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(57) Sang ché dé cap dén ché pham dé diéu trji bénh tich trit trong lyzosom. Sang ché dé

cap dén phirc hop trj liéu sinh hoc ma chtra mién lién két v6i yéu t6 tac dong ndi bao hoa

va hoat tinh enzym thay thé lyzosom. Phirc hop tri liéu sinh hoc nay c6 kha nang di vao

trong té bao, di chuyén dén lyzosom, va van chuyén hoat tinh enzym thay thé dén lyzosom.
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Linh vwe k§ thuat dwoe dé cap

N6i chung, sang ché @& cap dén ché phAm va mo ta phuong phdp diéu trj bénh
tich trit trong lyzosom. Cu thé, sang ché dé cap dén phic hop protein dugc huéng dich
ma bao gdm enzym thay thé va st dung ching trong diéu tri bénh tich trit trong

lyzosom.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc bénh tich trit trong lyzosom 1a nhém cac bénh hiém ma dnh hudng su phan
giai nhiéu loai co chat trong lyzosom. Cac co chat nay bao gdm céc sphingolipit, cac
mucopolyxacarit, cadc glycoprotein, glycogen, va oligoxacarit, ma co thé tich trir trong
cac té bao cua nhitng ngudi bénh ndy ma dan dén su chét ciia té bao. Cac co quan bj
anh hudng béi cac bénh tich trit trong lyzosom bao gém hé thdn kinh trung wong
(CNS), hé thin kinh ngoai bién (PNS), phdi, gan, xuong, co xwong va co tim, va hé
lu6i ndi mo.

Céc phuong an diéu tri cac bénh tich trit trong lyzosom bao gdm liéu phép thay
thé enzym (ERT), liéu phdp giam co chét, liéu phap nhd chaperon duoc 1y, lidu phéap
cdy ghép té bao gdc tao mau, va liéu phap gen. Mot vi du vé lidu phap giam co chat
bao géln viéc st dung Miglustat hodc Eliglustat dé diéu tri bénh Gaucher typ 1. Céc
dugc chét nay hoat dong béng cach khoa hoat dong cia synthaza, ma giam su tao ra co
chét tiép sau do. Liéu phap str dung t& bao gbc tao mau (HSCT), vi du, dugc st dung
dé cai thién va lam cham kiéu hinh tiéu cuc ctia hé than kinh trung wong & cac bénh
nhan méc céc dang bénh MPS. Xem R.M. Boustany, “Lysosomal storage diseases--the
horizon expands”, 9(10) Nat. Rev. Neurol. 583-98, thang mudi ndm 2013. Bang 1 1iét
ké mot sb bénh tich trir trong lyzosom va cdc enzym hodc cic protein khéc lién quan

dén chiing.
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Bang 1: Céac bénh tich trlr trong lyzosom

GM2 (Tay-Sachs)

PHUC HOP TRI | PHUC HOP TRI LIEU SINH HOC PHUC HOP TRI LIEU SINH
LIEU SINH HOC HOC
Bénh Fabry a-Galactosidaza A
Bénh u hat m& Farber Ceramidaza
Bénh Gaucher typ I B-Glucosidaza
Bénh Gaucher typ II va III Chét hoat hoa Saposin-C
Bénh Niemann-Pick typ A va B Sphingomyelinaza
Chimg r6i loan tich tu gangliosit- | B -Galactosidaza
GM1
Ciac 161 loan | Chung rdi loan tich tu gangliosit- | B -Hexosaminidaza A va B
chuyén  hoa | GM2 (Sandhoff)
sphingolipit Chimg rdi loan tich tu gangliosit- B -Hexosaminidaza A

Ching roi loan tich tu gangliosit-

GM2 (thiéu hut chit hoat hoa GM2)

Protein chat hoat hda GM2

Chtng roi loan tich tu gangliosit-

GM3

GM3 synthaza

Loan dudng chat tring nhugc sic

Arylsulfataza A

Thiéu hut chat hoat hoa Sphingolipit

Chét hoat hoa Sphingolipit

Bénh do tich tu

MPS I (bénh Scheie, Hurler-Scheie,

o-Iduronidaza

-3

Mucopoly- va Hurler)
xacarit MPS II (Hunter) Iduronidaza-2-sulphataza
MPS IIIA (Sanfilippo A) Heparan N-sulphataza
MPS IIIB (Sanfilippo B) N-axetyl-a-
glucosaminidaza
MPS IIIC (Sanfilippo C) Axetyl-CoA; a-glucosamit
N-axetyltransferaza
MPS IIID (Sanfilippo D) N-axetylglucosamin-6-
sulphataza
- MPS IVA (hdi ching Morquio A) N—axetylgalactoslamin-6-
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PHUC HOP TRI | PHUC HOP TRI LIEU SINH HOC PHUC HOP TRI LIEU smﬂ
LIEU SINH HOC HOC
sulphat sulphataza

MPS IVB (hoi chitng Morquio B) B -Galactosidaza

MPS VI (Maroteaux-Lamy) N-axetylgalactosamin-4-
sulphataza (arylsulphataza
B)

MPS VII (bénh Sly) B -Glucuronidazé

MPS IX Hylauronidaza

Bénh do tich | Bénh Pompe (bénh do tich tr@r a-Glucosidaza 2
trit glycogen glycogen typ II)
Chuyén héa | Chung thiéu hut lipaza axit | Lipaza axit lyzosomal

lipit lyzosomal (LAL-D; bénh Wolman)

Hai trong s6 cac LSD phd bién nhat 1a bénh Pompe va Bénh Fabry. Bénh
Pompe la do enzym alpha- -glucosidaza (GAA) lyzosom bi hong, ma dan dén su xur Iy
thiéu hut glycogen trong lyzosom. Su tich tu glycogen trong lyzosom dién ra chi yéu
1a trong cdc md xuong, tim va gan. Su phat bénh Pompe & tré nho gy phi dai tim,
giam truong luc, phi dai gan, va tir vong do suy tim- phdi, thuong 1a trude 2 ndm tudi.
Su phat bénh Pompe & ngudi truong thanh xuét hién trong giai doan tlir hai muoi dén

sau muoi tudi va ludn chi lién quan dén co xuong.

Bénh Fabry la do enzym alpha-galactosidaza A (GLA) cta lyzosom bi sai hong,
ma dan dén su tich tu globotriaosylceramit bén trong mach mau va cdc md va co quan
khac. Cac triéu chung di keém theo bénh Fabry bao gdm dau do su tbn thuong thin
kinh va/hodc su tic nghén mach mdu nho, thiéu nang thin va cudi cung la suy than,
cac bién chimg vé tim nhu la cao huyét ap va bénh vé co tim, cac triéu ching vé da
lidu nhu 12 sy tao thanh cac u mach sung hoa, giam tiét md hoi hodc tang tiét mo hoi,
VA chc vAn d& vé mét nhu 1a gidc mac co xody, duc thiy tinh thé hinh giéng nan hoa,

va céc bt thuong trong mach mau két mac va vong mac.

Céc phuong phap diéu tri hién nay d6i v6i cac bénh tich trit trong lyzosom O

duéi muc t6i vu. Vi du, ERT thuong la duge str dung & tan suat cao va li€u lugng cao,
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nhu 13 hai 14n trén tuan va lén dén 40 mg/kg. Ngoai ra, mot s6 enzym thay thé c6 thé bi
phan ung chéo mién dich (CRIM), kich thich su tao ra IgG trong dbi tuong va do do,
can trd sy van chuyén enzym dén lyzosom qua thu thé manoza-6-phosphat (M6P). Cac
IgG nay co thé che cac gbc M6P ctia enzym thay thé nay, va phirc khang nguyén- -1gG-
khang thé c6 thé duogc dua vao trong cac lyzosom té bao qua thu thé Fc, do do, chuyén

enzym thay thé nay mot cach uu tién la dén cac dai thuc bao.

Su van chuyén céc enzym thay thé dén cac md tac dong thich hop cling chua
hiéu qua (xem bang 2 va Desnick & Schuchman, “Enzyme replacement therapy for
lyzosomal diseases: lessons from 20 years of experience and remaining challenges”,
13 Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 307-35, 2012). Vi du, cac bénh nhan dang trai
qua liéu phép thay thé enzym lau dai dbi voi bénh Pompe 6 tré nho V?lri ¢6 thé mic
chimg giong ndi ting am mii, yéu co con lai, sa mi mit, thiéu xuong, mét kha nang
nghe, nguy co sic, ching kho nudt, rbi loan nhip tim, va nudt kho khan. Liéu luong

cta enzym thay thé d6i khi phai tdng lén theo thoi gian dén 40mg/kg trén tun hodc hai

14n trén tudn.

Bang 2: Su nhim dich mé khong hiéu qua ctia ERT

Bénh (Cac) phan | Mb dé ticp cén M5 kho tiép can
nhém
Typ 1 L4 lach, gan, tiy xuong | Xuon
Bénh Gaucher ¢ Y & s
Typ2va3 |Lalach, gan, thy xuong Xuong, ndo
Khéi  phat | NOi mac mach Thén, tim
thong
Bénh Fabry
thuong va
muodn
Ching r6i  loan Tt ca L4 lach, gan, tiy xuong | Xuong, nao, sun
chuyén hoa
mucopolyxacarit
Bénh do thiéu hut a- | --- L4 lach, gan, tiy xuong | Xuong, ndo
Mannosidaza
Typ B L4 lach, gan, tuy xuon Céac dai thuc bao ¢
Bénh Niemann-Pick P s Y s ,
phé nang
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Tré nhd Tim, co tron va co |
Xuong
Bénh Pompe Khoi  phét | --- Co tron va cO
bénh mudn xuong thudc hé hd
hép A
L

Thu thé mannoza-6 phosphat (MPR) ndi sinh trung gian cho viéc van chuyén
phan 16n cdc enzym tai td hop dén lyzosom. Tdn tai hai dang bd sung cua MPR la:
MPR doc lap véi cation (CI-MPR), va MPR phu thudc cation (CD-MPR). Céc dang
bat hoat cia mot trong hai dang nay nhdt céc enzym lyzosom. Céc hydrolaza lyzosom
duoc tong hop trong ludi ndi chét va di chuyén dén mang ludi cis-Golgim noi ching
duoc cai bién theo cach cong hoa tri bdi sy bd sung cdc nhém mannoza-6 phosphat
(M6P). Sy hinh thanh diu chudn nay phu thudc vao tac dong ké tiép cla hai enzym
lyzosom: UDP-N—axetylglucosamin-l-phosphotransferaza - (GlcNac-
phosphotransferaza) va N—axetylglucosamin-l-phosphodieste-a-N—axetyl-
glucosaminidaza (enzym khong dugc che chén). GlcNac-phosphotransferaza xuc tac
vide chuyén gbc GleNAc-1- phosphat tir UDP-GIeNAC dén cac vi tri C6 cua céc
manoza duge chon trong cac oligoxacarit loai ¢6 manoza cao cta c4c hydrolaza. Sau
d6, enzym khong dugc che chin nay loai bo ddu G1cNAc, ma bdc 10 tin hiéu nhén biét
M6P. O mang luéi trans-Golgi, tin hiéu M6P cho phép su phan tach cac hydrolaza
lyzosom ra khoi tAt ca cac loai protein khic qua su lién két chon loc véi cac thu thé
M6P. Céac béng té bao dugc phu clathrin duoc tao ra, ra nhanh tir mang ludi trans-
Golgi va két hop véi cac thé trong nhan don bao mudn. O do pH thip cua thé trong
nhan don bao muodn ndy, cac hydrolaza tach ra khoi cac thu thé M6P va céac thu thé

trong dugc tai ché v6i bo may Golgi cho cac vong van chuyén tiép theo.

Véi su loai trir B -glucoxerebrosidaza, ma duoc van chuyén qua thu thé manoza,
cac enzym lyzosom tai t6 hop bao gom su glycosyl hoa M6P va dugc van chuyén dén
lyzosom chu yéu la qua CI-MPR/IGF2R. Tuy nhién, su glycosyl hoa/sy van chuyén
enzym thay thé nhd' CI-MPR khong téc dong dén tAt ca cac md cb lién quan vé 1am
sang (Bang 2). Sy cai tién ddi v6i liéu phap thay thé enzym dang tap trung vao viéc cai
thién viéc van chuyén CI-MPR béng cach (1) tang su biéu hién bé mit cia CI-MPR su
dung clenbuterol chit chu van B2 (Koeberl va cong su, “Enhanced efficacy of enzyme
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replacement therapy in Pompe disease through mannose- -6-phosphate receptor
expression in skeletal muscle”, 103(2) Mol. Genet. Metab. 107-12, 2011), (ii) tang sd
lugng gbc M6P trén enzym (Zhu va cdng su, “Conjugation of mannose-6-phosphate-
containing oligosaccharides to acid alpha-glucosidaza improves the clearance of
glycogen in Pompe mice”, 279(48) J. Biol. Chem. 50336-41, 2004), hoac (iii) dung
hop mién IGF-II v6i enzym nay (Maga va cong su, “Glycosylation-independent
lyzosomal targeting of acid alpha-glucosidaza enhances muscle glycogen clearance in

Pompe mice”, 288(3) J. Biol. Chem. 1428-38,2013).

Nhiéu bénh tich trit trong lyzosom duoc didu tri khong thoa dang bdi li€u phap
thay thé enzym hodc li¢u phap gen chii yéu 1a do sy huéng dich ctia enzym thay thé
dén md hodc co quan lién quan. Nhu cAu ton tai dbi véi cac liéu phéap thay thé enzym
ma ting cuong va thac day su phin bd vé sinh hoc trong md va sy hép thu boi
lyzosom enzym nay la tdt hon. Cac cht don sdng ché da phat trién mot liéu phap thay
thé enzym cai tién ma su dung su van chuyén enzym dugc hudng dan bdi khang thé

khong phu thudc vao CI-MPR cua cac enzym dén lyzosom cua cac mo tac dong dich.

Ban chét ky thuét ciia sang ché

Céac chu don sang ché da phat hién duoc rang cic enzym thay thé ¢6 thé dugc
van chuyén cach hiéu qua dén lyzosom cua té bao dich dic hiéu khi dugc két hop véi
thuc thé huéng dich bé mit té bao. Tb hop cla enzym va thuc thé hudng dich nay
duogc goi 1a phuc hop tri li€u sinh hoc. Do d6, theo mdot khia canh, sang ché d& xuit
ché pham, #rc la, phic hop tri lidu sinh hoc ma bao gdbm enzym va protein lién két
khang nguyén. Enzym li€n quan dén bénh tich trit trong lyzosom (LSD) va protein lién
két khang nguyén gin két voi yéu td tac dong ndi bao hoa. Yéu t6 tac dong noi bao

hoa trung gian cho su gin két v6i té bao va hap thu vao trong khoang lyzosom.

Theo mot s& phuwong an, enzym nady 1a enzym bét ky trong sd a-galactosidaza,
B- galact031daza o-glucosidaza, B-glucosidaza, chét hoat hoa saposin-C, xeramidaza,
sphingomyelinaza, B-hexosaminidaza, chit hoat héa GM2, GM3 synthaza,
arylsulfataza, chit hoat hoa sphingolipit, o-iduronidaza, iduronidaza-2-sulfataza,
heparin N-sulfataza, N-axetyl- o-glucosaminidaza, a-glucosamit N-axetyltransferaza,
N—axetylglucosamm 6-sulfataza, N-axetylgalactosamin-6-  sulfat sulfataza, N-

axetylgalactosamin-4-sulfataza, B-glucuronidaza, va hyaluronidaza. Theo mot s6
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phuong n, enzym nay 1a isozym ma c6 hoat tinh gibng hodc tuong tu bt ky mot hodc
nhiéu ezym trong sé cac enzym duoc liét ké trén day. Theo mot sd phuong an, hoat
tinh o-glucosidaza co thé duogc cung chp béi isozym nhu la sucraza-isomaltaza (SI),
maltaza-glucoamylaza (MGAM), glucosidaza II (GANAB), hodc a- -glucosidaza trung
hoa (C GNAC). Theo mot phuong 4n khac, hoat tinh a-galactosidaza A c¢6 thé dugc

cung cip béi isozym nhu 13 a-N-axetylgalactosaminidaza ma dugc thiét ké dé co duoc

hoat tinh GLA.

Theo mdt sb phuong an, protein lién két khang nguyén 1a protein bét ky ma co
thé gan két véi mot hodc nhiéu yéu t6 tac dong nodi bao hoa. Theo cac phuong an cu
thé hon, protein lién két khang nguyén la mot hodc nhiéu phan tir bét ky trong s6 phan
ttr dung hop-thu thé, phan tu bét giit, phan to dung hop Fe- thu thé, khing thé, manh
Fab, manh F(ab')2, manh Fd, manh Fv, phan to Fv don chudi (scFv), manh dAb, vung
x4c dinh bd sung dugc phan 13p (CDR), peptit CDR3, peptit FR3-CDR3-FR4 rang
budc, khiang thé dic hiéu mién, khdng thé don mién, khing thé x6a mién, khéng thé
kham, khang thé ghép CDR, thé hai, thé ba, thé bon, thé nho, thé nano, thé nano hoa tri
mdt, thé nano hoa tri hai, duge phém mién dich chét diéu bién nhdé (SMIP), khang thé
lac da (khang thé déng dime cla chudi ning VHH), mién IgNAR bién ddi ctia ca map,
va tuong tu. Theo mot phuong an cu thé, protein lién két khang nguyén la khang thé

dic hiéu kép ma gan két véi yeu to tac dong ndi bao hoa va enzym.

Theo mdt s& phuong 4n, yéu t6 tac dong ndi bao hoa la protein thu thé, hoac
phdi tir ma gan v6i protein thu thé, ma nim & trong, trén, hodc ¢ mang té bao va co thé
duoc nhap bao. Theo cic phuong an cu thé hon, yéu td tac dong ndi bao hoa 1a bat ky
trong s6 mot hodc nhiéu thu thé gorn CD63, MHC-I, Kremen-1, Kremen-2, LRPS5,
LRP6, LRPS, thu thé transferrin, thu thé LDL, thu thé protein 1 c6 lién quan-LDL,
ASGR1, ASGR2, protein giéng protein tién phan tir amyloit 2 (APLP2), thu thé apelin
(APLNR), PRLR (thu thé prolactin), MAL (protein Myelin va té bao lympho, ak.a.
VIP17), IGF2R, ATPaza loai H+ thudc khong bao, thu thé chit doc bénh bach hau, thu
thé folat, cac thu thé glutamat, thu thé glutathion, thu thé leptin, thu thé don dep,
SCARAI-5, SCARB1-3, va CD36. Theo cdc phuong an nhét dinh, yéu t6 tic dong ndi
bao héa 1a chat ndi hoa dic hiéu than, nhu la CDHI16 (Cadheri-16), CLDN16 (Claudn-
16), KL (Klotho), PTHIR (thu thé hoocmon parathyroit), SLC22A13 (thanh vién 13
ctia ho chit mang chét tan 22), SLC5A2 (chit ddng van chuyén natri/glucoza 2), va
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UMOD (Uromodulin). Theo cdc phuong an nhat dinh khac, yéu to tac dong ndi bao
hoa 14 chit noi hoa dic hidu co, nhu 12 BMPRIA (thu thé 1A cta protein phat sinh
hinh thai xuong), m-cadherin, CDY9, MuSK (kinaza ddc hi¢u co), LGR4/GPR48 (thu
(hé 48 duoc ghép cap protein G), thu thé cholin (nicotin) alpha 1, CDH15 (Cadheri-
15), ITGA7 (Integrin alpha-7), CACNG1 (tiéu phan gamma-1 cta kénh canxi loai L),
CACNAIS (tiéu phan alpha-15 ctia kénh canxi loai L), CACNG6 (tiéu phan gamma-6
ctia kénh canxi loai L), SCNIB (tiéu phan beta-1 ctia kénh natri), CHRNAL (tiéu phan
alpha cta thu thé ACh), CHRND (tiéu phan delta cia thu thé ACh), LRRC14B
(protein chira cac don vi 1ap giau leuxin 14B), va POPDC3 (protein chira mién Popeye
3). Theo mot s6 phuong an cu thé, yéu t tac dong ndi bao hoa 1a ITGAT, CD9, CD63,
APLP2, hosic PRLR. Theo mot s phuong én cu thé, yéu té tic dong ndi bao hoa la
chit ndi hoa wu tién dai thuc bao, bao gdm vi du, VSIG4 (CRIG), MSR1 (CD204), va
MMR1 (MCRI1, CD206).

Phuc tri liéu sinh hoc ¢6 thé ¢6 mot dinh dang bét ky trong s6 mot sb dinh dang.
Theo mot s6 'phlmng an, enzym duoc lién két cong hoa tri voi protein lién két khang
nguyén. Theo mot phuong an cu thé, protein lién két khang nguyén bao gom nua
khéng thé (titc la, mot chudi ning don va mot chudi nhe don), enzym duoc lién két
cdng hoa tri voi mién Fc cta globulin mién dich, va mién Fc ma dugc lién két cong
hoa tri vGi enzym nay két hop véi mién Fc cta protein lién két khang nguyén. Theo
mot phuong an cu thé khéc, protein lién két khang nguyén la khang thé, va enzym
duoc lién két cong hoa tri voi dau C cua chudi ning (hodc chudi nhe) cta khang thé
d6. Theo mot phuong an cu thé khac, protein lién két khang nguyén la khang thé, va
enzym duoc li€n két cong hoda tri voi dau N cua chudi ning (hoac chudi nhe) cua

khéang thé do.

Theo cic phuong an khac, enzym khong duoc lién két cong hoa tri v6i protein
lién két khang nguyén. Theo mdt phuong an, protein lién két khang nguyén gin két
voi yéu t6 thc dong nodi bao hoa cling nhu v6i enzym. Theo mdt phuong an cu the,
protein lién két khang nguyén la khang thé dic hidu kép ma gin két véi yéu tb tac
dong ndi bao hoa va enzym.

Theo mot sb phwong an, enzym la GAA hodac isozym co hoat tinh GAA, va yéu
t tac dong ndi bao hoa la CDY, ITGA7, CD63, APLP2, hodc PRLR. Theo cac phuong
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4n khéc, enzym la GLA hodc isozym c6 hoat tinh GLA, va yéu td tac dong ndi bao hoa
13 CDY9, ITGA7, CD63, APLP2, hodc PRLR.

Theo mot khia canh, sang ché mo ta phuong phap didu tri cho ddi tugng mic
bénh tich trt trong lyzosom (LSD) bao gbm budc 1a cho dbi twong dung phirc hop tri
liéu sinh hoc (nhu dd néu trén), trong d6 phtc hop tri liéu sinh hoc di vao trong
lyzosom cua té bao cua dbi tuong va cung cép hoat tinh enzym (“enzym thay thé”) ma
thay thé hoat tinh enzym ma di kém theo LSD (“enzym ndi sinh”). Céc LSD bao gdm
cac rbi loan chuyén héa sphingolipit, cac ri loan chuyén hoa mucopolyxacarit, va cac
bénh lién quan dén tich trit glycogen. Cu thé hon 1a, LSD c6 thé diéu tri 12 mot hodc
nhiéu bénh bt ky trong sé cac bénh duoc liét ké trong Bang 1, va enzym thay thé co
hoat tinh clia enzym tuong Ung, dugc liét ké trong Bang 1. Theo mot phuong an cuy
thé, LSD la bénh Pompe va enzym tuong tmg 1a a-glucosidaza (GAA). Theo mot

phuong an cu thé khac, LSD 1a bénh Fabry va enzym tuong Ung la o-Galactosidaza A

(GLA). Theo mot vi du cu thé khac, LSD la ching thiéu hut lipaza axit
lyzosomal (LAL-D) va enzym tuong tng 1a lipaza axit lyzosomal (LIPA).

Theo mdt phuong an, enzym thay thé khong cam ung phin Gng mién dich & dbi
tugng nay. Trong mot sb truong hop, enzym thay thé 1a mot isozym. Vi dy, khi enzym
noi sinh 13 a-glucosidaza, isozym la mot protein khac ma cung cép hoat tinh enzym
gibng hodc tuong tu nhu a-glucosidaza, nhu la sucraza-isomaltaza (SI), maltaza-
glucoamylaza (MGAM), glucosidaza II (GANAB), va o-glucosidaza trung hoa (C
GNAC). Khi enzym noi sinh la a-galactosidaza A (GLA), isozym la mot protein khac
ma cung cip hoat tinh enzym giéng hodc tuong tu nhu a-galactosidaza A, nhu la a-N-

axetylgalactosaminidaza duoc thiét ké dé co dugc hoat tinh GLA.

Theo mot khia canh, sang ché md ta phuong phép chon loc hogc sang loc phuc
hop tri liéu sinh hoc ma chira enzym va protein lién két khang nguyén ma thay thé c6
hiéu qua enzym & bénh nhéan can didu tri. Theo mdt phuong an, phirc hop tri liéu sinh
hoc duge st dung cho hé théng mod hinh va hé théng md hinh nay dugc dinh gia vé
hoat tinh enzym dugc thay thé. Theo mot phuong 4n, hé théng md hinh nay la dong
vat ma thiéu su biéu hién enzym va biéu hién khang nguyén cung gbc ctia protein lién

két khang nguyén. Theo mot phuong an, md hinh dong vét nay la chudt ma biéu hién
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khang nguyén cung gbe duge 1am giong v6i ctia ngudi cua protein lién két khang

nguyén va voi su bat hoat (knock-out) gen ma ma hda enzym nay.

M6 ti van tat cac hinh vé

Fig. 1 biéu dién dang gian dd cac phirc hop tri ligu sinh hoc. Hinh A md ta phuc
hop tri liéu sinh hoc gdm mot khang thé dac hiéu kép (ii) va mot enzym thay thé (i).
Hinh B mé ta polypeptit dung hop Fe-enzym (i) két hop v6i nira khang thé (ntra khang
thé) dic hiéu yéu t6 tac dong ndi bao hoa (ii) 8 tao ra phirc hop tri li¢u sinh hoc. Hinh
C md ta enzym thay thé (hinh lyc giac) lién két cong hoa tri voi diu C cua chudi ning
cia khang thé khang yéu t6 tac dong ndi bao hoa. Hinh D mo ta enzym thay thé (hinh
luc giéc) lién két cong hoa tri véi diu N cta chudi ning cia khang thé khang yéu td tac
dong noi bao hoa. Hinh E md td enzym thay thé (hinh luc giac) li€n két cong hoa tri
v6i dau C cta chudi nhe cta khang thé khang yéu t6 tac dong ndi bao hoa. Hinh F md
td enzym thay thé (hinh lyc giac) lién két cong hoa tri vdi dau N cta chudi nhe cua
khang thé khéng yéu t§ tac dong nodi bao hoa. Cac duong cong trong cac hinh C, D, E
va F bidu thi cac phan tir ndi.

Fig. 2 mo ta anh lai western blot khong khur sir dung khang thé khang hFc cia
dich néi cta té bao CHO bicu hién protein gin két yéu t6 tic dong ndi bao héa (IE-BP)
hodc protein thay thé cho bénh tich trl trong lyzosom (LSD-RP). Lan 1 dugc nap IgG4
khéng CD63, lan 2 v6i GAA-Fc nit, lan 3 v6i IgG4 khang CD63 GAA, va lan 4 GAA
IgG4 khang CD63.

Fig. 3 md ta céc so dd cot biéu thi hoat tinh GAA xAp xi nhu duge xéc dinh
bang cich st dung co chit huynh quang 4-metylumbelliferyl-o-glucosit. Cac truc Y
trong hinh A va hinh B 1a luong mol ctia co chat duge thiy phan trén mdt mol protein

trén mot gio. Céc truc X ligt ke tung protein dung hop GAA.

Fig. 4 mo ta cac so d6 dudng biéu thi hoat tinh GAA udc tinh cta cac chu tric
GAA duoc ndi hoa béi cac té bao HEK. Céc truc Y trong hinh A va hinh B bidu thi s6
nanomol co chat duoc thiy phén trén mot mg dich ly gidi té bao trén mot gio. Céc truc
X biéu thi ndng do téng din cta cdu trac GAA. Trong hinh A, cac hinh vudng (m) biéu
thi khang thé khang CD63-GAA dugc sir dung cho cdc té bao HEK khi c6 mat
mannoza-6-phosphat (M6P) SmM, chét canh tranh cla chit nhdm dich lyzosom trung
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gian boi MPR, va cac hinh tron (D) biéu thi khang thé khang CD63-GAA dugc sur
dung mdt minh cho cac t6 bao HEK. Hinh B, céc hinh tron (D) biéu thi khang thé
khang CD63-GAA dugce su dung cho cac té bao HEK, cac hinh vudng (m) biéu thi
khang thé khang CD63-GAA dot bién, ma khong lién két véi CD63, duge st dung cho
céc té bao HEK, va céc hinh tam gidc (A) biéu thi khang thé khang CD63-GAA dugc
st dung cho cac té bao A CD63 HEK, ma khong biéu hién CD63.

Fig. 5 mo ta cac so dd duong biéu thi hoat tinh GAA w6e tinh cia céc chu trac
GAA dugc ndi hoa béi cac nguyén bao co ctia ngudi (hinh A) hodc cac nguyén bao co
ctia chudt (hinh B). Céc truc Y trong hinh A va hinh B biéu thi sé nanomol co chét
duoc thity phan trén mot mg dich ly giai 6 bao trén mot giv. Céc truc X biéu thi nong
d6 tang dan cta cdu tric GAA, khang thé khang CD63-GAA hodc mycGAA, khi ¢6

mit hodc ving mat M6P.

Fig. 6 mo ta ndng d6 GAA (hinh A) va ham luong glycogen (hinh B) cua ba
dong té bao Pompe (GM20089, GM20090, va GM20091) dugc so séanh voi GAA kiéu
dai-cac nguyén bao soi da cua ngudi méi duge tao thanh (NHDF). Hinh A la anh lai
western blot khang hGAA m ta protein GAA con lai trong cac dong té bao Pompe va
cac nong dd kidu dai cta protein GAA trong cdc NHDEF. Hinh B 1a so dd ¢t mo ta
ham luong glycogen & don vi microgam trén mot triéu té bao sau khi cit giam glucoza
dé giam glycogen trong bao tuong.

Fig. 7 md ta & dang so dd cot su thoat khoi cdc sai sot vé tich tu glycogen d6i
vGi cac dong té bao Pompe GM20089 (hinh A), GM20090 (hinh B), va GM20091
(hinh C) béi khang thé khang CD63-GAA 200 nM hodc myc-GAA 200 nM. Truc Y

biéu thi ham luong glycogen ¢ dang microgam trén mot gam dich ly giai té bao.

Fig. 8 mo ta anh lai western blot khong khir khang hFc cta dich ndi chiét xut
ciia 16 bao CHO chira khang thé khang CD63-GLA (lan 1), GLA-Fc nit (1an 2), GLA-
khang thé khang CD63 (lan 3), khang thé khang myc nat (lan 4), khang thé khang
CD63 hole (lan 5), va hdn hop cua dich ndi ma chira khang thé khang myc nut va
khang thé khang CD63 hole (lan 6).

Fig. 9 mo ta ¢ dang so dd cot vé hoat tinh enzym cua GLA (truc Y thé hién sb
nanomol co chét duoc thiy phan trén mot nanomol protein dung hop trén mot gi0) cua

protein dung hop chua GLA, bao gdm tur trai sang phai trén truc X, khéang thé khang

-12-



34468

CD63-GLA (chu tric diu C ctia chudi nang), GLA-Fc, GLA-khéng thé khéang CD63
(cu triic diu N cta chudi nang), GLA-myc-FLAG, va GLA 6-his.

Fig. 10 mo ta so d6 duong biéu thi hoat tinh GLA xép xi dugc tim thay trong
cac dich chiét cta cac té bao HEK ma chira cac ciu trac ma dugc noi hoa bing cac té
bao HEK nay. Truc Y biéu thi hoat tinh GLA & lugng nanomol co chét dugc thuy
phén trén mot miligam dich ly gidi té bao trén mot gio. Cac truc X biéu thi néng do
tdng din cua ciu tric GAA. Duong trén cung la GLA-khang CD63, duong gitra la
GLA-myc cOng khang thé dic hiéu kép khang myc/khang CD63, va duong dudi la
GLA-myec.

Fig. 11 mo ta cac so dd duong biéu dién sy hép thu céc protein dugc gin tag
pHrodo vao trong phan doan c6 do pH thip (tiec la, phan doan lyzosom) cuia cac té bao
HEK (hinh A), cac té bao PC-3 (hinh B), va cac té bao HepG2 (hinh 3). Céc hinh tron
(D) biéu thi khang thé khang CD63 dugc gin tag pHrodo, céc hinh vuong (=) biéu thi
khéang thé khang APLP2 duoc gin tag pHrodo, va cac hinh tam giac (A) biéu thi GLA
duoc gan tag pHrodo.

Fig. 12 m ta cc anh lai western blot dugc khtr cua dich ly giai té bao ma chura
khang thé khang CD63-GAA duge ndi hoa. M>i lan biu thi cho dich chiét té bao
duoc chudn bi & cac ngay cu thé sau khi noi hoa protein. Hinh A la anh lai western blot
duge gén ddu do khang thé khang GAA. Khang thé khang CD63-GAA 150 kDa duoc
hién thi ¢ thang do < a. Dang ¢o hoat tinh 76 kDa cua GAA lyzosom duoc hién thi &
thang do < b. Hinh B Ia anh lai western blot dugc gén dau do khang thé khang higG.
Khéng thé khang CD63-GAA 150 kDa dugc hidn thi & thang do ¢ —. Khang thé chudi
ning (50 kDa) duoc hién thi ¢ thang do d —. Khang thé chudi nhe (23 kDa) dugc hién
thi ¢ thang do e —.

Fig. 13 md ta dnh lai western blot cua khang thé khang hGAA. Bang 76 kDa
biéu thi GAA truéng thanh. Lan 1 chira dich chiét gan tir chudt co6 CD63 duoc lam
gibng nhu ctia ngudi duge dicu tri khang thé khang CD63- GAA, lan 2 than, lan 3 tim,

lan 4 co song dau, lan 5 co tr dau, va lan 6 co hoanh.

Fig. 14 mo ta anh lai western blot khang thé khang hGAA cta céc dich chiét
md tir chuot kiéu dai (+/+) va chudt CD63 ¢ duoc lam gidng nhu cua nguoi (hu/hu)

sau 24 gio duge didu tri bing khang thé khing hCD63-GAA 6 lidu lugng 50 mg/kg.
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Dang c6 hoat tinh 76 kDa lyzosom ciia GAA dugc hién thi. Lan 1 va 2 la cic dich
chiét tir tim, twong Gng 1a clia chudt kiéu dai va chudt duoc lam gidng nhu ciia nguoi.
Lan 3 va 4 la céac dich chiét co song dAu tir chuot kiéu dai va chudt duge lam gibng
nhu cta ngudi. Lan 5 va 6 la céc dich chiét co hoanh tir chudt kiéu dai va chudt dugc
lam giéng nhu ctia nguoi.

Fig. 15 biéu dd tAn sudt mo ta luong tuong dbi cua khang thé khang integrin
alpha 7, khang thé khang CD9, va khéang thé khang dystroglycan dugc tim thiy bén
trong co song dAu, co t&r du, co hoanh, tim, gan, than, va 14 lach, dugc chuin hoa dén
murc d duoc tim thdy trong gan.

Fig. 16 1a bidu dd tAn suét biéu thi viéc nhim dich lyzosom cua cdc khang thé
duoc gan tag pHrodo. Truc Y bidu thi tin hiéu huynh quang tir cac bong té bao duoc
chuén hoa. Truc X biéu thi timg khéng thé, tr trai sang phai: khang thé khang myc,
khéng thé khang CD63, khang thé khang dystroglycan, khang thé khang M-cadherin,
khéng thé khang CD9, va khang thé khang integrin alpha 7.

Fig. 17 la so d6 dang chdm moé ta ndng do glycogen dugc thé hién ¢ sb
microgam glycogen trén mot miligam m6. M6 duoc md ta trén truc X tur trai sang phai
1 tim, co t& ddu, co song ddu, co hoanh, va co tam dAu. Céc hinh tron (@) biéu thi
ndng do glycogen trong chudt bét hoat GAA (KO), cac hinh vudng (m) bidu thi ndng
d6 glycogen trong chudt b4t hoat GAA duoc diéu tri bang khang thé khang mCD63-
GAA, céc hinh tam giac dinh hudng lén (A) biéu thi ndéng do glycogen trong chudt
bat hoat GAA duoc didu tri bing hGAA, va cac hinh tam giac dinh huong xubng (V)
biéu thi ndng do glycogen trong chudt kiéu dai khong duoc diéu tri. Cac liéu phap diéu

tri dugc st dung bang cach van chuyén thiy dong luc hoc cac cAu tric ADN.

Fig. 18 la so d6 dang chdm mo ta ndng do glycogen duoc thé hién & sb
microgam glycogen trén mot miligam m6. Mo duogc md ta trén truc X tir tri sang phai
la tim, co t& dau, co song d4u, co hoanh, va co tam dau. Céac hinh tron (e) biéu thi
ndng do glycogen trong chudt bét hoat GAA (KO), cac hinh vudng (m) bidu thi ndng
do glycogen trong chudt bat hoat GAA dugc diéu tri bang khing thé khang mCD63-
GAA, céc hinh tam gidc dinh huéng Ién (A) biéu thi ndng do glycogen trong chudt
bit hoat GAA duge didu tri bing khang thé khang hCD63-GAA, va cdc hinh tam giéc

dinh huong xubng (V) bidu thi ndng do glycogen trong chudt kiéu dai khong dugc
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diéu tri. Céc liéu phap diéu tri dugc st dung bang céach van chuyén thuy dong luc hoc
c4c chu truc ADN.

Fig. 19 1a bidu dd tin sudt mo ta hoat tinh lipaza duoc biéu hién 1a luong
nanomol co chit (4-metylumbelliferyl oleat) dugc thiy phan trén mot gio (truc Y)
bang khéng thé khang myc, axit lipaza lyzosom nguyén ban (LIPA), protein dung hop
khéang thé khang myc-LIPA (dung hop diu C cua chudi ning), va LIPA-khang thé
khang myc (dung hop diu N cua chudi ning).

Fig. 20 la so d6 dang chdm md ta ndng dd glycogen dugc thé hién ¢ sb
microgam glycogen trén mot miligam mo. M6 duge md ta trén truc X tUr trai sang phai
1a tim, co tam dAu, co to dau, co song dAu va co hoanh. Cac hinh tron (e) bidu thi nong
do glycogen trong chudt bét hoat GAA (KO), cac hinh vudng (m) bidu thi ndng dd
glycogen trong chudt bat hoat GAA duoc didu tri bang khang thé khang mCD63-
GAA, cac hinh tam gidc dinh hudng 1én (A) biéu thi ndng do glycogen trong chudt
bit hoat GAA duge didu tri bing khang thé khang hCD63-GAA, va c4c hinh tam giac
dinh huodng xubng (V) bidu thi ndng do glycogen trong chudt kiéu dai khong dugc
diéu tri. Cac liéu phap diéu tri dugc st dung bang cach van chuyén thuy dong luc hoc

(HDD) cac cdu trac ADN.
M@ té chi tiét sang ché

Sang ché khong bi giéi han boi cac phuong an, ché phém, phuong phap va cac
diéu kién thi nghiém cu thé ma dugc md ta, cac phuong an, ché phém, phuong phap co
thé thay dbi. He théng thuat nglt dugc st dung © day chi cho muc dich md ta cac
phuong an cu thé, va khong duoc nhim dé gi6i han, do pham vi cua sang ché s& chi

duoc gidi han boi cac yéu cau bao ho kém theo.

Mic dii cac phuong phip va nguyén lidu bat ky ma twong tu hodc tuong duong
v6i nhitng phuong phap va nguyén liéu dugec mo ta & day co thé duogc st dung trong
thuc té hodc trong thir nghiém sang ché, dudi day, mot s& phuong phép va nguyén liéu
duoc uu tién s& duoc mo ta. Tht ca cac tai liéu cong bd dugc trich dan & day dugc két
hop trong ban mo ta nay bang cach tham chiéu dé mo ta toan bd ndi dung cua ching.

Trur truong hop diéu khac duoc quy dinh, tht ca cac thut ngit k§ thuét va khoa hoc

-15-



34468

duoc sit dung & day co ¥ nghia gidng nhu thudong dugc hidu b6i ngudi c6 hidu biét
thong thuong trong linh vuc k¥ thudt cua sang ché.

“Céc bénh tich trit trong lyzosom” bao gom r6i loan bt ky ma do sy sai hong
vé chtrc nang lyzosom. Hién nay, xép xi 50 ching r6i loan dd duge xac dinh, ching rdi
loan dugc biét dén nhidu nhét trong s6 cac rdi loan nay bao gdm Tay-Sachs, Gaucher,
va bénh Niemann-Pick. Céc tac nhan gy bénh cta cac bénh nay dugc cho 1a su tang
dan cac san phim phén giai khong hoan toan trong lyzosom, thuong la do mét chuc
nang ctia protein. Céc bénh tich trit trong lyzosom do mét chtrc nang hodc su suy giam
cac bién thé trong cac protein ma c6 chirc nang binh thuong ma dé phan giai hodc phéi
hop vé6i sy phan giai cac ham luong trong lyzosom. Cac protein li€n quan dén cac
bénh tich trit trong lyzosom bao gdm céc enzym, cac thu thé va cac protein xuyén
mang khac (vi du, NPC1), cac protein cai bién sau dich ma (v du, sulfataza), protein
van chuyén mang, va ddng yéu t6 khong enzym va cac protein tan khac (vi dy, chét
hoat hoa GM2 gangliosit). Do vay, cac bénh tich trit trong lyzosom bao ham ngoai cac
rdi loan do cac enzym sai hong &chinh ching, va bao gdm b1 loan bat ky ma do sai
hong phan tu bét ky. Do vay, khi dugc sir dung & day, thuat ngtt “enzym” ¢ nghia la

bao gom cac protein khac ma lién quan dén cac bénh tich trlr trong lyzosom.

Bén chit cia su ton thuong phan tir nay anh huong dén tinh nghiém trong cua
bénh trong nhiéu trudng hop, titc la su mAt hoan toan chirc ning c¢6 xu hudéng lién
quan dén sy khoi phat truge sinh hodc mdi sinh, va lién quan dén cac triéu chung
nghiém trong; mAt mot phﬁn chtrc nang lién quan dén cac rdi loan nhe hon (tuong d6i)
va bénh khoi phat mudn hon. Nhin chung, chi mot ty 1€ phén tram hoat tinh nho can
duogc phuc hdi can c6 dé stra chita céc sai sOt vé chuyén hoa trong cac té bao sai hong.
Bang 1 liét ké mot vai trong sb cac bénh tich trir trong lyzosom phd bién va cdc protein
bi mat chic ning c6 lién quan cia ching. Céac bénh tich trlr trong lyzosom, nhin

chung, dugc mo ta trong Desnick va Schuchman, 2012.

Céc bénh tich trt trong lyzosom c¢6 thé duge phan loai theo loai san phém ma
tich tu bén trong lyzosom sai hong. Cac bénh rbi loan chuyén hoa sphingolipit la nhom
bénh ma anh hudng dén su chuyén hoa cac sphingolipit, ma 1a cac lipit chira cdc axit
béo duoc ndi v6i rugu amino béo (tdng quan trong S. Hakomori, “Glycosphingolipits

in Cellular Interaction, Differentiation, and Oncogenesis”, 50 Annual Review of

-16-



34468

Biochemistry 733-764, thing bay nam 1981). Céac san phim tich tu cua céc rdi loan
chuyén hoa sphingolipit bao gdm gangliosit (vi du, bénh Tay-Sachs), glycolipit (v du,
bénh Fabry), va glucocerebroside (vi du, bénh Gaucher).

Chiung r6i loan chuyén hoa mucopolyxacarit 1a nhom gdm cac bénh ma anh
hudng dén su chuyén héa cua céc glycosaminoglycan (GAGS hoidc mucopolyxacarit),
ma 14 cac chudi khong phén nhanh dai gbm céc dixacarit 1gp lai ma giup xay dung nén
xuong, sun, day ching, gidc mac, da va md lién két (duoc tdng hop trong J. Muenzer,
“Early initiation of enzyme replacement therapy for the mucopolysaccharidoses”,
111(2) Mol. Genet. Metab. 63-72 (thang hai nam 2014); Sasisekharan va cong su,
“Glycomics approach to structure-function relationships of glycosaminoglycans”, 8(1)
Ann. Rev. Biomed. Eng. 181-231 (thdng mudi hai ndm 2014)). Céc san phim tich tu
ciia cac roi loan chuyén héa mucopolyxacarit bao gdm heparan sulfat, dermatan sulfat,
keratin sulfat, cac dang khac nhau cua chondroitin sulfat, va axit hyaluronic. Vi du, hoi
chirmg Morquio A 14 do sy sai hong trogn enzym galactoza-6-sulfat sulfataza lyzosom,

ma din dén su tich tu keratin sulfat va chondroitin 6-sulfat trong lyzosom.

Céc bénh do tich trit glycogen (a.k.a., bénh tich trit glycogen) la do su khong co
kha nang cua t6 bao dé chuyén hoa (tao ra hodc bé gay) glycogen. Chuyén hoa
glycogen dugc didu tiét boi nhiéu enzym khac nhau hodc céc protein khéc bao gdm
glucoza-G-phosphataza, axit alpha-glucosidaza, enzym loai bé phadn nhanh cia
glycogen, enzym phén nhanh glycogen, glycogen phosphorylaza co, glycogen
phosphorylaza gan, phosphofructokinaza co;, phosphorylaza kinaza, chit van chuyén
glucoza, aldolaza A, beta-enolaza, va glycogen synthaza. Bénh tich t@ trong
lyzosom/tich trit glycogen trong lyzosom ]a bénh Pompe, trong do, alpha-glucosidaza
axit sai hong dan dén tich tu glycogen trong lyzosom. Céac triéu chiing bao gdm phi dai
gan, yéu co, suy tim, va trong truong hop bién chimg & tré nho, tir vong trudc 2 tudi
(xem DiMauro va Spiegel, “Progress and problems in muscle muscle glycogenosis”,
30(2) Acta Myol. 96-102 (thdng muoi nam 2011)). '

“Phirc hop tri liéu sinh hoc” bao gdm (i) mot protein don ma bao gdm nhiéu
hon mdt mién ¢6 chtic nang, (i) protein ma bao gdm nhiéu hon mét chudi polypeptit,
va (iii) hon hop gbm nhiéu hon mdt protein hodc nhiéu hon mdt polypeptit. Thudt ngl

polypeptit thuong la dugc dung voi nghia 1a chudi don cua céc axit amin dugc nbi véi
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nhau qua cac lién két peptit. Thuit ngt protein bao ham thuét ngir polypeptit, ma con
bao gbém céc cdu tric phire tap hon. Tac 13, mdt polypeptit don 1a mét protein, va mot
protein 06 thé bao gdm mdt hodc nhidu polypeptit duoc két hop theo cau triic & bic
cao hon. Vi du, hemoglobin la protein ma gbm bbn polypeptit: hai globin polypeptit
alpha va hai globin polypeptit beta. Myoglobin cling 1a protein, nhung no chi gdm mot
myoglobin polypeptit duy nhét.

Phirc tri lidu sinh hoc chira mot hodc nhiéu polypeptit va it nhat 1a hai chic
ndng. Mot trong cac chirc ndng nay la su thay thé hoat tinh protein sai hong lién quan
dén bénh tich tri¥ trong lyzosom. Chirc ning con lai trong céc chtc ning nay la gin két
v6i yéu t6 tac dong ndi bao héa. Do d6, mot polypeptit don ma tao ra hoat tinh protein
lyzosom (vi du, hoat tinh enzym hodc hoat tinh chét van chuyén; hoat tinh cta protein
lién quan dén bénh trong lyzosom a.k.a. (LSD-RP)) va kha ning gin vé6i yéu td tac
dong ndi bao hoa (protein gin két yéu td tac dong ndi bao héa ak.a. (hoat tinh IE-BP)
la phtre hop tri li€u sinh hoc. Ngoai ra, hdn hop protein, trong d6 mot protein ¢ chirc
ning cua protein lyzosom, va mot protein khac ¢6 hoat tinh gin véi yéu t6 tac dong
noi bao hoa, 14 phirc hop tri lidu sinh hoc. Fig. 1 mé ta cic vi du khac nhau vé phirc
hop tri liéu sinh hoc. Theo mét vi du (Fig. 1, hinh A), phtrc hop tri li€u sinh hoc chtra
protein thay thé lyzosom (LSD-RP duoc biéu dién bang hinh luc giac) va khang thé
dac hiéu kép (1E-BP) ma gin vdi protein thay thé lyzosom nay (duong nét dat) va yéu
t6 tac dong noi bao hoa (dudong nét lién). O ddy, mot bén canh tay cta khang thé dac
hiéu kép lién két khong cong hoa tri voi LSD-RP, va canh tay con lai lién két khong
cong hoa tri voi yéu td tac dong ndi bao hoa, nhd d6, cho phép ndi hoa protein thay thé
(LSD-RP) di vao trong lyzosom. Theo mdt vi du khéc (hinh B), phtrc hop tri li€u sinh
hoc gdm mdt protein don chira hai polypeptit, mdt polypeptit c6 chirc ning LSD-RP
va polypeptit con lai ¢6 chirc niang IE-BP. O ddy, LSD-RP dugc dung hop véi mién Fe
hodc ving ¢ dinh cta chusbi ning cta globulin mién dich, ma két hop v6i mién Fe cua
nira khang thé LSD-RP dé tao ra phirc hop tri liéu sinh hoc hai chirc. Phuong 4n dugc
mod ta trong hinh B tuong tu véi phuong an trong hinh A, ngoai trir [a LSD-RP dugc
gfn cong héa tri v6i mot trong sb cac nira khang thé, cht khong qua tuong tac khéng
nguyén-khang thé & mién bién ddi ctia globulin mién dich cta nira khang thé nay.

Trong cac vi du khéc, phtrc hop tri liéu sinh hoc bao gf”)ln LSD-RP lién két cdng

hoa tri (truc tiép hodc gian tiép qua phan tir nbi) v6i IE-BP. Theo mét phuong an,
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L.SD-RP dugc gin vao ddu C cia phan tir globulin midn dich (v du, chudi nang hodc
ngoai ra, chudi nhe). Theo mot phuong 4n khac, LSD-RP duoc gén viao dau N cua
phén tir globulin mién dich (vi du, chudi nang hodc ngoai ra, chudi nhe). Trong cac vi

du nay, phan tir globulin mién dich 12 [E-BP.

“Protein lién quan dén cac bénh tich trit trong lyzosom™ hodc “LSD-RP” dé chi
protein bét ky lién quan dén nguyén nhén hodc tic dong sinh ly cua bénh tich trlr trong
lyzosom. LSD-RP bao gém enzym thuc té, protein van chuyén, thu thé, hodc protein
khac ma mat chirc ning va dugc cho la khong hoat dong va ma duoc cho la su ton
thuong v& phén tt ma 1a nguyén nhan gy bénh. LSD-RP con bao gdm protein bét ky
ma ¢6 thé tao ra hoat tinh hoéa sinh hodc sinh ly du hodc gibng ma thay thé hodc tranh
né su tdn thuong vé phén tr cua bénh. Vi duy, “isozym” ¢0 thé dugc st dung nhu mot
L.SD-RP. Céc vi du vé cac protein lién quan dén cac bénh tich trit trong lyzosom bao
gdm céc protein li€n quan dén cac bénh tich trit trong lyzosom dugc liét ké trong 1
nhu 14 “Enzym/Protein ¢6 lién quan” va bét ky protein hodc phan tir da biét hodc dugc
phat hién sau nay nao ma tranh duogc sy sai hong vé phan t& cta bénh tich trlt trong
lyzosom.

Trong trudng hop cia bénh Pompe, trong do su sai hong vé phan tu 1a sai hong
vé hoat tinh a-glucosidaza, cac LSD-RP bao gém alpha-glucosidaza cia nguoi, va
“cac isozym” nhu 1a alpha-glucosidaza khac, alpha-glucosidaza thiét ké tai to hop, cac
glucosidaza khac, cac glucosidaza tai t6 hop, protein bat ky duoc thiét ké dé thuy phan
gbc alpha-glucoza lién két 1-4 dau khong khi dé giai phong mot phan t alpha-
glucosidaza don, enzym EC 3.2.1.20 bat ky, cac hydrolaza hydrat cacbon pH thip tu
nhién hoic tai t6 hop dung cho glycogen hoac tinh bot, va cc glucosyl hydrolaza nhu
1a sucraza isomaltaza, maltaza glucoamylaza, glucosidaza II, va alpha-glucosidaza
trung hoa.

“yéu tb tac dong ndi bao hoa” bao gdm protein ma c6 kha néng duoc ndi bao
hoa vao trong té bao hoic cai ma theo cach khac tham gia vao hodc gop phﬁn Vao su
van chuyén qua mang ngugc chiéu. Trong mot s6 trudong hop, yéu td tac dong ndi bao
hoa 1a protein ma trai qua qua trinh xuyén bao; tirc 13, protein nay dugc ndi hoa & mot
phia cua té bao va dugc van chuyén sang phia con lai cua té bao nay (vi du, tir dinh

xudng ddy). Theo nhiéu phuong an, protein yéu t6 tac dong ndi bao hoa la protein
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duoc biéu hién trén bé mat t& bao hoic protein ngoai bao tan. Tuy nhién, sang ché con
bao ham cac phuong 4n ma trong d6 protein yéu td tac dong nodi bao hoa dugce biéu
hién bén trong khoang noi bao nhu Ia thé trong nhan don bao, ludi noi chat, Golgi,
lyzosom, v.v.. Vi du, céc protein lién quan dén van chuyén qua mang ngugc chidu (vi
du, cac qua trinh tir cac thé trong nhan don bao sém/téi ché dén mang luéi trans-Golgi)
¢6 thé dong vai trd 1am céc protein yéu tb tac dong ndi bao hoa trong nhiéu phuong 4n
khéc nhau theo sang ché. Trong su kién (event) bat ky, viéc gan két ctia IE-BP véi
protein yéu t tac dong ndi bao hoa khién toan bd phirc hop tri liéu sinh hoc nay, va
cac phan tir bét ky ma Kkét hop v6i nd (vi du, LSD-RP), cling dugce noi hoa di vao trong
té bao. Nhu duoc giai thich dué6i ddy, cac protein yéu t6 tac dong ndi bao hoa bao gdm
céc protein duoc ndi hoa truc tiép di vao trong té bao, ciing nhu cac protein duge noi
hoa gian tiép di vao trong té bao.

Céc protein yéu td tac dong ndi bao hoéa duge ndi hoa truc tiép di vao trong té
bao bao gdm cac phan tir lién két véi mang c6 it nhat mot mién ngoai bao (v du, cac
protein xuyén mang, cac protein dugc gilt béi GPI, v.v.), ma trai qua qud trinh noi héa
t& bao, va tét hon 1a duge xt Iy qua qué trinh phan giai va/hodc tai ché. Cac vi du
khong gidi han vé cac protein yéu td tac dong ndi bao hoa dugce ndi hoa truc tiép di
vao trong t& bao bao gdm, vi du, CD63, MHC-I (vi du, HLA-B27), Kremen-1,
Kremen-2, LRP5, LRP6, LRPS, thu thé transferrin, thu thé LDL, thu thé protein 1co
lién quan-LDL, ASGR1, ASGR2, protein giéng protein tién phdn ti amyloit 2
(APLP2), thu thé apelin (APLNR), MAL (protein Myelin va té bao lympho, a.k.a.
VIP17), IGF2R, ATPaza loai H+ thudc khong bao, thu thé chit doc bénh bach hau, thu
thé folat, cac thu thé glutamat, thu thé glutathion, thu thé leptin, thy thé don dep (vi du,
SCARAI1-5, SCARB1-3, CD36), va tuong tu.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, yéu t6 tac dong nodi bao hoa 1a thu thé prolactin
(PRLR). Pa phat hién dugc rang PRLR, khong chi 1a dich cho cac tng dung diéu tri
nhét dinh, ma con 1a protein yéu tb tac dong ndi bao hoa cé hiéu qua trén co so tdc do
ndi hoa va quay trd lai cta néd. Tiém ning dé PRLR lam protein yéu té tac dong noi
bao hoa, vi du, dugc minh hoa trong W02015/026907, trong d6, da dugc chiing minh
réng, v du, cac khang thé khang PRLR dugc ndi hoa hiéu qua béng cac té bao biéu

hién PRLR in vitro.
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Theo cac phuong an nhét dinh, yéu td tac dong ndi bao hoa la chit nodi hoa dic
hiéu thén, nhu 1a CDH16 (Cadheri-16), CLDN16 (Claudn-16), KL (Klotho), PTHIR
(thu thé hoocmon parathyroit), SLC22A13 (thanh vién 13 cta ho chét mang chit tan
22). SLC5A2 (chét ddng van chuyén natri/glucoza 2), va UMOD (Uromodulin). Theo
cac phuong 4n nhét dinh khac, yéu t6 tdc dong ndi bao hoa 1a chét ndi héa dic hiéu co,
nhu 1a BMPRIA (thu thé 1A cta protein phat sinh hinh thai xuong), m-cadherin, CD9,
MuSK (kinaza dac hiéu co), LGR4/GPR48 (thu thé 48 duoc ghép cidp protein G), thu
thé cholin (nicotin) alpha 1, CDHIS5 (Cadheri-15), ITGA7 (Integrin alpha-7),
CACNG] (tidu phdn gamma-1 cia kénh canxi loai L), CACNAIS (tiéu phan alpha-15
cua kénh canxi loai L), CACNG6 (tiéu phﬁn gamma-6 cta kénh canxi loai L), SCN1B
(tidu phin beta-1 cia kénh natri), CHRNAI (tiu phan alpha ctia thu thé ACh),
CHRND (tiéu phén delta cta thy thé ACh), LRRC14B (protein chira cdc don vi ldp
giau leuxin 14B), va POPDC3 (protein chira mién Popeye 3). Trong mot s6 phuong 4n
cu thé, yéu t6 tac dong ndi bao hoa 1a ITGA7, CD9, CD63, ALPL2, hoic PPRLR.

Trong céc phuong 4n nay, trong do, yéu tb tac dong ndi bao héa (IE) duge ndi
hoa truc tiép di vao trong té bao, IE-BP c6 thé 13, vi du, khéng thé hodic manh lién Kkét
khéng nguyén cua khang thé ma gin két dic hiéu vdi IE, hodc phdi tir hodc phén ciia
phéi to ma tuong tac dac hiéu voi IE. Vi duy, néu IE 1a Kremen-1 hodc Kremen-2, IE-
BP ¢6 thé chira hodc bao gdbm phdi tir Kremen (vi du, DKK1) hodc phin gin két
Kremen ctia nd. La mot vi du khac, néu IE 14 phan t thu thé nhu 14 ASGRI, IE-BP ¢6
thé chia hoic bao gém phéi tr dac hiéu thu thé nay (vi du, asialoorosomucoit [ASOR]

hodc Beta-GalNAc) hodc phén gén két thu thé cta nd.

Céc protein yéu t6 tac dong ndi bao hoa duge ndi hoa gian tiép di vao trong té
bao bao gdm proteins va polypeptit ma tu ban than ching ndi héa duge, nhung duge
ndi hoa di vao trong té bao sau khi lién két hodc theo cach khac, két hop vé6i protein
hodc polypeptit thr hai ma duoc ndi hoa truc tiép di vao trong té bao. Cac protein
duge nodi hoa gian tiép di vao trong té bao bao gdm, vi du, cic phdi tir tan ma ¢6 kha
ning géin két v6i phan tir thu thé dugc biéu hién trén bé mit té bao dang dugc ndi hoa.
Mot vi du khong gi6i han vé phdi tir tan ma duoc ndi hoa (gian tiép) di vao trong té
bao qua su twong tac clia né v6i phan tir thu thé dugc biéu hién trén bé mit té bao dang
duoc ndi hoa la transferrin. Theo cdc phuong an, ma trong do IE 1a transferrin (hodc
protein dugc ndi hoa gidn tiép khac), viée gin két IE-BP véi IE, va tuong tac cua IE
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v6i thu thé transferrin (hodc phan tir thu thé dugc biéu hién trén bé mit té bao dang
duoc noi héa khac), khién toan bd IE-BP, va bét ky phan t& ndo két hop voéi d6 (vi du,
LSD-RP), dugc ndi hoda vao trong té bao df“)ng thoi voi sy ndi hoa IE va phén th cdp
lién két ctia né.

Trong cdc phuong an nay, trong do, IE duoc ndi hoa gian tiép di vao trong té
bao, [E- BP ¢6 thé 13, vi du, khang thé hodc manh lién két khing nguyén ctia khang thé
ma gén két dic hiéu véi IE, hoidc thu thé hoic phén cta thu thé ma tuong tac dac hiéu
v6i protein yéu té téc dong tan. Vi du, néu IE 1a xytokin, IE-BP c6 thé chira hogc bao
gdm thy thé xytokin twong tmg hoidc phan gin két phdi tir cia no.

IE vi du la CD63, ma la thanh vién cua si€u ho tetraspanin cta cac protein bé
mit té bao ma md rong mang té bao 1én gip bdn 1an. CD63 dugc biéu hién trong hau
nhu tit ca cac md va dugce cho 1a lién quan dén viéc tao ra va lam én dinh hoa cac
phtrc tao tin hi¢u. CD63 dinh vi dén mang té bao, mang lyzosom, va mang thé trong
nhan don bao mudn. CD63 dugc biét 1a két hop vdi cac integrin va c6 thé lién quan
dén viéc chuyén biéu mo- trung mo. Xem H. Maecker va cong su, “The tetraspanin
superfamily: molecular facilitators”, 11(6) FASEB J. 428-42, thang ndm nam 1997; va
M. Metzelaar va cong su, “CD63 antigen. A novel lysosomal membrane glycoprotein,
cloned by a screening procedure for intracellular antigens in eukaryotic cells”, 266 J.
Biol. Chem. 3239-3245, 1991.

Mot IE vi du khac 1a protein giéng tién phan tir beta amyloit (A4) 2 (“APLP2”),
thanh vién biéu hién ubiquitous thudc ho APP (protein tién phén tir amyloit). APLP2
la protein lién két v6i mang dugc biét dén 1a tuong tac v6i cac phan tir phure tuong hop
md chinh (MHC) 16p I (v du, Kd). N6 lién két véi Kd ¢ bé mit té bao va duoc ndi hoa
theo cach phu thudc Nclathri véi su kiém soat Kd. Xem Tuli va cong su, “Mechanism
for amyloid precursor-like protein 2 enhancement of major histocompatibility complex
class I molecule degradation”, 284 The Journal of Biological Chemistry 34296 -34307
(2009).

Mot IE vi du khéc 1a thu thé prolactin (PRLR). Thu thé prolactin la mot thanh
vién thudc ho thu thé xytokin typ I va sau khi gan két voi phdi tir va su dime hoa sau
do6 kich hoat “céac tyrosin kinaza Jak2, Fyn va Tec, phosphataza SHP-2, nhan td trao

ddi nucleotit guanin Vav, va chét e ché truyén tin hiéu SOCS”, (xem Clevenger va
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Kline, “Prolactin receptor signal transduction”, 10(10) Lupus 706-18 (2001), tom tat).
Thu thé prolactin trai qua qué trinh téi ché nhap bao va c6 thé duoc tim théy trong cac
phan doan lyzosom. Xem Genty va cong sy, “Endocytosis and degradation of prolactin
and its receptor in Chinese hamster ovary cells stably transfected with prolactin
receptor cDNA”, 99(2) Mol. Cell Endocrinol. 221-8 (1994); va Ferland va cong su,

“The effect of chloroquine on lyzosomal prolactin receptors in rat liver”, 115(5)

Endocrinology 1842-9 (1984).

Khi dugc st dung & ddy, “phan tng mién dich” c¢6 nghia chung 1a dap Gng mién
dich ctia bénh nhan véi protein bén ngoai hodc “khdng phai ctia ban thdn” bénh nhén.
Pap ting mién dich nay bao gdém phan tng di Gmg va su phat trién ctia cac khang thé
ma gdy can trd dén tinh hitu hiéu ctia enzym thay thé. Mot s bénh nhén ¢6 thé khong
tao ra protein bat ky trong s& cac protein khong cé chirc ning, do do, khién enzym
thay thé tr¢ thanh protein “ngoai lai”. Vi du, viéc tiém lap lai GLA tai to hop (rGLA)
cho céc bénh nhan méc bénh Fabry ma thiéu GLA thuong xuyén din dén phan ting di
tng. O céc bénh nhan khéc, sy tao ra cac khang thé chdng lai rGLA di duoc ching
minh 13 1am giam tinh hiéu qua cta enzym thay thé trong viéc diéu tri bénh. Xem vi du
Tajima va cong su (“Use of a Modified a-N-Acetylgalactosaminidase (NAGA) in the
Development of Enzyme Replacement Therapy for Fabry Disease”, 85(5) Am. J.
Hum. Genet. 569-580 (2009)), thao luédn vé viée str dung NAGA dugc cai bién lam
“isozym” dé thay thé GLA. NAGA dugc cai bién khong c6 tinh phan Gmg chéo mién
dich v6i GLA, va “khéng phan tmg v6i huyét thanh tir bénh nhan mic bénh Fabry

duoc diéu tri lién tuc béng GLA tai tb hop”. Id, tom tét.

Thuat ngit “protein” c¢é nghia 1a polyme axit amin b4t ky ma c6 nhiéu hon
khoang 20 axit amin lién két cong hoa tri qua céc lién két amit. Cac protein chira mot
hodc nhiéu cc chudi polyme axit amin, thuong dugc goi trong linh vuc k¥ thuat nay Ia
“cac polypeptit”. Nhu vdy, mot polypeptit c6 thé 1a mot protein, va mot protein cé thé
bao gém nhiéu polypeptit dé tao ra mot phan tir sinh hoc c¢6 chirc nang duy nhét. Céc
cdu disulfua (zikc la, gitta cac gbe cystein dé tao ra cystin) ¢6 thé c6 mit trong mot sb
protein. Cac lién két cong hoa tri ndy c6 thé 1a & bén trong mdt chudi polypeptit duy
nhét, hodc & gitta hai chudi polypeptit tach riéng. Vi du, cdu disulfua Ia cén thiét cho
cdu tric va chirc nang dung cua insulin, cic globulin mién dich, protamin, va twong tu.
Dé c¢6 mdt bai téng quan g?ln day vé su hinh thanh lién két disulfua, xem Oka va
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Bulleid, “Forming disulfides in the endoplasmic reticulum” 1833(11) Biochim
Biophys Acta 2425-9 (2013).

Bén canh sy hinh thanh lién két disulfua, cac protein co thé 1a ddi tuong cla céc
cai bién sau dich m3 khac. Céc cai bién nay bao ¢dm lipit héa (vi du, myristoyl hoa,
palmitoyl  hoa, farnesoyl hoa, geranylgeranyl  hoa, va sy hinh thanh
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor), alkyl hoa (vi du, metyl hoa), axyl hoa,
amin hoa, glycosyl héa (vi du, bd sung cic nhom glycosyl & arginin, asparagin,
cystein, hydroxylysin, serin, threonin, tyrosin, va/hodc tryptophan), va phosphoryl hoa
(tiee la, bd sung nhom phosphat vao serin, threonin, tyrosin, va/hodc histidin). Dé ¢6
mot bai tbng quan gan day v& cai bién sau dich ma cla céc protein dugc tao ra trong
sinh vAt nhan thyc, xem Mowen va David, “Unconventional post-translational
modifications in immunological signaling”, 15(6) Nat Immunol 512-20 (2014); va
Blixt va Westerlind, “Arraying the post-translational glycoproteome (PTG),” 18 Curr
Opin Chem Biol. 62-9 (2014).

Céac globulin mién dich 1a c4c protein ma c nhiéu chudi polypeptit va nhiéu cai
bién sau dich ma. Globulin mién dich protein dién hinh (vi du, 1gG) bao gbm bon
chudi polypeptit — hai chudi nhe va hai chudi nang. Mbi chudi nhe dugc ndi véi mot
chudi ning qua lién két disulfua cystin, va hai chudi niang dugc ndi v6i nhau qua hai
lien két disulfua cystin. Cac globulin mién dich dugc tao ra trong cdc hé théng cua
dong vat c6 vi cling dugc glycosyl hoa ¢ cac gbc khac nhau (vi du, & cac gbc
asparagin) voi cac polyxacarit khac nhau, va c6 thé khac biét gitta céc loai, ma c6 thé
anh huong dén tinh khang nguyén dbi v6i cac khang thé diéu tri (xem Butler va
Spearman, “The choice of mammalian cell host and possibilities for glycosylation

engineering”, 30 Curr Opin Biotech 107-112 (2014)).

Khi duoc st dung ¢ dy, “protein” bao gdm céc protein sinh diéu tri, cac
protein tai t6 hop duge st dung trong nghién ctru hodc tri liéu, cac protein bét gitt va
cac protein dung hop Fe khac, cac protein kham, cac khang thé, cac khang thé don
dong, cac khang thé cua nguoi, cac khang thé dic hiéu kép, cac manh khang thé, cic
thé nano, céc thé kham khang thé tai td hop, céac xytokin, cac chemokin, cac hoocmon
peptit, va tuong tu. Cac protein ¢o thé dugc tao ra bang cach sir dung cac hé théng san

<uét tir té bao tai to hop, nhu 1a hé théng bacculovirut tir con trung, cac hé théng nam
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men (vi du, Pichia sp.), céc hé thdng tir dong vét c6 vl (vi du, cée té bao CHO va cac
thé bién dbi ctia CHO nhu céc té bao CHO-K1). D& c6 mot bai tdng quan gan day thao
ludn vé céc protein sinh diéu tri va viéc san xuét ching, xem Ghaderi va cdng su,
“Production platforms for biotherapeutic glycoproteins. Occurrence, impact, and

challenges of non-human sialylation”, 28 Biotechnol Genet Eng Rev. 147-75 (2012).

Thuét ngit “khang thé”, khi dugc st dung & day, bao gdm cac phan ti globulin
mién dich ma gdm bdn chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) duoc
nbi v6i nhau bing cac lién két disulfua. Mdi chudi ning bao gbm ving bién ddi cta
chudi ning (duoc viét tit & ddy 1a HCVR hodc VH) va ving ¢d dinh ctia chudi ndng.
Ving ¢b dinh cta chudi ning gdm ba mién, CH1, CH2 va CH3. Mdi chudi nhe bao
gdm ving bién ddi ciia chudi nhe (dugc viét tit & day 1a LCVR hodc VL) va ving ch
dinh ctia chudi nhe. Ving ¢b dinh ctia chudi nhe bao gdm mot mién, CL. C4c ving VH
va VL, ngoai ra, cé thé duoc chia nhé hon thanh cac viung siéu bién, dugc biét véi
thuét ngir 1a cdc ving x4c dinh bd sung (CDR), ndm xen k& vé6i cac ving duge bio
toan nhiéu hon, duoc biét voi thuat ngit 1a cdc ving khung hoat dong (FR). M&i VH va
VL bao gém ba CDR va bdn FR, dugc bd tri tir ddu amino dén dau cacboxy theo thir
tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (cac CDR ctia chudi ning c6 thé
duogc viét tit 1a HCDR1, HCDR2 va HCDR3; c4c CDR cta chudi nhe ¢6 thé duoc viét
tat 1a LCDRI, LCDR2 va LCDR3. Thuat ngit khang thé “4i luc cao” dé chi cic khang
thé ma c6 4i luc lién két véi dich ciia chung it nhat 1a 10 M, it nhit 14 1071 M; it nhat
1a 10" M; hodc it nhét 1a 102 M, khi duoc do bang cong hudng plasmon bé mit, vi

du, BIACORE™ hoic ELISA 4i luc-dung dich.

Cum tir “khang thé dic hiéu kép” bao gdm khang thé ¢6 kha nang lién két chon
loc v6i hai hodc nhiéu quyét dinh khang nguyén. Cac khang thé dic hiéu kép thudng 1a
bao g6m chudi ning khac nhau, véi mdi chudi ning lién két dac hiéu v6i mot quyét
dinh khang nguyén khac nhau—trén hai phan t (vi du, cdc khang nguyén) khac nhau
hodc trén ciing mot phan tir (v du, trén ciing mot khang nguyén). Néu khang thé dic
hidu kép c¢6 kha nang lién két chon loc véi hai quyét dinh khang nguyén khac nhau
(quyét dinh khéng nguyén thtr nhit va quyét dinh khang nguyén tht hai), i luc cia
chudi nang thir nhat di véi quyét dinh khang nguyén thir nht thuong s& 1a thdp hon it
nhit mudi mi mot dén hai hodc ba hodc bdn 1an so véi ai luc ciia chudi nang thi nhét
ddi v6i quyét dinh khang nguyén thtr hai, va nguoc lai. Cac quyét dinh khéang nguyén
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dugc nhan biét boi khang thé dic hiéu kép co thé trén cung mot dich hodc trén dich
khéac nhau (v/ dy, trén cing mdt protein hodc trén protein khac nhau). Cac khing thé
déc hiéu kép co thé dugc tao ra, vi du, bﬁmg cach két hop céc chudi nang nhan biét cac
quyét dinh khang nguyén khac nhau cta cing mét khang nguyén. Vi du, céc trinh ty
axit nucleic ma hoa céc trinh tu bién ddi cua chudi ning ma nhan biét cac quyét dinh
khang nguyén khac nhau ctiia cing mot khang nguyén ¢o thé duoc dung hop véi céc
trinh tu axit nucleic ma héa cac vung ¢b dinh cta chudi nang khac nhau, va cic trinh
tw nay c6 thé dugc biéu hién trong t& bao ma biéu hién chudi nhe cta globulin mién
dich. Khang thé dic hiéu kép dién hinh c6 hai chudi nang, mdi chudi ning c6 ba CDR
ctia chudi ning, theo sau béi (tir ddu N dén ddu C) mién CHI, ving ban 18, mién CH2,
va mién CH3, mién, va chudi nhe cia globulin mién dich ma khong mang dén tinh dic
hiéu lién két khang nguyén nhung c¢6 thé két hop véi mdi chudi niing, hoic co thé lién
két voi mot hodc nhidu quyét dinh khang nguyén trong sb cac quyét dinh khang
nguyén duoc lién két boi cac vung lién két khang nguyén cua chudi ning, hodc c6 thé
két hop v6i mdi chudi nang va cho phép gin két mot hodc ca hai chudi ning véi mot

hoic c4 hai quyét dinh khang nguyén.

Cum tir “chudi ndng”, hodc “chubi ndng cua globulin mién dich” bao géln trinh
tw ving ¢b dinh cta chudi ning cua globulin mién dich tir sinh vt bit ky, va trir
trudng hop diéu khac duge quy dinh cu thé, bao gdm mién bién déi cta chudi ning.
Céc mién bién doi cua chudi ning bao gdm ba CDR ctia chudi ning va bdn ving FR,
trir treong hop diéu khac duge quy dinh cu thé. Cac manh cta cic chudi ning bao gdm
cac CDR, cdc CDR va cac FR, va cic td hop ctia chung. Chudi ning dién hinh c6, theo
sau mién bién ddi (tr dau N dén dau C), mién CHI, vung ban 18, mién CH2, va mién
CH3. Ménh chitc ning ctia chudi ning bao gdm manh ma c6 kha ning nhéan biét dic
hiéu khang nguyén (vi du, nhin biét khang nguyén véi KD nam trong khodng
micromol, nanomol, hodc picomol), tirc 1a kha nang biéu hién va tiét tir té bao, va bao

gOm it nhat mot CDR.

Cum tir “chudi nhe” bao gém trinh ty ving ¢ dinh cua chudi nhe cta globulin
mién dich tir sinh vat bt ky, va trir truong hop diéu khac dugc quy dinh cu thé, bao
gbm céc chudi nhe kappa va lambda ctia ngudi. Cac mién bién ddi cta chudi nhe (VL)
dién hinh 13 bao gbm ba CDR cua chudi nhe CDR va bdn ving khung hoat dong (FR),
trir truong hop diéu khac duge quy dinh cu thé. Nhin chung, chudi nhe b(’) chidu dai
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diy di bao gom, tir dAu amino dén ddu cacboxyl, mién VL ma bao gém FR1-CDRI-
FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, va mién ¢6 dinh ctia chudi nhe. Cc chudi nhe ma c6 thé
dugce st dung cho sang ché bao gém vi du, cac chudi nhe, ma khong lién két chon loc
v6i khang nguyén thir nhat hay v6i khang nguyén thtr hai ma da duoc lién két chon loc
boi protein lién két khang nguyén. Céc chudi nhe thich hgp bao gbm cac chudi nhe ma
¢6 thé dugc nhan dién béng cach sang loc Cac chubi nhe duoc st dung phé bién nhat
trong cac thu vién khang thé hién c6 (cdc thu vién uét hodc in silico), ma & do cac
chudi nhe nay vé co ban 1a khong giy can tro ai lyc va/hodc tinh chon loc cua cac
mién lién két khang nguyén cua céac protein lién két khang nguyén. Cac chudi nhe
thich hop bao gdm céc chudi nhe ma co thé lién két v6i mot hodic ca hai quyét dinh
khang nguyén ma da dugc gin két boi cac ving lién két khang nguyén cua protein lién
két khang nguyén.

Cum tr “mién bién d6i” bao g&n trinh ty axin amin ctia chudi ning hodc chubi
nhe cua globulin mién dich (dugc thay ddi tiy y) ma bao gdm céc ving axit amin sau,
theo tir tu tir ddu N dén dau C (néu khong c6 chi thi khic): FR1, CDRI, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. “Mién bién d6i” bao gdm trinh ty axin amin c6 kha ning cudn gip
thanh mién chudn (VH hodc VL) ma c¢6 ciu trac tim beta doi trong d6 céc tAm beta
duoc ndi boi lién két disulfua gitta gbe lién két ctia tAm beta thir nhat va tdm beta thir
hai.

Cum tir “vung xac dinh b sung”, hodc thuat ngtt “CDR,” bao gém trinh tu axit
amin duge ma hoa béi trinh tu axit nucleic ctia cac gen globulin mién dich ctia sinh vat
ma binh thuong 1a (ke 14, trong dong vét kiéu dai) xudt hién gitra hai ving khung hoat
dong trong ving bién d6i ctia chudi nhe hodc chudi niang cta phan tir globulin mién
dich (vf du, khéng thé hodc thu thé té bao T). CDR c6 thé dugc ma hoa bdi, vi du, a
trinh ty dong mam hodc trinh tu dugc sép Xép lai hodc khong duogc sép xép lai, va, vi
du, boi té bao B hodc té bao T nguyén ban (naive) hodc trudong thanh. Trong mot s6
truong hop (vi du, dbi véi CDR3), cac CDR co6 thé dugc ma hoa boi hai hodc nhiéu
trinh tu (vi du, cac trinh tu dong mﬁm) khong lién ké (v du, trong trinh tu axit nucleic
khong dugc sép xép lai) nhung lién ké trong trinh tu axit nucleic cua té bao B, vi du, 1a
két qua cua viée ghép nbi hodc lién két céc trinh tu ndy (v du, tai té hop V-D-J dé tao

ra CDR3 ctia chudi ning).
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Thuat ngit “manh khang thé”, dé chi mot hodc nhiéu manh cta khang thé ma
gitt dugc kha nang gin két dic hiéu voi khang nguyén. Céc vi du vé cdc manh gin két
duogc ham chira bén trong thuat ngit “manh khang the &” bao gom (i) manh Fab, manh
héa tri mot bao gbm céc mién VL, VH, CL va CHI; (ii) manh F(ab')2, manh hoéa tri
hai bao gdm hai manh Fab dugc ndi bdi cau disulfua ¢ ving ban 18; (iii) manh Fd bao
gdm cac mién VH va CHI; (iv) méanh Fv bao gdm céc mién VL va VH cta mot chi
don cua khang thé, (v) manh dAb (Ward va cong su (1989) Nature 241:544-546), ma
bao gom mién VH, (vi) CDR dugc phén lap, va (vii) scFv, ma bao gom hai mién gom
manh Fv, VL va VH, dugc ndi boi phan t ndi téng hop dé tao ra mot chudi protein
don ma trong d6 cac vung VL va VH ghép cap dé tao ra cac phan tir hoa tri mot. Céc
dang khac cta cac khang thé don chudi, nhu 1a cac thé hai ciing dugc ham chua trong
thuat ngt “khang thd” (xem vi du, Holliger va cong su (1993) PNAS USA 90:6444-
6448; Poljak va cong su (1994) Structure 2:1 121-1123).

Cum tir “protein chira F¢” bao gdm céc khang thé, céc khéang thé dic hiéu kép,
cac phan tt dinh mién dich, va céac protein gin két khac ma chira it nhat 1a phan chure
nang cta viung CH2 va CH3 globulin mién dich. “Phin chirc nang’ > dé chi dén vung
CH2 va CH3 ma co thé lién két voi thu thé Fc (vi du, FcyR; hodc FcRn, tite la, thu thé
Fc méi duoc tao ra), va/hodc cdi ma co thé tham gia vao su hoat hoa bd thé. Néu ving
CH2 va CH3 chura céc thay dbi x06a, thay thé va/hodc chén hodc cac thay dbi khdc ma
khién n6 khong c6 kha ndng lién két v6i thu thé Fe bat ky va cling khong ¢6 kha ndng

hoat hoa bd thé, ving CH2 va CH3 nay khong ¢6 chirc nang.

Céac protein chira Fe ¢6 thé bao gdm céc thay dbi trong cac mién globulin mién
dich, bao gom trong d6 céc thay @i anh hudng dén mot hodc nhiéu chirc ning cia
phén tir tic dong clia protein gin két (vi du, céc thay dbi anh hudng dén su ghn két
FcyR, su gin két FcRn, va do do, anh hudng dén chu ky phan rd, va/hodc hoat tinh
CDC). Céc thay d6i nay bao gdm, nhung khong bi gidi han o, cac thay doi va cac t6
hop thay dbi sau, ¢6 tham chibu dén cach danh s6 EU cho ving c¢b dinh globulin mién
dich: 238, 239, 248, 249, 250, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272,
276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 301, 303,
305, 307, 308, 309, 311, 312, 315, 318, 320, 322, 324, 326, 327, 328, 329, 330, 331,
332, 333, 334, 335, 337, 338, 339, 340, 342, 344, 356, 358, 359, 360, 361, 362, 373,
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375, 376, 378, 380, 382, 383, 384, 386, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 428, 430, 433,
434, 435,437,438, va 439.

Vi du, va khong theo céch tao gi6i han, protein gin két 1a protein chira Fc va
thé hién chu ky ban rd trong huyét thanh dugc tang cuong (khi duge so sanh vo1
protein chira Fc cung loai ma khong c6 (céc) thay ddi néu trén va c6 su thay d6i & vi tri
250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi du, L hodc F); 252 (vi du, L/Y/F/W hoac T), 254
(vi du, S hodc T), va 256 (vi du, S/IR/Q/E/D hodc T); hoac thay ddi & 428 va/hoac 433
(vi du, L/R/SI/P/Q hodc K) va/hodc 434 (vi du, H/F hodc Y); hodc thay ddi & 250
va/hoic 428; hodc thay ddi & 307 hoac 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mot vi
du khc, su thay dbi nay c6 thé bao odm sy thay d6i 428L (vi du, M428L) va 434S (vi
du, N434S); sy thay ddi 428L, 2591 (vi du, V259I), va su thay dbi 308F (vi du,
V308F); su thay d6i 433K (vi du, H433K) va sy thay ddi 434 (vi du, 434Y); su thay
ddi 252, 254, va 256 (vi du, 252Y, 254T, va 256E); su thay dbi 250Q va 428L (vi du,
T250Q va M428L); su thay @i 307 va/hoic 308 (vi du, 308F hodc 308P). -

Thuit ngit “protein lién két khang nguyén,” khi dugce su dung & day, dé chi
polypeptit hodc protein (mot hodc nhiéu polypeptit dugc tao phirc trong don vi chirc
ning) ma nhan biét dic hiéu quyét dinh khang nguyén trén khang nguyén, nhu la
khang nguyén dic hiéu té bao va/hodc khang nguyén dich theo sang ché. Protein lién
két khang nguyén co thé 14 da dic hiéu. Thuat ngtt “da ddc hiéu” khi dung trong
truong hop cua protein lién két khang nguyén co nghia la protein nay nhan biét cac
quyet dinh khang nguyén khéac nhau, trén cung mot khang nguyén hodc trén cac khang
nguyén khéc nhau. Protein lién két khang nguyén da dac hi¢u protein theo sang ché ¢o
thé 1a mot polypeptit da chirc néng don, hodc nd co thé 1a phtrc nhidu thanh phan
(multime) cua hai hodc nhiéu polypeptit ma dugc két hop cong hoa tri khong cong hoa
tri v6i polypeptit khac. Thuat ngit “protein li€n két khang nguyén” bao gdm khéng thé
hoic cac manh khang thé theo séng ché ma c6 thé duoc ndi hodc dugc ddng biéu hién
vGi phén tir chirc nang khéc, vi du, peptit hodc protein khac. Vi du, khang thé hoic cac
manh khéng thé co thé duoc lién két vé chuc ning (vi du, béng cach tao cap hoda hoc,
dung hop di truyén, két hop khong cong hoa tri hodc cach khac) voi mot hoac nhiéu
gbc phan tir khac, nhu la protein hodc manh protein dé tao ra phén tu lién két khang

nguyén hai dic hiéu hodc da dic hiéu v6i tinh dac hiéu gén két tht hai.
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Khi dugc sir dung & day, thuat nglr “quyét dinh khang nguyén” & chi dén phan
cua khang nguyén ma duogc nhan biét boi polypeptit lién két khang nguyén da dac
hiéu. Khang nguyén don (nhu 1a polypeptit ctia khang nguyén) co thé c6 nhiéu hon
mot quyét dinh khang nguyén. Cac quyet dinh khang nguyén c6 thé duoc xac dinh 1a
quyét dinh khang nguyén cAu trac hodc quyet dinh khang nguyén chirc nang. Céc
quyet dinh khang nguyén chu trac thuong 1a tip hop con cua cac quyét dinh khang
nguyen chu tric va dugc xac dinh 1a cac gbe quyet dinh khang nguyén cAu triic ma gop
phén truc tiép vao 4i lyc cla sy tuong tac gifta polypeptit lién két khang nguyén va
khidng nguyén. Cac quyét dinh khang nguyén cling co thé 1a céc quyétr dinh khang
nguyén cdu dang, tac la, bao gbm céc axit amin Khong & dang mach thang. Theo céc
phuong an nhét dinh, cac quyet dinh khang nguyén co thé bao gdm céc yéu t6 quyet
dinh ma 13 cdc nhom es may bao gdm cac nhém hoat dong bé mit hoa hoc gdm cac
phan t nhu la céac axit amin, cac chudi bén duong, cac nhom phosphoryl, hodc céac
nhém sulfonyl, va, theo cac phuong an nhit dinh, c6 thé c6 cac dac tinh chu tric ba
chiéu dac hiéu va/hodc cac dac tinh dién tich ddc hiéu. Cac quyet dinh khang nguyén
dugc tao ra tir cac axit amin lién ké thuong la dugc gilt dé tiép xtc voi cac dung moi
bién tinh, trong khi céc quyét dinh khang nguyén duoc tao ra su cudn gip bac ba

thuong 1a bi mét trong qué trinh xur 1y bang cac dung moi bién tinh.

Thuét ngir “mién” dé chi dén phan bét ky ctia mot protein hodc polypeptit ma
¢6 chtrc nang hoac chu tric cu thé. Tét hon 1a, cac mién theo sang ché gin két véi cac
khang nguyén dic hi¢u té bao hoic cac khdng nguyén dich. Cac khang nguyén ddc
hiéu té bao hodc cac khang nguyén dich, va tuong tu, khi dugc st dung & day, bao
gdm bat ky polypeptit hodc glycoprotein xuit hién tu nhién, c thé thu dugc bing

enzym, tong hop, hodc dugce thiét ké di truyén ma ghn két dac hiéu v6i khang nguyen.

Thuét nglt “ban khang thé” hodc “ntra khang thé”, dugc st dung thay thé cho
nhau, dé chi dén ban ph?m cua khang thé, ma vé co ban 1a chira mot chudi ning va mot
chudi nhe. Cac chudi ning ctia khang thé co thé tao ra cac dime, do do chudi ning cta
mét nira khang thé c6 thé ndi v6i chudi nang da duge ndi v&i mot phan tir khac (vi du,
mot nira khang thé khac) hodc mot polypeptit chira Fc khac. Hai mién Fc hoi khac
nhau c6 thé “di dime héa” nhu trong sur tao thanh cac khang thé dic hiéu kép hodc cac
di dime, di trime, di tetrame, va tuong ty. Xem Vincent va Murini, “Current strategies

in antibody engineering: Fc engineering and pH-dependent antigen binding, bispecific
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antibodies and antibody drug conjugates”, 7 Biotechnol. J. 1444-1450 (20912); va

Shimamoto va cong su, “Peptibodies: A flexible alternative format to antibodies”, 4(5)
MAbs 586-91 (2012). '

Theo mdt phuong an, mién bién ddi cua nira khdng thé nhan biét dac hiéu yéu
t§ tac dong ndi bao hoa va mién Fc ctia nira khang thé tao thanh dime v6i protein dung
hop Fc ma chira enzym thay thé (vi du, peptibody) 1d, 586.

“Alpha-glucosidaza” (hodc “g-glucosidaza”), ‘“hoat tinh o-glucosidaza”,
“GAA”, va “hoat tinh GAA” dugc sur dung thay thé 13n nhau va dung dé chi protein
bat ky ma tao didu kién thuan lgi cho viéc thiy phén cac lién ké 1,4-alpha cua
glycogen va tinh bot thanh glucoza. GAA con dugc biét dén vi du, 1a EC 3.2.1.20,
maltaza,  glucoinvertaza, glucosidosucraza, maltaza-glucoamylaza,  alpha-
glucopyranosidaza, glucosidoinvertaza, alpha-D-glucosidaza, alpha-glucosit
hydrolaza, alpha-1,4-glucosidaza, va alpha-D-glucosit glucohydrolaza. GAA ¢6 thé
dugc tim thy trong lyzosom va & phﬁn gd ban chai cua rudt non. Céac bénh nhén mic
bénh Pompe thidu a-glucosidaza lyzosom c0 chtc nang. Xem S. Chiba, “Molecular
mechanism in alpha-glucosidase and glucoamylase”, 61(8) Biosci. Biotechnol.
Biochem. 1233-9 (1997); va Hesselink va cong sy, “Lyzosomal dysfunction in muscle
with special reference to glycogen storage disease type 117, 1637(2) Biochim. Biophys.
Acta. 164-70 (2003).

“Alpha-galactosidaza A”(hodc “g-galactosidaza A”), “hoat tinh a-galactosidaza
A”, “a-galactosidaza”, “hoat tinh a-galactosidaza”, “GLA”, va “hoat tinh GLA” duoc
st dung thay thé 13n nhau va dung dé chi protein bét ky ma tao diéu kién thuén loi cho
viéc thiy phan cac gbe dAu a-galactosyl tir cac glycolipit va cac glycoprotein, va ngoai
ra thiy phan cac a-D-fucosit. GLA con duoc biét dén vi du, 12 EC 3.2.1.22, melibiaza,
a-D-galactosidaza, o-galactosidaza A, a-galactosit galactohydrolaza, a-D-galactosit
galactohydrolaza. GLA 1a enzym lyzosom dugc ma hoa boi gen GLA lién két véi X.
Céc khuyét tat trong GLA c6 thé dan dén bénh Fabry, trong do glycolipit duoc biét
dén 1a globotriaosylceramit (a.k.a. Gb3, GL-3, hodc ceramit trihexosit) tich tu bén
trong cac mach mau (firc la, bénh Iy mach mau ndi 1én), gay dau va lam gidm chirc
ning cua than, tim, da va/hodc cac mod thugc mach mau ndo, va cdc mod, va co quan

khac. Xem, vi du, Prabakaran va cong su “Mannose 6-phosphate receptor and sortilin
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mediated endocytosis of o-galactosidase A in kidney endothelial cells,” 7(6) PLoS
One 39975, céc trang tir 1-9 (2012).

Theo mdt khia canh, sang ché d& xut phuong phap diéu tri cho bénh nhan
(hoac dbi tuong) méc bénh tich tri trong lyzosom (LSD) béng viéc cho bénh nhan nay
dung “phtrc hop tri liéu sinh hoc”. Phirc tri liéu sinh hoc di vao trong céc té bao cla
bénh nhan va van chuyén dén cac lyzosom mot enzym hodc hoat tinh enzym (k¢ la,
“enzym thay thé”) ma thay thé enzym hodc hoat tinh enzym ma di kém theo LSD (tuc
13, “enzym ndi sinh”).

Céc LSD bao gdm céc rdi loan chuyén hoa sphingolipit, cac rbi loan chuyén
hoa mucopolyxacarit, va cac bénh lién quan dén tich trit glycogen. Theo mot s&
phuong an, LSD mot hodc nhiéu bénh bét ky trong s6 bénh Fabry, bénh Gaucher typ I,
bénh Gaucher typ II, bénh Gaucher typ III, bénh Niemann-Pick typ A, bénh Niemann-
Pick typ B, rdi loan chuyén héa GMI-gangliosit, bénh Sandhoff, bénh Tay-Sachs,
chting thiéu hyt chét hoat hoa GM2, ching rdi loan do tich tu gangliosit-GM3, loan
dudng bach cAu bién sic, ching thiéu hut chit hoat hoa sphingolipit, bénh Scheie,
bénh Hurler-Sceie, bénh Hurler, bénh Hunter, Sanfilippo A, Sanfilippo B, Sanfilippo
C, Sanfilippo D, hoi chung Morquio A, hoi chung Morquio B, bénh Maroteaux-Lamy,
bénh Sly, MPS IX, va bénh Pompe. Theo mdt phuong an cu thé, LSD la bénh Fabry.
Theo mot phuong an khac, LSD la bénh Pompe.

Theo mdt s6 phwong an, phic hop tri liéu sinh hoc chtra (a) enzym thay thé, va
(b) gbe phan tr ma gin két yéu t6 tac dong noi bao hoa. Trong mot sb truong hop,
enzym thay thé mot hodc nhidu enzym b4t ky trong s6 o-galactosidaza, P-
galactosidaza, a-glucosidaza, B-glucosidaza, chit hoat hoa saposin-C, ceramidaza,
sphingomyelinaza, B-hexosaminidaza, chit hoat héa GM2, GM3 synthaza,
arylsulfataza, chit hoat hoéa sphingolipit, a-iduronidaza, iduronidaza—2- sulfataza,
heparin N-sulfataza, N-axetyl-a-glucosaminidaza, o-glucosamit N-axetyltransferaza,
N-axetylglucosamin-6-sulfataza, N-axetylgalactosamin-6-sulfat sulfataza,  N-

axetylgalactosamin-4-sulfataza, B-glucuronidaza, va hyaluronidaza.

Trong mot s6 truong hop, bénh nhén ¢ thé khong tao ra du protein sao cho
enzym thay thé bi nhan biét boi bénh nhan nay nhu 1a “khong phai ciia ban than bénh

nhan” va phan Ung mién dich xay ra sau khi dung enzym thay thé. Piéu nay khong
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phai 1a diéu duoc mong mubn. Do do, theo mot sé phwong 4n, enzym thay thé duoc
thiét ké hodc dugc tao ra theo cach sao cho tranh cam ng phan Ung mién dich & dbi
tuong. Mot giai phap nhu vay 13 st dung “isozym” nhu la enzym thay thé. Isozym &
mirc d6 du gan vé6i protein “ctia ban thin” bénh nhan, nhung c¢6 hoat tinh enzym thay

thé du dé lam giam nhe céc triéu chimg cua LSD.

Theo mdt phuong an cu thé, trong d6 LSD 1a bénh Pompe va enzym noi sinh Ia
a-glucosidaza (GAA), isozym nay co thé 1a bit ky enzym nio trong sd axit o-
glucosidaza, sucraza-isomaltaza (SI), maltaza-glucoamylaza (MGAM), glucosidaza II
(GANAB), va a-glucosidaza trung hoa (C GNAC). Theo mdt phuong 4n cu thé khéc,
trong d6 LSD la bénh Fabry va enzym néi sinh la a-galactosidaza A (GLA), isozym

ndy c6 thé 14 o-N- axetylgalactosaminidaza dugc thiét ké dé c6 hoat tinh GLA.

Phtee tri liéu sinh hoc ¢6 thanh phén protein gin két yéu t6 tac dong ndi bao hoa
ma cho phép viéc thu nhdn enzym thay thé vao trong té bao. Do d6, theo mot sb
phuong an, yéu t6 tac dong ndi bao hoa co thé 1a CD63, MHC-I, Kremen-1, Kremen-
2, LRP5, LRP6, LRPS, thu thé transferrin, thu thé LDL, thu thé protein I ¢6 lién quan-
LDL, ASGR1, ASGR2, protein giéng protein tién phan tir amyloit 2 (APLP2), thu thé
apelin (APLNR), PRLR (thu thé prolactin), MAL (protein Myelin va té bao lympho,
ak.a. VIP17), IGF2R, ATPaza loai H+ thudc khong bao, thu thé chét doc bénh bach
héu, thu thé folat, cac thu thé glutamat, thu thé glutathion, thu thé leptin, thu thé don
dep, SCARA1-5, SCARBI-3, va CD36. Theo cic phuong an nhét dinh, yéu t6 tac
dong ndi bao hoa la chét ndi héa ddc hi¢u than, nhu 1a CDH16 (Cadheri-16), CLDN16
(Claudn-16), KL (Klotho), PTHIR (thu thé hoocmon parathyroit), SLC22A13 (thanh
vién 13 ctia ho chit mang chét tan 22), SLC5A2 (chat dong van chuyén natri/glucoza
2), va UMOD (Uromodulin). Theo c4c phuong an nhit dinh khéc, yéu t6 tac dong noi
bao hoa 1a chit ndi hoa dic hiéu co, nhu 1a BMPRIA (thu thé 1A cla protein phét sinh
hinh thai xuong), m-cadherin, CD9, MuSK (kinaza dic hi¢u co), LGR4/GPR48 (thu
thé 48 dugc ghép cip protein G), thy thé cholin (nicotin) alpha 1, CDH15 (Cadheri-
15), ITGA7 (Integrin alpha-7), CACNGI (tiéu phan gamma-1 cta kénh canxi loai L),
CACNALS (tiéu phan alpha-15 cua kénh canxi loai L), CACNG6 (tiéu phén gamma-6
cta kénh canxi loai L), SCN1B (tiéu phén beta-1 ctia kénh natri), CHRNA1 (tiéu phan
alpha cua thu thé ACh), CHRND (tiéu phan delta cta thu thé ACh), LRRC14B

(protein chtra cac don vi lap giau leuxin 14B), va POPDC3 (protein chtra mién Popeye
-33-



34468

3). Theo mot s6 phuong dn cu thé, yéu t6 tac dong ndi bao hoa 1a ITTGAT, CD9, CD63,
APLP2, hodc PRLR.

Theo mdt sd phuong an, protein gin két yéu t§ tac dong ndi bao hoa bao gdm
protein li€n két khang nguyén, ma bao gbm vi du phan tr dung hop-thu thé, phan tlr
bét gitt, phan tir dung hop Fc-thy thé, khéng thé, manh Fab, manh F(ab")2, manh Fd,
manh Fv, phéan ta Fv don chudi (scFv), manh dAb, vung xéc dinh bd sung (CDR) dugc
phan 1ap, peptit CDR3, peptit FR3-CDR3-FR4 duoc nbi rang budc, khang thé dic hiéu
mién, khang thé don mién, khang thé x6a mién, khang thé kham, khang thé ghép CDR,
thé hai, thé ba, thé bdn, thé nho, thé nano, thé nano hoa tri mot, thé nano hoa tri hai,
duoc phim mién dich chat didu bién nho (SMIP), khang thé lac da (khang thé dong

dime ctia chudi ning VHH), va mién IgNAR bién ddi ctia c4 mép.

Theo mdt phuong an, gdc phan tir ma gin két voi yéu td tac dong ndi bao hoa la
khang thé, manh khang thé, hoic protein lién két khang nguyén khéac. Vi du, gbc phan
tr nay co thé 1a khang thé dic hiéu kép, trong do mot chi gén két véi yéu t tac dong
noi bao héa (vi du, ITGA7, CDY, CD63, PRLR, APLP2), va chi con lai gin két véi
enzym thay thé. O day, phirc hop tri liéu sinh hoc chira khang thé dic hiéu kép va
enzym thay thé (Fig. 1A). Theo mot phuong an cu thé, bénh dugc didu tri 1a bénh
Fabry, va phitc hop tri liéu sinh hoc chtra GLA va khang thé ddc hiéu kép ma gin két
véi GLA va CD63. Theo mot phuong an cu thé khac, bénh duogc diéu tri 1a bénh
Pompe, va phtc hop tri liéu sinh hoc chita GAA va khang thé ddc hiéu kép ma ghn két
v6i GAA va CD63.

Theo mot phuong 4n khac, gdc phén tr ma gin két voi yéu td tac dong ndi bao
hoa bao gdm nita kKhang thé, va enzym thay thé chita mién Fc (polypeptit dung hop Fe-
enzym). Theo mot phuong an, mién Fc cta polypeptit dung hgp Fe-enzym két hop voi
mién Fc cia nira khang thé dic hiéu yéu t6 tac dong nodi bao hoa dé tao ra phuc hop tri

liéu sinh hoc (Fig. 1B).

Theo cac phuong an khac, enzym thay thé dugc lién két cong hoa tri v6i protein
gin két yéu td tac dong nodi bao hoa. Phuong an dung hop ntra khang thé: dung hop Fe-
enzym dugc néu trong doan trén (cling xem trong Fig. 1B) thudc vao loai nay, do dime
Fc ¢6 thé duoc gilt chéc qua mot hodc nhiéu cau disulfua. Lién két cong hoa tri gitra

mién hodc polypeptit c6 hoat tinh enzym va mién hodc polypeptit gin két -ndi hoa co
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thé 13 loai bit ky trong sb cac loai lién két cong hoa tri, fikc [, lién két bt ky ma lién
quan dén viéc cho nhan céc dién tir. Trong mdt sb truong hop, lién két cong hoa tri la
lien két peptit gitra hai axit amin, sao cho toan bd hodc mot phan ctua enzym thay thé
va protein gin két yéu td tac dong ndi bao hoa tao ra chudi polypeptit lién tuc, nhu
trong protein dung hop. Trong mot sd trudong hop, phan enzym thay thé va protein gin
két yéu t tac dong ndi bao hoéa duoc néi truc tiép. Trong cac trudng hop khac, ph?m tor
nbi duoc st dung dé budc ndi hai phan nay. Xem Chen va cong su, “Fusion protein
linkers: property, design and functionality”, 65(10) Adv Drug Deliv Rev. 1357-69
(2013).

Theo mdt phuong an cu thé, enzym thay thé dugc lién két cong hoa tri voi dau
C cuia chudi ning ctia khing thé khang yéu t6 tac dong ndi bao hoa (xem Fig. 1C) hodc
v6i dau C cua chudi nhe (Fig. 1E). Theo mot phuong an cu thé khac, enzym thay thé
dugc lien két cong hoa tri voi dau N cta chudi nang cia khang thé khing yéu td tac

dong noi bao hoa (xem Fig. 1D) hodc véi d4u N cta chudi nhe (Fig. 1F).

Trong mot 56 truong hop, dic biét 1a trong d6 enzym thay thé khong dugc xur ly
theo cach phan gidi protein cdch binh thuong trong lyzosom, phan tur nbi phan cat
duoc, duge thém vao cac phuong an vé phirc hop tri liéu sinh hoc nay sao cho bao
gdm sy dung hop khéang thé-enzym. Theo mot s6 phuong an, phan ti ndi phan cit
duoc bang cathepsin duge chén vao gitra khang thé va enzym thay thé dé tao didu kién
thuén loi cho viéc loai bé khang thé trong lyzosom dé a) co thé gitp béo toan hoat tinh
enzym bang cach loai bé khdng thé 16n vé khong gian va b) co thé tang chu ky ban ra

trong lyzosom cua enzym.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét ché phém bao gbém hoat tinh enzym va
protein li€n két khang nguyén, trong d6 enzym nay lién quan dén bénh tich trir trong
lyzosom (LSD) va protein gin két yéu t6 tac dong nodi bao hoa. Cic enzym (ma bao
gdm céc protein ma vé ban chit khong phai la chét xuc tic) lién quan dén cac bénh
tich trir trong lyzosom bao gdm vi dy a-galactosidaza, B-galactosidaza, a-glucosidaza,
B-glucosidaza, chit hoat hoa saposin-C, ceramidaza, sphingomyelinaza, f-
hexosaminidaza, chit hoat héa GM2, GM3 synthaza, arylsulfataza, chit hoat hoa
sphingolipit, a-iduronidaza, iduronidaza-2-sulfataza, heparin N-sulfataza, N-axetyl-o-

glucosaminidaza, a-glucosamit N-axetyltransferaza, N-axetylglucosamin-6-sulfataza,
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N-axetylgalactosamin-6-sulfat sulfataza, N—axetylgalactosamin—4-sulfataza, B-
glucuroni‘daza, hyaluronidaza, va tuong t.

Céc protein gin két yéu t6 tac dong nodi bao hoa, vi du, bao gém phén tir dung
hop-thy thé, phén tir bét gifr, phén tir dung hop Fe-thy thé, khang thé, manh Fab, manh
F(ab")2, manh Fd, méanh Fv, phan tt Fv don chudi (scFv), manh dAb, vung xac dinh bd
sung (CDR) dugc phan 1p, peptit CDR3, peptit FR3-CDR3-FR4 dugc ndi rang budc,
khang thé dic hiéu mién, khang the don mién, khéng thé xoa mién, khang thé kham,
khang thé ghép CDR, thé hai, thé ba, thé bén, thé nho, thé nano, thé nano hoéa tri mot,
thé nano hoa tri hai, dwoc phdm mién dich chét diéu bién nho (SMIP), khang thé lac da
(khang thé dong dime cua chudi ning VHH), va mién IgNAR bién dbi cua ca map, cdc
protein lién két khang nguyén khdc, va tuong tu.

Cac yéu t§ tac dong nodi bao hoa bao gém, vi du CD63, MHC-I, Kremen-1,
Kremen-2, LRP5, LRP6, LRPS, thu thé transferrin, thu thé LDL, thu thé protein 1 ¢oO
lien quan-LDL, ASGRI, ASGR2, protein gibng protein tién phan ti amyloit 2
(APLP2), thu thé apelin (APLNR), PRLR (thu thé prolactin), MAL (protein Myelin va
té bao lympho, a.k.a. VIP17), IGF2R, ATPaza loai H+ thudc khong bao, thu thé chat
doc bénh bach hau, thu thé folat, cac thu thé glutamat, thu thé glutathion, thu thé
leptin, thu thé don dep, SCARAL-5, SCARBI-3, va CD36. Theo cac phuong an nhit
dinh, yéu t§ tac dong ndi bao hoa la chét ndi hoa dic hiéu than, nhu la CDH16
(Cadheri-16), CLDN16 (Claudn-16), KL (Klotho), PTHIR (thu thé hoocmon
parathyroit), SLC22A13 (thanh vién 13 cua ho chit mang chét tan 22), SLC5A2 (chét
dong van chuyén natri/glucoza 2), va UMOD (Uromodulin). Theo cdc phuong 4n nhat
dinh khac, yeu td tac dong ndi bao hoa la cht ndi hoa dic hiéu co, nhu 12 BMPRI1A
(thu thé 1A cta protein phat sinh hinh thai xuong), m-cadherin, CD9, MuSK (kinaza
dic hiéu co), LGR4/GPR48 (thu thé 48 duoc ghép cdp protein G), thu thé cholin
(nicotin) alpha 1, CDHIS5 (Cadheri-15), ITGA7 (Integrin alpha-7), CACNGI (tiéu
phin gamma-1 ctia kénh canxi loai L), CACNAIS (tiéu phan alpha-15 cua kénh canxi
loai L), CACNG6 (tiéu phan gamma-6 cua kénh canxi loai L), SCN1B (tiéu ph?&n beta-
1 cta kénh natri), CHRNAI (tleu phan alpha cua thu thé ACh), CHRND (tiéu phan
delta cua thu thé ACh), LRRC14B (protein chra cac don vi 1dp giau leuxin 14B), va
POPDCS3 (protein chira mién Popeye 3). Trong mdt s6 phuong an cu thé, yéu tb tac
dong ndi bao hoa 1a ITGA7, CDY, CD63, ALPL2, hodc PPRLR.
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Theo mot sé phuong an, enzym dugc lien két cong hoéa tri (tikc la, cac dién tu
duoc chia sé qua cac nguyén tlr) v&i protein li€n két khang nguyén. Theo mot phuong
an cu thé, protein gin két yéu t6 tac dong ndi bao hoa bao gdm hodc chira nira khéng
thé; enzym dugc dung hop v6i mién dung hop Fe (vi du, O dau C); va mién Fc ma
duoc lién két cong hoa tri v6i enzym két hop voi mién Fc cua protein lién két khang
nguyén, sao cho su Kkét hop chtra mot hodc nhiéu cau disulfua. Phuong an cu thé nay
dugc md ta bang gian dd trong Fig. 1B.

Theo mot phuong én cu thé khac, protein gén két yéu td tac dong ndi bao hoa
(IE- BP) bao gb6m hogc chira khang thé hodc manh khang thé, va enzym dugc lién két
cdng hoa tri véi khang thé hodc manh khang thé nay. Theo mot phuong an cu thé,
[EBP la khang thé, va enzym 1a lién két cong hoa tri (truc tiép qua lién két peptit, hodc
gidn tiép qua phan t nbi) véi diu C cta chudi ning hodc chudi nhe cta khang thé
(Fig. 1C hodc 1E, tuong tng). Theo mot phuong an cu thé khac, IEBP 12 khang thé, va
enzym la lién két cong hoa tri (truc tiép qua lién két peptit, hodc gidn tiép qua phan t&
néi) véi ddu N cua chudi ning hodc chudi nhe cua khang thé (Fig. 1D hodac IF, tuong
ung).

Theo mdt sd phuong an, enzym va IEBP khong dugc lién két cong hoa tri,
nhung duogc két hop trong hdn hop tron. IEBP va enzym c0 thé két hop qua céc luc
khong cong hoa tri dé tao ra phirc. Vi dy, theo mot phuong 4n cu thé, ITEBP 1a khang
thé dic hiéu kép, trong d6 mot bén canh thay ctua khang thé gin voéi yéu t6 tac dong
noi bao hoa va canh tay con lai gin v6i enzym. Phuong an nay dugc mo ta bang gidn
d6 trong Fig. 1A.

Theo mot sb phuong 4n, enzym 1a GAA hogc ¢6 hoat tinh GAA (vi dy, isozym
¢6 hoat tinh GAA), va yéu t6 tac dong ndi bao héa la ITGAT, CDH15, CD9, CD63,
APLP2, hoic PRLR. Theo mot phuong an cu thé, enzym la GAA hoac c6 hoat tinh
GAA, mién noi hoa 1a CD63, va IEBP la khang thé ddc hiéu kép c6 tinh dac hidu dbi
v6i CD63 va GAA.

Theo mot sd phuong an, enzym 1a GLA hodc c6 hoat tinh GLA (vi du, 1sozym
¢6 hoat tinh GAA), va yéu t6 tac dong ndi bao hoa 1a TTGAT, CD9, CD63, APLP2,
hoic PRLR. Theo mot phuong an cu thé, enzym 12 GLA hodc c6 hoat tinh GLA, mién

-37-



34468

n6i héa 1a CD63, va IEBP 1a khang thé dgc hi¢u kép co tinh ddc hiéu dbi vi CD63 va
GLA.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phwong phap chon loc hodc sang loc
phtic hop trj liéu sinh hoc ma chira enzym va protein lién két khang nguyén ma thay
thé c6 hiéu qua enzym & b¢nh nhan cAn didu tri. Theo mdt phuong én, phirc hop tri
lieu sinh hoc dugc sir dung cho hé théng mo hinh va hé théng md hinh nay dugc danh
giad vé hoat tinh enzym dugc thay thé. Theo mot phuong an, hé théng mo hinh nay 1a
dong vat ma thidu su biéu hién enzym va biéu hién khang nguyén cung gbc ctia protein
lién két khang nguyén. Theo mét phuong 4n, md hinh dong vét nay la chudt ma biéu
hién khérig nguyén cung gbe duge lam gibng v6i ciia nguoi cua protein lién két khang

nguyén va voi su bat hoat (knock-out) gen ma ma hoa enzym nay.

Theo mdt phurong &n, chudt chira ban sao bét hoat cia enzym lyzosom nhu la a-
galactosidaza A, Ceramidaza, p- glucosidaza, chit hoat hoda saposin-C,
sphingomyelinaza, f3- galactosidaza, B-hexosaminidaza A va B, B -Hexosaminidaza A
va B, p -Hexosaminidaza A, protein chit hoat héa GM2, GM3 synthaza, arylsulfataza
A, chit hoat hoéa sphingolipit, o-iduronidaza, iduronidaza-2-sulfataza, heparan N-
sulphataza, —N-axetyl-  o- -glucosaminidaza, Axetyl-CoA;  a-glucosamit ~ N-
axetyltransferaza, N-axetylglucosamin-6-sulfataza, N—axetylgalactosam1n-6- sulfat
sulfataza, p -Galactosidaza, N- axetylgalactosamin-4-sulfataza (arylsulphataza B), B-
glucuronidaza, hyaluronidaza, 0-Glucosidaza 2 hoic lipaza axit lyzosomal. Theo mot
phuong 4n, chudt bt hoat (knock-out) ciing biéu hién ban sao clia nguoi hodc ban sao
dugc lam gidng v6i cia nguoi cua yéu t§ tac dong ndi bao hoa (nirc la, ban sao co
chung gbc véi protein lién két khang nguyén). Cac yéu td tac dong ndi bao hoa cua
ngudi bao gdm CD63, MHCI Kremen-1, Kremen-2, LRP5, LRP6, LRPg, thy thé
transferrin, thu thé LDL, hu thé protein co lién quan- -LDL 1, ASGR1, ASGR2, protein
gidng protein tién phan tir amyloit 2 (APLP2), thu thé apelin (APLNR), PRLR (thu thé
prolactin), MAL (protein Myelin va té bao lympho, a.k.a. VIP17), IGF2R, ATPaza
loai H+ thudc khong bao, thu thé chit doc bénh bach hau, thu thé folat, cac thu thé
glutamat, thu thé glutathion, thu thé leptin, thu thé don dep, SCARAI1-5, SCARBI-3,
CD36, CDH16 (Cadheri-16), CLDN16 (Claudn-16), KL (Klotho), PTHIR (thy thé
hoocmon parathyroit), SLC22A13 (thanh vién 13 cua ho chit mang chét tan 22),
SLCSA2 (chit ddng van chuyén natri/glucoza 2), UMOD (Uromodulin), BMPRIA
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(thu thé protein phat sinh hinh thai xuong 1A), M-cadherin, CDY, MuSK (kinaza déc
hiéu co), LGR4/GPR48 (thu thé ghép cap protein G 48), thu thé cholin (nicotin) alpha
1, CDHI15 (Cadheri-15), ITGA7 (Integrin alpha-7), CACNGI (tiéu phan cua kénh
canxi loai L gamma-1), CACNAIS (tiéu phan cta kénh canxi loai L alpha-15),
CACNG®6 (tiéu phan cua kénh canxi loai L gamma-6), SCN1B (tiéu phan cta kénh
natri beta-1), CHRNA1 (tiéu phan alpha cua thy thé ACh), CHRND (tiéu phan delta
cua thu thé ACh), LRRC14B (protein chua cac don vi lip giau leuxin 14B), va
POPDC3 (protein chtra mién Popeye 3).

Céc phuong phép tao ra chudt biéu hién cac thu thé cua ngudi da duogc biét dén
trong linh vuc k¥ thuat. Xem vi du Ma va cong sy, Drug Metab. Dispos. thang mudi
hai nam 2008; 36(12):2506-12; va Patent My sb 8,878,001 B2, ma dugc két hop trong
ban md ta nay vé chudt chuyén gen biéu hién céc thu thé cua nguoi. Cac phuwong phap
tao ra chuot bat hoat (knock-out) enzym cling da duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat.
Xem vi du Kuemmel va cong sy, Pathol. Res. Pract. 1997;193(10):663-71, ma duogc
két hop trong ban md ta nay vé chudt bat hoat enzym lién quan dén tich trit trong

lyzosom.

Céc vi du sau dugc thuc hién dé minh hoa rd hon cac phuong phép theo sang
ché. Cac vi du nay chi la d8 minh hoa va khong dugc chu dinh dé gii han pham vi cua

sang ché theo bét ky cach nao.
Vi du thue hién siang ché
Vi du 1: Protein dung hop a-Glucosidaza lyzosom

Céc hé théng van chuyén dugc hudng din boi khang thé khong phu thudc vao
CI-MPR duoc thiét ké dé van chuyén enzym dén lyzosom. Bang 3 liét ké cac clu tric
phan tir, cung voi muce do biéu hién cta ching trong cac t& bao CHO (xem Fig. 2),
hoat tinh GAA wéc tinh nhu dugc xac dinh bang céch str dung co chat huynh quang 4-
metylumbelliferyl-a-glucosit (xem Fig. 3), va nhim dich lyzosom, ndi hoa, va tinh

trang hoat tinh (xem céc hinh v& Fig. 4 va Fig. 5).
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Vi du 2: Noi hoa cau tric GAA

Viéc ndi hoa cac cu tric GAA duoc xéac dinh béng cach do hoat tinh enzym
trong dich ly gii t& bao. Cac cdu tric khac nhau cia GAA tai t6 hop (SEQ ID NO:1)
duoc thém vao HEK293, nguyén bao co xuong cta nguoi (Lonza, Walkersville, MD),
hodc nguyén bao co ctua chudt C2C12. Cac té bao duogc trai trong cac dia 24 giéng 24
gidr trude khi bd sung cac céu tric enzym. Cac cdu tric enzym dugc thém vao moi
trudng cua té bao trong 18 gid. Sau do, cac té bao duoc rira sach trong PBS dugc lam
lanh bf‘mg da va duoc ly giai trong NP-40 0,5% duoc lam lanh bémg da trong d¢m thu
nghiém (natri axetat 0,2 M, kali clorua 0,4 M, pH= 4,3). Dich ly giai duoc ly tim & tde
dd 15.000 x g trong 15 phut & 4°C va dich ndi dugc G bang 4-metylumbelliferyl alpha-
D-glucosit, co chit GAA, trong dém thir nghiém trong 1 gio trong cac dia 96 giéng.
Céc phan tng duoc dimg lai bang cach dung dém glyxin-carbonat & pH= 10,7. Tin
hiéu huynh quang dugc doc trén may doc dia & budc song kich thich la 360nm va
budc séng phat xa 1a 450nm. Nong do protein trong dich ly giai duge dénh gid bang
cach st dung kit thir nghiém axit bicinchoninic. 4-metylumbelliferon dugc dung lam
chit chuén. Hoat tinh GAA dugc béo cdo & dang s6 nmol 4-metylumbelliferon duogc
gidi phong trén mot gio trén mot mg protein tinh sach. Xem Fuller va cdng su,
“Isolation and characterisation of a recombinant, precursor form of lyzosomal acid

alpha-glucosidase”, 234(3) European Journal of Biochemistry 903-909 (1995).

Noi hoéa hoat tinh GAA dugc danh gia khi ¢c6 mat hoac Véng mdt mannoza 6-
phosphat (M6P) (Fig. 4A), va khi c¢6 mat hodc vang mat CD63. Mot s6 enzym
lyzosom dugc gin thé vao lyzosom qua gbc M6P gin kém ma gin v6i thu thé
mannoza 6-phosphat (MPR). Do d6, su lién quan ctia CI-MPR dén viéc ndi hoa khang
thé khang CD63-GAA dugc danh gia bai bao gdbm M6P 5 mM, ma canh tranh dé gin
két MPR, trong méi truong nudi cdy HEK trong khi hép thu khang thé khang CD63-
GAA. Su bao gdbm M6P khong c6 tac dong trong viéc hip thu khang thé khang CD63-
GAA khi duoc x4c dinh bang viéc phat hién 4-metylumbelliferon trong dich ly giai té
bao (Fig. 4A). Tuy nhién, viéc hip thu khang thé khang CD63-GAA phu thudc vao su
c¢6 mit ciia CD63 (Fig. 4B). Khang thé khang CD63 » GAA duogc hip thu boi- cac té
bao HEK ma biéu hién CD63, nhung khong duoc hip thu boi cac té bao HEK mang
ban sao bit hoat ctia gen CD63 (Fig. 4B).
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Bang 3
Biéu Nhim dich |
Hoat tinh ] :
. hién Phu Dong dinh
Cau trac GAA (in|Hoat tinh | Phu thudc _
trong thudc vi  trong
Vitro) GAA MPR
CHO CD63 lyzosom
IgG4 khang )
++ NA Khong Khong Co Co
CD63
Dung hop Fe-
GAA (xem |+ + NA NA NA NA
Fig. 1B(1))
GAA-
Fcekhang
NA + Co Khong Co NT
CD63 (xem
Fig. 1B)
Khang  thé
khang CD63-
++ + Co Khong Co Co
GAA (xem
Fig. 1C)
GAA-khang
CD63 v(Xem + + Co Khong Co NT
Fig. 1D)
GAA NT + Co Co Khong NT
GLA NA - NA Co Khoéng | NT
*GLA* khang
NA - NA Khong Co NT
CD63

NA = Khong ap dung duoc; NT = Khong duoc thtr nghiém
Vi du 3: Hap thu cAu tric GAA nguyén bao co

Kha ndng cia nguyén bao co xuong, ma ] mot loai mo duge quan tdm ¢ bénh
Pompe, trong vigc hép thu cac cAu trac GAA khac nhau dugc kiém tra. Nguyén bao co
xuong cua nguoi dugc nudi céy khi c6 mat céc néng dd khac nhau (titc la, 25 nM, 50
nM, va 200 nM) cta (1) khang thé khang CD63- GAA, (2) khang thé khang CD63-
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GAA cong M6P 5 mM, (3) myc-GAA, va (4) myc-GAA cong M6P 5 mM. Noi hoa
cic chu tric GAA dugc suy doan tir mic d6 hoat tinh GAA dugc phat hién trong dich
ly giai té bao, nhu dugc chi ra béi sy tich tu 4-metylumbelliferon, dugc danh gia. Vi€c
hép thu 200 nM khang thé khang CD63-GAA, ma doc lap v4§i MPR, 16n hon gép nim
1An so véi viéc hip thu myc-GAA, ma phu thuoc vao MPR (Fig. SA).

Pé xdc dinh su dinh vi dudi té bao ctia cdu tric khang thé khang CD63-GAA,
nguyén bao co xuong cua ngudi duge nhudom bang khang thé khang IgG cla nguoi (dé
phét hién gbc khang CD63 cua cAu tric khang thé khang CD63-GAA) va cac khang
thé khang LAMP (dé danh diu cac lyzosom). LAMP, hay la glycoprotein mang lién
két voi lyzosom, bao gdm céc protein mang khong tach roi ma ddc hiéu voi cac
lyzosom. Thi nghiém dong danh diu duoc chting minh la khang thé khang CD63-
GAA dugc dong dinh vi v6i khang thé khang LAMP, bidu thi rang khang thé khéng
CD63-GAA dinh vi dén cac lyzosom.

Tuong tu 13, cac nguyén bao co C2C12 cua chudt dugc tiép xtic voi cac ndng
d6 khac nhau, tirc la, 25 nM, 50 nM, va 200 nM, cta (1) khang thé khang CD63-GAA,
(2) khang thé khang CD63-GAA cong M6P 5 mM, (3) myc-GAA, va (4) myc-GAA
cong M6P 5 mM. Noi hoa cac chu tric GAA duge suy doan tir muc do hoat tinh GAA
duoc phat hién trong dich ly giai t6 bao, nhu dugc chi ra boi sy tich tu 4-
metylumbelliferon, dugc danh gid. Viéc hép thu khéng thé khang CD63-GAA 200 nM,
ma khong bi anh hudng bét loi boi M6P, ma nhiéu hon gip khoang séu lan dén khoang
chin 14n so véi viéc hap thu myc-GAA (Fig. 5B).

Vi du 4: Tac dong ciia khang thé khang CD63-GAA dén viéc tich trit Glycogen

Tac dong cua khang thé khang CD63-GAA dén viéc tich trit glycogen trong
lyzosom ctia ba dong té bao Pompe khic nhau dugc danh gia. Cac dong té bao Pompe
dugc bit ngudn tr cac nguyen bao soi thu duge tir cac bénh nhan méc bénh Pompe
khoi phat tudi 4u nién va bao gom céc dot bién bit hoat (knock-out) hodc giam biéu
hién (knock-down) trong gen GAA. Céc dong té bao dugc st dung la GM20089 (dot
bién x6a exon 18), GM20090 (phuc di hop tir trong exon 14 va 16), va GM20090
(phtrc di hop tu trong exon 2). Céc dong nay duoc 14y tir Coriell Institute, Camden, NJ.
Xem Huie va cong su, “Increased occurrence of cleft lip in glycogen storage disease

type 11 (GSDII): exclusion of a contiguous gene syndrome in two patients by presence
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of intragenic mutations including a novel nonsense mutation GIn58Stop”, 85(1) Am. J.
Med. Genet. 5-8 (1999); Huie va cOng su, “Glycogen storage disease type II:
identification of four novel missense mutations (D645N, G648S, R672W, R672Q) and
two insertions/deletions in the acid alpha-glucosidase locus of patients of differing
phenotype”, 244(3) Biochem. Biophys. Res. Commun. 921-7 (1998) va; Nishiyama va
cong su, “Akt inactivation induces endoplasmic reticulum stress-independent
autophagy in fibroblasts from patients with Pompe disease”, 107 Molecular genetics
va metabolism 490-5 (2012). Nguyén bao soi da cia nguoi mdi dugc hinh thanh
(NHDF, Lonza) duoc sir dung lam ddi chimg. Tét ca cdc dong té bao Pompe déu cho
thdy su tich trit glycogen trong lyzosom (sau 72 gid cit giam glucoza dé giam
glycogen trong bao twong) mac du hoat tinh GAA con lai (< 0,1%) c¢6 mat (Fig. 6, cac
hinh A va B, tuong trng). Glycogen dugc do ma st dung kit thtr danh gid glycogen
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Céc té bao duoc cit giam glucoza trong khoang 96 gio trude khi ly giai dé loai
bd glycogen trong bao twong (xem Umapathysivam va cdng su, “Correlation of acid
alpha-glucosidase and glycogen content in skin fibroblasts with age of onset in Pompe
disease”, 361(1-2) Clin Chim Acta. 191-8 (2005)). Cac té bao duogc xu ly béng khéng
thé khang CD63-GAA (200 nM) hodc myc-GAA (200 nM) trong 72 gid trude khi ly
giai. V§i tit ca ba dong t& bao Pompe, viéc xir Iy bang khang thé khang CD63-GAA
din dén sy giam dang ké vé tich trit glycogen trong lyzosom (Fig. 7), chi ra rang
khéng thé khang CD63-GAA dugc sit dung bén ngoai da dén duoc lyzosom va duoc

hoat héa bang enzym.
Vidu 5: Cac isozym voi GAA

Dé tranh cac dap Gng mién dich c6 thé xay ra & cac bénh nhan Pombe v§i GAA
(tite la, vat liéu mién dich phan Umg chéo hay la CRIM), viéc vin chuyén cac
glucosidaza ctia ngudi khac dé ctu hoat tinh GAA dugce danh gia. Cac enzym khong
thudc lyzosom c6 hoat tinh thiy phan glycogen gidng v6i GAA (ak.a. axit o-
glucosidaza) duoc dénh gid. Cac enzym ndy bao gdm sucraza-isomaltaza (SI),
maltaza-glucoamylaza (MGAM), glucosidaza II (GANAB), va a-glucosidaza trung
hoa (C GNAC). Cac enzym ndy va cac phuong 4n tai tb hop khac duge md ta trong
Dhital va cong su, “Mammalian mucosal a-glucosidases coordinate with o-amylase in
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the initial starch hydrolysis stage to have a role in starch digestion beyond
glucogenesis”, 8(4) PLoS One 625462013 Apr 25 (2013); Sim va cong sy, “Human
intestinal maltase-glucoamylase: crystal structure of the N-terminal catalytic subunit
and basis of inhibition and substrate specificity”, 375(3) J. Mol. Biol. 782-92 (2008);
va Quezada-Calvillo va cOng sy, “Luminal starch substrate “brake” on maltase-
glucoamylase activity is located within the glucoamylase subunit”, 138(4) J. Nutr.

685-92 (2008).

Céc clu tric isozym sau dugc tao ra va dugc biéu hién trong cac té bao CHO:
(1) khang thé khang CD63, (2) khang thé khdng CD63-NtMGAM (st la, tiéu phan
ddu N cua maltaza-glucoamylaza néi véi dau C cua chudi nang cua khang thé khang
CD63), va (3) khang thé khang CD63-CtMGAM. Xem Dhital, 2013. Cau tric khdc ma
bidu hién chudi ning cia khang thé khang CD63 ctia chudt duge dung hop véi tiéu
phin diu C cua maltaza-glucoamylaza cia chudt (khang thé khérig mCD63-

mctMGAM) ciing dugc thiét ké dé sir dung trong cidc mo hinh chudt (xem Vi du 11).
Vi du 6: Protein dung hop a-Galactosidaza A (GLA) Lyzosom

Céc protein dung hgp khac nhau ma chitra GLA cua nguoi (SEQ ID NO:2) dugce
xdy dung va dugc biéu hién trong cac té baio CHO. Céc cu triic nay bao gom (i) GLA
duoc dung hop véi dau C cta cac chudi ning cua khang thé khang CD63 (khang
CD63-GLA), (ii) GLA dugc dung hop véi globulin mién dich Fe (vi du, Fc “bdm”),
(iii) GLA-khang CD63 (fitc la, GLA duge dung hop véi ddu N ctia cac chudi ning cta
khang thé khang CD63), va (iv) thé dung hgp GLA-myc (Fig. 8). Céc protein gin két
yéu t6 tac dong nodi bao hoa (IEBP) khong chira gbec GLA ciing duoc thiét ké va biéu
hién. Trong mdt trudong hop, IEBP 1a khéng thé dic hiéu kép véi mot nra ma cé tinh
dac hiéu gin két voi CD63 va ntra con lai ma c6 tinh dic hiéu gin két véi myc. GLA
hoat tinh enzym (ttc la, sy thiy phan 4-metylumbeliferyl-B-galactopyranosit) dugc
danh gia dbi véi mdi protein dung hop GLA, cac két qua cta ching dugc biéu dién
trong Fig. 9. V6i sy ngoai trir thé dung hop khang CD63-GLA dau C, tit ca cac cdu
trac da cho thay hoat tinh ctia a-galactosidaza (Fig. 9). Cac Fc bdm duoc mo ta trong
Ridgway va cdng su, “Knobs-into-holes' engineering of antibody CH3 domains for

heavy chain heterodimerization”, 9(7) Protein Eng. 617-621 (1996).
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Su nodi hda mdi cAu trac (hodc td hop cua IEBP va GLA-myc) vao trong céc té
bao HEK duoc x4c dinh bang cach do su tao thanh metylumbelliferon tir sy thiy phan
4-metylumbeliferyl-B-galactopyranosit dugc xtc tdc bdi enzym. Cac chu tric khac
nhau duge thém vao cac té bao HEK293, ma sau d6, duge i dé dién ra qua trinh nhap
bio, sau d6, duge rira va ly giai & do pH=4. Co chat GLA duoc thém vao moi dich ly
giai té bao va phan ung a-galactosidaza dugc dién ra. Cac két qua dugc biéu thi trong
Fig. 9, ma biéu thi ring protein dung hop GLA-khéng CD63 dugc ndi hoa vao trong
céc té bao HEK. Chi mdt minh GLA-mye, e ld, khi ving mat thanh phan IEBP, da
khong duoc hip thu béi cac té bao HEK. Tuy nhién, né duge hip thu khi c6 mat khéng
thé dic hiéu kép ma gin v6i CD63 va gin véi quyét dinh khdng nguyén myc (Fig. 10).

Vi du 7: Hép thu céc protein gin két yéu t6 tic dong ndi bao hoa

Viée ndi héa khang thé khang CD63 hoidc khang thé khang APLP2 vao trong
céc phéan doan té bao c6 pH thdp duoc so sanh véi viéc ndi hoa GLA ciia ngudi tai t6
hop (thGLA), ma c¢6 ham Iugng M6P cao, vao trong cac phan doan té bao c6 pH thép.
MBbi khéng thé GLA, khang CD63, va khang APLP2 dugc danh ddu bang chit nhuom
nhay cam véi pH thap pHrodo® (Invitrogen, Calsbad, CA). Céc té bao HEK, cac té
bao HepG2 (ung thu biéu mé gan), va cac té bao PC-3 (ung thu tuyén tién liét) dugc
tiép xtc vdi cac protein duwoc danh ddu pHrodo® va duoc G qua dém hodc trong
khoang 16 gid. Sau d6, cac té bao nay dwoc hinh anh héa va cac béng nhé huynh
quang dugc dém. Pau ra huynh quang duoc chuin hoa theo mitc do danh diu cho mdi
protein. Céc té bao HEK, PC-3 va HepG2 da chimg minh su hip thu khéng thé khang
CD63 va khang APLP2 cao hon so v6i thGLA (Fig. 11).

Vidu 8: Xt ly protein dung hgp trong lyzosom

Kiém tra viéc cdu tric khang thé khang CD63-GAA c6 dugc xi ly bing cach ly
gi4i bang protein trong lyzosom khong bang cach sir dung phén tich western blot cua
dich ly giai t& bao Pompe. Céc té& bao Pompe GM20089 duoc nudi cdy khi c6 mat
khang thé khang CD63-GAA va tiép sau d6, dich ly giai té bao dugc thuc hién phan
tich western blot khir str dung khang thé khang GAA (Fig. 12, hinh A) hoic khang thé
khang khang higG (Fig. 12, hinh B).
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Dong té bao nguyén bao soi bénh Pompe GM20089 tir Coriell duge trai ¢ trén
cac dia 6 giéng va duoc U vé6i khang thé khang CD63-GAA trong 18 gid va sau d6
duoc rira sach bang madi truong. Céc giéng dugc ly gidi trong dém RIPA ¢ céc thoi
diém khac nhau, #ifc 1a, 0, 24, 48, 72 gid sau khi loai bo khang thé khang CD63-GAA.
Dich ly giai dugc danh gia vé GAA bing western blot ma st dung khing thé khang
GAA cta ngudi (ab113021, Abcam LTD, Cambridge, UK; Fig. 12). Khang thé khang
CD63-GAA dang diy du va cac phan tir trung gian nhd hon duge phat hién & cac thoi
diém sém hon, va dang 76kDa trudng thanh trong lyzosom ctiia GAA dugc phat hién &
tAt c4 cac thoi diém sau khi ding khéng thé khang CD63-GAA. Piéu ndy chimg minh
ring céc khang thé khang CD63-GAA ndi hoa di vao trong cac t& bao bénh nhan va
dugc xu 1y chinh xé4c véi dang trong lyzosom trudng thanh ctia GAA. Hon nita, chu ky
ban rd ctia dang 76kDa trong céc té bao khép véi cac nghién ciru khac vé su ndi hoa
GAA (Maga, J. A. va cdng su Glycosylation-independent lyzosomal targeting of acid
a-glucosidase enhances muscle glycogen clearance in Pompe mice. Journal of

Biological Chemistry 288, 1428-1438 (2013).)
Vi du 9: Su phéan b6 va xir Iy trong mé ctia khang thé khdng CD63-GAA

Chudt duoc xir Iy mang gen giéng ctia nguoi & locut CD63 (xem Valenzuela va
cong su, “High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-
resolution expression analysis”, 21 Nature Biotechnology 652 - 659 (2003)) dugc su
dung khang thé khang CD63-GAA. Céc miu md duge ldy va GAA duoc danh gia qua
phén tich western blot. GAA dugc phat hién trong gan, co hoanh, than, tim, va co tu
dau va co hai dau (Fig. 13).

Ngin gon 13, chudt c6 CD63 gidng cta ngudi duge tao ra bang cich chuyén
locut CD63 ctia ngudi vao trong locut CD63 cua chudt. Khang thé khang CD63-GAA
hodc khang CD63 dugc st dung bang cach tiém ven dudi & lugng 50mg/kg vao chudt
c6 CD63 gidng cta ngudi 2 thang tudi hodc chudt kiéu dai thiu CD63 cta nguoi. Ly
mau dudi duoc thuc hién ¢ cac thoi diém khac nhau, vi du, 0, 6, 24 gi0 sau khi tiém.
ELISA véi khang thé khang Fc ctia ngudi dugc thuc hién dé xac dinh ndng d6 khang
thé khang CD63-GAA trong huyét thanh. Khang thé khang CD63-GAA duoc don sach
nhanh chéng khoi huyét thanh va nhanh hon khang thé khang CD63 gbc. Chudt duoc
tiém cling dugc lam chét & cac thoi diém khéac nhau va cdc md duge md léy ra va duoc
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dong lanh nhanh trong nito l6ng. Cac md dugce ly giai trong dém RIPA va duoc danh
gia vé GAA biang western blot. Dang lyzosom truéng thanh 76kDa c0 trong hiu hét
cac mb duoc danh gid, chimg minh su ndi hoa cua khang thé khang CD63-GAA di vao
trong cac té bao bén trong mo (Fig. 13). Chudt mang CD63 duogc lam g10ng véi cua
ngudi da ndi hoa khang thé khang CD63-GAA trong cO Xuong (tim, co nhi dau, co tr
d4u), nhung chudt kiéu dai khong bidu thi bat ky su hép thu nao. Diéu nay chimg minh
rang khang thé khang CD63-GAA dd ndi hoa di vao trong cac té bao co xuong nho
trung gian CD63.

Chudt c¢6 CD63 dugc 1am gidng cta ngudi (CD63™M) va chudt doi ching
(CD63*) duge st dung khang thé khang CD63-GAA & liéu luong 50 mg/kg qua tiém
ven du6i. O thoi diém 24 gid, cac md dugc chiét va 200 pg dich ly giai té bao duoc
nap trén mdi lan. Lai western blot dugc dung mAu dd bang khang thé khang hGAA va
khéng thé khang GAPDH Ia dbi chung nap. Fig. 14 mo ta anh lai western blot va
chirng minh rang CD63 da trung gian cho viéc hip thu khang thé khang hCD63-GAA
vao trong md co & chudt CD63™™ nhung khong & chuot WT CD63"*. Khang thé
khang hCD63-GAA duge xur ly thanh hGAA 76 kDa trudng thanh.

Vi du 10: Céac yéu td tac dong ndi bao hoa dic hiéu co

Céc khang thé duoc biotin hda nhan biét cac khang nguyén déc hifu co, ma bao
odm khéng thé khang integrin alpha 7, khang thé khang CD9, va khang thé khang
dystroglycan, dugc st dung v6i chudt bat hoat GAA. Su phan bd trong md cua cic
khéang thé nay dugc xdc dinh bang phan tich western blot. Fig. 15 md ta biéu do
histogram vé muc do khang thé duoc tim thay bén trong co xuong (co song dau, co tr
dAu, va co hoanh), co tim, gan (c6 vao tro nhu la duong chuén cho qué trinh chuén
hoa), than va 14 lach. Céac khang thé khang integrin alpha 7 dugc tim thay (¢ mic do
vuot qua muc do dugc tim thdy trong gan) ¢ co xuong va tim. Céac khang thé khang
CD9 duge tim thdy (& mic do vugt qua muc do dugc tim thdy trong gan) & co xuong

va tim, va ciing nhu ¢ thén va 14 lach (Fig. 15).

Pé xac dinh liéu cac khang thé dic hidu co chon loc nay c6 thé nhim dich
lyzosom hay khong, cac khang thé nay duoc danh diu bang pHrodo-mau do va sau do
dugc u qua diém & nong do 10 pg/mL v6i nguyén bao co C2C12 cta chudt. Tin hiéu
huynh quang thudc tiéu bao dugc dinh luong va chudn hoa dén muc dd cua viéc danh
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ddu bang chit phat quang trén khang thé Cac két qua dugc mo ta trén Fig. 16, ma biéu
thi khang thé khang CD63, khang thé khang dystroglycan, khang thé khéng M-
cadherin, khang thé khang CD9, va khang thé khang integrin alpha 7 dugc nhim dich

dén phén doan lyzosom c6 do pH thip cua cc nguyén bao co C2C12.
Vi du 11: Sy phuc hdi ctia mirc do glycogen trong co

Chuot bt hoat (KO) GAA 2-3 thang tudi vdi sy biéu hién CD63 ctia chudt
nguyén ban dugc trd thanh d6i tugng dé van chuyén thuy dong luc hoc (HDD) cac chu
truc plasmit m3 hoa a-glucosidaza ctia nguoi c¢6 du chidu dai (hGAA), khang thé
khéng mCD63-GAA (khéang thé khang CD63 cua chudt) va chudi nhe két hop clia né,
hodc khang thé khang hCD63-GAA (khang thé khang CD63 clia ngudi) va chudi nhe
két hop ctia né. TAt ca cic cdu tric da sir dung cac mach chinh plasmit gidng hét nhau
bao gdm promoto ubiquitin va dudi polyA SV40. Ngin gon 13, 40 pg ctia mdi plasmit
(tirc 1o 40pg chudi nang va chudi nhe, hoic chi hGAA) dugc pha lodng trong 2-3mL
nude mubdi khir tring ca dugc tiém nhanh vao trong ven dudi ctia chudt KO GAA. Liy
mau dudi dugc thyc hién 3 ngay mot lan da ching minh néng ddo hGAA hoic cac ciu
tric khang thé-GAA trong huyét thanh trong ~10 ngay. Chudt duoc lam chét sau HDD
3 tudn, va cdc md duoc 1am dong lanh nhanh trong nito 16ng. Cac md duoc ddng nhat
hoéa trong nude cét, duge dun sdi, va quay ly tim dé ling xubng. Céc dich ndi duoc
danh gia vé glycogen ma st dung kit danh gia glycogen huynh quang (MAKO16,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

Nong do glycogen trong tim, co hoanh, va co xuong bao gdm co tam ddu, co
song dau, va co ti ddu duoc xac dinh trong chuot kiéu dai, chudt KO GAA, va chudt
KO GAA dugc xur ly bing hGAA hodc khang thé khang mCD63-GAA dugc vén
chuyén thiy dong luc hoc va duoc biéu hién. Cac két qua dugc mo ta trong Fig. 17,
ma biéu thi sy phuc hoi glycogen dén gan ndng d6 kiéu dai ¢ chudt duge xtr 1y khang
thé khang mCD63-GAA. Hiéu qua hdi phuc glycogen rd rang hon véi khang thé
khang mCD63-GAA, ma biéu thi gin dén 100% sy hdi phuc ndng do lecogen trong
co kiéu dai, hon so v6i chi mot minh hGAA, ma biéu thi chi khoang 10% dén 35% su
giam ndng do glycogen trong co xwong hodc co hoanh & chudt KO GAA (xem Fig.

17).
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Nong do glycogen trong tim, co hoanh, va co xuong bao gdm co tam dau, co
song dau, va co tor ddu duge xac dinh trong chudt kiéu dai, chuot KO GAA, va chudt
KO GAA duogc xtr 1y bing khéng thé khang hCD63-GAA, khing thé khang mCD63-
GAA, hoic khang thé khang mCD63-mctMGAM duge van chuyén thity dong luc hoc
(HDD) va duoc biéu hién. Cac két qua dugc md ta trong Fig. 18 biéu thi su phuc hoi
glycogen dén gin ndng do kiéu dai & chudt dugc xit Iy bang khang thé khang mCD63-
GAA. Hiéu qua hoi phuc glycogen rd rang hon véi khang thé khang mCD63-GAA, ma
biéu thi su hdi phuc ndng do glycogen trong co dén khoang trong vong 20% ndng do
kiéu dai, hon so véi chi mot minh khang thé khang hCD63-GAA, ma biéu thi chi
khoang 20% su giam ndng do glycogen trong co xuong hodc co hoanh ¢ chudt KO
GAA (xem Fig. 18). Ngoai ra, két qua ndy con xdc nhan hiéu qua dugc ting cuong cla
viée van chuyén GAA dén lyzosom qua sy ndi hoa CD63 dic hiéu loai. Viéc diéu tri
bing khang thé khang mCD63-mctMGAM qua HDD & chudt KO GAA so véi chudt
KO GAA dbi chimg (khong duogc didu tri) duoc tham dinh trong 7 hodc 12 ngdy sau
HDD (xem Fig. 20). Glycogen giam duoc quan sat thay in vivo & chudt KO GAA duge
diéu tri bang cdu trac HDD khang mCD63-mctMGAM dic hiéu chudt ¢ hai thoi diém,
trong khi, nguoc lai, chudt khong duogc diéu tri kiéu dai & cung mot diéu kién khong

biéu thi su thay doi vé tich trir glycogen (Fig. 20).
Vidu 12: Lipaza axit lyzosomal

Lipaza axit lyzosomal (LAL hodc LIPA) la enzym ma bé gay cac cholesteryl
este va cdc triglyxerit trong lyzosom. Sy sai hdng trong LIPA (vi du, LAL-D hoic
bénh Wolman) dan dén su ting din nguyén liéu chit béo trong gan, 14 lach va céc co
quan khéc. Ty 16 mic bénh dbi v6i LAL-D nam trong khoang tir 1 trén 40.000 nguoi
dén 1 trén 300.000 trén toan thé gidi. Tré so sinh ¢6 su thiét hut LIPA néu khong dugc
diéu trj sé tir vong trong vong tir 6-12 thang do suy da co quan. Cac tré 16n hon c6 thé
van khong chin doan dugc bénh cho dén khi ching tir vong vi dau tim, dot quy hodc
suy gan.

Pé kiém tra tac dong cua khang thé ma ndi véi LIPA dén hoat tinh lipaza noi
sinh, hai cdu tric khang thé LIPA duoc tao ra: thé dung hop déu C chudi ning (khing
myc-LIPA); va thé dung hop dau N chudi nang (LIPA-khdng myc). cADN ctia cac axit
amin tir 24-399 cla enzym axit lipaza trong lyzosom cta nguoi (SEQ ID NO:3) duogc
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tach dong vao trong diu N hodc dau C cua plasmit chira chudi ning cta khéng thé.
Trinh tu phén cit dugc cathepsin dugc st dung nhu mot phin tir ndi gitta chudi ning
va enzym. Cac cau tric ciing v6i chudi nhe twong Gng dugc tai bién nap vao trong cic
té bao CHO-K1. Céc thé ndi cua té bao CHO duogc thu sau bién nap 5 ngay va dugce
loc v tring. Céc thé ndi nay trd thanh dbi twong cua phan tich western blot va dugc
do bdi khang thé khang LIPA va khang thé khéng hIgG. Su biéu hi¢n ctia LIPA, khéng
thé 1<hang myc-LIPA, va LIPA-khéng myc trong céc té bao CHO dugc x4c nhan.

Céc san pham pha lodng ctia dich ndi trong dém thir nghiém (natri axetat 0,2 M,
kali clorua 0,4 M, pH= 4,3) duoc 1 bang 4-metylumbelliferyl oleat, co chét ctia enzym
LIPA, trong 1 gio. C4c phan tng dugc dimg lai bang cach dung dém glyxin-carbonat &
pH=10,7. Tin hiéu huynh quang dugc doc trén may doc dia & budc song kich thich la
360nm va budc séng phat xa 1a 450nm. Cé hai cAu tric khang myc-LIPA va LIPA-
khang myc didu thé hién hoat tinh lipaza dang ké so v6i dbi ching LIPA nguyén ban
(Fig. 19).

Séang ché khong bi giéi han vé pham vi bao hd bdi cac phuong an cu thé dugc
md ta & day. Thuc chit, cic phuong 4n bién ddi khic nhau cia sang ché ngoai céc
phuong 4n duge mé ta & day l1a dé dang suy ludn dugc véi ngudi ¢ hiéu biét trung
binh trong linh vurc k¥ thuat tir phdn mo ta néu trén. Cac phuong 4n bién dbi nhu vay

dugc chu dinh nam trong pham vi ctia cac yéu cau bao hd kém theo.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Ché phdm chtra enzym lién quan dén bénh tich trit trong lyzosom (lyzosomal
storage disease — L.SD) va protein lién két khang nguyén,

trong d6 enzym dugc chon tr nhom bao gdm a-galactosidaza, B-galactosidaza, o-
glucosidaza (GAA), [-glucosidaza, chdt hoat héa saposin-C, ceramidaza,
sphingomyelinaza, p-hexosaminidaza, chdt hoat hoéa GM2, GM3 synthaza,
arylsulfataza, chit hoat hoa sphingolipit, o-iduronidaza, iduronidaza-2-sulfataza,
heparin N-sulfataza, N-axetyl-a-glucosaminidaza, o-glucosamit N-axetyltransferaza,
N-axetylglucosamin-6-sulfataza, =~ N-axetylgalactosamin-6-sulfat  sulfataza,  N-
axetylgalactosamin-4-sulfataza, B-glucuronidaza, hyaluronidaza, va lipaza axit

lyzosomal (lyzosomal acid lipase — LAL),
trong d6 protein lién két khang nguyén lién két yéu t6 tic dong ndi bao hoa, va
trong d6 yéu td tac dong ndi bao héa 1a CD63.

2. Ché phim theo diém 1, trong d6 enzym dugc chon tir nhém bao gdm a-

galactosidaza (GLA), B-galactosidaza (GLB), va a-glucosidaza (GAA).

3. Ché phim theo diém 1 hodc 2, trong d6 protein lién két khang nguyén dugc chon tir
nhém bao gdm phén tir dung hop-thu thé, phan tir bét gitt, phan to dung hop Fe-thu
thé, khang thé, manh Fab, manh F (ab")2, manh Fd, manh Fv, phan t Fv don chudi
(scFv), manh dAb, ving x4c dinh bd sung (CDR) dwoc phan lap, peptit CDR3, peptit
FR3-CDR3-FR4 rang budc, khang thé ddc hiéu mién, khang thé don mién, khang thé
x6a mién, khang thé kham, khang thé ghép CDR, thé hai, thé ba, thé bdn, thé nho, thé
nano, thé nano hoéa tri mot, thé nano hoa tri hai, dugc phém mién dich chét diéu bién
nhé (SMIP), khang thé lac da (khang thé dong dime ctia chudi ning VHH), va mién
IgNAR bién dbi ctia c4 map.

4. Ché pham theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 enzym duoc lién

két cong hoa tri voi protein lién két khang nguyén, va tiy ¥ trong do:

(i) protein lién két khang nguyén bao gdm nira khang thé, enzym lyzosom duoc lién
két cdng hda tri voi mién Fc cta globulin mién dich, va mién Fc duge lién két cong

héa tri véi enzym lién két véi mién Fe cda protein lién két khang nguyén; hodc
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(ii) protein lién két khang nguyén bao gbm khang thé, va enzym duoc lién két cong
héa tri véi ddu C cta chudi ning ctia khéng thé.

5. Ché pham theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 enzym dugc lién
két cong hoa tri voi protein lién két khang nguyén, va tuy y trong do:

(i) protein lién két khdng nguyén lién két v6i ca yéu tb tac dong ndi bao héa va enzym,
va/hoac

(ii) protein lién két khang nguyén 1a khang thé dac hiéu kép lién két yéu t6 tac dong
ndi bao hoa va enzym.

6. Ché phdm theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 5, trong d6 enzym la GAA
hodc GLA hoac c6 hoat tinh GAA hodc GLA.

7. Ché phim theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong do:

(i) enzym la GAA hodc c6 hoat tinh GAA, va enzym bao gdm trinh ty axit amin néu

trong SEQ ID NO:1; hodc

(ii) enzym la GLA hodc c6 hoat tinh GLA, va enzym bao gém trinh tu axit amin néu

trong SEQ ID NO:2.

8. Phirc hop tri lidu sinh hoc dé st dung trong phuong phap didu tri cho ddi twong méc
bénh tich trit trong lyzosom (LSD), phuong phép nay bao gdm bude cho ddi twong
dung phtc hop tri li€u sinh hoc va trong dé phtc hop tri li€u sinh hoc di vao trong
lyzosom ctia té bao ctia ddi twong va tao ra hoat tinh enzym (“enzym thay thé”) ma
thay thé hoat tinh enzym lién quan dén LSD (“enzym ndi sinh”), trong d6 phtrc hop tri

liéu sinh hoc chira:

(a) enzym thay thé duoc chon tir nhém bao gdm o-galactosidaza, p-galactosidaza, a-
glucosidaza (GAA), p-glucosidaza, chat hoat hoa saposin-C, ceramidaza,
sphingomyelinaza, p-hexosaminidaza, chit hoat héa GM2, GMS3 synthaza,
arylsulfataza, chit hoat hoéa sphingolipit, a-iduronidaza, iduronidaza-2-sulfataza,
heparin N-sulfataza, N-axetyl-a-glucosaminidaza, o-glucosamit N-axetyltransferaza,
N-axetylglucosamin-6-sulfataza,  N-axetylgalactosamin-6-sulfat  sulfataza, = N-
axetylgalactosamin-4-sulfataza, p-glucuronidaza, hyaluronidaza, va lipaza axit

lyzosomal (lysosomal acid lipase - LAL), va
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(b) protein lién két khang nguyén lién két yéu t6 tac dong nodi bao hoa, trong d6 yéu tb
tdc dong ndi bao hoa la CD63.
9. Phirc hop trj liéu sinh hoc dé str dung theo diém 8, trong d6 LSD:
(i) dugc chon tir nhém bao gbm rbi loan chuyén hoa sphingolipit, rdi loan chuyén hoa
mucopolyxacarit, va bénh tich trit glycogen;
(ii) dugc chon tir nhém bao gém bénh Fabry, bénh Gaucher typ I, bénh Gaucher typ II,
bénh Gaucher typ III, bénh Niemann-Pick typ A, bénh Niemann-Pick typ B, r6i loan
chuyén héa GMI1-gangliosit, bénh Sandhoff, bénh Tay-Sachs, ching thiéu hut chat
hoat hoa GM2, ching r6i loan do tich tu gangliosit-GM3, loan dudng bach clu bién
séc, ching thiéu hut chat hoat hoa sphingolipit, bénh Scheie, bénh Hurler-Sceie, bénh
Hurler, bénh Hunter, Sanfilippo A, Sanfilippo B, Sanfilippo C, Sanfilippo D, hoi
chtirng Morquio A, hdi ching Morquio B, bénh Maroteaux-Lamy, bénh Sly, MPS IX,
va bénh Pompe; hodc
(iii) bénh Fabry hodc bénh Pompe.
10. Phtre hop tri liéu sinh hoc dé st dung theo diém 8 hoic 9, trong do:
(i) enzym thay thé khong gdy ra phan tmg mién dich & déi tugng; va/hodc -
(ii) enzym thay thé 1a isozym.
11. Phitc hop tri liéu sinh hoc dé sir dung theo diém 10, trong d6 enzym thay thé Ia
isozym va trong do:
(i) LSD 1a bénh Pompe, enzym ndi sinh la o-glucosidaza (GAA), va isozym dugc chon
tir nhém bao gdm axit a-glucosidaza, sucraza-isomaltaza (SI), maltaza-glucoamylaza
(MGAM), glucosidaza I (GANAB), va a-glucosidaza trung hoa (C GNAC); hodc
(ii) LSD la bénh Fabry, enzym ndi sinh la a-galactosidaza A (GLA), va isozym la a-/N-
axetylgalactosaminidaza dugc thiét ké dé ¢6 hoat tinh GLA.
12. Phtrc hop tri li¢u sinh hoc dé st dung theo diém 10 hodc 11, trong do protein lién
két khang nguyén lién két yéu td tac dong ndi bao héa 1a khang thé hoic manh khang
thé.
13. Phure hop tri li€u sinh hoc dé su dung theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 8 dén
12, trong dé:
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(i) phtrc hop tri liu sinh hoc bao g06m enzym thay thé va khang thé dic hidu kép lién
két enzym thay thé va yéu t tac dong nodi bao hoa, va tiry y trong d6 (a) phirc hop tri
liéu sinh hoc bao gdbm GLA va khang thé dic hiéu kép lién két GLA va CD63, va LSD
la bénh Fabry, hodc (b) phtic hop tri liéu sinh hoc bao gém GAA va khang thé dic
hiéu kép lién két GAA va CD63, va LSD 13 bénh Pompe;

(i) phtrc hop tri liéu sinh hoc bao gbm protein dung hop Fc-enzym va ntta khéng thé
yéu t6 tac dong khang noi bao hoa;

(iii) phtre hop tri lidu sinh hoc bao gdm enzym thay thé dugc lién két cong hoa tri véi
diu C ctia chudi ning cua khang thé yéu t6 tac dong khang ndi bao hoa; hodc

(iv) phirc hop tri lidu sinh hoc bao gdm enzym dugc lién két cong hoa tri véi dau N

ctia chudi ning ctia khang thé yéu t6 tic dong khang ndi bao hoa.
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FIG. 1
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FIG. 3
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FIG.7
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FIG. 8
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG. 14
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FIG. 15
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<213> Homo sapiens

<400> 1
Ala His Pro Gly Arg Pro Arg Ala Val Pro Thr Gln Cys Asp Val Pro
1 5 10 15

Pro Asn Ser Arg Phe Asp Cys Ala Pro Asp Lys Ala Ile Thr Gln Glu
20 25 30

Gln Cys Glu Ala Arg Gly Cys Cys Tyr Ile Pro Ala Lys Gln Gly Leu
35 40 45

Gln Gly Ala Gln Met Gly Gln Pro Trp Cys Phe Phe Pro Pro Ser Tyr

Pro Ser Tyr Lys Leu Glu Asn Leu Ser Ser Ser Glu Met Gly Tyr Thr
65 70 75 80

Ala Thr Leu Thr Arg Thr Thr Pro Thr Phe Phe Pro Lys Asp Ile Leu
85 90 95

Thr Leu Arg Leu Asp Val Met Met Glu Thr Glu Asn Arg Leu His Phe
100 105 110

Thr Ile Lys Asp Pro Ala Asn Arg Arg Tyr Glu Val Pro Leu Glu Thr
115 120 125
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Pro His Val His Ser Arg Ala Pro Ser Pro Leu Tyr Ser Val Glu Phe
130 135 140

Ser Glu Glu Pro Phe Gly Val Ile Val Arg Arg Gln Leu Asp Gly Arg
145 150 155 160

val Leu Leu Asn Thr Thr Val Ala Pro Leu Phe Phe Ala Asp Gln Phe
165 170 175

Leu Gln Leu Ser Thr Ser Leu Pro 5er Gln Tyr Ile Thr Gly Leu Ala
180 185 190

Glu His Leu Ser Pro Leu Met Leu Ser Thr Ser Trp Thr Arg Ile Thr
195 200 205

Leu Trp Asn Arg Asp Leu Ala Pro Thr Pro Gly Ala Asn Leu Tyr Gly
210 215 220

Ser His Pro Phe Tyr Leu Ala Leu Glu Asp Gly Gly Ser Ala His Gly |
225 230 235 240

Val Phe Leu Leu Asn Ser Asn Ala Met Asp val Vval Leu Gln Pro Ser
245 250 255

Pro Ala Leu Ser Trp Arg Ser Thr Gly Gly Ile Leu Asp Val Tyr Ile
260 265 270

Phe Leu Gly Pro Glu Pro Lys Ser val Val Gln Gln Tyr Leu Asp Val
275 280 285

val Gly Tyr Pro Phe Met Pro Pro Tyr Trp Gly Leu Gly Phe His Leu
290 295 300

Cys Arg Trp Gly Tyr Ser Ser Thr Ala Ile Thr Arg Gln Val Val Glu
305 310 315 320

Asn Met Thr Arg Ala His Phe Pro Leu Asp Val Gln Trp Asn Asp Leu
325 330 335

Asp Tyr Met Asp Ser Arg Arg Asp Phe Thr Phe Asn Lys Asp Gly Phe
340 345 350
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Arg Asp Phe Pro Ala Met Val Gln Glu Leu His Gln Gly Gly Arg Arg
355 360 365

Tyr Met Met Ile Val Asp Pro Ala Ile Ser Ser Ser Gly Pro Ala Gly
370 375 380

Ser Tyr Arg Pro Tyr Asp Glu Gly Leu Arg Arg Gly val Phe Ile Thr
385 390 395 400

Asn Glu Thr Gly Gln Pro Leu Ile Gly Lys Val Trp Pro Gly Ser Thr
405 410 415

Ala Phe Pro Asp Phe Thr Asn Pro Thr Ala Leu Ala Trp Trp Glu Asp
420 425 430

Met Val Ala Glu Phe His Asp Gln Val Pro Phe Asp Gly Met Trp Ile
435 440 445

Asp Met Asn Glu Pro Ser Asn Phe Ile Arg Gly Ser Glu Asp Gly Cys
450 455 460

Pro Asn Asn Glu Leu Glu Asn Pro Pro Tyr val Pro Gly Val Val Gly
465 470 475 480

Gly Thr Leu Gln Ala Ala Thr Ile Cys Ala Ser Ser His Gln Phe Leu
485 490 495

Ser Thr His Tyr Asn Leu His Asn Leu Tyr Gly Leu Thr Glu Ala Ile
500 505 510

Ala Ser His Arg Ala Leu Val Lys Ala Arg Gly Thr Arg Pro Phe Val
515 520 525

Ile Ser Arg Ser Thr Phe Ala Gly His Gly Arg Tyr Ala Gly His Trp
530 535 540

Thr Gly Asp Val Trp Ser Ser Trp Glu Gln Leu Ala Ser Ser Val Pro
545 550 555 560

Glu Ile Leu Gln Phe Asn Leu Leu Gly Val Pro Leu Val Gly Ala Asp
565 570 575
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val Cys Gly Phe Leu Gly Asn Thr Ser Glu Glu Leu Cys Val Arg Trp
580 585 590

Thr Gln Leu Gly Ala Phe Tyr Pro Phe Met Arg Asn His Asn Ser Leu
595 600 605

Leu Ser Leu Pro Gln Glu Pro Tyr Ser Phe Ser Glu Pro Ala Gln Gln
610 615 620

Ala Met Arg Lys Ala Leu Thr Leu Arg Tyr Ala Leu Leu Pro His Leu
625 630 635 640

Tyr Thr Leu Phe His Gln Ala His Val Ala Gly Glu Thr Val Ala Arg
645 650 655

Pro Leu Phe Leu Glu Phe Pro Lys Asp Ser Ser Thr Trp Thr Val Asp
660 665 670

His Gln Leu Leu Trp Gly Glu Ala Leu Leu Ile Thr Pro Val Leu Gln
675 680 685

Ala Gly Lys Ala Glu Val Thr Gly Tyr Phe Pro Leu Gly Thr Trp Tyr
690 695 700

Asp Leu Gln Thr Val Pro Val Glu Ala Leu Gly Ser Leu Pro Pro Pro
705 710 715 720

Pro Ala Ala Pro Arg Glu Pro Ala Ile His Ser Glu Gly Gln Trp Val .
725 730 735

Thr Leu Pro Ala Pro Leu Asp Thr Ile Asn Val His Leu Arg Ala Gly
740 745 750

Tyr Ile Ile Pro Leu Gln Gly Pro Gly Leu Thr Thr Thr Glu Ser Arg
755 760 765

Gln Gln Pro Met Ala Leu Ala Val Ala Leu Thr Lys Gly Gly Glu Ala
770 775 780

Arg Gly Glu Leu Phe Trp Asp Asp Gly Glu Ser Leu Glu Val Leu Glu
785 790 795 800
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Phe Leu
810

Ser Glu
825
Ala Thr

Phe Thr

Leu Met
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