (10% etanol dugc bd
sung trong mau va dung dich dém can bang); M: chi thi phan tit; nap: mAu; FT: phan

doan qua dong chay clia mau dugc nap; Rira giai: Phan doan rira giai dugc thu thap



26036

chtta protein dich trong hai diéu kién; CIP: tai sinh nhua.

Fig.4 thé hién su so sanh SDS-PAGE cua viéc tinh ché thir cAp dugc thuc
hién trén Capto-Adhere va Bestarose Diamond MMA trong céc diéu kién qua dong
chay;

trong d6, M: chi thi phan tir; MMC: mAu; FT: phin doan qua dong chay chia
OsrHSA, CIP: tai sinh nhua.

Fig.5 thé hién su so sanh viéc tinh ché tht cdp dugc thuc hién trén
Capto-Adhere va Bestarose Diamond MMA trong cac diéu kién gén;

trong d6 M: chi thi phan tir; L: mAiu; FT: phan doan qua dong chay chira
OsrHSA; Elu: phéan doan rira giai chira OsrHSA; C: tai sinh nhya.

Fig.6 thé hién su so sanh séc ky twong tac ky nuéc duoc thuc hién trén Phenyl
Sepharose HP va Phenyl Bestarose HP & 14n tinh ché cudi;

trong d6, M: chi thi phan tir; Ad: miu duoc nap; FT: phan doan qua dong
chdy chira OsrHSA; CIP: tai sinh nhya.

Fig.7 thé hién hinh anh phat hién tap chat truc va sau tinh ché protein trong
cac hat gao;

trong d6, Bén trai: so sanh hinh anh SDS-PAGE cé phat hién tap chét truéc
va sau tinh ché albumin huyét thanh & nguoi trong cac hat gao; Bén phai: hinh anh
phat hién lai héa Western Blotting véi ddy du khang thé tap chét ciia cac hat gao
trudc va sau tinh ché albumin huyét thanh & ngudi trong cac hat gao; M: chi thi phan
tur.

Fig.8 thé hién hinh anh SDS-PAGE ctia OsrHSA dugc tinh ché theo mét vi du

sang che;
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trong d6, A: sic ky Capto-MMC; B: sic ky Capto-Adhere; C: sic ky Phenyl
HP; L: miu duoc nap; FT: phan doan qua dong chay; W: phan doan rira tap chit; Elu:
phén doan rira giai; C: CIP cia nhua.

Fig.9 thé hién hinh anh SDS-PAGE (Bén trai) va tuong Umg v&i hinh anh
Western Blot (Bén phai) cua OstHSA dugc tinh ché theo vi du khéc ctia sang ché;

trong d6, A: sic ky Capto-MMC; B: séc ky Capto-Adhere; C: sic ky Phenyl
HP; M: chi thi phan t&r; L: miu duoc nap; FT: phan doan qua dong chay; W: phan
doan rira tap chit; E: phéan doan rira giai; C: CIP cia nhua.
Mo ta chi tiét sing ché

Céc ddc trung va thuén lgi cla sang ché s& dugc mé ta chi tiét duéi dang cac
vi du két hop véi céc hinh vé& kém theo. Cac vi du duoc dé xuAt chi minh hoa sang
ché, nhung khong nham gioi han céc ndi dung khac dugc boc 10 bodi cac sang ché
theo bét ky cach nao.

Trir khi ¢6 quy dinh khic, cac nguyén lidu va thube thir duge st dung trong
céc vi du sau day 1a c6 sén trén thi trudng thong thudong.
Vi du 1: Piéu ché dich chiét OsrHSA

Gao bién d6i gen chita OsrHSA dugc didu ché theo phuong phép trong don

séng ché Trung Quéc s6 200510019084.4 va OsrHSA duoc chiét xut tir cac hat gao
bién ddi gen trong don sang ché Trung Quéc sb 201010606635.8 d thu duoc toan
bd dich chiét OsrHSA.
Vi du 2: Chon céc diéu kién cho sic ky trao déi cation 12 14n tinh ché so cAp

Phuong phép: tham khao phuong phap trong DPon sang ché Trung Qudc sb

201010606635.8; Cac nhém: nhém thir nghiém va nhém dbi chimg.
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1. Sic ky trao dbi cation dugc thuc hién trén Capto MMC duéi dang tinh ché
SO cép va quy trinh loai bd ndi ddc td véi rugu.

Nhya Capto MMC duoc sir dung dé thuc hién sic ky trao ddi cation duéi
dang sic ky chinh va etanol dugc bd sung vao dung dich dém cua nhom thir nghiém
dé loai bd ndi doc td, trong khi etanol khong duoc bd sung vao nhém déi ching
(M1).

Nhom thtr nghiém 1 (M2): Dung dich dém cén béng va mau duoc bd sung
10% etanol theo thé tich, va quy trinh cu thé la:

Nap vao cot: khoang 30mL nhwa Capto MMC dugc nap vao cot séc ky
XK16/400 mm, va sau d6 dugc rira bing NaOH 0,5N trong khoang thoi gian 30 phut
dé khir cac chét gay sbt;

Lam can bang: Cot duoc lam cin bing v&i 200mL dung dich dém cén béng
(natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (thé tich/thé tich) etanol khan, do pH 4,5
duoc diéu chinh bing axit axetic) cho dén khi do pH dat 4,5 va nim trén dudng
chudn;

Nap miu: Toan bd miu chiét chira OsrHSA dugc bd sung voi 10% (thé
tich/thé tich) etanol khan va 11g/L NaCl, va NaOH duoc sit dung dé diéu chinh d6
pH dén 4,5; mAu duoc nap & tc do dong 1a 600 cm/gid, va do din dién ctia miu ndm
trong khoang tir 20 dén 21 mS/cm, d6 pH 1a 4,5;

Lam cén béng lai: Sau khi nap mau, cot séc ky duoc can béng lai véi 100mL
dung dich d&m c4n bing (natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (thé tich/thé tich)
etanol khan, d6 pH 4,5 dugc diéu chinh bang axit axetic, dugc diéu ché véi nude dé

16t vao) & tde d6 dong 1a 300 cm/gid;
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Rira tap chit: 200mL dung dich dém rta (natri axetat khan 2g/L, NaCl
58,5g/L, d6 pH 4,8 duoc diéu chinh béng axit axetic, duoc diéu ché véi nude dé rét
vao) dugc st dung rira gidi cac tap chét & toc d6 dong 1a 300 cm/gio;

Rira gidi: Dung dich dém rira giai (natri dihydro phosphat 2,67 g/L, dinatri
hydro phosphat 2,82 g/L, NaCl 23,4 g/L, & pH nim trong khoang tir 6,3 dén 6,4,
duoc diéu ché véi nude dé rot vao) duoe st dung dé ria giai protein dich, thu dugc
phan doan chtra OsrHSA.

Nhom thir nghiém 2 (M3): Dung dich d&m cén bing va miu duoc bd sung
10% etanol, dung dich dém rira tap chat dugc bd sung 20% etanol, va quy trinh cu
the 1a:

Nap vao cot: khodng 30mL nhua Capto MMC dugc nap vao cot séc ky
XK 16/400 mm (ting cao: 21cm), va sau d6 duge ria bang NaOH 0,5N trong khoang
thoi gian 30 phut dé khir cac chét gay sbt;

Lam cén bing: Cot dwoc lam can bang v6i 200mL dung dich dém can bing
(natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (thé tich/thé tich) etanol khan, d6 pH 4,5
dugc diéu chinh bang axit axetic) & téc d6 dong 14 300 cm/gir cho dén khi do pH dat
4,5 va nam trén duong chuin;

Nap miu: Toan bd miu chiét chira OstHSA dugc bd sung 10% (thé tich/thé
tich) etanol khan va 11g/L NaCl, d6 pH 4,5 dwoc diéu chinh bing NaOH. Mau duoc
nap & tdc do dong 14 600 cm/giv. D6 din dién ciia mAu ndm trong khoang tix 20 dén
21 mS/cm, va do pH 1a 4,5;

Lam can béng lai: Sau khi nap mau, cot sic ky duogc can bing lai véi 100mL

dung dich dém can bang (natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (thé tich/th8 tich)

-10-
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etanol khan, d6 pH 4,5 duogc diéu chinh béng axit axetic, dugc diéu ché véi nude dé
rét vao) & tbc d6 dong 1a 300 cm/gid;

Rtra tap chat: 200mL dung dich dém rtra (natri axetat khan 2g/L, NaCl 120
g/L, d6 pH 4,8 duoc diéu chinh bing axit axetic, dugc diu ché véi nudc dé rét vao)
duoc st dung rira gidi cac tap chit & téc d6 dong 1a 300 cm/gid;

Rura giai: Dung dich dém rura giai (natri dihydro phosphat 2,67 g/L, dinatri
hydro phosphat 2,82 g/I., NaCl 23,4 g/L, d6 pH nim trong khoang tir 6,3-6,4, duoc
didu ché v&i nude dé rot vao) duoc sir dung dé rira gidi protein dich, thu duoc phan
doan chira OsrHSA.

Cac két qua: Cac két qua x4c dinh d6 tinh khiét va kha ning nap duoc thé
hién trong Fig.1. Khong c6 sy khac biét 16 rang vé do tinh khiét giita hhém ddi
chiing va hai nhém thuc nghiém. Viéc bb sung ruou vao dung dich dém rira thuén loi
dé loai bo céc dai tir 17 KD dén 26KD. Viéc bd sung ruou vao dung dich dém rira
khong anh hudng dén kha ning nap cia Capto-MMC. FT gdém ba nhom thé hién kha
ning nap ctia mdi nhém 1a trén 30mL dich chiét/mL nhuya.

No6i doc td: Nhu duoce thé hién trong Bang 1, viéc bd sung rugu vao dung dich
dém rtra cua sic ky Capto-MMC c6 tac dung loai bo t6t ndi doc td. Khi dung dich
dém can b%lng va dung dich dém chiét xuit duoc bd sung 10% (thé tich/thé tich)
etanol va dung dich dém rtra dugc bd sung 20% etanol, séc ky Capto-MMC c6 tac

dung t6t nhét @€ loai bo ndi doc t6, ma gip 3,6 14n nhém ddi ching.

-11-
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Bang 1: So sanh cac ham lwong ndi doc té cia sic ky Capto-MMC chita ruou

trong dung dich dém rira

. A Tong EU | n-lan
i .. | Tong EU | Phan doan )
, Dichchiet | =~ cta phin giam
Nhém cua mau | thu duoc ,
(EU/mL) doan thu | cla tong
dugc nap | (EU/mL)
duoc EU
Nhém dodi chung
3x10° 400-600 1,25x10* 24
MI)
Nhém thir nghiém
1500-2000 | 3,3x10° | 100-200 4,5x10° 76
1 (M2)
Nhém thir nghiém
3,7x10° | 100-200 4,3x103 87
2 (M3)

2. T6i wu héa quy trinh loai bo ndi doc td bing sic ky Capto MMC véi ruou
dugc bd sung trong dung dich dém.

2.1 Tac dung loai bé ndi doc 8 ma khong bd sung hozic bd sung rugu vao
mau chiét duoc so sanh,va quy trinh cu thé nhu sau:

Nhém d6i chimg 1 (M1): dung dich dém can bing va mAu chiét dudc bd sung
v6i 10% etanol, va dung dich dém rira duoc bd sung v&i 20% etanol, quy trinh cu thé
la:

Nap vao cot: Khoang 29mL nhya Capto MMC dugc nap vao cot sic ky
BioRad 15/400 mm, va sau dé dugc rira bing NaOH 0,5N trong khoang thoi gian 30
phut d& khir cac chit gay sét;

Lam cén béng: Cot duoc lam can béng voi 200mL dung dich dém céan bﬁng 1
(natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (thé tich/thé tich) etanol khan, d§ pH 4,5

duoc didu chinh bing axit axetic) & tdc d6 dong 1a 300cm/gid cho dén khi d6 pH dat

-12-
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4,5 va nim trén dudng chuln;

Nap méu: Toan bd miu dung dich chiét xudt chia OsrHSA dqu bd sung
10% (thé tich/thé tich) etanol khan va 11g/L NaCl, d6 pH 4,5 duoc didu chinh bing
NaOH; 870mL mau duge nap & téc d6 dong 1a 600 cm/gidy, va d6 din dién cta mau
12 ndm trong khoang tir 20 dén 21 mS/cm, do pH 13 4,5; ham luwong ndi doc t& trong
mAu nim trong khoang tir 1000 dén 2000EU/mL;

Lam can béng lai: Sau khi nap mau, cot sic ky duoc can béng lai véi 100mL
dung dich dém c4n bang II (natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (thé tich/thé
tich) etanol khan, d6 pH 4,5 dugc diéu chinh béng axit axetic, dugc didu ché voi
nuéc dé rét vao) & tde do dong 1a 300 cm/gio;

Rura tap chit: 200mL dung dich dém rira (natri axetat khan 2g/L, 20% (thé
tich/thé tich) etanol khan, d6 din dién 1a 83 mS/cm duoc diu chinh bing NaCl, do
pH 4,8 dugc diéu chinh béng axit axetic, duoc diéu ché véi nude dé rot vao) dugc st
dung rtra giai céc tap chit & tdc d6 dong 14 300 cm/gid;

Rura giai: Dung dich dém rira giai (natri dihydro phosphat 2,67 g/L, dinatri
hydro phosphat 2,82 g/L, NaCl 23,4 g/L, d pH tir 6,3 dén 6,4, duoc diéu ché voi
nuéc dé rét vao) duge st dung dé rira giai protein dich, thu duoc phén doan chua
OsrHSA.

Nhém thir nghiém (M2): MAu chiét va dung dich dém can bang I khong dwoc
bd sung véi etanol. Sau khi nap mAu, ¢t sic ky duoc 1am can bing v6i 150mL dung
dich dém can b%mg IT chtra 10% etanol (khoang 5 CV), dung dich dém rl’xé duoc bd
sung 20% etanol; cac diéu kién khac gibng nhu nhém MI.

Cac két qua duoc thé hién trong Bang 2. Sy giam téng EU v& co ban gibng
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hét nhau trong hai nhém thir nghiém dong thoi. MAu chiét va dung dich dém can
bing c6 bd sung hoic khong bd sung rugu khong cé tac dung 16 rang vé loai bé ndi
doc td. C6 rét it su khac nhau gitta néng dd va thé tich cua cac phan doan thu duogc
gifta hai nhom, va cdc ham lugng ndi doc t6 14 giéng nhau. Diéu nay con thé hién
ré’mg tdc dung loai bo nodi doc tb giéng nhau c6 thé dat dugc ngay cd khong cé ruou
trong mAu va dung dich dém cén bing L. |

Bang 2: So sanh noi doc t6 ctia sic ky Capto-MMC khi mAu va dung dich dém

cén bang I c6 hodc khong c6 rugu

Mjiu : Phan | Noidoctd cia | Tdng EU
Nhém Tong EU : X
) duoc - doan thu | phan doan thu | cta phin n-lan
thur clia mau .
n nap duoc duoc doan thu giam
nghiém dugc nap
(mL) (mL) (EU/mL) duoc
M1 870 1,31x108 95 200-400 2,4x10* 55
M2 870 1,31x108 100 200-300 2,5%10% 53

2.2 So séanh tac dung loai bo néi doc té khi cac lwong rugu khéc nhau duoc bd
sung vao dung dich d&€m rtra

Nhém dbi chimg 1 (M1):

Nap vao cot: Khoang 29mL nhya Capto MMC dugc nap vao cot sic ky
BioRad 15/400 mm, va sau d6 cdt duoc rira bang NaOH 0,5N trong khoang thoi gian
30 phut dé khir cac chét gy sdt;

Lam can bang: Cot duoc 1am can béng v6i 200mL dung dich dém cén béng I
(natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, pH 4,5 duoc diéu chinh br?mg axit axetic) & tbc
d6 dong 14 300cm/gid cho dén khi d6 pH dat 4,5 va ndm trén dudng chuén;

Nap méu: Toan bd miu chiét chira OsrHSA duoc bd sung véi 11g/L NaCl, do
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pH duoc diéu chinh dén 4,5 bang NaOH; 650mL miu duoc nap & tbe d6 dong 12 600
cm/gid, va d6 din dién ctia méu 13 tir 20 dén 21 mS/cm, d6 pH 14 4,5, ham lwong ndi
doc t6 trong mAu tir 1000 d&n 2000 EU/mL;

Lam can béng lai: Sau khi nap mau, cot sic ky dugc can bé'lng lai v&1 150mL
dung dich dém can béng IT (natri axetat khan 2g/L, NaCl 15 g/L, 10% (thé tich/thé
tich) etanol khan, d6 pH 4,5 duoc diéu chinh bang axit axetic, duoc diéu ché véi
nuée dé rét vao) & toe d6 dong 13 300 cm/gid;

Rira tap chit: 200mL dung dich dém rtra (natri axetat khan 2 g/L, 20% (thé
tich/thé tich) etanol khan, d6 din dién 12 83 mS/cm dugc diéu chinh bf‘mg NaCl, d6
pH 4,8 duoc diéu chinh béng axit axetic, dugc diéu ché véi nude dé rot vao) dugc su
dung rira giai c4c tap chét & tbc d6 dong 13 300 cm/gid;

Rtra gidi: Dung dich d€m rira giai (natri dihydro phosphat 2,67 g/L, dinatri
hydro phosphat 2,82 g/L, NaCl 23,4 g/L, 46 pH nim trong khoang tir 6,3 dén 6.4,
duoc didu ché véi nude dé rét vao) duge sir dung dé rira giai protein dich, thu dugc
phan doan chira OsrHSA.

Nhém thir nghiém 1 (M2): Ngoai trir 15% (thé tich/thé tich) etanol khan duoc
b6 sung vao dung dich dém rira, cic diu kién 13 gidng nhau nhu nhém MI.

Nhém thir nghiém 2 (M3): Ngoai trir 10% (thé tich/thé tich) etanol khan duoc
b sung vao dung dich dém rira, cac didu kién 13 gidng nhau nhw nhém M1.

Céc két qua dugc thé hién trong Bang 3.
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Béang 3: So sanh ham lugng ndi doc t8 khi céc lugng ruou khac nhau dugc bd sung

vao dung dich dém rtra

_ . Téng EU
Nhom \ Phéan doan Noi doc to cua X
) Tong EU cua cua phén n-lan
thr N thu duoc phén doan thu )
n mau dugc nap doan thu giam
nghiém (mL) duoc (EU/mL)
duoc
M1 1,17x10° 78 200-300 1,9x10* 62
M2 1,17x10° 90 200-300 2,25x10% 52
M3 1,17%x10° 88 300-400 3,08x10% 38

Nhu dugc thé hién trong Bang 3, tdng EU ctia ndi doc tb trong nhom M3 da
giam 38 lan, va c6 su khac nhau dang ké so véi nﬁém M1 (nhém d6i ching); 15%
etanol dugc bd sung vao nhém M2, téng EU ctia ndi doc t6 trong nhom M2 da giam
52 1an; ham lugng ndi doc td cla phén doan thu dugc trong nhom M2 giéng nhu cua
nhém M1 va khéng c6 sy khic nhau rd rang so v6i nhém M1 (nhém dbi chimg).
Ndng d6 etanol trong dung dich dém rira MMC c6 thé dugc giam xudng con khoang
15%, ma khong cé dnh hudng 10 rang vé tac dung loai bd ndi doc t.

2.3 Téc dung loai bé ndi doc t6 khi dung dich dém rtra chtra rugu isopropyl

Nhém dbi ching (CK): Nap vao cot: Khoang 29mL nhya Capto MMC dugc
nap vao cot séc ky BioRad 15/400 mm, va sau d6 dugc ria béng NaOH 0,5 N trong
khoang thoi gian 30 phut dé khir cac chit gay sét;

Lam cén biang: Cot duoc lam cin bing voi 200mL dung dich dém can bang I
(natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, d6 pH 4,5 dugc diéu chinh bing axit axetic) &
téc d6 dong 14 300cm/gidr cho dén khi d6 pH dat 4,5 va nim trén duong chudn;

Nap miu: 900mL mau dugc nap & tbe do dong 13 600 cm/gid, va @ dan dién
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clia mAiu ndm trong khoang tir 5 dén 8 mS/cm, dd pH 1a 4,5, ham luong ndi doc td
trong maiu ndm trong khoang tir 1000 d¢&n 2000 EU/mL;

Lam can bing lai: Sau khi nap mau, cot séc ky duoc cin bang lai v6i 150mL
dung dich d&m can bing II (natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (thé tich/thé
tich) etanol khan, d6 pH nim trong khoang tir 4,6 dén 4,7 dugc diéu chinh bing axit
axtetic, duoc didu ché véi nudce dé rét vao) & te d6 dong 1a 300 cm/gio;

Rua tap chét: 200mL dung dich dém rira (natri axetat khan 2g/L, d6 din dién
ném trong khoang tir 82 dén 89 mS/cm duoc didu chinh bing NaCl, 15% (thé
tich/thé tich) etanol khan, d6 pH n3m trong khoang tir 4,7 dén 4,9 duoc diéu chinh
bang axit axetic, dwoc diéu ché véi nude dé rét vao) duge st dung rira giai cac tap
chét ¢ tbc d6 dong 1a 300 cm/gid;

Riwra giai: Dung dich dém rtra giadi (natri dihydro phosphat 2,67 g/L, dinatri
hydro phosphat 2,82 g/, NaCl 23,4 g/L, d6 pH nam trong khoang tr 6,3 dén 6.4,
duoc diéu ché véi nude dé rot vao) duoc st dung dé rra giai protein dich, thu dugc
phéan doan chira OsrHSA.

Nhém thtt nghi€ém 1 (M1): Nap vao cdt: Khodng 29mL nhua Capto MMC
duoc nap vao cdt séc ky BioRad 15/400 mm, va sau d6 duoc rira béng NaOH 0,5 N
trong khoang thoi gian 30 phut dé khir cac cht gay sét;

Lam cAn bang: Cot duoc 1am cin bing voi 200mL dung dich dém can bang I
(natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, d6 pH 4,5 duoc diéu chinh béng axit axetic) &
téc d6 dong 1a 300cm/gid cho dén khi d6 pH dat 4,5 va nim trén duong chudn;

Nap mAu: 900mL méu duoc nap & tbe d6 dong 1a 600 cm/gid, va d6 dan dién

ctia miu nim trong khoang tir 5 dén 8 mS/cm, do pH 1a 4,5, ham luong ndi doc tb
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trong mau nam trong khoang tir 1000 dén 2000 EU/mL;

Lam cén béng lai: Sau khi nap mAu, cot séc ky dugc can béng lai véi 150mL
dung dich dém can bang II (natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, tir 4 dén 6% (thé
tich/thé tich) rwou isopropyl, d6 pH ndm trong khoang tir 4,6 dén 4,7 duoc didu
chinh bing axit axetic, dugc didu ché véi nude dé rot vao) & tdc do dong 1a 300
cm/gid;

Rira tap chit: 200mL dung dich dém rira (natri axetat khan 2g/L, tir 10 dén
11% (thé tich/thé tich) ruou isopropyl, d6 din dién ndm trong khoang tir 82 dén 89
mS/cm dugc diéu chinh béng NaCl, d6 pH nam trong khoang tur 4,7 dén 4,9 duoc
diéu chinh bang axit axetic, dugc didu ché véi nuée dé rot vao) dugc st dung ria
giai cac tap chit & tbc do dong 14 300 cm/gid;

Rtra giai: Dung dich dém rura gidi (natri dihydro phosphat 2,67 g/L, dinatri
hydro phosphat 2,82 g/L, NaCl 23,4 g/L, d6 pH nim trong khoang tir 6,3 dén 6.4,
dugc diéu ché voi nude dé rét vao) duoge str dung dé rira giai protein dich, thu duoc
phén doan chira OsrHSA.

Nhoém thir nghiém 2 (M2): Ngoai trir dung dich dém cén bing II duoc bd sung
tir 10 dén 11% (thé tich/thé tich) ruou isopropyl thay vi tir 4 dén 6% (thé tich/thé tich)
ruou isopropyl, dung dich dém rira dugc bd sung tir 15 dén 16% (thé tich/thé tich)
ruou isopropyl thay vi tir 10 dén 11% (thé tich/thé tich) ruou isopropyl, va do din
dién giam xudng ndm trong khoang tir 75 dén 76 mS/cm, cac diéu kién 14 gibng nhu
cua nhom M1.

Cac két qua dugc thé hién trong Bang 4.
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So sanh tac dung loai bo ndi doc tb khi ruou isopropyl dugc bd sung vao

dung dich dém rira

Téng EU | Phandoan | Noidoctdcia | Tdng EU cua
3 n-lan
Nhém cuia mau thu dugc phén doan thu phéan doan thu
giam
duoc nap (mL) dugc (EU/mL) dugc
CK 8,9x10° 110 100-200 1,7x10% 52
M1 7,2x10° 110 10-20 1,6x10° 450
M2 8,0x10° 112 5-10 1,1x10° 710

Nhu duge thé hién trong Bang 4, tdng EU cta ndi doc t6 trong nhém dbi
ching d giam 52 1an, va cia nhém M1 va nhém M2 14n luot giam 450 1an va 710
lan. Tac dung loai bé ndi doc t6 dugc cai thién dang ké so véi quy trinh ma etanol
dugc bd sung trong dung dich dém rira. Trong nhém M2, 15% (thé tich/thé tich)
ruou isopropyl dugc bd sung, va ham luong ndi ddc td da giam 710 lan, tac dung
loai bd ndi doc t6 cia né duoc so sanh véi nhém M. Pidu nay chimg minh ring
luong rugu isopropyl duoc bd sung vao dung dich dém can bing c¢6 thé nim trong
khoang tir 4 dén 11% (thé tich/thé tich), luong ruou isopropyl dwoc bd sung vao
dung dich dém rira c6 thé ndm trong khoang tir 10 dén 16% (thé tich/thé tich), va
khong c6 tdc dung 10 rang v& loai b6 ndi doc td khi d6 dan dién nim trong khoang tir
75 dén 89mS/cm.

3. Chon nhua séc ky cho sic ky trao ddi cation va tac dung loai bé ndi ddc td
v6i rugu duge bd sung vao dung dich dém rira.

3.1 Bestarose Diamond MMC duoc st dung dé thuc hién sic ky trao dbi

cation, va ndi doc t0 dugc loai bo bang cach bd sung rugu vao dung dich dém. Quy
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trinh cu thé 1a:

Nap vao cot: Khodng 33mL nhua Bestarose Diamond MMC dugc nap vao cot
sic ky BioRad 15/400 mm, va sau d6 dugc ria bang NaOH 0,5 N trong khoang thoi
gian 30 phut dé khir cac chét gay sbt;

Lam can béng: Cot duoc lam cén béng vdi 200mL dung dich d&m can béng I
(natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, pH 4,5 dugc diéu chinh bing axit axetic) & tdc
d6 dong 1a 300cm/gi&r cho dén khi d6 pH dat 4,5 va ndm trén dudng chuén;

Nap miu: Miu dung dich chiét chira OsrHSA duoc bd sung v6i 11g/L NaCl,
do pH duoc diéu chinh dén 4,5 b::ing NaOH; 600mL miu dugc nap & toc do dong la
600 cm/gid, va do dan dién ctia mAu nim trong khoang tir 20 &én 21 mS/cm, d6 pH
1a 4,5, ham luong ndi doc t6 trong miu 1a nim trong khoang tir 1500 dén
2000EU/mL;

Lam cin bang lai: Sau khi nap mAu, cot sic ky dugc can bing lai véi 150mL
dung dich dém c4n béng II (natri axetat khan 2g/L, NaCl 15g/L, 10% (th& tich/thé
tich) etanol khan, d¢ pH 4,5 duoc diéu chinh b%mg axit axetic, duoc diéu ché véi
nuéc dé rét vao) & toc do dong 1a 300 cm/gid;

Rira tap chat: 200mL dung dich dém rira (natri axetat khan 2g/L, 15% (thé
tich/thé tich) etanol khan, d6 din dién 14 83 mS/cm dugc diéu chinh bing NaCl, do
pH 4,8 dugc diéu chinh bang axit axetic, dugc didu ché voi nudc dé rét vao) duoc sir
dung rira gidi cAc tap chat & toc do dong 1a 300 cm/gid;

Rura giai: Dung dich dém rtra giai (natri dihydro phosphat 2,67 g/L, dinatri
hydro phosphat 2,82 g/L, NaCl 23,4 g/L, & pH nim trong khoang tir 6,3 dén 6,4,

dugc di€u ché véi nudce dé rét vao) duoc st dung d€ rira giai protein dich, thu dugc
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phén doan chira OsrHSA.

Céc két qua: Nhu duge thé hién trong Fig.2, d6 tinh khiét khong c6 su khac
nhau 13 rang gitta nhya Bestarose Diamond MMC va nhua Capto-MMC. Piéu nay
chtmg minh ring Bestarose Diamond MMC c6 thé duogc thay thé 14 Capto-MMC dé
tinh ché so cap OsrHSA.

Noi doc t6: Sau khi miu chiét dugc dwa vao tinh ché so cép trén nhua
Bestarose Diamond MMC véi rugu dugc bd sung trong dung dich dém, téng EU cua
ndi doc t di giam 62 14n, dat dugc tac dung loai bd ndi doc t& gidng nhu nhua
Capto-MMC.

3.2 Sic ky trao dbi cation duoc thuc hién trén UNO Sphere S va quy trinh loai
b6 ndi doc td voi rugu duge bd sung vao dung dich dém.

Nhém dbi chimg (CK): dé& cap téi phuwong phép trong don sang ché Trung
Qudc CN 201010606635.8 ciia cac tac gia sang ché. MAu dugc nap 14 400mL.

Nhém thir nghiém (UE), quy trinh cu thé la:

Nap vao cdt: Khoang 18mL nhwa UNO Sphere S dugc nap vao cot sic ky
BioRad 15/200 mm, va sau d6 duoc rira bing NaOH 0,5 N trong khoang thoi gian 30
phut dé khir cac chét gay sbt;

Lam cin bang: C6t duoc 1am can bing v6i 100mL dung dich dém can bing
(natri axetat khan 2g/L, 10% (thé tich/thé tich) etanol khan, d6 pH 4,5 duoc didu
chinh béng axit axetic) ¢ tbc do dong 1a 300cm/gio cho dén khi do6 pH dat 4,5 va
khong thay dbi;

Nap miu: Mau dung dich chiét chita rHSA duoc bd sung v6i 10% (thé

tich/thé tich) etanol khan, d6 pH duoc diéu chinh dén 4,5 béng axit axetic; 400mL
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mAu duoc nap & téc d6 dong 13 300 cm/gid, va ham luong noi doc td trong miu 1a tir
800 dén 1000EU/mL;

Lam can bﬁng lai: Sau khi nap miu, cot séc ky duoc can béng lai v&i 60mL
dung dich dém can bang & téc d6 dong 1a 300 cm/gid;

Rura giai: Dung dich dém rira giai (natri axetat khan 2g/L, NaCl 14,6 g/L, d6
pH 5,5 dugc diéu chinh béng axit axetic, duoc diéu ché véi nude dé rét vao) dugce str
dung dé rira giai protein dich, thu dugc phan doan chtta OsrHSA.

Céc két qua: Nhu duoc thé hién trong Fig.3, do tinh khiét khong c6 su khéc
nhau o rang gitta nhém déi chung UNO Sphere S va nhém bd sung rugu. Ttc 13,
sic ky nhuwa UNO Sphere S bang cich bd sung rugu cé thé duoc sir dung dé tinh ché
SO cAp.

No6i doc t6: Sau khi mAu chiét duge dua vao tinh ché so cip trén nhua UNO
Sphere S v6i bd sung ruou, su giam tdng EU ctia ndi doc t6 1a giéng nhu ctia nhém
d6i chimg. Pidu nay chimg minh ring, ruou trong dung dich dém rira khong thé cho
phép UNO Sphere S ¢6 tac dung loai bd ndi doc t6 manh hon. Diéu nay c6 thé lién
quan dén thé me ctia ban than nhwa UNO Sphere S, va ca hai loai nhya Capto-MMC
va Bestarose Diamond MMC c¢6 c4c phdi tir da chitc phire tap va cé dc tinh ky nude
va trao ddi cation yéu.

Vi du 3: Chon céc diéu kién cho sic ky trao dbi anion d tinh ché trung gian

1. Trong c4c diéu kién qua dong chay OsrHSA (ttc 13, trong cac diu kién do
din dién 12 40 mS/cm va d6 pH 7,0, OsrHSA chay qua thay vi gén vao nhua, trong
khi céc tap chét gin vao nhwa va do d6 OsrHSA dugc phén tach tir cac tap chat). Sc

ky trao ddi anion dugc thuc hién trén Capto-Adhere va Bestarose Diamond MMA.
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Khoang 40mL nhya Capto-Adhere duoc nap vao cot sic ky XK16x400mm,
va do cao nap la 20,5cm. Cot dugc lam cén bﬁng véi khoang 8 CV dung dich dém
can bang (25 mM PB, NaCl 23,4 g/L, 6 pH 7,0) cho dén khi UV, d6 pH va do dn
dién dat dudong chuin. MAu dung dich dém rira giai thu dwoc tir sic ky Capto-MMC
hoic Bestarose Diamond MMC dugc diéu chinh dén do pH 7,0, va 288mL mau duoc
nap & toc do dong 13 300 cm/gid. Khi tri sé hip thu tia cuc tim coa phan doan qua
dong chdy >20 mAU, phan doan dich chita OsrHSA duoc thu lai. Mau duoc léy tr
mdi 20mL phan doan d theo ddi kha ning nap mau va tdng sé lwong mAu khi do
tinh khiét ctia phan doan qua dong chay khéng dugc thay dbi 13 rang; kha ning nap
thuc té cia mdi milimet nhya Capto-Adhere & tc d6 dong 14 300 cm/gior duoc tinh
toan.

Trong céc didu kién qua dong chay OsrHSA 1a Capto-Adhere, thir nghiém
dong thdi duge thuc hién trén nhwa Bestarose Diamond MMA d& so sanh hiéu qua
tinh ché va kha ning nap.

Trong cac diéu kién qua dong chay OsrHSA, sau khi tinh ché thir cdp v6i hai
loai nhua anion, do tinh khiét HPLC cta protein dich cé thé dat trén 98%. Nhu duoc
thé hién trong Fig.4, khong c6 sy khac nhau rd rang v& do tinh khiét gitra hai loai
nhua.

2. Sic ky trao ddi anion dugc thuc hién trén nhua Capto-Adhere trong cac
diéu kién gin OsrHSA

Céc diéu kién gin OsrHSA nghia 1 protein dich thir nhit gén vao nhua va
mot phan cac tap chit chay qua cot, va sau d6 protein dich dwoc rira giai qua mubi

riéng va do pH, dé dat tac dung tach va tinh ché, va lam giau san phém dich. Cac

-23-



26036

diéu kién gém c6: protein dich gén vao nhua trao ddi anion trong cac diéu kién cua
d6 din dién 13 20 mS/cm va do pH ndm trong khoang tir 7,0 dén 7,5, va sau do6
protein dich dugc rira giai trong cac diéu kién ctia d6 dan dién 12 40 mS/cm va do pH
nim trong khoang tir 7,0 dén 7,2 @ loai bo céc tap chit va lam giau protein dich.

Khoang 22mL nhua Capto-Adher dugc nap vao cot sic ky BioRad 15/200
mm, va sau d6 cot dugc lam cin biang véi 220mL dung dich dém can béng (natri
dihydro phosphat 1,0 g/L, dinatri hydro phosphat 5,0 g/L, NaCl 5,0 g/L, d6 pH nim
trong khoang tir 7,5 dén 7,6) & tdc do dong 1a 300cm/gidr cho dén khi d6 pH dat tir
7,5 dén 7,6 va 6n dinh. Phan doan rira giai miu tir sic ky Capto-MMC hoic
Bestarose Diamond MMC dugc hoa tan véi nudc dé dat d6 din dién nim trong
khoang tir 19 dén 21mS/cm, va d6 pH duoc diéu chinh d¢én 7,0 bang NaOH. 150mL
mau dugc nap & tbc do dong 1a 300cm/gio. Coét dugc can bﬁng lai v&i 100mL dung
dich dém. Protein dich duoc rira gidi véi dung dich dém rira giai (natri dihydro
phosphat 1,5g/L, dinatri hydro phosphat 5,0 g/L, NaCl 23,4 g/L, d6 pH nim trong
khoang tir 7,1 dén 7,2) & téc do dong 1a 300 cm/gid, thu duge phian doan chira
OsrHSA. Ham lugng ndi ddc té trong phan doan thu dugc ndm trong khoang tir 100
dén 200 EU/mL.

Trong cing cac diéu kién gin OsrHSA nhu nhwa Capto-Adhere, thir nghiém
déng thoi duge thyuc hién trén nhua Bestarose Diamond MMA dé so sanh hiéu qua
tinh ché va kha niing nap miu.

Trong cic didu kién gin OsrHSA, sau khi tinh ché tha cdp véi nhua
Capto-Adhere hoic nhya Bestarose Diamond MMA, d9 tinh khiét ctia protein dich

c6 thé dat trén 99,9 % (Céac két qua phat hién ELISA). Nhyua Bestarose Diamond
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MMA va nhya Capto-Adhere cé ciing hiéu suit tinh ché. Céc dién di d6 duoc thé
hién trong Fig. 5.

3. Chon céc diéu kién sic ky cho sdc ky trao ddi anion dugc thuc hién trén
Capto-Adhere va Bestarose Diamond MMA

Bing cach so sanh ddng thoi hai loai nhwa Bestarose Diamond MMA va
Capto-Adhere, phét hién ra rang trong cting cic diéu kién, hai loai nhua c6 hiéu sut
tinh ché gidéng nhau vé co ban va kha ning nap miu vao phan doan rira giai thu duoc
tr tinh ché thu cép duoc thuc hién trén nhya Capto-MMC hodc nhua Bestarose
Diamond MMC, chiing minh réng hai loai nhua sic ky trao ddi anion c6 thé dugc st
dung @ tinh ché thi cp.

Kha ning nap miu cla hai loai nhua trong céc diéu kién qua dong chay
OsrHSA cao hon cua cac diéu kién gin OrsHSA. Kha ning nap miu cta didu kién
chay 1a khoang 25 mg miu/mL nhua, trong khi kha ning nap méu cta diéu kién gin
1a khodng 20 mg miwmL nhya. Tuy nhién, hiéu suét tinh ché trong cc diéu kién
gin OrsHSA t&t hon trong cac diéu kién qua dong chay OsrHSA. Do tinh khiét cua
diéu kién gin c6 thé dat trén 99,9%, va do tinh khiét ciia diéu kién chay chi 13 nim
trong khoang tir 98 dén 99%.

Trong cac diéu kién gén OrsHSA, hai loai nhya c6 tic dung loai bo noi doc td
t6t hon cac diéu kién qua dong chay. Trong cac didu kién qua dong chay OsrHSA,
hau hét no6i doc td chay qua cot cing véi OsrHSA, din dén tac dung loai boé ndi doc
t6 kém. Nhung trong cic diéu kién gin OrsHSA, phan khong c6 ndi doc t6 chay qua,
va phén ndi doc td khac gén voi nhua chit ché sao cho OsrHSA c6 thé duoc ria giai

mét cach chon loc, din dén tac dung loai bd ndi doc t6 tdt hon.
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LAy cac yéu td khac nhau vao xem xét, thich hop hon 1a sir dung céc didu kién
gin OrsHSA nhu cic diéu kién sic ky cua hai loai nhwa trao d6i anion,
Capto-Adhere va Bestarose Diamond MMA.

Vi du 4: Chon céc didu kién cho séc ky ky nudc ¢ 14n tinh ché cubi

1. Séc ky ky nudc dugce thuc hién trén Phenyl Sepharose HP

Dé cap dén phuong phép trong don sang ché Trung Qudc CN201010606635.8
ctia chi don, khoang 28mL nhwa Phenyl sepharose HP duoc nap vao cot sic ky 20
XK16/200 mm, va cot dugc 1am can bang véi 150mL dung dich dém cin bing (natri
axit axetic khan 2,32¢g/L, natri dihydro phosphat 2,81g/L, natri octanat 2g/L., amoni
sunfat, 66 g/L, d6 pH 6,5) & toc d6 dong 1a 100 cm/gid. 100mL phan doan rira giai
chira OsrHSA thu duoc tir sic ky Capto-Adhere hoic Bestarose Diamond MMA
dugc bd sung v6i amoni sunfat dé didu chinh d6 dan dién dén 75 mS/cm, va sau d6
bd sung véi 0,15g caprylat natri, va sau dé diéu chinh d6 pH dén 6,5 bang axit
clohydric. N6 dugc nap vao cot & tbe d6 dong 1a 100 cm/gid. Dong chay qua duoc
thu gom dé thu phan doan chira OsrHSA. Cac miu phan doan dugc léy dé xac dinh
kha ning nap va tinh toan kha ning nap thuc t& cia miu tir tinh ché thir cdp trén mdi
milimet nhya. Pién di 46 dwoc thé hién trong Fig.6.

2. Séc ky ky nudc duogc thuce hién trén Phenyl Bestarose HP

Khoéng 24mL nhwa Phenyl Bestarose HP dugc nap vao cot sic ky XK16/200
mm. Thir nghiém ddng thdi duoc tién hanh theo phuong phap néu trén trong muc 1
cua vi du nay. Céc dién di dd dugce thé hién trong céc Fig.6 va Fig.7.

Céc két qua va phan tich:

Sau khi mAu phan doan thu duoc tir tinh ché thr cép v6i Capto-Adhere hodc
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Bestarose Diamond MMA dugc dua vao sic ky twong tac ky nuéc V6i Phenyl
Sepharose HP hodc Phenyl Bestarose HP, d6 tinh khiét cua protein dich cé thé dat
99,9999% (bing ELISA). Cac protein tap chit trong hat gao khong duoc phat hién.
Hai loai nhua ky nuéc khong c6 su khac nhau dang ké vé do tinh khiét. Cac ham
luong ndi doc td cua cac phan doan chita OstHSA thu duoc tlr sic ky tuong tac ky
nude duge thuce hién trén hai loai nhwa nhé hon 0,06 EU/mg. Cac két qua da thé hién
ring ca nhua sic ky ky nuéc Phenyl Sepharose HP va Phenyl Bestarose HP ¢ thé
duoc st dung dé tinh ché 1an cudi OsrHSA, va c6 thé dat dugc sy tinh ché tdt hon va
loai bé ndi doce td.
Vi du 5: Tinh ché Albumin huyét thanh tai t5 hop & ngudi

Séc ky trao ddi cation 1a 1dn tinh ché so cép: Khoang 400mL nhwa Capto
MMC dugc nap vao cot sic ky XK50/400 mm va sau d6 duoc rira bang NaOH 0,5 N
trong khoang thoi gian 30 phut d& khir cic chat gay sdt. Cot sic ky duoc 1am can
bing v&i 2L dung dich dém can bang I (natri axit axtic khan 2 g/L, NaCl 11g/L, d6
pH 4,5 dugc diéu chinh bing axit axetic) & tbc d6 dong 14 300cm/gid, cho dén khi do
pH dat 5,0 va dn dinh. 10L mAu dugc nap vao cac cot, va miu c6 do din dién 14 20,3
mS/cm va d6 pH 13 4,8. Sau khi nap mAu, cot sic ky duoc 1am cin bang véi 2L dung
dich dém can béng II (natri axit axetic khan 2 g/L, NaCl 15 g/L, tir 10 dén 11% (thé
tich/thé tich) etanol khan, d6 pH 4,8 duoc diéu chinh bﬁng axit axetic, dugc diéu ché
v6i nue dé phun) & téc d6 dong 1a 300 cm/gid. Céc tap chat duge rira giai voi
3000mL dung dich dém rira (natri axit axetic khan 2 g/L, 16% (thé tich/thé tich)
etanol khan, d6 din dién 14 83,5 mS/cm duoc diéu chinh béng NaCl, d¢ pH 5,0 dugc

diéu chinh bing axit axetic, dugc diéu ché véi nude dé rét vao) & toc d dong 1a 300
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cm/gio. Protein dich dugc rra gidi véi dung dich dém rtra gidi (natri dihydro
phosphat 2,67 g/L, dinatri hydro phosphat 2,82 g/L, NaCl 23,4 g/L, 46 pH nim trong
khoang tir 6,3 dén 6,4, dugc diéu ché voi nudc 6 thé rét vao) dé thu duoc phan doan
chira OsrHSA. Céc dién di 6 duoc thé hién trong Fig. 8A.

Nhua composit anion/ky nuéc duoc sir dung cho sic ky trao ddi 1a 1an tinh
ché thi cép: Khoang 68ml ctia nhya Capto-Adhere dugc nap vao cot sic ky
XK26/200 mm. Cot dugc 1am cin bang véi 600mL dung dich dém can bang (natri
dihydro phosphat 1,0 g/L, dinatri hydro phosphat 5,0 g/L, NaCl 5,0 g/L, d6 pH nim
trong khoang tir 7,5 dén 7,6) & tbc do dong 1a 300 cm/gid, cho dén khi d6 pH dat tir
7,5 dén 7,6 va én dinh. 500mL mAu dugc nap vao cot & tdc do dong 300 cm/gio. Cot
duoc can bing lai voi khoang 200mLdung dich dém can bang, va sau d6 duoc ria
gidi bing dung dich dém rira gidi (natri dihydro phosphat 1,5 g/L, dinatri hydro
phosphat 5,0 g/L, NaCl 23,4 g/L, 46 pH nim trong khoang tir 7,1 d&n 7,2) & toc do
dong 1a 300cm/gio, dé thu phan doan chita OsrHSA. Ham luong ndi doc td cta phén
doan thu dugc nim trong khoang tir 100 dén 200 EU/mL. Cac dién di dd dugc thé
hién trong Fig.8B.

Séc ky ky nudc 13 13n tinh ché cubi: Khoang 15mL nhua Phenyl sepharose HP
dugc nap vao cot séc ky XK16/200 mm. C¢t dugc lam cén béng v6i 100mL dung
dich dém can bang (natri axit axetic khan 2,32 g/L, natri dihydro phosphat 2,81 g/L,
caprylat natri 2g/L, amoni sunfat 66 g/L, 4 pH 6,5) & téc do dong 1a 100 cm/gio.
100mL phan doan rua gidi chira OstHSA thu duoc tir sic ky Capto-Adhere duoc bd
sung amoni sunfat dé diéu chinh d din dién dén 75 mS/cm, sau d6 bd sung 0,15 g

caprylat natri, axit clohydric dé diéu chinh d6 pH dén 6,5. MAu duoc nap & toc do
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dong 1a 100cm/gi¢. Dong chay thu dugc 14 phan doan chira OsrHSA. Ham luong noi
doc t6 nho hon 0,08 EU/mg, va d6 tinh khiét cta protein dich 16n hon 99,9999%.
Céc dién di d6 dugc thé hién trong Fig.8C.

Vi du 6: Tinh ché Albumin huyét thanh tai t hop & ngudi

Khoang 400mL nhya Capto MMC dugc nap vao cot séc ky XK50/400 mm,
va sau d6 duoc rira bang NaOH 0,5 N trong khoang thoi gian 30 phut ¢ khir cac
chit gay sét. Cot sic ky dugc 1am can bing véi 2000mL dung dich dém can bang I
(natri axit axetic khan 2 g/L, NaCl 11 g/L, d6 pH 4,5 duoc didu chinh bing axit
axetic) & téc d6 dong 1a 300 cm/gid, cho dén khi d6 pH dat 4,5 va 6n dinh. 10000mL
mau c¢6 d6 din dién nim trong khoang tir 5,5 dén 8,0 mS/cm va d6 pH 14 4,5 duoc
nap vao cot. Sau khi nap mAu, cot sic ky dugc can béng lai véi 2000mL dung dich
dém can bing II (natri axit axetic khan 2 g/L, NaCl 15g/L, tir 10 d&én 11% (thé
tich/thé tich) ruou isopropyl, d6 pH 4,5 duoc didu chinh béng axit axetic, duoc didu
ché bing nuéc c6 thé rét vao) & téc d6 dong 1a 300 cm/gid. Céc tap chat dugce rira
giai véi 3000mL dung dich dém rira (natri axit axetic khan 2 g/L, tir 15 dén 16% (thé
tich/th tich) ruou isopropyl, d6 din dién nim trong khoang tir 82 dén 89 mS/cm
duoc diéu chinh b?mg NacCl, d6 pH ndm trong khoang tur 4,8 dén 4,9 duoc diéu chinh
bang axit axetic, dugc didu ché véi nudc d rét vao) & toe d6 dong 1a 300 cm/gid.
Protein dich dugc rira giai bing dung dich dém rtra giai (natri dihydro phosphat 2,67
g/L, dinatri hydro phosphat 2,82 g/L, NaCl 23,4 g/L, 46 pH tir 6,3 dén 6,4, duoc diéu
ché vé&i nude dé rét vao) dé thu duge phan doan chira OsrHSA. Céc dién di dd duoc
thé hién trong Fig.9A.

Nhua composit anion /ky nudc duge st dung cho sic ky 1 1an tinh ché thu
cip: Khoang 68mL nhua Capto-Adhere dugc nap vao ct sic ky XK26/200 mm. Cot

duoc 1am can bang voi 600mL dung dich dém cén bing (natri dihydro phosphat 1,0
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g/L, dinatri hydro phosphat 5,0 g/L, NaCl 5,0 g/L, d¢ pH nam trong khoang tir 7,5
dén 7,6) & tbc do dong 1a 300 cm/gid, cho dén khi do pH dat tir 7,5 dén 7,6 va 6n
dinh. 500mL mau dugc nap vio cot & tbc d6 dong 14 300 cm/giv. Cot dugc can bing
lai voi khoang 200mL dung dich dém cén bing, va sau d6 duogc rira giai bang dung
dich dém rura giai (natri dihydro phosphat 1,5 g/L, dinatri hydro phosphat 5,0 g/L,
NaCl 23,4 g/L, 6 pH nim trong khoang tir 7,1 dén 7,2) & tdc d6 dong 1a 300 cm/gio,
d& thu phan doan chira OsrHSA. Ham luong ndi doc t§ ctia phan doan thu duogc nim
trong khoang tir 100 dén 200 EU/mL. Céc dién di d6 dugc thé hién trong Fig.9B.

Séc ky ky nudc 1 1an tinh ché cudi: Khoang 15mL nhya Phenyl sepharose HP
duoc nap vao cdt sic ky XK16/200 mm. Cot dugc lam can béng véi 100mL dung
dich dém can bing (natri axit axetic khan 2,32g/L, natri dihydro phosphat 2,81 g/L,
caprylat natri 2 g/L, amoni sunfat 66g/L, 40 pH 6,5) & tbc d6 dong 1a 100 cm/gid.
100mL phén doan rira gidi chira OstHSA thu dugc tu sic ky Capto-Adhere dugc bd
sung amoni sunfat dé didu chinh d6 dan dién dén 75 mS/cm, sau d6 bd sung 0,15 g
caprylat natri, d6 pH 6,5 dugc diéu chinh béng axit clohydric, dugc nap & tbc do
dong 1a 100cm/gid. Dong chay duge thu la chira OstHSA. Ham Iuong ndi doc t6 nho
hon 0,08 EU/mg, va do tinh khiét cua protein dich 16n hon 99,9999%. Cac dién di do

duoc thé hién trong Fig.9C.
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YEU CAUBAO HO
1. Phuwong phap sic ky dé tach va tinh ché albumin huyét thanh tai to hop & nguoi
¢6 do tinh khiét cao, phuong phap nay bao gdm cac budc theo thi ty sau day:

1) dua dich chiét tho cua albumin huyét thanh tai té hop ¢ nguoi vao sic ky
trao doi cation, bd sung rugu vao dung dich dém dé loai bo nodi doc td, dé thu san
pham so cép [;

dung dich dém bao g61n dung dich dém rua, dung dich dém can béng I va
dung dich dém can béng II; dung dich dém rtra chira tir 10 dén 20% ruou theo thé
tich, dung dich dém cén bfmg [ chta tir 0 dén 10% ruou theo thé tich, dung dich
dém can bang II chua tir 5 dén 15% ruou theo thé tich;

sdc ky trao d6i cation duoc thuc hién trén nhua composit cation/ky nudc duge
chon tir Capto-MMC hodc Bestarose Diamond MMC;

2) dua san phdm so cap I vao sic ky trao doi anion dé thu dugc san pham thir
cap II;

sic ky trao dbi anion duogc thuc hién trén nhua composit anion/ky nude dugce
chon tir Capto-Adhere hodc Bestarose Diamond MMA ;

3) dua san phdm tha cip II vao sic ky ky nuée dé thu duge albumin huyét
thanh tai td hop & ngudi c6 do tinh khiét cao;

SAc ky ky nudc dugce thuc hién trén nhua dugce chon tir Phenyl Sepharose HP,
Phenyl Sepharose FF, Phenyl Bestarose HP hoac Phenyl Bestarose FF;

albumin huyét thanh tai to hop & ngudi duge tinh ché thu duoc bang phuong
phap trén c6 do tinh khiét cao hon 99,9% bdi HPLC.

2. Phuong phéap theo diém 1, trong do ruou & budc 1) duoc chon tir etanol hodc
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ruou isopropyl.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich dém rtra chira 15% etanol khan
theo th tich, dung dich dém II chira 10% etanol khan theo thé tich.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich dém rura bao gdm: natri axetat
khan 2 g/L, 15% etanol khan theo thé tich; d6 din dién cta n6 dugc diéu chinh
bing NaCl dén 83mS/cm, d6 pH ctia né dugc diéu chinh nim trong khoang tir 4,6
dén 5,0 bang axit axetic.

5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich dém I bao gdm: natri axetat khan 2
g/L, NaCl 15g/L; d6 pH ctia né duoc diéu chinh nim trong khoang tir 4,2 dén 4,8
bang axit axetic.

6. Phuong phép theo 1, trong d6 dung dich dém II bao gdm: natri axetat khan 2 g/L,
NaCl 15g/L, 10% etanol khan theo thé tich; 6 pH ctia n6 dwoc diéu chinh nim
trong khoang tir 4,2 dén 4,8 bing axit axetic.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich dém bao gdém dung dich dém rtra,
dung dich dém céan béng I va dung dich dém can béang II; trong d6 dung dich dém
rira chira tir 10 dén 16% ruou isopropyl theo thé tich, dung dich dém can bang II
chira tir 4 dén 11% rugu theo thé tich.

8. Phuong phép theo didm 7, trong d6 dung dich dém rira chtra tir 15 dén 16% rugu
isopropyl theo thé tich, dung dich dém cén bang II chira tir 10 dén 11% ruou
isopropyl theo thé tich.

9. Phuong phap theo diém 7, trong d6 dung dich dém rira bao gdm natri axetat khan
2 g/L, tu 15 dén 16% rugu isopropyl theo thé tich; d6 dan dién cua n6 duge diéu

chinh bang NaCl nim trong khoang tlr 82 dén 89 mS/cm, d6 pH cta n6 duge didu
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chinh dén d6 pH tir 4,8 dén 4,9 bing axit axetic.

10. Phuong phép theo diém 7, trong d6 dung dich dém I bao gdm: natri axetat khan

2 g/, NaCl 11g/L; d6 pH ctia n6 dugc diéu chinh dén 4,5 bﬁng axit axetic.

11. Phuong phap theo diém 7, trong d6 dung dich dém II bao gdm: natri axetat khan
2 g/L, NaCl 15g/L, tir 10 d&n 11% rugu isopropyl theo thé tich; d6 pH ctia né dugc

diéu chinh dén 4,5 bang axit axetic.
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