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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cép dén phuong phép xét nghiém insulin va chét phan tng
trong phuong phap xét nghiém insulin bing phan tmg mién dich. Cu thé, séng
ché @ cap dén khang thé ma phan tmg véi insulin lién két véi khang thé khang
insulin khac nhung khong phan Gng véi insulin khong lién két voi khang thé

khang insulin.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Insulin 14 mot hormon peptit (phan tr lugng: xdp xi 5800) dugc tao ra
thong qua mét tién chit, tién chét insulin, trong céc té bao beta & cac dao tuy
Langerhans. Insulin lién quan dén qué trinh chuyén héa dudng, axit amin va md,
va vé sinh 1y né c6 tac dung quan trong 13 1am gidm dudng huyét. Tiéu duong 13
bénh gay ra boi su tiét insulin khong ¢ do suy gidm hodc tén thwong vé chirc
ning ciia cic té bao beta hodc do hoat tinh insulin khong day du trong cac md
ngoai vi. Do d6, viéc xac dinh nbéng d6 insulin trong mau phan anh chtrc ning
tiét insulin ctia c4c t& bao beta 1a mot chi sb hitu dung trong chan doan va aé
hidu dugc tinh trang 14m sang cua tiéu dudng va x4c dinh dugc nguyén nhéan cia

dung nap glucoza bét thudng.

Céc k¥ thuat sau day 1a cac phuong phap xét nghiém insulin da biét sir

dung céc khang thé don dong.

Tai lidu sang ché 1 boc 1§ phuong phap dinh lugng insulin trong thir
nghiém hép thy mién dich lién két enzym (ELISA). Phuong phép xét nghiém
ndy str dung khéng thé don dong lién két v6i vat mang khong hoa tan va khing
thé don dong khong canh tranh véi khang thé néu trén vé& epitop dugc danh déu

bing mot enzym.

Tai liéu séng ché 2 boc 16 phuong phap dinh luong insulin trong thir

nghiém mién dich ngung két hat. Phuong phép xét nghiém nay st dung hai
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khéng thé don dong c6 céc vi tri nhén dién khac nhau va duoc lién két vai cac

vat mang khong hoa tan.

Mic di ca hai tai liéu déu boc 16 vé& cac phuong phap xét nghiém insulin
st dung nhiéu khang thé don dong c6 cac vi tri nhan dién khac nhau déi voéi
insulin, nhung khong tai li€u nao dugc thuc hién dé cap dén kha ning phan img
chéo véi tién chét insulin hodc céc chét tuong ty insulin, nhu céc ché phém
twong ty insulin. Do dé, van con chua biét lidu insulin c6 thé duge x4c dinh mot
cach nhay va dac hi¢u hay khong.

Céc tai liéu vién dan

Céc tai liéu sang ché -

Tai lidu séng ché 1: Cong bd don yéu cau cip patent Nhat Ban chua xét nghiém
s6 HO1-148962

Tai lidu séng ché 2: Cong bd don yéu cau cép patent Nhat Ban chua xét nghiém
s6 H03-118472

Bian chét ky thuit clia sang ché

Vén dé duoc giai quyét boi sang ché

Séng ché dé cap dén phuong phap xét nghiém dic hiéu insulin va chit
phan mg trong phuong phéap xét nghiém cé kha ndng xét nghiém insulin nhay
va dic hiéu ma khoéng bi anh hudng bdi tién chit insulin va cc chét twong tu
insulin.

Céch thirc giai quyét van dé

Két qua cia qué trinh nghién ctru tich cyc, cdc tac gid sang ché d phat
hién ra réng, insulin c6 thé dugce xét nghiém mot cach nhay va dédc hiéu ma
khong bi anh hudng boi tidn chét insulin va céc chit twong ti insulin bing cach
két hop khang thé don dong thir nhit phan (g véi insulin véi khéng thé don
dong thtr hai phan tng véi insulin lién két véi khang thé don dong thir nhat
nhung khéng phan tng véi insulin khong lién két v6i khang thé don dong thi

nhat. Bang cach nghién ctru thém, céc tac gia sang ché da phat hién ra rang, cac
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dang thir nghiém insulin khac nhau nay c6 thé duoc thiét 14p st dung cac khéng
thé phan tng véi insulin lién két v6i cac khang thé khang insulin (cc phirc
insulin-khang thé khang insulin, sau day d6i khi duge goi 1a “phtrc insulin—
khang thé”), bing cach d6 da hoan thanh sang ché. Do d6, sang ché dé cap dén
cac ndi dung sau:
[1] Phuong phap xét nghiém insulin st dung khang thé phan tmg véi insulin
lién két v6i khang thé khang insulin nhung khéng phan mg véi insulin khong
lién két v6i khang thé khang insulin.
[2] Phuong phép xét nghiém insulin theo diém [1], st dung hai loai khang
thé, trong d6

1) khang thé thtr nhat phan tng véi insulin, va

2) khéng thé thir hai phan tng véi insulin lién két voi khang thé thtr nhat
nhung khong phan tng véi insulin khong lién két véi khéng thé thir nhat.
[3] Phuong phap xét nghiém insulin theo didm [2], trong d6 ca hai khang thé

thir nhAt va thit hai 13 cac khang thé don dong.

[4] Phuong phdp xét nghiém insulin theo diém [2], trong d6 khéng thé thir
nhét 12 khéng thé da dong va khang thé thir hai 12 khéng thé don dong.

[5] Phuong phap xét nghiém insulin theo diém [3], trong d6 khang thé don
dong thir nhat bao gbm hai hoic nhiéu khang thé don dong c6 céc vi tri nhan
dién khac nhau.

[6] Phuong phép xét nghiém insulin theo diém bat ky trong sb cac diém tir [3]
dén [5], trong d6 it nhit mot trong s6 cac khang thé don dong 1a khang thé
khong phan ting véi tién chét insulin ho3c cac chit twong tu insulin.

[71 Phuong phéap xét nghiém insulin theo diém bt ky trong s6 céc diém tir [3]
dén [6], trong d6 khang thé don dong thir hai 13 khang thé khong phéan tmg véi
tién chét insulin hodc céac chét tuong ty insulin.

[8] Phuong phép xét nghiém insulin theo diém bt ky trong sb cac diém [3],
[5], [6], va [7], trong d6 céc khéng thé don dong thir nhat va thir hai duge cb
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dinh 1én nhuya latex va insulin dugc xét nghiém béng xét nghiém ngung két mién
dich trén latex.
[9] Phuong phap xét nghiém insulin theo diém bét ky trong sb cac diém [3],
[5], [6], V& [7], trong d6 khang thé don dong thit nhét dugc c¢b dinh 1én pha rén,
khang thé don dong tht hai dugc danh ddu bing chit danh diu, va insulin dugc
xét nghiém bang k§y thuat ELISA.
[10] Phuong phap xét nghiém insulin theo diém bat ky trong sb cac diém [3],
(5], [6], va [7], trong d6 khéng thé don dong thir nhét duge dénh d4u bing chat
d4nh dau, khang thé don dong tht hai dugc ¢d dinh 1én pha r&n, va insulin dugc
xét nghiém béng k¥ thuat ELISA hogc k¥ thuét sic ky mién dich.
[11] Chét phan tng trong phuong phip xét nghiém insulin bao gdm khang thé
¢6 kha nang phan tng vdéi insulin lién két voi khang thé khang insulin trong khi
khong phan Uing voi insulin khong lién két v&i khang thé khang insulin.
[12] Chét phan tmg trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém [11], bao
gdm hai loai khang thé, trong d6

1) khéng thé tht nhét c6 dac tinh phan éng véi insulin, va

2) khang thé th hai c6 dic tinh phan Gng véi insulin lién két v6i khang
thé thir nh4t nhung khong phan Gmg véi insulin khong lién két véi khang the thir
nhét.
[13] Chét phan mg trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém [12],
trong d6 c hai khang thé thir nhét va thr hai 1a cic khéng thé don dong.
[14] Chét phan mg trong phwong phép xét nghiém insulin theo diém [12],
trong d6 khéng thé thir nhét Ia khang thé da dong va khéng thé tht hai 14 khang
thé don dong.
[15] Chét phan mg trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém [13],
trong d6 khéng thé don dong thtr nhat bao gdm hai hojc nhidu khang thé don

dong cé céc vi tri nhén dién khac nhau.
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[16] Chét phan Ung trong phwong phép xét nghiém insulin theo diém bat ky
trong sd cac diém tir [13] dén [15], trong d6 it nhit mot trong s6 céc khang thé
don dong 1a khang thé khong phan tmg véi tién chit insulin hodc cAc chét tuong
tu insulin.

[17] Chét phan tng trong phuwong phép xét nghiém insulin theo diém bat ky
trong sb cac diém tir [13] dén [16], trong d6 khang thé don dong thir hai 1a
khang thé khéng phan tmg véi tién chit insulin hodc cac chét twong tu insulin.
[18] Chét phan tng trong phuong phap xét nghiém insulin theo diém bat ky
trong s céc diém [13], [15], [16], va [17], trong d6 céc khéng thé don dong thir
nhét va thtt hai dugc c¢d dinh trén nhua latex va insulin dugc xét nghiém béng
xét nghiém ngung két mién dich trén latex.

[19] Chét phan ung trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém bét ky
trong s6 cac diém [13], [15], [16], va [17], trong d6 khang th don dong thir nhét
duoc ¢b dinh 1én pha rén, khang thé don dong thir hai dugc danh du bing chét
danh d4u, va insulin duoc xét nghiém bing k¥ thust ELISA.

[20] Chét phan tmg trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém bat ky
trong s6 cac diém [13], [15], [16], va [17], trong d6 khang thé don dong thir nhat
duoc danh déu bing chét danh diu, khang thé don dong thit hai duge cb dinh lén
pha ran, va insulin dugc xét nghiém béng k¥ thuat ELISA hodc k¥ thuét sic ky
mién dich.

[21] Khéng thé don dong c6 cic dic tinh sau:

1) khong phan mg vdi insulin khong lién két v6i khéang thé khang insulin,

va
2) phan Ung vdi insulin lién két v6i khang thé khang insulin.

[22] Khang thé don dong theo diém [21], c6 thém dic tinh khéng phan tng véi

tidn chét insulin hodc cac chét twong ty insulin.
[23] Phuong phap sang loc cac khang thé don dong bao gdm cac buédc sau:
1) Iya chon khéang thé phan tmg véi insulin, va
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2) lya chon khéng thé don dong phéan tmg véi insulin lién két véi khang
thé dugc lya chon trong bude 1) nhung khoéng phan tng véi insulin khéng lién

két véi khang thé néu trén.
Hiéu qua cua sang ché

Bing sang ché, insulin c6 thé dugc xét nghiém mot cach nhay va dic hiéu
ma khong bi anh hudng bdi tién chét insulin va c4c chét trong tu insulin. Vi qua
trinh tiét insulin tir cac t& bao beta ¢ thé dugc gidm sét theo ddi chinh x4c nhd
sang ché, nén sang ché cling c6 thé duge st dung dé cung cip hinh anh vé tinh

trang 14m sang cla ti€u duong va do do sé rat hitu ich.
MG ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 13 so db trinh ty axit amin cla insulin. Trong hinh v& trén Fig. 1, tir
(a) dén (e) biéu thi cac bién thé v& trinh tu axit amin tir c4c ché phdm twong tu
insulin khac nhau cht y dén kha ning phan tmg véi cac khéng thé theo séng ché.
Céc ky tu chit cai trong cac vong tron trén Fig. 1 bidu thi c4c axit amin dugc thé
hién bing mot ky tu. Insulin lispro: (a) va (b) 1a “K-P” thay vi “P-K.” Insulin
aspart: (a) 1a “D” thay vi “P.” Insulin glargin: (d) 12 “G” thay cho “N” va “RR”
duge bd sung vao “T” cua (c). Insulin detemir: (c) khong phai la “T” va axit
myristic (C;4H,30,) duoc bd sung vao “K” cta (b). Insulin glulisin: (b) 1& “E”
thay cho “K” va (e) la “K” thay cho “N.”

Fig. 2 13 so dd vé cac két qua cliia phuong phép xét nghiém st dung
Biacore (nhan hiéu thuvong mai déng ky) T100 dé kiém tra kha ning phan tmg
ctia khang thé 66221 véi insulin.

Fig. 3 1a so dd vé cac két qua cta phuong phidp xét nghiém st dyng
Biacore (nhan hiéu thuvong mai dang ky) T100 dé kiém tra kha ning phan tmg
ctia khang thé 66226 vdi insulin.

Fig. 4-1 1a so dd vé cac két qua ctua phuong phap xét nghiém st dung
Biacore (nhan hiéu thuong mai ding ky) T100 dé kiém tra kha ndng phan tmg

ctia khéng thé 66221 véi tién chat insulin va céc ché phadm tuong tu insulin khac

-7-



25384

nhau. (a), (b), va (c) 1an luot 13 cac két qua cua tién chét insulin, insulin lispro,

va insulin aspart.

Fig. 4-2 12 so d nhu néu trén. (d) va (e) 14n luot 1a cac két qua ctia insulin

glargin va insulin detemir.

Fig. 5-1 la so dd vé cac két qua cia phuong phap xét nghiém st dung
Biacore (nhin hiéu thuong mai déng ky) T100 dé kiém tra kha ning phan tng
ciia khang th8 66226 v6i tién chat insulin va céc ché phdm tuong ty insulin khac
nhau. (a), (b), va (c) 1an luot 14 cac két qua cua tién chét insulin, insulin lispro,

va insulin aspart.

Fig. 5-2 1a tuong tu nhu & trén. (d) va (e) lan luot 1 céc két qua cla

insulin glargin va insulin detemir.

Fig. 6 1a so db thé hién cac két qua ctia phuong phap xét nghiém ELISA
dé kiém tra kha ning phan tmg véi insulin, tidn chét insulin, va cdc ché pham
twong ty insulin khac nhau bang cach sir dung khang thd 66221 va khang thé
66226 14n luot 1am céc khang thé so cép va thir cép, v6i khang thé so cip duoc

tao pha rén trén dia.

Fig. 7 1a so db két qua cua phuong phap xét nghiém ELISA dé kiém tra
kha nang phan tng véi insulin, tidn chét insulin, va cdc ché phdm tuong tu
insulin khac nhau st dung khéng thé 66226 va khang thé 66221 14n luot 1am cac

khéng thé so cip va thtr cap, véi khang thé so clp dugc tao pha rén trén dia.

Fig. 8 1a so d6 két qua cua phuong phap xét nghiém st dung Biacore
(nhén hiéu thuong mai dang ky) T100 dé kiém tra kha ning phan mg cla khéng
thé 66221 (a) va khang thé 66226 (b) véi ché phdm twong tu insulin, insulin
glulisin.

Fig. 9 1a so db két qua cia phuong phap xét nghiém ELISA dé kiém tra
kha nang phan Gng véi insulin, tidn chét insulin, va ché phim twong ty insulin,
insulin glulisin, st dung khang th8 66221 va khang thé 66226 14n luot 1am céc

khéng thé so cép va thi cép, voi khang thé so cdp duoc tao pha rén trén dia.
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Fig. 10 1a so dd két qua ctia phuong phép xét nghiém ELISA d8 kiém tra
kha nang phan Gng véi insulin, tidn chét insulin, va ché phdm tuong tu insulin,
insulin glulisin, st dung khang thé 66226 va khang thé 66221 14n luot lam céc
khang thé so cép va thir cAp, voi khang thé so cép duogc tao pha rén trén dia.

MO ta chi tiét sang ché

Cac phuong 4n cua sang ché s& duge mo ta bang cach 1iy phuong 4n [3]
md ta sau diy lam vi dy, ddy la phuong 4n dai dién cla sang ché. Phuong 4n [3]
duoc md ta cu thé nhu sau: “phuong phap xét nghiém insulin st dung hai loai
khang thé don dong, trong d6

(1) khang thé don dong thi nhét phan tmg véi insulin, va

(2) khang thé don dong thr hai phan Ung véi insulin lién két v6i khang
thé don dong thtr nhét va khong lién két véi insulin khong lién két v6i khang thé
don dong thtr nhat.”

Céc khang thé don dong theo sdng ché bao gdm cac khang thé don dong
th nhit va thi hai, va céc khang thé nay dugc st dung két hop dé xét nghiém
insulin. Khéng thé don dong thir nhét c6 thé 1 khéng thé don dong bét ky véi
didu kién né phan tmg v6i insulin, va khang thé nay khéng nhitng c6 thé 1a phan
ttr khang thé ddy di ma con 1a doan chirc ndng phéan umg véi insulin, nhu doan
Fab ciia khang thé.

Khéng thé don dong thit hai c6 thé 13 khang thé don dong bét ky véi diéu
kién no co6 cac ddc tinh 1) va 2) sau day:

1) khang thé don dong thir hai khong phan tmg v6i insulin khong lién két
v6i khéng thé don dong tha nhat, va

2) khéng thé don dong thit hai phan (mg v6i insulin lién két véi khang thé
don dong thi nhét.

Néu nhu “khéng thé don dong thtt hai phan Umg véi insulin lién két véi
khang thé don dong thir nhat” nhu mo t & trén, thi tot hon 1a vi tri phan tng (vi

tri nhan dién) cta khang thé don dong thtr hai nhan dién su thay dbi vé cu trac

-0



25384

ctia insulin dugc phét sinh bing céch lién két voi khang thé don dong thir nhat
va phan Ung véi insulin c6 chu trac thay ddi. Trong trudng hop ndy, “su thay d6i
vé cAu trac cia insulin” biéu thi su thay d6i vé céu_trl'lc phat sinh ddc 14p trong
chinh phén tit insulin do sy hinh thanh phirc hop insulin—khang thé hodc cu triic
bao gdm khang thé va phan tir insulin hgp tdc trong insulin lién két véi khang

thé.

Vi t6t hon 13 phuong phép xét nghiém theo sang ché khong bi anh huéng
béi tién chét insulin va cac chat twong tu insulin, nén it nhat mot khang thé don
dong t6t hon khdng phéan tng véi tidn chét insulin va cac chét twong tu insulin.
Céc chét tuong tu insulin cu th8 bao gbm cac ché phédm twong tu insulin nhu

insulin lispro, insulin aspart, insulin glargin, insulin detemir, va insulin glulisin.

Mot dang cuia khang thé don dong thi hai theo sang ché c6 thé 1a khang
thé ma khong phan tmg chéo véi bat ky trong sb cac hop chit ndy, va néu khéng
thé ndy dugc str dung trong phuong phép xét nghiém insulin, thi insulin c6 thé
duoc xac dinh dac hiéu ngay ca khi ¢c6 su hién dién cta cac hop chét trong mau.
Néu nhu mét trong sd cac khang thé don dong khong phan tmg voéi tién chét
insulin va cac chat tuong tu insulin, thi khéang thé don dong khac c6 thé phan
ung ho#c khong phan tng vdi cac chét trong tu nay.

Mic du cac thuat ngl dién giai “phan ung véi” insulin, “nhan dién”
insulin, “lién két v6i” insulin, va “thé hién kha ning phan tng chéo véi/phan
tmg chéo véi” insulin duoc st dung ddng nghia trong phdn mb ta nay, nhung
cac cach dién giai nay phai duge hiéu trong pham vi rong nhét khéng chi giéi
han trong cac vi du minh hoa nay. Khang thé c6 “phan g véi” khéng nguyén
(hop chét) nhu insulin hay khéng c6 thd dugc xac dinh bang k§ thuit ELISA
khang nguyén pha ran, ELISA canh tranh, va ELISA kiéu kep (sandwich) mo ta
sau va ciing ¢ thé dugc x4c dinh bang phuong phap st dung nguyén tc cia
cong hudng plasmon bé mit (phuong phap SPR). Phuong phap SPR ¢ thé dugc

tién hanh thuc hién st dung c4c thiét bi, cdc cam bién, va cac chat phan Gng co6
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san trén thi trudng véi tén thuong mai 1a Biacore (nhan hiéu thuong mai déng
ky).

. Thong bao 1a khang thé theo sang ché “khéng phan tng véi” hop chét y
néi ring, khang thé theo séng ché co ban khéng phan ung véi hop chét, trong
khi thong béo 1a “co ban khong phan Umg” y noi rang, kha ning phan tng cao
cua khang thé theo sang ché khéng duoc nhan dién khi Biacore (nhdn hiéu
thuong mai ding ky) T100 dugc st dung @8 cb dinh va xét nghiém khang thé
theo sang ché, vi du dua trén phuong phap SPR. Cu thé, c6 nghia 13, kha ning
phan ung gifta khang thé va hop chét khéng khac véi muc cé y nghia so voi kha
ning phan Gng trong phuong phép xét nghiém d6i chimg (khong c6 hop chét bd
sung). Puong nhién c6 thé khéng dinh ring, khang thé “co ban khéng phén tng”
v6i hop chét bang phuong phap da biét d6i vé6i chuyén gia trong linh vyc, ngoai
phuong phép SPR.

Khéng thé theo séng ché c6 thé nhén dién phan tir insulin day du hodc mot

phén & dang khang nguyén.

Khang thé don dong (khéng thd 66221) dugc tao ra béi té bao lai (FERM
BP-11233) c6 thé duge vién din cu thé 1am “khéng thé don dong thir nhat” va
khang thé don dong khéc (khang thé 66226) dugc tao ra béi t& bao lai (FERM
BP-11234) c6 thé duoc vién din lam “khéng thé don dong thir hai”.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé dugc tao ra d& dang bang cach hoa tan
insulin & dang khang nguyén (chét sinh mién dich) trong dung méi, nhu nudc
mubi dém phosphat (PBS), va sit dung dung dich nay dé gay mién dich cho
dong vat. Qua trinh gay mién dich c6 thé dugc tién hanh thuc hién st dung dung
dich nhii héa sau khi b sung chat phu gia thich hop vao dung dich khi cén thiét.
Chét phu gia c6 thé 14 chét phu gia dugc st dung rong rai, nhu nhil twvong nudc
trong dau, nhii twong nudc trong dau trong nudc, nhil tuong du trong nudc,
liposome, hodc gel nhom hydroxit cling nhu protein hogc chét peptit thu dugc tir
cac thanh phan sinh hoc. Vi du, chit phu gia ddy dd hosc khong day du cua

Freund c6 thé dugc st dung theo cach uu tién hon. Mac du khong bj gidi han cu
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thé, nhung t6t hon 14 duong st dung, lidu lwong str dung, va thoi gian st dung
chét phy gia duogc lua chon thich hgp sao cho dép ung mién dich mong mudn c6

thé dwoc ting cudng & dong vat dugc gdy mién dich bing khang nguyén.

Mic du viéc lua chon dong vat st dung dé gdy mién dich khong bi gi6i
han cu thé, nhung tét hon 1a dong vat c6 vi va c6 thé 13 chudt nhét, chudt, bo,
tho, dé, va ctru, mac du chudt dugc wu tién hon. BPong vat co thé dugc gy mién
dich theo k¥ thuét thong thuong, vi du, qua trinh gay mién dich c6 thé thu dugc
bing cach tiém theo dudng duéi da, trong da, trong tinh mach, hogc theo duong
trong phiic mac cua dong vat béng dung dich khang nguyén, t6t hon 13 hdn hop
v6i chét phu gia. Vi dap tmg mién dich thong thuong khéc nhau tiy thudc vao
kidu va ching dong véat dugc gdy mién dich, nén t5t hon 14 phac dd giy mién
dich duoc thiét dat thich hop tiy thude vao dong vét duge str dung. Tét hon 13,

viée sir dung khang nguyén duoc lap lai vai 1an sau gay mién dich lan dau.

Ban than chinh phuong phép tao ra khang thé don dong c6 thé dugc tién
hanh thuc hién theo phuong phap, vi du dugc md ta trong tai liéu Antibodies, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1988)). Cac thao tac
tiép theo sau d6 dugc thyc hién dé thu dugc khang thé don dong, nhung céc thao
tac nay khong bi gidi han.

Sau khi gdy mién dich 1An dAu, t& bao lai c6 thé dugc tao ra bang cach
chibt cac t& bao lach hoic hach lymphd, day 1a cac t& bao sinh khéng thé, tir
dong vat da gay mién dich va bang cach dung hop cac t& bao nay véi céc té bao
u tay tang sinh. Tt hon 1 cac té bao c6 kha nang sinh khang thé cao (dinh
lugng va dinh tinh) dugc st dung d& dung hop té bao va cac té bao u tiy la
tuong thich v6i dong vat ma cac té bao sinh khang thé can dung hop c6 ngudn
gbc tir dong vat nay. Qua trinh dung hop té bao ¢6 thé duge tién hanh thyc hién
theo phuong phép da biét trong linh vuc, va phuong phép polyetylen glycol,
phuong phép st dung virut Sendai, hodc phwong phap sir dung dong dién cd thé
dugc sir dung. Té bao lai thu duge c6 thé duoc lam ting sinh theo phuong phap

da biét, va té bao lai mong mubn c6 thé dugc lwa chon trong khi nhan dang dac
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tinh ctia khang thé tao ra. Té bao lai c6 th dugc tach dong bing phuong phap da
biét nhu phuong phép pha lodng gisi han hodc phuong phap thach aga mém.

Viéc lua chon té bao lai sinh khang thé don dong thi nhét s& dugc md ta.

Té bao lai c6 thé duge lua chon mot cach hidu qua & giai doan lya chon,
xem xét didu kién trong d6 khang thé tao ra thuc tién dugc st dung trong
phuong phap xét nghiém. Vi du, té bao lai c6 thé thu dugc bang cach Iya chon té
bao lai tao ra khang thé phan mg véi insulin théng qua phwong phép ELISA
hodic RIA. Cu thé, trudc tién, phuong phap ELISA khang nguyén pha rén, cho
khang thé don dong & 16p ndi trén bé mat moi trudong nudi cdy phan Gng véi
insulin tao pha rén va sau d6 cho cic khéng thé khang IgG danh du phan tng
véi insulin tao pha rén, dugc st dung dé lua chon té bao lai tao ra khang thé don

dong phan tmg manh véi insulin.

Khéng thé don dong c6 dic tinh mong muén c6 thé dugc tao ra bing cach
nudi cy véi s6 lugng 16n té bao lai dugc lua chon theo cach nay. Phuong phép
nudi cdy voi sd lugng 16n khong bi gi6i han cu thé va c6 thé bao gbm, vi du,
phuong phéap tao ra khang thé don dong trong moi trudng nudi cdy bang cach
nudi cdy té bao lai trong mdi trudng nudi cdy thich hop va phuong phép tao ra
khang thé trong dich 5 bung bing cach tiém té bao lai vao khoang bung cia
dong vat c6 v dé gay tang sinh. Khang thé don dong c6 thé dugc tinh ché bang
cach két hop mdt cach thich hgp phuwong phap séc ky trao dbi anion, phuong
phap séc ky 4i tinh, phwong phap cat phan doan amoni sulfat, phuong phép cét
phan doan PEG, va phuong phap c4t phan doan etanol.

Té bao lai sinh khang thé don dong thi hai c6 thé dugc lua chon béng
cach két hop mot cach thich hop céc phuong phép sau: phuong phap lya chon su
dung insulin lién két voi khang thé don dong thi nhét thay cho insulin tao pha
rin duoc st dung trong trudng hop lya chon té bao lai sinh khang thé don dong
thtr nhét (phuong phép trong d6 insulin dugc lién két v6i khang thé don dong
tao pha ran thir nhét dé quan sat sy hinh thanh sandwich véi tmg cir khang thé
don dong thtt hai), phuong phép lya chon trong dé mg cuia khang thé don dong
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tht hai duoc tao pha rén dé quan sat kha ning phan tmg v6i phtc hop insulin—
khang thé tao ra bang cach 1 khang th8 don dong thir nhit va insulin trudc, hodc
phuong phép trong d6 cac khang thé khong thé hién kha ning phan tng véi
insulin dugc lua chon sir dung Biacore (nhén hiéu thwong mai déng ky) T100 dé
nhan dién.

Céc khéng thé theo séng ché ¢6 thé 13 céc phan tir khang thé day du cling
nhu cac doan chirc ning c6 hoat tinh phan tng khang nguyén—khang thé. Céc
khang thé c6 thé 14 cac khang thé thu dugc théng qua qua trinh gdy mién dich
céc dong vat, bang k§ thuat tai t6 hop gen, hoic cac khing thé kham. Céc doan
chirc ndng cda cac khang thé bao gém F(ab'), va Fab', va cac doan chic ning
nay c6 thé duoc tao ra béng cach xi 1y cac khéng thé thu duoc nhuw mo ta & trén

béng mot enzym phan huiy protein (vi dy, pepsin hodc papain).

Mot hodic ca hai khang thé don dong thir nhit va thi hai theo sang ché c6
thé duge cb dinh trén vat mang khong hoa tan hodc duge danh du bang chét
dénh déu da bidt va duoc str dung thong thudng, chit danh diu nay s& duge md
t4 sau. Chiing t6i goi céc khang thé nay 1an luot 13 “céc khang thé c6 dinh (pha
rén)” va cac khang thé danh ddu. Céc khang thé c§ dinh hogc dénh day nay dwoc
bao gbém trong pham vi béo hd cia sang ché. Vi dy, khang thé c¢b dinh c6 thé
dugc tao ra bang cach lam cho vat mang khong hoa tan hép phu theo kiéu vat ly
hoic lién két theo kidu héa hoc véi khang thé don dong (chat dém thich hop c6
thé ton tai gitta chling). Vé.t mang khong hoa tan co thé dugc tao ra tir nguyén
liéu gbc polyme nhu nhua polystyren, nguyén liéu gbc v co nhu thiy tinh, va
nguyén li¢u gbc polysacarit nhu xenluloza va agaroza, va hinh dang khong bi
gidi han cu thé va c6 thé dugc lua chon tiy y. Vi dy, vt mang khong hoa tan c6
thé & dang hinh dia (vi dy, vi dia va mang), dang hot, hat (vi dy, céc hat latex va

céc hat vang dang keo), hodc dang try (vi dy, bng xét nghiém).

Luong insulin trong mau c6 thé dugc x4c dinh sir dung khang thé danh
dAu, nhu protein A hoac G danh dAu, cac loai nay co thé lién két véi khang thé

don dong thir hai theo sang ché. Céc chit danh diu cta cac khang thé bao gbm
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céc enzym, cic chat huynh quang, céc chét phat quang héa hoc, biotin, avidin,
cac chat ddng vi phéng xa, cac hat vang dang keo, va nhya latex mau. Céc chét
danh ddu c6 thé duoc lién két voi cac khang thé bang cac phuong phép thong
thuong, nhu glutaraldehyt, maleimit, pyridyl disulfit, hodc phwong phép axit
dinh ky. Tuy nhién, cac kidu khang thé ¢b dinh hogc dénh déu va cac phuong
phép san xuit khong bi gi6i han bdi cac khang thé va cac phuong phép dugc md
td & trén. Vi du, khi enzym nhu peroxidaza hodc phosphataza kiém dugc sir
dung lam chit d4nh dau, thi hoat tinh enzym c6 thé duoc xét nghiém st dung
chit nén dic hiéu cta enzym, vi du, o-phenylendiamin (OPD) hogc 3,3',5,5'-
tetrametylbenzidin cho peroxidaza cai ngya (HRP), va p-nitrophenyl phosphat
cho ALP. Khi biotin dwoc st dung lam chét danh déu, it nhét avidin hodc avidin

c4i bién bang enzym thong thudng duge st dung trong phan tng.

Trong phin mb ta ndy, “vat mang khong hoa tan” c¢6 thé duoc thé hién &
dang “pha ran” va mang khang nguyén hodc khang thé theo kiéu vat ly hodc héa
hoc béng vat mang khong hoa tan hodc trang thdi mang cé thé duoc biéu thi 1a
“cd dinh,” “duoc ¢d dinh,” “pha ran,” “tinh nhay,” hodc “su hép phu”. Thuét
ngit “phat hién” hodc “xac dinh” can duge hiéu theo nghia rong nhét, bao gdm

béng ching ton tai va/hodc viée dinh lugng insulin.

“Céc mAu” chira chit phén tich cin dugc phét hién trong phuwong phép xét
nghiém st dung céc khang thé theo sang ché chu yéu co thé 1a céc dich co thé
thu duoc tir co thé sdng (sinh vat). Cac dich co thé cu thé c6 thé bao gém, nhung
khong bi giéi han béi, mau (méu toan phan), huyét thanh, huyét twong, nude
tiéu, nudc bot, dom dai, dich chiét cua tuy, nuée mit, dich & tai, va dich tién liét
tuyén.

Dang cta chit phan tng trong phuong phdp xét nghiém (bd dung cuy)
duoc cung cip boi sang ché khong bi gi6i han cu thé véi diéu kién chét phan
g ¢6 kha ning phan tich xét nghiém insulin. Cac phuong phép xét nghiém
midn dich danh déu dai dién, tic 1a k§ thuat ELISA va k¥ thuat sic ky mién

dich, va xét nghiém mién dich ngung két hat dai dién, tic 1a xét nghiém ngung
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két mién dich trén latex (LITA) sau ddy s& duoc xem 1a céc vi dy va s& duge mo
ta.
Xét nghiém mién dich lién két danh ddu: ELISA

Dang cta chat phan ting trong phuong phép xét nghiém (bd dung cu) dé

phét hién insulin c6 mét trong mau c6 thé bao gom cdc yéu to6 sau:

(a) pha rén (nhu dia chiang han) véi khang th8 don dong thir nhit dugc cb
dinh, va

(b) khéng thé don dong thir hai dwgc d4nh ddu bing chét danh déu,

Pha ran (nhu dia ching han) véi khang thé don dong thtr nhét dugc cb
dinh biy gitt insulin trong mau dé tao ra phirc hop insulin—khéng thé. Khang thé
don dong thtr hai dugc danh diu bang chit danh diu phan tmg véi phirc hop
insulin—khang thé dé tao ra sandwich, va insulin trong mau c6 thé duoc phan
tich xét nghiém bang cach x4c dinh lugng chit danh ddu bing phuong phép
thich hop v6i chit danh dau. Pbi véi céc phuong phép cu thé dé cdu hinh chét
phan Ung trong phuong phép xét nghiém (bd dung cu), nhu phuong phap cb
dinh khang thé don dong thir nhit vao pha rén va phuong phap danh dau khang
thé don dong thtr hai bing chét danh diu, cac k¥ thuat di biét c6 thé duge st
dung khong giéi han, ngoai cac phuwong phap duoc md td & day. Méc du cau
hinh nay c6 thé duoc tao ra nhu mot hé théng xét nghiém dong nhéit, nhung t6t
hon cu hinh duoc tao ra & dang hé thdng xét nghiém khong ddng nhét.

Phuong an [19] co thé duoc khuyén c4o la dang dic biét dugc uu tién
(chét phan mg trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém bt ky trong sb
cac didm [13], [15], [16], va [17], trong d6 khéng thé don dong thtr nhét dugc cb
dinh 1én pha rin, khang thé don dong tht hai dugc dénh dAu bang chét danh dau,
va insulin dugc xét nghiém bang k¥ thuat ELISA).

Xem xét tinh nhay va tinh ddc hi€u cua chit phan tmg trong phuong phép
xét nghiém, cAu hinh nguoc lai voi cAu hinh néu trén c6 thé dugc st dung nhu

sau:
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(a) khang thé don dong thir nht dwgc dénh déu bang chét dénh déu, va

(b) pha rén (nhu dia chang han) véi khéng th& don dong thtr hai dugc cb
dinh.

Trong trudng hop ciu hinh nay, miu xét nghiém t5t hon dugc két hop véi
dung dich chtra khang thé don dong thtr nhit dugc danh déu bang chét danh dau
d8 tao ra phtc hop insulinkhéang thé trong dung dich trudc, va phirc hop
insulin—khéng thé dugc bd sung vao pha rén véi khang thé don dong thr hai
duoc ¢b dinh. Trong c4u hinh nay, véi muc dich ting cudng tinh nhay, hai hodc
nhiéu khang thé don dong cé céc vi tri nhan dién khéc nhau c6 thé duoc st dung
theo c4ch uu tién 1am khang thé don dong tht nhit dugc dénh diu bing chét
danh déu, tic 13 phuong 4n [15] (chét phan tmg trong phuong phép xét nghiém
insulin theo phuong an [13], trong d6 khang th8 don dong thi nhét bao gbm hai

hodc nhiéu khang thé don dong c6 cic vi tri nhan dién khéac nhau).

Phuong an [20] co thé duoc khuyén céo la dang dugc uu tién dic biét
(chét phan tmg trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém bét ky trong sb
chc didm [13], [15], [16], va [17], trong d6 khang thé don dong thir nhat duoc
danh d4u bing chit danh du, khang thd don dong tht hai duge cb dinh 1én pha
rén, va insulin dugc xét nghiém bang k§ thuat ELISA).

Xét nghiém mién dich lién két d4nh déu: K§ thuat séc ky mién dich

Ky thuat sdc ky mién dich dién hinh duoc cdu hinh sao cho, theo trinh ty
cta khoang céach tr mép theo chidu doc trén gi4 d& pha rén dang phién nhu
mang, dung dich mau xét nghiém dich chuyén lién tuc do bai tinh mao dan (hién
tuong mao dan) qua: “1. vi tri nap mau,” “2. vi tri chét phéan Umg danh dau gitl,
theo cach c6 thé lan rong dugc trén mang, chét phan ung danh ddu chira khang
thd don dong thir nhét (khéng thé don dong thir nhét duge danh déu bang chat
d4nh ddu nhu cac hat vang dang keo) ,” va “3. vi tri chét phan ung by giit véi
khang thé don dong thir hai duoc ¢b dinh dé biy gift phitc ciia khang thé don
dong tht nhat dugc danh ddu bing chét danh dau va insulin”.
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Cu thé, khi lugng xéc dinh trude clua mau xét nghiém chira insulin dugc
bd sung vao vi tri nap mau, miu xam nhép vi tri chét phan tng danh d4u trong
tién trinh lan rong va di chuyén 1én gié d& pha rén, va insulin lién két véi chat
phan tng danh dau (chira khang th8 don dong thr nhat) dé tao ra phirc hop chét
phan tmg dénh ddu—insulin (phirc hop chit phan tng danh déu-insulin). Phic
hop chét phan ting danh d4u—insulin tiép tuc lan rong va di chuyén 1én mang, va
khi x4m nhép vao vi tri cht phan tmg by gift trén mang, phirc hop chira khang
thé don dong thir hai, phirc hop duoc bay gitt bsi chét phan tng bay gilt c¢b dinh
trén gia do pha ran dé tao ra phic hop chét phan tng bay giit (khang thé don
dong thit hai)-insulin—chat phan tmg danh déu (khang thé don dong thr nhét) tai
vi tri. Su hién dién cia chat phan tich c6 thé duoc x4c dinh bing cach phat hién
chét phan ing danh d4u bing phuong phép tiy theo lya chon, vi dy, phat hién su
xuét hién ngung két (anh/hinh anh ngung két) trong trudng hop cac hat vang
dang keo c6 thé nhin thiy va phat hién phan ung tao mau do viéc b6 sung chit

nén trong trudong hop enzym.

Mic du ¢6 nhitng mo ta riéng biét d6i v6i “1. vi tri nap mau” va “2. vi tr
chit phan tng danh dau gift, theo cach co thé lan rong dugc trén mang, chét
phan tmg danh d4u chira khang thé don dong tht nhét (khang thé don dong thir
nhét duge danh d4u bang chét danh dAu nhu c4c hat vang dang keo)” theo trinh
tu chidu dich chuyén cia miu xét nghiém dé dé hiéu, song cac chuyén gia trong
linh vuc c6 thé d& dang hidu ring, cac dang/cAu hinh di biét c6 thé duge sk

dung, nhu cdu tric xép chdng theo trinh tu “1” va “2” tinh tir trén.

Trong k¥ thuét sic ky mién dich, phirc hgp insulin—khang thé dugc tao ra
tai thoi diém mau xét nghiém di chuyén sang “2. vi tri chét phan tmg dénh dau
gitt, theo cach co thé lan rong duogc trén mang, chét phan tng danh ddu chia
khéng thé don dong thtt nhat (khéng thé don dong thir nhét duge danh dau bang
chét danh dAu nhu c4c hat vang dang keo),” va do d6, theo quan diém tang
cuong tinh nhay, nhu trong truong hop ELISA, hai hodc nhiéu khéng thé don
dong c¢6 céac vi tri nhdn dién khac nhau c6 thé dugc st dung theo cach uu tién

lam khéng thé don dong thit nhit dugc danh déu bing chit danh déu, tirc 13,
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phuong én [15] (chit phan tng trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém
[13], trong d6 khang thé don dong thtr nhit bao gbm hai hoic nhiéu khang thé

don dong cé cac vi tri nhén dién khac nhau).

Phuong 4an [20] c6 thé duoc khuyén cdo 12 dang dwgc wu tién dic biét
(chit phan tmg trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém bt ky trong sb
cac diém [13], [15], [16], va [17], trong d6 khéng thé don dong thir nhat dugc
d4nh d4u bing chat danh du, khang thé don dong th hai dugc cb dinh 1én pha

rén, va insulin dugc xét nghiém bang k¥ thuét sic ky mién dich).
Xét nghiém mién dich do d§ duc: LTIA

Bén phuong 4n tir A dén D vé chit phan tng trong phuong phap xét
nghiém (bd dung cu) d& phat hién insulin c6 mit trong mau c6 thé bao gbm céc

phuong an sau:

A. (a) céc hat latex véi khang thé don dong tht nhit duge ¢b dinh va (b)

c4c hat latex v6i khang thé don dong thi hai dugc cb dinh;

B. (a) c4c hat latex v6i khang thd don dong thir nhit duge cb dinh va (b)
khéng thé don dong thr hai;

C. (a) khang thé don dong thtr nhét va (b) cac hat latex véi khiang thé don
dong thtr hai dugc cd dinh; va

D. (a) céc hat latex v6i ca hai khang thé don dong thir nhat va thir hai
dugc c¢b dinh.

Céc chat phan ung trong phuong phap xét nghiém nay (cac bo dung cy)
c6 thé duoc st dung trong LTIA theo cdch vu tién. Céc hat latex duogc sir dung
trong céc phan tir A dén D c6 thé dugc lwa chon thich hgp theo dudng kinh hat
va kiéu hat dé thu duoc kha ning mong mudn, nhu tinh nhay gia ting. Cac hat
latex c6 thé 1a cac hat thich hop dé mang khang nguyén hodc khéng thé. Vi duy,
cac hat latex co thé thudc loai polystyren, copolyme styren—axit sulfonic
(sulfonat), copolyme styren—axit metacrylic, copolyme acrylonitril-butadien—

styren, copolyme vinyl clorua— este acrylic, hodc copolyme vinyl axetat—este
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clia axit acrylic. Mic du hinh dang cua cac hat latex khong bi giéi han cy thé,
nhung t6t hon 1a duong kinh hat trung binh duge x4c dinh sao cho khéi két tap
tao ra, 1a két qua ctia phan ting két dinh gitra khang thé ( hogic khang nguyén) 1én
bé mit hat latex va chét phan tich, ¢6 kich thudc du dé dugc phat hién bang mét
hodc quang hoc. Puong kinh hat trung binh t5t hon nam trong khoang tr 0,02
dén 1,6um va tét nhét nim trong khoang tir 0,03 dén 0,5um. Céc hat duoc tao ra
tr keo kim loai, gelatin, liposome, vi hat, dioxit silic, alumin, mudi than, hop
chét kim loai, kim loai, gém, hodc nguyén liéu tir tinh c6 thé duoc str dung thay

cho cac hat latex.

Vi du, chat phan tng ctia LTIA duoc st dung trong cac tham khém lam
sang thong thuong dugc cung cip & dang céc dung dich chét phan tmg thi nhét
va th{ hai, cac dung dich nay dugc két hop tuan tu véi mau xét nghiém dang st
dung. Mét hodc ca (a) va (b) ¢ mdi mot trong sb cac dang tir A dén D c6 thé
dugc bao gdm trong dung dich chét phan tmg thtt nhét hogc tht hai. Cac phuong
phép bao gbm (a) va (b) c6 thé duoc lua chon thich hop tiy thudc vao céac chi
tiét cua thiét bi xac dinh trong thim khim 14m sang va thiét ké cta chét phan
g trong phuong phip xét nghiém (nhu kha nang va tinh kha dyng). Méc du,
tot hon 13 ca (a) va (b) ctia dang A duoc bao gbm trong chat phan ng tht hai,
nhung (a) va (b) ciia dang A cling ¢ thé duoc bao gém lan luot trong cac chét

phéan tng thi nhat va thit hai, theo cach wu tién hon.

Phuong an [18] co thé dugc khuyén c4o 1a dang dic biét dugc uu tién
(chat phan ting trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém bét ky trong sb
céc didm [13], [15], [16], va [17], trong d6 céc khang thé don dong thir nhat va
thtr hai duoc ¢ dinh 18n latex va insulin duge xét nghiém bing xét nghiém
ngung két mién dich trén latex).

Mic du cac phuong an theo sang ché da duoc mo ta 1y phuong én [3]
lam vi du, day la dang dai dién cia sang ché, nhung cac chuyén gia trong linh
vuc hién nhién ¢ thé hiéu réng, sang ché ¢6 thé duoc thuc hién theo cac phuong

4n khéc nhau, vi du, st dung khang thé da dong cho khang thé thir nhét, theo
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phuong an [4], va hai hodc nhiéu khéng thé don dong cé céc vi tri nhan dién
khac nhau cho khéng thé thir nhat, theo phuong 4n [5], véi didu kién 13 khang

thé cta “phirc hop insulin—khang th&” dugc st dung.

Mic du sang ché s& duoc mo ta chi tiét hon két hop tham khao céc vi dy,
nhung sang ché khong bi giéi han boi cac vi du nay.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du xét nghiém thir nhit
Phuong phap tao ra khang thé don dong theo sang ché
1. Piéu ché khang nguyén gy mién dich

Sau khi insulin ngudi (Fitzgerald Industries International, 30-AIS1) dugc
k&t hop theo ty 16 1:1 v6i chét phu gia Freund ddy di (Wako Pure Chemical

Industries, Ltd.), cac bom két ndi dugc st dung dé tao ra nhil tuong dé duoc str

dung 1am khang nguyén gy mién dich.
2. Sy tao ra té bao lai

Khéng nguyén gay mién dich duoc tiém theo duong dudi da vao cac ving
lung cua chudt cai BALB/c (tu 20 dén 50pg cho mdi chuot). Qua trinh gy mién
dich duoc 13p lai hai 1dn mdi tudn. Sau thoi gian ba tudn tinh tir khi bat dau qua
trinh gay mién dich, lach duge 14y ra khoi chudt c6 hiéu gia khang thé cao trong
mau mau, va qué trinh dung hop té bao dugc tién hanh thyc hién theo phuong
thirc thong thuong st dung PEG 1450 50% (Sigma). Cac té bao u tay SP2/0
duogc sir dung. Céc t& bao dung hop tao ra dugc tao huyén phu & néng d6 2,5 x
10%mL (13 cac t& bao lach) trong mdi truong RPMI 1640 chira HAT, huyét
thanh bao thai bd 15%, va dung dich bd sung tach dong té bao lai BM-
Condimed H1 10% (Roche Diagnostics K.K.) dugc phan bb vao trong dia nudi
cly 96 16 v6i céc phan phan udc 0,2mL. Céc té bao dung hop duoc nubi chy &

nhiét d6 37°C trong thiét bj 0 chira 5% CO,.

3. Sang loc t& bao lai sinh khang thé don dong tht nhat

-21-



25384

Sau thoi gian 7 ngay tinh tir khi dung hop té bao, 10p ndi trén bé mit nudi
cdy dugc st dung dé tién hanh thuc hién k¥ thuat ELISA khang nguyén pha rén
mo ta sau day nhu 1a qua trinh sang loc so cAp dé luya chon cac 16 thé hién kha
ning phan ing cao vai insulin lam cac 18 dwong tinh so cip. Cac té bao & cac 16
duong tinh so clp duoc cdy chuyén héngtloat vao trong dia 24 18. Sau thoi gian
2 ngay nudi cdy hang loat, 16p ndi trén bé mit nudi cly dugc st dung dé tién
hanh thuc hién k¥ thuat ELISA canh tranh mo ta sau ddy nhu 1a qua trinh sang
loc thir cAp dé Iua chon cac 16 thé hién kha niang phan tng cao véi insulin 1am

cac 16 duong tinh thir cp.
3-1. Su tao ra dia ELISA khéang nguyén pha ran

Insulin duge didu ché & ndng d6 1pg/mL bang PBS 10mM (pH = 7,2)
chira natri clorua 150mM duge tao pha rén lam khéng nguyén sang loc trén dia
96 15 & ndng do 50pL/18 va duge dé yén qua dém & nhiét do 4°C. Sau khi rira ba
14n bang 400uL/16 cta dung dich PBS chira Tween 20 0,05% (nhén hiéu thuong
mai dang ky) va ProClin 300 0,1% (Supelco; PBST), PBST chira BSA 1%
(BSA-PBST) duogc phan b véi ndng d6 100pL/15 va dwoc de yén 1 gior ¢ nhiét
d6 trong phong dé tao khdi dé tao ra dia ELISA. Dia ELISA duoc rira ba lan
bang PBST va duoc st dung cho cac xét nghiém ELISA m6 ta trong cac vi du
béng cach b sung céc chét phan tng.

3-2. ELISA khang nguyén pha rén

(i) Khang huyét thanh chudt hodc 16p ndi trén bé mat nudi cdy clia céc té
bao dung hop dugc pha lodng ting nic bang BSA-PBST dugc phén bb trén dia
ELISA khang nguyén pha rén & nong do 50uL/16 va dugc dé yén 1 gio & nhiét
d6 trong phong.

(ii) Sau khi rtra ba 14n bang PBST, dung dich cia HRP-Gt F(ab'),-Khang
Ig chudt (BioSource, AMI4404) pha loding 5000 1an bang BSA-PBST duoc phan
b6 v6i ndng dd 50uL/13 va duge dé yén 1 gid ¢ nhiét d trong phong.

(iii) Sau khi rira ba l4n bang PBST, OPD (Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.) dugc hoa tan ¢ ndng d6 2mg/mL trong dung dich dém xitrat 0,2 M chura
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hydro peroxit 0,02%/nudc (sau day goi la chét nén-dung dich hoa tan), dugc bd
sung & ndng d6 S0uL/16, va duge dé yén 1 gid & nhiét do trong phong.

(iv) Ngoai ra, axit sulfuric 1,5N chira EDTA ImM (sau day goi 1a dich
[am ngimg phan tmg) dugc bd sung véi ndng d6 SOuL/IS, va @ hap thu duoc
xac dinh tai budc séng 492nm st dung Titertek (nhén hiéu thuong mai ding ky)
Multiskan Plus MK II (Flow Laboratories Inc).

3-3. ELISA canh tranh

(i) Céc dung dich insulin ngudi (Fitzgerald Industries International, 30-
AI51) pha loang bing BSA-PBST & céc ndng do 0, 2,5, 5, va 10pg/mL dugc
phan bb trén dia ELISA khang nguyén pha rdn v6i ndng 4o 25uL/16.

(ii) Lép ndi trén bé mit nudi cdy clia cac té bao dung hop pha lodng t6i 5
va 25 14n bang BSA-PBST hoic dung dich khéng pha lodng cta né sau d6 dugc
phan bé véi ndng d6 25uL./15 va duge dé yén 1 giv & nhiét o trong phong.

(iii) Céc thao tac sau do dugc tién hanh thuc hién theo cach tuwong tu nhu
céc bude tir (ii) dén (iv) trong phan “3-2. ELISA khang nguyén pha rén” mé ta &
trén.

4. Sang loc té bao lai sinh khang thé don dong thi hai

Sau thoi gian 7 ngay tir khi dung hop té bao, 16p ndi trén bé mét nudi cly
duogc str dung dé tién hanh thuc hién ELISA kidu sandwich mé ta sau dé lua
chon c4c 15 thé hién kha ning phan tmg cao vdi insulin lidn két véi khang thé
don dong F(ab'), thir nhét dugc tap hop truée bang cach tach dong va tap hop
khang thé don dong md ta sau.

4-1. ELISA kiéu sandwich

(i) Khang thé don dong thix nhét (trong trudng hop nay, khang thé 66221)
duoc xtr ly dé diéu ché F(ab'), sir dung bd dung cu didu ché F(ab'), tén la
Immuno Pure (nhin hiéu thuong mai déng ky) (Pierce, prod# 44888).

(i) Khang thé don dong F(ab'), thtt nhit duoc diéu ché & ndng d6 2pg/mL
v6i dung dich PBS dugc tao pha rén trén dia 96 15 & ndng d6 50uL/1d va dugc
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dé yén qua dém & nhiét do 4°C. Sau khi rira ba lan bang 400pL/I6 cta PBST,
BSA-PBST duoc phan b & ndng do 100uL/15 va duge d yén 1 giv & nhiét do
trong phong dé tao khéi dé tao ra dia ELISA.

(iii) Dung dich insulin ngudi (Fitzgerald Industries International, 30-
AI51) pha loing biang BSA-PBST & ndng d 0,5ug/mL duge phin b trén dia
ELISA & ndng d6 50uL/15 va dugc dé yén 1 gio & nhiét do trong phong.

(iv) Sau khi rira ba 14n bang PBST, 16p ndi trén bé mat nudi cdy clia cac té
bao dung hop pha lodng tung nic bing BSA-PBST dugc phan b6 & ndéng do
50pL/13 va duoc dé yén 1 gio & nhiét d trong phong.

(v) Sau khi rtra ba 14n bang PBST, dung dich cua HRP-Gt-Khéang IgG-Fc
chudt (Betyl Laboratories, A90-131P) pha lodng 10000 l4n bing BSA-PBST
duogc phan bb & ndng d6 50uL/13 va duge dé yén 1 giv & nhiét do trong phong.

(vi) Sau khi rira ba 14n bang PBST, OPD (Tokyo Chemical Industry) dugc
hoa tan & ndng d6 2mg/mL trong chét nén-dung dich hoa tan, dugc bd sung &

ndng d6 50uL/16, va duge dé yén 1 gid & nhiét d trong phong.

(vii) Dich lam ngumg phan tmg dugc bd sung & nong do 50uL/13, va do
hép thy dugc x4c dinh tai budc song 492nm sir dung Titertek (nhén hiéu thuong
mai ding ky) Multiskan Plus MK II (Flow Laboratories).

5. Tach dong va tap hop khang thé don dong

Céc t& bao lai lya chon trong cac budc sang loc 3. va 4. mo ta ¢ trén duge
téch dong bing phuong phép pha lofing gi6i han d& 1dn luot thu dugc céc t€ bao
lai 66221 va 66226. D& tap hop céc khang thé don dong tao ra béi cée té bao lai,
cac té bao lai dugce st dung theo dudng trong phuc mac, véi lugng tuong duong
0,5 x 10° t& bao, cho chudt c4i BALB/c 12 tudn tudi d3 dugc tiém 0,5mL pristan
theo duong trong phuc mac 2 tuan trude d6. Cac dich dich ¢ chudng duge tap
hop sau thoi gian 14 ngdy, va cc 16p ndi trén bé mat thu dugc bang céch ly tam.
Céac 16p ndi trén bé mit dugce két hop véi lugng tuong tu clia dung dich dém hép

phu (NaCl 3mol/L, dung dich dém Glyxin-NaOH 1,5mol/L, pH = 8,5) va sau do6
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duoc loc. Cac dich loc duge dua qua cdt protein A sepharoza dugc can béng boi
dung dich dém hap phu dé hap phu cac khing thé trong cac phan dich loc st
dung cdt, va cac khang thé duogc ria giai béng dung dich dém xitrat 0,1mol/L
(pH = 3,0). Sau khi trung hoa dich rura giai béng dung dich dém Tris-HCl
1mol/L (pH = 8,0), qua trinh thAm tach dugc tién hanh thyc hién véi PBS dé tap
hop céc khang thé.

Céc khang thé dugc d& cap 1a khang thé 66221 va khang thé 66226 sau d6
duoc stir dung trong cac phuong phap xét nghiém.

Céc té bao lai tao ra khang thé 66221 va khéng thé 66226 duge luu ky tai
International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (Address: Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi,
Tsukuba, Ibaraki, Japan) vao ngay 8 thang 4 nam 2009 voéi céac s truy cap lan
luot 1&4 FERM P-21800 va FERM P-21801. Sau do, cac té bao lai nay duoc
chuyén sang Hiép udc Budapest vao ngay 17 thang 02 ndm 2010, dua trén luu
ky ban dau, v6i céc s truy cap lan luot 1a FERM BP-11233 va FERM BP-
11234.

Vi du xét nghiém thu hai
Kha ning phan ung chéo cua khang thé don dong theo sang ché véi tién chét
insulin va céc chét tvong tu insulin

Xét nghiém duoc tién hanh thuc hién st dung Biacore (nhén hiéu thuong
mai ding ky) T100 v& kha ning phan tmg chéo clia khang thé 66221 va khang
thé 66226 véi tidn chat insulin va cac chit tuong tw insulin. P6i véi cac chat
tuong ty insulin, cac ché phdm twong ty insulin nhu insulin lispro, insulin aspart,
insulin glargin, va insulin detemir dugc st dung.

1. C4c chét phan tmg va dung cu
1-1. Céc khang thé don dong
(i) khang thé 66221: 2,30mg/mL

(ii) khang thé 66226: 3,99mg/mL
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1-2. Céc chét phén tich
(1) insulin nguoi tai t6 hop: Fitzgerald Industries International, 30-AI51

(ii) tién chét insulin: tién chét insulin IRR, Ngudi, ding cho xét nghiém

mién dich; mad NIBSC: 84/611
(iii) c4c ché pham tuong tu insulin
(1) insulin lispro, 100 don vi/mL: Eli Lilly Japan K.K.
(2) insulin aspart, 100 don vi/mL: Novo Nordisk Pharma Ltd.
(3) insulin glargin, 100 don vi/mL: sanofi-aventis K.K.
(4) insulin detemir, 100 don vi/mL: Novo Nordisk Pharma Ltd.

1-3. C4c thiét bi Biacore (nhén hiéu thuong mai dang ky) va bo chét phan ung
chuyén dung (Biacore: hién tai 14 GE Healthcare; mdc du cac phan tir (i) dén
(viii) mo ta dudi day la cac san phim va céc ma s6 catalog ctia Biacore sau do,

céc loai ndy hién dang c6 tai GE Healthcare.)

(i) Biacore (nhén hiéu thwong mai déng ky) T100: Biacore, JJ-1037-02

(ii) Loat chip cam bién S CM5: Biacore, BR-1005-30

(iii) B6 dung cu ghép cap amin: Biacore, BR-1000-50

(iv) Axetat 5,0: Biacore, BR-1 003-51

(v) Céc a-globulin mién dich ctia chudt: Biacore, BR-1005-14

(vi) Glyxin 1,5: Biacore, BR-1003-54

(vii) Glyxin 2,0: Biacore, BR-1003-55

(viii) HBS-EP+ 10x (Running Buffer): Biacore, BR-1006-69 (duoc didu
ché & do pH = 8,5 béng NaOH va dugc pha lodng 10 14n bing nudc tinh khiét
khi str dung)
2. Phuong phap xét nghiém

Khang thé 66221 hoic khang thé 66226 dugc biy gift bang cac o-globulin

mién dich cta chudt co dinh trén chip cam bién, va insulin, tién chat insulin, va
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céc ché pham tuong tu insulin khdc nhau dugc bd sung lam céc chét phan tich
dé danh gia kha ning phan ng trén d6. Céc budc thao tac cy thé duoc st dung
nhu sau.

(i) Céc a-globulin mién dich ctia chudt dugc cb dinh trén chip cam bién
CM35 (theo sach huéng din kém theo).

(ii) Khang thd 66221 hodc khang thé 66226 dugc pha loing bing HBS-
EP+ (pH = 8,5) t61 ndng d6 Sug/mL va dugc bd sung & tdc d6 dong 30uL/phut
trong thoi gian 300 gidy.

(iii) C4c khang nguyén khac nhau dugc pha loéng bang HBS-EP+ (pH =
8,5) t6i ndbng d6 10ng/mL va dugc bd sung & 2 ndng do 13 0 va 10ng/mL trong
thoi gian 120 gidy cho mdi ndng do. Thoi gian phan ly hoat dong tu do duge
thiét dat 1a 120 gidy trong trudng hgp nay.

(iv) Glyxin 1,5 va Glyxin 2,0 dugc két hop theo ty 1& 1:1 dé tao ra dung
dich tai sinh, va viéc xur ly tai sinh duoc tién hanh thuc hién trong thoi gian 180
giay.
3. Két qua
3-1. Két qua cua phan ng véi Insulin

Pbi véi khéng thd 66221 va khang thé 66226, kha nang phan tng véi
insulin duoc kiém tra st dung Biacore (nhan hiéu thuong mai ding ky) T100.
Céc két qua duge thé hién trong hinh v& trén cac Fig. 2 va 3. Khang thé 66221
thé hién kha ning phan tmg 8,5 RU ¢ ndng do insulin 10ng/mL (Fig. 2). Nguoc
lai, khang thé 66226 khong phat hién thdy c6 kha niang phéan tng (Fig. 3). Truc
tung (RU) biéu thi don vi chi lién quan dén hé xét nghiém Biacore (nhén hiéu
thuong mai dang ky) va biéu thi su thay dbi khéi lugng do phan tmg trén bé mat
cam bién.
3-2. Cac két qua clia phan tng voi tidn chit insulin va c4c ché phdm twong tu

insulin
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Dbi véi khang thd 66221 va khéng thé 66226, kha niang phan tig véi tién
chét insulin hodc cdc ché phdm tuong tu insulin khéc nhau (insulin lispro,
insulin aspart, insulin glargin, va insulin detemir) dugc kiém tra str dung Biacore
(nhan hiéu thuong mai dang ky) T100. Két qua duoc thé hién trong hinh v& trén
cac Fig. 4-1, 4-2, 5-1, va 5-2. Trong moi trudng hop, 6 ndng dd khang nguyén
10ng/mL, cac dap Ung nam trong khoang tir 5,5 dén 13 RU duogc phat hién d6i
v6i khang thé 66221. Nguoc lai, khong phét hién thdy c6 kha ning phan ng d6i
v6i khang thé 66226.

Vidul
Xét nghiém insulin sir dung hdn hgp céc khang thé don dong theo sang ché 1
1. Su tao ra cac hat latex

Binh chtra phan Ung bang thiy tinh (dung tich: 2L) c6 trang bi may
khuéy, bd ngung tu hdi luu, thiét bi cam bién nhiét, éng dan nhép nito, va bao
ngoai dugc nap day boi 1100g nuéce ct, 200g styren, 0,2g natri styren sulfonat,
va dung dich nudc cia 1,5g kali peroxodisulfat hoa tan trong 50g nudc cét, va
sau khi bén trong binh chtra dugc thay thé bang khi nito, qua trinh polyme hoa
dugc tién hanh thuc hién trong thoi gian 48 gio trong khi khudy & nhiét d 70°C.

Sau khi két thic qué trinh polyme héa, dung dich dugc loc bing gidy loc
dé chiét cac hat latex. Thiét bi hién vi dién tir truyén qua (JEOL Ltd., model
“JEM-1010") dugc st dung dé ghi hinh anh c4c hat latex voi do phong dai
10000 14n va phén tich cdc dudng kinh cua it nh4t 100 hat latex thu duoc dé xac
dinh duong kinh hat trung binh. Puong kinh hat trung binh thu duoc 1a 0,3pum.

2. Diéu ché hat latex nhay khang thé khang insulin
2-1. Su tao ra dung dich hat latex nhay khang thé 66221

Dung dich latex 1,0% c6 dudng kinh hat trung binh 0,3um [trong dung
dich dém Tris SmM (sau day la Tris-HCI), pH = 8,5] dugc b6 sung thém dung
dich khang thé 66221 pha loang t&i 0,60mg/mL bing luong thé tich twong
duong cta Tris-HC1 5mM (pH = 8,5) va dugc khudy & nhiét do 4°C trong thoi
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gian 2 gio. Lugng thé tich twong duong ctia Tris-HCl 5SmM (pH = 8,5) chia
BSA 0,5% sau d6 dugc bd sung va dugc khudy & nhiét d6 4°C trong thoi gian 1
gio. Sau khi dung dich duoc ly tdm va 16p ndi trén bé mit dugce 13y ra, phan két
tia duoc tai tao huyén phu trong Tris-HCI 5SmM (pH = 8,5) dé tao ra dung dich
hat latex nhay khang thé 66221.

2-2. Su tao ra dung dich hat latex nhay khang thé 66226

Latex c6 dudng kinh hat trung binh 0,3um duoc st dung d8 tao ra dung
dich hat latex nhay khang thé 66226 theo cach twong tu nhu & trén.
3. Diéu ché cac chat phan tmg
3-1. Didu ché chét phan tmg dau tién

Tris-HCIl 5mM (pH = 8,5) chita 500mM natri clorua va BSA 0,2% duoc
str dung 1am chét phan (mg tht nhat.
3-2. Didu ché chét phan tmg thtt hai

Cac thé tich tuwong duong clia cac dung dich hat latex nhay khang thé
66221 va khang thé 66226 duoc két hop va pha loang béng Tris-HCl 5mM (pH
= 8,5) sao cho do hép thu 5,0Abs thu dugc tai budéc song 600nm dé didu ché
chét phan tmg thr hai.
4. Xét nghiém

Céc chit phan tng thir nhat va tht hai duge két hop, va sy hinh thanh
kh&i hat két tap phu thude ndng dé insulin dugc xéc dinh sir dung thiét bi phan
tich tw dong Hitachi 7170. Cu thé, 150uL chit phan tng tht nhét dugc bd sung
vao 10uL cac dung dich insulin tai cac néng do 0, 5, 25, 50, 100, va 200pU/mL
va dugc gia nhiét & nhiét 4o 37°C trong thoi gian 5 phut. Sau do, S0uL chét
phan g thir hai duoc bd sung, tiép theo bing cach khudy. Sau thoi gian 5 phit,
nhitng thay ddi vé do hép thu két hop v6i sy hinh thanh ngung két duge x4c dinh

& budce séng 570nm va bude séng phu 800nm.
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Bang 1
Nong d9 insulin Pé hip thu
2 U/mL mAbDSs
0 11 4
5] 23, 6
20 40, 9
o0 87,7
100 82,9
200 117, 1

5. Két qua xét nghiém

Bang 1 chiing minh rang, tinh nhay gia ting tly thudc vao ndng d6 insulin

va ¢6 thé dinh luong dugc.
Vidu?2
Xét nghiém insulin st dung hdn hop cac khang thé don dong theo sang ché 2

Khang thé 66221 hogc khang thd 66226 duoc tao pha rén, va khang thé
con lai dugce st dung lam khang thé tht hai dé xét nghiém kha ning phan tng

v6i tidn chét insulin va cdc chat twong tu insulin bang k¥ thuat ELISA.
1. Cac khang thé va khang nguyén dugce st dung
(1) Céc khang thé don dong

khang thé 66221: 2,30mg/mL

khang thé 66226: 3,99mg/mL

(2) Céc khang nguyén
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Insulin, tién chét insulin, va cac ché phim tuong tw insulin (insulin lispro,
insulin aspart, insulin glargin, va insulin detemir) dugc sir dung twong tu nhu
trong vi du xét nghiém thir hai.

2. Phuong phap ELISA

(i) Dung dich ctia khéng thd 66221 hodc khang thé 66226 pha loing t6i
2ug/mL bang PBS dugc tao pha rén trong dia 96 18 & néng do 50uU/16 va dugce
dé yén 2 gid & nhiét do trong phong.

(ii) Sau khi rira ba l4n bang 400pU/16 ctia PBST, BSA-PBST dugc phén
bé véi lwong 100uL/13 va dugce dé yén 1 gio & nhiét do trong phong dé tao khoi
dé tao ra dia ELISA.

(iii) Dung dich ctia mdi mot trong sé insulin ngudi, tién chét insulin, va
céc ché pham tuong tu insulin pha lodng bing BSA-PBST t6i cac ndng d6 0, 1,
5, va 10ng/mL dugc phan b6 trén dia ELISA véi lugng 50uL/16 va dugce dé yén
1 git & nhiét do trong phong.

(iv) Sau khi rtra ba 1dn bing PBST, dung dich ciia khéng thé 66226 hoac
khéng thé 66221 danh déu bing biotin pha lodng téi 1pg/mL bing BSA-PBST
dugc phan bd véi luong 50uL/16 va dugc dé yén 1 gio & nhiét do trong phong.

(v) Sau khi rtra ba 1an bing PBST, dung dich cia Immuno Pure (nhén
hidu thuong mai déng ky) Streptavidin, HRP lién hop (PIERCE, Prod# 21 126)
pha loang 5000 14n bang BSA-PBST dugc phan bd véi luong 50pL/1d va duge
dé yén 1 gid & nhiét do trong phong.

(vi) Sau khi rtra ba 14n bang PBST, OPD (Tokyo Chemical Industry) duoc
hoa tan & 2 mg/mL trong chét nén-dung dich hoa tan, dugc bd sung 50uL/16, va
duoc dé yén 1 gid & nhiét do trong phong.

(vii) Dung dich lam ngung phén ung duogc bd sung véi lugng S0uL/1d, va
do hép thu dugc xac dinh & budc séng 492nm sir dung Titertek (nhén hiéu

thuong mai ding ky) Multiskan Plus MK II (Flow Laboratories).

3. Két qua
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Céc két qua xét nghiém dugce thé hién trong Bang 2 va trén Fig. 6.

Khi khang thé 66221 dugc st dung 1am khang thé tht nhét va khang thé

66226 duogc st dung lam khang thé tht hai, su gia ting vé do h‘ép thu phu thudc

ndng d6 duoc quan st thiy d6i véi insulin, trong khi khong quan st théy su gia

ting d6 hip thu phu thudc ndng do ddi véi tidn chat insulin va cac ché phim

twong tw insulin (insulin lispro, insulin aspart, insulin glargin, va insulin

detemir).
Bang 2
Khing thé so cip Khing thé 66221
Khéng thé thir cip Khing thé 66226 dinh déu Biotin
Ciéc
khing nguyén
A & phi & phi & rong £opE
Tnsulin ngudi Tien insulin gxhin‘s)ll:]?:;l;‘zmi E:l mlsjlllllul:;ltn“s":llli S,';“,‘,’,‘,‘,‘i,,'“s;‘u‘,{'};’;l‘,;o b e air
2 st glargin aspart
Nong d§
khing nguyén
Ong/ml 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
ing/ml 0,316 0,005 0,004 -0.011 -0,005 -0,017
5ng/ml 1,491 0,006 0,013 0,001 0,007 -0,013
10ng/ml 1,995 -0,013 0,008 -0,006 0,000 -0,016

3-2. Cac két qua xét nghiém dia khang thé pha ran 66226

Céc két qua xét nghiém dugc thé hién trong Bang 3 va trén Fig. 7.

Khi khéng thé 66226 duge st dung 1am khang thé thir nhét va khéng thé

66221 dugce st dung lam khang thé thr hai, khéng quan sat thdy su gia ting vé

do hép thu phu thudc n(‘A)ng do o bét ky trong s6 insulin, tién chét insulin, va cac

ché phdm tuong tu insulin (insulin lispro, insulin aspart, insulin glargin, va

insulin detemir).
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Bang 3
Khing thé so cfip Khang thé 66226
Khing thé thir cAp Khing thé 66221 d4nh d4u Biotin
Cic
khéng nguyén
Insuli Tidn insuli Ché phim twong ty 5 ohd £ 0 x . ]
N I S [ [ e £
khing ﬁglg'én
Ong/ml 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1ng/ml -0011 -0,002 0,001 -0,004 -0,006 -0,017
5ng/ml -0010 0,004 0,004 —0,003 -0,002 -0,011
10ng/ml -0010 0014 0,015 -0,001 0,006 -0,007

4. Théo luan

Tir céc két qua & trén, két luan réng, insulin ¢6 thé dugc dinh lugng khong
bi anh hudng bdi tién chét insulin va céc ché phidm tuong ty insulin vi khong
quan sét théy kha ning phan (mg chéo khi khang thé 66221 va khéng the 66226
duoc st dung 1an lugt 1am céc khang thé so clp va thi cdp. Insulin khong thé
dugc xét nghiém khi khang thé 66226 va khang thé 66221 dugc st dung 1an luot
lam céc khang thé so cap va thi cap, va do do, luu y rang, khang thé 66226
khong thé hién kha ning phan Gmg véi insulin nhung thé hién phan ung véi
insulin lién két v6i khang thé 66221. Luu y rang, vé& két qua xét nghiém kha
ning phan ing chéo cla cic khang thé don dong theo sang ché str dung Biacore
(nhén hiéu thwong mai déng ky) T100 (vi dy xét nghiém thir hai), khang thé
66221 phan ng v6i insulin, tidn chét insulin, va tit ca cac ché phim tuong tu
insulin, trong khi khang thé 66226 khong phan tng véi bét ky chét ndo trong sd
do.

Do dé, vi co ché phan tmg clia hé xét nghiém nay, c6 thé suy xét rang,
mot sy thay vé cAu tric ndo d6 xuét hién trong insulin khi khang thé 66221 trudc
tién lién két véi insulin va khang thé 66226 nhan dién dic higu vi tri thay ddi vé

cau trac dé tao ra sandwich.
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Vi du xét nghiém 3

Kha ning phan tng chéo cia cac khang thé don dong theo séng ché véi cac chit

tuong tu insulin

Xét nghiém duogc tién hanh thuc hién st dung Biacore (nhén hiéu thuong
mai ding ky) T100 vé kha nang phan tmg chéo clia khang thé 66221 va khang
thé 66226 v&i cac chit tuong tu insulin. Ché phim tuong ty insulin, tuc 13,

insulin glulisin, dugc st dung lam chét twong tu insulin.
1. Céc chét phan tmg va dung cu
1-1. C4c khang thé don dong

(i) khang thé 66221: 2,30mg/mL

(ii) khang thé 66226: 3,99mg/mL
1-2. Céc chat phan tich

Ché pham tuong ty insulin

(i) insulin glulisin, 100 don vi/mL: sanofi-aventis K.K.

1-3. C4c thiét bj Biacore (nhan hiéu thuong mai ding ky) va bd chat phan tng
chuyén dung

Céc thiét bi Biacore (nhén hiéu thwong mai dang ky) va bd chét phan tng
chuyén dung duge st dung 1a tuong ty nhu trong vi dy xét nghiém 2.

2. Phuong phéap xét nghiém-

Xét nghiém duoc tién hanh thuc hién theo cach tuong tu nhu trong vi du
xét nghiém 2, chi khac & chd insulin glulisin, ché phdm twong ty insulin, dugc
stt dung lam chat phan tich.

3. Két qua
3-1. Két qua ctia phan tmg voi ché pham tuong tw insulin

Dbi véi ca khang thd 66221 va khang thé 66226, kha ning phan tmg véi

ché phim twong ty insulin, insulin glulisin dugc kiém tra st dung Biacore (nhan
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hiéu thuong mai déng ky) T100. Két qua dugc thé hién trén Fig. 8. Ca khang thé
66221 va khang thé 66226 déu khong c6 kha ning phan tng. Truc tung (RU) chi
ra don vi duy nhét cho hé xét nghiém Biacore (nhén hiéu thuong mai déng ky)

va bidu thi su thay dbi khéi lugng do phén tmg trén bé mit cam bién.
Vidy3
Xét nghiém insulin st dung hdn hop céc khang thé don dong theo sang ché 3

Khéng thé 66221 hogc khéng thé 66226 dugc tao pha rén, trong khi khéng
thé kia duoc két hop 1am khang thé thi hai dé xét nghiém kha néng phan tng

v6i insulin, tién chét insulin, va chat tuong ty insulin bang ky thuat ELISA.
1. Céc kiéu khang thé va khang nguyén duoc sir dung
(1) Cac khang thé don dong

khéng thé 66221: 2,30mg/mL

khang thé 66226: 3,99mg/mL
(2) Céc khang nguyén: insulin, tién chét insulin, va ché phadm twong ty insulin
(insulin glulisin)

2. Phuong phap ELISA

Phuong phép tuong tu nhu trong Vi du 2 dugc tién hanh thuc hién, chi
khac & chd, insulin glulisin duge st dyng lam ché phdm twong ty insulin.
3. Két qua
3-1. Céc két qua xét nghiém dia khang thé pha rén 66221

Céc két qua xét nghiém duoc thé hién trong Bang 4 va trén Fig. 9.

Nhu truong hop cta Vi du 2, khi khang thé 66221 dugc st dung lam
khang thé so cap va khang thé 66226 duoc sir dung lam khang thé thr hai thir
cp, su gia ting v& d6 hap thu phu thudc ndng d6 dugc phat hién d6i véi insulin
trong khi khong c6 sy gia tang vé d6 hap thu phu thudc ndng d6 nao duge phat

hién d8i v&i tién chét insulin va ché phdm tuong ty insulin (insulin glulisin).
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Khéng thé so cip Khiéng thé 66221
Khing thé thir cAp Khéng thé 66226 danh d4u Biotin
Cic
kha é
e ngtyEn . .. . Ché phim twong
Insulin nguoi Tién insulin ngu‘b‘i tu insulin/insulin
Nong 3 glulisin
khédng nguyén
Ong/mL 0, 000 0, 000 0, 000
1ng/mL 0,316 0, 005 0, 031
5ng/mL 1,491 0, 006 0, 000
10ng/mL 1,995 -0, 013 0, 003

3-2. Céc két qua xét nghiém dia khang thé pha ran 66226

Céc két qua xét nghiém dugc thé hién trong Bang 5 va trén Fig. 10.

Nhu trong truong hop ctia Vi du 2, khi khang thé 66226 13 khang thé so
cAp va khang thé 66221 13 khang thé thir clp, khong c6 su gia ting vé do hép thu
phu thudc ndéng d6 ndo duge phat hién d6i véi insulin, tién chét insulin, hoic ché

phim tuong tu insulin (insulin glulisin).

Béng 5

Khang thé so cip Khiéng thé 66226
Khéng thé thi cép Khing thé 66221 d4nh du Biotin
Cac
khang nguyén oz
Ché pham tuong tw
Insulin nguwéi Tién insulin nguoi insulin/Insulin
Nong dd glusin
khang nguyén
Ong/mL 0, 000 0, 000 0, 000
1ng/mL -0, 011 -0, 002 0, 022
5ng/mL -0, 010 0, 004 0, 001
10ng/mL -0,010 0,014 0, 001
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4. Thao luan

Céac két qua & trén chiing minh rang, khoéng c6 kha ning phan tmg chéo
duoc thé hién dbi vé6i ché phim twong tu insulin, insulin glulisin, khi khéng thé
66221 va khang thé 66226 dugc st dung 1in luot 1am céc khéng thé so cép va
th cip, va khi khang thé 66226 va khang thé 66221 duoc sit dung 14n luot 1am

céc khang thé so cap va thir cap.
Kha ning Gng dung trong cong nghiép

Bing cac khang thé don dong theo sang ché, insulin c6 thé dugc xét
nghiém mot cach nhay va diic hiéu ma khong bi anh huéng béi tién chét insulin
va cac chét twong tu insulin. Vi sy ti8t insulin tir cac t& bao beta c6 thé duoc
giam s4t theo doi chinh xdc theo sang ché, nén sang ché ciing cé thé duoc sir

dung @& quan sat tinh trang 1am sang ctia tiéu duong va do d6 rét hiru dung.

S truy cap
(1) FERM BP-11233
(2) FERM BP-11234
Tham khao nguyén liéu sinh hoc luu ky
(1) Té bao lai 66221 san xuét khang thé 66221
i) Tén va dia chi co quan Iuu ky ma cdc nguyén liéu sinh hoc dugc luu ky tai do.
International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology
Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki 305-8566, Japan
ii) Ngay luu ky nguyén liéu sinh hoc tai co quan luu ky trong phan 1).
Ngay 8 thang 04 nim 2009 (ngay luu ky ban dau)
Ngay 17 thang 02 nam 2010 (ngay chuyén sang Budapest Treaty tir luu ky
ban dau)
iii) Sb truy nhap duge qui dinh boi co quan luu ky trong phén i).
FERM BP-11233
(2) Té bao lai 66226 san xuat khang thé 66226

i) Tén va dia chi co quan luu ky ma céc nguyén ligu sinh hoc dugc luu ky tai do.
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International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba,
Ibaraki 305-8566, Japan
ii) Ngay Iuu ky nguyén liéu sinh hoc tai co quan luu ky trong phén i).

Ngay 8 thang 04 nam 2009 (ngay luu ky ban dau)

Ngay 17 thang 02 nam 2010 (ngay chuyén sang Budapest Treaty tir luu ky
ban dau)

iii) S truy nhap duoc qui dinh boi co quan luu ky trong phéan i).

FERM BP-11234
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YEU CAUBAO HQ

1. Phuong phap xét nghiém insulin stir dung khang thé phan tng véi insulin lién
két voi khang thé khang insulin nhung khong phan tmg véi insulin khong lién
két v6i khang thé khang insulin, trong d6 xét nghiém nay sir dung hai loai khang
thé, va trong d6

1) khéng thé thi nhét c6 dic tinh phan (mg véi insulin, va

2) khang thé thtr hai phan tmg v6i insulin lién két v6i khang thé thi nhét
nhung khong phan tng vdi insulin khong lién két véi khang thé thir nhét.
2. Phuong phap xét nghiém insulin theo diém 1, trong d6 ca khang thé thir nhit
14n khéng thé thir hai 13 c4c khang thé don dong.
3. Phuong phép xét nghiém insulin theo diém 1, trong d6 khang thé thir nhét 12
khéng thé da dong va khang thé thir hai 12 khang thé don dong.

4. Phuong phdp xét nghiém insulin theo diém 1, trong d6 khang thé don dong
thtr nhit bao gdm hai hodc nhiéu khang thé don dong c6 céc vi trf nhan dién
khéc nhau.

5. Phuong phép xét nghiém insulin theo diém bét ky trong s cac diém tir 2 dén
4, trong do it nhat mot trong s6 céc khang thé don dong 13 khang thé khong phan
g vdi tién chét insulin va céc chét tvong tu insulin.

6. Phuong phéap xét nghiém insulin theo diém bét ky trong sb cac diém tir 2 dén
5, trong d6 khéang thé don dong thtr hai 12 khang thé khong phan tng véi tién
chét insulin va cac chat tuong tw insulin.

7. Phuong phap xét nghiém insulin theo diém bét ky trong sd céac diém 2, 4, 5,
va 6, trong do cac khang thé don dong thir nhét va thir hai duge ¢b dinh 1én nhya
latex va insulin dugc xét nghiém bing xét nghiém ngung két mién dich trén
latex.

8. Phuong phdp xét nghiém insulin theo diém bat ky trong sd cac diém 2, 4, 5,

va 6, trong d6 khang thé don dong thir nhét dugc ¢b dinh 1én pha rén, khang thé
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don dong th hai dugc danh d4u bang chat danh dAu, va insulin dugc xét nghiém

bang k¥ thuat ELISA.

9. Phuong phéap xét nghiém insulin theo diém bét ky trong sd cac diém 2, 4, 5,
va 6, trong d6 khang thé don dong thr nhét dugc danh déu bang chit dénh dau,
khéng thé don dong thtr hai dugc cb dinh 1én pha rén, va insulin dugc xét

nghiém bang k¥ thuat ELISA hodc sic ky mién dich.

10. Chét phan ung trong phuwong phap xét nghiém insulin chtra khang thé phan
ung vai insulin lién két v6i khang thé khang insulin nhung khéng phan tmg voi
insulin khéng lién két véi khang thé khang insulin, trong d6 xét nghiém nay sir
dung hai loai khéng thé, va trong d6

1) khang thé thit nhét c6 dic tinh phan tmg véi insulin, va

2) khéng thé thtr hai cé dic tinh phan tng véi insulin lién két voi khang
thé thr nhét trong khi khdng phén Gmg vdi insulin khong lién két v6i khang thé
thir nht.
11. Chét phan tng trong phuong phép xét nghiém insulin theo diém 10, trong d6
cé khang thé thr nhét 1n khang thé thir hai 14 cac khéng thé don dong.
12. Chét phéan tmg trong phuong phap xét nghiém insulin theo diém 10, trong d6
khéng thé thtr nhét 1a khéng thé da dong va khéng thé thtr hai 12 khang thé don
dong.
13. Chét phéan ting trong phuong phap xét nghiém insulin theo diém 11, trong d6
khang thé don dong thtr nhit bao gdm hai hodc nhidu khang thé don dong c6 céc
vi tri nhin dién khac nhau.
14. Chét phan tg trong phuong phap xét nghiém insulin theo diém bat ky trong
sb cac diém tir 11 dén 13, trong do it nhit mot loai khang thé don dong 13 khang
thé khong phan tng voi tidn chét insulin va céc chat twong ty insulin.
15. Chét phan tng trong phuong phéap xét nghiém insulin theo diém bat ky trong
sb cac didm tir 11 dén 14, trong d6 khang thé don dong thtt hai 13 khang thé

khéng phan g véi tién chat insulin va cac chat tuong tu insulin.
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16. Chét phan tmg trong phuong phap xét nghiém insulin theo diém bét ky trong
sb cac didm 11, 13, 14, va 15, trong d6 c4c khéng thd don dong thit nhat va thu
hai duogc cb dinh 1én nhua latex va insulin dugc xét nghiém béng xét nghiém
ngung két mién dich trén latex.

17. Chét phéan tmg trong phuong phap xét nghiém insulin theo diém bét ky trong
sb cac diém 11, 13, 14, va 15, trong d6 khang thé don dong tha nhét duoc cb
dinh 18n pha rin, khang thé don dong thir hai duge danh déu bing chét dnh déu,
va insulin duoc xét nghiém bing k¥ thuat ELISA.

18. Chét phan {mg trong phuong phap xét nghiém insulin theo diém bt ky trong
s cac diém 11, 13, 14, va 15, trong d6 khang thé don dong tht nhéit dugc danh
dAu bing chét danh diu, khang thé don dong thir hai duge 6 dinh lén pha ran,

va insulin dugc xét nghiém béng k§ thuat ELISA hogc séc ky mién dich.
19. Phuong phép sang loc cac khang thé don dong bao gdm cac budc sau:
1) chon khéng thé phan tmg véi insulin, va

2) chon khang thé don dong phan g v6i insulin lién két v6i khang thé
duoc chon & bude 1) nhung khong phan mg véi insulin khong lién két véi

khang thé néu trén.
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[FIG. 1]
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[FIG. 2]

Insulin ngudi - khang thé 66221
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[FIG. 3]

Insulin ngudi - khing thé 66226
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[FIG. 4-1]

(a) Tién insulin - khing thé 66221
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(b) Insulin lispro - khéng thé 66221
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(c) Insulin aspart - khang thé 66221
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[FIG. 4-2]

(d) Insulin glargin - khang thé 66221
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(e) Insulin detemir - khidng thé 66221
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[FIG. 5-1]

(@) Tién insulin - khéng thé 66226
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(b) Insulin lispro - khéng thé 66226
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(c) Insulin aspart - Khing thé 66226
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[FIG. 5-2]

(d) Insulin glargin - khang thé 66226
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[FIG. 6]
Khing thé so cp - khang thé thir cip
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[FIG. 7]
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[FIG. 8]
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(a) Khang thé 66221 - insulin glulisin
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(b) Khéng thé 66226 - insulin glulisin
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[FIG. 9]
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[FIG. 10]
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