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(57) Sang ché dé cap dén san xuét kit ELISA dung dé dinh lugng HCG- chan doan bénh
ung thu tinh hoan. Xét nghiém xac dinh ndng d6 HCG- B trong mau huyét trong dugc thuc
hién & hau hét cac co s& y té kham chira bénh dé chan doan sém bénh ung thu tinh hoan.
Kit thu duoc tir phuong phap theo sang ché c6 vu diém 1a gia thanh thap, chat luong cao va
gop phan ha gia thanh xét nghiém dam bao moi ngudi dan déu dugce xét nghiém sang loc
bénh.
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Linh vuc ky thufit dwgc dé cip

Sang ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc va thiét bi y té, cu thé 1a sang ché dé
cap dén phuong phap san xuét kit dung d& xét nghiém hip thu mién dich lién két véi
enzym (Enzyme Linked Immunosorbent Assay- ELISA) @ dinh lugng HCG-B trong
huyét twong ctia bénh nhan ung thu tinh hoan va cho phép chan doan bénh ung thu tinh

hoan.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

C6 nhiéu k§ thut khac nhau dé chin doan ung thw tinh hoan bao gdm cac xét
nghiém 14m sang va cin 14m sang. Trong s6 d6, dinh hrong néng d6 HCG-B bang k¥
thuat ELISA 14 mot phuong phap hién nay nhiéu co so y t s dung dé két hop véi cac
xét nghiém khac chin do4n sém bénh ciing nhu theo ddi tién trinh ctia bénh. Nam gidi c6
thé xét nghiém ndng 46 HCG-P dinh ki 6 thang/lan @ sang loc bénh ung thu tinh hoan.
K¥ thudt nay thao tac don gidn, khong tén kém va thoi gian thuc hién twong d6i nhanh
phuc vu nhu cdu cin thiét cia ngudi dan va két qua c6 thé dugc cung cap ngay trong
ngay.

Ung thu tinh hoan 13 mdt bénh véi khéi u 4c tinh xuit hién & mot hay ca hai tinh
hoan. Bénh anh hudng rat 16n t6i kha nang sinh sin & nam do tinh hoan khong nhitng c6
nhiém vy san xuit ra tinh tring ma con 13 noi hormon sinh duc testosterol duge tao ra. o)
nam giéi ung thw tinh hoan hién dang chiém khoang 1% tbng sd céac loai ung thu va
thudng gip nam gidi c6 do tudi tir 20 dén 34. O Viét Nam, viéc chan doan bénh thuong
xdy ra khi bénh d4 c6 nhitng tri€u chimg kha 15 rét va dd & giai doan mudn, vi vay Kkét
qua didu tri con han ché. Chinh vi viy ma viéc chan doan bénh sém 1a rit quan trong dé
¢6 thé chita bénh hiéu qua. Nam gi6i khoe manh c6 ndng d6 HCG-B trong méu nhd hon
Ing/ml va nhitng ngudi mac bénh c6 lwong HCG-B trong mau cao hon Ing/ml.
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Co mot sb sang ché d3 cong bd cac k§ thudt khac nhau dé dinh leong néng do
HCG-p phuc vu cong tic chan doan bénh nhu sang ché cia Cong ty Bioscience Tianjin
Diagnostic Technology Co. LTD (CN 102749461 A va CN 102998467 A). Tuy nhién,
céc kit chan doan nay sir dung k¥ thuat xét nghiém mién dich dinh luong héa phat quang
1a k§ thuat doi héi cac thiét bi dit tién, gia thanh cao, do d6 viéc tng dung trong thyc té
tai Viét Nam con han ché.

Do d6, ¢6 nhu ciu kit chin doan ung thu tinh hoan c¢6 d nhay cao, thyc hién don
gian, thiét bi c6 gia thanh phu hop dé c6 thé ing dung trén pham vi rong, gop phan thyc

hién viéc chan doan sém, va c6 thé thye hién viéc di€u tri mot cach hiéu qua hon.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich ctia sang ché 13 d& xuit phuong phép sin xuit kit ELISA ding dinh
luong HCG-P chin doan bénh ung thu tinh hoan, tir d6 c6 thé tién toi cung cap mot phan
loai kit ELISA nay dap tmg nhu cu 16n hién nay & thi truong trong nudc va thi truong
thé gisi.

Kit ELISA theo sang ché sir dung khéng thé bét 1a khang thé da dong dwoc tao ra
tir qué trinh gdy dap tmg mién dich thd va khang thé phat hién duoc tao ra tir dong & bao
lai sau d6 cong hop véi biotin, cubi cing st dung dung dich streptavidin lién hop véi
HRP dé dinh lwong nong 46 HCG-B.

Theo khia canh thir nhét, sang ché @ cdp dén phuong phap san xuit kit ELISA
dinh luong HCG-B chin doan bénh ung thu tinh hoan bao gdm cac budc:

(i) chuén bi dia ELISA 96 giéng;

(ii) chudn bi lo khang thé bt HCG-B;

(iii) chuén bi lo khang thé HCG- B chuén,
(iv) chuén bi 1o khang thé phat hién HCG- B;
(v) chudn bi lo dung dich dém bit;

(vi) chuén bi lo dung dich dém khéa;

(vii) chuén bi lo dung dich rira;

(viii) chuén bi 1o co chét tao mau TMB;
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(ix) chuén bi lo dung dich H2SO4 2N; va
(x) d6ng gbi thu kit thanh phim.

Kit ELISA thu dwoc gdm: 01 dia ELISA 96 giéng, khang thé bat HCG-B: 1 Io
25ul (1mg/mL), protein HCG-B chuén: 1 lo 10pul (20pug/mL), khang thé phat hién HCG-
B: 1 lo 25ul (0,5mg/mL), dung dich dém bat: 1 lo (15ml), dung dich dém khoa: 1 lo
(30ml, 2X), dung dich rira: 1 1o (60ml, 10X), co chét tetrametylbenzidin tao mau (TMB):
1 1o (12ml) va dung dich H>SO4 2N: 1 1o (10ml).

Theo mdt phuong an, kit ELISA theo sang ché con bao gdm hudng dan sir dung.

M5 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 thé hién Biéu d6 duong chuan ctia protein HCG-B

MG té chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché mo ta chi tiét cac phuong an thuc hién cu thé, cac phuong 4n
nay chi nham muc dich boc 16 sang ché chir khong nhim muc dich han ché pham vi yé€u
cau bao ho cua sang ché.

Theo khia canh thir nhit, séng ché nay dé cdp dén phuwong phap san xuat kit
ELISA dinh luong ndng 6 HCG-B dé chin doan bénh ung thu tinh hoan bao gdm: Dia
ELISA 96 giéng, khang thé bit HCG-B, protein HCG-B chuan, khang thé phat hién HCG-
B, dung dich d€m bét, dung dich d&m khéa, dung dich rtra, dung dich tao mau TMB va
dung dich H>SO4 2N.

Phuong phép sén xuét kit ELISA dinh lvong HCG-B chin doan bénh ung thu tinh
hoan bao gdm céc budec:

(i) chuén bi dia ELISA 96 giéng;

(ii) chudn bi lo khang thé bat HCG-B;

(iii) chudn bj lo khang th8 HCG- B chuén;
(iv) chuén bi 1o khang thé phat hién HCG- B;
(V) chuén bi lo dung dich dém bét;

(vi) chuén bi lo dung dich dém khoa,;
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(vii) chuén bi lo dung dich rira;

(viii) chuén bi 1o co chit tao mau TMB;

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

(x) dong go6i thu kit thanh pham.

Cac buéc san xuit cac thanh ph?m s€& dugc mo ta cu thé dudi day.
Dia ELISA 96 giéng: 01 dia (12 dai véi 8 giéng/dai)

Pia ELISA d4y phing c6 chat liéu nhua polystyren, kich thude: 86 x 128mm, téng
sb giéng 14 96, 12 dai véi 8 giéng/dai, dia mau trong sudt va duge dwgc danh sb thir tu
cac vi tri trén dia.

Khdng thé bdt HCG-p: 11 (1 mg/mL)

Khéng thé bit HCG-P ¢6 ngudn gbc protein dwgc tong hop tir gen dudi don vi beta
5 gonadotropin mang dém (chorionic gonadotropin subunit beta 5 - CGB5) trén nhiém
sic thé 19 ¢ vi tri NC_000019.10 (49043845....49045311). Protein ndy duoc tiém vao
thé gay dap mg mién dich bang cach hoa protein HCG- thu dwoc voi dung dich dém
phosphat (PBS) va ta dugc Freund’s rdi tiém du6i da bung tho, viéc gdy d4p tng mién
dich tho dugc thyc hién vdi hai 1an tiém, trong d6 lan tiém dau tién st dung ta duogc
Freund’s toan phan, 14n tiém nhéc lai st dung véi t duge Freund’s khong toan phan,
khoang cach giita c4c 1an tiém 14 2 tudn, thd sau tiém nhic 14n 2 duoc 14y mau & ria tai
thu huyét thanh chita khang thé da dong. Khang thé nay sau d6 duoc tinh sach bang cach
stt dung sdc ky i lyc voi protein A thdng qua cdt tinh ché HiTrap Protein A (GE
Healthcare). Khang thé bét dugc bao quan bing dung dich mubi phosphat khong chira ion
Mg?* va Ca?* va hdn hop chit bao quan 0,02% NaN3 va 50% glycerol. Dan nhan, béo
quan ¢ -20°C.

Béng 1: Thanh phan va ham luong trong mot lo khang thé bat HCG- B

Thanh phén S6 lugng

Khéang thé bat HCG-p (1 mg/mL) 25 ul

Protein HCG-p chudn: 1 1o (20 ug/mL)
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Protein HCG-P thu dwgc bang cach tinh sach tir nude tiéu cia phu nit mang thai.
Protein HCG-P ¢6 trong lugng phén tir 1a 18kDa (20pg/mL). Dan nhén, bdo quan bang
dung dich 50 mM NH4(C(=0)OHO), ¢ -20°C. Protein HCG-$ ciing c6 thé 1a protein
thwong mai, vi du protein thuong mai ctia hdng Abcam.

Bang 2: Thanh phan va ham lugng trong mot lo protein HCG- chuén

Thanh phan Ham luong

Protein HCG-P chuan (20pg/mL) 10 pl

Khdng thé phdt hién HCG-f cong hop v6i HRP: 110 (0,5 mg/mL)

Khang thé phat hién HCG-B dwoc ché tao tir cong nghé t& bao lai gifta t€ bao lach
chudt (dwoc gay mién dich véi protein HCG-B nhu trén) va té bao myeloma P3X63-Ag
8.653 tao ra té bao lai san xuit khang thé don dong khang HCG-B c6 isotyp la IgG.
Khéang thé nay sau 6 dugc cong hop véi enzym horseradish peroxidaza (HRP) va dugc
bao quan bang dung dich PBS chira 0,02 % thimerosal. Dan nhén, bao quéan ¢ -20°C va
tranh anh sang.

Lai t¢ bao Myeloma P3X63-Ag 8.653 voi té bao lympho B min cam khang
nguyén HCG-B, c¢6 mit polyethylene glycol (PEG), nu6i cdy trén moi trudng chon loc
HAT, sau 7 ngdy, thay mdi trudng nudi cdy bang mdi truong nudi cay HT, toan bd s6
giéng nubi cay duoc kiém tra dudi kinh hién vi soi ngugce véi do phéng dai 10 x 20 va
duoc danh ddu nhiing giéng co t€ bao lai.

Thu nhén dich nudi cdy té bao cua cac giéng c6 té bao lai, giéng dugc chon loc duge thu
nhan va kidm tra bing k¥ thust ELISA dé xé4c dinh c4c té bao lai tiét khang thé don dong,
tiép tuc pha lodng va nudi cdy cac dong té bao lai tiét khang thé don dong va xéac dinh
dong té bao dn dinh nhit, tiép tuc nudi cdy dong té bao lai dn dinh nhét dé thu dich ndi té
bao, thuc hién phuong phép tua mudi ammonium sulfat dich ndi t& bao d thu nhan
khang thé HCG-B, tinh sach khang th& HCG-B thu duoc bang séc ky 4i luc véi protein A
thong qua cot tinh ché HiTrap Protein A (GE Healthcare), khang thé thu duoc sau tinh
sach dugc cong hop véi enzym HRP st dung bo kit cong hop sinh hoc (Pierce) nhu sau:
khang thé HCG-B dugc thém vao dung dich chira HRP 1 mg/ml, 1 1-2 gid, sau d6 cong
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hop dugc cho qua cot tinh ché nham phan tach cic enzym tu do ra khoi cong hop HRP,
thu khéng thé phat hién HCG-B; khang thé phat hién HCG- thu dwoc duoc bao quan
bing dung dich PBS chira 0,02 % thimerosal v&i ham luong khéng thé phat hién HCG-f
gén v4i HRP 1a 0,5 mg/ml; chia khang thé phét hién HCG-p thu dugc vao cac lo chira,
mdi 1o 25 pl, d4n nhan, bao quan & -20°C va tranh anh sang.Bang 3: Thanh phén va ham
lugng trong mot lo khang thé phat hién HCG-B

Thanh phan Ham luong

Khéang thé phat hién HCG-B (0,5 mg/mL) 25 pl

Dung dich dém bdt: 11¢ (15 ml), pH 6,5

Dung dich dém bat dung @& pha khang thé bat. Dung dich sau khi pha xong duoc
thanh tring va kiém tra dat d6 pH 6,5. Dung dich dém bét trong sudt, khong mau. Dan
nhin, bao quén dung dich dém bét & nhiét do tir 2°C dén 8°C.
Bang 4: Thanh ph?m va ham luong trong mot 1o dung dich dém bét

Thanh phan Ham lugng
Na;HPO4 0,188 g
NaH2PO4 0,232 g

Dung dich H20 deion 15 ml

Dung dich dém khéa: 1 1o (30 ml, 2X)

Dung dich dém khoéa dung dé khoa tat ca nhiing vi tri gin két khong ddc hiéu trén

bé mit cua dia ELISA, pha lodng khang thé bit, protein chuin, khang thé phat hién. Dung
dich sau khi pha xong dugc dan nhén, bao quan & nhiét 4o twr 2°C dén 8°C.

Béang 5: Thanh phan va ham luong trong mdt lo dung dich dém khoa

Thanh phan Ham luong
PBS (2X) 30 ml
FBS (Fetal bovine serum) 10% thé tich
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Dung dich riea : 110 (60 ml, 10X)

Dung dich rira ding dé rira, loai bé cac thinh phan thira trong qua trinh phan @mg
gdm protein, dung dich dém khoa va khang thé khong gin. Dung dich rira trong subt,
khong mau, 1ic 1én c6 bot. Dan nhén, bao quan dung dich rira & nhiét 46 tir 2°C dén 8°C.

Béng 6: Thanh phan va ham lwong trong mot lo dung dich rira

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

Dung dich tgo mau TMB: 1 1o (12 ml)

Co chat TMB két hop v6i enzym HRP tao ra sin phdm c6 mau xanh Iyc. Cudng
d6 mau ti 16 thuén vé6i lwong khang thé cong hop véi enzym HRP phén tmg va tuong
dwong voi ndng @6 khang nguyén HCG-B trong miu. Co chit dung cho kit ELISA theo
sang ché ¢ thé 1a co chat thwong mai, vi du co chat TMB ciia hing Thermo Fisher
Scientific. Nhan dang dung dich co chat TMB khong mau. Chia vao mdi lo 12 ml bﬁng
pipet. Dan nhén, bdo quan & nhiét do tir 2°C dén 8°C va tranh 4nh sang.

Dung dich H2SO4 2N: 110 (10 ml)

Dung dich H2SO4 2N dimg d& dimg phan émg vi enzym HRP v co chat 12 phan
{mg oxy hoa khit hai chiéu nén phéi dimg phan ng d€ tranh gy nhifu két qua. Thém vao
axit sulfuric dé d6i mau xanh lyc sang mau vang, cho phép sy do chinh x4c tai cudong do
450 nm sir dung dau doc dia (ELISA reader).

Dung dich H2SO4 2N dugc pha ché bang cach 1dy 49 ml dung dich H2SO4 40% va
b6 sung nude deion vira dit d tao ra 200mL dung dich H2SO4 2N. Chia vao mdi lo 10 ml
bang pipet. Dung dich sau khi pha xong dugc dén nhén, bao quan & nhiét do tir 2°C dén
8°C.
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Bang 7: Thanh phan va ham luong trong mot lo dung dich H2SO4 2N

Thanh phan Ham lLrong
Dung dich H2SO4 2N 2,45 ml
Dung dich H2O deion 7,55 ml

Kit bao gdm cac sinh pham, dung dich va hoa chat khac cin thiét cho k¥ thuat ELISA
dugc pha ché va déng gbi nhu sau:
01 dia ELISA 96 giéng
Khéng thé bat HCG-B: 110 25 pl (1mg/mL)
Protein HCG-P chuén: 11 10 pl (20pg/mL)
Khéng thé phat hién HCG-B: 110 25 pl (0,5 mg/mL)
Dung dich dém bat: 1 1o (15 ml)
Dung dich dém khoa: 1 1o (30 ml, 2X)
Dung dich rtra: 1 1o (60 ml, 10X)
Dung dich tao mau TMB: 1 1o (12 ml)
Dung dich H2SO4 2N: 1 1o (10 ml)

Tién hanh déng g6i 03 1o hoa chit bao gdm: khang thé bat HCG-B, protein HCG-B
chuén, khang thé phat hién HCG-B trong tai nilon, d4n nhan, bao quén ¢ nhiét 4o -20°C.
Sau thanh phﬁn con lai bao gém: dia ELISA 96 giéng, dung dich dém bét, dung dich d&m
khoa, dung dich rira, dung dich tao mau TMB va dung dich H2SO4 2N dugc bao quan
trong hdp ¢ nhiét do 4°C. Kit nay ¢ thé con bao gdm hudng din st dung di kem.

Vi du thyc hién sang ché

Sang ché s& d& hiéu hon tir cac vi dy sau. Tuy nhién, nguoi c6 hiu biét trung binh
trong linh vure ndy s& d€ dang nhén biét duoc cac nguyén liéu cu thé va cac két qua mod ta
chi nhém muc dich minh hoa, va khong cé dung ¥ hodc khong nham giéi han sing ché
nhu dugc md ta ddy di hon trong yéu ciu bao hd kém theo.

Vi du 1: Diéu ché protein chudn HCG-p
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Protein HCG-P thu dugc bang cach tinh sach ti nudc tiéu cta phu nit mang thai.
Protein HCG-B ¢6 trong lwong phén tir 1a 18 kDa. Protein nay c6 thé 13 protein thuong
mai, vi du protein thuong mai cua hang Abcam. Chia ra thanh céc lo dung 10 pl (20
ug/mL). Dan nhén, bao quan bang dung dich 50 mM NH4(C(=0)OHO) ¢ -20°C.

Vi du 2: San xudt khdang thé bdt HCG-p

Khang thé bat HCG-B duogc tao ra bang cach nhu sau: protein HCG-B dugc hoa véi
dém PBS va ta dugc Freund’s (toan phﬁn va khong toan ph?m) roi tiém dudi da bung tho.
Viée gy dap img mién dich thé dwoc thuc hién véi hai 1an tiém, trong d6 1an tiém dau
tién st dung ta dugc toan phan, 1in tiém nhéc lai sir dung véi ta dugc khong toan phan.
Khoéng cach giita cac 1an tiém 14 2 tudn. Thé sau tiém nhic 13n 2 dugc 1y méu ria tai thu
huyét thanh va d¢ x4c dinh hiéu gia khang thé bing phuong phap ELISA. Khang thé thu
nhén bing phuong phap tia mudi amoni sulfat dwoc tinh sach tinh sach bang sic ky 4i
lyc véi protein A thong qua cot tinh ché HiTrap Protein A (GE Healthcare). Kiém tra do
tinh sach ciia khang thé thu duoc bang ky thut dién di bién tinh SDS-PAGE 12,5%. Tién
hanh xac dinh ham luong protein bang phuong phap Bradford khi do d6 hdp phu anh
sang ¢ budc séng 595 nm. Dung dich khang thé bat HCG-B dugc bao quin biang dung
dich mudi phosphat khéng chira ion Mg?* va Ca?" va hdn hop chét bao quan 0,02% NaN3
va 50% glycerol. Chia ra thanh céc lo 25 ul/lo (Img/mL). Dan nhén, bao quan ¢ -20°C.

Vi du 3: San xudt khdng thé phdt hién HCG-p

DE tao duoc dong té bao lai sinh khang thé don dong khang HCG-B, chiing tbi tién
hanh lai t& bao Myeloma P3X63-Ag 8.653 vdi té bao lympho B min cam khang nguyén
HCG-B, c6 mit polyethylene glycol (PEG). Sau khi tién hanh dung hop 2 loai té bao nay,
nudi cdy trén moi truong chon loc HAT. Sau 7 ngdy, thay méi trudng nudi cdy bang moi
truong nudi cdy HT. Toan bd sb giéng nudi cdy dugc kiém tra duéi kinh hién vi. soi
nguoc vdi do phéng dai 10 x 20 va duoc danh ddu nhimg giéng 6 té bao lai. Két qud cho
thdy, ty 1 cic giéng nudi cdy c6 té bao lai 1a 280/600 (46,67%). Dé sang loc dugc cac
dong t€ bao lai tiét khang thé don dong khang HCG-B mong mudn, dich nudi cay té bao
ctia 280 giéng duoc chon loc duoc thu nhan va kiém tra bang k¢ thuat ELISA. Két qua
sang loc té bao lai tiét khang thé don dong cho thay, ¢6 7/600 giéng (1,16%) cho két qua
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mét do quang OD >1,47. Cac dong té bao lai tiép tuc dugc pha loing va nubi cdy tiép dé
xac dinh dong € bao on dinh nhit. Trong s 07 dong t& bao lai trén c6 mot dong té bao
(ky hi¢u 1a 7H3) dat duoc 93,8% c6 phan dich ndi dwong tinh voi khang thé khang HCG-
B, cac dong con lai chi dat dugc 25-58,3% duong tinh véi khang thé HCG-B. Dong té bao
lai 7H3 thu duoc tiép tuc duoc nubdi céy dé thu dich nbi t& bao. Khang thé thu nhéin b?mg
phuong phap tiia mudi ammonium sulfat duoc tinh sach tinh sach bang sic ky 4i lyc véi
protein A thong qua cot tinh ché HiTrap Protein A (GE Healthcare). Sau d6, protein dugc
xit Iy va phan tich bang phwong phép dién di SDS-PAGE két hop nhudm Coomassie
Brilliant Blue va tién hanh x4c dinh ham luong protein bang phwong phap Bradford.

Khang thé nay sau d6 duoc cong hop véi enzym HRP str dung bo kit cong hop
sinh hoc (Pierce) nhu sau: Khing thé HCG-p duoc thém vao dung dich chira HRP (1
mg/ml), enzym ndy s& twong tac v6i gdc amin ctia phan tir IgG dé hinh thanh lién két
Schiff base (lién két imin). Sau thoi gian o 1-2 gid, lién két cong hop IgG-HRP gidm di
va cdc vi tri aldehyde khong phan (mg ctia enzym HRP bit hoat véi ethanolamin. Sau d6
cong hop dugc cho qua cot tinh ché nham phan tach cac enzym tu do ra khdi cong hop.
Cong hop HRP nay dugc hidu gi4 bang phuong phap ELISA.

Khéng thé phat hién HCG-B gn véi HRP thu dugc bao quin bing dung dich PBS
chira 0,02 % thimerosal. Chia ra thanh c4c 1o 25 pl/lo (0,5 mg/mL). D4n nhén, bao quan
¢ -20°C va tranh anh sang.

Vi du 3: San xudt dung dich dém bt

Dung dich d&&m bt dugc pha theo cong thirc 500 ml dung dich bao gbém: 6,245 g
Na;HPO4, 7,735g NaH>PO4, va nuée deion. Chuan pH dung dich bang 6,5. Loc dung dich
dém bét qua mang loc 0,22 pM. Chia ra thanh céc lo 15 ml/lo. Dan nhin, bao quan dung
dich dém bét & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C.

Vi du 4: Sén xudt dung dich dém khéa

Dung dich dém khoéa ddm dic pha theo cong thirc 500 ml dung dich g6m PBS
(2X) bd sung 20% dung dich FBS. Dung dich dém khéa gom PBS va 10% FBS. Chia ra
thanh céc lo 30 ml/lo (2X). Loc dung dich dém khéa qua mang loc 0,22 uM. Dan nhin,
b&o quan & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C.
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Vi du 5: San xudt dung dich rira

Dung dich rira ¢6 ddc dwoc pha theo cong thirc 1000 ml dung dich PBS (10X) b
sung 0,5% Tween-20, Lac hén hop nay va dé trong thoi gian it nhat 24 gio. Dung dich
rira bao gdbm PBS va 0,05% Tween-20, Chia ra thanh cic lo 60 ml/lo (10X), dung dich
rira trong su6t, khong mau, lic 1én c6 bot. Loc dung dich rita qua mang loc 0,22 uM. Dan
nhan, bédo quan dung dich rira & nhiét d6 tr 2°C dén 8°C.
Vi du 6: San xudt co chdt tao mou TMB

Dung dich co chit tao mau 13 tetrametylbenzidin. Dung dich co chét c6 thé 1a hoa
chét thuong mai, vi du héa chét thuong mai ctia hing Thermo Scientific. Chia vao mdi lo
12 ml/lo dung dich TMB. D4n nhén, bao quan & nhiét d9 ti 2°C dén 8°C.
Vidy 7: San xudt dung dich HySO4 2N

Dung dich 200 ml dung dich H2SO4 2N duoc pha ché bang cach 1dy 49 ml dung
dich H2SO4 40% va bd sung nudc deion vira di. Dan nhén, bdo quan & nhiét do tir 2°C
dén 8°C.
Vidu 8: Xdc dinh do nhay va dj ddc hiéu cia kit dinh lwvong HCG- B theo sdng ché

St dung kit dinh lugng HCG- @ chéin doan bénh ung thu tinh hoan theo sang ché
va tién hanh xét nghiém trén 50 mau huyét twong cta bénh nhan ung thu tinh hoan d3
dwoc chin doén 1dm sang mang bénh ung thy tinh hoan va 50 mAu ngudi khoe manh. St
dung kit thuong mai (Human Chorionic Gonadotropin beta ELISA Kit, Catalog Number
ab108638, Abcam) dé dbi chimg véi két qua ciia kit ché tao. Néu 13 miu ngudi bénh ma
cho két qua 4m tinh (ndng do cua HCG-B <1 ng/mL) ho#c mau ngudi khde ma cho két
quéa dwong tinh (ndng do cua HCG-B >1 ng/mL) thi miu d6 12 miu Khong Dat va nguoc
lai.
Cac budce thyc hién xét nghiém ELISA dinh lwgng HCG- B:

Dung pipet hiit va nh6 100 pl dung dich bit chira khang thé bit HCG-B vao mdi
giéng clia dia ELISA. Dung nép ctia dia ELISA ddy kin, boc bang parafin va dé qua dém
& 4°C.
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Rira dia 4 1an bang dung dich dém rtra, mdi 1an 300 ul/giéng (mdi lan rua gitt
khodng 30 gidy). G3 nhe, up 1én trén gidy thAm dé loai bo hoan toan dung dich dém rira.
B6 sung 200 pl dung dich dém khoéa vao mdi giéng, 0 1 gio & nhiét 4o phong.

Rira dia 4 1an bang dung dich dém rira, m3i 1an 300 pl/giéng (mdi lan rira giit
khoang 30 gidy). G3 nhe, ip 1én trén gidy thim d loai bo hoan toan dung dich dém rira.
Mau protein chuan dugc pha lodng trong dung dich dém khéa thanh 7 ndng d6 khac
nhau: 20000 pg/ml, 10000 pg/ml, 5000 pghﬁL 1650 pg/ml, 550 pg/ml, 180 pg/ml, 60
pg/ml. BS sung 100 pl protein chuin vao 08 giéng ctia dai d4u tién va 100 pl miu huyét
twong d4 pha lodng vao cac giéng con lai, 0 2 gi0 & nhiét do phong.

Rira dia 4 1an bang dung dich dém rira, m&i 1in 300 ul/giéng (mdi 14n rira giit
khoang 30 gidy). Go nhe, tp 1én trén gidy thAm dé loai bé hoan toan dung dich dém rira.
B sung 100 pl dung dich chia khang thé phat hién HCG-B cong hop véi enzym HRP
vao mdi giéng, 0 1 gid & nhiét do phong.

Rira dia 5 lan bang dung dich dém rira, m&i 1an 300 pl/giéng (mdi 14n rira git
khoang 30 gidy). G3 nhe, p 1én trén gidy thim dé loai bé hoan toan dung dich dém rira.
B6 sung 100 pl co chit tao mau TMB vao mdi giéng, 0 15 phit trong béng t6i dé gin véi
cc vi tri c6 HRP 1am d6i mau xanh ciia dung dich phan tng,

Thém 50 ul dung dich H2SO4 2N vao mdi giéng dé ngimg phan tng ELISA gay
bién d6i mau xanh cia dung dich phén tmg bién thanh mau vang. Doc két quéa bang may
doc ELISA & budc séng 450 nm.

Két qua cua xét nghiém dinh lugng HCG- B ctia sang ché nhu sau:

Phan tich két qua OD ctia cic mAu protein chudn c6 dai ndng do tir 20000 pg/ml,
10000 pg/ml, 5000 pg/ml, 1650 pg/ml, 550 pg/ml, 180 pg/ml, 60 pg/ml véi viéc st dung
cac thanh phan t6i wu nhu: Khang thé bit HCG- B c6 ndng @0 2 pg/ml; dung dich dém
khéa FBS 10%; va khang thé phat hién HCG- B gin v6i HRP c6 ndng do 1 pg/ml, két
qué c6 su tuong quan tuyén tinh gifta protein chuin va dién tich pic twong tng, thé hién
qua dudng thing hdi quy va hé sb trong quan R =0,9908, cac gia tri do déu nam trén
dwong hdi quy (Hinh 1).

-13-



Bang 7: Gia tr1 OD4so ctia protein HCG-

3116

Néng d6
protein HCG- § | 20,000 | 10,000 | 5,000 | 1,650 180 | 60 0
chuén (pg/mL)

Gia tri OD 3,2 1,85 | 1,15 | 0,58 | 0,46 | 0,41 | 0,24 | 0,12

S6 liéu két qua xét nghiém cua kit nhw sau:
Bang 8: Két qua do ndng d6 HCG-B ciia 50 bénh nhan ung thu tinh hoan (BN) va 50

nguoi khoe (NK) c6 d6i ching véi kit thwong mai ciia hing Abcam.

Tén miu Nong 4o HCG- it theor Kit Abcam Két qua
B (ng/mL) sang che
BN1 26,013 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN2 26,093 Duong tinh | Duong tinh Pat
BN3 6,393 Duong tinh | Duong tinh Pat
BN4 8,193 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN5 35,665 Duong tinh | Duong tinh Pat
BN6 26,073 Duong tinh | Duong tinh DPat
BN7 7,993 Duong tinh | Duong tinh bat
BNS 45,665 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN9 45,665 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN10 0,893 Am tinh Am tinh Khéng Pat
BN11 26,003 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN12 9,993 Duong tinh | Duong tinh bat
BN13 6,993 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN14 8,393 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN15 26,043 Duong tinh | Duong tinh Dat
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BN16 26,043 Duong tinh Duong tinh Dat
BN17 109,465 Duwong tinh | Duong tinh Dat
BN18 109,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN19 65,965 Duong tinh | Duong tinh Pat
BN20 0,393 Am tinh Am tinh Khong Dat
BN21 37,365 Duong tinh | Duong tinh Pat
BN22 82,265 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN23 62,165 Duwong tinh | Duong tinh Dat
BN24 82,265 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN25 45,465 Duong tinh | Duong tinh Pat
BN26 40,465 Duong tinh | Duwong tinh Dat
BN27 25,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN28 50,265 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN29 45,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN30 37,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN31 9,193 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN32 8,093 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN33 9,193 Duong tinh | Duong tinh DPat
BN34 10,393 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN35 7,193 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN36 37,465 Duong tinh | Duong tinh Pat
BN37 41,465 Duwong tinh | Duong tinh Dat
BN38 19,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN39 51,565 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN40 51,465 Duong tinh Duong tinh Dat
BN41 41,465 Duong tinh | Duwong tinh Dat
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BN42 82,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN43 54,565 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN44 45,465 Duong tinh Duong tinh Pat
BN45 6,793 Duong tinh | Duwong tinh Dat
BN46 124,715 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN47 72,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN48 32,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN49 2,465 Duong tinh | Duong tinh Dat
BN50 95,465 Duong tinh | Duwong tinh Dat
NK1 0 Am tinh Am tinh Dat
NK2 0 Am tinh Am tinh Dat
NK3 0 Am tinh Am tinh Dat
NK4 0 Am tinh Am tinh Dat
NK5 0,893 Am tinh Am tinh Dat
NK6 0 Am tinh Am tinh Dat
NK7 0 Am tinh Am tinh Pat
NKS8 0,12 Am tinh Am tinh Pat
NK9 0 Am tinh Am tinh Dat
NK10 0,14 Am tinh Am tinh Dat
NK11 0,24 Am tinh Am tinh Pat
NK12 0,41 Am tinh Am tinh Pat
NK13 0 Am tinh Am tinh Dat
NK14 0 Am tinh Am tinh Dat
NK15 0,18 Am tinh Am tinh Dat
NK16 0,256 Am tinh Am tinh Pat
NK17 0,185 Am tinh Am tinh Pat
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NK18 0,123 Am tinh Am tinh Dat
NK19 0 Am tinh Am tinh Dat
NK20 0 Am tinh Am tinh Pat
NK21 0,31 Am tinh Am tinh Pat
NK22 0 Am tinh Am tinh Dat
NK23 0 Am tinh Am tinh Pat
NK24 6,393 Duong tinh | Duongtinh | Khong DPat
NK25 0,893 Am tinh Am tinh Pat
NK26 0 Am tinh Am tinh Dat
NK27 0 Am tinh Am tinh Dat
NK28 0 Am tinh Am tinh Dat
NK29 0,293 Am tinh Am tinh Dat
NK30 0,09 Am tinh Am tinh Dat
NK31 0,1 Am tinh Am tinh Dat
NK32 0,1 Am tinh Am tinh Dat
NK33 0,1 Am tinh Am tinh Dat
NK34 0,1 Am tinh Am tinh Dat
NK35 1,12 Duwong tinh | Duongtinh | Khong DPat
NK36 0,89 Am tinh Am tinh Dat
NK37 0,1 Am tinh Am tinh Dat
NK38 0,6 Am tinh Am tinh Dat
NK39 0,07 Am tinh Am tinh Dat
NK40 0,1 Am tinh Am tinh Dat
NK41 0,12 Am tinh Am tinh Dat
NK42 0,1 Am tinh Am tinh Dat
NK43 0,13 Am tinh Am tinh Dat
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NK44 0,18 Am tinh Am tinh Dat
NK45 0,11 Am tinh Am tinh Dat
NK46 0,12 Am tinh Am tinh Pat
NK47 0,81 Am tinh Am tinh Dat
NK48 0,1 Am tinh Am tinh Pat
NK49 0,12 Am tinh Am tinh Pat
NK50 0,71 Am tinh Am tinh Pat

Tu két qua thu duoc & trén ta tinh dugc d6 nhay va do dac hiéu cua bd sinh phém

tu san xuat nhu sau:

Duong tinh thue: 48

Duong tinh gia: 2

Tong sb dwong tinh (NB): 50

Am tinh gia: 2

Am tinh thuc: 48

Tong s6 am tinh (NK): 50

D6 nhay cua Kit theo sang ché: Do nhay (%) = S6 dwong tinh thyc/(S8 duong
tinh thyre+ S6 4m tinh gia) x 100%
— 48/(48+2) x 100% = 96%

Do didc hiu cua Kit = Do dic hidu (%) = S6 4m tinh thwe/S am tinh x 100%
= 48/(48+2) x 100% = 96%

D0 nhay va do dic hiéu cua bo kit déu dat 96% cho thiy bo kit ELISA theo

séng ché c6 do chinh xac cao twong dwong vé chat lugng so véi bo kit cua hang

Abcam. Chinh vi vdy, b6 kit theo sang ché ¢6 thé duoc img dung trong xét nghiém

sang loc bénh ung thu tinh hoan.

Hi¢u qua dat dwgc ciia sang ché
Xét nghi€ém xac dinh n(‘Sng do HCG- B trong mau huyét thanh dugc thuc hién & hau
hét cac co so y té kham chita bénh d& chén doan sém bénh ung thu tinh hoan. Kit thu

dugc tir phuong phap theo sang ché c6 wu diém 1a gia thanh thp, chét luong cao va gop
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phan ha gia thanh xét nghiém dam bao moi nguoi dan déu duge xét nghiém sang loc

bénh.
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Yéu ciu bao hd
1. Phuong phép san xuét kit ELISA dung @& dinh lugng HCG-B chén doan bénh ung thu
tinh hoan bao gdm cac bude:

(i) chuén bj dia ELISA 96 giéng:

chon dia ELISA day phang c6 chit liéu nhya polystyren, kich thudc chiéu rong
86mm va chiéu dai 128mm, téng s& giéng 1a 96, 12 dai véi 8 giéng/dai, dia mau trong
suét;
danh s thir tu céc vi trf trén dia;

(ii) chudn bi lo khang thé bat HCG-B:

téng hop protein HCG-B tir gen dudi don vi beta 5 gonadotropin mang dém
(chorionic gonadotropin subunit beta 5 - CGB5) trén nhiém séc thé 19 & vi tri
NC_000019.10 (49043845....49045311);

hoa protein HCG-B thu duoc v6i dung dich d&m phosphat (PBS) va ta duogc
Freund’s rdi tiém dudi da bung tho, viéc gy dap img mién dich thé dugc thuc hién véi
hai 14n tiém, trong d6 14n tiém dau tién st dung t4 dugc Freund’s toan phan, 14n tiém
nhéc lai st dung v6i t4 duge Freund’s khong toan phan, khoang cach giita cac 14n tiém 13
2 tudn, tho sau tiém nhéc 1an 2 dugc lay mau & ria tai thu huyét thanh, thyc hién tia mudi
amoni sulfat dé thu nhén khang thé;

tinh sach khang thé thu dugc bang sdc ky 4i lwc véi protein A thong qua cot tinh ché
HiTrap Protein A (GE Healthcare), thu duoc khang thé bat HCG-B va bio quan bang
dung dich mubi phosphat khong chira ion Mg?* va Ca>* va hdn hop chat bdo quéan 0,02%
NaN3 va 50% glycerol theo ham lwong khang thé bat HCG-B 1a 1mg/ml;

chia dung dich thu dwgc vio cic lo chira, mdi lo 25 pl, dan nhén, bao quéan & -20°C;

(iii) chuén bj lo khang thé HCG- B chuén:
cho 10 pl khang thé HCG-B chudn vao lo chira va bao quan bang dung dich
NH4(C(=0)OHO) 50 mM theo ham hrong khang thé HCG-B chuan 1a 20 pg/mL;
dan nhén va bao quéan & -20°C

(iv) chuin b 1o khang thé phat hién HCG- B:

-20-



3116

lai té bao Myeloma P3X63-Ag 8.653 véi té bao lympho B méin cam khang nguyén
HCG-B, ¢6 mit polyethylene glycol (PEG), nu6i cdy trén mdi trudng chon loc HAT;

sau 7 ngdy, thay méi truong nudi cdy bing mbi trudng nudi cdy HT, toan bd sd
giéng nudi cdy dwoc kiém tra dudi kinh hién vi soi nguge véi 4o phong dai 10 x 20 va
dugc danh ddu nhimg giéng c6 t€ bio lai;

thu nhan dich nuéi cly té bao cia cac giéng c6 té bao lai, giéng dugc chon loc
duge thu nhan va kidm tra bing k§ thuat ELISA d x4c dinh cac té bao lai tiét khang thé
don dong;

tiép tuc pha lodng va nudi cay cac dong té bao lai tiét khang thé don dong va xac
dinh dong té bao 6n dinh nhit;

tiép tuc nudi cdy dong té bao lai dn dinh nhét @ thu dich ndi t€ bao;

thyc hién phuong phap tia mudi ammonium sulfat dich nbi t& bao dé thu nhan
khang thé HCG-B, tinh sach khang th8 HCG-B thu duogc bang sac ky 4i luc véi protein A
thong qua cot tinh ché HiTrap Protein A (GE Healthcare);

khang thé thu duoc sau tinh sach dugc cong hop vdi enzym HRP st dung bo kit
cong hop sinh hoc (Pierce) nhu sau: khang thé HCG-B dugc thém vao dung dich chia
HRP 1 mg/ml, G 1-2 gid, sau d6 cong hop dugc cho qua cot tinh ché nhim phan tach cac
enzym ty do ra khoi cong hop HRP, thu khang thé phat hién HCG-B;

khang thé phat hién HCG-B thu dugc duge bdo quén bang dung dich PBS chira
0,02 % thimerosal v6i ham luong khang thé phat hién HCG-B gin v6i HRP 13 0,5 mg/ml;

chia khang thé phat hién HCG-B thu dugc vao cac lo chira, mdi lo 25 pl, dan nhan,
béo quan ¢ -20°C va tranh anh sang;

(v) chuén bi lo dung dich dém bét:

pha dung dich dém bat theo cong thirc 500 ml dung dich bao gdm: 6,245 g
NaHPOy4, 7,735g NaH2PO4, va nude deion;

chuén pH dung dich bang 6,5, loc dung dich qua mang loc 0,22 pM;

chia ra thanh céc 1o 15 ml/lo, d4n nhin va bao quan & nhiét do tir 2°C dén 8°C;

(vi) chuén bi lo dung dich dém khéa:
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pha dung dich dém khoéa theo cong thitc 500 ml dung dich gdm PBS (2X) bd sung
20% dung dich huyét thanh thai bd (FBS);
loc qua mang loc 0,22 pM, chia vao cac lo 30ml/lo (2X), dan nhén va bdo quan &
nhiét 49 tir 2°C dén 8°C;
(vi1) chuén bi lo dung dich rra:
pha dung dich rtta theo cong thirc 1000 ml dung dich PBS (10X) b6 sung 0,5%
Tween-20, 1ic hdn hop nay va d& trong thoi gian it nhat 24 gio;
loc qua mang loc 0,22 puM, chia thanh cac lo 60 ml/lo (10X), d4n nhin va béo
quan & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C;
(vii1) chuén bi 1o co chit tao mau TMB:
chia dung dich chit tao mau tetrametylbenzidin vao céac lo chira, mdi lo 12 ml, dan
nhin va bao quan ¢ nhiét d tir 2°C dén 8°C;
(ix) chudn bi lo dung dich H2SO4 2N:
pha dung dich H2SO4 2N theo cdng thirc 200ml dung dich gdm 49 ml dung dich
H2S04 40% va bd sung nuée deion vira d;
chia dung dich H2SO4 2N vao céac lo chira, mdi 1o 10 ml, dan nhén va bao quén &
nhiét d6 tir 2°C dén 8°C; va
(x) déng gbi thu kit thanh pham:
tién hanh déng gbi 03 1o hoa chat bao gdm khang thé bat HCG-p, protein HCG-B
chuén, khang thé phat hién HCG-B thu dugc tir cac budc (ii), (i) va (iv) trong thi nilon,
dén nhén, bao quin & nhiét 6 -20°C, va sau thanh phan con lai bao gdm dia ELISA 96
giéng, dung dich dém bit, dung dich dém khoa, dung dich rira, dung dich tao mau TMB
va dung dich H2SO4 2N dugc bao quén trong hop ¢ nhiét 6 4°C, thu duoc kit ELISA
dung dé dinh luong HCG-P chan doan bénh ung thu tinh hoan gdm céc thanh phan:
01 dia ELISA 96 giéng;
Khang thé bat HCG- B: 1 1o 25 pul, 1 mg/mL;
Protein HCG- f chuén: 110 20 pl, 0,1 TU/mL;
Khéng thé phat hién HCG- B: 1 1o 25 ul, 0,5 mg/mL;
Dung dich dém bat: 110, 15 ml;
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Dung dich dém khoa: 1 19, 30 ml, 2X;
Dung dich rra: 1 1o, 60 ml, 10X
Co chét tao mau TMB: 1 lo, 12 ml; va
Dung dich H2SO42N: 1 1o, 10 ml.
2. Phuong phéap san xuat kit theo diém 1, trong d6 phuong phap nay trong budc (x) con

bao gdm thém hudng din sir dung di kém.
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