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Linh vwe k§y thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén khang thé va protein gin két lién quan dé phat |
hién va diéu tri virut cim gia cAm (Avian Influenza Virus-AIV). Cu thé,
sang ché dé cap dén khang thé don dong va protein gén két lién quan hiru
ich dé phat hién va diéu tri AIV kiéu phu H5 va N1 doc luc cao va dé cap
dén san phém dé chan dodn, theo dbi va diéu tri nhiém khuan AIV & dong
vat va nguoi.
Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Virut ciim gia cam H5N1 ¢6 thé tro thanh nguyén nhén gy ra bénh
dich ctim ké tiép. Sy bung nd hing nim cia bénh nhidm khudn cam A
dang tré thanh mdi de doa cho sitc khée cong ddng va ching ciim mdéi ¢6
thé xuét hién dinh ky véi nhimg ngudi ¢ kha nang mién dich kém, din
dén gy ra bénh dich. Dich bénh cim A T4y Ban Nha vao nim 1918, do
virut cim HIN1 gy ra, d4 1am chét hon 40 tridu ngudi trén toan thé giéi.
Cin nguyén ctia HIN1 ¢6 thé di dugc truyén truc tiép tir chim sang ngudi,
hozc ¢6 thé c6 lién quan dén su & bénh & mét vat cha trung gian nhu lon
hodc vat chu dong vat khac chua dugc xac dinh (danh sach céac tai liéu
tham khao duoc liét ké phﬁn cudi ban mé ta). Ca bénh dich nim 1957 lan
nim 1968 1an luot do virut cim H2N2 va H3N2 giy ra dudng nhu bt
ngudn tir su sap xép lai trong d6 mot hodc ca protein bé mit virut phit hop

véi ngudi duge thay thé bang cac protein tir ching ciim gia cam (2).
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Virut H5N1 ¢6 kha ning lay nhiém cho nhiéu dang vat chii khéng thé
ngo toéi, ké ca dong vat an thit. Truong hop ngudi nhiém AIV H5N1 dau
tién duoc xac nhan xay ra nim 1997. Su 1y nhiém H5N1 c6 déc luc cao
x4y ra & ca gia cAm 13n ngudi. Pay 13 14n dau tién phét hién dugc viée
truyén truc tiép virut cum gia cAm tir chim sang ngudi. Sau do, theo théng
ké ctia TS chirc y té thé giGi (WHO-World Health Organization), tong s6
truomg hop ngudi bi nhifm H5N1, k& tir thoi diém bung nd ban dau &
Pong Nam A xay ra nim 2003, di 1én dén 281, véi 169 ngudi chét.
Indonesia di c6 béo céo vé trudng hop ngudi bi nhiém cim gia cAm dau
tién do virut H5N1 gdy ra vao thang 6 ndm 2005. Pén nay, day 13 quéc gia
duy nhét ¢ bdo cédo vé cac trudng hop vao nam 2007, véi 81 truong hop
ngudi dd dugce x4c nhan, trong sb d6 63 trudong hop bi chét, vao thang 3
nam 2007.

Virut cum dugc phan loai theo tinh diac hi€u khang nguyén
nucleoprotein va protein luéi ctia ching. Céc virut ndy chi yéu duoc phan
loai thanh ba kiéu huyét thanh A, B va C, trong d6 typ A c6 8 doan ARN
ghi mi 10 protein virut. T4t ca céc loai virut cim typ A di biét déu c6
ngudn gde tir chim. Loai virut ndy c6 thé 14y nhiém cho cac loai khac nhu
ngua, lon, ¢t va hai cdu va ciing c¢6 nguy co 1y nhiém ca véi ngudi (23).
Virut cim A con duoc chia thanh cac kiéu phu theo ban chat khang nguyén
cta glycoprotein v6, ngung két hong ciu (HA), tr H1 dén H16, va
neuraminidaza (NA), ti‘I N1 dén N9 (24, 25, 26). Ngudi ta tin ring viéc
phan cét bing cach phén giai protein ciia protein HA & diém ndi HA1-HA2
lién quan dén kha ning gy bénh & chiing chim va su c6 mit cia axit amin
ky nuéc xung quanh vi tri phan cét nay 13 dic trung cta kiéu phu HS5.
Ngoai ra, ciing tin ring protein HA 13 trung gian cho qua trinh bét gin véi

thu thé sialosit cta t& bao vat chi va sau d6 xam nhép bang cach dung hop
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mang (27), va protein HA dugc cho 13 dich chinh dé trung hoa khang thé
26).

Xét nghiém trong thoi gian bung nd bénh hé hip cip tinh c6 thé xéac
dinh dugc liéu bénh cum cé 1a nguyén nhan. Trong mua cim, vi€c xét
nghiém bénh nhan dugc chon dang mic bénh vé hé hép tuong thich véi
bénh ctiim c6 thé gitp x4c dinh duge lidu bénh cim cé trong nhém nguodi
bénh nay hay khong va gitp cho nhén vién y té x4c dinh cach danh gia lam
sang dé chan doan va diéu tri bénh vé& hé hip. Xét nghiém ctim nhanh gitp
x4c dinh viéc c6 phai dung thudc khang virut hay khong. Mot sb xét
nghiém nhu nudi cdy virut, phan tmg chudi polymeaza phién mi nguoc
(transcriptase polymerase chain reaction- RT-PCR) va xét nghiém huyét
thanh hoc 1 c4c phuong phap thong thuong, nhung van chua cé duge két
qua mot cach nhanh chéng dé tro gitip kip thoi cho bac sy 1am sang (3).
Hau hét cac xét nghiém chdn doan nhanh hién dang st dung 1a cac thu
nghiém mién dich dwa vio khang thé don dong (3, 4, 5). Phuong phép
huynh quang mién dich (nhudém khéng thé huynh quang) ciing 13 mot lwa
chon khéac dé xét nghiém chin do4n bénh cim nhanh & mdt sd phong thi
nghiém cta bénh vién va thudng cé thé thu duoc két qua xét nghiém trong
khoang thoi gian tir 2 dén 4 gid. T4t ca cac thé hé khang thé don dong dic
hiéu néu trén 13 co s& cho cdc phuong phap chan doan nhanh, nhay va hiéu
qua vé gia thanh duoc sir dung gin day nhat.

Viéc phét hién cac phan dong khac nhau & nhidu ving d3 cho thiy
rang virut H5N1 ¢6 phan bd rong vé mit dia 1y véi tinh da dang vé di
truyén va khang nguyén cao. Phan tich pha hé cho thiy tt ca cac virut tir
Indonesia tao thanh c4c phan dong virut Z genotyp H5N1 riéng biét dan téi
gia thiét 13 sy bung nd nay dudng nhu bit ngudn tir mot ving duy nhat rdi

lan truyén ra khip ca nuéc (14, 15). Do viy, s& rat hiru ich néu c6 dugc
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khang thé don dong cé thé nhén dién dic hiéu thé phan 1ap bénh ctim
Indonesia. Ciing s& hitu ich néu ¢é dugce cdc MAD bao gbém ca thé phan lap
bénh cim Viét Nam va Singapore.

Ban chat k§ thuit clia sang ché

Muc dich cta sang ché 13 d& xuit khang thé don dong (mAb-
monoclonal antibody) va protein gén két lién quan gén két dic hiéu véi
kiéu phu AIV H5 va NI, cu thé 13 vé6i thé phan lap AIV H5 va Nl
Indonésia. Tinh dic hiéu cua cac dép tmg khang thé don dong nay 13 co so
dé tao ra céc chét chin doan hiéu qua. MAD va protein gin két c6 ngudn
gbc tir chung ciing 6 thé duge ding 1am tac nhan didu tri.

Sang ché dé xuét khang thé don dong va protein gén két lién quan dic
hiéu véi epitop dang thing va epitop dang cdu hinh ctia ngung két hong
cdu glycoprotein kiéu phu H5 hoic epitop dang thing va dang ciu hinh ctia
neuraminidaza glycoprotein kiéu phu N1. MAb véi epitop H5 dang thing
¢ kha ning phat hién ching virut kiéu phu H5N1 va HS khéc trong mau
bién tinh nhu mau méd duge c¢d dinh formalin, véi tinh dic hidu va do nhay
cao, trong khi cac MAb huéng dich H5 hoic N1 epitop dang céu hinh cé
thé dung dé phat hién kiéu phu virut H5N1 va N1 khéc trong mé chua
duoc xtr ly so bé nhu miu mé ddng lanh va cdc mo sinh hoc va dich thé
khac. MAb véi epitop H5 v MAb véi epitop N1 ¢6 thé duge sir dung két
hop v&i chin doan dic hiéu thé phén 14p virut H5N1.

Cu thé, mAb c6 ky hiéu 5A5 hudng dich epitop dang thang ctia ngung
két hdng cau kiéu phy H5. Cac mAb khac, c¢6 ky hiéu 5C5, 2D9, 4F8, 1C1,
3B6, 2F11, 9C1 va 3H11, huéng dich epitop dang c4u hinh ciia ngung két
hdng cau kiéu phu H5. mAb c6 ky hiéu 8H12 hudng dich epitop dang

thing cua kiéu phu N1 neuraminidaza, va hai khang thé khéc, ¢ ky hiéu
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6C6 va 3D4, huéng dich epitop dang ciu hinh cta kiéu phu NI
neuraminidaza.

Do d6, séng ché d& xuit protein gin két v& co ban c6 dic tinh gin két
mién dich dbi véi epitop ngung két hdng ciu kiéu phu H5 dang thing nhu
protein gén két cia mAb 5A5 va protein gin két vé co ban ¢ dic tinh gén
két mién dich di vdi epitop neuraminidaza kiéu phu N1 dang thang nhu
protein gin két cia mAb 8H12. Sang ché ciing d& xuét protein gin két vé
co ban ¢6 dic tinh gin két mién dich dbi véi epitop ngung két hong cu
kidu phu H5 dang cdu hinh nhu protein gén két cia mAb 5C5, 2D9, 4FS8,
1C1, 3B6, 2F11, 9C1 va 3H11. Sang ché ciing d& xuét protein gin két vé
co ban c6 dic tinh gin két mién dich ddi véi epitop neuraminidaza kiéu
phu N1 dang cAu hinh nhu protein gin két cia mAb 6C6 hoic 3D4.

Theo mét khia canh khéc nita, sang ché dé xuit phuong phap phat
hién AIV kiéu phu H5 trong mAu bao gdm viéc phat hién gin két cia ATV
v6i mADb hodc protein gén két vé co ban c¢6 dic tinh gin két mién dich cta
mAb 5A5, 5C5, 2D9, 4F8, 1Cl1, 3B6, 2F11, 9C1 hozc 3H11. Sang ché
cling dé xuét phuong phép phét hién AIV kiéu phu N1 trong miu bao gdm
viéc phat hién grfm két ctia AIV v6i mAb hodc protein gafm két vé co ban cb
dic tinh g&n két midn dich ciia mAb 6C6, 3D4 hodc 8H12. Pic biét, sang
ché d cap dén thir nghiém huynh quang mién dich, thir nghiém héa mé
mién dich va phuong phap ELISA bing cich st dung céc protein gan két
nay. Khang thé nhan dién AIV kiéu phu H5 c6 thé dugc sir dung két hop
v6i khang thé nhan dién AIV kiéu phu N1 dé phat hién virut H5N1. -

Theo mdt khia canh khac, sang ché d& xuét kit phat hién AIV bao
gdm protein gin két vé co ban cé dic tinh gin két mién dich cia mAb
5A5, 5C5, 2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 2F11. 9C1, 3H11, 8H12, 3D4 va/hodc
6C6.
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Sang ché ciing mé ta viée diéu tri cho ddi twong bi nhiém ching ATV
H5, nhu chung AIV H5N1 bang c4ch ding mét hoic nhiéu khang thé don
dong hoic protein gin két vé& co ban cé dic tinh gin két mién dich cta
mAb 5C5, 2D9, 4F8, 2F11, 9C1, 3H11, 3D4 hoac 6C6.

M5 ta vit tit cic hinh vé

Fig. 1A-1D 13 c4c anh thu dugc bing phuong phap IFA (thtr nghiém
huynh quang mién dich) so véi t& bao MDCK (té bao than ché Madin-
Darby ) bi nhiém AIV H5N1 véi cac t& bao MDCK khéng bi nhiém virut.
Fig.1A 13 anh H5N1 duoc phat hién trong c4c té bao MDCK. Fig.1B 13 anh
hop nhit 4nh sang tia cuc tim va 4nh sang chun cho thiy céc t& bao riéng
r& bi nhim virut so véi céc té bao khdng bi nhiém. Viéc khong c6 tin hiéu
huynh quang trén cac t& bao MDCK trén Fig.1C cho thiy chiing khong bi
nhiém virut. Fig.1D thé hién su hop nhat 4nh sang tia cuc tim va 4nh sang
chuén trén cliing céc té bao nhu trong Fig.1C.

Fig. 2A va 2B thé hién hoat tinh khang thé don dong trung hoa cia
virut cim trén céc t& bao MDCK. Trong Fig. 2A, cac té baio MDCK dugc
nhudm bing phuong phap huynh quang FITC (fluorescein isothiocyanate-
floresxein isothioxyanat) sau khi khang thé don dong trung hoa nhiém
virut H5N1. Trong Fig. 2B, cac t& bao MDCK dugc nhudém bing phuong
phép huynh quang FITC trong d6 nhidm virut H5N1 khéng duoc khang thé
don dong trung hoa .

Fig. 3A va 3B thé hién phuong phap dién di protein SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide) va thidm tach Western dé nhén
dién gén két gitta MAb va HA1 t4i t6 hop dang thang. Trong Fig. 3A, HA1
bang khoang 37 kD va HA1 hudéng dich GST bing khoang 61 kD & gel
SDS-PAGE. Riéng GST bing 26 kD. Trong Fig. 3B, thim tach Western
cho thiy ring HA tai t hop phan tmg v6i mAB 5A5. Ngoai trir vach dam

_7-
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& 61 kD, ton tai cdc vach nhod hon cho biét qua trinh thoai héa khi GST-
HA1 dugc biéu hién trong E. coli. Pudng 1, mau E. coli khong c6 biéu
hién giy cam tUng IPTG; cac duong 2 & 3, GST-HAI1 gdy cam tung IPTG
dugc biéu hién trong E. coli; duong 4, mau GST tinh khiét.

Fig. 4A va 4B minh hoa ban d6 epitop dang thing ctia mAb 5A5.

Fig. 4A 12 biéu dd protein ngung két hdng ciu HA1, thé hién cAu tric
dong v6 tinh cho su biéu hién cta cac manh HA1 c6 chiéu dai khéc nhau
va tinh phéan tmg cta ching véi mAb5AS. Fig. 4B 13 biéu dd cic manh
ngung két hdng ciu HA1 dot bién, thé hién cu tric dong v6 tinh cho su
biéu hién ctia cac dot bién khac nhau trén manh HA1 va tinh phan ng cia
ching véi mAb 5AS.

Fig. 5A va 5B thé hién phan tng dién hinh gitta mAb 6C6 hoic 3D4
va N1 tai td hop duogc biéu hién. Fig. 5A thé hién N1 tai t6 hop biéu hién
dugc phét hién & céac té bao Sf9. Fig. 5B thé hién sy hop nhét 4nh sang tia
cuc tim va 4nh sang chudn cho biét c4c té bao riéng ré.

Fig. 6A va 6B thé hién phuong phiap SDS-PAGE va thdm tach
Western dé kiém tra NA duoc biéu hién.

Fig. 7A, 7B va 7C thé hién hoat tinh khéng thé don dong trung hoa
clia virut cim trén céc t& bao MDCK. Fig. 7A thé hién hinh anh cta cac té
bao MDCK quan sat duoc bang kinh hién vi sau khi nhiém virut H5N1
duogc trung hoa biang khang thé don dong. Fig. 7B thé hién hinh anh cac té
bao MDCK dugc quan sat bang kinh hién vi ma nhiém virut HSN1 khéng’
dugc trung hoa bang khang thé don dong 1am miu kiém chimg duong tinh
CPE. Fig. 7C thé hién céc t& bao MDCK khi khoéng c6 mit ca virut 1an
mAb 13m mAu kiém chimg 4m tinh CPE.
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MG t3 chi tiét sang ché

Sang ché dé xuit MAD va protein gin két khang nguyén lién quan gin
két dic hiéu véi ngung két hdng cau glycoprotein AIV kiéu phu H5 hosc
neuraminidaza glycoprotein AIV kiéu phu N1. Cu thé, mAb hoic protein
gén két khang nguyén lién quan c6 dic tinh gén két mién dich cia mAb
5A5 duoc tao ra boi té bao lai 5A5, dugc ndp luu tai Bao tang giéng chuin
vi sinh vat My (American Type Culture Collection) (ATCC) ngay
10/07/2007 véi sb truy cap 12 PTA-8528, mAb 5C5 duoc tao ra bdi té bao
lai 5C5, duoc ndp luu tai ATCC ngay 10/07/2007 véi sb truy cap 1a PTA-
8529, mAb 6C6 dugc tao ra bdi té bao lai 6C6, duge ndp luu tai ATCC
ngay 10/07/2007, véi sb truy cap 13 PTA-8526, mAb 2D9 duoc tao ra bsi
té bao lai 2D9, duoc ndp luu tai ATCC ngay 29/07/2008, véi s6 truy cap 1a
PTA-9396, mAb 4F8 duogc tao ra béi té bao lai 4F8, duoc ndp luu tai
ATCC ngay 29/07/2008 véi sb truy cap 1a PTA-9397, mAb 1C1 dugc tao
ra béi té bao lai 1C1, dugc ndp luu tai ATCC ngay 29/07/2008, véi s truy
cép la PTA-9398, mAb 3B6 dugc tao ra boi t& bao lai 3B6, dugc ndp luu
tai ATCC ngay 29/07/2008 véi sb truy cép 1a PTA-9399, mAb 3D4 duoc
tao ra boi té bao lai 3D4, duge ndp luu tai ATCC ngay 29/07/2008 véi sb
truy cép 12 PTA-9395, mAb 8H12 duoc tao ra boi té& bao lai 8H12, duoc
ndp luu tai ATCC ngay 29/07/2008, véi sb truy cap la PTA-9394, mAb
2F11 dugc tao ra boi té bao lai 2F11, duge ndp luu tai ATCC ngdy
16/07/2008, véi s6 truy cap 13 PTA-9373, mAb 9C1 dugc tao ra béi té bao
lai 9C1, dugc ndp luu tai ATCC ngay 16/07/2008, véi sb truy cap 1a PTA-
9372, hoic mAb 3HI1 duoc tao ra boi té bao lai 3H11, dugce ndp luu tai
ATCC ngay 16/07/2008, v6i sb truy cap 1a PTA-9374. T4t ca viéc ndp luu

duoc tién hanh tuan theo cc diéu khoan ctia Hiép wéc Budapest. Sang ché
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cing lién quan cac té bao lai nay va dé xuit ngudn MADb lién tuc va protein
gén két theo sang ché.

Sang ché ciing md ta phuong phép phét hién va chan doan nhiém
khudn AIV kiéu phu H5 va dé xuét kit xét nghiém bao gdm MAb hoic
protein gin két theo sang ché. Sang ché ciing mé ta phuong phap diéu tri
cho d6i tuong bi nhidm ching AIV H5 hoic N1 bing cach ding lugng hitu
hiéu ctia mét hodc nhidu khang thé hodc protein gin két lién quan theo
sang ché. Cu thé, theo phuong 4n nay dbi tugng bi nhiém AIV thé phén 1ap
Indonesia cta kidu phu H5N1. Khang thé theo sang ché ciing c¢6 thé dugc
ding cho d6i tugng nhu médt bién phép phong ngira khi xuat hién bénh
dich cim. Trong trudng hop niy, luong hitu hidu ctia khang thé dugc ding
béng khoang mdt nira lugng dugce st dung dé diéu tri cc ca nhiém khuin
AIV HS5 hoac N1.

Céac thuat ngir khac nhau dugc sir dung theo sang ché duoc dinh nghia
nhu sau:

Thuét ngit "dic tinh gin két mién dich” ciia mADb hoic protein gan két
lién quan, & tt ca cac dang ngfr phap ctia né, chi tinh dic hiéu, &i luc va
phan tng chéo cia mAb hoic protein gén két di v6i khang nguyén cia
no.

Thuét ngfr "epitop dang thang" chi trinh tu lién tiép c6 khoang tir 4
dén 12 axit amin tao thanh vi tri gfn két khang thé. Epitop dang thang cta
MAD theo sang ché t6t hon 13 ndm & ving tir axit amin 260 dén axit amin
269 cua protein ngung két hong ciu dugc ghi ma bédi gen virut HAL.
Epitop dang thing, & dang gén két v6i mAb hosc protein gan két, ¢ thé 13
protein bién tinh v& co ban khéng c¢6 ciu tric ba chiéu.

Thu4t ngit “epitop dang ciu hinh” chi mAb hosc protein gin két lién

quan gin két vi trf tdn tai trén ngung két hdng cau glycoprotein kiéu phu

-10-
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H5 hoic neuraminidaza glycoprotein kiéu phu N1 & dang ba chiéu ty nhién
cua no.

Thuat ngit “protein gin két” chi protein, ké ca cac protein dugc mé ta
dué6i déy, bao gdm vi tri gin két khang nguyén ctia mAb theo sang ché
hoic mAb c6 dic tinh gén két mién dich ciia mAb theo sang ché.

Sang ché ciing dé xudt phuong phap san xuit khang thé don dong c6
dic tinh gin két cia mAb 5A5 bang cach gdy mién dich dong vat bing
AIV kiéu phu H5N2 (A/chicken/Singapore/98), san xuit khang thé don
dong c6 dic tinh gin két cia mAb 5C5 bang cach gdy mién dich dong vat
bang AIV kiéu phu H5N2 (A/chicken/Singapore/98) hodc san xuit khang
thé don dong c6 dic tinh géin két cia mAb 6C6 bing cach giy mién dich
dong vét bang AIV kiéu phu H7N1 (A/chicken/Singapore/94). Sang ché
cling con d& xudt phuong phép san xuit khang thé don dong c6 dic tinh
gén két cia mAb 2D9 va ciia mAb 3B6 bing cach gdy mién dich dong vt
bang AIV kiéu phu H5N2 (A/chicken/ Singapore/98). Sang ché ciing dé
xuét phuong phédp san xuét khing thé don dong cé dic tinh gin két cta
mAb 2F11 hogc 9C1 bang cach gay mién dich dong vat bang thé dot bién
14n tranh khéi virut cim gia cAm ban dau A/Vietnam/1203/2004/H5N1 véi
d6t bién & axit amin 205 tir lysin thanh metionin, hodc san xuét khang thé
don dong c6 dic tinh gin két cia mAb 3H11 biang cach giy mién dich
dong vat bang ALV kiéu phu A/Indonesia/CDC669/2206/H5N1. Sang ché
cling dé xuit phuong phéap san xuit khang thé don dong cé dic tinh gan két
ctia mAb 3D4 va ctia mAb 8HI12 bing cach giy mién dich dong vat bing
AIV kiéu phu H7N1 (A/chicken/Singapore/94), va phuong phap san xuét
MADb 4F8 va 1C1 bing cach giy mién dich dong vat bing AIV kiéu phu
H5N2 (A/chicken/ Singapore/98. Khang nguyén bat ky nhu vay cé thé

dugc st dung 1am chét sinh mién dich dé san xut khang thé c6 dic tinh

-11-
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gén két mién dich mong mudn. Khang thé niy bao gbm, nhung khéng chi
giéi han &, khang thé don dong, khang thé kham, khang thé chudi don, cac
manh Fab va cic protein chira trinh tu gin két khdng nguyén cia mAb
5A5, 5C5,2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 2F11, 9C1, 3H11, 8H12, 6C6 hodc 3D4.
MAD theo séang ché c¢6 thé dugc san xuét bing ky thuat bét ky dé san
xuét phan t&r khang thé bing cac dong té bao lién tuc trong méi truong nudi
cdy. Cac phuong phép niy bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, k¥ thuat
lai dugc Kohler va Milstein (Nature 256:495-497) phét trién dau tién vao
ndm 1975, ciing nhu k§ thuét trioma, k§ thuat lai t& bio B cla nguoi
(Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4:72) va k¥ thuat EBV-té bao lai
dé san xuét khang thé don dong cia nguoi (Cole et al., Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy Alan R. Liss, Inc., pp 77-96 (1985)).
Khang thé ngudi c6 thé duoc st dung va c6 thé thu duoc bang cach st
dung t& bao lai cua nguoi (Cote et al.,, 1983, Proc. Nat=]. Acad. Sci.
U.S.A., 80:2026-2030) hodc bang cich chuyén nhiém cac té bao B cua
nguoi véi virut EBV in vitro (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pp. 77-96). Ngoai ra, k§ thuéf duogc
phat trién dé tao ra "khang thé kham" hoic "khéng thé duoc léni tuong
thich véi nguoi" (Morrison et al., 1984, J. Bacteriol. 159-870; Neuberger et
al., 1984, Nature 312:604-608; Takeda et al., 1985, Nature 314:452-454)
b::ing cach dua vao céc trinh tu tir phan tir khang thé theo sang ché, vi dy,
mAb 5C5, 5A5, 6C6, 2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 3D4, 8H12, 2F11, 9C1 hodc
3H11, cung véi gen tir phén tir khang thé ctia nguoi c¢6 hoat tinh sinh hoc
thich hop c6 thé dugc st dung. Khéng thé kham 13 khang thé chitra phan Fec
ctia ngudi va phin Fv cia chudt (hoic khong phai 1a ngudi khac). Khang
thé duoc lam tuong thich v6i ngudi 13 khang thé, trong d6 ving xéc dinh

tinh bd tro (complementarity determining regions - CDR) ctia chudt (hozic
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dang khac khong phai 13 ciia ngudi) dugc dua vio trong khang thé cua
ngudi. Ca khang thé kham 13n khang thé dugc 1am tuwong thich véi ngudi
déu 1a don dong. Khang thé kham cia ngudi hodc duoc 1am tuong thich
v6i ngudi nay duoc uu tién dé 4p dung trong chin doan hoic diéu tri in
vivo cho cac bénh hoac ;61 loan ctia nguoi.

Theo séng ché, cac k§ thuat dd biét dé san xuét khang thé chudi don
(US 4,946,778) c6 thé duoc 1am phi hop dé san xuét khang thé chudi don
theo sang ché. Theo mdt phuong 4n khac ctia sang ché, c6 thé sir dung céc
k§ thudt dd biét dé thanh 1ap thu vién biéu hién Fab (Huse et al., 1989,
Science 246: 1275-1281) cho phép nhan dién nhanh chéng va dé dang céc
manh Fab don dong c6 tinh dic hiéu mong mudn cta khang thé theo sang
ché, hodc dan xuit cua ching, hoic cac dang tuong tu.

Ménh khéng thé chira idiotyp ctia phan tir khang thé c6 thé dugc tao
ra bang cac k¥ thut dd biét. Vi du, c4c manh niy bao gdm, nhung khong
chi gi6i han ¢: méanh F(ab=)2 c6 thé thu dugc bang cach phan cit pepsin
ctia phan tir khang thé; Fab= c4c manh cé thé dugc tao ra bang cach khir
ciu ndi disulfua ctia manh F(ab=)2, va cadc manh Fab co thé dugc tao ra
bang cach xtr Iy phan tir khang thé bang papain va chat khir. Manh khéang
thé nay c6 thé thu duogc tir khang thé bét ky trong s6 khang thé don dong
hoic khang thé da dong theo sang ché.

Trong qué trinh san xuét khang thé, viéc sang loc khang thé mong |
mudn c6 thé duge thuc hién bing k¥ thudt da biét trong linh vuc nay, vi
du, thir nghiém phéng xa mién dich, ELISA (thir nghiém hap thu mién dich
gin két enzym), thir nghiém mién dich “banh kep” (sandwich), thir nghiém
burc xa mién dich, phan tmg két tua khuéch tan gel, thir nghiém khuéch tan
mién dich, thir nghiém mién dich tai chd (bing céch st dung vang keo,

enzym hodc d4nh diu ddng vi phéng xa ching han), thdm tich Western,
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phan tng két tia, thir nghiém ngung két (vi du, thir nghiém ngung két gel,
thtr nghiém ngung két hdng ciu), thir nghiém huynh quang mién dich va
thtr nghiém dién di mién dich, v. v... Theo mét phuong 4n thuc hién, gén
két khang thé dugc phat hién bang cach phat hién nhin trén khang thé
nguyén phat. Theo phuong 4n thyuc hién khac, khang thé nguyén phat duoc
phat hién bang cach phat hién gin két khang thé thir phat hodic chét phan
tmg khéac véi khang thé nguyén phat. Theo phuong an thuc hién khac,
khang thé thtr phat dugc danh diu. Cac phuong tién dé phat hién gin két
trong thir nghiém mién dich 13 di biét trong linh vuc ndy va ndm trong
pham vi ciia sang ché.

Khéng thé néu trén co thé duoc str dung trong cic phuong phap d
biét trong linh vuc nay dé phat hién hodc xéc dinh AIV kiéu phu H5 hosc
N1, vi dy, phuong phéap thim tach Western, ELISA, thir nghiém phéng xa
mién dich, thr nghiém huynh quang mién dich, thir nghiém héa mé mién
dich, va cac phuong phap tuong tu. K¥ thuit dugc mé ta trong ban mo ta
nay c6 thé duoc 4p dung dé xac dinh dinh tinh va dinh luong véi kiéu phu
H5 ctia AIV va dé chin doan va theo ddi cac dong vat hodc ngudi bi nhiém .
virut.

Sang ché ciing dé xuét thir nghiém va kit thir nghiém dé x4c dinh dinh
tinh va/hodc dinh lugng kiéu phu H5 ctia AIV. Hé thng thir nghiém va kit
thir nghiém c6 thé bao gdm thanh phan duoc dénh dau, vi du, dugc tao ra
bing cach danh diu bing nguyén tir phéng xa, nhém huynh quang hozc
enzym, ghép nbi phan tir danh diu v6i mAb hoic protein gin két lién quan
theo sang ché, hodc v6i phan gin két ciia né. Thir nghiém hodc kit thir
nghiém con ¢ thé bao gdm cac chét phan tng, cac chit pha lodng va
hudng dan st dung, 13 d biét véi chuyén gia trong k¥ thuét thir nghiém

mién dich.
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Theo mét sd phuong 4n thuc hién theo sang ché, kit ndy con chira it
nhit mAb hoidc protein gin két lién quan theo sang ché, phuong tién dé
phét hién gén két dic hiéu mién dich cia mAb hoic protein gén két lién
quan néu trén voi AIV trong mau sinh hoc, va huéng din st dung, tly
thudéc vao phuong phap duoc chon, vi du, "canh tranh", “banh kep”,
"DASP" va c4c phuong phap twong tu. Kit c6 thé con chita mau kiém
chimg duong tinh va 4m tinh. Ching c6 thé duoc thiét ké dé c6 thé si
dung biang may phan tich tu dong hoic thiét bi nhuém ban méng héa mod
mién dich tu dong.

Kit thir nghiém theo sang ché c6 thé con bao gdm khéng thé nguyén

‘phat hodc protein gén két c6 thé dugc danh ddu hodc c6 thé dugc tao ra dé
gin v6i nén rén (hodc dugc gin vao nén ran). Khang thé hoic protein gén
két ndy c6 thé 13, vi dy, khang thé hoic protein gin két véi AIV. Khang thé
nguyén phét hodc protein gin két niy c6 thé 13 khang thé don dong hoic
khang thé da dong.

Khang thé don dong véi ngung két hdng ciu kiéu phu H5 hodc kiéu
phu N1 neuraminidaza protein c6 thé dugc san xuat bang cich géy mién
dich cac dong vat bing AIV hoic protein H5 hodc N1 hoidc cic manh cla
ching. Phuong phép duoc vu tién cho khang thé véi ngung két hdng cau
protein kiéu phu H5 bao gém viéc khuéch dai gen HA 1kiéu phu H5, sau d6
cho biéu hién gen, thu hdi va tinh ché protein tai t6 hop kiéu phu H5 va sir
dung cac protein dé tinh ché 13m céc chét sinh mién dich. Vi du, AIV
H5N1 duoc tao ra bang cach cy phdi ga vé6i ching virut ¢ doc luc, tiép
dén 13 phan 14p ARN virut. Gen HA1 duoc khuéch dai bang phan tng
chudi polymeaza phién ma nguoc (RT-PCR) va sau d6 cé thé dugc tach
dong v tinh vao vat truyén virut hinh que duoc sir dung dé biéu hién

protein H5 & céac teé bao con trung. Cac protein dugc tao ra nhu vay sau do
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c¢6 thé duogc sir dung dé gy mién dich chudt hodc céc loai thich hop khac
d8 san xuét t& bao lai. C4c phuong phap tuong tu c6 thé dugc sir dung dé
thu duoc céc protein N1 dé dung trong san xuat t& bao lai.

Té bao lai dugc sang loc theo kha ning tao ra MAD i luc cao cua
ching c6 kha ning gin két dic hidu véi cac protein HS hoic N1 va phan
biét chung véi céc kidu phu ATV khéc. Theo sang ché, da phat hién ra rang
khang thé c6 kha ning trung hoa virut cé kha ning nhén dién epitop dang
cAu hinh trong ngung két hdng ciu protein kiéu phu H5. Phat hién nay dya
trén viéc san sinh ra thé dot bién 14n tranh virut khi c¢6 mit mAb trung hoa
sau tir 1 dén 2 vong chon loc cac t& bao than ché Madin-Darby (MDCK)
hodc phéi ga. Gen HAI duoc tach dong v tinh tir cac thé dot bién 14n tranh
su trung hoa nay bing RT-PCR va duogc giai trinh tu dé x4c dinh cac dot
bién diém. Trong nhém khang thé nay, epitop trung hoa dugc phét hién
trong MAb 5C5, 2F11, 9C1 va 3H11. Kha nang lan tranh su trung hoa
duoc x4c nhan bang thir nghiém te ché ngung két hong cau.

HA1 chtra 338 axit amin, bao gém peptit tin hidu chtra 16 axit amin.
Dé nghién ctru su phan bd cua epitop dang thing trén protein, t6t hon 13
c4c manh dugc 1am cin va duge gdy dot bién duoc thir nghiém vé gén két
v61 MAD, vi du, béng k¥ thuat thdm tach Western hodc céc ki thuat tuong
tu. Epitop dang thing c6 thé dwoc nhan dién 13 dich gin két cho MAD la
mdt phuong thirc tot d& phét hién protein kiéu phy H5 bién tinh, nhu xay ra
trong mo dugc ¢ dinh formalin bang cach str dung phuong phap nhuém
héa mo6 mién dich. Viéc lap ban d6 MAb kiéu phu H5theo cach ndy tao
nén tang cho viéc nghién ctru tiép va chin doén 14m sang hi¢u qua hon véi
céc truong hop nhiém AIV H5NI.

Sang ché ciing cho phép hiéu r& hon vé céu tric khang nguyén cia

phan tir ngung két hong ciu H5 va neuraminidaza N1 cia ATV. MAb va
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protein gin két lién quan theo sang ché 13 phuong tién dé phat hién virut c6
doc luc cao trong caAc mau dong lanh va mau sinh hoc.

Kha ning phat hién virut trong mau trong parafin 1 vd cing quan
trong. Trong hau hét trudng hop, khang nguyén AIV trong miu mé bi
nhidm déu bi pha huy trong qua trinh ¢b dinh. Formalin va etanol c6 kha
ning lam mat 16p vo lipit va glycoprotein vo, ké ca ngung két hong cau, do
d6 lam tang thém khé khan trong viéc phat hién khang nguyén virut. Vi
véy, cach chin doan ndy c6 thé 13 cach chan doan an toan hon va chinh x4c
hon dbi v6i mé dong vat va ngudi bi nhiém AIV.

Nhu duoc minh hoa trong cac vi du sau, mAb 5A5 c6 hiéu qua cao va
nhay véi khang nguyén virut trong mé dugc ¢b dinh formalin. Khéng thé
nay cho phép ving bi 14y nhiém dugc quan sat mot cach dé dang duéi kinh
hién vi quang hoc. Khang thé 5A5 khéng co hoat tinh tc ché ngung két
hdng ciu hoic trung hoa virut; tuy nhién, n6 cho két qua duong tinh trong
thtr nghiém huynh quang mién dich va trong phan tich thdm tach Western,
quan sat thiy vach dam tuong ung v6i HA protein HSNI tai t6 hop (MW
36kDa).

MADb 8HI12 ciling c6 hiéu qua cao va nhay véi khang nguyén virut
trong mé dugc ¢ dinh formalin. Khang thé nay ciing cho phép ving bi lay
nhiém duoc quan sat mét cach dé dang dudi kinh hién vi quang hoc.

Trai lai, MADb 5C5, 2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 6C6, 3D4, 2F11, 9C1 va
3H11 lai ¢6 hiéu qua cao v6i miu méd déng lanh nhuhg lai khong phat hién
duge khang nguyén trong md duogc cd dinh formalin. Cac két qua nay cho
thdy ring hai nhém MAb phan {mg véi céc epitop virut khac nhau. Thong
quan viéc 14p ban dd epitop, x4c dinh dugc MAb 5AS5 va 8H12 huéng dich
epitop dang thing. Chung chi c6 thé phét hién dugc khang nguyén virut
khi mo6 d6 d3 duoc x ly & nhiét @6 cao. Trong phuong phap hdi phuc
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khang nguyén thd ndy, protein bé mit ciia virut bi pha hay va dé
nucleoprotein cta virut bi phoi nhiém. Vi viy, MAb huéng dich epitop
dang thing ciing khéng hoat dong nhu trén mau mo dong lanh.

Xéc dinh duoc khang thé don dong 5C5, 2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 6C6,
3D4, 2F11, 9C1 va 3HI11 huéng dich epitop dang cdu hinh cda virut
H5N1. Viée 18p ban dd epitop duoc st dung dé xac dinh déi véi mAb 5C5,
2D9, 4F8, 2F11, 9C1 va 3H11; viéc x4c dinh mAb 6C6 va 3D4 dugc tién
hanh dua trén co s& viéc khang thé khong thé nhan dién neuraminidaza
bién tinh tir SDS-PAGE. Khang thé nay c6 thé gin két va nhan dién khéng
nguyén virut ma khong can xir Iy so bd cac mau ms.

Sang ché lién quan dén phuong phap thuén tién, dic hiéu va nhay cao
dé phat hién kiéu phu AIV H5 va N1. Mot phuong phap nhu vay dé 1a
ELISA. Theo mét phuong an thyc hién dugc uu tién, mAb 5A5, 5C5, 2D9,
4F8, 1C1, 3B6, 2F11, 9C1 va 3H11, riéng r&€ hodc két hop, dugc st dung
lam khang thé bét giir. DA phat hién ra rang su két hop nay cia MAb 5A5
va 5C5 tao ra chi sé mét d6 quang cao trong viéc phat hién AIV kiéu phu
H5 so v6i khang thé riéng r& hodc dang két hop khac duoc mb ta trong ban
md ta ndy. Khong bi gidi han boi ly thuyét bt ky, su giai thich hop 1y vé
cac két qua nay 13 hai khang thé phan tmg véi epitop khac nhau trén
protein HA1 va chung thudc cac phan 16p khang thé khéc nhau, vi vy tao
ra nhidu vi trf gén két.

Néu khang thé duoc st dung mot minh, khéng thé duoc chon c6 thé
duoc sir dung, vi du, 1am khang thé bat gitt va khang thé nay duogc ghép
v6i peroxidaza ciy cai ngua (HRP-horseradish peroxidase) cé thé dugc str
dung 1am khéng thé phat hién. Khang thé 6C6, 3D4 va 8H12 c6 thé dugc
str dung twong tu, 1am khang thé bit gitr dé phét hién ching AIV kiéu phu
NI.
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Khang thé don dong tuong tmg véi epitop dang cAu hinh van duy tri
chirc ndng sinh hoc quan trong, nhu hoat tinh trung hoa va e ché ngung
két hdng ciu, trong khi d6 MAb twong tng v6i epitop dang thing ciing c6
loi cho muc dich chin doan. Vi vdy, viéc tmg dung mAb 5A5 va ctia MAb
5C5, 2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 2F11, 9C1 va 3H11, tuong tng v&i lan luot
epitop dang thing va dang ciu hinh cé thé déng gop 16m cho d6 nhay cao
cia phuong phap ELISA. Tuong tu, viéc ing dung mAb 8H12 va mAb
6C6 va 3D4, tuong tmg véi 1an luot epitop dang thing va dang cdu hinh,
cia N-1 neuraminidaza cé thé gép phan rét 16n vao do nhay cao cta
phuong phap ELISA. Phuong phép sir dung hai MAD ndy ciing c6 thé
duoc ding dé phat trién phuong phap mién dich khac dé phat hién virut H5
va N1 nhu, vi dy, bang phuong phap lai diém-vét va tai chd.

Thir nghiém ELISA dugc uu tién theo sang ché c6 thé phét hién
khang nguyén HA tir gia cdm va ngudi bi nhiém AIV H5N1 & Indonesia,
chimg t6 duoc kha ning Gmg dung phuong phép theo sang ché dé phat hién
nhidm khuén H5N1 & ca ngudi va gia cAm.

mAb kidu phy H5 va kiéu phu N1 theo sang ché ¢é uu diém hon so
v6i cac phuong phap hién c6 khac khi 1am cong cu chn doan. Truédc tién,
d3 thay rang MADb 5A5, 5C5, 2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 2F11, 9C1 va 3H11 dic
hiéu cao ddi véi AIV kiéu phu H5 ddc luc cao, va hau nhu mAb 9C1 nhan
dién toan bo, hoic gén nhu toan b, chung H5N1 Indonesia da biét. Ngoai
ra, MAb 6C6, 3D4 va 8H12 dic hiéu cao dbi vdi kiéu phu N1 AIV va cé
thé duoc st dung dé chin doan nhiém virut kiéu phu N1, bao gém toan bo,
hodc gin nhu toan bd, ching H5N1 Indonesia dé biét. Khang thé don dong
dic hiéu cao nay 1a bude dot pha trong linh vuc chin doan bénh cim gia
cAm. Tru6c séng ché nay, vin chua hé c6 bao cdo vé loai khang thé don

dong coé thé phét hién toan bd, hodc gén nhu toan bo, virut H5N1
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Indonesia. Hau nhu cac khang thé don dong theo sang ché nay cé thé nhan
dién toan b, hodc hau nhu toan bd, virut H5N1 thu gom dugc & Indonesia
trong hai nam cudi. MAb 6C6, 3D4 hoic 8H12 c¢6 thé duge st dung két
hop (cung nhau hoic lan lugt) voi mAb 5A5, 5C5, 2D9, 4F8, 1C1, 3B6,
2F11 hodc 3H11 dé x4c dinh mét thé phan 14p cu thé 13 thé phan 1ap H5NI.
Ngoai ra, kha nang phat hién va khoanh ving mét cach chinh x4c khang
nguyén virut H5 trong md bj 1ay nhidm duoc ¢b dinh formalin ciing nhu
trong céc xét nghiém huyét thanh hoc, nhu HI va IFA, cia MADb 13 ¢6 wu
diém rd rét. Hon nita, MAb nay ciing 13 co s& cho phuong phap chén doan
an toan va tién loi dé phat hién nhiém khudn AIV H5 va N1. Phién kinh
chira mu déng lanh c6 thé dugc bao quan dong lanh trong khoang thoi
gian dai va tao thuén loi cho viéc chin do4n va theo di tiép nhiém khuan.
Do d6, khéng thé theo séng ché I3 hitu ich dé chin doan nhidm khuén
H5N1. Nhu néu duéi ddy, MAD theo sang ché ciing hitu ich dé diéu tri
nhiém khudn H5N1. Do d6, MAb theo sang ché s& 13 cong cu rt hiru ich
han ché kha ning xay ra bénh dich cim.

Phuong 4n thuc hién khac theo sang ché dé xuét thé d6t bién 1an tranh
su trung hoa cia cim gia cAm H5. Thuat ngit “thé dot bién lan trdnh su
trung hoa” chi virut mang dot bién do cic dot bién diém tao ra trong cac
gen mé héa hemagglutinin, tao ra sy dich chuyén khéng nguyén trong virut
H5 hogc N1va gay anh huéng dén epitop trung hoa. Thé dot bién lan tranh
su trung hoa c6 thé tranh duogc su trung hoa béi mot sd khang thé don dong
c¢6 hiéu qua trong viéc trung hoa virut ban diu cta né. Pé sang loc thu
cong thé dot bién 14n tranh, virut ban dau dugc @ véi mot sé khang thé
trung hoa va duoc ciy vao vat chi nhu té bao MDCK hoic phéi ga. Sau tir
2 dén 3 vong sang loc, thé dot bién 14n tranh mAb trung hoa dugc tach

dong vo tinh va dua vao xac dinh trinh tu gen HA1. Axit amin dft bién
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duogc xé4c dinh bing cach sip thing hang véi trinh ty virut ban dau, va vi tri
d6t bién chi ra mot cach chinh xdc mét trong sb cdc axit amin gbm ca
epitop trung hoa dugc nhan dién bdi mAb trung hoa.

Theo séng ché, thé dot bién 14n trénh 5C5 sinh ra tir
A/Indonesia/CDC669/AIV H5N1 béi khang thé don dong trung hoa 5CS.
Vi tri dot bién duoc 1iét ké trong Vi du 3, Bang 4, dudi day. Thé dot bién
14n trénh 2F11 sinh ra tir A/Vietnam/1203/2004/H5N1 boi khéng thé don
dong trung hoa 2F11. Thé dot bién 14n tranh 9C1 sinh ra tir thé dot bién
K189M ciia A/Vietnam/1203/2004/H5N1 béi khang thé don dong trung
hoa 9C1. Ngoai 3HI1, thé dot bién 14n tranh 2F9 va 9C1 sinh ra tur
A/Indonesia/CDC669/2006/H5N1. Vi tri dot bién dugc liét ké trong Vi du
3, Bang 4, dudi day.

Virut mang céc thé dot bién 14n tranh su trung hda khac véi virut ban
dAu cta ching & chd ching khong con bi nhan dién béi mot s6 khang thé
trung hoa gén két dic hiéu véi virut ban dau. Vi vay, cac thé dot bién nay
c6 thé duge st dung dé gy mién dich chudt dé san xuit khang thé don
dong méi phu hop v6i huéng dan néu trén. Trong sb cac MAb méi, khang
th8 don dong nhan dién mot cich chinh xé4c epitop dot bién cé thé dugc
sang loc ra va sau do6 c6 thé duoc dung dé kiém soat bd sung cac virut cim
gia cAm khéc so véi dang virut ban diu. Bang cach lap lai quy trinh nay
qua vai thé hé, céc thé dot bién l4n tranh c6 thé dugc phat hién va thu dugc
khéang thé trung hoa khac. Cac khang thé nay c6 thé duoc sir dung trong
phuong phap theo sang ché.

Theo phuong 4n khac cia sang ché, khang thé va protein gan két lién
quan theo sang ché c¢6 thé duogc 4p dung dé diéu tri cho dbi tugng bi nhiém
khudn AIV H5, cu thé 13 bi nhim khudn kiéu phu H5N1 cta AIV. Khéng

thé va protein gén két lién quan theo sang ché ciing c6 thé duoc ap dung
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cho dbi tugng nhu mét bién phap phong ngira bénh dich cim hogc canh
béo bénh dich. Khang thé va protein gén két lién quan cd thé duoc dung &
dang don liéu hodc dung 13p lai, tuy ¥ & dang giai phéng cham. Viéc dung
c6 thé duoc thuc hién theo cach bt ky sao cho c¢6 thé 1am cho khang thé
dén dugc céc vi tri tac dong cua noé trong co thé ctia d6i tuong duoc diéu
tri, vi du, trong tinh mach, trong co, trong da, qua dudng miéng hodc qua
dudng mii. Théng thudng, khang thé duoc dung trong chit pha lo3ng va
chit mang dugc dung, nhu dung dich nuéce vé tring, va ché phim c6 thé
cOn bao g6m mot hodc nhiéu chét cho 6n dinh, t4 dugc, chét hoa tan, dung
dich dém, v. v... Phuong phép dung chinh xéc, ché phém va lidu lugong cu
thé s& duge x4c dinh va dugc didu chinh vao thoi diém diéu tri, tuy thudc
vao nhu cAu c4 nhan cua d6i tuong, cé tinh dén cac yéu t5 nhu do tudi, thé
trong, tinh trang stc khoe chung, va ban chét va mic do cac triéu ching
bénh ctia dbi tugng cling nhu tan suét didu tri duoc dua ra. N6i chung, lidu
lugng cua khang thé duoc dung nim trong khoang tir 0,1mg/kg dén
1mg/kg thé trong khi khang thé dugc ding dé diéu tri bénh nhan bi nhiém
khudn ATV H5. Théng thudng, lidu luong dugc gidm mot nira, tic 1a ndm
trong khoang tir 0,05mg/kg dén 0,5mg/kg thé trong, khi dugc dung lam
bién phap phong ngtra.

Mot khang thé trung hoa hodc protein gin két theo sang ché co thé
duoc dung dé diéu tri hodc c6 thé dung dang két hop cta hai hodc nhiéu
loai. Néu khang thé dugc san xuét tir mot hoic nhiéu thé hé cua dot bién
14n trénh sy trung hoa, thi khang thé ndy va khang thé theo séng ché duoc
md ta trén ddy c6 thé duoc dung 1am khang thé didu tri “két hop”
(cocktail). Khang thé dwoc uu tién dé sir dung 1am tic nhéan diéu tri bao
gbm 5C5, 2D9, 2F11, 9C1, 3H11 va 4F8 MAb.

Vi du thwe hién sing ché
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Céc vi du sau duge dua ra nhim minh hoa viée tmg dung thuc té sang
ché. Sang ché khong gii han & phan mo ta chi tiét vi du, ma pham vi dugc
yéu ciu bao hd twong tng duge néu trong yéu cau bao ho kém theo.

Vi du 1. Sdn xudt té bao lai

T4t ca virut H5SN1 cam con sdng, kiéu dai, trir HSN1/PRS, thu dugc
tir Indonesia. H5N1/PR8 thu dugc tr Trung tAm kiém soat bénh (The
center for Disease Control - USA). N6 13 virut tai t5 hop khong giy bénh
chira gen HA va NA cua virut ATV H5N1 14y nhiém cho ngudi & Viét Nam
(A/Vietnam/1203/2004). H5N2 (A/chicken/Singapore/98) va H7NI
(A/chicken/Singapore/94) thu dugc tir Co quan N6ng san va Thu y (Agri-
Food & Veterinary Authority - AVA) ciia Singapore. Nguén virut nay
duoc st dung dé gay nhiém trimg ga c6 phoi tir 9 va 11 ngay tudi (Trai
chin nubi gia cAm Chew, Singapore) va cho sinh san trong hai thé hé. Sau
dé6, dich niéu duogc rut ra va do chuln virut dugc xac dinh bang cach sir
dung thir nghiém ngung k& hong ciu (HA). H5NI bat hoat
(A/goose/guangdong/97) duoc sir dung dé chiét ARN dé khuéch dai gen
HA1 bing RT-PCR. Céc té bao than ché Madin Darby (MDCK, ATCC
CCL34) dugc cho sinh trudng trong moi truong DMEM véi 10% FBS &
37°C v6i 5% CO.,.

Viéc tinh ché virut dugc thuc hién bi?mg cach ly tam dich ni€u chia
virut & tc d6 10.000 vong/phit trong 30 phut dé loai bé cac manh vun,
tiép dén 13 ly tAm siéu téc dich ndi bé mit & téc do 40,000 vong/phit trong
3 gid. Cum virut duoc tao huyén phii trong PBS.

Khang thé don dong duoc tinh ché tir cic chét 1ong da gan bang cach
str dung cOt ai luc protein A (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, USA) va kit
tinh ché Immunopure® IgM (Pierce Biotechnology; Rockford, IL, USA)
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theo quy dinh ciia nha san xuit. Do néng d6 khang thé bang céach sir dung
quang phé ké ND-1000 (NanoDrop Technologies; Wilmington, DE, USA).

BALB/c chudt dugc gdy mién dich bang virut cim gia cdm
H5N2(A/chicken/Singapore/98) hoic H7N1 (A/chicken/Singapore/94) bat
hoat véi t4 duoc diu Montanide ISA563 (Seppic, France) trong thé tich 0,2
ml. Tién hanh tiém mang bung (IP) vio cic ngly 0, 14, 28 va 42. Té bao
lach ctia cdc con chudt di duge gy mién dich va céc t& bao u tuy (SP2/0)
dugce thu gom va dugce ngung tu nhu dugc De St. Groth va Scheidigger mo
ta dé thu duoc té bao lai (16). Sau khi chon méi trudng hypoxanthin-
aminopterin-thymidin (HAT), méi truong nudi cdy tir t& bio lai cho thy
su sinh trudng dang ké sau 14 ngdy duogc thir nghiém vé su c6 mit cua
khang thé dic hiéu dbi véi cac té bao MDCK duoc gay nhiém H5N1/PRS
bang thtr nghiém huynh quang mién dich (immunofluorescence assay -
IFA). Té bao lai d chon duoc tach dong vo tinh bang cach gi6i han muc
pha loang, nhan dién lai, tach dong vo tinh 1an thi hai, va xét nghiém lai
bang IFA. Khi d3 thiét 1ap, dong té bao lai dugc nhan gidng trong mai
truong nudi cAy mo va duge 1am déng lanh trong N2 léng dé sir dung sau
nay.

Té bao lai tir mdi khang thé don dong dic hiéu theo sang ché thu duoc
duoc tao ra theo cadc phuong phap chung nay.
Vi du 2. Sang loc MAb bing TFA

Str dung thir nghiém huynh quang mién dich dé kiém tra sy twong tac
gitta khang thé va dich khang nguyén. Céc té bao MDCK di dugc giy
.nhiém virut cim (H5N2 (A/chicken/Singapore/98) hoic H7NI
(A/chicken/Singapore/94) qua dém dugc rira bang PBS-T (0,05% Tween-
20 trong PBS, d6 pH=7,4) trong céc dia 96 giéng. Cac té bao niy dugc cd

dinh bing cach 0 chiing trong 100% etanol d3 dugc 1am lanh so bd trong
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10 phut. Cac té bao duoc rira trong PBS-T 3 1an, sau d6 dugc 1 trong 1%
BSA, PBS-T trong 30 phtt dé phong bé gén khéng dic hidu ctia khang thé.
Sau d6, ching dugc u véi 10pL dich nudi cdy té bao lai trong cac giéng
ctia dia 96 giéng trong 2 gid & nhiét d6 trong phong hodc qua dém & 4°C.
Céc té bao nay dugc rira bang PBS-T va duogc U véi khang thé thr phat,
khang thé khang chudt dé&/thd dugc dénh ddu huynh quang
(DakoCytomation, USA), & mitc pha lodng bang 1:100 trong 1% BSA,
PBS-T, trong 60 phut & nhiét do trong phong. Céc giéng duoc ria bang
PBS-T. PBS-T dugc loai b6 va cho vao d6 50% glyxerol trong PBS. Kiém
tra tin hiéu huynh quang bang kinh hién vi véi anh sang tia cuc tim.

Céac té bao MDCK khéng duoc gdy nhiém dugc sir dung 1am mau
kiém chtng 4m tinh. Huyét thanh cta chudt duge gay mién dich bang virut
H5N1 bt hoat duge sit dung 13m mau khang thé kiém chimg duong tinh.
Béng cach so sanh céac té bao MDCK duoc U véi dich ndi bé mit cta té
bao lai twong tng v6i mAu kiém chimg, dich ndi bé mit cia té bao lai cho
két qua nhudm duong tinh duoc chon dé tach dong v tinh bang cach han
ché muc pha loang. Thu duoc cac t& bao lai tao ra mAb bn dinh béng
phuong phap nay.

D3 thiy rang cac khang thé c¢6 ky hiéu mAb 5A5, 5C5, 2D9, 4F8,
1C1, 2F11 va 3B6 gin két v6i H5N1 hemagglutinin tir toan bd 25 thé phan
1ap Indonesia ciing nhu véi HSN1/PR8 va HSN2. MAb 3H11 gén két v6i
hemagglutinin tir gin nhu toan bd 25 thé phén 14p Indonesia, nhung khong
phai 13 H5N1/PR8 va H5N2. Pa thiy ring mAb 6C6, 3D4 va 8H12 gan két
v6i neuraminidaza tir toan b6 thé phan 1ap H5N1 Indonesia ciling nhur
H5N1/PR8 va H7N1. P3 thiy ring MAb 9C1 gin két véi ching H5N1
Indonesia dic hiéu; vi khang thé nay dugc tao ra tu thé dot bién 14n tranh

ctia chiing cu thé, né gén két dic hiéu véi ching ATV dang 1 khong phai 1a
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lysin & axit amin thir 205 cta H5. Dic tinh duy nhat ndy ciia mAb 9C1 c6

thé 1am cho né két hop duoc véi mAb dic hidu 205-lysin khac trong cc

g dung diéu tri ma khéng phai quan tim dén su l4n tranh cta virut.

Ching AIV phan tng véi mAb theo sang ché duoc néu trong Bang 1

dudi day.

Céc 4nh IFA tiéu biéu dugc thé hién trong Fig.1.

Bang 1
6C6 1C1 2D9

5A5 | 5C5 | (N1), | (H5), |(H5)|8HI2 | 2F11 | 3H11 | 9Cl1
MAD (dich)

(H5) | (H5) | 3D4 | 3B6 | 4F8 | (N1) | (H5) | (H5) | (H5)

(N1) | H5) | H5)

A/IndonesiaA/chicken/60/200 | + + + + + + + + N.T.
6 (H5N1)

A/Indonesia/CDC7/2005 + + + + + + + + N.T.
(H5N1)

A/Indonesia/CDC326/2006(H | + + + + + + + + N.T.
5N1)

A/Indonesia/CDC329/2006(H | + + + + + + + + N.T.
5N1)

A/Indonesia/CDC370/2006(H | + + + + + + + + N.T.
5N1)

A/Indonesia/CDC390/2006(H | + + + + + + + + N.T.
5N1)

A/Indonesia/CDC523/2006(H | + + + + + + + - N.T.
5N1)

A/lndonesia/CDC5942006(H | + | + | + n FI R I -
5N1)

A/Indonesia/CDC623/2006(H | + + + + + + + + N.T.
5N1)

A/Indonesia/CDC644/2006(H | + + + + + + + + N.T.
5N1)
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A/Indonesia/CDC669/2006(H
5N1)

A/Indonesia/TLL001/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL002/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLIL003/2006
(H5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL004/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL005/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL006/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLLO07/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL008/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL009/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL010/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL011/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLL012/2006(H
5N1)

N.T.

A/Indonesia/TLLO013/2006(H
5N1)

N.T.

H5N1/PR8

A/chicken/Singapore/98
(H5N2)

(H7N1)

(H3N2)
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(HON2) ; } 3 ; ) ; 3

(H10N5) - - ) ; -

Luu y:

"+" ]a duong tinh,

"-"1a am tinh,

“N.T.” 1a chua thuc hién xét nghiém.

Vi du 3. Xdc dinh diic diém ciia mAb kiéu phu H5 va N1

Lap isotyp MADb. Viéc 1ap isotyp dugc thuc hién bang cach st dung
kit isotyp mAb chudt (Amersham Bioscience, England) theo huéng dan
duoc cung clp kém theo kit (dit liéu khéng thé hién). Tit ca mAb 5AS5,
6C6, 2D9, 4F8, 1Cl1, 3B6, 3D4, 8H12, 9C1 va 3H11 dugc x4c dinh la
IgG1. MAb 5C5 dugc xac dinh ia IgG2a, va mAb 2F11 duoc x4c dinh la
IgM.

Thir nghiém @c ché ngung két hong cau (HI). Luong khang nguyén
ngung két hdng ciu (HA) én dinh dugc cho vao mbi giéng trong dia vi
chudn d6 (NUNC). Sau d6, khang thé thir nghiém dugc dua vao dia thir
nhit va dugc pha lodng chudi. Cac dia ndy dugc 1 trong 1 gid va sau do té
bao bao hdng cu cua ga (red blood cell - RBC) duoc cho vao mbi giéng.
Néu khang thé c6 mit trong huyét thanh thir nghiém thi RBC s& khong
ngung két v6i khang nguyén HA. Cac giéng 4m tinh HI s& c¢6 tAm khuéch
tan RBC d3 ngung két phu 1én day giéng. Cac giéng HI duong tinh s& ¢
chdm gidi han 18 vé cac RBC khéng ngung két.

MAb 5C5, 2D9, 2F11 va 4F8 trong dich nudi ciy c6 hoat tinh HI nim
trong khoang tir 16 dén 64 véi tit ca cac thé phan 1ap H5N1 Indonesia va
voi HSN1/PR8. MAb 9C1 va 3H11 ¢6 hoat tinh HI \;c'fi mdt trong sd céc
thé phan 1ap H5N1 Indonesia ndy. Dua trén co s& epitop khang nguyén
huéng dich bdi mAb 3H11, khang thé d6 c6 thé nhan dién dic hiéu va
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‘nhay céc ching H trong nhém 2,1,3. MAb 5A5, 1C1 va 3B6 khong c6 hoat
tinh HI.

Thir nghiém vi trung hoa virut. Str dung céc t& bao MDCK dé xéc
dinh liéu luong gy nhidm 50% méi trudng nudi cdy méd (TCID50). Khang
thé v&i murc pha lodng chudi hai 14n duoc cho vio cac dia nudi cdy té bao
96 giéng. Khang thé d3 duoc pha lodng dugc tron véi thé tich nhu nhau
ctia chét pha lodng chira virut ciim & lidu luong 100 TCISs¢/giéng. Sau thoi
gian 0 2 gid & 37°C trong khéng khi 4m CO, 5%, cho 10ul té bao MDCK
& 1,5 x 10°/ml vao mdi giéng. Céc dia nay duoc u trong 18 gid> & 37°C va
5% CO,. Céac 1¢p don dugc rira bang PBS va dugc ¢ dinh trong 100%
etanol trong 10 phut. Phat hién sur c6 mit cta virut protein bang ELISA véi
huyét thanh chudt tuong ting v6i bénh ctim HSN1.

ELISA dugc thuc hién & nhiét do trong phong. Cac dia di c¢b dinh
dugc rira 3 14n bang PBS-T (PBS chiia 0,05% Tween 20). B6 sung khang
thé cta huyét thanh chuét duoc pha lodng véi ty 1& 1/500 trong PBS-T
chtra 1% albumin huyét thanh bod vao mdi giéng va duoc 0 & nhiét d trong
phong trong 1 gid. Cac dia nay duoc rira bbn lan trong dung dich dém rta
va cho 10pl globulin mién dich khang chudt dugc danh déu peroxidaza cay
cai ngua (DakoCytomation, USA) dugc pha loang véi ty 1€ 1/2000 vao
mdi giéng. Cac dia nay dugc 1 trong 1 gidr & nhiét do trong phong va sau
d6 dugc rira sau 1an bang dung dich dém rira. Mt trim microlit chat méi
dugc diéu ché (10mg o-phenylendiamin dihydroclorua cho mdi 20ml dung
dich dém phosphat xitrat 0,05M, d6 pH = 5,0, chtra 0,03% natri perborat)
dugc cho vao mdi giéng va cac dia ndy dugc U & nhiét d6 trong phong
trong khoang 5 phut. Phan tng duoc dimg lai bang 5pL axit sulfuric 2N.
Do d6 hp phu & bude séng 490nm (A4e) bing quang phd ké dia tu dong
(Mitenyi Biotec).
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Bang 2
MADBS5CS MADb+Virut Virut

#1 #2 #3 #4
A/Indonesia/chicken/60(H5N1) 0,637 0,664 1,187 1,213
A/Indonesia/CDC7/2005(H5N1) 0,4 | 0,404 1,613 1,468
A/Indonesia/CDC370/2006(H5N1) 0,379 0,376 1,738 1,727
A/Indonesia/CDC594/2006(H5N1) 0,417 0,361 1,032 0,968
A/Indonesia/CDC623/2006(H5N1) 0,311 0,306 1,416 1,491
A/Indonesia/TLLO06/2006(H5N1) 0,261 0,259 1,775 1,626
A/Indonesia/TLL007/2006(H5N1) 0,637 0,598 1,266 1,224
A/Indonesia/TLLO08/2006(H5N1) 0,592 0,574 1,557 1,575
A/Indonesia/TLL013/2006(H5N1) 0,548 0,539 0,974 1,034
H5N1/PR8 0,224 0,208 0,532 0,588
Moi truong DMEM 0,089 0,09 0,079 0,074

Nhu dugc thé hién trong Bang 2, mAb 5C5 trung hoa thé phan lap
H5N1 trén cac té bao MDCK duogc gdy nhiém. V&i su c6 mit ctia khang
thé don dong, gid tri doc ELISA giam xubng khoang mét nira so véi két
qué thu dugc tu cac té bao khi khong c6 mat cua khang thé, diéu d6 cho
thdy ring c4c hat virut d3 dugc trung hoa.

Do gi4 tri doc ELISA c6 sb lidu co ban cao trong khi d6 IFA lai rd
rang, cac xét nghiém vé su trung hoa duogc thuc hién bang phuong phép
phat hién TFA trén cac t& bao MDCK dé khing dinh kha ning trung hoa
ctia khang thé don dong. MAb 5C5 c6 thé trung hoa nhidém khuén cua tat
ca cac thé phan lap H5NI. Céc két qua nay phu hop véi két qua thu
nghiém IFA.

Fig. 2A va 2B minh hoa hoat tinh trung hoa mAb trén cac té bao
“MDCK bi nhiém AIV. Fig. 2A va 2B thé hién céc té bao MDCK dugc
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nhudm bang phuong phap huynh quang FITC tiép theo 13 l4n luot trung
hoa nhiém virut khi c6 mAB va trung hoa khi khdng ¢6 mAb.

Chun d6 trung hoa virut trén cc t& bdo MDCK va & phoi ga. Céc té
bao MDCK va phdi ga 10 ngay tudi dugc sit dung dé x4c dinh 1an luogt
50% lidu gy nhiém méi truong nudi ciy mé (TCIDsg) va 50% lidu gay
nhidm phéi ga (EIDs). Céc té bao MDCK (2 x 10%*/ml) duoc cho sinh
truéng dén muc chiém tir 70% dén 90% bé mit dia nuoi.

Phéi ga bi nhiém virut twong tmg, sir dung pha lodng theo loat tix 10"
dén 1078, va dich niéu tiép theo dugc xét nghiém v& TCIDs, va EIDs,. Virut
sau d6 dugc st dung dé 1ay nhifm ca té bao MDCK & pha ting truéng clia
chiing (tinh nhay cao nhét véi nhifm virut) va phdi ga 10 ngay tudi. Céc té
bao va dich niéu khong bi nhiém MDCK dugc st dung 1am mau kiém
chimg 4m tinh. Céc té bao dugc & & 35°C va quan sat CPE. Str dung thut
todan Reed va Muench (17), hiéu gi4 1ay nhifm dugc thé hién bing
TCIDs(/10ul va 1000EIDso/20ul va cac virut tuong ing dugc pha lodng dé
¢6 14n lugt 100 TCIDs, va 500 EIDs, trong Spl va 10pl.

mAb 5C5 dugc pha lodng chudi c6 thé trung hoa ndéng d6 cudi cing
100 TCIDs, va 500 EIDs, cta virut (vi du A/Indonesia/DCD669/H5N1)
trong cac té bao MDCK va phéi ga bi lay nhiém. Xem Bang 3. C4c s6 lidu
trong Bang 3 phan 4nh ty 1€ pha loang cao nhit cta virut H5SN1 ma tai d6
mAb van c6 thé phat hién va trung hoa virut & nong do cubi cing 100
TCIDsp va 500 EIDs, ctia virut & cac t& bao MDCK va phdi ga bi lay

nhiém.
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Bang 3
5C5
MDCK 160
Phoi 40

MAD 2D9, 3H11, 9C1, 2F11 va 4F8 tuong tu véi mAb 5C5, nhan
dién epitop dang cdu hinh cia H5 va c6 kha ning trung hda nhiém virut
cum trén céc t& bao MDCK. Viéc trung hoa virut va xac dinh lidu gay
nhidm 50% méi trudong nudi cdy moé (TCID50) duge thuc hién nhu dugce
md ta trén day déi véi mADb 5C5. Cac té bao MDCK (2 x 104/ml) duoc cho
sinh trudéng dén muc chiém tir 70% dén 90% bé mit dia nudi. Virut
A/Indonesia/CDC669/H5NT1 sau d6 duge st dung dé gay nhidm cac té bao
MDCK ¢ pha ting trudng cua ching (tinh nhay cao nhat véi nhiém virut).
Cac t& bao khong bj nhiém MDCK duge sir dung 1am mAu kiém chimg 4m
tinh ¢6 tac dung gdy doc té bao (CPE) va cac té bao bi ldy nhiém 1am miu
kidm chimg duong tinh CPE. Céc té bao duoc u & 35°C va CPE dugc kiém
tra hing ngay. Cc két qua duoc thé hién trong Fig. 7A, 7B va 7C. Véi su
¢6 mit cta khéng thd don dong, céc té bao MDCK da khéng thé hién CPE,
do d6 cho thiy ring mAb c6 kha ning trung hoa.

MAD 1C1 va 3B6, ciing nhan dién epitop dang cdu hinh ctia H5, dugc
thé hién théng qua cac phép phan tich tuong tw dé 1am thiéu hut kha ning
trung hoa nhidm virut cam trén cac té bao MDCK.

Pic diém dic trung va 14p ban dd epitop.

la. Lap ban dd epitop dang thing cia mAb 5A5. Dién di gel natri
dodexyl sulfat-polyacrylamit (SDS-PAGE) va thdm tach Western dugc sir
dung dé x4c dinh va dinh vi epitop dang thing cta khang thé don dong
5A5, nhu dugc thé hién trong Fig. 4A va 4B. Phuong phép SDS-PAGE va
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thdm tach Western dugc thuc hién nhu dugc Ausubel et al. (18) md ta.
HA1 huéng dich GST t4i t6 hop tir HSN1 duoc biéu hién va xtt 1y véi 10%
SDS-PAGE. HA1 t4i t6 hop bang khoang 32 kD, va HA1 huéng dich GST
dugc bidu hién bang khoang 57kD. Cac mAu protein duoc diéu ché bang
cach tron protein mau véi mau dém va dun néng & 100°C trong 5 phit. Sau
khi quay so bd, thé sinh tan t& bao nguyén dugc dua vio. Pprotein dugc
tach bang SDS-PAGE duoc quan sat bing cich nhudm véi Coomassie
Blue (0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% metanol va 10% axit
axetic bang) trong 30 phit va sau d6 khitr nhuém qua dém trong dung dich
khtt nhudém (40% metanol va 10% axit axetic biang). P& thdm tach
Western, cac protein duge chuyén tir gel dén mang nitroxenluloza béng
cach sir dung Transblot Cell (Bio-Rad). Sau khi truyén dién t&r, mang dugc
phong bé bing 5% sita khong béo (Bio-Rad) trong PBS-T va dugc thuc
hién gibng nhu chidm diém néu trén. Mang duoc phong bé bang 5% sita
khéng béo (Bio-Rad, Canada) trong PBS véi 0,05% Tween-20 (PBS-t)
trong 60 phut. Sau khi phong bé, dich nudi ciy té bao lai khong dugc pha
lodng chira MAb duge 1 v6i mang trong 60 phit, dugc ria bang PBS-T va
sau d6 duogc 1 v6i khang thé tiép hop peroxidaza ciy cai ngua khang chudt
dé (ty 1€ pha loang 1:2000) (DakoCytomation) trong 60 phut. Mang duoc
rira va sau d6 dugc phét trién véi chit phan tng phéat hién thim tich
Western ECL (Amersham Biosciences) va dugc tiép xic v6i mang phim
hinh anh KODAK Scientific (KODAK BioMAX MS, USA).

MADb 5A5 dugc phan tmg véi HA1 tai t6 hop bién tinh, cho biét
epitop cia MAb 5A5 13 dang thing. MAb 5C5 khéng thé phéan {mg véi
HALI tai td hop bién tinh, diéu d6 cho thiy ring epitop ciia mAb nay 13
dang cu hinh.
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Dé 14p ban db epitop dang thang cia mAb 5A5, HA1 cia kiéu phu H5
cua dugc phan tich thanh 3 manh ldp bang PCR va duoc biéu hién nhu
protein dung hop dudi 6-histidin. Bang cach thdm tach Western véi
mAb5AS, phét hién thiy epitop cht yéu 14 & ving 13p ciia manh B va C (aa
1201-271). Ndm manh duoc 1am cin duoc thiét ké dé 14p ban db tiép (Fig.
4A) bing cach thdm tach Western, va epitop dugc thu hep gifta axit amin
258 va 271. D& tim ra trinh ty axit amin chinh x4c cla epitop dang thang,
chin thé d6t bién vdi céc dot bién diém axit amin duoc xay dung. Mbi axit
amin 259-264 va 268-271 trén HA1, véi ngoai trir 1a axit amin 269, dugc
bién ddi thanh alanin riéng biét béng mot sb doan mdi; axit amin 269 dugc
thay dbi tir alanin thanh prolin (Fig. 4B). Tir cac két qua vé tham tich
Western dugc thé hién trong Fig. 4B, trinh tu cla epitop dang thing hudng
dich bdi mADb5SAS la axit amin 260-269,
AsnGlyAsnPhelleAlaProGluTyrAla (NGNFIAPEYA), trén hemaglutinin
ctia kiéu phu 5H.

1b. Xé4c dinh epitop dang thing ctia mAb 8HI2. Dién di gel natri
dodexyl sulfat-polyacrylamit (SDS-PAGE) va thim tach Western duogc str
dung dé kiém tra epitop dang thing ctia mAb 8H12 theo cic phuong phép
néu trong phan la. néu trén cho mAb 5A5. NA1 téi t6 hop danh diu MBP
tir HSN1 dugc biéu hién va xir 1y v6i 10% SDS-PAGE. NAI tai td hop
bang khoang 36 kD, va NA1 danh déu MBP dugc biéu hién bing khoang
82 kD. MAb 8H12 duoc phan tmg véi NA1 bién tinh, cho thiy ring epitop
cua khang thé 13 dang thang.

lc. X4c dinh epitop dang cdu hinh 2D9, 4F8, 1C1, 3B6, 2F11, 9C1 va
3H11. Cé4c phuong phép ctia phan la. néu trén duoc thuc hién bing cach

str dung timng MAb 2D9, 4F8, 3B6, 1C1, 2F11, 9C1 va 3H11. Khong c6
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khang thé nao trong s6 céc khang thé nay phan tmg véi HA1 bién tinh, cho
thdy ring epitop clia cac MAb ndy 12 dang cdu hinh.

1d. Xac dinh epitop dang ciu hinh ctia mAb 6C6 va 3D4. Cac phuong
phép ctia phan 1b. néu trén dugc thuc hién bing cach st dung mAb 6C6 va
3D4. Khang thé khéng phan tmg véi NA1 bién tinh, cho thdy ring epitop
ctia hai khang thé nay 12 dang c4u hinh.

2. Chon loc thé do6t bién 14n tranh va Iap ban dd epitop dang ciu
hinh/trung hoa kiéu phu H5 ctia MAb.

Luong pha lodng chudi 10 1dn  virut ban dau
A/Indonesia/CDC669/2006(H5N1) duoc tron voi cung thé tich ctia mAb.
Sau khi 0 1 gi & nhiét do trong phong, hdn hop duoc cdy vao 16p don té
bao MDCK trong moéi truong DMEM chita 20pg/ml trypsin da xur ly
TPCK (Sigma) va 0,001% DEAE-dextran (Sigma). Sau 7 ngay ¢ 35°C,
virut dich néi bé mit dugc thu gom va duge chon loc tiép. Thé dot bién lan
tranh cing dugc tao ra bing cach sir dung mét phuong phép khéc, trong d6
ching cha me duoc @ véi luong du mAD trong it nhat 0,5 gid & nhiét do
trong phong. Sau d6, hdn hop duoc ciy vio phoi ga 10 ngay tudi. Sau 2
hodc 3 ngay & 35°C, virut dich ndi bé mit dugc thu gom va duoc chon loc
tiép. Tiép theo phuong phép nay, thé doét bién 14n tranh dugc tach dong vo
tinh va dugc thu gom dé chiét ARN. Dot bién diém dap tmg vé d6 bén véi
su trung hoa mAb dugc xac dinh bang trinh tur sép thing hang véi virut
ban dAu. Kha ning cho phép virut dot bién 14n tranh su trung hdoa mAb cla
d6t bién ndy duoc kiém tra bang thir nghiém trung hoda va thir nghiém tc
ché ngung két hong ciu.

Mot vai thé dot bién 14n tranh dugc chon bing cich sir dung mAb
5C5 dugc trung hod. Thé d6t bién lan tranh duoc tich dong vo tinh va

duoc thu gom dé chiét ARN. Theo trinh tu, dot bién diém X4y ra 14n luogt
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trén c4c nucleotit 524, 503 va 602, trén trinh ty HA (trinh tu nay co &
GenBark; sb luu gitt GenBank # CY014481; GenBank GI # 113497155).
Nucleotit 524 AC thay déi thanh AT, din dén dot bién trén axit amin 175 tir
threonin thanh isoleuxin. Nucleotit 503 “A” thay d6i thanh “T,” din dén
d6t bién trén axit amin 168 ti lysin thanh isoleuxin. Nucleotit 602 “C”
thay d6i thanh “A,” din dén dot bién trén axit amin 201 tir alanin thanh
axit glutamic. Cac dot bién nay c6 thé 1am cho virut dot bién 1an tranh su
trung hoa khéng thé tir mAb 5C5, diéu nay dugc kiém tra bang thir nghiém
trung hoa va thir nghiém e ché ngung két hdng cu. Két qua nay cho biét
epitop huéng dich mAb 5C5 chra axit amin 168, 175 va 201 trén
hemagglutinin. Céc két qua nay dugc thé hién trong Bang 4, thé hién su
dinh vi cua epitop trung hoa mAb trén phan t& hemagglutinin cua AIV
(A/Indonesia/CDC669/H5N1).

Céc d6t bién diém cho cac mAb khic duogc xac dinh twong tu nhu

duogc thé hién trong Bang 4.

Bang 4
Virutban | Mab Nucleotit Thay ddi nucleotit Axit Thay d6i axit amin
dau amin |
524 C thanh T 175 Thr thanh Ile
503 Athanh T 168 Lys thanh Ile
5C5 602 C thanh A 201 Ala thanh Glu
3H11 464 G thanh A 155 Gly thanh Glu
2F11 772 G thanh A 258 Gly thanh Lys
2F11 628 C thanh T 210 Pro thanh Ser
9C1 599 C thanh A 200 Ala thanh Glu
717 T thanh A 239 Ser thanh Arg
613 A thanh T 205 Arg thanh Trp
2D9 717 T thanh A 239 Ser thanh Arg
CDC669 470 C thanh T 157 Pro thanh Leu
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717 T thanh A 239 Ser thanh Arg

4F8 512 G thanh T 171 Ser thanh Tle

CDC669 715 A thanh C 239 Ser thanh Arg
512 G thanh T 171 Ser thanh Ile

2F11 629 C thanh T 210 Pro thanh Val

772 G thanh A 258 Glu thanh Lys

VN1203 [ 2D9 700 A thanh G 234 Lys thanh Glu

4F8 613 A thanh G 205 Lys thanh Glu

VNI203 | 9Cl 614 T thanh A 205 Met thanh Lys

K198M)

MADb 6C6, 3D4 va 8H12 nhan dién neuraminidaza tr HSN1.
1. Neuraminidaza t4i t6 hop duoc biéu hién trong hé virut hinh que/Sf9
duge st dung dé kiém tra phan tng gitta mAb 6C6 va neuraminidaza.
ARN cua virut dugc phan 1ap tir cac té bao MDCK bi lay nhiém virut
bang cach st dung chit phan tmg LS Trizol (Invitrogen) theo quy dinh cta
nha san xuét. Phién mi nguoc va PCR dugc thuc hién dé khuéch dai gen
neuraminidaza H5N1/PR8 bang céch st dung cic doan mdi N1 (vao) F
(CACCATGAATCCAAATCAGAAGATAACAACC) va N1 (vao) R
(CTTGTCAATGGTGAATGGCAA). San pham PCR dugc tach dong vo
tinh vao vt truyén tach dong vo tinh pGEM-T Easy (Promega, WI, USA)
theo quy dinh ctia nha san xuét. Plasmit tai t5 hop chira trinh ty ma héa
neuraminidaza dugc sip xép trinh ty va dugc xac nhan phu hgp véi trinh
tu tham khdo trong dir liéu. Gen neuraminidaza dugc tach dudi dong vo
tinh vao vat truyén cia pENTR/TEV/D-TOPO lam buéc chuyén tiép, sau
d6 duoc 16ng vao virut hinh que theo huéng din ctia Gateway System cua
nha cung cdp (Invitrogen, CA, USA). Virut hinh que tai t6 hop véi gen
neuraminidaza duoc sit dung d& chuyén nhiém céc té bao con trung Sf9 va

duoc biéu hién theo huéng dan cia nha cung cdp (Invitrogen). Céc t& bao
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con trung Sf9 véi neuraminidaza dugc biéu hién duoc c¢d dinh va IFA duoc
thuc hién vai mAb 6C6, nhu véi quy trinh IFA véi cac té bao MDCK dugc
huéng dan trén day.

Fig. 5A va 5B thé hién phan tng dién hinh gitta mAb 6C6 va N1 téi
t6 hop duoc biéu hién. Phan Gmg cia mAb 3D4 va N1 tai td hop duoc biéu
hién tuong tu. Fig. 5A thé hién N1 tai t6 hop duoc biéu hién duoc phat
hién & cac té bao S9. Trong Fig. 5B, su hop nhét giita 4nh sang tia cuc tim
va anh sang chuin cho biét cac té bao riéng r8.

2. Epitop cia MAb 6C6 va 3D4 13 dang cdu hinh chir khéng phai 13 dang
thang.

Céc té bao con tring S dugc gdy nhiém bang virut hinh que véi
doan cai xen NA va dugc 0 trong 96 gid & 28°C. Céc té bao duoc thu gom,
duoc trén véi dung dich dém mau va dua vao gel SDS-PAGE dé nhudom
Coomassie Blue va thim tach Western véi 1an luot (huyét thanh chudt
khang H5N1) mAb6C6 hoic mAb 3D4. Thim tach Western kiém tra su
biéu hién cta NA tai td hop trong cic t& bao Sf9. Khéng cb vach tin hidu
d6i véi mAb 6C6 hodc 3D4 bing cach thim tich Western, diéu d6 cho
thdy epitop cia MADb 6C6 va 3D4 13 dang cAu hinh. |

Fig. 6A va 6B thé hién phuong phip SDS-PAGE va thim tich
Western dé kiém tra NA duoc biéu hién. Fig. 6A cho thiy ring phén tir
luong cia NA bing khoang 49 kDa trén gel SDS-PAGE. Trong Fig. 6B
thdm tach Western cho thdy NA tai t6 hop phan tng véi huyét thanh chudt
khang H5N1 nhu khang thé.

Phong bénh va diéu tri

Dua vio kha ning cia mAb 5C5 dé trung hoa H5N1 & ca té bao

MDCK 14n phdi ga va isotyp IgG2a ctia n6, mAb 5C5, va khang thé tai t6

hop bao gdm ving bién ddi ciia khang thé d6, 13 hitu ich cho ca phong
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bénh 13n diéu tri. Thudng dugc chip nhan ring, dua trén co s& cac nghién
ctru trén chudt (19, 20, 21), khang thé IgG trung hoa c6 ca kha ning phong
bénh va diéu tri.

Tuong tu, Xét vé kha nang cua MAb 2D9, 2F11, 3H11, 9C1 va 4F8
dé trung hoa H5NI & céc té bao MDCK va isotyp IgG1 hozic IgM cua
ching, ¢dc mADb nay, va khang thé tai td hop bao gdm ving bién dbi cia
c4c khang thé d6, 13 hitu ich cho ca phong bénh va diéu tri.

Céac tht nghiém dudi ddy minh hoa dac tinh phong bénh va diéu tri
cua mAb 5C5:

Céc nhém gdm 6 con chudt BALB/c truéng thanh (tir 6 dén 8 tudn
tudi) duoc sir dung 13m miu dong vat d nghién ciru hang ro bao vé tranh
khoi su tin cong cua virut gdy chét nguoi bang cach cho st dung mAb
5C5. Viéc Cly chuét va thu gom mau duoc thuc hién trong bué)ng an toan
sinh hoc v&i mét na phong doc ca nhan da lam sach khong khi. T4t ca céc
thao tac véi cac con chudt bi nhiém cim déu dugc thuc hién trong buéng
an toan sinh cp cép d6 3 (BSL3).

Pé danh gia hiéu qua cta khang thé don dong khi dung 1am tic nhan
phong bénh (tirc 13, trude khi bi nhiém virut) & miu doéng vat, mAb 5C5
duge tinh ché duoc dung & lidu dung 10mg/kg trong mang bung (i.p.)
chuét. Hai muoi tu gio sau khi ding trong mang bung, the chudt dugc lay
mau dé do hiéu gia HI véi H5N1, sau khi gdy nhidm qua mii (i.n.) bing 10
LDsy A/Indonesia/CDC669/HSN1 trong 20pl. Nhém kiém chimg (tong
cong 13 6 con chudt) nhan mAb 5C4 of IgG1, 13 khang thé don dong clia
chuét trong nhém dugc tao ra dé khang vi khudn C. jejuni. Quan sat chudt
hing ngay trong 14 ngdy dé phan tich su song sét. Trong nhém kiém
chimg, 6/6 chudt di chét trong vong 10 ngdy sau nhiém khi bj khudn. Trai

lai, chudt di dugc xir Iy mAb 5C5 dugc bao vé déng ké — tit ca 6 con
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chudt trong nhém vAn séng sau khoang thoi gian quan sat 14 ngay. Huyét

thanh tor mAb 5C5-dugc dung cho chudt da c6 hon 64 hiéu gia HI véi
A/Indonesia/CDC669/H5N1. S liéu nay cho.théy ring viéc dung mAb
5C5 cua IgG2a c6 thé thAm vao mau chudt va cudi cung lam thuén lgi hon
viéc 1am chét virut trong co thé chuét.

Dé danh gid hiéu qua cia mAb 5C5 trong diéu tri, khang thé dugc
dung sau khi nhiém virut. Mot ngdy (24 gid) sau khi lidu lugng gay chét 10
LDs, A/Indonesia/CDC669/H5N1 trong 20puL duge dua vao mdi 6 con
chudt, mAb 5C5 duoc ding & lidu luong 10mg/kg bing cach tiém trong
mang bung (IP). Nhém kiém ching (6 chudt) dugc tiém mAb 5C4 cua
I1gG1, 13 khang thé trong nhém duoc tao ra dé khang C. jejuni. Trong nhém
kiém chimg, 6/6 chudt di chét trong vong 10 ngay sau khi nhiém khuan.
Trong nhém mAb 5C5, 5/6 chudt con sdng nhung nhiém virut vao ngay
thir 14.

Céc sd lidu nay cho thiy rang mAb 5C5 c6 hiéu qua bang viéc ding
tham chi sau ca khi d3 nhiém virut, cho thdy ring khang thé c6 thé duoc st
dung cho ca trong phong bénh 13n diéu tri.

Vidu 4

ELISA bt giit khang nguyén (AC-ELISA) cho nhé4n dién AIV kiéu
phu H5N1 bang cach sir dung két hop mAb6C6 twong tmg véi kiéu phu
N1 va mAb5C5 tuwong tmg véi kiéu phu H5

Nhu dugec mé ta trén day, mAu chta virut H5N1 ¢6 thé dugc nhan
dién lam kiéu phu H5 béng cach st dung mAb 5C5 hodc mAb 5AS5 va
riéng r& 1am kiéu phu N1 bang cach sir dung mAb 6C6. Cac miu ciing c6
thé dugc nhan dién lam H5N1 théng qua viée st dung két hop mét khang
thé 6C6 va khang thé 5C5. AC-ELISA duoc thiét ké dé phat hién virut
H5N1. MAb 5C5 dugc @ & 0,5g/giéng trong 10pl/giéng trong 10p1 PBS
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trong dia 96 giéng (dia mién dich U96 MaxiSorp NUNC) qua dém & 4°C.
Sau khi rira dia bang PBS-T, dia da phu dugc phong bé bing 1% albumin
huyét thanh bd (BSA) trong 1 gid & nhiét do trong phong. Dung dich
phong bé sau d6 duoc loai bo, va thé phan 14p H5N1 bat hoat dugc pha
lodng trong PBS & 20 HA don vi trong 10ul duoc cho vao mdi giéng va
dugc u trong 2 gio.

Céc dia dugc rira bbn 1an trong dung dich dém rira PBS-T, va 10ul
mAb 6C6 dugc danh diu peroxidaza ciy cai ngua dugc pha lodng véi ty 18
1/500 dugc cho vao mdi giéng. Céc dia dugc u tiép trong 1 gid & nhiét do
trong phong va sau d6 dugc ria 6 1an bing dung dich dém rira. Mot tram
microlit chit dugc didu ché méi (10mg o-phenylendiamin dihydroclorua
cho mdi 20ml dung dich d&m phosphat xitrat 0,05M, d6 pH = 5,0, chta
0,03% natri perborat) duoc cho vio mbi giéng va cac dia duoc U & nhiét do
trong phong trong khoang 5 phit. Phan tng duoc dimg lai bang 5pl axit
sulfuric 2N. Dd hép phu dugc do & bude séng 490nm (Asg) bing quang
phé ké dia ty dong (Mitenyi Biotec). Virut H5N1 c6 gia tri doc Ay c6 ¥
nghfa, trong khi d6 virut H7N1 ¢6 gi4 tri doc thap 1am mAu kiém chimg 4m
tinh. Céc két qua néu trong Bang 5 cho thy rang su két hop ctia mAb 5C5
va mAb 6C6 13 hitu ich dé nhan dién AIV H5N1. MAu chita ATV H5N1 ¢6
thé duoc nhan dién bang cach sit dung mAb 5C5 va mAb 6C6 riéng 18,
nhung viéc st dung cdc khang thé két hop mang lai phuong tién dé han
ché lwong mau cin ding.

Tuong tu, su két hop cia mAb 5A5 va mAb 6C6, hodc cac tb hop
thich hop khéc cia MAD theo sang ché, ciing c6 thé duoc sir dung dé nhan
dién ATV H5NI. |
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Bang 5
Két qua vé AC-ELISA béng cach st dung két hop mAb 5C5 va mAb 6C6
dé xac dinh H5N1

#1 #2 #3
A/Indonesia/CDC644/H5N1 1,364 1,275 1,298
A/Indonesia(CDC623/H5N1 — 1,148 1,162 1,198

A/Indonesia/CDC594/H5N1 0,605 0,589 0,6
A/Indonesia/CDC329/H5N1 1,201 1,165 1,143
A/chicken/Singapore/94(H7N1) 0,206 0,197 0,193
PBS 1am mau kiém chimg 4m tinh 0,188 0,171 0,177
Khoéng tring 0,053 0,06 0,058

Vidu 5. Hoat tinh ciia MAb 2F11, 9CI va 3HI11

Hoat tinh gin két cia mdi MADb 2F11, 9C1 va 3H11 dugc danh gia

trong thtr nghiém huynh quang mién dich gian tiép véi cac té bao MDCK

bi 1y nhiém H5N1-AIV (IFA), thir nghiém tham tich Western (WB), tic

ché ngung két hong cau (HI) va trung hoa virut (VN).

Céc két qua cua thir nghiém duogc néu trong cac Bang tir 6 dén 8 dudi

day:

Bang 6
Hoat tinh gin két v6i thé dot bién 14n tranh K205M tir AIV H5N1

(A/Vietnam/1203/2004/H5N1)

"MAB IFA “WB HI VN
2F11 T = m T
9C1 o+ - + +
3HI1 = - - =
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Bang 7
Hoat tinh gén két v6i thé dot bién 14n tranh K205M tir ATV H5N1 (A/
Indonesia/CDC669/2206/H5N1)

Mab IFA WB HI VN
2F11 * - + T
9C1 + - + +
3H11 + - + n

Thé dot bién 14n tranh K205M duoc tao ra tir t8 AIV H5NI
(A/Vietnam/1203/2004/H5N1) qua sang loc véi mADb 6B8, khang thé don
dong duge ndp luu tai Bao ting gidng chuln vi sinh vat M§ (American
Type Culture Collection) vao 20/3/2007, 1a ATCC CRL PTA-8246. Su
tuong tac dic hiéu cia mAb 9C1 va 2F11 vdi cac thé dot bién K205 nay
goi ¥ vé kha ning Gmg dung cia hai MAb ndy trong viéc trc ché viéc sinh
ra thé dot bién l4n tranh cung véi mAb 6BS.

Vi du 6. Ung dung diéu tri ciia MAb 2F11 va 9CI

Ca 2F11 14n 9C1 dugc tao ra tir thé dot bién 1an tranh K205M cua
ching H5 A/Vietnam/1203/2004/H5N1 va nhu vy c6 thé dugc két hop
v6i khang thé don dong khac hudng dich thé dot bién nay nhung khong
gén két, hoic gén két & hoat tinh thép hon, v6i ching dang dai, nhu mAb
6B8 (duoc tao ra boi t& bao lai 6B8 va duoc ndp luu tai ATCC ngay
20/3/2007, theo hiép udc Budapest va véi sb luu giit 1a CRL PTA-8246),
mAb hudng dich chung 205K dang dai & ching VN1203, lam tic nhén
didu tri. MAb 9C1 nhén dién thé dot bién K205M nhung khéng gén két véi
chung dang dai VN1203, cho thiy ring mAb huéng dich epitop ctia 205
metionin & ching VN1203. Hon hop (cocktail) khang thé don dong bao
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gdm MAD 9C1 va 6B8 c6 thé trc ché mot cach hiéu qua nhiém khuan

H5N1 va ngan ngtra thé dot bién lan tranh tao ra in vitro va in vivo.

Bang 9: So sanh hoat tinh HI cia MAb 6B8 va 9C1

Mab Viét nam 1203 (nh6ém 1)
WT205K K205M

8B6 - + -

9Cl1 - -

DPé minh hoa hoat tinh cia MADb 6B8 va 9C1, 16 don vi HA cta AIV

duoc 4 v6i MAD nhu duge thé hién trong Bang dudi dy trong it nhat mot

ntra gid & nhiét do trong phong. Hon hop duge cdy vao phdi ga 10 ngay

tudi. Hiéu gid HA va kha ning séng cua phéi duoc danh gia hing ngay.

Két qua duoc thé hién trong Bang 10 dudi day:

Bang 10
mAB 1203 (nhom 1, 16HA)
6B8 (lug) Virut HA +2 ngay p.i.
Kha ndng song sot cia ga --2 ngay p.i.
6B8 (lug)+ Virut HA --3 ngay p.i.
9C1 (0,1ug) Kha ning séng sét cia g +
6B8 (lug)+ Virut HA --3 ngay p.i.
9C1 (lug) Mirc sdng sot clia ga +
6B8(1ug)+ Virut HA --3 ngay p.i.
9C1(5ug) Kha ning séng sét ciia g +
9C1(1ug) Virut HA 1 ngay pi.
Kha ning sdng sét ciia g --2 ngay p.i.

“__ cho biét két qua 4m tinh trong thir nghiém HA hoic phoi ga chét

“+” cho biét két qua duong tinh trong thir nghiém HA ho#c phdi ga con

sOng

p.i. cho bi€t sau nhiém khuan
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YEU CAUBAO HO

1. Protein gin két gin két dic hidu véi epitop dang cau hinh cua
glycoprotein vé ngung két hong cau ciia virut cim gia cam kiéu phu H5 va
c6 dac tinh gin két mién dich cta khang thé don dong 3H11 dugc tao ra
béi t& bao lai 3H11 duoc ndp luu tai Bao tang gidng chuén vi sinh vat My
(the American Type Culture Collection) voi sb truy cép 1a PTA-9374,
trong d6 epitop dang c4u hinh ndy chira axit amin 155 (Gly).

2. Protein gén két theo diém 1, trong d6 protein gin két niy 13 khang thé
don dong, khang thé chudi don, méanh khang thé, khang thé kham hoc
khéng thé dugc 1am giéng nhu khang thé ctia ngudi.

3. Protein gén két theo diém 1, trong d6 protein gin két nay 13 khang thé
don dong.
4. Khéng thé don dong 3H11 duoc tao ra béi té bao lai 3H11 duoc ndp luu
tai Bao tang giéng chudn vi sinh vat My (the American Type Culture
Collection) véi sb truy cap 1a PTA-9374.

5. Phuong phap phat hién virut cum gia cam kiéu phu H5 trong mau xét
nghiém sinh hoc, bao gdm bude cho mu sinh hoc nay tiép xtic véi protein
gén két gin két dic hiu vdi epitop dang cdu hinh cua glycoprotein vo
ngung két hdng ciu cla virut cim gia cAm kiéu phu H5, protein gin két
nay c6 dic tinh gén két mién dich ctia khéng thé don dong 3H11 dugc tao
ra boi té bao lai 3H11 dugc ndp luu tai Bao tang gidng chudn vi sinh vt
My¥ (the American Type Culture Collection) véi sd truy cép 1a PTA-9374,
trong do epitop dang cAu hinh nay chira axit amin 155 (Gly).

6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 protein gén két nay 13 khang thé don
dong, khang thé chudi don, manh khang thé, khang thé kham hozc khang

thé dugc 1am giéng nhu khang thé ctia nguoi.
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7. Phuong phép theo diém 5, trong d6 protein gfn két nay 1 khang thé don
dong.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 khang thé don dong 1a khang thé
3H11 dugc tao ra boi t& bao lai 3H11 duge ndp luu tai Bio ting gidng
chuén vi sinh vit M§ (the American Type Culture Collection) véi sd truy
cap la PTA-9374.

9. Phuong phép theo diém 5, bao gdm budc cho mu sinh hoc nay tiép xtic
v6i protein gin két thir hai gén két dic hiéu véi glycoprotein vé cia virut
cim gia cAm kiéu phy H5, trong d6 protein gin két thir nhét 13 protein gén
két bat giit va protein gin két thir hai 13 protein gin két phat hién chira
hoac dugc lién hop voi yéu t6 phat hién dugc. A

10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 it nhit mét trong s6 protein gan két
thir nhét va protein gén két thir hai 12 khang thé don dong.

11. Phuong phép theo diém 9, trong d6 protein gin két thir nhit va protein
gén két thir hai 13 khang thé don dong.

12. Phuong phép theo diém 9, trong d6 protein gin két thtr nhét dugc gitr
c dinh trén bé mjt rén. |

13. Phuong phép theo diém 9, trong dé protein gin két thir hai chira
nguyén tir phong xa, dugc lién hgp vdi phan to huynh quang, hodc duoc
lién hop véi enzym.

14. Kit phat hién virut cim gia cam kiéu phu H5 trong miu xét nghiém
sinh hoc, bao gdm protein gin két gin két dic hidu véi epitop dang chu
hinh coa glycoprotein v6é ngung két hong cu cia virut cim gia cam kiéu
phu H5, protein gén két ndy cé dic tinh gan két mién dich ctia khang thé
don dong 3H11 dugc tao ra béi t& bao lai 3H11 duogc ndp luu tai Bao tang
gidng chuén vi sinh vat M§ (the American Type Culture Collection) véi 56

truy cép la PTA-9374, trong d6 epitop dang cAu hinh ndy chira axit amin
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155 (Gly), cing véi it nhit mot chit phan tng dé phat hién gin két cua
protein gén két ndy véi glycoprotein vo.

15. Kit theo diém 14, trong d6 kit nay bao gdm protein gin két thit hai gin
két dic hiéu véi glycoprotein v6 clia virut cim gia cAm kiéu phu HS5, trong
d6 protein gin két thir nhét 13 protein gin két bit gitt va protein gin két thr
hai 12 protein gin két phat hién chtra hodc dugc lién hop véi yéu td phat
hién duoc.

16. Xit theo diém 15, trong d6 it nhat mét trong sb protein gén két thir nhit
va protein gin két thir hai 13 khang thé don dong.

17. Kit theo diém 15, trong d6 protein gin két thir nhat va protein gan két
thi hai 14 khang thé don dong.

18. Kit theo diém 15, trong d6 protein gin két thir nhat dugc giit ¢ dinh
trén bé mit ran.

19. Kit theo diém 15, trong d6 protein gén két thir hai chtra nguyén tir
phéng xa, dugc li€n hop vdi phan t& huynh quang, hodc dugc lién hop véi
enzym.

20. Kit theo diém 14, trong d6 protein gan két la khang thé don dong 3H11
duoc tao ra béi té bao lai 3H11 dwoc ndp luu tai Bao ting giéng chuan vi
sinh vit M§ (the American Type Culture Collection) véi sb truy cép la
PTA-9374.
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Fig.4A Thim tich
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Fig.5B
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Fig.6A Fig.6B
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