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lympho mau ngoai vi cia bénh nhan.
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Linh vuc k¥ thuit dwgc daé cap

Sang ché dé cap dén c4c vat liéu va phuong phap didu tri bénh truyén nhidm
do virut dengue giy ra. Sang ché ciing d& xuit khang thé don dong khéng virut dengue
(dengue virus - DENV) hoic doan gén két khang nguyén cia khang thé nay, khang thé
don dong hoic doan gin khang nguyén cia khang thé nay c6 hoat tinh trung hoa d6i
voi cac kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4, trong d6 khéng
thé don dong bao gdbm khang thé don dong ciia ngudi hodic khang thé don dong dugc

1am cho giéng ngudi.
NGUON KINH PHI CHINH PHU

Déi tugng duge md ta trong tai liéu nay dugc hd tro, it nhét mot phin, béi Co
quan Khoa hoc va Cong ngh¢ Nhat Ban (Japan Science and Technology Agency -
JST)/Co quan Hop tic Qudc té Nhat Ban (Japan International Cooperation Agency
-JICA) duéi dang mot phin cua Chuong trinh dbi tac nghién ciru khoa hoc va cong
nghé phuc vu phéat trién bén vimg (the Science and Technology Research Partnership
for Sustainable Development - SATREPS) va la chuong trinh ciia Trung tim Nghién
ctru sang 1ap vé cac bénh truyén nhiém méi ndi va tai ndi, ma dugc thuc hién thong
qua du 4n do B Gido duc, Vin hoa, Thé thao, Khoa hoc va Cong ngh¢ cia Nhat Ban
uy nhiém.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

C6 nhiéu bénh truyén nhim do virut khong ¢6 vacxin phong bénh va/hoic
thudc khéang virut thich hop dé didu trj theo cac phwong phép diéu tri théng thuong,
trong d6 c6 bénh truyén nhiém virut dengue ky sinh & mudi xuét hién & cac ving nhiét
d6i va can nhiét d6i. Theo uéc tinh, mdi ndm trén thé gidi c6 khoang ndm muoi triéu
trudong hop nhiém bénh do virut dengue. Virut dengue c6 bén kiéu huyét thanh
(DENV-1 dén DENV-4) khéac nhau v& mit khang nguyén c6 chung cac khiang nguyén
chinh trong nhém, va véi cc flavivirut cia mudi va ve khic. Theo Innis va cic cong
su, Am. J. Trop. Med. Hyg. 40:676-687 (1989); Calisher va cac cdng su, J. Gen. Virol.
70: 37-43 (1989). Su lay lan toan cAu cta bén kiéu huyét thanh cia virut dengue
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(DENV-1 dén DENV-4) d3 lam cho virut dengue tré thanh médi quan ngai 16n dbi véi
sirc khoe cong ddng. Thong thudng, cac khang thé trung hoa 6 sén khi nhiém DENV
nguyén phat déng vai trd quan trong trong viéc cung cp cic khang thé trung hoa bao
vé gitip khoi bi nhiém ciing mét kiéu huyét thanh d6. Tuy nhién, cac khang thé ¢6 sén
ndy lam trung gian gy ra d4p ing khéng bio vé néu sau d6 bi nhiém DENV kiéu khac
va cac khang thé nay dwoc cho 12 1am ting tién trinh ciia bénh, do hién twong ting
cudng phu thudc khang thé (antibody-dependent enhancement - ADE). Nhiém DENV

c6 thé khong c6 tridu chirng, ngay ca trong trudng hop nhiém thir phat.

Khi ngudi bi bdi nhiém véi ciing mdt virut, nhu virut gy bénh cim va DENV,
thi c4c té bao ghi nhé c6 sin san sinh ra khang thé dic hidu c6 thé déng vai trd quan
trong gitip cung cip nhanh chéng cic khang thé trung hoa dé bao vé khai tinh trang
nhiém virut hién tai. Déi véi DENV, céc khang thé trung hoa c6 sin sinh ra khi nhiém
virut nguyén phat s& bao vé dé khoi bi nhiém cuing mot kiéu huyét thanh cia DENV.
Nhitng trudng hop nhiém dengue ning c¢6 thé chii yéu xay ra & nhitng bénh nhan
nhidm thét phét cac kidu huyét thanh DENV khac nhau. Diéu ndy c6 thé 14 do hién
tuong tang cudng phu thudc khang thé (ADE), 1a hién tugng khi nhiém DENV nguyén
phat s& sinh ra mt phin cac khang thé khang DENV c6 sin, nho ¢6 ma virut nhiém
phai ndy cd thé dugc khuéch dai trong cac dai thuc bao duong tinh c6 thy thé Fc. Theo
Sangkawibha va cac cdng sy, Am. J. Epidemiol. 120: 653-669 (1984); Halstead va cac
cong su, J. Exp. Med. 146:201-217 (1977); Diamond va cac cong su, Immunol. Rev.
225:212-225 (2008). Hiu hét cac truong hop nhiém DENV cé thé khong c6 triéu
ching, ngay ca & céc ca nhan bi nhiém thtr phat DENV kiéu khac. Mot vai trudng hop
nhiém bénh nay c6 thé c6 phd rong cac tridu chiing 14m sang khac nhau, tir s6t dengue
nhe dén sét xuét huyét dengue ning (dengue hemorrhagic fever - DHF) va hoi ching
sb¢c dengue (dengue shock syndrome - DSS). Theo Harris va cc cong sw, Am. J. Trop.
Med. Hyg. 63:5-11(2000).

Chua c¢6 thudc hodc vacxin khang virut dac hiéu nao dugc chép thuan dé sur
dung 1am sang chdng lai DENV. Do d6, c6 yéu cdu cAp bach vé cac phuong phap diéu
tri chéng lai bénh nay. Liéu phap mién dich thu dong c6 thé 1a mdt cach tiép can dé
didu tri dengue, néu c6 thé phat trién cac khang thé don dong (monoclonal antibodies -

MADb) trung hoa hiu qua véi tit ca cac kidu huyét thanh ctia virut ndy, ma khong xiy
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ra hién tuong ADE véi bat ky kiéu huyét thanh nao cia DENV. M6t vai thir nghiém
phong bénh va thir nghiém didu tri da duoc tién hanh bang cach st dung cdc MAb &
chudt (theo Sukupolvi-Petty va céc cong su, J. Virol., 84:9227-9239 (2010).), va
khang thé IgG1 dugc lam cho gidng ngudi cb ngudn gdc tir loai tinh tinh (theo
Goncalvez va céc cong sy, J. Virol. 78:12910-12918 (2004).). Dé thu dugc MAD cia
ngudi khang DENV (HuMADb), cn phai ¢6 mot giao thirc dé thu dugc cac dong vo
tinh té bao lai mét cach c6 hiéu qua.

Cac HuMADb duoc sir dung ngdy cang nhiéu trong diéu tri ung thu, va gn day
hon, trong didu tri cac bénh truyén nhiém (theo Reichert va céc cong su, Nat.
Biotechnol. 23:1073-1078 (2005)), nhu virut RS (theo Frogel va cac cOng su, J. Manag.
Care Pharm. 16:46-58 (2010); Mansbach va cac cing su, Pediatr Emerg Care 23:
362-367 (2007)). C6 thé san xuét cac HUMAD bing cach bt tir hoa cac t& bao B boi
virut Epstein-Barr (EBV) (theo Kozbor, J. Immunol., 127:1275-1280 (1981); Steinitz
va cac cong sy, J. Immunol., 141: 3516-3522 (1988); Lanzavecchia va céc cong sy,
Curr. Opin. Biotechnol., 18:523-528 (2007)) hoic bing cich dung hgp cac té bao B
vé6i dbi tac thich hop dé san xuét cac té bao lai (theo Kozbor va céc cdng su. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 79:6651-6655 (1982); Karpas va céc cOng su, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 98:1799-1804(1998)).

Cac phuong phéap nhu véy rit khong hiéu qua. Nhidu chién luge thay thé khac
da dugc phat trién, bao gdm phwong phép nhan tinh héa cac MAb & chudt thong qua
k¥ thuét protein (theo Jones va cac cong sy, Nature, 321:522-525(1986)), lya chon cac
khéng thé tir cic ngan hang biéu hién trén thé thuc khuén cic doan khang thé cia
ngudi (theo McCafferty va céc cong su, Nature 348:552-554 (1990)), va gay mién
dich cho chudt chuyén gen ¢ chira nhiéu vi tri globulin mién dich ctia ngudi, sau d6é
san xudt cac khang thé don dong ding cong nghé té bao lai (theo Green va céc cong
su, J. Immunol. Methods, 231:11-23 (1999)). Tuy nhién, sé lrgng cac khang thé diéu
tri chdng lai cac tac nhan giy nhiém van con han ché (theo Lanzavecchia va cic cong
su, Curr. Opin. Biotechnol., 18:523-528 (2007)).

Nhiéu nghién ctru da phat trién thanh cong cac HUMAD bing céch st dung céc
t€ bao B ghi nh¢ ciia bénh nhan, khéng lai coronavirut gy bénh SARS (theo Traggiai
va cac cong su, Nat Med 10: 871-875 (2004)), virut gay bénh cim gia cim H5N1 doc
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luc cao (theo Simmons va cac cong su, PLoS Med 4:¢178 (2007)), cac virut gdy bénh
cim theo mua HIN1 va H3N2 (theo Frank va céc cfng sy, Viral Immunol., 2:31-36
(1989)), va DENV (theo Schieffelin va céc cdng su, Virol. J. 7:28 (2010), Dejnirattisai
va cac cOng su, Science 328:745-748 (2010); Beltramello va céc cdng su, Cell. Host.
Microbe 8:271-283 (2010), de Alwis va cac cong sy, PLoS NTG 5:e1188 (2011)),
thong qua chuyén ddi v6i EBV. Ngoai ra, mot vai nghién ctru di diéu ché thanh cong
cac HUMAD dic hiéu bing cach sir dung cac té bao don nhan m4u ngoai vi (peripheral
blood mononuclear cells — PBMC) trong khoang thdi gian 6 dén 7 ngay sau khi tiém
vacxin, nhu virut gdy bénh cim (theo Wrammert va cac cdng su, Nature 453:667-671
(2008)) hodc tiém vacxin tdng cudng (theo Lanzavecchia va cac cong su, Curr. Opin.
Biotechnol., 18:523-528 (2007)). Mot vai HuMAb dugc diéu ché chdng lai cac virut
cim A theo mia, HIN1 va H3N2, bing cach dung hgp PBMC ldy tir nhitng tinh
nguyén vién dugc tiém vacxin cim voi céac té bao dbi tac dung hop thé kham
chudt-ngudi méi duge phat trién gén day, dugc goi 1a SPYMEG (theo Kubota-Koketsu
va cac cong su, Biochem. Biophys. Res. Commun., 387:180-185 (2009)).

Phuong phép didu ché cac HUMAD thong qua qué trinh bét tir hoa cac té bao B
¢6 ngudn gbc tir bénh nhan bing phuong phap EBV, theo Dejnirattisai va cac cong su
(Science 328:745-748 (2010)) da sir dung cac t& bao B tir 7 bénh nhan bj nhiém DENV
trong giai doan 15-24 ngay sau khi giam sét dé didu ché cac HUMAD khéng E va
khang prM. Céac nha nghién ctru ciing theo ddi thiy ring 89% cdc HuMAD khang E 1a
kiéu phuc. Tuy nhién, cic nha nghién ciru da diéu ché nhiéu HuMAbD khéng prM hon
so véi HuMAD khang E. Cac HuMAD khang prM thi cling c6 tinh phan ing chéo cao
v6i tht ca 4 kidu huyét thanh cia DENV (94%) va ADE dugc xtc tién c6 higu luc.

Ciing bang cach sir dung phuong phap bét tir héa, Bettramello et al. (Cell.
Host. Microbe, 8:271-283 (2010)) da sir dung céc té bao B cia ba bénh nhan nhiém
nguyén phat sau 200 ngay cho dén 8 nim trd 1én sau khi nhi€ém va cua hai bénh nhén
bi nhi®m thtr phat vao thdi diém 212 dn 510 ngay sau khi nhiém. Do ving III cia
protein E 1a dich chinh khang flavivirus trung hoa & chut (Oliphant et al., "J. Virol.
81:11828-11839 (2007)), cdc nha nghién ciru ciing da thuc hién sang loc rong rii dé c6
thé hidu sau vé tinh dic hidu ving va tinh phan img chéo cia cic khang thé dic hidu

thudc vang III cia protein E dugc phan 1ap tir 2 bénh nhan, mot ngudi bi nhiém
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nguyén phat (ngudi cho 13) va ngudi kia bi nhiém thir phét (ngudi cho 12). Tir nguoi
cho 13, 18 trong sb 152 HUMAb da phan tmg v6i ving III, trong d6 bao gém 13 khang
thé kiéu dic hiéu, 1 khang thé kiéu phirc phy, va 4 khang thé kiéu phirc. Tir ngudi cho
12, 138 trong sé 313 HuMAb d3 phan tng v6i ving III, trong d6 bao gdm 44 khang
thé kidu dic hiéu, 31 khang thé kiéu phirc phu, va 63 khang thé kiéu phirc.

Theo de Alwis va cac cdng su (PLoS NTG 5:¢1188 (2011)) da chi ra phuong
phap didu ché cac HuMAb khang DENV béng céch sir dung cac té bao B ghi nhd clia
2 bénh nhan d4 dugc x4c nhén 13 bj nhiém DENV 1, cach d6 8 nim trude. Hau hét cac
HuMAb thu dugc thi trung hoa yéu va khong gén két vai protein E. Vi vay, hiéu qua
khi diéu ché cac HuMADb trung hoa kiéu phirc 1 cao hon déng ké trong céc truong hop
nhiém thir phat, theo tai lidéu ctia Beltramello va c4c cong su (Cell. Host. Microbe
8:271-283 (2010)).

Theo Wrammert va cic cong su (Nature 453:667-671 (2008)) dd nhan thy
ring cac té bao huyét twong tiét khang thé IgG+ dic hiu v6i bénh cim nhanh va manh
& cac mure dinh khoang chimg 7 ngdy sau khi tiém vacxin. Céc té bao d6 chiém ti 6%
trong sb cac té bao B trong méau ngoai vi. Tuy nhién, cic t€ bao B ghi nhé IgG+ dic
hiéu v6&i bénh ciim & cac mirc dinh trong khoang thdi gian tir 14 dén 21 ngay sau khi
tiém vacxin, cac té bao nay chiém trung binh 1% trong sd tt ca céc té bao B. Thong
thuong, cic bao céo cho thdy su khac biét vé kiéu hinh cia té bao B giita cic bénh
nhan méic bénh truyén nhidm & pha cép tinh va pha dudng bénh (theo Leyendeckers va
cac cdng su., Eur. J. Immunol. 29:1406-1417 (1999)). Cac MADb cua nguoi kiéu phirc
do Schieffelin va cac cdng sy (Virol. J. 7:28 (2010)) thu dugc trudc day ciing da tung

thu dugec.

Do d6, vin cin phai c6 cac phuong phép diéu tri méi chéng lai bénh sét

Dengue.

Tai liéu tham khao

[NPL 1] Sukupolvi-Petty va cac cong su, J. Virol., 84:9227-9239 (2010)
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Theo khia canh thtr nhit, sang ché d& xult khang thé don dong khéang virut
dengue (DENV) hoic doan gén két khang nguyén ciia khang thé nay, khang thé don
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dong hoic doan gin két khang nguyén cta khéng thé nay c6 hoat tinh trung hoa véi
cac kidu huyét thanh gdm DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4, trong d6 khéng
th8 don dong bao gdm khang thé don dong clia ngudi hodc khang thé don dong dang
nhan tinh hoa, va trong d6 khang thé don dong bao gdm cic trinh tw CDR1, CDR2 va
CDR3 thudc ving bién dbi chudi ning (VH) nhu 1an luot duge néu trong cac SEQ ID
No. 13-15 va céc trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 thudc ving bién ddi chubdi nhe (VL)
nhu 14n lugt duge néu trong cac SEQ ID No. 112-114.

Theo khia canh thir hai, sang ché d& xuét khang thé don dong khang virut
dengue (DENV) hoic doan gin khang nguyén ciia khéng thé nay, bao gdm ving bién

dbi chudi niing va ving bién @i chudi nhe, trong d6:

(a) trinh ty axit amin tht nhit cia ving xic dinh tinh b6 khuyét
(complementarity-determining region - CDR) thudc ving bién dbi chudi ning bao
gém SEQ ID No. 13 cia CDRI, SEQ ID No. 14 ciia CDR2, va SEQ ID No.15 cua
CDR3; va

trinh ty axit amin thit hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gbm
SEQ ID No. 112 cia CDRI1, SEQ ID No. 113 cua CDR2, va SEQ ID No. 114 cua
CDR3;

trong d6 khang thé don dong 1a khéng thé don dong clia ngudi hogc khang thé
don dong dugc 1am cho gidng ngudi.

Theo khia canh thtr ba, séng ché dé xuét phuong phép san xuét khang thé don
dong & nguoi khang virut dengue (DENV) bao gdm céc budce sau:

1) san xuét t€ bao lai bang cach dung hop té€ bao don nhan trong mau ngoai vi
(peripheral blood mononuclear cell - PBMC) cua bénh nhén & pha cAp tinh bi nhiém
DENV véi té bao dbi tac dung hop c6 kha ning dung hop té bao hidu qua;

2) thu duoc khang thé don dong clia ngudi khang DENV tir té bao lai,

trong d6 khéng thé don dong bao gdm cic trinh tu CDR1, CDR2 va CDR3
thudc ving bién dbi chudi ning (VH) nhu 14n lugt duge néu trong cac SEQ ID No.
13-15 va cac trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 thudc ving bién dbi chudi nhe (VL) nhu
14n lugt dugc néu trong cac SEQ ID No. 112-114.



27445

Theo khia canh thir tu, sing ché dé xuét phuong phép san xuit té bao lai bao
gdm budc dung hop té bao don nhan trong méu ngoai vi (PBMC) ctia bénh nhén & pha
cép tinh nhiém virut dengue (DENV) véi té bao dbi tac dung hop c¢6 kha ning dung
hop t& bao hiéu qua, trong d6 té bao lai tao ra hoic c6 kha ning tao ra khang thé don
dong bao gdm céc trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 thudc ving bién dbi chudi ning
(VH) nhu 14n lugt duge néu trong cac SEQ ID No. 13-15 va cac trinh ty CDR1, CDR2
va CDR3 thudc ving bién dbi chudi nhe (VL) nhu 1an lugt duge néu trong cic SEQ ID
No. 112-114.

Sang ché dé xuét liéu phap mién dich thu dong trong diéu tri s6t dengue bang
céch didu ché khang thé don dong ctia ngudi (HuUMAD) thé hién sy trung hoa manh mé
d6i véi tht ca cac kiéu huyét thanh (kidu phirc). Sang ché ciing dé xuét viéc str dung
cac t& bao don nhan méau ngoai vi (peripheral blood mononuclear cells - PBMC) ciia
céc bénh nhan nhi®m bénh thir phat @& diéu ché hiu qua cac té bao lai san sinh ra cic
HuMAD khéng lai DENV. Ngoai ra, sang ché ciing d& cap dén cac dong té bao lai duge
didu ché mot cach hiéu qua khi sir dung cdc PBMC clia cac bénh nhan nhi nhiém bénh
& pha cép tinh (khoang 1 tuldn sau khi bénh khéi phat) @& san xuét ra cac HUMAD
manh.

Céc tac gia sang ché da so sanh hiéu qua clia viéc sir dung cac PBMC cua céc
bénh nhén & pha cép tinh (khoang 1 tudn sau khi bénh khéi phat) dé diéu ché cac dong
té bao lai san sinh HUMAb manh véi hiéu qua cia viéc st dung cdc PBMC cua cac
bénh nhén trong giai doan dudng bénh (khoang 2 tudn sau khi bénh khéi phat). That
bét ngd 13, hiéu qua thu dugc tir viéc sir dung PBMC ctia céc bénh nhan & pha cép tinh
(121 HuMAD tir 4 bénh nhén) cao hon dang ké so véi viéc st dung PBMC ciia cic
bénh nhan dudng bénh (15 HuUMAD tir 5 bénh nhan). Theo phan tich mién dich huynh
quang, hiu hét cac HuUMAD tir bénh nhan & pha cép tinh 14 kiéu phtrc: 90,1% (109/121)
tir pha cAp tinh so véi 46,7% (7/15) tit pha dudng bénh; va c6 57,9% (70/121) tir pha
cép tinh, va chi 6,7% (1/15) tir pha dudng bénh thé hién hoat tinh trung hoa kiéu phirc
dang ké.

That khong ngd 1a dd thu duge mot céch hi¢u qua cac HuMAD trung hoa tht ca
4 kidu huyét thanh cia DENV khi sir dung cic PBMC clia cac bénh nhén & pha cép
tinh, voi 57,9% (70/121) tir pha cép tinh va chi 6,7% (1/15) tir pha dudng bénh. Céc
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két qua nay da cho thiy sy ting sinh cia tht ca 4 kidu huyét thanh cia DENV da giam
bing hodc hon 50%. N6i chung, nhiém virut thit phat c6 thé doéng mét vai trd quan
trong nhu 12 sy kich thich ting cudng céc té bao ghi nhé, dé 1am ting tic thoi s6 lugng
céc té bao huyét twong tiét khang thé & cac bénh nhan & giai doan méi nhiém bénh.
Cac HuUMAD nay gilp chung ta hiéu dugc vai trd bao vé va gdy bénh & cac bénh nhan,

va cho phép thiét ké cac khang thé phong bénh vi/hoidc diéu trj chdng lai dengue.

Nhiéu bénh truyén nhiém do virut chua c6 vacxin phong bénh va/hodc thudc
chéng virut thich hop dé diéu trji thong thudng. Ngudi ta tin ring viéc bén kiéu huyét
thanh cia DENV mét phan phan tng chéo véi nhau c6 lién quan dén co ché giy ra cac
ca bénh dengue ning & cic bénh nhan tht phat, goi 1a hién tugng ting cuong phu
thudc khang thé (ADE). Theo sang ché nay, cac miu PBMC dugc 1y tir cac bénh nhan
bi nhiém dengue, dé didu ché céac té bao lai san sinh cac HuMADb trung hoa khang lai
tht ca cac kiéu huyét thanh cia DENV. Khi so sanh hiéu qua cta vi¢c thu dugce céc
HuMAb trung hoa bing céch sir dung PBMC cuia cac bénh nhén ¢ pha cAp tinh véi sir
dung PBMC cua cic bénh nhédn ¢ pha dudng bénh, di nhén thdy ring hiéu qua & pha
cép tinh thi 16n hon nhidu, miic di hoi c6 khuynh huéng 1a cac hiéu gia khéng thé
trung hoa trong huyét twong tlr cdc bénh nhén trong pha dudng bénh cao so vdi tir cic
bénh nhan trong pha cAp tinh. Cac HuMAb dugc md ta & day c6 thé gitip ich cho viée
md ta dic diém cac co ché phan tir din dén kha niang gy bénh, bao gdm hién twgng
ADE khi nhiém dengue, va gitp ich cho viéc xac dinh dugc cac liéu phap khang thé
diy htra hen.

Do d6 mdt muyc tiéu cia sang ché 1a @& xuit vat liéu va phuong phép dung dé
diéu tri nhiém dengue.

Mot muc tiéu khac cta séang ché 1a d& xuét cic khang thé don dong clia nguoi
khang lai tit ca cac kiéu huyét thanh ctia virut dengue.

Mbt muc tidu khéc nita cua sang ché 1a sir dung cac khéng thé don dong cua
ngudi @ trung hoa tit ca céc kiéu huyét thanh cta virut dengue st dung céc té bao
lympho méu ngoai vi ciia bénh nhén.

Céc muc tidu va loi ich khéc nita ctia sang ché s& dugc trinh bay mot phin

trong phan mo ta tiép theo, va mot phan s& trd nén rd rang dua trén phan md ta nay,
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hoiic c6 thé ¢6 dugc tir viéc nghién ctru bang cach thyc hanh sang ché. Cac muc ti€u va
loi ich khac cua sang ché ciing s& dugc hién thuc hoa va dat dugc qua cac yéu té va
cac dang két hgp duogc chi ra mét cach cy thé trong phén md ta va phan yéu cau bao ho

kém theo.

Nhim dat dugc nhitng loi ich nay va nhimg l¢i ich khac nita, va dé pht hop
v6i cac muc dich cia sang ché, nhu duge bao ham va mo ta tdng quat & day, sang ché
dé cép dén céc khia canh sau:

1. Khang thé don dong khang virut dengue (DENV) hodc doan gin khang nguyén clia
no, bao gém hoat tinh trung hoa dbi véi cac kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2,
DENV-3 va DENV-4, trong d6 khang thé don dong bao gbm khang thé don dong cla

ngudi hodc khang thé don dong dugc 1am cho gidng ngudi.

2. Khang thé don dong khang DENV theo khia canh 1, trong d6 khéng thé don dong 14
khéng thd don dong clia ngudi dugc san xuét bdi t bao lai duge diéu ché bing cach
dung hop té bao don nhan trong méu ngoai vi (PBMC) cta bénh nhén & pha cép tinh
bi nhidm DENV véi té bao déi tac dung hop c6 kha ning dung hop té bao hiéu qua.

3, Khéng thé don dong khang DENV theo khia canh 2, trong d6 té bao ddi tac dung
hop 12 t& bao SPYMEG.

4. Khang thé don dong khang DENV hogc doan gin khéng nguyén cia né theo khia
canh 1 bao gém IgG, Fab, Fab', F(ab”)2, scFv, hodc dsFv.

5. Khang thé don dong khéng virut dengue (DENV) hoic doan gén khang nguyén cia
n6, bao gdm viing bién ddi chudi nang va ving bién déi chudi nhe chira mot chudi bat
ky trong s6 cac chudi tir (a) dén (gg):

(2) trinh ty axit amin thir nhét ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 1 ciia CDR1, SEQ ID No. 2 ciia CDR2, va
SEQ ID No. 3 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th{r hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. :100 ctia CDR1, SEQ ID No. 101 cia CDR2, va SEQ ID No. 102 cia CDR3;

(b) trinh ty axit amin thir nhét cia ving xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién @i chudi ning bao gdm SEQ ID No. 4 ctia CDR1, SEQ ID No. 5 cua CDR2, va
SEQ ID No. 6 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th hai cda CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
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No. 103 ciia CDR1, SEQ ID No. 04 ciia CDR2, va SEQ ID No. 105 cia CDR3;

(c) trinh ty axit amin thir nhit cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 7 ciia CDR1, SEQ ID No. 8 cia CDR2, va
SEQ ID No. 9 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 106 cia CDR1, SEQ ID No. 107 ciia CDR2, va SEQ ID No. 108 cua CDR3;

(d) trinh ty axit amin thi nhét cia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d@di chudi ning bao gdm SEQ ID No. 10 ciia CDR1, SEQ ID No. 11 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 12 ctia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 109 cua CDR1, SEQ ID No. 110 cia CDR2, va SEQ ID No. 111 cia CDR3;

(e) trinh ty axit amin thtr nhit cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 13 ctia CDR1, SEQ ID No. 14 cia CDR2,
va SEQ ID No. 15 cia CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gf‘)m SEQ ID
No. 112 cua CDR1, SEQ ID No. 113 cuia CDR2, va SEQ ID No. 114 cua CDR3;

(f) trinh ty axit amin thir nhit cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thugc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 16 ciia CDR1, SEQ ID No. 17 cta CDR2,
va SEQ ID No. 18 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thi hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 115 cua CDR1, SEQ ID No. 116 cua CDR2, va SEQ ID No. 117 cia CDR3,;

(g) trinh ty axit amin thu nhit cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao g(“)m SEQ ID No. 19 ciia CDR1, SEQ ID No. 20 cia CDR2,
va SEQ ID No. 21 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién @i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 118 cua CDRI1, SEQ ID No. 119 cia CDR2, va SEQ ID No. 120 cua CDR3;

(h) trinh ty axit amin thir nhit ciia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d@bi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 22 ciia CDR1, SEQ ID No. 23 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 24 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc vung bién @i chubi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 121 cia CDR1, SEQ ID No. 122 cua CDR2, va SEQ ID No. 123 ctia CDR3;
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(i) trinh tw axit amin th nhit cua ving xdc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 25 ctia CDR1, SEQ ID No. 26 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 27 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 124 cua CDR1, SEQ ID No. 125 cua CDR2, va SEQ ID No. 126 cua CDR3;

(j) trinh tu axit amin thit nhit clia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién @bi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 28 ciia CDR1, SEQ ID No. 29 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 30 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th{r hai cia CDR thudc vung bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 127 ciia CDR1, SEQ ID No. 128 cua CDR2, va SEQ ID No. 129 cia CDR3;

(k) trinh tu axit amin thi nhit cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 31 cia CDR1, SEQ ID No. 32 cua CDR2,
va SEQ ID No. 33 cia CDR3; va

trinh tu axit amin thr hai cia CDR thudc ving bién @i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 130 cia CDR1, SEQ ID No. 131 cia CDR2, va SEQ ID No. 132 cua CDR3;

() trinh ty axit amin thir nhit cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thugc ving
bién ddi chudi ning bao gbm SEQ ID No. 34 ctia CDR1, SEQ ID No. 35 ciua CDR2,
va SEQ ID No. 36 cia CDR3; va

trinh tu axit amin th hai cda CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 133 cia CDR1, SEQ ID No. 134 ciia CDR2, va SEQ ID No. 135 cua CDR3;

(m) trinh tu axit amin thir nhét cta viing x4c dinh tinh bb khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 37 ciia CDR1, SEQ ID No. 38 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 39 cia CDR3; va

trinh tu axit amin th hai cia CDR thudc vung bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 136 cia CDR1, SEQ ID No. 137 ciia CDR2, va SEQ ID No. 138 cua CDR3,;

(n) trinh tw axit amin thir nhit ctia viing x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 40 ctia CDR1, SEQ ID No. 41 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 42 cua CDR3; va

trinh tw axit amin thé hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 139 cua CDR1, SEQ ID No. 140 ciia CDR2, va SEQ ID No. 141 cua CDR3;

(o) trinh tw axit amin thir nhit ciia viing x4c dinh tinh bb khuyét (CDR) thudc ving
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bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 43 ciia CDR1, SEQ ID No. 44 clia CDR2,
va SEQ ID No. 45 cia CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 142 cua CDR1, SEQ ID No. 143 cua CDR2, va SEQ ID No. 144 cta CDR3;

(p) trinh ty axit amin thir nhit ciia viing x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién @i chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 46 cia CDR1, SEQ ID No. 47 cia CDR2,
va SEQ ID No. 48 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th(r hai cia CDR thudc vung bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 145 cia CDR1, SEQ ID No. 146 cia CDR2, va SEQ ID No. 147 cua CDR3;

(q) trinh ty axit amin thir nhit ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 49 ctia CDR1, SEQ ID No. 50 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 51 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 148 ciia CDR1, SEQ ID No. 149 ciia CDR2, va SEQ ID No. 150 cua CDR3;

(r) trinh ty axit amin thu nhit cla ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién déi chudi nang bao gdbm SEQ ID No. 52 ciia CDR1, SEQ ID No. 53 cia CDR2,
va SEQ ID No. 54 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th( hai cia CDR thufc vung bién dbi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 151 ctia CDR1, SEQ ID No. 152 ciia CDR2, va SEQ ID No. 153 ctia CDR3;

(s) trinh tw axit amin thir nhit ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thuc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 55 cia CDR1, SEQ ID No. 56 cia CDR2,
va SEQ ID No. 57 cua CDR3; va

trinh ty axit amin th hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 154 cua CDR1, SEQ ID No. 155 ciia CDR2, va SEQ ID No. 156 cia CDR3;

(t) trinh tw axit amin thi nhit ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 58 ctia CDR1, SEQ ID No. 59 cia CDR2,
va SEQ ID No. 60 ciia CDR3; va

trinh tu axit amin tht hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 157 cua CDR1, SEQ ID No. 158 cuia CDR2, va SEQ ID No. 159 cua CDR3;

(u) trinh ty axit amin thu nhét cta ving xédc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 61 cia CDR1, SEQ ID No. 62 ctia CDR2,
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va SEQ ID No. 63 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 160 cia CDR1, SEQ ID No. 161 cia CDR2, va SEQ ID No. 162 cia CDR3;

(v) trinh tu axit amin thi nhit ctia viing x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 64 ctia CDR1, SEQ ID No. 65 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 66 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 163 cua CDR1, SEQ ID No. 164 ciia CDR2, va SEQ ID No. 165 cua CDR3;

(x) trinh ty axit amin thir nhit cia viing x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 70 ctia CDR1, SEQ ID No. 71 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 72 ciia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cda CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 169 ciia CDR1, SEQ ID No. 170 cia CDR2, va SEQ ID No. 171 cua CDR3;

(y) trinh ty axit amin thu nhét clia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién ddi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 73 ciia CDR1, SEQ ID No. 74 cua CDR2,
va SEQ ID No. 75 cia CDR3; va

trinh ty axit amin tht hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gom SEQ ID
No. 172 cta CDR1, SEQ ID No. 173 cia CDR2, va SEQ ID No. 174 ciia CDR3;

(z) trinh ty axit amin thu nhét ciia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi niang bao gbm SEQ ID No. 76 ctia CDR1, SEQ ID No. 77 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 78 ciia CDR3; va

trinh ty axit amin th hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 175 cua CDR1, SEQ ID No. 176 cua CDR2, va SEQ ID No. 177 cia CDR3;

(aa) trinh ty axit amin thir nhét ciia viing x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d@di chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 79 ctia CDR1, SEQ ID No. 80 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 81 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cia CDR thugc vung bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 178 ciia CDR1, SEQ ID No. 179 ciia CDR2, va SEQ ID No. 180 cia CDR3;

(bb) trinh ty axit amin thtr nhét ciia viing xac dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 82 ciia CDR1, SEQ ID No. 83 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 84 cua CDR3; va
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trinh tu axit amin thr hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 181 ctia CDR1, SEQ ID No. 182 ctia CDR2, va SEQ ID No. 183 cia CDR3;

(cc) trinh ty axit amin thi nhit ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 85 ctia CDR1, SEQ ID No. 86 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 87 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc viung bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 184 cua CDR1, SEQ ID No. 185 cia CDR2, va SEQ ID No. 186 cua CDR3;

(dd) trinh tu axit amin thi nhit cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 88 cia CDR1, SEQ ID No. 89 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 90 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thi hai cia CDR thudc ving bién d6i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 187 cua CDR1, SEQ ID No. 188 ciia CDR2, va SEQ ID No. 189 cua CDR3;

(ee) trinh ty axit amin thir nhit ciia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gbm SEQ ID No. 91 ciia CDR1, SEQ ID No. 92 cia CDR2,
va SEQ ID No. 93 ciia CDR3; va

trinh ty axit amin thit hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 190 cua CDR1, SEQ ID No. 191 ciia CDR2, va SEQ ID No. 192 ctua CDR3;

(ff) trinh ty axit amin thir nhit cia ving x4c dinh tinh bb khuyét (CDR) thudc ving
bién d@bi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 94 cia CDR1, SEQ ID No. 95 cia CDR2,
va SEQ ID No. 96 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thi hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 193 cua CDR1, SEQ ID No. 194 cia CDR2, va SEQ ID No. 195 cia CDR3;

(gg) trinh ty axit amin thir nhét ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 97 ctia CDR1, SEQ ID No. 98 ciua CDR2,
va SEQ ID No. 99 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thi hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 196 ciia CDR1, SEQ ID No. 197 cia CDR2, va SEQ ID No. 198 cia CDR3;

trong d6 khang thé don dong bao gdm khéang thé don dong clia ngudi hodc khéng thé
don dong duoc 1am cho giéng ngudi.

6. Khang thé don dong khang DENV theo khia canh 5, trong d6 khang thé don dong 1a
khang thé don dong ctia ngudi bao gdm IgG, Fab, Fab', F(ab’)2, scFv, hoic dsFv.
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7. Phuong phap san xuét khang thé don dong ciia ngudi khang virut dengue (DENV)
bao gbm céc budc:

(i) san xuét té bao lai bang cach dung hop t& bao don nhéan trong méu ngoai vi (PBMC)
cia bénh nhan & pha c4p tinh bj nhidm DENV véi té bao dbi tic dung hop c6 kha ning
dung hop té bao hiéu qua;

(ii) thu dugc khang thé don dong clia ngudi khang DENV tir té bao lai.

8. Phuong phap san xuét khang thé don dong cia ngudi khang DENV theo khia canh 7,
trong d6 té bao ddi tac dung hop 1a té bao SPYMEG.

9. Phuong phap san xuét té bao lai bao gbm buéc dung hop té bao don nhan trong méu
ngoai vi (PBMC) ctia bénh nhin & pha cAp tinh nhiém virut dengue (DENV) véi té bao
dbi tac dung hop c6 kha ning dung hop té bao hiéu qua.

10. Phuong phép san xuét té bao lai theo khia canh 9, trong d6 té bao dbi téc dung hop
12 té bio SPYMEG.

11. Phuong phép san xuét té bao lai theo khia canh 9, trong d6 khang thé don dong cua
ngudi khang DENV thu dugc tir t€ bao lai bao gdm hoat tinh trung hoa dbi véi céc
kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4,

Cén phai hiéu ring ca phin ban chit k§ thuat cla sang ché & trén va phan md
ta chi tiét sau day chi nhim muyc dich 1am vi du va giai thich nhdm dem lai sy giai
thich r6 hon ctia séng che.

Hiéu qua c6 lgi ctia sang che

Céc tac gia sang ché d4 nhan thiy hidu qua ddy da ciia HuMAD béng cach st
dung D23-1G7C2 1am dai dién dua trén kha ndng gay chét khi tiém DENV st dung
chudt con dang bt me. Cén thiét phai c6 nhitng nghién ciru su hon dé mo ta dac diém
hiéu qua duong tinh va am tinh cia HuMAb trong céc hé théng danh gia in vivo khéc,
nhu & khi dubi dai, khi dudi séc, va chudt (theo Bernardo va cac cong su,Clin Vaccine
Immunol 16:1829-1831 (2009); Zompi va cac cdng su, Viruses 4:62-82 (2012);
Sukupolvi-Petty va cac cong sy, J Virol 84: 9227-9239 (2010); Omatsu va cac cong su,
J Gen Virol 92: 2272-2280 (2011); Omatsu va cic cng su, J Med Primatol, in press
(2012)) dé ap dung nhing két qua nghién ciru ndy vao viéc phat trién khang thé didu

tri c6 thé dat dugc.

Mo ta van tit cac hinh vé
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FIG.1 minh hoa t6m tit v& cdc HuMAD va tinh phan tng chéo d6i véi cac
DENV-1 d&n DENV-4 trong céc thir nghiém IF va VN. Téng cong 121 HuMADb trong
pha c4p tinh va 15 HuMAb trong pha dudng bénh da dugc kiém tra v& tinh phan tng
chéo va tinh trung hoa chéo dbi véi cac kiéu huyét thanh ctia DENV mét cch tuong
rng trong cac thir nghiém IF va VN. Téac gia sdng ché da sir dung céc dich nudi cy
dong té bao lai san xudt HuMAb. Cac HuMAD 14n lugt dugc phan loai thanh cic nhém
1 dén 10 va céc nhém A dén X theo tinh phan tng chéo ctia ching d6i véi bdn kiéu
huyét thanh ctia DENV trong thtr nghiém IF va thir nghiém VN. Cac nhém riéng biét
dugc thé hién bang cac mau sic khac nhau. TAc gia séng ché da sir dung céc té bao
vero do timg kiéu DENV-1 dén DENV-4 gy nhiém riéng biét 1am cac té bao dich
trong cac thir nghiém nay. S liéu thu duge tir thir nghiém VN duoc thé hién qua muc

dd trung hoa (mirc trung hoa "-", <50%; "+", 50% dén <90%; va "++", 90%).

FIG.2 minh hoa sy biéu thij ty 1& phén tram cia cac HuUMAD thu dugc tir nhitng
bénh nhan riéng biét theo ty 1& chéo ciia ching véi DENV-1 d¢én DENV-4 béng céc thir
nghiém IF va VN. Tdng cong 121 HuMAb trong pha cép tinh (75 tir D23, 25 tir D30,
nim tr D32, va 16 tir D33) va 15 HuMAb trong pha dudng bénh (bbn tir D22, nim tir
D25, hai tir D26, hai tir D27, va hai tir D28) da dugc kiém tra vé tinh phan Gng chéo
cita chiing va tinh trung hoa chéo d6i v6i bén kiéu huyét thanh cia DENV. Céc téc gia
sang ché da sir dung céc dich nudi chy dong té bao lai riéng biét san xuét HIMAD cho
cac thir nghiém nay. Cac HuMAb dugc phan loai thanh cdc nhom 1 dén 10 va cac
nhém A dn X theo tinh phan tmg chéo cla ching véi bbn kiéu huyét thanh cta
DENV nhu dugc danh gia bang thir nghiém IF va thit nghiém VN, theo tuong tmg.
Céac nhom riéng biét dugc thé hién bing cic mau sic khac nhau. Cic tac gia sang ché
da sir dung céc té bao vero do timg kiéu DENV-1 dén DENV-4 gy nhiém riéng biét
1am c4c té bao dich trong céc thit nghiém nay. S6 liéu thu duoc tir cac thir nghiém VN
dugc thé hién qua muc do trung hoa (mic trung hoa "+", 50% dén <90%; va "++",
90%).

FIG.3 thé hién cac miu nhudm mau ctia cac HUMAb bang thir nghiém IF. Cac
HuMAD trong céc dich nudi ciy dong té bao lai san xult cac khang thé ddc hidu véi
kiéu huyét thanh cia DENV (D28-2B11D10 trong nhém 1 va D23-4A7D6 trong nhém
2), cac khang thé phan tmg chéo véi hai kidu huyét thanh (D28-2B11F9 trong nhém 3
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va D23-1B11A5 trong nhém 4), va cic khang thé phan tng chéo véi ba kiéu huyét
thanh (D25-4D3D2 trong nhém 7 va D23-3E6D7 trong nhom 8), va céc khéng thé
phan g chéo véi tat ca bbn kiéu huyét thanh (D22-1B7G2 trong nhém 10) duge six
dung cho thir nghiém IF. Cac té bao vero dugc PBS gy nhiém gia hoic dugc timg
DENV-1 dén DENV-4 gy nhi®m riéng biét duoc sir dung 1am cac té bao dich. MAb
cta chudt khang protein E ciia flavivirut 4G2 dugc sir dung 1am mau d6i chirng duong
tinh.

FIG4 thé hién méi twrong quan gitra cac két qua cia thir nghiém IF va VN.
Téng cong 121 HUMADb trong pha cép tinh va 15 HUMAD trong pha dudng bénh dugc
th8 hién mot cach riéng biét & 1am ndi bat su twong quan gitta thit nghiém IF va thi
nghiém VN ("-", <50%; "+", 50% dén <90%; va "++", 90% mirc trung hoa) theo tinh
phan ng chéo cia chung véi cac kiéu huyét thanh cia DENV khéc nhau (cic nhém 1
dén 10 theo thir nghiém IF va cic nhém A dén X theo thir nghiém VN). Céc tac gia
sang ché da sir dung cac dich nuéi cay dong té bao lai san xuit HUMAb. Cac nhém
riéng biét duge thé hién bing cac mau sic khac nhau, nhu trong FIG.1. Céc té bao vero
do tirng kiéu DENV-1 ¢én DENV-4 giy nhiém riéng biét dugc st dung 1am cac té bao

dich trong cac thir nghiém nay.

FIG.5 thé hién céc gi6i han gin két ciia 18 HuUMAD véi bdn kiéu huyét thanh
ctiia DENV nhd thir nghiém IF gian tiép. Gay nhiém céc té bao vero trong dia vi thé 96
giéng boi DENV. Sau khi  trong 2 ngay, c¢b dinh céac té bao nay bing focmandehyt,
sau d6 cho phan ng véi ddy pha lodng 10 14n cta cac HUMAD riéng biét di qua tinh
ché (10,0 microgam/ml). Theo hiéu gia vé tinh phan tng d6i véi cac kiéu huyét thanh
riéng biét cia DENV bang thir nghiém IF gin tiép, ndng d6 khang thé cubi ciing cho
thiy phan tmg duong tinh dugc thé hién trong hinh.

FIG.6 thé hién hoat tinh VN ctia 18 HuMAb véi bén kiéu huyét thanh cua
DENV. Gay nhiém céc té bao vero trong dia vi thé 96 giéng bai ting kiéu huyét thanh
riéng biét cia DENV ma da dugc 1 v6i cac ddy pha loang 2 14n ctia cac HUMAD tinh
ché (25,0 microgam/ml) & 37°C trong 30 phut, va u cac té€ bao nay ¢ 37°C qua dém.
Cuéi cing, c¢b dinh céc té bao nay va phét hién ra cac té bao bi nhiém bang thir nghiém
IF nho 4G2.
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FIG.7 thé hién c4c hoat tinh VN vi ADE ctia 18 HuMAb véi DENV-2. D6i
v6i thir nghiém VN, gy nhidm cac té bao vero béi DENV2 (ching 16681) ma da
duge 0 v6i céc ddy pha lodng 2 14n ciia cac HuUMAD tinh ché (25,0 microgam/ml) &
37°C trong 30 phut, va i cac té bao nay & 37°C qua dém. Cubi cling, ¢b dinh cac té bao
ndy va phat hién ra céc té bao bj nhiém bing thir nghiém IF nhd 4G2. Déi véi thir
nghiém ADE, gy nhiém cac té bao THP-1 bdi DENV-2 (ching 16681) ma da dugc u
v6i day pha loang 10 13n ciia cac HUMAD tinh ché (10,0 microgam/ml) & 37°C trong
30 phut, sau d6 U cic té bao nay trong 3 ngay. Chiét ARN tbng sb tir cac té bao bi
nhiém va dua luong ARN thu dugc vao quy trinh PCR thoi gian thyc mdt budce
(One-step real-time PCR) dé dinh lugng sb ban sao gen ciia virut. Puong mau xanh 14
cy thing dimg biéu thi 1 microgam/ml ciia HUMAD trong ca hai s6 lidu co ban vé cac
két qua VN va ADE. Pudng mau d6 nim ngang trong céc sd liéu vé cac két qua ADE

bidu thi mirc co s& (x1) trong trong mau ddi chimng (PBS).
FIG.7-1 thé hién 4G2, SE4, D23-1A10H7 va D23-1B3B9.
FIG.7-2 thé hién D23-1C2D2, D23-1G7C2, D23-1H5A11 va D23-3A10G2.
FIG.7-3 thé hién D23-4A6F9, D23-4F5E1, D23-4H12C8 va D23-5E6B1.
FIG.7-4 thé hién D23-5G2D2, D23-5G8E3, D23-1C1G4 va D30-1E7BS.
FIG.7-5 thé hién D30-3A1E2, D30-33B6C7, D32-2D1G5 va D32-2H8G.

FIG.8 thé hién cac hoat tinh ADE cta hai HUMAD dai dién v6i bbn kidu huyét
thanh ciia DENV. Déi vé6i céc thir nghiém ADE, bén kiéu huyét thanh ctia DENV
(Chiing Mochizuki cia DENV-1; ching 16681 ciia DENV-2; ching H87 cia DENV-3;
va chung H241 cua DENV-4) dugc st dung nhu trong FIG.7. Thyc hién gly nhiém véi
gia tri MOI 12 0,05.

FIG.9 thé hién hoat tinh gén két IF ctia cic HUMAD dai dién véi céc phan 1ap
lam sang cua DENV. Cic HuMAb dai dién, D23-1A10H7, D23-1B3B9, va
D23-1G7C2 da duge kiém tra vé& giéi han phét hién bang thir nghiém IF véi cac phéan
lap 14m sang DV1-1 dén DV1-5, DV2-1 dén DV2-5, DV3-1 dén DV3-5, va DV4-1
dén DV4-5.

FIG.10 thé hién hoat tinh VN ctia caic HuMAD dai dién vé&i cac phan 14p 14m
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sang ciia DENV. Cac HuMAD dai dién, D23-1A10H7, D23-1B3B9, va D23-1G7C2 da
dugc kiém tra dbi v6i thir nghiém VN50 vé6i cac phéan 1ap 14m sang DV1-1 dén DV1-5,
DV2-1 ¢én DV2-5, DV3-1 dén DV3-5, va DV4-1 dén DV4-5.

FIG.11 thé hién céc két qua v& hiéu qua didu tri in vivo clia cac HUMADb &

chudt con dang bu me.

FIG.12 thé hién cac vi du vé cac hinh anh trong Thir nghiém mién dich huynh
quang gdm c6 miu d6i chung duong tinh, mau d6i chtng 4m tinh, cac dong té bao lai
DMSc-17, DMSc-14 va DMSc-36.

FIG.13 thé hién viéc minh hoa 22 dong cho thdy muc giam VN ddi véi
DENV1, DENV2, DENV3, DENV4 cao hon 80%. Tét ca céc dong da cho théy VN
v6i DENV1 va DENV2 cao hon 90%. Mudi dong da cho thy VN véi DENV3 va 16
dong da cho thdy VN v6i DENV4 cao hon 90%.

A <2 . I‘ r K
M0 ta chi tieét sang che
Céac hinh v& kém theo, dugc dua vao va la mét phan cua ban md ta, s€ minh

hoa céc phuong an cu thé cua sang ché, va dugc thyc hién két hop vé6i phin mb ta chi

tiét cac phuong 4n cu thé, ding dé giai thich cdc nguyén téc theo sang ché.

Sang ché dé xuét cac khang thé khang lai dengue va cac phuong phép stt dung

khang thé @& diéu tri nhiém dengue.

1. Khang thé don dong khang virut dengue (DENV) hodc doan gin khang nguyén ciia
khang thé nay, khing thé don dong hodc doan gin khang nguyén cla khang thé don
dong nay c6 hoat tinh trung hoa dbi voi cac kiéu huyét thanh DENV-1, DENV-2,
DENV-3 va DENV-4, trong d6 khang thé don dong bao gdém khang thé don dong cia
ngudi hodc khéng thé don dong dugc 1am cho gibng nguoi.

2. Khang thé don dong ciia ngudi khang DENV theo muc 1, trong d6 khang thé don
dong ciia ngudi dugc san xuét béi té bao lai dugc didu ché bang cach dung hop té bao
don nhéan trong mau ngoai vi (peripheral blood mononuclear cells - PBMC) cua bénh
nhan & pha cAp tinh bj nhiém DENV véi té bao ddi tdc dung hop c6 kha ning dung
hop té bao hidu qua.

3. Khang thé don dong ctia ngudi khang DENV theo muyc 2, trong d6 té bao dbi tac
dung hop 1a té bao SPYMEG.
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4. Khang thé don dong khang DENV hogc doan gén khang nguyén ciia né theo muyc 1
bao gém IgG, Fab, Fab', F(ab’)2, scFv, hodc dsFv.

5. Khang thé don dong khéng virut dengue (DENV) hogc doan gin khang nguyén cla
khang thé nay, bao gdm ving bién ddi chudi ning va ving bién d6i chudi nhe mot
chudi bt ky trong sb (a) dén (gg):

(2) trinh ty axit amin tht nhét ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 1 ctia CDR1, SEQ ID No. 2 ctia CDR2, va
SEQ ID No. 3 cua CDR3; va

trinh tw axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 100 cia CDR1, SEQ ID No. 101 cia CDR2, va SEQ ID No. 102 cia CDR3;

(b) trinh tu axit amin thir nhit cia ving xic dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 4 ctia CDR1, SEQ ID No. 5 cia CDR2, va
SEQ ID No. 6 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc vung bién d6i chubi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 103 ciia CDR1, SEQ ID No. 104 cia CDR2, va SEQ ID No. 105 cia CDR3;

(c) trinh tw axit amin thir nhit ctia ving x4c dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 7 ctia CDR1, SEQ ID No. 8 cua CDR2, va
SEQ ID No. 9 cia CDR3; va

trinh tu axit amin th@ hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 106 cia CDR1, SEQ ID No. 107 cua CDR2, va SEQ ID No. 108 cua CDR3;

(d) trinh ty axit amin thir nhit ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thuc ving
bién ddi chudi ning bao gbm SEQ ID No. 10 ctia CDR1, SEQ ID No. 11 cua CDR2,
va SEQ ID No. 12 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 109 ctia CDR1, SEQ ID No. 110 cia CDR2, va SEQ ID No. 111 ctia CDR3;

(e) trinh tu axit amin thir nht ctia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién @i chudi ning bao gbm SEQ ID No. 13 cia CDR1, SEQ ID No. 14 cia CDR2,
va SEQ ID No. 15 ciia CDR3; va

trinh ty axit amin thi hai cia CDR thudc vung bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 112 cia CDR1, SEQ ID No. 113 ciia CDR2, va SEQ ID No. 114 cia CDR3;

(f) trinh ty axit amin thir nhit cia ving x4c dinh tinh b khuyét (CDR) thugc ving
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bién dbi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 16 ciia CDR1, SEQ ID No. 17 cia CDR2,
va SEQ ID No. 18 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thé hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 115 cia CDRI1, SEQ ID No. 116 ciia CDR2, va SEQ ID No. 117 cia CDR3;

(g) trinh ty axit amin thir nhit ciia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 19 ctia CDR1, SEQ ID No. 20 cia CDR2,
va SEQ ID No. 21 ctia CDR3; va

trinh tu axit amin th hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 118 ctia CDR1, SEQ ID No. 119 cia CDR2, va SEQ ID No. 120 cua CDR3;

(h) trinh ty axit amin thir nhét cia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d@di chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 22 ciia CDR1, SEQ ID No. 23 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 24 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cda CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gﬁ‘)m SEQ ID
No. 121 cta CDR1, SEQ ID No. 122 cua CDR2, va SEQ ID No. 123 cta CDR3;

(i) trinh tu axit amin thi nhét cia ving xac dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 25 cia CDR1, SEQ ID No. 26 cia CDR2,
va SEQ ID No. 27 cua CDR3; va

trinh ty axit amin th hai cia CDR thudc ving bién @i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 124 cia CDR1, SEQ ID No. 125 cia CDR2, va SEQ ID No. 126 cia CDR3;

(j) trinh ty axit amin thir nht ciia ving xdc dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 28 cia CDR1, SEQ ID No. 29 cia CDR2,
va SEQ ID No. 30 cia CDR3; va

trinh ty axit amin th hai cia CDR thudc ving bién @i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 127 cia CDR1, SEQ ID No. 128 ciia CDR2, va SEQ ID No. 129 cia CDR3;

(k) trinh tw axit amin thtr nhit cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thugc ving
bién ddi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 31 ctia CDR1, SEQ ID No. 32 cua CDR2,
va SEQ ID No. 33 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 130 cia CDR1, SEQ ID No. 131 ciia CDR2, va SEQ ID No. 132 ctia CDR3;

(1) trinh ty axit amin thu nhit cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 34 ciia CDR1, SEQ ID No. 35 cua CDR2,
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va SEQ ID No. 36 cua CDR3; va

trinh tu axit amin tht hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 133 ctia CDR1, SEQ ID No. 134 cia CDR2, va SEQ ID No. 135 cua CDR3;

(m) trinh ty axit amin thir nhét cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién @i chudi ning bao gdm SEQ ID No. 37 cia CDR1, SEQ ID No. 38 cia CDR2,
va SEQ ID No. 39 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gE‘)m SEQ ID
No. 136 cia CDR1, SEQ ID No. 137 cia CDR2, va SEQ ID No. 138 cua CDR3;

(n) trinh ty axit amin thir nhit clia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 40 ctia CDR1, SEQ ID No. 41 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 42 cia CDR3; va

trinh ty axit amin th(r hai cia CDR thudc ving bién ddi chubi nhe bao gém SEQ ID
No. 139 ctia CDR1, SEQ ID No. 140 cia CDR2, va SEQ ID No. 141 cua CDR3;

(o) trinh ty axit amin thir nhét ciia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d@di chudi ning bao gdm SEQ ID No. 43 cia CDR1, SEQ ID No. 44 cua CDR2,
va SEQ ID No. 45 cia CDR3; va

trinh ty axit amin th hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 142 ciia CDR1, SEQ ID No. 143 cia CDR2, va SEQ ID No. 144 cia CDR3;

(p) trinh ty axit amin thir nhét cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gbm SEQ ID No. 46 ctia CDR1, SEQ ID No. 47 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 48 ciia CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cda CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 145 ctia CDR1, SEQ ID No. 146 ciia CDR2, va SEQ ID No. 147 cia CDR3;

() trinh ty axit amin th nhét ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 49 ciia CDR1, SEQ ID No. 50 cia CDR2,
va SEQ ID No. 51 ctia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdbm SEQ ID
No. 148 cia CDR1, SEQ ID No. 149 ciia CDR2, va SEQ ID No. 150 cua CDR3;

(r) trinh ty axit amin thu nhét ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d@bi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 52 ciia CDR1, SEQ ID No. 53 cia CDR2,
va SEQ ID No. 54 cia CDR3; va
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trinh tw axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 151 cia CDR1, SEQ ID No. 152 cua CDR2, va SEQ ID No. 153 cia CDR3;

(s) trinh ty axit amin tht nhit ciia ving x4c dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 55 ciia CDR1, SEQ ID No. 56 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 57 cia CDR3; va

trinh tw axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 154 cua CDR1, SEQ ID No. 155 cia CDR2, va SEQ ID No. 156 cta CDR3;

(t) trinh tu axit amin thir nhit cia ving xdc dinh tinh bb khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 58 ciia CDR1, SEQ ID No. 59 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 60 cia CDR3; va

trinh tu axit amin tht hai cia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 157 cia CDR1, SEQ ID No. 158 ciia CDR2, va SEQ ID No. 159 cia CDR3;

(u) trinh ty axit amin tht nhit cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gbm SEQ ID No. 61 cia CDR1, SEQ ID No. 62 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 63 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thr hai cia CDR thudc vung bién ddi chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 160 cia CDR1, SEQ ID No. 161 cia CDR2, va SEQ ID No. 162 ctia CDR3;

(v) trinh tw axit amin thr nhit cia viing x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién @i chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 64 cia CDR1, SEQ ID No. 65 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 66 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th{r hai cia CDR thudc vung bién d6i chudi nhe bao g6m SEQ ID
No. 163 ciia CDR1, SEQ ID No. 164 cia CDR2, va SEQ ID No. 165 cua CDR3;

(x) trinh ty axit amin thi nhit ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 70 ciia CDR1, SEQ ID No. 71 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 72 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thr hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gbm SEQ ID
No. 169 cua CDR1, SEQ ID No. 170 ctia CDR2, va SEQ ID No. 171 cua CDR3;

(v) trinh tu axit amin thir nhdt cta viing x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i chudi ning bao gdm SEQ ID No. 73 ctia CDR1, SEQ ID No. 74 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 75 ctia CDR3; va

trinh ty axit amin th{r hai cia CDR thudc vung bién d6i chudi nhe bao gém SEQ ID
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No. 172 cia CDR1, SEQ ID No. 173 cua CDR2, va SEQ ID No. 174 cia CDR3;

(2) trinh tu axit amin thtr nhét ciia ving x4c dinh tinh bb khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 76 cia CDR1, SEQ ID No. 77 cia CDR2,
va SEQ ID No. 78 cia CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién ddi chudi nhe bao gébm SEQ ID
No. 175 cia CDR1, SEQ ID No. 176 cia CDR2, va SEQ ID No. 177 cua CDR3;

(aa) trinh tu axit amin thi nhat cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gbm SEQ ID No. 79 ctia CDR1, SEQ ID No. 80 cia CDR2,
va SEQ ID No. 81 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc vung bién ddi chudi nhe bao gf‘)m SEQ ID
No. 178 ctia CDR1, SEQ ID No. 179 cia CDR2, va SEQ ID No. 180 cua CDR3;

(bb) trinh ty axit amin th nhét ciia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 82 cia CDR1, SEQ ID No. 83 cua CDR2,
va SEQ ID No. 84 cua CDR3; va

trinh tu axit amin th hai cia CDR thudc vung bién d6i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 181 ciia CDR1, SEQ ID No. 182 ciia CDR2, va SEQ ID No. 183 cua CDR3;

(cc) trinh ty axit amin thir nhit cia viing xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 85 cia CDR1, SEQ ID No. 86 cua CDR2,
va SEQ ID No. 87 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thtr hai cia CDR thudc viing bién d6i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 184 ciia CDR1, SEQ ID No. 185 cia CDR2, va SEQ ID No. 186 ciia CDR3;

(dd) trinh ty axit amin tho nhét cuia ving xéac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién ddi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 88 ciia CDR1, SEQ ID No. 89 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 90 cua CDR3; va

trinh tu axit amin thir hai cia CDR thudc ving bién d6i chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 187 ctia CDR1, SEQ ID No. 188 ctia CDR2, va SEQ ID No. 189 ciia CDR3;

(ee) trinh ty axit amin thir nhit ctia viing x4c dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdm SEQ ID No. 91 cia CDR1, SEQ ID No. 92 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 93 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thr hai cia CDR thudc vung bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 190 cia CDR1, SEQ ID No. 191 cia CDR2, va SEQ ID No. 192 ctia CDR3;
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(ff) trinh ty axit amin tha nhit cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi chudi ning bao gdbm SEQ ID No. 94 ciia CDR1, SEQ ID No. 95 ctia CDR2,
va SEQ ID No. 96 cua CDR3; va

trinh ty axit amin thir hai cia CDR thudc vung bién d6i chudi nhe bao gém SEQ ID
No. 193 cia CDRI1, SEQ ID No. 194 cia CDR2, va SEQ ID No. 195 ctia CDR3;

(gg) trinh tu axit amin thir nhét cta ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi chudi ning bao gbm SEQ ID No. 97 cia CDR1, SEQ ID No. 98 ciia CDR2,
va SEQ ID No. 99 cia CDR3; va

trinh tu axit amin thi hai ciia CDR thudc ving bién dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID
No. 196 cia CDR1, SEQ ID No. 197 cia CDR2, va SEQ ID No. 198 cua CDR3;

trong d6 khang thé don dong bao gém khang thé don dong ctia ngudi hoic khang thé
don dong dugce 1am cho gidng ngudi.

6. Khang thé don dong clia ngudi khang DENV theo muc 5 bao gbm IgG, Fab, Fab),
F(ab’)2, scFv, hodc dsFv.

7. Phuong phép san xuét khang thé don dong cia ngudi khang virut dengue (DENV)
bao gdm cac budc sau:

1) san xuét té bao lai bang cach dung hop té bao don nhan trong méu ngoai vi (PBMC)
ctia bénh nhan & pha cip tinh bi nhiém DENV véi t& bao d6i tac dung hop c6 kha ning
dung hop té bao hiéu qua;

2) thu dugc khéng thé don dong ciia ngudi khang DENV tir t€ bao lai.

8. Phuong phap san xuét khang thé don dong cua ngudi khang DENV theo muc 7,
trong d6 té bao ddi tac dung hop 1a té bao SPYMEG.

9. Phuong phép san xuét té bio lai bao gbm buéc dung hop té bao don nhan trong mau
ngoai vi (PBMC) ctia bénh nhén & pha cAp tinh nhiém virut dengue (DENV) v6i té bao
dbi tac dung hop c6 kha ning dung hgp té bao hiéu qua.

10. Phuong phép san xuét té bao lai theo myc 9, trong d6 té bao dbi tac dung hop 1a té
bao SPYMEG.

11. Phuong phép san xuét té bao lai theo myc 9, trong d6 khang thé don dong cla
nguoi khang DENV thu dugc tir té bao lai bao gbm hoat tinh trung hoa dbi véi cac
kidu huyét thanh DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4.

Sang ché d& xuét cac khang thé khang dengue va cic polypeptit chira cac doan
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gin khang nguyén ctia chung cling nhu cac phwong phap, cach sir dung, cac ché phim,
va céc bo kit sir dung ché phim. Sang ché @& xut phuong phap tao khang thé dic higu
vGi dengue hoidc polypeptit hodc doan khang thé. Phwong phép c6 thé bao gdm budc
cung cdp axit nucleic md héa polypeptit khang nguyén cia dengue hodc polypeptit
chira epitop (vi tri quyét dinh khang nguyén) dic hiéu v& mién dich cia no; biéu hién
polypeptit chira trinh ty axit amin khang nguyén hodc polypeptit chira epitop ddc hiéu
vé mién dich cta nd tir axit nucleic phan 14p; va tao ra khang thé dac hiéu véi
polypeptit thu dugc hodc polypeptit chira doan gén két khang nguyén cta né. Séng ché
d& xuét khang thé hodc polypeptit chira doan gin két khang nguyén clia né duge san
xut theo phuong phap néi trén. Séng ché d& xuit khang thé phan 1ap hoic polypeptit
phén 14p chira doan gin két khang nguyén cla nd gén két dic hidu véi khang nguyén
cia dengue. Co thé tao ra khang thé nhu vay bing cach st dung (c4c) phuong phap
thich hop bét ky dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat twong ung. Cac khang thé ciing
nhu céc bd kit, cac phuong phéap, va/hodc cic khia canh khac cia sang ché st dung cac
khang thé ¢6 thé bao gdm mot hoac nhiéu khang thé trong sé dang khang thé sau day:
khang thé da dong, khéng thé don dong, khang thé kham, khéng thé chudi don, khang

thé don tri, khang thé hoéa trj hai, va/hoic khang thé dugc 1am cho giéng nguoi.

Cac don vi chu trac cua khang thé c6 trong ty nhién thong thudng chua
tetrame. M3i tetrame nhu vy c6 thé gdm hai ciip giéng hét nhau vé chudi polypeptit,
mdi cgp c6 mot chudi “nhe” c6 dd dai da (vi du, khoang 25kDa) va mét chudi “ning”
c6 do dai du (vi du, khoang 50-70kDa). Phin d4u cudi amin ciia mdi chudi thong
thudong bao gdm viing bién dbi chira khoang 100 dén 110 hogc nhiu hon céc axit amin
ma ving nay théng thudng chiu trach nhiém vé viéc nhan dang khang nguyén. Phan
diu cudi cacboxy ctia mdi chudi thong thuong xac dinh dic diém ving bat bién ma
ving nay c6 thé chiu trach nhiém v& chirc ning bd phén tic dong. Céc chudi nhe cua
ngudi thong thudng duge phan loai thanh cac chudi nhe kapa va lamda. C4c chudi
ning thong thudng dugc phan loai thanh muy, denta, gama, anfa, hodc epxilon, va xac
dinh isotyp (xéac dinh 16p) cua khang thé theo tuong ung 1a IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE.
IgG c6 nhidu phan 16p, bao gbm, nhung khong giéi han &, IgGl, IgG2, 1gG3, va IgG4.
IgM c6 nhiéu phan 16p bao gbm, nhung khong giéi han &, IgMl va IgM2. Tuong tu,
IgA dugc chia nhé ra thanh nhidu phan 16p bao gdm, nhung khong gii han &, IgAl va
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IgA2. Trong chudi nhe va chudi ning, cic ving bién dbi va ving bét bién c6 thé duge
ghép bdi viing “J” chira khoang 12 hogc nhiéu hon céc axit amin, v6i chudi ning ciing
bao gdbm ving “D” chira khoang 10 hoic nhidu hon céc axit amin. Xem, vi du,
Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N. Y. (1989))
(toan bd tai liéu nay dugc dwa vao ddy bang cach vién din cho tht ca cac myc dich).
Céc ving bién ddi trong mdi cip chubi nhe/ning thong thudng tao ra vi tri gin két

khéng nguyén.

Céc ving bién dbi thong thuong biéu hién cling mot chu trac chung cta céc
ving khudn (framework region — FR) tuong ddi dugc bao toan dugce ghép nbi bsi ba
viing siéu bién, con dugc goi 13 cac ving x4c dinh tinh bd khuyét hodc cac CDR. Cac
CDR tir hai chudi cia mdi cip thong thuong dugc lién két boi cc viing khudn, ma cac
ving khuén nay c6 thé cho phép gin két véi epitop dic hiéu. Tir dau cudi N dén dau
cudi C, ca ving bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe thong thudng déu
chira cac viung FRI1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Su phén bd cac axit amin
dén mdi ving thong thudng 1a theo nhitng cach xac dinh trong tai li€u cé tua aé
“Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest” (National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1987 va 1991)), hodc Chothia & Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987); cua tac gia Chothia va cac cong su, Nature 342:878-883 (1989).

"Cac doan khang thé" bao gdbm mot phan 13 khang thé nguyén ven, nhu ving
bién dbi hodc gén két khang nguyén ctia khéng thé nguyén ven. Céc vi du vé cac doan
khang thé bao gém cac doan Fab, Fabl, F(ab’)2, va Fv; cac khang thé hoa tri hai; cac
khéang thé tuyén tinh (Zapata va céc cong su, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 (1995));
cac phan tir khang thé chudi don; va da khang thé dic hiéu dugc tao thanh tir cac doan
khang thé. Su thiy phan papain cla céc khang thé tao ra hai doan gin két khang
nguyén giéng hét nhau, dugc goi 1a cac doan “Fab”, mdi doan c6 mot vj tri gén két
khang nguyén duy nhit, va doan “Fc” con lai, cich ky hiéu phan anh kha ning két tinh
dé dang. Viéc xtt 1y pepsin tao ra doan F(ab’)2 c6 hai vi tri gén két khang nguyén va
van c6 kha ning lién két chéo khang nguyén. "Fv" 1a doan khéng thé c6 chira vi tri
nh4n dang va gin két khang nguyén ddy du. Ving nay bao gbm dime ctia mot ving
bién ddi chudi ning va mot ving bién @i chudi nhe véi sy lién két chit chg, khong

cing hoéa tri. Ving bién dbi duy nhét (hodc mot nira ciia Fv chi chira ba CDR dic hi€u
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d6i v6i khang nguyén) c6 thé nhan dang va gén két khang nguyén. Cac doan khang thé
"Fv chudi don" hoic "sFv" bao gbm cac ving VH va VL ctia khang thé, trong d6 céac
ving nay thi 6 mit trong chudi polypeptit don. Polypeptit Fv c6 thé con chtra méi lién
két polypeptit gitta c4c ving VH va VL cho phép sFv tao ra chu trac mong mudn dé
gén Két khang nguyén. Pé xem xét lai vé& sFv, xem tai liéu c6 twa d& Pluckthun in The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg va Moore eds.,

Springer- Verlag, New York, céc trang 269-315 (1994).

C6 thé str dung cac khang thé 1am cac cuc do, cac phuong phap diéu trj va cac
cach st dung khac. Co thé tao cac khang thé bﬁng cach tiém vao chudt, tho, dé, hodc
nhitng loai déng vét khac véi san phim dugc bién dbi hodc cac doan peptit tdng hop
ctia n. Céac khang thé nay thi hitu ich trong cc xét nghiém chin doan hoic ding 1am

thanh phan hoat tinh trong dugc phim.

C6 thé lién hop khéang thé hodc polypeptit dugc ding v6i tac nhan chirc ning
dé tao ra dang lién hop mién dich. T4c nhan chirc ning nay cé thé 1a chit doc té bao
nhu chét héa trj liéu, chét doc (vi du, ddc t§ c6 hoat tinh enzym c0 nguﬁ‘)n géc vi khuén,
nam, thuc vét hosic dong vat, hodc cic doan cia nd), hodc df")ng vi phong xa (nghia 1a,
dang lién hgp phong xa), chét khang sinh, enzym nucleolytic, hoic dang két hop bt
ky cta ching. Co6 thé sir dung c4c tic nhan hoa trj liu trong vi€c tao cac dang li€n hop
mién dich, vi du, metotrexat, adriamixin, cic vinca alkaloit (vincristin, vinblastin,
etoposit), doxorubixin, melphalan, mitomyxin C, clorambuxil, daunorubixin hodc cac
chét xen k& khéc, cac enzym, va/hodic cac doan clia ching, nhu cac enzym nucleolytic,
thudc khang sinh, va ddc t§ toxin nhu ddc t toxin phan tir nho hoic cac chét doc c6
hoat tinh enzym co6 nguc“m g(")c vi khuén, ndm, thyc vt hoic dong vit, bao gém cac
doan va/hodic cac bién thé cua chung, va cc chét chéng khdi u hoidc cic chét chéng
ung thu khac nhau dugc boc 16 dudi day. Cac chét ddc c6 hoat tinh enzym va cac doan
ciia chiing ma c6 thd dugc st dung bao gdm, vi dy, chudi A gy bénh bach hau, cac
doan c6 hoat tinh khong gén két cua doc t6 bach héu, chudi A gy bénh bing ngoai
doc td (do Pseudomonas aeruginosa), chudi A giy bénh do rixin, chudi A gy bénh do
abrin, chudi A giy bénh do modecxin, anfa-sarcin, cac protein cua loai Aleurites fordii
(cay trAu lin), cic protein dianthin, céc protein cua loai Phytolaca americana (cay

thuong luc M§¥) (PAPL, PAPII, va PAP-S), chét rc ché cia mudp déng, curxin, crotin,
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chét tc ché cua Saponaria officinalis (cé tao phi), gelonin, mitogellin, restrictoxin,
phenomyxin, enomyxin, va cac doc tb tricotheeenes. C6 thé sir dung nucleotit phong
xa hodc chit phong xa thich hop bt ky dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat ndy hoic

néu khong thi sin c6 d& san xuét cac khang thé dang lién hop phéng xa.

C6 thé didu ché cac dang lién hop ciia khang thé va chét doc té bao bing céach
sir dung nhiéu loai tic nhan ghép cip véi protein ludng chic nang khic nhau nhu
N-sucxinimidyl-3-(2- pyridyldithiol)propionat (SPDP); iminothiolan (IT); cac dan xuét
ludng chitc ndng cla cac imidoeste (nhu dimetyl adipimidat HCL); cac este hoat dong
(nhu disucxinimidyl suberat); cac andehyt (nhu glutareldehyt); cac hop chét bis-azido
(nhu bis(p-azidobenzoyl) hexandiamin); céc dan xuét clia bis-diazonium (nhu bis-(p-
diazoniumbenzoyl)-etylendiamin); cac diisoxyanat (nhu tolyen 2,6-diisoxyanat); cc
hop chét flo hoat tinh bis (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen); maleimidocaproyl (MC);
valin-citrullin, vi tri dipeptit trong ciu ndi tich dugc boi proteaza (VC); axit
2-amino-5-ureit pentanoic PAB=p-aminobenzylcarbamoyl (phin "t bit hoat" ctia ciu
ndi) (Citrulene); N-metyl-valin citrullin ma tai ddy lién két peptit ciu néi da duoc cai
bién dé ngin chin sy phan tich coa n6 boi catepsin B (Me);
maleimidocaproyl-polyetylen glycol, dugc gin véi cac xystein khang thé;
N-Sucxinimidyl 4-(2-pyridylthio)pentanoat (SPP); va N-sucxinimidyl
4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1 carboxylat (SMCC). Vi du, c6 thé didu ché doc td
mién dich rixin nhu dugc mo ta trong tai liéu cua Vitetta va cac cong su, Science, 238:
1098 (1987). Axit l-isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen triaminpentaacctic duoc
danh déu & Cacbon-14 (MX-DTPA) la chét tao chelat ding dé 1am mau cho su lién
hgp nucleotit phong xa véi khang th&, xem Cong b don qubc té s6 WO 94/11026. C6
thé lién hop khéng thd véi mot “thu thé” (nhu streptavidin) dé st dung trong viéc
nhém dich truéc khdi u trong d6 thé lién hop khéang thé - thu thé nay dugc cip cho dbi
tuong, tiép theo 14 loai bd thé lién hop khong gin két ra khéi sy tudn hoan bing cach
stt dung chét lam trong va sau d6 cip "phéi ti" (vi du, avidin) ma dugc lién hop véi

chét doc t& bao (vi dy, nucleotit phong xa).

Céc khang thé theo sang ché c6 thé dugc ghép cap truc tiép hodc gidn tiép voi
chét chi thi phét hién bdi céc k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thudt ndy. Chat chi thi

phat hién 13 chét c6 thé phat hién duoc, vi du, bing c4c phuong tién quang phd, quang
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hod, hoa sinh, hda mién dich, hoic héa hoc. Céc chét chi thi phat hién hitu ich bao
gbm, nhung khong chi gi¢i han &, thudc nhudm huynh quang, céc hgp chit quang héa,
cac ddng vi phong xa, cac thudc thir day dic electron, céc enzym, cdc hat c6 mau,
biotin, hodc dioxigenin. Chét chi thi phat hién thuong tao ra tin hiéu do duogc, nhu dd
phéng xa, anh sang huynh quang, mau séc, hogc hoat tinh enzym. Céac khang thé dugc
lién hgp véi cac chét phét hién c6 thé dugc str dung cho cac muc dich chén doan hoic
didu tri. Cc vi du vé& cac chat phat hién bao gdm nhiéu loai enzym, cic nhém lip bd
phan gia, cac vat liéu huynh quang, cac vit liéu phat quang, céc vét liéu phat quang
sinh hoc, cac vat liéu phéng xa, cac kim loai phét pozitron bﬁng cach sir dung nhiéu k¥
thuat chup X quang phét pozitron khac nhau, va cdc ion kim loai thuén tr khong c6
tinh phéng xa. Chéat phat hién c6 thé duogc ghép cip hodc duge lién hop hoic 1a truc
tiép hodc gian tiép v6i khang thé, thong qua chit trung gian nhu, vi du, mdi lién két
duge biét dén trong linh vuc k§ thuat nay, bing cach st dung cac phuong phap duogc
biét dén trong linh vyc k¥ thudt nay. Xem, vi du, Patent My s6 4,741,900, md ta su
lién hop cua cac ion kim loai véi céc khang thé dé st dung trong chan doan. Céc vi du
v& cac enzym thich hop bao gdm peroxidaza ctia cdy cai ngya, phosphataza kiém,
beta-galactosidaza, va axetylcholinesteraza; cic vi du vé phirc chit nhém 1ip b phén
gia thich hop bao gdm streptavidin/biotin va avidin/biotin; céc vi du vé céc vt liéu
huynh quang thich hgp bao gdm umbelliferon, floresxein, floresxein isothioxyanat,
rhodamin, diclotriazinylamin floresxein, dansyl clorua va phycoerythrin; vi du vé vat
liéu phat quang bao gbm luminol; cac vi du vé céac vat liéu phéat quang sinh hoc bao

gOm luxiferin, va aequorin.

C6 thé didu ché cac khang thé hiru ich thuc hién sing ché & cac dong vat thi
nghiém hodc bang céc k¥ thuat ADN tai t6 hop sir dung cac phuong phép sau diy. Co
thé tao ra cac khang thé da dong & dong vat bang cach tiém nhiéu 14n dudi da (sc) hodc
trong bung (ip) phéan tir san phim gen hodc doan cua n6 két hop véi chit phu trg nhu
chét phuy trg ctia Freund (hoan toan hodc khong hoan toan). Dé ting cudng tinh sinh
mién dich, c6 thé 13 hiru ich ddi v6i phan tir san phim gen lién hop thir nhét hoic doan
chira trinh ty axit amin dich véi protein ma c6 tinh sinh mién dich & céc loai dugc géy
mién dich, vi du, Xyanin huyét 16 khoa con sao sao, albumin huyét thanh,

thyroglobulin ciia bo, hodc chét e ché trypsin ctia ddu nanh bing cach sir dung chét
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ludng chirc nang hodc chit din xuét, vi du, maleimidobenzoyl sulfosucxinimit este
(lién hop thdong qua cac gdc xystein), N-hydroxysucxinimit (thong qua cac gbc lyzin),
glutaraldehyt, anhydrit sucxinic, SOCI, v.v... Theo céch khac, c6 thé san xuét cac dang

lién hop sinh mién dich theo céch téi t5 hop dudi dang céc protein dung hop.

C6 thé gay mién dich dong vat chéng lai cac dang lién hep sinh mién dich
hodc cac dan xuét (nhu doan chira trinh ty axit amin dich) bing cach két hop khoang
Img hodc khoang 1 microgam cua thé lién hop (14n lugt cho thd hodic chudt) véi
khoang 3 thé tich chét phu trg hoan toan ctia Freund va tiém trong da dung dich nay tai
nhiéu vi tri. Khoang chimg 7 dén 14 ngay sau do, 14y méu nhitng con vit ndy va xét
nghiém huyét thanh vé hiéu gi4 khang thé. Lam khuéch dai cac mau cia céc dong vat
nay bing khing nguyén l3p di lap lai nhidu 14n cho t6i khi dat trang thai n dinh vé
hiéu gia. MAu ctia cac dong vat ndy cd thé dugc khuéch dai bdi cing mot phan tir hogc
doan ctia n6 nhu dugce st dung cho su giy mién dich ban dau, nhung dugc lién hop
v6i protein khac nhau va/hodc thong qua chét lién két chéo khac nhau. Ngoai ra, c6 thé
sir dung cac chit lam két tu nhu phén trong cdc miii tiém dé ting cudong dap tng mién
dich.

Khéng thé duoc ding c6 thé bao gdm khang thé kham. Khéng thé duoc ding
c6 thé bao gdm khang thé dugc 1am cho gidng nguoi. Khang thé dugc ding co thé bao
gbm khang thé dugc lam cho giéng ngudi hoan toan. Céac khang thé c6 thé dugc 1am
cho giéng ngudi hoic duge 1lam cho gidng ngudi mot phin. Céc khang thé khong phai
ctia ngudi c6 thé dugc 1am cho gidng ngudi bang cich sir dung bét ky phuong phép ap
dung nao dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat nay. Khang thé dugc 1am cho giéng
ngudi co thé dugc san xuit bﬁng cach sir dung dong vat bién dbi gen c6 hé mién dich
da dugc nhén tinh héa mot phﬁn hodc hoan toan. Khang thé bét ky hodc doan cua nd
theo sang ché ¢6 thé dugc nhan tinh héa mot phén hodc hoan toan. C6 thé san xuit cac
khang thé thé kham bang céch sir dung phuong phép da biét bat ky trong linh vuc k¥
thuat nay. Xem vi dy Patent My cac sb6 5,169,939; 5,750,078; 6,020,153; 6,420,113;
6,423,511; 6,632,927, va 6,800,738.

Khéng thé dugc ding c6 thé bao gdm khéang thé don dong, tic 13, cac khang
thé khang dengue theo sang ché c6 thé 1a c4c khang thé don dong. C6 thé didu ché cac
khang thé don dong bing céch sir dung cac phuong phédp té bao lai, nhu céc phwong
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phép dugc md ta trong tai liéu cua Kohler va Milstein, Nature, 256:495 (1975). Thong
thuong, theo phuong phép té bao lai, chudt nhét, chudt déng, hodc ddng vat chu thich
hop khéc dugc gay mién dich bing chét gdy mién dich dé c6 dugc céc té bao lympho
ma cac t& bao ndy san xuét hoic c6 kha ning san xuét cac khang thé ma ching s& gén
két dic hiéu voi chit gy mién dich. Theo cach khac, cac té bao lympho nay c6 thé
dugc gay mién dich in vitro. C6 thé sang loc cac khang thé don dong nhur duge md ta,
vi dy, trong tai liéu ctia Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press, New York (1988); Goding, Monoclonal Antibodies, Principles
and Practice (2d ed.) Academic Press, New York (1986). Cac khéng thé don dong c6
thé dugc kiém tra vé tinh phan tng mién dich dc hiéu v6i san pham dugc bién ddi va

khéng c6 tinh phan tmg mién dich v6i san phdm gen nguyén mau twong tng.

C6 thé didu ché cac khang thé don dong bang cach 1am phuc hoi cac té bao
lach tir nhitng con vét dugc gay mién dich va bét ttr hoa céc té bao nay theo phuong
phép thong thudng, vi dy, bing cach dung hop véi céc té bao u tay. Sau do, tién hanh
sang loc cac dong d8 cac dong @6 biéu hién khang thé mong mubn. Khang thé don
dong t6t hon 13 khong phan tmg chéo véi san phim gen khac. Sau khi nhan dang dugc
cac t& bao té bao lai mong mubdn, thi cac dong c6 thé duge tich dong bang céc quy
trinh pha lodng giéi han va dugc phat trién bodi cac phuong phép tiéu chudn. Mai
trudng nudi ciy thich hgp cho myc dich nay bao gbm, vi du, mdi trudng cua Eagle
dugc Dulbecco cai bién va mdi truong RPMI-1640. Theo cach khic, ¢6 thé phat trién
céc té bao té bao lai in vivo dudi dang c¢b truéng & dong vat c6 vi. Cac khang thé don
dong duogc tiét ra béi cac dong tach co thé dugc phéan 14p hodc dugc tinh ché tir mdi
tredong nudi cdy hodc dich c¢b truéng theo cac quy trinh tinh ché globulin mién dich
thong thuong nhu, vi dy, protein A-Sepharose, sic ky hydroxylapatit, dién di gel, thdm

tach, hodc sac ky i luc.

Ciing c6 thé san xuét céc khang thé don dong bing cac phuong phap ADN tai
t5 hop, nhu phuong phap dugc md ta trong Patent My sb 4,816,567. Cac khéng thé
don dong ma héa ADN theo sang ché nay c6 thé d& dang dugc phan lap va duge sip
xép theo trinh ty bang cach sir dung céc quy trinh k¥ thuét thong thuong (vi dy, bang
cach st dung cac cyc do oligonucleotit ma cé kha ndng gin két dic hiéu véi céc gen

ma héa cac chudi ning va chudi nhe cia cac khang thé cia chudt). Cac té€ bao lai theo
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sang ché c6 thé ding lam ngudn wu tién ciia ADN nhu vay. Sau khi dugc phén 1ap,
ADN c¢6 thé duge dit vao cac vecto biéu hién, ma sau d6 chung dugc chuyén nap vao
céc té bao vat chu nhu cac té bao COS ciia khi, cac té bao budng trimg ciia chudt ddng
Trung Qudc (CHO - Chinese hamster ovary), hodc cac té bao u tiy ma néu khéng thi
c4c t& bao nay khong san sinh protein globulin mién dich, dé dat dugc su tong hop cac
khang thé don dong trong céc té bao vat chu tai td hgp. ADN ciing c6 thé dugc cai
bién, vi du, bing cach thay thé trinh ty ma héa cho céc ving hing dinh chudi ning va
chudi nhe cuia ngudi thay cho céc trinh tu trong ddng ctia chudt hoic bing cach lién
két cong hoa tri v6i trinh ty ma héa globulin min dich toan bd hojic mdt phén trinh tyr
ma héa d8i voi polypeptit khong phii globulin mién dich. Polypeptit khong phai
globulin mién dich nay c6 thé duoc thay thé cho cac viing hing dinh cta khang thé
theo sang ché nay, hoic c6 thé dugc thay thé cho cac ving bién dbi cia mot vi tri
khang thé gén két voi khdng nguyén theo sang ché dé tao thanh khang thé hoéa tri hai
thé kham. Viéc didu ché cac khang thé bang cach sir dung c4c phuong phap ADN tai
td hop nhu phuong phap hién thj phagemid, c6 thé dwoc thuc hién bang cich st dung
cac bd kit duoc béan trén thi truong, nhu vi dy, Hé khang thé Phagemid tai to hop
(Recombinant Phagemid Antibody System) mua tir hdng Pharmacia (Uppsala, Thuy
Dién), hogc hé théng hién thi thé thuc khudn SurfZAP™ (SurfZAP™ phage display

system) (cua hang Stratagene Inc., La Jolla, Califorinia).

Ciing dugc bao gém trong sang ché 1a cac dong té bao té bao lai, cac dong té
bao B bién ddi, va cac t& bao vat chil ma san xult céc khéng thé don dong theo sang
ché; cac thé hé hodc cac din xuit ciia cac té bao lai nay, cac dong té bao B bién ddi, va
cac té bao vat chii; va cac t& bao lai twong duong hodic twong ty, cac dong té bao B
bién déi, va cac té bao vat chi.

Céc khang thé c6 thé 13 c4c khang thé héa tri hai. Thuit ngit “céc khang thé
héa tri hai” ding dé chi c4c doan khang thé nho c6 hai vi tri gin khang nguyén, ma cic
doan bao gdm ving bién dbi chudi ning (VH) dugc nbi véi ving bién dbi chudi nhe
(VL) trong cting mot chudi polypeptit (Vn-VL). Béng céch sir dung mdi lién két qua
ngin dé cho phép su ghép cip giira hai ving trén cing mot chudi ndy, cac ving c6 thé
bi budc phai ghép cdp voi cac vung bd sung ctia chudi khic va tao ra hai vi tri gin

khang nguyén. Cac khéng thé héa tri hai dwgc mo ta ddy da hon trong, vi dy, Patent

-34-



27445

chau Au sb EP 404,097; Cong bd don qubc t& s6 WO 93/11161; va tai liéu cua
Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Khéng thé dugc ding c6 thé bao gdm khéng thé chudi don. Céc khéng thé c6
thé 1a cac khang thé don tri. Cac phuong phap dé diéu ché cac khang thé don tri dugc
biét r5 dén trong linh vuc k¥ thuat ndy. Vi dy, mot phuwong phép lién quan dén biéu
hién tai td hop cta chudi nhe globulin mién dich va chudi ning dugc cai bién. Nhin
chung, chudi ning c6 thé duogc cét ngén bot tai diém bit ky trong ving Fc dé ngin
chin su tao lién két ngang ctia chudi ning. Theo cach khac, cac gbc xystein co lién
quan dugc thay thé boi géc axit amin khéc hodc dugc x6a bd dé ngén chan sy tao lién
két ngang. Cac phuong phap in vitro ciing thich hop @8 diéu ché cac khang thé don tri.
Su thily phén céc khang thé dé san xuit cac doan cia chiing, dac biét 14, cac doan Fab,
¢6 thé dugc thyc hién bang cach sir dung cic phuong phap thong thudng duge biét dén

trong linh vuc k¥ thuat nay.

Céc khéng thé c6 thé 1a ¢6 tinh ludng dic hiéu. Céc khang thé ludng dic higu
ma gén két dic hidu v6i mot protein va gén két dic hiéu voi cac khang nguyén khéc
lién quan dén bénh 1y vd/hoic viée didu tri dwoc san xuét, dwgc phan lap, va dugc
kiém tra bang céach sir dung céc quy trinh tiéu chuén d3 duge mo ta trong tai liéu nay.
[Xem, vi dy, tai liéu Pluckthun & Pack, Immunotechnology, 3:83-105 (1997); Carter
va cic cOng su, J. Hematotherapy, 4:463-470 (1995); Renner & Pfreundschub,
Immunological Reviews, 1995, No. 145, pp. 179-209; Pfreundschuh Patent My s6
5,643,759; Segal, va cac cong su, J. Hematotherapy, 4:377-382 (1995); Segal va cac
cOng su, Immunobiology, 185:390-402 (1992); va Bolhuis va cac cdng sy, Cancer

Immunol. Immunother., 34:1-8 (1991)].

C6 thé bao ché cac khang thé dugc boc 10 & day dudi dang cac liposom mién
dich. Cac liposom chura khéng thé dugc bao ché theo cac phuong phéap duge biét dén
trong linh vuc k§ thudt nay, nhu dugc mo ta béi Epstein va cic cdng sy, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); boi Hwang va cac cong su, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77: 4030 (1980); va Patent My cac sb 4,485,045 va 4,544,545. Cac liposom ¢6
thoi gian tudn hoan ting cudng dugc boc 16 trong Patent M§ s6 5,013,556. C6 thé tao
ra cac liposom hiru ich dic biét theo phuong phép bay hoi pha dao véi ché phdm dang

16ng chira phosphatidylcolin, cholesterol, va phosphatidylethanolamin dan xuét tir
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PEG (PEG-PE). Céc liposom c6 thé dugc ép din thong qua bd loc c6 kich thuée 16
héng x4c dinh d& mang lai cic liposom véi dudng kinh mong mudn. Cac doan Fab’
cta khang thé theo sang ché c6 thé dugc lién hop véi cac liposom nhu duge md ta boi
Martin va cac cong su, J. Biol. Chem., 257:286-288 (1982) qua phan tng hoén vi
disulfua. Chét héa tri liéu (nhuw Doxorubixin) tity chon dugc chira trong liposom. Xem
tai liéu duogc boc 10 béi Gabizon va cac cong su, J. National Cancer Inst., 81(19): 1484
(1989).

Hai hodc nhiu chit ddi khang dengue c6 thé hoat dong hiép luc dé diéu tri
hodc lam giam viéc nhiém dengue hoidc triéu chimg twong tu, vi dy, sbt. Chat ddi
khang dengue c6 thé 1a mot hodc nhiéu khang thé khang dengue mot minh hoic két
hop véi mét hodc nhiéu chit dbi khang dengue khéc, vi dy, dugc ph'flm nhd, hodc
phuong phap didu trj chdng dengue khéc. Hai hodc nhidu hon hai khang thé khéng
dengue, hodc it nhat mot khéng thé khang dengue va mot hoic nhiéu phwong phap
didu tri bd sung nira c6 thé hoat dong hiép lyc dé diéu tri hodc 1am giam tinh man cam
d5i v6i it nhét 1a tinh trang viém. Hai phuong phap diéu trj tré 1én, bao gdm mot hodc
nhiéu khéng thé khang dengue, co thé dugc cép dudi dang ham lugng hi€p luc. Do do,
viéc st dung hai phuong phap didu tri tré 16n c6 thé c6 hiéu qua hiép luc trong viéc
lam giam mdt hodc nhiéu triéu ching nhiém dengue, khong phy thudc vao viéc dung
chiing theo kiéu ddng thoi, lién tyc, hay két hop. Phuong phap diéu trj thir nhét c6 thé
lam ting hiéu qua cta phuong phép diu tri thar hai 16n hon khi st dung mdt minh
phuong phap diéu tri thir hai, hodc phuong phép diéu trj thtr hai 1am ting hiéu qua cua
phuong phap didu tri th nhit, hodc ca hai. Hiéu qua cla viéc sir dung hai phuong
phap didu tri trd 18n co6 thé nho vay ma tac dong dén viéc 1am giam mot hoic nhiéu
triéu ching nhiém dengue 16n hon so v6i tdc dung phu cta m&i phuong phép didu trj
khi dung mot minh. Khi dugc xac dinh theo ham lwong hi€p luc, mot phuong phéap
didu trj c¢6 thé 1am ting cudong higu qua cia mot hodc nhidu phwong phap diéu tri khac
trong viéc lam giam mdt hodc nhiéu triéu ching nhiém dengue, tham chi néu ham
lugng trong mot hogic nhidu phuong phép diéu trj riéng 1€ s& khong c6 hiéu quéa déng
ké dbi véi mot hodc nhidu triéu chimg nhiém dengue. C6 thé thuc hién viéc do luong
va tinh toan hiép lyc nhu dugc md ta trong Teicher, "Assays for In vitro and In vivo

Synergy," in Methods in Molecular Medicine, vol. 85: Novel Anticancer Drug
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Protocols, pp. 297-321 (2003) va/hodc béng cach tich tinh toan chi sb két hop

(combination index - CI) sir dung phin mém CalcuSyn.

Dang ché phém, dudng dung va lidu lwong chinh x4c c6 thé dugc lya chon bai
timg bac sy tuy theo tinh trang ctia bénh nhan. (Xem, vi du, theo tic gié Fingl va cac
cdng su, trong tai liéu tham khao The Pharmacological Basis of Therapeutics, 1975,
Ch. 1 p. L.). Béac s§ chdm soc ¢6 thé xac dinh khi nao két thic, tam dung, hodc diéu
chinh viéc stt dung do ddc t6, hodc do céc rdi loan chirc ning co quan. Ngugce lai, bac
sy ciling c6 thé diéu chinh viéc didu tri t6i mirc d cao hon néu dép tng 1am sang
khong ddy @i, ngoai trlr doc t6. Luong liéu ding trong kiém soét rbi loan dang quan
tam s& khac nhau tuy theo mirc d§ nghiém trong cia rdi loan cin dugc diéu tri va
duong dung. Muc d nghiém trong cia rdi loan c6 thé, vi du, duoc danh gia, mot
phén, theo cac phuong phép déanh gi4 tién lugng tiéu chudn. Liéu lugng va tan sb lidu,
¢6 thé khac nhau theo lira tudi, trong luong co thé, va mirc dap Gng clia timg bénh
nhén riéng biét. C6 thé sir dung mot chwong trinh so sanh véi didu da thao ludn & trén

trong thu y.

Viéc str dung céc chét mang dugc dung d8 bao ché cac hop chat dugc boc 10
trong tai liéu nay dé thyc hién séng ché véi céc lidu lugng thich hop dé ding toan than
12 nim trong pham vi clia sdng ché. Véi su lya chon phi hop vé chit mang va thuc
hanh san xuét thich hop, cc ché phim lién quan dén sang ché, dic biét 13 nhimng ché
phim dugc bao ché dudi dang dung dich, c6 thé dugc ding ngodi dudng tiu hoa,
ching han nhu bing céch tiém tinh mach. Bing cach sir dung chit mang dugc dung
dugc biét rd trong linh vuc ky thudt nay, c6 thd bao ché cac hop chéit d& dang dudi
dang c4c liéu lugng thich hop dé ding theo dudng ubng. Céc chit mang nay c6 thé cho
phép bao ché cac hop chét lién quan dén sang ché duéi dang vién nén, thudc vién, vién
nang, chét 16ng, gel, xi-ro, huyén phu dic, vién nén, vién bao dudng, dung dich, hén

dich va céc dang twong ty, dé ding qua dudng ubng cho bénh nhén cin diéu tri.

C6 thé bao ché chét diéu tri dudi dang phong thich cham dé cho phép giai
phoéng vao trong co thé chét didu tri dwoc cip vao d6 duge kiém soét vé thoi gian va vi
tri trong co thé (xem, vi dy, Patent My s6 4,450,150). Dang phéng thich chdm ciia chét
didu tri c6 thé 13, vi dy, ché phém cdy duéi da chira chit didu tri va mot loai vat liéu

x6p hoic khong x6p, nhu polyme, trong d6 chét didu tri dugc bao bing hodc dugc
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khuéch tan khép vat liéu va/hodc sy phéin rd cta vét li¢u khong xép. Sau d6, dang
phoéng thich cham nay dugc cdy ghép vao vi tri mong mubn trong co thé va chit diéu

tri dugc giai phong tir phin cdy ghép nay véi tdc do di x4c dinh trude.

C6 thé bao ché chit didu tri duoc st dung trong sang ché dudi dang ché pham,
nhu duoc phdm chira chét mang va hop chét didu tri. Dugc phim chira chét diéu tri ¢6
thé bao g(“)m nhiéu hon mot chét diéu tri. Theo cach khéc, duge phém c6 thé chira chit

diéu tri két hop v6i cac hoat chét hoic thube khac.

Chit mang c6 thé 1a bét ky chét mang thich hop nao. Vi dy, chét mang c6 thé
12 chit mang duogc dung. Déi vé6i céc dugce phdm, chit mang c6 thé 1a bét ky chéit mang
thong thudng nao dugce sir dung kém theo sy xem xét dic tinh héa-ly, nhu d6 hoa tan
va khong phan g véi (cac) hoat chét, va theo dudng diing. Ngoai ra, hodc theo cach
khac, c6 thé bao ché cac duoc phém dugc mo ta sau day, cac hop chét diéu trj theo céc
phuong phap cua sang ché dudi dang phtric hop bao thé, nhu phirc hop bao thé

xyclodextrin, hodc céc liposom.

Céc chit mang dugc dung dugc mo ta & day, vi du, chét din thudc, chét bd tro,
ta duogc, va chét pha lodng; dugc biét o trong linh vuc k¥ thuit nay va c6 thé dé dang
sdn c6 dé dung di v6i ngudi dan néi chung. Chit mang duoc dung c6 thé tro vé mit
hoéa hoc dbi véi hoat chét va chit mang nay khong c6 téc dung phu bét loi hodc doc t&
trong cac diéu kién st dung. Viéc lya chon chét mang ¢c6 thé dugc x4c dinh mot phén
bdi chét didu tri, ciing nhu bdi phuong phéap cu thé duge sit dung dé ding hop chat
didu tri. C6 nhidu dang ché phim thich hgp khac nhau cua dugc phdm theo sang ché.
Céc dang ché phim sau day d& dung theo duong ubng, xong, tiém, tiém dudi da, thim
thau qua da, niém mac, rudt, ti€m xuong, truc tiép trong tam thét, tinh mach, miii, mit,
tiém bép, ddng mach, ndi tuy mac, bung, tryc trang, va dudng am dao c6 thé léy lam vi
du va khong han ché theo cach nao. C6 thé sir dung nhidu hon mét duong ding dé cip
chit didu tri, va trong mot s truong hop, mot dudng dung cu thé c6 thé mang lai su
dap g ngay 14p tirc va hiu qua hon so v6i dudng dung khac. Phu thudc vao rbi loan
cu thé cin duoc didu tri, cac chét didu tri nhu vay c6 thé dugc bao ché va ding cho
toan than hodc cuc bd. C6 thé tim thiy cac phwong phép k§ thuét bao ché va cach ding
trong tai liéu cia Remington 1a Pharmaceutical Sciences, 18™ ed., Mack Publishing
Co., Easton, Pa. (1990).
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Dang ché pham thich hop dé ding theo dudng ubng c6 thé bao gdm (mot)
dung dich léng, nhu lugng hitu hi¢u chét trc ché dugc hoa tan trong chét pha loang,
nhu nuée, nude mudi, hodc nude cam; (b) vién nang, gbi nho, vién nén, vién ngm, va
vién ngam det, mdi loai chira mot lugng da xac dinh trudc hoat chét, duéi dang chét
rin hoic hat; (c) bdt; (d) hdn dich trong chét 16ng thich hop; va (e) nhil dich thich hop.
Dang ché phdm long c6 thé bao gdm chét pha lodng, nhu nuéc va rugu, vi dy, etanol,
ruou benzyl, va rugu polyetylen, cung v6i ¢6 hodc khong co chét hoat dong bé mit
dugc dung. Dang vién nang co thé 12 loai gelatin c6 vo cimg hoiic mém thong thudong
chira, vi dy, chit hoat dong bé mat, chit bdi tron, va chit don tro, nhu lactoza, sucroza,
canxi photphat, va tinh bdt. Dang vién nén c6 th bao gbm mot hodic nhidu chét trong
sb lactoza, sucroza, manitol, tinh bot ngd, tinh bot khoai tdy, axit alginic, vi tinh thé
xeluloza, nhya cdy keo, gelatin, chét gdm guar, silicon dioxit keo, natri croscarmelloza,
bt tan, magié stearat, canxi stearat, k&m stearat, axit stearic, va cac ta dugc khac, chét
mau, chét pha lodng, chit dém, chét phan huy, chét tao 4m, chit bao quan, chét tao
huong, va céc ta dugc twong thich dugc phm khac. Dang vién ngam cé thé chira chat
trc ché phi hop, thudng 13 sucroza va nhya cdy keo hodc nhua tragacan, cling nhu
dang thudc vién thom chira chit @rc ché trong mot chit nén tro, nhu gelatin va
glyxerin, hodc sucroza va nhya céy keo, nhii tuong, gel, va ngoai ra la, chét twong tu

chira, cc t4 duge nhu duge biét dén trong linh vuc k¥ thuat nay.

Céc dang dugc phidm ma c6 thé dugc sir dung theo dudng ubng bao gdm c
dang vién nang c6 hai nira ghép vao nhau 1am tir gelatin, cling nhu vién nang mém, kin
lam tir gelatin va chét 1am déo, nhu glyxerol hogc sorbitol. Vién nang c6 hai nira ghép
vao nhau c6 thé chira hoat chit tron véi chit don nhu lactoza, chét lién két nhu tinh
bot, va’/hodc chit bodi tron nhu bdt tan hodic magié stearat va, mot cach tuy y, chit 6n
dinh. Trong vién nang mém, céc hop chét c6 hoat tinh c6 thé dugc hoa tan hoic lo
ling trong chét 1ong thich hgp, nhu dau béo, parafin 16ng, hodc glycol polyetylen 16ng.
Ngoai ra, ¢ thé bd sung chét n dinh.

C6 thé bao ché chit didu tri, mot minh hoic két hop vé6i thanh phan thich hop
khéc, dudi dang ché phim phun dé dugc ding theo dudng x6ng. Dang ché phdm phun
c6 thé duge dit vao chét déy chiu 4p, nhu diclodiflometan, propan, nito, va nhitng chét

twong ty. Ciing c6 thé bao ché dang ché pham phun duéi dang cac dugc phim thay
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cho céc dang bao ché khéng chiu 4p, nhu trong 6ng phun ho#c may phun. Dang ché
phim phun nay ciing c6 thé dwoc sir dung dé phun niém mac. Dang ché phim dung
khu trii dugc biét dén ro trong linh v k¥ thuat nay. Dang ché phdm nay dic biét thich

hop trong pham vi ctia sdng ché dé 4p dung cho da.

Dang ché phim tiém dugc thi phu hop véi séng ché. Céc thong sb vé chit
mang duoc phdm hiéu qua d6i v6i cac ché phdm tiém duge dugce biét dén ro dbi véi
nhitng ngudi ¢6 trinh d§ ky thuat thong thuong trong linh vwc nay [xem, vi dy,
Pharmaceutics and Pharmacy Practice, J. B. Lippincott Company, Philadelphia, PA,
Banker and Chalmers, eds., pages 238-250 (1982), va ASHP Handbook on Injectable
Drugs, Toissel, 4thed., pages 622 - 630 (1986)]. Vi muc dich tiém, c6 thé bao ché cac
chét theo sang ché duéi dang dung dich twong duong, tdt hon 12 trong céc chat dém
sinh 1y phtt hop nhu dung dich cuia Hanks, dung dich cta Ringer, hodc chét dém nuéc
mudi sinh 1y. P& ding qua tiém niém mac nhu vy, chit thim thich hop v6i mang chin
can duge thdm vao dugc sir dung trong dang ché phadm nay. Nhin chung, cic chét thdm

nay dugc biét dén trong linh vuc k§ thuat nay.

Dang ché pham thich hgp cho viéc ding ngoai dudng tiéu héa co thé bao gém
ca cac dung dich tiém vo trung, ding truong chira nuéc va khong chira nudce, ma cac
dung dich nay c6 thé chira chit chéng oxy hoa, chit dém, chét kim ham sy phat trién
vi khudn, va chét hoa tan ma chinh cac chét nay lam cho dang ché phidm déng truong
v&i mau ciia ngudi nhan dugce nhim t6i, va cac huyén phil vo tring c6 nuéc va khong
c6 nude co thé bao g(‘A)m cac chét tao hén dich, chét hoa tan, chit lam dic, chit 6n dinh,
va chét bao quan. C6 thé ding chit diéu trj trong chit pha lodng chip nhan dugc vé
mat sinh ly trong chét mang dwoc phdm, nhu chét 16ng v6 tring hodc hdn hop céc chét
16ng, bao gdm nudc, nudc mudi, dextroza chira nuéc va dung dich dudng lién quan,
ruou, nhu etanol hodc rugu hexadexyl, glycol, nhu propylen glycol hodc polyetylen
glycol, poly(etylenglycol) 400, glyxerol, dimetylsulfoxit, ketal nhu 2,2-dimetyl-1,3-
dioxolan-4-metanol, ete, diu, axit béo, este axit béo hodc glyxerit, hodc glyxerit ciia
axit béo dugc axetyl héa cé hodc khong co chét hoat dong bé mit dugc dung bd sung
vao, nhu xa phong hodc chét téy rita, chit hdn dich, nhu pectin, carbomer,
metylxeluloza, hydroxypropylmetylxeluloza, hodc carboxymetylxenluloza, hodc nhii

dich va cac chét bd trg dugc phim khac.
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Déu, c6 thé dugc sir dung trong cic dang ché phim ngoai dudng tiéu héa, bao
gém déu hoa, dong vat, thuc vat, hodc dau téng hop. Céc vi du cu thé vé cac loai du
bao gém lac, ddu tuong, virng, hat bong, ngd, 6liu, san phém chira parafin, va khoéng
san. Céc axit béo thich hop dé sir dung trong céc dang ché phim ngoai dudng tiéu héa
bao gdm axit oleic, axit stearic, va axit isostearic. Etyl oleat va isopropyl myristat 1a

cac vi du vé ete axit béo thich hop.

Xa phong thich hgp d sir dung trong cac dang ché phdm ngoai duong tiéu héa
bao gém kim loai kiém béo, amoni, va mudi trietanolamin, va chét téy rira thich hgp
bao gdm (a) chét tdy rira cation nhu, vi dy, dimetyl dialkyl halogenua amoni, va
halogenua alkyl pyridinium, (b) chét téy rira anion nhu, vi dy, alkyl, aryl, va sulfonat
olefin, alkyl, olefin, ete, v& monoglyxerit sulfat, va sulfosucxinat, (c) chét téy ria
khong chira ion nhu, vi dy, oxit amin béo, axit béo alkanolamit, va chét df‘)ng trung
hop polyoxyetylenpolypropylen, (d) chit tiy rta ludng tinh nhu, vi dy,
alkyl-beta-aminopropionat, va mudi amoni bac bdn 2-alkyl-imidazolin, va (¢) hén hop

cta nhing chét nay.

Céc dang ché phim diing ngoai duong tiéu hoa co thé chura tir khoang 0,5%
dén khoang 25% khéi lugng thudc trong dung dich. C6 thé sir dung chit bao quan va
chit mang. D& giam thiéu hoc loai bé sy kich thich tai vi tri tiém, cac ché phdm nay
¢6 thé chira mot hodc nhiéu chit hoat dong bé mat khong chira ion c6 dd can béng ua
nude-ki nude (hydrophilic-lipophilic balance - HLB) 1a tir khoang 12 dén khoang 17.
Ham lugng chét hoat dong bé mit trong dang ché phdm thong thuong tir khoang 5%
dén khoang 15% tinh theo trong lugng. Chét hoat dong bé mit thich hop bao gbm este
cua axit béo polyetylen glycol sorbitan, nhu sorbitan monooleat va san phim cong
khéi lugng phéan tir cao cuia etylen oxit véi chét nén ky nuéc, duge tao ra béi su ngung
tu propylen oxit véi glycol propylen. Dang ché phdm ding ngoai dudng tiéu héa c6
thé dugc dat trong vét chira kin c6 lidu Iuong don vi hodc vat chira kin da lidu, nhu
6ng thubc tiém va lo nhd, va c6 thé dugc bao quan trong diéu kién khd dong lanh
(dong kho) yéu cau duy nhat 13 b sung chit din thudc vé tring, vi du, nuée, dé tiém,
ngay lap tic trude khi sir dung. Céc dung dich tiém va hén dich tiém ché ngay tic thi
¢6 thé duogc bao ché tir cac loai bot vo tring, hat vo tring, va cdc vién nén cing mdt

loai dugc mo ta tir trudc.
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Chét didu tri c6 thé dugc bao ché du6i dang dit 4m dao bing cach trén véi
nhidu loai chit nén, nhu chét nén nhii héa hoic chét nén hoa tan nudc. Dang ché phdm
thich hop dé ding qua dudng 4m dao c6 thé duoc thé hién dudi dang vong tranh thai,
bang vé sinh, cac loai kem, gel, bot nhdo, bot, dang phun hodc chira, ngoai hoat chét ra

13, c4c chét mang nhu duge biét dén trong linh vuc k¥ thuat ndy sao cho thich hop.

Céc chét dy dinh dugc ding trong té bao c6 thé duge ding bang cach sir dung
céc k§ thuat da dugc biét dén dbi voi nhitng ngudi 6 trinh d6 k¥ thuat thong thudng
trong linh vyc nay. Vi duy, céc chét nay c6 thé duoc bao bén trong liposom. Liposom 1a
lipit hinh cAu hai 16p véi ndi bao chira nude. Cac phén tir ¢6 mit trong dung dich ¢6
chira nudc tai thoi diém hinh thanh liposom duge tich hgp vao ni bao chira nude. Cac
thanh phén liposom déu dugc bao vé khoi vi mdi trudng bén ngoai va, vi cac liposom
dung hop v6i mang té bio, ching dugc phan phéi hiéu qua vao trong té€ bao chét.
Ngoai ra, do tinh ky nudc cia ching, cic phan ti hiru co nho co thé dugc ding truc
tiép trong té bao. Céc vat lidu va phuong phap dugc md ta cho mot khia canh theo
sang ché c6 thé ciing dugc st dung trong khia canh khac cua séng ché. Vi dy, vt lidu
nhu 13 axit nucleic hodc khéng thé dugc md ta cho viée str dung trong céc thir nghiém

sang loc ciing c6 thé dugc sir dung 1am chat diéu tri va nguoc lai.

Céc khang thé chéng st dengue theo sang ché c6 thé dugc clp cho mot dbi
twong trudce khi, trong khi, va/hodc sau khi chin doan bénh nhan bi nhiém dengue.
Nhiém dengue 13 do mét loai bét ky trong s6 bbn kiéu huyét thanh cua virut dengue
(DENV) khac biét nhung c6 sy lién hé¢ mét thiét voi nhau, (dugc goi 14 DENV-1,
DENV-2, DENV-3, va DENV-4) gy ra. Nhitng virut dengue nay la virut ARN s¢i don
thudc ho Flaviviridae va gen Flavivirut - mét ho bao gbm nhiéu virut do vecto truyén
bénh dang ké vé mat y hoc (vi dy, virut West Nile, virut sbt vang, virut viém ndo Nhat
Ban, virut St. Louis Encephalitis, va nhitng loai virut twong tu). Virut dengue la
arbovirut (virut do dong vat chan @bt sinh ra) chi yéu bj lay truyén vao ngudi qua vét
cén ctia loai mudi truyén nhiém Aedes. Sy truyén nhidm nay cling c6 thé xay ra qua sy
truyén mau bj nhiém bénh hoic ciy ghép bd phan hoic cdc mé bi nhiém bénh. Sy lay
truyén dengue & ngudi ciing dugc biét 1a x4y ra sau khi phoi nhiém nghé nghiép trong
mdi trudng y t& (vi du, tén thuong do kim tiém) va cac trudng hop lay truyén doc da

duoc mo ta trong céc tai li€u (c6 nghia la, 1ay truyén tir ngudi me mang thai bi nhiém
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dengue sang thai nhi trong t&r cung hodc dira con so sinh cta minh trong lao dong va

phan phdi).

Viéc nhiém mot kiéu bt ky trong sé bdn kiéu huyét thanh ciia dengue c6 thé
tao ra mot phé ddy dua vé bénh va muc dd nghiém trong. Phé bénh c6 thé nim trong
pham vi tr triéu chimng s6t nhe, khong dic hiéu cho t6i bénh s6t Dengue ¢ dién
(dengue fever - DF), cho t¢i m¢t vai hinh thirc nghiém trong cla bénh, s6t xut huyét
Dengue (dengue hemorrhagic fever - DHF) va hdi ching soc dengue (dengue shock
syndrome - DSS). Dang nghiém trong thudng bidu hién sau hai t6i bay ngay sét va
thuong dugc bdo trude bdi cac diu hiéu 1am sang va thi nghiém. Viéc kiém soat
dengue c6 thé bao gdm viéc sir dung kip thoi va dung lic sy cham soc hd trg, bao gdm
viéc tiém tinh mach cac dich hodc dang keo ding truong, va gidm sat chit ché céc diu
hiéu quan trong va tinh trang huyét dong hoc, can bang chét 16ng, va cic thong s6

huyét hoc.

Théng thuong, DHF c6 thé dugc phan biét véi DF béi tién trién cta bénh nay
thong qua ba giai doan sinh ly bénh dy doan ctia né. Giai doan s6t c6 thé bao gdm cac
tinh trang sdt cao do virut huyét. Giai doan rd ri nghiém trong/huyét trong c6 thé bao
gbm sy khéi phat ot ngdt véi cac muc @9 1o ri huyét twong khac nhau vao khoang
mang phdi va bung. Pha dudng bénh hodc tai hép thu c6 thé bao gdm su ngimg dot
ngdt hién tugng ro ri huyét twong véi tai hép thy ddng thoi huyét turong bi trin mach
va céc chit dich. Céc khang thé khang dengue theo sang ché ¢6 thé dugc dung trong

bét ky giai doan nio hoic két hop cac giai doan.

Bénh nhan nhiém Dengue thi hodc khong c6 triéu chimg hodc ho c6 thé c6
mdt trong ba biéu hién 1dm sang: sdt khong phan biét dugc, s6t Dengue c6 hodc khong
keém theo xuit huyét, hodc sdt xuit huyét dengue hogc hoi chimg sdc dengue. Hon mét
nira trong sd cac ddi tuong bi nhiém dengue 1a khong c6 tri¢u chimg, tirc 13, ho khong
¢4 biéu hién 1am sang hoic c4c triéu ching cta bénh.

Véi sbt khong phéan biét duge, giai doan 14m sang dAu tién 1a dién tién trong
d6i 1anh tinh ma bénh nhan phai chiu sét véi cac triéu chimg nhe khong rd rang c6 thé
gibng bt ky bénh st cao cip tinh khéc. Bénh nhan c6 thé c6 biéu hién khong gidng
nhu tiéu chudn dinh nghia cho bénh DF. Cac bénh nhan mic s6t Dengue kém theo
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ho#c khong kém theo chady mau thong thudng 1a tré vi thanh ni€n hodc ngudi truéng
thanh va nhitng ngudi nay c6 thé biéu hién s6t cao trong vong hai téi bay ngay (thinh
thoang ca hai gia doan) va c6 hai hodc nhiéu triéu chimg nhu sau: dau déu dir doi, dau
hé mit, dau co, dau khép, phat ban nét sin ban d6 khuéch tan, va biéu hién xuit huyét
nhe. Bidu md xuét huyét nho khé phat hién, dudi cac dang ddm xuét huyét, thudong
dugc tim thiy & chi dudi (nhung c6 thé x4y ra trén niém mac miéng, ham éch cimg va
mém hodc dudi két mac), d& bi bam tim trén da, hodc bénh nhén c6 thé c6 xét nghiém
ga rd duong tinh. C4c dang xudt huyét khac nhu chdy mau cam, chdy méau l¢i, chay
mau duong ti€u hda, chdy mau ni¢u dao cling co thé xay ra, nhung hiém. Hién tugng
giam bach ciu thuong dugce phat hién va co thé di kém voi muc dd giam tiéu clu khac
nhau. Tré em c6 thé bi budn ndn va ndn. Nhin chung, cic bénh nhan nhiém DF khong
phét trién thanh 1o ri huyét twong dang ké (nhu trong DHF va DSS) hodc xuit huyét
lam sang nhiéu. Viéc xét nghiém huyét thanh hoc cho cic khang thé IgM khéng
dengue hoic xét nghiém phén tir cho ARN ciia virut Dengue hodc phén lap virut c6 thé
khing dinh sy chén doan. Biéu hién 1am sang ctia DF va giai doan dau cua DHF 1a
gidng nhau. Véi sy gidm sat cac chi s6 chinh, c6 thé phat hién ra su phat trién cua

DHF tai thoi diém giam sbt dé c6 thé bit ddu phuong phép diéu tri sém va phu hop.

Sbt xuét huyét Dengue (DHF) va/hodc hoi chimg sbc dengue (DSS) c6 biéu
hién 14m sang khac nhau. DHF c6 thé c6 ba giai doan: giai doan sdt, giai doan nguy
hidm (ro ri huyét tvong), va pha dudng bénh (t4i hip thy). Trong giai doan dau, céc
bénh nhan nhim DHF c6 thé bidu hién gibng nhu DF, nhung ho ciing c6 thé xuét
huyét ma khong thdy vang da (sau d6 st cao). Céc bidu hién xult huyét c6 thé xay ra
trong giai doan ddu nhiém DHF bao gbm thudong xuyén nhét 13 biéu hién xuit huyét
nhe giéng nhu DF. ft phd bién hon 13, chiy mau cam, chdy méu nudu, xut huyét tidu
héa hodc xay ra trong khi bénh nhén van con sbt (xudt huyét tiéu hoa c6 thé bt dau
vao thoi diém nay, nhung thuong khong trd nén rd rang cho dén khi phan chira mau
xuét hién nhiéu trong thoi ky nhiém bénh). Virut huyét do dengue thong thudng thi cao
nhét trong ba t6i bén ngay diu tién sau khi s6t nhung sau d6 giam xudng nhanh chéng
t6i mirc do khong thé phat hién trong vai ngay tiép theo. Mirc d9 xuit huyét va st

thuong di kém nhau, va cac khang thé IgM khang dengue gia ting khi ha sdt.

Vo thoi diém ha sbt, bénh nhan budc vao giai doan nguy hiém cao nhét do su
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phat trién cac biéu hién nghiém trong 13 ri huyét twrong va xuit huyét. Vao thoi diém
nay, c6 thé theo dai d4u hiéu v& hién tuong xuit huyét va ro ri huyét twong vao khoang
mang phdi va bung va c6 thd thuc hién cac phuong phép diéu tri thich hop thay thé cac
tén that noi mach va lam én dinh thé tich tudn hoan mau hiéu qua. Néu khong dugc
diéu tri, didu nay c6 thé din dén sy suy giam thé tich ndi mach va bénh 1y tim mach.
Dé4u hiéu 1o ri huyét twong bao gdm su gia ting dot ngot ty 16 hdng céu (ting 20%
ho#c hon so véi mirc co s6), xuét hién ) trudng, tran dich mang phéi méi trén tu thé
nim chup X quang nguc, hoic albumin huyét thanh hoic protein thip d6i voi Ira tudi
va gi6i tinh. Bénh nhén bj ro ri huyét twong c6 thé dugc theo doi vé nhing thay dbi
céc thong sb huyét dong hoc phit hop véi sb¢c bu nhu ting nhip tim (nhip tim nhanh) so
v6i tudi dic biét 13 trong trudng hop khong s6t, mach yéu va nhé, chén tay lanh, huyét
ap kep (huyét ap tdm thu trir huyét 4p tim truong <20mmHg), nap mao mach bj tri
hodin (> 2 gidy), va giam di tidu (chimg gidm niéu). Bénh nhan biéu hién nhimg déu
hiéu vé sy suy giam tdng mach, doa sb¢ hodc sdc ludn, hoic xuét huyét nghiém trong
¢6 thé dugc x4c nhan véi don vi chim s6c dic biét mic do thich hgp dé theo ddi va
thay thé thé tich mach. Khi bénh nhén phai chju séc thing, ho ¢6 thé dugc phén loai 1
nhidm DSS. Sb¢ kéo dai 12 yéu t6 chinh lién quan dén cac bién chimg c6 thé din dén
tir vong bao gdm ca xuét huyét tiéu héa 16n. Pang quan tam 13, nhiéu bénh nhan nhiém
DHEF/DSS vin con tinh t40 va minh mén trong sut qua trinh clia bénh, thdm chi tai

cac di€ém cao nhat cda tinh trang soc.

Céc chi s6 kiém so4t va gidm sat phong ngira c6 thé duoc sir dung trong céc
phuong phap diéu tri st dung hiu qua truéc khi bénh nhan buéc vao giai doan
nghiém trong. Giam bach ciu ban ddu (WBC <5.000 té bio/mm®) véi chimg ting
lymphd bao va sy gia ting té bao lympho khong dién hinh chi ra rang tinh trang st c6
thé s& tiéu tan trong vong 24 gid tGi va bénh nhan dang bude vao giai doan nghiém
trong. Chi s6 cho thiy bénh nhan da buéc vao giai doan nghiém trong bao gbm thay
d6i d6t ngdt nhiét @ tir cao (> 38,0°C) t6i binh thudng hodc dudi binh thudong, giam
tiéu cu (100.000 té bao/mm? hoc it hon) véi ty 1& hdng ciu ting hoic cao (20% tré
1én ting so véi ban déu ), giam albumin mau hogc sy giam cholesterol huyét, tran dich
mang phdi méi hoic cb truéng, va cac ddu hidu va triéu ching cta doa sdc hoic sbc

ludn.
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Giai doan nghiém trong c6 thé kéo dai it hon 24 dén 48 gid. Hau hét cac bién
chirng phat sinh trong giai doan nay, chéng han nhu xuét huyét va réi loan chuyén héa
(vi du, giam canxi mau, ha dudong huyét, ting duong huyét, nhiém axit lactic, va ha
natri méau) thuong lién quan dén sbc kéo dai. Muc dinh chinh trong giai doan nay c6
thé dé ngan chin sdc kéo dai va hd trg cac hé théng quan trong cho dén khi thuyén
giam ro ri huyét twong. Chi y cén than dbi vé6i dich truyén tinh mach (hogc san phim
mau néu can truyén mau) dugce st dung, ty 1¢, va thé tich nhan duoc theo thoi gian.
Giam sat thudng xuyén thé tich ndi mach, chirc ning co quan quan trong, va phan Gng
cua bénh nhan co thé duoc thyc hién. C6 thé thyc hién giam sat su xuét huyét bén
ngoai va bén trong. Co thé dugc thuc hién viée truyén cac san phAm mau thay thé thé

tich néu nghi ngd xuét huyét ddng ké trong giai doan nay.

Pha dudng bénh (t4i hép thu) c6 thé bit dAu khi két thic giai doan nghiém
trong va dugc dic trung khi ding ro ri huyét twong va tai hip thu bt diu. Trong giai
doan nay, chit 16ng bi 1o ri tir cac khong gian ndi mach (vi dy, huyét twong va dich
trong tinh mach dugc cép) trong giai doan nghiém trong dugc tai hép thu. Cac chi sb
cho thdy ring bénh nhin dang budc vao pha dudng bénh bao gdm cam giac dugc cai
thién tdt ciia bénh nhan, sy thém in trd lai, sy dn dinh cac déu hiéu séng (ap suét mach
m& ra, mach so thiy 1), nhip tim cham, muc ty 1& hdng ciu tré lai binh thuong, lugng
nudc tiéu ting, va su xult hién cia ching phat ban dic trung trong giai doan dudng
bénh dengue (vi dy, d6i khi kém theo ngira, phit ban xuét huyét v6i nhiéu nét tron nhd
cua ving da khong bi anh hudng). Tai thoi diém nay, c6 thé theo doi cAn than d& nhan
ra nhitng d4u hiéu chira rﬁng thé tich ndi mach da én dinh (tirc 13 10 ri huyét tuong da
dimg lai) va tai hp thy da bt diu. C6 thé thyc hién viéc thay ddi toc do va thé tich
dich trong tinh mach (va thuong nhiéu 14n gian doan dich trong tinh mach hoan toan)
dé tranh tinh trang qué tai chét 16ng khi chét 16ng tran ra quay tr& lai khoang ndi mach.
Nhitng phirc tap nay sinh trong pha dudng bénh (téi hép thu) thudng xuyén lién quan
dén viéc kiém soét dich trong tinh mach. Tinh trang qua tai chét dich c6 thé do viée sir
dung cac dich trong tinh mach nhugc trwong hodc sir dung qué tai hodc st dung li€n

tuc c4c dich trong tinh mach ding trvong trong pha dudng bénh.

Pé chin doan binh thudng cho nhitng bénh nhéan bi nghi ngd nhiém dengue,
c6 thé thu thap mAu huyét thanh pha cép tinh d8 xét nghiém huyét thanh it nhit 7 ngay
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truée khi khoi phat sét va két hop voi huyét thanh pha dudng bénh dugc 14y ra it nhét
7 ngay sau pha cép tinh, t&i wu 1a tir 14 dén 21 ngay sau khi khoi phat sét (Halstead,
Annu Rev Entomol, 53:273-291 (2008);... Kurosu et al., Commun Biophys Res
Biochem 394:398-404 (2010)....).

Céc vi du thwe hién séng ché

Sang ché s& dugc lam rd hon nho cac vi du sau ddy, cac vi du nay dugc dung

d& minh hoa, ma khong 1am gi6i han sang ché.
Vidu1l

Nghién ciru nay 1a nghién ciru dAu tién cho biét tAm quan trong cia viéc sir
dung cac PBMC tir cdc bénh nhan & pha cip tinh dé diéu ché cac HuMAD trung hoa
kidu phtrc. Trong nghién ciru nay, cdc mAu mau (khoang 10ml trong mdi méu) ding dé
dung hop té bao dugc thu thap tir chin bénh nhan nhiém dengue ngudi Thai tai Bénh
vién Bénh Nhiét d6i, Khoa y hoc nhiét d6i, Pai hoc Mahidol (Bang 1). Nhitng ngudi
tham gia dugc chon dya trén chin doan 14m sang va céc két qua cia thir nghiém nhanh
bang séc ky mién dich (SD BIOLINE Dengue Duo kit, SD, Kyonggi-do, Han Qubc).
Céc mau mau ciing dugc thu thap tir bbn bénh nhan & pha cép tinh (khoang 1 tudn sau
khi khoi phat s6t) va nim bénh nhan & pha dudng bénh (khoang hai tuén sau khi khéi
phat sét). Cac quy trinh nghién ctru cho cac mAu cia ngudi duge sy chip thuan ciia Uy

ban Pao dic thudc Khoa y hoc nhiét ddi, Dai hoc Mahidol.

SPYMEG (theo tac gia Kubota-Koketsu va cac cong su, Biochem. Biophys.
Res. Commun., 387:180 -185 (2009)) dugc sir dung lam cac té bao dbi tac dung hop,
@& 1am phat trién cac t€ bao lai san xudt HuMAb dic hiéu. Duy tri cac t& bao
SPYMEG trong mdi trudong cia Eagle dugc Dulbecco cai bién (DMEM) dugc bd sung
v6i huyét thanh nhau thai bo (FBS) 15% trong ti 4m CO, 5% & nhiét dd 37°C. Duy tri
céc t& bao vero trong mdi trudng cin thiét t6i thidu (MEM) véi FBS 10% trong ti 4m
CO, 5% & nhiét d0 37°C. Duy tri dong té bao din xuét tir mudi C6/36 trong Moi
truong Leibovitz L-15 véi FBS 10% va canh thang tryptoza phosphat 0,3% trong ta
4m & nhiét 45 28°C.

Céac DENV duoc sir dung trong nghién ctru ndy 148 DENV-1 ching Mochizuki,
DENV-2 chung 16681 va New Guinea C (NGC), DENV-3 ching H87, va DENV-4
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ching H241. Str dung nhimg chéit ndi trén bé mit tir cac t& bao C6/36 dugc gy nhiém
bdi cac chiing riéng biét 1am nguyén li€u virut. Hi¢u gia virut dugc danh gié theo don
vi tao dam huynh quang (focus-forming unit - FFU), theo mo ta trudc day (theo tac gia

Kurosu va cac cdng sy, Biochem. Biophys. Res. Commun. 394:398-404 (2010)).

Thuc hién phéan émg chudi polymeraza (PCR) - phién ma ngugc (RT) d6i voi
kidu huyét thanh ciia DENV nhu sau. Chiét ARN tdng s tir huyét trong ctia bénh
nhén bing cach sir dung bd QIAamp Viral RNA kit (cia hing QIAGEN, Hilden, Dic)
theo quy trinh chudn ctia nha san xuét. Str dung ARN nay 1am mau cho qu4 trinh phién
md nguoc nhd B kit tbng hop cADN SuperScript IIT - SuperScript III cDNA
synthesis kit (cia héng Invitrogen, Carlsbad, California). St dung céc cip mdi cia
oligonucleotit da dugc bdo cdo trudc ddy vé kiéu huyét thanh (theo téc gia
Yenchitsomanus va cac cong su, Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health, 27:
228-236 (1996)) d& khuéch dai gen DENV E, céc cip mdi nay bao gbm hau hét cac
phin trong ving I1I: cac mdi PCR thir nhét DEUL
(5-TGGCTGGTGCACAGACAATGGTT-3") SEQ ID No. 199/ DEUR (5'-
GCTGTGTCACCCAGAATGGCCAT-3") SEQ ID No. 200, phd bién véi tit ca cac
kidu huyét thanh cia DENV via cac mdi PCR thd hai DIL
(5'-GGGGCTTCAACATCCCAAGAG-3") SEQ ID No: 201/ DIR
(5'-GCTTAGTTTCAAAGCTTTTTCAC-3") SEQ ID No. 202, D2L (5-
ATCCAGATGTCATCAGGAAAC-3") SEQ ID No. 203/ D2R (5-
CCGGCTCTACTCCTATGATG-3") SEQ ID No. 204, D3L
(5'-CAATGTGCTTGAATACCTTTGT-3") SEQ ID No. 205/ D3R
(5'-GGACAGGCTCCTCCTTCTTG-3") SEQ ID No. 206, va D4L
(5'-GGACAACAGTGGTGAAAGTCA-3") SEQ ID No. 207/ D4R
(5'-GGTTACACTGTTGGTATTCTCA-3") SEQ ID No. 208, dic hiéu véi cac kiéu
huyét thanh riéng biét cia DENV, tuong tmg 13 DENV-1, DENV-2, DENV-3, va
DENV-4.

Céc t& bao lai dugc diéu ché nhu sau. Khoang 10ml mau thu dugc tir nhitng
bénh nhén riéng biét va cac PBMC dugc diéu ché biang cach ly tim thong qua may
Ficoll-PaqueTM PLUS (cta hang GE Healthcare, Uppsala, Thuy Dién) trong 40 phut
véi tbe @6 1700 vong/phiit (520g). Cho cic PBMC dung hop véi cac té bao SPYMEG
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theo ty 1€ 10:1 vdi polyetylen glycol 1500 (ciia hdng Roche Diagnostics Japan, Tokyo,
Nhat Ban). Nudi cdy cac té bao dugc dung hgp nay trong DMEM dugc bd sung FBS
15% va BM-condimed 3% (cia hiang Roche Diagnostics Japan, Tokyo, Nhit Ban)
trong dia vi thé 96 giéng trong thoi gian tir 10 dén 14 ngay vé6i sy c6 mit cla
hypoxantin-aminopterin-thymidin (HAT). Thuc hién qua trinh sang loc thir nhit cho
mdi trudng nudi cdy vé tinh dic hiéu cla khéng thé d6i v6i DENV bing thir nghiém
mién dich huynh quang gién tiép (indirect immunofluorescence - IF). Tiép theo, tao
dong té bao cho cac giéng sinh khang thé dic hiéu bang cach pha lodng giéi han. Sau
thoi gian tir 10 dén 14 ngay, thuc hién qu4 trinh sang loc tht hai ciing bang thir nghiém
IF.

Thyc hién qué trinh tinh ché cac HUMAb bing phuong phép sic ky cot 4i luc
véi protein G nhu sau. Cac HuMADb duogc tinh ché tir té bao lai trong moi trudng nudi
cly trén quy md 16n c6 thé tich 1 lit bing cach sit dung méi trudng khdng co huyét
thanh (Té bao lai SFM, Life Technologies). Khang thé IgG trong cac dich nudi ciy
duoc tinh ché bing phuong phap sic ky cot véi protein G (HiTrap Protein G HP
Columns, GE health care), theo huéng dan dugc khuyén céo boi cong ty. Sau khi tinh
ché, thim tach cac HuMAD tinh ché nay bing hé Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes,
10K MWCO, dung tich 0,5 - 3ml (ctia hng Thermo Scientific) va loc ching bang bd
loc éng tiém (kich thuéc 15 0,2m). Nodng d6 ctia IgG dugc do theo phwong phap BCA
bing cach sir dung B kit phan tich protein Pierce® BCA™ (ctia hang Thermo

Scientific).

Thir nghiém IF dugc chudn bj nhu sau. Gdy nhiém mé phéng hogc gy nhiém
cho céc t& bao vero, véi mat @6 2,5 x 10* mdi giéng trong dia vi thé 96 giéng bai
DENV. Sau khi 1 trong khoang thoi gian tir 16 dén 24 gid, cb dinh cac té bao niy bing
formaldehyt 3,7% trong nudc mudi dém phosphat (PBS) va lam thdm bang Triton
X-100 1% trong PBS. Str dung cac dich nubi cdy té bao lai khong pha lodng cho céc
HuMAb. Ngoai ra, pha long 2 1an theo ddy HuMAD tinh ché 10,0 microgam/ml va sir
dung céc 46 pha lodng nay. U céc té bao vero trong dia vi thé 96 giéng véi cac dich
nudi cdy hodc cac dung dich pha lodng theo day chira té bao lai. Véi vai tro 1a mau dbi
chitng duong tinh, cac té bao dugc u véi 4G2, MAD cua chudt khang protein E ciia

flavivirut (theo tic gia Falconar va cac cng su, Arch Virol 144: 2313-2330 (1999)).
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Lam hién thi khang thé lién két bing cach cho phan tmg véi khang thé thir cp khang
nguoi va khang chudt dugc lién hop véi AlexaFluor 488 (1:1,000; Invitrogen). Gia tri
nghich ddo ctia 9 pha lodng cudi cing cho thiy phan tmg duong tinh nh¢ thir nghiém
IF gin tiép dugc st dung 1am hiéu gia ngung két ctia cac HUMAD riéng biét.

Tién hanh thir nghiém VN trén méi trudong nudi cdy céac dong té bao lai riéng
biét, theo md ta trude diy (theo tic gia Okuno va cdc cong su, Biken J 21: 137-147
(1978)). Tron 25 microlit chét ndi trén bé mit nudi cdy té bao lai, hoic DMEM dugc
bb sung v6i FBS 15% (1a mAu dbi chimg am tinh) véi 100 FFU gdm céc kiéu huyét
thanh cua DENV riéng biét (25 microlit). Sau khi 0 trong 15 phut, sir dung hdn hop
nay dé gy nhiém cac té bao vero trong dia vi thé 96 giéng. Sau khi t & 37°C trong 2
gid, bd sung 100 microlit MEM véi FBS 3% vao. Sau khi § & 37°C qua dém, ¢6 dinh
c4c té bao nay bang formaldehyt 3,7% trong PBS va lam thAm bing Triton X-100 1%
trong PBS. Nhudm mau cho dia bang 4G2 & 4°C qua dém, nhu db6i vai thir nghiém IF.
Lam hién thj khang thé lién két bang cach cho phan ung thém véi khang thé khang
chudt dugc lién hop voi AlexaFluor 488 (1:1,000; Invitrogen). Thuc hién 1dp lai cac
thir nghiém nay hai 1an va cac két qua dugc thé hién duéi dang trung binh. Hoat tinh
VN ctia HUMAD trong mdi trudng nudi chy tir cac dong té bao lai dugc thé hién 13 "-"
(<50%), "+" (50% dén <90%), hodc "++" (giam 90% theo FFU), so véi mau d6i chimg
am tinh. Ngoai ra, trdn 25 microlit HuMAb tinh ché véi céc néng d6 bién dbi cua IgG
(cic dung dich pha lodng theo day 2 1dn 25,0 microgam/ml) hogc PBS (1a mau dbi
chirng am tinh) véi 100 FFU c4c kiéu huyét thanh cia DENV riéng biét (25 microlit).
Sau khi 0 & 37°C trong 15 pht, sir dung hdn hgp nay dé gay nhi®m céc té bao vero
trong dia vi thé 96 giéng. Sau khi tiém truyén & 37°C trong 2 gid, loai bo chét ndi trén
bé mit ra. Va bd sung 100 microlit MEM véi carboxymetylxenluloza 1%, FBS 2%
vao. Sau khi i & 37°C qua dém, cb dinh cic té bao nay bing formaldehyt 3,7% trong
PBS v lam thim bing Triton X-100 1% trong PBS. Nhudém mau cho dia bing 4G2 &
4°C qua dém, nhu dbi voi thir nghiém IF. Lam hién thj khéng thé lién két béng céch
cho phan Ung thém vd&i khang thé khang chudt dugc lién hop véi AlexaFluor 488
(1:1,000; Invitrogen). Thyc hién 13p lai cac thir nghiém nay ba 14n va cac két qua dugc
thé hién duéi dang sé trung binh va dd 1éch chuén. Hoat tinh trung hoda dugc thé hién

dudi dang ndng dd cho thdy giam 50% theo FFU so v6i miu d6i chimg 4m tinh dugc
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tinh theo Phuong phap Behrens-Karber (Klassen CD (1991) Principles of Toxicology.
In Pharmacological Basis of Therapeutics, pp. 49-61. Edited by Gilman AG, Tall TW,
Nies AS, Taylor P. 8th edition. McGraw-Hill) (duoc goi 1a VN50).

Thuc hién thir nghiém ting cudng phu thudc khéng thé nhu sau. U céc
HuMAb tinh ché (diy pha lodng 10 l4n tir 10,0 microgam/ml) véi DV1 dén DV4 &
37°C trong 30 phut. Sau do, tiém truyén cac té bao THP-1 ma khong c6 diéu kién FBS
boi dung dich hdn hgp chira HUMAb-DENV va u hdn hop nay & 37°C trong 1 gid nira.
Sau khi b sung FBS véi ndng do cudi cung 13 2%, nudi cdy dung dich THP-1 véi
HuMAb vi DENV & 37°C trong 3 ngay. Dat ARN tdng sé dugc chiét tir cac té bao bi
gdy nhiém thu dugc bing cich st dung thudc thir TRIzol® (cia hang Life
Technologies) vao quy trinh PCR thoi gian thyc mot budc. Quy trinh PCR thoi gian
thuc mot budc dugc thuc hién theo md ta trude day (Shu et al., J Clin Microbiol.
41:2408-2416 (2003)). Noi mot cach vén tit, cac cap mdi clia oligonucleotit duge sir
ding cho quy trinh PCR thoi gian thyc mdt bude: DV-F
(53-CAATATGCTGAAACGCGAGAGAAA-3") (SEQ ID No. 209)/DV-N
(5'-CCCCATCTATTCAGAATCCCTGCT-3") (SEQ ID No. 210), duoc thiét ké dé tao
ra cac amplicon tir tht ca cac kiéu huyét thanh cia DENV va GAPDH-F
(5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3") (SEQ ID  No.  211)/GAPDH-R
(5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3") (SEQ ID No. 212), dugc thiét ké dé tao ra cac
amplicon tr GAPDH. St dung B kit PCR thdi gian thuc mdt budc PrimeScript®
Phién ban 2 (cuia hing Takara) cho thir nghiém nay theo hudng dan dugc khuyén céo
bdi cong ty. Thyc hién quy trinh PCR thdi gian thyc bang cach sir dung Hé théng phat
hién PCR thoi gian thuc CFX96 (BIORAD). Phén tich cac dit liu thu dugce tir PCR
thoi gian thuc bdi phuwong phap phan tich Ct denta-denta (Schmittgen et al., Nat Protoc
3:1101-1108 (2008)) ma phuong phap nay sir dung gia tri t cia GAPDH lam mAu ddi

chiing bén trong.

Sir dung cic vecto biéu hién sau day cho cac protein cia DENV. Vecto
CMV4-HA dugc sir dung cho viéc tao dong phan tir cia dang dung hop cla protein E
va prM (prM-E) va protein E cuia cac gen DENV. Oligo ADN s¢i kép ¢6 ngudn gbe tir
su gén mbi mbi lién Kkét chin FW-CMV3-HA
(GGCCGCAGGCGATATCTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCCTGAG) SEQ
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ID No. 213) va mdi lién két chin RV-CMV3-HA
(GATCCTCAGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTAGATATCGCCTGC) SEQ
ID No. 214) dugc chén vao giita cac vi tri Notl va BamHI1 trén Vecto biéu hién
pFLAG-CMV™.4 (Sigma). C4c viing ma hoa riéng biét cho protein E ¢6 ngudn gdc tir
ching DENV-2 NGC va cho protein prM-E ¢6 ngudn gdc tir cic ching DENV-2
16681 va DENV-2 NGC dugc khuéch dai bdi PrimeSTAR GXL DNA polymerase
(Takara) véi  céac mdi dic hidu gen (NGC env Fw  Notl,
GGCGCGGCCGCCATGCGTTGCATAGGAATATCAAATA (SEQ ID No. 215); NGC
env Rv EcoRV, GCGGATATCTCAGGCCTGCACCATAACTCCCAAAT (SEQ ID No.
216); prM-Notl Fw, GGAGCGGCCGCGTTCCATTTAACCACACGTAACGG (SEQ
ID No. 217); va Env-EcoRV Ry,
GGCGATATCGGCCTGCACCATGACTCCCAAATAC (SEQ ID No. 218)) theo
huéng din cia nha san xuit. Cac doan ADN khuéch dai duoc thily phan boi Notl va
EcoRV va dugc gén két véi Vecto biéu hién CMV4-HA dugc thiy phan béi Notl- va
EcoRV. Vecto pcDNA3-C-Flag dugc sir dung cho vi¢c tao dong phén ti cua cac gen
prM va C DENV. Plasmid pcDNA3 (Invitrogen) biéu hién & dong vat c6 va dugc thiy
phan bdi cac enzym cit gi6i han (EcoRV va Xhol), va oligoADN s¢i kép (5'-
ATCGACTACAAAGACGATGACGACAAGCT(SEQ ID No. 219) va 5-
TCGATCAAAGCTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCGATATC-3'(SEQ ID No. 220))
dugc chén vao gifta cac vi tri cia EcoRV va Xhol. Cac ving ma héa cho protein prM
tir cac ching 16681 va NGC ciia DENV-2 duoc khuéch dai béi PrimeSTAR GXL
DNA polymerase (Takara) vdi cac mdi dic hiéu gen (DV2 prtM F Bglil,
CGAGATCTGCCACCATGTTCCATTTAACCACACGTAAC(SEQ ID No. 221); va
DV2 prM R Smal, GCCCCGGGGATATCTGTCATTGAAGGAGTGACAGC(SEQ ID
No. 222)) theo huéng din ctia nha san xuit. Cac doan ADN khuéch dai dugc thity
phan boi BglII va Smal va dugc gén két v6i Vecto pcDNA3-C-Flag dugc thiy phan
b6i BamHI- va EcoRV. Gen C ctiia DENV-2 dugc khuéch dai béi PrimeSTAR Max
DNA polymerase (cia Takara) vé&i cac mdi dic hiu gen (D2 C F,
GGATCTCCAGCCATGAATGACCAACGGAAAAAGGCG(SEQ ID No. 223); va
D2 C R, GTCGATGGGGATATCTCTGCGTCTCCTATTCAAGATG(SEQ ID No.
224)) theo huéng dan ciia nha sén xuét. C4c doan ADN khuéch dai dugc tao dong vao
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cac plasmid véi b kit tao dong In-Fusion Advantage PCR cloning kit (cua Takara).
Gen NS1 duoc tao dong theo bao céo trude day (Kurosu et al., Biochem Biophys Res
Commun 362: 1051-1056 (2007). Tom lai, céc bd mdi dic hiéu
(GGCGGATCCGCCATGGCCGATAGTGGTTGCGTTGTGAGC (SEQ ID No. 225)
va GCGCTCGAGTCAGGCTGTGACCAAGGAGTTGACC(SEQ ID No. 226)) dugc
sir dung dé khuéch dai gen dic hiéu NGC NS1. Trinh ty dugc khuéch dai nay dugc
chén vao vao céc vi tri BamHI/Xhol cia pGEX-6P-1 (Invitrogen). Cac té€ bao 293T
dugc chuyén nap véi cac plasmid riéng biét dugc sir dung lam cac khang nguyén virut
dé x4c dinh clia cic protein cua virut dugc nhin dang bdi cac HUMAb béng thir

nghiém IF.

Cac HuMADb duogc x4c dinh 16p nhu sau. Cac HuMAD thu dugc dugce xac dinh
16p bing bd Pinh lugng Human IgG ELISA Quantitation set, Human IgM ELISA
Quantitation set, va Human IgA ELISA Quantitation set (ciia hang Bethyl Laboratories,
Inc., Montgomery, Texas). Sir dung cac dich nu6i cy tirng dong té bao lai riéng biét
cho viéc x4c dinh 16p khang thé nay. Ngoai ra, dé phan 16p cic HuMAb, By ELISA
microplates Maxsorp (cia hang Nunc, Copenhagen, Dan Mach) dugc phi qua dém &
4°C bdi 50 microlit IgG khéang ngudi cia dé (cua Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA) trong dung dich dém Natri Bicacbonat 0,05 M, d6 pH
8,6 (1 microgam/ml). Sau khi rira 5 14n bing 300 microlit PBS-0,1% Tween-20, 1 cac
giéng vé6i 300 microlit BSA 0,5% trong dung dich dém phong bé PBS trong 1 gir &
37°C. Sau khi rira lai 1dn nira, G céc giéng véi 50 microlit chét ndi bé mit té bao lai
hodc huyét thanh dbi ching trong 2 gid & 37°C. Sau khi rira lai 14n nita, G cac giéng
v6i 50 microlit HRP khéng IgG1 (cta hang SouthernBiotech, Birmingham, Alabama)
(1:2000), HRP khang IgG2 (SouthernBiotech) (1:2000), HRP khang IgG3
(SouthernBiotech) (1:2000), va HRP khang IgG4 (SouthernBiotech) (1:2000) trong 1
gio ¢ 37°C. Rura céac giéng 5 14n, tiép theo 1a & vé6i 50 microlit co chét cia TMB
peroxidaza (KPL, Gaithersburg, MD) & nhiét d¢ trong phong trong bong t6i. Sau 20
phut, lam ngurng phan ng bang dung dich H>SOs 2 N. Poc mau sic miu & 450nm
trong may doc tiéu ban ELISA (Corona Electric, Tokyo, Nhat Ban). Chay tAt ca cac

mAu trong ba lan.

Thuc hién danh gia in vivo cho cdc HuMAb & chudt con dang bu me nhu sau.
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Chudt con dang b me BALB/c dugc mua tir hang Japan SLC Inc., Shizuoka, Nhét
Béan. Chudt con dang bl me 2 ngay tudi dugc tiém truyén trong nio bang 20 microlit
chira 20,000 FFU ctiia DENV-2 (ching 16681) mdi con ma trudc d6 da duge 1 véi 1
microgam va 0,2 microgam HuMAb dugc tinh ché mdi con, hoic PBS 1a miu dbi

chirng 4m tinh, trong 30 phut & diu kién bing gia.

Su sip xép thir tw clia cac ving bién dbi cia HUMAD duge thyc hién nhu sau.
Chiét ARN tdng sb tir cac té bao té bao lai bing cach st dung bd RNeasy Mini Kit
(ctia hang Qiagen, Hilden, Dirc). Cho ARN tdng sb thu dugc qua quy trinh RT-PCR
bing céach sir dung bd PrimeScript RT reagent Kit (Takara) véi mdi oligo(dT). Ving
mi héa cia cac chudi ning va chudi nhe cia HuMAb dugc khuéch dai boi k§ thuat
PCR, v6i cac mdi sau day: 5'-~ATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCT-3' (SEQ ID
No. 227) mdi xubi gén trén chudi ning va mdi ngugc gin trén chudi ning
5'.CCTTGGTGTTGCTGGGCTTGTGAT-3' (SEQ ID No. 228); mdi xudi gén trén
chudi nhe 5'-ATGGCCTGGWYYCCTCTCYTYCTS-3' (SEQ ID No. 229) va mdi
nguoc gén trén chudi nhe 5'-TGGCAGCTGTAGCTTCTGTGGGACT-3' (SEQ ID No.
230). Cac san phdm PCR dugc gin két vao véc-to pGEM T-Easy (cua hing Promega,
Madison, Wisconsin), va céc trinh ty cua chiing dugc phén tich béng cach stir dung Bo
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit va ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(cua hang Applied Biosystems, Foster City, California).

Trong nghién ctru nay, vi¢c didu ché cac té bao lai san xuit cac HuMADb khéng
lai DENV béng cach str dung céc mau tir cac bénh nhan ngudi Thai dugc xem xét. Cac
méiu PBMC dugc thu tir cac bénh nhan & pha cép tinh (khoang mot tun sau khi khéi
phat st) va cac pha dudng bénh (khoang hai tun sau khi khéi phat sét). Trong thir
nghiém thir nhét, sir dung tdng cong chin mau tr cdc bénh nhan ngudi Thai: ba bénh
nhéan (D30, D32, va D33) & pha cip tinh, trong khoang 6-8 ngay sau khi khéi phat sdt;
bdn bénh nhan (D22, D25, D27, va D28) & pha dudng bénh, 12-15 ngay sau khi khdi
phat sét; va mot bénh nhan & ca pha cip tinh (D23; 5 ngay sau khi khéi phat sbt) va
pha dudng bénh (D26; 19 ngay sau khi khéi phat s6t) (Cac Bang 1). D22, D27, va D30,
dugc chin doan 14m sang 13 nhiém DHF va nhitng ngudi khac thi tat ca déu nhiém DF.
D22, D27, D28, D30. Khong c¢6 chénh 1éch dang ké vé gidi tinh (P=0,798), tudi
(P=0,856), hoic muc d) nghiém trong cua bénh (P=0,685) gilta cdc bénh nhan & pha
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cép tinh va cac pha dudng bénh. S6 lidu thu dugc tir cac bo kit thir nghiém nhanh da
cho thdy ring tit ca cac bénh nhan & pha cép tinh 1a duong tinh d6i voi ca hai IgG va
IgM khang dengue, didu nay chi ra ring cac bénh nhan nay da bi nhiém DENV thir
phat.
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Céc mau huyét trong trong pha cép tinh ciing duge cho qua quy trinh RT-PCR,
theo kiéu huyét thanh cia DENV. Thuc hién PRC tht nhit v6i cac mdi DEUL va
DEUR, c4c mdi nay phd bién véi tét ca cic kiéu huyét thanh ctia DENV. Sau d6, cho
cac san phim thu dugce qua quy trinh PRC thir hai v6i cac mdi dic hiéu véi cac kiéu
huyét thanh riéng biét cia DENV: DIL va DIR cho DENV-1; D2L va D2R cho
DENV-2; D3L va D3R cho DENV-3; va D4L va D4R cho DENV-4. Cac san phém thu
dugc dugc phat hién chi bing D2L va D2R, ma khong phéi bang cac bd mdi khéc,

trong tit ca cac miu tir 4 bénh nhén & pha cép tinh (s6 liéu khong dugc thé hién), chi
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ra ring tAt ca 4 bénh nhén 1a céc truong hop nhiém thtr phat do DENV-2. V& phan céc
bénh nhan, cic mAu mau 14y tir céc bénh nhan nay c6 thé diing dé diéu ché té bao lai &
pha dudng bénh, cic miu huyét twong tlr bénh nhan & pha cap tinh dugc st dung chi
dé ding cho thir nghiém nhanh da cho thiy tit ca két qua duong tinh cho ca hai loai 1a
IgG va IgM khang dengue, diéu nay chi ra ring cac bénh nhén ndy ciing thudc céc

truong hop nhiém thi phat.

Céc té bao lai duge diu ché nhu sau. St dung céc phin phén doan PBMC
dugc didu ché tir bén bénh nhan & pha cép tinh va ndm bénh nhén & pha dudng bénh
@8 didu ché té bao lai bing cach dung hop véi cac t€ bao SPYMEG. Lam két hat cac té
bao dugc dung hop va nudi cdy ching khoang thoi gian tir 10 dén 14 ngay trong moi
treong chon loc HAT trong cac dia vi thé 96 giéng. Pang ngac nhién 13, budc sang loc
dAu tién cho timg dich nubi cay trong giéng riéng biét boc 10 nhitng hiéu qua cao. Vai
viéc bd sung cac t& bao bi nhiém DENV, cac giéng c6 cac PBMC & pha cép tinh
thudng xuyén cho két qua duong tinh qua IF hon (734 giéng) so véi cac giéng c6 cac
PBMC ¢ pha dudng bénh (57 giéng). Trong sb nhitng giéng nay, 272 giéng co céc
PBMC & pha cép tinh duong tinh theo IF vi 29 giéng ¢6 ¢6 cac PBMC & pha dudng
bénh duong tinh theo IF dugc chon dé tao dong té bao khi cac giéng biéu hién céc
phan tng manh hon va chira nhitng cum khuén lac 10i rac trong subt. Theo tom tit
trong cac Bang 1 (cac Bang 2 cho s6 liéu vé& cac HuMAD riéng biét), sau bude sang loc
thir hai bing thir nghiém IF sau khi 0 trong 2 tudn, 121 té bao lai & pha cAp tinh va 15
té bao lai & pha dudng bénh thé hién su ting sinh 4n dinh va dat dugc muc dich san
xuét cac MADb khang DENV. Viéc xé4c dinh 16p da cho thy kiéu IgG chiém 91,7%
(111/121) trong s& cdc HuMAD tir céc té bao pha cip tinh va 86,6% (13/15) trong sb
HuMADb tir céc té bao pha dudng bénh. Kiu IgA dugc phat hién ra chi chiém 6,6%
(8/121) trong sb6 cac HUMAD tir céc té bao pha cép tinh. Khong c6 trudong hop nao
dwong tinh d6i v6i kiéu IgM. Khong c6 cac phan ung duong tinh nao trong bbn dong
d6i véi kidu bat ky trong s6 IgG, IgA, va IgM trong cac didu kién dwoc xem xét bing

céach sir dung céc dich nudi cay dong te bao lai.

Tinh phan tmg chéo cia cac HUMAb dugc xic dinh nhu sau. Dic trung cua
céc HuMAD thu dugc theo md ta & trén 12 vé tinh phan tng huyét thanh hoc ciia chiing
d6i véi tht ca bén kiéu huyét thanh cia DENV qua céc thtr nghiém IF va VN. Cac
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HuMAD trong céc dich nudi cdy té bio lai riéng biét duge st dung cho cac thir nghiém
nay. Nhu dugc thé hién trén FIG.1, cac HUMAD dugc phén loai thanh c4c nhém 1 dén
10 vi cic nhém A dén X dya trén tinh phéan tmg chéo ciia ching véi bdn kiéu huyét
thanh cia DENV trong céc thir nghiém IF va VN, theo tuong img: nhém A da cho thiy
khong c6 hoat tinh VN véi bét ky kidu nao trong sb bdn kiéu huyét thanh; cic nhém
1-2 va cac nhém B-E da cho thiy cic phan tmg dic hidu véi mot kiéu huyét thanh duy
nhit; cic nhém 3-6 va céc nhém F-H da cho thiy cic phan tng chéo v6i hai kiéu
huyét thanh; cdc nhém 7-9 va c4c nhom I-O da cho thdy cac phan tng chéo véi ba
kiéu huyét thanh; va nhém 10 va cac nhém P-X dé cho thdy cac phan tmg chéo véi tat
c4 bdn kiéu huyét thanh. Thir nghiém IF da boc 1§ rang 109 trong s 121 dong (90,1%)
c¢6 ngudn gdc tir cdc bénh nhén & pha cAp tinh thi phan tmg chéo véi tht ca bdn kiéu
huyét thanh (FIG.1): 65 trong s 75 dong (86,7%) tir D23, 23 trong sb 25 dong
(92,0%) tir D30, nim trong s& nam dong (100%) tir D32, va 16 trong sd 16 dong
(100%) tir D33 (FIG.2 va Bang 2). Nguoc lai, chi 7 trong s 15 dong (46,7%) cb
ngudn gdc tir cac bénh nhan & pha dudng bénh dugc thé hién 1a phan tng chéo véi tt
c& bdn kiéu huyét thanh (FIG.1): ba trong s6 bdn dong (75,0%) tir D22, hai trong 56
nam dong (40,0%) tir D25, mot trong s6 hai dong (50,0%) tir D26, mot trong sd hai
dong (50,0%) tir D27, va khéng dong nao trong s6 hai dong tir D28 (0%) (FIG.2 va
Bang 2). Vi vy, cdc HuMAD thu dugc phéan g chéo voi tht ca bbn kiéu huyét thanh
thi c6 hiéu qua nhiéu hon dang ké bang cach st dung cic PBMC cuia céc bénh nhan &
pha cép tinh, so voi cac bénh nhan & pha dudng bénh (P=0,008). Céac mau IF ciia mot
s6 HUMAD dai dién qua thit nghiém IF dugc thé hién trong FIG.3: D28-2B11D10 va
D23-4A7D6 13 dic hiéu véi kiéu huyét thanh, D28-2B11F9 va D23-1B11A5 thi phan
tng chéo v6i hai kiéu huyét thanh, D25-4D3D2 va D23-3E6D7 thi phan tmg chéo véi
ba kiéu huyét thanh, va D22-1B7G2 thi phan tmg chéo véi tit c bén kiéu huyét thanh.
MAb 4G2 cua chudt duge st dung 1am mAu dbi chimg dwong tinh cho cac khéng thé
phan tmg véi tit ca bbn kiéu huyét thanh (trong ing véi nhém 10). Tiép theo, cac tac
gia sang ché da kiém tra hoat tinh VN ctia HuMAb. Cac dich nu6i cdy cua timg dong
t& bao lai riéng biét dugc cho phan tng vi DENV-1 dén DENV-4. Duéi nhitng diéu
kién nay, 4G2 trong miu déi ching da cho thdy mtrc gidm 90% theo FFU so v6i mau

dbi ching 4m tinh (DMEM v6i FBS 15%) trong tit ca bdn kiéu huyét thanh cua
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DENV va, do d6, MADb nay dugc phén loai thanh nhom X.

2
Bang 2-1
Bang 2. Két qua tém tat ve tinh phan img chéo ctia cac HuMAD riéng biét
Bénh nhin : Tinh phén itng theo IF Hoat tinh VN! . o
) Hybridoma P V-2 DENV-3 DENV.4 JEV__ DENV.1 DENV2 DENV.3 DENVA JEV___ L°fP Frotein dich
Cép tinh D23 D23-1A2B6 + + + + + + + + + - G E
D23-1A5D7 + + + + + - + - - - G E
D23-1A8H5 + + - + + - + - - + G E
D23-1A10H7 + + + + + + ++ ++ ++ - kG E
D23-1B1ES + + + + + - ++ + + + G E
D23-1B3B9 + + + + + + ++ ++ ++ + G E
D23-1B8F7 + + + + + - + - + - RG E
D23-1B10C7 + + + + + & ++ + + + IeG E
‘D23 1BIIAS  + + + + ND? Khac®
D23-1C1G4 + + + + + ++ ++ ++ ++ - RG E
D23-1C2D2 + + + + + + ++ ++ ++ + G E
D23-1C3B11 + + + + - - - + - - kG Khac?
D23-1C6K6 + + + + + + ++ + ++ + I3t E
D23-1D4E2 + + + + + & ++ + + - LG E
D23 1DSGI10 + + + + . G pIM
D23-1D8B3 + + + + + - - - - - 3G Khac®
N?23-1E3R! + + + + + + + + + - TG E
D23-1E12E8 + + + + - - —+ + + - G E
D23-1G1H8 + + + + + + ++ + ++ - 3G E
D23-1G5C8 + + + + + + ++ + + + G E
D23-1G7C2 + + + + + H ++ + +— + G E
D23-1G10A3 + + + + + + ++ + ++ - 3G E
‘D23-1H5A11 + + + + + ++ ++ ++ ++ + G E
D23-TH11C2 + + + + - - - = = s G PM
D23-2A5B5 + + + + - - - - + - G M
DZ3-2A8D2 + + + + - e N - = + 3G Ns1
D23-2A8G3 + + + - - = - - - . G NS1
D23-2A11B7 + + + + + + ++ + = G E
D23-2A12B9 - + - + - - - - - - A Khac?
D23-2C3D8 + + + + - + - - - - G prM
D23 2C11G6 + + + + + + ++ + + 3G E
D23-2D12C6 + + + + + + ++ + + + BG E
D23-2E1D7 + + + + + - ++ - + - G E
D23-2E10D7 + R +# * + + —+ + + - LG E
D23-2F2B1 + + + + + + ++ - + - IsG E
D23-2G4E7 + + + + + e ++ + + - LG E
D23-3A2F9 + + + + - - - - - - LG ptM
D23 3A10G12 + + + + + + ++ + ++ + G E
D23-3B2G9 + + + + + + ++ + - + IgG E
D23-3C5A9 + + + + “ & - - = e G M
D23-3E6D7 + + - + + + ++ + ++ + G E
D23-4AGFY, + + + + + + ++ ++ ++ + G E
D23-4A11A2 + + + + + + ++ + + + G E
D23-4A7D6 - - - + - - - - - - ND* Khac®
D23-4B9H3 + + + + + + ++ + =+ - LG E
D23-4B12C5 + + + + + ++ + + + - G E
N23-4CSN7 + + + + + + ++ + ++ - G E
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5
Béang 2-2
Bang 2 (tiép theo - 1). Két qua tom tat vé tinh phan ng chéo ciia cac HuMAD riéng biét
& i b Tinh phén éng theo IF Hoat tinh VNV . . a
Béuh nhin Hybridoms e DENV-2 DENV-> DENVA JEV._ DENV.1 DENV-2Z DENV-3 DENVA JEV Isotip Protein dich
Chp tinh D23 D23-4D6F9 + + + + + + ++ + + - 1eG E
(tidp theo) D23-4D9G5 + + + + . i R i . _ 1BG oM
D23-4D10E9 + + + + + ++ ++ + + + G E
D23-4E9A10 + + + + + + + + + + 136 E
D23-4FSE1 + + + + + ++ ++ + ++ + 1gG E
D23-4F10H7 + + + + - - + + - - 1eG E
D23-4H12C8 + + + + + + + + + - 1eG E
D23-5A2C10 + + + + + + ++ + + + 3G E
D23-5A4E8 + + + + + + ++ + 5 i G E
D23-5A5A6 + + + + - + + . + . 1gG Khac®
D23-5A7F6 + + + + + - ++ + + - 3G E
D23-5A8B1  + + + + - - - - + - IgG ptM
D23-5B5E1 + + + + + + ++ + + - G E
D23-5B9C9. + + + + + + ++ + + < 1:G E
D23-5C1G7 + + + + + + ++ + + 1gG E
D23-5C3B2 + + + + - + + + - - 13G E
D23-5C7G1 + + + - - - - - + - 156G NSi
D23-5D6D1 + + + + + + ++ + + - IgG E
D23-5E3G3 - + + - - + ++ ++ - » 185G E
D23-SE6B1 + + + + + ++ ++ ++ ++ - 1gG E
D23-SESB8 + + + + + ++ ++ + ++ = IeG E
D23-5F3B8: + + + + + + ++ + + + 18G E
D23-5F4B3 + + + + +. + ++ + + + 13G E
D23-5G2D2 + + + + + ++ ++ + + + 18G E
D23-5G4B6 - + - - - - - - . . 1A Khécfz
D23-5G7F10 - + - + - - - - - - IgA Khac?
D23-5G8E3 + + + + + ++ ++ ++ ++ + G E
D23-5G10G8 + + + + - - ++ + + - IgG, E
D30 D30-1A4F4 + + + + + + + + + + 3G E
D30-1B5D8 + + + + + + + + + + G E
D30-1D10C7 + + + + + + + + + - 15G E
D30-1E7B8 + + + + + ++ ++ ++ + + 3G E
D30-1E12C3 + + + + + + + + ++ = 116G E
D30-1G1E6 + + + + + + ++ + ++ + 1sG E
D30-1G7Dé + + + + + + ++ + ++ + 15G E
D30-1G11D7 + + + + + + + + + & IsG E
D30-2B1GS + + + - + - + + + + 18G Ns1t
D30-2B2G7 + + + + + + + + + . G E
D30-2C1B8 + + + + + + + + + + 1sG E
D30-2C12B4 + + + + + + + + + - IsG E
D30-2D4D10 + + + + + - - . - + 3G E
D30-2G8B10 + + + + + + + + - - IeG E
D30-2G8H12 ~ + + + . - - - - + + EG Khac?
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2
Bang 2-3
Bang 2 (tiép theo - 2). Két qua tom tt vé tinh phan tng chéo clia cac HUMAD 1iéng biét
. N . Tinh phan ving theo IF Hoat tinh VN' . .
Bjshuhin  Hybridoma e O R PNV DENVAA JEV._ DENVI DENV2 DENV3 DENVA JEV. P Protein dich
Cép tinh D30 D30-2G12F10 + + + + + + + + ++ + IgG E
(tiép theo) D30-3A1E2 + + + + + ++ ++ ++ ++ + G E
D30-3B1HS + + + + + + + + + + 1gG E
D30-3BSB3 + + + + + + + + + IgG E
D30-3B6C7 + + + + + + ++ + + IgG E
D30-3B10E7 + + + + + + ++ ++ ++ + IgA E
D30-3GSF5 + + + + + + + + + 18G E
D30-3H3G2 + + + + + + + + + + IgA E
D30-3H5C9 + + + + + + ++ + + IsG E
—____D30-3H9F8 + + + + + + + + + + IzA E
D32 D32-1BSGS + + + + - N + + + 16 E
D32-2D1G5 + + + + + + ++ ++ ++ + 1gG E
D32-2D9C2 + + + + + - - . - 13G E
D32-2H8G1 + + + + + + ++ ++ ++ + 1gG E
D32-5B12F7 + + + + .+ + + + + + IG E
D33 D33-1A10D8  + + + +  + - - + N - 126 Khic®
D33-1B6H10 + + + + + - + - E B 18G E
D33-1C8D2 + + + + + + + + + + 1gG E
D33-1D3D10 + + + + + + + + + - 136 E
D33-1F9B11 + + + + + + + + - - 1gG E
D33-2H1G4 + + + + + - - - - + 186 E
D33-2H9D10 + + + + + + + + + + IgA E
D33-3A4A6 + + + + + - - s 136 E
D33-3A5C7 + + + + + - + + - 198G E
D33-3A7B4 + + + + + + + + + 136 E
D33-3D8A9 + + + + + - + + + + 13G E
D33-3D12D4  + + + + + + + + - + IgA E
D33-3E4H10 + + + + + + + + + + 3G E
D33-3G12C3 + + + + + - - + - 138G E
D334C10C10 + + + + + + + + 1gG E
D33-5D12B11 + + + + + - - - IsG E .
Dudng bénh D22 D22-1B7G2 + + + + - T IsG M
D22-2G4E3 + + + + + G E
D22:3H2GS - + - - ND'  Khic
D22-3HIOF10 __ + + + + + G Khac?
D25 D25-2BIIC3 + + + - - 3G NS1
D25-2B11Gl11 + + + + + + + + + IgG Ns1®
D25-4D3D2 + + + - - + 136 Ns1
D25-4D4C3 + + + - - + I5G NSs1
D25-4D4F10 + + + + - + + + G ns1®
D26 D26-5A2G2 + + + + + ++ + + 1gG E
D26-5A2B12 + + + - - ~ - + IeG. NS1
D27 D27-1E8A3 + + + + - + - + 136 M
D27-1E8A4 * + + - + IeG NS1
D28 D28-2B11D10 - ¥ i N - ND* Khac
D28-2B11F9 + + - - 1aG NS1

1" cho <50%, “+" cho < 50% va <90%, va "++" cho < 90% vé& murc giam FFU so v&i m3u déi chimg am tinh
2: Khéng c6 phan (mg voi bt ky loai nao trong s IgG, 1gA hosc IgM

: 'r(qhgo:;‘:: %és%hg, ‘i'?&ﬁé‘.“é‘ 55,"33’3{5.} innﬂt:: Vo1 HuMAD ndy

5: Ngoai NS1, protein E va prM cing phan img nhe v6i HUMAD nay

6: Ngoai NS, protein prM cling phan {mg nhe v6i HUMAD nay

Mt khac, 103 trong sb 121 dong & pha cép tinh (85,1%) va bbn trong s 15

dong & pha dudng bénh (26,7%) da cho thiy mirc giam 50% vé su sao chép cia virut
(FIG.1). Muc giam 90% vé su sao chép ciia virut dugc phat hién ra & 62 trong s6 121
dong & pha cip tinh (51,2%) va mot trong s6 15 dong & pha dudng bénh (6,7%)
(FIG.1). Téng cong 70 dong & pha chp tinh (57,9%) va mot dong & pha dudng bénh
(6,7%) da cho thy hoat tinh trung hoa (mtrc giam 50% v& su sao chép cua virut) dbi
vé6i tt ca bdn kiéu huyét thanh, trong khi d6 chi 11 dong & pha clp tinh (9,1%) va
khong c6 dong nao ¢ pha dudng bénh (0%) da cho thiy hoat tinh trung hoa (mirc giam
90% v& sy sao chép cua virut) dbi véi tht ca bdn kidu huyét thanh (FIG.1 va Bang 2).

Céac mbi twong quan gitta cac két qua cua thir nghiém IF va VN (mirc giam
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50% va 90%) déi voi timg HuMAD riéng biét duge thé hién trong FIG4. Cac HUMAbD
thu dugc thi khong ddng nhét 1im. Cac HuMAD c6 céc hoat tinh trung hoa d6i véi tht
ca bdn kiéu huyét thanh ciia DENV thu dugc hiéu qua hon bing cach sir dung céc
PBMC & pha cép tinh. C6 nhidu mau thun gitta cac sd liéu thu duogc cia IF va VN
lién quan dén bén HUMAb: mt tir bénh nhan D23 thudc nhom 4-C (trong céc cac thir
nghiém IF va VN, theo twong Umg), mot tir bénh nhan D23 thudc nhom 5-K, mot tir
bénh nhan D23 thudc nhém 8-U, va mét tir bénh nhan D30 thudc nhém 7-N.

Céac Bang 2-4 cho thdy céc két qua tom tit vé protein ciia virut dugc céc
HuMADb nhan dang. Cac té bao 293T dugc chuyén nap véi céc vecto biéu hién d6i voi
céc protein prM, E, NS1, va C cia DENV-2, hodc di vé6i protein dung hop prM-E,
duoc stir dung lam céc dich nhim d& xac dinh cic protein cua virut duge cic HuMAb
riéng bi€t nhan dang bﬁng thir nghiém IF. S lidu tom tit vé céc protein cua virut dugc
cac HUMAD riéng biét nhin dang phén loai trong cidc nhom 1 dén 10 bang thir nghiém
IF va trong cac nhém A dén X bang thir nghiém VN duge thé hién 14n lugt trong cac
Béng 3 va 4, (c4c két qua tir cac HUMAD riéng biét dugc thé hién trong Bang 2). Trong
s6 cac HUMAD & pha cép tinh, 99 phan ung vé6i E, tdm phan Gng véi prM, bbn phan
tmg vé6i NS1, va khong HuMAD nao phén tng v6i C. Dich nubi cly cua 10 dong té
bao lai con lai thi khong phan Gng véi cac protein E, prM, NS1, hodc C (“Khac”).
Trong s6 cac HuMAb & pha dudng bénh, hai phan (mg véi E, hai phan ting véi prM,
tam phan tng v6i NS1, va khong HuMADb nao phéan ing véi C, va ba dong t€ bao lai
con lai khong phéan tng véi bét ky protein nao dugc thir nghiém (“Khac™). Pang quan
tam 13, nim HuMADb thu dugc tir D25 thi tét ca déu phan tng dbi véi NS1 (Bang 2).
Céc Bang 3 va 4 téng két c4c protein cia virut duge cac HuMAD nhén dang dugc phén
chia theo nhém c6 tinh phan Umg (cac nhém 1 dén 10 bang thir nghiém IF va cic nhém
A dén X bing thir nghiém VN). 98 HuMAb nhén dang E (96 trong s6 99 HuMAD tir
pha cép tinh va hai cia hai HuMAb tir pha dudng bénh) tht ca déu trong nhém 10
(phan (g chéo véi tat ca bbn kiéu huyét thanh) theo thir nghiém IF (Bang 3). Trong s6
nhitng HuMAb, 70 HuMAbD & pha cip tinh va mdt HUMAb pha dudng bénh da cho
thiy mirc hoat tinh VN 50% d6i voi tht ca bdn kiéu huyét thanh ctia DENV (c4c nhém
P dén X). Trong sé 70 HUMAb & pha cip tinh, 11 HuMADb ciing da cho thiy mirc hoat
tinh VN 90% déi véi tit ca bdn kiéu huyét thanh cia DENV (nhém X).
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Bang 3. Cac protein virut dich ctia cac HuMAb durgre phan loai theo cac két qua IF

DENV IF
kiéu huyét thanh Cép linh ) 7 Duding bénh 7
1 2 31 4 E pM  NS1  Khac' E pM NS1 Khac !
1 - ] - 1(0)° 2(0)
T | e | . | 1(0)
3 . 1(0)
4 g - | - 1(0)
5 . | - 1(0)
6 - . 2(0)
7 - 3 {1% 5(0)
$ - | 20
T qEFA e 1(0)
10 | BT | son | s | 100 | 4@ 2@ |z | 20 | 1)

1: Khng phén irng it nhat vai priM-E, E, prM va NS1
2: HuMAD (D30-2B1G5) cling phan rng nhe vdi E

3: HuMAb (D25-2B11G11)ciing phén (ng nhe voi E va priv
4: HuMAb (D25-4D4F 10} ciing phén (rng nhe v&i prM

5: S& déng HUMAD cho théy phan img duong tinh véi JEV duge thé hién trong déu ngodic don
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Bang 4. Protein dich dwgc phan loai theo két qua Nt

Kiéu huyét thanh
DENV -
Cap tinh Dudng bénh
pM  NSI Khac ‘E: Nst  ‘Khict
50| 30 | 5@ ( ROEECR
L(0) |
' (1)
,,,,,,, i‘,(;dj"
20 @ ||
10y
100):
FERGE |

140)

1 Khéng phén tmg it nhit véi prtM-E, E, prM, va NSI.

2 HuMAb (D30-2B1G5) ciing phan (g yeu véi E.

3 HuMAb (D25-2B11G11) ciing phan ing yeu v6i E va prM.
4 HuMAD (D25- 4D4F10) ciing phan tmg yéu véi prM.

5 Cac HuMADb cho thiy c4c phan tng duong tinh v6i DENV theo IF, nhung khdng c6 hoat tinh VN voi kiéu huyét

thanh bét ky cia DENV.

6 S4 dong HuMADb cho thdy phan (ng duong tinh v6i JEV dugc thé hién trong d4u ngogc don
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Céc Bang 2-4 cho thdy két qua tom t4t vé tinh phan tng chéo ctia cac HUMAb
véi Virut viém nio Nhat Ban (Japanese Encephalitis Virus - JEV). Tiép theo, céc tac
gi4 sang ché da xem xét tinh phan tmg chéo c6 thé ¢ cua cac HuMAD nay véi cac té
bao JEV bi nhi®m béng thir nghiém IF. Pang quan tim 13, nhiéu dong HuMAb da cho
thiy céc phan tmg dwong tinh véi JEV: 96 trong s& 121 (79,3%) HuMAD tir pha cap
tinh va bén trong sé 15 (26,7%) HuMAD tir pha dudng bénh (Bang 2 thé hién s6 lidu
vé cac HUMAD riéng biét). Hau hét cac HuMADb duoc phan loai thanh nhém 10: 91
HuMADb nhén dang DENV E va hai HuMAb nhan dang “Khéc” tir pha cAp tinh; v hai
HuMADb nhin dang DENV E, mot HuMAb nhén dang NS1, va m¢t HuMAb nhén dang
“Khac” tir pha dudng bénh. Ba HuMAbD tir pha cAp tinh d4 phan ing v6i JEV va thude
vé cac nhom khéc véi nhém 10: hai trong nhém 8 dd nhan dang DENV E va mot trong
nhém 7 d3 nhan dang NS1. Tiép theo, cac HUMAD da dugc kiém tra vé hoat tinh VN
khang lai JEV. Téng cong 55 dong HuMAD d4 cho thiy hoat dinh VN 50% khéang lai
JEV, mic di khong dong nao cho thdy mic hoat tinh VN 90%. Theo tom tit trong
Bang 4, 50 (46 nhan dang E, hai nh4n dang NS1, va hai nhén dang “Khac”) trong 56
55 cac HUMAD & trén 1a tir pha c4p tinh va nim HuMADb con lai nhan dang NS1 1a tir
pha dudng bénh (Bang 2 cho thdy s liéu ddi v6i timg HUMAD riéng bit). Pang quan
tam 13, hoat tinh VN khéng lai JEV da dugc nhén thiy khong chi d6i véi cac HuMAb
phan tng chéo véi tht ca bdn kiéu huyét thanh cia DENV (38 trong cac nhém P dén X
tir pha cép tinh), ma con d6i v6i cac HuMADb phan ting chéo vé6i hai hodc ba cac kiéu
huyét thanh ctia DENV (s4u tl pha cAp tinh va mdt tir pha dudng bénh trong cac nhém
F dén 0), d6i véi cac HUMAD dic hiéu véi kiéu huyét thanh ciia DENV (ba tir pha cp
tinh trong cdc nhom B dén E), va d6i v6i cac HUMAD khong c6 hoat tinh VN véi bét
ky kiéu nao trong s6 céc kiéu huyét thanh ctia DENV (ba tir pha cép tinh va bdn tir pha
dudng bénh trong nhom A). Su chon loc 18 dong té bao lai san xuét cac khang thé
trung hoa manh hon véi tit ca bén kiéu huyét thanh cia DENV. Tdng cong 18 dong té
bao lai san xuit cac HuMADb dic hiéu khang lai DENV dugc chon véi vai tro 1a ngu(“)n
san xuit khang thé vdi cac hiéu gia trung hoa cao hon tir tdng cong 136 dong t€ bao lai,
121 thu duogc tir 4 bénh nhin ngudi Thai & pha cép tinh va 15 tir 5 bénh nhan ngudi
Thai & pha dudng bénh, theo cac két qua béi thir nghiém hoat tinh trung hoa cia virut

bang cach st dung cic dich nudi cay té bao lai riéng biét doi voi cac ching trong
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phong thi nghiém 1 cac kiéu huyét thanh DENV-1 dén DENV-4 (theo Setthapramote
va cé4c cdng su, Biochem Biophy Res Commun 423: 867-872 (2012)). Tét ca 18 dong
nay dugc chon vdéi vai tro la ngudn san xuit cac HUMAbD cho thdy mirc rc ché su sao
chép clia virut >85% & tAt ca bbn kiéu huyét thanh c6 ngudn gbc tir ba bénh nhén &
pha cAp tinh (Bang 5). T4t ca ba bénh nhan 12 ngudi 16n: 13 HuMAb dugc diéu ché voi
cac PBMC vio ngdy 5 sau khi khoi phat bénh sbt Dengue & bénh nhan nit D23 33 tudi;
3 HuMAb dugc didu ché véi cac PBMC vio ngay 8 sau khi khai phat bénh sdt xuét
huyét dengue & bénh nhan nit D30 23 tudi; va 2 HuMAD dugc didu ché véi cac PBMC
vao ngay 6 sau khi khoi phat bénh s6t Dengue & bénh nhan nam D32 19 tudi. Tht ca
cac HUMAD nay 1a IgG1, ngoai trir D30-1E7B8 1a IgG4, va nhén dang protein E cia
DENV. Hai HUMAD khéc cho thiy hoat tinh trung hoa manh tuong ty d6i véi tat ca 4
kiéu huyét thanh duoc tach loai ra khéi cdc HuMADb dugc chon, do D30-3B10E7 1a
IgA, ma IgA thi khé tinh ché, va dong té bao lai san sinh D23-4D10E8 sén xut lwong
khang thé giam khi c4c tac gia sang ché thu hdi dong té bao lai tir diéu kién déng bang.
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FIG.7 thé hién tom tit cac hoat tinh VN va ADE ctia 18 HuMAb véi
bbn kiéu huyét thanh cia DENV. Céc tac gia sdng ché da kiém tra cc hiéu gié cia 18
HuMAb dugc chon & trén bing thir nghiém IF gian tiép, thit nghiém VN, va thir
nghiém ADE. Luong di cac HuUMADb dugc tinh ché séc ky cot protein G tir cic dich
nudi ciy dong té bao lai riéng biét dd dwgc lam thich nghi véi mdi trudng khong c6
huyét thanh va dwgc nudi cdy véi quy md 16n. Cho cac ddy pha loang clia cic HUMAD
tinh ché tir cc dong té bao lai riéng biét phan tmg véi DENV-1 dén DENV-4. Sir dung
cac day pha lodng 2 14n tir 25,0 microgam/ml cho phan ng véi cac protein cua virut
trong céc t& bao vero bi nhiém nho thir nghiém IF gian tiép. Str dung céc do pha lodng
thép nhét cia cac HUMAD véi cac kiéu huyét thanh cia DENV riéng biét cho céc hoat
tinh gén két véi protein clia virut. Céc tac gia sang ché da st dung E MAD khéng
DENV ctia chudt 4G2 véi vai trd 12 miu d6i ching duong tinh va PBS va 5E4
HuMAD cua IgG1 dugc didu ché bdi cac PBMC cua ngudi cho dugc tiém vic-xin
phong bénh cim va cho thdy mirc trung hdoa manh dbi vé6i virut cim A HINI 2009
(theo tac gia Yasugi va céc cong su, chua dugc cong b6) 1am cac miu ddi ching 4m
tinh. Nhu dugc thé hién trong FIG.5, nhan thiy cac hoat tinh gin két v6i DENV & tht
cd 18 HuMADb manh hon so véi 4G2, dic biét la véi DENV-1 va DENV-2,
D23-5G8E3 da cho thdy hoat tinh thip hon mot chit d6i véi DENV-3 va DENV-4, va
D23-4H12C8 d3 cho thdy hoat tinh thip hon mot chit déi véi DENV-4, so véi céc
hoat tinh v&i 4G2. Tiép theo, sit dung céc ddy pha loang 2 14n cta cac HUMAD cho
hidu gia gén két IF va hiéu gid VN50 (FIG.7) v6i timg DENV-1 dén DENV-4 riéng
biét trong cac té bao vero. Ngoai ra, thyc hién thir nghiém ADE cho cac HuMAb véi
céc té bao THP-1 dbi vai cac kidu huyét thanh riéng biét cia DENV. FIG.7 cho thdy
c4c hoat tinh ctia cic HUMAD riéng biét voi céc ndng d6 nim trong khoang tir 25,0
dén 0,20 microgam/ml theo ddy pha lodng 2 1An tir 25,0 microgam/ml d6i véi thir
nghiém VN véi DENV-2 trong cac té bao vero va vdi cac ndng do nim trong khoing
tr 10,0 dén 0,0001 microgam/ml theo ddy pha lodng 10 1an tir 10,0 microgam/ml d6i
v6i thir nghiém ADE véi DENV-2 trong céc té bao THP-1. V6i vai trd 14 cdc miu doi
chiing, cac tic gia sang ché da sir dung MAD clia chudt 4G2 1am méu d6i chimg duong

tinh va MAb chéng bénh cim ctia ngudi 5E4 lam mAu dbi ching am tinh. Céc két qua
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d6i v6i VN va ADE dugc thé hién trong cac HUMAD riéng biét. Mic du cac n6ng do
HuMAb cho thdy hoat tinh ADE cao nhét 13 khac nhau, nhung tit ca cac HuMADb da
cho théy cac hoat tinh ADE. Trong FIG.8, cac mau c6 hoat tinh ADE ddi véi céc
HuMAb dai dién D23-1B3B9 va D23-1G7C2 dugc thé hién. Véi vai trd 1 khang thé
d6i chung, céc tac gia sang ché da sir dung MAb cuia chudt 4G2. Déng quan tim 13,
céc hoat tinh ADE ciia cac HuMAb nay dbi véi DENV-1 thi thip hon so véi hoat tinh
d6i v&i 4G2 va cac hoat tinh ADE dbi véi DENV-2 v DENV-4 thi gin nhu tuong ty
vé6i hoat tinh dbi v6i 4G2. Hau nhu 14 khong c6 céc hoat tinh ADE cia cac HUMAb
d6i v6i DENV-1, tuong tu nhu 4G2. S6 liéu & trén thu dugc bﬁng cach sir dung céac
chung dai dién trong phong thi nghi¢ém thudc bbn kiéu huyét thanh riéng biét ctia
DENV. Tiép @6, cac tac gia sang ché 3 kiém tra @0 phan tng ctia 18 HuMADb véi tbng
cong 20 phan 14p 14m sang, nghia 14, ndm phéan 13p 1am sang trong mdi kidu huyét
thanh ctia DENV, dugc didu ché tir cac miu méu cia cac bénh nhén vao ndm 2007 dén
2010 (Bang 7). Do phan g cia cac HUMAD trong cic dich nu6i cAy té bao lai riéng
biét cho 20 phan 1ap 1am sang nay da dwgc kiém tra nh thir nghiém IF gién tiép (Bang
7). T4t ca cac HuMAb da cho thdy tinh phan ng véi tht ca cac phan lap 1am sang
duge xem xét, mic di D23-1C1G4 dbi véi DVI-1 dén -5 va D23-1C1G4 va
D23-1H5A11 d6i véi DV4-3 d3 cho thdy tinh phan Gng yéu. Khi céc tic gia xem xét
mot cach twong déi cac giéi han phat hién bing thir nghiém IF (FIG9) va VNS50
(FIG.10) ctia ba HUMAD dai dién, D23-1A10H7, D23-1B3B9, va D23-1G7C2 dbi voéi
cac phéan 14p 1am sang nay, thi cac két qua da cho thy cac hoat tinh vé co ban 12 manh
v6i ca hai hoat tinh theo thitr nghiém IF (FIG.9) va thtr nghiém VN (FIG.10) so véi
DENV-2, 16681 dugc dbi chimg (cac FIG.5 va 6).
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FIG.1 minh hoa tém tit v& cac HuMAb va tinh phan ng chéo dbi véi
DENV-1 dén DENV-4 trong céc thir nghiém IF va VN. Téng cong 121 HuMAb trong
pha cip tinh va 15 HuMADb trong pha dudng bénh da dugc kiém tra vé tinh phan tng
chéo va tinh trung hoa chéo ddi véi céc kiéu huyét thanh cia DENV trong céc thir
nghiém IF va VN, theo trong tng. Str dung céc dich nudi ciy dong té bao lai san Xuét
HuMADb. Ciac HuMADb dugc phén loai thanh cdc nhém 1 dén 10 va cac nhom A dén X
theo tinh phan ing chéo cua ching d6i voi bdn kiéu huyét thanh ciia DENV trong thir
nghiém IF va thir nghiém VN, theo twong tmg. Cic nhém riéng biét dugc thé hién
bing c4c mau sic khac nhau. Céc té bao vero do timg kiu DENV-1 dén DENV-4 gy
nhiém riéng biét duoc st dung lam céc té bao dich trong cac thir nghiém nay. S6 lidu
thu dugc tir thtr nghiém VN dugc thé hién qua mirc d6 trung hoa (muc trung hoa "-",
<50%; "+", 50% dén <90%; va "++", 90%).

FIG.2 minh hoa viéc biéu dién céc ty 1& phé‘m trim cta cac HuMAD thu dugc tir
nhitng bénh nhan riéng biét theo ty 1 chéo clia ching véi DENV-1 dén DENV-4 bing
céc thir nghiém IF va VN. Téng cong 121 HuMAD trong pha cép tinh (75 tir D23, 25
tr D30, nim tir D32, va 16 tir D33) va 15 HuMAD trong pha dudng bénh (bbn tir D22,
nim tir D25, hai tir D26, hai tir D27, va hai tr D28) da dugc kiém tra vé tinh phén Ung
chéo cua ching va tinh trung hoa chéo d6i voi bén kiéu huyét thanh ciia DENV. Céc
dich nudi cdy dong té bio lai riéng biét san xuit HuMADb duoc sir dung cho cic thir
nghiém nay. Cac HuMAbD dugc phén loai thanh cac nhém 1 dén 10 va cac nhom A dén
X theo tinh phan @ng chéo cta ching v6i bbn kiéu huyét thanh cia DENV nhu dugc
danh gia twong tg bing thir nghiém IF va thir nghiém VN. Cac nhém riéng biét dugc
thé hién bing cic mau sic khac nhau. Céc t& bao vero do timg kiéu DENV-1 dén
DENV-4 giy nhiém riéng biét dugc sir dung 1am cac té bao dich trong céc thir nghiém
ndy. S6 lidu thu duge tir cac thir nghiém VN duoc thé hién qua mirc do trung hoa (mirc
trung hoa "+", 50% dén <90%; va "++", 90%).

FIG.3 thé hién c4c mAu nhudm mau cia cic HUMAD bang thir nghiém IF. Cac
HuMAD trong cac dich nudi cdy dong té bao lai san xut cac khang thé dic hiéu véi
kiéu huyét thanh ctia DENV (D28-2B11D10 trong nhém 1 va D23-4A7D6 trong nhém
2), cac khang thé phan tmg chéo véi hai kiéu huyét thanh (D28-2B11F9 trong nhém 3
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va D23-1B11AS trong nhém 4), va céc khang thé phan tmg chéo véi ba kiéu huyét
thanh (D25-4D3D2 trong nhém 7 va D23-3E6D7 trong nhém 8), va céc khang thé
phan g chéo véi tht ca bbn kiéu huyét thanh (D22-1B7G2 trong nhom 10) dugc sir
dung cho thir nghiém IF. Cac té bao vero do PBS giy nhiém gia hodc do ting kiéu
DENV-1 dén DENV-4 gy nhi®m riéng biét duoc sit dung lam céc té bao dich. MAb
ctia chudt khang protein E cua flavivirut 4G2 duoc sir dung lam mau dbi ching duong
tinh.

FIG4 thé hién mdi twong quan gifta cic két qua cua thir nghiém IF va VN.
Téng cong 121 HuMAb trong pha cAp tinh va 15 HuMAb trong pha dudng bénh dugc
thé hién mot cach riéng biét dé 1am ndi bat sy twong quan gitra IF va VN (mirc trung
hoa "-", <50%; "+", 50% dén <90%; va "++", 90%) theo tinh phan (mg chéo cia chung
vé6i cac kidu huyét thanh cia DENV khac nhau (c4c nhém 1 dén 10 theo thir nghiém IF
va cac nhém A dén X theo thir nghiém VN). T4c gia sang ché st dung céc dich nudi
cdy dong té bao lai san xuét HUMADb. Céc nhém riéng biét duge thé hién bing cac mau
sic khac nhau, nhu trong FIG.1. Céc té bao vero do ting kiéu DENV-1 dén DENV-4

gy nhiém riéng biét dugc st dung lam cac té bao dich trong céc thit nghiém nay.

FIG.5 thé hién cAc gi6i han gin két cia 18 HuUMADb véi bén kiéu huyét thanh
ctia DENV bang thir nghiém IF gian tiép. Gay nhiém céc té bao vero trong dia vi thé
96 giéng boi DENV. Sau khi 1 trong 2 ngay, c¢b dinh céc t& bao nay bing focmandehyt,
sau d6 cho chiing phan Gng véi ddy pha lodng 10 1an ciia cac HuMAD riéng biét da qua
tinh ché (10,0 microgam/ml). Theo hiéu gia vé tinh phan Ung d6i voi cac kidu huyét
thanh riéng biét cia DENV nho thir nghiém IF gian tiép, ndng d0 khang thé cudi cing
cho thiy phan g duong tinh dugc thé hién trong hinh.

FIG.6 thé hién hoat tinh VN cua 18 HuMAb véi bén kidu huyét thanh ciia
DENV. G4y nhiém céc té bao vero trong dia vi thé 96 giéng béi cac kiéu huyét thanh
riéng biét cia DENV da dugc u v6i céc ddy pha loang 2 1an cia cdc HUMAD tinh ché
(25,0 microgam/ml) ¢ 37°C trong 30 phut, va 0 cac té bao nay & 37°C qua dém. Cudi
cing, ¢b dinh cac té bao nay va phat hién ra cac t€ bao bj nhiém bang thir nghiém IF
nh¢ 4G2.

Céac FIG.7 thé hién céc hoat tinh VN va ADE cua 18 HuMAb v6i DENV-2,
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Déi vé6i thir nghiém VN, gy nhidm céc té bao vero béi DENV2 (chung 16681) ma da
duogc 1 voi day pha lodng 2 14n cta cic HuMAD tinh ché (25,0 microgam/ml) & 37°C
trong 30 phut, va u céc té bao nay & 37°C qua dém. Cudi cung, cb dinh céc té bao nay
va phét hién ra céc té bao bi nhiém bing thir nghiém IF nhd 4G2. Déi véi thir nghiém
ADE, gy nhiém céc té bao THP-1 béi DENV-2 (ching 16681) da dugc u v6i day pha
lodng 10 14n cua cdc HUMAD tinh ché (10,0 microgam/ml) & 37°C trong 30 phit, sau
d6 0 cac t& bao nay trong 3 ngay. Chiét ARN tdng sb tir cac t& bao bi nhidm va dua
lwong ARN nay vao quy trinh PCR thoi gian thuc mét budce dé dinh luong sb ban sao
gen cla virut. Puong mau xanh 14 cdy thing déng biéu thi 1 microgam/ml cua
HuMAD trong ca hai s6 liéu co ban v& cac két qua VN va ADE. Pudng mau do nim
ngang trong cac s6 liéu v& céc két qua ADE biéu thi mitc co s& (x1) trong trong mau
dbi chimg (PBS). FIG.7-1 cho thdy 4G2, 5E4, D23-1A10H7 va D23-1B3B9. FIG.7-2
cho thdy D23-1C2D2, D23-1G7C2, D23-1H5A11 va D23-3A10G2.FIG.7-3 cho thay
D23-4A6F9, D23-4F5E1, D23-4H12C8 va D23-5E6B1. FIG.7-4 cho thiy D23-5G2D2,
D23-5G8E3, D23-1C1G4 va D30-1E7B8. FIG.7-5 cho thiy D30-3A1E2, D30-33B6C7,
D32-2D1G5 va D32-2H8G1.

FIG.8 thé hién 4c hoat tinh ADE ctia hai HuMAb dai dién dbi véi bon kiéu
huyét thanh cia DENV. Déi véi cac thir nghiém ADE, bbn kiu huyét thanh cta
DENV (Chiing Mochizuki cia DENV-1; ching 16681 cia DENV-2; ching H87 cua
DENV-3; va ching H241 ciia DENV-4) dugc sir dung nhu trong FIG.7. Thuc hién gy
nhidm véi gia tri MOI (s luong hat virut trung binh gay nhiém mdi té bao) 1a 0,05.

FIG.9 thé hién hoat tinh gén két IF cta cac HuMAD dai dién véi cac phan 14p
ldm sang cia DENV. Cic HuMAb dai dién, D23-1A10H7, D23-1B3B9, va
D23-1G7C2 da dugc kidm tra v& gi6i han phét hién bang thir nghiém IF véi céc phan
13p 1am sang DV1-1 dén DV1-5, DV2-1 d@n DV2-5, DV3-1 dén DV3-5, va DV4-1
dén DV4-5,

FIG.10 thé hién hoat tinh VN ciia cdc HUMAD dai dién dbi véi cac phan lap
l4m sang cua DENV. Cic HuMAb dai dién, D23-1A10H7, D23-1B3B9, va
D23-1G7C2 di duogc kiém tra dbi v6i thir nghiém VNS0 véi cac phan 1ap 14m sang
DVI1-1 &n DV1-5, DV2-1 dén DV2-5, DV3-1 dén DV3-5, va DV4-1 d&én DV4-5.
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FIG.11 thé hién cac két qua v& hidu qua diéu tri in vivo cia cic HUMAD &

chudt con dang bl me.

FIG.12 thé hién c4c vi du vé& nhitng hinh anh trong Thit nghiém mién dich
huynh quang cia miu déi chimg duong tinh, mAu d6i ching 4m tinh, cdc dong té bao
lai DMSc-17, DMSc-14 va DMSc-36.

FIG.13 thd hién sy minh hoa véi 22 dong cho thdy sy giam VN dbi véi
DENV1, DENV2, DENV3, DENV4 cao hon 80%. Tét c4 cic dong di cho thdy VN
v6i DENV1 va DENV2 cao hon 90%. Mudi dong da cho thdy VN véi DENV3 va 16
dong da cho thiy VN véi DENV4 cao hon 90%.

Tiép theo, xem xét cac HUMAb dé trung hoa DENV-1 dén DENV-4 theo thir
nghiém in vivo nhu trén v& tinh hiéu qua diéu trj in vivo clia ching bdi mé hinh dong
vét bing cach sir dung chudt con dang bu me. Chudt (n=10) dugc tiém trong ndo véi
cac HUMAD dai dién, D23-1B3B9 va D23-1G7C2 (1 microgam hodc 0,2 microgam
mdi con) d3 dugc dugce u véi 20,000 FFU cia DENV-2 16681 mdi con trong 30 phut
dué6i didu kién bang gia. Sir dung PBS thay cho dung dich chira HUMAbD lam mau d6i
chimg 4m tinh. Thoi gian quan séat 25 ngay, mét trong 10 con chudt dugce xtt Iy boi cac
HuMAD d bi chét, mic du tt ca nhimg con chudt dugc xir Iy béi PBS di bi chét
khoéang 13 dén 15 ngay sau khi tiém truyén virut (FIG.11).

Téng cong 136 dong té bao lai sin xuit cac HuMAD dic hiéu d6i véi DENV
thu dugc bing cach st dung cac PBMC cua chin miu mau cia tdm bénh nhan. Bén
bénh nhén & pha cip tinh ddu bi nhiém thir phat béi DENV-2. Nhirng mau nay di tao
ra mot cach hi¢u qua céac t& bao lai san xuit dic hidu va cic HuUMAb manh [121 dong:
99 nhéin dang E, tdm nhén dang prM, bdn nhén dang NS1, khong c6 dong nao nhan
dang C, va 10 nhan dang (céc) protein cuia virut khac chua biét], so v6i cac dong tir
nim bénh nhan & pha dudng bénh (15 dong: hai nhan dang E, hai nhén dang prM, tam
nhan dang NS1, khong c6 dong nao nhén dang C, va ba nhén dang cic protein chua
biét khac). Ngoai ra, 90,1% (109/121) trong sé cac dong HuMAb & pha cép tinh thi
phan tng chéo v6i tht ca bbn kiéu huyét thanh cia DENV bang thir nghiém IF. Hiu
hét cac dong nay (88,1%; 96/109) da nhan dang protein E cua virut, trong khi chi 7,3%
(8/109) da nhan dang prM, 0,9% (1/109) da nhan dang NS1, va 3,7% (4/109) da nhan
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dang céc protein virut khac ma khong dugc nhdn dang trong nghién ctru nay. Nguoc
lai, 46,7% (7/15) trong s6 cac HuMAb & pha dudng bénh thi phan Gng chéo véi tht ca
bén kidu huyét thanh cia DENV bang thir nghiém IF: 28,6% (2/7) da nhan dang E,
28,6% (2/7) da nhan dang prM, 28,6% (2/7) da nhén dang NSI1, va 14,3% (1/7) da
nhdn dang céc protein chwa biét khac. Cac thir nghiém VN ciing da boc 1§ ring mot ty
18 16n hon ciia cac HUMAD dugc diéu ché tir cac PBMC & pha cép tinh 1a c6 thé trung
hoa tht ca bdn kiéu huyét thanh cia DENV [57,9% (70/121) céc dong & pha cép tinh,
s0 v6i 6,7% (1/15) cac dong & pha dudng bénh]. Cac khang thé & pha cép tinh da cho
thdy tinh phan tmg chéo phirc tap voi tht ca bén kiéu huyét thanh cia DENV, véi hoat
tinh VN manh hon nhiéu khong chi khang lai DENV-2, dang sao chép & bénh nhén,
ma con khéng lai cac kiéu huyét thanh cia DENV khéc va khang lai JEV. Dang chu y
13, 18 dong té bao lai ma dugc chon Iam ngudn san xult cac HUMAD dé trung hoa tat
c4 bdn kiéu huyét thanh cia DENV véi céc ty 1é cao hon c6 dic tinh twong tu: hoat
tinh gén két manh hon véi khang nguyén DENV va hoat tinh VN manh hon véi tht ca
bbn kiéu huyét thanh cia DENV so véi MAb trung hoa ciia chudt 4G2 ddi ching; va
c4c hoat tinh ADE v6i DENV-1 dén DENV-4 thip hon so véi 4G2.

C6 nhidu lya chon v& cic phuong phap diéu ché cac HuMAD: nhén tinh héa
cac MAD & chudt, tao thé kham cta cac MAb & ngudi va chudt, diéu ché HUMADb béng
cach hién thi thé thuc khuén, bit tir hoa céac t& bao san xuét khang thé boi EBV, va
dung hop té bao vai té bao cho céac té bao san xuit khang thé ctia ngudi véi cac té bao
u tiy (Marasco et al., Nat Biotech 25: 1421-1434 (2007)). Trong nghién cltu nay, tac
gia sang ché sir dung quy trinh dung hop té bao véi céc té bao dbi tac dung hop méi
duoc phat trién gén day, dugc goi 1a cac té bao SPYMEG, ma v6i céc té bao nay nhiéu
tac gia cling da diéu ché mot vai HuMAD khéng lai virut giy bénh cim theo mua tir
nhitng tinh nguyén vién khoe manh dugc ti€ém truyén boi vacxin cim
(Kubota-Koketsu et al., Biochem Biophys Res Commun 387: 180-185 (2009)). Vi vay,
quy trinh nay ¢6 thé cho phép san sinh cac HUMAD véi ty 1€ cao.

Cac miu PBMC trong nghién ctru ndy dugc thu thép tir cic bénh nhan & pha
cép tinh (5-8 ngdy sau khi khéi phat sdt) hodc & pha dudng bénh (12-19 ngay d6i véi
pha dudng bénh) bi nhiém thir phét. Nghién ctru ndy da cho phép céc tic gia sang ché
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so sanh hiéu qua ciia cdc HUMAD thu dugc & timg giai doan. Tir caic PBMC ¢ pha cép
tinh, thu dugc cac HUMAD voéi 81,8% khang E, 6,6% khang prM, va 3,3% khéang NS1,
trong khi cdc HUMAD véi 13,3% khang E, 13,3% khéang prM, va 53,3% Kkhang NSI
thu duoc tir cac PBMC ¢ pha dudng bénh. Mot s6 nhém d3 st dung cac PBMC clia
pha dudng bénh, ma khong phai cia pha cip tinh & cc bénh nhan dé diéu ché céc
HuMAD béng cach bit tir hoa céc té bao B c6 ngudn gdc tir bénh nhan bdi EBV.
Dejnirattisai et al. (Dejnirattisai et al., Science 328: 745-748 (2010)) da didu ché cac
HuMAb khang E va khang prtM bing cach st dung céc té bao B tir 7 bénh nhan bi
nhiém DENV 15-24 ngdy sau khi giam sét. CAc tic gia ndy dd nhan thdy rang 89% cac
HuMADb khéng E thi phan tng chéo véi tht ca bén kidu huyét thanh. DPang bit ngd 13,
cac nghién ciru cia ho da din dén viéc didu ché nhiéu HuMAb khéng prM hon so véi
HuMADb khang E. Ca4c HuMADb khéang prM thi cling c6 tinh phan (mg chéo cao v6i tht
ca bbn kiéu huyét thanh cia DENV (94%) va ADE dugc xuc tién co6 hiéu lyc. Trai
ngugc voi cac HuMAD khang E (ma da thé hién tinh phan ung chéo 64%), chi 3%
trong s6 cac HuMAb khéng prM phan tng chéo véi JEV. Ciing bang cach sir dung
phuong phap bét tir héa, theo tic gia Bettramello va cac cong su (Beltramello et al.,
Cell Host Microbe 8: 271-283 (2010)) da sir dung cac té bao B ctia ba bénh nhén bi
nhiém nguyén phét vao lic 200 ngay dén 8 nam sau khi nhiém va cta hai bénh nhén bi
nhiém tht phét vao luc 212-510 ngay sau khi nhiém. Do vung III ctia protein E 1a dich
chinh cuia cac khang thé trung hoa & chudt khéng flavivirut (theo tac gia Oliphant va
cac cong sy, J Virol 81: 11828-11839 (2007)), céc tic gia nay cling da thyc hién xét
nghiém rong rai dé dat dwgc nhitng hidu biét thiu ddo vé tinh ddc hiéu ving va tinh
phan ng chéo cua céc khang thé dic hiéu thudc ving III cta protein E dugc phan 14p
tir hai bénh nhin, mo6t ngudi bi nhiém nguyén phat (ngudi cho 13) va nguoi kia bi
nhiém tht phét (ngudi cho 12). Tir nguoi cho 13, 18 trong s6 152 HuMAb d3 phan
trng v6i ving III (13 déc hi¢u theo kiéu, mdt phan tmg chéo v6i ba kiéu huyét thanh,
va bbn phan tng chéo vdi tit ca bén kiéu huyét thanh). Tir nguoi cho 12, 138 trong s6
313 HuMAD @3 phan tng véi vung III (44 dic hi¢u theo kiéu, 31 phan tng chéo véi
hai hogc ba kiéu huyét thanh, va 63 phan (g chéo véi tit ca bbn kiéu huyét thanh).
Mot nghién ciru cia tac gia de Alwis va cac cong su (de Alwis et al., PLoS Negl Trop

Dis 5: e1188 (2011)) d4 cho biét viéc didu ché cac HUMAb khang DENV bang cach st
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dung céc té bao B ghi nhé clia hai bénh nhén da bi nhiém bsdi DENV 1-8 nim trude
day. Hau hét cic HuMADb ma céc téc gia nay thu dugc thi trung hoa yéu va khong nhan
dang protein E. Vi vay, hiéu qua cua vig¢c diéu ché cac HUMAD trung hoa phan tng
chéo phirc tap véi DENV la cao hon déang ké trong cac trudng hop nhiém thir phat.
Thuc vay, theo tac gia Beltramello va cac cong s da phén bi¢t cic HUMAD thanh hai
loai: cic HuUMAD ma nh4n dang ving III ctia E DENV va cho thiy hoat tinh trung hoa
phan tng chéo phitc tap, va caic HUIMAb ma nhén dang ving I/ving II va phan tng
chéo phd bién hon nhung thé hién hoat tinh trung hoa thip hon. Hon nita, s6 lidu cta
cic tac gia trong nghién ctru nay 1a bude dAu tién dé cho biét hidu qua cla viéc st
dung cac PBMC cua céc bénh nhin ¢ pha cép tinh dé diéu ché cac HuMAD véi hoat
tinh VN manh khang lai tit ca bén kiéu huyét thanh ciia DENV theo thir nghiém béng

cach sir dung céc te bao vero.

Thét bat ngd khi phét hién ra ring cac PBMC & pha cAp tinh thi hiéu qua hon
khi san xuit cac HuMADb dic hiéu véi DENV so v6i cac PBMC & pha dudng bénh, boi
vi c4c hiéu gia khang thé trung hoa c6 xu hudng cao hon mot chit & cac bénh nhan
trong pha dudng bénh. Phat hién nay ciing twong tw nhu cac két qua nghién ctru cla
tac gia Wrammert va cac cong sy (Wrammert et al., Nature 453: 667-671 (2008)), ho
da chirng minh mot hién tugng tuong tu vé cac HuMAD khéng lai virut gdy bénh cum
& nhitng ngudi cho duge tiém vacxin. Nghién ctru d6 di phét hién muc cam tng nhanh
va manh cta cac t& bao huyét twong tiét khéng thé IgG+ dic hidu vé6i bénh cim, chiém
t6i 6% trong sb cac té bao B trong méu ngoai vi tai pic (dinh) dép Gng, khoang chimg
7 ngay sau khi tiém vacxin. Tuy nhién, cac té bao B ghi nhé IgG+ dic hiéu véi bénh
cum da giam xubng trung binh 1% trong s6 tht ca cac té bao B vao khoang 14-21 ngay
sau khi tiém vacxin. Nhin chung, cic bao cdo cho thdy su khac biét vé kiéu hinh cua té
bao B gilta cac bénh nhin & pha chp tinh va pha dudng bénh mic céc bénh nhiém
(theo tac gia Leyendeckers va cac cong sy, Eur J Immunol 29: 1406-1417 (1999)).

Do d6, nhiéu HuMAbD cho théy 6 thé dat dugc hoat tinh trung hoa & pha cép
tinh. Ngoai ra, thr nghiém VN vé cac HUMAD thu dugc trong nghién ciru nay da phan
loai chung thanh cidc nhém khong dbng nhit: cac HUMAD dic hiéu véi kiéu huyét
thanh va cac HuMADb phan ing chéo vdi hai, ba, va tht ca bbn kiéu huyét thanh cta

-80-



27445

DENV. Cac HuMADb ndy ciing s& rat hitu ich 1am cac cuc do dé hiéu dugc cac co ché
phitc tap ma qua d6 cac khang thé gidng nhau gian tiép gy ra sy trung hda va ADE
cta cac kiéu huyét thanh khac loai cia DENV. Céc nghién ciru thém nira vé l4p ban d6

epitop cia cac HUIMAD nay s& gitip lam sang to vén d& quan trong nay.

Toan bd 18 HuMAD da cho thiy mirc trung hoa manh, cao hon nhiéu d6i véi
tht ca bdn kiéu huyét thanh ciia DENV so v6i 4G2 ma céc tac gia sing ché da sir dung
lam mAu d8i chung dwong tinh tir protein E khang DENV cua chudt. Nguoc lai, cac
HuMAb nay da cho thy céc hoat tinh ADE véi DENV-1 dén DENV-4 1a thdp hon
nhiéu so véi 4G2. V& co ban, cac hoat tinh VN ciia cac HUMAD nay thi trong ty nhau
ngay ca khi cdc tic gia sang ché da kiém tra d6i v6i cac phan 1ap 14m sang cua
DENV-1 dén DENV-4 & Thai Lan. Nhidu khéng thé da cho thdy céc hoat tinh VN
manh hon so véi cac hoat tinh véi cac ching trong phong thi nghi¢ém. Diéu nay c6 vé
1a xuét phat tir ngudn gbc cac HuMAD, cac PBMC cua cdc bénh nhén da nhap vién
Bénh vién Y hoc Nhiét d6i tai Pai hoc Mahidol tir thing Bay dén thang T4m nim
2010 (theo tac gid Puiprom va céc cdng su, Biochem Biophys Res Commun 413:
136-142 (2011)). Cac phan 1ap lam sang dugc didu ché tir miu mau ctia cic bénh nhan
da nhp vién bénh vién trén tir nam 2007 dén 2010. Do @6, cac HUMAD nhéan dang cac
DENV ¢6 vé nhu 13 rit gin v6i cc phan 1ap 14m sang ma cic tac gia da sir dung trong
nghién ctru nay.

Céc béo céo trude day da cho thdy ring cic khang thé tir cac truong hop
nhiém nguyén phat thi dic hiéu theo kiéu nhidu hon, trong khi céc khang thé tir cac
truong hop nhiém tht phat thi khac kidu hon va c6 pham vi rong vé kha ning phan
ung chéo cua ching v6i cac kiéu huyét thanh khac nhau (theo tac gia Beltramello va
céc cong sy, Cell Host Microbe 8: 271-283 (2010); theo tac gia Wahala va céac cong su
Virology 392: 103-113 (2009). 18 HuMAb trong nghién ctru nay tét ca déu c6 ngudn

b

gbc tir cac té bao lympho san xuét khang thé ctia 3 bénh nhan & pha cAp tinh bj nhiém
thir phat béi DENV-2. Vi khong thu dugc cac HuMAb nhu vy v6i hoat tinh VN manh
hon tir 5 bénh nhan & pha dudng bénh, c4c khang thé nay c6 thé nhanh chéng dugc tao
ra chi & pha cép tinh sau khi nhiém thi phat boi DENV-2, ma diéu nay c6 thé déng vai

trd quan trong 1a kich thich ting cudng cac té bao lympho mién dich. Do @6, tit ca ba
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bénh nhan c6 thé bj nhifm nguyén phat béi kiéu huyét thanh cia DENV-2 khéc véi
DENV-2 va do d6 cac HuMAD dugc sir dung trong nghién ctru nay duogc san xuét bang
cach mdi cac kiéu huyét thanh khac véi DENV-2 c6 vé dugc kich thich ting cudng béi
nhiém tht phat do DENV-2. Déng quan tam 13, D23-1G7C2 ma céc tac gia di sir dung
cho thir nghiém ADE déi vai tht ca bdn kiéu huyét thanh 1am dai dién d4 cho thdy hoat
tinh ADE cao hon nhiéu dbi véi DENV-2 va hoat tinh ADE cao hon d6i véi DENV-4
50 v6i cac hoat tinh déi v6i DENV-1 va DENV-3. Nhimng dic diém hoat tinh ADE nay
v6i HUMAD nay thi rd rang 1a khéc véi nhitng dédc diém hoat tinh v6i MAb cuia chudt
dbi ching, 4G2. Mot gia thuyét thu vi khac 1a viing epitop dugc hau hét cac HuMAb
nhin dang trong nghién ctru nay co thé 13 ving trung tdm cho viéc san xuft tam thoi
cac khang thé trung hoa thong thudng trong subt thoi gian tuong tac clia chung véi tac
nhan DENV, béi vi cdc HUMAD nay c6 thé khong thu dugc bing céch dung hop céc
PBMC cuia bit ky trong s 5 bénh nhan & pha dudng bénh (khoang 2 tudn sau khi khéi
phat bénh).

Cudi cing, cac tic gia sing ché d3 nhan thiy hiéu qua diy da cia HuMAD
bing cach sir dung D23-1G7C2 va D23-1B3B9 lam dai dién dya trén kha ning gy
chét khi tiém DENV bang céach st dung chudt con dang bu me. Nhitng nghién ciru sau
hon 1a cin thiét d8 m6 ta dic diém nhimg hiéu qua duong tinh va 4m tinh cla chung
trong cac hé thdng dénh gi in vivo khac, nhu khi dudi dai, khi dubi séc, va chudt (theo
tac gia Bernardo va cac cdng sy, Clin Vaccine Immunol 16:1829-1831 (2009); tac gia
Zompi va cac cdng sy, Viruses 4:62-82 (2012); tac gid Sukupolvi-Petty va cac cong su,
J Virol 84: 9227-9239 (2010); tac gia Omatsu va cac cong su, J Gen Virol 92:
2272-2280 (2011); tac gia Omatsu va cac cdng sy, J Med Primatol, in press (2012)) dé
ap dung nhitng két qua nghién ciru ndy vao viéc phat tridn khang thé didu trj c6 thé dat

duoc.
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Vidu2

Trong thir nghiém thir hai, c4c miu m4u (1-8ml trong mi méu) duoc sir dung
diing dé dung hop té bao duogc thu thap tir 8 bénh nhan nhi ngudi Thai bi méc bénh sot
dengue tai Bénh vién Pranangklao (Bang 8). Nhitng ngudi tham gia dugc chon dya
trén chin doan 14m sang va céc két qua vé murc IgG va IgM. Céc quy trinh nghién ciru
cho cac méu ctia nguoi dugc sy chip thuan ciia Uy ban Pao dtrc thudc Khoa Khoa hoc

y té, B Y té, Théi Lan.

Trong nghién ctru ndy, SPYMEG (theo tac gid Kubota-Koketsu va cac cdng sy,
Biochem Biophys Res Commun 387: 180-185 (2009)) dugc sit dung 1am cac té bao
dbi tac dung hop dé 1am phat trién céc té bao lai sin xuét cac HUMAD dic hiéu. Duy
tri cac té bao SPYMEG trong Mai trudong cuia Eagle dugc Dulbecco cai bién (DMEM)
duge bd sung véi huyét thanh nhau thai bd (FBS) 15% trong ti 4m CO2 5% & 37°C.
Duy tri cac té bao vero trong Mdi trudng cai tién cia Eagle dugc Dulbecco cai bién
(DMEM cii tién - Advanced DMEM) véi FBS 10% trong ti &m CO25% & 37°C. Duy
tri dong té bao din xuét tir mudi C6/36 trong Méi trudng Leibovitz L-15 véi FBS 10%
va canh thang tryptoza phosphat 0,3% trong tu 4m & 28°C.

Céc DENV dugc st dung trong nghién ciru nay 1a chung 16007 cua DENV-1,
ching New Guinea C (NGC) cua DENV-2, ching H87 cia DENV-3, va chung H241
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ciia DENV-4. St dung nhing chét ndi trén bé mit tir cac té bao C6/36 do céc ching
riéng biét gy nhiém 1am nguyén liéu virut. Hi¢u gia virut dugc dénh gia theo don vi
tao ddm huynh quang (FFU), theo md ta trude ddy (theo tic gid Kurosu va cac cong s,
Biochem Biophys Res Commun 394: 398-404 (2010)).

Céac kiéu huyét thanh trong nhiém dengue dugc phat hién ra boi ky thuat
RT-PCR tir huyét twong vio ngay d4u tién thim kham cdc bénh nhén tai bénh vién.
Chiét ARN téng sb tir huyét trong clia cac bénh nhan bing cach sir dung b hoa chit
QIAamp Viral RNA kit (QIAGEN, Hilden, Dirc) hodc NucloSpin RNA kit (MN, Duc)
bing cach lam theo quy trinh chuln cta nha san xuét. Str dung ARN ndy lam miu cho
qué trinh phién méd nguoc bing cach sir dung bd kit thoi gian thyc mot busc PCR
(one-step RT-PCR kit) (QIAGEN, Hilden, Duc). Cac cap mdi cua oligonucleotit di
duge béo céo trude ddy vé kiéu huyét thanh (theo téc gia Yenchitsomanus va cic cong
su, Southeast Asian J Trop Med Public Health 27: 228-236 (1996)) dugc sit dung aé
khuéch dai gen E ctia DENV bao gdm héu hét cac phén cta ving III: cac mdi PCR thir
nhit DUL (5-TGGCTGGTGCACAGACAATGGTT-3' (SEQ ID No. 231)) /DUR (5'-
GCTGTGTCACCCAGAATGGCCAT-3' (SEQ ID No. 232)) ma phd bién véi tit ca
cic kiéu huyét thanh cia DENV va ciac mdi PCR tha hai DIL
(5-GGGGCTTCAACATCCCAAGAG-3' (SEQ ID No. 233)) / DIR
(5-GCTTAGTTTCAAAGCTTTITTCAC-3' (SEQ ID No. 234)), D2L (5-
ATCCAGATGTCATCAGGAAAC-3' (SEQ ID No. 235)) D2R (5-
CCGGCTCTACTCCTATGATG-3' (SEQ ID No. 236)), D3L
(5-CAATGTGCTTGAATACCTTTGT-3' (SEQ ID No. 237)) / D3R
(5-GGACAGGCTCCTCCTTCTTG-3' (SEQ ID No. 238)) va D4L
(5-GGACAACAGTGGTGAAAGTCA-3' (SEQ ID No. 239)) / D4R
(5-GGTTACACTGTTGGTATTCTCA-3' (SEQ ID No. 240)), ma ddc hiu véi céac
kiéu huyét thanh riéng biét cia DENV, tuong tng la DENV-1, DENV-2, DENV-3, va
DENV-4.

Céc té bao lai dugc didu ché nhu sau. Khoang 1-8ml mau thu dugc tir nhitng
bénh nhan riéng biét va cac PBMC dugc diéu ché bang cach ly tAm thong qua may
Ficoll-PaqueTM PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Thuy Dién) trong 40 phit véi tbe do
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1.200x g. Cho cac PBMC dung hgp véi céac té bao SPYMEG theo ty 1& 10:1 véi
polyetylen glycol 1500 (cua hing Roche Diagnostics Japan, Tokyo, Nhat Ban). Nudi
cdy cac té bao dugc dung hop nay trong DMEM duge bd sung v6i FBS 15% va
BM-condimed 3% (Roche Diagnostics Japan, Tokyo, Nhat Ban) trong dia nudi cdy mo
loai 96 giéng trong khoang 10 dn 14 ngay véi su c6 mit cla
hypoxantin-aminopterin-thymidin (HAT; Invitrogen, My hodc Sigma Aldrich, MJ).
Thuce hién budc sang loc thur nhét cho mdi truong nudi ce‘iy vé tinh ddc hidu cua khéng
thé dbi véi kiéu huyét thanh giy nhiém ciia DENV bang thir nghiém huynh quang
mién dich (IF) gian tiép. Tiép theo, cho céc giéng sinh khang thé dic hiéu tao dong té
bao bang cach pha lodng gidi han. Sau 10 dén 14 ngay, ciing thuc hién budc sang loc

thir hai bang thir nghiém IF.

Thir nghiém IF dugc thuc hién nhu sau. Gay nhidm céc té bao vero véi mat dod
2,0 x 10* mdi giéng trong dia vi thé 96 giéng boi DENV véi MOI bang 0,5 va i dia
ndy & 37°C, CO5%. Thoi gian 4 déi véi DENV-1 va DENV-2 1a 72 gid, va dbi véi
DENV-3, DENV-4 13 48 gi. Sau khi ¢ ¢b dinh cac t& bao ndy bang formaldehyt 3,7%
trong nuéc mudi dém phosphat (PBS) & nhiét do trong phong trong 40-60 phut va sau
d6 1am thim céc té bao bang Triton X-100 1% trong PBS & nhiét d¢ trong phong trong
10 phut. Rira céc dia vi thé bang PBS 3 1in va b sung 50 microlit PBS vao dé bao vé
su mit nude cua té bao. Dé thuc hién thir nghiém nay, bd sung 50 microlit chit ndi bé
m3t trong dich nudi ciy té bao lai, huyét twong dugc pha lodng clia mau dbi chimg
dwong tinh va am tinh vao méi giéng va 1 & 37°C trong 1 gid. Sau do rira cac giéng
bing PBS hai 14n va dat 50 microlit thé lién hgp FITC- IgG khéng ngudi (40 pha loang
1:500 trong PBS) vao céac giéng va tiép d6 1 & 37°C trong 45 phut. Rira sach khang thé
khong dugc gén két theo cach tuong tu nhu duge md ta & trén va dat 50 microlit PBS
trén bé mit cla cac giéng. Lam hién thi khang thé lién két duéi kinh hién vi huynh
quang.

Thir nghiém VN dugc thyc hién nhu sau. Trén 50 microlit chit ndi bé mat
chua pha lodng trong dich nudi cdy té bao lai hoic cic khang thé tinh ché duoc pha
lodng theo day 2 lan tir 25 microgam/ml dén 0,20 microgam/ml, va ciing DMEM cai

tién 12 mau d6i chimg am tinh, véi 50-100 FFU céc kiéu huyét thanh riéng biét ctia
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DENV (50 microlit) va i & 37°C, CO2 5% trong 15 phut. Sau d6, trung hoa céac té bao
vero trong dia vi thé 96 giéng v6i hdn hop nay. Sau khi tiém truyén & 37°C trong 1 gid
30 phit, bd sung 100 microlit modi trudng phu (CMC 4% dugc trdn véi 2x MEM d6
pH 7,0 va FBS 2%, glutamin 200 mMol L 1%) vao. Sau khi 4 ¢ 37°C, CO2 5%, (3
ngay d6i v6i DENV-1, DENV-2 va 2 ngay ddi v6i DENV-3, DENV-4), loai bé m6i
trudong phi ndy va rira cac dia bing PBS, va sau d6 c¢b dinh cac té bao nay bing
formaldehyt 3,7% trong PBS va lam thdm bing Triton X-100 1% trong PBS. Cho céc
té bao bi nhiém phan ung véi 4G2 12 MAbD cua chuft khang flavivirut & 37°C, 1 gio.
Cho khang thé lién két phan Gng véi thé lién hop dugc pha lodng 1:500 HRP-tho
khéng chudt trong chit dém pha loang (PBS, FBS 1%, Tween-20 0,05%), va u hdn
hop & 37°C, 1 gio. Céc dia khong c6 gi va dugc rira bing PBS va sau d6 b sung 50
microlit dung dich co chét [3, 3' DAB 0,1% (Sigma, M¥), 0,4% cua H2023%) va 0
trong hop tdi & nhiét do trong phong. Quan sét phan tmg mau dudi kinh hién vi twong
phan pha. Thyc hién cédc thir nghiém nay 1dp lai ba 14n va cac két qua duogc thé hién
dudi dang gia tri trung binh cua ching. Hoat tinh trung hoa tir cdc khang thé tinh ché
dugc thé hién theo d pha lodng cao nhét cho thiy muc giam FFU hon 50%, so v6i
mau ddi chimg 4m tinh, duge goi 14 VN50. Mat khac, hoat tinh trung hoa cia moi
trudong nudi cdy cla dong té bao lai dugc thé hién dudi dang phin trim mirc giam FFU,
so v&i mau dbi chimg 4m tinh.

Cac 16p/phan 16p globulin mién dich cla cic khing thé dugc tiét ra tir cc
dong té bao lai dugc x4c dinh bing cich st dyng B9 kit x4c dinh 16p 1a Bio-Plex
ProTM Assays Immunoglobulin Isotyping kit (ctia hang Bio-Rad, My). Thir nghiém
nay c6 thé x4c dinh IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgE va IgM cling mdt lic. Quy trinh
thuc hién nay 1a theo huéng din cta nha san xuét. B6 sung 501 chit ndi bé& mit nudi
chy tir m3i dong té bao lai, ndng do tiéu chuln da biét, va miu déi chimg vao giéng
chira hat ma héa mau polystyren co tir tinh dugc danh diu cing v6i khang thé khac
nhau c6 hudng khang lai mot cach dic hiéu tht ca cac 16p/phan 16p globulin mién dich.
Sau 30 phit phan Gng, rira dia dé loai bd cac protein khong dugc gén két va bd sung
khang thé phét hién dugc biotinyl hoa dic hiéu déi véi epitop khéc trén 16p/phan 16p

globulin mi&n dich vao cac hat. Diéu ndy din dén tao thanh céc khang thé nhiéu 16p
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xung quanh cac 16p/phan 16p globulin mién dich ddc hiéu. Phan tmg dugc phét hién ra
bang cach cho thém streptavidin-phycoerythrin gin két voi cac khang thé phat hién
dugc biotinyl héa. Hon hop phan tng ciia mdi giéng duogc nhan dang va dugc dinh
lugng dya trén mau sic va sy phat huynh quang cta hat. Poc céac két qua va tinh toan
theo Phin mém Bio-Plex Manager TH bang cé4ch sir dung dudng chudn c6 ngudn gbc

tir mdi chun isotip (16p khang thé).

Khang thé tir mdi dong té bao lai dwgc xac dinh dich dic higu ciia ching dbi
v6i 4 khang nguyén virut, protein mang bao (E), prM (tién mang), NSI, va C (v6
capsit) bing thir nghiém IF. Céc vecto biéu hién cta cac protein DENV-2 prM, E, NS1
C va su dung hgp prM-E di dugc d& xut boi Gido su Kazuyoshi Ikuta, Phong thi
nghiém DPai hoc Osaka, Nhét Ban. T4t ca cac protein dugc biéu hién 1a cac protein
dung hop FLAG. Cac té bao 293T dugc chuyén nap véi céc plasmid riéng biét bing
cach sir dung thudc thir LipofectamineTM (Invitrogen, M§). Cac té bao chuyén nap
duoc sir dung lam cac khang nguyén virut d8 x4c dinh tinh d3c hiéu ctia khéng thé. Dé
thwe hién nhu vAy, trai céc t& bao kho tu nhién 1én trén bé mit cdc miéng kinh hién vi
da diém va cb dinh ching bing axeton chita methanol 40%. C6 thé bao quan céc
miéng kinh nay & -80°C cho dén khi sir dung. D3t 10 microlit chit ndi bé mit nudi cdy
c4c HUMAD 1én trén c4c miéng kinh va U trong 60 phut & nhiét d) trong phong. Rira
céc miéng kinh 3 14n bang PBS va sau d6 1am nhiém mau cac té bao bang FITC - IgG
thé khang nguoi dang lién hgp (Dako, Pan Mach) vé6i d6 pha loang la 1:400 trong 45
phut & nhiét d§ trong phong. Sau khi rira dé loai bo protein khong dugc gin két, dat
cac miéng kinh trong PBS chuta glyxerol 10% va kidm tra céc dich gén két dic hidu

duéi kinh hién vi huynh quang.

Céac ving CDR ctia c4c chudi ning va cac chudi nhe tir 8 dong té bao lai cho
thdy sy trung hoa manh mé& dbi v6i tht ca cac kidu huyét thanh cia dengue dugc sip
xép theo trinh ty. D& thuc hién dugc nhu vay, chiét ARN tir c4c té bao té bao lai b%mg
cach sir dung bd RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Dtrc) va cho mau qua quy trinh
RT-PCR bang céch sir dung B SuperScript III First-Strand Synthesis Kit (Invitrogen)
v6i mdi oligo(dT). Ving ma hoéa ctia chudi ning va chudi nhe cia HuMAD dugc

khuéch dai PRC riéng biét bing cach sir dung mdi sau day: 5'-ATG GAC TGG ACC
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TGG AGG ATC CTC-3' (SEQ ID No. 241), 5'-ATG GAC ATA CTT TGT TCC ACG
CTC CT-3' (SEQ ID No. 242), 5'-ATG AAA CAC CTG TGG TTC TTC CTC CT-3'
(SEQ ID No. 243), 5'-ATG TCT GTC TCC TTC CTC ATC TTC CT-3' (SEQ ID No.
244), 5'-ATG GAG TTT GGG CTG AGC TGG GTT-3' (SEQ ID No. 245), 5'-ATG
GGG TCA ACC GCC ATC CTC GC-3' (SEQ ID No. 246) cho chudi ning 6 day xudi
va 5'-CCT TGG TGT TGC TGG GCT TGT GAT-3' (SEQ ID No. 247) cho chudi ning
nguoc; 5'-ATG GAC ATG AGG GTC CCC GCT CAG-3' (SEQ ID No. 248), 5'-ATG
AGG CTC CCT GCT CAG CTC CTG-3' (SEQ ID No. 249), 5'-ATG GAARCC CCA
GCG CAG CTT CTC-3'(SEQ ID No. 250), 5'-ATG GTG TTG CAG ACC CAG
GTC TTC AT-3' (SEQ ID No. 251), 5'-ATG GGG TCC CAG GTT CAC CTC CTC-3'
(SEQ ID No. 252) cho chudi nhe kapa 5 ddy xudi va 5'-GAG TTA CCC GAT TGG
AGG GCG TTA T-3'(SEQ ID No. 253) cho chudi nhe kapa ngugc; 5'-ATG GCC TGG
WYY CCT CTC YTY CTS-3'(SEQ ID No. 254), 5'-ATG GCC TGG ATG ATG CTT
CTC CTC G-3'(SEQ ID No. 255), 5-ATG SCC TGG GCT CYK CTS CTC
CTS-3'(SEQ ID No. 256), 5'-ATG GCC TGG RYC YCM YTC YWC CTM-3'(SEQ ID
No. 257) cho chudi nhe lamda 4 day xudi va 5'-TGG CAG CTG TAG CTT CTG TGG
GAC T-3'(SEQ ID No. 258) cho chudi nhe lamda ngugc. Cac san phém PCR duge gin
két vao véc-to pGEM T-Easy (ctia hang Promega, Madison, WI) va cic trinh ty cua
ching dugc phan tich bing cach st dung B BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit va ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (cta hdng Applied Biosystems,
Foster City, CA).

Trong nghién clru ndy, cc tic gia sang ché da didu ché cac té bao lai san xuat
cac HuMAD khéng lai DENV bﬁng cach sir dung cac miu méu cia 8 bénh nhan nhi
nguoi Thai (Bang 8) c6 dd tudi tir 6 d&n 14 tudi. Trong sb d6, 3 bénh nhan dugc chin
doén 1am sang 13 méc sbt xuit huyét Dengue (DHF) cAp @0 I va 5 bénh nhan dugc
chin doén 12 mic bénh sbt Dengue (DF). Céac bénh nhan dugc dit cudc hen véi nhitng
ngudi cho PBMC 1-3 ngay sau cudc thim khéam tha nhét. Cac mau PBMC dugc thu
thap vao khoang 4 dén 12 ngay sau khi khéi phat s6t, 7 mau thu dugc tir cic bénh nhan
& pha cép tinh, va 1 tir bénh nhan & pha dudng bénh (12 ngay sau khi khéi phat sot).

Dit liéu v& mirc IgM va IgG, dugc xac dinh tir cic miu mau dugce thu thip vao ngay
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diu ché t& bao lai, da cho thdy tt ca cac bénh nhan bi nhiém thir phat boi DENV.
Ngoai ra, cic miu huyét turong tir cudc tham kham tha nhit ciing dugce cho qua quy
trinh RT-PCR x4c dinh kidu huyét thanh cia DENV. Cac két qua da cho thiy rang 3
tinh nguyén vién bi nhiém bdi DENV-1, 1 bdi DENV-2, 1 béi DENV-3 va 3 mau khéc

cho céc két qua am tinh d6i voi tht ca cac kiéu huyét thanh.
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Cac phé‘m phén doan PBMC dugc chudn bi tir mau cuia cac bénh nhan dugc
dung cho viéc didu ché té bao lai bing cach dung hop véi cac t€ bao SPYMEG. Sang
loc 14n thtr nhét cac dich nudi ciy & timg giéng riéng biét trong cc dia vi thé 96 giéng
ma trong d6 cac té bao dugc dung hop duge lam két hat va duoc nudi cdy trong 10-14
ngay trong moi trudng chon loc HAT béng thir nghiém IF. Tiép theo, cac té bao trong
cac giéng thé hién tin hiu duong tinh bang thir nghiém IF dugc cho tao dong té bao
bang cach pha lodng giéi han. Sau 2 tuén, sang loc 1an thir hai cac dich nudi cay trong
cac giéng chira khuédn lac duy nhit bang thir nghiém IF. Nho @6, tdm thyc nghiém
dung hop v6i cac PBMC ciia 8 bénh nhan nhi ngudi Thai bi nhiém thir phét boi mbi
DENV d4 san xuit téng cong 43 dong té bao lai dé san xuit cac HuMAD dic higu véi
DENV bing thir nghiém IF nhu duoc thé hién trong Bang 8. Trong s6 tht ca cac dong
v6 tinh hybridma, bénh nhan A, bénh nhan B, bénh nhan C, bénh nhin D, bénh nhan E,
bénh nhan F, bénh nhin G va bénh nhan H mot cach tuong ing da taora 1, 2, 1, 14, 15,
3, 4, 3 dong.

Pic diém dic trung cta 43 HuMAD thu dugc nhu da dé cap & trén 1 tinh phan
tng huyét thanh hoc clia ching ddi v6i tht ca 4 kiéu huyét thanh ciia DENV theo céc
thir nghiém IF va VN. Céac tac gia sang ché da sir dung cac HuMAD trong cac dich
nudi cdy té bao té bao lai riéng biét cho cac thir nghiém nay. Tém t4t vé& 43 dong voi
céc hoat tinh huyét thanh hoc ciia ching dugc thé hién trong Bang 9. S6 diém IF va
hoat tinh VN thay ddi tily thudc vao mdi dong, sb diém IF nim trong khoang tlr 4m (-)
dén 3+ va VN 1a tir 0 dén 100%. Cac vi du v& thir nghiém IF dugc thé hién trong
FIG.12. Theo thir nghiém IF, hiu hét cic dong da cho thiy phan tng chéo véi tit ca
céc kiéu huyét thanh cia DENV va cac két qua IF c6 thé duoc phan thanh 8 mau, (I, 11,
ITI, IV, V, VI, VII va VIII) nhu dugc thé hién trong Bang 10. D3 nhén thdy ring 29
dong (67,4%) thudc vé Mau I phan tng chéo véi tht ca cac kiéu huyét thanh cia
DENV. Céc dong c6 diac diém nhu cac Mau II, III, IV, V, VI, VII va VIII mét cach
twong tmg 13 2, 2, 2, 1, 3, 2, 2. Theo tom tét trong Bang 11 va FIG.13, tong cong 22
dong té bao lai da san xut cic HUMAD v6i mitc trung hoa manh (mirc gidm sao chép
ctia DENV >80%) d6i véi tht ca cac kiéu huyét thanh ctia DENV. Dic biét 13, 10
HuMAb (DMSc- 4, 5, 14, 24, 28, 31, 34, 36, 38, 41) da cho thdy hoat tinh giam VN
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cao hon 90% dbi véi tat ca cac kidu huyét thanh va 12 HuMAb (DMSc-1, 7, 8, 13, 16,
17, 21, 30, 33, 37, 39, 40) da cho thiy ty 1& giam VN cao hon 80 % dbi véi tit ca cac
kiéu huyét thanh. Pang quan tdm 13, tht ca cac dong thé hién hoat tinh VN manh d6i
vdi DENV1 va DENV2 cao hon 90%, 10 dong va 16 dong mot cich twong ung thé
hién mtrc giam VN d6i voi DENV-3 va DENV4 cao hon 90%. Trong nghién ciru nay,
toan bd cdc HUMAD di cho thiy muc trung hoa thip nhit d6i véi DENV-3.
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Cac mau theo thir nghiém IF ciia 43 dong thu dwgc trong nghién ciru nay

x IF A xa A 3s
Mau SENv1 | DENV-Z | DENV3 | DENVS So dong Tén dong
1 + + + + 29 DMSc-, 2,4,5,7,8,9,13, 14, 15,
16,17, 18,21, 22, 24, 26,28, 30, 31,
33, 34, 35, 36,37, 38, 39, 40,41
n + + * - 2 DMSc-10,11
m + + - - 2 DMSc25, 29
v + + - + 2 DMSc-27, 32
\' - + * + 1 DMSc42
Vi - + + - 3 DMSc-3, 19,43
Vi - + - - 2 DMSc-6, 20
vill - - + - 2 DMSc-12, 23

Mau I = +++, Mau II = -+, Mau II = ++, Mau IV = ++

Céc két qua vé cac isotip globulin mién dich va cac dich gén két ddc hiéu ctia 22 dong

duoc cho biét trong Bang 11. Da nhan thdy ring tit ca cic khang thé dwoc tiét ra tir tht

ca cac dong thudc vé IgG1 va dic higu vdi protein mang bao.
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Trong nghién cru nay, céc tac gia sang cheé da chon cac dong té bao lai thé

hién mirc trung hoa manh mé d6i v6i tht ca céac kiéu huyét thanh ctia DENV cao hon

ép thtr ty CDR ctia céc chu
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Nghién ctru nay dugc thyc hién trén tdm bénh nhéan nhi, 3 bénh nhan duoc
chén doan 14m sang 13 mic DHF va 5 bénh nhén dugc chin doan 13 mic DF. Tét ca
c4c bénh nhin dugc xét nghiém theo céc don vi IgG va IgM Dengue. Kiéu huyét thanh
trong trudong hop nhiém dengue theo PCR da thé hién céc két qua am tinh dbi véi 3
bénh nhan mic DF. Diéu nay co thé xuit phét tir ) lugng nhé céc hat virut c6 mit
trong mau vao ngdy tham kham thu nhét. Téng cong 43 dong té bao lai thu dugc véi
vai trd 12 ngudn san xuit cac HuMAb dic hiéu d6i v6i DENV bang cach st dung céc
PBMC ciia 8 bénh nhan nhi & Thai Lan. 29 trong sb 43 dong (67,4%) da cho thiy phan
tng chéo véi tit ca cac kiéu huyét thanh ctia dengue bang thir nghiém IF. Trong sb do,
22 dong da cho thiy mirc trung hoa manh mé dbi voi tht ca cac kidu huyét thanh cla
dengue cao hon 80%. Ngoai ra, 17 HuMAb (DMSc-4, 5, 8, 13, 14, 17, 24, 28, 30, 31,
33, 34, 36, 37, 38, 40, 41) da cho thdy mirc trung hoa >85% dbi véi tit ca cac kiéu
huyét thanh cua DENV. Hién tai, 12 trong sb6 17 dong (DMSc- 4, 5, 8, 13, 14, 17, 24,
30, 31, 36, 37, 38,) va 2 dong (DMSc-1,2) truéc diy da boc 10 trong don sang ché tam
thoi hoan toan dugc sép xép theo trinh ty. 22 HuMADb c¢6 thé 1a thanh phan dy tuyén dé
phat trién céc khang thé diéu tri. Ngoai ra, cic HUMAD nay ciing rit hiru ich 1am céc
cuc do dé hiéu dugc hién tuong phitc tap vé céch thirc cac kiéu huyét thanh khac loai
ctia DENV thé hién mirc trung hoa cling nhu ADE véi cac khang thé gibng nhau.
Nhitng nghién ctru sdu hon v& su 14p ban db epitop ciia cac HUMAD nay s& 1a hiru ich

d& giai quyét hién tugng nay.
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Toan bd ndi dung cua tAt ca céc tai liéu tham khao néu trén dugc két hop vao
sang ché bing cach vién din. Ngoai ra, khi luong, ndng do, hodc gia tri hoic thong sb
khac duge dua ra dudi dang hodc 1a khoang, khoang wu tién, hodc danh sach cac gia tri
thich hop trén va céc gié trj thich hop dudi, thi cAn duge hiéu 1a séng ché dé cap cu thé
tht ca cac khoang dugc tao thanh tir cip bét ky ciia gi6i han khoang trén bét ky hoic
gia tri wu tién va gidi han khoadng dudi bt ky hodc gia tri wu tién, ma khong gidi han &
cac khoang dugc bdc 10 mdt cach riéng biét. Truong hop mot khoang gbm céc gia tri
s6 dugc néu ra & day, trir khi c6 quy dinh khac, thi khoang nay bao gdm cac diém du
va cac diém cudi cia né, va tit ca cac dang sd nguyén va phéan s6 ndm trong khoang
nay. Ngoai ra, pham vi cua sang ché khéng bi giéi han & céc gia tri cu thé duoc néu khi
xac dinh khoang.

Nhitng phuong an khac cua sang ché s& trd nén rd rang dbi v6i ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay khi xem xét bin md ta va viéc thyc hién
sang ché. Do d6, ban md ta va cac vi du néu trén chi dugc coi 1a vi du minh hoa ma
khong nim ngodi pham vi cua sing ché. Pham vi bao hd cia sang ché s& dugc xéac

dinh cu thé & phin yéu cu bao ho dudi day.

Danh sdch trinh tw

GP11-1015PCT.ST25.txt
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YEU CAUBAO HQ

1. Khang thé don dong khéng virut dengue (DENV) hodc doan gén két khang nguyén ctia
khang thé nay c6 hoat tinh trung hoa d6i voi cac kidu huyét thanh gdbm DENV-1,
DENV-2, DENV-3 va DENV-4, trong d6 khang thé don dong bao gdm khéng thé don
dong ciia ngudi hodc khang thé don dong dugc 1am cho gidng ngudi, va trong d6
khang thé don dong bao gém cac trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 thudc vung bién d6i
chudi ning (VH) nhu 14n lugt duge néu trong cic cac SEQ ID No. 13-15 va céc trinh
tw CDR1, CDR2 va CDR3 thudc ving bién dbi chudi nhe (VL) nhu 1an lugt duge néu
trong cac cac SEQ ID No. 112-114.
2. Khang thé don dong khing DENV theo diém 1, trong d6 khang thé don dong 14
khang thé don dong ciia ngudi dugc san xudt béi té bao lai dugc tao bing cach dung
hop té bao don nhén trong méu ngoai vi (peripheral blood mononuclear cell - PBMC)
ctia bénh nhén & pha cAp tinh bi nhiém DENV véi té bao ddi tac dung hop c6 kha ning
dung hop té bao hiéu qua.
3. Khéng thé don dong khéng DENV theo diém 2, trong d6 t& bao ddi tac dung hop 14
té bao SPYMEG.

4. Khéng thé don dong khang DENV hogc doan gin két khang nguyén cla khéng thé
nay theo diém 1 bao gém IgG, Fab, Fab', F(ab’)2, scFv, hodc dsFv.

5. Khéang thé don dong khang virut dengue (DENV) hoidc doan gén két khang nguyén
cia khang thé nay, bao gdm ving bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe,
trong do:

(a) tinh ty axit amin thit nhit cia ving xic dinh tinh bd khuyét
(complementarity-determining region - CDR) thudc ving bién @i chudi ning bao
gém SEQ ID No. 13 cta CDR1, SEQ ID No. 14 cua CDR2, va SEQ ID No. 15 cua
CDR3; va

(b) trinh ty axit amin thi hai cia CDR thufc ving bién dbi chudi nhe bao gbm SEQ
ID No. 112 cua CDR1, SEQ ID No. 113 ciia CDR2, va SEQ ID No. 114 cia CDR3;
trong d6 khang thé don dong 14 khang thé don dong clia ngudi hodc khang thé don

dong dugc lam cho gidng nguoi.
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6. Khang thé don dong khang DENV theo diém 5, trong d6 khang thé don dong la
khang thé don dong ciia ngudi bao gbm IgG, Fab, Fab', F(ab’)2, scFv, hodc dsFv.

7. Phuong phép san xut khang thé don dong clia ngudi khéng virut dengue (DENV),

phuong phép bao gbm céc budc:

(i) san xuit t& bao lai bing cach dung hop té bao don nhan trong mau ngoai vi (PBMC)
ciia bénh nhan & pha cép tinh bj nhiém DENV vdi té bao ddi téc dung hop c6 kha ning
dung hop té bao hidu qua;

(ii) thu dugc khéng thé don dong ctia ngudi khang DENV tir té bao lai,

trong d6 khang thé don dong bao gdm céc trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 thuc ving
bién dbi chudi ning (VH) nhu lan lugt duoc néu trong cac cac SEQ ID No. 13-15 va
céc trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 thudc ving bién dbi chudi nhe (VL) nhu lan lugt
duoc néu trong céac cac SEQ ID No. 112-114.

8. Phuong phép san xuit khang thé don dong clia ngudi khang DENV theo diém 7,
trong d6 té bao dbi tac dung hop 14 té bao SPYMEG.

9. Phuong phép san xuét t& bao lai bao gdm budc dung hop té bao don nhan trong méu
ngoai vi (PBMC) ctia bénh nhéan & pha cip tinh nhiém virut dengue (DENV) véi té bao
d6i tac dung hop c6 kha ning dung hop té bao hiéu qua, trong d6 té bao lai tao ra hodc
c6 kha ning tao ra khang thé don dong bao gdm céc trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3
thudc ving bién ddi chudi ning (VH) nhu 14n lugt duge néu trong cac SEQ ID No.
13-15 va céc trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 thudc ving bién ddi chudi nhe (VL) nhu
14n luogt dugc néu trong cac SEQ ID No. 112-114.

10. Phuong phép san xuét té bao lai theo didm 9, trong d6 té bao dbi tac dung hop 1a té
bao SPYMEG.

11. Phuong phép san xuit t& bao lai theo diém 9, trong d6 khang thé don dong cua
ngudi khang DENV thu duge tir t& bao lai c6 hoat tinh trung hoa d6i voi cac kidu
huyét thanh gdm DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4.
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Fig. 3
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DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
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- --
N --

F1g 12 - Céc vi du vé hinh anh trong Thir nghi€ém huynh quang mién dich ciia
mAu di chimg duong tinh, miu dbi chtmg 4m tinh, cac dong Hybridoma
DMSec-17, DMSc—28 va DMSc-36.

M3i chét ndi bé mit tir cic dong DMSc-17, DMSc-28, DMSc-36, miu d6i
chimg duong tinh va m tinh (huyet tuong pha lodng) dugc cho phan img v6i 4
kiéu huyet twong clia dengue dugc phu riéng biét trong cac dia vi thé 96 giéng,
khang thé dwoc gén két dugc cho phan umg véi thé lién hop FITC-IgG khang
nguoi va duge lam hién thi dud6i kinh hién vi huynh quang. T4t ca cac dong
cho thiy tinh phan {mg chéo véi tAt ca 4 kidu huyét tuong ctia DENV.
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Fig. 13
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Fig. 13 — Minh hoa 22 dong cho thdy muc gidm VN dbi v6i DENV1, DENV2, DENV3,
DENV4 cao hon 80%. Thi nghlt;m VN dugc thuc hién bang cach trung hoa DENV véi
HuMAb chira trong chit ndi b mit va sau d6 cho DENV gy nhiém céc t€ bao. Chét ndi bé
mit tir mdi dong dugc trung hoa véi 50-100 FFU m01 chung cua 4 kiéu huyét thanh cia
DENV, (chung 16007 d6i véi DENV-1, ching NGC dbi véi DENV-2, ching H87 d6i voi
DENV-3, va chung H241 d6i véi DENV-4) trong phan {mg riéng biét. Mot s6 ddm khuan lac
duoc hlen thi bing cich nhuom mau DAB. Phén trim VN duac tinh tir viéc so sanh s6 lwong
d4m khudn lac duogc thiy trong chét ndi bé mit va trong miu aéi chimg. Sau 46, 10 dong
(73E3, 74B11 76F3, 78E3, 78F3, 78G2, 80C2, 84C10, 87GS) cho thayVN a6i voi tt ca céc
kleu huyet thanh cia DENV cao hon 90%, phan con lai cho thdy VN dbi véi tit ca céc cac
kiu huyét thanh cia DENV cao hon 80%.
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<210> 1
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 1
Asn Tyr Ala Ile Ser
1 5
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<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 2

Gly Val Ile Pro Thr Leu His Thr Thr Asn Tyr Val Glu Arg Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tl:inh tu axit amin cgla vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc vung
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 3

Ser Arg Tyr Tyr Tyr Asp Ser Asp Ala Ser Asn Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 4

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)
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<400> 4

Arg Tyr Ile Met Asn

1 5

<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 5

Trp Ile Asp Thr Lys Thr Gly Asn Pro Thr Tyr Ala Gln Ala Phe Thr
1 5 10 15

<210> 6

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 6

Thr Leu Ser Gly Tyr Ser Ala Asp Trp Pro Glu Asp Tyr
1 5 10

<210> 7

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
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<223> Trinh tyr axit amin ciia vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 7

Ser Tyr Gly Val Ser

1 5

<210> 8

211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 8

Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Phe Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 9

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 9

Gly Pro Asp Tyr Glu Ser Ser Asp Ser Pro Trp Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 10

211> 5
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thude ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 10
Ser Tyr Tyr Trp Ser
1 5
<210> 11
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin ciia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khéng virut Dengue (DENV)

<400> 11

Asn Phe His Tyr Ser Gly Ser Thr Asn AspAsn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 12

211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tginh tu axit amin cfla vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thugc vung
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 12
Val Ala Lys Leu Phe Gly Ser Ala Thr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10
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<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving xdc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 13
Thr Tyr Ala Ile Ser
1 5
<210> 14
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 14

Gly Ile Ile Pro Leu Tyr Lys Gln Ser Thr Tyr Ala Gln Lys Phe Arg

1 5 10 15

Gly

<210> 15

211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
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bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)
<400> 15
Leu Ile Ala Val Ala Gly Ser Glu Gly Ala Gly Ser Phe Asp Ile
1 5 10 15
<210> 16
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin ciia vung xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 16

Thr Tyr Ala Met Ser

1 5

<210> 17

211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 17

Gly Ile Gly Asp Ser Gly His Ser Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 18

<211> 8

<212> PRT
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<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin clia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khéng thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 18

Gly Ser Gln Trp Pro Gly Asp Tyr
1 5

<210> 19

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin ciia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi ctia khéng thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 19

Asn Tyr Ala Met Thr

1 5

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving X4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dbi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 20

Ala Ile Gly Gly Ser Gly His Ser Ile Tyr Tyr Gly Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 21

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla vung xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 21

Gly Ser Gln Trp Pro Gly Asp Tyr
1 5

<210> 22

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 22
Ser Asn Ala Met Ser
1 5
<210> 23
<211> 18
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cia vung xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 23
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Gly Val Ser Asn Ser Gly Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly Arg

<210> 24

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> TI"iI]h tu axit amin cla vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 24

Thr Leu Trp Thr Val Gly Ser Lys Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 25

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khéng thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 25
Asn Ser Ala Met Ser
1 5
<210> 26
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
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<223> Trinh ty axit amin cua viung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 26

Ala Phe Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 27

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xdc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 27

Val Thr Gly Gly Trp Ser Asp Tyr
1 5

<210> 28

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 28

Thr Tyr Pro Met Asn
1 5
<210> 29

<211> 17
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Tt"inh tu axit amin cla vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc vung
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 29

Trp Ile Asp Thr Asn Thr Gly Asn Pro Thr Tyr Ala Gln Ala Phe Thr
1 5 10 15

Gly

<210> 30

211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 30

Leu Ser Gly Tyr Ser Ala Asp Trp Pro Glu Asp Tyr
1 5 10

<210> 31

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cia vung xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 31
Arg Tyr Ile Met Asn
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1 5

<210> 32

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 32

Trp Ile Asp Thr Lys Thr Gly Asn Pro Thr Tyr Ala Gln Ala Phe Thr
1 5 10 15

Gly

<210> 33

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 33

Leu Ser Gly Tyr Ser Ala Asp Trp Pro Glu Asp Tyr

1 5 10

<210> 34

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
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bién dbi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 34
Lys Tyr Ala Ile Asn
1 5
<210> 35
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 35

Gly Ile Ile Pro Ile Leu Thr Thr Thr Thr Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 36

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua vung x4c dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 36

Ser Thr Tyr Tyr Tyr Asp Gly Ser Asp Leu Thr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 37

211> 5
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 37
Asp Tyr Ala Met His
1 5
<210> 38
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin ciia ving Xxac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 38

Val Ile Ser His Val Gly Thr Ser Thr Tyr Gln Ala Glu Ser Tyr Tyr
1 5 10 15

Ala

<210> 39

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 39
Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Gly Asp Tyr Ser Ser Ser Ala Glu Asn Phe
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1 5 10 15
GIn His
<210> 40
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> T;inh tu axit amin cua vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viung
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 40
Asn Tyr Ala Ile Ser
1 5
<210> 41
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 41

Ala Ile Ile Pro Met Ser Arg Thr Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe Arg
1 5 10 15

Gly

<210> 42

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
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<223> Trinh ty axit amin ciia ving xdc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 42

His Arg Ala Val Ala Gly Gly Asp Ser Asp His Asp Glu Asn Asn Trp
1 5 10 15

Phe Gly Pro

<210> 43

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 43
Asp Tyr Tyr Met Ile
1 5
<210> 44
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Tginh tu axit amin cua vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 44

Tyr Ile Ser Asn Ser Gly Asp Met Thr Tyr His Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 45
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<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh tyr axit amin cua ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 45

Gly Met Thr Gly Phe Thr Thr Ser Asn Thr Glu Ser Phe Asp Leu
1 5 10 15
<210> 46

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cta viung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 46
Gly Ser Ser Phe Tyr
1 5
<210> 47
<211> 18
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 47
Ile Gly Ser Ile Asp Tyr Arg Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu
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1 5 10 15
Lys Ser

<210> 48

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién do6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 48

Pro Gly Gly Leu Ile Ser Asp Glu Ala Met Ala Gly Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10 15

<210> 49

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 49

Ser Tyr Ser Ile Ser

1 5

<210> 50

211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
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bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)
<400> 50
Gly Thr Ile Pro Phe Phe Gly Arg Ala Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly
<210> 51
<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla vung Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 51

Ala Gly Pro Ile Ala Ala Thr Gly Val GIn Tyr Glu Met Asp Val
1 5 10 15
<210> 52

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 52

Ser Ser Gly Met His
1 5

<210> 53

211> 17

<212> PRT

-145-



27445

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 53

Val Val Ser Phe Asp Gly Ser Lys Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Ala Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 54

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua vung Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 54

Gly Gly Gly Arg Phe Ser Gly Ser Gly Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Val

<210> 55

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién dd6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 55
Asp Tyr Gly Ile Gln
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1 5
<210> 56
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tw axit amin cua ving Xxac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 56

Trp Ile Asn Ala Gly Asn Gly Asp Thr Lys Tyr Ser Gln Lys Leu Gln
1 5 10 15
Ala

<210> 57

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 57
Gly Leu Gly Tyr Cys Ser Asn Thr Asn Cys Asp Ser Tyr Tyr Tyr Tyr
1 5 10 15
Tyr Met Asp Val
20
<210> 58
211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
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<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 58
Asp His Ala Met His
1 5
<210> 59
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d@6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 59

Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Gly Ile Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 60

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 60

Asp Leu Gly His Cys Thr Thr Thr Thr Cys Ser Gly Ser Val Tyr
1 5 10 15
<210> 61
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211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 61
Thr Tyr Trp Met Asn
1 5
<210> 62
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving xéc dinh tinh bd khuyét (CDR) thude ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 62

Asn Ile Lys Gln Asp Gly Thr Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

<210> 63

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 63
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Gly Asn Pro Pro Phe Tyr Asp Ile Ser Thr Gly Tyr GIn Gly Ala Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Tyr

<210> 64

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 64
Lys Tyr Ala Met Ala
1 5
<210> 65
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xéc dinh tinh bb khuyét (CDR) thuge ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 65

AlaIle Gly Ala Ser Gly Asp Ser Pro Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 66

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>

<223> Trinh tu axit amin ciia ving Xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 66

Gly Glu GIn Trp Pro Gly Val Leu
1 5

<210> 67

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving xéc dinh tinh bd khuyét (CDR) thude ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 67
Thr Tyr Trp Met Asn
1 5
<210> 68
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 68

Asn Ile Lys Gln Asp Gly Thr Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 69
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<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin clia vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 69

Gly Asn Pro Pro Phe Tyr Asp Ile Ser Thr Gly Tyr Gln Gly Ala Tyr
1 5 10 15

Phe Asp Tyr

<210> 70

L2l1> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 70

Asp Asp Ala Tyr Ser Trp Ser
1 5

<210> 71

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cia vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d06i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 71
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Tyr Ile Tyr His Ser Gly Ala Ala Phe Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 72

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién do6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 72

Thr Gly Ser Arg Val Leu Asp Pro
1 5

<210> 73

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin clia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 73
Ser Phe Ala Met His
1 5
<210> 74
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
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<223> Trinh tu axit amin cia vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 74

Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 75

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 75

Gly Tyr Asn Ser Pro Lys Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 76

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving xdc dinh tinh b6 khuyét (CDR) thude ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 76

Ala Ser Ala Met Gln
1 5
<210> 77

211> 17
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctiia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 77

Leu Ile Ser Gly Asp Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 78

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xé4c dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 78

Tyr Thr Ala Asp Pro Trp Ala Leu Arg Asp Tyr
1 5 10

<210> 79

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving xéc dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién d0di cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 79
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Ser Tyr Val Ile Ser

1 5

<210> 80

211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 80

Ser Ile Met Pro Val Phe Gly Ser Thr Gln Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 81

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thude ving
bien doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 81

Thr Ser Ala Ser Ala Gly Arg Pro Thr Tyr Tyr Phe Asp His
1 5 10

<210> 82

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
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<223> Tginh tu axit amin clia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 82
Ala Ser Ala Met Gln
1 5
<210> 83
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhéan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 83

Leu Ile Ser Gly Asp Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 84

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tw axit amin cla ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 84

Gly Tyr Asn Ser Gly His Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 85

<211> 5
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving xéc dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 85
Thr Tyr Trp Met Asn
1 5
<210> 86
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 86

Asn Ile Lys Gln Asp Gly Thr Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

<210> 87

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 87
Gly Asn Pro Pro Phe Tyr Asp Ile Ser Thr Gly Tyr Gln Gly Ala Tyr
1 5 10 15
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Phe Asp Tyr

<210> 88

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh tw axit amin cua ving X4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 88
Asn Tyr Ala Met His
1 5
<210> 89
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bien doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 89

Val Ile Ser Tyr Val Val Thr Thr Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 90

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta ving xé4c dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
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bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)
<400> 90
Glu Leu Val Ser Ser Glu Trp Asp Ser Asp Ala Glu Tyr Phe Gln Tyr
1 5 10 15
<210> 91
211> 7
<212> PRT
<220>

<223> Trinh ty axit amin cuia vung xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc vung
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 91

Thr Gly Asp Met Cys Leu Ser
1 5

<210> 92

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 92

Leu Ile His Arg Asp Asp Asp Thr Tyr Tyr Ser Thr Ser Leu Lys Thr
1 5 10 15

<210> 93

211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xxac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 92

Ser Leu Asp Tyr Gly Asp Tyr Val Val Gly Tyr Ala Phe Asp Val
1 5 10 15
<210> 94

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin ciia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién ddi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 94
Thr Glu Thr Ile Ser
1 5
<210> 95
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 95

Glu Ile Ile Pro Val Phe Arg Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 96
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<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Tl,‘inh tu axit amin cia vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 96

Lys Asn Cys Thr Val Asn Ser Cys Tyr Ala Trp Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 97

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 97

Ser Tyr Ser Met Asn

1 5

<210> 98

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 98
Ser Ile Ser Thr Thr Ser Ser Phe Ile Ala Tyr Ala Asp Ser Val Lys
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1 5 10 15
Gly

<210> 99

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 99

Val Tyr Cys Ser Thr Thr Ser Cys Ser Pro Asn Tyr Phe Asp Ser
1 5 10 15
<210> 100

211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xdc dinh tinh bd khuyét (CDR) thude ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 100

Arg Ala Ser Gln Gly Asn Ser Asn Ala Val Ala
1 5 10

<210> 101

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
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<223> Trinh ty axit amin ciia ving x4c djnh tinh b6 khuyét (CDR) thude ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 101

Gly Ala Ser Arg Leu Glu Arg
1 5

<210> 102

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta vung xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 102

Gln Gln Tyr Ser Ser Ile Pro Tyr Thr
1 5

<210> 103

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b khuyét (CDR) thude ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 103

Ala Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Ser Gly His Tyr Ala Asn
| 5 10

<210> 104

211> 7
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bi€n ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 104

Arg Thr Asp Lys Lys His Ser
1 5

<210> 105

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin clia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 105

Leu Leu Tyr Arg Asp Gly Gly Val Val
1 5

<210> 106

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin ctia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 106
Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly AsnAsn Tyr Val Tyr
1 5 10
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<210> 107

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh tyr axit amin ciia ving xéc dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 107

Ser Asn Asn GlnArg Pro Ser
1 5

<210> 108

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua ving Xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 108

Ala Thr Trp Asp Asp Ser Leu Ser Arg Pro Val
1 5 10

<210> 109

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thude ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 109
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Gln Ala Ser Gln Asp Ile Lys Asn His Leu Asn
1 5 10

<210> 110

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 110

Asp Ala Ser Asn Leu Gly Thr
1 5

<210> 111

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 111

His Gln Tyr Glu Asn Leu Pro Ile Thr
1 5

<210> 112

211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhéan tao

<220>
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<223> Trinh ty axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cta khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 112

Thr Gly Thr Ser Gly Asp Val Gly Gly Asp Ser Leu ValSer
1 5 10

<210> 113

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving xéc dinh tinh bd khuyét (CDR) thude ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 113

Glu Asp His Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 114

211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 114

Cys Ser Tyr Ala Ile Ser Ser Val Arg Val Leu
1 5 10
<210> 115

<211> 13

<212> PRT
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<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 115

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Phe ValTyr
1 5 10

<210> 116

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tyr axit amin cta ving xc dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 116

Ser Asp Asn GlnArg Pro Ser
1 5

<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 117

Ala Thr Trp AspAsp Ser Leu Ser Gly Pro Val
1 5 10
<210> 118
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<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin ctia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 118

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Ala Asn Asn Tyr Val Tyr
1 5 10

<210> 119

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 119

Ser Thr Asn Gln Arg ProSer
1 5

<210> 120

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua vung Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 120
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Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Ser Ala Pro Leu
1 5 10

<210> 121

211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving Xxac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 121

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 122

L2l1> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d0i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 122

Ala Thr Ser Ser Leu Gln Ser

1 5

<210> 123

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
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bién @i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 123
Gln GIn Ala Asn Ser Phe Pro TrpThr

1 5
<210> 124
211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving xéc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 124

Arg Ser Ser Gln Thr Ile Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Asn Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 125

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 125

Trp Ala Ser Thr Arg GluSer
1 5

<210> 126

<211> 9

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 126

GIn GIn Tyr Tyr Ser Ser Pro Pro Thr
1 5

<210> 127

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tyr axit amin clia ving xéc dinh tinh bd khuyét (CDR) thude ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 127

Ala Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Ser Gly Tyr Tyr ProAsn
1 5 10

<210> 128

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 128

Ser Thr Ser Ser Lys His Ser
1 5

<210> 129
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211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 129

Leu Leu Tyr Tyr Arg Gly Gly Val Val
1 5

<210> 130

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 130

Ala Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Ser Gly Asn Tyr Ala Asn
1 5 10

<210> 131

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 131
Arg Thr Asp Lys Lys His Ser
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1 5

<210> 132

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khéng thé khéng virut Dengue (DENV)

<400> 132

Leu Leu Tyr Arg Asp Gly Gly Val Val
1 5

<210> 133

211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 133

Arg Ala Ser Gln Gly Asn Ser Asn Ser Leu Ala
1 5 10

<210> 134

Ll1> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)
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<400> 134

Ala Ala Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 135

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 135

GIn GIn Tyr Tyr Ser Ile Pro Tyr Thr
1 5

<210> 135

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> Trinh tyr axit amin clia ving xéc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 136

Thr Gly Asn Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His
1 5 10

<210> 137

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
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<223> Trinh tw axit amin clia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 137

Ser Asn Thr Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 138

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 138

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Phe Ala Cys Val
1 5 10

<210> 139

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tginh tu axit amin cua vung x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 139

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Gly
1 5 10

<210> 140

211> 7

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 140

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Gly
1 5 10
<210> 141

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bien ddi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 141

Gln Gln Arg Asp Asn Trp Pro Tyr Thr
1 5

<210> 142

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tyr axit amin clia ving xéc dinh tinh b6 khuyét (CDR) thude ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 142

Thr Gly Arg Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly His Asp Val His
1 5 10

<210> 143
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211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cia vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 143

Gly Asn Asn Ile Arg Pro Ser
1 5

<210> 144

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 144

Gln Ser Tyr Asp Gly Ser Leu Ser Gly Leu Val
1 5 10

<210> 145

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung xdc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 145
Ala Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Ser Asp Tyr Phe Pro Asn
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1 5 10
<210> 146
211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 146

His Thr Gly Lys Lys His Ser
1 5

<210> 147

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 147

Leu Leu Tyr His Val Asp Ala His Leu Val
1 5 10
<210> 148

211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bien doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)
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<400> 148

Thr Gly Ser Ser Arg Asp Phe Gly Asp Tyr Asp His Val Ser
1 5 10

<210> 149

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 149

Asp Val Thr Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 150

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223>  Trinh ty axit amin cia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc
viung bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 150

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Tyr Ile Trp Val
1 5 10
<210> 151

211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
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<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khéng thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 151

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Ala Lys Tyr Leu Asn
1 5 10
<210> 152

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 152
Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 153

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 153

Leu Gln Thr Tyr Thr Ala Pro Leu Thr
1 5

<210> 154

211> 14

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 154

Thr Gly Thr Asn Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn PheVal Ser
1 5 10

<210> 155

L11> 7

<212>PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin clia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 155

Asp Val Ser Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 156

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin clia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 156

Ser Ser Tyr Thr Thr Ser Ser Thr Leu Val
1 5 10
<210> 157
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<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving x4c dinh tinh b4 khuyét (CDR) thugc ving
bién ddi cta khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 157
Thr Gly Ala Asp Ser Asp Val Gly Val Tyr Ser Leu Val Ser
1 5 10
<210> 158
211> 7
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tw axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bien doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 158

Glu Gly Thr Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 159

211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> TI"inh tu axit amin clia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viung
bién do6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 159
Cys Ser Tyr Ala Gly Val Thr Thr Pro Gly Ile Val
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1 5 10
<210> 160
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thugc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 160

Thr Gly Ala Asp Ser Asp Val Gly Val Tyr Ser Leu Val Ser
1 5 10

<210> 161

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Tginh tu axit amin cfla vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc vung
bién doi cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 161

Glu Gly Thr Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 162

211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)
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<400> 162

Cys Ser Tyr Ala Gly Val Thr Thr Pro Gly Ile Val
1 5 10

<210> 163

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bien doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 163

Ser Gly Ser Thr Ser Asn Ile Gly Asn Asn Tyr Val Tyr
1 5 10

<210> 164

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xé4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 164

Asn Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 165

211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
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<223> Trinh ty axit amin ciia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cta khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 165

Thr Ala Trp AspAsp Tyr Leu Ser Gly Pro Leu
1 5 10

<210> 166

211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 166

Thr Gly Ala Asp Ser Asp Val Gly Val Tyr Ser Leu Val Ser
1 5 10

<210> 167

211> 7

<212>PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cila ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 167

Glu Gly Thr Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 168

211> 12

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 168

Cys Ser Tyr Ala Gly Val Thr Thr Pro Gly Ile Val
1 5 10

<210> 169

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cla ving xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 169

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Phe ValSer
1 5 10

<210> 170

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tw axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 170

Glu Val Ile Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 171
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<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Tl’rinh tu axit amin cua vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 171

Ser Ser Tyr Gly Gly Asn Asn Asn Val Val
1 5 10
<210> 172

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ctia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 172

Ser Gly Ser Ile Ser Asn Ile Gly Asn Asn Tyr Val Ser
1 5 10

<210> 173

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc vung
bién ddi cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 173
Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser
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1 5

<210> 174

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhéan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 174

Gly Thr Trp Asp Gly Ser Leu Ser Ala Leu
1 5 10
<210> 175

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhéan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 175

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Ser ValSer
1 5 10

<210> 176

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving Xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)
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<400> 176

Glu Val Asn Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 177

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cua vung xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc vung
bién d6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 177

Asn Ser Tyr Ala Gly Ser Lys Ile Val
1 5

<210> 178

211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving x4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 178

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Tyr ValSer
1 5 10

<210> 179

L211> 7

<212>PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
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<223> Trinh ty axit amin cla ving xac dinh tinh bb khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khéang the khang virut Dengue (DENV)

<400> 179

Asp Val Ser Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 180

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cua ving Xac dinh tinh b khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 180

Cys Ser Tyr Val Gly Ser Tyr Thr Trp Val
1 5 10
<210> 181

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving xéc dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 181

Thr Gly Pro Ser Ser Asp Val Gly Asp Tyr Asn Tyr ValSer
1 5 10

<210> 182

L2l1> 7

<212> PRT
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<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin clia ving xé4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién doi ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 182

Asp Val Thr Glu Arg Pro Ser
1 5

<210> 183

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 183

Ser Ser Tyr Arg Ile Asn Asn Thr Pro Ile
1 5 10
<210> 184

211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tyr axit amin clia ving xéc dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 184

Thr Gly Ala Asp Ser Asp Val Gly Val Tyr Ser Leu Val Ser
1 5 10

<210> 185
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211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 185

Glu Gly Thr Lys Arg ProSer1 5
<210> 186

211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta ving xéc dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 186

Cys Ser Tyr Ala Gly Val Thr Thr Pro Gly Ile Val
1 5 10

<210> 187

211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 187
Thr Gly Thr Ile Ser Asp Ile Gly Gly His Asn Asp Val Ser
1 5 10
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<210> 188

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d0i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 188

Asp Val Asn Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 189

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving Xxac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 189

Cys Ser Tyr Ala Gly Arg Trp Val
1 5

<210> 190

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 190

-195-



27445

Ala Gly Thr Ser Ser Asp Ile Asn Asp Tyr Asn Tyr Val Ser
1 5 10

<210> 191

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d6i cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 191

Glu Val Ser Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 192

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cla ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién do6i ciia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 192
Asn Ser Phe Thr Ser Ser Ser Pro Ser Val Leu
1 5 10
<210> 193
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving

-196-



27445

bién ddi cua khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 193
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Tyr LeuAla

1 5 10
<210> 194
211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d0i cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 194

Ser Ala Phe Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 195

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin cia ving x4c dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién doi cia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 195
GIn GIn Leu Arg Thr
1 5
<210> 196
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
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<220>

<223> Trinh ty axit amin ciia ving xé4c dinh tinh b6 khuyét (CDR) thudc ving
bién ddi ctia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 196

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Tyr ValSer
1 5 10

<210> 197

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu axit amin clia ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc viing
bién d6i cuia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 197

Asp Val Ser Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 198

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cua ving xac dinh tinh bd khuyét (CDR) thudc ving
bién d0i ctiia khang thé khang virut Dengue (DENV)

<400> 198

Cys Ser Tyr Ala Gly Thr Tyr Thr
1 5

<210> 199

<211> 23
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<212> DNA

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> PCR mbi cho DENV

<400> 199

tggctggtge acagacaatg gtt
<210> 200

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PCR méi cho DENV
<400> 200

gctgtgtcac ccagaatgge cat
<210> 201

<211>21

<212>DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PCR mdi cho DENV
<400> 201

ggggcttcaa catcccaaga g
<210> 202

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

27445

23

23

21
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<220>

<223> PCR méi cho DENV
<400> 202

gcttagtttc aaagcttttt cac
<210> 203

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> PCR mdi cho DENV
<400> 203

atccagatgt catcaggaaa ¢
<210> 204

<211>20

<212>DNA

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> PCR mbi cho DENV
<400> 204

ccggctctac tectatgatg

<210> 205

<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PCR mbi cho DENV
<400> 205

caatgtgctt gaataccttt gt

27445

23

21

20

22
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<210> 206

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> PCR mbi cho DENV
<400> 206

ggacaggctc ctccttettg

<210> 207

<211>21

<212>DNA

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> PCR mdi cho DENV
<400> 207

ggacaacagt ggtgaaagtc a
<210> 208

211> 22

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PCR mdi cho DENV
<400> 208

ggttacactg ttggtattct ca
<210> 209

211> 24

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao

27445

20

21

22
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<220>

<223> PCR mdi cho DENV
<400> 209

caatatgctg aaacgcgaga gaaa
<210>210

<211>24

<212>DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> PCR mdi cho DENV
<400> 210

ccccatctat tcagaatccce tget
<210> 211

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PCR mbi cho DENV
<400> 211

accacagtcc atgccatéac
<210> 212

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> PCR mbi cho DENV
<400> 212

tccaccaccc tgttgcetgta

27445

24

24

20

20
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<210> 213

<211>47

<212>DNA

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 213

ggccgeaggc gatatctace cctacgacgt gececgactac gectgag 47
<210> 214

<211> 47

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 214

gatcctcagg cgtagtcggg cacgtegtag gggtagatat cgeetge 47
<210> 215

<211> 37

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> DNA doan ngén

<400> 215

ggegeggecg ccatgegttg cataggaata tcaaata 37
<210> 216

<211>35

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngin
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<400> 216

gcggatatct caggcectgcea ccataactce caaat
<210> 217

<211> 35

<212> DNA

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngén

<400> 217

ggagceggcecg cgttccattt aaccacacgt aacgg
<210> 218

<211> 34

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngén

<400> 218

ggcgatatcg gectgcacca tgactcecaa atac
<210>219

<211>29

<212>DNA

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> DNA doan ngén

<400> 219

atcgactaca aagacgatga cgacaagct
<210> 220

<211> 40

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhén tao
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<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 220

tcgatcaaag cttgtcgtca tegtcetttgt agtcgatatc 40
<210> 221

<211> 38

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 221

cgagatctgc caccatgttc catttaacca cacgtaac 38
<210> 222

<211> 36

<212> DNA

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> DNA doan ngén

<400> 222

cgcececgggg atatctgtca ttgaaggagt gacage 36
<210> 223

<211> 36

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 223

ggatctccag ccatgaatga ccaacggaaa aaggeg 36
<210> 224

<211> 37
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<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 224

gtcgatgggge atatctctge gtctectatt caagatg
<210> 225

<211>39

<212>DNA

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> DNA doan ngén

<400> 225

ggeggatceg ccatggecga tagtggttge gttgtgage
<210> 226

<211> 34

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 226

gcgetcgagt caggcetgtga ccaaggagtt gacc
<210> 227

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> DNA doan ngin

<400> 227

atgaaacacc tgtggttctt cctect
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<210> 228

<211>24

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 228

ccttggtgtt gctgggcttg tgat
<210> 229

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 229

atggcctggw yycctcteyt ycts
<210> 230

<211> 25

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 230

tggcagcetgt agcttctgtg ggact
<210> 231

<211>23

<212>DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> DNA doan ngén

27445

24

24

25
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<400> 231

tggctggtgc acagacaatg gtt
<210> 232

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 232

gcetgtgtcac ccagaatggc cat
<210> 233

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 233

ggggcttcaa catcccaaga g
<210> 234

<211>123

<212>DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 234

gcttagtttc aaagcttttt cac
<210> 235

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao

27445

23

23

21

23
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<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 235

atccagatgt catcaggaaa c
<210> 236

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 236

ccggctctac tcctatgatg
<210> 237

<211>22

<212>DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngin
<400> 237

caatgtgctt gaataccttt gt
<210> 238

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngin
<400> 238

ggacaggctc ctecttcttg
<210> 239

<211> 21

27445
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20

22

20
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<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 239

ggacaacagt ggtgaaagtc a
<210> 240

<211>22

<212>DNA

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 240

ggttacactg ttggtattct ca
<210> 241

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> DNA doan ngin
<400> 241

atggactgga cctggaggat ccte
<210> 242

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 242

atggacatac tttgttccac gctect

27445

21

22

24

26

-210-



<210> 243

<211>26

<212>DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> DNA doan ngin
<400> 243

atgaaacacc tgtggttctt cctcct
<210> 244

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> DNA doan ngin
<400> 244

atgtctgtct ccttccteat cttect
<210> 245

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 245

atggagtttg ggctgagetg ggtt
<210> 246

<211>23

<212>DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> DNA doan ngén

27445

26

26

24

-211-



<400> 246

atggggtcaa ccgcecatect cge
<210> 247

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 247

ccttggtgtt getgggcettg tgat
<210> 248

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 248

atggacatga gggtccecge teag
<210> 249

<211>24

<212>DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 249

atgaggctcc ctgctcagcet cctg
<210> 250

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhan tao

27445

23

24

24

24

-212-



<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 250

atggaarccc cagcgcagct tcte
<210> 251

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 251

atggtgttgc agacccaggt cttcat
<210> 252

<211>24

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 252

atggggtccc aggttcacct cctc
<210> 253

<211> 25

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 253

gagttacccg attggagggc gttat
<210> 254

<211> 24

27445

24

26

24

25

-213-



<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngin
<400> 254

atggcctggw yyccteteyt ycts
<210> 255

<211>25

<212>DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 255

atggcctgga tgatgcttct cetcg
<210> 256

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 256

atgscctggg cteyketsct ccts
<210> 257

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngin
<400> 257

atggcctggr ycycmytcyw cctm

27445

24

25

24

24

-214-



<210>258

<211>25

<212>DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DNA doan ngén
<400> 258

tggcagctgt agcttctgtg ggact

27445

-215-

25





