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LOI CAM ON

Trong thoi gian thuc hién nghién cizu nay tdi nhdn thdy minh la nguoi
thdt may mdn dwoc diu dat béi cac thay cd — cac hoc gid uyén bac trong cac
linh vuc nghién cuu.

Em mudn bay té su kinh trong va 161 cam on sdu sdc téi Phé gido su
tien si Pham Thién Ngoc va Phé gido su tién si Lé Quang Hudn - hai nguoi
thdy da luén sdn sang danh tat ca tm huyét va nguon luc cho hoc tro cua
minh la toi vi su thanh céng cua nghién cuzu.

Déi theo dé tai cua tdi tir nhitng ngay dau, chi bao va cho tdi rat nhiéu
y Kién qui bau dwoc diic két qua bao nam nghién ciru cua cd, thanh céng nay
cua toi ¢6 phdn giiip dé cia Gido sw tién si khoa hoc Phan Thi Phi Phi. Em
Xin guri dén cd 161 cdm on trdn trong va sau sdc.

Em ciing xin cam on Phé gido sw tién si Pham Ding Khoa — Chii nhiém
bé mon Sinh i bénh Mién dich, cung toan thé cac anh chj em trong bo mon.
Noi ddy la gia dinh thir hai em gan b6 va tieng bude truéng thanh.

Nghién citu nay c6 1é sé khdng hoan tat néu thiéu su hé tro ciia cdc co
s nghién citu, cac vién va rat nhiéu cac ca nhan lién quan. T6i xin tran trong
giri loi cam on dén cdc dong nghiép nghién cizu vién phong Cong nghé té bao
aéng vdt — Vién han 1am khoa hoc va cdng nghé Viét Nam, TS Nguyén Thé
Truwong — Phé truong khoa ngogi Bénh vién Hizu nghi Ha Ngi, TS Nguyén Th;
Phuong Ngoc — Truong khoa Hoéa sinh Bénh vién Hiu ngh; Ha Noi, ThS
Phwong Viét Trung — Truéng phong chi dgo tuyén Bénh vién Hitu ngh; Ha
Ngi, CN Nguyén Thu Ha — Khoa ngogi Bénh vién Hizu nghi Ha Ngi. CN Phan
Mai Hoa — B4 mdn Sinh i bénh- Mién dich trieong Pai hoc Y Ha néi.

Ha Noi, ngay 20 thang05 nam 2016
Dam Thi T4 Anh
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PAT VAN PE

Ung thu tuyén tién liét (UTTTL) duoc md ta lan dau tién nam 1853.
Nam 1890 nho tha that gdy mé ra doi, bénh lan dau tién duge diéu tri bing cat
tinh hoan, nhung hiéu qua khdng cao. Rat nhiéu cac thanh tyu khoa hoc da
duoc ap dung vao diéu tri UTTTL. Cac két qua nghién ciru da chiig minh hiéu
qua diéu tri UTTTL rat phu thudc vao thoi diém phét hién bénh. Véi nhiing
truong hop ung thu (UT) con & giai doan khu trd trong tuyén tién liét (TTL),
khoang 70- 85% bénh nhan séng dén 10 nam sau khi diéu tri triét de. Vi cac
truong hop u xam lan ngoai vé bao vi thé TTL, ty 1¢ séng sau 5 nim 1a 85%
va sau 10 nam 13 75%. Con véi nhitng trudng hop khdi u da xam 14n bao
tuyén lan rong, ty 1& song sau 5 nam giam xuéng 70% va 10 nam 1a 40%
[1].[2].[3]. Vi vay yéu cau chan doan sém ung thu néi chung hay UTTTL noi
riéng 1 rat quan trong.

Trudc day viéc chan doan UTTTL chi yéu dya vao cac biéu hién vé
lam sang nhu cac réi loan hay tic nghén duong niéu; Siéu &m va noi soi danh
gia tinh trang, kich thuéc cua tuyén tién liét; Phuong phap mo bénh hoc tai
cac mau mo sinh thiét TTL. Tat ca cac phuwong phap chan doan nay chi Xac
dinh duoc bénh khi khéi u da hinh thanh . Vi vay, phat hién bénh thuong 13 ¢
giai doan muon.

Hién nay, céng nghé dugc &p dung ngay cangnhiéu trong cac nghién
clru xac dinh co ché céc bénh ly khéi u. Cac nghién ctru da chieng minh té bao
4c tinh ctia TTL ciing nhu cac té bao ung thu néi chung duoc hinh thanh do su
tich lily va phat trién thong qua mot loat cac thay d6i vé cac yéu té di truyén,
cac bién d6i ndi bao, ngoai bao va yéu td di truyén ngoai gen dan dén sy gia
tang bat thuong cua té bao 4c tinh, su ting sinh mach, lan tranh apoptosis, va

di can dén cac co quan. Pong thoi cac nghién ctu ciing phat hién mot sé cac



phan tir mai: chi xuat hién trong cac té bao ung thu; mot s6 cac phan tir chi
duoc san xuét boi cac té bao ung thu; va mot sé phan tir dugc co thé san xuat
ra nhu mot phan tng véi khéi ung thu. Tat ca cac phan tir nay duoc goi 1a dau
an phan tir. Cac dau an phan tir c6 dic diém 1a cung cip cac thdng tin vé dic
tinh sinh hoc ciia khdi u va c6 thé dugc dinh tinh bang phuong phap md bénh
hoc, hoic ¢6 thé dinh luong duoc bang mot sé phuong phap sinh hoc phan tir
trong huyét thanh hoic cac dich sinh hoc. Viéc xac dinh céc dau an nay cho
phép chan doan som, dic hiéu bénh UTTTL.

Khang nguyén (KN) som ung thu tuyén tién liét (EPCA-2) 1a mot dau
an phan tr ¢a duoc cdng nhan 1a dic hiéu cho UTTTL. DAu 4n ndy ¢6 3 vi tri
khang nguyén da dugc biét rd trinh tu va c6 thé duoc phat hién & ca mo va
cac dich sinh hoc ciia bénh nhan UTTTL bang khang thé (KT) dic hiéu.
EPCA-2 con dugc chang minh 1a xuat hién sém 2 nam truéc khi c6 cac biéu
hién & mé bénh hoc, ddng thoi sir dung KT xac dinh EPCA-2 trong mau cho
phép chén doan UTTTL véi do nhay 13 92% d6 dic hiéu 1 94% [41,[5],[6].

Str dung khang thédic hiéu dé phat hién cac dau an ung thu tai mé va
cac dich sinh hoc c6 gié tri som trong cac phuong phap chan doan. Bong thoi,
nhiéu nghién cau con st dung khang thé nhu mot chat dan duong cho cac
thudc chéng ung thu dén dung cac té bao ung thu can tiéu diét, han ché tac
dung khdng mong muén trén té bao lanh. Ung dung khang thé trong chan
doan va diéu tri 1a nhitng linh vuc dang ngay cang dugc phat trién hoan thién
dé 6 thé tng dung rong rai.

Pé tai nghién ciru nay duoc thuc hién véi 2 muc tiéu:

1. Tao khang thé ddgc higu khang nguyén tai té hgp EPCA-2.

2. Ddnh gid khd nang #ng dung khang thé dac higu khang EPCA-2

trong chdn dodn ung thw tuyén tién ligt.



CHUONG 1
TONG QUAN

1.1. PAI CUONG VE UNG THU TUYEN TIEN LIET

Ung thu tuyén tién liét 12 nguyén nhan gay tir vong dung hang tht hai
trong cac bénh ung thu & nam gidi [7],[8]. Thuc té da cho thdy UTTTL c6 thé
diéu tri khoi hoan toan néu dugc phéat hién sém. Tuy nhién, giéng nhu moi
ung thu, c4c triéu chung 1am sang cua bénh thuong chi xuat hién khi ung thu
da ¢ giai doan muon, day chinh 1a nguyén nhan gay that bai trong diéu tri va
dan toi tir vong caa UTTLT [1],[2].[3].

1.1.1. Tinh hinh ung thw tuyén lién liét trén thé giéi

Theo cong bb caa T6 chic Y té thé gidi, tinh dén hét ndm 2012 trén
toan thé gigi co khoang 1.111.689 ngudi mac UTTTL, 307.481 nguoi da tir
vong Vi bénh [7],[8]. Bénh c6 ty Ié mac cao nhit & cac nudc cd nén kinh té
phat trién. Theo wdc tinh hién nay c6 khoang 913.000 dan éng da dugc chan
doan UTTTL ¢ Uc, Niu di 1an, Tay Au, Bac Au, va Biac My. Bénh c6 sy phan
bd rong & nhitng nude nay 1a do ¢ day viéc sir dung thir nghiém PSA va sinh
thiét trong chan doan UTTTL rat pho bién. Chi tinh riéng Chau Au di co
338.000 dan ong duoc chan doan UTTTL niam 2008. Trong d6 ty 1& mac thap
nhat & cac ving Pong va Nam Au, va cao nhat & Bac va Tay Au [9].Theo
thong ké caa Hiép hoi ung thu MY, nam 2015 & My da c6 khoang 220.800
ngudi mac UTTTL méi va 158.040 ngudi da chét vi UTTTL [10]. Ty Ié mac
UTTTL c6 su khac nhau dang ké gitta cac chung toc. Ty 1&é mac cao nhat ¢
ngudi My da den va thap nhat & ngudi My goc A. Trong 5 nam (2001-2005) ty
16 mic UTTTL ¢ nhimg ngudi da den cao nhat 249 nguoi trén 100.000, & toc
nguoi da trang 1a 157 nguai trén 100.000 va thap nhat & nhitng ngudi My géc A
1a 94 ngudi trén 100.000 [11].



Ty 1& mac UTTTL nhin chung tang nhanh theo tudi hon so véi bat ky loai
ung thu nao khac. Xu hudng mic bénh ngay cang tang (tir nam tir 2001 dén
2008 ty 1& mac tang tir 32,624 ngudi 18n 37,051). Ty 1& bénh c6 méi lién quan
rd rang vai tudi. Trong tong sb cac truong hop c6 bénh ¢ dan éng Anh trén 65
tudi co toi 3/4 1a UTTTL, con & kaa tudi tir 70-74 thi UTTTL chiém da s6
[12],[13],[14]. Pan ong M¥ v&i tudi dudi 65 c6 57 ca trén 100.000, con Véi
tuoi trén 65 sé mac UTTTL ting dén 975 ca tinh trén 100.000. Ty 1& chét do
UTTTL ¢ dan 6ng M¥ trén 65 tudi hang nam 1a 245 nguoi trén 100.000 [15].
1.1.2. Tinh hinh ung thw tuyén tién liét tai Viét Nam

Viét Nam tuy nam trong sé cac nudc 6 ty 18 UTTTL khong cao. Nhung
theo woc tinh cua T chuc y té thé gidi s6 lugng mac UTTTL & Viét Nam hét
nam 2012 1 khoang 1275 nguoi. Trong d6 s6 tir vong khoang 872 nguoi [7],[8].
Mot nghién ctru trong nudc cua Nguyén Vin Hung trén 633 bénh nhan da duoc
phau thuat TTL. Két qua mo bénh hoccho thay ty I¢ UTTTL duoc phéat hién 1a
7,9 % [16]. Trong d6 chu yéu gap 1a dang ung thu biéu md tuyén biét hoa cao
(95,2%) [17].0 mot nghién ciu khéac cong bd nam 2010, Vit Lé Chuyén sang loc
UTTTL cho 408 ngudi tai bénh vién Binh Dan- Thanh phé H6 Chi Minh c6 87
ngudi (21,3%) da duoc tién hanh sinh thiét dya trén mac PSA huyét thanh va két
qua siéu am tryc trang. C6 10 nguoi trong s6 do (2,5%) duoc chan doan 1a
UTTTL, va nhiing nguoi ndy cha yéu cé diém Gleason tir 5 t6i 7 va bénh ¢ giai
doan som [18].

Ngoai ra, theo s6 liéu thong ké vé s6 luong bénh nhan di duoc chian doan
UTTTL nam 2010 cua phong hanh chinh tong hop cac bénh vién: Bénh vién Viét
Pic dd mo 1a 56 ca, Vién K trung wong 1a 38 ca, Khoa u buéu bénh vién Bach
Mai 12 20 ca, va Bénh vién u buéu Ha Noi nam 2010 c6 16 ca d3 duoc chan doan
va diéu tri UTTTL. Qua cac con sb thdng ké co thé thay tuy ty 1é mac UTTTL &



Viét nam khong cao, nhung 1a bénh dic thu chi caa nam gigi, nén bénh van dang
hang thir ba trong cac nguyén nhan gay chét do ung thu & nam.
1.1.3. Yéu cau trong chan don va diéu tri UTTTL

Véi su hiéu biét ngay cang sau vé co ché phan ta, qua trinh bénh sinh,
co ché di cin cia UTTTL d3 mang lai nhitng tién bo trong viéc chan doan
cling nhu hoan thién thanh céng cac phuong thirc diéu tri UTTTL. Trudc day
viéc chan doan UTTTL cha yéu dwa vao cac biéu hién vé: Lam sang nhu cac
réi loan hay tac nghén duong niéu; Siéu am va noi soi danh gia tinh trang,
kich thugc cua tuyén tién liét; Phuong phap moé bénh hoc tai cac mau mo sinh
thiét TTL. Nhin chung cac ki thuat st dung trong cac phuwong phap chan doan
co dién khong tim dén tryc tiép cac té bao bi ung thu vi vay khdng chan doan
dac hiéu ¢ giai doan som. Ngay nay, véi viéc tang cuong ap dung cong nghé
trong xac dinh co ché cac bénh ly khéi u, cac nghién ciru da chiing minh té
bao 4c tinh cua TTL ciling nhu cac té bao ung thu noéi chung duoc hinh thanh
do sy tich lity va phat trién thdng qua mét loat cac thay doi vé cac yéu té di
truyén, cac bién doi noi bao, ngoai bao va yéu tb di truyén ngoai gen dan dén
su gia ting bat thuong cua té bao &c tinh, sy ting sinh mach, lan tranh
apoptosis, va di cin dén cac co quan. Pong thoi cac nghién ciru cling phat
hién mot s6 cac phan ti méi chi hién dién trong céc té bao ung thu; Mot sb
cac phan tir moi dugc san xuat bai cac té bao ung thu; Va mot so phan ta
dugc co thé san xuat ra nhu mot phan @ng véi khdi ung thu. Tat ca cac phan
tr nay dugc goi 1a dau an sinh hoc hoic dau an khdi u. Viée xac dinh cac dau
an nay cho phép chan doan sém, dic hiéu bénh UTTTL.

Cac dau an phan tir co dic diém la cung cap céc théng tin vé dic tinh
sinh hoc cuia khéi u va c6 thé dugc dinh tinh bang phuong phap mé bénh hoc
tai khdi u, hoic c6 thé dinh luong duoc bang mot sé phuong phap khac trong
huyét thanh hoic céc dich sinh hoc [19].



Vi vay, c4c yau cau hién nay dbi véi UTTTL Ia bénh phai duoc chan doan
sém va chinh xéac. Cac bién phap diéu tri phai dat 2 muc tiéu: (1) Logi bé sém va
triét dé cac té bao ung thu (2) Khéng gdy anh hurong céc té bao lanh tinh.

1.2. CAC HIEU BIET VE CHAN POAN UNG THU TUYEN TIEN LIET

1.2.1. Cac phwong phap truyén théng chan doan UTTTL
1.2.1.1.Chdn dodn Iam sang UTTTL

UTTTL chia lam 2 thé 1am sang: Thé tiém tang chua biéu hién triéu
chung va thé ¢ triéu chiing 1am sang.

> Thé tiém tang: Thuong dién bién tham ling kéo dai 5 dén 10 nim,
biéu hién nghéo nan. Bénh thudng duoc chan doan tinh cd qua thim truc
trang thay khoi bat thuong & TTL, PSA tang > 10 ng/mL hoic chan doan qua
két qua mod bénh hoc sau mé nai soi cit u, md bdc u.

> Thé c6 triéu chung 1am sang:

- Co nang: triéu chiing sém la cac rdi loan tiéu tién voi cac mac do
khac nhau khién bénh nhan khé chiu va phai di kham. Biéu hién muén khi
da xuat hién céc triéu chang cua ung thu di can nhu: Tiéu mau, xuat tinh ra
mau, dau nhtrc xwong, phu chan, liét 2 chan, dai tiéu tién khong tu cha, ho,
khé tho, dau nguc ...

- Toan than: Mét moi, gay sat can, kém an, thiéu mau, hach ngoai vi...

- Thuc thé: Kham thiy cac triéu ching cua tic nghén duong tiéu.

Tham tryc trang: Dién hinh la thay TTL ¢6 mot ton thuong cung, khdng
ddng déu, khong dau, ton thuong tai tuyén hay da vuot khoi tuyén, mat tinh

dbi xang cua tuyén, kém di dong so véi to chic xung quanh.



1.2.1.2. Cdc tham do cgn lam sang
» Chdn dodn hinh anh

- Siéu Am 6 bung: Cho phép danh gia TTL vé kich thudc, khdi lugng, do can
am, cac nhan bat thuong; bang quang; than- niéu quan. ..

- Siéu am qua trec trang (SAQTT): Phat hién cac ton thuong khu tra
giam am khong dong nhat so véi nhu mé lanh xung quanh, chi khoang 1%
UTTTL la ting am. Mat ranh gidi gitra trong va ngoai tuyén, dau hiéu xam lan
tang 1an can [16]. Theo nghién ciu cua L& Ngoc Bang nam 2005 (n= 53) véi
phuong phap siéu &m qua tryc trang (SAQTT), UTTTL duoc chan doan véi
do nhay la 56,5% va d¢ dac hiéu 1a 76,7%. Nhin chung cac phuong phap siéu
am déu rat phy thudc vao chi quan cia nguoi 1am ki thuat nén phuong phap
nay duoc khuyén céo sir dung trong kiém tra hinh thai caa hé niéu [20].

- Sinh thiét va lam xét nghiém mé bénh hoc TTL la xét nghiém cé gia tri
nhat dé chan doan UTTTL vai gié tri chan doan ding t&i 96,2% va con gilp
phan loai md bénh hoc [20]. Tuy nhién, viéc chan doan phan biét vé hinh thai
gitra ton thwong lanh tinh va ac tinh kha phac tap rat d& gay nham 1an do
nhitng ton thuong lanh tinh giéng ung thu, c6 cing d6 tudi voi ung thu va
khong hé cd dau hiéu 1am sang dic trung dé nhan biét [21]. Phuong phap sinh
thiét va lam xét nghiém mé bénh hoc thuong chi duoc thyc hién ¢ bénh nhan
da mo diéu tri.

- Gigi phdu bénh hoc UTTTL

Mot s6 ton thuong tién ung thu:

+ Tan san ndi biéu md tuyén tién liét (PIN).

Ton thuong gom 2 loai: PIN d6 cao (High-grade PIN) va PIN d6 thap
(Low-grade PIN). Céc ton thuong ctiia PIN d6 cao c6 thé pha hay Iép mang
day nhung chua xam nhap I6p mé dém, PIN do thip khong dugc dua vao
chan doan do khong thé phan biét dugc voi md TTL lanh tinh [22]. Mot sé tac



gia cho rang PIN la giai doan dau trong qua trinh phét trién UTTTL nhung tan
s6 cua sy chuyén bién nay ciing nhu khoang céch gitra hai qua trinh 13 chuwa
duogc biét. PIN tao nén mot ung thu biéu md tai chd nhung ching ta khong
biét duoc liéu n6 cb tré nén xam nhap hay di can khong va khi nao [23]. Vi
vay PIN can duoc theo ddi dé phat hién sém ung thu xam nhap bang siéu am,
xét nghiém PSA dinh ky va sinh thiét Iap lai.

+ Ung thu biéu mé tuyén

UTTTL hau hét 1a ung thu biéu mo tuyén Adenocarcinoma chiém > 95%.
+ Nhiing loai khac rat hiém:Ung thu biéu md chuyén tiép, ung thu biéu mo
than kinh noi tiét, ung thu t6 chiic dém gdm: Rabdomyosarcom va
Leiomysarcom.

Theo Nguyén Vin Hung, bang phan loai md bénh hoc cua Young va
cong sy nam 2000 d bo sung nhitng thiéu sét cua bang phan loai TNM va
Cabanne [21].

Phdn dé md hoc theo Gleason:Duoc sir dung phé bién nhit dya trén cau
trdc té bao véi mirc do ac tinh (grading) Gleason chia ra 5 d6 biét hda, tir mot
cau trlc rat biét hoa (do 1) dén mot cau trdc khong biét hoa (4o 5).

- Do 1: Ung thu biéu mo rat biét hda, khéi u dugc cau tao tir nhitng tuyén
tron hay bau duc, nhém lai thanh ting khéi, gici han rd.

- Do 2: Ung thu biéu mo twong ddi biét hda, khdi u duoc tao nén tur
nhitng tuyén tron hoic bau duc,gidi han kém rd hon.

- D¢ 3: Ung thu biéu mé biét hoa trung binh, khéi u dugc tao thanh tur
nhitng tuyén dang biét hoa da dang, khéi u gisi han kém, c6 xam nhap ra
ngoai tuyén.

- P9 4: Ung thu biéu md kém biét hoa, u 1a khéi da nhan giéi han kémva

c6 thé c6 nhiing khdi u hiém gap cua té bao gia than.



- Do 5: Ung thu biéu md khdng biét hda, khéi u dugc tao thanh tir nhiing
day hoic nhiing té bao don doc, su tao thanh tuyén rat it.

Po Gleason dugc tinh bang cach cong cac do biét hda caa 2 mau bénh
pham dai dién nhat vi vay Gleason tir 2 dén 10 diém. Pay 1a phan d6 md hoc
UTTTL st dung phé bién hién nay.
1.Tuyén céu triic ddng nhat

-
P

2. Gitra c4c té bao ngan cach boi mot 16p chat

dém rat mong

, BT 3 3. Phan cach bai 16p dém day, tuyén dang biét

hoa da dang
4. Khéi té bao tang sinh, cau trdc tuyén it
5. Xam nhap 16p dém 16n, khéi u tao day té

bao, cau trlc tuyén 1a tdi thiéu.

Hinh 1.1: Phan do md hoc theo Gleason

- Chup céng hwong tir, cat 16p vi tinh: Chi cho biét kich thudc, trong
luong TTL, danh gia mirc do xam lan, di can ctua khdi u TTL. CAc ton thuong
phdi hop cia cac co quan trong 6 bung.

- Ngi soi bang quang- niéu dao: Chi dé tim kiém cac thuong ton ¢ bang
quang, TTL...

- Chup xa hinh xwong: Cho phép danh gia mic d9, kha nang di can
xuong cua UTTTL
% Chan dodn bang dau an sinh hoc

PSA lan dau tién duoc tim thay trong tinh dich boi Hara va cong su vao

nam 1971. Nam 1979, Wang va cong su phan lap duoc PSA tir to chirc TTL
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bang ky thuat mién dich. Va nam 1980, Kuriyama va cong su da dinh luong
dugc PSA trong huyét thanh.

Trong tuyén tién liét, PSA duoc tiét truc tiép vao cac éng tuyén. Binh
thuong chi mot luong rat nho cia PSA thoat duoc vao hé tuan hoan. Trong
UTTTL, cau trdc md hoc bi pha v&, PSA dugc tiét truc tiép vao khoang gian
bao, di thang vao hé tuan hoan. Do d6 trong UTTTL, nong d6 PSA huyét
thanh thuong ting cao c6 thé gap 10 l1an so vi mo tuyén ting sinh lanh tinh
[24]. Tuy nhién theo Thompson trong sé 2950 nam gidi (tudi tir 62 toi 91) c6
PSA huyét thanh< 4 ng/mL thi c6 449 nguoi (chiém 15,2%) dugc chan doan
UTTTL. Nghién ctu cua Catalon va cong su trén 6.630 bénh nhan, nhan thay
trong s6 bénh nhan c6 ting PSA trén 4 ng/mL c6 hon 80% bénh nhan c6 gia tri
PSA huyét thanh nam trong khoang 4- 10 ng/mL [25] khoang 2/3 céc truong hop
két qua sinh thiét TTL lanh tinh. Cac cong b nay ching to PSA huyét thanh khéng
dac hiéu cho UTTTL. Vi vay, Cho dn nay, gia tri binh thuong cua PSA huyét
thanh van chua that su théng nhat. C4c nghién cau con cho thay sy thay d6i nong
d6 PSA huyét thanh khong chi do UTTTL ma con c6 thé do viém, chan thuong
hoc tang sinh lanh tinh ctia TTL hogcdo ding mét sé thuoc[26],[271,[28],[29],[30].
PSA chi dac hiéu cho TTL khéng dac hiéu cho UTTTL.

1.2.2. C4c hiéu biét méi trong chan doan va diéu tri UTTTL
1.2.2.1. Cac nghién cizu méi trong chdn dodn UTTTL

UTTTL ban dau 1a mot té bao don 1é cua TTL bi mac 16i. Thong thuong
cac té bao co 15i di truyén trong co thé déu bi phat hién va duoc sira chira cac
sai sot cia DNA. Néu céc 15i khong sira chita duoc cac té bao mang 16i phai
chét theo chuong trinh (Apoptosis). Trong trudng hop mot té bao co 16i khong
chiu chét di va khong duoc stra chita ma bat ¢au phan chia khdng c6 su kiém

soat d6 1a bit dau cua ung thu.
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O tuyén tién liét khi c6 nhitng té bao vai DNA bi bién doi phét trién véi
s6 lugng vuot ra khoi sy kiém soét ciia co thé, d6 chinh 1a ldc UTTTL bat dau.
UTTTL xay ra khi nhitng té bao ac tinh duoc tao thanh va nhan rong trong
tuyén. Ngay nay nguoi ta biét rd rang cac nguyén nhan caa UTTTL Ia su
tuong tac ctia ba nhdm tac nhan: Di truyén, 16i séng va moi trudng. Cac nhom
nguy@n nhan cu thé da duoc cong nhan d6 1a: tudi cao, yéu tb gia dinh, ché do
an nhiéu thit, m& dong vat, thiéu sinh t6 D. UTTTL du do nguyén nhan nao
cling ¢6 biéu hién 1a cac bién doi gen. Céc bién d6i gen nay chi khi da du I6n
vé s6 luong mai o thé phat hién duoc bang cac phuong phap chan doan hinh
anh, md bénh hoc, tham kham truc tiép hay muon nhat do 1a cac biéu hién trén
lam sang. Vi vay chan doan sém UTTTL bang cac phuong phap co dién rat
kho khan. Biéu nay dd huéng cac nha khoa hoc tim dén cac phuong phap chan
doan dac hiéu va sdm cho UTTTL.
< Siéu am cat 16p

Siéu &m cat 16p (ULT) 1a phuong chan doan hinh anh hién dai. Phuong
phap nay van dung su tuong tac ctia cac nguyén ly vat 1y khac nhau nhu cac
hinh anh thu duoc tir siéu am cho biét tinh ning ctia mot mod co quan két hop
cung hinh anh cua mé co quan bang tac dung chup nhiéu lat cit cua CT.
Trong phuong phap ndy cac dit liéu siéu am dugc thu nhan két hop hinh anh
CT. Sau do, toan bo cac thong tin dugc su Iy roi dung hinh mé phong tir cac
thong tin thu duoc [31]. Bang phuong phap nay cac nha 1am sang (dic biét 1a
ngoai khoa) c6 thé c6 mot ban copy cua to chirc, co quan can chan doan, diéu

tri bang plastic c6 kich thuéc va ciu tric gibng nhu trong thyc té.
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a lllumination b Detection

Ultrasonic
detectors

Hinh 1.2: M6 ta nguyén Iy hogat déng cia siéu am cat lép (Nature
MethodsISSN 1548-7091)

Mot nghién ciru da sir dung phuong phap nay dé cai thién tinh chinh
xé&c cua hinh anh tai tao tuyén tién liét & nguoi. Phuong phap nay dat dugc ba
noi dung: (1) Tai tao lai tuyén tién liét caa bénh nhan; ( 2) Phan chia duoc cac
khu vuc tuyén tién liét dé tim kiém cac bat thuong trong khu vuc; (3) Phét
hién cac bat thuong vé hinh thai dé cai thién chan doan. Nghién ctru da chung
minh phuong phap nay c6 thé tham do vé hinh thai voi nhiéu 16p mo véi do

bao phu cua hinh anh tai cac vi tri 12 100% va tinh chinh xéac vé quang hoc la
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95% [32]. Phuong phép sién am cét 16p hién van dang tiép tuc duoc nghién
ctru va thtr nghiém trude khi dua vao ng dung rong réi trén 1am sang.
s PET/CT

Chup cit 16p phat xa positron (PET/CT) 1a mot hinh thirc chan doan
bang hinh anh cac chuyén héa sinh hoc hoic chic ning trong co thé & muirc do
té bao. DPay la diém khac biét so v6i cac thiét bi chan doan nhu cong hudng tir
(MRI) hay chyp ct 16p dién toan (CT). Cac phuong phap chan doan hinh anh
trudc day thuong chi nhan di¢n cac bénh 1y va giai doan bénh qua viéc phat
hién ciu triic hay nhiing thay ddi vé t6 chtic ctia co thé. Nhitng chuyén hoa
bat thuong trong co thé thudng xay ra sém hon so v6i cac thay doi vé ciu
tric, vi thé chan doan hinh anh bang PET cho phép phat hién sém phan 16n
cac bénh canh ung thu va danh gia mirc d6 di cin cua ung thu trong co thé
mot cach chinh xac hon so véi cac thiét bi chan doan hinh anh thong thuong
nhu cong hudng tir (MRI) va chup cit 16p dién toan (CT scans). Chan doan
hinh anh bang PET hiéu qua hon trong viéc x4c dinh giai doan va kha ning tai
phat cling nhu danh gia cac dap ung d6i voi diéu tri ctia co thé.

Véi sy tién bo cua khoa hoc k¥ thuat, cac thiét bi chan doan hinh anh
hop nhat thé hé thir 2 cho phép két hop hai hé théng hinh anh PET va CT.
Piéu nay giup cho cac bac si co thé co dugc nhitng thong tin vé chuyén hoa
va cAu trac lién quan dén can bénh chi v6i mot hinh anh PET/CT 64 1at cat.
H¢ théng chup anh PET/CT hién dai véi ky thuat “Time-0f-Flight” cho hinh
anh c6 do nhay cao, giam bét lidu lugng phong xa, thoi gian chup ngin. Nhu
vay mot hinh anh PET/CT c6 thé thay thé nhiéu phép chan doan hinh anh y
khoa khac chi voi mot 1an chup [33].
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Hinh 1.3: Hinh dnh ung thw tuyén tién liét chup PET/CT

Mot thube hién dang dugc nghién ctru ung dung nhiéu nhét trong ki
thuat PET/CT & cac bénh nhan UTTTL la 11C-Choline. PET 11C-choline /
CT di duoc chimg minh 1a c6 kha ning du doan thoi gian séng thém ¢ nhimg
bénh nhan UTTTL bi suy giam céc chirc ning sinh hoa sau diéu tri ndi tiét t6
androgen [34].

% Cé&c ddu dn sinh hoc trong huyét thanh

DAau an sinh hoc trong huyét thanh 1a cac phan tir dugc san xuat bai cac
té bao binh thuong, té bao bat thuong va do phan tng caa co thé véi ung thu.
Cac phan tr nay lwu hanh trong huyét thanh, huyét twong va cac dich sinh hoc
ctia co thé vi vy cd thé duoc xac dinh bang cac xét nghiém. Nhiéu cac dau an
trong huyét thanh da duoc tng dung va cé gia tri 1am sang tét trong chan doan
va chan doan giai doan cua UTTTL.
> Khang nguyén sém ung thu tuyén tién liét (EPCA).

Ung thu noi chung, UTTTL néi riéngdéu do nhitng bién d6i bat thuong
gen cua co thé dan dén mat sy kiém soat qua trinh phan chia té bao cua mot
md co quan, Vi vay tat yéu s& c6 su xuat hién céc san pham cua céc bién doi

gen trong co thé. Van dé dat ra 1a cac xét nghiém phai tim thay san pham dac
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trung cho nhirng bién doi gen ¢ céc té bao cua UTTTL. Diéu nay da hudng
cac nha khoa hoc tim dén cac dau an sinh hoc dic hiéu cho méTTL ung thu.

Dau tién, cac nghién cau phat hién thiy & cac té bao binh thudng c6
nhitng loai protein cd thé duoc tach ra véi sb luong it tir chat nén trong nhan,
vi vay chung duoc dat tén la cdc NMP (Nuclear matrix protein).

Tir cac nghién ciu proteomic vé cac protein trong té bao, nam1991, 1an
dau tién Getzenberg va cong su da tim thay mét loai protein chat nén nhan co
trong mo TTL cua chudt ung thu ma khong co trong mé TTL ctia chudt binh
thuong. Ong dat tén protein nay I khang nguyén UTTTL sém (EPCA).
EPCA c6 trong luong phan tir khoang 40kDa, c6 mang phan 16n cac dic diém
cua céac protein nén. Nhung EPCA khac voi cac NMP & giai doan trudc ¢ chd,
NMP la protein binh thuong ludn cé trong chat nén ¢ sau bén trong nhan té
bao, con EPCA Ia protein chi ton tai trong nhan cua té bao UTTTL vé&i mot
lwong nho. Ngoai ra, EPCA con duoc tim thiy & bén ngoai cia nhan té bao,
dic biét trong té bao chat va mang té bao ung thu ctia TTL [35]. Nhu vay, so
véi cac NMP, su biéu hién ciia EPCA 1a dic higu hon cho céc té bao UTTTL.

Sau do, protein ndy ciing tim thay trong cac ton thuong tién UTTTL, dic
biét trong tan san noi biéu md TTL (PIN).

Cho dén nay cac nha khoa hoc con ching minh su ting EPCA huyét
thanh & nhitng bénh nhan UTTTL c6 sinh thiét lan dau &m tinh gitp du béo
UTTTL ¢ giai doan khu tri hay da xam lan, di can [35].

Thang 4 nam 2007, lan dau tién Leman, Getzenberg va cong su da xéac
dinh chinh x4c mot protein khac ciing xuét hién trong nhan cua té bao UTTTL
Vv6i luong nho ma khong cé trong nhan caa té bao TTL binh thuong, d6 1a
EPCA-2 [36]. EPCA-2 khdng c6 lién quan vai EPCA. Tén cua cac loai khang
nguyén nay la do lich str phat hién ra chdng. EPCA la protein khang nguyén
UTTTL sém phat hién dau tién con EPCA-2 1 protein khang nguyén UTTTL
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sém phat hién tha hai. EPCA-2 ciing dugc tim thiy & nhitng nguoi sinh thiét
ban dau 14 lanh tinh nhung sau d6 duoc chan doan UTTTL [36].

EPCA-2 v6i mot dic diém quan trong 13 protein nay chi ting manh ¢ té bao
4c tinh TTL vi vay n6 rat dic trung cho UTTTL. Géan day, protein nay di dugc dé
Xuat 1a mot dau an sinh hoc méi trong t6n thuong ac tinh cua TTL[37].

EPCA-2 la protein c6 trong lugng khoang 30 kDa. EPCA-2 c6 nhiéu
phan doan peptid khac nhau vai chiéu dai khoang 5 dén 15 acid amin. EPCA-
2 trong tu nhién hoic bat ky doan peptid ndo cua ching, déu c6 day du cac
hoat tinh sinh hoc hay tinh sinh mién dich dé c6 thé tao ra mot dap tng mién
dich dac hiéu voi khang thé. Hién nay, cac nha khoa hoc di cong bd 3 doan
peptid dugc cho la 3 epitop cia EPCA-2 d6 1a doan EPCA-2.22, EPCA-2.19
va EPCA-2.4 [6],[371,[5].

Bangl.1: Trinh tx acid amin ba epitop cua EPCA-2 [5]

. Solugng| _ o X L
Epitop cua " Trinh tu acid amin Trinh tu acid amin
aci . e
EPCA-2 ) (viet tat 1 char céi) (viet tat 3 char cai)
amin
EPCA-2.22 11 |VIQPYPNFYMV Val-lle-GIn-Pro-Tyr-Pro-Asn-Phe-Tyr-
Met-Val
EPCA-2.19 7 FAQDNDL Phe-Ala-GIn-Asp-Asn-Asp-Leu
EPCA-2.4 6 SFGQVK Ser-Phe-Gly-GIn-Val-Lys

Nam 2009, Getzenberg dugc cap bang sang ché cho nhitng nghién ctru vé
gia tri chan doan UTTTL ctua EPCA-2 [37]. Khang nguyén sém ung thu tuyén
tién liét (EPCA-2) 1a mot protein xudt hién trong chat nén nhan té bao TTL bj
ung thu [36],[37]. EPCA-2 ting ¢ té bao TTL bi ung thu va t6 chic xung
quanh nhung khong xuét hién & cac moé TTL binh thudng ciing nhu & mo bénh
nhan u phi dai lanh tinh TTL [5]. Thuc té 14m sang dd ching minh EPCA-2 1
mét diu an sinh hoc rat nhiéu trién vong trong UTTTL béi do nhay va do dac

hiéu cua xét nghiém nady rat cao. Cac nghién ctru con cho thdy EPCA-2 c6
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biéu hién v6i mirc d cao co6 y nghia & cac mdé UTTTL c6 sam lan so véi
khong c6 xam l4n, diéu nay hudng dén viéc st dung EPCA dé du doan su
xuat hién, mic do x4m 14n va theo ddi sy tién trién ctia bénh. Theo mot nghién
clru trén cac bénh nhan ¢ két qua sinh thiét ban dau déu Am tinh, di co t6i
75% cac trudng hop c6 EPCA-2 duong tinhva tién trién thanh ung thu 5 nim
sau do[5]. Pang chii y, EPCA-2cOn duoc phat hién trong tuyén tién liét
ctia nhitng nguoi nay it nhat hai nim trudc khi cod cac biéu hién hinh thai
hoc cua ung thu. Nhu vay sy hién dién cua EPCA-2 1a dac hi¢u voi UTTTL o
giai doan rat som. Vi vay, viéc dung KT dic hiéu véi EPCA-2 s& gitip phat
hién su c6 mat cua EPCA-2 qua d6 chan doan sdém UTTTL. Tur cac két qua
nay dd mé ra mot huéng nghién ctru méi trong chan doan sém UTTTL.

Bang phan ung két hop KN-KT, nguoi ta c6 thé sit dung KTdac higu véi
EPCA dé xé4c dinh su c¢6 mit cia EPCA-2 & cic mo, huyét thanh hay cac dich
sinh hoc ctia bénh nhan UTTTL. KT nay con c6 thé giup cho viéc dy doan
muc d6 va nguy co hinh thanh ung thu va nguy co di can cia UTTTL [38].
Céc nghién ctru cting da xac dinh EPCA-2 khong chi c6 ¢ mo6 TTL ung thu
ma con xuat hién véi ndng cao trong mau bénh nhan UTTTL. Nong do biéu
hién cia EPCA c6 su khéac biét giita nguoi co khdi u con khu trai va nguoi da
c6 di can. Vi vy mirc d6 biéu hién cia EPCA cho phép phan biét giita bénh
nhan UTTTL c¢6 khéi u con khu tra trong tuyén vanhiing ngudi khdi u
d3 lan ra ngoai tuyén. Trong mot nghién ctru ctia Getzenberg khi do nong do
EPCA-2 & 330 dan ong, két qua xac dinh EPCA-2 chinh xéac t&i 90% cho nhing
nguoi dan ong bi UTTTL con khu trava 98% nhimg ngudi c6 khéi u da lan ra
ngoai tuyén. CAc thir nghiém nay am tinh & 97% nhiing nguoi dan 6ngkhong
UTTTL. Cic nha khoa hoc tin rang EPCA-2c6dd nhayrat cao vadic
hiéu cho UTTTL va cho phép xac dinh dugc bénh khi con ¢ dang vét vai do
chinh xac t&1 94% [39].Mot nghién ctru khac s dung phuong phap ELISA
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x&c dinh ndong d6 EPCA trong huyét thanh 449 bénh nhan di dugc phau thuat
cit bo TTL do phi dai so sanh voi 112 nam gi6i khoe manh. V&i ngudng
cutoff 10ng/ml, két qua cho thdy 100% nhimg ngudi dan 6ng khoe
manh khéng thdy EPCA-2 trong huyét thanh con ¢ nhitng nam gigi UTTTL
phuong phap ELISA da xac dinh dang véi @6 dac hiéu 98% va do nhay 100%
( EPCA huyét thanh ¢ bénh nhan UTTTL so vé&i nhitng ngudi khdng UTTTL
va nguoi khoe manh 1an lugt 13 17,63+ 2,42 ng/ml so véi 5,58 + 1,61 ng/ml
va 4,95 * 1,43 ng/ml, p <0,001) [5],[40]. Nghién ctru két luan: c6 thé sir dung
EPCA-2 nhu mét ddu 4n sinh hoc huyét thanh c6 d§ nhay cao dé chan doan
som UTTTL [38]. Pong thoi khi sir dung KT dic hiéu EPCA dé nhuém cho
két qua duong tinh & cac mau sinh thiét tai thoi diém ma két qua mo bénh hoc
am tinh véi UTTTL nhung 5 nam sau d6 chinh cac bénh nhan nay méi dugc
chan doan UTTTL [5]. Nham lam sang to liéu khang thé dic hiéu EPCA-2 c6
thé 4p dung trong mot xét nghiém mién dich dé xac dinh su c6 mit ctia EPCA-
2 trong huyét twong khong. Da dan dén sy ra doi cua cac nghién ctu sir dung
KT dic hiéucho chan doan sém UTTTL trén 1am sang. Nguoi ta st dung
phuong phap ELISAdinh lugng EPCA trong huyét twong ctia 46 nguoi, bao gdom
cac nhom: nhom bénh nhan UTTTL,nhdom ngudi khoe manh, nhdm bénh nhan
ung thu khac, nhém bénh nhan bi chan thuong day séng, va nhiing bénh nhéan
bi viém tuyén tién liét (gia tri ngudng Xac dinh 1,7 hap thu & 450 nm). Két
qua cho théy chi co6 cac bénh nhan UTTTL c6 sy hién dién cia EPCA &
trén ngudng 1,7. Cac phan tich thong ké ciingchi ramét sy khac biét dang
ké trongmirc do biéu hién EPCA giita cic bénh nhan UTTTL va cac
nhom khéc, dic biétla véi nhom nguoi binh thuong (p<0.0001). Do
nhay cua xétnghiém dung KT didc hi€u xac dinh EPCA-2 cho bénh nhan
UTTTLI& 92%, d6 dac hiéu 1a 94%. Do dac hiéu cua nhom nguoi khoe manh la

100%. Nghién ctru nay cang cho thay viéc ding KT dic hiéu xic dinh sy c6
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mit cia EPCA trong mau dé chan doan sém UTTTL la hoan toan c6 co s&
[38],[40].
> Khang nguyén té bao gac tién than cua tuyén tién liét.

Khang nguyén té bao géc tién than cua tuyén tién liét (PSCA) la mot
glycosylphosphatidylinositol-anchored glycoprotein dac hi¢u TTL. PSCA
biéu hién rat manh trong khoang 85% bénh nhan UTTTL va mic d6 biéu hién
nay c6 méi lién quan voi diém Gleason, giai doan, tinh trang tién trién trén
lam sang va su di can tai xuwong, gan, hach lympho. Phén ti glycoprotein nay
biéu hién & khoang 73% cac trudng hop PIN do cao va 22% céac truong hop
PIN d6 thap [41]. Gi4 tri tién luong cua PSCA dd dugc céng nhan ¢ nhitng
bénh nhan UTTTL cd kém theo cac bénh i khac cia TTL. Ngoai ra su xuat
hién cia mRNA PSCA trong mau duoc phat hién do phuong phap RT-PCR
cho thay kha nang tién trién cham va ting thoi gian séng thém cua bénh nhan
UTTTL [42].

» Hexokinase 2 (hK2).

Hexokinase 2 con dugc goi la hK2 la mét enzym ¢ nguoi dugc ma hoa
boi gen hK2. Hexokinases phosphorylate glucose tham gia san xuat glucose
6-phosphate theo con dudng glycolytic. Gen hK2 chu yéu dugc tim thay trong
co xuong & Mang ngoai cua ti thé va duoc biéu hién khi c¢6 cac dap tng voi
insulin. Cac nghién ciiu ¢ chudt cho thay biéu hién cua gen hK2 c6 lién quan
dén téc do ting glycolysis trong cac té bao ung thu phat trién nhanh.

Bé“mg ki thuat RT-PCR dinh lugng, hK2 dugc xac dinh co6 tang 1én trong
cac bénh nhan trén 1am sang c6 do PIN cao, bénh nhan UTTTL, va di can
hach. P6 nhay cao cua hK2 véi cac xét nghiém mién dich dic hiéu haa hen
day 1a dau an sinh hoc c6 thé gitp chan doan phan biét cac bénh UTTTL va u

phi dai lanh tinh TTL véi PSA trong "ving xam". Hon nira, riéng gia tri hK2
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huyét thanh hoic cd két hop véi gia tri tPSA va fPSA c6 thé dyu doan sy phat
trién va tién trién caa bénh [43],[44].
» Osteoprotegerin (OPG).

Osteoprotegerin (OPG), con duoc goi 1a yéu td uc ché osteoclastogenesis
(OCIF), hoic 1a thanh vién 11B thudc siéu ho céac thu thé cua yéu té hoai tir u
(Tumor necrosis factor receptor superfamily member -11BTNFRSF11B).
OPG la mot loai protein véi chirc nang 1a mot receptor cytokine trong co thé
ngudi duoc mi hoa boi gen TNFRSF11B.

Nong do OPG trong huyét thanh tang cao c6 ¥ nghia & nhiing bénh nhén
UTTTL giai doan tién trién so véi cac bénh nhan mic cac bénh Ii khac cua
tuyén tién liét. Tang OPG huyét thanh duoc chap nhan la dau hiéu sém cua tai
phat bénh sau ding diéu tri androgen va 1a mot yéu té theo dbi ¢ nhiing bénh
nhan co6 di can xuong [45],[46].

» Human Glandular Kalikrein 2 (huK2).

Human glandular kallikrein (huK2) 1a mot protease serine, chu yéu ton
tai trong tuyén tién liét va trong tinh dich & mac trung binh 6 mg/ ml. 79%
trinh ty protein nay da duoc biét rd cung véi KN dac hiéu TTL (PSA). huK2
lien quan chat ch& dén su biéu hién PSA cao trong mé tuyén tién liét [47].
DAu 4n nay dugc sir dung két hop gié tri tPSA va fPSA gitp ting d6 nhay va
dd dac hiéu trong xac dinh UTTTL [48]. huK2 duogc ching minh cé vai tro
quan trong lién quan dén viéc phét hién som va chan doan giai doan cua
UTTTL. Cac nghién ciu chi ra rang huK2 cé thé phan biét gitta giai doan T2
va T3 cua khdi u TTL, va co thé du doan muac do khdi u & mie do 4 va 5 theo
diém Gleason chinh xac hon so v&i chi s6 PSA hoac % fPSA [48].

» Transforming Growth Factor - S and Interleukin-6 (TGF- ).
TGF-B1 1a mot polypeptide thanh vién cua siéu gia dinh cac yéu t ting

truong beta cia cic cytokine. Pay 1a mot protein duoc tiét ra va thuc hién
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nhiéu chirc ning té bao, bao gdm ca viéc kiém soét ting truéng té bao, ting
sinh té bao, phan chia té bao va apoptosis.

Nong do cao TGF-B1 va IL-6 trong huyét thanh ting c6 lién quan voi
ting nguy co di can cua UTTTL [49]. O nhiing bénh nhan c6 di cin va da
phau thuat tiét can TTL ludn c6 ting nong do IL-6, cung véi 1L-8 va 1L-11
trong huyét thanh [50]. Vi vay dinh luong TGF-B1 va IL-6 trong huyét thanh
truc phau thuat co gia tri du doan chinh xac kha ning di cin hach, dy doan
tién trién va tai phét caa bénh [49],[50].
> Yéu to ting trwéng ngi md mach mau

Yéu té tang truong ndi md mach mau (VEGF) 1a mot protein tin hiéu
duoc san xuat boi c4c té bao sau khi duoc hoat hda sy ting tin tao va hinh
thanh mach. Khi VEGF biéu hién qua muc, c6 thé gép phan la nguyén nhan
gay bién chuyén ung thu. Nguoi ta thiy rang mic d6 biéu hién caa cac phdi
tir cia VEGF ¢6 ting cao dang ké ¢ nhitng bénh nhan UTTTL c6 di can.
Tang mirc d6 VEGF huyét twong 1a mot yéu td tién luong doc lap trong
UTTTL [51]. Hon nita, mot nghién ctru khéc chang minh rang mat do cac
mach mau ciing c¢6 lién quan véi tang VEGF ¢ nhiing bénh nhan UTTTL di
can so voi nhitng nguoi khong ¢o6 di can [52].

Hién nay, cdc phwong phdp chan dodn UTTTL bang cac chi ddu sinh
hoc bén canh viéc si dung cac ddu an sinh hoc trong huyét thanh, con cé cac
ddu dn trong nuéc tiéu va tai md cdu trac TTL. Cac nghién citu vé khd nang
1ng dung cac chi dau sinh hoc trong chan dodn UTTTL khuyén céo nén sir
dung phdi hep cing lic nhiéu logi chi ddu sinh hoc d@é nang cao hiéu qud
trong sang loc phat hi¢n sem UTTTL.
1.2.2.2. Cac nghién citu mdi trong diéu tri

Piéu tri UTTTL véi hai muc tiéu: (1) Logi bé cac té bao ung thu, (2)
Khéng gay dnh hwong cac té bao lanh tinh.
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s Phuong phap siéu am tdap trung tang cuong (HIFU)

Piéu tri UTTTL va cac bénh TTL bang phuong phap Siéu am tap trung
tang cuong (HIFU) 1a mot phuong phap diéu tri sir dung song siéu am cuong
d6 cao tiéu diét cac té bao ung thu cua TTL. Thu thuat nay duoc thuc hién lap
lai nhiam loai bo tiét can véi cac UTTTL con khu trd. Mot nghién ciru tai Anh
trén 359 bénh nhan UTTTL con khu trd (tir thang 10 ndm 2004 dén thang sau
nam 2012) trong d6 ¢6 130 (36,2%) duogc diéu tri 1ap lai sau mdi 2 nam. Két
qua cho thay HIFU loai trir duoc khéi u nhung c¢6 10,8 % bénh nhan ¢ nhiém
tring duong tiét niéu sau lan diéu tri dau tién va 3,9 % sau khi diéu trj 1an 2 (p
= 0.009). Bién chung gidn niéu dao gap ¢ 13,8 % sé bénh nhan sau khi diéu trj
siéu am lan dau va 14 % & bénh nhan dugc diéu tri lap lai (p = 0,7), réi loan
cuong duong gip & 56,2% va 56% s6 bénh nhan sau diéu tri lan dau va sau
khi diéu tri lai [53].
< Phirong phdp diéu tri bang cac ché phdm ting cwong mién dich

Piéu tri UTTTL bang ché pham ting cuong mién dich 12 mot bién phap
dang duoc ca thé gisi chd y. Cac ché pham nay c6 tac dung hd tro ting cudng
dap (ng mién dich cua co thé chéng lai cac khang nguyén khéi u tir d6 cai
thién thoi gian séng thém caa bénh nhan. Nghién cu & Anh st dung bién
phap tiém interleukin (IL)-15 trén chudt da c6 khéi UTTTL sau d6 kiém tra
kha ning ting cuong dap tng mién dich ctia chudt véi khang nguyén khéi u.
Két qua dd chung minh ¢d sy dong biéu hién caa IL-15 véi cac thu thé cua
n6IL-15Ra. IL-15Ra 1am ting su biéu hién cac thu thé trén bé mat té bao va
gdy tang tiét 1L-15. Sy dong biéu hién IL-15 va IL-15Ra c6 tac dung Gc ché
su hinh thanh khdi u & nhiing chudt da duoc gay khdi ung thu. Sy wrc ché ting
truong khodi u do dong biéu hién IL-15 va IL-15Ra tot hon & chudt chi dugc

tiém IL-15 don doc. Dong thoi ciing thay c6 su ting cudng hoat dong o té bao
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TCD8 va té bao diét tu nhién (NK). Tuy nhién day méi Ia thanh cong ¢ budc
thir nghiém trén chuot [54],[55].
< Phuwong phdp diéu tri bang vector tai té hop cua vi rat Newcastle

Thang 2 nim 2012, 1an dau tién c4c nha nghién ciru Hoa Ky di bao céo
mét dong vi rat soi duoc thiét ké dé tiéu diét té bao ung thu. Vi rit Newcastle
1& mot bién thé do stra d6i tur vi rat séi ban dau vai dich tiéu diét 1a tit ca cac
loai té bao ung thu tuyén tién liét. Vi rut nay do mot nhém céc nha khoa hoc
tha y & My nghién cuu.

Hoat dong cua vi rat Newcastle 13 xam nhap vao cé4c té bao ung thu, sau
d6 tich hop bd gen ciia nd vao bd gen cua té bao, kich hoat chu trinh sao chép
cua té bao va sir dung chu trinh nhan I1én cua té bao dé san sinh bo gen cua vi
rat thay vi DNA cua té bao. Khi ¢ s6 luong ban sao du I6n caa vi rut sé gay
V& té bao, giai phong cac vi rat con dé lay nhiém té bao ung thu khéc, do d6
chéng tang sinh ctia C4c té bao ung thu [56].

Vi rit Newcastle (NDV) dung trong diéu tri UTTTL la mot loai vi rat
duoc tao ra bang phuong phap tai to hop véi dic diém chi duoc kich hoat
bang khang nguyén dic hiéu tuyén tién liét co ban chat Ia protease voi tén la
rNDV-PSA. Vi viy, cac rNDV chi nhan I&n va pha v& cac té bao ung thu
tuyén tién liét khong gay anh huang 1én cac té bao binh thuong khac. Té bao
khoe manh binh thuong c6 mot hé théng chdng virus dua trén interferon nén
ngin rNDV di vao té bao, do d6 ngin ngtra virus xam nhap pha huy té bao
binh thudng. Nguoc lai té bao ung thu ¢ hé thong khang virus khiém khuyét,
rNDV khai thac diéu nay dé tich hop vao té bao bi bénh, sir dung hé théng sao
chép cua cac té bao nay roi tiéu diét ching. Vi vay, cac thir nghiém di cho
thay vai lieu INDV-PSA 16n so véi trong tu nhién ciing chi gay triéu ching
gidng nhu cim & nhitng bénh nhan UTTTL. CAc vi rat tai té hop hién da sin

sang cho cé4c thir nghiém tién 1am sang trén dong vat, va co thé 1a thir nghiém
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trén nguoi. Kha ning ung dung trén 1am sang cua vi rat Newcastle 1a nhiéu
trién vong boi n6 chi tiéu diét té bao ung thu do vay tranh duoc cac tac dung
phu khé chiu khac nhau cua cac phuwong phap diéu tri ung thu khac. Thém
mot diém rat dang chi y d6 1a INDV-PSA ¢4 thé tham nhap vao khi u sau va
tac dung hiéu qua, ma khéng can phai lién tuc dé b xung sb lugng rat 16n vi
rt vao co thé [57]. Két qua cuanghién ctu hira hen mét liéu phap gen diéu tri
ung thu ¢6 thé loai trir cac tac dung phu thuong ¢ khi diéu tri bang noi tiét to
va hoda tri liéu.

< Hai hormone mdi trong diéu tri ung thw tuyén tién liét

Tinh dén thang 11 nam 2014, t6 chiic FDA cta My da cong nhan cho sir
dung 2 loai thuéc mai trong diéu tri UTTTL d6 1a: Xtandi va Xofigo.

Xtandi, mot biét duoc cua Enzalutamide, 1a mot thudc khang Androgen
duoc sir dung bang duong udng. Pay 1a mét lidu phap hang dau d6i véi cac
bénh nhan c6 di cin sau phau thuat TTL tiét can. Hién nay Xtandi duoc tiép
tuc mo rong chi dinh dung cho nhitng bénh nhan da phau thuat TTL ¢6 di cin
chua hoa trj liéu. Théng ké két qua cho thay diéu tri bang Enzalutamide da
lam tang dang ké thoi gian séng thém va tri hodn su tién trién cia bénh ung
thu tuyén tién liét. So voi gia duoc Enzalutamide gilp giam nguy co tir vong
29%, dong thoi lam giam di cin xuong va tang thoi gian séng thém trung
binh thém 17 thang so vai gia duoc [58].

Xofigo duoc cuc Thubc va Thuc pham Hoa Ky (FDA) da phé duyét dé
diéu tri nhitng nguoi dan ong bi UTTTL d4 di can. Quyét dinh nay duoc thuc
hién sau mot thir nghiém 1am sang ¢ 809 ngudi dan 6ng bi ung thu tuyén tién
liét da phau thuat va mai chi co di can xwong. Két qua cho thay nhiing nguoi
dan 6ng duoc sir dung Xofigo thoi gian séng thém trung binh 1a 14 thang so

véi chi hon 11 thang & nhiing nguoi dan 6ng chi dugc tiém gia dugc.
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Xofigo dugc tiém vao tinh mach, mdi thang mot 1an. Cac tac dung phu
phd bién nhat trong cac nghién ctu cua thube 1a budn non, tiéu chay, 6i mua,
sung chan, mat ca chan, hoic ban chan. Céac bat thuong phd bién nhat duoc
phat hién trong qua trinh thir nghiém mau bao gom giam sé luong hong cau,
lympho, bach cau, tiéu cau va cac bach cau trung tinh [59].
< Diéu tri tring dich

Piéu tri trang dich 1a phuong phap dung cac chat ¢d kha nang gin duoc
Vvé6i thube ddng thoi cd thé lién két dac hiéu chi vai té bao dich can tac dong. Dé
thuc hién diéu nay hé dan thube trang dich 1a yéu té then chét. Hé dan thude
trang dich phai dat c4c tiéu chuan (1) Hoa tan tét trong nudc, mang lipid, va cac
dich sinh hoc trong co thé. (2) Puoc co thé hap thu theo duong udng hoic tiém
tai chd, va qua dugc hang rao mau ndo ma van 6n dinh vé mit cu trdc hoa hoc.
(3) Bam bao d6 tinh sach va mui vi dé bénh nhan cé thé udng, tiém. (4) Khong

gay doc, dau dén hay cac phan ung kich thich cho bénh nhan.

pN J
Y h 'l A A" A N -
Thubc ungthw Polymer  Lién K&t oo gich
hoa hoe
-Taxol -Polymer  -Este “Khéng thé
-Docetaxel -Enzyme -Amide -Aptamer
_Paclitaxel . -Disulfite _Peptide
-Doxorubixin -Thioesther -Folic acid

Hinh 1.4: So' dé cau trac mét hé dan thuéce trong diéu tri triing dich.
Vé mat ky thuat c6 thé coi diéu tri tring dich 1a "hoa tri liéu". Nhung
diém khac nhau co ban 1a cac loai thudc diéu tri trang dich hoat dong voi su

chon loc cao nén khong gay nhiéu doc tinh nhu cac loai thuc héa tri liu
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trude day. Thude diéu tri trang dich nho sy dan duong cua cac hé dan thude
tan cdng chinh xac cac té bao ung thu ma khong lam tén thuong cac té bao
binh thuong. Trong khi cac thubc sir dung trong hoa tri lidu trude day tac
dong thong qua co ché chdng su ting sinh cua tat ca cac té bao trong co thé,
hoac l1am dung chu trinh phan chia té bao & nhitng pha nhat dinh hon 1a tao ra
cac hiéu tng doc ddi véi mot dong té bao ung thu cu thé. Héa tri lidu trude
day voi co ché diéu tri 1a tac dong 1én tat ca cac té bao cd su tang sinh manh,
vi vay ¢ nhiing khéi u tang dic, phat trién cham do céc té bao & day khong
tang sinh nhanh tac dung caa héa tri liéu cho hiéu qua thap [60]. O nhiing
bénh nhan ung thu tang dic thuong phai diéu tri phdi hop céc thube chdng
ung thu liéu cao cong vai tinh khong chon loc caa thuéc dan dén cac thuong
ton da dang vai ¢ té bao binh thuong va bénh nhan phai ngimg diéu tri trudc
khi tiéu diét hét cac té bao ung thu.

Kha ning chon loc dic hiéu cua thudc trén cc té bao ung thu 13 budc
then chét dé tang hiéu qua diéu tri ctia phuong phap diéu tri trang dich. Cac
hé dan thudc dugc thiét ké nham dat t&i sy chon loc dic hiéu caa thude diéu
tri dén dung té bao dich cu thé. Yéu té quan trong dan duong cac hé dan thube
chinh 1a cac dau an sinh hoc dic biét trén céc té bao ung thu duoc nhan biét
boi cac khang thé dac hiéu. Nam 2011 Philip Arlenda thanh cong trong viéc
ding khang thé dé ngan chin sy phat trien cua khdi UTTTL trén
chuot[61]. Cac nghién ctiru ngay cang chiing minh viéc sir dung khang thé dé
ap dung trong cac muc dich khac nhau trén 1am sang nhu dé chan doan sém
hodc dé xac dinh cac giai doan va tién trién bénh trong UTTTL ciing nhu diéu
tri 1a mot hudng maéi rat nhiéu trién vong [61].

PSA va PMSA la 2 khang nguyén c6 hoat tinh enzyme dién hinh dugc
biéu hién cao & cac té bao UTTTL c6 thé st dung dé hoat hda va phan cit cac

phtrc hé thudc theo co ché phan tach thudc khoi phirc hé tai céac té bao khdi u.
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PSA 1a mot serine protease cit dic hiéu protein semenogelin | va 1l [62]. Su
biéu hién qua mic cua PSA 1a mot dau hiéu chan doan ung thu tién liét tuyén.
Poéng thoi hoat tinh enzyme caa PSA chi biéu 16 trong cac té bao tuyén tién
liét chir khéng c6 trong hé tuan hoan. Phic hé thude s& chi dugc phan cit boi
enzyme PSA tai cac to chitc UTTTL va s& tao ra sy tich tu thudc trong cac té
bao khdi u nhiéu hon trong cac té bao thuong. Phuc hé din thude cé ki hiéu
12ADT- SSKYQ la mét thube diéu tri trang dich trong UTTTL, hoat dong do
c6 su tuong tac v6i PSA cua té bao UTTTL [63].

PMSA la dang glycoprotein xuyén mang loai Il (100 kDa) dugc xem
nhu mot khang nguyén ung thu dic hiéu mang TTL do ¢6 sy biéu hién manh
tai cac té bao nay[63]. Pong thoi PSMA la mot enzyme x(c tac viéc thay
phanN-Acetylaspartylglutamate(NAAG)  thanh  Glutamate va  N-
Acetylaspartate, nén PSMA duoc xem la dich 1y twong dé tao cac thudc
huéng dich trong diéu tri dam bao thudc dugc phan cat dé giai phong tai cac
té bao ung thu dich [64]. Cac nghién ciu sir dung dic diém nay dé tao phuc
hé dan thudc 1a su két hop cua thudc chéng ung thu Crisplastin va yéu tb
huéng dich c6 cau trdc 13 mot nano-aptamer. Két qua thir nghiém cho thay c6
su gan két dac hiéu caa hé dan thubc Crisplastin-nanoAptamer vai khang
nguyén tuyén tién liét PSMA. Phuc hé dan thude nay da tao ra doc tinh manh
khi thir nghiém trén cac dong té bao ung thu biéu hién PSMA véi gia tri 1Cse=
0,03 UM ( thap hon so v&i gia tri ICs,= 0,13 UM cua phtc hé thude don doc).
Hon nira, hiéu lyc cua phic hé ¢d nano va aptammer cao gap 10 lan so voi
hiéu luc cuaa Cisplastin tu do [65].

Yonedava cong su nam 2008 da st dung mot peptide mach vong
(Peptide 42) c6 kha ning gan dic hiéu véi protein GRP78 (mat protein diéu
hoa glucose) biéu hién qua muc ¢ nhiéu dong té bao ung thu nhu ung thu dai

trang, da, tuyén tién liét va ung thu vi. Peptide 42 duoc gin véi paclitaxel va
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doxorubicin. Phtc hé nay, sau khi hip thu s& gan két dic hiéu véi khang
nguyén GRP78 trén cac té bao ung thu, sau d6 duoc trung hoa theo co ché am
bao théng qua thu thé GRP78 va duoc chuyén vao lysosome, tai day phic hé
duoc phan cat bai protease Cathepsin B dé giai phong thudc trong té bao. Tac
dung gay doc véi té bao cua phuc hé Pep42-paclitaxel va pep42-doxorubicin da
duogc xac dinh trén cac dong té bao ung thu biéu mé trong d6 c6 ung thu biéu
md TTL [66].

1.2.2.3. Cac nghién ceru tai Viét nam

Nghién ciru UTTTL trude day tai Viét nam chi yéu 1a cac nghién ciu vé
ty 16 mac bénh, gia tri PSA trong chan doan cac bénh caa TTL.

Nghién ctu cua Nguyén Vin Hung nim 2005 trén 633 bénh nhan da
duoc phau thuat TTL. Két qua mo bénh hoccho thay ty 16 UTTTL duoc phét
hién bang phuong phap sinh thiét 1a 7,9 %. Trong d6 chu yéu gap la dang ung
thu biéu md tuyén biét hda cao (95,2%) [18].

Nghién ctu cua B3 Khanh Hy va Hoang Thi Phuong Lién két luan gia
tri PSA trén 1am sang khdng cho phép chan doan xac dinh UTTTL dic biét
véi PSA c6 gié tri trong vang xam (4 - 10ng/ml). Ngoai ra ca hai nghién cuu
nay ciing chi rd chi sé PSA khong chi ting trong bénh UTTTL, ma con ting
trong bénh u phi dai lanh tinh TTL hay cac TTL sau can thiép...[67],[68].

Nghién ctu cia Nguyén Thi Phuong Ngoc nam 2009 thay: (1) Co ting
nong d6 PSA trong mau ¢ ca nhdm bénh nhan ung thu va bénh nhéan u phi dai
lanh tinh TTL. (2) C6 tiang cudng biéu 16 gen HIP trong mé UTTTL so véi
mo lanh tinh véi su khac biét co ¥ nghia théng ké (p< 0,01). Bdng thoi muc
do biéu hién protein HIP rat rd & mo ung thu va cé sy khéc biét c6 y nghia
thong ké véi mo u phi dai lanh tinh [69].

Vé EPCA, duy nhit c6 mot nghién ctru ciia Lé Quang Huin da tach

dong va xac dinh thanh cong trinh tu nucleotide gen mé@ hoa khang nguyén
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EPCA tir mau bénh phém bénh nhan UTTTL c6 do tuong déng vé trinh tu
amino acid 1a 95% so voi trinh ty d3 cong bd trong Paten 7568042. Pé tai
con xdy dung thanh cong quy trinh biéu hién va tinh sach KN EPCA. Luong
KN EPCA thu nhan duoc dam bao cho viéc thu nhan KT bﬁng ky thuat
phage display.

Nghién ctru cling xay dung dugc quy trinh thu nhan KT scFv dac hiéu
EPCA tai to hop va budc dau tng dung KT nay dé dinh luong KN EPCA
trong 3 mau bénh pham bang k¥ thut real-time PCR [70].

Trong diéu tri UTTTL ngoai c4c bién phap diéu tri can thiép co dién. Cac
bac si Viét Nam ciing di trién khai diéu tri UTTTL va c&c bénh TTL bang
phuong phép siéu am tap trung tang cuong (HIFU). Phuong phap diéu tri nay
duoc &p dung tai Viét Nam tir thang 7/2010. Tuy duoc khang dinh 1a gay it tai
bién, nhung bénh nhan van cd gap mot sé bién chimg nhu ro tryc trang, tiéu
khong kiém soét va rdi loan cuong.

Cong trinh nghién ciru dang chu ¥ gan day 1a caa cac nha khoa hoc thuoc
Hoc vién Quan Y. Nhom nghién ctru dé thanh cong trong viéc cay ghép khoi
UTTTL ciia ngudi trén chudt thiéu hut mién dich (chudt Nude) va danh gia do
tap trung vao khéi ung thu TTL cua thudc KT khang nhan gan idt phong xa
(ANA - 1) [71]. Nhém nghién ciu con thir nghiém tac dung phan giai té
bao UTTTL trén chudt Nude bang phic bo 2 vi rat dang vacxin soi va quai bi.
Két qua cho thay tri liéu bang hai vi rat soi va quai bi cé tac dung han ché
kich thudc khéi UTTTL nguoi trén chudt Nude, dong thoi kéo dai thoi gian
séng & ca nhdm chudt duoc tri lidu don loai vi rit hodc két hgp hai virit so
véi nhom chung [72].

1.3. KHANG THE VA CHAN POAN UNG THU TUYEN TIEN LIET

1.3.1. Khang thé.
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Pinh nghia: Khang thé c6 ban chat 1 protein do té bao lympho tiét ra dé
loai bo cac yéu td la véi co thé.
1.3.1.1. Cdu tao cia khang thé

Mot khang nguyén (KN) xam nhap co thé, hé thdng mién dich s& nhan biét,
va duoc hoat hoa dé loai trir KN nay. Pap tmg mién dich té bao va dap tng
mién dich dich thé 1a hai phuong thitc dic hiéu bao vé co thé. Dbi véi dap
tmg mién dich dich thé, cac khang thé (KT) 1a cac globulin mién dich (Ig) ¢
dang hoa tan, dap ung mién dich qua trung gian té bao duogc thuc hién boi té
bao lympho T, do céc thu thé ctua lympho T (T Cell Rereptor ) ¢ cau triic
tuong tu nhu cac Ig nhung khéng hoa tan ma gan cd dinh trén mang céc té
bao lympho T.

Mdi phan tir KT ¢6 cau tric gdbm mot hay nhiéu don vi co ban, mdi don
vi c6 4 chudi polypeptid giéng nhau timg doi mot: 2 chudi nhe va 2 chudi
nang ndi v4i nhau bang cac cau ndi disulfua (S-S). Bac biét KT ¢6 ving hang
dinh (C) va ving bién déi (V). Cu tric ving bién ddi quy dinh dong KT dic
hiéu dé nhan biét mot loai KN.

Chudi nhe:Ky hiéu L (light chain): gom 2 loai, chung cho tat ca cac 16p
globulin mién dich. Chudi Kappa (ky hiéu K hay k); Chudi Lamda (ky hiéu A).

Chudi ning: Ky hiéu H (Heavy chain): Puoc chia thanh 5 16p: v, o, 1,
8, €. Cac chudi nang c6 tinh dac hiéu riéng va quyét dinh globulin mién dich
thudc 16p nao. Tuong tmg voi mdi 16p chudi ning 1a mdt loai globulin mién
dich, con chudi nhe c6 thé 1a k hodc A; do vay néu phdi hop lai ta c6 cac loai
globulin & bang 1.2.

Bang 1.2: Cau tric cac globulin

Chudi IgG IgA IgE IgD IgM

Chudi v a e 5 u
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Ca chudi nhe va chudi ning déu gdm 2 phan: Phan hang dinh, ky hiéu C

(constant) c6 tan cung -COOH, ¢6 trat tu acid amin tuong ddi 6n dinh.Phan

thay doi, ky hiéu V (variable) co6 tan cung -NH, v&i trat tu acid amin c6 mot

s6 doan cuc ky thay d6i, chinh nhitng ving cuc ky thay doi, tham gia truc

tiép vao viéc hinh thanh vi tri két hop KN (paratop).
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(Color Atlas of immunology 2013)
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Hinh 1.6: Cdu tric ciia TCR(Color Atlas of immunology 2013)
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Hinh 1.7: Cau S-S, cac domain va cac manh phan ti Ig
(Color Atlas of immunology 2013)
Cdc manh cdu phan ciia phan tir globulin mién dich
Ving ban 18 cta phan ttr globulin mién dich ngoai tinh mém mai, né con

13 vi tri boc 16 ra ngoai d& bi tan cong boi cac enzyme tiéu protein. Néu ding
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papain va pepsin cit phan tir globulin mién dich IgG, két qua ta sé& thu dugc
cac manh khac nhau.

- Voi papain: thu dwoc 3 manh(hinh 1.8)

+ 2 manh Fab (antigen binding fragment), goi thé vi khi bj cit ra khoi
phan tir khang thé n6 van con kha niang két hop dic hiéu voi khang nguyén.
Chi ¢6 mét vi tri két hop duoc véi KN.

+ 1 manh Fc (crystalisable fragment) vi két tinh dugc. Manh nay co
trong luong phan tir 60.000Da, c6 kha nang g.'fln 1én bé mat mot sd té bao, gil
vai trd nhat dinh trong viéc hoat hoa bo thé va thyuc bao.

- Vi pepsin thu duoc 2 manh(hinh 1.9)

+ Manh 16n c6 trong lugng phan tir 100.000 Da, c6 hai hoéa tri (bivalent)
goi la manh F(ab’),. Vi c6 2 hoa tri cho nén manh nay c6 hoat tinh nhu mdt
KT hoan toan, do d6 tao duoc phan tmg két tiia (precipitation) va ngung tu
(agglutination).

+ Manh nho con lai F¢' ¢6 trong luong phan tir khoang 56.000 Da.

Dua vao cdu trac va tinh khac biét KN ctia mdi doan trong phan tir
globulin mién dich ngudi ta c6 thé phan chung thanh cac 16p va cac dudi 16p
(phan 16p)[73].

Fan %
Papain —* <
Fc

Hinh1.8: Cat phan tiz I9G Véi papain thu dwoc: 2 manh Fab, 1 manh Fc

Fc

(Color Atlas of immunology 2013)
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Hinh1.9: Cdt phan tit 19G Vi pepsin thu dwoc: 1 manh F(ab),, 1 manh
Fc’(Color Atlas of immunology 2013)

1.3.1.2. Chikc ning ciia khang thé

Ving V trén Fab c6 chirc ning nhan biét khang nguyén, két hop dic
hiéu v6i KN, bat hoat KN. Phan Fc 1am nhiém vu tuong tac vai cac phan ti,
té bao khac, hoat hod co ché mién dich khong dic hiéu. Qua do, thuc hién sy
két hop chit ché mién dich dic hiéu va khong dic hiéu.

Chirc ning nhdn biét, két hop déic hiéu khdng nguyén: Vai tro ciia Fab

Churc nang nhan biét dugc thue hién thong qua viéc phan tir Ig két hop
dic hiéu véi epitop KN. Vi tri két hop nam ¢ ving V - domain V caa chudi
nhe va chudi nang, dau tan cung -NH,. Phan tir [g monomer vo1 cau trac doi
xtng nén co 2 vi tri két hop KN hoan toan gidng nhau. Nhu vy, mdi clon
tuong bao chi san xuat mot loai KT dic hiéu voi mot loai epitope KN. Mbi
epitope KN sé c6 mot bé mit phu hgp dugc tao ra bd1 domain V cua chudi
nhe va chudi ning (paratope). Nho kha ning két hop dic hiéu ma Ig c6 thé
tac dong truc tiép lén KN:

- Khang thé bat hoat cac phan tir ¢6 hoat tinh: trung hoa ddc t6 do vi
khuan tiét ra (nhu doc t6 cta vi khuan ubn van, bach hau) bang co ché khur
hoat. KT che phu vi tri hoat dong cua phan tor KN bﬁng su két hop KN-KT

khién né khong tiép xtc dugc véi thu thé trén té bao dich.
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- Khang thé bat hoat virGt: KT 1am cho vi rit mat kha ning két hop voi
thu thé cua té bao dich, do vay vi rat khong xam nhap dugc vao ndi bao,
nhanh chéng chét & ngoai bao. Truong hop vi rit da lot dugc vao ndi bao sé
gay xuét hién nhimg epitop KN trén bé mat té bao nhidm vi rat. Cac epitop
KN nay s& bi KT két hop. Trudng hop nay, KT khong truc tiép diét vi rat
nhung c6 tdc dung hép din dai thuc bao, té bao NK dén tiéu diét té bao
nhiém vi rltva c&c virus bén trong. D6 1a co ché "gay doc phy thude KT

- Khang thé bat hoat ky sinh vat va au trung: do cac canh Fab cua phan
tir Ig két hop dac hiéu véi nhitng epitope KN ciia Xoan khuan lam ching méat
kha nang di dong.

C6 thé thay cac globulin mién dich véi phan Fab két hop dic hiéu KN s&
gdy ra hién tuong tia, ngung két. Bang cach giy tia, ngung két, KT c6 vai
trd 1am cho KN tir dang phan tan tro thanh tap trung lai, sé khong di chuyén,
xam nhép, do vay han ché kha ning lan rong cia chung, dong thoi tao diéu
kién quy tap cac bién phap bao vé khong dac hi¢u vao noi1 KN bi tdp trung
(viém, thuc bao, doc té bao, bo thé...)[73].

1.3.2. Khang thé don dong.

Khang thé don dong 13 mot tap hop cac KT c6 day du chudi ning va
chudi nhe c6 cling mot loai paratope vi vay chi két hop dic hiéu véi mot loai
epitope.

Khang thé don chudi 1a mot tap hop cac KT khong day du thuong chi c6
ving thay doi cia chudi nang va chudi nhe mang ciing mot loai paratope Vi
vay chi két hop dic hiéu véi mot loai epitope (vi du: KT don chudi ScFV).

Pé tao ra khang thé don dong hay khang thé don chudi nguoi ta c6 thé st
dung mot trong cac phuong phap:(1) Phuong phap gy mién dich trén dong
vat. (2) Phuong phap tao té bao lai. (3) Phuong phap DNA tai to hop. (4)
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Phuong phép sang loc tir cac thu vién KT (thu vién cac thé thuc khuan thé
Phage display, thu vién khang thé Aptamer).
1.3.2.1. Tao khang thé don dong bang phwong phdp tao té bao lai.

Phuong phép nay duogc tién hanh dua trén nguyén tic cua sy két hop giira
hai dic tinh: D6 1a kha nang phan chia lién tuc cta té bao ung thu myeloma va
kha ning sinh ra khang thé cua té bao lympho B di duoc man cam KN. Tir d6
tao ra mot loai té bao lai co thé phan bao lién tuc trong diéu kién nuéi céy nhu
té bao ung thu, dong thoi lai c6 kha ning san sinh ra khang thé. Cac loai té
bao hién nay dang sir dung d6 1a té bao lach cta chudt nhit c6 cac lympho B
d3 dugc min cam voi mot khang nguyén nhat dinh dem lai voi té bao ung thu
clia tay xuong (myeloma). Tao ra té bao lai hybridoma. Hybridoma dugc dem
nudi cdy, s& phan chia lién tuc, va san sinh ra mot luong 16n khang thé. Khang
thé nay dic hiéu cho KN di gay mién dich va c6 kha ning ton tai 1au dai sau

nhiéu lan phan chia [74].
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Hinh 1.10: So' d6 tao khang thé bang phirong phdp tao té bao lai
(Nature Biotechnology 25, 1421 - 1434, 7 December 2007)

Tuy nhién KT don dong dugc tao ra theo phuong phap nay c6 mot nhugce
diém 1a cu trac KT hoan toan tir chudt. Vi vay, khi st dung cho ngudi co
hién tuong kich thich co thé sinh KT khang lai phan ciu trac c6 ngudn gbc
chudt. Dan dén phan 16n ciac KT dang nay déu khong thanh coéng khi ung
dung thtr nghiém 1am sang. Vi vay KT dang nay da khong con dugc thuc hién
vao nam 2003.
1.3.2.2. Tao khang thé bang gay mién dich trén déng vt.

(Trinh bay & phan Ki thuét st dung trong nghién ctu)
1.3.2.3. Tao khang thé don dong bang tai té hgp DNA

Cac k¥ thuat tai t6 hop DNA duoc hinh thanh trén co s¢ cac thanh tuu vé
cébng nghé sinh hoc va tin hoc. Cac nha cong nghé sinh hoc sur dung
phuongphéap nay dé phan I1ap va khuéch dai mot gen don tir bo gen cua mot
sinh vat dé c6 thé nghién ctu, bién d6i va chuyén doan gen dé vao trong mot
co thé sinh vat khéc rdi tir d6 chu dong san xuét ra mét sé luong 16n cac gen
xac dinh mong muén. Do d6 c6ng nghé DNA tai t6 hop ¢ ung dung rong rai
khéng chi trong y hoc, ma con trong cac nganh khac[75].

Khéang thé tai to hop 1a mot ting dung cta cong nghé DNA tai to trong y
hoc. Trong d6 cac nha khoa hoc dem két hop cac gen KT tir cac nguon té bao
lymphoB khac nhau dé tao ra to hop gen ma héa cho KT don dong dic hiéu
véi mot epitope KN. Phuong phap nay giap tao ra hai loai KT kh&c nhau do
la: KT don dong ghép (Chimeric monoclonal antibody) va KT don dong nhan
tinh héa (Humanized monoclonal antibody).Ca hai loai KT nay déu duoc tao
ra bang cach dung cac KT cua chudt di duoc tao ra tir cac té bao lai
(Hybridoma) rdi cho t6 hop lai voi KT ngudi dé tao ra KT don dong trong d6
mang khoang 60-80% KT cuia nguoi. Néu loai KT ¢6 ving bién doi ¢ nguon
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g6c cua chudt con ving hang dinh 13 cua nguoi thi d6 1a loai KT don dong
ghép (Chimeric monoclonal antibody). Con loai KT chi ¢6 ving quyét dinh

KN la ciia chudt, toan bo cac phan khac caa KT déu 1a caa nguoi thi d6 1a loai

KT don dong nhan tinh héa (Humanized monoclonal antibody) [76].

\)

Chimaeric Humanised

Hinh 1.11. Hai logi khang thé don dong: Chimaeric & khang thé c6 vung bién
doi (mdu vang) c6 nguén goc cua chugdt con ving hang dinh (mau do) 1a cua
nguwroi.Humanized 1a khang thé chi c6 ving quyér dinh khang nguyén (mau

vang) la cuia chugt, todn bé cac phan khac cia KT déu 1a ciia nguoi.
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Hinh 1.12: So do tao khang thé don dong ghép
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1.3.2.4. Tao khang thé don chudi bang sang lec tir cdc thw vign khang thé
% Tao KT don chudi hoan toan nguroi bang ky thudt phage display

Tao KT don chudi hoan toan nguoi bang k¥ thuat phage display 1a mot
phuong phap dua trén céc to hop khang thé cd san (thu vién KT) dé chon ra
KT (phage scFV) dac hiéu nhat véi KN dich. Tiép theo cac phage KT nay
dugc chuyén vao trong mot co thé sinh vat khac rdi tir d6 cha dong san xuét
ra mot s6 luong 1on cac gen va KT xac dinh mong mudn.

Qui trinh tao KT don chudi hoan toan nguoi bang ki thuat phage display
c6 thé chia thanh 3 giai doan: (1) Tach dong gen ma hoa KN tir mau bénh
pham.(2) Biéu hién va thu nhan KN. (3) Thu nhan KT dic hiéu KN (Tao KT
tai t6 hop).
< Khang thé Aptamer

Ngay nay cdng nghé sinh hoc ¢d thé tao dugc nhitng phan tir (thuong
duoc biét 1a aptamer, antisense RNAI ) ¢6 kha nang gan rat cao ddi véi thy
thé (receptor) ciia nhirng té bao ung thu va c6 thé dé dang tiéu diét cac té bao
nay & diéu kién phong thi nghiém [77]. Aptamer la cac phan tir acid nucleic
chudi don vi vay c6 thé 1a RNA aptamer hoic DNA aptamer c6 kha nang gan
dic hiéu vai té bao hay phan tir dich theo nguyén tic bd xung. Nguoi ta c6 thé
tao ra khang thé Aptamer bang phuong phap sang loc phan tu dich voi thu
vién khang thé Aptamer [78].

Qui trinh tao sang loc KT aptamer gom c6: (1) Nhan nudi lam giau thu
vién KT. (2) Gan phan tir dich hay KN 1én c6t tinh sach. (3) Cho thu vién KT
di qua cot nhiéu lan dé KT két hop KN. Sau nhiéu vong rira troi chi con lai
cac Aptamer c6 trinh ty phi hop nhat véi KN hay phan tir dich duoc gitr lai
trén cot tinh sach cung KN. (4) Dung dung dich thdi cét lam bong aptamer ra
khoi phan tu dich va cot. (5) Tach dong gen aptamer. (6) Kiém tra bang giai
trinh tu gen. (7) Tang sinh gen KT aptamer [77],[78].
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1.4.CAC Ki THUAT SU DUNG TRONG NGHIEN CUU

1.4.1. Ki thuat tai t6 hop DNA[79],[80]

Cong nghé protein la mot hudng nghién ciu quan trong caa céng nghé
sinh hoc vai tiém nang Gng dung rét 16n trén co sé cdng nghé DNA tai to hop.
Nho cong nghé protein cd thé tao ra protein nguyén thé, protein da duoc sta
d6i hoac protein méi théng qua su san xuét caa vi khuan E.coli ...

Cong nghé protein 1a quéa trinh xay dung cac phan tir protein méi, bang
cach thiét ké mot phan tar protein dua trén cac nguyén 1y co ban.

Cac budc chinh cua cdng nghé protein:

1. Nhdn dgng trinh ti: Hién nay, nhan dang trinh tu bang phan tich trinh
tu gen hoac protein 1a mot qua trinh khong khé khan. Cac co s¢ dir ligu Ion
hién ¢6 nhiéu ngan trinh ty khac nhau. Hon nita, cic dy an phan tich trinh tu
genome dang cung c4p c4c trinh tu méi va cac khung doc mé véi sé luong
tang 1én lién tuc.

2. Xde dinh cdu tric va md hinh héa: Cac théng sé vé cau tric co thé
duogc xac dinh bang tia X, tinh thé hoc dién tir (electron crystallography) hozc
ky thuat cong hudng tir hat nhan (nuclear magnetic resonance-NMR) véi do
phan giai cao 1a diém cét 16i cua su hiéu biét vé hoa sinh protein.

3. Bién doi trinh ty: Bién doi mot protein dang ton tai bang cach stra doi
trinh tu gen 1a mot cdng viéc kha phd bién va it kho khan nhat caa qué trinh
cong nghé. Tir dau 1980, cac phuong phap bién doi truc tiép protein bang
phat sinh dot bién diém dinh hudng oligonucleotide (oligonucleotide-directed
site mutagenesis) theo phwong thuc tong hop gen hoan chinh tir cac
oligonucleotide primer hozc dung phan tng chudi polymerase (PCR) da trg nén
thdng dung. Nhiéu trinh ty ciing c6 thé duoc tao ra biang cach tong hop protein
theo phuong phap hoa hoc trong diéu kién in vitro, phuong thic nay cho phép

hop nhat cac amino acid khong duogc mé héa trong chudi protein.
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C6 hai phuong phap co ban dé sira doi mot trinh ty ma hoéa dang ton tai
cua protein & mac d6 DNA. Ca hai phuong phap déu doi hoi gan mot hoac
nhiéu oligonucleotide (it nhat 12 tam thoi) trén DNA so¢i don (single strand
DNA, ssDNA), sau d6 hoat tinh DNA polymerase in vitro s& xac tic dé mo
rong cac oligonucleotide nay. Hai phuong phap do la:

- Phwong phap bién doi trinh tu khong ding PCR. O cic phuong phap
nay trinh tw DNA duoc bién dbi lién két véi gbc tai ban (vi du plasmid,
bacteriophage hoac phagemid), cho phép khuéch dai in vivo kiéu gen bs me
hoac kiéu gen da duoc sira doi. Mot oligonucleotide tong hop mang dot bién
can thiét dugc gan véi khuén mau ssDNA mach vong (vi du: genome cua
phage c¢6 ssDNA nhu M13, hodac ®X174 hoac dang ssSDNA cua phagemid),
hoic véi mot khudn miu dsDNA di duoc soi don hoa ting phan. CAac
oligonuleotide sau gan vao ssSDNA s& hoat dong nhu mot primer cho su tong
hop in vitro DNA bang céach diing enzyme DNA polymerase (thuong 1a DNA
polymerase T4 hoac T7), cung vai enzyme DNA ligase, cac phan tir DNA soi
doi (dsDNA) mach vong dong s€ dugc tao ra. DNA soi d61 dugc dua vao
trong cac té bao vat chu thich hop dé tai ban va phan chia. Sau d6, sy bién doi
mong muén duoc xac dinh biang mét trong sé phuong thic sang loc hoac
chon loc.

- Phuong phap bién doi dua trén PCR.Pay 1a phuong phap duoc ung
dung rong rai dé tai sip xép nhanh cac ving protein noi ma céc vi tri cit han
ché pho bién khéng cé san. Phuong phap nay thuc hién su bién d6i mong
mudn va khuéch dai in vitro bang cach u DNA dich dugc bién tinh véi mot
oligonucleotide mang dot bién can thiét dé c6 thé hoat dong nhu mot primer
cho su tai ban soi DNA bd sung. C6 nhiéu cach thirc khac nhau dé thyc hién
su bién d6i nay tuy nhién nhimg diém can luu ¥ chung d6 1a cach thiét ké cac

trinh tu oligonucleotide, diéu kién phan wng, lwa chon chinh xac DNA
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polymerase 6n nhiét 1a cac tiéu chuan phai dugc xem xét can than. Cac
phuong thirc ndy cho phép tién hanh su bién d6i rat nhanh va hiéu qua rat cao.

4. Phét trién phan tiz: Trong nhiéu trudng hop su bién dbi co dinh hudng
cia mot trinh tu khéng phai 1a phuong thic thich hop dé thu dugc két qua
mong mudn, béi khong xéac dinh dugc cac acid amin dich nam & dau va bién
d6i ching thanh céi gi. Vi thé, mot s6 phuong thirc khac da duoc phat trién dé
san xuét va thir nghiém céc thu vién 16n hodc cac tap hop bién thé cua mot
trinh tu dac biét. Cac phuong thirc nay thuong dya vao ba dic diém chinh:
Thir nhét, d6 1a acid nucleic ma héa cho trinh ty protein quan tam duy tri lién
két vat ly vai protein. Thir hai, tao ra mot sé lwong 16n cac bién thé bang cach
dua cac doan oligonucleotide thoai bién vao trong trinh ty ma hoa theo
phuong thirc chén doan hozc ding ky thuat PCR, hoic bang phuong thuc phat
sinh dot bién in vitro. Tuy nhién, véi cac phuong thiac ndy mdi 1an chi c6 mot
doan nho protein dugc sira doi. Thir ba, phuong thic sang loc hoic chon loc tir
thu vién cac trinh tu protein méi c6 kiéu hinh quan tdm. Phuong thirc sang loc
bao gém viéc gan véi mot phdi tir va cac protein xuat hién duoc giir lai trén
mot gia thé ran.

5. Thiét ké trinh ti de novo: Thiét ké de novo protein 1a mot cong viéc
rat phirc tap. Vé nguyén tac, d6i vai mot protein bat ky cé (n) géc acid amin
thi kha ning s& c6 2x10n trinh tu khac nhau. Céc co sd dit liéu vé cau tric va
trinh tu protein cho thdy & nhiéu trinh tu c6 sy cudn xoin cé thé dugc diéu
chinh twong ty nhau va nhu vay ching c6 thé thuc hién cac chic niang nhu
nhau. Vi thé, phuong phép tiép can nguoc lai tic 12 chon cau tric cudn xoan
thich hop trudc sau d6 xac dinh trinh ty ndo can thiét dé tao ra sy cuén xoan
va chirc ning mong mudn 1 cach tiép can thich hop. Dahiyat va Mayo (1997)
d3 mo ta cac phuong phap may tinh dé thiét ké cac trinh tu caa ving peptide

tur d6 xay dung cac protein.
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6. Bieu hi¢n: Khi mot trinh ty méi duge xac dinh, san pham cua trinh tu
la protein va viéc chirng minh chirc nang cua céc protein sé cho phép danh gia
vai trd cua trinh ty méi. Viéc tao cac protein san pham theo cac trinh tu da
biét chinh 1a budc biéu hién caa cdng nghé protein. Biéu hién cac protein tai
té6 hop 1a mot cong viéc vo cling phic tap va can cac hé thdng biéu hién vat
cha & pham vi tir vi khuan (E.coli duoc st dung phd bién nhat), téi nAm men,
téi cac té bao con tring, cac té bao dong vat c6 vanudi cdy va dong-thuc vat
chuyén gen. Quy mo biéu hién va tinh sach protein ciing thay doi khac nhau
tly muc dich st dung. O céac giai doan dau cua qua trinh phét trién mot
protein mai (vi du mot phan tur protein dugc nhan dang trong mot thu vién
biéu hién), chi mot luong nhé (pg) cua protein 1a du dé xac nhan mot dic tinh
sinh hoc. Nhung & giai doan haila giai doan thu thap cac théng tin vé cau trdc
dic trung, can thuc hién thém mot sé thar nghiém in vitro va in vivo. Nén sb
lwgng nguyén liéu tinh sach can I6n hon (tr 10 d&én 100 mg tham chi dén vai
kg). Vi vay, nguoi ta thuong phai thir nghiém maot sé6 phuong phap khac nhau
dé tim kiém vat cha biéu hién thich hop.

7. Phan tich: CO6 nhiéu phuong phap khac nhau dé phan tich dic diém
ctia cic protein, cac tinh chat sinh hoc thich hgp dé cd thé phat trién san xuét
protein méi tir mot luong rat nho cua nguyén liéu ban dau. Tuy nhién, théng
tin cau trc chi tiét caa san pham protein cudi cing van con 1a budc han ché
trong thiét ké va trién khai cong nghé protein thich hop.

8.Qua trinh tach chiét va tinh sach protein

Nhiéu nam qua, viéc gia tang str dung Vi sinh vt nhu 1a mot ngudn cung
cap protein, dac biét 1a cic enzyme, da cai thién dang ké hiéu qua qui trinh
san xuat va chat lwong san pham. Phan I6n enzyme st dung trong cong
nghiép 1a cac protein ngoai bao tir cac co thé nhu Aspergillus sp. va Bacillus

sp, bao gom: amylase, glucanase, cellulase, dextranase, protease va
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glucoamylase. Nhiéu loai trong s6 nay van con dugc san xuat tir cac chiang
goc ty nhién caa vi sinh vat. Tuy nhién, protein dé sir dung ¢ cac linh vuc
chan doan 1am sang va tng dung tri liéu doi hoi cong nghé protein va cong
nghé DNA téai t6 hop ¢ mtc d6 cao. Cong nghé DNA tai té hop cho phép
chuyén céc vat liéu di truyén von chi c6 mét luong nho tir mé dong vat vao vi
khuan vat chu. Céng nghé nay cho phép tan dung su sinh treéng gan nhu vo
han cta vat chi dé san xuit mot luong lén protein quan tdm. Su thu hdi va
tinh sach cac protein ciing quan trong nhu cac giai doan san xuét xét theo gc
do kinh té ctia qua trinh san xuat. Thach thic chinh trong cac budc thu hoi 1a
giam thiéu su mat hoat tinh cua protein. Vi cac protein ngoai bao viéc thu
hoi va tinh sach tuong doi dé dang. Véi cac protein noi bao: qui trinh thu hoi
va tinh sach phuc tap hon vi can pha v cac mo, té bao dé giai phong protein
trudc khi thuc hién thu hdi va tinh sach nhu véi protein ngoai bao. C6 ba
phuong phap chinh dé giai phong cac protein noi bao khoi vi sinh vat dé 1a
phuong phap enzyme, hoa hoc va vit ly.

Tinh sach so bé:tinh sach protein 1a mot budc rat can thiét, tuy nhién
thuong chi thuc hién d6i vai nhitng protein co gia tri tng dung cao. Budc dau
tién trong qua trinh tinh sach protein noi bao 13 loai bé cac manh v té bao.
Budc ndy thuong dugc tién hanh bang phuong phéap ly tdm hoic loc hoic
phan tach hai pha nudc hay chat long-chat long. Cac protein va manh v té
bao cd kha ning hoa tan khac nhau giita hai pha, vi thé k¥ thuat nay cé thé
dugc dung cho ca hai truong hop: phan tach protein khoi manh v té bao va
phan chia (partitioning) protein trong sudt qua trinh tinh sach. Phuong phap
két tiia cling 13 mot cach don giangidp loai bo protease, tao ra két tua chon loc
va loai bo céc protein khdng mong muén.

Tinh sach bang sic ky 1a k§ thuét phan tach va diéu ché cho phép tach
biét cac hop phan khac nhau cua mot hdn hop. Phép phan tach bang sic ky
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dwa vao su di chuyén khac nhau trong mot pha dong caa cac chit hoa tan da
duogc gan trén mot pha tinh & trang théi ran. Nguoi ta thuong chon cac chat c6
kha nang gan két dugc voi cac chat (hoa tan) dinh phéan tach lam pha tinh.
Tuong tac giita chat hoa tan va pha tinh c6 thé 1a twong tac hap phu, twong tac
ion (trao ddi ion), twong tac ky nudc, tuong tac kiéu rdy phan tir hoic twong
tac dic hiéu sinh hoc. Tinh sach protein bang phuong phap sic ky 1a mot thuc
hanh chuan & phong thi nghiém cho phép tinh sach cac san pham c6 thé tich
nho va gid tri cao. Sac ky tinh sach mot protein tir hdn hop phuc tap cua cac
protein dat toi su tinh sach cudi ciing trén 95%.
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Hinh 1.13: So' do phwong phdp sdc ki i luc
Thiét ké cdc protein dé tinh sach: Céng nghé DNA téi to hop c6 mot anh
huong quan trong 1én su tinh sach protein. Bang cach dung hop mét gen quan
tam vai mot trinh tu promoter hiéu qua, thi mot protein ngoai lai ¢ thé duoc

biéu hién trong co thé vat chu tir 10 téi 40% protein tong s6 hoa tan cua té
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bao. Vi vay, qué trinh tinh sach tiép theo cua protein dugc don gian héa. Cac
protein duoc biéu hién & dang hoa tan, cac ky thuat di truyén c6 thé duoc
dung dé hudng téi viéc protein dugc tong hop méi trong gian bao, hoac tham
chi trong méi truong nudi ciyva su tinh sach don gian. Pudi ai luc histon
duoc thiét ké xuat hién & protein véi muc dich gitp cho su tinh sach protein
hodc enzyme hiéu qua theo nguyén tic trao d6i ioncua phan tar Ni*. Kho khin
chu yéu & céc dung hop ai luc dé tinh sach protein 1a phai loai bo thanh cong
dudi ai luc va cac tac nhan duoc s dung. Van dé nay c6 thé duogc giai quyét
bang su cat bo céc lién két acid khong bén ¢ chd ndi caa protein tai to hop va
duéi & Tuc [79],[80].

Str dung céng nghé di truyén tai to hop DNA trong cong nghé protein da
dugc tng dung hon 10 nim qua va c¢6 mot hiéu qua rat 1on trong san xuat
protein vi sinh vat. Ung dung cdng nghé protein duoc sir dung trong rat nhiéu
linh vuc: san xuat ta dugc vac xin, khang thé. ..

1.4.2. Ki thuit tao khang thé bang gay mién dich trén déng vat [81]

Diéu ché khang huyét thanh bang gay mién dich trén dong vat 1a mot
trong nhimg phuong phép tao khang thé da duoc sir dung tir 1au va ngay cang
duoc hoan thién bén canh su ra doi cia nhiéu ki thuat tao khang thé hién dai.
Két qua tao khang huyét thanh bang gay mién dich phu thudc mot sb yéu to:
(1) Chat lugng khang nguyén, (2) Liéu luong khang nguyén, (3) Céch tiém,
(4) Khoang cach gitra cac lan tiém. (5) Thoi gian thu khang thé. Dé danh gia
mot md hinh gay mién dich tot nguoi ta dua vao thoi gian thu duoc khéang thé,
hiéu gia va do tinh khiét cua khang thé.
1.4.2.1. Chdt lweng khéng nguyén

Tinh KN ctia mot chat phu thudc vao cau tric, trong luong, phan ti,

tinh la va kha nang chuyén hda cua chat do trong co thé. Tinh KN con phu
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thudc cau trdc caa KN gom nhiéu protein hay chi mét protein tinh khiét. Do
tinh khiét caa KN quyét dinh d tinh khiét caa khang huyét thanh.
1.4.2.2. Duwong tiém caa khang nguyén

Khi gay mién dich trén dong vat, tly theo loai dong vat thi nghiém ma
nguoi ta chon cac duong tiém khac nhau nhu ti€ém trong da, dudi da, tiém tinh
mach hay tiém phdi hgp mang bung va gan ban chan. Mdi cach tiém déu c6 hiéu
qua khéc nhau. Tiém bip, tiém dudi da c6 tac dung tét véi cac hach dia phuong.
1.4.2.3. Liéu lwong ciia khang nguyén, theéi gian gida cac lan tiém.

Ty thuoc KN va yéu cau diéu ché khang huyét thanh ma luya chon tién
hanh gay mién dich voi cac dung dich va thoi gian tiém khac nhau. Dung dich
gay mién dich c6 3 loai: (1) dung dich khang nguyén don thuan, (2) khang
nguyén cling ta chat Fruend, (3)Dung dich phdi hop ciia ca (1) va (2).

Phuong phap diéu ché khang huyét thanh bang KN don thuan hién nay it
su dung.

Phuong phap thuong st dung hién nay 1a gay mién dich bang dung dich
hdn hop KN vai ta chat vi két qua cho hiéu gia KT cao hon so Voi phuong
phap ding KN don thuan.

Gay mién dich bang dung dich hén hgp khang nguyén véi ta chat

Té chat dugc sir dung voi KN ¢ thé 1a: Alumin hydroxit, Kali alumin
sulfat hoic ta chat Freund.

Gay mién dich bang hén hop KN-ta chat Freund 1a phuong phap duoc
ting dung rong rdi do hdn hop ndy mang lai dap tng mién dich tot, tao dugc
lwong KT nhiéu. C6 2 loai Freund duoc bén trén thi truong d6 1a Fruend hoan
toan va Freund khdng hoan toan. Freund hoan toan gom dung dich nhii hoa
trong dau khoang va mot loai vi khuan bat hoat dong kho (thuong 1a vi khuan
lao), con Freund khdng hoan toan thiéu cac thanh phan vi khuan dong kho,

chi c6 nude va nhil twong dau.
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> Cdc budc tién hanh diéu ché khang huyét thanh:

- Biéu ché hdn hgp KN-ta chat Freund: Dung dich nay chi dugc diéu ché
trudc khi tiém bang cach tron ta chat Freund hoan toan (hoic khdng hoan
toan) voi KN. Tron ki 2 chét thanh hdn dich tring duc nhu sita, c6 d6 keo dic
tét (kiém tra bang nho mot giot hdn dich vao nuwdc ma giot d6 khong tan)

- Gay mién dich cho tho bang phac d6 4 mii tiém. Liéu lwgng cho mdi
lan tiém 1a 2ml hdn dich. Buong tiém: 12 dudi da hoac tiém bap. Thai gian
tiém: mdi miii cach nhau mot tuan.

Huyét thanh tho s& xuat hién KT ting cao kéo dai trong qua trinh giy
mién dich va duy tri 2 dén 4 thang sau. C6 thé kiém tra hiéu gia KTtrong
huyét thanh tho tir ngay thir 7 sau mii tiém 3. Thoi diém thu nhan KT toan bo
c6 thé vao ngay thir 15 dén 20 sau mili tiém cudi.

1.4.3. Ki thuat phan lap albumine tir huyét thanh [82].

Tua la phuong phap thuong duoc st dung dé tinh sach, thu nhan cac
phan tir sinh hoc nhét 13 protein. Dé tua protein, nguoi ta c6 thé dung nhiéu
cach khac nhau: tiia bang mudi, tia bang cic dung mdi hitu co hoic thay doi
pH ctia dung dich c6 chira protein.

Tiia bang mudi

Dung mudi 1a cach phd bién dé tia protein. Kha ning hoa tan cua
protein tuy thudc vao nhiéu yéu té nhu: dic tinh Iy hoa ty nhién cta protein,
pH, nhiét do, néng do caa mudi...0 né)ng do mudi thép, tinh tan cua protein
taing nhe. Tuy nhién, & nong d6 mudi cao, tinh tan cia protein giam
manh.Tinh tan cta protein trong méi trudng mudi ndng do cao duoc giai thich
boi Kirkwood. Su gia tang luong ion mudi trong dung dich lam giam tinh
hoa tan cua protein dan dén sy tia.

O ndng do mudi cao, d6 hoa tan tuan theo cong thirc ciia Cohn:log S =

B - KI(S: d6 hoa tan cta protein, B: hang sé(tuy thudc vao chic ning cia
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protein, pH va nhiét do), K: hang s6 tan (tuy thudc vao pH, hon hop va luong
mudi c6 trong dung dich), I: cudng do ion ciia mudi). Vi vy, khi mudn tach
mot protein tr mot hon hop nhiéu protein, nguoi ta cd thé lya chon n(‘A)ng do
mudi sao cho phu hop nhat véi protein muc tiéu.Hiéu qua tia protein ctia cac
anion mudi khac nhau thi khac nhau. Hiéu qua tia dugc xép theo thir tu giam
dan nhu sau: citrate > phosphate > sulphate > acetate/chloride > nitrate >
thiocyanate.

Tiia protein bang cdc dung méi hitu co

Khi thém dung méi hitu co vao méi truong, hang sé dién moi ctia moi
truong giam xudng. Cong thirc biéu dién mdi quan hé giita d6 hoa tan va hang
s6 dién moi: In (S/Sw) = (A/RT) (1/Dw - 1/D). Trong d6 S: do hoa tan cua
protein trong dung méi hitu co, Sw: dd hoa tan ciia protein trong nudc, D: hang
s6 dién moi ctia moi truong sau khi da bd sung dung méi hiru co, Dw: hing s6
dién moi cua nudc, R: hﬁng s6 khi, T: nhiét do tuyét doi, A: héng s6 khi.

Cong thie trén cho thay: khi thém dung méi hitu co vao méi trudng,
hang s6 dién méi tang 1én, kha ning hoa tan cua protein giam, vi thé tao sy
két tua. Tuy nhién, cac dung moi hiru co lai ¢é ai luc véi céac bé mat ky nudc
ctia phan tir protein. Két qua 1a chung 1am bién tinh protein trong suét qua
trinh tia. Do d6, khi ta, chi nén str dung cac dung méi hitu co & nong do thap
(ngoai trir:2—methyl-2,4—pentanediol(MPD), dimethyl Sulfoxide(DMSO) va
Ethanol c6 thé sir dung ndng d cao.

Tir cac nguyén tac trén Rodkey da dua ra mot phuong phép tia protein
cai tién. Phuong phap nay 1a su két hop ctia ca phan tir mudi ndng do thap
(Tricloroacetate acid 2%) va dung méi hitu co (Ethanol 84,5%) nham lam tia
t6i da cac phan tir albumine trén bé mat va thu nhan globuline trong dich lang
(Qui trinh ki thuat dugc trinh bay trong phan phuong phap nghién ctru)[82].
1.4.4 Ki thuat ELISA
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ELISA Ia ky thuat chan doan dua trén nguyén Ii mién dich hoc rat pho
bién trong rat nhiéu linh vuc, tir y hoc, y duoc, tha y, sinh hoc, kiém dinh thuc
pham, moi truong v.v... ELISA phé bién rong rdi do dé thuc hién, toc do
nhanh, chi phi thap, d& san xuat, an toan véi d6 nhay va do dac hiéu chap
nhan dugc. Tién than cia ELISA 13 k§ thuat mién dich hoc phdéng xa
(radioimmunoassay - RIA), dugc phét trién boi Rosalyn Sussman Yalow va
Solomon Aaron Berson cong bd lan dau tién nam 1960 va dugc giai Nobel y
hoc nam 1977. Nam 1971, hai nhém nghién ctu Peter Perlmann va Eva Engvall
cling voi Anton Schuurs va Bauke van Weemen da doc lap cong bo cac bai béo
vé qui trinh k¥ thuat ELISA dang st dung hién nay.

ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) 1a k§ thuat hap phu
mién dich gan enzym dua vao tinh hap phu ty nhién cta protein trén mot so
chat nhu polystyren. Cac KN hodc KT duoc gin 1én polystyren, sau d6 cho 1
v6i KT hodc KN dic hiéu tuong tmg dé tao nén phan ung két hop KN-KT.
Cubi cing cho gin voi KT hodc KN di biét trudc dd gin voi enzyme.
Enzyme s& phan hay co chat khong mau thanh mot san pham c6 mau dic
trung. Mat d6 mau dugc nhan dinh so bd bang mat thuong hodc dugce doc
chinh x4c bang quang phd ké.

Duya trén nguyén 1y cta cac phan tng két hop KN-KT. Néu muén tim
KN trong hdn dich thi phai ¢6 KT dic hiéu voi KN d6 da biét hoic nguoc lai.
1.4.4.1. Ki thugt ELISA truc tiép

ELISA tryc tiép it dugc sir dung trong ELISA dinh luong ma thuong
dugc st dung cho ELISA dinh tinh. Yéu t6 can chan doan (vi du nhu KN)
duoc cb dinh tryc tiép 1én mot bé mat ran sau d6 duge xac dinh sy hién dién

bang yéu t6 phat hién. Nguyén 1y cta ki thuat duoc mo ta ¢ so do hinh 1.14:
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I @ - BI—’ Sinh mau

KNcan tim Khang KT
gan enzym

Hinh muong [/ndp ELISA truc tlép

Cochat

Phuong phap nay c¢6 wu diém 1a chi cAn mot 1an @ do d6 tiét kiém thoi
gian va giam thiéu duoc viéc kiém soat cac diéu kién trong qua trinh thyc
hién. Tuy nhién, nhugc diém 1a nhudm mau nén cao, can nhiéu loai KTdé st
dung cho mdi KN can xac dinhnén ton kém.
1.4.4.2. Ky thudt ELISA gian tiép

Ki thuat ELISA gian tiép duoc tién hanh twong tu nhu ELISA truc tiép.
Yéu t6 can chan doan (vi du nhu KN) duoc ¢ dinh truc tiép 1én mot bé mat
ran sau d6 dugc u véi KT dic hiéu va duge xac dinh sy hién dién cua phtrc
hop KN-KT bang yéu té phat hién 1a KT gin enzyme. Nguyén 1y cua ki thuét

duoc mo ta & so dd hinh 1.15.

+ D » Sinhmau
KNcan tim KT d3 biét  Khang KT Cochat
Hinn 1.13: >0 ao &3NeNYM -, FJISA gidn tiep

Uu diém cta phuong phap nay 1a chi can tao mot loai khang khang thé
mang enzyme dé nhan biét cho nhiéu KN khac nhau. Tuy nhién nhuoc diém
ctia ELISA gian tiép 13 tang s6 budc thuc hién do d6 1am ting viéc kiém soat
cac diéu kién qua trinh va kéo dai thoi gian chan doan. Pong thoi phuong
phéap nay ciing c6 gidi han phat hién thip hon khoang 10 lan so v6i ELISA
truc tiép.

1.4.4.3. Ky thugt ELISA sandwich
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Nguyén ly: khang thé khong danh du (biét trudc) duge gin 1én chat mang
(polystyren), KN can tim duoc U v6i chat mang co6 KT. Rira bo KN thira va cho
tiép KT c¢6 gan enzym. Nhu vy, KN can tim s& bi kep giita hai KT. Sau khi rtra
1an 2 dé loai bo KT gin enzyme thira, dung dich co chit duoc thém vao dé sinh
mau dic trung. Mirc d6 1én mau cua phan tmg duoc do mat d6 quang bang

quang phd ké ¢ bude song thich hop (hinh 1.16).

<>
<>

KT d3 bié- .
KN can tim

D 4 D —» Sinh mau
KT gan enzym Cochét
1.16: So do phwong phap ELI>A sandwich

Ki thuat ELISA sandwich ¢ kha nhiéu wu diém vuot troi: thir nht 1a
giam duoc nhuém mau nén va cac phan ung khong dic hiéu do di loai bo
duoc hau hét cac thanh phan tap. Tha hai phan tng duoc thyc hién dé dang,
KTmét cd thé duoc gan san trén bé mat ran tao thanh cac bo KIT va co thé
thuc hién cac chan doan ma trong d6 KN khong thé gan duoc 1én mat ran.
Bén canh d6 ki thuat ciing c6 nhimg nhugc diém riéng, trong d6 quan trong
nhat 14 1am ting phan wng chéo do lién két khong dac hiéu giira cac 1op yéu td
phat hién thtr cap véi khang thé 1.
1.4.4.4. Ky thugt ELISA cgnh tranh.

ELISA canh tranh 1a phuong phap ELISA rat hiéu qua cho dinh luong
cac yéu td hién dién trong mau xét nghiém véi lugng nho. ELISA canh tranh
st dung mot lwgng KN cung loai véi KN ma ta muén dinh lugng trong mau
(KN canh tranh) cho phan tng mién dich véi cung mot loai KT dic hiéu cb
dinh trén mat rin, sau d6 do lwong KN canh tranh nay théng qua hoat tinh

enzyme duoc lién két véi nd. KN canh tranh cang hién dién nhiéu cho biét
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loai KN d6 trong miu cang it va nguoc lai. Co ba bién thé chinh ctua phuong
phap nay:
% Phuwong phdp ELISA canh tranh bdo hoa can bang twong doi

Trong phuong phap nay KN mau va KN canh tranh duoc cho phan tng
cuing luc véi mot KT da cd dinh. Hai loai KN sé& phan ang véi KT theo mat ti
Ié twong g Vi ti 16 ndng d6 cua hai loai KN, tir d6 xac dinh dugc nong do
KT khi do ti Ié KN canh tranh con lai sau phan tng so vai lugng KN str dung
ban dau.

% Phuong phap ELISA canh tranh bao hoa thit tu:

Phuong phap nay thuong dugc sir dung hon phuong phép bao hoa can
bang twong d6i. O phuong phap bio hoa thi tu KN mau duoc cho phan tng
trude. Sau do, mét luong du KN canh tranh dugc thém vao dé bio hoa luong
KT con tréng. Hoat tinh enzyme do duocsé cho biét lugng KN canh tranh
phan ung véi bao nhiéu KT con tréng, tir d6 tinh duoc lugng KN da chiém
chd KT.

% Phuwong phap ELISA canh tranh sc ché khang thé:

Thay vi ¢b dinh KT |én mit ran, ngudi ta ciing c¢6 thé ¢b dinh KN canh
tranh. Pau tién, ngudi ta s& cho KN can xac dinh phan ¢ng vai mot luong KT
biét trudc. Sau do, lugng KT con lai chua phan tng s& dugc phan ang véi KN
canh tranh, va dugc ¢d dinh lai. Sau budc ria ta co thé do lwgng KTda ¢d
dinh tir d6 suy ra luong KT da phan tng véi khang nguyén can xac dinh. Bén
canh viéc dinh luong KN, phuong phép ndy con c6 thé sir dung dé so sanh cac
KN vai nhau (hinh 1.17)[83].



54

Substrate Substrae
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Hinh 1.17: So' do phwongphap ELISA canh tranh sc ché
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

2.1.1. Péi twong nghién cru ciia muc tiéu tao khang thé dic hiéu khang
nguyén UTTTL.

-Gen ma hoa polyepitope cta khang nguyén ung thu tuyén tién liét sém
theo thiét k& ciia nhom nghién ctru (gen polEPCA-2)gin trong vector tach
dong pBSK-GS53545 dugc dat hang tir hang Cosmo Genetech. Trinh ty gen
nay dugc thiét ké dya trén trinh ty acid amin cua 2 epitop EPCA-2.22 va
EPCA-2.19 cong bd boi Getzenberg nim 2009 [37].

EPCA-222:VIQPYPNFYMVA
EPCA-219: FAQDNDL

- Protein tai to hop mang 8 lan lap lai cua hai epitope EPCA-2.22 va 2.19
d3 dugc xac dinh co hoat tinh v6i khang thé dic hiéu trong bo Kit ELISA cua
CUSABIO, CSB - EQ 027679HU.

- Muoi tam tho xam giéng Viét nam, khoe manh, trong lugng trung binh
2,5kg/con khong phan bi¢t duc cai dugc nudi dudng trong diéu kién thi nghiém
tai labo B0 mon Sinh ly bénh - Mién dich, truong Pai hoc Y Ha Noi.

2.1.2. Poi twong nghién ciru cho muc tiéu tao b sinh pham bang khang
thé va bwéc dau wng dung trong chan doan UTTTL.

- B6n muoi bénh nhan da duoc chan doan 1a ung thu tuyén tién liét bang
phuong phap héa mé bénh hoc (nhuém Hematoxylin Eosin (HE) cac mo bénh
pham sau phiu thuat). Bénh nhan khong bi cac bénh ung thu khac va chua

diéu tri bang cac thudc chong ung thu.
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- Bén muoi bénh nhan u phi dai lanh tinh TTL da duogc chan doan xac
dinh bang phuong phap héa mé bénh hoc (nhuém HE cac moé bénh pham
sau phau thuat).

- Ba muoi nguoi nam khée manh khong c6 bénh 1i cua TTL, khong bi
cac bénh ung thu khac, tudi tir 50 dén 89 (cung lira tudi véi 2 nhém bénh
nhan noi trén).

2.2. HOA CHAT, SINH PHAM NGHIEN CUU

2.2.1. Sinh pham

- Khéng thé tho dic hiéu khang hai epitope EPCA-2.22 va 2.19 da duoc
xac dinh c6 hoat tinh

- Cac enzyme cat gioi han: Nco I, Not | (Biolabs).

- Cac enzyme: Taq DNA polymerase, T4 DNA ligase (Biolabs).

- Thang DNA: 1kb DNA ladder SM0311 (Fermentas).

- Thang protein: Unstained protein molecular weight marker SM0431
(Fermentas).

- Vi khuan Escherichia coli chung DH5a, BL21 (DE3).

- Vi khuan Escherichia coli chung BL21 (chang biéu hién).

- Vector biéu hién pET-28a(+) (Novagen).

- Cap mdi st dung trong giai trinh tu:

T7F: 5’ TAATAC GAC TCA CTATAG GG 3’
T7R: 5 TAG TTA TTG CTC AGC GGT GG 3’

Pay 1a cap modi cua vector biéu hién pET-28a(+). Cap mdi dugc phong
Cong nghé té bao dong vat, Vién cdng nghé sinh hoc cung cép.

- T4 dugc Freund’ Adjuvant complete va Freund’Adjuvant incomplete

-Bo Kit ELISA xac dinh EPCA-2 cua hdang CUSABIO, CSB - EQ
027679HU.
2.2.2.Hoba chat
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> Céc hoa chit tinh khiét duoc str dung trong cac nghién ctru sinh hoc
phan to cua BiolLabs, Invitrogen, Novagen, Sigma va Bioscience,
Fermentas... gom:

> Cac hoa chat dung trong dién di DNA va protein: agarose; acrylamide;
glycerol; ethidium bromide; comassie blue; APS; SDS; Tris-HCI; temed;. ..

» Khéang sinh: Kanamycin.

> Chat cam ung: IPTG (Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside).

» Céc dung dich mudi, dung dich dém, ...

» Moi truong: LB long, LB dac (Phu luc). Méi truong dugc Khur trung
& 121°C, 1 atm trong 30 pht.
2.3. TRANG THIET BI SU DUNG TRONG NGHIEN CUU

Lo vi séng (SamSung, Han Qudc) Tu cdy vé trung (Sanyo, Nhat)
May li tam (Eppendorf, Btc) Pipetman cac loai (Gilson)
May do pH (Metter, Thuy S¥) May Vortex (Rotolab OSI)
May soi gel (Pharmacia, M¥) Ta am 37 °C, 28 °C

May PCR (My) Tu lanh sau (Sanyo, Nhat)

May lac 6n nhiét 37 °C, 30 °C, 28 °C B¢ on nhiét (Teche, OSI)
Can phan tich 10™g (Mettler Toledo)  Bo dién di protein (Bio-Rad)
Can dién 10™g (Ohaus)

Dan méay ELISA Bio-Rad iMark ™ B¢ dién di DNA,

Microplate Absorbance Reader.

2.4. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Nghién ciu thar nghiém tao sinh pham cho ky thuat ELISA xé4c dinh
EPCA-2 trong chan doan UTTTL.
2.5. PHAN TICH VA XU LY KET QUA TRONG NGHIEN CUU
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- Xir ly s6 liéu bang phan mém: SPSS 6.0

- Str dung cac thuét toan: %, tinh ty 16 phan trim, so sanh gid tri trung binh.

2.6. CAC BUOC TIEN HANH NGHIEN CUU

Quaé trinh nghién ciru dwoc tién hanh theo so d6:

Gen ma hoa
EPCA-2

ProteinEPCA-2

Gay mién dich
trén thé

ELISA kiém tra
kha nang nhan
biét EPCA

Kit xac dinh EPCA-2 cia
Cusabio

-
(s
[ Thu khéng thé }
Y

Bénh nhan UTTTL Bénh nhanu phi dai Ngwaoi nam binh
(n=40) TTL (n=40) thwong (n=30)

2.8. CAC Ki THUAT SUDUNG TRONG NGHIENCUU

A 4

[ So sanh két qua }
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nguyén tai té hop mang cac epitope EPCA-2

Qui trinh tai t6 hop polEPCA -2 dugc thuc hién theo so d6:

~

TS hop gen tai t6 hop mang cac epitope EPCA-2 gén trong vector tach dong pBSK-GS53545

v

Bié

n nap vector tach dong vao té bao E. coli DH5a

Nhan nudi tang sinh

Tach DNA plasmid

Cét vector tach dong chia gen polEPCA-2 bang Cat vector biéu hién g’()c PET-
2 enzyme cat gidi han Ncol va Notl 28a(+) bang 2 enzyme cat gidi han
Nco | va Notl

Gan gen polEPCA-2va

ovector pET-28a(+)d3 cat voi hai enzyme gidi han trén bang T4-DNA ligase

A 4

Bién n

ap vector biéu hién tai t& hop vao té bao E. coli DH5a

v Nhan nudi tang sinh

Tach DNA plasmid

'

Kiém tra két qua gan gen polEPCA-2 vao vector biéu hién bang gidi trinh tw

A 4

Biéu hién san phdm gen polEPCA-2 &E. coli BL21 (DE3)

A 4

Dién di kiém tra trén gel
polyacrylamid, t6i uu ho
diéu kién biéu hién

Kiém tra do hoa tan va tinh Kiém tra hoat tinh cla
acac sach san pham biéu hién trén protein tinh sach bangkit
cOt Probond Nikel Resin ELISA phéat hién EPCA-2 cla
hang CUSABIO

A 4 /

Pol EPCA-2
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2.8.1.1. Tgo vector biéu hign tai té hop
% Phirong phdp cit DNAbdng enzym cadt giGi han
> Nguyén tdc:
Enzym cit gi61 han ¢6 kha nang nhan biét trinh tu dic hiéu v&i nod trén

DNA (trinh tu nay thudng tir 4-6 bp, goi 1a ving giéi han) va cat DNA tai
ving ndy tao thanh nhimg manh DNA c6 dau bang hoic dau dinh. Dya vao
trinh tu nucleotide trén doan DNA ban dau ma ta c6 thé xac dinh dugc cac vi
tri c6 thé bi cat boi mot enzyme cat gidi han nhat dinh.
> Tién hanh:

Hai enzyme cit gi6i han duoc st dung 12 Nco 1 va Not 1.

Thanh phan hén hop phan tng nhu sau:

Bang 2.1. Thanh phdn hén hgp phdn ng cdt bang enzyme

Thanh phan phan ing Thé tich
bém NE buffer 4 (10x) 3uL
DNA 8 uL
NCO | 0,5 uL
Not | 0,5 uL
Nudc khir ion, vo trung 18uL
Tong thé tich 30uL

Cho nuéc vao ong phan tng, sau d6 thém dung dich dém, DNA. Tron
nhe nhang bang pipetman, enzyme lay ra tir ta lanh sau -20 °C duoc cho vao
sau cling va tron nhe nhang. Lic nay méi 12 ldc bat dau xay ra phan ang. Spin
nhe trong 5- 10 gidy dé loai bot khi. U hdn hop phan tng & 37°C trong 4 gio.
s Phuwrong phap dién di trén gel agarose
> Nguyén tac:
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DNA 14 c4c dai phan tu tich dién Am dong déu trén khap bé mat nén khi
chiu tac dong ctia mot dién trudng, ching sé di chuyén vé phia cuc duong cua
dién truong. DNA kich thudc 16n di chuyén cham hon DNA kich thudc nho.

Trong mot pham vi nhét dinh ndng d6 gel agarose, kich thudc phan tir ty
I& tuyén tinh vé&i quang duong di chuyén caa DNA trén gel agarose. Thuong
thi cac doan gen co kich thudc tir 300- 10.000 bp cé thé duoc phan tach trén
gel agarose 0,8%.
> Tién hanh:

Chuan bi gel agarose 0,8%: Can 0,89 agarose dang bot hoa vao 100 mL
TAE 1X (pha tor TAE 50X, xem phu luc 2). Pun néng trong 16 vi séong cho
tan hoan toan. Pé ngudi khoang 50°C, do vao khuon da dit sin rang luoc voi
d6 day thich hop. Bé ban gel dong lai va on dinh hoan toan.

G& luoc, dat ban gel vao bé dién di chira sin TAE 1X sao cho dém ngap
hoan toan ban gel.

Tra mau: Liy mot thé tich dung dich chta lwgng DNA thich hop
(khoang 1-2 pg DNA), tron véi khoang 1uL mau, tra vao giéng. Néu can thiét
thi tra thém marker 12 tap hop nhiéu DNA c¢6 kich thudc da biét (thang DNA)
dé so sanh udc luong kich thude doan gen.

Chay dién di & hiéu dién thé 100V. Quan sat su di chuyén cua mau dé
biét khi tat may.

Nhuom ban gel bang ethidium bromide 2 pg/mL trong khoang 5- 7 phdit.
L4y ban gel ra trang qua nudc. Chup anh duéi anh sang tir ngoai co budc
song A= 360 nm.

% Phwong phap thu DNA tir gel agarose (Phwong phap thoi gel)

Phuong phap nay duoc tng dung khi ta mudn thu nhan mot doan DNA

c6 kich thudc nhit dinh d3 biét trude, trong mot hdn hop cac doan DNA c6

kich thudc khac vai doan DNA mong muén.
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Chung toi str dung kit thoi gel cua hang Fermentas (Gene JET™ Gel
Extraction Kit).
> Nguyén tac:

Dua vao kha ning bam ctia DNA 18n mang silica khi c6 mit ndng d6 cao
cac mudi chatropic ¢ pH< 7.5. Bém QG gilp hoa tan gel va tao diéu kién
thuan loi & DNA bam 18n mang. Sy bam DNA 1én mang c6 tinh dac hiéu nén
nhitng thanh phan khac khong duoc gitr lai, dém rira PE s& loai hoan toan cac
thanh phan nay. DNA sau d6 s& duoc thdi ra khoi mang bang dém théi EB
hoac nudc.
> Tién hanh:

Buréc 1: Cat phan gel agarose c6 DNA quan tam

Sau khi san pham cat duoc dién di trén gel agarose 0,8% ta tién hanh soi
gel, cat va thu nhan ving gel c6 chira baing DNA mong muédn, chuyén sang
6ng Eppendorf méi da dugc xac dinh khéi luong.

Pinh lwong miéng gel: Xac dinh khéi luong doan gel vira thu nhan duoc
bing can phan tich. B4 sung 3 lan thé tich dém lién két vai gel (Gel Buffer
Binding) (tinh bang mL) ddi véi 1 thé tich gel (tinh bang mg).

Buwéc 2: Hoa tan gel

U ong Eppendorf c6 chira miéng gel & bé on nhiét 56°C trong 10 phut,
ctr 2 - 3 phit lay ong ra ddo dé lam tan hoan toan miéng gel. Kiém tra dam
bao dung dich sau khi ¢ c6 mau vang (ching té pH < 7,51 pH phu hop dé gan
DNA [én mang). Néu dung dich c6 mau cam hay tim, thém 10 pL Natri acetat
pHS5 dé chuyén dung dich sang vang.

Chuyén toan bd phan dich sang cot thdi gel. Ly tam 12.000 vong/pht
trong 1 phut, loai dich.,

B6 sung 500 uL dém QG. Ly tam 12.000 vong/phut trong 1 phdt, loai dich.
Burée 3: Logi bé céc thanh phan khdng gan 1én mang silica
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Rura cot: B sung 750 pL dung dich dém PE. Ly tam 12.000 vong/phut
trong 1 phat, loai dich. Ly tam tiép mét 1an nira dé loai can dich.

Thu DNA: Bat cot vao 6ng Eppendorf 1,5 mL méi.
Budc 4: “Théi” DNA ra khoi mang silica

B6 sung 30 pL nudc khir ion, vd khuan, u 5 phit ¢ nhiét ¢6 phong. Ly
tam 12.000 vong/phdt trong 1 phdt, thu dich trong ng Eppendorf, giit ¢ 4 °C.
% Phwong phdp gan DNA vao vector biéu hién
> Nguyén tac:

Do kha ning xtc tac hinh thanh lién két gitra nhom 5’-phosphat va 3’-
OH tu do nén enzyme T4 DNA ligase c6 thé gan ndi hai phan tir DNA c6 dau
dinh b6 sung véi nhau dé tao thanh DNA tai to hop. Diéu kién tién quyét dé
phan ung xay ra 1a sy ¢ mat cia ATP hodc NAD dé hoat hoa enzyme.
> Tién hanh:

Chuan bi hdn hop phan tng:

Bang 2.2. Hon hop phan iing gan bang enzyme

Thanh phan Thé tich
T4 DNA ligase buffer 10X 1L
Vector da md vong 1L
Doan gen SuL
T4 DNA ligase 1L
Nudc khir ion, vo trung 2 UL
Tong thé tich 10 pL

Cho nuéc vao 6ng phan tng, thém cac thanh phan T4 DNA ligase
buffer, vector d3 md vong, doan gen vao 6ng Eppendorf. Tron nhe nhang
bang pipetman. Enzyme dugc Iy tir ta lanh siu -20 °C s& cho vao sau cling va
tron nhe nhang.

Hon hop phan tmg duoc 1 trong 5 gio & nhiét do 22 °C.
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2.8.1.2. Bién nap vector tai té hop vao E.coli bang phwong phdp séc nhigt

Séc¢ nhiét duoc sir dung dé chuyén DNA tai to hop vao té bao.Phuong
phap ndy co thao tac kha don gian nhung lai khéng kiém soat duoc nhiéu chi
tiéu nhu: S6 lwong ban sao cua cac doan DNA duge dua vao, biéu hién cia nd
s& bén vitng (néu nd gan xen vao bo gen cua té bao cha) hay chi tam thai (néu
tén tai dudi dang plasmid va dan bi té bao cha loai bo). Tuy nhién, khéng
phai tat ca cac vi khuan déu cd thé bién nap mot cach dé dang.
> Nguyén tac:

Dudi tac dung cua CaCls, thanh té bao ¢ thoi ki sinh truong tré nén xép tao

diéu kién cho DNA c6 thé chui qua 16 mang vao té bao chat khi séc nhiét. Sau 30
pht, té bao s& biéu hién gen khang khang sinh cd trong plasmid ngoai lai.
> Tién hanh:
Buéc 1: Tao té bao kha bién bang mugi CaCl,.

L4y chung té bao E.coli duoc cét gitr ¢ -80 °C.

Cay vach té bao trén dia moi truong LB dic, u dia cdy qua dém ¢ 37 °C.

CAay chuyén mét khuan lac E.coli vao 5 mL méi truong LB 16ng, nudi lic
220 vong/phit ¢ 37°C qua dém.

Cay chuyén 2% vao 15 mL mdi trudong LB 16ng, tiép tuc nudi lic khoang
2 gio dén khi ODggo dat 0,6 - 0,8.

Chuyén dich té bao sang ong Eppendorf vo tring, mdi ong 1,5 mL, dé
trén da 10 phat.

Ly tam thu sinh khéi (4000 vong/phut, 4°C trong 5 phut)

Loai dich noi, dat dng chira té bao trong d4 10 phit.

Hoa tan cin té bao trong 300 pL dung dich CaCl, 100 mM lanh vé trung.
Pé hdn hop phan tng trén da 30 phut.

Ly tdm 4000 vong/ phut, 4°C trong 5 phat, tao cin té bao thanh dai rat
manh, hit bé dich can than (tranh bong dai can).
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Hoa lai cin té bao vao 60 pL CaCl, 100 mM lanh v tring, bing nhe.

Pé bng té bao trong da 2- 3 gio trudc khi bién nap hoic bao quan -80°C
trong glycerol 10%.

Buéc 2: Bién nap.

B4 sung 2 pL san pham vector tai t6 hop cho vao dng té bao kha bién.
Dé trén da 30 phut.

Chuyén dich té bao tir d4 sang bé 6n nhiét 42 °C, sdc nhiét trong 60 giay.

Mau duoc lay ra, dit ngay trén da 5 phut.

B6 sung 250 pL mdi truong LB long & nhiét do phong, nudi lac 220
vong/phut, & 37°C trong 1 gio.

Cay trai 150 pL dich té bao nubi cay trén dia moi truong LB dic ¢ bo
sung khang sinh kanamycin. Nudi ¢ ti am 37°C qua dém.
2.8.1.3.Phwong phdp tich DNA plasmid tir vi khuan E.coli

Téch chiét va tinh sach DNA plasmid 1a mét budc thi nghiém quan trong
trong c4c nghién ciu cua linh vuc sinh hoc phan tir. C6 nhiéu phuong phéap
dugc st dung dé tach chiét DNA plasmid nhu st dung céc loai dung dich
tach, hoic dung kit chuyén dung.Phuong phap duoc sir dung trong dé tai la
tach DNA plasmid bang céc loai dung dich.
> Nguyeén tdc:

Dua vao loi thé cua viéc bién tinh bang kiém déi voi DNA plasmid va
DNA nhan va sy hdi tinh mot cach chon loc DNA plasmid sau khi trung hoa
dung dich.
> Tién hanh:

Chuan bi dung dich Sol I, dung dich Sol 11, dung dich Sol I11 theo cong
thie trong phu luc 2, dung dich phenol: chloroform: isoamylalcohol ty 1é thé
tich 25:24:1.
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L4y dich vi khuan di nuéi qua dém cho vao éng Eppendorf 1,5 mL, ly
tam 12.000 vong/phut trong 1 phat thu té bao.

B sung 150 pL dung dich Sol I, hda cho cin tan hoan toan.

B6 sung 150 pL dung dich Sol II, dao nhe 3- 4 lan.

Bé sung 150 pL dung dich Sol I1I, ¢4o nhe 3- 4 1an luén.

B6 sung 450 pL dung dich phenol: chloroform: isoamylalcohol
(25:24:1), dao nhe.

Ly tdm 12.000 vong/phat trong 15 phut.

Chuyén pha trén sang 6ng Eppendorf 1,5 mL méi.

B6 sung 400- 500 pL dung dich isopropanol (twong dwong véi luong
dich thu dugc).

Pé ti -20°C trong 30 phdit.

Ly tdm 12.000 vong/phut trong 15 phit ¢ 4°C, loai dich thu can.

Rura can bang dung dich con 70%.

Ly tdm 12.000 vong/phut trong 1 phat, loai dich thu tua.

Lam khd taa bang may speed vac, hoa trong 30 pL nudc khir ion vo
tring bo sung RNAse c6 nong 6 100pg/mL, dé ta 37°C trong 1 gio.

Kiém tra két qua bang cach dién di mau DNA plasmid thu duoc trén gel
agarose 0,8%.
2.8.1.4. Phwong phdp PCR khuéch dgi vector chiza polEPCA-2

Nguyén tic cua ki thuat PCR: Phéi hop kha nang lai dic hiéu caa DNA
va kha nang tong hop DNA in vitro cia DNA polymerase dé nhan ban in vitro
cac doan DNA (gen) khéac nhau 18n hang triéu 1an so véi ban dau.

Do DNA polymerase hoat dong theo nguyén tic can phuc hop khudn-
mbi, trong méi truong thich hop cé cac dNTP thi sé kéo dai méi thanh soi bo

sung véi soi khudn. Vi vay, dé nhan ban dugc doan DNA dich, ngudi ta can
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phai biét duoc trinh ty doan nucleotide ¢ 2 dau cua doan DNA cin nhan ban
dé tir d6 thiét ké cac cap moi (primer) dic hiéu.

O dé tai nay chdng t6i st dung mdi T7F va T7R khuéch dai doan cua
vector pET-28a(+)cé chira gen polEPCA-2, san pham khuéch dai sau d6 dugc
dién di kiém tra kich thuéc trén gel agarose, ddng thoi sir dung cac moi nay
trong giai trinh tu vector tai to hop chira doan gen mong mudn.

Tién hanh phan tng PCR theo quy trinh sau:

% Chudn bji han hop phdn ing:
Bdng 2.3. Thanh phdn phdn iing PCR

Thanh phan Thé tich(uL)
Buffer 10X 2,5
DNTPs 2,5
T7F 1
T/R 1
DNA khuén 0,5
Taqg polymerase 0,125
Nudc khir ion v6 trung 17,375
Tong thé tich 25

< Hén hop phdn ing dwoc dwa vao may PCR dé thyc hién chu trinh nhiét:

Budc 1: Bién tinh hay tach soi DNA kép thanh soi DNA don & nhiét d6
94- 95°C trong 30 dén 60 giay.

Budc 2: Gan moi vao soi DNA trong 30 dén 60 gidy. Nhiét do phu thudc
vao Tm cua moi. Nhiét do gan mdi cua ciap moi T7F va T7R 14 52°C.

Budc 3: Kéo dai chudi méi ¢ 72°C trong 30 gidy dén vai phat tdy thuoc
kich thudc doan gen can nhan ban. Nhiét do 72°C 1a nhiét d6 téi vu dbi voi
hau hét DNA polymerase bén véi nhiét [84],[85].

Bang 2.4. Chu trinh nhiét cua phan ung PCR
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Nhiét do Thot gian

95°C 5 phut

95°C 30 giay

52°C 30 giay 30 chu ky
72°C 30 giay

72°C 5 phat

15°C V6 clng

< Tién hanh dién di san pham PCR trén gel agarose dé kiém tra chat lwong
san pham.
2.8.1.5. Phwong phdp gidi trinh tw gen bang may tw dgng
s Dinh nghia:

Giai trinh ty gen la phat hién dugc thir ty sap xép cua 4 loai nucleotid
trén phan ti- DNA.

C6 nhiéu phuong phép giai trinh ty gen nhu: giai trinh ty bang hoa hoc,
bang enzyme va bang may giai trinh ty tu dong.
% Trong dé tai ching t6i gidi trinh tir gen ma héa polEPCA-2 bang may tuw

dong

Dé thuc hién giai trinh ty bang may tu dong cdc mach DNA don san
sinh trong 6ng phan tng giai trinh ty phai duoc danh dau huynh quang dé
cac vach dién di caa cac mach don nay phat sang khi di qua mot chum tia
sang laser. Nguyén tac hoat dong cua may la trong suét qua trinh dién di,
moi khi ¢ mot vach dién di di qua chum tia laser thi vach dién di s& phat
séng va su phét sang nay s& duoc mat cam quang ghi nhan va luu lai thanh

mot dinh cudng d6 sang trong biéu dd. Tir biéu d6 cua cac dinh cudong do
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sang nay, may s& so dong cua cac dinh twong (ng v&i cac mau, cudi cling
phéan tich thanh trinh tu caa doan DNA.

Véi cac thé hé may maéi sau nay, nguoi ta c6 thé dung 4 mau huynh quang
dé danh dau 4 loai ddNTP, nhd vay phan (ng giai trinh ty c6 thé thuc hién
duoc chi trong mot dng nghiém va khi giai trinh tu chi can dién di trén mot
hang ma khong can phai trén 4 hang khac nhau nhu trudc[84],[85].
2.8.1.6.Biéu hign protein tai té hep
% Cdm ing promoter dé té bao E.Coli biéu hién protein tdi t6 hop
> Nguyeén tac:

Nudi ciy cac thé bién nap c6 vector tai to hop mang gen trong moi
truong co chat cam (mg promoter dé protein tai t6 hop c6 thé duoc té bao chi
tong hop.
> Tién hanh:

Cay hoat hoa 1 khuan lac trong méi truong LB ¢6 bo sung kanamycin
(50 mg/mL) v&i ndng do cudi 1a 50 pg/mL, nudi lic & 37°C qua dém.

Cay chuyén 2% chung vao 2 mL mdi truong LB ¢6 bd sung khéang sinh
kanamycin nong do 1a 50 pg/mL va nubi lic ¢ 37°C d&& OD dat 0,5- 0,8
(khoang 2- 3 gio).

Hat 1 mL lam doi chimg trudc cam ang.

Phan con lai cam ung IPTG (Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside)(100
mM) dat néng do6 cudi 12 0,4 mM, lan luot tirng dng nudi & 37°C qua dém.

Thu mau sau cam ng.

bién di kiém tra protein trén gel polyacrylamid 12,6% [86].

% Phwong phdp dién di protein trén gel polyacrylamid c¢é chdt khir (SDS-
PAGE)
> Nguyén tdic:


http://en.wikipedia.org/wiki/Isopropyl_%CE%B2-D-1-thiogalactopyranoside
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Dién di trén gel polyacrylamid 1a ky thuat dé phan tach cac protein theo
tinh linh dong trong dién di cua ching (phu thudc vao chiéu dai cua chudi
polypeptid hozc khéi lwgng phan tir, cau hinh (xon) cua protein, c4c bién doi
hau dich ma va c&c nhan té khac).

SDS (sodium dodecyl sulfate) 1a mot chat khir anionic gay bién tinh
protein bang cach bao quanh khung polypeptid va tich dién am cho nd ty I¢
Vvéi chiéu dai cta mach.Sau khi xu 1y cac protein déu ¢ dang hinh cau tich
dién am véi cling sé dién tich trén mot don vi chiéu dai. Nho d6, cac hdn hop
protein sau khi bién tinh c6 thé chuyén dong trén gel polyacrylamid trong
dién truong theo chiéu tir cuc 4m dén cuc dwong va tach thanh cac bang theo
khdi lugng phan tir chir khong theo dién tich ban dau cua protein.

Pé c6 dugce do phan giai cao hon ta st dung cach dién di ngat quéng véi
2 16p gel cb va gel tach [86].
> Tién hanh:

*Chudn by gel

Ban gel gom 2 16p, mot 16p ¢d mang ludi 16n goi 1a gel cd do 1én trén,
mot 16p ¢d mang ludi nho goi 1a gel tach duge dd bén dudi. Mdi 16p ¢ mot
loai dém riéng va khac véi dém chay. Thanh phan cta mdi 16p nhu sau:

Bang 2.5. Cong thic pha gel tach

Thanh phan Thé tich
Tris-HCI (pH=8,8) 2,625 mL
Acrylamide-bis 2,8 Ml
Nudc 1,47 Mi
SDS 10% 70 puL
APS 10% 35 uL
TEMED 3,5 uL




71

Bang 2.6. Cong thurc pha gel co

Thanh phan Thé tich
Tris- HCI (pH=6,8) | 0,375 mL
Acrylamide- bis 0,402 Mi
Nudc 2,205 Ml
SDS 10% 30 pL
APS 10% 15 pL
TEMED 3 uL

Kiém tra két qua: Ban gel sau khi chay xong dugc nhuém bang
Comassie Blue dé phét hién cac bang.

* Xz Iy mdu

Hut 1 mL dich sau cam ung ly tam 12.000 vong/phat trong 1 phut, loai
dich, thu can té bao.

Hoa cén trong 40 uL nudc, vortex.

Thém 10 pL SDS sample.

Bién tinh ¢ 100°C trong 10 phdit.

Dé nguoi, ly tim 12.000 vong/pht, 15-20 phat ¢ 4°C.

*Tra mau: Lay 15 pL dich protein di bién tinh tra vao mdi giéng.

*Chay dién di: Bién di theo chiéu thang déng, véi hiéu dién thé 110V,
cuong do dong dién 40mA.

«*Nhugm bdn gel bang dung dich nhugm CBB (Comassie Blue)khoang
30 phat, sau d6 tay ban gel bang dung dich tay, khoang 1 gio. Xac dinh két
qua.
% Khdo sdt diéu kién thich hop cho quéa trinh biéu hién

Khao sat diéu kién néng do IPTG va thoi gian thich hop cho qua trinh
biéu hién. Qué trinh biéu hién dugc thyuc hién & nhiét d6 37°C véi cac nong do

chat cam ung IPTG khéc nhau (0,2 mM; 0,4 mM; 0,8 mM va 1 mM) va thu
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mau theo thoi gian (3 gio; 5 gid va qua dém) dé xac dinh nong do IPTG va
thai gian thich hop cho qué trinh biéu hién protein tai to hop.

Khao sat diéu kién nhiét do thich hop cho qué trinh biéu hién.

C6 dinh ndng @6 IPTG va thoi gian thich hop cho qua trinh biéu hién
protein tai to hop, biéu hién & céc nhiét ¢6 khac nhau (37°C, 30°C va 18°C).

Thu mau va dién di kiém tra trén gel polyacrylamid 12,6%.
% Xdc dinh kha nang hoa tan cua protein
» Muc dich:

Xac dinh kha ning hoa tan cta protein dé biét protein tao thanh ¢ dang hoa
tan tot hay hoa tan kém, dé tir 46 Iya chon phwong phép tinh sach thich hop.
> Tién hanh:

Lay 1,5mL dich té bao sau cam ng ly tam 4.000vong/phut trong 10
phit. Thu can té bao, loai dich.

Hoa lai té bao trong 400uL Lysis buffer (phu luc2)

Dit 6ng té bao trén da lanh rdi mai tién hanh siéu am pha té bao.

HGt 20 pL dich sau phéa té bao. Pay 1a mau tong so.

Phan con lai ly tam 12.000 vong/phdt trong 30 phat ¢ 4 °C

Hut dich ly tam. Pay 1a mau hoa tan.

Hoa lai cin sau ly tdm trong 480uL Lysis buffer. Pay 1a mau cin khong
hoa tan.

Pién di trén gel polyacrylamid cac mau dé kiém tra.

Néu lugng protein biéu hién & mau hoa tan nhiéu, ching to protein co
kha ning hoa tan bt

Néu lugng protein biéu hién & mau can nhiéu, ching té protein hoa tan kém.
2.8.1.7. Tinh sach protein tai té6 hop mang EPCA-2 bdng Kit ProBond™
Nikel Resin
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Protein tai t6 hop biéu hién & dang thé vii. Ching ti chon phuong phap

tinh sach bang Kit ProBond™

Nikel Resin cua hdng Invitrogen. Kit nay co
thé chuyén protein tir dang khong hoa tan thanh dang hoa tan, diéu nay hét
stc quan trong cho muc dich thu dugc céc protein téi té hop.
» Chudn b;j hoa chat:

DBB (Denaturing Binding Buffer): 8M urea, 20 mM sodium phosphat,
500 mM NacCl, pH=7,8

DWB (Denaturing Wash Buffer): 8M urea, 20 mM sodium phosphat,
500 mM NacCl, pH=6,0

NPB (Native Purification Buffer): 50 mM sodium phosphat, 500 mM
NaCl, pH=8,0

NWB (Native Wash Buffer): NPB, Imidazole 20 mM, pH=8,0

NEB 100 mM, 250 mM va 500 mM (Native Elution Buffer): NPB,
Imidazole 100 mM, 250 mM va 500 mM, pH= 8,0
> Tién hanh:
Buéc 1: Chudn bj dich té bao trueée khi duwa lén cét

Ly tdm huyén dich té bao (100 mL) da kiém tra kha nang biéu hién, thu
can té bao.

Hoa lai té bao trong 8 mL pes, pH=7,8

Lam tan can té bao bang cach lac trén may vortex ¢ nhiét do phong trong
thoi gian 5 phdt.

Pit huyén dich trén d4, phd mang té bao bang may siéu am (may
Labsonic) trong thoi gian 20 phdt.

Ly tdm dich pha té bao ¢ téc d6 12.000 vong/phut trong thoi gian 15
phut, thu dich ndi, loai xéc té bao.
Buéc 2: Chudn bj cot

Lic déu dé ProBond™ Nikel Resin tao thanh huyén dich déng nhat
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Dung pipet hit 2 mL huyén dich Nikel Resin dua 18n cot tinh sach dung
tich 10 mL

Rua cot bang 6 mL DBB, pH= 7,8

Hoa lai Resin bang cach dao cot bing tay, sau d6 dé cot lai theo phuong
thang dumg dé Resin ling xudng va cho dich chay qua cot.

BuGc 3: Pura protein 1én cot va ddy ra khoi cot

Pua toan bd dich ndi pha té bao sau ly tam 18n cot

Lic nhe cot trén may vortex trong thoi gian 15- 30 phat ¢ nhiét do
phong. Sau d6 dé cot lai theo phuong thang dimg dé huyén dich lang xubng
va cho dich chay qua cét.

Rura cot bang 8 mL DBB, pH= 7,8

Rua cot bang 8 mL DWB, pH= 6,0

Rura ot bang 8 mL NWB, pH= 8,0 l3p lai 10 lan.

Pay protein tai t6 hop ra khoi cot lan luot bang 4 mL NEB c6 nong do
Imidazol 1a 100 mM, 250 mM va 500 mM, thu 3 phan doan tuong ung vai 3
nong do Imidazol goi 1a phan doan lygomm, lasomms Isoomm

Kiém tra protein sau tinh sach bang dién di trén gel polyacrylamid 12,6%.
2.8.1.8. Kiém tra hogt tinh sdn pham bang ky thudt mién dich gan enzym
(ELISA)

Chung t0i st dung kit ELISA phat hign EPCA-2 cua hdng CUSABIO
(ma san pham CSB-EQ027679HU) dé kiém tra hoat tinh cua san pham
polEPCA-2 tai t6 hop. Str dung céc dung dich chuan da biét nong do dé xay
dung duong chuan. Sir dung két qua hap thu quang & budc séng 450 nm cua
mau kiém tra dua vao duong chuan dé tim nong do protein polEPCA-2.
> Nguyén tac:

Str dung k¥ thuat mién dich ELISA sandwich dinh lugng truc tiép.

Tién hanh:
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Budc 1: Chudn bi mau kiém tra

San pham protein sau tinh sach bang Kit ProBond™ Nikel Resin duoc
tham tich bang mang tham tich (Dialysis tubing cellulose membrane- Sigma)
trong dém PBS (Phosphate Buffered Saline) qua dém dé loai Imidazol
(Imidazol c6 trong thanh phan cua Native Elution Buffer).Ta thu duoc mau
kiém tra.
Bueée 2: Tién hanh phan ing ELISA

- Panh ddu phan biét giita cac giéng trang (blank well), giéng cac mau
chuan va giéng chita mau can kiém tra.

- Giéng trang khong bo sung dung dich.

-Nho 100 pL cac mau chuan va mau kiém tra vao c4c giéng twong tng.

- Nho tiép 50 pL dung dich chat cong hop HRP Conjugate vao mdi giéng
(khdng cho vao giéng trang) va lic k3.

- Pay giéng bang Parafilm va u ¢ nhiét do 37°C trong 60 phdit.

- Rira mdi giéng 3 lan voi 200 pL nuéc cat hai lan.

- Nhoé 100 pL dung dich co chat vao mdi giéng va u & nhiét ¢6 phong
trong 15 phut.

-Nho tiép 50 pL dung dich ding phan tng (Stop Solution) vao mdi
giéng. Lac k¥ cac giéng dé 10 phuit.

-Po gia tri hap thu ¢ budc song 450nm (ODgso).
2.8.2. Cac ki thuat sir dung gay mién dich cho thé tao khang thé dic hiéu
khang EPCA-2.22,2.19

Khang thé don dong duoc ¢ng dung trong nhiéu ki thuat khac nhau

phuc vu cho chan doan va diéu tri. Dé tao khang thé don dong dic hiéu véi
mot KN biét trudc cd thé sir dung cac phuong phap: (1) Gdy mién dich trén
dong vat. (2) Tai to hop DNA (3) Sang loc tir cac thu vién khang thé ( Phage
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dislay, Aptamer). Trong nghién ctu ndy ching téi tao khang thé bang phuong
phap gay mién dich trén tho.
2.8.2.1. Chudn bj dung dich tiém dé gay mién dich:

- Dung dich dung dé gay mién dich v6i muc dich kich thich co thé dong
vat thi nghiém tao khang thé c6 kha ning khang dac hiéu véi khang nguyén
biét trude . Vi vay dung dich gy mién dich can phai c6 cac yéu té: (1) Tinh
la so v6i co thé (2) C6 thé ton tai trong co thé dong vat du 1au dé gdy xuat
hién céc dap tmg ctia hé mién dich (3) Khong doc, khong giy chét dong vat
thi nghiém.

-Pé dam bao céc tiéu chi (1) va (2) trong dung dich gdy man cam ngoai
khang nguyén dé gay dap tng mién dich ludn can dugc phdi hop véi mot ta
dugc ¢ tac dung giup cho KN co thé ton tai trong co thé dong vat du 1au dé
cac hé théng dap tmg mién dich c6 thé nhan biét dugc. T4 duoc thudng duoc
st dung hién nay do6 la dung dich Freund’Adjuvant, tén dugc dat theo tén
nguoi da tim ra Jules T. Freund. Ching t61 st dung Freund’Adjuvant cua
hdng Sigma. Pay 13 mot dung dich nhil hoa trong dau khoang gém hai loai d6
laFreund’ Adjuvant hoan toan (Freund’Adjuvant complete) va Freund’ Adjuvant
khong hoan toan (Freund’Adjuvant incomplete). Cau tao Freund’Adjuvant hoan
toan gém dung dich nhii hoa trong dau khoang va mot loai vi khuan bat hoat
dong kho (thudng 1a vi khuan lao), conFreund’ Adjuvant khong hoan toan thiéu
cac thanh phan vi khuan dong kho, chi 6 nude va nhil twong dau.

- Freund’Adjuvant 13 mot dung dich nhii héa dau con polEPCA-2 ban
chat 13 protein hoan tan trong nudc cit vi vdy rat kho hoan tan hoan cing
nhau. Néu hai chat nay khong dugc hoa tron hoan toan véi nhau, khi tiém cho
dong vat thi nghiém polEPCA-2 s€ nhanh chong bi phan tdn va dao thai

khong ton tai du 1au dé co thé giy duoc dap ung mién dich. Vi vay ki thuét
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hoa tan va tron déu KN véi ta duoc 1a khau hét stc quan trong dam bao thanh
cong cua thi nghiém.

- Sy hoa tron nay duoc thuc hién trong diéu kién vo khuan brlfmg khuéy tur
trong thoi gian tir 2 dén 3 gid. Dung dich tir dang ban dau 1a 2 16p dich phan
tach nhau ctia polEPCA-2 nbi trén dich Freund’Adjuvant trong sudt. Sau
khudy tir dan chuyén thanh thé huyén dich sét va tring duc nhu sira.

- Dung dich tiém gom 4 loai:

-Dung dich 1 gom: 2ml polEPCA-2 ndéng d6 185ng/ml + 2ml
Freund’ Adjuvant hoan toan, da dugc khqu thanh huyén dich.

-Dung dich 2 gdom: 2ml polEPCA-2 ndéng d6 185ng/ml + 2ml
Freund’Adjuvant khong hoan toan, da dugc khuay thanh huyén dich.

- Dung dich 3 gdm: 2ml NaCl 9%o + 2ml Freund’Adjuvant hoan toan, da
dugc khudy thanh huyén dich.

- Dung dich 4 gdbm: 2ml NaCl 9%, + 2ml Freund’Adjuvant khong hoan
toan, da duoc khudy thanh huyén dich.
2.8.2.2. Gay mdn mién dich tgo khang thé

Céc tho trong nghién ctru duge chia thanh 2 nhém, mdi nhém gom 3 tho.

+ Nhom 1: 12 3 thé duge gay mién dich véi polEPCA-2. Dung dich tiém
cho nhom tho nay 1a polEPCA-2.22, 2.19 + Freund’Adjuvant (gom 2 loai:
Dung dich 1 va 2).

+ Nhom 2: 1a 3 tho lam ching, dung dich tiém cho nhém nay la NaCl
9%o + Freund’ Adjuvan (gom 2 loai dung dich 3 va 4).
< DPuong tiém gdy mién dich la tiém vdo co dui va tiém vao khoang mang

bung:

- Puodng tiém vao co dui duge str dung khi gdy mién dich cho thd & cac

mui tiém 1,2 va 3
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- Ki thuat tiém vao co dui: thé duoce cb dinh ndm ngtra trén ban md. Boc
16 phan mat trong co dui cua chan sau. Cit sach 16ng ving tiém. Sat tring
vung tiém bang coén 70°. Nang nhe ving co dui, dung kim duodng kinh 16n (>
2mm) dua nhe nhang vao giita khéi co, gitt nguyén vi tri kim rat nhe pit tong
dé dam bao khong tiém vao mach mau, tir tr bom huyén dich vao gitra co dui.
Rut kim va sat trung lai vung tiém.

- Pudng tiém vao khoang mang bung duoc st dung khi gy mién dich
cho tho & miii tiém 4.

- Ki thuét tiém: tho duge cb dinh nim ngtra trén ban mo. Cat sach long
vung bung. Sat tring viing tiém bang con 70°. DUng tay nang cao ving da bung
gitra 2 dui sau, dung kim duong kinh 1én (> 2mmm) dua nhe nhang qua da vao
trong 6 bung. Giit nguyén vi tri kim rat nhe pit tong dé dam bao khéng dam
vao rudt, tu tor bom dung dich vao b bung. Rut kim va sat trung lai vung tiém.
< Thoi gian tiém ldp lgi: Céac tho thi nghiém dugc gy mién dich theo phéc

d6 4 mili tiém. Mdi miii cach nhau 7 ngay.
Miii tiem 1:

- Ba thé ciia nhom gay mién dich dugc tiém dung dich 1 (gém: 2ml
polEPCA-2 ndng do 185ng/ml + 2ml Freund’ Adjuvant hoan toan).

- B4 tho cua nhom chimg duoc tiém dung dich 3 (gom: 2ml NaCl 9%o +
2ml Freund’ Adjuvant hoan toan).

Miii tiém 2 (sau miii tiém 1 thot gian 7 ngay):

- Ba tho ciia nhom giy mién dich duoc tiém dung dich 2 ( gém: 2ml
polEPCA-2 ndng do 185ng/ml + 2ml Freund’Adjuvant khéng hoan toan).

- Ba tho ctia nhom chtng dugc tiém dung dich 4 (gdm: 2ml NaCl 9%. +
2ml Freund’ Adjuvant khong hoan toan).

Miii tiém 3 (sau miii tiém 2 thoi gian 7 ngay):

- Dung dich tiém cua ca 2 nhém thé giéng & mili tiém 2
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- Sau tiém mtii 3 dugc 7 ngay, tho dugc léy mau tai, dinh luong khang
thé trong huyét thanh, néu nong do khang thé tbt méi tiép tuc tiém miii 4.
Miii tiem 4 (sau mii tiém 3 thoi gian 7 ngay):

- Ba tho ctia nhém gy mién dich dugc tiém vao 6 bung 4ml dung dich
POlEPCA -2 ndng d6 185 ng/ml.

- Ba tho ctia nhom ching dugc tiém vao 6 bung 4ml dung dich NaCl 9%o.

- Sau miii tiém 4 tai thoi diém 15 ngdy tat ca cac tho duoc 1dy mau tai dé
dinh luong khang thé. O ngay thir 20 sau mii tiém 4 huyét thanh duoc dinh
luong KT lai thay nong do KT da dat dinh lap tirc thu mau tho toan bo dé tua
loai bo albumin va déng kho dé bao quan khang huyét thanh ¢ -80°C (bang 2.7)

Bdng 2.7. Cong thizc chia nhém va dung dich tiém madn cam

Dung dich tiém gay mién dich _
Miii tiém _ i DPuong tiém
Nhom thi nghiém Nhom ching

Miii 1 2ml polEPCA-2 + 2ml 2ml NaCl 9%o + 2ml | Tiém co dui
Freund’Adjuvant hoan | Freund’Adjuvant hoan

toan toan

Miii 2 2ml polEPCA-2 +2ml | 2ml NaCl 9%o +2ml | Tiém co dui
Freund’Adjuvant khong Freund’Adjuvant
hoan toan khong hoan toan

Miii 3 2ml polEPCA-2 +2ml | 2ml NaCl 9%o +2ml | Tiém co dui
Freund’Adjuvant khong Freund’Adjuvant
hoan toan khong hoan toan

iy méu tinh mach ria tai tho, dinh lugng khang thé trong huyét thanh

Mili 4 4ml polEPCA -2 4ml NaCl 9%o Tiém 6 bung

Quaé trinh gay mién dich duoc 1ap lai 3 1an trén 3 16 tho doc 1ap.
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2.8.2.3. Ki thudt phan lgp albumin bang phwong phdp tia ciia Rodkey[109]

Muc dich caa ki thuat nay 1a loai bo albumin trong khang huyét thanh
tho. Ki thuat s dung nguyén tic taa protein bang mudi tricloroacetate acid
296 (TCA 2%) va ethanol 84,5%.

Tién hanh

Ly tdm méu tho toc ¢ 1500 vong/ phut trong 15 phat
- Thu lay phan huyét thanh
- Thém TCA 2% va ethanol 84,5% vao 6ng huyét thanh tho theo ty 18 ctr
0,2ml huyét thanh tho thi them 5 ml (gom TCA 2% va ethanol 84,5%)
- Lac manh 6ng sau d6 dit 6ng dang 6ng ¢ nhiét do phong lac nhe ngat
quang trong 2 gio.
- Ly tam 800 vong/ phit trong 10 phat dé 1am ling céc globulin.
- Loai bo albumin 1a phan két taa trang noi lén trén.
- Dung dich Globulin thu duoc, rira sach lai voi TCA 2% trong ethanol
84,5% dé thyc hién tiép cac ki thuat ELISA & sau.
2.8.2.4 Ki thudt ELISA xdc dinh néng dé va tinh dgc hiéu cia khang thé
tho thu dwoc véi polEPCA-2.

Ki thuat duoc thuc hién theo nguyén 1i ELISA gian tiép. Protein EPCA-
2.22,2.19 dugc cb dinh trude trén day giéng. Tiép theo U cac giéng v6i khang
thé tho dic hiéu EPCA-2.22,2.19. Cac khang thé khong dic hiéu duoc loai bo
bang budc rira. Tiép tuc 0 véi khang thé khang khang thé tho co gan enzyme.
Nho co chét dé kiém tra phan tng 1én mau cta phirc hgp polEPCA-2 két hop
khang thé dic hiéu. Ding phan tmg bang acid sulfuric. Mc d6 1én mau dugc
do quang phd & budc séng 450nm + 10nm. Nong do khang thé duogc suy ra tir
gia tri OD dua trén duong chuén kit ctia hing Cusabio.

Qui trinh ki thudt dwoc thuc hién nhw sau:
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1. Phi mdi giéng nhua 1am bang polystyren 100 pl dung dich polEPCA-
2.22, 2.19 ndng d687ng/ml dugc pha trong Coating buffer. Phu gidy bac,
4°C qua dém dé dam bao polEPCA dugc cb dinh tt trén day giéng.

2. Loai hét dich trong giéng

3. Rua 3 1an véi PBS 1X + Tween 20 va rira 3 lan voi PBS 1X

4. Pha mdi giéng véi 200 pl PBS+2% skim milk.

5. U ¢ nhiét do phong it nhat 1 - 2 gio. Dé bat hoat céc vi tri gan khéng
dic hiéu chi dé lai cac vi tri gan polEPCA.

6. Rtra 3 lan vé&i PBS 1X + Tween 20. Rira 3 lan véi PBS 1X

7. Phit mdi giéng 100 pl khang thé tho

8. Phu kin giéng u ¢ 37 °C trong 2 gio ( hoic 4°C qua dém )

9. Rtra 3 lan véi PBS 1X + Tween 20. Rira 3 lan véi PBS 1X

10. Phu 100 pl cho mét giéng khang thé khang tho gan enzyme (HRP)

11. U céc giéng ¢ 37 °C trong 1- 2 gior

12. Rtra 3 1an véi PBS 1X + Tween 20. Ria 3 1an véi PBS 1X

13. B6 xung 100 pl co chat TMB cho mét giéng

14. U & nhiét @6 phong 10 -15 phut

15. Dung phan tng bang nhé 50ul H,SO, 1N cho mét giéng

16. Poc két qua & budc song 450nm trén dan may ELISA, céc két qua

duogc luu gitr trén may tinh.
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2.8.3. Ki thuat ELISA xac dinh EPCA-2.
2.8.3.1. Pinh lwong EPCA-2 bing ki thudt ELISA si dung khang thé thé
ddgc hiéu khang EPCA-2.22,2.19 tai té hep.

Ki thuat ELISA sur dung KT tho dac hi¢u polEPCA-2 dugc thuc hi¢n
theo nguyén Ii ELISA sandwich. Khang thé tho dic hiéu duoc cb dinh trude
trén day giéng. Bit hoat cac vi tri gin khong phai 13 protein bang dung dich
sita (skim milk). Huyét thanh can thir hodc céc chimg duong (pol EPCA-2 téi
t6 hop) s& duoc u vao cac giéng, véi giéng blank dung dich 0 1a nuéc cat. O
cac giéng thir, mau 0 1a huyét thanh cia bénh nhan UTTTL, huyét thanh c6
EPCA-2 s& két hop voi khang thé trén day giéng. Sau budc rira cac giéng
dugc bo xung tiép khang thé cong hop. Cac khang thé cong hop khong gan s&
bi loai bang budc rira tiép theo. Nho co chat dé kiém tra phan tng 1én mau
ctia phirc hgp EPCA-2va khang thé. Dimng phan tng bang acid sulfuric. Mrc
d6 1én mau duoc do quang phd & budc song 450nm + 10nm. Nong do duoc
suy ra tir gia tri OD dua trén duong chuan kit ctia hdng CUSABIO.Mbi mau
thtr dugc ldp lai qui trinh trén 3 1an voi 3 1an G mau doc 1ap. Trong mdi lan
thir déu c6 ndi chuan véi polEPCA-2 chuan va dbi chimg véi két qua cua kit
xac dinh EPCA-2, hdang CUSABIO.

Qui trinh ki thudt dwoc tién hanh theo cdc budc:

1. Nh6 100ul huyét thanh tho cho mdi giéng thir

2. U 6 4°C tir 8- 16 gior dé khang thé hap phu tét trén day giéng.

3. Rira 3 1an v6i dém PBS 1X-Tween 20, 3 1an v6i dém PBS 1X

4. Nho6 200pl skim milk vao mdi giéng va u trong 2 gio. dé bat hoat céc
vi tri gan khong dic hiéu trén day giéng.

5. Rira 3 1an v6i dém PBS 1X-Tween 20, 3 lan véi dung dich dém PBS 1X

6. Tiép tuc nho 100ul:huyét thanh can thir cho mdi giéng thir, 13 dung
dich polEPCA-2 néu la giéng chimg duong, v 1a nude cat néu la giéng blank.



83

7. Pay kin cac giéng va u & 37°C trong 2 gio & EPCA-2 c6 thé gan tot
v6i cac khang thé da duoc c¢d dinh trén day giéng.

8. Sau 2 gio hat hét dich trong giéng, rira 3 1an voi dém PBS 1X-Tween
20, rtra 3 1an véi dém PBS 1X.

9. Nho tiép 100ul khang thé cong hop vao mdi giéng.

10. DAy kin va u & nhiét @6 37°C trong 1-2 gio.

11. Rua 3 1an vé6i dém PBS 1X-Tween 20, 3 1an véi dém PBS 1X.

12. B6 sung 100pl co chat TMB cho méi giéng.

13. U ¢ nhiét do phong 10-15 pht. Enzyme (néu c6 gan) trong phitc hop
khang nguyén khang thé sé& thuc ddy phan tng doi mau co chat TMB tir xanh
tim thanh mau hong.

14. Nho 50u] H,SO, IN khong mau dé ding phan tmg. Cac giéng mau
hdng s& chuyén mau vang.

15. Po OD & budc song 450nm trén dan may ELISA Bio-Rad iMark ™
(C6 phan mém luu trit va st 1y s6 lidu). Nong do EPCA-2 duoc dinh lugng
dua trén duong chuan cia bd Kit ELISA cua CUSABIO, CSB - EQ
027679HU.
2.8.3.2 Pinh lwong EPCA-2 bang kit ELISA cia CUSABIO, CSB - EQ
027679HU.

Ki thuat ELISA st dung kit xac dinh EPCA-2 duoc thuc hién theo
nguyén li ELISA sandwich. Khang thé dic hiéu EPCA-2 cta hang dugc cb
dinh trudc trén day giéng. Huyét thanh can thir hodc cac ching duong s& duoc
U vao cac giéng, vai giéng blank dung dich  1a nude cat. O cac giéng thir,
mau U 14 huyét thanh cta bénh nhan UTTTL. Néu huyét thanh c6 EPCA-2 s&
két hop véi khang thé trén day giéng. B xung tiép khang thé cong hop cho
cac giéng. Cac khang thé cong hop khong gin voi EPCA-2 s& bi loai bang

buéc rira. Nho co chat dé kiém tra phan tng 1én mau cua phicc hop EPCA-2



84

va khang thé. Ding phan tmg bang acid sulfuric. Mirc do 1én mau dugc do
quang phd & budc song 450nm + 10nm. Nong do duoc suy ra tir gia tri OD
dwra trén dudng chuan kit cua hing CUSABIO.

Qui trinh ki thudt dwoc tién hanh theo chi dan cia hing:

1. Nho 100ul huyét thanh bénh nhan cho mdi giéng thir.

2. Nho 50ul khang thé cong hop gin enzyme (HRP-conjugate) cho mdi
giéng thr.

3. Pay kin va u & nhiét 46 37 °C trong 1 gio.

4. Hut sach dich trong giéng

5. Rtra 3 1an voi dung dich dém dé 1am sach céc khang thé gan enzyme
khong dugc gan vao phirc hop khang nguyén khang thé.

6. B xung 50l substrate A (TMB) va 50pl substrate B (buffer) cho mét giéng.

7. U & nhiét 6 37°C trong 15 phuit.

8. Nho 50ul H,SO, 1N khong mau dé ding phan ang.

9. Sau 10 phut, cac giéng duoc do quang phd ¢ budc song 450nm trén
dan may ELISA Bio-Rad iMark TM (C6 phan mén luu trit va st Iy sd liéu).
2.9. PIA PIEM TIEN HANH NGHIEN CUU

- Phong thi nghiém trong diém vé céng nghé gen, Vién han 1am khoa hoc
va cong nghé Viét Nam

- B6 mon Sinh Ii bénh-Mién dich, Trudng Pai hoc Y Ha Noi.

- C4c mau nghién ctru duoc thu thap tai Bénh vién Hitu Nghi Ha Noi.
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. TAO GEN TAI TO HQP MANG CAC EPITOPE EPCA-2 BANG
PHUONG PHAP TAI TO HQP.

3.1.1.Tao vector tai t6 hgp mang gen polEPCA-2

Vector pET-28a(+) ngudn gdc tir hang Novagen (M¥) da duoc lua chon
lam vector biéu hién. Vector nay duoc thiét ké dé c6 thé mang gen ngoai lai,
biéu hién trong té bao E.coli va cho san pham protein mong muén dudi dang
tiét. San pham protein dudi dang tiét s& rat thuan loi cho budgc tinh sach va thu
nhan protein sau nay.

Trong ving cit gan da vi cua vector nay c6 vi tri nhan biét cua 2
enzymeNco | va Not 1.Gen polEPCA-2v¢i trinh ty chira 2 epitop cua gen ma
hoa khang nguyén ung thu tuyén tién liét sém (EPCA-2) duoc lap lai 8 lan
ndi dudi nhau do nhom nghién ciu thiét ké. Gen polEPCA-2 trong vector tach
dong pBSK-GS53545 dat hang tong hop tir hing Cosmo Genetech. O 2 dau
cta gen ciling c¢6 vi tri nhan biét 2 enzymeNco | va Not |. Trinh tu cta gen
polEPCA-2 duoc thé hién trong hinh 3.1.

Nco I
TaccaEEEGaTGATTCAGCCGTATCCGARCT T T TATATGGTGACCGACGECGGETTCG

CGCAGGATAACGATCTGCCACCACCAGTGATTCAGCCGTATCCGAACTTTTATATGGTG
GCCGGCGGCGEGCTTCGCGCAGGATAACGATCTGCCACCACCAGTGATTCAGCCGTATCC
GAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCGGCTTCGCGCAGGATAACGATCTGCCACCACCAG
TGATTCAGCCGTATCCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCGGCTTCGCGCAGGATAAC
GATCTGCCACCACCAGTGATTCAGCCGTATCCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCEECEGE
CTTCGCGCAGGATAACGATCTGCCACCACCAGTGATTCAGCCGTATCCGAACTTTTATA
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TGGTGGCCGGCGGCGGCTTCGCGCAGGATAACGATCTGCCACCACCAGTGATTCAGCCG
TATCCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCGGECTTCGCGCAGGATAACGATCTGCCACC
ACCAGTGATTCAGCCGTATCCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCGGCTTCGCGCAGG
ATAACGATCTGGCGGCCGCA

Not IT
Hinh 3.1. Trinh tw gen polEPCA-2(Phan in nghiéng dam gach bén dudi 12 vi

tri nhén biét ciia Nco | va Not 1)

Nco |
polEPCA-2
— (610bp)
Not | pET-28a(+)/polEPCA-2
(5849bp)
pET-28a(+) Nco |
—>
Not |

(5369bp) - . e e 2
inh 3.2. So do\tao vector piéu hién tai to hop

Pé Tao duoc vector biéu hién gen tai t6 hop, truéc hét ching tdi nudi
hoat h6a mot chung chaa vector tach dong mang gen polEPCA-2 va mot
chang E.coli chira vector pET-28a(+) gbc. Sau d6 ching toi tién hanh tach
plasmid thu luong 16n 2 loai DNA- plasmid nay. Tiép do, xu Iy 2 loai vector
nay véi 2 enzym cat gisi han Nco | va Not | & nhiét d6 37°C qua dém. Dién di
san pham cit trén gel agarose 0,8% va tinh sach (bang kit Gene JET™ Gel
Extraction Kit (Fermentas) dé thu duoc lugng 16n gen polEPCA-2 va vector
PET-28a(+) véi 2 dau dinh twong Gng. Hai san pham sau cat nay sé duoc gan
v6i nhau nho tac dung cia enzyme T4 DNA Ligase. Két qua sé tao duogc
vector biéu hién tai t hop nhu hinh 3.2.



87

3.1.1.1. Cit vector tach dong chiza gen polEPCA-2 va cdit vector biéu hién
pET-28a(+) goc bang 2 enzym cdit gisi hgn Nco | va Not |
Két qua dién di san pham phan tng cét gen polEPCA-2 tir vector tach

dong va két qua cat vector gbc pET-28a(+) duoc thé hién trén hinh 3.3.

1 2 3 4 M

5240bp

750bp
500bp

Hinh 3.3. Két qua cat gen pol EPCA-2 va pET-28a(+) bang 2 enzym Nco | va Not |
Giéng 1, 3: Vector pBSK-GS53545/polEPCA-2 va pET-28a(+) géc.
Giéng 2, 4: Vector pBSK-GS53545/polEPCA-2 va pET-28a(+) cat véi Nco 1 va Not |
M: Marker DNA 1kb

Nhdn xét: Trén anh dién di hinh 3.3 cho thdy & giéng 2 1a san pham cat
tur vector tdch dong tao ra 2 bang sang trong d6 c6 mdt bang kich thudc
khoang 610 bp, tuong ung véi kich thudc ly thuyét caa gen polEPCA-2 ¢6 2
dau dinh. Pay 1a doan mong mudn thir nhat. O giéng 4 1a san pham cit tur
vector pET-28a(+) goc s& tao mot doan 16n kich thuéc khoang 5240 bp va
mot doan ngan gitra vi tri cit cia 2 enzyme kich thudc khoang 130 bp. Poan
ngin nay sé& chay ra khoi ban dién di. Két qua 1a san pham cit tir vector pET-
28a(+) gbc s& cho 1 biang sang chira doan 16n c6 2 dau dinh. Pay 1a doan
mong muén thi hai.
3.1.1.2. Tinh sgch bang phwong phdp théi gel thu gen polEPCA-2 va vector
pET-28a(+) vdi 2 ddu dinh twong 1ing
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Sau khi tinh sach bang phuong phap thoi gel str dung kit Gene JET™
Gel Extraction Kit (Fermentas) thu dugc lugng 16n gen polEPCA-2 va vector
pET-28a(+) véi 2 dau dinh tuong Gng.

Hinh 3.4. Kiém tra san pham tinh sach gen polEPCA-2 va pET-28a(+)Vvdi 2
dau dinh twong 1ing. Giéngl:San pham tinh sach gen polEPCA-2 véi 2 dau
dinh frong iing. Giéng 2:San pham tinh sach vector pET-28a(+) vdi 2 dau
dinh twong ung. M: Marker DNA 1kb
Nhan xét:Mdi san pham tinh sach chi chira 1 biang duy nhat chang to
san pham tinh sach khdng bi 13n véi cac doan DNA khac. O giéng 1, bang c6
kich thudc khoang 610 bp, twong tng véi kich thudc ly thuyét caa gen
POlEPCA-2 ¢6 2 dau dinh. O giéng 2, bang c6 kich thudc khoang 5240 bp,
tuong tng kich thudc cua vector pET-28a(+) véi 2 dau dinh. Hai san pham
nay s& duoc gan véi nhau dé tao vector biéu hién téi té hop (hinh 3.4).
3.1.1.3. Phdn #ng gén gen polEPCA-2 va vector pET-28a(+) véi 2 ddu dinh
twong uwng
Poan gen polEPCA-2 ¢6 2 dau dinh sau khi tinh sach tir gel agarose s&
dugc gin vao vector pET-28a(+) ciing ¢ 2 dau dinh twong tng nho enzyme
T4 DNA ligase tao vector biéu hién tai té hop pET-28a(+)/polEPCA-2.
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Hon hop phan wng gan s& duoc bién nap vao E.coli chang DH5a.Muc
dich cua viéc dua vector biéu hién tai to hop vao chang tach dong E.coli
DH5a 14 dé d& dang chon duoc dong mong muén va thu duoc lugng 16n ban
sao0 DNA-plasmid ciia dong d6 roi méi dua vao chung biéu hién. Lam nhu
vay kha ning ching t6i thu dugc chung biéu hién mang vector biéu hién c6
chua gen polEPCA-2 s¢ cao hon.
3.1.1.4. Chen dong té bao mang gen polEPCA-2

San pham bién nap duoc trai trén mdi truong thach c6 chaa khang sinh
kanamycin dé tao ra khuan lac riéng r& va mang vector biéu hién téi to hop (trén
vector ndy c6 gen khang khang sinh kanamycin). Theo ly thuyét, chi nhiing té
bao chira vector biéu hién tai t6 hop méi moc duge trén moéi trudng nay.

Hinh 3.5 thé hién c6 8 khuan lac moc khi trai san pham bién nap vector
tai to hop vao té bao E.coli ching DH5a. Céc khuan lac nay déu c6 dic diém

dang tron, 16i, mau trang phu hop véi dic diém khuan lac caa té bao E.coli.

Khuan lac
E. coli
DHS5o.

Hinh 3.5. Dia bién nap vector biéu hién tai to hop pET28a(+)/polEPCA-2vao
vi khudn E. coli chiing DH5a
Chung t6i lay 8 khuan lac dé kiém tra bang phuwong phap PCR truc tiép

véi cap moi cua vector pET-28a(+) 1a T7 F va T7 R. Theo tinh toan trong



90

thiét ké, khi tién hanh PCR st dung cip moi nay sé khuéch dai doan cua

vector biéu hién tai t6 hop c6 chira gen polEPCA-2.

Két qua chon dong E.coli DH5a chtra vector biéu hién tai to hop pET-
28a(+)/polEPCA-2 dugc thé hién trén hinh 3.6.
1 2 3 4 5 6 7 8 M

Hinh 3.6. Két qua PCR véi cap moi T7F/R
Giéng 1— 8: San pham PCR tir cac khudn lac 1— 8
Giéng M: Thang marker DNA 1 kb

Nhan xét:Theo tinh toan Iy thuyét, sin pham PCR cua gen polEPCA-2
khi chay véi cap moi T7F/R s& co kich thudc 796 bp. Trén anh dién di & mdi
giéng déu xuat hién 1 bing sang nam cao hon bang marker 750 bp mét cht,
khdng c6 san pham phu (hinh 3.6). Nhu vay,chtng t6i da thu duoc ca 8 ching
déu chira vector biéu hién tai té hop c6 mang gen polEPCA-2. Tuy nhién, dé
c6 thé khing dinh chac chan gen da duoc dua vao vector dung chiéu, ding
khung doc va s& dich m ra protein mong muén, chiing toi chon 4 dong (dong
1, 3, 4, 6) dé giai trinh tu.
3.1.1.5. Xdc dinh trinh tg gen trong vector biéu hign tai té hep

Chuing toi sir dung plasmid tai té hop cua dong 1, 3, 4, 6 1am khuén cho

phan tng PCR véi cap mdi cua vector pET-28a(+) 1a T7 F va T7 R, sau d6



91

tinh sach san pham PCR. Mau thu dugc dem xéc dinh trinh tu bang may giai

trinh tu ty dong. Mot doan két qua giai trinh tu duoc thé hién trong hinh 3.7.
GTGATTCAGX G TATCCGA ACTTTTATATGGTGGCCGGCGRCGGCTTCGCGCAGGATAACGATCTGCCACCACCA

|
|

|
‘w\'

L

Hinh 3.7. Mgt doan két qua gidi trinh tir gen polEPCA-2

Trinh tu gen polEPCA-2 va trinh tu acid amin suy dién chlng toi thu

duogc duoc thé hién trén hinh 3.8.
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10 20 30 40 50 60

ACCFEP(;GGGGTGATTCAGCCGTATCCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCGGCTTCGCG
T M & M IZ 0 P X" N E M MV A G & G E A
70 80 90 100 110 120
CAGGATAACGAT CTGCCACCACCAGTGATT CAGCCGTATCCGAACTTTTATATGGTGGCC
Q D N DL B PR M I Q B X B ONE ¥ M M A
130 140 150 160 170 180
GGCGGECGEECTTCGCGCAGGAT AACGAT CTGCCACCACCAGTGATT CAGCCGTAT CCGAAC
G 6 6 F'A Q DN DIL P P P V. I Q P Y P N
190 200 210 220 230 240
TTTTATATGGTGGCCGGCGGCGECT TCGCGCAGGAT AACGAT CTGCCACCACCAGTGATT
E ¥ M VWA G &G F A Q DbDN D L P B P V I
250 260 270 280 290 300
CAGCCGTAT CCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCEGCT TCGCGCAGGAT AACGATCTG
Q B X PN E ¥ M M A G &G G E A Q@ B N DB L
310 320 330 340 350 360
CCACCACCAGTGATTCAGCCGTAT CCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCGGCTTCGCG
PP P YVIE O BN BN OGE YX¥IM M A & G & B A
370 380 390 400 410 420
CAGGATAACGAT CTGCCACCACCAGTGATT CAGCCGTATCCGAACTTTTATATGGTGGCC
Q D N D L ®» P B M I O B ¥ P N F ¥ M ¥ A
430 440 450 460 470 480
GGCGGECGEECTTCGCGCAGGAT AACGAT CTGCCACCACCAGTGATT CAGCCGTAT CCGAAC
G 6 & F:A @ BN DL P B ¥ M I Q P Y P N
490 500 510 520 530 540
TTTTATATGGTGGCCGGCGGCGECT TCGCGCAGGAT AACGAT CTGCCACCACCAGTGATT
E ¥ M VWA G &G F A Q DN D L P B P V I
550 560 570 580 590 600
CAGCCGTAT CCGAACTTTTATATGGTGGCCGGCGGCEGCT TCGCGCAGGAT AACGATCTG
Q B X PN E ¥ M M A G &G G E A Q@ B N D L
610 620 630

GCGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCAC T GA
A A A L E H H H H H H End

Hinh 3.8. Trinh tw gen polEPCA-2 trong vector pET-28a(+)va trinh ti acid
amin suy dién

Nhan xét: Tir trinh tu DNA trong hinh 3.8 ¢6 thé thay doan gen ngoai lai
(POlEPCA-2) khi dwa vao vector pET-28a(+) da co day du bd ba mo dau
(ATG), bo ba két thic (TGA) va 6 bo ba ma hoa cho Histidin (CAC CAC
CAC CAC CAC CAC) nam trudc bo ba két thic, phuc vu cho viéc tinh sach
protein sau ndy. Dich ma bat dau tir bo ba mé dau trén, ching t6i thu duoc
trinh ty acid amin suy dién.

Két qua dich mi thu dugc trinh ty protein nguyén ven géom 210 acid

amin twong tng voi khéi luong phan tir khoang 23,1 kDa. Dén day ching toi
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c6 thé khang dinh di gin dugc gen polEPCA-2 vao vector pET-28a(+) diing
chiéu va dung khung doc.

3.1.2. Biéu hién vector tai t6 hop trong vi khuan E.coli chiing BL21 (DE3)
3.1.2.1. Bién nap vector biéu hign tai té hep pET-28a(+)/polEPCA-2 vao vi
khudn E.coli BL21 (DE?3)

Sau khi d3 xac dinh duoc dung trinh tu gen polEPCA-2 trong vector biéu
hién pET-28a(+) cua ca 4 dong (dong 1, 3, 4, 6), chling t6i bién nap plasmid cua
ca 4 dong vao chang biéu hién E.coli BL21 (DE3). Ching toi tién hanh bién nap
plasmid tai t6 hop vao té bao E.coli kha bién bang phuong phéap soc nhiét. Sau
khi bién nap, dich nudi duoc trai trén dia méi truong LB dic c6 bd sung khang
sinh kanamycin 50 pg/mL va nudi ¢ 37 °C qua dém nhan thay ca 4 dong déu

moc tét. Két qua bién nap duoc thé hién & hinh 3.9.

Khuan lac
E. coli
BL21
(DE3)

Hinh 3.9. Pia bién nap vector biéu hién tai té hop pET-28a(+)/polEPCA-2
vao té bao E. coli ching BL21 (DE3)
Nhan xét:Trén dia nudi cay c6 nhiéu khuan lac voi dic diém tron, 10i,

mau trang. Cac khuan lac moc I1én chic chan cd vector biéu hién, vi trong
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vector ¢ chira doan gen ma héa tinh khang kanamycin, nhitng té bao khéng
mang vector s& khéng thé ton tai duoc trong moéi truong nudi ciy co
kanamycin. Nhu vay, c6 thé két luan da bién nap thanh cong vector biéu hién
vao té bao E.coli BL21 (DE3)(hinh 3.9).

3.1.2.2. Nudi biéu hién va kiém tra bang di¢n di trén gel polyacrylamid

M3i dong chon 1 khuan lac phat trién tét va moc riéng ré dugc nudi hoat
hoa trong méi truong LB 1ong c6 khang sinh kanamycin qua dém & 37°C, lac
220 vong/phut. Sau d6, dich nudi dugc cay chuyén 2% sang méi truong LB
long ¢6 bo sung kanamycin, nudi dén khi ODggonm dat 0,6- 0,8 (khoang 1,5-2
gi®). Cam ung bang IPTG véi nong d6 cudi 1a 0,4 mM, tiép tuc nudi lic 220
vong/phutqua dém & 37°C.

Chat cam ung IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) rat can
thiét cho viéc khoi dau tdng hop protein. IPTG 1am cho operon Lac chuyén tir
trang thai bat hoat sang trang thai hoat dong va protein duoc tong hop.

Két qua phan tich protein tai to hop trén dién di gel SDS- polyacrylamid
12,6% va nhuoém gel bang Coomasie Blue R250 thé hién & hinh 3.10.

kDa M1 2 3 456 T 8

116 —
662 —

B~

W

35 —
25 —
184 —s <«—23.1 kDa
144 — -

Hinh 3.10. Kiém tra su biéu hién ciia protein tai té hop trong E.coli BL21 (DE3)
(M): thang marker protein. (1, 3, 5, 7): Mdu truéc cam ing cac dong 1, 3, 4,

6.(2, 4, 6, 8): Mdu sau cam #ng cac dong 1, 3, 4, 6.
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Nhén xét: Quan sat hinh 3.10 cho thiy ¢ giéng 2, 4, 6, 8 (mau duoc cam
tng bang IPTG) xuat hién 1 bang protein dam, khac biét han so véi cac mau
truéc cam ung & giéng 1, 3, 5, 7. Vi tri ciia bang protein nay nam dudi bang
25 kDa va trén bang 18,4 kDa cua thang protein chuan, trong khi d6 kich
thuge ly thuyét cua doan protein tai té hop cua chung t6i 1a 23,1 kDa. Nhu
vay, ca 4 dong E.coli (dong 1, 3, 4, 6) déu biéu hién dugc protein polyepitop
cua khang nguyén ung thu tuyén tién liét sém (protein polEPCA-2). Chiing

t6i lya chon dong 3 dé lam cac thi nghiém tiép theo.
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3.1.2.3. Khdo sdt diéu kién thich hep cho qué trinh biéu hién
% Khdo sdt sy biéu hién cia protein tdi to hop & nong dé IPTG va thoi gian
khé&c nhau

Tu 6ng giir chung caa dong 3, chung t6i nudi qua dém trong moi truong
LB long c6 bd sung kanamycin véi néng d6 cudi 1a 50 pg/mL, lic 220
vong/phut, & 37 °C. Sau d6, dich nuéi dugc cay chuyén 2% sang mdi trudng
LB long c6 bd sung kanamycin trong 4 dng Falcon va nudi tiép d¢é OD dat
0,6- 0,8 (khoang 1,5- 2 gid). Hut 1 mL thu té bao 1am mAu truéc cam ung.
HGt 1mL dich té bao tiép tuc nudi dé c6 mau khdng cam wng nudi cling. Phan
con lai trong 4 dng falcon dugc cam @ng véi IPTG & cac nong do 13 0,2 mM;
0,4 mM; 0,8 mM va 1 mM. Tiép tuc nudi lac 220 vong/phut, 37 °C. Sau 3 gio
va 5 gio tir thoi diém cam ang lay 1 mL tir cac 6ng falcon. Mau cam ung qua
dém ciing hit 1 mL thu té bao kiém tra trén gel polyacrylamid 12,6%. Cu thé
cac nong do IPTG va thoi gian thu mau dugc thé bién trong bang 3.1.

Bang 3.1. Nong dé IPTG va thoi gian khdo sat sw biéu hién protein tai té hop

[IPTG]

Thai gian 02mM | 04mM | 0,8 mM 1mM
sau cam wng
3 gio 1mL 1mL 1mL 1mL
5 gio 1mL 1mL 1mL 1mL
Qua dém

_ 1mL 1 mL 1mL 1mL
(khoang 20 gio)

Kiém tra sy biéu hién caa vector tai to hop & cac nong do cam ung

IPTG va thoi gian khac nhau trén hinh 3.11.
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kKDa M1 2 11 1213 14

kDa M1 23 45678 910

2> ==
184— . «23.1kDa

(A) (B)

Hinh 3.11. Kiém tra su biéu hién protein ti té hop ¢ cac nong dé IPTG theo
thoi gian; (M): Thang marker protein. (1): Mau trugc cam tug. (2): Mau
khéng cam &ng nudi cing. (3— 6): Mau sau cam ung 3 gio véi cac nong do
IPTG 0,2 mM— 1 mM. (7— 10): Mau sau cam tng 5 gid véi cac nong do IPTG
0,2 mM— 1 mM.(11— 14): Mau sau cam tmg qua dém véi cac nong do IPTG 0,2
mM— 1 mM

Nhan xét: Hinh 3.11 cho thay & tat ca cac mau cam tng (giéng 3— 14)
déu xuat hién 1 bang protein, khac biét so Vi cadc mau trudc cam ung (giéng
1) va mau khong cam tng nudi ciing (giéng 2). Bang biéu hién nay ciing nam
dudi bang 25 kDa va trén bang 18,4 kDa cua thang protein chuan, tuong
duong kich thudc theo tinh toan. Khi so sanh cac mau sau cam tng, luong
protein tai t6 hop thu dugc & mau cam ung qua dém nhiéu hon ca so véi thoi
diém 3 gio va 5 gio. Bong thoi, tai cac ndng d6 IPTG khéc nhau trong cling
mot thoi diém, lugng protein tai to hop khac nhau khéng nhiéu.Vi vay chiing
t6i lwa chon nong do IPTG cam ung t6i thiéu 1 0,2 mM va thoi gian cam tng
la qua dém.

% Khdo sdt sw biéu hién & nhiét @ khéc nhau
Nhiét do ciing 1a yéu té quan trong anh huong toi nang suat biéu hién

protein tai to hop. Trong thi nghiém nay, nong do chat cam ang IPTG 14 0,2
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mM:; thoi gian cam tmg 1a qua dém duoc giir cd dinh dé khao sat sy biéu hién
protein t&i t6 hop theo nhiét d6 (37°C, 30°C va 18°C). Két qua thé hién trong
hinh 3.12.

kbDba M 1 2 3 4

18.4 — 23.1 kDa

Hinh 3.12. Kiém tra su biéu hién protein tai té hop ¢ c&c nhiét dé khac nhau
Giéng M: Thang marker protein, (1): Mdu treéc cam ing. (2, 3, 4):
Mdu cam #ng ¢ 37 °C, 30 °C va 18 °C.
Nhan xét: Trén hinh 3.12, luong protein tai té hop ¢ 37°C nhiéu hon &
30°C va 18°C. Do d6, chiing t6i lyra chon biéu hién ¢ 37°C.
3.1.2.4. Xdc dinh khd nang hoa tan cua protein
Dé lya chon phuong phap tinh sach protein tai to hop thich hop, ching
t6i tién hanh xac dinh kha niang hoa tan cua protein nay theo phuong phap da

néu trong chuong 2 va dién di kiém tra trén gel polyacrylamid 12,6%, két qua
thé hién & hinh 3.12.
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kbDa M 1 2 3

<«— 231 kDa

Hinh 3.13. Kiém tra dé hoa tan cia protein tai té hop

(M): Thang marker protein. (1):mdu téng so. (2):mau hoa tan; (3):

Mdu can
Nhan xét: Kha ning hoa tan cta protein tai to hop duoc danh gia trén co
s& 50 sanh gitra mau hoa tan va mau cin ddi chiéu véi mau tong sé trong ciing
mot lan cam ung. Mau hoa tan 1a phan dich noi, miu nay s& chtra cac protein
hoa tan. Mau can 1a phan can thu dugc sau khi pha té bao bang siéu am va ly
tam, mau nay chua céc protein khdng hoa tan. Hinh 3.13 cho thay protein tai to
hop ¢6 chu yéu trong mau can, tac 1a dang thé vii, khdng hoa tan.Khi biéu
hién & céac nhiét do thap hon (30°C va 18°C)tinh tan cua protein ciing khdng
duogc cai thién, chiing van ton tai chu yéu trong mau can (hinh 3.14). Do do,
ching t6i van biéu hién protein tai t6 hop & 37°Cva khong thé tinh sach
protein nay & diéu kién binh thuong ma phai siéu &m pha té bao va tinh sach

trong diéu kién bién tinh.
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kDa M1 2345 67 8910111213
- —

[T

25— - 8 -
18.4 — -
5.8

Hinh 3.14. Kiém tra dj hoa tan cuia protein tai to hop & cac nhiét dé khac nhau
(M): Thang marker protein. (1): Mdu truéc cam ing. (2-4): Mdu sau cam ing
qua dém véi 0,2 mM IPTG ¢ 37 °C, 30 °C va 18 °C. (5-7): Mdu téng s¢, mau hoa
tan, mau cgn khi biéu hién ¢ 37 °C. (8-10): Mdu téng sé, mau hoa tan, mau
cdn khi biéu hién ¢ 30 °C. (11-13): Mdu téng sé, mdu hoa tan, mdu cgn khi
biéu hi¢n ¢ 18 °C.

3.1.2.5. Tinh sach protein tai té hop bang Kit ProBond™ Nikel Resin

Do chiing toi da thiét protein tai t6 hop co dudi 6-Histidin c6 ai luc voi
Ni**, vi vay chdng t6i sir dung cot tinh sach theo phwong phap sac ky &i luc, voi
chit gia dé nhoi cot 1a agarose-Ni*. Dich té bao biéu hién dwoc nudi véi luong
100 mL, cam tng bang IPTG véi nong d6 cudi 12 0,2 mM & 37°C qua dém. Sau
khi ly tam, cin té bao dugc hoa lai trong 8 mL dich Denaturing Binding Buffer
va siéu am vai thoi gian phét song siéu am 1a 20 phat.Dich pha té bao dugc ly
tam 12.000 vong/pht, phan dich ndi c6 chira protein téi to hop duogc dua 1én cot.
Céc protein c6 His- Tag sé& c6 ai luc vai Ni?* va dugc bam chit vao chit gia trén
cot. Sau khi rira bang dém rira (DBB, DWB va NWB) cac protein caaE.coli s& bi
troi khoi cot, chi con lai cac protein ti td hop vai His- Tag c6 &i luc véi Ni%*
duoc gitr lai. Sau d6 protein c6 i luc ra khoi cot nho buffer day (NEB) vai cac
nong d6 Imidazol 1a 100 mM, 250 mM va 500 mM. Chiing t6i thu 3 phan doan

tlIOTlg ﬁng VGl 3 néng d6 Imidazol gOl la phﬁ_l’l doan IlOOmM; |250mM: |500mM.SaU khi
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tinh sach protein tai to hop, san pham duoc kiém tra bang dién di trén gel
polyacrylamid 12,6% (Hinh 3.15).
kba M1 2 3 4 5 6 7 8

-

& <— 23.1 kDa

Hinh 3.15. Kiém tra sdn phdm tinh sach protein polEPCA-2
(M): Thang marker protein. (1): Mdu dich siéu am phéa té bao. (2): Mdu dich
siéu am sau qua cét. (3): Mau djch riza bang dung dich Denaturing Binding
Buffer.(4): Mdu dich riza bang dung dich Denaturing Wash Buffer. (5): Mdu
dich rira bang dung dich Native Wash Buffer.(6): Mau dich thu phédn doan
lioomm. (7): Mau dich thu phdn doan lusgmy. (8): Mau dich thu phén doan lsgomwm

Nhan xét:Hinh 3.15 cho thdy mau dich siéu &m phé té bao cd chira bang
protein tai t6 hop rat dam, chung to di biéu hién duogc protein nay khi nudi
cam ng biéu hién luong 16n (100 mL).

Mau dich siéu &m sau qua cot con lai rat it san pham protein tai to hop.
Piéu nay chung to protein tai to hop da duogc giit trén cot, va luong dich nudi
cam tng 100 mL 1a ph hop véi kha ning gin caa cot.

Rua cot bang dung dich DBB va DWB di loai bét nhiéu protein khac

gan khong dac hiéu trén cot.
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Trong phan doan ligomm VA lsgomm khong thu duoc protein téi to hop,

con & phan doan l,somv thu duoc protein téi to hop véi mot bang duy nhat & vi
tri dudi bang 25 kDa va trén bang 18,4 kDa cua thang protein chuan, twong
ung kich thudc nhu tinh toan (23,1 kDa). Nhu vay, protein polEPCA-2 da
duoc tinh sach thanh céng bang cot sac ky ai luc His- Tag, san pham nay c6
thé str dung dé 1am cac thi nghiém tiép theo.
3.1.2.6. Xay dung dwong chudn dinh lwong khang nguyén hogc khang thé

Pé c6 thé tinh duoc ndng d6 khang nguyén hay khang thé dya trén sy két
hop dic hiéu ciia khang nguyén va khang thé can dua trén dudng chuan véi
cac diém chuan nong do biét trudc. Pudng chuan nay con sir dung cho céc
buéc dinh luong khang nguyén sau niay. Chung toi tién hanh dung dudng
chuan theo huéng dan cta nha san xuéat ( Kit xac dinh EPCA-2, CSB-EQ
027679HU )

Bdng 3.2: Cacnong dé EPCA-2 ciia dwong chudn Kit ELISA (CSB-EQ

027679HU
TT Nong dd ( ng/ml) Gia tri OD
1 12,5 0.069
2 25 0.077
3 100 0.184
4 200 0.288
5 400 0.591
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7 ¥ 100

TUsing Standard Data Set from Current Experiment.
Linear Fit: ¥—slope*X+intercept

zZ0/50/580%: X = S0.600 / 196.452 ¢ 312.365 ¥ = 0.496 ¢ 1.003 ¢ 1.511
intercept 0.143(+/-0.051), slope 0.004 (+/-0.000)

chiz=0.027, RMS=0.095, r~2=0.956

Hinh 3.16: Biéu dé dwong chudn kit

Nhan xét: Duong chuan dung duogc véi r° = 0,986
3.1.2.7.Kiém tra hogt tinh cziia sdn phdm polEPCA sau tinh sach bang kit
ELISA

Protein tai to hop sau khi biéu hién va tinh sach mang 2 epitop EPCA-2
c6 vai trd 14 yéu té khang nguyén s& duoc tiém gdy mién dich dé tao khang
thé trén tho thi nghiém. Khang thé thu dugc trong huyét thanh tho 1a dic hiéu
v6i polEPCA-2. tir d6 ching toi sir dung khang thé nay dé xac dinh EPCA-2
trong huyét thanh bénh nhan. Piéu kién tién quyét phai c6 & protein sau tinh
sach 1a c6 hoat tinh va c6 thé két hop dic hiéu voi khang thé. Pé dam bao
hiéu qua st dung cua khang thé tao ra chiing toi tién hanh thir hoat tinh dong
thoi so bd kiém tra nong do protein EPCA-2 sau tinh sach bang phan tng
ELISA voéi khang thé ddc hiéu trong kit chan doan cia CUSABIO.

San pham tinh sach protein tai to hop phan doan losomw dugc tham tich
trong dém PBS, qua dém. Str dung khang nguyén tai to hop thu duoc thay cho
khang nguyén chuan trong kit ELISA va tién hanh cac budc cua phan ung
ELISA theo hudng dan cua nha san xuat. Két qua duoc trinh bay ¢ hinh 3.16.
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Hinh 3.17. ELISA xdc dinh néng dg protein polEPCA-2 trong mdu phan tich
Mdu chudn: 1a mau protein EPCA-2 véi 5 néng dg do nha san xudt cung cdp.

Mdu phan tich: mdu protein polEPCA-2 tinh sach déd qua tham tich.

Nhan xét:San pham tinh sach di qua tham tich (polEPCA-2) c6 hoat
tinh, két hop dic hiéu véi khang thé khang EPCA-2 trong kit ELISA. Khi so
sanh voi duong chuan, nong d6 khang nguyén thu duoc twong duong 41,185
ng/mL (hinh 3.17).

3.2. KET QUA GAY MIEN DICH O THO BANG KHANG NGUYEN TAI
TO HQP PolEPCA-2.

Pé tao khang thé khang EPCA-2 tng dung cho kit chan doan sau nay,
ching tdi sir dung phuong phap gay mién dich trén tho. Ki thuat duoc tién
hanh theo qui trinh gay mién dich bang dung dich khang nguyén (polEPCA-2)
két hop ta dugc (Freund adjuvant) theo phac d6 4 mii tiém. Qui trinh gay
mién dich dugc tién hanh Ip lai 3 1an doc 1ap véi 3 16 thi nghiém khac nhau.
M®i 16 thi nghiém gom 6 tho duoc chia thanh 2 nhém. M&i nhém gém 3 tho.
Két qua trinh bay trong béo céo nay 1a 16 tho c6 nong do khang thé tét nhat.
3.2.1. Nong d@¢ khang thé khang polEPCA-2 ¢ huyét thanh thé.

Céc tho thi nghiém vé 1i thuyét tir ngay tha 7 tré di sau miii tiém tht 3 13
c6 xuat hién khang thé dac hiéu khang nguyén trong huyét thanh. Vi vay
chung 6i tién hanh 1y mau tinh mach ria tai tho dé thir nong d6 khang thé

trong huyét thanh trudc khi tién hanh tiém mii 4. Két qua nong d6 khang thé
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thu dugc & tho c6 dugc gdy mién dich va 16 thé khong duoc gay mién dich
(tho ching 4m) duoc trinh bay & bang 3.3.
Bang 3.3. Nong dé khang thé khang polEPCA-2 ¢ huyét thanh thésau tiém

miii 3.
Mau xac dinh Gia tri OD | Nong d§ (ng/ml)
Blank 0.046 8.33
Thé 01 0.081 26.3
Thé 02 0.084 27.27
Thé chirng 4m 0.047 8.5

Nhdn xét:

- Sau tiém mii 3 ca 2 tho dugc gy mién dich (thé 01 va 02) déu di co
khang thé trong huyét thanh (26,3 ng/ml va 27.27ng/ml) véi nong d6 khang
thé thu duogc 1a trong dwong nhau.

- Nong do khang thé sau miii 3 & Cac tho c6 gay mién dich cao gap 3,5 lan
s0 véi thé khong duge gay mién dich (thd chimg am).

Vao cac ngay thtr 15 va 20 sau miii tiém 4, chung t6i lai tiép tuc 1dy mau tinh
mach ctia tho dé kiém tra lai nong do khang thé trong huyét thanh. Két qua
dinh lugng khéng thé dugc trinh by & bang 3.4 va 3.5.

Bang 3.4. Nong dé khang thé khang polEPCA-2 ¢ huyét thanh thé sau tiém

miii 3 va 4.
Mau xac dinh GiatriOD | Nong d6 (ng/ml)
Blank 0.047 8.36
Sau tiém mii 3 0.089 28.3
Sau miii 4, ngayl5 0.182 98.91
Thé chirng am 0.049 8.7
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Nhan xét: Sau tiém mili 4 ngay thr 15 tho c6 khang thé dic hiéu trong
huyét thanh cao gip 3.5 1an sau miii tiém 3. Nong d6 khang thé trong huyét

thanh tho chiing am khong c6 su khac biét so voi 14n thir sau mili 3.
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Bang 3.5. So sanh nong dé khang thé khang polEPCA-2 ¢ huyét thanh tho

ngay the 15 va ngay the 20 sau tiém miii 4.

MaAuxic dinh Gia tri OD Nong @9 (ng/ml)
Blank 0.047 8.36
Sau miii 4, ngay 15 0.176 95.65
Sau miii 4, ngay 20 0.35 243.05
Thé chirng 0.049 8.7

Nhin xét: Sau tiém miii 4 ngay thtr 20 khang thé trong huyét thanh tho
tang cao gip 2,54 lan sau miii tiém 4 ngay tht 15.
Bang 3.6. Nong dé khang thé khang polEPCA-2 ¢ huyét thanh thé 20 ngay

sau tiém miii 4 ¢ cdc do pha loang khac nhau.

Mau x4ac dinh GiatriOD | Nongdd (ng/ml)
Toan phan 0.33 229.17
Lodng ¥ 0.188 102.17
Lodng Y4 0.063 11.41
Thé chirng 0.047 8.5
Nhan xét:

- Nong d6 khang thé nguyén mau khang polEPCA-2 & huyét thanh tho ngay
thir 20 14 229,17 ng/ml, nong d6 nay cao gip ndng do sau mii 3 14 8,4 1an.

- P pha lodng khang thé nguyén mau 1/2 van dat nong do 102,17ng/ml
du hiéu gia dé lam xét nghiém phat hién khang nguyén EPCA-2.

- O d6 pha lodng 1/4, nong d6 khang thé xap xi bang nong do khang thé
ctia mau ching, khong dat yéu cau dé 1am xét nghiém dinh luong EPCA-2.
3.3. KET QUA XAC PINH EPCA-2 TRONG HUYET THANH 3 NHOM
NGHIEN CUU
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3.3.1. Thong tin chung ciia nhém bénh nhan tuyén tién liét

3.3.1.1. Thong tin vé tudi ciza nhom bénh nhan tuyén tién liét

Phan bo tudi nhom ung thw TTL Phénbo tudi nhom u phi dai TTL

n=40 ‘
m60-69
m70-75
m76-85

n=40

ms5l-59
mE0-69
m70-75
m76-85
n>85

Hinh 3.18: Su phan bé tusi ¢ 2 nhém bénh nhan tuyén tién liét.

Bang 3.7. Phan bé tugi ¢ nhdm bénh nhén ung thir tuyén tién liét.

Tuoi n %
51-59 0 0
60 — 69 5 12,5
70-75 13 32,5
76 — 85 22 55
> 85 0 0

Nhan xét:Bénh nhan UTTTL c6 d6 tudi mic bénh cao nhat 13 tir 76 dén
85, 6 tudi mac bénh thap nhat 1a dudi 60.
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Bang 3.8. Phan bé tudi ¢ nhdm bénh nhdn u phi dai tuyén tién liét.

Tuoi n %
51-59 2 S)
60 — 69 3) 12,5
70-75 14 35
76 — 85 17 42,5

> 85 2 S)

Nhdn xét:
- Bénh nhén u phi dai TTL d6 tudi mac bénh cao nhat 14 tir 76 dén 85.
- D6 tudi mic bénh thip nhat 1a dudi 60.

3.3.1.2Néng dg tPSA trong huyét thanh ciza ba nhém nghién ciu

Nong d¢ tPSA & bn ung thw TTL Nang a0 PSA b gl TTL
>30ng/m Hso " g Huw
- n= 7 I 0
>20-30ng/ml R 25 % >20- g/l - 3k n=l

>10-20ng/ml N7 5%
4-10ng/ml N 15%

<4ng/ml F 2.5%
[

¥10- 20ng/ml

4-10ng/ml

56 lwong bn g/ 15%

I N ﬁmm
246 8 101

|

0 5 10 15

—

Hinh 3.19: Néng dg tPSA ¢ 2 nhom bénh nhan tuyén tién liét
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Bang 3.9. Nong dé tPSA trung binh trong huyét thanh cac nhém nghién cizu.

Nhém nghién Nong do tPSA
cuu " X SD
Binh thuong 30 1.21 0.781
U phidai TTL 40 24.452 16.973
Ung thu TTL 40 34.68 40.204
Nhin xét:

Nong do tPSA trung binh ctia nhom UTTTL cao gap 1,4 1an nhom u phi
dai lanh tinh TTL, va gip 28 1an nhém nam binh thuong.

Bang 3.10. Sur phan bé cac mirc nong dé tPSA ¢ 3 nhém nghién citu.

. Bénh nhan .
Nong d¢ Bénh nhan Nam binh
u phi dai
tPSA UTTTL thwong
TTL
ng/mi
n % n % n %
<4 1 2,5 6 15 30 100
4-10 6 15 11 27,5
>10-20 11 27,5 11 27,5
>20 -30 10 25 5 12,5
> 30 12 30 7 17,5
Tong sd 40 40 30
Nhan xét:

- Hai nhém bénh nhan UTTTL va UPDLTTTL c6 ndng do tPSA & tit ca cac
murc néng do tir cao dén thap

- Nong d6 tPSA > 30 ng/ml chiém ty 1¢ cao nhat & nhém UTTTL (30%)
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- Nong do tPSA 4- 20 ng/ml chiém ty 1¢ cao nhat & nhom u phi dai TTL
(55%).
3.3.2.Nong d6 EPCA-2 trong huyét thanh bénh nhan UTTTL va
UPPLTTTL dwoc dinh hrong bang khang thé thé khang EPCA-2 va kit
CUSABIO
3.3.2.1. Nong d¢ EPCA-2 trong huyét thanh bénh nhin ung thw tuyén tién ligt
Bang 3.11. Néng dé EPCA-2 trong huyét thanh bénh nhdn ung thw tuyén tién

liét & cac murc nong do

Nong do Kit ELISA Khang thé
EPCA 2 CSB-EQ thé dic
(ng/ml) 027679HU hi€éu
<25 0 0
25 - <100 3 8
100 - < 200 13 19
200 - < 400 15 11
> 400 9 2
Tong 40 40

Nhdn xét:

- O ndng do thap nhat ( <25ng/ml) ca 2 phuong phap ELISA déu khong
phat hién dugc EPCA-2 trong nhém bénh nhan ung thu tuyén tién liét.

- Bénh nhén c6 ndng do EPCA-2 tir 100 dén < 400ng/ml chiém ty 18 cao
nhat 1a 28/40 véi két qua xac dinh bang kit ELISA, va 30/40 véi két qua xac
dinh bang KT thé dic hiéu.

Bang 3.12. Gia trj trung binh néng dé EPCA-2 trong huyét thanh bénh nhan
ung thuw tuyén tién liét.
Nhom nghién n Nong d6 EPCA-2
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ciru X SD
Kit ELISA 40 279.8974 | 172.1579
Khing thé
thé khang pol 40 208.658 136.651
EPCA-2

Nhén xét:Gia tri trung binh ndng do EPCA- 2 ctia nhom bénh nhin ung
thu tuyén tién liét duoc phat hién bang kit ELISA cao hon két qua duoc phat
hién bang khang thé tho
3.3.2.2. Nong dé¢ EPCA-2trong huyét thanh bénh nhin u phi dai lanh tinh
tuyén tien lit.

Bang 3.13.Nong d6 EPCA-2 trong huyét thanh bénh nhdn u phi dai lanh tinh

tuyén tien liét.

. Kit ELISA .
Nong do0 EPCA 2 Khang the
CSB-EQ
(ng/ml) thé dac hiéu
027679HU
Am tinh 38 38
125 0 2
25 2 0
100 0 0
200 0 0
400 0 0
> 400 0 0
Tong 40 40

Nhdn xét:

- Két qua xac dinh khang thé bang kit thwong pham ciing twong tu nhu két qua
xéac dinh bang khang thé tho cho thdy c6 38/40 bénh nhan u phi dai lanh tinh TTL
khéng c6 EPCA-2 trong huyét thanh.
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- C6 2/40 bénh nhén u phi dai lanh tinh TTL c6 EPCA-2 trong huyét thanh véi
nong do thap.
Bang 3.1.4.S0 sénh gid tri trung binh cia nong dé EPCA-2 va tPSA trong
huyét thanh bénh nhdn ung thw tuyén tién liét.

Nong d6 Ung the TTL U phi dai TTL
ng/ml X SD X SD
EPCA-2 208,658 136,651 6.3922 4.4606
tPSA 34,68 40,204 24 452 16.973

Nhan xét:

- C6 su khac biét néng do EPCA-2 va tPSA & nhém bénh nhan ung thu
tuyén tién liét so v6i nhom u phi dai lanh tinh tuyén tién liét.

- Gia tri trung binh cta nong d6 EPCA-2 & nhoém ung thu tuyén tién liét
cao khac biét so véi ndng d6 nay & nhom u phi dai lanh tinh tuyén tién liét
(208,658 so v&i1 6.3922).

- So sanh gi4 tri trung binh ciia ndng d6 EPCA-2 va tPSA & nhom ung
thu tuyén tién liét cao khac biét so & nhom u phi dai lanh tinh tuyén tién liét

(208,658 va 34,68 so voi 6,3922 va 24,452)
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3.3.3. Nong d EPCA- 2trong huyét thanh nam giéi khée manh.
Bang 3.1.5. Nong dé EPCA-2 trong huyét thanh ngwoi nam binh thwong dinh
lirong bang KT thé ddc hiéu khang EPCA-2 va Kit ELISA.

Kit ELISA Khang thé
EPCA 2 CSB-EQ thé dic
027679HU hi¢u
Am tinh 30 30
Duwong tinh 0 0
Tong 30 30

Nhén xét: EPCA-2 am tinh trong 100 % mau huyét thanh nhom nam gidi
khée manh (chimg am).
3.3.4.50 sanh @ nhay, do dic hiéu cia khang thé thé dic hiéu khang
EPCA-2 véi khang thé trong kit xac dinh EPCA-2 ciia CUSABIO
Bang 3.16.50 sdnh dg nhdy cua khang thé tho dac hiéu khang EPCA-2 véi Kit
ELISA ¢ nhdm bénh nhdn ung thw tuyén tién liét.

BhnUTTTL Kit ELISA Khang thé
EPCA- 2 CSB-EQ tho dac
027679HU hi¢u
Am tinh 0 0
Dwong tinh 40 40
Tong 40 40

Nhan xét: Ca 2 phuong phidp ELISA dung KT tho va dung kit
CUSABIO déu cho két qua duong tinh & 100 % mAau huyét thanh nhém bénh
nhan ung thu TTL, d¢ nhay dat 100%.

Bdang 3.17.So sdnh dé ddc hiéu cia khang thé thé déc hiéu khang polEPCA-2
vai kit ELISA ¢ nhom bénh nhdn u phi dai lanh tinh TTL.
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Bn u phi dai TTL Kit ELISA Khang thé
(EPCA-2) CSB-EQ thé dic
027679HU hi¢u
Am tinh 38 38
Duwong tinh 2 2
Téong 40 40
Nhin xét:

- Ca 2 phuong phap ELISA déu cho két qua EPCA-2(-) & 38/40 mau
huyét thanh nhém bénh nhan u phi dai lanh tinh TTL, d6 dac hiéu dat 95%.

- Ca 2 phuong phap ELISA déu cho két qua EPCA-2(+) & 2/40 mau
huyét thanh nhém bénh nhéan u phi dai lanh tinh TTL.
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CHUONG 4
BAN LUAN

4.1. VE THIET KE GEN MA HOA POLYEPITOPE CUA KHANG
NGUYEN UNG THU TUYEN TIEN LIET SOM

4.1.1. Lwa chen biéu hién cac epitope cia khang nguyén thay vi biéu hién
toan bo phan tir khang nguyén

Sy lién két gitta khang nguyén véi khang thé hoa tan hay giira khang
nguyén voi té bao lympho ludén mang tinh dic hiéu cao. Tinh dic hiéu nay
tuong tu nhu gitra enzym voi co chat, nghia 13 khép véi nhau nhu chia khoa
v6i 6 khoa. Su lién két dic hiéu nay khong xay ra véi toan bo khang nguyén
ma chi véi mot phan nhat dinh cua khang nguyén. Cac ving cau tric co su
lién két dac hidu nay goi 1a quyét dinh khang nguyén hay epitope. Phan tuong
g gan voikhang nguyén trén mdi khang thé goi 1a paratope.

EPCA-2 di dugc biét 1a protein c6 trong lwong khoang 30 kDa, voi
nhiéu phan doan peptid khac nhau. Bat ky doan peptid nao ciia EPCA-2 déu
6 thé tao lién két dic hiéu véi khang thé. Nam 2008 nhom nghién clru cua
tién s Robert H Getzenberg dd cong bétrinh tir 3 doan peptid duogc cho 1a 3
epitope cia EPCA-2 d6 la EPCA-2.22, EPCA-2.19 va EPCA-2.4. Trong do
hai epitope EPCA-2.22, EPCA-2.19 di duoc chimg minh 13 xudt hién sém va
pho bién trong huyét thanh ctia bénh nhan UTTTL [37],[38].

Bén canh do6 cac nghién ciru cia Tran Ngoc Tan vé gen mi hoa cho phan
chira epitope ctiia Neuraminidasetrén vo cta vi rat cim A/H5N1 bang tai to
hop bién nap vao té bao E.coli BL21 (DE3)[87]. Nghién ctruciia Gong Q va
cong su ndm 2010 biéu hién doan gen PEDF34 ma hoa epitope chirc ning cua
PEDF vao vector PGEX-4T-1 rdi duoc biéu hién ¢ E.coli(PEDF-pigment

epithelium-derived factor-mot yéu t trc ché ting sinh té bao ndi mac mach



117

mau)[88]. Két qua cua cac nghién ctru déu cho thiy protein sau biéu hién van
gitt duogc tinh dac hi€u KNnhu trong ty nhién. Mot nghién ctu khac cua
He.Jnam 2011 d3 tién hanh tao vector tai to hop chira bon epitope cta vir(t
viém gan C (manh C, NS3, NS4 va NS5) va biéu hién ¢ E.coli. Hoat tinh cta
san pham tai t6 hop duoc thir bang phan img ELISA c6 ddi chimg voi két qua
ctiia bo kit CHIRON RIBA HCV 3.0 SIA trén 10 mau thir. Két quathu dugc
thir nghiém véi protein tai t6 hop twong tu nhu cua kit [89].

Céc nghién ctru trén da ching to ding phuong phap tai té hop biéu hién
gen ma hoa epitope cua khang nguyén cé thé tao duoc san pham ciia gen 1a
protein van dam bao hoat tinh sinh hoc 13 dichiéu véi khang thé twong tng.
Pong thoi khi tao nhiéu epitope trong mot protein tai té hop gilp tranh dugc
su tén kém so vai khi biéu hién timg epitope, tir d6 tao budc tién méi trong
san xuat KN chan doan dé phat hién KT.

Dua trén trinh tu hai epitope EPCA-2.22,2.19 ctia nhom tién si Robert H
Getzenberg thudc bénh vién Jonhns Hopkins [37],[38], ciing nhiéu nghién ctru
trong nudc va nudc ngodivé tinh sinh mién dich cia KN van dam bao khi KN
chi mang cac epitope ma khong can cau trac toan bo [88],[89],[90]. Nhom
nghién ctru chiing t6i da thiét ké gen ma hoa khang nguyén ung thu tuyén tién
liét som chi mang 8 1an 1ap lai ctia hai trinh ty epitope EPCA-2.22 va EPCA-
2.19thay vi biéu hién toan bd phan t¢ KN. Bén canh dé do chua biét 15 toan
bd cau tric va trinh tir acid amin ciia EPCA-2, nén bang viéc khong biéu hién
toan bo phan tr khang nguyén ching ti s& tranh dugc mot s bat loi ¢ the

xdy ra do chirc nang ¢ nhiing phan chua biét.
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4.1.2.Thiét ké lap nhiéu 1an trinh tw cac epitope

Chang t6i cha dinh thiét ké trinh tu gen ma hdéa polEPCA-2duoc tao
thanh tir 8 1an 1ap lai néi dudi nhau cta cip trinh ty epitope EPCA-2.22 va
EPCA-2.19. Giita cac doan lap 1a doan ndi géom 3 acid amin prolin
(PPP)(Hinh 3.8).

Viéc thiét ké 13p 8 lan epitope trong gen polEPCA-2cua chling tdi nhim
tdihai muc dich:

Thir nhat, cac epitope duoc lap lai nhiéu lan s& 1am ting kha ning bét
cap caa KN vaéi KT. Mot phan tir protein tai té hop co nhiéu epitope sé& c6 kha
nang cao trinh dién dwoc cac vi tri epitope dé két hop véi cac paratope twong
ung trén KT.

Tha hai, protein polEPCA-2.22, va 2.19 véi 8 lan lap lai da dat duoc kich
thudc 23,1 kDa,nho viéc 13p lai nhiéu 1an epitope 1am phan ti protein tai té hop
dat duoc kich thudc twong duong véi kich thudc caa EPCA-2 trong tu nhién.
Piéu nay giup lam ting kha nang phat hién EPCA-2 trén bénh nhan. Bong thoi
23,1 kDa 1a kich thuéc du I6n dé ching tdi cd thé quan sat va phat hién bang
dién di trén gel polyacrylamid 12,6% va marker protein Unstained protein
molecular weight marker SM0431 (Fermentas). Néu nghién cru cta ching toi
chi biéu hién mot lan epitope thi kich thudc protein tai té hop thu duoc chi
dat4,49 kDa. Vi kich thuéc nho & mic nay bat budc ching toi phai st dung
gel dién di peptid va marker twong tng. Viéc tién hanh dién di trén gel peptid
s€ phuc tap hon, cong vaoi marker protein véi kich thuéc nhé thuong co thoi
han str dung ngén hon s& 1a nhimg khé khin va ton kém cho viéc thuc hién
nghién cuu.

Khi thiét ké gen polEPCA-2 chlng tdi con chon doan ndi gitra cac trinh
tu epitope Iap lai 1a 3 acid amin prolin (PPP) do ké thira tir nhitng nghién ctu

vé vai trd cua acid amin prolin trong cau trac protein (hinh 4.1).
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KJ COO-
/\ proline
H H
Hinh 4.1. Cdu trac acid amin prolin

Nghién ctu cia Morgan da trng dung tin hoc vao sinh hoc (bioinformatics)
khi nghién ctu cac trinh tu chta acid amin prolin trong phan tir protein. Két
qua nghién ctu cho thay cau trdc prolin chiém sé lugng 16n trong cau tric
protein & ngudi (687.434 trinh ty c6 prolin trén tong sé 18.666 protein da
duoc phan tich).Prolin chiém 6,3% trong tong s6 10.882.808 acid amin
[91].Prolin la acid amin duy nhat trong 20 acid amin thuong gap c6 nito trong
nhom amin nam trong vong 5 canh. Diéu quan trong Ia trén phan tir protein, &
vi tri ndo xuat hién acid amin prolin thi ¢ d6 phan tir protein bi giam tinh linh
hoat do prolin khi tham gia cau tao chudi polypeptidsé tao mot goc gap khuc
cho chudi polypeptid[91]. Trong tong sb cé4c trinh tu chira prolin, c6 4,4% la
c4c trinh tu cua prolin 13p lai tir 3 1an tré 1én. Khi trén phan tir protein c6 doan
gom 3 prolin lién tiép thi tai vi tri nayprotein c6 thé cuon lai tao cau tric xoéan
polyprolin.

Trong thiét ké gen polEPCA-2, ching toi thiét ké doan ndi giita cac cap
EPCA-2.22,2.19 14 3 prolin lién tiép tac 1a cau trdc xoan polyprolin giita cac
doan lap s& lam cho protein polEPCA-2 c6 cau tric gap khic ma khong bi
cudn xoan che 1ap cac epitope trong phan ti protein tai to hop. Do dé, cac
epitopetrong protein tai to hop do ching ti tao ra s& d& dang twong tac véi
c4c paratope twong tng trén khang thé.

4.1.3. Thiét ké gen polEPCA-2 c6 trinh tw nhan biét cia cac enzyme cat

gioi han
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Dé phuc vu cho viéc tach dong va biéu hién duoc gen polEPCA-2, dhai
dau cia gen trudc trinh tu cua cac epitope, ching t6i thiét ké trinh tu
ACCATGGGG la vj tri nhan biét cua enzyme cat gigi han Nco 1.

Tuong ty nhu vay, phia cudi cua gen polEPCA-2, sau trinh tu cia cac
epitope, ching t6i ciing thiét ké trinh ty GCGGCCGCA la vj tri nhan biét cua
enzyme cit gii han Not 1.

Ngoai ra dé dam bao gen polEPCA-2 khéng bi cit vun thanh nhiéu manh
khi 1 véi enzyme cét gisi han ching t6i kiém tra ngoai 2 vi tri cat nay, trong gen
polEPCA-2 khéng con vi tri cit khac cia 2 enzym Nco | va Not I. Hai enzyme
cit gigi han ma ching t6i lya chon ciing 13 cac enzyme cit duy nhat & vi tri
MCS (multiple cloning site) cua vector pET-28a(+). Piéu nay dam bao san
pham sau khi cat gan, duoc biéu hién chac chan 1a polEPCA-2 nhu thiét ké.
4.1.4. Tao vector tai té hop mang gen polEPCA-2

Bién nap DNA plasmid vao té bao E.colila phuong phap kinh dién dugc
st dung phé bién d@é biéu hién cac gen ngoai lai mong mudn. Nghién ctu cua
ching tdi sir dung sdc nhiét dé bién nap DNA plasmid vao té bao E.coliBL21
(DE3). Trudc khi sc nhiét cac té bao can dugc lam long mang dé dé dang tiép
nhan DNA plasmid. Dé thuc hién diéu nay ching t6i GE.coliBL21 trong dung
dich CaCl,. Tiép theo chung toi dua DNA plasmid vao trong té bao bang cach
sb¢ nhiét nhanh (40-60 gidy). Céc té bao bién nap duogc chon loc bang phuong
phap chon loc duong tinh trén dia agar chira moi truong LB véi khang sinh
Kanamycin. Mdi khuan lac trén dia khang sinh dai dién cho mét thé bién nap
don.

O day, so di chung t6i str dung E.coli BL21 (DE3) lam ching vi khuan
biéu hién trong nghién ctu bai ViE.coli BL21 (DE3) la vat chi thich hop cho ca
viéc biéu hién gen ddng thoi ciing 1a vat chu thich hop cho biéu hién protein khi

ding vector biéu hién c6 chira promoter lac nhu vector pET-28a(+).
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DPoéng thoiE.coliBL21 (DE3) khong c6 kha ning khang khang sinh
kanamycin nén ching tdi c6 thé sir dung dic tinh nay dé chon dang dong té
bao c6 mang polEPCA-2sau nudi cdy. Bai sau khi bién nap DNA plasmid vao
E.coliBL21 va nudi cdy trai trén moi truong LB dic co bd sung kanamycin 50
Hg/mL s& c6 hai trudng hop sau xay ra: (1) Cac té bao khéng chua vector téi to
hop chi la E.coliBL21 thi khéng c6 kha niang khang khang sinh nén s& khdng
moc dugc trén méi truong c6 chira khang sinh kanamycin. (2) Céc té bao chira
vector tai t6 hop pET-28a(+)/polEPCA-2 mang gen polEPCA-2 va c6 gen
khang khang sinh nén moc dugc trén méi truong chon loc.

Trong nghién ctu ndy, tir cac khuan lac moc duge trén moéi trudng
chon loc chira gen khang khang sinh caa vector tai to hop, ching toi kiém tra
bang ky thuat PCR véi 2 cap moi T7 F va T7 R. Két qua cho thay san pham
thu dugc & cac giéng tir 1 dén 8 1a mot bang rd nét co kich thude twong duong
véi kich thudce tinh toan khi so véi thang marker (hinh 3.6). Nhu vay, ching
t61 da bién nap thanh céng vector biéu hién tai té hop pET-28a(+)/polEPCA-2
vao té bao E.coli BL21 (DE3).

4.1.5. Biéu hién protein tai t6 hop
4.1.5.1. Téi wu héa diéu kién biéu hién cia protein tai té hop

Muc dich nghién ctu cua ching toi 1a tao dwoc so lugng protein
EPCA-2 ti t6 hop cao nhat 1am nguyén liéu cho qui trinh tinh sach. Vi vay
viéc toi wu hoa cac didu kién biéu hién cua protein tai to hop 1a can thiét.

Hinh 3.10 da chiing t6 ca 4 dong té bao déu da duoc biéu hién thanh cong
va cho san pham protein c6 kich thudc twong dwong nhu kich thudc tinh toan.
V6i diéu kién t6i wu chung cho sy biéu hién protein 1a chang biéu hién, vector
biéu hién, méi truong nudi cay, diéu kién nudi cay (nhiét do, toc do lac), nong do

chat cam ung, thoi diém cam (g va thoi gian thu mau sau cam ang.
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Chung biéu hién va vector biéu hién da dugc xem xét lya chon tir dau
phu thudc vao dic diém gen can biéu hién. Trong cac yéu té con lai, nghién
ctru ctiia chdng toi cho thay yéu té thoi gian cam tng va nhiét do cam ¢ng anh
huong rd nét toi hiéu suét biéu hién protein tai to hop.

Theo hinh 3.11, lugng protein tai t6 hop thu dwoc ¢ mau cam @ng qua
dém nhiéu hon so véi thoi diém 3 gio va 5 gio. Theo hinh 3.12, lwong protein
tai t6 hop ¢ 37°C nhiéu hon ¢ 30°C va 18°C. Nhu vay diéu kién t6i wu cho
biéu hién polEPCA-2 (trong DE3) trong nghién ctu cta ching toi 1a mau
duoc cam tmg qua dém ¢ 37 °C.

Khdo sét kha néng hoa tan cia protein tai té hop khi thay doi nhiét dé cam img

Protein duoc tao ra do tai té hop thuong ton tai dudi hai dang d6 1a dang
hoa tan va thé vii [92]. Kha nang hoa tan cua protein tai té hop phu thudc vao
qué trinh cudn xoan sau dich ma. Néu chudi polypeptide sau té hop van git
nguyén trang thai dudi roi cudn xoan dé dat duoc cau tric cé hoat tinh va
chtrc nang thi d6 1a dang hoa tan.Nguoc lai, néu protein cudén xoin khdng
dung, c¢6 xu hudng tich tu dan trong té bao vi khuan dé tranh gy doc cho té
bao chu thi d6 la thé vui (inclusion body).

Khi biéu hién protein tai tb hop, cac nha nghién cau ludn mong mudn
thu duoc san pham protein c6 kha niang hoa tan dé protein van gitr duoc hoat
tinh sir dung cho cac nghién cau tiép theo. Tuy nhién, sy hinh thanh va tich tu
cua protein la dudi dang thé vui 1 hién twong kha phd bién. Co ché cua qua
trinh nay van chua duoc biét day di. Nhung dudng nhu cac yéu té nhu pH
nudi cdy, nhiét d6 va thanh phan cac acid amin cua protein tai té hop cd thé
anh huong toi kha nang hoa tan cta protein [92],[93].

Mot s6 nghién cau véi mong muén lam ting kha ning hoa tan cua
protein tai to hop da thay doi yéu té nhiét do-mot yéu té dé kiém soat hon 2

yéu t6 con lai (1a pH méi trudng va trinh ty acid amin). Nhu nghién ctu cia
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Chen S. va cong su (2011), Kim E (2012) va Yong G va cong su (2013)Cac
t4c gia nay déu nhan thay ha thap nhiét do biéu hién s& 1am ting kha ning hoa
tan cua protein[86],[93],[94].

Trong nghién ctru nay, chung t6i cling tién hanh khao sat 6 hoa tan cua
protein tai té hop khi biéu hién & nhiét do thap (tai 30°C va 18°C) két qua cho
thiy tinh hoa tan cua protein ciing khong dugc cai thién, ching van ton tai
cha yéu trong can (hinh 3.14).
4.1.5.3. Tinh sgch protein tai té hep bing Kit ProBond™ Nikel Resin

Tinh sach dé thu nhan protein mong mubn sau tai t6 hop 1a budc tiép theo
cua cdng nghé protein. Bé thu dugc khédi luong 16n protein con hoat tinh doi hoi
phuong phap tinh sach phai phii hop véi dang ton tai ciia protein sau téi to hop.

Sau khi kiém tra kha niang hoa tan cta protein tai t6 hop, ké ca khi ha
thap nhiét do cam &ng, ching tdi nhan thay protein van ton tai chu yéu ¢ dang
khong hoa tan. V&i myc dich mong mudn san pham protein sau tinh sach van
con hoat tinh, ching t6i lya chon phwong phap hybrid dé tinh sach.

Hybrid 13 phuong phéap két hop vira gay bién tinh dé dua protein khong
hoa tan vé dang hoa tan & giai doan dau, dong thoi loai chat c6 thé gay bién
tinh protein ¢ giai doan sau két hop rira nhiéu lan dé protein gan trén cot duoc
héi tinh.

Chung t6i stir dung dém DBB c6 chita 8M urea dé gay bién tinh céac can
té bao trong qua trinh siéu Am.Protein tai t6 hop sau khi duoc giai phong khoi
té bao s& bi bién tinh, tré vé cau tric bac 1 va hoa tan dugc. Vi vay phan dich
noi sau ly tam dich siéu &m sé& chira protein tinh sach.

Str dung dich ndi sau ly tam gan 18n cot, cac protein c6 His- tag s& bi git
lai nho & luc véi Ni**-agarose. Trong budc rira bang dung dich DWB di loai

bt nhiéu protein khac gén khong dic hiéu trén cot.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21594592
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Rua bang NWB 1a budc rat quan trong. Trong thanh phan cua NWB
khdng con chat gay bién tinh. Khi ria bing NWB thi protein dan cudn xoin
lai, vé trang théi hoi tinh, tirc 12 trang thai cé hoat tinh. Trong nghién ciu nay,
chung t6i da rira bang NWB vai thé tich khoang 80 mL.

Thoi gian siéu adm

Thoi gian tién hanh siéu am ciing c6 vai trd quyét dinh dén san pham
protein sau tinh sach. Vi néu lya chon thoi gian nghi va phét séng siéu am
khdng phu hop s& gay néng protein dan dén protein bi bién tinh khéng hoi
phuc va mat hoat tinh. Trong nghién ctu, ching toi sir dung may siéu am
Labsonic véi chu ki phat séng va nghi 1a 30 giay ké tiép nhau trong tong thoi
gian phét song siéu am 1a 20 phat. Thanh pham protein sau bién tinh d¢ tinh
sach tiép tuc duoc kiém tra hoat tinh.
4.1.5.4. Kiém tra hoat tinh cia protein tai té hop

Pé kiém tra hoat tinh cua protein tai to hop ching toi sir dung kit ELISA
phat hién EPCA-2 cua hdng CUSABIO. Trong qui trinh ki thuat nay chung toi
sir dung polEPCA-2 déng vai tro 1a khang nguyén can xac dinh twong tu nhu
EPCA-2 trong huyét thanh cua bénh nhan UTTTL. Két qua da khang dinh san
pham tinh sach thu dugc c6 hoat tinh, c6 kha ning két hop dic hiéu véi khang
thé khang EPCA-2 trong kit ciia nha san xuat.

Gia tri nong d6 polEPCA-2 thu duoc la 41,185 ng/mL. Nhu vay, san
pham polEPCA-2.22, 2.19 sau tinh sach c6 hoat tinh khang nguyén va c6 thé
st dung dé thuc hién cac budcgay mién dich tiép theo (hinh 3.17).
42VE KET QUA TAO KHANG THE THO PAC HIEU KHANG
PolEPCA-2
% Lwa chon phwong phdp tao khang thé

Chung t6i tiép tuc sir dung POIEPCA-2 thu duogc dé tao khang thé dic hiéu
bang phuong phap gay mién dich trén dong vat thi nghiém. So di chung toi
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lya chon phuong phap gy mién dich trén dong vat bsi day 1a phuong phap
tao khang thé twong d6i dé thuc hién va c6 tinh ung dung cao. Pong thoi
nhiéu nghién ctiu trén thé gisi cling da thanh cong véi viéc gay mién dich trén
dong vat véi khang nguyén 1a protein tai té hop. Nghién ciu caa Simin
(2011) str dung yéu t6 V111 tai t6 hop tiém nhiéu 1an nhic lai trén tho dé tao
khang thé dic hiéu [86]. Nghién ctu cua Rattana (2011) sir dung khang
nguyén 1a HBcAg tai to hopkét hop véi ta dugc Freund tiém cho tho va thu
nhan khang thé trong huyét thanh thé st dung 1am nguyén liéu cho phan
ELISA xac dinh HBcAg ¢ nguoi [95]. Cac nghién ciu déu chi ra rang
phuong phap nay c6 uu diém tao dugc sé lugng Ion san pham, cac trang thiét
bi sir dung trong qui trinh khong qua dat tién. Tuy nhién, nhugc diém 16n nhat
cua ki thuat 1a phai sir dung dén mot lugng l6n khang nguyén trong qui trinh
trién khai ki thuat. Vi nhiing ly do trén ching tdi quyét dinh chon phuong
phap gay mién dich trén tho dé tao khang thé.

% Lwa chon qui trinh gy mién djch va thei diém thu nhdn khang thé phu hop

C6 nhiéu qui trinh khac nhau dé gay mién dich tao khang thé. Nhin chung
két qua tao khang thé bang phuong phap gay mién dich trén dong vat phu
thudc cha yéu vao 3 yéu té: (1) Ban chét cia khang nguyén. (2) Puong vao
cua khang nguyén. (3) Thoi diém thu nhan khang thé [81].

Trong nghién ctu, chung toi dung PolEPCA-2 la protein mang 2 epitop
EPCA-2.22, 2.19 (san pham sau tinh sach) nhu mot khang nguyén dé gay
mién dich cho thé. Yéu té khang nguyén polEPCA-2 & day co ban chat I
protein, kich thuéc 210 acid amin dat nhitng tiéu chuan cua mot khang nguyén
tét dé gay kich thich hé mién dich tho tao khang thé dic hiéu. Kinh nghiém cua
ching tdi cho thay cac khang nguyén c6 cau tao protein c6 kha ning gay kich
thich sinh khang thé tot vai ca 2 hé théng dap wng mién dich dich thé va dap
tng mién dich qua trung gian té bao cua co thé. Pong thoi kich thich nay con
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dé lai cac té bao tri nhd mién dich, vi vay véi nhiéu lan tiém lap lai cua khang
nguyén, co thé tho s& c6 phan tng caa tri nhé mién dich va viéc tao khang thé
& cac lan tiém gay mién dich sau s& nhanh va manh hon [96].

Tu nhitng hiéu biét va kinh nghiém, ching t6i quyét dinh tién hanh qui
trinh gay mién dich cho tho theo phac do 4 lan tiém, thoi gian giira cac lan
tiém cach nhau 7 ngay va dung dich gay mién dich 1a hdn hop polEPCA-2 tai
t6 hop két hop voi Freund (bang 2.7). Pay 1a mot qui trinh gy mién dich
duoc cai tién tir qui trinh gy mién dich thuong qui trén tho tai labo Mién dich
cta bd moén Sinh Ii bénh - Mién dich trudng Pai hoc Y Ha Noi. Vi vay viéc
thuc hién qui trinh chuan caa ching t6i kha thuan loi. Qui trinh nay st dung 2
duong vao ctia khang nguyén d6 1a duong tiém vao co dui va tiém 6 bung. Ca 2
dudng tiém nay déu dugc danh gia 1a c6 kha nang sinh mién dich t6t hon so véi
duong tiém tinh mach hay duong udng, dic biét 1a voi khang nguyén c6 ban chat
protein (do KN ¢6 ban chat 1a protein néu vao co thé theo dudng ubng hoic tiém
tinh mach c6 thé c6 su cam tmg dung nap mién dich cta té bao lympho T hay B
véi khang nguyén) [81],[73].

Véi thoi diém thu hoach khang thé, chiing toi can cir theo ly thuyét veé
thoi gian sinh khang thé cua qua trinh dap tng mién dich. Théng thuong
khang thé bat dau duoc sinh ra 1a tir ngay thtr 6 sau lan tiép xuc dau tién cua
khang nguyén véi co thé. O lan tiép xuc tht 2 cia co thé véi khang
nguyén chi can 10 gio sau da co khang thé trong mau va xuat hién phan tng
viém tai chd tiém. Phan mg nay ting dan va nong do khang thé dat toi da
khoang 48 - 72 gid sau. Tuy nhién ndng d6 khang thé sau lan gay mién dich
mili thtr 2 thudng chua cao nén thuong chua dinh luong dugc. Nong do khang
thé thuong ting cao dang ké va co thé dinh luong dugc tir ngay the 7 dén
ngay ther 10 sau mi tiém nhéc lai tir 1an 3 tré di. Va dic biét ndng d6 khang

thé s& dat dinh tai thoi diém ngay tha 15 dén 20 sau miii tiém 4. Tir sau ngay
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thir 20 ndng do KT s& giam dan [73]. Vi vdy, dé thu dugc khang thé véi ndng
d6 cao nhat, chung t6i thu nhén toan bg huyét thanh cua tho tai dung thoi diém
nong do khang thé dat dinh trong mau, thoi diém ngay thir 20 sau mili tiém gay
mién dich thtr 4. Tuy nhién dé chic chan vé thdi diém thu nhan KT ¢6 né)ng do
t6t chung toi tién hanh kiém tra ndng d6 khang thé & cac thoi diém khac nhau.
Lan dau dinh luong khang thé 1a khi huyét thanh tho dugc 14y ¢ ngay thir 7 sau
tiém mii 3. Két qua ctia ca 3 16 thi nghiém déu cho thiy cac tho co dugc gay
mién dich véi khang nguyén polEPCA-2 déu c6 xuat hién khang thé dac hiéu
véi nong do lan luot 12 26.3 va 27.27 ng/ml. Nong do khang thé tai thoi diém
sau mii tiém 3 dugc 7 ngay tuy chua cao nhung su tang nay da cé khac biét
so tho ching (8,5 ng/ml)(bang 3.3 ). Céc tho nay tiép tuc duoc gay mién dich
mili thtr 4. Bé do tim thoi diém khang thé dat dinh, ching toi lay mau tinh
mach ria tai thé va xac dinh ndng d6 khang thé trong huyét thanh & cac ngay
thar 15 va 20 sau mili tiém 4. Két qua ¢ ngay thtr 15 sau mili tiém tha 4, khang
thé trong huyét thanh dugc dinh lugng bang phwong phap ELISA cho thiy
lwong khang thé thu duoc ¢ thoi diém nay tiép tuc ting cao gap 3,5 lan so véi
nong do khang thé tai thoi diém 7 ngay sau mii tiém 3 (98,91ng/ml so véi
28,3ng/ml - bang 3.4). Theo ly thuyét cac khang thé sau miii tiém nhic lai
thuong co thoi gian duy tri va giam dan kha lau tir 3 dén 6 tuan [73],[97]. Dé
xac dinh nong do khang thé ¢ huyét thanh tho vai thoi diémxa hon, ki thuat
ELISA tiép tuc duoc tién hanh véi huyét thanh tho tai thoi diém 20 ngay sau
mili tiém 4. Két qua, khang thé tai thoi diém nay ting cao ro rét, gap 8,4 lan
S0 Véi sau mili 3 va 2,3 1an so véi thoi diém ngay thar 15 sau miii tiém 4
(229,17ng/ml so véi 27.27 va 98.91ng/ml - bang 3.3, 3.4 va 3.5). Nhu vay
khang thé tho thu duoc tai thoi diém 20 ngay sau tiém miii 4 da c6 nong do

dat dinh dang nhu du kién. Ching tdi tién hanh 1ay méu tho toan bo thu tbi da
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lwgng huyét thanh, dong kho lugng huyét thanh thu duoc dé han ché su giam
hiéu gia caa khang thé trong huyét thanh.

Pé tdi wu hoa str dung khang thé trong ki thuat ELISA xac dinh EPCA-2,
ching toi tién hanh pha lodng khéng thé & céc nong d6 giam dan dé kiém tra kha
ning xac dinh EPCA caa KT véi KN. Két qua thu duoc, néu ¢ do pha lodng 1/2
nong d6 KT van dat 102,17ng/ml du dé phat hién EPCA-2, con & do pha lodng
1/4 ndng do KT giam rat thap khong dam bao dé xac dinh KN (bang 3.6).

Nhu vay.két qua gy mién dich tao khang thé tho dic hiéu khang EPCA-
2 & nguoi da thu duoc tong luong khang huyét thanh tho 1a 330 ml, nong do
khang thé tao duoc 1a 229,17ng/ml, thoi diém thu khang thé t6t nhat 1a
khoang 20 ngay sau miii tiém thtr 4.

4.3. KET QUA XAC PINH EPCA-2 TRONG HUYET THANH 3 NHOM
NGHIEN CUU

EPCA-2 vé6i dic diém rat dang luu ¥ 1a chi ting sém va ting manh & té
bao 4c tinh tuyén tién liét [35],[36],[37]. Cac nghién ctru vé EPCA-2 di xac
nhan hai epitope nay dugc tim thiy phd bién trong huyét thanh bénh nhan
UTTTL sém 5 nidm so voi két qua md bénh hoc va cac biéu hién trén 1am
sang [35],[37].

Huyét thanh tho c6 khang thé dic hiéu khang hai epitope EPCA-2.22 va
2.19 sau khi duoc kiém tra xac dinh c6 hoat tinh voi khang nguyén chuan va
kiém tra ddi chimg voi khang thé trong kit xac dinh EPCA-2 ciia CUSABIO,
dugc ching tdi st dung trong ki thuat ELISA dé xac dinh KN trong mau
huyét thanh cua 3 nhém nghién ctu do la: 40 bénh nhan UTTTL, 40 bénh
nhan u phi dai lanh tinh TTL va 30 mau huyét thanh di chimg am cta nguoi
nam binh thudng ciing nhém tudi.

4.3.1. Mt s6 thong tin ciia 2 nhém bénh nhan tuyén tién liét.
4.3.1.1. Thong tin vé tuai
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Trong nghién ctru cia ching t6i voi 110 mAu nghién ciu da gip tudi
thap nhat 12 55 va tudi cao nhat 1a 101. Ca hai nhém bénh nhan UTTTL va u
phi dai lanh tinh tuyén tién liét (UPPLTTTL) déu c6 d6 tudi mic bénh cao
nhit 13 tir 76 dén 85. O nhoém UTTTL ty 1 mic bénh & d6 tudi nay 1a 55% va
nhom UPBDLTTTL la 45%. Ty 1é mac bénh thap nhit cia 2 nhém nay 1a tudi
dudi 60, véi nhém UTTTL khong c6 bénh nhan dudi 60 con nhdém
UPBLTTTL c6 2 bénh nhan tudi dudi 60 (5%) (bang 3.7, 3.8). Két qua nay
ctia chiing t6i ciing twong duong véi két qua ciia Nguyén Thi Phuong Ngoc
nghién ctru trén 1270 nam gidi trén 50 tudi cling thay do6 tudi thap nhat cua
cac bénh nhan TTL la 50, cao nhét 14 89 va d6 tudi mic UPDLTTTL cao nhat
trong nghién ctru cua Thi Phuong Ngoc 1a trén 70 [94].
4.3.1.2. Chi sé PSA

PSA 1a mot protein dugc san xuét boi té bao TTL. Binh thuong chi mot
luong rat nho ctiia PSA thoat dugc vao hé tuan hoan. Trong UTTTL, cAu trac
mo hoc bi pha v&, PSA duoc tiét truc tiép vao khoang gian bao, di thang vao
hé tudn hoan. Do d6 trong UTTTL, néng do PSA huyét thanh thudng ting cao
c6 thé gap 10 1an so véi mo tuyén ting sinh lanh tinh [23],[24]. Tuy nhién
theo cic nghién ctru ctia Thompson, Catalon, P6 Khanh Hy va Hoang Thi
Phuong Lién, ndng d6 PSA ting khong 1a dau hiéu dic trung cia UTTTL boi
PSA con c¢6 thé tang do UPDLTTTL, viém, hay sau cac tha thuat tham kham
TTL...[24],[25],[26],[67],[68]. Gia tri PSA hién van duogc st dung dé sang
loc UTTTL. V61 gia tri PSA < 4ng/ml thuong it gdp & nhiing bénh nhan
UTTTL. Gia tri1 PSA tur 4 - 10 ng/ml dugc goi 1a vung xdm vi khong cho phép
phan bi¢t UTTTL va UPBDLTTTL. Gia tri PSA 10 - 20 ng/ml c6 gia tri dinh
huéng chan doan UTTTL con khu trii. Gia tri PSA > 30ng/ml nghi dén
UTTTL da co6 di can hach.
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Trong nghién ctru ctia chung t6i gia tri tPSA trung binh ctia nhom
UTTTL cao gip 1,4 1an nhom u phi dai lanh tinh TTL, va gap 28 lan nhom
nam binh thuong (bang 3.9). Néu chi xét riéng 2 nhém bénh nhan TTL két
qué cho thdy ca nhém UTTTL va u phi dai TTL déu c6 bénh nhan & tt ca cac
mirc ndng do tPSA tir thdp < 4ng/ml dén cao trén 30ng/ml. Tuy nhién chiém
ty 16 cao nhat & nhém UTTTL 1a nhitng bénh nhan c6 ndng d6 tPSA > 30
ng/ml (30%) con nhém UPDLTTTL 1a ¢ mirc ndng d6 4 - 20 ng/ml (55%)
(bang 3.10). Két qua cua chung t6i ciing phi hop véi cac nghién ciu cia
Thomson va Catalon cho rang c6 su tang cao cd y nghia cua chi s6 PSA &
nhiing bénh nhan UTTTL, tuy nhién ciing c6 bénh nhan UTTTL khong c6
tang PSA trong huyét thanh [24],[25],[26].

4.3.2. Két qua xac dinh EPCA-2 trong huyét thanh bénh nhan ung thu
tuyén tién liét bang khang thé thé cé doi chirng véi kit thwong pham

EPCA-2 1a d4u an sinh hoc dic trung cua tuyén tién liét bi ung thu [37].
Hai epitope EPCA-2.22, 2.19 di dugc chimg minh 13 xuat hién sém va phd
bién trong huyét thanh cic bénh nhan UTTTL [6],[38]. Sir dung khang thé
ddc hiéu dé xac dinh EPCA-2 khong chi cho phép xac dinh bénh ma con co
thé chan doan giai doan bénh [36],[5].

Trong nghién ciru ndy, ching toi st dung khang thé dic hiéu khang
EPCA-2.22.2.19 do chiing tdi tao ra dé xac dinh nong d6 khang nguyén trong
huyét thanh 3 nhom nghién ctru. Cac két qua dugc ddi ching véi két qua xac
dinh EPCA-2 cua bd Kit ELISA (CUSABIO, mi s6 CSB - EQ
027679HU).Ndng do EPCA-2 cua hai phuong phap ELISA duogc dinh luong
dua trén dudng chuan cia kit ELISA.

Puong chuan kit ELISA duoc dung trén 5 diém ndng do c6 r* = 0,986
gan tuong duong voi 1 cho thay ddy 1a dudng chuin dang tin cdy dé suy ra
ndng do cac két qua do duoc (bang 3.2, hinh 2.16).
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Két qua xac dinh ndng d6 EPCA-2 cua ca hai phuong phap ELISA trong
nghién ctru cua chung toi déu khéng dinh c6 su hién dién cua EPCA-2 &
100% huyét thanh bénh nhan UTTTL. Pong thoi chiém da sé 1a nong do
EPCA-2 & miic cao tir trén 100ng/ml dén 400 ng/ml. S6 lwong bénh nhéan &
mirc ndng d nay 1a 28/40 bénh nhan véi két qua xac dinh bang kit ELISA, va
30/40 bénh nhan véi két qua xac dinh bing khang thé tho dic hiéu (bang
3.11). Pong thoi két qua nghién ctru cta chung t6i khong thay c6 bénh nhan
UTTTL véi mic ndong d6 EPCA-2 ngudng thap nhat co thé phat hién duoc
(12,5ng/ml). Gia tri duwong tinh thu dugc & nghién ctru ctia chung toi cao bai
khi chon mau nghién ctru cho nhom bénh, chung t61 da chon nhitng bénh nhan
UTTTL chéc chin c¢6 bénh. Do tit ca cac bénh nhan nay déu di co day du két
qua duong tinh véi UTTTL bang phuong phap nhuom hoéa mé mién dich
nhiéu 1at cat (8 dén 10 1at cat ) tai khoi u sau phau thuat tir hai trung tam giai
phau bénh cta bénh vién Hiru Nghi va bénh vién Viét Ptc. Két qua nay
khong chi khang dinh gia tri dic hiéu ciia ddu an sinh hoc mdi EPCA-2 ma
con cho thay gia tri ing dung tot ctia khang thé dic hiéu khang EPCA-2 trong
chan doan UTTTL.

Pé so sanh gia tri ndng do phat hién khang nguyén EPCA-2 cia hai
phuong phap ELISA. Chlng toitinh gia tri trung binh ctia nong 6 EPCA-2
trong 40 mau huyét thanh bénh nhan ung thu tuyén tién liét dugc xac dinh
song song bang 2 phuong phap ELISA (phuong phap ELISA sir dung khang
thé tho so sanh voi phuong ELISA dung kit thuong pham). Két qua cho thay
gia tri trung binh ndng d6 EPCA- 2 duoc phat hién bang kit ELISA cao hon
két qua dugc phat hién bang khang thé tho.Gia tri trung binh va phuong sai
cia két qua tir hai phuong phap ELISA ké trén lan luot 1a 279.8974 +
172.1579 so véi 208.658 + 136.651 (bang 3.12).
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4.3.3. Két qua xac dinh EPCA-2 trong huyét thanh bénh nhan u phi dai lanh
tinh tuyén tién liét va nam gi6i binh thwong béng 2 phwong phap ELISA.

Pé thém khang dinh két qua nghién ctru, ching t6i chon 2 nhom dbi
ching cho nghién ctru d6 la: Nhom bénh nhéan u phi dai lanh tinh TTL, va
nhoém ngudi nam binh thudng cing nhém tudi véi nhom nghién ciru.

S¢ di ching t61 chon nhoém bénh nhan u phi dai lanh tinh TTL, bdi thuc
té hién nay cac xét nghiém déu kho khan trong chan doan phan biét UTTTL
va u phi dai lanh tinh TTL. Cac bénh nhan chi dugc chon vao nhoém nghién
ctru cua chung té1 khi da cé két qua md bénh hoc nhudém HE am tinh voi
UTTTL trén cac mau mé sau phiu thuat cat bo TTL.

Két qua thu dugc tir ca 2 phuong phap ELISA 1a 38/40 bénh nhan cia
nhém UPBDLTTTL khong c6 EPCA-2 trong huyét thanh (bang 3.13). Diéu
nay cang cho thdy EPCA-2 xuét hién 1a dic hiéu véi UTTTL. S¢ di két qua
dat duoc tir ca hai phuong phap ELISA xac dinh EPCA-2 ¢ day gan nhu tuyét
dbila do chung toi da sir dung két qua ctia phuong phap mod bénh hoc (tiéu
chuan vang trong chan doan bénh TTL) lam co s& d6i chung cho két qua
nghién ciru ctia ching toi. Piéu nay di gop phan lam ting do tin cdy cla cac
két qua nghién ctru. Tuy nhién trong s6 40 bénh nhan cia nhém UPPLTTTL
chung t6i phat hién duoc 2 bénh nhan c6 EPCA-2(+) trong huyét thanh véi
noéng d6 thap <25ng/ml (bang 3.13 va phu luc 3). Kiém chung lai véi cac biéu
hién khéc trén 1am sang thdy rang: 2 bénh nhan nay cé trong lugng TTL do
dugc qua siéu am 1a khong 16n 24g va 32g, kém theo chi sd tPSA khong ting
(0,77ng/ml va 3,66ng/ml). Tir két qua cua hai bénh nhén tréncho thay liéu day
c6 phai 1a gia tri cia EPCA-2 trong chan doan sém UTTTL. Bé khang dinh
dugc can thém cac minh ching khac.Béi ca 2 truong hop nay 1am sang biéu
hién vé hinh thé va kich thudc déu khong 16n, két qua mo bénh hoc chua xac

dinh dugc. Tuy nhién két qua nghién ctru ciia ching t6i ciing phu hop véi
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nghién ctru ciia Hansel (2009) va Barbara (2005) vé gié tri chan doan UTTTL
sém 5 nam trudc cac biéu hién 1o rang vé 1am sang va mO b¢nh hoc cua
EPCA-2 [35],[5].

Chuing tdi str dung huyét thanh caa 30 nam gi6i binh thuong khéng co
cac biéu hién 1am sang cta bénh TTL, khdng mac cac bénh ung thu khéc, c6
cuing nhém tudi vai hai nhém bénh nhan caa tuyén tién liét dé lam d6i chung
am. Két qua tir ca hai phuong phap ELISA déu tra loi 100% cac mau huyét
thanh ctia nhom ddi ching am nay khéng cé sy hién dién caa EPCA- 2 (bang
3.14). Két qua nay mot lan nira khang dinh tinh dic hiéu cao cua EPCA-2 doi
véi UTTTL ciing nhu gia tri dic hiéu tét cua xét nghiém xac dinh EPCA-2
bang khang thé tho dic hiéu khang EPCA-2.22, 2.19.

Két qua nghién ciu caa chung toi cling phu hop voi nghién cau cua
Getzenberg khi do ndng d6 EPCA-2 & 330 dan 6ng thay rang két qua cuaa tha
nghiém EPCA-2 am tinh ¢ 97% nhiing nguoi dan 6ngkhong UTTTL[41].

Mot nghién ctu khac sir dung phuong phap ELISA xac dinh nong do
EPCA trong huyét thanh 449 bénh nhan di duoc phau thuat cit bo TTL do
phi dai so sanh véi 112 nam gioi khoe manh. Véi ngudng cutoff 10ng/ml, két
quachothdy EPCA huyét thanh ¢ bénh nhanUTTTLI&17,63+2,42ng/ml,
véinhitng nguoi khongUTTTL la 5,58 £ 1,61 ng/mlva nguoi khée manh la
4,95 + 1,43 ng/ml[5],[40].

Ngoai ra khi str dung phuong phap ELISA dinh lwong EPCA trong huyét
tuong cta 46 ngudi, bao gom cac nhém:bénh nhan UTTTL, nhdm nguoi khoe
manh, nhém bénh nhan ung thu khac, nhém bénh nhan bichan
thuong day séng, vanhitng  bénhnhan  biviém tuyén tién liét(gia
tri ngudng xac dinh 1,7 hap thu & 450 nm). Két qua cho thay chi c6 cac bénh
nhan UTTTL c6 su hién dién cua EPCA & trén nguong 1,7. Cac phan tich
thong ké ciing chi ramot sy khéac biét dang ké trong mac do biéu hien EPCA
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gitra cac bénh nhan UTTTL va cac nhom khac, dac biét la v6i nhém nguoi
binh thuong (p<0.0001)[38].

Thém vao do, khi su dung phuong phap ELISA dinh lugng EPCA
trong huyét trong, d6 nhay cua xét nghiém dung khang thé dic hiéu xac dinh
EPCA cho bénh nhan UTTTL la 92% 3o dac hiéu la 94%. Do dac hiéu cua
nhom nguoi khée manh la 100%. Nghién ciru nay cang chirng minh viéc dung
KT dic hiéu dé xac dinh sy c6 mit cia EPCA trong mau dé chan doan sém
UTTTL la hoan toan ¢6 co s¢ [5],[40],[98].

Mot sb dé xuat hien nay 1a nén sir dung két hop ca EPCA-2 va tPSA dé
chan doan sang loc UTTTL. B&i méi twong quan mirc do biéu hién cua
EPCA-2 va tPSA cé su khac biét c6 y nghia ¢ cdc bénh nhan UTTTL so voi
bénh nhan UPDLTTTL. Nghién cttu cua ching toi ciing nhan thay cé sy
twong quan khac biét nay & 2 nhém bénh nhan UTTTL va UPDLTTTL (bang
3.15) twong tu nhu nghién ciau cia Akram va cong su nam 2012 tai Sudan
hay Leman va cong su nam 2009 [99].

4.3.4. So sanh do nhay, do dac hiéu cia 2 phwong phap ELISA sir dung
khang thé thé dic hiéu khang EPCA-2.22,2.19 va khang thé trong kit xac
dinh EPCA-2 cia CUSABIO

Pé cung cb dit liéu cho gia tri chan doan cua phuong phap ELISA su
dung khang thé tho dic hiéu khang EPCA-2. Ching t6i tién hanh kiém tra do
nhay va d¢ dac hiéu cua ki thuat. Véi két qua EPCA-2 duong tinh ¢ 100%
mau huyét thanh nhom bénh nhan UTTTL cho théy do nhay cua ki thuat dat
100% (bang 3.16). Pong thoi phuwong phép nay ciing cho két qua EPCA-2 &m
tinh & 38/40 mau huyét thanh nhom bénh nhan u phi dai lanh tinh TTL twong
duong dd dac hi¢u dat 95% (bang 3.17).

Do nhay va do dic hiéu cia phuong phap ELISA str dung khang thé
tho dic hiéu khang EPCA-2 cua chiing t6i hoan toan twong dong véi do nhay
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va do dac hi¢u cua kit thuong phé\m xac dinh EPCA-2 ctua hang Cusabio
(bang 3.16, 3.17).

D6 nhdy va d6 dic hiéu nay ciing phu hop véi két qua cua Barbara khi
st dung ki thuat ELISA nghién ctru trén 385 mau huyét thanh nam gidi ciing
thu dugc két qua véi do nhay va do dac hiéu tuong tng 13 92% va 94% [5].

Nghién ctru cia chung t6i phu hgp vdi nghién ciru ciia Getzenberg khi
do ndng d6 EPCA-2 & 330 nam gidi. Két qua xac dinh chinh xac t&i 90% cho
nhimg nam gigi bi UTTTL con khu trd va 98% nhimng ngudi c6 khéi
u da lan ra ngoai tuyén. C4c thir nghiém nay am tinh & 97% nhiing nam gidi
khong UTTTL. Nghién ctru nay con khuyén cdo thir nghiém EPCA-2 cho
phép xac dinh bénh khi con & dang vét vai do chinh xac téi 94% [37],[39].
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KET LUAN

1. Dé tai da tai to hop thanh cong polyepitpe EPCA-2.22,2.19 ¢6 hoat
tinh v&i khang thé dac hiéu.

2. Bang qui trinh gay mién dich trén tho, dé tai da tao thanh cong khéang
thé tho dic hiéu véi EPCA-2 (vé6i tong luong huyét thanh tho thu duoc 1a
330ml va ndng @6 khang thé 1a 229,17ng/ml).

Két qua thir nghiém budce dau cho thay viéc xac dinh EPCA-2 bang
khang thé tho cho két qua twong dwong Vvai kit thuong pham caa CUSABIO.
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KIEN NGHI

Khéang thé thu duoc cua dé tai nén dugc tiép tuc hoan thién va sir dung
cho viéc tao kit xac dinh EPCA-2.
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PHU LUC 1
DANH SACH NGUOI CHO MAU NGHIEN CUU

TT Ho va tén Tuoi | Mabénh an Pia chi
1 | NgTién X. 75 1208455
2 |Ng VinC. 70 1208570
3 | Ng Viét M. 78 1209069
4 | Tang Th. 84 1209187
5 |LéVanV. 59 1209457
6 |Bui VanB. 84 1208917
7 |ViAnhT. 81 1209644
8 | NgHong V. 82 1209551
9 | Pham bic Th. 71 1210758
10 | Phan M. 63 1209824
11 |Lé Vin Nh. 79 1209671
12 |NgVan M., 78 1210984
13 | Pao Viét M. 73 1211415
14 | Nghiém Quy Ch. 82 1211802
15 |NgVan V. 71 1212015
16 | Phan Ngoc Qu. 73 1211786
17 | Ng Tri Th. 77 1211793
18 | Vii Hong P. 66 1213115
19 | Tran Pinh O. 74 1212146
20 |NgCongT. 65 121378
21 Béng Van C. 71 1212298
22| Vi Xuan M. 56 1214655




23

Ng bic O. 79 1214317
24| Ng Hai S. 84 1209578
24 | 16 van 1. 69 1216367
26 Ng Quang D. 101 1217457
27| B3 Trong L. 75 1302020
28 | Ha Huy . 79 1304942
29 I pi H. 78 1303552
30| b3 Duy Th. 75 1302832
3L b5 bic H. 78 1302246
32| Ng Quy Ph. 80 1302723
33 | 3 Van Tr. 71 1302494
34| T4 Ngoc H. 69 1304550
35| phi Manh H. 76 1302471
3% | Vrong Chi H. 77 1309217
37| chu Duy Ph. 74 1305876
38 | Ng Tién X. 75 1208455
39 | Ng Van C. 70 1208570
40 | Ng Viét M. 78 1209069
41 | Ong Vinh B. 75 1211670
42 [NgVvanT. 78 1212274
43 | Ng Quéc Kh. 80 1216133
44 | Ng Vin Tr. 67 1356
45 | Bach Cong Ch. 64 1361
46 | Ng Vin Ch. 77 1212692
47 | Tran Manh H. 70 | BV Pai Hoc Y
4 | Byi van T. 85 1304310




49 Nguyén b. - 1303760
>0 Pham ?(uén Tr. 88 1304623
51 | L& ViétL. 64 | BvKcoso?2
52 | Nguyén Vin Kh. 79 BvKcosé?2
53 | Pham Xuan S. 67 1309482
54 | Pang Van D. 78 1308717
55 | Pao Ba Ch. 78 1311378
56 | BUi Tho H. 68 | BvKcoso?2
57 | Do Trong L. 75 1302020
58 | Nguyén Ngoc B. 71 1311201
59 | Nguyén Vin A. 70 13201373
60 | Tran Hong T. 78 1312159
61 | Nguyén Vian Nh. 71 1313285
62 | Nguyén Mau C. 75 1312971
63 | Nguyén Trong Kh. 80 1313399
64 | DS XuanY. 76 1313769
65 | Vi Hiu T. 74 1313710
66 | L& Manh H. 76 1313868
67 | Nguyén D. 80 1314734
68 |PDinh VanL. 80 1314756
69 | Nguyén Quang H. 72 1314791
70 | Tran Thanh T. 83 1316655
71 |Phan Tat G. 79 1316525
72 | Vi Pinh b. 70 1317060
73 | Nguyén Ning V. 74 1316950
74 | VB Thé A. 79 1316936




75 | Van Hiwu Th. 83 13126255

76 | Nguyén Hitu H. 82 1314021

77 | Phung Van D. 75 | BVKcoso?2

78 | Nguyén Hitu C. 81 1307950

9| Khuét Duy Ng. 3 1304762

80 Nguyén Van X. 8 1304795

81 | Nguyen Tién Th. 72 298 Tay Son HN
82 | Lé Phuong Ng. 77 169 Tay Son HN
83 | Nguyeén Hitu Gi. 83 218 Hang Bot

84 | Vi Xuan D. 65 137 Ng Ngoc Vii
85 |ViikK. 77 D3 Thanh Cong

86 | Vii Cong Nh. 80 96 Thanh Nhan

87 | Nguyén Vin Ch. 71 206 C4 Nghia Tan
88 | Nguyén Van T. 76 86/98/165 Chua Boc
89 | Tran Btc H. 55 6/249 Chuia Boc

90 | Phung buc Ng. 80 41/47 Thanh Xuén
91 |Pd Vin Ph. 63 TT pin Vin Dién
92 | Hoang Hai Q. 64 16/B2 Bach Pang
93 | binh Manh H. 65 Yén Vién, Gia Lam
94 | Nguyén Vin Tr. 71 278 Hang Bot

95 | Pham Hoang K. 70 20/100 Van Huong
96 | Nguyén Vin Th. 84 18/325 Kim Nguu
97 | Do Viét b. 67 8 Bat Pan

98 |LuuHuyV. 73 Ba Pinh, HN

99 | Nguyeén Hitu B. 67 10/61 Yén Hoa
100 | Pham Hitu D. 64 60 B2 Van Chuong




101 | Bui buc D. 67 10/101 Thanh Nhan
102 | Tran Céng Ch. 75 310/A1 Dai La

103 | Nguyén b. 73 211 Hong Ha

104 | Lai Ngoc S. 59 Hang Bai

105 | Nguyén Tién T. 71 A1/51 Cam Hoi
106 | Phan Ngoc D. 72 Thuong Dinh

107 | Nguyén Hitu M. 67 25/93 Vin Cao

108 | Pham Ngoc Tr. 71 389 Truong Binh
109 | Pham Van C. 68 Phuc Xa, Ba Dinh
110 | Nguyén D. 84 306/10b Bach Khoa
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PHU LUC 2

Xho I(158)
Not If1e6)
Eag k166)
Hind {173)
Sal l(179)
Sac 1190)
EcoR I(192)
BamH l{198)

1102 8o Nhe I231)
Bpu1102 k80) Nde I238)
Nco l208)

Xba 1338)

Bgt 1l401)
SgrA l@a2)
Sph |598)

Dra II5127)

Pvu l4428)
Sgf aa26)

Sma §4300) Miy §1123)

Bal 101137)
Cla lg117)
Nru 1i4083) BSIE Ii(1304
pET-28a(+) Apa 1(1334)
(5369bp)

EcoS7 1a7172) EcoR Vi1573)
Hpa 1(1629)

AwN 13840)

BssS lxa97) PshA 1(1963)
BsplU11 1822¢) Bgl 12187)
Sap 3108) Fsp k2205)

Bst1107 12998)
Tth111 k2969)

So dé cdu tric vector pET-28a(+)



T7 promoter primer #69348-3

;EI' uEst_r%‘?grlrrhprimer #69214-3 T7 promoter

lac operator

Xbal

AGATCTCCATOCOCCGARATTAATACGAL TCACTAT AGGLGAAT

Neol His*Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGLGLLCTRGTGLCGEGL GLEAGCCATATGRET
MetGlySerSerHisHisHIsHIsHIsHisSerSerGlyLeuValProArgl lySert

BamH| EcoR| Sacl _Sall Hind Il

Eagl
ot

Xhol

[GTCGAGLGGATAATAAT

ICCCCTOTAGAAATAATTTTGT TTAACTT
Ndel Nhel

Ti+Tag

thrombin
His*Tag

AGCATGACTGETGLACAGCAA
sMethAlaSerMetThrGlyGlyGIinGin

rhs

AAGARGGAGA

ATGGGTCGCGGAT CCGAAT TCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGRETGCTAACARAGCCE  pET-280 [+
MetGlyArgGlySerGluPheGlulevArghrgGinAlalysGliyArgThrArgd laP roProProProProleuArgSeri|yCyskEnd
GGTCGGLEATCCGAAT TCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGECCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGEETGC TAACAAAGEEE pET-28b(+)
GlyArgAspProAsnSerSerSerVal AsplysleudlchloblaleuGluHisHIisHIsHIsHI sHI sEnd
GLETCGGATCCGAATTCGAGLTCCGTCGACAAGL TTGCGGLCGCACT L[#[L#LL#LL#LL#LLFLL#L GAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCL nET-28c [ +]

GlyArglleArgl leArghlaProSerThrSerleudrgProdisSerSerThr Thr TheThrThrThrGlulleArgleuleuThrlysPro
Bpuli02 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGT TGGCTGCTGCCACCGLTGAGCAATAACT AGCATAACCCCTTGRGECCTCTAAMCGGETCTTGAGGGGTTTTTTE

T7 terminator primer #69337-3

PET-28a-c(+) cloning/expression region

\Ving cdt gin da vi (MCS) trong vector pET-28a(+)

Moi trwong LB (Luria- Bertani) léng (1L):

Cao nam men: 5 g
Tryptone: 10 g
NaCl: 5 g

Chinh vé pH 7,2-7,4 biang NaOH.

Moi trwong LB dac (1L):
Cao nam men: 5 g
Tryptone: 10 g
NaCl: 5 g

Chinh vé pH 7,2-7,4 biang NaOH.

Agar bacto: 15 g
TAE 50X (250mL):
Tris base: 60,5 ¢




Acid acetic: 14,3 mL

EDTA 0,5M pH8: 25 mL
Thém nuéc khir ion dén da 250 mL
Sol I (Solution I) (50mL):

Glucose 50mM: 0,45 g

Tris HCIl 25mM: 1,25 mL

EDTA 10mM pHS8: 1 mL
Thém nudce khir ion dén da 50 mL.
Sol Il (Solution I1) (10mL):

SDS 20%: 0,5 mL

NaOH 10N: 0,2 mL
Thém nuéc khir ion dén du 10 mL.
Sol 111 (Solution I11) (50mL):

Kali acetat 5M: 14,72 g

Glacial acetic acid: 5,57 mL
Thém nuéc khir ion dén du 50 mL.
Lysis buffer

50mM NaH,PO,

500mM NacCl



PHU LUC 3
MAU BENH AN NGHIEN CUU

Bénh vién: ..cccevviviiniiieiinnnnnnn.

M& S0 N0 SO vevveneerenernnernnnennn. Ma nghién ciu: ..ovvvviiniiniiiiinnnnn.
Hanh chinh

AL Hoten bénh nhan: ... ... e
A2.Tubi: ......... A3. Ngh& nghiép: .....covneeeeeeieei. .
A4.Dantoc: ...l

A8. Ngay vao vién............ [eviiiinn. [oviiiiiiinnnn,
A9. Ngayravién............ [eviunnnn. [oviiiiiiinnn,

Tién sir

B1.Tién sir bénh noi khoa: IKhéng co IKhéng md ta
TCOI(GNT CUTNE). ..o
B2.Tién st ngoai khoa: IKhoéng co IKhéng mo ta
TCO(GNT CUTNE). ..o
B3.Tién s gia dinh: IKhéng c6 ai bi UTTLT TKhong mo ta
TCOI(GNT CUTNE). ..ot

Triéu chirng 1am sang:
Cl.Céannang........... kg
C2. Mach............. 1an/phut C3.HUYEt Ap....coveeeieean, mmHg



Triéu chitng co ndng tréc mo:

C4.Dai kho-bi dai: IKhéng ico IKhéng mo ta
C5.Dai rat-dai dém: IKhéng ico IKhéng mo ta
C6.bai budt-dai duc:  TKhdng ico IKhéng mo ta
C7.Dai mau: IKhéng iCo IKhéng mo ta
C8.Khac: Khéng

TCO(GNT CUTNE ..ot

Triéu ching thyc thé trieéc mo:

C10.Hach ben-ngoai vi: TKhéng ICo IKhéng mo ta
C11.Cau bang quang: T Khdng ico IKhéng mo ta
C12.S& thay TTL qua kham tryuc trang:

Matdo:  TMémiRan T Khdng mé ta

Nhanran: TKhéng  TCO(s6 nhan).... T Khong mod ta
Andau:  TKhong  TCO T Khdng mé ta
Xam lan tang xung quanh: TKhong  TC6

Can lam sang:

D1.Xét nghiém PSA (ng/ml)

TPSA <4 TPSA 4-10 T PSA >10-20

PSA >20-50 PSA >50-100 TPSA >100

D2.XQ phéi thang: T Binh thwong T Tran dich mang phoi T NSt mo
TKN&C (ghi CUthE).. ..o,



D3.KQ siéu am 6 bung: T Khong 1Cé

I Than-niéu quan (P): T Binh thuong I Gian T Khéng mé ta
T Than-niéu quan (T): T Binh thudng I Gian T Khéng mé ta
i Bang quang: I Binh thuong TViém T Khéng md ta
THach 6 bung:  TKhong iCo T Khdng mé ta

Tuyén tién liét:

Khéi luong: ...... g

Mat do: T Giam &m T Tang am T Khdng mé ta

T Céc bat thuong Khac (ghi cuthé)...........ooooiiiiiiiiii
D4.KQ Siéu &m qua truc trang ldc STTTL: T Khong 1Co

Bang quang: | Binh thuong T Viém T Khéng md ta

Hach chau: TKhéng 1Cé T Khdng mé ta
Xam lan tai tinh: T Khéng 1Cé
Ton thuong, xam 1an thanh truc trang: T Khdng 1C6

Tuyén tieén liét:

Khéi luong: .......q

Mat d6: T Giam am T Tang am T Khéng mo ta

Vi tri nhan: TThay (P) T Thay (T)

Cac bat thuong Khac(ghi cuthé)...........coveieiiir e,
D5.KQ chup Cat 16p Vi tinh (NEU cO)...ovvveee e
D6.C6 di can khac: T Khéng
TCO (I CUTNE). ..o,



D7.Cac xét nghiem Khac (Ghi Cuthé).........oouieeriie i

Két qua giai phau bénh:

KB QUAT e
- Noi thuc hién:
- Ho tén nguoi doC K&t QUA:. .......eiee i

Trinh d6(hoc ham, hoc vi)............

- Mau guri 1am giai phau bénh 1a mau mo tir:
Sinh thiét TTL

M6 TTL sau mo

Ngay...thang...nam 20...

X&c nhan ciia co quan ¢é chii quyén Nguoi lam ho so



PHU LUC 4

KET QUA XAC PINH EPCA-2

Protocol

Date/Time 01/06/2014 12:29:46

Technician

Plate ID

Unit

Reader Setup Endpoint Single 450.0nm Mix off Temp **.*
Reader Model # iMark

Reader Serial # 11484

Reader Version # 1.02.01 Build 01

Comment

Using Standard Data Set from Current Experiment.

Linear Fit: Y=slope*X+intercept

20/50/80%: X =80.600/ 196.482 / 312.365 Y =0.496 / 1.003 /1.511
intercept: 0.143 (+/-0.061), slope: 0.004 (+/-0.000)

chi2=0.027, RMS=0.095, r"2=0.986



Standards Report:

>t Conc Well Replicates Mean SD %CV

1 125 B1 0.069 0.069 (*) (*)

2 25 C1 0.077 0.077 (*) (*)

3 100 D1 0.184 0.184 (*) (*)

4 200 E1 0.288 0.288 (*) (*)

5 400 F1 0.591 0591 (*) (*)

KT tho
Data Analysis Report:

Sample ID | Well Replicates Mean Conc
10B B7 0.202 0.202 22.108
10C C2 0.016 0.016 (-)
10K 4.035 4.035 484.053
11B G10 0.156 0.156 17.074
11K Bll 3.058 3.058 390.444
11C D2 0.029 0.029 0.834




12K H10 0.221 0.221 25.8191
12C E2 0.011 0.011 (-)
13K Cc7 4.022 4.022 513.441
13C F2 0.013 0.013 (-)
14K D7 0.215 0.215 25.1492
14C G2 0.013 0.013 (-)
15K E7 0.216 0.216 25.3915
15B H2 0.060 0.060 4.823
16B Fr7 0.004 0.004 (-)
16K Cl1 3.127 3.127 399.247
16C A3 0.009 0.009 (-)
17B G7 0.069 0.069 5.963
17C D11 0.018 0.018 (-)
17K B3 0.221 0.221 26.6326
18K H7 0.27 0.27 32.7703
18B Ell 0.024 0.024 0.265
18C C3 0.049 0.049 3.398
19B A8 0.089 0.089 8.527
19K D3 1.128 1.128 131.812
1K Cl 1.288 1.288 150.555




20C F11 0.004 0.004 (-)
20K E3 1.367 1.367 159.726
21B B8 0.062 0.062 5.108
21C G11 0.018 0.018 (-)
21K F3 1.228 1.228 143.498
22C H11 0.011 0.011 (-)
22K G3 0.942 0.942 110.124
23C Al12 0.002 0.002 (-)
23K H3 0.997 0.997 116.483
24K A4 1.001 1.001 127.484
25C B12 0.022 0.022 (-)
25K B4 0.869 0.869 101.557
26C C12 0.024 0.024 0.265
26K C4 1.161 1.161 135.672
27B c8 0.104 0.104 10.521
27C D12 0.013 0.013 (-)
27K D4 0.893 0.893 104.343
28B DS 0.047 0.047 3.114
28C E12 0.016 0.016 (-)
28K E4 3.11 3.11 397.096




29C F12 0.022 0.022 (-)
29K F4 0.703 0.703 87.7984
2B B6 0.058 0.058 4538
2C H9 0.011 0.011 (-)
2K D1 1.407 1.407 164.479
30B ES 0.038 0.038 1.974
30C G12 0.012 0.012 (-)
30K G4 2.968 2.968 378.949
31K H4 2.983 2.983 380.907
32B F8 0.104 0.104 10.521
32K A5 3.101 3.101 395.951
33B G8 0.060 0.060 4.823
33K B5 1.255 1.255 146.646
34B Hs 0.071 0.071 6.247
34K C5 0.843 0.843 98.5266
35B A9 0.087 0.087 8.242
35K D5 0.67 0.67 83.5523
36K E5 1.563 1.563 199.535
37K F5 1.599 1.599 199.102
38K G5 1.561 1.561 199.353




39B B9 0.107 0.107 10.806
39K H5 2.596 2.596 331.497
3B C6 0.102 0.102 10.236
3C A10 0.016 0.016 (-)
3K E1 2.811 2.811 358.884
40K A6 2.725 2.725 347.875
42B C9 0.058 0.058 4.538
43B D9 0.067 0.067 5.678
44B E9 0.053 0.053 3.968
46B F9 0.087 0.087 8.242
49B G9 0.071 0.071 6.247
4B D6 0.049 0.049 3.398
4C B10 0.002 0.002 (-)
4K F1 2.396 2.396 305.987
5B E6 0.053 0.053 3.968
5C C10 0.004 0.004 (-)
5K Gl 1.505 1.505 192.186
6B F6 0.073 0.073 6.532
6C D10 0.008 0.008 (-)
6K H1 1.516 1.516 193.539




7B G6 0.049 0.049 3.398
7C E10 0.018 0.018 (-)
7K A2 2.451 2.451 312.927
8B H6 0.067 0.067 5.678
8C F10 0.006 0.006 (-)
8K B2 1.511 1.511 192.948
9B A7 0.078 0.078 7.102
9K 1.492 1.492 174.385
R e [ e

EPCAKIT

Data Analysis Report:

Sample ID | Well Replicates Mean Conc
10B B7 0.222 0.222 25.621
10C C2 0.016 0.016 (-)
10K 5.185 5.185 662,011
11B G10 0.264 0.264 31.034




11K B11 3.736 3.736 477.011
11C D2 0.029 0.029 0.834
12K H10 0.264 0.264 31.034
12C E2 0.011 0.011 (-)
13K C7 5.202 5.202 664.078
13C F2 0.013 0.013 (-)
14K D7 0.371 0.371 44.709
14C G2 0.013 0.013 (-)
15K E7 0.420 0.420 50.976
15B H2 0.060 0.060 4.823
16B F7 0.016 0.016 (-)
16K C11 4.614 4.614 589.103
16C A3 0.009 0.009 (-)
17B G7 0.069 0.069 5.963
17C D11 0.018 0.018 (-)
17K B3 1.278 1.278 149.350
18K H7 1.064 1.064 124.321
18B E11 0.024 0.024 0.265
18C C3 0.049 0.049 3.398
19B A8 0.089 0.089 8.527
19K D3 2.105 2.105 286.720




1K Cc1 1.378 1.378 161.026
20C F11 0.004 0.004 (-)
20K E3 2.007 2.007 256.201
21B B8 0.062 0.062 5.108
21C G11 0.018 0.018 (-)
21K F3 1.378 1.378 161.026
22C H11 0.011 0.011 (-)
22K G3 1.092 1.092 127.660
23C A12 0.002 0.002 (-)
23K H3 1.147 1.147 134.008
24K Ad 1.241 1.241 145.012
25C B12 0.022 0.022 (-)
25K B4 1.019 1.019 119.087
26C C12 0.024 0.024 0.265
26K C4 2.367 2.367 302.201
27B Cs 0.104 0.104 10.521
27C D12 0.013 0.013 (-)
27K D4 1.043 1.043 121.87
28B D8 0.047 0.047 3.114
28C E12 0.016 0.016 (-)
28K E4 4.278 4.278 546,230




29C F12 0.022 0.022 (-)
29K F4 0.853 0.853 106.532
2B B6 0.058 0.058 4538
2C H9 0.011 0.011 (-)
2K D1 3.092 3.092 394.719
30B ES 0.038 0.038 1.974
30C G12 0.012 0.012 (-)
30K G4 3.659 3.659 467.175
31K H4 4.013 4.013 512.431
32B F8 0.104 0.104 10.521
32K A5 4.172 4.172 532.701
33B G8 0.060 0.060 4.823
33K B5 1.405 1.405 164.173
34B Hs 0.071 0.071 6.247
34K C5 0.993 0.993 116.058
35B A9 0.087 0.087 8.242
35K D5 0.820 0.820 102.258
36K E5 2.377 2.377 303.451
37K F5 2.348 2.348 299.867
38K G5 2.436 2.436 311.098
39B B9 0.107 0.107 10.806




39K H5 2.746 2.746 350.651
3B C6 0.102 0.102 10.236
3C A10 0.016 0.016 (-)
3K E1 3.177 3.177 405.673
40K A6 2.875 2.875 367.024
42B C9 0.022 0.022 2.308
43B D9 0.067 0.067 5.678
44B E9 0.053 0.053 3.968
46B F9 0.087 0.087 8.242
49B G9 0.071 0.071 6.247
4B D6 0.049 0.049 3.398
4C B10 0.002 0.002 (-)
4K F1 2.546 2.546 325.143
5B E6 0.053 0.053 3.968
5C C10 0.004 0.004 (-)
5K Gl 2.335 2.335 298,175
6B F6 0.073 0.073 6.532
6C D10 0.008 0.008 (-)
6K H1 2.009 2.009 256,478
7B G6 0.049 0.049 3.398
7C E10 0.018 0.018 (-)




7K A2 2,601 2,601 332,078
8B H6 0.067 0.067 5.678
8C F10 0.006 0.006 )
8K B2 1.661 1.661 212,102
9B A7 0.078 0.078 7.102
oK 1.969 1.969 230.114

EPPOCLA |—||3112 8:23% 0.368 42338




