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(57) Sang ché dé xuét khang thé don dong khang IgM ngudi ma cé kha ning phan tng dic
hiéu voi IgM nguoi va gy ra sy ngung két mién dich dwa vao phan Gmg khang nguyén-
khang thé véi IgM nguoi trong dung dich va phuong phép thir nghiém mién dich sir dung
khang thé don dong néu trén. Muc dich khéac theo sang ché 1a dé cap dén tac nhan ngin
chin phan tng khong dic hiéu giy ra bai IgM ngudi ma phan Gng nay khong thé ngin
chin dugc bang cac phuong phap thong thuong, va thir nghiém mién dich trong d6 cac
phan ung khong dac hi€u gay ra boi IgM nguoi dugc ngan chan. Bang cach lya chon
khang thé don dong phan tng voi IgM nguoi trén co s¢ danh gia kha nang phan ung voi
IgM nguoi trong dung dich, khang thé don dong moi ¢6 kha nang ngung két IgM nguol
boi chinh no6 va thyc hién thir nghiém ngung két mién dich thyc tién da dat duoc, va bang
cach do da dat duoc cac muc dich néu trén.
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Linh vue k§ thuét dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé don dong c6 kha ning phan Umg dac hiéu
v6i globulin mién dich M nguoi (IgM) va gy ra ngung két dua vao phan tng
khang nguyén-khang thé véi globulin mién dich M ngudi trong dung dich, va
doan chirc ning dan xuét tir khéng thé don dong nay, cling nhu thir nghiém mién
dich, chét phén Umg cla thr nghiém va b¢ dung cu thr nghiém st dung khang
thé don dong hodc doan chirc ning néu trén. Sang ché ciing d& cap dén té bao lai

san xuat ra khang thé don dong néu trén.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén tdc nhan ngén chin phan tmg khong déc hiéu
va phuong phép thir nghiém mién dich st dung tdc nhén ndy, va cu thé hon,
séng ché d& cap dén tac nhén ngin chin phan Gng khong dac hiéu gay ra boi

IgM ngudi va thir nghiém mién dich st dung tac nhén nay.
Tinh trang k¥ thuat cia sang ché

Mot vi du vé cac phuong phép thit nghiém dugce st dung rong réi trong linh
vuc chin doén d6 1a phuong phép thir nghiém mién dich phét hién chat phan tich
(chit dé duogc thir nghiém) cé mit trong mau thir nghiém bing cach st dung
truéc khang thé khang lai chét phan tich. Cu thé, phuong phap thtr nghiém
ngung két mién dich 13 phuong phap xac dinh vé mit dinh tinh hodc dinh luong
d6i voi chat phan tich trong mau dya vao muc do ngung két ctia phtrc hop mién
dich dang luéi dugc tao ra thong qua sy béc cAu lién két clia cac chét phan tich
béi khang thé. Vi thir nghiém ngung két mién dich thich hop trong phuong phép
phat hién quang hoc va co thé dé& dang duoc tu dong héa, nén thtr nghiém nay
duoc 4p dung rong rai dé thir nghiém cho nhiéu muc thtr nghiém 14m sang.

IgM nguoi, dugce san xuét & cac giai doan sém nhét cua dép Gng mién dich,
¢6 mit trong huyét tuong v6i nong dd nim trong khoéang tir 50 dén 200mg/dL

(tir 500 dén 2000pg/ml), va 1a yéu t§ danh ddu bénh tiém tang c6 thé chi ra
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nhidu bénh nhu bénh da u tiy va bénh Iy rudt mét protein khi mic néng do cia
chét nay thap hon muc binh thudng, hodc bénh chét tao keo va macroglobulin

huyét khi mirc ndng do cua chét nay cao hon mttc binh thuong.

Nhiéu san phdm chin doan dva trén nguyén téc cua thir nghiém ngung két
mién dich va du dinh dung cho IgM ngudi cling d8 duoc dua vao sir dung thuc
tidn, tuy nhién, khang thé st dung trong cic sén phim nay cho dén nay van 1a

khang thé da dong.

Khéng thé da dong 13 mot tip hop céc khéng thé c6 cac kha ning phan tng
khéc nhau, v lién két v6i nhiéu epitop trén phan tir chit phan tich. Do d6 khéng
thé da dong cé dic tinh ngung két manh va rét thich hop trong thir nghiém
ngung két mién dich cta chit phén tich ma khong cé nhiéu ban sao cia cling
mot epitop trong phan tr. Tuy nhién, khang thé da dong ma lién két véi nhiéu
epitop co tinh dac hiéu thap. Pidu ndy duoc minh hoa cu thé trong vi du vé IgM
ngudi. Vi ¢6 5 globulin mién dich gidng nhau vé cdu trac (bao gbm globulin
mién dich G) trong co thé, nén viéc didu ché khang thé da dong dic hidu IgM
ddi héi can c6 céc bude loai bo cac phan khang thé phan ung chéo véi cic
globulin mién dich khéc, didu nay dan dén cong kénh va t6n nhiéu cong stec.

Tréi lai, khang thé don dong, khang thé nay bao gdm khang thé don duy
nhét va c6 tinh dic hiéu cao khi lién két véi epitop dic hiéu, dugc didu ché dé
dang va tién hanh thyc hién thich hop. Ngoai ra, vi vidc cai bién hogc bién doi
c4c khang thé don dong thong qua k¥ thuét gen hoc di tré nén dé dang trong
nhimg nim gan ddy, nén cac khang thé don dong dang tré nén ngdy cang quan
trong khong chi trong chin doan ma con cé trong linh vuc diéu tri, va pham vi

Umg dung ctia ching dang ngay cang mo rong thém nira.

V& nguyén tic, khang thé don dong c6 thé duoc str dung trong thir nghiém
ngung két mién dich cta chét phan tich c6 nhiéu ban sao clia cing mdt epitop.
Tuy nhién, tin chic réng, khang thé don dong khang IgM khong thé gay ra
ngung két mot cach hidu qua véi globulin mién dich M ma c6 10 ban sao cua

cung mot epitop trong phan tir ciia nod, va cac khang thé don dong cho t6i hién
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nay van con chua dugc st dung trong cac phuong phap thir nghiém ngung két
mién dich. Nhu duge thé hién trong hinh v& trén Fig. 1, IgM trong huyét tuong
¢ cAu hinh dang ngdi sao trong d6 5 chu trac don vi hinh chit Y duoc sép xép
vé6i cac doan cubi cia cc cau tric nay & tAm va & cic phén dau ¢ ving ngoai vi.
Hinh chit Y 12 c4u tric don vi cta globulin mién dich, va da biét rang, ving ban
18 clia n6 c6 tinh linh hoat. Ngoai ra, nhu dugc thd hién trén hinh nh hién vi
dién tir theo tai lidu 1, 5 cAu triic don vi hinh chit Y ¢6 thé c6 (b) cAu hinh dang
ngdi sao phang véi cac doan cudi cia hinh chit Y & tAm va cac phén dau & viing
ngoai vi hodc (c) cau dang dugc mé ta & “dang con cua” trong dd cac phén dau
cua hinh chit Y hudng theo cung chidu tir phan day neo gitt cdc doan cubi,

khing dinh ring, ving neo gift doan cudi ctia hinh chit Y ciing ¢ tinh linh hoat.

Vi viing neo gitt mdi mot trong s6 cac cAu tric dudi phan tir trong phan tir
IgM 1a c6 tinh linh hoat va cAu tric ba chidu cta phan tir thay dbi dé dang nhu
duoc giai thich & trén, nén khang thé don dong khéng IgM s& khong tao ra cau
lién két lién phan tir bing cach lién két hai phan tir [gM, nhung thay vi hu nhu
tao ra cAu lidn két goi 1a cdu lién két ndi phan tir bang cach lign két epitop tai hai
vi tri trén mot phén t IgM don nhu dugc thé hién trong hinh v& trén Fig. 2. Do
dé, tin chic rang, khang thé don dong khéng IgM s& khong c6 kha nang gdy ra
ngung két mién dich véi IgM ngudi modt cach hiéu qua, va cac khang thé da
dong ma lién két v6i nhiéu epitop bat déc di méi duge dir dung. Tham chi mdc
du da ¢6 nhitng vi du trong d6 cac khang thé don dong dugce st dung, nhung chi
1a dai dién cho céac truong hop trong do6 cac khang thé don dong da chire duge st
dung két hop dé tao ra hiéu qua ctia mot khang thé da dong (vi du, tai liéu sang
ché 4, vi du 3). Do d6, khang thé don dong c6 dic tinh ngung két trén chinh IgM
nguoi van con chua biét. Nigoai ra, cac quy trinh sang loc khi san xuét céc té bao
lai tao ra khang thé don dong khang IgM ngudi trude ddy da duoc tién hanh dua
vao cc cudng do vé kha ning phan tmg duoc dénh gié trong didu kién ma & d6
IgM ngudi hoic khang thé don dong khang IgM ngudi duge cb dinh trén pha
rén; tic 13, kha ning phan tng gilta chiung trong dung dich con chua duge st

dung lam chi sb (c4c tai liéu sang ché tir 1 dén 3).
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Nhitng tién bd vé k§ thuat trong nhitng nim gin day khién cho c6 thé san
xuét khang thé khang lai cac chit khéac nhau, va do dé viéc st dung céc chét
phan mg chan doan dua vao cic thr nghiém mién dich tiép tuc gia ting. Do do,
cac muc tinh ning thyc hién doi hoi ¢ cac chét phan Ung dang tré nén cao hon
bao gid hét, va xuét hién céc nhu ciu méi vé ngan chin hoan toan cc phan Gng

khong dac hiéu.

Phan ting khong ddc hiéu d& cap dén mot hién tugng trong dé (cac) yéu o
chira trong mau thir nghiém tao thuan lgi cho lién két ma khong dua vao phan
{mg dic hiéu, hodc Grc ché cac phan tmg mién dich dic higu, nhu vay c6 thé dan
dén cac két qua thir nghiém khong ding. Céc yéu t6 ma da biét 1a gy ra cac
phan tng khong déc hiéu bao gdm cac khang thé di 4i va cac yéu té dang thip

(RF).

Khéng thé di 4i la mot thut ngit chung ctia cac khang thé ngudi thé hién
kha ning phan Gng khéang lai cac khang thé dan xudt tir dong vat ma 1 cac thanh
phﬁn chinh trong thir nghiém mién dich. Mdt vi du dién hinh vé khang thé di ai
d6 1a HAMA (khéng thé globulin mién dich ngudi khéng chudt). Khéang thé di i
c6 thé duoc tao ra do két qua cta quéa trinh min cam bj kich thich theo cach
chua biét d6i véi khang nguyén, nhu théng qua 3n udng, tiép xtc v6i dong vit,
va thong qua viéc su dung céc chét sinh duoc. Tuy nhién, khang thé khong nhay
ciing ¢6 thé c6 kha nang thé hién ddc tinh cta khang thé di &, va do d6 van rat
can phai hiéu 5 vé cac ngudn gbc ciia cac khang thé di 4i. Mat khéc, cac yéu to
dang thip xuét hién & cac bénh nhan viém khép dang thap va vi tri lién két cua
ching cling da dugc xac dinh rd. Do do, yéu tb dang thép duoc hiéu 1a mét khai
niém tach biét véi khang thé di 4i, nhung ching c6 chung dic tinh thé hién kha
nang phan Gng khang lai cac khang thé dan xuét tir dong vat, va cac dic tinh cla
c4 hai du da duoc biét 1a IgG hodc IgM ngudi nhu duge md ta trong tai liéu 2.

Déi véi cac bién phap chéng lai cdc phan tng khong dac hiéu gdy ra béi
khéng thé di 4, chit phan tng ngan chin di 4 HBR bao gdm khang thé don

dong khang IgM ngudi duge md ta trong céc tai liéu 3 va 4 trude day dang co
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san trén thi truong, va di duoc st dung trong nhiéu thir nghiém 1am sang ma st

dung c4c nguyén tic cia thir nghiém mién dich.

Céac bién phap khac trude ddy dua ra dé ngin chin phan (mg khong dic
hiéu bao gdm cac bién phap néu trong tai liéu sang ché 5 d& cap dén viéc bd
sung mot khang thé da dong khang lai cac khang thé IgM ngudi tu nhién, cac
khang thé nay duoc didu ché & cung loai dong vat nhu khéang thé dugc st dung
trong thir nghiém, va bién phap néu trong tai liéu sang ché 6 @& cap dén viéc bd
sung mot khang thé khéang lai vi tri lién két ctia yéu t6 dang thép, yéu t6 nay dan
xuét tir dong vat bat ky trong s6 cac dong vat khac nhau. Tuy nhién, viéc st
dung khang thé da dong doi héi can c6 mot luong 16n khang nguyén trong mot
thoi gian dai dé gdy mién dich cho dong vat. Ngoai ra, bién phap néu trude chi
¢6 thé ngan chin dugc cac phan ing khong ddc hiéu gy ra boi cac khang thé tu
nhién, va bién phap néu sau chi c6 hiéu quéa ngén chén cac phan tmg khong déc
hiéu han ché béi vi vi trf lién két cua yéu t6 dang thip duoc nhan dién trén d6 co
ban chét d& thay ddi & vi tri du tién. Trén thyc tién, vi sb luong thir nghiém va
cac muc thir nghiém st dung thir nghiém mién dich gia ting, nén rd rang la cac
bién phap thong thuong dé ngan chin phan tmg khong dac hiéu khong hoat dong
mdt cach hiéu qua dbi voi mot s6 mau.

Tai liéu trich dan
Céc tai lidu sang ché:

Tai liéu séng ché 1: Céng bd don sang ché Nhat Ban s6 S60-42400

Tai liéu sang ché 2: Céng bd don sang ché Nhat Ban sb $63-58260

Tai liéu sang ché 3: Cong bd don sang ché Nhat Ban sb H06-504424

Tai liéu sang ché 4: Céng bd don sang ché Nhat Ban s $60-237363

Tai lidu sang ché 5: Bang sang ché Nhat Ban s 4065600

Tai liéu séng ché 6: Cong bd don sang ché Nhat Ban s6 H07-012818

Céc tai liéu khac:
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Tai litu 1: Roitt, Essential Immunology, third edition in the original

language, Figure 2.16.

Tai liéu 2: Rinsho Kagaku, Volume 23 Supplement 175a-1 — 175a-10
(1994).

Tai liéu 3: Advertisement material for the heterophilic blocking reagent

HBR (Nagase & Co. Ltd., 1993).
Tai liéu 4: CLIN. CHEM. 45/7, 942 - 956 (1999).
Ban chat k¥ thuit clia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a d& cap dén khang thé don dong khang IgM nguoi
phan ung dic hiéu véi IgM ngudi va c6 kha nang gly ra ngung két mién dich
dua vao phan ing khang nguyén-khang thé trong dung dich véi IgM ngudi, cac
doan chirc ning cta khang thé don dong nay, va céc thir nghiém mién dich, c4c
chét phan tmg thir nghiém va céc bd dung cu thir nghidm sir dung khéng thé don
dong nay ho#c cac doan cla nd, va ngoai ra sang ché con d& cap dén té bao lai

san xudt ra khang thé don dong nay.

Muc dich khéc cua sang ché 1a dé cap dén tac nhan ngin chin phéan tng
khéng dic hidu giy ra boi IgM ngudi, va cac phuong phdp thir nghiém mién

dich str dung tac nhan nay.

Céc tac gia sang ché da tién hanh nghién ctru sau rong dé dat dugc cac muc
dich néu trén, va bang cach sir dung kha ning phan Umg trong dung dich lam chi
s6 danh gia trong viée sang loc cac khang thé don dong ma phan ung véi IgM
ngudi, céc tac gia sang ché da c6 thé phat hién ra mot khang thé don dong méi
ma bing chinh ban than khang thé nay (tic 13 bing duy nhét khang thé don
dong), c6 kha nang tao ra cau lién két gitta cac phan tir IgM ngudi dé gay ra su
ngung két, va c6 kha ning thuc hién mot thir nghiém ngung két mién dich thuc
ti&n. Phat hién nay di dan dén hoan thanh séng ché. Khang thé don dong thu
dugc theo cach nhu vay khong nhét thiét thé hién kha ning phan Ung cao trong
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phuong thirc dénh gia théng thuong ma trong d6 khing nguyén dugc c¢b dinh

trén pha ran.

Céc tac gia sang ché ciing dd c6 phat hién b4t ngd ring, cac phan (mg
khong dic hiéu, thdm chi ngay ca cac phan ing ma khong thé ngin chan dugc
bang cac bién phap thdng thudng, cd thé dugc ngan chin hoan toan bang khang
thé don dong khang IgM ngudi néu trén ma khang thé nay c6 kha ning ngung
két IgM nguoi bdi chinh né. Do d6, muc dich khac clia sang ché 1a d& cap dén
tdc nhan ngan chan phan Gng khong ddc hiéu bao gbm khéng thé don dong

khéang IgM nguoi c6 kha ndng ngung két IgM nguoi béi chinh né.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a d& cap dén phuong phép thir nghiém mién
dich, cac chét phan tng thr nghiém, va cac bd dung cu thir nghiém, khac biét
bang viéc ngin chin cdc phan tmg khong ddc hiéu va tinh chinh xédc cta cac
phép do trong céc thr nghiém mién dich ma dua trén cdc phan Ung khang
nguyén-khang thé thu dugc béng cach bd sung khéng thé don dong khang IgM

nguoi c6 kha ndng ngung két IgM ngudi béi chinh noé.
Cu thé, sang ché dé cap dén:

1. Khéng thé don dong khang IgM ngudi phan tng déc hiéu véi IgM ngudi
va c6 kha ning tao ra khdéi ngung két mién dich dya vdo phin Gng khang

nguyén-khang thé véi IgM ngudi trong dung dich.

2. Khang thé don dong khéng IgM ngudi theo myc 1 néu trén, thu dugc
béng phuong phap san xuét khang thé don dong khang IgM ngudi bao gdm céc
budc sau:

bude 1): thu thip cac t& bao lai san xut ra khang thé khang IgM ngudi,
béang céach sir dung IgM ngudi 1am khéng nguyén;

budc 2): dua cac khang thé duoc tao ra boi té bao lai thu duoc trong bude 1
tiép xtc voi IgM nguoi trong dung dich, va lua chon t& bao lai san xuét ra khang
thd c6 kh& ning tao ra khbi ngung két mién dich dua vao phan tUng khang

nguyén-khang thé véi IgM ngudi trong dung dich néu trén;
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bude 3): thu thap khang thé dugc tao ra boi té bao lai dugc lua chon trong

budc 2.
3. Khang thé duoc lua chon tir phan (a) hoic (b) dudi day:
(a) khang thé don dong dugc tao ra béi té bao lai FERM BP-11134;

(b) khéng thé theo diém (1) néu trén, thé hién kha néng phan tmg chéo vdi
khang thé theo phan (a) néu trén.

4. Poan chirc nang din xuét tr khang thé don dong khang IgM ngudi theo

diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3 néu trén.

5. Phuong phép thir nghiém ngung két mién dich dé xac dinh luong IgM
ngudi trong mau, bao gdm viéc st dung khang thé don dong theo muc bt ky
trong sb cac muc tir 1 dén 3 néu trén va/hodc doan chirc ning dan xuét tir khang

thé don dong theo muc 4 néu trén.

6. Chat phan tng thir nghiém ngung két mién dich va bd dung cu tht
nghiém ngung két mién dich d& x4c dinh lwvong IgM ngudi trong mau, bao gbm
khang thé don dong theo muc bét ky trong sb cac muc tr 1 dén 3 néu trén

va/hoic doan chuc ning dan xudt tir khang thé don dong theo muc 4 néu trén.

7. Té bao lai san xuét ra khang thé don dong theo muyc 1 hodc 2 néu trén.

8. Té bao lai FERM BP-11134.

9. Phuong phép san xuit khang thé don dong khang IgM ngudi bao gbm
céc budc sau:

budc 1): thu thip céc té bao lai san xut ra khang thé khang IgM ngudi,
bang cach st dung IgM ngudi 1am khang nguyén;

budc 2): dua céc khang thé duoc tao ra boi té bao lai thu duoc trong budce 1
tiép xtc v6i IgM ngudi trong dung dich va lya chon t& bao lai san xuét ra khang
thé c6 kha ning tao ra khdi ngung két mién dich dua vao phan Ung khang

nguyén-khang thé v6i IgM nguoi trong dung dich néu trén;
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bude 3): thu thap khang thé dugc tao ra béi té bao lai duoc lua chon trong

budc 2.

10. Tac nhan ngin chin phan Gng khéng ddc hiéu gay ra bdi IgM ngudi,
bao gdm khang thé don dong theo diém bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 3 néu
trén va/hodc doan chirc ning din xuét tir khang thé don dong theo muc 4 néu

trén.

11. Phuong phép thtt nghiém mién dich d& x4c dinh lugng chét phén tich
trong mau dua vao phan Umg khang nguyén-khang thé gifta chét phén tich va
khang thé thir nghiém hodc khéng nguyén thir nghiém, trong d6 cdc phan mg
khong dic hiéu gdy ra boi IgM ngudi ma khong bao gdm phan tmg khéang
nguyén-khang thé néu trén duoc ngin chin bang cach bd sung tac nhan ngin
chin phan tmg khéng dic hiéu giy ra béi IgM nguoi, tdc nhan nay bao gbm
khang thé don dong theo muc bét ky trong sd cac muc tir 1 dén 3 néu trén
va/hoic doan chirc nang dan xuét tir khang thé don dong theo muc 4 néu trén.

12. Phuong phép thir nghiém mién dich theo muc 11 néu trén, trong dé
khéng thé tht nghiém hodc khang nguyén thtr nghiém dugc d& trén chit mang
khong hoa tan.

13. Phuong phép thtr nghiém mién dich theo muc 12 néu trén, trong d6 chét
mang khong hoa tan bao gdm nhuya latex, kim loai keo, hodc silic oxit.

14. Chét phan ung thtr nghiém mién dich va bo dung cu thir nghiém mién
dich, bao gém:

tac nhan ngan chin phan Gng khong ddc hiéu gy ra béi IgM ngudi bao
gbm khang thé don dong theo diém bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 3 néu trén
va/hodic doan chirc nang dan xuét tir khang thé don dong theo muc 4 néu trén; va

khang thé thir nghiém hoic khang nguyén thir nghiém dé x4c dinh luong

chét phan tich trong mau.
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15. Chét phan tmg thir nghiém mién dich va bd dung cu thtt nghiém mién
dich theo muc 14 néu trén, trong d6 khang thé thir nghiém hodc khang nguyén

thr nghi€m dugc dit trén chit mang khong hoa tan.

16. Chéit phan tmg thir nghiém mién dich va bd dung cu thir nghiém mién
dich theo muc 15 néu trén, trong do chit mang khong hoa tan bao gbém nhua

latex, kim loai keo, hodc silic oxit.
Hiéu qua cua sang ché

Khéng thé don dong theo séng ché khién cho c6 thé tao ra phuong phap
phat hién ddc hiéu IgM nguoi, cling nhu chét phéan Gng chét lugng cao va ré tién

va bd dung cu dé thir nghiém ngung két mién dich ctia IgM nguoi.

Ngoai ra, vi phuong phap sang loc khang thé don dong theo sang ché danh
gia muc do ngung két trong dung dich lam chi sb dé lua chon khang thé, nén
phuong phép nay hitu hiéu va c6 kha ning luya chon khéang thé don dong mong

muon v6i do chinh xéc cao.

Ngoai ra, vi tic nhan ngan chin phan ing khong dic hi€u theo sang ché
khoéng tao ra phuc theo ty 1¢ 1:1 voi IgM bidu thi sy bic ciu lién két noi phan ti,
nén tac nhan c6 thé trung hoa sy can thiép ctia IgM mét cach hiéu qua. Do do,
phuong phap thtr nghiém mién dich, chat phan img thtt nghiém mién dich va bd
dung cu thir nghiém mién dich st dung t4c nhén theo sang ché c6 thé ngan chin
khong chi cac kiéu phan ting khong dic hiéu thong thuong gay ra béi IgM ngudi
ma con cd céc kiéu phan ng khong dic hiéu ma khong thé ngan chin dugc
béng céac bién phap thong thudng. Do do, sang ché cho phép danh gia trong mot
pham vi rdng gém nhidu danh muc thir nghiém va mau thr nghiém mét cach
chinh xac hon so véi cac phuong phap danh gid thong thudng, va co thé duoc sit
dung thich hop cho thir nghiém mién dich duoc st dung trong cac thir nghiém

14m sang dang ngay mot gia tang.
MO t& vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién mau cAu trc ctia IgM ngudi.
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Fig.2 thé hién cac phuong thirc lién két ctia IgM nguoi va khang thé don
dong khang IgM nguoi thong thuong.

Fig.3 thé hién két qua ctia cac thir nghiém dénh gié ngung két mién dich st

dung khang thé don dong khang IgM ngudi theo sang ché (viduy 1).

Fig.4 thé hién céc hiéu qua cia tac nhan ngin chan phan tmg khéng dic
hiéu theo sang ché va céc tac nhan d6i chimg dé ngin chin phan tng khéng dic
hiéu, trén thir nghiém mot mAu binh thudng véi chit phan tmg nhya latex dé thir

nghiém PSA.

Fig.5 thé hién c4c hiéu qua ngan chin cta tac nhan theo sdng che va cac tac
nhan d6i ching dé ngin chan phan tmg khong dic higu trén thir nghiém cua mot

mAu phan tmg khong dic hidu v6i chit phan Gmg nhya latex dé thir nghiém PSA.

Fig.6 thé hién cdc hiéu qua ngan chin cua tac nhan theo sdng ché va cac tac
nhan dbi ching dé ngin chin phan Umg khong dac hiéu trén ddnh gid mét mau

phan g khong dic hiéu voi chét phan tmg dé thir nghiém insulin.
MO t4 chi tiét sang ché
Khang thé don dong khang IgM ngudi

Khéng thé don dong khang IgM ngudi theo sang ché khong bi han ché boi
céc giéi han cu thé, véi diu kién n6 c6 dic tinh tuong tac dac hiéu véi IgM
ngudi, tao ra cau lién két lién phan tir gifta cac phan t&r IgM ngudi trong dung
dich, va c¢6 kha ning thuc hién thtr nghiém ngung két mién dich & dang khéng
thé don dong duy nhét. “Phan tmg dic hidu véi IgM ngudi” nhu dugc st dung &
day c6 nghia la khang th& don dong duoc cho tién hanh phan ing khéng nguyén-
khang thé v6i IgM nguoi nhung khong phén tmg véi cac globulin mién dich
nguoi khac. Mot nghién clru vé khang thé don dong khang IgM trudc ddy chua
duoc tién hanh thyc hién theo quan diém no co thé gay ra ngung két mién dich
hay khéng, va do dé, khang thé don dong khang IgM nguoi theo séng ché ma co
thé ngung két IgM ngudi béi chinh khéng thé niy 14 cé tinh méi.
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Ngoai ra, cac khang thé don dong khang IgM thong thudng khong tao ra su
béc cau lién két gitra hai phén tir globulin mién dich va chi c6 kha nang tao ra
cAu lién két ndi phan tir bén trong phan tir globulin mién dich don. Tuy nhién,
khang thé don dong theo séng ché ma ban than n6 c6 thé ngung két IgM ngudi
c6 thé tao ra cau lién két lién phan tir gitta cac phan tit IgM ngudi, va do d6 no
c6 kha ndng ngén chan hoan toan cac phan tmg khong déc hiéu gay ra boi IgM
nguodi, va nhu duge mo ta dudi day, no cod thé dugc st dung thich hop lam tac

nhan ngan chin phan tng khong dac hi¢u.

Vi du cu th8 v& cac khang thé don dong khéng IgM ngudi theo sang ché
nhu vy bao gébm khang thé don dong dugc tao ra béi té bao lai FERM BP-
11134. Ngoai ra, cac khang thé thé hién kha ning phan tng chéo véi khang thé
don dong duoc tao ra bdi té bao lai FERM BP-11134 ciing dugc bao gbm trong
pham vi khang thé theo séng ché. Céc khang thé thé hién khd ning phan tmg
chéo v6i khang thé don dong dugc tao ra béi té bao lai FERM BP-11134 bao
gbm céac khang thé ma c6 thé nhén dién dic hiéu trinh ty axit amin cta cling
epitop (yéu t6 xac dinh khang nguyén) nhu khéng thé don dong néu trén.

Doan chtic ndng

Theo sang ché, doan chirc ning bt ky bao gébm vung Fab din Xuét tir
khéng thé don dong néu trén c6 thé duoc str dung, du ving Fab c6 thu duoc
béng cach phén cét enzym clia khéng thé don dong néu trén, bang k¥ thuat gen
hoc, hodc bang phuong tién khic hay khong. Do do, trong doan chirc nang theo
sang ché, thuat ngit “chirc ning” cu thé c6 nghia rang, doan c6 kha ning lién két
véi IgM nguoi.

Mau thir nghiém

MaAu thir nghiém ctia thir nghiém ngung két mién dich cho IgM ngudi st
dung khang thé don dong khang IgM ngudi hodc doan chic nang ciia né theo
sang ché c6 thé 1a mAu sinh hoc bt ky, nhu dich co thé, vi du mau, huyét thanh,
huyét tuong va nudc tiéu.

Phuong phap thtr nghiém
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Thir nghiém ngung két mién dich ctia IgM ngudi theo sang ché khong bi
han ché bai bit ky gi6i han cu thé nao, véi didu kién 13 thir nghiém nay tién
hanh thtr nghiém vé& IgM ngudi bing céch két hop khang thé don dong khang
IgM ngudi theo sang ché va mau thtr nghiém theo mot phuong thitc ndo do va
do do6 gay ra ngung két mién dich. Dé tao didu kién thudn loi hon nita cho su
ngung két mién dich, khang thé don dong khang IgM ngudi khac ma nhan dién
mot epitop khac vdi epitop cua khang thé don dong néu trén cling c6 thé duoc sir
dung cung nhau, va khéng c6 giéi han cu thé nao vé dic tinh ctia khang thé don

dong b sung nay.
Chét phan Ung thtt nghiém ngung két mién dich va bo dung cu thir nghiém

Chét phan mg va bo dung cu cho céc thir nghiém ngung két mién dich clia
IgM nguoi sir dung khang thé don dong khang IgM ngudi hodc doan chirc nang
ctia n6 theo sang ché c6 thé chira thanh phan dém cudng do ion, cudng dd tham
thiu hodc tuong tu cia mau, hodc thanh phén ting cudng ngung két mién dich.
Céc vi du vé thanh phén dém cuong do ion, cuong do thdm thiu hodc twong tu
clia mau bao gém axit axetic, axit xitric, axit phosphoric, Tris, glyxin, axit boric,
axit carbonic, va dung dich dém Good, cling nhu mudi natri, mudi kali, va mubi
canxi. Céc vi du vé thanh phin ting cudng ngung két mién dich bao gbém

polyetylen glycol, polyvinylpyrolidon, va polyme phospholipit.

Chét phéan tng va bd dung cu cua cac thir nghiém ngung két mién dich ddi
véi IgM nguoi st dung khang thé don dong khang IgM ngudi hodc doan chic
nang cuia n6 theo sang ché twong thich véi cac phép do x4c dinh quang hoc,
duoc thuc hién trén phd quang ké, thiét bi phan tich tu dong cua Tép doan
Hitachi stt dung céc nguyén tic phd quang ké, thiét bi phan tich tu dong téng
quan nhu loat TBA cua Tap doan Toshiba, loat BM ctia T4p doan JEOL, loat
AU cta T4p doan Olympus, va CP2000 cua Tap doan Sekisui Medical, thiét bi
phén tich pham vi budc séng cén hdéng ngoai (vi du, LPIA cua Tap doan
Mitsubishi Kagaku latron), thiét bi dé x4c dinh cudng dd 4nh sang tan xa (vi du,
hé BN ctia Tép doan Dade Behring), hodc tuong tu.
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Khong c6 gi6i han cu thé nao dbi vdi cac k§ thut duge st dung dé didu
ché khang thé don dong khéng IgM ngudi theo sing ché, tuy nhién thong
thuong, cac k¥ thudt nay lién quan dén qué trinh san xuét cac té bao lai. Trong
qui trinh dénh gi4 d& lya chon khang thé don dong khéng IgM ngudi theo sang
ché, cac khang thé dugc sang loc dua trén cic mirc d ngung két ctia IgM nguoi
ma cAc khang thé nay c6 thé gy ra trong dung dich. Do d6, khang thé don dong
khang IgM ngudi thu dugc theo cach nhu vy s& co déc tinh tuong tac ddc hiéu

v6i IgM nguoi va ngung két IgM ngudi boi chinh né.

Su bién d6i ho#ic cai bien cau trac bat ky c¢6 thé dugc cho phép doi véi
khang thé don dong khéng IgM nguoi dugc diéu ché theo sang che, véi diéu
kién 13 su bién doi hodc cai bién khong tac dong nhiéu dén cic dic tinh cua

khang thé don dong vé kha ning phan tng véi IgM ngudi.
Té bao lai

Té bao lai dugc st dung dé san xuét khéng thé don dong khang IgM nguoi
theo sang ché c6 thé 1a té bao lai bét ky ma c6 kha ning tao ra khang thé don
dong khang IgM nguoi co6 thé phan (mg dic hidu véi IgM ngudi va gdy ra ngung
két mién dich v4i IgM ngudi dua vao phan Gng khang nguyén-khang thé trong
dung dich, va té bao lai ndy c6 thé duoc lya chon trén co sé khang thé don dong
duoc tao ra boi té bao lai nay cé kha ning cao gy ra ngung két mién dich voi
IgM ngudi trong dung dich. Do dé, khang thé don dong khéng IgM ngudi theo

sang ché c6 thé duoc tao ra thdng qua cc bude tir 1) dén 3) sau.

Budce 1): thiét 14p céc té bao lai san xuét ra khang thé khang IgM ngudi
bang cach sir dung IgM ngudi lam khang nguyén;

Budc 2): dua cac khang thé dugc tao ra béi té bio lai thu dugc trong budc
1 tiép xtic v6i IgM nguoi trong dung dich va lya chon té bao lai san xuét ra
khang thé c6 kha ning tao ra khéi ngung két mién dich dua vao phan tmg khang

nguyén-khang thé véi IgM ngudi trong dung dich néu trén;

Budc 3): thu thap khang thé duoc tao ra boi té bao lai lya chon trong budce
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Vi du vé céc té bao lai lyra chon trong buéc 2 bao gém FERM BP-11134.

Cu thé hon, viéc sang loc cac té bao lai trong quy trinh san xuét néu trén co
thé duoc tién hanh thuc hién bing cach cho céc khang thé da tinh ché phan g
v6i IgM nguoi trong dung dich va lya chon céac té bao lai dya vao nhing su
chénh léch cua cac khang thé twong ting vé kha nang kich thich ngung két mién
dich trong dung dich. Dé lya chon té bao lai san xuét ra khang thé theo séng ché
hiéu qua hon nita, viéc lua chon so bd cac t& bao lai san xuét ra khang thé khéang
IgM ngudi ¢6 thé dugc thuc hién, trude quy trinh lwa chon néu trén, bang cach
sir dung, vi du, cac 16p ndi trén bé mat mdi truong nudi cdy clia cac té bao lai
thay vi cac khang thé tinh ché trén IgM ngudi trén pha ran, nhu trong phuong
phap ELISA, v.v..

Khéng thé thu dugc thong qua quy trinh lua chon dugc mé ta & trén s& co
d3c tinh phan tmg dic hiéu véi [gM ngudi va c6 kha ndng tao ra trén chinh no
cau lién két lién phén tir gitta cac phan t& IgM nguoi trong dung dich va do do

tao ra khdi ngung két mién dich.
Cac ung dung

Khang thé don dong khang IgM ngudi theo sang ché c6 thé dugc ap dung
cho muc dich bét ky ma tin dung ddc tinh phan Ung dac hiéu cta né véi [gM
nguoi va ngung két IgM ngudi boi chinh né. Cée vi dy vu tién bao gbm viéc st
dung trong thir nghiém ngung két mién dich ctia IgM ngudi néu trén cling nhu
viéc str dung lam tdc nhan ngin chan phan ing khong déc hiéu gay ra boi IgM
ngudi. Khang thé don dong khang IgM nguoi theo sang ché c6 thé duoc sit dung
thich hop 1am tic nhan ngin chdn phan tng khong dic hiéu gdy ra boi IgM
nguoi, vi n6é khong gay ra sy béc cau lién két ndi phan tir theo ty 1 1:1 v&i phan
ta IgM nguoi, va do d6 no cod thé trung hoa hidu qua IgM nguoi. Van chua rd
rang thong qua co ché nao, khang thé theo séng ché c6 kha ning ngin chin,
tham chi ngay ca cdc phan tng khong dac hiéu gdy ra béi IgM ma khong thé
ngan chan dugc béng cac tac nhan ngin chin phan ung khong dac higu thong

thuong, nhung rd rang la kha ndng ngung két IgM ngudi trong dung dich cta nd
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rét thich hop véi co ché nay. Vi du, c6 thé 13, khéng thé don dong khang IgM
ngudi ma 6 thé ngung két IgM ngudi trong dung dich s& nhan dién epitop t6n
tai phd bién trong s6 céc phan tir IgM ngudi, bét k& chung thudc loai khang thé
di ai hay khong, thudc kiéu yéu t6 dang thip (RF) hay khong, hoic dang khéc.

Do dd, cac phan Gng khoéng dac hiu gay ra béi IgM nguoi, trong bbi canh
theo séng ché, dé cap dén tit ca cac phan tmg khong dic hiéu gy ra boi IgM
ngudi, bao gdm ca céc phan img ma cac co ché hoat dong cta chiing di biét nhu
IgM ngudi & dang khéng thé di ai hodc yéu t6 dang thap (RF) phan tng véi
khang thé dan xuét tir dong vat, cling nhu c4c phan img ma co ché hoat dong ctia
ching van con chua rd rang. Do d6, tdc nhan ngan chin phan Umg khong dac
hiéu theo sang ché duoc du dinh sir dung trong tat ca cac phan tng khong dic

hiéu trong d6 yéu t6 nguyén nhan 1a IgM ngudi.

Str dung khang thé don dong khang IgM nguoi theo séng ché 1am tac nhan
ngin chan phan tng khong ddc hiéu co6 thé 13 hitu hiéu trong dung dich ciing nhu
trén pha ran. Vi du, viéc sit dung tdc nhin ngan chin phan ung khong dac hiéu
trong dung dich theo séng ché ¢ thé trong truong hop, trong d6 tic nhin nay
dugc bd sung vao miu dung dich va cho phép phan tng véi IgM ngudi trong
dung dich dé gay ra ngung két IgM ngudi. Vi dy, viéc st dung tdc nhan nay trén
pha rén c6 thé trong trudng hop, trong d6 dung dich chtra tic nhan nay dugc b6
sung vao chit dém mau ctia phuong phép mién dich séc ky va dugc 1am kho va
¢b dinh trén d6 trudce, va IgM ngudi chira trong mau dung dich duoc 4p dung va
dua qua chit dém méu néu trén s& duge bay gilt boi tac nhan ma tac nhan nay da

duoc ¢b dinh.

T4c nhan ngin chan phan Umg khong ddc hiéu theo sang ché ¢6 thé dugce st
dung trong th&r nghiém mién dich dé xé4c dinh lugng chét phéan tich trong miu
dua vao phan tmg khéng nguyén-khang thé gitra chét phan tich va khang thé thi
nghiém ho#c khéng nguyén thr nghiém, va thong qua viéc st dung nay, cac

phéan tng khong dac hiéu gdy ra boi IgM ngudi ma khong bao gdm phan Ung
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khang nguyén-khang thé néu trén c6 thé dugc ngin chin mot cach hiéu qua, va

do d6, cac su xac dinh mién dich chinh x4c c6 thé dat dugc.

Mau thir nghiém cta thir nghiém mién dich, chét phan mg cua thtr nghiém,
va bd dung cu thr nghiém theo sang ché, khac biét & chd, bﬁng viéc bd sung
khang thé don dong khang IgM ngudi ma ban than khang thé nay c6 kha ning
ngung két IgM ngudi dé ngan chin phan tmg khong dic hiéu va dé thu duoc cac
xac dinh chinh x4c, c6 thé 12 miu bt ky trong s cac mau sinh hoc ctia ngudi,
trong d6 cac phan tmg khong déc hiu gay ra béi IgM nguoi ¢ thé c6 kha ning
xuét hién. Céc vi du vé mau tht nghiém bao g@)m cac dich co thé nhu mau,
huyét thanh, huyét tuong va nudc tiéu. Twong tu, chit phén tich c6 thé 1a phan
tir bAt ky v6i didu kién 13 n6 c6 thé dugc cho tién hanh phan tmg khéng nguyén-
khang thé, va cac vi du v& chét phan tich bao gdm CRP (protein phan tng C), Lp
(a), MMP3 (metalloproteinaza co chét 3), colagen typ IV, PSA (khang nguyén
d3c hiéu tién liét tuyén), BNP (peptit natri 1¢i niéu n&o), insulin, microalbumin,
xystatin C, khéng thé khang phospholipit, khang thé khang Treponema
pallidum, FDP (san pham thoai bién fibrin/fibrinogen), D-dime, SF (fibrin hoa
tan), TAT (phtc thrombin-khang thrombin III), yéu t6 XIII, va cc pepsinogen I
va II, cling nhu cac hapten nhu céac thudc sau: phenytoin, phenobarbital,
carbamazepin, valproat, va theophylin. Tuy nhién, nguyén téc cua sang ché nay

khéng cho phép [gM ngudi dugc bao gbm trong cac vi du vé chat phan tich nay.

Khang thé don dong khang IgM ngudi theo sang ché chinh ban than n6 c6
kha ning ngung két IgM ngudi, duoc sir dung 1am tic nhin ngén chin phan g
khong dac hiéu gay ra boi IgM, co thé duoc bd sung vao dung dich hodc vao pha
ran. Khéng co gi6i han dic biét nao vé ndng d6 ma & ndng d6 do, tac nhan nay
duge bd sung vao, voi diéu kién 14 n6 du tao ra hiéu qua ngin chin phan Gng
khong dic hiéu va khong tdc dong 1én phan tng chinh cta thir nghiém mién
dich, tuy nhién tac nhén t6t hon duoc st dung véi ndng d6 nam trong khoang tir
0,01 dén 10mg/ml, va tét hon nita nam trong khoang tir 0,05 dén 1mg/ml. Trong
mdt thir nghiém thuc tién, cac phan ung khong dic hiéu co thé duoc ngin chin

hiéu quéa hon nita néu nhu khéng thé don dong khang IgM nguoi theo sing ché
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dugc cho tiép xtGic voi mau thir nghiém trude bude dua khang thé thr nghiém
hoac khang nguyén thtr nghiém tiép xtc voi mau thir nghiém. Céc bién phép
khac dé ngan chin phan tng khong dic hiéu hodc cac thanh phén e ché khéc

cling c6 thé duoc sir dung két hop.

Trong thtr nghiém mién dich, chét phan ung cta thir nghiém va bd dung cu
thir nghiém theo sang ché trong d6 thanh phan ma 13 dung cu trong x4c dinh
mién dich (khang thé thir nghiém hodc khéng nguyén thit nghiém) dugc d& trén
chit mang khong hoa tan, chit mang khong hoa tan c6 thé 13 chit bat ky véi
diéu kién chét nay 1a mot chit khong hoa tan duge chép nhan lam mot thanh
phan trong chét phan tng thir nghiém y hoc; céc vi du cu thé bao gdm hat nhya
latex, kim loai keo, silic oxit, va cacbon, va tdt nhét 13 hat nhya latex. Nguyén
liéu va kich thudc cua chit mang khong hoa tan cé thé duoc lua chon thich hop
theo loai chit phan tich va nguyén t&c phat hién cua thir nghiém mién dich, chat
phan Ung cua thir nghiém va by dung cu thir nghiém theo sing ché. Trong
truong hop hat nhya latex néu trén, phén tir chit mang bao gdm copolyme dugc
tao ra béi qué trinh polyme héa mdt monome c6 nhém phenyl va mot monome
c6 nhém phenyl va axit sulfonic 12 dugc uu tién, va kich thude hat trung binh
ciia nd, khi duge xac dinh bing kinh hién vi dién tir truyén qua, nim trong
khoang tir 0,01 dén 1,5um, t6t hon nam trong khoang tir 0,03 dén 0,8pm, va tdt

hon nita ndm trong khoang tir 0,05 dén 0,5um.

Trong thir nghiém mién dich theo sdng ché khac biét & chd ngin chin sy
tac dong clia cac yéu td khong dac hidu 1én khang thé ma lién két dic hiéu véi
phan tir chit phan tich dé c6 dugc cac xéac dinh chinh x4c, nguyén téc phat hién
bat ky c6 thé duoc sir dung, nhu phuong phép phét hién enzym, phat hién huynh
quang, phat hién hoa - quang, phuong phap phét hién dua vao do duc, va
phuong phap tuong tu. Ngoai ra, cac thao tac va cdc danh gia cé thé dugc thuc
hién thu céng bang tay hoic co hoc. Do dd, chét phan tmg thir nghiém mién dich
va bd dung cu thr nghiém theo sang ché c6 thé duoc sir dung theo phuong phép

bat ky trong s6 cac phuwong phép sau: phuong phap ELISA, EIA, phuong phap
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héa - quang, phuong phép sic ky mién dich, ngung két mién dich, phuong phép
ngung két mién dich ting cudng bing nhua latex, va phuong phap tuong tu. Cu
thé, phuong phap ngung két mién dich va phuong phap ngung két mién dich
tdng cudng bang nhya latex c6 thé duge thuc hién trong céc thiét bi giéng nhu
céc thiét bi duoc st dung déi véi chat phan tmg thir nghiém ngung két mién dich

va bd dung cu thtr nghiém cta IgM ngudi duge mo ta ¢ trén.

Tuong tu, chit phan tng thir nghiém mién dich va bo dung cu thir nghiém
theo sang ché sir dung tac nhan ngin chin phan ing khong dic hiéu gly ra béi
IgM nguoi cb thé chira, ngoai thanh phan chinh, thanh phéan dém cuong do ion,
cudng d6 thdm thu hodc twong tu clia mau, hoic thanh phan ting cudng ngung
két mién dich, c4c thanh phén nay co thé trong tu nhu cac thanh phén duoc mo
t4 & trén cho chat phan tng thr nghiém ngung két mién dich va bo dung cu thir
nghiém cua IgM nguoi.

Vi du thwe hién sang ché

Duéi dy, mot phan cua sang ché s& duoc giai thich chi tiét bang cac vi du
vé phuong phép san xuét khang thé don dong khang IgM ngudi ¢6 kha ning giy
ra ngung két mién dich ctia IgM ngudi boi chinh né, thir nghiém ngung két mién
dich st dung khang thé don dong néu trén, va thr nghiém mién dich st dung
khéng thé don dong néu trén 1am tdc nhan ngén chin phan Gmg khong dac hiéu.
Tuy nhién, sang ché khong bi han ché béi nhimng vi du nay.

Vi du thtr nghiém 1: San xuat khéng thé don dong khéang IgM ngudi theo sang

ché

(1) Thiét 1ap c4c té bao lai san xuit ra khang thé don dong khang IgM ngudi
100pg IgM nguoi tinh ché (duoc san xudt boi Tap doan CHEMICON)

dugc st dung dé gdy mién dich don. Trong qué trinh gy mién dich 1in dau,

200ul nhii twong dugc diéu ché biang cach trén céc thé tich twong duong cla

IgM nguoi va td duge Freund hoan chinh dugc tiém vao khoang bung cta ting

con chudt BALB/c. P& gdy mién dich bd sung, 200ul nhii twong didu ché tuong
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tu b%mg cach st dung t4 dugc Freund khong hoan chinh dugc str dung, va qua
trinh gdy mién dich dugc 13p lai 3 14n véi cac khoang gidn cach ctr mdi 2 tuan.
Hiéu gia khang thé clia cAc mau mau tdp hop tlr c4c tinh mach vong mac clia
chudt duoc xac dinh bang phuong phap ELISA, va chuft thé hién hiéu gia cao
duoc lua chon cho dung hop té bao. Hai tudn sau khi gdy mién dich lan tht tu,
100pg IgM nguoi hoa tan trong 200ul dung dich nudc mudi dugc tiém vao
khoang bung cta chudt, va lach duoc 14y ra 3 ngay sau d6. Lach dugc pha v&
trong moi truong RPMI1640, va cac té bao lach sau d6 duoc tap hop bang cach
ly tAm véi tdc d6 1.500 vong/phiit. Céc té bao dugc ria it nhat 3 1an trong moi
truong RPMI1640 khong chira huyét thanh thai bo, va sau d6 dugc tao huyén
phu trong 2ml moi truong RPMI1640 chira 15% huyét thanh thai bo, dé tao ra
huyén phu té bao lach. Sau khi céc t& bao lach va cac té bao u tiy SP2/0-AG14
duogc tron két hop theo ty 18 6 véi 1, qué trinh dung hop té bao dugc cam Ung
vai su ¢6 mit ciia 50% polyetylen glycol, va do d6 thu duoc cac té bao lai (cac
t& bao dung hop). Sau khi ly tAm véi tdc d6 1.500 vong/pht, vién két duoc thp
hop va dugc tao huyén pht trong dung dich GKN (2g glucoza, 0,4g kali clorua,
8g natri clorua, 1,41g dinatri hydro phosphat, va 0,78g natri dihydro phosphat
dihydrat dugc hoa tan trong nudgc tinh khiét dé tao ra 1L dung dich GKN), dugc
rira bang cach ly tAm, va vién két duoc tap hop. Cac té bao két vién dugc tao
huyén phi trong 30ml mdi truong RPMI1640 chira 15% huyét thanh thai bo, va
100p! huyén phit nay va 200ul méi trudng HAT chira céc té bao tuyén e cua
chudt BALB/c (1a cac t& bao tiép lidu) v6i mat do 2,5x10° té bao/ml dugc phan
b vio mdi mdt 15 ctia ba vi dia 96 15. Céc t& bao lai dugc nudi cy & nhiét do
37°C trong mot thiét bi G ¢ 5% cacbon dioxit.

Su hién dién cta cac khang thé khang IgM ngudi trong cac 16p ndi trén bé
mit mdi trudng nudi cdy dwoc kiém tra bang phuong phdp ELISA véi IgM
ngudi trén pha rin. Mudi ngay sau khi dung hop t& bao, su phat trién clia cac té
bao lai dugc xac nhan trong mdi mot 16. Mot cach chi tiét, 100pl dung dich dém

phosphat 10mM (pH = 7,2; sau day goi t4t 13 PBS) chira natri clorua 150mM va
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10pg/ml IgM nguoi duoc phan bb vao mdi mot 15 cua cac vi dia 96 15, va dugc
gilt & nhiét do 4°C qua dém. Sau khi céc vi dia 96 16 nay dugc rira 3 lan bing
300ul PBS chtta Tween 20 0,05% va 1% huyét thanh albumin bo, céc 16p n6i
trén bé mit mdi trudng nudi cdy duogc bd sung vé6i lugng 50ul/1, va céc dia
duoc gift & nhiét do trong phong trong thoi gian 1 gio. Sau khi céc dia dugc rua
3 14n bing PBS chita Tween 20 0,05% (sau day goi tit 1a PBS-T), khang thé dé
khang IgG chudt danh ddu biang peroxidaza (Tap doan SouthernBiotech) dugc
bd sung véi luong 50ul/1d, va cac dia dugc gilt & nhiét do trong phong trong thoi
gian 1 gio. Cac dia sau do dugc rira 3 14n bing PBS-T, dung dich dém axit xitric
(pH = 5,0) chita ortho-phenylendiamin 0,2% va hydro peroxit 0,02% dugc bd
sung vao dé véi lugng 50ul/16, cac dia duge gitt ¢ nhiét do trong phong trong
thoi gian 15 phit, va axit sulfuric 4,5N dugc bd sung véi lugng S0ul/13 dé ding
phan Uimg. D6 ha?'tp thu & mdi mot 16 vé6i bude séng 492nm duge xac dinh, va cac

15 thé hién su chénh 1&ch so véi dbi ching duoc lua chon 1a cac 16 duong tinh.

Céc té bao duoc lam thanh don dong bang phuong phép pha lodng gidi
han. Ttc 14, cac t& bao lai tir cac 16 duong tinh néu trén dugc pha loéng thanh 10
té bao/ml va 0,1ml mdi mét trong sb cac dung dich pha loding ndy dugc dit vao
trong mét 18 ctia céc vi dia 96 16 ma cac té bao tuyén tc chudt BALB/c 14 cic té
bao tiép lidu da duoc phan bd vao trong d6 véi mat d§ 10° t& bao/1d. Moi truong
HAT duge st dung cho nudi cy 1in dAu va RPMI1640 chira 15% huyét thanh
thai bd duge st dung cho cic nudi cdy sau d6. Mdi mot nudi cdy duoc tiép tuc
trong thoi gian 10 ngay & nhiét do 37°C trong mdt thiét bi 4 ¢6 5% cacbon
dioxit. Phuong phap ELISA dé lua chon céc 16 duong tinh va phuong phép pha
lofing gi6i han dé thiét 14p tinh don dong, mdi mot phuong phép nay dugce lap lai
3 14n, va do d6 da thu duogc 26 dong té bao lai (tir A dén Z) san xuét ra khang thé

don dong khang IgM nguoi.
(2) San xuét cac khang thé don dong

Xap xi 10’ t& bao tr mdi mot dong té bao lai dugc cay chuyén vao khoang

bung cua chudt ma da dugc xt ly trude béng pristan, va dich cb truéng tao ra
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trong d6 duoc tdp hgp. Cac dich cd truéng tp hop dugc ly tAm dé loai bé céac
chit khong hoa tan va duge tron két hop véi mot thé tich tuong duong cta dung
dich amoni sulfat bdo hoa. Cac hon hop duoc khudy qua dém, va sau khi ly tim,
céc chit két tia dugce tap hop. Cac chat két tha tip hop dugc hoa tan trong dung
dich dém Tris 20mM (pH = 8,0) va duogc thdm tach trong cting dung dich dém.
Céc chit da thdm tach duge cho hip phu riéng biét 1én cac cdt DEAE-Sepharose
ma céc cdt nay di dugc can bing béi dung dich dém twong tu, va cic khéng thé
don dong khang IgM ngudi thu duoc bang cach rira giai véi gradient ndéng do
natri clorua nim trong khoang tir 0 dén 300mM trong dung dich d&m tuong tu.
Céc khang thé don dong khang IgM ngudi duge san xuét ra boi cac té bao lai tir
A dén Z 1an luot dugce ky hiéu 13 cac khang thé tir a dén z, va dugc cho tién hanh
cac thir nghi€ém mo ta dudi day.

Céc vi du danh gia

(1) Vi du danh gia 1: Banh gia vé kha ning phan tng trén pha ran (phuong phéap
danh gia thong thudng)

50ul PBS chua IgM nguoi ¢ ndng d6 1pg/ml duge phan b trong vi dia 96
16 va dugc gift & nhiét do trong phong trong thoi gian 1 gio, va do d6 IgM nguoi
duoc ¢ dinh 1én vi dia. Sau dé, vi dia duge cho tién hanh phong bé bang 200ul
PBS chtta 3% BSA (albumin huyét thanh bo), va sau d6 b6 sung 50ul PBS chira
khéng thé don dong khang IgM ngudi & ndng d6 1pg/ml vio 16, 16 nay dugc giir
& nhiét do trong phong trong thoi gian 1 gio. Vi dia sau d6 duoc rira 3 14n bang
PBS-T, khang thé khang chudt danh ddu bang peroxidaza dugc bd sung véi
ndng d6 S0uL/1d, va vi dia dugc gitt & nhiét do trong phong trong thoi gian 1
gid. Sau khi rira 3 1an bing PBS-T, 50ul dung dich nén axit 2,2'-azino-bis(3-
etylbenzthiazolin-6-sulphonic (ABTS) (dugc san xuét boi Tap doan KPL) dugc
bd sung vao mdi mot 16, va vi dia duge gitt & nhiét do trong phong trong thoi
gian 20 phat. Phan tng duoc lam dung bang cach bd sung 50ul dung dich SDS

1% vao mdi mdt 16. Bo hép thu v&i bude séng 405nm dugce xéc dinh, va cuong
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do kha ndng phan tng cia cac khang thé don dong khang IgM ngudi duoc sap
xép theo d6 hip thu (Bang 1).

(2) Vi du dénh gi4 2: Pénh gi4 vé kha ning phan tmg trong dung dich (phuong
phép dénh gia theo sang ché)

750ul mdi mot trong s6 cac dung dich khang thé don dong khang IgM
ngudi (the 13, dung dich dém Tris-axit clohydric 100mM, pH = 38,0, chira
400pg/ml khang thé don dong khéng IgM ngudi tinh ché, 3% polyetylen glycol
6000, trinatri xitrat 5SmM va canxi clorua 2,5mM (anhydrit)) duoc bd sung vao
150ul PBS chira IgM nguoi ¢ ndng d6 200ug/ml, va hdn hop dugc khudy. Sau
10 phit, d6 hip thu duoc xé4c dinh béng cach st dung hai budc séng (budc séng
chinh 340nm va budc séng phu 800nm) trong phd quang ké Hitachi U-3310 (Do
hép thy 2). Trong mau d6i chung, 750u1 mdi mdt trong s6 cac dung dich khang
thé don dong khang IgM nguoi duge bd sung vao 150ul PBS khong chia IgM
nguoi, hdn hop duoc khuéy, va do hép thu duoc xac dinh trong diéu kién tuong
tu (D6 hép thu 1). Su thay d6i vé& d6 hép thu ma kém theo sy ngung két mién
dich dic hidu IgM ngudi duoc tinh todn biang cach 1dy D hap thy 2 trir di Do
hép thy 1 (Bang 1).
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Bang 1
banh gia thong thuong Panh gi4 theo sing ché
Khang thé | Kiéu phy o Pham vi vé o ’ )
ang | Kamang | e |vE 4 hip
phén ung ¢ hap thy

a G 0,070 23 4,1 5,3 1,2

b G 0,069 24 3,6 4.8 1,2

c G 0,103 18 4,3 4,7 0,4

d G 0,064 25 4,0 4,8 08

e G 0,416 15 5,3 7,5 2,2

f G 0,315 17 6,0 12,1 6,1

g G 0,619 8 4,6 8,3 3,7

h G 0,509 13 3,5 11,5 8,0

i G 0,545 12 5,0 10 5,0

j G 0,710 4 4,4 8,7 4,3

k G 1,464 1 5,6 10,3 4,7

| G 0,619 8 3,9 7,6 3,7
m G 0,084 20 39 4,5 0,6

n G 0,087 19 3,9 5,3 1,4

o G 0,318 16 18,3 20,6 2,3

p G 0,080 .21 4,7 5,6 0,9

q G 0,070 23 4,0 4,3 0,3

r G 0,781 3 4,6 10,9 6,3

S G 0,603 10 4,9 8,3 34

t G 0,685 6 5,1 161,8 156,7
u G 0,627 7 2,9 6,5 3,6
\Y G 0,078 22 5,4 57 0,3
w G 0,694 5 5,2 8,7 3,5

X G 0,448 14 6,7 11,4 4,7
y G 0,567 11 5,0 138 8,8
z G 1,161 2 14,1 16,7 2,6

(3) Cac két qua danh gia

Tir su thay déi vé& do hép thy, khang thé t dugc phat hién 14 khéng thé don
dong khang IgM nguoi phéan tng dac hiéu véi IgM ngudi va cé kha ndng géy ra
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ngung két mién dich dwa vao phan tng khang nguyén-khéng thé voi IgM ngudi
trong dung dich. Luu y ring, trong phuong phap danh gia théng thudng (tic 1a,
danh gi4 trong diéu kién pha rdn), cac cudng do kha ning phan mg cla céc
khang thé k va z 13 d& nhén thdy, va mic du kha ning phan ing clia khéng thé t
dugc xép ding tht 6, song van chua bing mot nira kha ning phan Ung cla
khang thé k, va do d6, khang thé t theo sang ché khong c6 kha ning duge lya
chon. Pdng thoi, c¢6 thé thiy ring, kha ning tao ra khdi ngung két mién dich dua
vao phan ung khang nguyén-khang thé v6i IgM ngudi trong dung dich khong
nhét thiét tring v6i kha ning phan Gng manh, va do d6 khéng thé don dong c6
dic tinh theo sang ché s& rat khé nhan dién ma chi dwa vao danh gia thong
thudong vé kha ning phan tng trong didu kién pha rin. Té bao lai T san xuét ra
khéng thé t da dwoc luu trit véi s6 hidu luu gift 1a FERM BP-11134.
Viduyl
Kiém tra su ngung két mién dich boi khang thé don dong khang IgM ngudi va
kha ning sir dung tiém tang clia né lam tic nhan ngin chdn phén Gng khong dac
hiéu
(1) Didu ché cac dung dich IgM ngudi

Dung dich chtra IgM nguoi (dugc san xuét boi Tap doan CHEMICON) &
ndng d6 200pg/ml 1an luot duge pha lodng trong PBS dé didu ché ra cac dung
dich IgM ngudi véi ndng d 100, 50, va 25ug/ml.
(2) iéu ché dung dich khang thé don dong khang IgM ngudi t

Dung dich dém Tris-axit clohydric 100mM (pH = 8,0) chira 3% polyetylen
glycol 6000, trinatri xitrat SmM va canxi clorua 2,5mM (anhydrit) (sau diy goi
l1a dung dich pha loang khang th8) dugc st dung dé pha lodng khéng thé don
dong khang globulin mién dich M ngudi t theo séng ché t6i ndng d6 cudi 1a
400ug/ml, dé didu ché dung dich khang thé don dong khang IgM ngudi t. Dé
lam d8i chiing, dung dich ctia chit phan tmg ngan chin di 4i HBR dugc didu ché

bing cach pha lodng chét phan mg ngan chin di 4i HBR (dugc san xuét bdi
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SCANTIBODIES LABORATORY, INC. va dugc nhap khu boi Nagase & Co.
Ltd.) ma bao gém khang thé don dong khang IgM nguoi duge sir dung lam téc
nhan ngin chin c4c phan ung khong dac hi¢u, thay cho khang thé don dong
khang globulin mién dich M ngudi t, trong dung dich pha lodng khang thé t6i
ndng d6 cubi 1a 400ug/ml.

(3) Phuong phap thtr nghiém

Thr nghiém ngung két mién dich dugc thuc hién bé‘mg cach str dung thiét
bi phén tich ty dong 7170 Hitachi. Cu thé, 150l dung dich khang thé don dong
khang globulin mién dich M ngudi t dugc didu ché trong phan (2) hogc 150ul
dung dich ctia chét phan ting ngin chan di 4i HBR dugc bd sung vao 30ul dung
dich cua IgM ngudi & mdi mot ndng d6 duoc didu ché trong phan (1), hdn hop
duoc khuéy va duoc lam Am & nhiét @6 37°C, va su thay dbi vé do hép thu &
budc séng chinh 340nm va budc song phu 800nm trong thoi gian 10 phit duge
x4c dinh 1am s6 do cudng dd phan tng (mAb). Két qua dugc thé hién trong hinh

v€ trén Fig 3.
(4) Két qua

Khang thé don dong khéng IgM nguoi t theo sang ché (s6 tham chiéu noi
b 1a 73224) thé hién gia ting cudng do phan tmg phuy thude ndng do & ndng dd
IgM ngudi 25pug/ml va cao hon, va do do, kha nang cla chinh khang thé nay
trong viéc thuc hién thu nghiém ngung két midn dich thuc tién ddi véi IgM
nguoi dugce khéng dinh. Mt khac, chét phan Gng ngéan chan di 4 HBR dugc st
dung 1am déi chiig khong thé hién bét ky sy gia ting cuong do phan ting nao,
va khéng dinh khéng c6 kha nang ngung két IgM ngudi. Didu nay cho thay
rang, khang thé don dong khang IgM ngudi theo sang ché c6 thé co kha ning
ngin chin céc phan Umg khong dic hiéu gy ra bsi IgM ngudi ma khoéng thé
ngan chan duogc bing céc chat phan tmg thdng thudng dé ngan chan cac phan
mg khong dic hiéu, nho ¢6 dic tinh khac biét rd rang v6i cac khang thé don
dong khang IgM ngudi khac ma da duoc sir dung trong cac chét phan mg thong

thudng dé ngan chin cac phan tng khéng dac hiéu.
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Sau day, hiéu qua ngin chin cac phan tng khong dic hiéu theo sang ché
duoc kidm tra trong mot sd thir nghiém lién quan dén cac phan mg mién dich

(chc vi duy tir 2 dén 4).
Vidu2

Kiém tra hiéu qua ngin chin cac phan Umg khong dac hiéu [1] (voi chét phan

g nhuya latex dé thir nghiém PSA)

Hiéu qua 1én cdc phan ung khong déc hiéu duoc quan sat voi chit phan g
nhua latex d& thir nghiém PSA, thir nghiém nay st dung khéng thé don dong
khéang PSA, dugc kiém tra bang cach x4c dinh cudng do phan ng trong mot
thiét bi phan tich tuy déng tong quan. PSA 1a mdt glycoprotein c6 trong luong
phén tr khoang 34.000 va duoc tao ra dic hi€u trong cac té bao biéu mé cua
tuyén tién liét, va n6 dugc st dung trong viéc sang loc (tham kham 14m sang)
d6i voi ung thu tién liét tuyén, mot trong sd cac khdi u 4c tinh dién hinh gip &
nam giéi cao tudi.

(1) Céc chét phan ting
(1-1) Chét phan tmg thir nhat
(1) Chét phan tmg kiém

Dung dich dém HEPES 30mM (pH = 7,0) chtra KCI 0,5M va 0,1% BSA

(albumin huyét thanh bo)

(ii) Chét phan Gng theo sang ché

Dung dich khéng thé don dong khéng IgM ngudi t ma c6 kha nang géy ra
ngung két mién dich dwa vao phan ung khang nguyén-khang thé véi globulin
mién dich M ngudi bai chinh né duge bd sung vao chit phan tng kiém néu trén
dé tao ra ndng do khang thé cubi cung 14 25, 50 hozc 100pg/ml.
(iii) Chét phan tmg ddi chimg

Chét phan (mg ngin chin di 4i HBR c6 sin trén thi truong hodc khang thé
da dong dé khang IgM nguoi (dugc san xuét bdi Tap doan MBC) dugc bd sung
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vao chat phan tng kiém néu trén dé tao ra nong do cudi la 25, 50 hodc

100pg/ml.
(1-2) Chét phan tmg thit hai

Dung dich 2 gdm PSA Nanopia (tén thuong mai), chét phan tmg nhuya latex
PSA (Tap doan Sekisui Medical)
(2) Thiét bj danh gia

Thiét bi phan tich tu dong Hitachi kiéu 7170:
Céc diéu kién vé thong sb

(i) C4c thé tich mAu, chit phan tmg thir nhat, va chat phan tmg th hai: 4pl,
100ul, va 100pl.

(ii) Phuong phép phan tich: phuong phép két thuc 2 diém (cac diém phat
hién 19-34)

(iii) Cac budc séng xac dinh: bude séng chinh 570nm / bude séng phy
800nm
(3) Cac mau thir nghiém
(i) Mau binh thuong

Huyét thanh cta phu nit duge st dung. Mau cua phu nit chira it PSA néu
c6, va do d6 thudng duogc sir dung 1am d6i chimg am.
(ii) Mau phan tmg khong dic hiéu

Huyét thanh ctia phu nit thé hién cudng do phan tmg & mitc cao bét thuong
duoc st dung. PSA 1a mot khdng nguyén dac hiéu nam giéi va khong duge phat
hién trong huyét thanh nit giéi. Do d6, huyét thanh nit giéi thé hién cuong do
phan tng & muic cao bét thuong duge cho 1a gy ra phan (mg khéng déc hiéu
trong d6 su ngung két nhya latex cam tng khong lién quan dén ham luong PSA.
Cu thé, huyét thanh nit gi6i thé hién mic d6 hip thu cao dugc nhan dién bang
cach sang loc cac huyét thanh c6 san trén thi truong (Huyét thanh tr mau toan

phan khong chira chét chdng déng ctia nit giéi binh thudng, c6 tai TENNESSEE
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BLOOD SERVICES, INC.) bing viéc sit dung két hop chit phan tng kiém va
cht phén tmg thir hai néu trén, va huyét thanh nhan dién nay dugc st dung dudi
day.

(4) Phuong phap thir nghiém

M3u binh thudng va mau phan ting khong dic hiéu duoc thir nghiém trong
thiét bj phan tich tw dong Hitachi kidu 7170, v6i chit phan tmg thir nhét 1 chét
phan tng kiém, chét phan tng theo séng ché hodc chat phan tmg d6i chung, va
chét phan Gng thir hai 14 Dung dich 2 gdm chét phan Gng nhya latex PSA, PSA

Nanopia (tén thuong mai), va cuong do phan ung duogc kiém tra.
(5) Céc két qua thir nghiém

Trong thir nghiém ctia mau binh thuong dugc thé hién trén Fig. 4, v6i chat
phan Ung theo sang ché hogc chit phan tmg dbi chung, ndng d6 gia ting cua
khang thé khang IgM ngudi bd sung hodc chat phan (mg ngan chan di 4i HBR
khéng dan dén sy thay ddi vé& cudng do phan tmg, cho th4y rang, PSA khong c
mit trong mau va viéc bd sung khang thé khang IgM ngudi hodc HBR tuyét ddi
khoéng tac dong lén phan Gng thir nghiém. Tréi lai, trong thir nghiém cta mau
phan tmg khéng dic hidu dugc thé hién trén Fig. 5, d hap thu di thuong khong
dudi 150mAbs duoc quan sat thay véi chét phan tmg kidm khong c6 chit phan
g b sﬁng. Khéng thé da dong dé khang IgM ngudi, chét phan tmg d6i chimg,
khong thé hién hiéu qua ngén chin c6 y nghia ndo & cac ndng d6 bd sung 1én
dén 100pg/ml, va viéc bd sung chit phan tmg ngin chin di 4 HBR co san trén
thi truong ma chit phan tng nay bao gbm khéng thé don dong khang IgM
ngudi, thim chi 1am gia ting cuong do phan ung, mdc du rét it, hon 12 ngin chin
no.

Khi chit phan ung theo sing ché bao gdm khéng thé don dong khang IgM
ngudi t duoc bd sung, & ndéng do 25ug/ml, su suy giam dang ké v& d6 hap thu di
thuong dugc nhan thdy, va & ndng d6 50pg/ml, phan img khong dic higu hau
nhu duoc ngan chdn hoan toan. Do do, khing dinh ring, phuong phép thir

nghiém theo sang ché thé hién hiéu qua ngin chin manh cc phan Ung khong
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dac hiéu giy ra boi IgM nguoi ma khong thé ngan chin dugc béng cac khang
thé don dong khang IgM ngudi binh thuong hodc cac khdng thé da dong khang
IgM ngudi ma da dugce su dung nhdm muc dich ngén chin cic phan Gmg khong
dac hiéu.

Vidu3

Kiém tra hiéu qua ngin chin c4c phan Gmg khéng déc hiéu [2] (v6i chét phan
g nhua latex dé thir nghiém CRP)

Hiéu qua theo sang ché dbi véi cac phan ting khong dac hiéu dugc quan sat
v6i chit phan tng nhua latex dé thtr nghiém CRP, thtt nghiém nay st dung
khéng thé don dong khéng CRP, dugc kiém tra bang cach tién hanh céc xé4c dinh
trong thiét bi phan tich ty dong tbng quan. CRP dugc biét o 12 yéu t6 danh déu
viém khong dac hiéu.

(1) Chét phan tng
(1-1) Chét phan tmg thir nhat
(i) Chét phan tmg kiém

Dung dich dém Tris-axit clohydric 20mM (pH = 8,5) chira natri clorua

500mM.

(ii) Chét phéan tmg theo sing ché

Dung dich khang thé don dong khang IgM ngudi t ma ¢ kha nang gay ra
ngung két mién dich dya vao phan Gmg khang nguyén-khéng thé v6i IgM ngudi
b&i chinh né duoc bd sung vao chét phan tng kiém dé tao ra ndng do khang thé
cudi cting 13 50pg/ml.

(iii) Chéat phan tmg ddi chimg

IgG chudt binh thudong c6 hiéu qua ngén chin cac phan timg khong déc hiéu

bi dong hodc chit phan tmg ngan chin di 41 HBR ¢6 sin trén thi trudong duoc bd

sung vao chét phan tmg kidm dé tao ra ndng d6 cudi 1a 50ug/ml.

(1-2) Chét phan tmg thir hai
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Dung dich 2 gdm Pureauto (tén thuong mai) S kiéu SS, nhua latex CRP,
chat phan tmg nhua latex (T4p doan Sekisui Medical)

(1-3) Dung cu dinh chuén

Pureauto (tén thuong mai) S kiéu SS, nhua latex CRP, dung cu dinh chuén
(T4p doan Sekisui Medical)

(2) Thiét bi danh gia
Thiét bi phén tich tu dong Hitachi kiéu 7170:
Céc didu kién v& thong sb
(i) Céc thé tich mAu, chat phan tmg tht nhét, va chit phan (g thtr hai: 1an luot
la 3ul, 150ul, va 50pl.

(ii) Phuong phéap phan tich: phuong phap két thiic 2 diém (céc diém phét hién
19-34)

(iii) Cac bude séng x4c dinh: bude song chinh 570nm/bude song phy 800nm
(iv) Su dinh chuan: Spline
(3) Cac mau thir nghiém

Mau phan tmg khong dac hiéu 1: mAu d6 hap thu cao di thudng duge phat
hién trong s c4c huyét thanh binh thudng

M3u phan tng khong dic hiéu 2: mau do hap thy cao di thuong duge phat
hién trong s cc huyét thanh binh thudng
(4) Phuong phap thtr nghiém

Céc mau phan tng khong déc hiéu duoc thir nghiém trong thiét bj phan tich
tu dong Hitachi kiéu 7170, véi cht phan tmg tht nhét 13 chat phan tmg kiém,
chét phan tmg theo séng ché hodc chét phan tng d6i chimg va chét phan tmg thtr
hai 12 dung dich 2 gdm Pureauto (tén thuong mai) S kiéu SS, nhua latex CRP,

chét phan ng nhya latex, va céc gid tri xac dinh dugc ghi lai.

(5) Céc két qua thir nghiém

-32-



25383

Nhu duge thé hién trong Bang 2, c4c gid tri x4c dinh cua céc mau phan mg
khong dac hiéu 1 va 2 thu duoc véi chét phan tmg kiém cao hon tir 5 dén 10 1an
s0 v6i cc gid tri xéc dinh binh thuong (tic 13, céc gi4 tri tham chiéu dugc kiém
tra bang cach st dung chit phan tmg nhya latex tir nha san xuét khac chira
khang thé da dong tho. Tén san pham: CRP-Latex (II) “Seiken” X2, cta Tép
doan Denka Seiken). Vi chat phan tmg d6i ching chira IgG chudt binh thuong
& ndng 46 50ug/ml, su cai thién v& gid trj xéc dinh duge quan st thdy & méu
phan tmg khéng déc hiéu 1, nhung khong quan sat thiy & mau phan tmg khong
dédc hiéu 2. Do d6, co thé hiéu réng, mau phan tmg khong dac hiéu 1 dugc goi l1a
miu HAMA bao gdm céc khang thé di 4i. V6i chat phan tmg d6i chimg chira
chét phéan ing ngan chén di 4i HBR & néng dod 50pg/ml, sy cai thién dugc quan
sat thiy & ca hai mau phan Ung khong déc hiéu 1 va 2, véi céc gid tri xac dinh
giam 61 mure thip twong duong nhu cc gi4 tri xac dinh binh thudng. Chét phan
ung theo sang ché bao gébm khéang thé don dong khang IgM ngudi t cling cai
thién cac gia tri xac dinh & ca hai mau phan ting khong déc hiéu 1 va 2, va hiéu
qua nay 1én hon so véi hiéu qua dugc thé hién béi chét phan tmg ngin chin di &i
HBR. Do d6, khing dinh ring, phuong phép thir nghiém theo sang ché c6 thé
ngan chin cic phin Gng khong dic hiéu binh thuong ma céc phén Ung nay
khong thé ngan chin dugc bing chit phan tng ngin chan di 4i HBR, véi tinh

hiéu qua teong duong hoéc 16n hon so véi chét phan ng ngin chin di 4i HBR.

Bang 2
Gia tri xéac ) )
dinhbinh | o ohin Chét phan tmg d6i chiing qhét phan
thuong (Gié . ‘A ung theo
. ung kiém " . £
tri tham IgG chudt HBR sang ché
chiéu) binh thuong
Mau phan
tmg khong 1.4 15,0 1,5 1,8 1,3
dac hiéu 1
Mau phéan
ung khong 1,3 6,6 6,0 1,3 1,3
dac hiéu 2
Pon vi (mg/dL)
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Vidu4

Kiém tra hiéu qua ngin chin cic phan ing khéng déc hiéu [3] (véi chét

phan Gng nhya latex dé thtr nghiém insulin)

Hiéu qua ngin chin cic phén ing khong dic hiéu theo sdng ché cling dugc

kiém tra bing chét phan tng nhya latex dé thtr nghiém insulin.
(1) Sy tao ra cac khang thé don dong chudt khang insulin

Hai loai khang thé don dong chudt khang insulin ¢ cac vi trf nhan dién
khang nguyén khéac nhau dugc tao ra theo phuong phép thdng thuong dé didu
ché khang thé don dong, véi insulin ngudi (30-AI51, duge san xuat bsi Tap
doan Fitzgerald) duoc st dung 1am chat sinh mién dich. Céc s6 tham chiéu noi
bd 66221 va 66412 1an luot duoc gén cho céc khang thé nay (sau day lan luot
duge goi 1a khang thé 66221 va khang thé 66412).

(2) Su tao ra cac hat nhua latex

1.100g nudc cit vo trung, 200g styren, 0,2g natri styrensulfonat, va dung
dich ma 1,5g kali persulfat dugc hoa tan trong dung dich nay trong 50g nudc cét
v6 tring dugc cho vao trong mdt binh phan Ung thiy tinh (thé tich: 2L) c6 trang
bi mot thiét bi khudy, bd lam lanh dé hdi luu, bd phat hién nhiét do, ong nap
nito, va mot hop dung. Khong khi bén trong binh dugc thay thé bang khi nito,
va qud trinh polyme hoéa duoc thuc hién trong thoi gian 48 gio két hop voi
khudy lién tuc & nhiét do 70°C. Sau khi qué trinh polyme hoa két thuc, dung
dich néu trén dugc cho tién hanh loc bang giéy loc va cac hat nhya latex dugc
tao ra. Hinh anh cua cdc hat nhua latex tao ra-dugc phéng dai 10.000 14n bing
cach sr dung kinh hién vi dién tt truyén dan (“kiéu JEM-1010”, dugc sén Xuét
boi Tap doan JEOL), va su phéan tich hinh anh dugc tién hanh thyc hién trén it
nhit 100 hat d& x4c dinh kich thuéc hat trung binh. Kich thudc hat trung binh
thu duoc [a 0,3um.

(3) Piéu ché cac dung dich cua cac hat nhua latex hép phu khéng thé don dong

khang insulin
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1) Didu ché dung dich ciia céc hat nhya latex hép phu khéng thé 66221

Dung dich 1,0% cua céc hat nhya latex c6 kich thuéc hat trung binh 0,3pm
(dung dich dém Tris 5mM, pH = 8,5) dugc bd sung thém mot lugng twong
duong ctua dung dich chtra khang thé 66221 & ndéng d6 0,60mg/ml (dung dich
dém Tris 5mM, pH = 8,5), va hdn hop duge khudy trong thoi gian 2 gid & nhiét
d6 4°C. Sau d6, luong thé tich tuong duong cua dung dich dém Tris SmM (pH =
8,5) chira 0,5% BSA dugc bd sung, va hon hgp duge khudy trong thoi gian 1 gid
& nhiét d6 4°C. Hdn hop sau dé duoc ly tim dé 14y ra 16p ndi trén bé mat, va
phan két tha duoc tai tao huyén phu trong dung dich dém Tris SmM (pH = 8,5)
dé thu duoc dung dich cia céc hat nhya latex hép phu khang thé 66221.

2) Pidu ché dung dich ctia cac hat nhua latex hép phu khang thé 66412

Dung dich ctia cac hat nhya latex hép phu khang thé 66412 duoc tao ra
bing cach st dung quy trinh twong ty nhu dugc mo ta trong phan 1) néu trén

bing khang thé 66412.
(4) Céc chit phan ting
1) Pidu ché chit phan tmg thir nhat
(i) Chét phan tmg kiém

Dung dich dém Tris SmM (pH = 8,5) chira natri clorua 500mM va 0,2%
BSA.
(ii) Chét phan tmg theo sang ché

Chét phan tmg ndy dugc sén xut ra bing cach bd sung dung dich khang
thé don dong t vao chit phan ting kidm d8 tao ra ndng d6 khang thé cudi cing 12
50pg/ml.
(iii) Chét phan tmg ddi ching

Chét phan ung nay dugc tao ra béng cach bd sung chét phan tng ngin chin
di 4 HBR c6 san trén thj truong, thay vi khang thé don dong t theo séng ché, toi
ndng do khang thé cubi cing 13 50pg/ml.
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2) Didu ché chét phan ting tht hai

Céc luong thé tich tuong duong cua dung dich cac hat nhua latex hép phu
khang thé 66221 va dung dich c4c hat nhua latex hdp phy khéng thé 66412 dugc
tron két hop, va hon hop duge pha lodng bang dung dich dém Tris 5SmM (pH =
8,5) sao cho do hép thu & budc séng 600nm 13 5,0Abs. Hon hop tao ra 1a chét
phan Umg thir hai.
(5) Cac mau

Céc mau huyét thanh tip hop cho cic thtt nghiém dung nap glucoza duoc
str dung 1am cac mau.
(6) Phuong phép thir nghiém
(i) Céc xac dinh véi cht phan tmg theo sang ché va chit phan tmg dbi ching

Nong d6 insulin trong miu dugc xéc dinh bang céch sir dung thiét bi phan
tich tw dong Hitachi kiéu 7170 va hén hop céc chat phan tng tht nhét va thir
hai. Cu thé, 150ul chét phan tng thi nhit duoc bd sung vao 10pl mau, hon hop
duoc gitt Am & nhiét d 37°C trong thoi gian 5 pht, va sau khi bo sung thém
50ul chéat phan tmg thtr hai, hdn hop duoc khudy. Nhing thay d6i vé& d6 hap thu
di kém theo sy xut hién ngung két duoc x4c dinh trong thoi gian 5 phut ¢ budce
séng chinh 570nm va & budce séng phu 800nm, va duge so sanh v6i dudng cong
chuin da thu duoc véi céc chét tiéu chudn c6 néng do da biét, dé tinh toan céc
ndng do insulin.
(ii) Cac xac dinh vdi cac chét phan tng tiéu chuin

Nong d6 ctia insulin trong mau dugc xéc dinh bang cach st dung Insulin-N
c6 tén 1a LUMIPULSE (tén thuong mai) (dugc san xuét boi Tap doan Fujirebio)
theo sach hudng dan kém theo va theo céc khuyén céo ctia nha san xuét. Fig. 6
thé hién cac méi tuong quan giita tip hop cic gia tri xac dinh insulin nay va tép
hop thu dugc & trén véi chat phan tmg theo séng ché hodc chét phan umg doi
ching.

(7) Céc két qua thir nghiém va thao luan
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Trén Fig. 6 thé hién cac mdi twong quan, mdt s6 mau khong thé hién moi
twong quan dugc ghi nhén trong thr nghiém voi chit phan tng d6i chung
(HBR). Mat khac, su thiéu mdi tuong quan dugc ngin chin trong Vi du nay,
trong d6 chét phan tmg theo sdng ché d3 duogc st dung, trong do6 céc mdi tuong
quan rd rang véi insulin-N LUMIPULSE (tén thwong mai) c6 mét. Do do, khéng
dinh ring, ciing trong tht nghiém insulin, chét phan Ung theo séng ché ngin
chin c4c phan mg khong dac hiéu ma cac phan (mg nay khong thé ngan chin

duogc bang chit phan tmg ngin chan di 4i HBR ¢6 san trén thi trudng.
Kha ning ing dung trong cong nghiép

Vi khang thé don dong theo sang ché dugc lua chon trén co s& hiéu luc giy
ra cac phan Ung ngung két trong dung dich, nén khang thé don dong nay phan
Umg hiéu qua voi IgM nguoi, cho phép thir nghiém ngung két mién dich dbi véi

IgM ngudi chinh xac va thich hop hon.

Khéng thé don dong theo séng ché ciing tao ra chét phan {mg chét luong
cao va ré tién cho thtr nghiém va bd dung cu thr nghiém trong thtr nghiém

ngung két mién dich ctia IgM ngudi.

Tac nhan ngin chin phan tng khong déc hiéu theo sang ché, cling nhu thir
nghiém mién dich, chét phan tmg thtr nghiém mién dich va bd dung cu thir
nghiém mién dich st dung tdc nhan nay, c6 thé ngin chan cac phan tmg khong
dic hidu thong thuong gay ra bdi HAMA hogc tuong tu. Ngoai ra, cdc tac nhén
nay cling co thé ngan chin tham chi ngay ca cac phan Gng khong ddc hiéu ma
khong thé ngan chin dugc bang cac phuong tién da biét, bét luan 1a kiéu muc
thir nghiém nao, v6i didu kién 1a cac phan tmg khéng dc hiéu ndy c6 thé dugc
gdy ra boi IgM ngudi, do d6 cho phép xac dinh chinh xdc hon so véi cac thir
nghiém thong thuong.

Tham chiéu vi sinh vat dugc ndp luu:
A. Tén va dia chi cta vién nhan luu gift liéu sinh hoc duoc ndp luu:

Co quan luu gilt vat liéu sinh hoc patent qudc té,
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Vién Khoa hoc va Cong nghé Cong nghiép cao Qudc gia

Chuo 6, Higashi 1-1-1, Tsukuba-City, Ibaraki, 305-8566 JAPAN

B. Ngay ma vat liéu sinh hoc duoc ndp luu tai vién luu gitt néu trén:
Ngay 19 thang 09 ndm 2008 (ngay nop luu dAu tién)

Ngay 9 thang 06 nam 2009 (ngdy ma tai thoi diém d6, ngdy ndp luu dau tién

duoc chuyén ddi theo Hiép uéc Budapest).
C. S6 ndp luu duge gan cho viéc ndp lru boi vién luu gitt néu trén:

FERM BP-11134

-38-



25383

YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phép thir nghiém ngung két mién dich dé x4c dinh luong IgM ngudi
trong mau, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc trén mau nay va khéng thé
don dong khang IgM ngudi hogic doan chirc ning clia né ma phan mg dac hiéu
véi IgM nguoi va ban than khang thé ndy c6 kha ning giy ra sy ngung két mién
dich dua vao phan ing khang nguyén-khang thé véi IgM ngudi trong dung dich,
va gdy ra su ngung két mién dich, trong d6 doan chirc ning nay chira ving Fab
thu duoc tir khang thé don dong néu trén.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 khang thé don dong khang IgM ngudi
duoc tao ra boi té bao lai duoc Iuu gift tai Vién khoa hoc va Cong nghé cong
nghi€p cao qudc gia (National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology) véi sé nop luu 1a FERM BP-11134.
3. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 phuong phép ndy dua vao phan
ing khang nguyén-khang thé giita chét phan tich va khang thé thir nghiém hodc
khang nguyén thr nghiém, con bao gbém kim hdm c4c phéan tmg khong dic hiéu.
4. Phuong phap theo diém 3, trong d6 khang thé thir nghiém hodc khang nguyén
thir nghiém dugc mang trén chat mang khéng hoa tan.
5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 chit mang khéng hoa tan bao gbm hat
latex, kim loai dang keo, hoéc silic oxit.
6. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong dé it nh4t mot trong cic phan Ung
khong dic hiéu dudi day bi kim ham:
a) c4c phan ung khong dac hiéu do IgM ngudi gay ra,
b) c4c phan ng khong dic hi¢u do HAMA géy ra, va
¢) cic phan ung khong déc hiéu khong bi kim hdm boi chét phan mg ngin chin
di ai.
7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 chit phan tmg ngin chin di 4i dugc chon
tr nhém bao gém khéng thé da dong khang IgM ngudi, IgG chudt binh thuong
hodc khang thé don dong khang IgM ngudi ma ban than khang thé nay khong c6
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kha nang gay ra sy ngung két mién dich dua vao phan tmg khang nguyén-khéng

thé v6i IgM nguoi trong dung dich.

8. Phuong phép thtr nghi€ém mién dich dé xac dinh luong chét phéan tich trong
mau dya vao phan tng khang nguyén-khang thé gifra chét phan tich va khéng
thé thtr nghiém ho#ic khdng nguyén thir nghiém,

trong d6 cac phan ung khong dac hiéu duge kim hdm béng cach bd sung
khang thé don dong khang IgM ngudi ma phan tng dic hiéu véi IgM nguoi va
ban than khang thé niy c6 kha ning gdy ra sy ngung két mién dich dua vao phan
ung khang nguyén-khang thé voi IgM nguoi trong dung dich, hodc doan chire
nang thu duogc tir khang thé khang IgM ngudi néu trén,

trong d6 doan chitc ning chira ving Fab thu dugc tir khang thé khang IgM
nguoi ndi trén,

va trong d6 chit phan tich khong phai 1 IgM ngudi.
9. Phuong phép thit nghiém mian dich theo diém 8, trong d6 khang thé don dong
khang IgM ngudi duge chon tir (a) hodc (b) dudi day:
(a) khang thé don dong dugc tao ra boi t& bao lai FERM BP-11134;
(b) khang thé ma c6 kha ning phan tmg chéo véi khang thé theo muc () & trén.
10. Phuong phép thir nghiém mién dich theo diém 8 hodc 9, trong d6 khang thé
thtr nghiém ho#c khang nguyén thir nghiém dugc mang trén chit mang khong
hoa tan.
11. Phuong phap thtr nghiém mién dich theo diém 10, trong d6 chat mang khong
hoa tan bao gém hat latex, kim loai dang keo hodc silic oxit.
12. Phuong phép thtr nghiém mién dich theo diém bét ky trong céc diém tir 8
dén 11, trong d6 khéang thé don dong khang IgM ngudi dugc cho tiép xac voi
mau truée bude dua khang thé thir nghiém hodc khang nguyén thir nghiém tiép

xUc v4oi mau nay.
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Fig.5
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