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Tom tit. Gin dinh huéng khang thé/protein Ién bé mit hat latex 12 mot trong nhimg giai doan chinh, quyét
dinh hiéu qua cua xét nghiém ngung két huyét thanh. Hién nay, ba phuong phap chinh dugc sir dung bao
gom hap thy thu dong, gan dinh huéng qua lién két cong hda tri va lién két ai luc da co thé gidp cai thién
déng ké chét luong cuia san pham. Chua ding lai & do, su phat trién ctia cac ky thudt sinh hoc phan ti hién
dai, déc bi¢t la cdng ngh¢ protein tai td hop, da gilp tao ra cac loai protein ngoai lai c6 kha nang gan dac
hiéu voi bé mat hat latex. Bai tng quan nay s& diém qua cac yéu té anh huong dén qué trinh hoat héa hat
latex ciing nhu vu, nhugc diém cua cac phuong phap gan dinh hucmg khéang the/proteln 1én bé mat hat latex
dang duoc str dung rong rai. Qua do, bai viét cing gidi thiéu céc phuong phap gin dinh huéng khang thé
maoi co the thay thé nhu sir dung khang thé dung hop dudi peptide gan dac hiéu polystyrene va sir dung
protein cau ndi.

Tir khoa. protein cau ni, ¢ dinh protein, hip thy thu dong, dudi peptide ai luc polystyrene, hat polystyrene
latex.

ANTIBODY IMMOBILIZATION TECHNIQUE ONTO LATEX BEADS AND ITS
IMMUNOASSAY APPLICATIONS

Abstract. Orientation of antibody/protein onto the latex surface is one of the most important steps, which
determines the effectiveness of agglutination test. Currently, three well-known methods are used, including
passive absorption, covalent coupling, and affinity immobilization. Besides, improvements in the field of
molecular biology, especially the recombination protein technology, help to create a lot of novel proteins
which have ability to affinity bind to the material surface. In this review, parameters effecting the latex
activation process were summarized. Advantages and disadvantages of each common method were also
indicated. In addition, this review also introduced some new methods that could supplant the old ones,
including polystyrene-binding peptide conjugated antibody, and adapter protein.

Keywords. adapter protein, protein immobilization, passive absorption, polystyrene binding peptide,
polystyrene latex bead.

1. GIOI THIEU

Singer va Plotz (1956) lan dau tién phét trién phuong phap xét nghiém ngung két huyét thanh gian tiép
thong qua su két tu caa hat latex (hay latex agglutination test - LAT) [1]. K& tir khi cong trinh dugc xuat
ban, cac tng dung cua hat latex trong xét nghiém lai mién dich dwoc nghién ctu va phat trién mot cach
nhanh chéng, rong rai. LAT duogc sir dung trong chan doan bénh thap khop théng qua viéc dinh tinh va
ban dinh lwong cac yéu té thdp khép (Rheumatoid factor - RF) véi do nhay va d6 dic hiéu cao [2]. Vao
nam 2001, Zamil J. Attar va cong su da phat trién LAT c6 kha nang phat hién ky sinh tring Leishmania
gay nhiém tring & ngudi véi do dic higu 100% va do nhay tir 68-100% [3]. Brucella gay bénh sét lan song
ciing c6 thé dugc phat hién bang LAT; bén canh do6, nghién ciru ciing cho thy LAT c6 kha niang phan biét
Brucella véi cac bénh c6 tridu ching 1am sang tuong tu (lao, sét thwong han, viém khop dang thap, ung
thu hach bach huyét) [4]. Khi so véi cac phuong phap nhu ELISA va PCR, LAT ¢6 thé cho do dac hiéu
tuong duong nhung khong t6i wu vé do nhay do anh hudng cia sy dinh huéng khang thé trén bé mit hat.
Hién nay, nhiéu nhém nghién ctu, phong thi nghiém da va dang nghién ctu, phét trién cc phuong phap
dé t6i wu kha nang dinh hudng khang thé/protein 1én hat latex trong khi van giir duoc tdi da cac hoat tinh
sinh hoc ctia chung [5].
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Xét nghiém ngung két hat latex dé phat hién khang nguyén sir dung céc hat latex c6 ciing kich thuéc; cac
hat nay dwoc phu bing cac khang thé, qua trinh nhu vay duoc goi 1a qua trinh hoat héa hat latex. Céc hat
latex d& duoc hoat hda c6 kha nang nhan biét mau chira khang nguyén dac hiéu, tir 6 gay ra sy két tu hat
latex thong qua lién két giira khang nguyén va khang thé [6]. Hat latex c6 thé duoc hoat hoa bang cach gén
két cac khang thé I&n bé mit hat thong qua hap thy thu dong (hay hip thu vat ly). Tuy nhién, véi phuong
phap nay, cac khang thé dugc dinh huéng mot cach ngau nhién 1én trén latex va bi phu thu¢c vao nhiéu
yéu té nhu pH, nong d6 mudi, loai dung mdi. Khi dinh huéng mot cach ngau nhién Ién trén hat latex, kha
ning lién két khang nguyén caa khang thé bi suy giam do han ché s6 lugng khang thé dugc hap phu Ién
hat. Bén canh do, cac khang thé dinh huéng ngau nhién voi mat do cao lam chong chéo, che phu céc ving
lién két khang nguyén (Fab) khién cho LAT bi &m tinh gia.

Trong nhirmg ndm gan day, vdi su phat trién cua céc ky thuat sinh hoc, dic biét 1a cong ngh¢ protein ti to
hop, nhiéu protein/khang thé tai té hop khong ngung ra doi, qua do, gop phan glal quyet cac van dé con
ton dong trong k¥ thuat xét nghiém LAT. Bai tong quan nay s& diém qua cac yéu tb anh huong dén qua
trinh hoat hoa hat latex ciing nhu phan tich cic wu, nhugce diém cua cac phuong phap hién co de xem xét
chiing c6 cho phép ta thu dugc hat latex duoc hat héa, ung dung trong cac thir nghiém lai mién dich vai
hiéu qua, va do chinh xac cao hay khong? Dong thoi, bai viét ciing gidi thiéu cac phuong phap gan dinh
huéng khang thé méi, dé 1a st dung khang thé dung hop dudi peptide gén dic hiéu polystyrene va sir dung
protein cau ndi, hai phuong phap dugc xem nhu giai phap cho cac van dé con ton dong trong viéc hoat hda
hat latex.

2. CAC CHIEN LUQC TONG HQP HAT LATEX

Hat latex 1a cac khéi polystyrene hinh cau c6 duong kinh tir 0.02 pm dén 20 um [7]. Chiing c6 thé duoc
tong hop héa hoc bing nhiéu phuong phap khac nhau, tiy thudc vao didu kién san xuat ciing nhu cic yéu
cau vé dic tinh, kich thuéc cua hat.

e Trung hop huyén phil: cic monomer t6n tai trong pha long va duoc khudy tron déu; khi c6 mat
chat khoi mao thi phan tmg tring hop xdy ra. Chat khoi mau dugc str dung trong phwong phap nay tan
trong monomer, nhung monomer va ca chat khoi mao khong tan trong méi truong phan tan. Dung dich
huyén phu thuong dugce sir dung 1a nudce do 6 kha nang luén chuyén nhiét tét; vi vay, co thé dé dang kiém
soat nhiét do trong qua trinh tong hop [8]. Phan ung polymer hoa xay ra trong dung dich huyen phu. Bén
canh do, phuong phap nay cho phep sur dung tdi thiéu lugng chat hoat dong bé mat, chat 6n dinh va dé
dang kiém soat duong kinh san pham thong qua viéc diéu chinh téc do khuay ctiia may [9]. San pham thu
duogc 1a cac hat polymer lo Iung trong moi truong.

e Trung hop nhil twong: cic thanh phin chinh duoc sir dung trong phuong phap nay 1a monomer,
chét khoi mao, dung dich huyén phu (thuong 1a nuéc) va chit hoat dong bé mit. Khong nhu tring hop
huyén phu, chat khoi mao duge sir dung trong phuong phéap tring hop nhii trong tan trong dung dich
(nudce) nhung khong tan trong monomer [10]. Khi duge thém vao mdi truong phén tan, cac chat hoat dong
bé mit c6 dudi ky nude va dau ua nudc s& tu két tu tao cac giot micelle, chung tao nén 16p vo bao boc cac
monomer. Sau d6, chat khoi mao dugc thém vao va phan tng polymer hoa xay ra. Hay n6i cach khac, phan
g polymer hoa dugc diénra trong cac hat micelle [11]. Phuong phap nay cho phep. kiém soat kich thudc
san pham thong qua viéc thay d6i nong do chat hoat dong bé mat, qua d6 1am thay d6i kich thudc cac giot
micelle va s lugng phan tir monomer bi bét giit [12]. San pham thu dugc 1a cac hat polymer phéan tich
khoi moi truong va dé dang tinh sach.

e Trung hop phan tan: cac thanh phan str dung trong phuong phéap téng hop nay bao gdbm monomer,
chat khoi mao, chat 6n dinh va ching duoc hoa tan trong dung moi. Dung méi duoc su dung la dung moéi
hiru co, c6 kha nang hoa tan monomer nhung khong thé hoa tan polymer, vi vay, sau khi két thiic qua trinh
tong hop, cac hat polymer tao thanh mot 16p phén tach khoi dung dich ban dau [13]. Sb lwong hat polymer
duogc quyét dinh trong qua trinh khéi dong - khi chat khoi mao phan Gmg voi cac phan tir monomer tao nén
cac phoi hat polymer.

Ngoai ra, nhiéu phuong phéap khac dugc tao ra tr cac phwong phap trén, voi muyc dich tang do tinh sach
cling nhu mirc d6 kiém soét san pham dau ra.

Céc nhom churc trén bé mat hat latex gidp ching c6 tinh tng dung cao trong linh vuc xét nghiém ciing nhu
nghién ciru. Trong qué trinh tong hop, cac chat khoi mao, chat 6n dinh hay chat hoat dong bé mat tham gia
phan @ng polymer hda, va tao nén cac nhdm chuc trén bé mat hat. Bén canh do, hat latex ciing c¢6 thé dugc
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bién doi sau tong hop dé mang cac nhém chirc bé mat phu hop, phuc vu cho tng dung mong mudn [14]
(Bang 1).

Bang 1. Céc chién lugc duoc sir dung dé tao hat latex c6 nhém chirc bé mit [14]

Nguén goc Loai chat Nhom chirc bé mat
Chat khoi mao Mudi persulfate -0S0s-M*
Céc dan xuat Azo -COOH, -OH, amidine
Chét n dinh Cac chat hoat dong bé mat Phu thudc loai chét 6n dinh duoc chon
Céac monomer chac  Acrylic va methacrylic acid -COOH
ning hd tro Aminoethyl methacrylate -NH;
Sodium styrene sulfonate -SO3 -M*

3. CAC THONG SO CAN QUAN TAM TRONG QUA TRINH HOAT HOA HAT LATEX
3.1 Do phan téan cua hat latex trong dung dich

Xét nghiém ngung két hat latex duoc thyuc hién duya trén sy thay d6i kha nang két cum cua hat latex trong
dung dich. Vi vay, duong kinh hat-cum hat latex 1a mét chi s6 quan trong can dugc danh gia, kiém soat
trong suét qué trinh thyc hién dé tranh hién tuong duong tinh gia (hat tu két cum). Trong dung dich dém
phu hop, cac hat latex c6 mot do két cum nhat dinh nhung nhin chung van phan tan tét trong dung dich
[15].

V& ban chét, polystyrene 12 loai vat liéu ky nudc va sé tu két tu trong dung méi mang tinh phan cuc. Tuy
nhién, hat latex duoc cai bién dé co thé ung dung trong LAT thuong la loai hat ¢6 mang dién tich trén bé
mat, diéu nay lam giam sy két tu caa hat, gilp hat phéan tan trong dung méi, va thuong ton tai & dang dung
dich nhii twong (hay keo sira). Thudng gap nhit 1a loai hat latex dwoc bién ddi dé mang gbc tich dién &
cubi chudi polymer nhu carboxyl, amine, hydroxyl hay sulfate, va chiém 5-10% tong dién tich bé mat cua
hat [16], [17]. Bén canh d6, nhiéu chat hoat dong bé mat nhu SDS hay Tween 20 ciing dugc thém vao moi
truong dé gidp 6n dinh hé latex [18], [19].

Hat latex thuong dugc tong hop voi dudng kinh tir vai nm dén hang chuc pm. Puong kinh hat ting dan
dén su thay ddi dién tich bé mat, va mat do cac goc mang dién, diéu ndy anh huéng tryc tiép dén su két tu
cuia hat. Bén canh do, ty thudc vao nhu cau sir dung ma can céac kich thuéc phi hop. Véi céc tng dung
LAT dinh tinh bang mét thuong, cac hat c6 duong kinh tir 0.3-0.5 pm Ia phi hop vi ¢6 thé d& dang quan
sat. Tuy nhién, khi thuc hién phan tng LAT dinh luong théng qua do do duc c6 thé sir dung céc hat c6
duong kinh tir duéi 0.15 pm dé cho két qua chinh xéac nhat [20] .

Dung dich hat latex hay hé nhil tuong latex bao gdm hai pha chinh: (i) dung dich dém gidp phan tan hat va
(i) hat latex. Trong dé, cac hat latex trong dung dich khong ding yén ma luén ludn chuyén dong ngau
nhién theo nguyén tic chuyén dong Brown [21]. Vi vay, dan dén mot hé qua la cac hat tién dén hoic va
cham nhau s& bi két ty thong qua tuong tac van der Waals va lam mat tinh 6n dinh cua hé keo.

Mot hé keo tét 1a hé keo dat duoc su can bang gira Iy day va lyc hap dan gitra céc hat trong hé va dé 1am
dugc diéu o, cac phuong phap phd bién duoc &p dung thong qua hai co ché Ia:

e On dinh dién tich (electrostatic stabilization): cac chat dién li nhu mudi duge bd sung vao moi
truong gip cung cap cac cation va anion c6 kha ning lién két voi cac gbe dién tich trén bé mat hat va tao
nén 16p ion bao phu hat thong qua twong tac Coulomb. L6p ion nay giip tao nén luc day giira cac hat khi
chung tién dén qua gan nhau [22]. Hoic c6 thé thém vao dung dich hat latex cac chit ion hoat dong bé mat
nhu SDS, khi hap thy 1én bé mat hat chung c6 kha nang cung clp cac gdc mang dién va tao luc day tinh
dién giita cac hat. Cac chét hoat dong bé mit ion mang lai hiéu qua cao hon cac goc hoat dong bé mit
khéng ion. . Tuy nhién, phuong phap 6n dinh hé nhil trong latex bang dién tich c6 thé giam hiéu qua khi
thay doi nong do cac chat dién giai c6 trong méi truong, dic biét 14 trong ung dung y hoc.

e On dinh cau tric ' khong gian (steric stabilization): h¢ keo dugc 6n dinh bang cach st dung cac
copolymer c6 kha nang gin 1én bé mit hat hodc thay thé cac gdc tich dién cua hat bang cac chudi polymer
dé gay ra can tro khong gian giita cac hat [23]. Bén canh do, khi cac hat tién dén qua gan nhau, 16p ky nudc
giita cac hat do cac polymer tao ra s& lam ting ap suét thim thau. Vi vay, dé duy tri sy can bang, dung moi
s& di vao giita hai hat tao nén lyc day - 14 phan Iyc ciia luc twong tac van der Waals - gitip dam bao cac hat
dugc phan tan [24]. Trong ing dung sinh hoc, nhiéu protein va amino acid mang cac dic diém ciu tao phu
hop dé dong vai tro nhu copolymer gitip 6n dinh hé keo nhu: albumin, BSA hay Glycine, Valine, Glutamine
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¢6 chudi bén ky nude [25]. Cac copolymer c6 phan tir khi, kich thude cang 16n thi ching cang bam chit
trén bé mat hat va vi vdy, 1am ting hiéu qua ctia phuong phap.

3.2 Cac dic tinh, yéu t6 lién quan dén protein/khang thé

Céc dac tinh ciia protein c6 anh huong truc tiép dén quyét dinh sir dung phuong phép nao dé gan dinh
hudng ching 1én hat latex. Cac protein co6 kich thuéc 1on va vang ki nude I6n thuong sé dugc &p dung
phuong phap hap thu thu dong nhu BSA va IgG [26]. Bén canh do, cac gbc -COOH va -NH, caa protein
cling c6 kha ning tao lién két cong hoa tri vai cac bé mat hat latex mang goc phan tng tuong hop [27]. Vi
vay, phuong phap hop 1y duoc lya chon tiy thugc vao vi tri cia cac goc phan ang hay viing phan ¢ng trén
protein. Vi cong nghé protein tai to hop, nhiéu loai khang thé-manh khang thé (antibody fragment) dwoc
cai bién dé c6 thé gan dinh huéng véi bé mat polystyrene [28].

Trong thir nghiém ngung két hat latex, viéc chon khéng thé 1a hét sirc quan trong do mdi loai c¢6 cac dic
tinh riéng biét va anh huong tryc tiép dén hiéu qua cua thir nghiém. Cac khang thé don dong thuong dét
tién, do do khang thé da dong dugc wa chudng hon. Tuy nhién, van dé gap phai la sy khong ddng nhat giira
cac khang thé da dong va vi vay can phai c6 quy trinh kiém soat nghiém ngat khi tién hanh hoat hoa hat
latex. B&n canh do, viéc dung mot khang thé toan ven cd thé gay ra lién két khong dac hiéu va 1am hat ty
két tu, do d6 cac khang thé dwoc bién d6i nham tang hiéu qua cua thir nghiém nhu cat bo viing Fc, st dung
scFv hogc chi ving Fab cua khang thé [29].

Sau khi duoc gan Ién hat, protein/ khang thé tra thanh mot phan cuaa phic hop, gay tac dong tryc tiép dén
dic tinh cua hé keo. Cac manh khang thé c6 thé duoc sir dung dé 1am ting d6 on dinh cua hé. Fab hay
F(ab’); c6 diém dang dién thap, qua d6 lam ting mat do dién tich cua hat latex, tranh gay két tu. Tuy nhién,
cac chién lugc thay thé nhu IgY hay Fab, F(ab’) van khong du o 6n dinh & diéu kien sinh 1y (pH 7.4, va
cuong d6 ion 170 mM) [30]. Biéu nay cé thé giai quyét bing cach sir dung cac chat 6n dinh nhu Tween20,
Triton X, BSA,... nhung lai lam giam tong lwong khang thé dugc gan 1én hat [31]. Vi vay, su dung cac
khang thé/ ménh khang thé c6 tinh 6n dinh cao s& gilp han ché lugng chat hoat dong bé mat can str dung
va tang dugc luong khéng thé gan Ién hat.

Mot 1i do khac dé st dung cac manh khang thé nhu Fab va F(ab’); 1a tranh sy anh huong cua cac yéu th
Rheumatoid (RF). RF khdng chi ton tai trong huyét thanh ctiia bénh nhan méac bénh thip khép ma con nhiéu
bénh khéc [32]. Ching c6 kha ning lién két véi dudi Fe cua IgG, vi vay gay ra am tinh gia cho thir nghiém
LAT [33]. Bang céch cét bo dudi Fc dé tao Fab (s dung enzyme papain) hay F(ab’), (sir dung enzyme
pepsin) hoic bang cach str dung khang thé khac loai nhu IgY - viing Fc 16n hon cua IgG - ¢6 thé gilp loai
bo dugc sy dnh hudng RF 1én do chinh xac cua thu nghiém [30].

Str dung khang thé tai to hop mang lai nhidu wu diém, tuy nhién ching van gap phai nhiéu han ché trong
viéc san xuat. Hau nhu cac khang thé ti to hop thudng biéu hién & pha taa nén can duoc tai gap cudn trudc
khi dugc su dung dé thu duoc khang thé & dang tan [34]. Cac khang thé-manh khang thé nay cé thé duoc
tai gap cuon theo nhiéu phuong phap khac nhau. Bao gém:

e Tai gip cudn trong pha tan: cac lién két ndi phan tir va lién phan tir ctia khang thé duoc loai bo khi
c6 mit cac chit bién tinh manh nhu Urea, DTT, ... trong moi truong. Dudi diéu kién néng d6 cac chat phu
hop, cac khang thé da dugc bién tinh s& dugc tai gip cudn, tao thanh khang thé dang tan c6 chirc ning khi
tién hanh loai bo cac chit bién tinh [29]. Hiéu suit tai gdp cudn c6 thé dugc xac dinh thong qua hoat tinh
sinh hoc ctia khang thé trudc va sau khi thuc hién quy trinh.

e Tai gip cudn trén pha ran: tuy chua dugc thyuc hién véi pha ran 14 hat latex, nhung phuong phap
nay da dugc su dung va cho thiy hiéu qua cao trén cdac loai dia polystyrene va PMMA
(poly(methylrnethacrylate)) Tai gap cudn trén pha ran dugc thyc hién bang cach 0 cic manh khang thé
trén pha ran trong mdi truong c6 chira chit bién tinh. Sau d6, cac chét bién tinh dugc loai bo va khang thé
dugc hoi tinh khi da dugc gin 1én bé mat vat liéu. Phuong phap nay thuong dugc sir dung dé tao Fab bang
cach gin 1an lugt (quy trinh hai budc) hoic dong thoi (quy trinh mét budc) cac thanh phan 1a Fab H va Fab
L 1én bé mit vat liéu [35].

Viéc loai bo céc chat bién tinh trong quy trinh tai gdp cudn la buéc quan trong c¢6 anh huéng dén hiéu suat
ctia quy trinh. C4c chat c6 thé dugc loai bo qua tham tach voi higu suat khoang 40% hay bang cach pha
lodng, diéu nay 1am giam ndng do khang thé trong dung dich va ciing giam duoc céc lién két lién phan tir
giira cac khang thé, tranh sy két ty [35].

Mot yéu té khac can xem xét chinh 1a kha nang lién két khang nguyén cua khang thé. Dé su két tu c6 the
xay ra, khang thé phai c6 kha ning lién két voi hai hoic nhiéu epitope trén khang nguyén. Nhung néu
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khang thé chi c6 thé lién két vai mot epitope trén khang nguyén, chiing khong thé tao ra cac cau ndi lién
hat va khong c6 su két tu dién ra [36].

Muc dich cta cac phuong phap gan dinh hudéng khang thé 1&n hat latex la (i) tao dugc I6p don khang thé
trén bé mat hat va (i) dinh huéng dung vung lién két khang nguyén (Fab) gitp t6i uu héa hiéu suat lién
két khang nguyén cua khang thé. Vi vay, néu phuong phap khdng phu hop véi cac dac tinh cua protein s&
lam giam hi¢u Suit gan ciing nhu hiéu qua nhan biét khang nguyén cua khang thé.

Ti Ié ndng d6 protein/ hat latex phil hop can duoc xac dinh can than khi tién hanh hoat hoa hat latex. Vi
ndng do protein qué cao, qua trinh hoat héa ¢6 thé tao ra da 16p khang thé trén bé mat hat, qua d6 lam che
phu cac ving lién két khang nguyén cua khang thé. Tuy nhién, khi ndng d6 khang thé thap, téng lugng
khang thé duoc gan Ién hat khong du dé gay két cum hat latex [37]. Ca hai truong hop trén déu gay ra am
tinh gia.

4. CAC PHUONG PHAP CO DINH PROTEIN LEN HAT LATEX PANG PUQC SU
DUNG PHO BIEN

Hién nay, cac khang thé va manh khang thé duoc gan dinh hudng 1én bé mit hat latex chu yéu théng qua:
(i) Hap thu thu dong

(i) Lién két dinh huéng bang lién két cong hoa tri

(iii) Lién két dinh hudng bang lién két &i luc

4.1 Hap thu thu déng

Quy trinh thyc hién [30]:

1. U khéng thé voi hat latex trong dung dich dém

2. Ly tam va loai dich ndi

3. Tai huyén phi can latex véi dung dich dém

4. Ly tdm rtra hat véi dung méi rea (Wash buffer)

5. Luu trir trong dung moi phu hop

Nhin chung, céch tién hanh trén gém hai giai doan chinh: (i) hip thu vat Iy khang thé I&n hat latex va (ii)
loai khang thé khdng gan hat. Luong khang thé khong gan hat trong dich néi thu dugc & budc (2) cé thé
dugc xéac dinh théng qua nhiéu phudng phap dinh luong protein khac nhau nhu xét nghiém Bicinchoninic
acid (BCA), phan tng Biure,... [38] va qua d6 xac dinh duoc hiéu suét gan hat cua khang thé theo cong
thie [29]:

Téng sb protein dwgc u—Tdng s6 protein khong gin

Hiéu suat gan hat = —— , - x 100%
Tong s6 protein duoc u

Hap thy vat ly cac khang thé 1én bé mit latex 1a mot phuong phéap duoc sir dung rong réi vi gia thanh re,
dé dang thyc hién. Hat latex c6 gan 95% dién tich bé mat 1a ky nudc, diéu nay thuan loi cho viéc hip thu
thu dong céc khang thé 1én bé mit cua hat. Dicu dang chi y trong quy trinh thyc hién nay 1a viéc chon moi
truong phu hop dé t01 uu hoa duge lugng protein co thé hap thu 1&n bé mat hat. Cac yeu t6 v& moi trudng
can duogc xem xét can than 1a pH va nong do muoi. Dé t6i uu hoa luong khang thé gan hat, dung dich dém
dugc chon thudng c6 do pH gan véi diém ding dién cua khang thé. Thém vao do, trong giai doan u hat véi
khéang thé, dung dich dém duoc sir dung khéng nén chira cac ion da héa trj vi co thé gay anh huéng dén do
on dinh cua hé [38].

Nong do cac chat dién giai va hoa tri ciia ching gay anh hudng dén sy két tu ciia phirc hop khang thé-hat.
Gid tri CCC (Critical coagulation concentration) cho ngudng giGi han ndng do chat dién ly, ma trén do, hé
keo s& mat on dinh va két tu [39]. Tuy nhién, hé phic hop khang thé-hat c6 thé duogc tai 6n dinh & moi
truong c6 ndong do chat dién giai cao, duoc goi 1 gia tri CSC (Critical stabilization concentration). Diéu
nay c6 thé xay ra do luc ddy hydrat héa cua cac I6p phan tir ion-nudc trén bé mit hat [40]. Luc hydrat hoa
c6 thé tang khi thay ddi loai ion c6 trong méi trudng. Pon cir 14 thay Na* bing Ca?*, 12 loai cation ¢4 tinh
wa nude cao hon, gitp tao ra mot 16p nude bao pha lay hat dé dang hon [30].

D6 pH cia mdi truong cb anh huong truc tiép dén sy dinh hudng caa protein trong dung dich. Béi véi
khéang thé, c6 dudi Fe ky nuéc va dau Fab tich dién, khi pH cao hon diém ding dién khién cho ving Fab
tich dién am. Trong khi d6, & pH thap hon diém dang dién, ving Fab ciia khang thé tich dién dwong [30]
(Hinh 1). Thém vao d6, d6 pH con gay ra sy bién doi dac tinh bé mat cia hat latex [41]. D4i voi hat latex
mang goc sulfate trén bé mat, chiing mang tinh ky nuée va khong thay ddi theo pH. Tuy nhién, mot sé loai
hat latex mang tinh ludng tinh va c6 dién tich bé mit thay ddi theo pH méi truong. Vi du, hat latex mang
gdc -COOH c6 bé mat ky nude va mang goc tich dién &m phu thugc vao pH hay hat latex-anfo mang dién
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tich &m khi pH cao va dién tich dwong khi pH thap. Vi vay, d6 pH can duoc xem xét cho ca hai yéu t6 1a:
loai hat latex va loai khang thé.
Vung lién két
khang nguyén
F(ab*)2 —

- _— Bé mit hat latex - —

Hinh 1. Sy dinh hudng cua khang thé so véi bé mit hat latex & pH cao hon va thap hon diém dang dién cua khang thé [30]
Khi pH khong ph hop cho hat latex va khang thé, su gan két khong dinh hudéng cé thé xay ra. Trong
truong hop pH khién dau Fab cua khang thé va hat latex mang cac dién tich trai dau, ching c6 thé lién két
v6i nhau thdng qua lién két tinh dién va gy ra su dinh hudéng sai. Thém vao d6, & ndng do thap, ca dudi
Fc ky nudc va ving Fab tich dién déu bi hap thy I&n bé mat hat. Nhung khi ndng d6 tang cao, su dinh
huéng cua céc khang thé 1a khong ddng nhat va gay ra sy ngin trd khdng gian giita cac khang thé, diéu
nay lam giam kha ning lién két khang nguyén. Trong truang hop pH khién viing Fab cua khang thé va hat
latex tich dién cling dau, luc day tinh dién duoc tao ra giira viing Fab va hat, qua d6 gitp huéng cac dudi
Fc vao va lién két v6i viing ky nudc trén hat. Su dinh huéng giita cac khéng thé ciing dong nhat va khi ¢
ndng do phu hop, khang thé tao thanh 16p don trén bé mat hat va ¢ kha ning lién két khang nguyén cao
nhét [42]. Cudi cling, méi trudng luu trir phic hop khang thé-hat vai pH ph hop sé& tranh gay ra su két tu
cua hat latex sau khi da hoat hoa [43]. Trong giai doan luu trit, glycine hoac BSA duoc sir dung trong dung
dich dém dé khoa céc vj tri phan tmg khong duoc khang thé bao phu trén bé mat hat va lam giam céc lién
két khong dic higu [44].

Nhin chung, hat latex c6 dién tich bé mat, viing ky nuéc 16n do d6 phii hop dé hap thy mot luong déng ké
protein/khang thé. Tuy nhién, do su lién két mot cach khong dinh hudng, protein/khang thé thuong mat
hozc giam hoat tinh déng ké sau khi duoc ¢b dinh. Cong bé ciia Kumuda va cong su (2006) da chi ra rang
hoat tinh caa enzyme GST sau khi ¢ dinh chi & mirc 2.2% so véi dang tu do trong khi hiéu suat gan Ién
dén 50% [45]. Do d6, hap thu thu dong protein 1&n trén bé mat hat latex khdng mang lai hiéu qua cao nhat
do ti I& gin két ngau nhién cao ciing nhu phai phu thudc vao nhiéu yéu té ciia méi truong. Cudi ciing, nong
do6 cua protein qué cao s& gay ra sy hap thu khong dac hiéu hozc két ty, tao thanh nhiéu I6p protein trén bé
mit hat, qua d6 lam che phu céc ving lién két khang nguyén cua khang thé, gay ra m tinh gia [46]

Hat latex dugc hoat héa bing phuong phap hap thu thu dong khong thé luu trit trong thoi gian dai do céc
khéng thé c6 thé thoéi hda hoac b cac luc vat 1y tac dong va tach khoi hat. Vi vay, ¢ dinh khang thé Ién
bé mat hat latex théng qua lién két cong hda tri dugc xem nhu phwong phap thay thé mang lai hiéu qua cao hon
[47].

4.2 Lién két dinh hwéng bang lién két cong hoa tri

Quy trinh thyc hi¢n [48]:
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1. U hat latex vai linker (cau ndi) & ti 1¢ thich hop. Thoi gian u kéo dai tir 1-2 gio tdy thudc vao loai linker
duoc str dung.

2. Loai céc linker khong lién két voi hat bang phuong phap ly tim va tai huyén pht thé vui voi dung dich
dém

3. Hoat hda protein vai linker phu hop vai muc dich tao nhdm chire twong ng c6 kha nang phan (ng véi
linker dwoc gan hat.

4. U hat latex mang linker véi khang thé muyc tiéu

5. Loai khang thé muyc tiéu khdng gan hat bang phuong phap ly tim va tai huyén phu thé vai trong dung
dich dém

Céch tién hanh trén gom ba giai doan chinh: (i) hoat hoa hat bang linker 1 va (ii) hoat hoa khang thé bang
linker II (néu can thlet) va (iii) gan khéang thé 1én théng qua phan ting giira hai linker. Viéc hoat héa timg
budc hat va khang thé gip han ché su lién két chéo, khong dic hiéu giira protein voi protein, hay hat véi
hat thong qua cac linker [49].

Khi tién hanh hoat hoa hat véi linker, lwong linker duogc sir dung can dugc téi wu hoa dé khong chi dam
bao vé chat lugng ma con vé ca gia thanh cia san pham. Pon cir trong quy trinh hoat héa hat latex voi
linker SPDP, mat do cac gdc sulfhydryl duoc tao ra théng qua linker tang tuyén tinh véi luong linker duoc
sir dung [49]. Tuy nhién, ti 18 SPDP dugc gan véi hat lai thap theo chiéu ting cia lwong linker dugc sir
dung. Cu the, ti 1¢ SPDP gan hat 1a 20.5% khi lugng SPDP duoc sir dung 1a 3.38 mg, nhung con s6 ndy chi
bang ~1/3 (6.21%) khi lugng SPDP dugc sir dung cao hon dén 8 lan (22.40 mg). Biéu nay c6 thé giai thich
do mat do day dic linker trong mdi truong phan (g gay ra su can tré vé mat khong gian, dan dén su bat
loi trong qua trinh hoat hoa hat latex. Vi vay, lugng linker phl hop duogc sir dung s& gitp san pham tao ra
du 730 lwong cac gbc phan tng dap tmg dugc nhu cau sir dung ciing nhu bao dam dwoc gia thanh cua san
pham.

O. O
Z

0 BE MAT

/ k, Alkyl hda
S
. \ 5% ThioMAb

Amino acid phi
ty nhién N—o

Oxy hoa g:g Phan trng C|ICk
Vs o—>_‘ me 4 -
Y e e =
H Goc Glycan Phn tng
Piclet- Spengler

/
Enzyme tao
Formylglycine
BE

Hinh 2. Cac nhom chirc trén khang thé 1a muyc tiéu dé tién hanh tao lién két cong hoa tri vai hat latex [27]

Khi tién hanh gan khang thé véi hat latex thong qua lién két cong hoa tri, cac linker c6 kha nang lién két
Vai cac goc phan g cua khang thé/protein va gidp chang lién két vai hat. Géc phan wng muc tiéu trén
khang thé va hat latex s& quyét dinh loai linker dugc chon. Dya vao cac nhom chirc muc tiéu duoc tao lién
két trén bé mat hat va protein, linker dugc chia thanh hai loai: dong chirc nang va di chue nang (homo va
hetrobifunctional). Cac linker dong chire ning co thé dong vai tro trung gian gitp gin két véi gbc amine
hay carboxyl cua protein voi g6c amine hay carboxyl cua hat [50]. Trong khi do, cac linker di chirc nang
lai giup gan nhdm amine cua protein véi goc carboxyl trén hat va nguoc lai.

Uu diém vuot troi cia phuong phap nay la c6 thé giam thiéu su tac dong ciia moi trudng dén hiéu suit hoat
hoa hat latex. Trong méi truong pH sinh 1y, cac nhom amine so c4p ton tai cudi dau N cuaa chudi polypeptide
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(0-amine) hay cac nhém amine ton tai & chudi bén caa goc lysine (e-amine) mang dién tich duong va
hudng ra ngoai moi truong, glup ching dé tao lién két véi linker hon ma khéng 1am bién tinh protein [51].
Cling nhu cac gbc amine, goc carboxyl -COOH ton tai & dau C cua chudi peptide hoic & cac chudi bén cua
goc aspartic acid (Asp, D) va glutamine (Glu, E) va c6 thé lién két vai carbodiimides acid (EDC va DCC)
[52]. Tuy nhién, cac gdc muyc tiéu carboxyl va amine trén khang thé khong mang tinh chon loc déac hi¢u.
Vi vay, mot s6 goc phan tmg khac nhu sulfhydryl, khi tro thanh muc tiéu dé cac linker gan két, co thé cung
cap tinh chon loc cao va qua d6 lam tang su dinh huéng cua khang thé [27]. Do d6, khang thé can duoc xir
ly dé tao cac gbc -SH tu do trudc khi sir dung cac linker (maleimides, haloacetyls va pyridyl disulfides)
[53]. Tuy nhién, viéc xu ly khéng thé nén duoc xem xét ki cang trugc khi thuc hién vi ¢6 thé gay anh
huong truc tiép dén cau trac ciing nhu chirc nang cuia ching. Cudi clng, van dé thuong gap phai dbi voi
linker 1a khi sir dung & ndng dé cao, ching cé thé gay lién két chéo giita protein véi protein, cac protein
VGi hat va 1am h¢ mat 6n dinh hay Két ty, cling nhu 1am tang sy dinh hudng ngau nhién caa khang thé.
Céc linker duoc thiét ké vai swon carbon dai gilp tao thanh canh tay dém giira hat va khang thé. Tay dém
dai gilp giam sy can tro khong gian gitra cac khang thé duoc gan va ciing tang tinh linh dong, giup khang
thé co bién do chuyén dong cao hon sau khi gin. Céc thi nghiém cua Xiyan Deng va cong su (2021) da
cho méi quan hé cua do dai linker véi d6 6n dinh cua hé keo sau khi hoat héa [49]. Nhin chung, cau néi
khong du dai s& khién cac ving dién tich trai diu trén khang thé twong tac voi hat va 1am mat su 6n dinh
ctia hé keo. Nghién ciru nay ciing chi ra rang hat latex dugc hoat hda voi khang thé théng qua lién két cong
hoa tri can dugc bao quan ¢ nhiét d6 thap (4 °C) va chit luong cta san pham c6 thé dugc duy tri 1én dén
hon 30 ngay.

Mot sb khang thé duoc cai bién dé gitip chung ting hiéu suat gan hat latex thong qua lién két cong hoa tri
cling nhu kha ndng dinh huéng trén hat. Cac chudi scFv c6 thé duoc thém dudi peptide mang gdc Cysteine
giup cung cap nhém chuc pha hop dé lién ket véi linker trong phuong phap nay. Két qua nghién ctru cho
thy, scFv duoc cai bién nay cd kha niang gin Ién bé mat polystyrene thong qua lién két cong hoa tri tot
hon hap thy thu dong. D6 nhay cua thir nghiém cling duoc cai thién so vai khi sir dung phuong phap hip
thu thu dong, cu thé, scFv cai bién c6 thé phét hién dugc chat muc tiéu ¢ nong d6 thap hon gan 10 lan. Bén
canh d6, gan hat bang lién két cong hoa tri ciing gitp khang thé duy tri trén bé mat hat dudi didu kién khac
nghiét hon [54].

Hat latex cling dwoc cai bién d& mang lai su thuan loi cho qué trinh san xuat. Thay vi phai sir dung linker
thi cac hat latex c6 thé duoc cai bién dé mang goc phan ang manh & cudi chudi polymer nhu chloromethyl,
hydrazide c6 kha nang phan ung truc tiép vai cac nhom chirc trén khang thé [55]. Bén canh d6, mot s6 loai
hat dwoc bién ddi mang céc goc duoc hoat hda thong qua bic xa tia UV nhu phenyl azide, psoralen,
diazirine,... Tuy nhién, céc goc ndy phan tng khong dic hiéu, cd thé lién két véi ca chudi bén caa amino
acid hay suon carbon cua peptide [43].

So véi phuong phap hap thy thu dong, diéu kién méi truong (pH, ndng do mudi,..) it anh huong dén sy
dinh huéng cua khang thé hon khi st dung phuong phéap gan bang lién két cong héa tri. Tuy nhién, sau khi
dugc gan, cac protein/khang thé tre thanh mot phan cuia hé keo va s& gay ra su bién dbi cac dac tinh Iy hoa
cua phirc hop khéng thé-hat. Vi vay, diéu kién méi trudng sau khi hoat hda hat latex cin duoc khao sat dé
tranh sy két tu cua hat, dam bao do 6n dinh cua hé keo.

Mac du mang lai nhiéu lgi ich hon so v&i phuong phap hap thu thu dong nhung phuong phép lién két
khang thé véi hat latex thong qua lién két cong hoa tri con gap nhleu tré ngai vé higu suat cung nhu gia
thanh. Dién tich géc phan tng trén bé mit hat rat nho ~10% nén tong lwong khang thé duoc gén 1a khong
cao. Pé tién hanh cac thi nghiém tiép theo, hat latex can phai trai qua qua trinh xir Iy phuc tap dé loai bo
céc linker va goc hoa hoc con gan trén bé mat. Thém vao do, phan tng cong hoa tri 6 thé gay anh huong
dén cau tric dan dén suy giam hodc mat chirc niang cua khang thé.

4.3 Lién két dinh hwéng bang lién két ai lwc

Quy trinh thyc hi¢n [81]:

1. Bionyl héa khang thé muc tiéu

2. U khéng thé vai hat latex mang gbc streptavidin trong 30 phat, 22°C

3. Loai khang thé khong gan hat bang cach ly tam

4. Téi huyén pht cum hat véi dung dich dém PBS 0.1M, pH 7.4 va luu trit & nong d6 0.5 mg/mL

Phuong phap dinh huéng khang thé trén bé mat hat latex bang lién két ai luc hién dwoc xem la phuong
phap c6 d6 chinh xac cao va hiéu suat tdi wu nhit. Cac hat latex dugc danh dau bang streptavidin hozc
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biotin c6 thé lién két dac hiéu véi khang thé duoc cai bién dé mang biotin hoic streptavidin. Tuong tu Voi
gan dinh huéng bang lién két cong hoa tri, phuong phap ndy can su cai bién khang thé vi vay c6 thé gay
ra anh huong dén cau triic va chiic nang ciia ching. Bén canh d6, day 1a phuong phap kho thyc hién, gia
thanh cao [56].

5. PINH HUONG KHANG THE TREN BE MAT THONG QUA CAC PUOI PEPTIDE
Quy trinh thyc hién [29]:

1. Tao khang thé dung hop véi dudi peptide ai luc

2. U khéng thé tai to hop véi hat

3. Ly tam loai khang thé khong gan hat

4. Tai huyén phi thé vui hat latex véi dung dich dém c6 chiia BSA hoic Glycine

5. Ly tdm loai dich ndi

6. Luu trit & nhiét do thap (4°C) trong dung dich dém phu hop

Véi su phét trién ciia cac ki thuat cong nghé sinh hoc hién dai, nhiéu loai khang thé-manh khang thé duoc
dung hop vai cac loai dudi peptide gén dic hiéu bé mat vat lidu, dac biét 1a polystyrene. Cac dudi peptide
&i luc vai bé mat vat lidu polystyrene duogc sang loc thong qua ky thuat biopanning. Trong ky thuat nay,
thu vién phage display cua E. coli dwoc chuan bi véi cac gen dugc chén sé biéu hién thanh cac protein trén
bé mat phage. Khi dugc tién hanh u ¢ dinh véi polystyrene va rira trdi, cac hat phage con ton tai trén bé
mit vat liéu s& mang cac peptide lién két &i luc. Cubi cing, cac phage biéu hién peptide muc tiéu duoc tinh
sach va phan tich [57].

PS-tag la chudi tir 10-12 amino acid va mang nhiéu géc ky nuéc. Céc két qua thi nghiém cho thay rang céc
PS-tag lién két dic hiéu vai bé mat hat thong qua viéc nhan biét cac gbc carboxyl, carbonyl hay hydroxyl
trén bé mat hat qua cac gdc amino acid tich dién. Trong khi d6, cac gbc amino acid ki nudc trén peptide
lai gan véi hat thong qua twong tac ky nudc [58].

Thir ty, cach phan bo ciing nhu thanh phén cac gdc amino acid trong PS-tag ciing anh huong dén kha ning
gian dac hiéu cua ching. Hau nhu cac PS-tag déu chira cac gdc amino acid tich dién duong (Arginine,
Histidine va Lysine) cung véi cac gbc amino acid c6 chudi bén ki nuéc (Alanine, Valine, Isoleucine va
Leucine) duoc xép thanh cic cum nhuw PS16 (RVHRAVL), PS11 (GRIQRWWVMFLL), PS23
(AGLRLKKAAIHR) [45]. PS6 1a mot dudi peptide lién két ai luc véi polystyrene c6 trinh tw RIIRRIRR
cho théy &i luc lién két cao vaoi bé mat hat latex, dugc cu tao boi hai gbc amino acid 1a Arginine mang
dién tich duong va Isoleucine c6 chudi bén ky nude. Cac nghién ciru cia Kumuda va cong su cho thay PS6
c6 &i lyc lién két cao vai hat latex. Didu nay c6 thé giai thich 1a do cac lién tac tinh dién gitra Arginine voi
gbc mang dién tich &m trén bé mit hat va cac twong tac ky nudc cia Isoleucine. Trong mdi truong mang
chat canh tranh nhu BSA hay Tween20 v6i nong do cao hon gap 10000 lan, PS6 van cho thay kha ning
lien két t6t véi higu suat hon 70%. Trong khi do, cac PS-tag duoc ciu tao chu yéu tir cac gbc amino acid
ky nudc (PS2: RAFIAS) hoic tir cc géc amino acid tich dién (PS3: RRIRRP) lai cho thay hiéu suat thap
hon dang ké; khoang 5% ddi véi PS2 va 15% ddi voi PS3 trong cling mot diéu kién thir nghiém [59]. Su
suy giam hiéu suat cua PS3 12 do du thira cdc amino acid tich dién duong qua d6 1am ting lyc déy tinh dién
gitta ching va bé mit hat [45]. Thém vao do, chidu dai chudi bén (alkyl) caa cac amino acid ky nudc dong
vai trd quan trong trong viéc duy tri kha nang lién két voi bé mat hat. Nhin chung, khi chiéu dai cac chudi
bén giam (Isoleucine > Leucine > Valine > Alanine va Glycine) thi kha nang lién két cia PS-tag véi hat
cling giam [60]. Céc két qua trén da chi ra rang PS-tag lién két véi bé mat polystyrene thong qua hai co
ché chinh: tuong tac ky nudc va lién két tinh dién.

Céc khang thé/manh khang thé c6 kha nang lién két ai luc cao véi bé mat hat latex khi dugc dung hop voéi
cdc PS-tag. Khang thé chudi don (scFv) khi dung hop vé&i PS-tag c¢6 trinh tu
DVEGIGDVDLVNYFEVGATYTF NK (PM-tag) c6 kha niing gan hat latex véi hiéu suit 100%. Hay PS6
ciing gitip scFv gan hat véi cling hiéu suat va do bao pha bé mit 1én dén 133%, tao nén 16p doi khang thé
bao boc lay hat. Tuy nhién, & diéu kién khdng phti hop, cac dudi peptide &i luc c6 kha ning lam trung hoa
dién tich bé mat cua hat latex sau khi hap thu, do d6 1am giam dang ké thé Zeta va gay nén su két tu caa
cac hat trong h¢ nhii twong [29].

Trong dién hoa hoc, thé Zeta dugc sir dung dé phan anh thé dién dong ciing nhu lyc day tinh dién cua cac
hat trong hé. Gia tri thé Zeta cang 16n, hé keo cang én dinh [61]. Pudi peptide PS6 mang nhiéu géc tich
dién dwong, do d6 lam tang diém ding dién pl cta scFv: 7.4 trudc khi dung hop va 9.0 sau khi dung hop
[34]. G diéu kién thi nghiém, pH 6.0-8.0, scFv-PS6 tich dién dwong va lam trung hoa cac dién tich trén bé
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mit hat latex vi vay lam giam gia tri thé Zeta caa hé, tir 6.0x10°° mV/nm? xubng con ~0 mV/nm2. Trong
khi d6, dudi PM-tag lam pl cuia scFv giam xudng con 6.2, do d6 scFv-PM tich dién &m, va khong gy anh
hudng dén Zeta (8.0x10°° mV/nm? trude khi hap thy va ~7.0x10° mV/nm? sau khi hap thy) ¢ diéu kién pH
8.0, nhung lai 1am giam mat on dinh hé ¢ diéu kién pH 6.0-7.0, vai thé Zeta ¢ hai diéu kién pH trén lan
luot 12 ~0 mV/nm? va 1.0x10° mV/nm? [29]. Viéc duy tri sy 6n dinh thé Zeta ciia hé c6 thé dugc khic
phuc théng qua viéc cai bién protein bang cach lam giam diém dang dién pl cia chiing. Kumuda va cong
su da chi ra rang, bang viéc chén cac doan ngan tir 5-15 amino acid Aspartic, diém dang dién cua scFv-
PM giam va qua d6 tranh dugc viée trung hoa dién tich bé mat hat va lam giam thé Zeta ngay ¢ ca diéu
kién pH 6.0-7.0 [29]. Viéc thay ddi pl cua scFv ciing gilp chdng cai thién kha nang hoi tinh sau khi duoc
biéu hién cua khang thé. Nhu da dé cap, hau hét cac scFv s& dugc biéu hién & dang thé vii théng qua hé
thdng biéu hién E. coli. Tuy nhién, PM-tag lam giam glatn pl cua scFv sau khi dung hop, vi vay lam tang
ti 1& hoi tinh ciia protein sau khi trai qua qua trinh tai gap cuon ¢ diéu kién pH 8.0-8.5 véi hi¢u suat 1én dén
hon 90% [34]. Cac doan amino acid Aspartic cling dugc st dung véi cung muc dich.

Mot yéu to khac can quan tam chinh 1a kha nang duy tri hoat tinh cia céc khang thé-enzyme sau khi duoc
ch dinh Ién hat polystyrene latex. Protein khi duoc hap thy 1én bé mat hat latex thuong gap phai sy thay
d6i vé ciu trang va qua do khlen ching bi suy giam hoac mat chirc nang. Pon cir V6i scFv ¢6 kich thudc
nho va thudng sé bi thay d6i cu tric khi duoc hap thu 1én bé hat latex, vi vay lam giam hoic gay mat kha
nang lién két khang nguyén. Tuy nhién, khi dugc dung hop véi dudi peptide PM-tag, céc scFv khdng nhitng
khéng bi mat hoat tinh ma con c6 kha ning phat hién khang nguyén véi d6 nhay cao hon 60 1an [29].
Enzyme GST khi duoc dung hop véi dudi peptide PS1 ciing cho thay kha ning duy tri hoat tinh sau khi
hap thu & mirc 17%-35%, cao hon khoang 5-10 lan so voi GST dang khéng dung hop & cung diéu kién thi
nghiém. Cac dudi peptide PS19/PS23 khong chi cho thiy kha ning lién két dac hiéu cao hon ma con gitip
duy tri hoat tinh cua enzyme t6t hon PS1 [57]. Khong chi dung lai ¢ d6, cac khang thé dung hop tuong tac
vGi bé mit hat latex thong qua cac dudi peptide di luc, ddng thoi ciing xoay dinh huéng ving phan tng ra
bén ngoai pha long-dung moi, lam tang kha nang tiép can vai cac khang nguyén [45].

Str dung khéng thé hoic manh khang thé dung hop v&i dudi peptide ai luc da cho thay nhiéu wu diém, tuy
nhién, phuong phép nay van c0 cac nhugc dlem can duoc giai quyét. Dau tién, cac khang thé duoc dung
hop truc tiép véi dudi peptide, nén mdi khi muon nhan biét mot loai khang nguyén khac, dan dén viéc phai
thay doi khang thé, thi phuong phap nay can tai lap dé tao ra loai khang thé méi dugc dung hop véi dudi
peptide &i lyc. Vi vay, dé giai quyet duoc van dé& nay, mot giai phap kha di la sir dung cac protein trung
gian c6 kha nang lién két véi bé mat polystyrene va khang thé. Protein A thudng dugc sir dung nhu protein
trung gian, sau khi duoc gan lén hat latex qua phan ng vai linker, ching c6 kha niang bat dudi Fc ciia
khéang thé, qua do gitip xoay dinh huéng ving Fab cua khang thé ra ngoai moi truong [62],[63],[64]. Thém
vao do, protein A c6 thé dugc dung hop véi cac dudi peptide éi luc dé ting kha nang gan Ién bé mat hat.
Tuy chua duoc tng dung trén bé mit polystyrene nhung protein A dung hop dudi peptide da dugc nghién
ctru va ing dung trén cac loai vat liéu khac. Pon cur, trong xét nghiém dong chay bén, protein dung hop co
mot dau la protein A - ¢6 kha nang lién két voi dudi Fe cua khang thé - va mot dau 1a protein 3-Helix- c6
kha ning lién két dic hiéu v6i mang nitrocellulose da duoc tao ra va cho thiy hiéu qua cao trong viéc bit
giit khang thé trén bé mat mang nitrocellulose, lam giam duoc ty I¢ am tinh gia [65]. Pay la mot trong
nhirng gidi phap hitu hiéu can dugc xem xét va phat trién. Tom lai, mdi phuong phap hoat hoa hat latex
v6i khang thé cé uu, nhuogc diém riéng (Bang 2) nén tuy theo muc dich va nhu cau nghién ctru dé lya chon
phwong phap phu hop ca vé thoi gian, kinh phi, va d6 tién dung.

Bang 2. So cac phuong phap hoat hoa hat latex véi khang thé da dugc dé cap

Hapthu  Liénkétcong LiénkétaiDung hop voi dudi S dung protein

thu @ong  hoatri luc peptide ai luc Ccau noi
Kha nang dinh huéng + ++ ++ +++ +++
Kha nang duy tri chirc nang + + + +++ ++
protein
Tién bién doi protein — + v v _
Thaoi gian luu trir + +++ +++ K K
Su 6n dinh hé keo sau khi + o+ F++ o+ K
gan
D¢ dac hiéu — + ++ +++ +++
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+: thap, ++: trung binh, +++: cao

v': ¢6, —: khong

K: khong xac dinh

6. CAC XET NGHIEM SU DUNG HAT LATEX PUQC HOAT HOA

Céc hat latex dwoc hoat hda bang cach gan cac phan tu sinh hoc 1én bé mat, gidp ching cé thé thyc hién
nhiéu ung dung trong cac phuong phap xét nghiém sinh hoc. Cac xét nghiém sinh hoc nay sir dung hat nhu
chét chi thi va duoc chia thanh xét nghiém dong thé (homogenous) va xét nghiém di thé (heterogenous).
6.1 Xét nghiém dong thé (homogenous assay)

Trong xét nghiém dong thé, cac khang thé dugc cé dinh trén bé mat hat latex c6 kha ning lién két chéo véi
khang nguyén c6 trong mau thir. Vi vay, hat latex trong dung dich két cum véi nhau va thay doi tinh chat
quang hoc ciia mdi trudng. Hat latex duoc st dung thudng 1a céc loai hat duoc nhuém mau hoic gin huynh
quang, ciing nhu hat gén véi cham lugng ti.

e  Phuong phap ngung két hat latex: khi c6 sy hién dién ctia khang nguyén muc tiéu trong mau thur,
céc hat latex s& két cum. Véi kich thudce hat phu hop (0.8-1.0 um), su két cum c6 thé duogc quan sat dinh
tinh bang mat thudng. Pay 1a phuong phap don gian, d& thuc hién, phii hop véi cac xét nghiém in situ do
thoi gian tra két qua ngén, va dugc thuong mai héa rﬁng rdi .

e  Phan Gmg Luminex: hat latex dugc hoat hoa bang khang thé dugc s dung dé phat hién khang
nguyén muc tiéu. Trong mau bénh pham, khang thé trén hat s& lién két v6i khang nguyén co trong mau.
Sau d6, mot khang thé thir cap dung hop biotin duoc thém vao va tao phirc hop khang thé-khang nguyén
dang sandwich. Streptavidin dung hop v&i Phycoerythrin (PE) s& lién két vdi biotin trén khang thé thir cap.
Cudi cung, phurc hop hat latex dugc danh déu s& duoc phan tich thong qua cac thiét bi nhu Luminex200
hoac FlexMap [66].

6.2 Xét nghiém di thé (heterogenous assay)
Khéng nhu xét nghiém dong thé, cac cum hat latex bi két cum do su lién két gitta khang nguyén va khéng
thé s& ton tai & mot pha riéng biét, doc l1ap véi mau thir.

e Phan tng lai mién dich trén mang loc: duoc thuc hién tuong tu véi phuong phap ngung két hat
latex, tuy nhién, mau thtr s& duoc loc qua ludi loc véi muc dich giir lai cac cum hat latex bi ngung két.
Thém vao d6, dé quan sat dinh tinh d& dang, phuong phap nay sir dung cac hat latex dugc nhuém mau hoic
gan huynh quang. [67].

e  Phan ing ELISA bit hat: khang thé so cAp dugc gin trén hat latex s& lién két ddc hiéu voi khang
nguyén muc tidu c6 trong mau thir. Tiép theo, khang thé thi cap lién két v6i enzyme duoc thém vao sé& lién
két v6i phirc hop hat-khang thé so cip-khang nguyén. Khi c6 co chat phan tng, enzyme s& phan giai co
chat tao thanh san pham tua & trén mang, lwong san pham ti 1& thuén v6i ndng do khang nguyén [68].

*  Que thir s dung hat latex: vung T (test) trén que thir dugc phu bang khang thé khang khang nguyén
muc tiéu (khang thé 1). Trong mau thir dwong tinh, phirc hop khang thé 2-hat latex s& lién két dic hiéu véi
khang nguyén tai vung S (sample). Thong qua luc mao dan, phirc hop s& di chuyén tir ving S dén ving T
doc theo que thir va tao nén phirc hop khang thé 1-khang nguyén- [khang thé 2-hat latex]. Khi do, hat latex
- dugc nhuém mau hodc gian huynh quang - hudng 1én phia trén bé mat que thir gitip dé dang quan sat két
quéa bang mat thuong [69].

6.3 Cac phwong phap dinh lwong

Hién nay, trong c4c xét nghiém sir dung hat latex, cac thiét bi quang hoc dugc tng dung rong réi gip
ching ta c6 the dinh luong céc phan tir muc tiéu thong qua thay doi su két cum ciia hat. Cac ky thuat nay
gidp han ché tdi da tinh chu quan khi ban dinh luong bang mét thuong. Thém vao do, ching cho phép phat
hién phan ta muc tiéu ¢ nong do thip hon v&i dd nhay cao hon. M6t s6 ky thuat duogc sir dung phd bién co
thé ké dén 1a:

e Phuong phéap do d6 duc Turbidimetry: thong qua viéc xac dinh cudng do cua anh sang truyén subt
ma phuong phap do d duc Turbidimetry c6 thé xac dinh dugc ndng do khang nguyén muc tiéu. Trong
mau thtr duong tinh, sy lién ket giita khang thé va khang nguyén tao nén cac cum hat va qua do6 lam tang
sy hdp thy 4nh sang. Vi vdy, nong d6 khang nguyén tang s& lam cho cac cum hat ting Ién vé kich thudc
13n s6 lwong va lam ting lwong anh sang dugc hap thu [70].

o  Phuong phap do dd duc Nephelometry: khac v6i phuong phap Turbidimetry, phuong phap nay
xé4c dinh ndng do khang nguyén co trong mau thir thong qua cudng do anh sang bi tan xa. Cac hat latex
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dugc hoat hoa bang khang thé s& két cum thong qua lién két didc hiéu giira khang nguyén va khang thé, qua
d6 gy nén sy thay d6i duong di clia anh sang truyén qua mau thir. Anh sang bj tan xa thuong dugc xac
dinh ¢ cac vi tri 30 d6 hodc 90 do so voi goc toi. Cudng d6 anh sang do duge gitp xac dinh dugc nong do
khang nguyén muc tiéu c6 trong mau thong qua viéc so sanh véi duong chuan da dugc 1ap trude do [71].

7. UNG DUNG MINH HQA TRONG VIEC XET NGHIEM VIRUS SARS-COV

Trong boi canh chura 6 thude dac tri, cic phuong phap xét nghiém SARS-Cov 2 1a cong cu hixu dung gitip
cac chuyén gia nhanh chong phat hién bénh va dua ra phac d6 diéu tri pht hop. Hién nay, RT-PCR duogc
xem nhu chuan vang trong chan doan COVID-19 véi d6 nhay va do dac hiéu 1én dén 95% [72]. Tuy nhién,
cac ky thuat xét nghiém thdng qua viéc khuéch dai nucleic acid nhu RT-PCR lai ¢6 quy trinh phuc tap,
thuong phai thuc hién trong phong thi nghiém do yéu cau cao vé may mac, trang thiét bi. Do do, cac
phuong phap lai mién dich duoc dé ra nhu cac bién phéap kha di dé khic phuc van dé néu trén.

Céc phuong phap lai mién dich mang lai su tién loi trong chan doén virus SARS-CoV 2 [73]. Tai cac diém
xét nghiém ciing nhu co so'y té, que thir duoc sir dung rong rdi nho vao gia thanh ré ciing nhu thoi gian tra
két qua ngan. Hién nay, que thir dugc thiét ké véi muc dich phat hién khéang nguyén caa virus SARS-CoV
2 1a protein gai va nucleocapsid [74]. Nhu di trinh bay tai muc 6.2, trong que thir, qua trinh dau tién xay
ra la sy lién két dac hiéu gitra khang nguyén muc tiéu véi phiic hop hat latex-khang thé. Do @6, kha niang
phat hién khang nguyén phu thudc cao vao su dinh huéng cia khang thé trén hat. Mot nghién ciu duoc
tién hanh boi Gamon CK Mak va cong su (2020) da cho thay rang cac bo kit phét hién nhanh khang nguyén
COVID-19 ¢6 do nhay thap hon 102-10° I4n so voi phuong phap RT-PCR [75]. Vi vay, viéc phat trién cac
que thtr c6 do nhay cao, dong nghia vai viéc phat hién duoc khang nguyén ¢ nong do thap hon, s& giup
chan doan duoc sy xam nhlem ctia SARS-CoV 2 & giai doan sém, khi ma lwong virus con thap. Cudi cuing,
que thir ciing cho thay sy bét on dinh cua san pham trong hiéu qua phat hién khang nguyén [76], [77].

Xét nghiém ngung két hat latex gan nhu 1a mot bién phap kha di dé khic phuc cac van dé trén khi co thé
dam bao dugc d6 nhay, do dic hiéu, thoi gian xét nghiém ngan va gia thanh, dac biét 1a c6 thé thyc hién in
situ. Trong (g dung chan doan virus SARS-CoV 2, céac phuong phép lai mlén dich str dung hat latex cho
thay hiéu qua cao trong viéc chan doan. Xét nghiém ngung két hat latex do Sally Esmail va cong su phat
trién c6 kha nang phat hién khang thé trong huyét thanh bénh nhan véi do nhay 97.5% va do dgc hi¢u 100%
[78]. Céc protein khang nguyén cuaa virus SARS-CoV 2 1&n bé mat hat latex gidp phat hién mau bénh pham
duong tinh trong giai doan sém cua bénh; khi do, lwong khang thé duoc tao ra nho dap tng mién dich thap
va cac loai xét nghiém khac chua di do nhay dé phét hién. Thém vao d6, LAT c6 thé tra két qua chi trong
vong hai phut, c6 thé quan sat bang mét thuong va khdng can bat ky may madc hay trang thiét bi nao phirc
tap. Bén canh do, protein phan tng C (C-Reactive Protein - CRP) phan anh su viém hé théng khi ¢ su
xam nhiém cua virus ciing 12 mot yéu té chi thi dé phat hién su xam nhiém cua SARS-CoV 2 trong giai
doan sém [79]. Cong trinh cua Kumada va cong su (2009) di cho thiy khang thé chudi don khang CRP c6
thé phat hién duoc CRP & ndng do ~9 ng/ml khi duoc dinh hudng tdt trén bé mat vat liéu thong qua cac
dudi peptide ai lyc [80].

8. KET LUAN

Hién nay, nhidu nhém nghién cau/phong thi nghiém dang hudng toi viéc phat trién céc phuong phéap gan
dinh huong hat latex. D¢ thu dugc mot san pham vira kiém soat protein gan dinh hudng vira c6 tinh da
nang can cé mot Chlen lwoc tiép can moi. Trong bai téng quan nay, chung t6i da tom tat Cac yéu té anh
huéng téi kha niang gan protein Ién hat latex  cling nhu mot s6 cai bién mai nhét hién nay dé gén dinh hudng
khang thé 1&n hat latex thdng qua protein cau noi (protein A, G, L hay dang lai). Chién lugc nay s ma ra
mot giai phap tiép can c6 kiem sodt cho viéc gan khang thé 1én vat lidu n6i chung va hat latex néi riéng.
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