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3052

Linh vire k§ thuit dwoe d& cap

Sang ché thudc linh vuc céng nghé sinh hoc va thiét bi y t&, cu thé 13 sang ché dé
cap dén phuong phap san xuét kit ding dé xét nghiém hip thu mién dich lién két véi
enzym (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- ELISA) dé dinh lwong khing nguyén
ung thu CA125 (Cancer antigen 125) trong huyét trong ¢ ngudi nghi ngd mic bénh, cho
phép chan doan va theo doi sy tién trién ciia bénh ung thu budng trimg.

Tinh trang k§ thuit ciia sdng ché

Pinh hrong ndng 6 CA125 bang k§ thuat ELISA 1a phwong phap hién nay nhiéu
co s& y té st dung @& chin doan sém hoic theo ddi tién trinh cta bénh ung thu budng
tring phuc vu cong tac chita tri bénh dat hiéu qua cao khi duoc phat hién kip thoi sém
nhat ¢6 thé. Chan doén bénh ung thu budng trimg bing k¥ thuat nay cd 4o chinh xac
khoang 70-80% so v&i tiéu chudn vang 13 xét nghiém 14m sang, c4n 14m sang, chup X
quang va chup cit 16p vi tinh. Ung thu budng trimg 13 bénh ung thu hinh thanh trong
budng trimg, c6 thé 1ay lan dén cac ving khac nhu: niém mac ving bung, hach bach
huyét, phdi va gan. Nguyén nhan giy bénh chiém khoang 50% la do ddt bién gen gen
BRCAI va gen BRCA2 1am chirc ning té bao budng tring bat thudng va m‘ét kiém soét
trong qua trinh phat trién. Ung thw budng trimg & giai doan dau khéng gay dau dén va c6
thé khong c6 triéu chiing nén bénh nhan khong phat hién ra hoic bo qua.

Khang nguyén ung thu 125 (CA125) 1a phan tu glycoprotein ning 220-kDa, dugc
m3 hoéa béi gen MUCI16 nam trén NST 19p13.2. Phan tir ndy gdm 3 domain: domain
trong mang, domain xuyén mang va domain ngoai mang. CA125 dugc xac dinh nhur mot
marker quan trong trong chin doan ung thu budng trimg véi khoang 50% phy nit méc
giai doan sém va 80% méc giai doan mudn c6 ndng do CA125 trong mau cao.

Nhiéu nghién ctru ché tao khang thé don dong va khang thé da dong khéang lai
protein CA125 di dwoc cong bd trudec d6 nhu (Cong bd s& EP3515946Al,
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JP2015025006A, CN110526974A va WO2019213747A1). Nhing khang thé nay 1a
nguyén liéu can thiét cho cac loai xét nghiém nhu xét nghiém ELISA, western blotting,
héa md mién dich va mién dich huynh quang. Tuy nhién, chua c6 nghién ciru ché tao kit
ELISA dinh luong khing nguyén CA125 dugc cong bd cho dén nay, mic du trén thi
trudng c6 rat nhidu kit thwong mai dang luu hénh. Viéc dinh lwong ndéng d6 CA125 trong
huyét twong rat quan trong d& chén do4n sém va theo ddi diéu tri bénh ung thir bubng
tring. O Viét Nam hién nay thuong nhap khéu kit ELISA nay véi gia thanh cao va khong
chi déng dugc ngudn cung cip kit. Do d6, chiing 61 dé xuét phuong phap san xuit b kit
ndy dé dap tmg nhu cdu vé bj kit ELISA & chu dong ngudn cung cép, dong thoi dam
bao duoc gia thanh hop Iy véi diéu kién trong nude.

Ban chét k§ thut ciia sédng ché

Muc dich clia sang ché 14 @& xuét phuong phép san xuét kit ELISA dimg dé dinh
lwong khang nguyén CA125 chin doan bénh ung thu budng trimg, tir d6 c6 thé tién t6i
cung cip mdt phén kit chdn doén bénh trén phuc vu nhu cdu rat 16n hién nay & thi trudng
trong nude va thi trudong thé gisi.

Kit ELISA nay dédc trung va khac biét v6i cac loai kit ELISA dinh lwong CA125
khac & chd 1a khang thé bat cua kit duoc nhém nghién ctru ché tao va tinh sach tir khang
thé da dong thu dugc tix huyét thanh cia chudt duogc gdy mién dich véi khang nguyén
CA125. Khang thé da dong khang CA125 tw san xult bit cdp dic hiu véi khang nguyén
CA125 va khéng thé don dong khang CA125 gén HRP ctia hing Antidodies-online trong
phan ung ELISA. Khang thé da dong CA125 c6 thé ché tao dugc voi sd luong 16m co.
chat lugng cao va khong mét phi van chuyén, phi nhap khau, v.v.. Khi st dung khéng thé
ndy két hop véi khéng thé phat hién thwong mai va khang nguyén CA125, ching t6i di
ché tao dugc bo kit ELISA c6 chit lwong twong duong so vdi cac loai kit thuong mai
dang c6 trén thi truong va gia thanh ré hon nhiéu (3-5 14n).

Theo khia canh thit nhét, sang ché dé cap dén phuong phéap san xuit bo kit ELISA
dinh luong CAI125 chin doan bénh ung thu budng trimg bao gbém: 01 dia ELISA 96
giéng- Khang thé bit CA125: 110 25 pl (1mg/mL)- Protein CA125 chuan: 119 20 pl (0,1
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IU/mL)- Khang thé phat hién CA125: 1 lo 25 plv(O,S mg/mL)- Dung dich dém bat: 1 1o
(15 ml)- Dung dich dém khoéa: 1 lo (30 ml, 2X)- Dung dich rira: 1 1o (60 ml, 10X)- Co
chit tetrametylbenzidin tao mau (TMB): 1 1o (12 mD)- Duﬁg dich H2SO4 2N: 1 1o (10 ml),
trong d6 phuong phéap nay bao gdm céc budc:

(i) chudn bi dia ELISA 96 giéng;

(ii) chuén bi lo khang thé bat CA125;

(iii) chudn bi lo protein CA125 chuln;

(iv) chun bi lo khang thé phat hién CA125;

(v) chufn bi lo dung dich dém bat;

(vi) chuén bi lo dung dich dém khoa;

(vii) chuén bi lo dung dich ria;

(viii) chuén bi lo dung dich tao mau TMB;

(ix) chuén bi lo dung dich H2SO4 2N; va

(x) déng gbi thu kit thanh pham.

Theo mdt phuong an, bd kit dugc san xuét con bao gém hudng dan sir dung.

Mo ta vin tit hinh vé

Hinh 1 thé hién Biéu @ duong chuén cia protein CA125

M5 ta chi tiét sdng ché

Sau ddy, sang ché md ta chi tiét cac phuong an thyc hién cu thé, cac phuong an
nay chi nhim muc dich boc 1 sang ché chir khong nham muc dich han ché pham vi yéu
cAu bao hd cia sang ché.

Theo khia canh thir nhét, sang ché ndy d& cap dén phwong phap san xuét kit
ELISA dinh luong CA125 chin doan bénh ung thu budng trimg bao gdm: Pia ELISA 96
giéng, khang thé bt CA125, protein CA125 chudn, khing thé phat hién CA125, dung
dich dém bét, dung dich dém khoa, dung dich ra, dung dich tao méu TMB va dung dich
H2SO4 2N.
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Phuong phép san xuét kit ELISA dinh luong CA125 chin doan bénh ung thu
budng trimg bao gbm céc bude:

(i) chun bi dia ELISA 96 giéng;

(if) chuén bi lo khang thé bat CA125;

(ii) chudn bi 1o protein CA125 chufn;

@iv) chuin bi lo khang thé phat hién CA125;

(v) chuén bi lo dung dich dém bat;

(vi) chuén bi 1o dung dich dém khoa;

(vii) chuén bi lo dung dich rira;

(viit) chuén bi lo dung dich tao mau TMB;

(ix) chuén bi lo dung dich H2S04 2N; va

(x) déng goi thu kit thanh pham,

Céac bude san xuit cac thanh phén s& dugc mo ta cy thé dudi day:

Dia ELISA 96 giéng: 01 dia (12 dai voi 8 giéng/dai)

Dia ELISA day phéng c6 chét liéu nhwa polystyren, kich thudc: 86x128mm, tdng sb
giéng 12 96, 12 dai vdi 8 giéng/dai, dfa mau trong subt va duoc duge danh sb thit tw cac vi
tri trén dia.

Khang thé bét CA125: 11o (1 mg/mL)

Khéng thé bit CA125 duoc ché tao va tinh sach tir huyét thanh cta chudt duoc gy
mién dich véi khang nguyén CA125 va higu gia khang thé dat 6400 duogc kiém tra bing
5 thuat ELISA. Khang thé duge bao quén bang dung dich NaN3 0,05% & 4°C.

Protein CA125 duoc tach chiét va tinh sach tr dich cb truéng cta bénh nhén ung
thu budng trimg dwong tinh véi d4u (marker) CA125. Protein nay dugc ti€m vao chudt
gy d4p tmg mién dich bing cach hoa tan protein CA125 trong ta dugc Freund’s rdi tiém
dudi da bung chudt, viéc gy dap tmg mién dich chudt duoc thuc hién véi hai 1an tiém,
trong do 14n tiém dau tién st dung ta duoc Freund’s toan phﬁn, 14n tiém nhic lai st dung
vé6i ta dugce Freund’s khong toan phﬁn, khoang cach gifta cac 14n tiém 13 2 tudn, chudt sau
tiém nhic 14n 2 dugc ldy méau finh mach dudi thu huyét thanh chira khang thé. Khang thé

ndy sau d6 duge tinh sach bang cach st dung sic ky 4i luc voi protein A thong qua cot
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tinh ché HiTrap Protein A (GE Healthcare). Khang thé bat dugc bao quén bing bing
dung dich NaN3 0,05%. Dan nhén, bao quan & 4°C.
Bang 1: Thanh phin va ham luong trong mot lo khang thé bat CA125

Thanh phin S6 lrgng
Khéng thé bat CA125 (1 mg/mL) 25 ul

Protein CA125 chudn: 1 1o (100 KU/mL)

Protein CA125 dugc tinh sach tir dich c¢b truéng ctia bénh nhan ung thu budng
trimg duong tinh vdéi du (marker) CA125. Protein CA125 c6 thé 1a protein thuong mai,
vi du protein thwong mai cia hang Fitzgerald. Chia thanh cac lo dung 20 pl (100
KU/mL). Dan nhén, b4do quan bing dung dich sucroza 3% va NaN3 0,05%, & -20°C.

Bang 2: Thanh phan va ham luong trong mdt lo protein CA125 chuén

Thanh phéan Ham luong

Protein CA125 chuén (100 KU/mL) 20 pl

Khdng thé phat hién CA125: 11o (0,5 mg/mL)

Khéng thé phat hién 12 khang thé don dong CA125 gdn v6i HRP, c6 the 1a khang
thé thuong mai, vi du khéng thé thuong mai ciia hang Antibodies-online. Khang thé nay
1a khang thé IgG1 dung dé phat hién protein CA125 c6 trong mau xét nghiém. Dung dich
khéng thé phat hién CA125 (0,5 mg/mL) duoc chia vao cac lo chira mdi lo 25 pl, béo
quan bang dung dich ProClin 0,05% & 4°C va tranh anh sang.

Bang 3: Thanh phan va ham luong trong mot lo khang thé phat hién CA125

Thanh ph?m _ Ham lugng

Khang thé phat hién CA125 (0,5 mg/mL) 25 ul

Dung dich dém bét: 110 (15 ml), pH 6,5
Dung dich dém bit dugc pha theo cong thie 500 ml dung dich bao gdm: 6,245 g
Na.HPOs, 7,735g NaHPO4, va nude deion. Chuén pH dung dich béng 6,5. Loc dung dich
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dém bit qua mang loc 0,22 uM. Chia ra thanh céc lo 15 ml/lo. Dén nhén, bdo quan dung
dich dém bét & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C.
Bang 4. Thanh phﬁn va ham luong trong mot lo dung dich dém bét

Thanh phan Ham lwong
NaxHPO4 0,188 g
NaH2POq4 0,232 g

Dung dich H20O deion | 15 ml

Dung dich dém khéa: 1 1o (30 ml, 2X)

Dung dich dém khoa dung dé khoa tat ca nhitng vi tri g?m két khong dic hiéu trén
b& mit cia dia ELISA, pha lodng khéng thé bit, protein chudn, khang thé phat hién. Dung
dich sau khi pha xong dugc din nhén, bdo quin & nhiét do tr 2°C dén 8°C.

Pha dung dich dém khoéa theo cong thirc 500 ml dung dich gdm PBS (2X) bd sung
4% sita tach béo (skim milk) va loc dung dich dém khoéa qua mang loc 0,22 uM. Chia ra
thanh c4c 1o 30 ml (2X). D4n nhan, bao quén & nhiét dd tir 2°C dén 8°C.
Bang 5: Thanh ph?m va ham luong trong mot lo dung dich dém khoa

Thanh phén Ham lwong
PBS (2X) 30 ml
Sira tach béo 4% thé tich

Dung dich rika: 1 1o (60 ml, 10X)

Dung dich rira ding dé rira, loai bd céc thanh phén thira trong qua trinh phan ng
gdm protein, dung dich dm khoa va khéang thé khong gin. Dung dich rira trong subt,
khong mau, lic 1én ¢6 bot. Dan nhan, bao quén dung dich rira & nhiét do tir 2°C dén 8°C.

Pha dung dich rtra theo cdng thitrc 1000 ml dung dich PBS (10X) bd sung 0,5%
Tween-20, 1&c hdn hop ndy va dé trong thoi gian it nhit 24 gid. Chia ra thanh céc lo 60
ml (10X). Loc dung dich rira qua mang loc 0,22 pM. Dén nhén, bao qudn dung dich rita 6
nhiét ¢ tir 2°C dén 8°C.
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Bang 6: Thanh phan va ham luong trong mot lo dung dich rira

Thanh phéin Ham lugng
PBS (10X) 60 ml
Tween-20 0,05% thé tich

Dung dich tao mau TMB: 110 (12 ml)

Co chit TMB két hop v6i enzym HRP tao ra sén phdm c6 mau xanh luc. Cuong
d6 mau ti 1 thuén voi lugng khang thé gén két v6i enzym HRP phan tmg va tuong duong
v6i ndng @5 khang nguyén CA125 trong miu. Co chat ding cho kit ELISA theo sang ché
c6 thé 14 co chét thuwong mai, vi du co chét TMB ctia hing Thermo Fisher Scientific.
Nhén dang dung dich co chit TMB khé’ng mau. Chia vio m&i lo 12 ml bang pipet. Dan
nhiin, bio quan & nhiét @ tir 2°C dén 8°C va tranh 4nh sang.

Dung dich H2SO4 2N: 110 (10 ml)

Dung dich H2SO4 2N ding dé dimg phén tmg vi enzym HRP va co chit 1a phin
{mg oxy hoa khir hai chiéu nén phai dimg phan tng d tranh gy nhifu két qua. Thém vao
axit sulfuric d& di mau xanh luc sang mau vang, cho phép do chinh xac méat 46 quang
hoc tai cudng do 450 nm st dung diu doc dia (ELISA reader).

Dung dich H2SO4 2N duoc pha ché bing cach lay 10,86 ml dung dich H2SO4 98%
va bd sung nudc deion vira da & tao ra 200mL dung dich H2SO4 2N. Chia vao mbi lo 10
ml bing pipet. Dung dich sau khi pha xong dugc dan nhin, bdo quin & nhiét do tir 2°C
dén 8°C.

Béng 7: Thanh phin va ham luong trong mdt lo dung dich HaSO4 2N

Thanh phan Ham lugng
Dung dich H2SO4 98% 0,543 ml
Dung dich H2O deion 9,5 ml

Kit bao gdm cAc sinh phm, dung dich va héa chit khac can thiet cho k¥ thudt ELISA

duoc pha ché va déng goi nhu sau:

- 01 dfa ELISA 96 giéng
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Khéng thé bit CA125: 1 1o 25 pl (Img/mL)
Protein CA125 chudn: 1 1o 20 ul (100 KU/mL)
Khéng thé phat hién CA125: 110 25 pl (0,5 mg/mL)
Dung dich dém bat: 1 1o (15 ml)
Dung dich d&m khoéa: 1 1o (30 ml, 2X)
Dung dich rtra: 1 1o (60 ml, 10X)
Dung dich tao mau TMB: 1 1o (12 ml)
Dung dich H2SO04 2N: 110 (10 ml)

Tién hanh déng géi 01 lo héa chit bao gdm: protein CA125 chudn trong ti nilon,
dan nhan, bao quan ¢ nhiét 46 -20°C. Tam thanh phin con lai bao gom: dia ELISA 96
giéng, khang thé bét, khang thé phat hién, dung dich dém bét, dung dich dém khoa, dung
dich rira, dung dich tao mau TMB va dung dich HaSO4 2N duoc bao quén trong hop ¢
nhiét d6 4°C. Kit ndy c6 thé con bao gdm hudng dan st dung di kém.

Vi du thyc hién sang ché

Séng ché s& dé hidu hon tir cac vi du sau. Tuy nhién, chuyén gia trong linh vyc nay
s& dé dang nhin biét duoc chc nguyén li€u cu thé va céc két qua mo ta chi nhim muc dich
minh hoa, va khong c6 dung y hodc khong nhim gi6i han sing ché nhu duge mb ta diy
{0 hon trong yéu cau bao hd kém theo.
Vi du 1: Piéu ché protein chudn

Protein CA125 duge tinh sach tir dich ¢ trudng cua bénh nhan ung thu buéng
trimg duong tinh véi marker CA125. Protein CA125 ¢6 thé 13 protein thuong mai, vi du
protein thwong mai ctia hang Fitzgerald. Chia thanh céc lo dung 20 pl (100 KU/mL). Dan
nhin, bdo quan bang dung dich sucrose 3% va NaN3 0.05%, & -20°C.
Vi du 2: San xudt khéng thé bét

Khang thé bt 1a khang thé CA125 da dong duoc sin xuit béi nhém nghién ciru cia

ching t&1 nhw sau: protein CA125 dugc tach chiét va tinh sach tir dich c¢d truéng cua
bénh nhan ung thu budng trimg duong tinh voi marker CAI25. Sau d96, protein CA125

duoc hoa véi tA dugc Freund’s (foan phén va khong toan phén) rdi tiém dudi da bung
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chu6t. Viéc giy dap Umg mién dich chudt dugc thuc hién voi hai lan tiém, trong dé lan
tiém dAu tién st dung ta duoc toan phﬁn, 1An tiém nhic lai sit dung véi ta duge khong
toan phﬁn. Khoang cach gifta cac 1an tiém 13 2 tudn. Chudt sau tiém nhic 14n 2 duoc Iéy
méu tinh mach dudi thu huyét thanh va @& xac dinh hidu gia khang thé bing phwong phap
ELISA. Khang thé thu nhén bang phuong phép tua mudi ammonium sulfate duoc tinh
sach tinh sach bing séc ky 4i luc véi protein A thong qua cdt tinh ché HiTrap Protein A
(GE Healthcare). Kiém tra d6 tinh sach cta khéng thé thu dugc bang ky thuat dién di bién
tinh SDS-PAGE 12,5%. Tién hanh xéc dinh ham hrong protein bang phwong phap
Bradford khi do d6 hip phu 4nh sang & budc séng 595nm. Déan nhén va bao quan bang
dung dich NaNj3 0,05% & 4°C.
Vi du 3: San xudt khdng thé phét hién

Khéng thé phat hién don dong CA125 gén v6i HRP c6 thé 1a khang thé thuong
mai, vi du khang thé thvong mai ctia hing Antibodies-online. Khang thé nay 1a khang thé
IgG1 dung dé phat hién protein CA125 c6 trong mau xét nghiém. Dén nhén va bdo quan
bang dung dich Proclin 0,05% & 4°C.
Vi dy 4: Sém xudt dung dich dém bt

Dung dich dém bat dwgc pha theo cong thirc 500 ml dung dich bao gbm: 6,245 g
NaxHPOu4, 7,735g NaH,POs4, va nude deion. Chuén pH dung dich béng 6,5. Loc dung dich
dém bét qua mang loc 0,22 uM. Chia ra thanh céc 1o 15 ml/lo. Dan nhén, bdo quan dung
dich dém bét & nhiét d9 tlr 2°C dén 8°C.
Vi du 5: San xudt dung dich dém khda ddm ddc

Dung dich d€m khoa dam' dic pha theo céng thite 500 ml dung dich gdm PBS
(2X) bd sung 4% skim milk va loc dung dich dém khéa qua mang loc 0,22 pM. Chia ra
thanh céac lo 30 ml/lo (2X). Dan nhén, bdo quan & nhiét 4o tir 2°C dén 8°C.
Vidu 6: Sdan xudt dung dich rira co ddc

Dung dich rira ¢ dic dugc pha theo cong thirc 1000 ml dung dich PBS (10X) b
sung 0,5% Tween-20. Léc hdn hop nay va dé trong thoi gian it nhét 24 gid. Dung dich
raa bao gém PBS va 0,05% Tween-20. Chia ra thanh céc lo 60 ml/lo (10X), dung dich

-10-
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rita trong subt, khong mau, 14c 1én ¢6 bot. Loc dung dich rira qua mang loc 0,22 pM. Dén
nhén, bao quan dung dich rira & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C.
Vidu 7: San xudt co chdt tao mau TMB

Dung dich co chit tao mau 1a tetrametylbenzidin. Dung dich co chit c6 thé 13 hoa
chét thuong mai, vi du hoa chét thuong mai ciia hing Thermo Scientific. Chia vao mdi lo
12 ml/lo dung dich TMB. D4n nhén, bao quan & nhiét &6 tix 2°C dén 8°C.

Vi du 8: San xudt dung dich H2504 2N

Dung dich 200 ml dung dich H>SO4 2N dugc pha ché bang cach ldy 10,86 ml
dung dich H>SO4 98% v bd sung nuéce deion vira di. Dan nhin, bao quin & nhiét o tir
2°C dén 8°C.

Vi du 9: Chdn dodn bénh ung thi budng trimg theo kit dinh lwong CA125 ciia sdng ché

St dung kit dinh luong CA125 dé chén doan bénh ung thu budng trimg theo sing
ché v tién hanh xét nghidm trén 10 mAu huyét trong d3 biét trude két qua xét nghiém
bang kit thwong mai (MUCIN 16/CA125 Human ELISA Kit, Catalog Number
EHMUC16, Thermo Fisher Scientific). Nong d6 CA125 trong huyét tuong ctia miu bénh
nh4n ung thu budng trimg duong tinh 14 > 35U/mL.

Ding pipet hit va nhé 100 pl dung dich bét chira khang thé bt CA125 vao mobi
giéng cta dia ELISA. Dung nap cua dia ELISA déy kin, boc bang parafin va dé qua dém
& 4°C.

Rira dia 4 13n bing dung dich dém rira, m3i 1in 300 pl/giéng (mdi lan rua gifr
khoéang 30 gidy). GG nhe, up 1én trén gifly thdm @ loai bo hoan toan dung dich dém rira.
B4 sung 200 pl dung dich dém khéa vio mdi giéng, 1 1 gior & nhiét d6 phong.

Rira dfa 4 1in bing dung dich dém rira, m3i 1an 300 pl/giéng (m3i 1an ria git
khoang 30 gidy). G0 nhe, up 1én trén gidy thAm dé loai bo hoan toan dung dich dém rira.
M&u protein chuin dugc pha loing trong dung dich dém khoa thanh 7 ndng d6 khac nhau
boa gém cac ndng d9: 324 U/ml, 162 U/ml, 54 U/ml, 18 U/ml, 6 U/ml, 2 U/ml va 0.6
U/ml. B6 sung 100 pl protein chudn vao 08 giéng ciia dai du tién va 100 pl mau huyét

twong vao céc giéng con lai, 0 2 gid & nhiét d6 phong.

-11-
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Rira dfa 4 14n bing dung dich dém rira; m3i l4n 300 pl/giéng (mdi 14n rira giit
khoang 30 gidy). Gb nhe, tp 1én trén gidy thdm dé loai bé hoan toan dung dich dém rira.
B sung 100 pl dung dich phat hién cdng hop véi enzyme HRP vao mdi giéng, 0 1 gio &
nhiét d phong. |

Rira dia 5 14n bing dung dich dém rira, mbi lan 300 ul/giéng (mdi 14n rta gitr
khoang 30 gidy). G& nhe, {ip 1én trén gidy thAm d& loai bd hoan toan dung dich dém ria.
Bé sung 100 pl co chét tao mau TMB vio mdi giéng, i 15 phut trong bong tbi d€ gan voi
céc vi tri c6 HRP 1am ddi mau xanh cua dung dich phén Umg.

Thém 50 pl dung dich H2SO4 2N vio mdi giéng dé ngimg phén tmg ELISA gay
bién @6i mau xanh cta duhg dich phén tmg bién thanh mau vang. Doc két qua bang may
doc ELISA & bude song 450 nm.

Két qua ciia xét nghiém dinh lwong khdng nguyén CA125 cia sdng ché nhw sau:

Phén tich két qua OD ciia cac mAu protein chuén c6 dai nong d6 tir 324 U/ml, 162
U/ml, 54 U/ml, 18 U/ml, 6 U/ml, 2 U/ml va 0.6 U/ml véi viée str dung cAc thanh phan t5i
uu nhu: Khé,ng thé bat CA125 c6 ndng d6 2 pg/ml; dung dich d&m khéa skim milk 2%;
va khang thé phat hién CA125 gin v6i HRP c6 ndng @6 1 pg/ml, két qua c6 su twong
quan tuyén tinh gitta protein chuén va dién tich pic twong tmg, thé hién qua dudng thing
hoi quy va hé sb twong quan R =0,9921, céc gi tri do déu ndm trén dudng hdi quy.

Béng 8: Gia tr1 ODa4so ctia protein CA125

Nong @ protein

) 394 162 54 18 6 2 1 0
CA125 chuan (U/mL)

Gia tri OD 3,04 | 1,74 | 0,84 |0,53|0,400,31|021]0,13

S6 liéu két qua xét nghiém ciia kit nhw sau:

Béang 9: Két qua do ndéng dd CA125

S6 thir Nong d6 CA125 (U/mL) Trung binh ndng do i
X ~ Y au
tw Lan 1 Lan 2 Lan 3 CA125 (U/mL)
1 401,89 410,23 401,59 404,57 Chimg duong
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2 54,00 53,20 55,20 54,13 Miu XN 1
3 448,95 441,60 445,10 44522 Mau XN 2
4 18,20 16,90 17,40 17,50 Mau XN 3
5 426,60 419,50 428,40 424,83 Miu XN 4
6 0 1,00 2,00 1,00 Mau XN 5
7 0 0 0 0 Maiu XN 6
8 10,00 9,50 9,80 9,77 Mau XN 7
9 14,00 12,90 13,50 13,47 Miu XN 8
10 4,50 4,60 4,70 4,60 Mau XN 9
11 3,80 4,10 3,90 3,93 Mau XN 10

Két qua 10 mAu bénh phdm xét nghiém nhu sau:

Céc mAu xét nghiém sb 1, 2 va 4: dwong tinh v&i bénh ung thu budng trimg.

Cac mAu xét nghiém 6 3, 5, 6, 7, 8, 9 va 10: 4m tinh véi bénh ung thu budng trimg.

Két luén: Két qua ctia cac mAu duong tinh va Am tinh véi khang nguyén CA125 nhu trén
duoc do bing kit tw san xuét theo sang ché twong ty nhu két qua dugce do bing kit thuong
mai. Chinh vi vy, kit tu ché tao theo sang ché dat tinh chinh x4c cao va c6 d nhay va dod

ddc hiéu tuong déng v6i kit thuong mai ctia hdng Thermo Scientific.

Hiéu qua dat dugce cia sang ché

| Trong nhiing nim gan ddy, viéc san xuét kit ELISA chén do4n bénh ung thw budng
trimg d4 duwoc nhiéu noi trén thé gii quan tAm va tmg dung cho chin doan va theo ddi
qué trinh didu tri bénh ung thw budng trimg dua vao k¥ thuat ELISA dé x4c dinh ndng do
CA125 c6 trong miu huyét twrong ngudi bénh. Bénh ung thu budng trimg duoc khuyén
c40 sing loc 6 thang/lan d6i voi phu nit trén 40 tudi dé phat hién bénh sém va kip thoi dé
c6 thé chita khoi bénh mot cach don gian nhit. Néu bénh ung thw budng trimg bi phat
hién mudn s& dé bi di cin sang cic co quan khac va khong chita duge. Vi thé nhu ciu st
dung kit ELISA ndy tai cic co sd'y té rét 16n. Kit tr sin xudt c6 wu diém 14 gia thanh thap

hon véi chét lugng twong duong so véi kit nhip ngoai va thdi gian san xuét ngn khong
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mét nhidu thoi gian cho thi tuc xudt nhap canh va van chuyén, d€ dang dap tmg dwoc nhu
ciu cia nguoi dan. O Viét Nam hién nay, bo kit niy dugc nhip ngoai va chua dugc sdn
xudt & trong nude, chinh vi thé, viéc tw san xuit dugc bo kit ELISA ndy 1 rét cn thiét va
gbp phan ha gia thanh xét nghiém ddm bdo hiu hét phu nit trung nién déu duoc xét
nghiém sang loc bénh.
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Yéu ciu bio hd
1. Phuong phép san xuét kit ELISA ding & dinh luong khéng nguyén ung thu CA125
(cancer antigen 125) chin do4n bénh ung thu budng trimg bao gdém cac budc:

(i) Chudn bi dia ELISA 96 giéng:

Chon dia ELISA d4y phing c¢6 chat liéu nhwa polystyren, kich thude chiéu rong 86
mm v chidu dai 128 mm, tdng sb giéng 12 96, 12 déi véi 8 giéng/dai, dia mau trong subt;

Danh sb thix tw cdc vi trf trén dia; -

(i) Chuén bi lo khang thé bat CA125:

Tach chiét va tinh sach protein CA125 tir dich c¢b truéng cta bénh nhin ung- thu
budng tramg duong tinh véi ddu (marker) CA125;

Tiém protein thu dwoc vao chudt giy dap tmg mién dich bang cach hoa tan protéin
CA125 trong t4 dugc Freund’s rdi tiém dudi da bung chudt, viéc gy dap umg mién dich
chudt duoc thuc hién vdi hai lan tiém, trong do6 1An tiém dau tién sit dung ta duoc
Freund’s toan ph?m, 1an tiém nhic lai st dung véi ta dugc Freund’s khong toan phﬁn,
khoang cach gifta cac 1an tiém 13 2 tuln, chudt sau tiém nhéc 14n 2 duoc léy mau tinh
mach dudi thu huyét thanh chira khang thé;

Tinh sach khéng thé thu dugc bang cach sit dung sic ky 4i luc vé6i protein A thong
qua cot tinh ché HiTrap Protein A (GE Healthcare), thu dugc khang thé bat CA125 va
bao quan bang bang dung dich NaN3 0,05% theb ham luong khang thé bat CA125 14 1
mg/ml;

Chia dung dich thu dugc vao céc lo chira, mbi lo 25 pl, d4n nhin, bao quin & 4°C;

(iii) Chudn bi lo protein CA125 chuén:

Cho 20 pl protein CA125 chuan vao lo chira va bao quin bang dung dich sucroza
3% va NaN3 0,05% theo ham lwong protein CA125 1a 100 KU/ml;

Dan nhén va bdo quén & -20°C;

(iv) Chuén bi 1o khang thé phat hién CA125:

Cho 25 pl khang thé phat hién CA125 1a khang thé don dong IgG1 CA125 gan véi
HRP véo lo chira va bao quan bang dung dich ProClin 0,05% theo ham luong khéng thé
phat hién CA125 134 0,5 mg/ml;
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(v) Chun b lo dung dich dém bit:

Pha dung dich dém bt theo cong thic 500 ml dung dich bao gdm: 6,245 g
NazHPOy4, 7,735g NaH2POs, va nude deion;

Chuén pH dung dich bang 6,5, loc dung dich qua mang loc 0,22 uM;

Chia ra thanh céc lo 15 ml/lo, d4n nhén va bao quan & nhiét 4o tir 2°C dén 8°C;

(vi) Chuén bi lo dung dich d€m khoa:

Pha dung dich dém khéa theo cong thirc 500 ml dung dich gdm PBS (2X) b6 sung
4% sita tach béo (skim milk);

Loc dung dich qua mang loc 0,22 uM, chia ra thanh cac lo 30 ml (2X), d4n nhan va
bo quan ¢ nhiét 46 tir 2°C dén 8°C;

(vii) Chuén bi lo dung dich rira:

Pha dung dich rira theo cdng thirc 1000 ml dung dich PBS (10X) bd sung 0,5%
Tween-20, lic hdn hop nay, loc qua mang loc 0,22 pM va d8 trong thoi gian it nhat 24
gio;

Chia ra thanh c4c lo 60 ml (10X), d4n nhin va bdo quan & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C;

(viii) Chuén bi lo dung dich tao mau TMB:

Chia dung dich chét tao mau tetrametylbenzidin vao m&i lo 12 ml bang pipet, dan
nhén va bao quéan & nhiét @6 tir 2°C dén 8°C va tranh 4nh séng;

(ix) Chuén bi lo dung dich H2SO4 2N:

Pha ché dung dich H>SO4 2N bing céch liy 10,86 ml dung dich H2SO4 98% va bd
sung nude deion vira da dé tao ra 200mL dung dich HoSO4 2N;

Chia dung dich H>SO4 2N vao mdi lo 10 ml bing pipet, dan nhin va bdo quan &
nhiét 9 tir 2°C dén 8°C; va -

(x) Péng g6i thu kit thanh phim:

Tién hanh déng goéi 01 lo héa chit bao gdm lo protein CA125 chuén thu dugc tir
budc (iii) trong tai nilon, dan nhén, bdo quan ¢ nhiét d§ -20°C, va tdm thanh phén con lai
bao gdm: dia ELISA 96 giéng, lo khéng thé bét, 1o khang thé phat hién, lo dung dich dém
bat, lo dung dich dém khoa, lo dung dich rtra, 1o dung dich tao mau TMB va lo dung dich
M,S04 2N duge bao quan trong hdp ¢ nhiét d6 4°C, thu dwoc kit ELISA ding & dinh
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lwong khang nguyén ung thu CA125 (cancer antigen 125) chin do4n bénh ung thrr budng
trimg bao gdm cac thanh phéan;

01 dia ELISA 96 giéng;

Khéng thé bat CA125: 110 25 pl, 1 mg/mL;

Protein CA125 chuén: 1 lo 20 pl, 100 KU/mL;

Khang thé phat hién CA125: 110 25 pl, 0,5 mg/mL;

Dung dich dém bét: 1 lo, 15 ml;

Dung dich d&m khoa: 1 lo, 30 ml, 2X;

Dung dich rira: 1 lo, 60 ml, 10X

Co chét tao mau TMB: 1 lo, 12 ml; va

Dung dich HSO42N: 1 1o, 10 ml.
2. Phuong phép san xuét kit theo diém 1, trong d6 phuong phap nay trong budce (x) con

bao gdm thém huéng din st dung di kém.
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Gia trj OD cla protein CA125 chuan
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y= 0,0086%+ 0,2877
3,00 1 RE=0;8921 .

0 50 100 150 200 250 300

N&ng @6 ciia protein CA125 chuén U/mL
Hinh 1
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