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nay. Cac khang thé nay c6 ngudn gdc tir mAb 11 ma nhan ra protein E cta virut Tdy séng

Nin va tuong tac chéo voi cac thanh vién cua ho flavivirut, bao gdbm virut sét xuat huyét.

Céc khang thé theo sang ché ngin ngira sy ting cudng liy nhidm virut phu thudc vao

khang thé bang cach chira ving Fc dugc cai bién khong lién két véi thu thé Fey. Khang thé

theo sang ché duogc str dung dé diéu tri 1ay nhiém flavivirut va cac triéu ching ctia no.
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Linh vie k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé trung hoa flavivirut, trinh ty axit nucleic,

chudi polypeptit, vecto chira axit nucleic va té bao san xuét khang thé nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Flavivirut, nhu virut Tay song Nin va virut sét xuat huyét, 1a méi de doa 16n
v6i sirc khoe toan cau. Virut TAy song Nin gdy ra bénh sét rét c6 thé dan dén viém
mang ndo giy tir vong hodc viém nfo ¢ nhidu loai. Ca chim va mudi déu c6 thé
mang virut TAy séng Nin, cho phép virut nay duoc lan truyén véi toc do déang bao
dong trén toan thé giéi. Tuong tu, bdn kiéu huyét thanh cia virut sét xuét huyét c6
thé duogc truyén qua vét cin cia mudi, va giy ra mudi triéu ca méic sbt xuat huyét &
ngudi hang nim, bao gdbm 500000 ca nhap vién va 20000 ca tir vong, v6i ganh

nang kinh té sanh ngang vé6i bénh sot rét.

Céc liéu phap vacxin va khang thé gin ddy dang dwgc phat trién dé ngin
ngira va didu tri sy lay nhidm flavivirut. Tuy nhién, bang ching tir sy 14y nhiém
virut sét xudt huyét chi ra rang chién lugc ching ngira cho flavivirut c¢6 thé khong
d& dang nhu virut khac. Sy lay nhiém lan dau véi mét kiéu huyét thanh virut sét
xudt huyét kich thich tinh mién dich bao vé ddi véi kiéu huyét thanh tuong ddng.
Tuy nhién, khdng c6 su bao vé chéo chdng lai sy 1dy nhidm bdi kiéu huyét thanh
khac. Thay vao d6, tinh mién dich c6 sin lién quan téi nguy co 1ay nhiém va bénh
ting 1én do sy ting cudng lay nhiém phu thudc vao khang thé (ADE). Trong ADE,
cac khang thé tang 1én boi 14y nhiém flavivirut trudc d6 hodc duge truyén thu dong
tir me sang con lam cho téc d6 14y nhiém va gay doc ting 1én. Do d6, phwong phép
théng thudng cta cac lidu phéap st dung khang thé hodc vacxin chéng lai flavivirut

c6 thé tang theo cip s6 nhan ty 18 14y nhiém flavivirut va méc bénh.
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Do d6, ton tai nhu cau cap béach cho céc liéu phép va phuong phap dé ngan
ngtra 18y nhiém flavivirut, va cac bénh va roi loan lién quan téi n6, ma khong tang

nguy co ting cudng 1y nhiém phu thudc vao khang thé.
Ban chit k§ thuét ciia sang ché
Sang ché duoc d& xudt nham muc dich d4p Gmg nhu ciu néu trén.

Séang ché dua trén viée phat hién ra cac khang thé don dong lién két va trung
hoa flavivirut, va khong tham gia vao su ting cudng lay nhiém flavivirut phu thudc
vao khang thé. Khang thé don dong 13 hoan toan ctia ngudi. Cac khéng thé nhén ra
protein v E cua virut Tay song Nin (WNE), va c6 tuong tdc chéo rong gilta céc
thanh vién cta ho flavivirut. Quan trong la, cac khang thé chira cac dot bién trong
vung Fc ngén chan lién két v6i thu thé Fey. Cac khang thé nay trong ban mod ta

duoc goi 1a cac khang thé huF V.

Sang ché d& xuit khang thé don dong dugc lam giéng nhu clia ngudi dugce
phan 14p c6 chudi ning véi ba CDR, trong d6 CDR1 bao gbm trinh ty axit amin
GYSTH (SEQ ID NO:4), trong d6 CDR2 bao gdm trinh ty axit amin
WDNPSSGDTTYAENFRG (SEQ ID NO:5), va trong d6 CDR3 bao gdm trinh tur
axit amin GGDDYSFDH (SEQ ID NO:6), theo th& tw; chudi nhe véi ba CDR,
trong d6 CDR1 bao gdm trinh tu axit amin RGDSLRSYYAS (SEQ ID NO:7),
trong d6 CDR2 bao gdm trinh tir axit amin GENNRPS (SEQ ID NO:8), va trong d6
CDR3 bao gbm trinh tu axit amin NSRDSSDHLLL (SEQ ID NO:8), theo thir tu.
Khéng thé c6 ving Fc duge cai bién dé ving Fc nay khong lién két v6i thu thé Fey,

va lién két vé6i flavivirut. Ving Fc minh hoa duoc bdc 10 ¢ day.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuit khang thé don dong dugc lam gidng
nhu ctia ngudi dugce phan 1dp cé trinh tu axit amin Vu ¢6 SEQ ID NO: 1, trinh ty
axit amin VL ¢6 SEQ ID NO: 3. Theo khia canh khac, sang ché dé xuét khang thé
don dong dugc lam gidng nhu ciia ngudi dugce phan 1ap chira trinh ty nucleotit Vi

¢4 SEQ ID NO: 2, trinh tu nucleotit VL ¢6 SEQ ID NO: 4. Khéang thé con chira
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ving Fc dugc cai bién dé ving Fe nay khong lién két véi thyu thé Fey, va lién két

vo1i flavivirut.

Sang ché dé xuét khang thé don dong duoc 1am gibng nhu cua ngudi duogc

phan l4p trung hoa flavivirut.

Sang ché d& xuét cac khang thé v6i ving Fc dugc cai bién dé ving Fc nay
khong lién két véi thu thé Fey. Ving Fe dugce cai bién chta cac dot bién ¢ céc vi tr
axit amin 234 va 235. Theo mot khia canh, cac dot bién 1a 1L.234A va L235A. Theo
mot phuong 4n, ving Fe duge cai bién chira vimng CH2 trong d6 axit amin & céc vi
tri 4 va 5 cda ving CH2 bi dot bién. Vi du, axit amin leuxin & céc vi tri 4 va 5 bi
dot bién thanh axit amin khac, t8t hon 1, alanin. Theo cac phuong an khac, vung
Fc duoc cai bién chua vung Fc ma axit amin & céc vi tri 108 va 109 bi dot bién. Vi
du, leuxin & céc vi tri 108 va 109 cia vung Fc bi dot bién thanh axit amin khac, ot
hon 13, alanin. Theo phuong an khéc, viing Fc dugc cai bién chura trinh ty axit amin

12 SEQ ID NO: 7. Ving Fc duge cai bién lién két v6i thu thé Fc méi sinh (FcRn).

Theo mot khia canh, khang thé khong tham gia vao su tang cudng lay nhiém

flavivirut phu thudc vao khang thé.

Theo mot khia canh, khang thé duoc lién két v6i chét tri liéu. Chét tri lidu 1a
chit doc, chit danh ddu phong xa, siARN, phan tir nho, hodc xytokin. Vi du,
xytokin 1a TGF-beta.

Sang ché con dé xuit té bao san xuit khang thé huFV. Té bao c6 thé 1a té
bao dong vat cé vu (nghia la, chudt, thd, dé, hodc clru), hodc té bao thuc vat (nghia

lo cay thube 14).

Sang ché dé xuit phuong phdp ngin ngira sy ting cudng liy nhiém
flavivirut phy thudc vao khang thé bang cach st dung khing thé huFV cho ddi
tuong. Theo mot khia canh, khang thé dugc st dung sau khi lay nhiém flavivirut

lan dau.
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Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phap 1am ting hiéu qua cia vacxin bang
cach cho dbi tuong sir dung khang thé huFV va vacxin. Theo mdt khia canh, khéng
thé huFV va vacxin dugc st dung tudn tuy hodc déng thoi. Theo mot khia canh,

vacxin la vacxin virut.

Sang ché con dé xudt phuong phap didu tri hoic 1am giam triéu chimg cia
lay nhiém flavivirut bang cach cho dbi twong c6 nhu cau sir dung ché phim chira
khang thé huFV. Theo khia canh khéic, sang ché mé ta phuong phap lam chim lai
su thn cong hodc tién trién cua modt hodc nhidu triéu chimg 14y nhiém flavivirut.
Céc triéu chtng 1ay nhidm flavivirut bao gdm, nhung khong gidi han &, giam can,
liét, sdt, dau diu, budn ndn, ndn, ndi mén da, va dau toan than. Theo mot khia canh,
chét khang virut cling dugc sit dung cho ddi twong. Theo mét khia canh, khang thé
huFV va chét khang virut duoc sir dung tudn tu hoic ddng thoi. Chat khang virut 1a

khang thé, khang thé lién két véi chét tri lidu, hodc phan tir nho.

Flavivirut 13 virut Ty song Nin, virut sdt xuat huyét (kiéu huyét thanh 1-4),
virut viém ndo St. Louis, virut sdt vang da, virut viém ndo Nhat Ban, va virut viém

ndo thung liing Murray.

Sang ché con dé xudt trinh tu axit nucleic chira trinh tu axit nucleic 14 SEQ

ID NO: 2, 4 va 8.

Sang ché con dé xudt trinh tu axit nucleic ma héa chudi polypeptit 14 SEQ
ID NO: 1 va 3. Sang ché con d& xudt chudi polypeptit chira trinh tu axit amin 1a
SEQIDNO: 1,3 va7.

Sang ché con dé xuét vecto chira trinh tyr axit nucleic chira SEQ ID NO: 2, 4

va 8, hodc ma hoa chudi polypeptit 14 SEQ ID NO: 1, 3 va 7.

Ngoai ra, sang ché dé xuat t€ bao mang vecto chira trinh tu axit nucleic chira

SEQ ID NO: 2, 4 va 8, hoic ma héa chudi polypeptit 1a SEQ ID NO: 1,3 va 7.

Céc dau hiéu va céc uu diém khéc ctua sang ché s€ 1a rd rang tir va dugc bao

ham bdi ban mo ta chi tiét va bd yéu cau bao ho sau day.
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M6 ta vin tit cac hinh vé
Fig. 1 thé hién luoc dd ctia vecto biéu hién chita mAb-11 kiu dai.

Fig. 2 thé hién lwoc dd ctia vecto biéu hién chita mAb-11-LALA dugc thiét

Fig. 3 12 mot day gdm ba biéu dd thé hién su bao vé cia mAbll (LALA)
chéng lai sy 14y nhidm cua virut sdt xudt huyét 2 gy chét. (A) Puong cong cia sy
séng sot Kaplan Meier so sanh su séng cia chudt dugce sit dung mAbl11 véi kiéu
dai (wt) hodc thé dot bién (mut) ciia ving Fe. (B) Phan tram cia trong luong ban
dau dugce theo doi & chudt dugc sir dung mAbl11 véi kiéu dai (wt) hodc thé dot bién
(mut) cua ving Fe. (C) Diém 1am sang dugc x4c dinh dua trén vé bé ngoai, kha
ning di chuyén va thai d6 thong thuong cta chudt duge st dung mAb11 véi kidu

dai (wt) hodc thé dot bién (mut) cta ving Fe.

Fig. 4 12 mot day gdm ba biéu dd so sanh ty 1& sdng sét ciia chudt duoc st
dung mAb11 ctia dong vét c6 vii v6i dot bién LALA (mutAb) c6 ngudn gbe tir té
bao dong vét c6 vu hodc té bao thuc vat, va sau d6 duoc thach thic voi 1ay nhiém
virut sbt xudt huyét 2 gy chét. (A) Thé dot bién cia khang thé mAbI1 c6 ngudn
géc tr dong vat c6 vi dugc so sanh voi thé dot bién cua khéng thé mAb11 ¢
ngudn gbe tir thue vat. (B) Thé dot bién cta khang thé mAbI1 c6 ngudn gbe tir
dong vét c6 vii duoc so sanh voi khang thé ddi ching. (C) Thé dot bién cua khang

thé mAb11 c6 ngudn gde tir thuc vat duogc so sanh véi khang thé dbi chung.

Fig. 5 1a mot day gdm ba biéu dd so sanh phan trim trong lugng ciia chudt
duogc stt dung mADbl11 ctiia ddng vat c6 va véi dot bién LALA (mutAb) c6 nguén
géc tir té bao dong vat co6 vl hodc t€ bao thuc vat, va sau d6 dugc thach thic vai
lay nhidm virut sét xuét huyét 2 gy chét. (A) Thé dot bién cua khang thé mAbl1
c6 ngudn gbc tir dong vét c6 vii dugc so sanh véi thé dot bién cua khang thé
mAbl1c6 ngudn gbe tir thuc vat. (B) Thé dot bién ciia khang thé mAb11 c¢6 ngudn
gbc tir dong vat c6 vi duge so sanh véi khang thé dbi ching. (C) Thé dot bién cia

khéang thé mAb11cé ngudn gde tir thue vat duoc so sanh véi khang thé dbi ching.
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Fig. 6 1a mot diy gdm ba biéu dd so sanh diém 14m sang cua chudt dugc st
dung mAb11 cia dong vat c6 vi véi dot bién LALA (mutAb) ¢6 ngudn gbe tir té
bao dong vat cé vu hodc té bao thuc vat, va sau d6 dugc thach thic véi 1dy nhiém
virut s6t xudt huyét 2 gy chét. (A) Thé dot bién cia khang thé mAbl1 éé nguén
gbc tir dong vat c6 va duoc so sanh v6i thé dot bién cua khang thé mAbl11 c6
ngudn gbc tir thuc vat. (B) Thé dot bién cua khang thd mAbl11 ¢ ngudn gbe tir
dong vat c¢6 vii duge so sanh v6i khang thé ddi chimg. (C) Thé d6t bién cua khéng

thé mAb11 c6 ngudn gbe tir thyc vat dugce so sanh voi khang thé ddi chimg.
M ta chi tiét sang ché

Séng ché d& xuét cac khang thé trung hoa su 1y nhidm boi cac thanh vién
ctia ho flavivirut ma khdng tham gia vao su ting cudng 1ay nhiém virut phu thudc
vao khang thé. Céac khang thé lién két va trung hoa virut Tay séng Nin duge md ta
trong Cong bb don qubc té s6 WO 2005/123774, ndi dung ciia né duge dua vao
bang cach vién din toan bd. Cac khang thé theo sang ché dugc tao ra bing cach cai
bién khang thé chéng lai virut Tay séng Nin, mAbl1, dé ving Fc cua khang thé
khong lién két v6i thu thé Fc-gamma. Do d6, khéng thé dugc cai bién khong tham
gia vdo su ting cuong lay nhiém phu thudc vao khang thé. Cac khang thé va
phuong phap duoc boc 16 & day lién quan tdi khang thé nay, va phwong phap dé
didu tri hodc ngin ngira su lay nhiém bai flavivirut, va cac bénh va céc r6i loan lién
quan. Khang thé theo sang ché, mAB11-LALA thé hién kha ning ngin ngira va
diéu tri 1ay nhiém flavivirut ting 1én dugc so sanh véi mAb11 kiéu dai, nhu dugc

mo ta & day va the hién trong céc vi du.

MADbI11 dugc nhén dién st dung sang loc biéu hién thuc khuén thé va lién
két voi protein vo E cuia virut Tay séng Nin, trong mién DI va DII va cy thé 1a &
peptit vong dung hgp (Gould et al., Journal of Virology, 2005, 79(23):14606-
14613; Sultana et al., Journal of Immunology, 2009, 183: 650-660, ndi dung cta
ching duoc dua vao bang cach vién din toan bo). Khang thé mAbl1 dugc thiét ké
v6i cac dot bién & cac vi tri axit amin 234 va 235 trong ving Fc dugc chi ra & diy

1a “mAbl11-LALA”.
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Céc khang thé theo sang ché c¢6 twong tac chéo rong véi cac thanh vién cia
ho flavivirut. Vi du, khéng thé thé hién twong tac chéo va trung hoa cia mot vai
flavivirut khac nhau, bao gdm, nhung khéng giéi han & virut Tay song Nin, virut
sdt xudt huyét (kiéu huyét thanh 1, 2, 3 va 4), virut viém ndo St. Louis, virut sét

vang da, virut viém nio Nhat Ban, va virut viém ndo thung liing Murray.

Céc khang thé trung hoa di va dang duoc phat trién gin day dé didu tri va
ngin nglra lay nhidm virut, cu thé 13 14y nhiém b6i cac thanh vién cta chi
Flavivirut. C4c nghién ctru ban dau thé hién ring cac khang thé nay thé hién kha
ning trung hoa va bao vé ting 1én tr sy lay nhiém boi cac thanh vién cta ho
flavivirut (nghia la, virut TAy song Nin hodc mot trong bén kiéu huyét thanh cua
virut sbt xudt huyét). Tuy nhién, cdc nghién ciru thach thirc virut tiép theo, trong dé
dbi tuong thtr nghiém dugc diu tri v6i céac khéng thé trung hoa va sau d6 duoc
thach thirc véi liéu lwong flavivirut (nghia la, virut sbt xudt huyét), khong thé hién
sw giam luong virut trong méu. Trong mét sb truong hop, diéu tri v6i cac khang thé
nay dan dén sy lay nhidm ting cudng so v6i cac dbi chimg, ma duge tin rang 1a
duogc trung gian bédi co ché duoc goi la sy tang cudong phu thudc vao khéng thé
(ADE). Céc két qua nay thé hién sy quan trong cua viéc phat trién céc lidu phép va
phuong phap ngin ngira su ting cuong lay nhiém flavivirut phu thudc vao khang

thé.

Su ting cuodng lay nhiém phu thudc vao khang thé c6 thé duge thiét 1ap boi
lién két ctia ving Fc cta khang thé véi thu thé Fey (FeyR) trén té bao chi. Do do,
céc hat virut 1ay nhidm lién két v6i cac khang thé nay duoc dua vao cac té bao chu
hidu qua hon béi lién két ving Fe-thu thé Fc. Piéu nay lam ting su 1y nhiém va

toc do tai ban cia virut, tir d6 ting cudng kha ning 1ay nhiém va tinh doc cua virut.

Trai nguoc véi cac khang thé khang virut tiéu chudn, cac khang thé theo
sang ché giam lién két vai thy thé Feys (FeyR) hodc khong lién két voi FeyR. Thu
thé Fcy bao gdm, vi du, FeyRI, FeyRIIla, FeyRIIIb, va FeyRIIIc. Theo mdt phuwong
an, cac khang thé theo sang ché chira mét hodic nhiéu dot bién trong vung Fc. (Cac)

dot bién c6 thé 13 dot bién bét ky lam giam hodc loai bé lién két cia khang thé véi
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FcyR. Céc dot bién co thé 1a thay thé, chén thém, hodc x6a bd axit amin trong vung
Fc. Mic du cac khang thé theo sang ché ¢6 ving Fe dot bién, cac khang thé van

truyén kha nang trung hoa flavivirut ti€m nang.

Ving Fc ciia khang thé chira hai mién, CH2 va CH3. Céc mién nay, hodc
axit amin cu thé trong cic mién nay da duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat nay,
trung gian cho sy tuong tic véi FeyR. Céc khang thé theo sang ché chira dot bién
bat ky (nghia la, thay thé, chén thém, hodc x6a bé mdt hodc nhidu hon mot axit
amin) trong mién CH2 hodc CH3, hoic ¢4 hai, lam giam hodc loai bo lién két cua
khang thé v&i FeyR. Vi du, cac khang thé theo sang ché chira dot bién hodc thay thé
clia it nhat mot axit amin & cac vi tri 233, 234, 235, 236, 237, 250, 314, hoic 428

cta ving Fe kiéu dai. Tét hon 13, thay thé axit amin thanh alanin.

Theo mdt phuong 4n, ving Fc ctia khang thé theo sang ché chira sy thay thé
& céc vi trf 234 hodc 235 ciia chudi ning cta khang thé, hodic ca hai. No6i chung,
axit amin & cac vi trf 234 va 235 cua ving Fe kiéu dai 1a leuxin ("L"). Theo mot
phuong 4n, cic khang thé theo sang ché chira axit amin & vi tri 234, 235, hoic ca
hai, khong phai 14 leuxin. Theo phwong an khac, cac khang thé theo sang ché chua
alanin ("A") & vi tri 234, 235 hoéc ca hai. Khang thé chira cac dot bién & cac Vi tri
234 va 235 cda vung Fc noi ma leuxin bi dot bién thanh alanin duoc chi ra & day la

bién thé cua "LALA".

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, cac khang thé theo sang ché 14 cac khang
thé c6 chiéu dai ddy du, hodc nguyén thé, trong d6 cac khang thé chira ving lién két
khang nguyén (nghia la, ving Fab hoic manh Fab) va viing Fc (dugc cai bién hoic
dugce dot bién, nhu duoc md ta & ddy). Cac khang thé dugc phét trién trude day
trong linh vuc k¥ thuat nay duoc thiét ké dé tranh ADE thuong thiéu ving Fc dé
ngan ngira lién két véi FeyR. Cac khang thé theo sang ché cung cip cac dic tinh
vuot trdi bang cach gitr lai ving Fc. Mot dic tinh nhu vay 12 kha ning lién két voi
thu thé méi sinh (FcRn) dugc bidu hién trén céc té bao ndi mod, dong vai trd quan
trong trong su cin bing bén trong cia cic muc IgG tudn hoan. Lién két cua cac

khang thé tudn hoan véi FcRn kich thich ndi bd hoa qua sy 4m bao, trong d6 cac
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khang thé dugc quay vong t6i bé mat t& bao, va duoc giai phong & do pH kiém cua
mau. Co ché nay bao vé cac khang thé theo sang ché khong bi phan huy va lam
tang chu ky bén rd dugc so sanh vé6i cac khang thé khong duoc cai bién khac hoac
cac manh khéang thé thiéu ving Fc. P bén cua céc khang thé theo sang ché ting
trong huyét thanh dan dén hiéu qua ting bing cach cho phép muc do tudn hoan cao
hon, tan suit sit dung thp hon, va liéu luong giam di. Pic tinh khac cua cac khang
thé theo sang ché c6 thé bao gdm kha ning lién két véi cac yéu tb bd tro. Lién két
cta cac yéu td bd trg, nhu Clq, véi ving Fe cia khang thé kich thich tang tin hiéu

& kich hoat kha ning gy ddc té bao phu thudc vao bd thé (CDC).

Pi dugc biét dén trong linh vyc k§ thuét nay 1a céc vi tri lién két trén ving
Fc ciia thu thé Fey 1a khac biét véi vi tri lién két cua thu thé Fc méi sinh (FcRn). Do
d6, céc khang thé theo sang ché c6 ving Fe duoc cai bién sao cho ching giam lién
két hodc khong thé lién két vai thu thé Fey, tuy nhién van 12 kha bién dé lién két voi
thu thé FcRn. Cac khéng thé theo séng ché c6 thé duoc cai bién b?mg cach dua dot
bién axit amin ngiu nhién vao ving cu thé ctia mién CH2 hodc CH3 ciia chudi ning
d& thay ddi ai luc cta lién két voi FeyR va/hodc FcRn va/hodc chu ky ban rd huyét
thanh ctia chiing khi so sanh véi cdc khang thé khong duge cai bién. Cac vi du vé
cac bién ddi nhu vdy bao gdbm, nhung khong gidi han &, thay thé it nhat mot axit
amin tir viing cta chudi ning duge chon tir nhom bao gdm cac gde axit amin 234,
235, 236, 237, 250, 314, va 428. Pong thoi, cac khang thé theo sang ché c6 chu ky
ban ra dai hon cac khang thé khong duoc cai bién, truyén cho hiéu qua ting lén

trong viéc ngdn nglra va di€u tri ldy nhiém flavivirut va bénh sau do.

Theo mdt khia canh, cac khang thé theo sang ché c6 ving Fc duge cai bién
sao cho c6 lién két giam hozic khong thé lién két v6i thy thé Fey, tuy nhién van 1a

kha bién dé lién két vai cac yéu t6 bd trg, nhu Clq.

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay c6 thé d& dang tao
ra cac khang thé dugc cai bién theo sang ché. Céc ky thuat ADN tai t6 hop dé dua
cac dot bién hoic thay thé vao trong ving Fc cua khang thé da dugc biét dén trong

linh vuc k§ thuit nay. Viéc xac dinh kha nang lién két hay khong lién két vai thu
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thé Fc (Feyr hodc FcRn) cia ving Fe ¢6 thé dugce tién hanh dé dang bdi nguoi cod
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay, vi du bang k§ thuat két tia mién

dich, thtr nghiém mién dich, séc ky &i luc, hodc k¥ thuat mang.

Céc khang thé dugc lam giéng nhu cia ngudi duge mo ta & day c6 thé duge
tao ra trong hé théng biéu hién ctia dong vat c6 vi, nhu té bao lai. Cac khéng thé
duogc lam giéng nhu clia ngudi dugec mo ta & day c¢d thé con duogc tao ra bdi hé
thong biéu hién khong phai ciia dong vét c6 vi, vi du, béi thue vat chuyén gen. Vi
du, cac khang thé dugc mod ta & ddy duoc tao ra trong cdy thudce 14 chuyén gen (V.

benthamiana va N. tabaccum).

Axit nucleic khéac nhau va trinh tr axit amin ctia mAb11 theo sang ché dugc

de xuat dudi day:
Trinh tu axit amin cia chudi ning bién doi (Vu):

TRVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSGYSTHW
LRQVPGQGLEWIGWDNPSSGDTTYAENFRGRVTLTRDTSITT
DYLEVRGLRSDDTAVYYCARGGDDYSFDHWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO:1)

Trinh tu axit nucleic cia chudi nang bién doi (Vn):

caggtgcagctggtgcagtctgggectgaggtgaagaagectggggcctcagtgaaagtctect
gcaaggcttctggatacaccttcageggctactctacacactggetgegacaggtecctggacag
ggacttgagtggattggatgggacaaccctagtagtggtgacacgacctatgeagagaatfficgg
ggcagggtcaccetgaccagggacacgtccatcaccacagattacttggaagtgagggetetaag
atctgacgacacggccgtetattattglgccagaggeggagatgactacagctttgaccattggggt
cagggcaccctggtcaccgtctectca (SEQ ID NO:2)

Trinh ty axit amin cta chudi nhe bién d6i (Vn):

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCRGDSLRSYYASWYQQKPGQ
APVLVIYGENNRPSGIPDRFSGSSSGDTASLTITGAQAEDEADY
YCNSRDSSDHLLLFG QGTKL (SEQ ID NO: 3)
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Trinh tu axit nucleic cta chudi nhe bién ddi (Va):

Tcttetgagetgactcaggacccagetgtgtetgtggecttgggacagacagtcaggatcacatge
cgaggagacagcctcagaagttattatgcaagcetggtaccaacagaagccaggacaggeccctgt
acttgtcatctatggtgaaaacaaccgaccctcagggatcccagaccgattetetggetecagetea
ggagacacagcttccttgaccatcactggggctcaggeggaagatgaggetgactattactgtaac
tccegggacagceagtgatcaccttctectatteggtggagggaccaagttgaccgtectaggt
(SEQ ID NO: 4)

Vung Fc chira ba mién ¢d dinh cua chudi nang, mién CHI, CH2 hoac CH3.

Ving ban 1& néi ving CHI1 v6i CH2. Trinh tu ving Fc minh hoa cho kiéu dai va

vung Fc dugc cai bién theo sang che dugc dé xuat dudi day.

Sau:

Trinh ty axit amin cta viing Fc ctia mAb-11 kiéu dai dugc dé xuét nhu sau:

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKAEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAK GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ
ID NO: 5)

Trinh tu axit nucleic cia ving Fc cia mAb-11 kiéu dai duoc dé xuit nhu

CTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTC
AGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGC
CCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGA
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ATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGCAGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGT
CAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGC
CAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACC
GTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAA
TGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCC
AGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGA

- GCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGG
CTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ ID NO: 6)

Trinh tu axit amin cia vung Fc dugc cai bién cia mAb-11-LALA dugc dé
xuat du6i day. Vi duy, axit amin & cac vi tri 108 va 109 bi dot bién. Trong trinh tur
duogc dé xuat dudi day, axit amin leuxin ¢ vi tri 108 va 109 bi dot bién thanh alanin

(dugc gach chan).

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKKAEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
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QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:7)

Trinh tu axit nucleic cia ving Fc dugc cai bién ctia mAb-11-LALA dugc dé
xuét dudi day. Vi dy, axit amin & cac vi tri 108 va 109 dugc ma héda bdi trinh tu

axit nucleic duoc dé xudt bi dot bién tir leuxin thanh alanin (dwoc gach chan).

CTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGAGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTC
AGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGC
CCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGA
ATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGCAGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAAGCCGCCGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGT
CAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGC
CAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACC
GTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAA
TGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCC
AGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGA
GCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGG
CTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ ID NO: 8)
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Trinh ty axit amin cho ving CH1 duge d& xuit dudi day:

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKK (SEQ ID NO: 9)

Trinh tu axit nucleic cho vung CH1 dugc dé xudt dudi day:

CTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTC
AGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGC
CCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGA
ATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAA (SEQ ID
NO: 10)

Khéng thé mAbll dugc md ta & ddy c6 thé chira dot bién cu thé 14 trong
ving CH2 ma lam giam hodc t&rc ché lién két véi thu thé Fey. Tt hon 13, dot bién
nay khong anh huong dén lién két véi thy thé FcRn. Tét hon 13, khang thé mAb11
chira hai d6t bién trong ving CH2, dé hai leuxin lién ké& bi d6t bién thanh alanin
dugc mo ta dudi day. Vi du, cac dot bién ndm & céc vi trf axit amin 4 va 5 cta ving

CH2. Tbt hon 13, cac dot bién 1a thanh alanin.

Trinh tu axit amin cho ving CH2 cua khang thé mAbl11 kiéu dai duoc dé

xuét dudi day:

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK(SEQ ID NO: 11)

Trinh tu axit nucleic cho ving CH2 ctia khang thé mAb11 kiéu dai dugc dé

xuét dudi day:
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GCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCC
CAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGG
TCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATG
CCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCC
CAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA (SEQ ID
NO: 12)

Trinh ty axit amin cho ving CH2 cta thé dot bién cta khang thé mAbl1

duoc dé xuat dudi day (dot bién LALA dugc gach chén):

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK (SEQ ID NO: 13)

Trinh tu axit nucleic cho ving CH2 ciia thé dot bién cua khang thé mAbl1

dugc dé xuat dudi day (dot bién LALA dugc gach chén):

GCACCTGAAGCCGCCGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCC
CAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGG
TCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATG
CCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCC
CAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA (SEQ ID
NO: 14)

Trinh tu axit amin cho ving CH3 cta khéng thé mAbl1 dugc dé xuét dudi
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GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 15)

Trinh tw axit nucleic cho ving CH3 cta khang thé mAb11 dugc dé xuit dudi

GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCC

CGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTG
GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG

AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGA

AGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ ID NO: 16)

Trinh tu axit amin cho ving ban 1& duoc dé xut dudi day:
AEPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 17)
Trinh tu axit nucleic cho ving ban 1& dugce dé xuét duéi day:

GCAGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGC

CCA (SEQ ID NO: 18)

Trinh ty axit amin cta chudi ndng (bao goém cé hai vung bién doi va co dinh)

ciia mAb-11 kidu dai dugc d& xuét dudi day:

TRVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSGYSTHWLR
QVPGQGLEWIGWDNPSSGDTTYAENFRGRVTLTRDTSITTDYLE
VRGLRSDDTAVYYCARGGDDYSFDHWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KAEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
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VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 19)

Trinh ty axit amin ciia chudi ning (bao gdm ca hai ving bién ddi va ¢ dinh)
ctia thé dot bién cua mAb-11 duoc dé xuit dudi day (dot bién LALA duoc gach

chan):

TRVLSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSGYSTHWLR
QVPGQGLEWIGWDNPSSGDTTYAENFRGRVTLTRDTSITTDYLE
VRGLRSDDTAVYYCARGGDDYSFDHWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDK
KAEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 20)

Céc khang thé

Nhu duoc dung & day, thuat ngit "khang thé" chi phan tir globulin mién dich
va céc phén hoat héa mién dich ciia phan tir globulin mién dich (Ig), nghia la, cac
phan tir chtra vi tri lién két khang nguyén ma lién két ddc hiéu (twong tac mién dich
v6i) khang nguyén. Thuat ngit “lién két dic hiéu” hodc “twong tic mién dich vi”
nghia 14 khang thé twong tac v6i mét hogc nhiéu yéu td quyét dinh khang nguyén
cta khdng nguyén mong mubn va khong twong tac vé6i chudi polypeptit khac. Cac
khang thé bao gdm, nhung khéng gi6i han &, khéng thé da dong, khang thé don
dong, va khang thé kham.
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No6i chung, cac phan tir khang thé thu dugc tir nguoi lién quan téi 16p bat ky
trong s6 cac 16p IgG, IgM, IgA, IgE va IgD, khac nhau vé ban chét cta chudi ning
¢6 trong phan tir. Cac 16p nhat dinh ciing c6 cic phéan 16p, nhu IgG1, IgGa, va cic
phan 16p khac. Hon nita, & ngudi, chudi nhe ¢ thé 13 chudi kappa hodc chudi
lambda. Thuat ngir "vi tri lién két khang nguyén," hodc "phan lién két" chi phan cta
phan ttr globulin mién dich ma tham gia vao lién két khang nguyén. Vi tri lién két
khang nguyén dugc tao thanh béi cic gbe axit amin cia ving bién dbi ("V") cla
dau tan N cta chudi ning ("H") va nhe ("L"). Ba doan kéo dai rit khac nhau bén
trong viing V cta chudi ning va nhe, chi "ving siéu bién dbi," dugc xen vao gitta -
cac doan kéo dai hai bén dugc bao toan hon duge biét dén 1a "ving khung," hoic
"FR". Do d6, thuat ngit "FR" chi trinh ty axit amin dugc tim thdy tu nhién gitra, va
lién k& v&i, ving siéu bién ddi trong globulin min dich. Trong phan tir khéng thé,
ba ving siéu bién ddi ctia chudi nhe va ba ving siéu bién ddi ciia chudi ning duge
b tri lién quan t&i nhau trong khong gian ba chiéu dé tao thanh bé mit lién két
khéng nguyén. B& mit lién két khang nguyén 12 bd trg v6i bé mit ba chiéu cta
khang nguyén lién két, va ba ving siéu bién d6i ctia mdi chudi ning va nhe chi

"ving quyét dinh bd trg," hodc "CDR."

Nhu duge dung & déy, thuat ngit “epitop” chira yéu t6 quyét dinh protein bét
ky c6 kha ndng lién két dic hiéu voi globulin mién dich, scFv, hodc thu thé cua té
bao T. Yéu 6 quyét dinh epitop thuong chira nhém phan tir b& mit hoat héa vé mat
héa hoc nhu axit amin hodc nhanh bén cia dudng va thudng cé cac dic tinh cau
tric ba chiéu, cling nhu céc ddc tinh dién tich ddc hiéu. Vi du, cdc khang thé ¢ thé

tang 1én chdng lai peptit ctia dau tan N hoic dau tan C ctia chudi polypeptit.

Nhu duogc dung & day, thudt nglr "lién két mién dich," va "cac dic tinh lién
két mién dich" chi kiéu tuong tic khong phai cong hoa tri xay ra gifta phan tir
globulin mién dich va khang nguyén ma globulin mién dich 1a dic hiéu. Do manh,
hodc ai lyc cla tuong tac lién két mién dich c6 thé dugc biéu hién 1a h'fmg ) phan
ly (Kq) ctia tuong tac, trong d6 Ka cang nhé thé hién 4i luc cang 16n. Céc dic tinh

lién két mién dich cta chudi polypeptit dwgc chon c6 thé duoc dinh luong st dung
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phuong phap da duogc biét dén rong rai trong linh vuc k§ thuat nay. Mot phuong
phap nhu vay din dén xdc dinh ty 1& ctia vi tri lién két khang nguyén/su tao thanh
va phén ly ctua phtrc hé khdng nguyén, trong d6 cac ty 1 d6 phu thudc vao ham
lugng cta cac thanh vién cua phirc hé, 4i luc cla tuong tac, va cac thong sd hinh
hoc ¢6 anh hudng twong duong 1én ty 18 nay trong ca hai huéng. Do d6, ca "hing -
sO ty 18 lién két" (Kon) va "hing s ty 18 phén ly" (Kosr) c6 thé duge x4c dinh bang
cach tinh to4n ham lugng va ty 1& lién két va phan ly thuc té. (Xem Nature 361:186- -
87 (1993)). TY 6 Ko /Kon cho phép hity b tt ca cac thong sb lién quan tdi ai luc,
va bang hing sd phan ly Ka. (Xem, théng thuong, Davies et al. (1990) Annual Rev :
Biochem 59:439-473). Khang thé theo sang ché duoc cho 1a lién két dic hieu véi
epitop ctia flavivirut khi hing s6 lién két can bang (Ka) <1 pM, tét hon 1a < 100 -
nM, tét hon nita 13 < 10 nM, va tét nhit 12 nam trong khoang tir < 100 pM dén
khoang 1 pM, dugc xac dinh béi cac thir nghiém nhu cac thir nghiém lién két phéi |
ti phong xa hodc céc thir nghiém tuong tu da dugce biét dén boi nguoi ¢ hiéu biét

trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Protein cua flavivirut (nghia la, protein vd hodc protein vé E cia virut Tay
song Nin) theo sang ché, hodc dan xuét ctia n6, manh cia nd, protein twong ddng
ctia né, protein dong dang ctia n6 hodc protein ciing ngudn véi no, cb thé duge si
dung lam chat gdy mién dich trong viéc san xuét cic khang thé lién két dic hidu

mién dich vé6i c4c thanh phan protein nay.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ndy s& nhén ra rang cé
thé xac dinh, khong c6 thir nghiém bt thuong, néu khang thé don dong cta ngudi
c6 tinh ddc hiéu gidng véi khang thé don dong ciia nguoi theo sang ché bang cach
x4c dinh lidu ring khang thé trudc c6 ngin khang thé sau lién két véi flavivirut
khong. Néu khang thé don dong cta ngudi dang dugc thir nghiém canh tranh véi
khang thé don dong ctia ngudi theo sang ché, nhu duoc thé hién béi viée giam lién
két boi khang thé don dong cia ngudi theo sang ché, thi ¢6 kha ning 14 hai khang

thé don dong lién két véi ciing mét epitop, hodc véi epitop 6 lién hé gan.
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Phuong phap khac dé xdc dinh lidu ring khang thé don dong cua ngudi c6
tinh dic hiéu cta khang thé don dong cta ngudi theo sang ché 1a cho khang thé don
dong cta ngudi theo sang ché dugc U trude véi protein vo cua flavivirut, nhu
protein E cta virut Tdy song Nin, véi phan tng binh thudng, va sau d6 bd sung
khang thé don dong cda nguodi dang dugc thir nghiém dé x4c dinh xem liéu kha
ning lién két protein vo cta flavivirut cta khang thé don dong cia ngudi dang
duge thir nghiém c6 bi Gc ché, nhu protein E ctia virut Ty séng Nin. Néu khang
thé don dong cua ngudi dang duge thir nghiém bi e ché thi, trong tit ca truong
hop, né ¢6 tinh dic hiéu epitop gidng vai, hodc twong duong vé chic ning V(’)i,b
khang thé don dong theo sang ché. Sang loc cac khang thé don dong ciia ngudi theo
sang ché, c6 thé con duge tién hanh bang cach sir dung WNE va xéc dinh lidu ring
khang thé don dong thir nghiém c6 khi ning trung hoa cic thanh vién cia ho

flavivirut khong.

Céc quy trinh khac nhau da duoc biét dén trong linh vuc nay c6 thé dugc sir
dung dé san xuét cac khang thé da dong hodc cac khang thé don dong dwoc dinh
huéng chdng lai protein theo sang ché, hoic chéng lai cac din xuét cta no, cac
manh cua no, cic protein tuong ddng cia nd, cac protein ddng dang cua nd hoic
cac protein cing ngudn véi né. (Xem, vi du, Antibodies: A Laboratory Manual,
Harlow E, va Lane D, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring

Harbor, NY, duoc dwa vao ddy bang cach vién din).

Céc khang thé c6 thé duoc tinh ché bang cac k¥ thuat da dugc biét dén rong
rdi, nhu sic ky ai luc sit dung protein A hodc protein G, cung cép chi yéu phan
doan IgG cua huyét thanh mién dich. Sau d6, ho#c theo cach khic, khang nguyén
dic hiéu 1a dich tim kiém cua globulin mién dich, hodc epitop ctia no, ¢ thé duge -
c¢b dinh trén cot dé tinh ché khang thé dic hiéu mién dich boi sic ky 4i luc mién
dich. Tinh ché globulin mién dich dugc thdo luan, vi du, béi D. Wilkinson (The
Scientist, dugc cong bd boi The Scientist, Inc., Philadelphia PA, Vol. 14, No. 8
(April 17, 2000), pp. 25-28).
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Thuat ngit "khéng thé don dong" hoic “MAb” hoic "ché phdm khang thé
don dong", nhu dugce ding & day, chi tap hop cac phan tir khang thé bao gbém chi
mot loai phén tir cia phén tir khang thé chira san pham ctia gen chudi nhe duy nhét
v san phdm cua gen chudi ning duy nhét. Cu thé 1, ving quyét dinh b trg (CDR)
ctia khang thé don dong 1a gidng nhau trong tit ca cac phan tir cia tap hop. MAb
chtra vi tri lién két khang nguyén c6 kha ning twong tac mién dich véi epitop dic |

hi¢u ctia khang nguyén dugc xac dinh bai ai luc lién két duy nhat véi no.

Céc khang thé don dong ¢6 thé duoc tao ra st dung phuong phap té bao lai, |
nhu cac phuong phap duge mo ta bdi Kohler va Milstein, Nature, 256:495 (1975).
Trong phuong phap té bao lai, chudt, chudt lang, hoic dong vat chu thich hop khéc,
thuong duoc chiung ngira véi chét tiém ching dé kich thich cac limphd bao san xuét
hodc ¢6 kha ning san xuét cdc khang thé s& lién két diic hidu véi chét tiém ching.

No6i cach khéac, cac limphd bao cé theé dugce tiém chung in vitro.

Chét tiém chung s& thudng bao gdbm khang nguyén protein, méanh cta né
hoic protein dung hop cta né. Thong thuong, mong mudn céc limphd bao ngoai
bién ctia mau duge st dung néu cac té bao c6 ngudn gbe tir ngudi, hodc mong
mudn céac t& bao 14 lach hodc cac té bao hach bach huyét dugc st dung néu nguén
dong vat c6 vi khong phai ngudi. Cac limphd bao sau d6 dugc dung hgp véi dong
té bao duoc 1am cho bét tir st dung chét dung hop thich hop, nhu polyetylen glycol,

dé tao thanh t& bao lai t& bao (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and

Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103). Dong té bao dugc 1am cho bat tir
thuong 1a té bao dong vat c6 vi duoc bién nap, cu thé 14 cac té bao u tiy c6 ngudn
gbc dong vt gam nhdm, bo va ngudi. Thong thuong, dong té bao u tiiy ctia chudt
rattus hodc chudt duoc st dung. Céc té bao lai c6 thé duoc nudi cdy trong moi
treong nudi cdy thich hop ma tét hon 1a chira mot hodc nhidu co chat trc ché sinh
trudng hodc kha ning séng sét cia cac té bao duoc 1am cho bét tir va khong duoc
dung hop. Vi du, néu cic té bao bd me thiéu enzym hypoxanthin guanin

phosphoribosyl transferaza (HGPRT hodc HPRT), méi trudng nudi cdy cho céc té -
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bao lai thudong s& bao gdbm hypoxanthin, aminopterin, va thymidin ("mdi truong

HAT"), co chét ngan ngira sinh truéng cta cac té bao thiéu HGPRT.

Dong té bao dugc 1am cho bét tir duge wu tién 12 cac dong ma dung hop hiéu
qua, hd trg mirc do biéu hién cao 6n dinh ctia khang thé boi cac té bao san xuét "
khang thé dugc chon, va nhay cam v6i méi trudng nhu méi truong HAT. Dong té
bao duogc 1lam cho bét tir duge vu tién hon 13 dong u tuy & chudt, co thé thu duqé, vi
du, tir Trung tm phén phdi té bao Vién Salk, San Diego, California va Bo suu tap
kidu nudi cdy & M§, Manassas, Virginia. Dong té bao di u tiy chudt-ngudi va u tiry :
ngudi cling dwoc md ta dé san xudt cic khang thé don dong cla nguoi. (Xem
Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antybody
Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987)

pp. 51-63)).

MBoi trudng nudi cy trong d6 cac té bao lai duwoc nudi cdy co thé sau do
dugc thi nghiém cho sy c6 mdt cia cic khang thé don dong dugc dinh hudng
chéng lai khang nguyén. Tét hon 1, tinh dic hiéu lién két cta cac khang thé don
dong duoc san xuét boi cac té bao lai dugc xac dinh boi két tia mién dich hoic boi
thir nghiém lién két in vitro, nhu thir nghiém mién dich phéng xa (RIA) hogc tht
nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA). C4c k¥ thuét va céc thit nghiém
nay da duoc biét dén trong linh vuc nay. Al luc lién két cna khang thé don dong co
thé, vi du, dugc xac dinh boi phan tich Scatchard ctia Munson va Pollard, Anal.
Biochem., 107:220 (1980). Hon nita, trong cac ung dung tri liéu cia cac khang thé
don dong, quan trong 14 nhan dién cac khing thé c6 mirc do dic hiéu cao va éi luc

lién két cao véi khang nguyén dich.

Sau khi cac t& bao lai mong mudn duoc nhén dién, cac dong c6 thé dugc
tach dong bang cach han ché cic quy trinh pha lodng va nudi ciy boi cac phuong

phép tiéu chuin. (Xem Goding, Monoclonal Anbodies: Principles and Practice,

Academic Press, (1986) pp. 59-103). Mai truong nudi ciy thich hop cho muc dich

nay bao gom, vi du, mdi truong Eagle dugc cai bién Dulbecco va mdi trudng

-23-



30664

RPMI-1640. Néi cach khac, cac t€ bao lai cé theé dugc nudi cdy in vivo nhu co

truéng & dong vat co vu.

Cac khang thé don dong dugc tiét ra boi cac dong tach dong c6 thé duoc
phén 1ap hodic duge tinh ché tir mdi truong nudi cdy hodc dich long cua c¢b trudng
bing cac quy trinh tinh ché globulin mién dich thong thudng nhu, vi du, protein

A-Sepharoza, sic ky hydroxylapatit, dién di gel, thim tach, hoic sic ky 4i luc.

Céac khang thé don dong c6 thé con duoc tao ra nhd phuong phap ADN téi
td hop, nhu cac phuong phép duge mo ta trong Patent My s6 4816567. ADN ma:
héa cac khang thé don dong theo sang ché c6 thé dé dang duoc phan lap va giai
trinh tu st dung céc quy trinh thong thuong (vi du, bang cach sir dung cac doan do
oligonucleotit ¢6 kha ning lién két dic hidu véi cdc gen ma hoa chudi ning va
chudi nhe cta cac khang thé cta chudt). Céc té bao lai theo sang ché dong vai tro
nguén dugc uvu tién cua ADN nay. Sau khi dugc phan 1ap, ADN cé thé duoc dat
trong vecto bidu hién, sau d6 duoc gdy nhidm vio cac té bao chi nhu cac té bao
COS cuia khi, cac té bao trimg cia chudt lang Trung Qubc (CHO), hoic céc té bao u
tiy khong san xut protein globulin mién dich, dé thu dugc cac khang thé don dong
tdng hop trong céc t& bao chu tai t6 hop. ADN con c6 thé dugc cai bién, vi du, bang
céach thay thé trinh ty m3 hoa cho mién cb dinh cta chudi ndng va chubi nhe cta
nguoi ¢ vi tri clia trinh tu dong dang & chudt (xem Patent M§ s6 4816567;
Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)) hodc b%mg cach lién két cong hoa tri trinh ty
ma héa globulin mién dich véi tit ca hodc mot phan cua trinh ty ma héa chudi
polypeptit khéng phai globulin mién dich. Chudi polypeptit khong phai globulin
mién dich nay c6 thé dugc thay thé cho mién c¢d dinh ctia khéng thé theo séng ché,
hodic ¢6 thé dugc thay thé cho mién bién ddi cta vi tri lién két khang nguyén cua

khang thé theo sang ché dé tao ra khang thé kham héa tri hai.

Céac khang thé toan ven ctia nguoi 1 cdc phan tir khéng thé trong d6 toan bd
trinh ty cta ca hai chudi nhe va chudi ning, bao gdm CDR, tao ra tir cdc gen ciia
ngudi. Cac khang thé nay dugc goi 1a “cac khang thé dugc 1am giéng nhu cua

199 ¢¢

nguoi”, “cac khang thé cia ngudi”, hodc “cidc khang the toan ven cia nguoi” trong
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ban md ta nay. Céac khang thé don dong clia ngudi c6 thé duoc tao ra bang cach sir
dung k¥ thuat lai thé ba té bao; k¥ thuat lai té bao B ctia ngudi (xem Kozbor, et al.,
1983 Immunol Today 4: 72); va k§ thuat té bao lai EBV dé san xut cac khang thé
don dong cda ngudi (xem Cole, et al., 1985 In: MONOCLONAL ANTIBODIES AND
CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Cac khang thé don dong cta
ngudi c6 thé duoc sit dung va c¢6 thé duwoc san xuét bing cach st dung té béo lai
cia nguodi (xem Cote, et al., 1983. Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030) hodc
bing cach bién dbi in vitro té bao B ctia ngudi véi virut Epstein Barr (xem Cole, et
al., 1985 In: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc.,
pp. 77-96).

Ngoai ra, cac khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi c6 thé duge san xut
& thuc vét chuyén gen, 1a phuong phap san xuét khic ré hon hé dong vat c6 va
dang san c6. Vi duy, thuc vat chuyén gen co thé 1a cay thudc 14, nghia la, Nicotiania
benthamiana, va Nicotiana tabaccum. Céc khang thé duoc tinh ché tir 14 cdy. Su
bién dbi 6n dinh cta thuc vét co thé dat dugc bang cach st dung Agrobacterium
tumefaciens hodc k¥ thuat bén hat. Vi dy, vecto biéu hién axit nucleic chira it nhat
1a trinh tu chudi ning va chudi nhe dugc biéu hién trong nudi céy vi khuén, nghia
la, ching A. tumefaciens BLA4404, qua chuyén gen. C6 thé thiét 1ap sy thAm vao
thuc vat nho viéc tiém. Phan chiét cua 14 dang hoa tan c6 thé dugc tao ra b?mg cach
nghién md 14 trong cbi va bang cach ly tim. Phan lap va tinh ché céc khang thé co
thé d& dang dugc tién hanh boi nhidu phuong phép da duoc biét dén bai ngudi co
hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac phuong phéap khéac dé san xut
khang thé trong thuc vat dugc mo ta trong, vi du, Fischer et al., Vaccine, 2003,
21:820-5; va Ko et al, Current Topics in Microbiology va Immunology, Vol. 332,
2009, pp. 55-78. Nhu vay, sang ché con d& xuit t& bao hoic thuc vat bAt ky chtra

vecto ma héa khang thé theo sang ché, hodc san xuét khang thé theo sang ché.

Ngoai ra, cac khang thé ctia ngudi c6 thé con duoc san xudt str dung k¥ thuat
bd sung, bao gém thu vién biéu hién thuc khudn thé. (Xem Hoogenboom va Winter,

J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)). Tuong
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ty, cac khang thé cia ngudi c6 thé duge tao ra béng cach dua cac locus cua
globulin mién dich clia ngudi vao dong vat chuyén gen, vi du, chudt trong d6 céc
gen globulin mién dich ndi sinh duoc kich hoat mot phén hoac hoan toan. Sau khi
thach thirc, viéc san xudt khang thé ciia nguoi duge quan sat, gan giéng vai viée
san xuét khang thé dugc thdy & nguoi vé moi mit, bao gom sy sip xép lai gen, su
lip ghép gen, va kho khang thé. Phuong thirc nay dugc md ta, vi du, trong Patent
My s6 5545807; 5545806; 5569825; 5625126; 5633425; 5661016, va trong Marks
et al., Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368 856-859
(1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild et al, Nature Biotechnology_ |
14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); va Lonberg
and Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995).

Ngoai ra, cdc khang thé cia nguoi c6 thé duoc san xuét sit dung dong vt
chuyén gen khéng phai ngudi duoc cai bién dé san xut cac khang thé toan ven cia
ngudi hon 13 cac khang thé noi sinh ctia dong vat dé dap tng thach thirc béi khang
nguyén. (Xem cong bd don PCT W094/02602). Cac gen ndi sinh ma héa chudi
globulin mién dich ning va nhe & vét chii khong phai ngudi 1a bét luc, va cac locus
hoat héa ma hoa globulin mién dich cta chudi ning va chudi nhe & nguoi dugc
chén vao hé gen cda vat chi. Cac gen ctia ngudi dugc dua vao, vi du, st dung
nhi®m sic thé nhan tao ctia ndm men chra phan doan ADN cin thiét cia ngudi.
Sau d6 thu dugc dong vt ma cung cip tit ca cac bién ddi mong mudn 1a thé hé con
chéu bing céch lai gidng dong vat chuyén gen trung gian chira it hon bd trg ddy du
ctia cac bién dbi. Phuong 4n dugc wu tién cia dong vat khong phai nguoi nay 1a
chuét, va duge goi 1a Xenomouse™ nhu duoc boc 1§ trong cong bd don PCT WO
96/33735 va WO 96/34096. Dong vit nay san xuét cac t& bao B tiét ra globulin
mién dich toan ven cta ngudi. C6 thé thu duogc truc tiép cac khang thé tir dong vat
sau khi tiém ching v&i chit gy mién dich dwgc quan tam, vi du, san xuit khang
thé da dong, hodc noi cach khéc tir cac té bao B ¢6 nguén géc tr ddng vat dugce lam
cho bét tir, nhu t& bao lai san xuit cac khang thé don dong. Ngoai ra, cdc gen ma ‘

héa globulin mién dich véi viing bién d6i clia ngudi ¢6 thé duoc khdi phuc va duoge
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biéu hién dé thu dugc cac khang thé truc tiép, hodc c6 thé con duoc cai bién dé thu

dugc cac khang thé twong dong, vi du, cac phan tir chudi don Fv (scFv).

Vi du ctia phuwong phép san xuét vat cha khong phai ngudi, duge minh hoa
1a chudt, thiéu sy biéu hién cua chudi ning cta globulin mién dich noi sinh duoc
bdc 19 trong Patent M§ s& 5939598. C6 thé thu dugc bdi phuwong phap, bao gém
x6a bd gen phan doan J & it nhdt mot locus ctia chudi ning ndi sinh trong té bao gde
phoi d& ngan chan su sdp xép lai cua locus va ngin chin su tao thanh san phim
phién ma ctia locus ctia chudi ning cia globulin mién dich duoc sép xép lai, su x0a
bo bi dnh hudng bdi vecto dich chira gen ma hda chi thi chon loc; va san XUAt tir té
bao gbe phdi ciia chudt chuyén gen cé cic té bao sinh dudng va cac té bao mam

chtra gen ma hoa chi thi chon loc.

Mot phuong phap san xuét khang thé dugc quan tdm, nhu khang thé cua
ngudi, dugc boc 16 trong Patent M§ s6 5916771. Phuong phap nay bao gdm budce
dua vecto biéu hién chira trinh tu nucleotit ma hoa chudi ning vao mot té bao chu
cta dong vat c6 va trong nudi céy, budc dua vecto biéu hién chta trinh tu nucleotit
ma héa chudi nhe vao té bao chu cia dong vat c6 vu khéc, va bude dung hop hai té
bao nay dé tao thanh té bao lai. Té bao lai nay biéu hién khang thé chira chudi ning

va chudi nhe da néu.

Theo quy trinh duoc cai bién khac tir quy trinh nay, phuong phédp nhén dién
epitop c6 lién quan vé mit 1am sang trén chat gy mién dich va phwong phép twong
quan dé chon loc khang thé lién két dic hiéu mién dich véi epitop c6 lién quan véi

ai luc cao, dugc bdc 19 trong cong bd don PCT WO 99/53049.

Khéng thé c¢6 thé duoc biéu hién boi vecto chua phan doan ADN ma hoa

khang thé chudi don duoc md ta phia trén.

Chung c6 thé bao g@)m vecto, liposom, ADN trAn, ADN phu h tro, sung bén
gen, dng do, v.v.. Vecto bao gdm cac tiép hop héa hoc nhu duge md ta trong WO
93/64701, mang nhém dich (v du phdi tir v6i thu thé bé mat té bao), va nhém lién

két axit nucleic (vi du polylysin), vecto virut (vi du vecto virut ADN hoidc ARN),
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protein dung hgp nhu dugc md ta trong PCT/US 95/02140 (WO 95/22618) la
protein dung hop chira nhém dich (v du khang thé dic hiéu cho té bao dich) va
nhom lién két axit nucleic (vi du protamin), plasmit, thuc khudn thé, v.v.. Vecto c6

thé 14 nhidm sic thé, khong phai nhiém sic thé hoic tdng hop.

Vecto dugc wu tién bao gdm vecto virut, protein dung hop va cac tiép hop
héa hoc. Vecto retrovirut bao gdm vi rit bénh bach cdu & chudt moloney. Vecto
virut ADN dugc wu tién. Cac vecto nay bao gdm vecto virut ddu mua nhu vecto
orthopox hodc avipox, vecto herpesvirut nhu vecto virut herpes simplex I (HSV)
(xem Geller, A. 1. et al., J. Neurochem, 64:487 (1995); Lim, F., et al., trong DNA
Cloning: Mammalian Systems, D. Glover, Ed. (Oxford Univ. Press, Oxford
England) (1995); Geller, A. L. et al., Proc Natl. Acad. Sci.: U.S.A. 90:7603 (1993);
Geller, A. 1., et al., Proc Natl. Acad. Sci USA 87:1149 (1990), Adenovirus Vectors
(xem LeGal LaSalle et al., Science, 259:988 (1993); Davidson, et al., Nat. Gent
3:219 (1993); Yang, et al., J. Virol. 69:2004 (1995) va Adeno-associated Virus
Vector (xem Kaplitt, M. G.. et al., Nat. Gent. 8:148 (1994).

Vecto virut ddu mua dua gen vao té bao chét cua cac té bao. Vecto virut
avipox chi dan dén biéu hién ngin han cia axit nucleic. Vecto adenovirut, vecto
virut lién quan téi adenovirut va vecto virut herpes simplex (HSV) dugc uu tién dé
dua axit nucleic vao céc t& bao trung hoa. Vecto adenovirut din dén biéu hién ngan
han hon (khoang 2 thang) vecto virut lién quan téi adenovirut (khodng 4 thang),
vecto ma ngén han hon vecto HSV. Vecto cu thé dugc chon s& phu thudc vao té
bao dich va tinh trang bénh dang dugc diéu tri. Co thé su dung cac k¥ thuat tiéu
chuin dé dua vecto vao, vi du su lay nhiém, gay nhiém, tai nap hodc bién nap. Cac
vi du vé& phuong thtrc chuyén gen bao gdm vi dy, ADN tran, két tia CaPOu, dextran
DEAE, sy m& 15 bang dién, dung hop té bao trdn, ldy nhiém qua hat liposom, vi

tiém té€ bao, va vecto virut.

Vecto ¢6 thé duge sit dung dé nhdm dich té bao dich mong mudn bét ky
thiét yéu. Vi dy, tiém ng theo tiép xtic thé rén c6 thé duoc sir dung dé dinh hudng

vecto (vi du adenovirut, HSV) t6i vi tri mong mubn. Ngoai ra, cac hat co thé duogc

-28-



30664

vén chuyén bing cach truyén qua ndo thit bén trong (intracerebroventricular - icv)
str dung hé théng truyén qua bom nho, nhu hé thdng truyén SynchroMed. Phuong
phép dua trén dong chay sb lugng 16m, duge goi 1a dbi luu, con ching minh duge
hiéu qua khi van chuyén céc phan tir 16n téi ving mé rong ctia ndo va c6 thé 1a hitu
dung trong viéc van chuyén vecto toi t& bao dich. (Xem Bobo et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91:2076-2080 (1994); Morrison et al., Am. J. Physiol. 266:292-305
(1994)). Céc phuong phap khac c6 thé dugc sir dung bao gdm bng do, tiém trong
ven, ngoai duong ti€u hoa, trong mang bung va dudi da, va st dung qua miéng

hoac céac cach thic st dung da dugce bict dén khéc.

Céc vecto nay co thé dugc st dung dé biéu hién lugng 16n cac khéng thé co
thé duoc st dung véi hang loat cach thtc. Vi du, dé phat hién sy c6 mat cua
flavivirut trong mau. Khang thé c¢6 thé con duge sir dung dé thi lién két véi va pha

v0 hoat tinh cda protein vé cua flavivirut.

Theo mét phuong 4n duge wu tién, cac khang thé theo sang ché 1a cac khang
thé c6 chidu dai ddy du, chira ving Fc twong tu v6i ving Fe kiéu dai lién két voi

thu thé Fe.

Céc khang thé di tiép hop ciing ndm trong pham vi cta sang ché. Cac khang
thé di tiép hop bao gdm hai khang thé dugc két nbi cong hoa tri. Cac khang thé nay,
vi du, dugc d& xuidt 1a dua céc té bao ctia hé mién dich t6i cac té bao khong mong
mudn (xem Patent My s6 4676980), va dé didu tri sy ldy nhiém HIV (xem WO
91/00360; WO 92/200373; EP 03089). Puoc du doan ring cac khang thé co thé
dugc tao ra in vitro sit dung phwong phéap da dugc biét dén trong hoa hoc protein
tdng hop, bao gdm cac phuwong phap lién quan t&i chat lién két chéo. Vi du, chit
doc mién dich c6 thé duoc xay dung sit dung phan tng trao dbi disulfit hodc bang
cach tao thanh cau thioete. Céc vi du vé chét thich hgp cho muc dich nay bao goém
iminothiolat va metyl-4-mercaptobutyrimidat va céc chét dugc boc 16, vi du, trong

Patent M§ s& 4676980.
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Viéc bién ddi khang thé theo sang ché c6 thé 1a mong mudbn vé mit chirc
ning tac dung, dé ting cudng, vi du, hiéu quéa cia khang thé dé trung hoa hoidc ngan
nglra su lay nhiém virut. Vi du, (cic) gbc xystein c6 thé duoc dua vao vung Fc, tu
d6 cho phép tao thanh cdu disulfit lién chudi trong ving ndy. Do d6, khang thé
homodime dugc tao ra c6 thé cai thién kha nang ndi bd hoéa va/hodc lam ting sy
giét t& bao trung gian boi bd thé va tinh gay doc té bao phu thude vao khang thé
(ADCC). (Xem Caron et al., J. Exp Med., 176: 1191-1195 (1992) va Shopes, J.
Immunol., 148: 2918-2922 (1992)). Néi cach khéc, khang thé c6 thé dugc thiét ké
dé c6 ving Fc kép va c6 thé tir d6 ¢6 kha ning phén giai bd thé va ADCC dugc
tding cuong. (Xem Stevenson et al., Khang -Cancer Drug Design, 3: 219-230
(1989)). Theo mdt phuong an duoc vu tién, khang thé theo sang ché c6 cac bién ddi
ctia ving Fe, dé ving Fc nay khong lién két véi thu thé Fe. Tt hon 13, thu thé Fe 1a
thu thé Fey. Puoc wu tién cu thé 14 cac khang thé véi bién dbi cua ving Fe dé vung

Fc nay khong lién két véi Fey, nhung van lién két v6i thy thé Fc méi sinh.

Sang ché con gin lién v6i tiép hop mién dich chira khang thé duoc tiép hop
v6i chat gdy doc té bao nhu chat doc (vi du, chat ddc hoat héa vé mit enzym cod
ngudn goc vi khuan, nam, thuc vat, hodc ddng vat, hodc cdc manh cia nd), hoic

isotop hoat héa phéng xa (nghia la, tiép hop phong xa).

Chét doc hoat hoa vé mit enzym va méanh cta n6 c6 thé duge sir dung bao
gém chudi A diphtheria, manh hoat héa khéng lién két cta chat doc diphtheria,
chudi A chat doc ngoai té bao (tir Pseudomonas aeruginosa), chudi A ricin, chudi A
abrin, chudi A modeccin, alpha-sarcin, protein Aleurites fordii, protein dianthin,
protein Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chit &c ché momordica
charantia, curcin, crotin, chit tc ché sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin,
restrictoxin, phenomyxin, enomyxin, va tricothecen. Hang loat hat nhan phong xa
1a ¢6 sén dé san xuét cac khang thé duoc tiép hop phong xa. Cac vi du bao gdm

212Bi, 1311, 131111, 90Y, va 186Re.

Céc tiép hop ctia khang thé va chét gay doc té bao duoc tao ra sir dung hang

loat chit két do6i protein hai chirc ning nhu N-suxinimidyl-3-(2-pyridyldithiol)
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propionat (SPDP), iminothiolan (IT), din xuét hai chirc ning cta imidoeste (nhu
dimetyl adipimidat HCL), este hoat hoa (nhu disuxinimidyl suberat), aldehyt (nhu
glutareldehyt), hop chit bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexanediamin),ﬁ'dﬁn
xuét bis-diazonium (nhu bis-(p-diazoniumbenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu |
tolyen 2,6-diisoxyanat), va hop chat fluorin hoat hoa kép (nhu
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzen). Vi du, chit doc mién dich ricin c6 thé dugce tao ra
nhu dugc mod ta trong Vitetta et al., Science 238: 1098 (1987). Axit
1-isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen triaminpentaacetic (MX-DTPA) duogc dénh
ddu cacbon-14 13 chit chelat hda minh hoa cho su tiép hop cta nucleotit ph6ng Xa

v6i khang thé. (Xem W094/11026).

Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuit nay s& nhan ra ring
mot lugng 16n cac nhéom cb thé duoce két hop voi cac khang thé thu dugc hodc véi
cac phan tir khic theo sang ché. (Xem, vi du, "Conjugate Vaccines", Contributions
to Microbiology and Immunology, J. M. Cruse va R. E. Lewis, Jr (eds), Carger
Press, New York, (1989), toan bd ndi dung cia né dugc dwa vao diy bing cach

vién dan).

Viée két hop nay c6 thé duoc hoan thanh béi phan tng hoa hoc bét ky ma s&
lién két hai phan t&r mién 13 khang thé va nhom khac gitt duge hoat tinh twong tng
ctia n6. Lién két nay c6 thé bao gém nhiéu co ché hoa hoc, vi du lién két cdng hoa
tri, lién két ai luc, sy chén thém, lién két ngang hang va phirc hop. Tuy nhién, lién
két duoc wu tién 13, lién két cong hoéa tri. Lién két cong hoa tri c¢6 thé dat duoc bing
cach ngung tu truc tiép chudi bén c¢6 sén hoic bang cach dua vao cac phan ta ciu
ndi bén ngoai. Nhiéu chét lién két hoa tri hai hodc da hoéa tri 13 hitu dung trong viéc
két hop cac phan tir protein, nhur cac khang thé theo sang ché, véi cac phén tir khac.
Vi du, chit két hop dai dién c6 thé bao gdm hop chét hitu co nhu thioeste,
carbodiimit, suxinimit este, diisoxyanat, glutaraldehyt, diazobenzen va
hexametylen diamin. Danh muc nay khong du dinh han ché cic 16p khac nhau cia
chat két hop da dugc biét dén trong linh vuc k§ thuét nay nhung, hon 13, minh hoa

cho céc chat két hop phé bién hon. (Xem Killen and Lindstrom, Jour. Immun.
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133:1335-2549 (1984); Jansen et al., Immunological Reviews 62:185-216 (1982);
va Vitetta et al., Science 238:1098 (1987)). Chét lién két dugc wu tién duoc mo ta
trong tai li€éu tham khao. (Xem, vi du, Ramakrishnan, S. et al., Cancer Res. 44:201-
208 (1984) mo ta viéc st dung MBS (M-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuxinimit
este). Ciing xem, Patent My s& 5030719, mé ta viéc st dung din xuét hydrazit
axetyl halogenat hoa duoc két hop véi khang thé nho chét lién két oligopeptit. Cu
thé 1a chit lién két duoc wu tién bao gdm: (i) EDC (1-etyl-3-(3-dimetylamino-
propyl) carbodiimit hydroclorua; (i1) SMPT (4-suxinimidyloxycarbonyl-alpha- _
metyl-alpha-(2-pridyl-dithio)-toluen (Pierce Chem. Co., Cat. (21558G); (iii) SPDP -
(suxinimidyl-6 [3-(2-pyridyldithio) propionamido]hexanoat (Pierce Chem. Co., Cat
#21651G); (iv) Sulfo-LC-SPDP  (sulfosuxinimidyl 6 [3-(2-pyridyldithio)-
propianamide] hexanoat (Pierce Chem. Co. Cat. #2165-G); va (v) sulfo-NHS (N-
hydroxysulfo-suxinimit: Pierce Chem. Co., Cat. #24510) duoc tiép hop v6i EDC.

Céc chit lién két duge mo ta phia trén chira cac thanh phdn c6 cac thude tinh
khac nhau, do d6 dan dén cac tiép hgp véi cac dic tinh ly-hoa khac nhau. Vi dy,
sulfo-NHS este cta alkyl carboxylat 1a dn dinh hon sulfo-NHS este clia carbdxylat
thom. Cac chét lién két chira NHS-este 1a it hoa tan hon sulfo-NHS este. Hon nira,
chét lién két SMPT chira cdu disulfit bi han ché khong gian, va c6 thé tao thanh céc
tiép hop vai tinh 6n dinh tang 1én. Lién két disulfit, néi chung 13, it dn dinh hon céc
lién két khac vi lién két disulfit bi cit in vitro, ddn dén c6 it tiép hop hon. Sulfo-
NHS, cu thé 13, c¢6 thé tang cuong tinh 6n dinh cua cap carbodimit. Cédp carbodimit
(nhu EDC) khi dugc st dung két hop véi sulfo-NHS, tao thanh este khang su thity

phan nhidu hon so v6i chi phan tng két hop carbodimit.

Céc khang thé dugc boc 10 & diy c6 thé con duoc didu ché nhu céc liposom
mién dich. Liposom chira khang thé dugc tao ra boi phuong phap da duge bié_t dén
trong linh vuc k¥ thuét nay, nhu dugec mo ta trong Epstein et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030
(1980); va Patent M§ s 4485045 va 4544545, Liposom véi thoi gian tudn hoan
duoc ting cudong dugc boc 10 trong Patent My s6 5013556.
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Cu thé 1a liposom hitu dung c6 thé dugc tao ra bang phwong phép bay hoi
pha ngugc véi ché phdm lipit chira phosphatidylcholin, cholesterol, va
phosphatidyletanolamin din xuét boi PEG (PEG-PE). Liposom dugc ép dun qua
mang loc ¢6 kich thudce 15 x4c dinh dé tao ra liposom véi dudng kinh mong mudn.
Manh Fab cua khang thé theo sang ché c6 thé duoc tiép hop véi liposom nhu duge
md ta trong Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) qua phéan ung hoan
ddi disulfit.

Viéc st dung cac khang thé chdng lai Flavivirut

Phuong phép sang loc cic khang thé mang tinh ddc hiéu mong mudn bao
gdm, nhung khéng gidi han 6, thir nghiém hdp thu mién dich lién két enzym
(ELISA) va céac k¥ thuét trung gian béi mién dich khac da dugc biét dén trong linh
vuc k¥ thuat nay.

Céac khang thé dugc dinh hudng chéng lai protein vo cua flavivirut nhu
WNE (ho#ic manh cia nd) ¢6 thé duge sir dung trong phuong phap di duoc biét dén
trong linh vuc k¥ thudt nay lién quan téi viéc dinh vi va/hodc dinh lugng protein vo
cta flavivirut nhu WNE (v dy, dé dung trong viéc do mirc do protein ctia flavivirut
trong mau sinh ly thich hop, dé dung trong phuong phap chin doan, dé ding trong
phuong phép hinh anh protein, va tuong ty). Theo phuong 4n da biét, cac khang thé
dic hiéu cho protein v cua flavivirut nhu WNE, hodc dan xuét, manh, tuong df“)ng
hodc déng dang cla no, chira mién lién két khang nguyén c6 ngudn gdc khang thé,

duoc st dung lam hoat chat duoc hoc (duge nhic dén tir day 1a "chét tri licu").

Khang thé dic hiéu cho protein vo cia flavivirut nhu WNE theo sang ché ¢6
thé dugc st dung d& phan 1ap chudi polypeptit ctia flavivirut bing cac k¥ thuat tiéu
chuén, nhu 4i lyc mién dich, sdc ky hodc két tia mién dich. Céc khéang thé duoc |
dinh huéng chéng lai protein cua flavivirut (hoic ménh cta nd) cé thé dugc su
dung chin doan dé theo ddi muc do ctia protein trbng mo 12 mot phan ciia quy trinh
thtr nghiém 1am sang, vi dy, dé x4c dinh hiéu qua ctia phac dd diéu tri da biét. Sy

phat hién ¢6 thé dwoc tao thuan loi bing cach két ddi (nghia la, lién két vé mat vat
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ly) khang thé véi co chét c6 thé phat hién duge. Cac vi du vé co chit c6 thé phat
hién duoc bao gém cac enzym khéac nhau, cdc nhom gid dugce, vat liéu huynh
quang, vat liéu phat quang, vat liéu phat quang sinh hoc, va vt liéu hoat héa phéng
xa.} Céc vi du vé& enzym thich hop bao gdm peroxidaza ciia cdy cai ngua, alkalin
phosphataza, p-galactosidaza, hoic axetylcholinsteaza; cac vi du vé phirc hé nhém
gid dugc thich hop bao gém streptavidin/biotin va avidin/biotin; cac vi du vé vt
lidu huynh quang thich hop bao gdm umbelliferon, fluorescein, fluorescein
isothioxyanat, rhodamin, diclorotriazinylamin fluorescein, dansyl clorua hodc
phycoerythrin; vi du vé vat lidu phéat quang bao gém luminol; cac vi du vé vat lidu
phét quang sinh hoc bao gdm luciferaza, luciferin, va aequorin, va cac vi du vé vat

liéu hoat hoa phong xa thich hop bao gdm '2°I, '], 38 hozc 3H.

Céc khang thé theo sang ché, bao gdm cac khang thé da dong, cac khang thé
don dong, cac khang thé duoc 1am gidng nhu ctia nguoi va cic khang thé toan ven
ctia ngudi, c6 thé duge ding 1am chét tri lidu. Chét nay s& thuong duoc st dung dé
didu tri hodc ngin ngira bénh hodc bénh Iy lién quan téi flavivirut (v du, sdt xuét
huyét) & dbi tuong. Su tao ra khang thé, tot hon 1a khang thé ¢6 tinh dic hiéu cao
va 4i luc cao véi khang nguyén dich cia né, duoc sir dung cho ddi twgng va s&
thuong c6 tac dung do lién két ciia n6 voi dich. Viée st dung khang thé co thé loai
b6 hoidc e ché hodc can thiép vao su ndi bd hoa ciia virut vao té bao. Trong trudng
hop nay, khang thé 1ién két vi dich va ngan ngira lién két vai té bao biéu hién thu
thé Fc, tir d6 khoa su dung hop cda virut v4i mang té bao va lam Gc ché su ndi bd

héa cua virut trong su ting cudng 1y nhidm phu thudc vao khang thé.

Luong hiéu qua tri liéu cta khang thé theo sang ché thudng lién quan téi
luong can dé dat duge muyc tiéu tri liéu. Nhu dugc lwu ¥ phia trén, didu nay c6 thé
1a tuong tac lién két gitra khang thé va khang nguyén dich ctia né, trong cic trudong
hop nhét dinh, can thiép vao chirc ning ctia dich. Luong can st dung s& con phu
thudc vao &i luc lién két cta khang thé voi khéng nguyén dac hiéu cia nd, va sé€ con
phu thudc vao tbc d6 khang thé dugc sir dung hét thé tich tu do cta dbi tuong st

dung khéc. Pham vi phd bién cho lidu lugng c6 hidu qua tri liéu ciia khang thé hodc
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manh khang thé theo sang ché c¢6 thé dugc, boi cac vi du khong han ché, tir khoang
0,1 mg/kg trong luong co thé dén khoang 50 mg/kg trong luong co thé. Tan sut
lidu luong phd bién c6 thé ndm trong khoang, vi du, tir hai 14n mot ngay t6i mot lén

moi tuan.

Céc khang thé lién két dac hiéu protein cua flavivirut hodc manh cta no theo
sang ché, ciing nhu cac phan tir khdc duwoc nhan dién béi cac thir nghiém sang loc
dugc bde 19 trong ban md ta nay, cod thé dugc st dung dé didu tri cac rbi loan lién
quan t6i flavivirut duéi dang duge phdm. Nguyén Iy va cac chi y lién quan t6i viée
san xuét cac ché phdm nay, ciing nhu huéng dan chon loc cac thanh phin da duoc
dé xuét, vi du, trong Remington: The Science And Practice Of Pharmacy 19th ed.
(Alfonso R. Gennaro, et al., editors) Mack Pub. Co., Easton, Pa., 1995; Drug
Absorption Enhancement: Concepts, Possibilities, Limitations, And Trends,
Harwood Academic Publishers, Langhorne, Pa., 1994; va Peptide And Protein
Drug Delivery (Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, New
York.

Theo céc phuong an theo sdng ché, manh khang thé khong duoc wu tién, cu
thé 1a manh khang thé thiéu ving Fc. Cac phan tir peptit c6 thé dugc thiét ké ma giir
lai kha nang lién két trinh tu protein dich. Peptit ndy c6 thé dugc tdng hop hoa hoc
va/hodc duoc san xuét bang k¥ thuat ADN tai t6 hop. (Xem, vi du, Marasco et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993)). Ché phdm c6 thé con chira
nhiéu hon mot hoat chét can thiét cho déu hiéu cu thé dang duogc diéu tri, tdt hon 12
cac hop chét v6i hoat tinh bd trg ma khong cé tac dung phu 1én nhau. N6i cach
khéc, hodc ngoai ra, ché phim c6 thé chira chit ting cudng chiic ning cua né, nhu,
vi du, chét gdy doc té bao, xytokin, chit hoa tri liéu, hodc chét wc ché sinh truéng.

Céc phan tir nay két hop thich hop véi lugng c¢6 hidu qua cho muc dich du kién.

Céac thanh phén hoat tinh c6 thé con duge gilt trong vi nang dugc tao‘ ra, vi
du, bdéi k¥ thuat giot tu hodc bdi polyme hda giao di€n, vi du,
hydroxymetylxenluloza hodc vi nang gelatin va vi nang poly-(metylmetacrylat),

theo thtr ty, trong hé théng phan phbi thubc dang keo (vi du, liposom, vi hat
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albumin, nhii twong siéu nhd, cic hat nano, va vién nang nano) hodc trong nhii

tuong 16n.

Ché phdm duoc st dung in vivo phai vo tring. Didu nay d& dang dugc thuc

hién bang céach loc qua mang loc vo tring.

Ché pham giai phong kéo dai ¢ thé dugce tao ra. Cac vi du thich hop v& ché
pham giai phong kéo dai bao gdm chit nén ban thim cia polyme ky nudc dang rin
chira khang thé, chit nén 13 dudi dang vat phém dugc tao hinh dang, vi du, mang,
hodc vi nang. Céc vi du vé chét nén giai phong kéo dai bao gém polyeste, hydrogel‘
(vi du, poly(2-hydroxyetyl-metacrylat), hodc poly(vinylalcohol)), polylactit (U.S.
Pat. No. 3773919), copolyme cua axit L-glutamic va y etyl-L-glutamat, etylen-vinyl
axetat khong thé phan huy, copolyme axit lactic-axit glycolic ¢6 thé phan hiy nhu
LUPRON DEPOT ™ (vi hat tiém dugc chtta copolyme axit lactic-axit glycolic va
leuprolit axetat), va axit poly-D-(-)-3-hydroxybutyric. Trong khi polyme nhu
etylen-vinyl axetat va axit lactic-axit glycolic ¢ thé giai phong cac phan tir trong

100 ngay, protein giai phong hydrogel nhit dinh trong khoang thdi gian ngén hon.

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am chét phat hién su ¢6 mit
cta flavivirut (hodc protein hodc manh protein cta né) trong mau. Tét hon 1a, |
khang thé chtra nhan c6 thé phat hién duoc. Céac khang thé c6 thé 1a khang thé da

dong, hodc t6t hon nira 13, khang thé don dong. Khang thé nguyén thé dugc vu tién.

r
Ay

Thuét nglt "dugc danh dau", néi t¢i doan do hodc khang thé, dugc du dinh bao ham
danh du truc tiép doan do hodc khang thé bang cach két d6i (nghia la, lién két vé
mat vat ly) co chét co thé phét hién dugc véi doan do hodc khang thé, cling nhu
danh diu gian tiép doan do hodc khang thé boi phan Gmg véi cht khac ma dugce
danh déu truc tiép. Cac vi du danh du gian tiép bao gdm phat hién khang thé so
clp st dung khang thé thir cip dugc danh dau huynh quang va nhan cubi cia doan
dd ADN véi biotin dé n6 ¢6 thé duoc phat hién véi streptavidin dugc danh déu
huynh quang. Thuét ngtt "mau sinh hoc" dugc du dinh bao gém md, cac té bao va
dich sinh hoc dugc phén l4p tir dbi twong, cling nhu mé, cac té bao va dich c6 trong

dbi tuong. Do d6, chta trong viéc st dung thuat nglt “mau sinh hoc”, 14 mau va
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phan doan hogc thanh phin ctia mau bao gdm huyét thanh méu, huyét tuong mau,
hodc bach huyét. P6 1, phuong phép phat hién theo sang ché c¢6 thé dugc st dung
dé phat hién chét phan tich mARN, protein, hodc ADN cta hé gen trong miu sinh
hoc in vitro ciing nhu in vivo. Vi dy, k§ thuat in vitro dé phat hién chat phan tich
mARN bao goém thé lai Northern va thé lai in situ. K§ thuat in vitro d& phat hién
chit phan tich protein bao gdm cac thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym
(ELISA), thdm tach Westen, két tia mién dich, va huynh quang mién dich. K§
thuat in vitro dé phét hién chit phan tich ADN cua hé gen bao gdm thé lai
Southern. C4c quy trinh tién hanh thir nghiém mién dich dugc md ta, vi du trong
“ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology”, Vol. 42, J. R.
Crowther (Ed.) Human Press, Totowa, NJ, 1995; “Immunoassay”, E. Diamandis va
T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1996; va “Practice and
Theory of Enzyme Immunoassays”, P. Tijssen, Elsevier Science Publishers,
Amsterdam, 1985. Hon nita, k§ thuat in vivo d& phat hién chit phan tich protein bao
gdm dua vao ddi twong khang thé protein khang chit phan tich dugc danh diu. Vi
dy, khang thé c6 thé duoc danh ddu véi chi thi hoat hoa phong xa ma su ¢6 mit va

vi trf cia n6 & ddi trgng ¢6 thé dugc phat hién béi k§ thuat ghi hinh anh tiéu chuin.

Duoc phém

Céc khang thé hoic chét theo sang ché (con chi ra & ddy 1a "hoat chat"), va
dan xuét cta n6d, manh cia nd, twong dong va ddng dang cta no, c6 thé duge dua
vao dugc phdm thich hop dé sir dung. Ché phdm nay thudng chira khang thé hoic
chét va chit mang duoc dung. Nhu duoc ding & day, thuat ngit "chat mang duoc
dung" dugc dy dinh bao gdm dung mdi bat ky va tit ca cac dung méi, moi trudng
phén tan, vo, chit khang vi khuin va khang ndm, chét ding trvong va lam chim
hép thy, va twong ty, tuong thich véi sit dung duge phdm. Chit mang thich hop
dugec md ta trong 4n ban gin nhit cia Remington’s Pharmaceutical Sciences, tai
liéu tham khao tiéu chuén trong linh vuc nay, dugc dua vao day bﬁng cach vién
dan. Cac vi du dugc wu tién vé chit mang hodc chit pha lodng nhu vy bao gdm,

nhung khong gidi han &, nude, nudec mudi, dung dich ringer, dung dich dextroza,
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va 5% albumin huyét thanh ngudi. Liposom va chét din thudc khong phai nuéc
nhu du cb dinh c6 thé con duoc sit dung. Viée dung méi truong va chét nhu vay
d6i v6i duge chét hoat hoa da duogc biét dén rong rai trong linh vie ny. Ngoai trir
trong pham vi méi trudng hodc chét théng thudng bat ky 1 khong twong thich véi
hoat chét, sir dung no trong ché phém duoce du lidu. Hoat chét bd sung co thé con

dugc dua vao ché pham.

Dugc phim theo sang ché dugc bao ché dé tuong thich v6i phuong thirc st
dung dugc du dinh ctia né. Céc vi du vé phuong thirc sit dung bao gém tiém, vi du,
trong ven, trong biéu mo, dudi da, st dung qua miéng (vi du, nubt vao), qua da
(nghia 14, bdi), qua niém mac, va qua tryc trang. Dung dich hodc huyén phu duge
dung cho tiém, trong biéu md, hodc duéi da c6 thé bao gdm cac thanh phan sau:
chét pha lodng v6 tring nhu nuéc dé tiém, dung dich nudc mudi, dau cb dinh,
polyetylen glycol, glyxerin, propylen glycol hoic dung méi tong hop khac; chat
khang vi khuan nhu rugu benzylic hodc metyl paraben; chét khang oxy héa nhu
axit ascorbic hodc natri bisulfit; chit chelat hoa nhu axit etylendiamintetraaxetic
(EDTA); dung dich dém nhu axetat, xitrat hodc phosphat, va chét diéu chinh tinh
uu truong nhu natri clorua hodc dextroza. pH ¢6 thé dugc diéu chinh véi axit hodc
bazo, nhu axit hydrocloric hodc natri hydroxit. Ché phdm tiém c6 thé dugc kém
trong dng thudc tiém, éng tiém dung mdt 1an hogc lo da lidu lam bang thuy tinh

hoac nhua.

Duoc phidm thich hop dé dung cho tiém bao gdm dung dich nuéc v tring
(nude hoa tan) hodc cac phan phéan tan va bot vo tring cho ché phdm tam thoi cla
dung dich tiém v tring hodc phan phan tan. Dé st dung trong ven, chit mang
thich hop bao gdm nuéc mubi sinh 1y, nude vi khudn tinh, Cremophor EL™ (BASF,
Parsippany, N.J.) hodc dung dich mubi dém phosphat (PBS). Trong tAt ca céc
truong hop, ché phdm phai vo tring va nén 1a chit 16ng véi khia canh dé dé dang
tiém. N6 phai 6n dinh dudi diéu kién san xuat va bao quan va phai dugc bao quan
chéng lai viéc nhiém tap vi sinh vat nhu vi khuidn va ndm. Chit mang c6 thé 1a

dung moéi hodc mdi truong phan tdn chtra, vi du, nudc, etanol, polyol (vi du,
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glyxerol, propylen glycol, va polyetylen glycol dang 16ng, va tuong tur), va hdn hop
thich hop ctia n6. Tinh 1éng thich hop c6 thé duge duy tri, vi dy, bing viéc sir dung
chét phu nhu lecithin, bing viéc duy tri kich thudc hat can thiét trong truong hop
phén tan va bang viéc sir dung chét hoat hoa bé mat. Ngin ngira hoat dong cua vi
sinh vat c6 thé dat duoc nho chét khéng vi khuin va khéng ndm khac nhau, vi dy,
paraben, clorobutanol, phenol, axit ascorbic, thimerosal, va tuong tu. trong nhiéu
trudmg hop, s& dugc vu tién dé bd sung chét dang truong, vi du, dudng, polyalcohol
nhu manitol, sorbitol, natri clorua trong ché phdm. Su hép thu kéo dai ché phim
tiém c6 thé dat dugc béng cach cho vao ché phém chit 1am cham su hép thu, vi du,

nhom monostearat va gelatin.

Dung dich tiém dugc vo trung co thé dugc tao ra bang cach két hop hoat
chét v6i luong can thiét trong dung moéi thich hop véi mot thanh phin hozc hdn
hop cac thanh phin dugc liét ké phia trén, 1a can thiét, theo sau budc loc vo tring.
Thong thudng, cic phin phan tan duoc tao ra bang cach két hop hoat chét vao chat
dan thubc v trung chira moi trudong phén tan co ban va cic thanh phén cin thiét
khéc tir cac thanh phan dugc liét ké phia trén. Trong trudng hop bdt vo tring dé san
xuét dung dich tiém dugc vo tring, phuong phép san xuét 12 siy chan khong va siy
dong lanh tao ra bdt cia thanh phan hoat tinh cdng vé6i thanh phan mong muén bd

sung bt ky tir dung dich dugc loc vo triing ctia né trudce do.

Ché phidm ding qua dudng miéng thudng bao gdm chét pha lodng tro hodic
chét mang an dugc. Chung c6 thé dugc kém trong vién nang gelatin hodc duge nén
thanh dang vién nén. D6i v6i muc dich sir dung cho diéu tri ding qua dudng miéng,
hoat chét ¢6 thé duoc két hop véi td duge va duge dung dudi dang vién nén, vién
thudc nho va tron, hodc vién nang. Ché phim ding qua dudng miéng cé thé con
dugc tao ra bang cach str dung chat mang dang long dé dung 1am nudc suc miéng,
trong do st dung qua dudng miéng va sic va nhé hodc nudt hop chat trong chét
mang dang léng. Chét lién két tuong thich vé mit duge hoc, va/hodc vat liéu ta
duge c6 thé chua trong ché phim. Vién nén, vién tron, vién nang, vién thudc nho va

tron va dang tuong tu c6 thé chra thanh phén bét ky trong cac thanh phan sau, hozic
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hop chéit c6 tinh chét tuong tu: chét lién két nhu tinh thé siéu nhé xenluloza, nhua
tragacanth hodc gelatin; t4 dugc nhu tinh bot hodc lactoza, chét tan nhu axit algirﬁc,
Primogel, hodc tinh bdt ngo; cht 1am tron nhu magie stearat hodc Sterot; chét trugt
nhu silicon dioxit dang keo; chét tao ngot nhu sucroza hodc sacarin; hodc chét tao

mui huong nhu peppermint, metyl salicylat, hodc huong cam.

Péi vai viée st dung bang cach hit vao, hop chit dugce phan phdi duéi dang
phun tir vat chtra hodc binh phan phat ¢ ap luc chta chét ddy thich hop, vi du, khi

nhu cacbon dioxit, hodc may phun suong.

Viéc sir dung toan than c6 thé con bang phuong phap qua niém mac hoic
qua da. Véi viée sir dung qua niém mac hodc qua da, st dung trong ché pham chét
thAm thich hop t6i rao chin dugc thdm qua. Chit thAm nhu vay thuong da duge
biét dén trong linh vuc nay, va bao gém, vi du, v6i viéc st dung qua ni€ém mac,
chét téy rira, mubi mat, va dan xuét cia axit fusidic. Véi viéc st dung qua niém
mac c6 thé duoc thuc hién bz‘ing cach st dung phun vao miii hodc thudc dat. Véi
viéc st dung qua da, hoat chit dugc bao ché thanh thube dang ma, thudc dang cao,

gel, hodc kem nhu thudng duge biét dén trong linh vuc nay.

Hop chét c6 thé con duoc tao ra dudi dang thube dat (vi du, v&i ban chét cua
thudc dat thong thuong 13 bo ca cao va cac glyxerit khac) hodc giit lai rira rudt dé

phén phdi qua truc trang rectal delivery.

Theo mot phwong 4n, hoat chét duge tao ra voi chdt mang s& bao vé hop
chét chéng lai su loai bé nhanh chéng ra khoi co thé, nhu ché phdm giai phong c6
kiém so4t, bao gdm vién cdy va hé théng phan phdi duoc bao nang sidu nho. Co thé
phéan huiy sinh hoc, polyme tuong thich sinh hoc ¢6 thé duoc str dung, nhu etylen
vinyl axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic, collagen, polyorthoeste, va axit
polylactic. Phuong phép san xuét ché phdm nay s& 14 rd rang v&i nguoi co hiéu biét
trong linh vuc nay. Vit liéu c6 thé con thu dugc trén thi truong tr Alza Corporation
va Nova Pharmaceuticals, Inc. Liposomal suspensions (bao gém liposom dugc

nhim dich t&i cac té bao nhidm bénh véi cac khang thé don dong t6i khang nguyén
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virut) ¢6 thé con duoc sir dung lam chét mang duge dung. Chiing ¢6 thé dugc tao ra
theo phuong phép da duge biét dén v6i ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc nay, vi du,

nhu dugc mo ta trong Patent My sb 4522811.

Dic biét thuan loi néu bao ché ché phidm dung qua dudng miéng hodc dung
dé tiém & dang don vi liéu luong dé dé st dung va thng nhét liéu luong. Dang don
vi lidu lugng nhu duge dung & day chi don vi gian doan vé mit vat ly thich hop 1am
liéu don cho ddi twong duge diéu tri; mi don vi chira lugng hoat chét duge xéac
dinh truéc dugce tinh toan dé tao ra hidu qua tri liéu mong mudn két hop vé6i chit
mang duoc hoc can thiét. Su mé ta cho dang don vi liéu lwong theo sang ché duoc
quy dinh béi va phu thudc truc tiép vao tinh chét duy nhét cua hoat chit va hiéu qua
tri lidu cu thé dat duoc, va c6 han ché thudc vé linh vuc nay v& viéc bao ché hoat

chat nhu vay dé di€u tri céc cd the.

Duoc pham c6 thé duoc dung trong vat chira, géi, hodc binh phan phat cung

v6i huéng dan st dung.

Phuong phap sang loc

Sang ché @& xudt phuong phép (con dugc chi ra & day 1a "céc thi nghiém
sang loc") dé nhan dién chét diéu bién, nghia la, hop chit hodc chét ing vién hoic
thir nghiém (vi du, peptit, peptidomimetic, phan tr nhé hodc duoc chét khac) hoic
diéu bién hodc néu khong thi can thiép vao sy dung hop cua flavivirut véi mang té
bao. Phuong phap nhan dién hop chit hitu dung dé diéu trj 14y nhiém flavivirut con
dugc dé xuét. Sang ché con bao ham hop chit dugc nhan dién st dung cac tha

nghiém sang loc dugc mo ta & day.

Vi du, sang ché d& xuét cac thir nghiém dé sang loc hop chét ung vién hoic
thir nghiém ma diéu bién sy twong téc giita flavivirut va mang té bao. Hop chét thir
nghiém theo sang ché c6 thé thu duoc sir dung v6 sd cac phuong phap bt ky két
hop véi phuong phép thu vién da duoc biét dén trong linh vuc ndy, bao gdm: thu
vién sinh hoc; pha ran song song véi vi tri khong gian hodc thu vién pha dung dich;

phuong phép thu vién tong hop can su thao cudn; phuong phép thu vién “mot-hat
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mot-hop cht”; va phuong phép thu vién téng hop st dung chon loc sic ky ai luc.
Phuong phép thu vién sinh hoc bi han ché boi thu vién peptit, trong khi bdn
phuong phép khac ¢6 lién quan téi peptit, thu vién hop chit oligome hodc phan tir
khong phai peptit nho. (Xem, vi du, Lam, 1997. Anticancer Drug Design 12: 145).

"Phan t&r nhd" nhu dugce ding & ddy, nghia 1 chi ché phdm c6 trong luong
phan ttr it hon khoang 5 kD va t6t hon nhét 14 it hon khoang 4 kD. Phan tir nhé ¢6
thé 1a, v/ du, axit nucleic, peptit, polypeptit, peptidomimetic, carbohydrat, lipit hozc
cac phan tir hitu co hodic v co khac. Thu vién cac hdn hop hoéa hoc Vé/hbéc sinh
hoc, nhu nim, vi khuén, hoic phé“m chiét cua tdo, da dugc biét dén trong linh vuc
nay va c6 thé duge sang loc véi thir nghiém bét ky trong cac thir nghiém theo séng

7
A

ché.

Céc vi du vé& phuong phép dé tdng hop thu vién phan tir ¢6 thé duge tim thy
trongllfnh vuc nay, vi du trong: DeWitt, et al., 1993. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
90: 6909; Erb, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 11422; Zuckermann,
et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 2678; Cho, et al., 1993. Science 261: 1303; Carrell,
et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell, et al., 1994. Angew. |
Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; va Gallop, et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 1233.

Thu vién hop chét ¢6 thé c¢6 trong dung dich (xem vi du, Houghten, 1992,
Biotechniques 13: 412-421), hodc trén hat (xem Lam, 1991. Nature 354: 82-84),
trén chip (xem Fodor, 1993. Nature 364: 555-556), vi khuin (xem Patent My sb
5,223,409), 16 (xem U.S. Patent 5,233,409), plasmit (xem Cull, et al., 1992. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869) hodc trén thuc khudn thé (xem Scott va
Smith, 1990. Science 249: 386-390; Devlin, 1990. Science 249: 404-406; Cwirla, et
al., 1990. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 6378-6382; Felici, 1991. J. Mol. Biol
222:301-310; va Patent My s6 5,233,409.).

Theo mdt phuong an, hop chét tmg vién duge dua vao phtrc hgp khéng thé-
khang nguyén va xac dinh lidu ring hop chét tmg vién phé v phitc hop khang thé-
khang nguyén khong, trong d6 su pha v& phirc hgp nay thé hién ring hop chit ing
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vién diéu bién su twong tac gitta flavivirut va mang té bao. Vi du, khang thé ¢6 thé
1a khang thé don dong mAbl1, mAbl1-LALA, hoic bién thé bat ky cia nd, va
khéng nguyén c6 thé dugc bb tri trén protein vo cta flavivirut (nghia Ia, protein E

cta virut Tay song Nin).

Theo phuong an khéc, it nhét mot protein vé cua flavivirut dugc dé xuét,
tiép xuc voi it nhit mot khang thé don dong trung hoa. Su tao thanh phtrc hop
khang thé-khang nguyén duoc phét hién, va mdt hodc nhidu hop chit ung vién
dugc dua vao phirc hop. Néu phirc hop khang thé-khang nguyén duoc pha v& sau
sy dua vao ciia mot hodc nhidu hop chit Gng vién, hop chét ing vién 14 hiru dung
dé diéu tri bénh hoic rdi loan lién quan téi flavivirut, vi du Sbt xut huyét. Vi duy, it

nhat mdt protein cua flavivirut c6 thé dugce dé xuat 1a phan t flavivirut.

Xéc dinh kha ning cta hop chit thir nghiém dé can thiép vao hodc pha v
phirc hop khang thé-khang nguyén co thé dwoc thuc hién, vi du, bing cach két doi
hop chét thir nghiém véi isotop phong xa hodc nhin enzym dé lién két hop chét thir
nghiém vé6i khang nguyén hodc phan hoat héa sinh hoc ctia n6 c6 thé duoc xac dinh
bing cach phat hién hop chit dugc danh du trong phirc hop. Vi du, hop chét thir
nghiém c6 thé dwoc danh diu véi '2°I, 338, 1C, hoic *H, hoic truc tiép hodc gian
tiép, va isotop phong xa dugc phat hién bang cach dém truc tiép su phét xa hodc
bang cach dém sy nhdp nhay. No6i cach khac, hop chét thir nghiém c6 thé duoc
danh diu vé mat enzym véi, vi duy, peroxidaza cua cdy cai ngua, alkalin
phosphataza, hoac luciferaza, va nhan enzym dugc phét hién bang cach x4c dinh su

chuyén héa ctia co chit thich hop thanh san pham.

Theo mot phuong 4n, thir nghiém bao gdm viéc cho phirc hop khang thé-
khang nguyén tiép xtic véi hop cht thir nghiém, va xdc dinh kha nang tuong téc
cta hop chit thir nghiém véi khang nguyén hodc néu khoéng thi pha v& phirc hop
khang thé-khang nguyén dang c6. Theo phuong 4n nay, viéc xdc dinh khd ning
trong tac ctia hop chat thir nghiém véi khang nguyén va/hodc pha v phtic hop
khang thé-khang nguyén gdm budc xac dinh kha ning cta hop chét thir nghiém dé
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lién két wu tién v6i khang nguyén hodc vdi phan hoat hoa sinh hocctia nd, nhu duoc

so sanh v&i khang the.

Theo phuong 4n khac, thir nghiém gdm viéc cho phic hop khang thé-khang.
nguyén tiép xtc voi hop chét thir nghiém va xé4c dinh kha ning cua hop chét thir
nghiém dé diéu bién phuc hop khang thé-khang nguyén. Xac dinh kha ndng cla
hop chit thir nghiém dé diéu bién phirc hop khang thé-khang nguyén c6 thé dugc
thuc hién, vi du, bang cach xac dinh kha ning lién két hoic tuong tac cua khang

nguyén véi khang thé, véi sw c6 mit ctia hop chit thir nghiém.

Ngudi ¢6 hidu biét trong linh vuc ndy s& nhén ra ring, trong phuorng phap |
sang loc bat ky dugc boc 160 & diy, khang thé c¢6 thé 1a khang thé trung hoa
flavivirut, nhu khéng thé don dong Ab-11 hodc bién thé bit ky cia né trong do6
ving Fc dugc cii bién dé nd 1am giam lién két khong lién két voi thu thé Fe-
gamma. Ngoai ra, khang nguyén c6 thé 13 protein vo cua flavivirut, hodc phin cua

no.

Phuong phap sang loc duge boc 10 & ddy c6 thé duge tién hanh nhu thu
nghiém dua trén t& bao hodc nhu thir nghiém khéng c6 té bao. Thir nghiém khong
c6 té bao theo sang ché st dung ca dang hoa tan hodc dang gin mang cia protein
va manh cia né. Trong trudng hop thir nghiém khong c6 té bao chira protein gin
mang, str dung chit lam tan c¢6 thé 1a mong mubn dé protein gin mang dugc duy tri
trong dung dich. Cac vi du vé chit 1am tan nhu vdy bao gdm chét tiy rira khong
phdi dang ion nhu n-octylglucosit, n-dodexylglucosit, n-dodexylmaltosit,
octanoyl-N-metylglucamit, decanoyl-N-metylglucamit, Triton® X-100, Triton®
X-114, Thesit®, Isotridexypoly(etylen glycol ete)n,
N-dodexyl--N,N-dimetyl-3-ammonio-1-propan sulfonat, 3-(3-cholamidopropyl)
dimetylamminiol-1-propan sulfonat (CHAPS), hodc
3-(3-cholamidopropyl)dimetylamminiol-2-hydroxy-1-propan sulfonat (CHAPSO).

Theo nhidu hon mdt phwong an, ¢b dinh hozc khang thé hodc khang nguyén

¢6 thé 1a mong mudn dé tao diéu kién phén tach dang phirc hop tir dang khong phirc
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hop ctia mdt hodc ca hai sy dwa vao sau ddy cta hop chit (img vién, ciing nhu dé
chtra thit nghiém tu dong héa. Quan sat phiic hop khang thé-khang nguyén véi su
c6 mit va ving mit hop chéit ing vién, ¢6 thé duoc thuc hién trong vt chira thich
hop bat ky dé chira chit phan tng. Céc vi du vé vat chira nay bao gém dia vi chuén,
6ng thir nghiém, va dng vi ly tdm. Theo mdt phwong 4n, protein dung hop c6 thé
dugc dé xuit dé chén thém mién cho phép mét hodc ca hai protein lién két véi chit
nén. Vi du, protein dung hop GST-khéng thé hoic protein dung hgp GST-khang
nguyén c6 thé dugc hép thu trén hat glutation sepharoza (Sigma Chemical, St.
Louis, MO) hoc dia vi chudn din xuét glutation, sau d6 dugc két hop véi hop chét
thtt nghiém, va hdn hop duge 1 véi didu kién thir nghi¢m dé tao thanh phtc hop (vi
du, & diéu kién sinh ly cho mubi va pH). Sau khi 4, cac hat hodc cac giéng cua dia
vi chudn dugc rira dé loai bé thanh phan khong lién két bét ky, chit nén duoc cb
dinh trong truong hop céc hat, phirc hgp duge xic dinh hodc truc tiép hodc gian
tiép. Noi cach khac, phtrc hop cé thé dugc phan ly tur chét nén, va muc do tao thanh
phirc hop khang thé-khang nguyén c6 thé dugc xac dinh st dung cac k§ thuat tiéu

chuan.

Céc k¥ thuat khac dé c¢b dinh protein trén chét nén c6 thé con dugce st dung
trong cac thr nghiém sang loc theo séng ché. Vi du, hoic khéng thé hoic khang
nguyén (vi du c6 thé duge cb dinh st dung tiép hop giita biotin va streptavidin. Céc
phan tr khang thé hozc khang nguyén biotinyl hoa c6 thé dugc tao ra tir
biotin-NHS (N-hydroxy-suxinimit) st dung k¥ thuat di dugc biét dén rong rai
trong linh vuc nay (vi du, kit biotinyl hoa, Pierce Chemicals, Rockford, Ill.), va
dugc c¢b dinh trong giéng cua dia 96 giéng dugc phu streptavidin (Pierce
Chemical). N6i cach khac, cac khang thé khac phan tng voi khang thé hodc khang
nguyén dugc quan tdm, nhung khong can thiép vao sy tao thanh cua phtic hop
khang thé-khang nguyén duoc quan tdm, c6 thé duoc din xudt toi giéng cla dia, va
khang thé hogc khang nguyén khong lién két dugc gitr trong giéng boi tiép hop
khang thé. Phuong phap phat hién phic hop nay, ngoai cac phuong phap dugc mo
ta phia trén cho phirc hgp dugce cb dinh GST, bao gdm phat hién mién dich phuc
hop str dung cac khang thé khic phan tng véi khang thé hoic khang nguyén.
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Sang ché con gdn véi chat méi duge nhan dién bdi tht nghiém sang loc bat
ky trong céc thir nghiém sang loc néu trén va cach sit dung n6 dé di€u tri nhu dugce

mo ta & day.

Céc thtr nghiém chin doén

Céc khéang thé theo sang ché ¢6 thé duoc phat hién boi céc thir nghiém thich
hop, vi du, kiéu thu nghiém mién dich thong thuong. Vi du, thir nghiém c6 thé
duogc tién hanh trong d6 protein vé cua flavivirut (vi du, protein E cia virut Tay
song Nin) hozc méanh ciia n6 dugc gin vé6i pha rin. Sy i duge duy tri trong khoang
thoi gian du dé cho phép khang thé trong mau lién két vai chudi polypeptit duge cb
dinh trén pha rén. Sau lan G d4u tién nay, pha ran duoc tich ra tir mau. Pha rin
dugc rira dé loai bo vat liéu khong lién két va can thiép vao co chét nhu protein
khong dic hiéu ciing c6 thé c6 trong mau. Pha rin chita khang thé dugc quan tim
lién két v6i chudi polypeptit duge ¢b dinh sau d6 dugc u v6i khang thé hodc khang
thé lién két voi chat két doi nhu biotin hodc avidin thtr hai dugc danh ddu. Khang
thé th hai nay c6 thé 12 khang thé khang flavivirut khac hoic khang thé khéc.
Nhan cho céc khang thé da dugc biét dén rong rai trong linh vuc nay va bao gdbm
hat nhan phéng xa, enzym (vi du maleae dehydrogenaza, peroxidaza cua cdy cai
ngua, glucoza oxidaza, catalaza), huynh thach (ﬂuoreséein isothioxyanat,
rhodamin, phycoxyanin, fluorescarmin), biotin, va twong tu. Cac khéng thé duoc
danh ddu duogc 0 véi chét rin va nhan lién két véi pha rén dugc xac dinh. Céc thu
nghiém mién dich nay va céc thir nghiém mién dich khac c6 thé d& dang dugc tién

hanh boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Phuong phap minh hoa dé phat hién sy c6 hodc khong c6 mat cua flavivirut
(trong mAu sinh hoc din dén thu dugc mau sinh hoc tir d8i tugng thir nghiém va
mau sinh hoc tiép xtic v&i khang thé don dong duoc danh ddu theo sang ché dé su

c6 mat cia flavivirut dugc phat hién trong mau sinh hoc.

Nhu duogc dung & day, thudt nglt "duge danh d4u", khi néi t6i doan do hoic

khang thé, dugc du dinh bao ham danh diu truc tiép doan do hodc khang thé bing
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cach két doi (nghia la, lién két v& mat vat Iy) co chét co thé phat hién duoc véi
doan do hodc khang thé, cling nhu danh diu gian tiép doan do hodc khang thé boi
phan tng vdi chit khac ma dugc ddnh diu truc tiép. Céc vi du danh diu gian tiép
bao gdm phat hién khang thé so cip st dung khang thé thi cp dugc danh diu
huynh quang va nhan cudi cia doan ddo ADN véi biotin dé n6 ¢6 thé dugc phat hién
v6i streptavidin dugc danh ddu huynh quang. Thuét ngit "mAu sinh hoc" duge du
dinh bao gém mo, cac té bao va dich sinh hoc dugc phéan lap tu ddi tuong, cling
nhu md, cac t& bao va dich co trong ddi twong. Nghia 13, phwong phép phét hién
theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé phat hién flavivirut trong mau sinh hoc in
vifro ciing nhu in vivo. Vi du, k§ thuat in vitro d phat hién flavivirut bao gdm céc
thir nghiém hap thu mién dich lién két enzym (ELISA), thim tach Westen, két tia
mién dich, va huynh quang mién dich. Hon nita, k§ thuat in vivo dé phat hién
flavivirut bao gdm dwa vao ddi twong khang thé khang flavivirut dugc danh du. Vi
du, khang thé ¢6 thé dugc danh ddu véi chi thi hoat hoa phéng xa ma sy c6 mat va

vi trf ctia n6 & ddi twong c6 thé dwoc phét hién boi k§ thuét ghi hinh anh tiéu chuén.

Theo mdt phwong an, mau sinh hoc chira cdc phan tir protein tir doi tuong
tht nghiém. Mot mau sinh hoc duge uvu tién 12 mau bach cdu cia mau ngoai bién

duoc phan lap bang cac phuong phép thong thuong tir d6i tuong.

Sang ché con bao ham cac kit phat hién sy ¢6 mit flavivirut trong mau sinh
hoc. Vi du, kit c6 thé gdm: hop chét hodc chét c6 kha ning phét hién flavivirut
dugc danh diu (v du, khang thé don dong khang flavivirut) trong miu sinh hoc;
phuong phap xéc dinh lwgng flavivirut trong mdu; va phuong phép so sanh lugng
flavivirut trong mau véi mau chuan. Hop chét hodc chét c6 thé duoc bao goi trong
vat chira thich hop. Kit ¢6 thé con gébm huéng dan st dung kit dé phat hién

flavivirut trong mau.

Chung ngtra bi dong

Chung ngura bi dong dugc ching minh la chién luge hiéu quéa va an toan dé

ngan ngua va diéu tri bénh virut. (Xem Keller et al., Clin. Microbiol. Rev. 13:602-
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14 (2000); Casadevall, Nat. Biotechnol. 20:114 (2002); Shibata et al., Nat. Med.
5:204-10 (1999); va Igarashi et al., Nat. Med. 5:211-16 (1999), mdi tai Iiéu duge
dua vao & dy bang cach vién dan)). Ching ngira bi dong sir dung cic khang thé
don dong trung hoa ciia ngudi c6 thé dan t6i chién luge diéu tri trung gian cho di_r
phong va diéu tri khan cp lay nhiém flavivirut va bénh va cac rdi loan ¢6 lién quaﬁ
trong khi phuong 4n thay thé va su phat trién vacxin va dugc chit méi mat nhiéu

thoi gian hon dang dugc thuc hién.

Vacxin dang tiéu phan c6 tiém ning dem lai wu diém dédng k& so vé6i chit |
gdy mién dich thong thudng. Ching trénh duge mdi nguy vé mit an toan ton tai
trong san xudt, phan phdi, va van chuyén vacxin chira toan bd tic nhan gy bénh
dugc giam doc luc hodc bi giét thong thuong. Hon nita, ching cé thé duoc thiét ké
hop 1y dé chi chira epitop bao vé duge xac nhén, tr d6 tranh dugc epitop T kim
ham (xem Steward et al., J. Virol. 69:7668 (1995)) hoac epitop B uvu thé mién dich
phé hoai hé mién dich bang cach kich thich dap tmg khong c6 tic dung, khong bao
vé (vi dy epitop “mdi”). (Xem Garrity et al., J. Immunol. 159:279 (1997)).

Hon nita, ngudi c6 hidu biét trong linh vuc ndy s& nhan ra ring c6 mdi twong
quan t6t ton tai gitta hoat tinh trung hoa ctia khdng thé in vitro va su bao vé in vivo
d6i v6i nhiéu virut, phuong thirc thach thirc, va md hinh dong vat khac nhau. (Xem
Burton, Natl. Rev. Immunol. 2:706-13 (2002); Parren et al., Adv. Immunol.
77:195-262 (2001)). Dit liéu c6 & day thé hién riang khang thé don dong ctia ngudi
mAb-11 va bién thé mAb khac c6 thé con duge phét trién va thir nghiém trong
nghién ctru dong vt in vivo dé xac dinh tinh tng dung 1am sang ctia n6 lam chét trc
ché ADE tiém ning cho phong ngira va diéu tri 1y nhiém flavivirut va bénh va céc

roi loan ¢6 lién quan.

Thé kham ctia khang neuyén-Ig trong chiing vacxin

D4 hon mot thap ky tir khi cac khang thé dau tién duoc st dung nhu khung
protein dbi véi sy ¢6 mit hidu qua cla yéu t6 quyét dinh khang nguyén véi hé mién

dich. (Xem Zanetti, Nature 355:476-77 (1992); Zaghouani et al., Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 92:631-35 (1995)). Khi peptit dugc gin trong phan tir IgG (vi du, khang
thé don dong 11A hoic 256 IgG1 dugc md ta & day), tinh khang nguyén va tinh
gdy mién dich cua epitop peptit dugc ting cudng manh nhu dugc so sanh véi peptit
tu do. Su ting cudng nay ¢ thé do thé kham cta khang nguyén IgG ¢6 chu ky ban
rd dai hon, sy thé hién t6t hon va cdu hinh han ché, mé phong ciu tric nguyén thé

cda ching.

Hon nita, vu diém bd sung cta viéc sir dung thé kham cia khang nguyén‘
TG 1a hodc ving bién ddi hodc ving Fe cla thé kham cta khang nguyén IgG c6
thé duoc st dung dé nhdm dich cac té bao bidu hién khéang nguyén chuyén biét
(APC). Dé cap nhat, Ig tai t6 hop duoc tao ra trong d6 ving quyét dinh b trg
(CDR) ctia gen bién dbi chudi ning (Vi) duoc thay thé béi peptit khang nguyén
khac nhau dugc nhén ra boi cac té bao B hodc T. Thé kham cua khang nguyén IgG
nay duoc st dung dé kich thich ca dap Gmg mién dich thé dich va dép tng mién

dich té bao. (Xem Bona et al., Immunol. Today 19:126-33 (1998)).

Céc thé kham v6i epitop dic hiéu dugce ghép vao vong CDR3 duge ding dé
kich thich dap tmg mién dich thé dich v6i hodc HIV-1 gp120 vong V3 hoic mién
ngoai té bao dau tién (D1) clia thu thé CD4 & nguoi. (Xem Lanza et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:11683-87 (1993); Zaghouani et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
92:631-35 (1995)). Huyét thanh mién dich c6 kha ning ngin ngira sw 1ay nhiém céc
té bao CD4 SupT1 béi HIV-1MN (khéng-gp120 V3C) hodc trc ché su tao thanh
hdn bao (khang-CD4-D1). Bdng th3iCDR2 va CDR3 c¢6 thé dugc thay thé bsi

epitop peptit, va chidu dai cua peptit dugc chén vio c6 thé dai t6i 19 axit amin.

N6i cach khac, mot nhom dd phat trién chién luge “troybody” trong dé
khang nguyén peptit c6 trong vong ctia ving ¢b dinh Ig (C) va ving bién ddi cua
thé kham c6 thé duoc st dung dé nhim dich IgD trén bé& mit cta cac té bao B hoic
cac phan tr MHC 16p II trén APC chuyén biét bao gdm cac té bao B, cac té bao
hinh sao (DC) va dai thuc khuén thé. (Xem Lunde et al., Biochem. Soc. Trans.
30:500-6 (2002)).
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Thé kham ctia khang nguyén IgG c6 thé con duoc tao ra biang cach dung hop
truc tiép khang nguyén véi phan Fc cia phan tir IgG. You et al., Cancer Res.
61:3704-11 (2001) c¢6 kha ning thu dugc tit ca cic muc dich cua d4p tng mién
dich dic hiéu, bao gdm muc d6 cac khang thé rit cao cho khang nguyén c6 15i 1a

virut hepatitis B st dung phuong phéap nay.

Chung ngtra ADN

ADN vacxin 1a 6n dinh, c6 thé tao cho khéng nguyén co hoi dé duoc xir ly
mot cach tu nhién, va c6 thé kich thich dép ung kéo dai lau hon. Mac du chién lugc
mién dich rit hdp din, vacxin ADN thuong c6 cong hiéu rat giéi han déi véi viée
kich thich cac dap tmg mién dich. Su hip thu ADN dugc tiém kém béi cac APC
chuyén nghiép, nhu cic t& bao dudi gai (DC), ¢6 thé 12 nguyén nhan chinh cia su
gidi han nay. Pugc két hop véi vacxin khang nguyén-thé kham Ig, chién luogc
vacxin AND méi ddy hitra hen dua trén sy ting cudng c6 mit khang nguyén APC
dugc thong bdo (xem Casares, et al., Viral Immunol. 10:129-36 (1997); Gerloni et
al., Nat. Biotech. 15:876-81 (1997); Gerloni et al., ADN Cell Biol. 16:611-25
(1997); You et al., Cancer Res. 61:3704-11 (2001)), ma tan dung su ¢6 mat cia thu
thé Fc (FeyR) trén bé mit ctia cac DC.

C6 thé tao ra vacxin ADN mi héa khang nguyén (Ag)-thé kham Ig. Khi
mién dich hoa, protein dung hop Ag-Ig s& dwoc biéu hién va tiét ra bai cc té bao
hép thu céc phan tir ADN. Protein dung hop Ag-Ig da duoc tiét ra, trong khi kich
thich céc dap ung té bao B, ¢6 thé duoc bit va tiép nhan nhd su trong tac clia manh
Fc véi FeyR trén bé mit DC, ma s& thuc ddy su ¢6 mit ctia khang nguyén hiéu qua
va thuong ting cudng dap ung mién dich ddc hiéu khang nguyén. Ap dung cing
mot nguyén tic, ADN ma héa khang nguyén-thé kham Ig mang gen cua ving scFv
dic hiéu khang MHC II chtrc ning con ¢6 thé huéng dich cac chit gay mién dich
dén tat ca ba loai APC. Cac dap tmg mién dich con c6 thé duoc thuc ddy voi viee
st dung cing mdt khang nguyén protein dugc tao ra in vitro (nghia 13,“gdc va
dinh”), néu cin. Bang cach st dung chién luc nay, dap tng té bao dic hidu va dap

tng mién dich thé dich chéng lai su 1y nhidm cua flavivirut duoc thyc hién thong
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qua viéc ti€ém vacxin AND trong co (intramuscular-i.m.). (Xem Casares et al.,

Viral. Immunol. 10:129-36 (1997)).

Ché pham vacxin

Ché phém diéu tri bénh hoic phong ngua bénh dugce dé xuit & day, ma
thong thudng bao gdm céc hdn hop ciia mot hoic nhiéu khang thé don dong hoic
ScFv va cac td hop cua né. Vacxin phong ngira bénh c¢6 thé dugc st dung dé ngin
ngira su lay nhiém flavivirut va vacxin didu tri bénh c6 thé duogc st dung dé diéu tri
cho cac c4 thé sau khi bi 14y nhidm flavivirut. Viéc sir dung dé phong ngira bénh
bao gdm viéc cung cip do chuin khang thé gia tang cho flavivirut & dbi twong céan
ching ngwra. Theo cach nay, d6i twong c6 nguy co nhiém flavivirut cao (nghia 1a,
trong cac vung cén nhiét d6i ma mudi mang virut phat trién manh) co thé dugce dé

xuét ¢6 tinh mién dich thu dong d6i véi flavivirut.

Céac ché phim vacxin nay cé thé dugc st dung két hop vai chat didu hoa
mién dich phu thudc. Vi du, xytokin, lymphokin, va chemokin, bao gdm, nhung
khong gi6i han &, IL-2, IL-2 dugc cai bién (Cys125 — Ser125), GM-CSF, IL-12, y-
interferon, IP-10, MIP1f, va RANTES.

Phuong phap tiém ching

Vacxin theo sadng ché c6 tinh chat bao vé mién dich va tri liéu mién dich uvu

viét hon vacxin khéang virut khéc.

Sang ché @& xuét phuong phdp mién dich hoa, vi duy, kich thich dap ung
mién dich, cia ddi tuong. béi tuong dugc ti€ém chung béng cach cho dbi tuong
dung ché pham chira protein dung hgp mang cua virut c6 v6 boc ngoai sinh bénh.

Protein dung hop ndy dugc boc hodc nhing trong chét nén twong thich sinh hoc.

Protein dung hgp nay dugc glycosyl héa, vi dy, chira nhém hydrat cacbon.
Nhom hydrat cacbon nay co thé c6 dang monosacarit, (cac) disacarit. (céc)
oligosacarit, (c4c) polysacarit, hodc dan xuét cua chung (vi du, duge thé sulfo hozc

phospho). Hydrat cacbon nay la mach thing hosc mach nhdnh. Nhém hydrat
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cacbon nay dugc lién két bang N hoic lién két bang O vé6i chudi polypeptit. Viéc
glycosyl hoa duoc lién két bang N 1a dbi v6i amit nito ctia chubi bén asparagin va
viéc glycosyl hoa dugce lién két bang O 1a dbi v6i hydroxy oxy cta chudi bén serin

va threonin.

Nhém hydrat cacbon 12 ndi sinh déi véi ddi twgng duoc tiém ching. Theo
mot phuong an khac, nhém hydrat cacbon nay 1a ngoai sinh d6i véi d6i tugng dugce
ti€ém chung. Nhom hydrat cacbon 1a nhém hydrat cacbon ma khong thuong duoc
biéu hién trén chudi polypeptit ctia ddi twong dugc tiém ching. Vi dy, nhém hydrat
cacbon la hydrat cacbon ddc hi¢u d6i vé6i thuc vat. Cac nhom hydrat cacbon dic
hiéu ddi vé6i thuc vét bao gém, vi du, glycan dugc lién két bang N ¢6 al,3 fucoza
duoc lién két 161 hodc B1,2 xyloza dugc lién két 18i. Theo mot phuong an khac,
nhém hydrat cacbon 1a nhém hydrat cacbon ma dwgc biéu hién trén chudi
polypeptit hoic lipit ctia déi twong dugc tiém ching. Vi du, cac té bao chu di dugc
thiét ké theo phuwong phap di truyén dé tao ra protein ngudi véi cac diém gin duong

giong & nguoi.

Vi du, protein dung hop 13 protein ngung két t6 hdng cau trime. Tuy ¥,
protein ngung két t6 hong ciu duge san xuat trong té bao dong vt khong phai dong

vét c6 vl nhu té bao thuc vat.

Déi tuong néu trén c6 nguy co phat trién trién hodc méc bénh lay nhiém
virut. Cac thanh vién ho flavivirut bao gém, vi duy, virut tdy song Nin, virut sbt xudt
huyét (kiéu huyét thanh 1-4), virut viém ndo St. Louis, virut s6t vang da, virut viém
nio Nhét Ban, hodc virut viém nfo thung liing Murray. Vi du, dbi tuong di dén cac
ving hodc cac nudc ma trong dé cic bénh 1ay nhiém flavivirut khdc dugc thong

bao.

Phuong phap duoc md ta ¢ ddy din dén sy giam tinh nghiém trong hodc su
lam gidm mat hodc nhiéu triéu chimg ctia bénh lay nhidém virut. Bénh 1ay nhiém
dugc chin doan va hodc duoc theo ddi, thuong béi bac sy bang cach sir dung cac

phuong phép luén tiéu chuén. Déi tuong can mién dich héa dugc nhan dién béng

-52-



30664

phuong phéap da biét trong linh vuc nay. Vi du, d6i twong duge tiém ching nhu
dugc néu so luge trong CDC’s Genral Recommendation on Immunization
(51(RR0O2) ppl-36) Cancer dugc chdn dodn, vi du, bang tht nghiém vat 1y, sinh

thiét, thir nghiém m4u, hoic tia x.

Doi tugng néu trén 1a, vi du, dong vat cé vu bat ky, vi du, nguoi, dong vat

linh trudng, chudt nhat, chudt cong, chd, meo, bo, ngua, lon, ca hodc chim.

Viéc didu tri duge st dung truée khi chdn doan bénh iy nhiém. Theo mot
phuong 4n khéc, viéc diéu tri dugc stir dung sau khi chin doan. Tinh hiéu nghiém
ctia viée didu tri duoc xéac dinh két hop véi phuong phap da dugc biét dén bat ky vé
chan doan hodc diéu tri rdi loan hodc bénh 14y nhiém cu thé. Viéc 1am giam mot

hoic nhiéu triéu chirng cta r6i loan chi ra rang hop chat mang lai loi ich 1dm sang.

Phuong phap diéu tri

Sang ché d& xuét ca hai phwong phép phong ngira va diéu trj bénh dé diéu tri
d6i tugng c6 nguy co (hodc dé méc) bénh hodc rdi loan lién quan dén flavivirut.
Céac bénh hoic cac rdi loan nhu vay bao gém, nhung khong gidi han ¢, vi du, sét,

viém mang nfo, viém ndo, sot vang da, sot xuat huyét sot.

Phuong phap diéu tri bénh

Theo mdt khia canh, sang ché dé xudt phuong phap dé ngin ngira bénh hoic
rdi loan lién quan dén flavivirut & ddi twong bing cach cho dbi tugng st dung
khang thé don dong theo sdng ché hoidc chit duge nhan dién theo phuong phép theo
séng ché. Vi du, khang thé don dong mAb-11, mAb11- LALA, va céc bién thé bét
ky cda no, trong dé vung Fc dugc cai bién, tir 6 1am giam hoic hity bd su lién két
v&i thu thé Fe-gama, ¢6 thé duoc str dung v6i luong hitu hidu dung dé diéu tri bénh.

Ty ¥, hai hodc nhidu khang thé khang flavivirut dugc st dung dong thoi.

Doi tuong c¢6 nguy co mac cac bénh hodc céac roi loan li€n quan dén
flavivirutbao gdm bénh nhén da ti€p xuc vdi flavivirut tir dong vat chan dot da bi

nhi€ém (nghia 14, mudi hoidc ve). Vi du, doi twgng da di t6i cac ving hodc cac nude
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trén thé gidi ma & d6 cac bénh lay nhidm flavivirut khac da dugc thong béo va xac
nhén. Viéc sir dung chat phong ngtra bénh c6 thé xay ra trude khi boc 10 céc tri€u
ching dac trung cua bénh hodc roi loan lién quan dén flavivirut, d¢ bénh hodc r6i

loan dugc ngédn ngira hodc, ndi cach khéc, tri hodn su tién trién cia no.

Chét thich hop c6 thé dugc xé4c dinh dua trén cac thir nghiém sang loc duoc
mo ta & day. Noi cach khac, hodic ngoai ra, chit dé duge sir dung 12 khang thé don
dong ma trung hoa flavivirut ma da dugc nhan dién theo the phuong phap theo sang
ché. Theo phuong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung véi cac kha’mg
thé khac hodc manh khang thé da dugc biét dén dé trung hoa flavivirut. Viéc sir

dung céc khang thé nay c6 thé 14 tuan tw, déng thoi, hodc thay doi.

Phuong phép tri li€u

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cap dén phuong phép diéu tri bénh
hodc rdi loan lién quan dén flavivirut & bénh nhan. Theo mdt phuong 4n, phuong
phép nay bao g61n cho bénh nhan bi bénh hoac roi loan nay st dung chét (vi du,
chéit dugc x4c dinh bang thir nghiém sang loc duge mo ta & ddy va/hoic khang thé
don dong dugc xac dinh bing phuong phdp theo sang ché), hoic két hop ctia chat

lam trung hoa flavivirut.

Phuong phap két hop

Sang ché d& xuit viéc didu tri bénh hoic rdi loan lién quan dén flavivirut,
nhu st T4y sdng Nin, viém mang nio, S6t xuét huyét, sét vang da hozc viém nio,
& bénh nhan bang céach st dung hai hodc nhidu khang thé, nhu mAb11-LALA hogc
bién thé ctia mAb11, trong d6 ving Fe ciia bién thé nay khong lién két hodc lién két
gidm véi thu thé Fc gamma, véi khang thé trung hoa flavivirut khac da dugc biét
dén trong linh vuc niy, nhu mAbll. Theo phuong an khéc, sang ché d& xuit
phuong phép diéu tri bénh hoic rdi loan lién quan dén flavivirut & bénh nhan biang
cach st dung khéang thé theo sang ché, nhu mAb11-LALA hoic bién thé mAb11

nhu duge mo ta & ddy, voi chit khang virut bat ky da duoc biét dén trong linh vuc
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ndy. Chét khang virut c6 thé 1a peptit, axit nucleic, phan ttr nho, chét e ché, hodc

ARNI.

Sang che¢ s& dugc mo ta hon nita trong cac vi du sau, n6 khong lam gidi han

pham vi cia sang ché dugc mo ta trong yéu ciu bao hd.
Vi du thue hién sang ché
Vidu 1: Phong chong nhiém virut sot xudt huyét 2 gdy tir vong ¢ chudt

O day md ta nghiém cu thir nghiém tic dung phong bénh cia viéc dung
khang thé mAb11 (ca kiéu dai va dang ddt bién c6 ving Fc duoc cai bién) 6 chudt.
Bén muoi con chudt duge danh gia trong thir nghiém nay va duoc chia thanh S
nhém, mdi nhém gém 8 con chudt. Trong nhém 1, chudt duge st dung isotyp dbi
chimg cua khang thé ddi chimg IgG. Nhém 2 dwgc sit dung 250ug/chudt
(~12,5mg/kg) mAbl11 kiéu dai. Nhém 3 dugc sir dung 50ug/chudt (~2,5mg/kg)
mAbl1 kiéu dai (wt mAb). Nhém 4 dugc st dung 250ug/chudt (~12,5mg/kg)
mAbl1 c6 dot bién LALA & ving Fc cia ching (mut mAb). Nhém 5 duogc st dung
50ug/chudt (~2,5mg/kg) mAbl1 c6 dot bién LALA & ving Fc ciia ching (mut
mADbD).

Sau khoéang thoi gian sau khi str dung khang thé diéu tri (d6i ching, mAb11
kiéu dai hodc mAb11 thé dot bién), vi du, 4 gio hodc 24 gid, chudt dugc tiém véi
lidu gy chét virut sot xuat huyét-2. Sau d6 chudt duoc quan st hang ngay trong 10
ngay ddi voi mot loat cac yéu t6, nhu giam can, trang thai bénh va diém 1am sang
bao gdm vé bé ngoai (vé bé ngoai cia mét va 16ng), kha nang di chuyén, va thai do

(va nhu dugc minh hoa trong bang phia duéi).

Bang 1: PDiém lam sang

Chir cai Vé bé ngoai, kha niing di chuyén, va
Piém diu Méta | thai do
H Khoe Long muot va mat sang. Hoat bat, tat bat,
va dao bdi. Canh bao
2 SR Hoi xu Long xu nhe (thudng 13 quanh dau/co).
Hoat bat, tAt bat, va dao béi. Tinh tao
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3 R X Long xu toan than - vé bé ngoai "udt".
hoat bat, tat bat, va dao bai. Tinh tao
4 S Om Loéng rat xu. mat khép ho, c¢b dinh. i lai |

nhung khong tit bat. Hoi hén mé

Long rat xi. Mat nhdm, ¢b dinh. Ctr dong
5 VS R4t dm | rit cham hodic khong cir dong.

S& tr& nén thing dung néu dong vao mot
bén cia nd. Hon mé sdu

6 E Pé chét |Loéng rat xi. Mit nhim, inset. Hap héi.
Cén gay chét nhan dao ngay lap tirc.
7 D Di chét | Khong cit dong hodc ctt dong co cling

khong kiém soat. S& khéng trd nén dimg
thang ddy nén tac dong vao mot bén.

Hoan toan khéng c6 y thic hodc hiém
nghéo dang ké

Chuot dugc gay chét nhan dao néu ching dat diém 5 tr& 1én va/hodc khi

chung giam cén 20%.

Céc két qua nghién ctru duge dinh lugng va trinh bay trong Fig. 3. Cu thé 13,
Fig. 3A thé hién dudong cong Kaplan-Meier ching minh ty 18 séng sot ciia cac
nhom chudt khac nhau. Cac két qua thé hién rang d6i ching khang thé va lidu kiéu
dai cia mAb11 khong hiéu qua trong viéc bao vé chudt khoi chét/gay chét nhan
dao do bénh. Nguoc lai, tit ca cac con chudt nhan mot trong hai lidu thé dot bién
ciia mAbl1 theo sang ché sbng sot sau lidu 14y nhidém giy chét. Cac két qua nay
chimg minh ring thé dot bién cia mAb11 c6 hiéu qua phong bénh d6i véi su lay

nhiém flavivirut, dic biét khi duoc so sanh véi kiéu dai khang thé.

Khi so sanh phan trim giam can tir trude khi lay nhiém (Fig. 3B), dong vat
duoc st dung thé dot bién cia mAb11 mét it trong lugng hon so vé1 dong vat duge
str dung khang thé dbi chimg hodc mAbl11 kiéu dai mét trong lugng trong ca qua
trinh nghién ctru. Nghién ciru diém 14m sang két hop cac quan sat dinh tinh khéac
lién quan dén vé bé ngoai va thai do cta dbi twong dé tinh diém mirc do sic khoe
quan sat dugc ciia dong vat. Nhu duoc thé hién trong Fig. 3C, strc khoe ciia dong

vat nhan dbi chimg hoic mAbl1 kiéu dai giam nhanh chéng (sé diém 1am sang
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tang dén trén 4), trong khi dong vt nhan mAb11 thé dot bién vin khoe, tinh tdo, va

di chuyén ngay ca 10 ngay sau lay nhiém.

Tém lai, tat ca cac két qua chi ra rang mAb11 thé dot bién ngan ngtra hi¢u
qua chét lién quan dén nhieém flavivirut, lam chdm su tién trién cua céc tri€u chung
cua bénh, va c¢6 hi€u qua phong bénh chung trén chudt bi nhi€ém virut sét xuat

huyét.

Vi du 2: So sanh giita cdc khdng thé co nguon goc tir té bao dong vdt co vu va té

bao thuec vat

Nhu duoc md ta & diy, cac khang thé theo sang ché co thé duoc san xuét
trong thuc vat chuyén gen. Céc nghién ciru khac cho thiy ring khang thé duoc lam
gidng nhu ctia ngudi thich hop dé sir dung trong didu tri & nguoi da duge san xuét
thanh cong & thuc vat. Hon nita, san Xudt khéng thé didu tri & thuc vat 1a hidu qua
va khong dit do thay cho viéc san xuit khang thé trong t& bao dong vat c6 vi, va
hon nita, thiéu chét 14y truyén mam bénh dong vat. D& kiém tra hiu qua cia khang
thé mAb11 theo sang ché (chira dot bién LALA trong ving Fc; mutAb) cac khang
thé duoc san xuét tir hé thdng biéu hién cia dong vat c6 vi va tir thuc vat (cay

thuoc 14) dugc so sénh in vivo.

Chudt A129 dugc st dung trong nghién ciru nay. Chudt A129 thiéu thy thé
IFN o/, can gidi han su tai ban cua virut trong hé than kinh trung wong. Chuot
A129 dai di€én cho md hinh nghiém ngit nhét trong linh vuc so lugc lai bénh &
ngudi lién quan dén sy lay nhidém flavivirut. Chudt A129 dwgc nhiém véi 1 PFU

(don vi tao méang) ciia virut sdt xudt huyét gay liét. (Preshaiod et al., J. Virol, 2012,

Bén muoi ndm con chudt duoc danh gia trong nghién ctru nay, va dugc chia
thanh 5 nhém mdi nhém g@)m 9 con chudt. Trong nhom 1, chudt dugc st dung
khéang thé IgG dbi chung. Khang thé ddi ching duoc st dung 13 Z-MAB ( khéng
thé don dong khéng lién két; AB Biosciences). Nhom 2 duoc sir dung 250ug/chudt
(~12,5mg/kg) mAb11 ¢ dot bién LALA & ving Fc (mut mAb) dwgc san xuét trong

hé théng biéu hién cua dong vat c6 vi (mutAb dong vét c6 vi). Nhém 3 duogce st
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dung 50ug/chudt (~2,5mg/kg) mAbl1 thé dot bién duge san xuit trong hé théng
biéu hién cuta dong vat c6 vi. Nhom 4 dugc st dung 250ug/chudt (~12,5mg/kg)
mADb thé dot bién dugc san xuét trong hé théng biéu hién cua thuc vat (mutAb thuc
vét). Nhom 5 duogc sit dung 50ug/chudt (~2,5mg/kg) mAbl1 thé dot bién duge san

xuét trong hé «th(“')ng biéu hién cua thuc vat.

Chudt dugc st dung lidu khang thé nhu dugc mo ta phia trén, sau d6 dugc
thach thtrc voi lidu gy chét cta Virut sdt xuat huyét. Sau d6 chudt duoc quan sat
hang ngay trong 20 ngay vé nhiéu yéu t, nhu giam can, tinh trang bénh, va diém
Jam sang bao gdbm vé bé ngoai (vé bé ngoai clia méit va bo 16ng), kha ning di

chuyén, va thai 6 (nhu dugc mo ta trong Bang 1).

Céc két qua cta nhitng nghién ctru nay dugc tom tit trong Fig. 4, 5 va 6. Fig.
5 thé hién su séng sot chung cua chudt. Ca hai lidu mAb11 thé dot bién dugc san
xuét tir hé théng dong vt c6 vi thé hién hiéu qua phong chdng lai su 1iy nhiém
virut, dugc so sanh v6i dbi chung (Fig. 4A). Tuong tw v6i cac két qua thé hién
trong Vi du 1 va Fig. 3, tit ca chudt dugc sir dung khang thé mutAb séng sét trén
ngay 10 nghién ctru. C4 hai liéu mutAb tir thuc vét cling thé hién hiéu qua bao Vg,
nhu thé hién trong Fig. B. So sanh gitra hai mutAb tir dong vat ¢6 vu va thyc vét
duoc thé hién trong Fig. 3, thé hién ring mutAb tir thuc vat chi hiéu qua, néu khong

nhu vay, trong bao v€ chudt khoi su tién trién cua bénh va tir vong.

Fig. 5 thé hién phan trdm gidm can & dong vat trong qua trinh nghién ctru.
Ca cac khang thé mutAb dong vat c6 v va mutAb thuc vat déu bao vé chudt tranh
giam can khi so sanh v&i khang thé dbi chiung (Fig. 5B va 5C). So sanh gitta dong
vat c6 vii va ¢6 ngudn gde tir thue vat mutAb thé hién khac biét khong dang ké giira

viéc mat trong luong 1a két qua ciia phuong phéap san xuat khang thé (Fig. SA).

Fig. 6 thé hién diém 1am sang cia dong vat trong qué trinh nghién ctru. Viéc
st dung khang thé mutAb dong vat c6 va va mutAb thuc vat bao vé chudt khéi su
tién trién hodc nghiém trong cia cac triéu chimg dugc so sanh v&i khéng thé d6i

ching (Fig. 6B va 6C). So sanh giita dong vat c6 vii va ¢6 ngudn gdc tir thuc vt
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mutAb thé hién ring hai khang thé duogc tién hanh twong tu, v6i chudt nhan liéu
mutAb c6 ngudn gbc tir thuc vat cao hon (250ug) thé hién thirc khée tong thé tdt

hon mdt chut duge xac dinh bang diém 1am sang (Fig. 6A).

Toém lai, cac két qua thé hién ring san xuét cac khang thé thé dot bién theo
sang ché chi hidu qua bao vé va giam tinh nghiém trong ctia bénh nhu khéng thé
duoc san XuAt b?ing hé théng biéu hién cua dong véat co vu chudn. Dbi véi mot sd
tham s do duoc, cu thé 14 & lidu cao cia khang thé mutAb c6 ngudn gdc tir thuc
vat, cac khang thé c6 nguén géc tir thuc vat cho théy cO tang nhe tac dung tri licu
khi so sanh v6i cac khang thé c6 ngudn gbc tir déng vat ¢ vi. Do d6, khang thé ¢o
nguén géc tr thuc vét céc theo séng ché c6 thé hiru dung dé bao vé va diéu tri su

Jay nhiém flavivirut.
Cac phwong an khac

Trong khi sang ché dugc md ta chi tiet, cic mo ta ¢ trén dugce du tinh dé
minh hoa va khong lam gigi han pham vi cia sang che, pham vi cua sang ché duoc
xac dinh bdi pham vi ciia yéu cau bao ho. Cac khia canh, 1oi ich va bién doi khéac

nam trong pham vi cia bd yéu cau bao hd sau.
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YEU CAUBAO HQ

1. Khang thé don dong duoc lam giéng nhu cta ngudi duoc phin l4p nhén ra

protein vo E cua virut Tay song Nin (WNE), chua:

a. chudi niing vdi CDR 1-3 chtra trinh tu axit amin GYSTH (SEQ ID NO:21),
WDNPSSGDTTYAENFRG (SEQ ID NO:22), va GGDDYSFDH (SEQ ID -
NO:23) theo thu tu;

b. chudi nhe véi CDR 1-3 chira trinh ty axit amin RGDSLRSYYAS (SEQ ID
NO:24), GENNRPS (SEQ ID NO:25), va NSRDSSDHLLL (SEQ ID NO:26)

theo thir tu; va
c. vung Fc dugc céi bién chira cdc mién CH2 va CH3 va cac dot bién & cac vi

trf axit amin 234 va 235, dé ving Fc nay khong lién két v6i thu thé Fey,

trong d6 cac dot bién 1a L234A va L235A, va cac vi tri 234 va 235 tuong tng
v6i céce vi tri 240 va 241 cia SEQ ID NO: 20; trong d6 khang thé khong tham
gia vao su ting cudng 1ay nhiém flavivirut phu thudc vao khang thé va trong

d6 khang thé lién két va trung hoa flavivirut.

2. Khéang thé theo diém 1, chira trinh tu axit amin Vi c6 SEQ ID NO: 1 va trinh tu
axit amin Vi, ¢6 SEQ ID NO: 3.

3. Khang thé theo diém bt ky trong s6 cic diém néu trén, trong d6 ving Fc chira

trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 7 hodac SEQ ID NO: 13.

4. Khang thé theo diém bét ky trong sb cic diém néu trén, trong d6 khang thé nay
lien két v6i chét tri lidu, tiy y trong d6 chét tri liéu 1a chét doc, chat danh dau
phéng xa, siARN, phan t&r nhd, hodc xytokin, ty y trong d6 xytokin néu trén la
TGF-beta.

5. Trinh tu axit nucleic chira trinh tu axit nucleic 1a SEQ ID NO: 2, 4 va 8 hodc ma
héa chudi polypeptit chita SEQ ID NO: 1, 3 va 7 hoic 13.

6. Chudi polypeptit chira trinh tu axit amin chira SEQ ID NO: 1, 3 va 7 hoic 13.

7. Vecto chtra axit nucleic theo diém 5.
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8. Té bao san xuét khang thé theo diém bt ky trong sé cac diém 1-4 hodc chua

vecto theo diém 7.

9. Té bao theo diém 8, trong dé té bao nay la té bao thuc vat.
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