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VA KIT BE THUC HIEN PHUONG PHAP NAY

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap bat hoat khang nguyén alpha-Gal 6 mo6 sinh hoc, cu
the 1a mo6 duoc sir dung dé san xuat bo phan cay ghép gia sinh hoc va/hodc trong bo phan
ciy ghép gia sinh hoc di duogc san xuét, dé st dung trong linh vyc 1am sang trén nguoi
hodc thu y, khac biét & chd phuong phap nay bao gom cac budc sau: diéu ché dung dich
chira axit cafeic dé bat hoat it nhat mot phan khang nguyén alpha-Gal 6 mé nay; U mau mo
can xur 1y trong cac dung dich nay trong diéu kién c6 kiém soat; va rira nhiéu lan mo da
duge xtr Iy. Sang ché ciing dé cap dén kit dé thuc hién phuong phap nay.
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Linh vire ky thut dwee dé cip

Sang ché @& cap dén phuong phap bat hoat khang nguyén ngoai lai & mé sinh hoc,
cu thé 14 dé bt hoat khéng nguyén ngoai lai & md dugc st dung dé san xuit bd phin céy
ghép gia sinh hoc, dé st dung trong linh vuc 14m sang trén ngudi hodc thu y. Cu thé, sang
ché @& cap dén phuong phap bat hoat khang nguyén ngoai lai & mé lién két nguyén ven
va/hoic mo lién két duge cb dinh, mo lién két twong dong hodc mé lién két khong twong
dong, cu thé 13 epitop alpha-Gal, va & mé tim mach nh& hoat tinh sinh hoc ciia hop chét
phenol, hop chét polyphenol va dan xuit ctia chung.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Hién nay, bd phan ciy ghép gia sinh hoc ngdy cang dugc san xuit nhidu. Su cai
tién cac phuong phap phau thuit trén 14m sang, viéc 1am giam cac bién chung sau phiu
thuat, su phét trién va quan 1y cac thubc didu hoa mién dich thé hé méi, két hop véi kién
thirc chuyén sau hon vé cac co ché tuong tac giita manh ghép va vat chu da g6p phéan tao
didu kién thuan loi cho viée stt dung bo phan cy ghép gia sinh hoc duoc cAu thanh tir mo
dong vat hodc mé tuong ddng. V& vin d& ndy, chuyén nganh tim mach 13 mot linh vuc

quan trong, dic biét 13 vé khia canh x4 hoi va strc khoe cuia bién phép thay thé van tim.

Cong nghé y sinh hoc c¢6 kha ning phit trién va tng dung phiu thuét bd phén ciy
ghép van tim bat chude chirc ning mé va déng ctia van tim tu nhién bi suy giam chirc

ning, cho muc dich thay thé.

B phan ciy ghép van tim 1y tuéng can ¢ kha nang cho phép dong méau chay qua
tuong tu nhu van tim khoe manh, cé thoi han st dung kéo dai va khong gy hoi chimg
tan mau hodc dong mau.

B0 phan cdy ghép van tim thudng duoc sit dung nhét 13 bd phan cy ghép gia sinh
hoc ¢cé nguén géc tor m6 ngoai lai, cu thé tir van tim cua lon hodc van tim dugc sén xuét
tr mang ngoai tim cua bo hodc ngua.

Céc bo phan ciy ghép van tim nay c6 nhugc diém 13 thudng bi loan dudng voi hoa
va/hodc suy giam do v& dinh van, dé bi nhiém tring co tim. D& cai thién dic tinh co hoc,

1am gidm tinh khang nguyén, va bao quan, cic bd phin ciy vghép van tim nay thuong
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dugc xir Iy bang hop chit tao lién két chéo/khtr tring bao gdm, nhung khong chi gi6i han
& glutaraldehyt. Ngoai ra, cic bd phan cdy ghép van tim nay c6 thé duoc xu 1y bing

phuong phap khir canxi hodc khir doc.

Thuat ngit “md ngoai lai” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi mé c6 ngudn gbe
tir cac loai sinh vat khong phai 1a nguoi; cac md nay cé cac khang nguyén bé mit dic
trung c6 thé dung nap vao bén trong cac lodi c6 cung ngudn gbc, nhung khong tuong
thich khi cAy trén nguoi, khi khong duoc xtr Iy hoan toan, mé ngoai lai c¢6 thé hoat hoa
mdt loat phan ting bao gdm két tip tiéu cau, giy ra hdi chimg tuong tw nhu hoi chiing

xuét hién trong trudng hop khéng tuong thich nhém mau.

Hoi chiing nay con duogc goi 13 “hoi ching thai loai siéu cdp tinh”. Nguyén nhan
chinh gay hoi ching nay 1a sy ¢6 mat cua khang nguyén alpha-Gal ngoai lai. Epitop nay
la di-galactosit (galactoza-alpha, 3-galactoza) c6 trén glycoprotein va glycolipit mang
(cht yéu 13 mang ctia té bao ndi md), cling nhu cac loai t& bao khac nhau, nhu bach ciu
don nhan, bach ciu hat va hdng ciu va & cdc ving mb quan trong, nhu vung co tim va
viing xuong. Khang nguyén quyét dinh ny duoc biéu hién ciu tric ¢ toan bd cac dong

vét ¢6 vu, ngoai trir dong vét linh truéng va nguoi.
Tir khi sinh ra, co thé nguoi dd biéu hién khang thé khang epitop nay do hoat tinh
kich thich lién tuc bai hé vi khudn dudng rudt.

Hién nay, dé thu dugc do tuong thich sinh hoc, mo6 ngoai lai st dung dé san xudt

bo phan cdy ghép gia sinh hoc da dugc xir Iy bang glutaraldehyt.

Mic di d3 duge xir 1y bang glutaraidehyt, nhung epitop alpha-Gal di duoc kiém
chimg 13 vin phén ting trong cac bd phan cdy ghép van tim c6 ban trén thi trudng, nén
sau khi cdy ghép, lam tang tudn hoan khang thé khang alpha-Gal & ca bénh nhan nhi va
bénh nhan trudng thanh.

Hon nita, phtic hop khang nguyén-khang thé dugc hinh thanh c6 thé lam ting
cuong ling dong mudi canxi, va gy ra tinh trang loan dudng va voi héa van.

US 2015/087611 Al dé cap dén phuong phap 6n dinh mé cdy dugc lam bing méd
lién két bang cach xir Iy mé lién két nay bing cac hop chit phenol bao gdm: axit tanic,

tanin, hydroxytyrosol, oleuropein.

Ban chét ky thuit ciia sang ché
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Pé khic phuc nhugc diém ctia phuong phap didu tri thong thuong, sang ché dé

xuit phuong phép bat hoat khang nguyén alpha-Gal & mé sinh hoc.

Cu thé, sng ché d& xuit phuong phép bét hoat khang nguyén alpha-Gal & md sinh
hoc, cu thé 1a mé duogc s dung dé san xuit bod phéan céy ghép gia sinh hoc va/hoic trong
bod phéan céy ghép gia sinh hoc da duoc san xudt, dé sir dung trong linh vuc lam sang trén
ngudi hodc thu y, khac biét & chd phwong phéap nay bao gdm céc bude sau: diéu ché dung
dich chtra axit cafeic d& bt hoat it nht mot phin khang nguyén alpha-Gal & md nay; o
mAu mé cin xr Iy trong cac dung dich nay trong didu kién c6 kiém soét; va rira nhiéu lan
md di duoc xtr ly; phuong phap nay co thé duoc 4p dung cho mé lién két nguyén ven
va/hoic md lién két duge ¢ dinh, mb lién két twong dong hoic mo lién két khong tuong
ddng, dé san xuét bd phan ciy ghép gia sinh hoc, va sir dung trong linh vuc 14m sang trén

nguoi hodc thu y.

Sang ché ciing dé xudt phuong phap bat hoat khang nguyén alpha-Gal & mo sinh

hoc néu trén dugc tbi vu dé dam bao bét hoat epitop alpha-Gal & mo tim mach.

Sang ché ciing dé xuét phuong phap bat hoat khang nguyén alpha-Gal & mo sinh
hoc néu trén, dé bt hoat epitop néu trén, do d6 ddm bao phuong phap diéu tri hiru hidu
¢6 thé duoc 4p dung cho cic bd phan cdy ghép gia sinh hoc khac nhau c6 ban trén thi

truong.

Sang ché ciing dé xuét phuong phap bét hoat khang nguyén alpha-Gal & md sinh
hoc néu trén, sau khi ciy ghép, khong lam ting tudn hoan khang thé khang alpha-Gal.

Sang ché ciing dé xuat phuong phap bét hoat khérig nguyén alpha-Gal & md sinh
hoc néu trén, khong ting cudng ling dong mudi canxi, do d6 han ché hdi ching loan

dudng va voi hoa van.

Sang ché ciing dé& xuét phuong phap bét hoat khang nguyén alpha-Gal & md sinh

hoc néu trén c6 thé duoc thue hién bing may moéc va thiét bi thong thudng.

pé dat duoc cac muc tiéu néu trén va cac muc tiéu khac, sang ché dé xuét phuong
phap bat hoat khang nguyén alpha-Gal & md sinh hoc, cu thé 1a md duoc st dung dé san
xuit bd phan cdy ghép gia sinh hoc va/hoic trong bd phan cAy ghép gia sinh hoc di dugc
san xuét, dé st dung trong linh vuc 14m sang trén ngudi hodc thl y, khac biét & chd

phuong phép nay bao gbm céc budc sau:
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- diéu ché dung dich chira axit cafeic d8 bAt hoat it nhit mot phan khang nguyén
alpha-Gal & mo nay;

- mAu mé cAn xit Iy trong cac dung dich nay trong didu kién c6 kiém soat; va

- rira nhiéu 14n m6 da dugc xtt ly.

Sang ché ciing d& cap dén mo lién két thu duoc bing phuong phap bét hoat khang
nguyén alpha-Gal & md sinh hoc néu trén, khac biét & chd mo lién két nay c6 it nhat mot
phdn yéu t6 khang nguyén & dang bat hoat.

Sang ché ciing mo ta viéc sit dung md lién két, thu dugc bang phuong phap bat
hoat khang nguyén alpha-Gal & md sinh hoc néu trén, dé san xuit bo phan chy ghép gia
sinh hoc va/hodc trong bd phan céy ghép gia sinh hoc da dugc san xuét, dé str dung trong
linh vuc 14m sang trén nguoi hodc th y.

Sang ché ciing dé cap dén kit dé thuc hién phuong phap bat hoat khang nguyén
alpha-Gal & m6 sinh hoc néu trén, khac biét ¢ chd kit nay bao gbém it nhét:

- mdt hodc nhidu dd chtra chia dung dich dém d8 hoa tan axit cafeic & liéu hitu
higu nhét;

- mot hodc nhidu dd chira chira axit cafeic & liu hitu hidu va dang bot dé hoa tan
bing dung dich dém;

- mot hodc nhidu dd chira chtra dung dich dém rira; va

- to huéng dan sir dung chira thong tin vé dinh muc thoi gian va cach thirc sit dung
kit nay.

MO ta vin tit cac hinh vé

Céc dAu hiéu va uvu diém khéc cia séng ché s& dugc md ta chi tiét hon thong qua
phin mo ta dudi ddy cung hinh v& kem theo, nhung khong chi giéi han & phuong phép
bét hoat khang nguyén ngoai lai & m6 sinh hoc theo séng ché.

Fig.1 12 biéu do thé hién ty 1€ phan trim bét hoat khang nguyén ngoai lai thu dugc
tlr phuwong phép theo sang ché theo bién thé thir nhit;

Fig.2 12 biéu d0 thé hién ty 1¢ phin trim bt hoat khang nguyén ngoai lai thu dugc
tlr phuong phép theo sang ché theo bién thé thir hai;
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Fig.3 12 biéu db thé hién ty 18 phan tram bét hoat khang nguyén ngoai lai thu duoc
tur phuong phép theo sang ché theo bién thé thir ba; va

Fig.4 1a biéu db thé hién ty 1 phan trim bét hoat khang nguyén ngoai lai thu dugc

tir phuong phép theo sang ché theo bién thé thi tu.
MO t chi tiét sang ché
Thudt ngf

Thuat ngir “hop chat phenol” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi phan tir chira it
nhit mot nhan thom (vong benzen) dugc gin két véi mot hoic nhiéu nhém chirc
hydroxyl. Vi du khong gidi han vé hop chét phenol bao g6m phenol (phan t chi chtra
mdt vong benzen duy nhdt va cic nhém thé 13 nhém hydroxyl, vi du phenol va
hydroquinon), aldehyt phenolic (chira ca nhém phenolic va nhém aldehyt, vi du aldehyt
vanilic), axit phenolic (vi du axit xinamic), phenylamin (phan t& ludng tinh chra nhém
axit yéu va nhom bazo manh, vi du phenylalanin), hop chét phenol (vong phenol dugc
gin két voi mot vong benzen khac hodc hop chat di vong khic c6 nhém chirc
hydroxyl/lacton/keton, vi du coumarin va xanthon), flavonoit (chtra hai vong benzen
duoc lién két boi chudi chira ba nguyén tir cacbon ciu thanh di vong chira oxy, vi du
catechin, flavonon, flavon, chalcon, flavanonol, flavanol, leucoanthoxyanidin,
anthoxyanidin), phenylpropanoit (phan tir chira vong thom véi chudi béo mach bén cé ba
nguyén ti cacbon, vi du axit hydroxyxinamic) va tanin. Theo séng ché, thuat ngir
“phenol” va “polyphenol” c6 nghia gibng nhau va c6 thé st dung thay thé cho nhau.

Trong phuong phap va kit theo sang ché, axit cafeic duge st dung.

Thuit nglr “khang nguyén ngoai lai” dugc st dung trong ban mo ta dé chi phan tir
c6 ngudn gbc ddng vit c6 thé duge nhan dién bsi hé mién dich va gay dép Gng khang
thé/qua trung gian mién dich/viém & nguoi. Theo sang ché, thuit ngit “khang nguyén
ngoai lai”, “khang nguyén”, “khang nguyén ngoai sinh”, “epitop” va “khang nguyén
quyét dinh” c6 nghia giéng nhau va cé thé sir dung thay thé cho nhau.

Thuat ngit “mo lién két” duge st dung trong ban mo ta dé chi md mach, van tim,
gan, day ching, mang ngoai tim, bé co, mang cimg, mang nhi, 16p dém niém mac rudt,

sun, m6 m& va mé xuong, nhung khong chi giéi han & cdc mo nay.
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Thuét nglt “md dugc ¢b dinh” duoc str dung trong ban mo ta dé chi mé dugce xir ly
bing hop chit héa hoc hodc hop chét sinh hoc, bao gdbm nhung khong chi giéi han &
glutaraldehyt, formaldehyt va quercitin.

Thuat ngit “md duoc ¢b dinh” dugc st dung trong ban md ta dé chi mé duogc xtr Iy
bang hop chét hoa hoc hodc hop chit sinh hoc, tao ra cac lién két chéo ndi mé cé chirc
ning bao vé protein, lipit va cdu tric té bao, cling nhu 1am giam dic tinh khang nguyén
tiém tang cta vét chii. Theo sang ché, thuat ngir “dugc cd dinh” va “dugc tao lién két

chéo” c6 nghia gibng nhau va c6 thé st dung thay thé cho nhau.

Thuét ngit “md khong twong ddéng” duge st dung trong ban mo ta dé chi mé c6
ngudn gdc khong phai tir ngudi. Cac mod nay cod thé duge st dung trén 1am sang dudi
dang nguyén ven hodc khong dugc xir ly, thay vi xtr ly bang cac phuong phép ting cudng
dic tinh ti tao cua ching (bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, phuong phap khir té
bao hodc phuong phap phi/hp thu hop chét tién tai tao/bao quan cho thanh phan té bao).
Theo sang ché, thuat ngir “khong twong ddng” va “ngoai sinh” ¢6 nghia giéng nhau va cé

thé sir dung thay thé cho nhau.

Thuét ngit “md twong dong” duogc sir dung trong ban mo ta dé chi mé cé ngudn
gbc tir ngudi. Cac mo ndy co thé duoc st dung trén 1am sang duéi dang nguyén ven hoic
khong duge xt ly, thay vi dugc xir Iy bang cac phuong phép bao quan (bao gom, nhung
khong chi gigi han &, phuong phap bao quan lanh dong) hoac phuong phép xi ly tang
cudng dic tinh t4i tao cta ching (bao gém, nhung khong chi gi6i han &, phuong phép
khir té bao hodc phuong phap phi/hip thu hop chét tién téi tao/bao quan cho thanh phén
té bao).

Thuét ngii “phuong phéap khir té bao” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi toan bd
hodc nhiéu phuong phap xi Iy riéng biét st dung dung dich nude mudi (wu truong, ding
truong hodc nhugc trwong), dung dich tiy rtra (dang ion, dang khong ion hoic dang
ludng tinh) va enzym, dé loai bé mét phén, chon loc hodc toan bd thanh phan té bao c6
trong md ban du, nhung khong chi gi6i han & cic phuong phép nay.

Thuét ngt “bd phan cdy ghép gia sinh hoc” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi
bd phén gia sinh hoc dugc tao cAu tric dé thay thé bd phén thiéu hut cta co quan (chi, bd
phén co thé hoic mé) hoic dé khéi phuc bd phan bi héng, dé str dung trong linh vuc lam

sang trén ngudi hodc thi y. Theo sang ché, thuat ngit “bd phan ciy ghép gia sinh hoc”,
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“co quan ciy ghép gia sinh hoc”, “bd phan gia sinh hoc” hodc “bd phan chy ghép” c6
nghia giéng nhau va c6 thé sir dung thay thé cho nhau.

Thuit ngt “dong vt dugc loai bo khang nguyén alpha-Gal” dugc sir dung trong
ban md ta d& chi dong vAt khéng biu hién gen mi héa enzym alpha-
galactosyltransferaza. Enzym nay gin két glycoprotein va lipoprotein mang cua epitop
alpha-Gal. Su ving mit clia gen nay gy san sinh md hoan toan khong c6 epitop alpha-
Gal va hoan toan tuong dong v6i md clia co thé ngudi. Theo sang ché, cac mo6 mach tir
dong vat dugc loai bo khang nguyén alpha-Gal da duogc sir dung lam mau ddi chirmg am
tuyét dbi.

Vi du khong gi6i han vé linh vire Gtng dung ctia phuong phap theo séang ché duoc
mo ta dudi day.

Phuong phap bit hoat khang nguyén alpha-Gal & mé sinh hoc theo sang ché, cu
thé 12 mé dugc st dung dé san xuit bd phan ciy ghép gia sinh hoc va/hoic trong bd phan
ciy ghép gia sinh hoc da dugc san xut, dé st dung trong linh vuc 1Am sang trén nguoi

hodc tha y, bao gdm cac budc sau:

_ didu ché dung dich chtra axit cafeic dé bét hoat it nhat mot phan khéng nguyén

alpha-Gal & md nay;
- 4 mau md can xtr Iy trong cac dung dich nay trong diéu kién c6 kiém soat; va
- rira nhiéu 1an mo da dugc xtr ly.

Phuong phép ndy ciing bao gdm budc tiép theo dé danh gia mirc do bat hoat hiru
hiéu epitop alpha-Gal bang cich so sénh cdc md dugce xur ly/chua duge xir Iy va mo dugc

loai bé gen ma hda enzym alpha-galactosyltransferaza cia lon.
Budce danh gia nay dugce bdc 10 trong Patent Italy s6 0001409783 va EP2626701.

M5 sinh hoc duoc cAu thanh tir m6 lién két c6 thé 1a mo lién két nguyén ven, hodc

md lién két nguyén ven dugc c¢b dinh, hodc md lién két duge cb dinh.
M6 sinh hoc ¢6 thé 12 mé tuong ddng hodc mé khong tuong dong.
Didu kién c6 kiém soat clia budc i bao gdm it nhat mot diéu kién xir Iy & nhiét do

40°C+2°C.
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Sang ché ciing dé cép dén mo lién két thu duoc bang phuong phap néu trén, khac
biét & chd md lién két nay cé it nhit mot phan yéu td khang nguyén & dang bit hoat.

Sang ché cling mo td viéc st dung md lién két néu trén, dé san xuét bod phan céy
ghép gia sinh hoc va/hodc trong bd phan cdy ghép gia sinh hoc da dwgc san xuét, dé sir
dung trong linh vuc 1am sang trén nguoi hodc thu y.

Sang ché ciing d& cip dén kit dé thuc hién phuong phéap bat hoat khang nguyén
ngoai lai & mo sinh hoc néu trén, khac biét & chd kit ndy bao gdm it nhat:

- mot hodc nhidu dd chira chira dung dich dém dé hoa tan axit cafeic & lidu hitu
hi¢u nhat;

- mot hodc nhidu d6 chta chira axit cafeic & lidu hitu hiéu va dang bot dé hoa tan
bang dung dich dém;

- mot hodc nhiéu db chira chtra dung dich dém rta; va

- to huéng dan sir dung chira thong tin vé& dinh muc thoi gian va cach thie sir dung
kit nay.

Kit nay duoc st dung du phong dé tu xir Iy bo phan cdy ghép gia sinh hoc di dugc
san xuit bang phuong phap néu trén, hitu ich cho cic co s y té, nhu phong kham va
bénh vién.

Thuc té cho théy réng sang ché hoan toan dat dugc muc dich va muc tiéu du dinh.

Cu thé, sang ché @ xuit phuong phap bt hoat epitop alpha-Gal & md dé san xuét
bd phén ciy ghép gia sinh hoc dé st dung trong linh vuc 14m sang va/hoic thd y.

Hon nita, sang ché dé xuét phuong phép bét hoat khang nguyén néu trén, do d6
dam bao phuong phép diéu tri hiru hiéu c6 thé dugc ap dung cho cic bd phéan ciy ghép
mo khac nhau cé ban trén thi truong.

Do d6, sau khi ciy mé d3 dugc xi Iy bing phuong phéap nay, su tudn hoan khang
thé khang alpha-Gal khong dugc gia ting.

Hon nita, phuong phéap theo sang ché c6 thé han ché ling dong mudi canxi, do d6
khong gay ra tinh trang loan dudng va v6i hoa van.

Cubi cing nhung khong kém phin quan trong, phuong phap theo sang ché c6 thé

dugc thuc hién bang may méc va thiét bj thong thudng.
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Vi du thue hién sing ché

Vidul

Phuong phap bat hoat khdng nguyén ngoai lai & mé sinh hoc theo sang ché, tirc 13
mb duoc st dung dé san xudt bd phan cdy ghép gia sinh hoc, dugc sir dung dé bét hoat
epitop alpha-Gal & mé cdu thanh cac bd phan cdy ghép gia sinh hoc:

- Van tim hai 14 ¢6 ngudn gdc tir lon Hancock II™ (kiéu T510, Medtronic Inc.,
Minneapolis, USA) dugc ky hiéu trén céc hinh vé 1a “HANCK?”;

- Van tim gdc déng mach chii Freestyle® (kiéu 995, Medtronic Inc., Minneapolis,
USA) dugc ky hiéu trén céac hinh vé 13 “FREE”;

- Van tim Carpentier-Edwards S.A.V. (kiéu 6650, Edwards Lifesciences LCC,
California, USA) dugc ky hi€u trén céc hinh v& 12 “SAV?”;

- Van tim hai 14 Carpentier-Edwards Perimount Plus (kiéu 6900P, Edwards
Lifesciences LCC, California, USA) du’gcf ky hiéu trén céc hinh vé la “PERI”;

- Miéng dan tim mach CardioCel (kiéu C0404, Admedus Regen Pty Ltd, Perth,
Australia) dugc ky hi€u trén cac hinh v& 1a “CC”; nhung khong chi giéi han & céc bo
phan cdy ghép gia sinh hoc nay.

Phuong phap bat hoat epitop alpha-Gal & cac mdu bd phan ciy ghép gia sinh hoc,
duoc mo ta chi tiét dudi day.

Céac miu md duoc phan tach tir cic bd phan ciy ghép gia sinh hoc néu trén. Cac
méu ndy duoc cin trong diéu kién dm sau khi thdm bing gidy loc trong (nim trong

khoang tir 30 dén 50mg) va cit thanh cic manh nhé dé ting bé mit tiép xtc clia né.

Dbi véi mdi bd phan cdy ghép gia sinh hoc, 4 nhém méu khac nhau dugc diéu ché
(n= 8 dbi voi mbi nhém mau).

MObi nhém mau sé dugce xir Iy theo cac phuong phép khac nhau.

4 dung dich khac nhau duge diéu ché chira dan xuit phenol, twong duong véi 4
bién thé khac nhau ctia phuong phap theo sang ché, va cic mau s& duge xir Iy & thé tich

cuoi cung bang SmL, cu thé la:
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- phuong phép Tl:axit cafeic & ndng d6 nim trong khoang tir SmM dén 50mM
(theo sang ché ndng d6 20mM dugc uu tién)/dung dich dém natri phosphat chia

600+50U/mL Tyrosinaza 6 ty 18 bang 1:20;

- phuong phép T2:axit cafeic & ndng do nam trong khoang tir SmM dén 50mM
(theo sang ché ndng dd 20mM duge wu tién) trong dung dich NaOH 0,2M=+0, 1M;

- phuong phép T3:axit tanic & ndng d6 nim trong khoang tir 0,1M dén 1,5M (theo

sang ché ndng d6 1M dugc wu tién) trong dung dich dém natri phosphat;

- phuong phap T4:hydroxytyrosol & ndng dd nam trong khoang tir 0,3mM dén
10mM (theo sang ché néng d6 6mM dugc uu tién) trong dung dich NaOH 0,2M+0,1M.

Céc dung dich nay dugc khudy lién tuc & toc do vira phai trong tbng cong 12+2
gir & nhidt d6 bang 40°C+2°C.

O thoi didm két thic bude 0, cdc miu duoc rira hai 14n bing dung dich ding
truong, trong 15 phat mdi 1an, va 1an thi ba bang dung dich dém chuyén dung (TP) trong
15 phut.

Epitop bét ky van c6 hoat tinh trén bé mit cia cac miu di duge x0 ly dugc danh
gia bang phuong phép cai bién dua trén phuong phap duge mé ta trong Patent Italy s

0001409783 va EP2626701.

Cu thé, cdc mau md da dugce xt Iy va rira dugce dat vao cac ong thir nghiém co6 bo

sung dung dich dém TP dén thé tich cubi cing ndm trong khoang tir 1000pL dén 1500pL.

Sau d6, khéng thé don dong ctia chudt, khang truc tiép epitop alpha-Gal, duge bd
sung (tirc 1a dong khang thé IgM M86), & ndng d6 uu tién bang 1:50 (thé tich/thé tich) va
hén hop thu dugc duge U trong 120+10 phut ¢ nhiét do 37°C+2°C trong diéu kién 6n
dinh & tc d6 khuay vira phai.

O thoi diém két thic, cac mau dugc ly tdm ¢ tbe do biang 14750 x g trong 3045
phit ¢ nhiét d0 moi trudng.

Trong qué trinh 0 v6i khing thé M86, dia 96 giéng duogc chuin bi, trong d6 day
ctia cac giéng dugc pha bing alpha-Gal/albumin huyét thanh & ndng do bang 5ug/mL
trong dung dich dém phosphat (100puL/giéng). Sau d6, dia 96 giéng nay duoc 1 trong
6010 phit & nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 40°C, mic du tot hon néu dé on
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dinh hoan toan, dia 96 giéng nay dugc u & nhiét do 37°C. Sau do, dia 96 giéng nay dugc
Ui rira 3 14n bang dung dich dém phosphat (300pL/ giéng) & nhiét @ moi truong.

LAn rita th nhit dugc thuc hién trong 5 phut, hai 1an rira tiép theo duogc thuc hién

‘trong 3 phut.

Buéc phong bé duoc thyc hién bing albumin huyét thanh (300pL/giéng), sau d6 u
trong 60+10 phat & nhiét do modi trudong, trong béng tdi. Sau d6, dia 96 giéng nay dugc

rira 3 1an nhu néu trén.

Péi v6i mbi giéng riéng biét, dich ndi (100pL), duogc ldy tir mdi miu dugc xir Iy

sau khi ly tdm, dugc bd sung vao.

Cac miu duoc nap vao dia, mdi loai mau chiém céc giéng cua toan b cot. Sau do,
dia nay duoc @ trong 120+10 phat ¢ nhiét do nim trong khoang tlr 30°C dén 40°C, mic

du t6t hon néu dé 8n dinh hoan toan, dia nay duoc G & nhiét 4o 37°C.

Sau d6, dia ndy dugc ria 3 1in nhu néu trén va dung dich khéang thé thir cap
(khang thé da dong cia thd khéng IgG ctia chudt) duoc tiép hop véi enzym peroxidaza
(dung dich ly tuéng 1a dung dich chira khang thé nay & nong do bang 1:1000, 1:500 va
1:100, t5t hon néu dung dich 1y tudng 13 dung dich chira khang thé niy & ndng do bang
1:500) duoc bd sung vao (100pL/giéng).

Sau do, dia dugc & mot 1an nita trong 6010 phit & nhiét do nam trong khoang tir
30°C dén 40°C, mic du tot hon néu dé 6n dinh hoan toan, dia ndy dugc u & nhiét do

37°C.

Sau d6, dia nay dugc rtra 3 1in nhu néu trén.Dung dich khai trién enzym
peroxidaza duoc bo sung vao (100uL/ giéng), sau d6 dia nay dugc U trong 5+1 phit trong
béng t6i.

Sau d6, dung dich ding phan tng chira H,SO, dugc bd sung vao (S0pL/giéng),
sau d6 dia nay dugc doc trén may doc dia & budc song bang 450 nm.

Ty 1é phan tram bat hoat epitop alpha-Gal c6 thé dwoc x4c dinh bang cach so sanh
) lugng epitop thu duge ¢ md dbi ching dugce cAu thanh tir mé mach ctia dong vat duoc
loai bé khang nguyén alpha-Gal, md ciy ghép sinh hoc chwa duge xt Iy va m6 dugce xir

1y bang cac phuong phép xir Iy khac nhau néu trén.
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Két qua trén Fig.1 cho thiy phuong phép theo bién thé T1 c¢6 do bién thién vé ty 18

phén trim bt hoat epitop rét cao giita cic md ciy ghép sinh hoc duge xt 1y.

Phuong phap T1 ¢6 hiéu luc thip hon dang ké so v6i cac phuong phép con lai, cho
thiy ty 16 phin trim bt hoat epitop cao nhét bang khoang 43%.

Két qua trén Fig.2 cho thiy phuong phap theo bién thé T2 chi véi din xuit axit
xinamic thé hién tac dung bit hoat khang nguyén rt cao, véi ty 1& phan tram bat hoat
epitop nim trong khoang tir 90% dén 98%, tuong duong véi ty 1& phén tram bit hoat
epitop thu dwoc tir phuong phép theo bién thé T3 (ty 1& phan trim bat hoat nam trong
khoang tir 80% dén 100%, Fig.3) va phuong phéap theo bién thé T4 (ty 1¢ phan trim bt
hoat nim trong khoang tir 89% dén 95%, Fig.4).

Céc bién thé va cai bién khac coa sang ché ¢ thé duge thyuc hién, toan bd cac bién
thé va cai bién nay ndm trong pham vi ctia bd yéu cau bao ho kém theo. Hon nita, toan b
cac chi tiét c6 thé duogc thay thé bang cac yéu té khac, twong duong vé mit k¥ thuat.

Trong thuc té cac thanh phin va yéu t dugc str dung, mién 1a ching twong thich
v6i viée st dung cu thé, va cac kich thude va hinh dang ngau nhién, ¢ thé theo bét ky
yéu cau va tinh trang k¥ thuét ciia sang ché.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap bét hoat khang nguyén alpha-Gal & mé sinh hoc, cu thé 1a mé dugc st
dung d san xuat bd phan cdy ghép gia sinh hoc va/hoic trong bo phan ciy ghép gia sinh
hoc d3 dugc san xuét, dé sir dung trong linh vuc 1dm sang trén ngudi hodc thu y, khac

biét & chd phuong phép nay bao gdm cac bude sau:

- didu ché dung dich chira axit cafeic dé bat hoat it nhat mot phan khang nguyén

alpha-Gal & md nay;
- mAu md cin xt 1y trong cac dung dich nay trong didu kién c6 kiém soét; va
- rira nhidu 14n md da duoce xir 1y
2. Phuong phap theo diém 1, khac biét & chd md sinh hoc nay duge c4u thanh tir mé lién

két nguyén ven, hodc mo li€n két nguyén ven dugc c¢d dinh, hodc mo lién két dugc co
dinh.

3. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, khac biét & chd mé sinh hoc

nay 12 mé twong déng hoic mé khéng tuong dong.
4. Phuong phép theo diém bt ky trong s cac diém néu trén, khac biét & chd didu kién co
kiém soat bao gbm it nhit mét diu kién xr Iy & nhiét do 40°C+2°C.
5. Kit dé thyuc hién phuong phap bét hoat khdng nguyén alpha-Gal & md sinh hoc theo
diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 4, khac biét & chd kit nay bao gdm it nhat:

- mét hodc nhiéu dd chtra chira dung dich dém dé hoa tan axit cafeic & liéu hitu
hiéu nhat;

- mot hodc nhidu db chira chira axit cafeic & lidu hiru hiéu va dang bot dé hoa tan
bang dung dich dém;

- mdt hodc nhiéu d6 chira chira dung dich dém rua; va

- to huéng dan sir dung chtra thong tin vé dinh mirc thoi gian va cach thic st dung

kit nay.
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