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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cip
Sang ché dé cap dén epitop clia khang nguyén bé& mit virut viém gan B va

phan tir lién két trung hoa virut viém gan B lién két dic hiéu vao do.

Tinh trang ky thuat cia sang ché

Virut viém gan B (HBV) 1a virut ADN trong ho Hepadnaviridae gdy bénh
vién gan cAp tinh va man tinh, va dugc xem 13 nguyén nhén chinh dan dén bénh xo
gan va ung thu gan. HBV duoc phén loai thanh 10 typ huyét thanh theo dap ting
ctia khéng nguyén bé mit virut viém gan B (HBsAg) véi huyét thanh chuén va
theo su khac biét vé trinh tu axit amin cia HBsAg, hodc thanh 8 kiéu gen theo su
khéc biét vé trinh tu bazo ciia gen. C6 khoang 240 triéu bénh nhan bi nhiém HBV
mén tinh trén toan thé gidi vao ndm 2012, va hon mot ntra triéu ngudi tir vong
hang nam do bénh gy ra bdi viém gan B. Ti 1€ nhiém HBV mén tinh & ngudi Han
Quédc va Trung Qudc trudng thanh 13 rét cao, khoang 5-8% va 80% bénh nhan 12
nguoi trudng thanh méc bénh viém gan mén tinh, 65% bénh nhan méc bénh xo
gan, va 70% bénh nhin méc bénh ung thu biéu mo té bao gan di kém theo nhiém
HBV. Bénh viém gan B mén tinh c¢6 thé dugc phong ngira bing cach phat trién va
mé rong céc loai vacxin, nhung né van 1a nguyén nhén quan trong nhét ctia bénh
gan min tinh, va cac chi phi xa hdi do bénh gan dang tiép tuc gia ting. Do do, su
phat trién loai thudc chéng virut méi c6 thé phong ngira va diéu tri bénh viém gan
B man tinh duoc doi héi cp thiét.

Céc thuée hiru ich hién nay dé diéu tri bénh viém gan B man tinh bao gém
interferon (peginterferon), lamivudin, adefovir dipivoxil, entecavir, va tenofovir,
va tht ca cac thude st dung bing dudng miéng khong phai interferon 1a céac chét
tuong tu nucleosit/nucleotit. Cac thudc nay e ché hoat tinh clia transcriptaza dao
clia HBV @8 ngan chin sy sao chép ADN clia virut, cubi cung lam giam sb luong
ADN HBYV trong huyét thanh, binh thuong héa lugng ALT va lam gidm su xo héa
gan.

Tuy nhién, cac chat twong tu nucleosit gay khang thudc khi sir dung kéo dai,

do d6 1am mAt tac dung cua thubc, din dén bénh viém gan ning hon. Trong trudng
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hop cia tenofovir duge phit trién gén day nhét, su khang thubc van chua dugce bao
céo, nhung lamivudine, ma da dugc sir dung rong rai nhét trén toan thé gidi, dugc
biét 1a thé hién ti 18 méc khang thubc 13 tir 70 dén 80% sau 5 niam. Ngoai ra, vi c4c
thudc st dung bang duong miéng nay khong truc tiép ngan chin su nhiém HBV,
dé phong ngira su lay truyén theo chidu doc tlir me sang thai nhi va sy tai nhiém &
bénh nhan ciy gan, ché pham globulin mién dich viém gan B thu dugc tir huyét
tuong ngudi (HBIg) duge sir dung cling véi thubc st dung bing duong miéng nay.

HBIg hién nay dugc didu ché bang cach tach khang thé tir mau clia ngudi c6
khang thé khang viém gan B bang cach st dung k¥ thuat tinh ché cai tién va loai
b6 ngudn giy nhiém tiém tang bang cach st dung k¥ thuét bét hoat virut. Tuy
nhién, huyét twong nguyén liéu rat khé thu duogc, do d6 doi hoi chi phi nhap khau
qua cao va khéng thé dap ung nhu cau. Ngoai ra, mic du phai mét rt nhiéu tién
bac va thoi gian dé loai bé virut c6 ngudn gbc tir huyét twong, kha ning ton tai
ngudn 1ay nhiém tiém tang van con, va khong thudn tién cho ngudi sit dung do
hidu qua thip, va c6 thé phai génh génh ning kinh té déng ké.

Ngoai ra, hiu hét khang thé duoc tao ra béng cach ching nglra vacxin viém
gan B thong thuong di duoc biét 12 nhén biét quyét dinh-a ndm & cac axit amin tir
124-147 cua HBsAg. Quyét dinh-a déng vai trd 1a epitop trung hoa chinh cua
HBYV, nhung mot sb dét bién & quyét dinh-a xuit hién & mdt s6 bénh nhan da dugc
bao c4o 12 1am thoét cac khang thé dugc tao ra bang cach chiing ngira vacxin viém
gan B. Do d6, c6 nhu ciu ngdy cang gia ting vé viéc phat trién cac khang thé hoic
vacxin méi dé phong ngira va diéu tri bénh viém gan B, ma c6 thé dap tmg véi cac

dot bién tron thoat dugc sinh ra do cc vacxin hién nay hodc HBIg.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Séng ché quan tAm dén cé4c vén d& gip phai trong linh vyc lién quan, va cac
tac gia sang ché d3 phat trién epitop bao gbm céc axit amin & céc vi trf 110, 118,
120 va/hodc 147 cia khang nguyén bé mit virut viém gan B (HBsAg), va cling x4c
nhén 1a n6 co6 cac dac didm cAu trac ba chiéu.

Theo d6, sang ché dé xuét epitop ciia HBsAg.

Ngoai ra, sang ché @& xuét phan tir lién két trung hoa HBV lién két dic hiéu
véi epitop nay.

Ngoai ra, sang ché d& xuét polynucleotit ma héa phan tir lién két nay.

Ngoai ra, sang ché @& xuét vecto biéu hién chira polynucleotit nay.

Ngoai ra, sang ché @ xuét té bao chu san sinh phan tr lién két trung hoa
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HBV bing cach gy nhifm véi vecto biéu hién.

Ngoai ra, sang ché dé xuét ché phim dé phong ngira, diéu tri hoic chén doan
bénh viém gan B, chita phén tir lién két.

Ngoai ra, sang ché d& xuit polynucleotit ma héa epitop nay.

Ngoai ra, sang ché d& xut vecto biéu hién chira polynucleotit ma héa epitop
nay.

Ngoai ra, sang ché d& xuét vi sinh vat tai td hop hoac virut, dugc bién nap
bing vecto biéu hién chira polynucleotit mi hoa epitop nay.

Ngoai ra, sang ché dé xuit quy trinh sén sinh epitop, bao gdm budc 1 vi sinh
vat tai td hop hodc virut ndy.

Ngoai ra, sang ché d xuht ché phim vacxin HBV chira epitop hodc
polynucleotit ma hoa epitop nay.

Ngoai ra, sang ché @& xuit ché phim phat hién HBV chira epitop hodc

polynucleotit m& hoéa epitop nay.

MO ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1 thé hién cAu tric dot bién, trong d6 HBsAg kiéu hoang (226 a.a)
dugc chia thanh ba vung, cu thé 12 c4c trinh tu axit amin 1~100 (Vung 1), 101~160
(Viing 2), va 161~226 (Vimg 3), va trong d6 céc ving twong tmg bi 1am mat, dé
xéc dinh vi tri lién két ctia khang thé theo sang ché;

FIG. 2 thé hién cac két qua ctia phép do cuong do lién két cta khang thé
theo sang ché v6i HBsAg kiéu hoang va ba loai HBsAg dot bién, trong d6 mdi
vung 1, 2, 3 bi lam mét, b.:?mg ELISA st dung thé thuc khuén;

FIG. 3 thé hién céc ciu tric cia bén loai HBsAg dot bién trong d6 15 axit
amin bi 1am mat 14n luot, dé xac dinh epitop cua khang thé theo sang ché;

FIG. 4 thé hién cac két qua cta phép do cuong do lién két cta khang thé
theo sang ché vai bén loai HBsAg dot bién, trong d6 15 axit amin dugc lam mét
1an luot, nho ELISA st dung thé thuc khuén;

FIG. 5 thé hién céc vi tri cta epitop va cac lién két disulfit trén cdc mau
HBsAg;

FIG. 6a va 6b thé hién céc Kkét qua cua thir nghiém thdm tach Tay dé nhan
dién céc dic diém cua epitop cua khéng thé theo sang ché;

FIG. 7 thé hién céac két qua cta ELISA vé kha ning phéan tng cta cac khang
thé 1, 2 theo sang ché theo mét phuong 4n cua sang ché vé6i nhiéu khang nguyén
d6t bién khac nhau cua quyét dinh-q;
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Céc FIG. 8a dén 8d thé hién cac két qua ciia cac thir nghiém trung hoa in-
vitro ctia cac khang thé 1, 2 theo sang ché theo mot phuong 4n cla sang ché d6i
v6i bén kidu gen HBV A, B, C, D, trong d6 lugng virut ndi bao dugc do tir luong
ADN HBYV duoc gia tang, sit dung PCR thoi gian thuc;

Céc FIG. 9a dén 9d thé hién céc két qua clia cac thir nghiém trung hoa in-
vitro cta cac khang thé 1, 2 theo séng ché theo mot phuong 4n clia séng ché dbi
v6i bbn kidu gen HBV A, B, C, D, trong d6 lugng virut da dugc gia ting va dugc
tiét ra ngoai té bao dugc do tir luong HBsAg béng cach str dung thir nghiém mién
dich hoéa phat quang (CLIA);

FIG. 10 th& hién céc kbt qua ctia ELISA “banh kep” v& hoat tinh lién két cua
céc khang thé 1, 2 theo sing ché véi 15 mAu huyét thanh khéng nguyén bé mait
HBV (thu dugc tir cac bénh nhén c¢6 bay kiéu gen HBV A, B, C, D, E, F, H); va

FIG. 11 th& hién céc két qua ctia ELISA “bénh kep” v& hoat tinh lién két cua
cac khang thé 1, 2 theo sang ché véi virut khang thube (lamivudin, adefovir,

clevudin, entecavir).

MO ta chi tiét sang ché

Theo séng ché, epitop clia khang thé nguoi lién két dic hiéu véi HBsAg
(xem PCT/KR2014/004612, sau ddy dugc goi la “khang thé theo sang ché”) da
duoc phat hién 1a bao gém cac axit amin & cac vi tri 110, 118, 120 va/hodc 147 cua
HBsAg. Ngoai ra, trinh tir hodc mét phén ctia né, chira bdn axit amin nay, duge tao
ra & dang c6 cAu tric ba chiéu, nho d6 tao ra epitop ma khéng thé theo sang ché c6
thé lién két véi nd, ma do @6 dat cuc dai trong sang ché.

Theo d6, sang ché d& xudt epitop 14 phan tir chira tir 3 dén 38 don vi 13p lai
duoc chon tir c4c axit amin & cac vi tri tir 106 dén 151 ctia HBsAg.

Trong mdt phuong an cua sang ché, epitop nay c6 thé bao gdm céc axit amin
& cac vitri 110, 118, 120 va/hodc 147 ciia HBsAg. Epitop chira cic axit amin ¢ cac
vi tri trén day co thé dugc st dung & dang duge lién két v6i chét mang dé duy tri
cAu tric ba chidu ctia né hodc dé dam bao higu qua cua né khi st dung cho ché
phim vacxin hoc tuong tu. Trong sang ché, chit mang bét ky c6 thé dugc str dung
mién 13 né tuong thich sinh hoc va thich hop dé thuc hién cac hiéu qua cta sing
ché, va tbt hon, néu dugc chon tir, nhung khong gidi han &, peptit, albumin huyét
thanh, globulin mién dich, hemoxyanin, va polysaccarit.

Trong mo{t phuong an cua sang ché, epitop nay cé thé 13 céc axit amin & cic
vi trf 106-110, 107-111, 108-112, 109-113, 110-114, 114-118, 115-119, 119-123,
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120-124, 143-147, 144-148, 145-149, 146-150, 147-151, 110-118, 118-120, 116-
120, 117-121, 118-122, 120-147, 110-120, 118-147 hodc 110-147 cua HBsAg.

Trong sang ché, trinh tu axit amin kidu hoang dy di HBsAg thudc kiéu gen
HBV C (typ phu adr) c6 thé dugc thé hién bang SEQ ID NO:3, va thong tin trinh
tu ndy cling c6 thé dugc xac nhin trong Ngan hang gen s6 GQ872210.1.

Ngoai ra, sang ché d& xuét phan tir lién két trung hoa HBV lién két dc hiéu
véi epitop bao gbm it nhat mot gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm céc axit
amin & cac vi tri 110, 118 va 120 cia HBsAg. Ngoai ra, epitop nay cé thé chta
thém axit amin & vi tri 147 cia HBsAg.

Trong mt phuong 4n cua sang ché, phén tir lién két trung hoa HBV lién két
dic hiéu véi epitop nay co thé c6 4i luc lién két nho hon 1x10° M. Trong mot
phuong 4n khac, phan tir lién két ndy c6 thé c6 4i lyc lién két nho hon 9x107° M.
Vin trong mét phuong 4n khac, phan tir lién két ndy cé thé c6 4i lyc lién két nho
hon 8x10719 M. VAn trong mét phuong 4n khac, phan tr lién két nay c6 thé c6 ai
lwc lién két nhé hon 7x10' M. Van trong mdt phwong 4n khéc, phan tir lién két
ndy c6 thé c6 4i lyc lién két nhd hon 6x1071° M. Trong mdt phuong 4n khac nita,
phén tir lién két nay c6 thé co ai luc lién két nhé hon 5x1071° M. Van trong mot
phuong an khac nita, phén tir lién két nay c6 thé c6 ai luc lién két nho hon 4x10-
10 M. Vn trong mdt phuong 4n khéc nita, phan tir lién két nay c6 thé c6 4i lyc lién
k&t nhé hon 3x10'° M. VAn trong mdt phuong 4n khac nita, phéan t lién két nay c6
thé c6 4i luc lién két nhod hon 2x107° M. Van trong mét phuong an khac nita, phan
tir lién két ndy c6 thé c6 ai luc lién két nho hon 1x1071° M. Van trong mét phuong
4n khac nira, phan tir lién két nay c6 thé c6 4i luc lién két nhd hon 1x10! M. Van
trong mot phuong an khac nita, phan tr lién két nay c6 thé c6 ai luc lién két nho
hon 1x10712 M.

Theo séng ché, phan tir lién két trung hoa HBV c6 thé lién két véi it nhat
mdt phén tir dugce chon tir nhém bao gém HBsAg typ phu adw, adr, ayw, va ayr, va
do d6 c6 thé c6 hoat tinh trung hoa khang HBV.

Theo sang ché, phan ti lién két nay c6 thé lién két véi HBV kiéu gen A, B,
C,D,E, F, G va H dé nhd d6 c6 hoat tinh trung hoa.

Ngoai ra, phan tir lién két theo sang ché c6 thé lién két véi HBV khang
lamivudin, adefovir, clevudin hodc entecavir va do do6 co thé c6 hoat tinh trung
hoa.

Trong mét phuong an cua sang ché, phan tir lién két nay c6 thé lién két véi
khang nguyén dot bién & vi tri axit amin 101, 112, 126, 129, 133, 143, 173, 175,
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184, 185 hoic 196 cia HBsAg dé nhd d6 c6 hoat tinh trung hoa khang HBV,
nhung sang ché khong bi gi6i han vao dé.

Trong mot phuong &n cua sang ché, khang nguyén dot bién nay c6 thé bao
gbm, nhung khong gi6i han ¢, Q101R, K112R, T126N, 11268, Q129H, M133H,
P143K, L173F, L175S, A184V, 1185M hodc W196L.

Trong mdt phuong an cla sang ché, phan tir lién két ndy c6 thé 1a khang thé
hodc mot doan cia né. Khang th nay c6 thé bao gbém, nhung khéng gi6i han 0,
doan Fab, doan Fv, khang thé kép, khang thé kham, khang thé dugc lam tuong
thich véi nguoi hoac khang thé ngudi. Mot phuong 4n dién hinh cua sang ché &
xult khang thé ngudi hoan chinh lién két véi HBsAg. O day, khang thé nay duoc
stir dung theo nghia rong nhét c6 thé, va cac vi du vé né cé thé bao gébm khéng thé
don dong nguyén ven, khang thé da dong, khang thé da dic hiéu dugc tao ra tir hai
hosic nhiéu khang thé nguyén ven (vi du, khang thé dic hiéu kép), va doan khang
thé thé hién hoat tinh sinh hoc mong mubn. Khang thé nay 1a protein dugc san sinh
boi hé mién dich 6 thé nhan biét khéng nguyén dic hiéu va lién két véi n6. Ve
mit cAu trac, khang thé ndy thudng dugc tao cAu hinh dé c6 protein hinh chir Y
duoc tao thanh tu bdn chudi axit amin (hai chudi ning va hai chudi nhe). Mdi
khang thé c6 hai ving, d6 13, ving bién dbi va ving khéng bién dbi. Ving bién
d8i, ndm & cac dAu cua cac nhanh chir Y, lién két véi khang nguyén dich va tuong
tac voi chiing. Vung bién dbi nay bao gém viing quyét dinh bb sung (CDR) nhin
biét vi tri lién két ddc hiéu trén khang nguyén dédc hiu va lién két vao d6. Ving
khéng bién dbi, nim & dudi cla chit Y, duge nhan biét boi hé mién dich va tuong
thc véi n6. Khang nguyén dich nay c6 nhiéu vi trf lién két duoc goi 14 céc epitop,
duoc nhan bibt boi CDR trén cac khang thé. Céc khang thé tuong tmg lién két ddc
hiéu véi c4c epitop khac nhau c6 cac chu trac khac nhau. Do d6, mdt khang nguyén
duy nhét c6 thé ¢6 it nhit mot khang thé twong ng védi no.

Ngoai ra, sang ché bao gdm bién thé chirc ning ctia khang thé nay. Cac bién
thé clia c4c khang thé nay dugc xem 1a bién thé chirc ning cta khéng thé theo sang
ché, mién 1a chiing canh tranh v6i khang thd theo sang ché dé lién két dic hidu véi
HBYV hoic typ phu khéang nguyén bé mit ctia né (HBsAg). Bién thé chirc ning nay
bao gém, nhung khéng gidi han &, cac din xuit ma cac trinh tu cé cAu hinh bic
mdt cla ching gan nhu 13 gidng nhau, va céc vi dy vé chiing bao gém céc cai bién
in-vitro hodc in-vivo, héa hoc va/hodc hoéa sinh, va chiing khong dugc phat hién
trong khang thé me don dong cla sang ché. Vi du vé céc cai bién nay co thé bao

gSm axetyl hoa, axyl hoa, lién két d(‘A)ng hoéa tri cdc nucleotit hodc cac din xuét
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nucleotit, lién két ddng héa tri cac lipit hodc dan xuét lipit, lién két chéo, lién két
disulfit, glycosyl héa, hydroxyl héa metyl hoa, oxy héa, Peg hoa, phan giai protein
va phosphoryl héa. Bién thé chirc ning nay c6 thé chon loc khang thé c6 trinh tu
axit amin tao thanh tir viéc thé, gén xen, 1am mét doan it nhét mot axit amin hodc
t6 hop ctia chling, so vdi trinh tu axit amin cla khang thé me. Ngoai ra, bién thé
chirc ning nay c6 thé bao gbm dang bi cit clia trinh tu axit amin nidm trong mot
hodc c4 hai d4u cling amino va dau cung carboxyl. Bién thé chirc ning theo sang
ché c6 thé c6 4i luc lién két gidng hoic khic véi hodc cao hon hodc thap hon so
vé6i ctia khang thé me theo sang ché, nhung c6 thé van lién két v6i HBV hoic typ
phu khang nguyén bé mit cua né (HBsAg). Vi dy, trinh tu axit amin cia vung bién
dbi, bao gdbm nhung khéng gidi han &, cAu tric khung ho#c ving siéu bién, cu thé
la CDR3, c6 thé dugc cai bién. Thong thudng, vung chudi nhe hoic ning bao gém
ba vung si€u bién c6 ba CDR va cac ving bao thu hon, cu thé 1a viing khung (FR).
Vung si€u bién nay bao gdm gbc axit amin tir CDR va gbc axit amin tir vong siéu
bién. Bién thé chitc ning, ndm trong pham vi cua sang ché, c6 thé co su twong
dong trinh ty axit amin 13 khoang 50%~99%, khoang 60%~99%, khoang
80%~99%, khoang 90%~99%, khoang 95%~99%, hodc khoang 97%~99% voi
khang thé me theo sang ché. P& sip xép tdi wu céc trinh tu axit amin can duoc so
sanh va ciing dé xac dinh c4c gbc axit amin twong ty hodc gidng nhau, trong sd céc
thuat todn vi tinh, Gap hodc Bestfit, d4 biét dbi v6i ngudi c6 kién thirc trung binh
trong linh vuc nay, co thé duoc st dung. Bién thé chirc ning c6 thé thu duoc bang
céch dua khang thé me hodc mot phén cta né vao quy trinh sinh hoc phéan tir da
biét bao gdm PCR hoic gy dot bién gen/gay dot bién gen mot phan bang cach st
dung oligome nucleotit, hodc vao quy trinh tbng hop hitu co, nhung séng ché
khong bi gidi han vao do.

Ngoai ra, sang ché @ xuét polynucleotit ma hoa phén tir lién két trén day. Vi
du, sang ché bao gbm phén tir axit nucleic d4 phan 14p ma hoéa khéang thé don dong
khang HBsAg.

Ngoai ra, sang ché @& xuht vecto biéu hién chtra polynucleotit trén day.
Vecto bidu hién nay cé thé bao gbm, nhung khong gidi han &, bét ky mdt trong sd
cac vecto dugc chon tir nhém bao gém vecto biéu hién sin c6 tir Celltrion, nhu
vecto MarEx va vecto pCDNA dugc ban rong rdi, vecto F, R1, RP1, Col, pBR322,
ToL, va Ti; va cosmid, thé thuc khuin, nhu lambda, lambdoid, M13, Mu, pl P22,
Qu, T-even, T2, T3, T7, v.v...; va cac virut thyc vat, va vecto bidu hién bét ky da

biét dbi v6i ngudi co kién thtrc trung binh trong linh vuc nay cé thé dugc sir dung
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trong sang ché, va vecto bidu hién nay c6 thé dugc chon tiry theo dic diém cua té
bao chi dich. Viéc dua vecto niy vao té bao chu c6 thé dugc thuc hién bing cach
chuyén nhiém canxi phosphat, giy nhidm virut, chuyén nhiém qua trung gian
DEAE-dextran, chuyén nhiém lipofectamin, hodc dién di, nhung sang ché khong bi
giéi han vao do, va nguoi co kién thtrc trung binh trong linh vuc nay c6 thé lam
theo quy trinh dua vao thich hop véi vecto biéu hién va té bao chi ndy. Vecto bidu
hién nay c6 thé chira it nh4t mot gen danh d4u lua chon, nhung khong bi giéi han
vao d6, va viéc lya chon 12 co6 thé, tiy thudc vao c6 hay khong viéc san phém thu
duoc béng cach str dung vecto khong chira gen déanh d4u lya chon. Gen lya chon
nay dugc chon tuy thudc vao t& bao chu dich, dugc thuc hién bang cach sir dung
quy trinh bét ky da biét véi ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vuc nay, va do
d6 sang ché khong bi giéi han vao d6. Ngoai ra, dé d& dang tinh ché phan tir axit
nucleic theo séng ché, trinh ty nhén c6 thé dugc chén vao vecto biéu hién va do d6
dugc dung hop. Nhan nay co thé bao gbém, nhung khong giéi han &, nhan hexa-
histidin, nhan hemagglutmm nhin myc hodc nhén flag, va nhén bét ky c6 thé 1a
hitu ich trong sang ché mién 13 no tao thun lgi cho viéc tinh ché nhu duoc biét di
véi nguoi ¢ kién thtrc trung binh trong linh vuc nay.

Ngoai ra, trong mdt phuong an khéc cia sang ché, sang ché d& cap dén té
bao chu san sinh phéan tir lién két c6 hoat tinh trung hoa khang HBV bang cach
chuyén nhiém véi vecto biéu hién. Trong sang ché, té bao chl nay c6 thé bao gom,
nhung khong giéi han &, dong vat c6 v, thuc vét, con trung, n4Am hodc té bao hoic
c6 ngudn gbc tir t& bao. Té bao dong vat c6 vl nay coé thé bao gbém, nhung khong
gi6i han ¢, t& bao CHO, té bao F2N, té bao CSO, té bao BHK, té& bio Bowes
melanoma, té bao HeLa, t& bao 911, t& bao AT1080, té bao A549, té bao HEK 293
hodc t& bao HEK293T, va céc té bao bat ky c6 thé dugc su dung mién 13 ching
hitu ich dé 1am té bao chu cho dong vat c6 vi nhu da biét d6i véi ngudi co kién
thirc trung binh trong linh vuc nay.

Ngoai ra, sang ché dé xuét ché phim dé phong ngtra, didu tri hodc chan doan
bénh viém gan B, chtra phan tir lién két trén day. Ché phim theo sing ché c6 thé
bao gdm thém, d8 1am duoc chét khang virut, interferon, khang thé don dong
khang HBV, khang thé da dong khang HBV, chét trong tur nucleosit, chét tc ché
ADN polymeraza, ché phdm siARN hodc vacxin diéu tri, ngoai phén tr lién két
nay.

Theo séng ché, ché phdm chua phan tir lién két nay co thé duoc cung cap &
dang bio ché, nhu dung dich tiém v6 khuan, ché pham déng khd, dung dich xylanh
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d3 nap sén, ché phim dung bing dudng miéng, thudc bdi ngoai hoic thube dan
bang cach quy trinh dién hinh turong Umg, nhung sang ché khong bi gi6i han vao
do.

Ngoai ra, trong mdt phuong 4n khac theo sang ché, sang ché d& cap dén
phuong phap didu tri bénh viém gan B, bao gdbm buéc sir dung ché phim trén day
véi luong hiru hidu diéu tri cho ddi tuong bi nhiém HBV. Trong phuong phap diéu
trj theo séng ché, dugc chét da biét d6i v6i ngudi c6 kién thire trung binh trong linh
vuc ndy c6 thé dugce st dung cung. Trong phuong phap didu tri theo séng ché, viéc
st dung co thé dugc thuc hién bang dudng miéng hodc ngoai dudng tiéu hoa. Vi
du, dudng str dung co thé 14 st dung trong tinh mach, nhung khong bi gidi han vao
do.

Trong mt phuong &n cua sang ché, phuong phap diéu tri nay co thé bao
gbm thém budc st dung thubc khang virut. Thubc khang virut ndy ¢ thé bao gdm,
nhung khéng gi6i han &, interferon, chét twong tu nucleosit/nucleotit, khang thé
don dong khiang HBV, khang thé da dong khang HBV, chit tc ché ADN
polymeraza, ché phim siARN hodc vacxin didu tri. Chit tuong tu
nucleosit/nucleotit c6 thé bao gém, nhung khong gidi han &, lamivudine, entecavir,
clevudine hodc adefovir dipivoxil.

Ngoai ra, trong mdt phuong 4n khéc ciua sang ché, sang ché dé cap dén
phuong phép phong ngira bénh viém gan B, bao gbm budc st dung ché phim trén
day véi lugng hitu hiéu didu tri cho ddi tugng. Trong phuwong phap phong bénh
theo sang ché, chit phong bénh da bibt dbi véi ngudi c6 kién thirc trung binh trong
linh vuc nay c6 thé duge st dung cung. Trong phuong phép phong bénh theo sang
ché, viéc sir dung c6 thé dugc thuc hién theo dudng miéng hodc ngoai duong tiéu
héa. Vi du, dudong st dung co thé 1a st dung trong tinh mach, nhung khéng bi gidi
han vao dé.

Ché phdm theo sang ché dugc st dung cho dong vét c6 vi bao gbm ngudi,
nho d6 phong ngira hodc diéu tri bénh nhiém HBV va bénh bi giy ra béi su nhiém
HBV. O day, lugng phan tir lién két nay (vi du khang thé) duge sit dung phu thude
vao dbi tuong dugc diéu tri, mirc dd nghiém trong ctia bénh hodc tinh trang, tdc d6
str dung va su ké don cua bac s§. Duéi dang thanh phan hoat chét, phan i lién két
nay co thé duoc st dung mot 1an hodc chia 1am nhiéu 1an st dung vao nhiéu thoi
diém moi ngay véi lidu tir 0,001 dén 10mg/kg (thé trong) hogc 0,005 dén 1mg/kg
(thé trong) cho dong vat c6 vii qua cdc dudng ngoai duong tiéu hoa. Trong mot sd
trudng hop, lidu nhé hon khoang di d& cép trén day c6 thé 1a thich hop hon va lidu

-10-



35846

16n hon c6 thé duge sir dung ma khéng gy ra tic dung phu va cé thé duoc phan
phéi trong nhiéu luong nhé vao nhiéu thoi diém trong mot ngay.

Ngoai ra, trong mot phuong an khac cua sang ché, sang ché dé cap dén
phuong phéap chin doan bénh nhiém HBV & bénh nhén, bao gdm 1) cho ché pham
trén day tiép xtic v6i mau; va ii) phat hién phan ng cia ché phdm nay va maiu.
Trong phuong phap chin doan theo sang ché, phan tir lién két (vi du, khang thé
don dong) theo séng ché c6 thé két hop véi nguyén liéu danh déu dé phét hién chén
doan, khi cin, ma da duoc biét ngudi co kién thirc trung binh trong linh vuc nay.

Trong phuong phap chén do4n theo sang ché, miu nay c6 thé, nhung khong
gidi han 6, bat ky mot trong céc mau dugc chon tir nhéom bao gdm dom, nuée bot,
méu, md hdi, t& bao phéi, dich nhay ctia md phéi, mé dudng hd hap va nuéc dai
ctia dbi tuong, va mau ndy co thé dugc chudn bi bang cach st dung quy trinh
thuong duoc biét voi ngudi co kién thirc trung binh trong linh vuc nay.

Ngoai ra, trong mdt phuong 4n khéc clia sang ché, sang ché dé cap dén
phuong phéap cung cip thong tin d8 chan doan bénh nhiém HBV cia bénh nhan,
bao gbm i) cho ché phém trén day tiép xtc véi mAu; va ii) phét hién phan Umg cta
ché phim nay va mAu.

Ngoai ra, trong mdt phuong an khéc cua sang ché, sang ché dé cap dén kit
8 chn doan HBV, bao gdm i) ché pham trén day; va ii) binh. Trong kit chén doan
theo sang ché, binh 2) chta chAt mang ran. Phan ti lién két theo sang ché co thé
dugc gin vao chit mang ran, va chét mang rin nay c6 thé 1a x6p ho#c khong x6p,
hoacphanghoackhongphang

Ngoai ra, trong mdt phuong an khéc theo sang ché, sang ché dé cap dén quy
trinh phat hién sy c6 mét cia HBV, bao gbm buéc cho ché phdm tiép xtc véi mau
thu dugc tir bénh nhan.

Ngoai ra, sang ché d& xult polynucleotit md hoa epitop nay. Polynucleotit
m3 hoa epitop bao gbm vi tr{ axit amin trén day theo sang ché c6 thé dugc st dung
mdt minh ¢ dang vacxin gen. G day, polynucleotit nay cé thé duoc st dung mot
minh ma khong kém theo vecto bét ky, va co thd dugc gin vao vecto virut hogc
khong phai virut va sau do chuyén vao co thé. Vecto virut hodc khong virut khong
bi gidi han, mién 13 n6 di duoc biét 13 hitu ich trong linh vuc cla sang ché. Cu thé
lam vi du vé& vecto virut cé thé bao gdm adenovirut, virut lién hop adeno,
lentivirut, retrovirut, v.v..., va vecto khong virut co thé bao gém polyme cation
hoéa, polyme khong ion hoéa, liposom, lipit, phospholipit, polyme wa nudc, polyme
ky nudc, va it nhat mot hén hop duge chon tir chiing, nhung sang ché khong bi
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gi61 han vao do.

Ngoai ra, sang ché @ xuét vecto biéu hién chira polynucleotit ma héa epitop
nay.

Ngoai ra, sang ché @ xuét vi sinh vt tai td hop hodc virut, dugc bién nap
brfmg vecto biéu hién. Trong mdt phuong 4n, vi sinh vat tai td hop hodc virut cé thé
14 E. coli t4i tb hop, ndm men t4i td hop hoic thé thuc khuén.

Trong m{t phuong an cua sang ché, sang ché d& xuit phuong phap biéu
hién, trén bé& mat cua vi sinh vt hodc virut, epitop chira axit amin & cac vi tri 110,
118, 120 vi/hoic 147 ciia HBsAg. O ddy, vecto tai t6 hop c6 trinh tu md héa gen
khéi dau cam tmg dugc hodc protein tin hiu va vi sinh vat bat ky hodc virut chira
vecto t4i t& hop c6 thé duge sir dung. Cu thé 13, vi sinh vét thich hop hogc virut c6
thé bao gém, nhung khéng gi6i han 6, E. coli tai t4 hop, ndm men tai t6 hop hodc
thé thuc khuén t4i t6 hop. Pé biéu hién epitop bao gdm céc vi tr axit amin trén ddy
trén b mit ctia vi sinh vat hoic virut, k§ thuat biéu hién da dugc biét r trong linh
vuc cla sang ché co thd dugc st dung. Cu thé 13, phuong phap biéu hién theo sang
ché c6 thé dugc thuc hién theo cach, trong d6 trinh tu polynucleotit mé hoéa epitop
bao gdm cdc vi tri axit amin trén dy c6 thé lién két v6i trinh tw ma héa gen khdi
d4u hodc protein tin hiéu ma gay ra su biéu hién trén bé mit cta t€ bao vi sinh vat
hodc virut, hodc trong d6 mot s gen mi hoéa protein ma thuong duoc biéu hién
trén bé mit c6 thé bi mét va sau d6 trinh ty polynucleotit ma héa epitop chira cac
vi tri axit amin trén day co thé dugc gin xen vao dé, nhung sang ché khong bi gi6i
han vao d6. Khi st dung phuong phap bidu hién theo sang ché, epitop chira céc vi
tri axit amin trén day dugc biéu hién trén bé mit ctia vi sinh vat hodc virut c6 thé
duoc phan 1ap va dugc tinh ché va do d6 c6 thé duge sir dung cho cdc myc dich
ctia sang ché, va ngoai ra, cling c6 thé sang loc va thu dugc khang thé lién két dic
hiéu vdi epitop bao gdm céc vi tri axit amin trén ddy & trang thai dugc biéu hién
trén bé mit.

Ngoai ra, sang ché @& xuét quy trinh sén sinh epitop, bao gbm buéc 1 vi sinh
vét tai t6 hop hoic virut.

Ngoai ra, sang ché @ xuét ché phdm vacxin HBV bao gbm epitop trén day
hodc polynucleotit ma héa epitop nay. Ché phdm vacxin HBV nay c6 thé chira
thém t4 duoc dugc dung. T4 dugc ndy c6 tac dung ting cuong sy tao thanh khang
thé khi duoc tiém vao co thé, va ta dugc bét ky c6 thé duoc sir dung mién 13 né c6
thé dat duoc cac tic dung theo sang ché, va vi du vé ching c6 thé bao gdbm, nhung
khong gidi han 6, mubi nhom (Al(OH);, AIPO,), squalen, sorbitan, polysorbat 80,
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CpG, liposom, cholesterol, MPL (monophosphoryl lipit A), va GLA
(glucopyranosyl lipit A).

Ngoai ra, sang ché d xult ché phim phat hién HBV, bao gdm epitop trén
day, hoic polynucleotit ma héa epitop nay.

Céc tac dung c6 loi

Theo sang ché, epitop cua HBsAg khéng bao gbm cac gbc chinh trong quyét
dinh-a ma tao ra dot bién trén thoat khi st dung vacxin hién hanh hodc HBIg, va
do d6 ché phdm chira khang thé lién két véi né hodic ché pham vacxin chira epitop
trén day c6 kha ning bi giam hi¢u luc do dot bién trén thoat 1a rét thap. Do do, ché
phim khang thé hodc vacxin nay co thé 1a rét hiru ich trong viéc phong nglra
va/hoic diéu tri HBV.

Vi du thwe hién sang ché

Séng ché c6 thd duoc hidu r6 hon nhd cic vi du sau ddy, cac vi du nay duoc
dua ra dé minh hoa, nhung khéng dugc hiéu 13 1am giéi han pham vi clia sang ché.
Céc tai liéu dugc trich din & diy dugc dua vao day béng cach vién dan trong don
nay.
Vi du 1: Nhén dién vi tri lién két cua khéng thé theo sdng ché bing cach st dung

khéng nguyén cé dot bién mét doan
DPé x4c dinh vi tr lién két ctia khang thé theo sang ché v6i HBsAg, HBsAg
kiéu hoang va nhidu dot bién mAt doan khac nhau cia HBsAg dugc tao ra va kha

nang lién két cua chung dugce do bang thir nghiém hép thu mién dich lién két véi
enzym (ELISA) str dung cac th8 thyc khuan.

O day, viéc thir nghiém dugc thyc hién trong hai bude. Cu thé 1a, HBsAg
(226 a.a) dugc chia thanh ba vung, cu thé 13 cac trinh tu axit amin 1~100,
101~160, va 161~226, va cac vecto biéu hién chira cac dot bién trong d6 cac ving
twong tmg dugc lam mAt va chira céc typ hoang duoc tao ra (FIG. 1) va mbi
protein dugc biu hién trén bé mit thé thuc khudn va sau d6 cuong do lién két cla
ching véi khang thé theo sang ché dugc do.

Vi du 1-1. Tao ra cac vecto biéu hién chira HBsAg kiéu hoang va ba loai
HBsAg dot bién

Pé bidu hién, trén bé mit thé thuc khuin, HBsAg kiéu hoang va ba phan
duoc chia ra cia nd, goi 1a céc protein dot bién mét doan, viéc tich dong dugc thuc
hién bang cach st dung vecto bidu hién thé thyc khuin. Phuong phép thir nghiém
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chi tiét 13 nhu sau. D& tach dong HBsAg kidu hoang va cac d6t bién c6 vi tri mat
doan, viéc khuéch dai gen dugc thyc hién véi chung béng phan Ung chudi
polymeraza (PCR), st dung vecto HBV chira trinh ty bazo gen HBsAg cua HBV
kiéu gen C lam khuén (Khoa dugc ly, Konkuk University School of Medicine), sau
d6 X1t 1y bing enzym giéi han Sfi I va sau d6 gén xen vio vecto biéu hién theé thuc
khudn da duoc xt 1y bang cling mot enzym gi6i han. Plasmit d& tao ra dugc chiét
bing cach sir dung kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN, D, Cat# 27106), va
cudi ciing trinh tu bazo ciia khéng thé duge nhén dién bing cach phén tich trinh tu
bazo st dung ADN da chiét. Tén ctia cac dong hoan chinh va cac vi tri HBsAg
duge thé hién trong Bang 1 dudi day.

[Bang 1] Thong tin dong dé nhan dién vi tri lién két cua khang thé theo séng ché

Tén dong M6 ta dong Vi tri HBsAg (axit amin)
HBsAg day du Kiéu hoang 1~226

Vung 2 +3 Céc axit amin 1~100 dwoc lam mat  [101~226

Ving 1 +3 Céc axit amin 101~160 duoc lam mat |1~100 & 161~226

Ving 1 +2 Céc axit amin 161~226 dugc 1am mat [1~160

Trong vi du nay, trinh ty axit amin diy du cia HBsAg kiéu hoang ctia HBV
kiéu gen C (typ phu adr) dugc thé hién bang SEQ ID NO:3, va théng tin trinh tu
c6 thé dugc xac nhan trong Ngén hang gen s6 GQ872210.1.

Vi du 1-2. Panh gia cuong 4o lién két cua khang thé theo séng ché voi
HBsAg kiéu hoang va ba loai HBsAg dot bién

Dé thuc hién thir nghiém lién két v6i tht ca hosic mdt s6 HbsAg da tich
dong, mdi vecto dugc gén xen vao E. coli biéu hién (ER2738, Lucigen, USA, Cat#
60522-2) bing dién di, va E. coli khéng khang sinh (ampixilin) bat dau phat trién
¢6 chon loc tir ngay tiép theo. Sau khi phat trién trong khoang 10 gid, E. coli duge
gdy nhiém béng thé thuc khuin va loai khang sinh khac (kanamyxin) dugc su dung
dé nubi chon loc E. coli da dugc gay nhidm. P& chiét thé thuc khuén vao ngay tiép
theo, E. coli dugc tach ra béng cach st dung k¥ thuét ly tdm, va dich ndi duogc xur
Iy bang polyetylen glycol (PEG) va dugc d8 yén trong bé d4 trong 30 phit, sau d6
thé thuc khuén nay dugc tach lai st dung k¥ thuat ly tam. Thé thuc khuén d3 tach
ra dugc dung giai, va dich ndi duge loc, nhd d6 chiét duoc thé thuc khuén tinh

khiét c6 toan bd hodc mot so HbsAg trén bé mit cua chung.
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P& danh gia dinh luong cudng d6 lién két ciia khang thé theo sang ché véi
HBsAg kidu hoang va dot bién dugc biéu hién trén bé mat thé thuc khuén, ELISA
duoc thuc hién. Cu thé 13, khang thé Fc khang ngudi (Jackson Immunoresearch,
USA, Cat# 109-006-098) dugc trén véi dém phu (Sigma, USA, Cat# c3041) va dia
96 giéng dugc pht bing dém ndy & 4°C trong mdt ngdy, sau do lién két khang thé
theo sang ché véi né. Sau do, thé thuc khuén d3 chiét dugc gén véi khang thé theo
sang ché va, stt dung khang thé protein M13 thé thuc khuén lién hop enzym HRP
(GE healthcare, USA, 27-9421-01) va sau d6 1a axit 2,2'-azino-bis(3-
etylbenzoth1azohn—6 -sulphonic) (ABTS, KPL, USA, Cat# 50-62- 00), cac luong thé
thuc khudn chira HBsAg kiéu hoang va dot bién d3 lién két v6i khang thé theo
sang ché dugc do. & day, dé do cac lugng cua tht ca cac thé thuc khuén thudc timg
nhém thtt nghiém riéng biét ma trén d6 HBsAg duoc biéu hién trén bé mit cia
ching, khéng thé khang HA (Genescript, USA, Cat# A00168- 100) dugc phu 1én
dia 96 giéng & 4°C trong mot ngay, thé thyc khuan da chiét duoc gén voi khang
thé, va phép do dugc thuc hién theo cach gidng nhu trén day.

Két qua 13, chi trong mau thé thue khuén ving 1 + 3, trong d6 HBsAg ma
c4c vi tri axit amin 101 dén 160 dugc 1am mat duge bidu hién trén bé mit cua nd
c6 cuong dd lién két dic biét thip vé6i khang thé theo sang ché dugc quan sét thay
(FIG. 2). Diéu niy c6 nghia la vi tri lién két chinh cta khang thé theo sang ché nim
trong Vung 2.

Vi du 2: Nhan dién epitop cua khéng thé theo sang ché bing cach st dung

khang nguyén dot bién mat doan noi tiep

Dé nhén dién epitop dua trén vi tri lién két chinh cta khéng thé theo séng
ché nhu duogc xac dinh trong vi du 1, cac dot bién mét doan ndi tiép, trong do 15
axit amin dugc lam mat 1an luot tir vi tri axit amin khoi dau 101 cua Vung 2, dugc
tao ra va sau d6 dugc bdc 10 véi bé mit cla thé thuc khuén, sau d6 do cuong d6
lin két ctia chiing véi khang thé theo sang ché bing ELISA.

Vi du 2-1. Tao ra cac vecto biéu hién cia bodn loai HBsAg dot bién

Céc dot bién trong d6 mdi axit amin trong sb 15 axit amin dugc lam mét
doan dya trén cac dong Vung 2 + 3 duogc tao ra. Tén cia cac dong hoan chinh va
cac vi tri HBsAg duoc thé hién trong Bang 2 dudi day (FIG. 3). Quy trinh tach
dong chi tiét tring véi Vi du 1-1 va do d6 phan mé ta cta ching dugc loai bo.
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[Bang 2] Thong tin dong dé nhén dién epitop cta khéng thé theo sang ché

Tén dong M0 ta dong Vi tri HBsAg (axit amin)
Ving 2+3 M4t doan axit amin 1~100 101~226
Viung 2+3 Del 1 Maét doan axit amin 1~115 116~226
Ving 2+3 Del 2 MAt doan axit amin 1~130 131~226
Vingn 2+3 Del 3 | Mt doan axit amin 1~145 146~226
Ving 2+3 Del 4 Mét doan axit amin 1~160 161~226

Vi du 2-2. Do cuong do lién két ctia khang thé theo sang ché va bdn loai
HBsAg dot bién

ELISA duoc thuc hién bing céch chiét cac thé thyc khuan trong d6 bdn dot
bibn mat doan ndi tiép dugc boc 16 1én bé mit theo cach giong nhu trong Vi du 1-
2.

Két qua 13, cudng db lién két voi khang thé theo sang ché bi giam déang ké
trong Ving 2+3 del 1, cé nghia la quyét dinh khang nguyén chinh (epitop) cua
khang thé theo sang ché c6 mit & céc vi tri axit amin tir 101 dén 115 (FIG. 4).

Vi du 3. Nhan dién epitop cua khang thé theo sdng ché bang cach st dung

mot khang nguyén dot bién axit amin duy nhét

P& nhan dién chinh x4c hon epitop cla khang thé theo sang ché, viéc gay
dot bién nglu nhién dugc dua vao HBsAg (typ phu adr) st dung cdng nghé tao dot
bién béng sung (shotgun) cua Integral Molecular, USA (J Am Chem Soc. 2009;
131(20): 6952~6954), nhdy d6 kha nang lién két cua khang thé theo sang ché véi
mdi khang nguyén dot bién duogc do. Cac dic trung cta thu vién khang nguyén dot
bién duoc stt dung dé thir nghiém duoc thé hién trong Bang 3 dudi day. Mbi dong
cta thu vién da tao ra dugc biéu hién trong céc t& bao HEK-293T duoc U trén dia

384 giéng.

[Bang 3] Céc dic trung clia thu vién gy dot bién ngAu nhién HBsAg duoc sir dung
cho thir nghiém nhén dién epitop

Téng sb lugng dong cta thur vign 456
S6 Iuong gbc HBsAg dugc gy dot bién (tong s6 12 226) 226 (100%)
S6 luong dong dugc gy dot bién trong mét gbc 367
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S6 luong dong duge gy dot bién trong hai gbc 78
S6 lugng dong dugc gay dot bién trong ba hoic nhiéu gbc 11

Vi du 3-1: X4c nhén epitop cua khang thé

Kha ning lién két ctia khang thé theo sang ché véi khang nguyén dot bién
duoc do ba lan béng FACS mién dich huynh quang, va viéc chudn héa dugc thuc
hién dua vao hoat tinh phan umg v6i HbsAg kiéu hoang. Ngoai ra, c4c két qua vé
kha ning lién két st dung orb43805, ma la khang thé don dong chudt khéng
HBsAg, lam khang thé ddi chimg, duoc st dung @8 x4c nhan do tin cdy cua két qua
thir nghiém va dé thiét 1ap céc tiéu chuin dé lva chon epitop. Cu thé 13, géc dot
bién, xuét hién trong dong ma trong d6 hoat tinh lién két v6i khang thé theo sang
ché nhé hon 15% (<15% WT) dugc so sanh v6i HBsAg kidu hoang trong khi hoat
tinh lién k&t véi orb43805 1am khéng thé dbi chimg 1a 55% hodc cao hon (>55%
WT) duoc so sanh vdi hoat tinh lién két v6i HbsAg kiéu hoang, dugc chon 1am gbe
gidi han can thiét cho su lién két ciia khang thé theo sang ché.

Dua trén cac két qua thit nghiém, cac gbc gi6i han cho khang thé theo sang
ché c6 ngudn gdc tur tdng sb bbén khang nguyén dot bién, va do d6, epitop cla
khang thé theo sang ché duogc xac nhan 13 c6 céc axit amin & cdc vi tri 110, 118,
120 v4 147 chia HBsAg. Céc két qua thir nghiém chi tiét dugc thé hién trong Bang
4 dudi day.

[Bang 4] Cac gbc gi6i han ctia HBsAg vé6i khéng thé theo sang ché

Lk Hoat tinh phan tmg (%o WT)
bot bien , )
Khéng thé theo sang ché orb43805
L110P 7,9 75,7
T118A 8,3 56,3
P120L 5,7 61,4
C147R 9 98,6

Trong sb6 ching, axit amin & vi tri 110 nam trong vi tri lién két dugc nhan
dién bing thir nghiém ciia Vi du 2 va do d6 6 thé dugc ket luén 12 epitop gidi han
cho khéang thé theo sang ché. C4c axit amin & cac vi trf 118, 120 va 147 khong co
mat & vi tri lién két duoc nhan dién béng thir nghiém theo vi du 2. Tuy nhién trong
truong hop thir nghiém dot bién mét doan, céc thay doi vé céu hinh xay ra do viéc

loai bé nhiéu axit amin, va do d6 kha ning mot so epitop co thé khong dugc nhan
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dién 1a cao.

Cu thé 13, HBsAg duy tri dugc cAu trtic ba chidu bing cac lién két disulfit
nhu C107-C138, C139-C147 va v.v... Khi sy lién két nay bi pha hiy do dot bién
mét doan ctia Vi du 2, cAu trac ban dau bi pha v& do d6 tac dong dén lién két cua
khang thé. Trong vi du nay, gbc epitop, ma khong dugc phat hién ra trong thir
nghiém gay dot bién mét doan cta vi du 2, dugc nhén dién béng cach thir nghiém
mot dét bién duy nhét (FIG. 5). Vi axit amin & vi tri 147 1a gbc d€ tao ra lién két
disulfit quan trong d6i véi viéc duy tri cdu tric ba chiéu ctia HBsAg, né c6 thé
tham gia vao su lién két v6i khang thé theo sang ché nho d6 epitop cAu hinh & cac
vitrf 110, 118 va 120 thuong dugce tao ra.

Vi du 4: Nhan dién cac dic trung cua epitop cua khang thé theo sang ché

Pé x4c nhén epitop cAu hinh ¢6 duoc tao ra tir vi tri lién két d& dugc chimg
minh bing vi du 1, 2 va 3 hay khong, phén tich thdm tich Tay duoc thuc hién. 0
day, viéc st dung ca gel di¢n di gel natri dodexyl sulfat-polyacrylamit (SDS-
PAGE) tuong tmg vdi c4c diéu kién bién tinh protein va gel Native-PAGE tuong
{mg v6i céc didu kién khong bién tinh, sy khéc biét vé cudng 9 lién két ctia khang
thé theo sang ché phu thudc vao chu trac cua HBsAg dugc do. Cu thé 13, su tao
thanh epitop cdu hinh dugc quan sat thdy khi khong tuyén tinh héa va khi tuyén
tinh héa bing cch loai bé lién két disulfit quan trong ddi véi viée tao thanh chu
trac bac ba cua HBsAg, khi c6 mit hodc Véng mat chét khir trong céc diéu kién
bién tinh protein.

4-1. Thit nghiém thdm tach Ty st dung Native-PAGE

P& danh gi4 xem khang thé theo sang ché ¢6 thé nhén biét duoc hay khong
epitop chu hinh cia HbsAg di dugc tao ra mot cach tu nhién, thir nghiém thdm
tach T4y dugc thuc hién béng cach sir dung gel NativePAGE khong c6 SDS. Cu
thé 13, dung dich chia HBsAg dugc trén voi dung dich nap mau
NativePAGE™ (Invitrogen, USA, Cat# BN2003) va chit phu gia miu
NativePAGE™ 5% G-250 (Invitrogen, USA, Cat# BN2004), va sau d6 nap lén
NativePAGE™ Novex® 3-12% Bis-Tris Protein Gel (Invitrogen, USA, Cat#
BN1003BOX). Sau khi gel dugc chay trong khoang 2 gio, protein cua gel dugc
chuyén 1én mang PVDF (Invitrogen, USA, Cat# L.C2002) bang cach st dung dung
dich dém chuyén NuPAGE® (Invitrogen, USA, Cat# NP0006). Mang dugc phong
bé bing dung dich dém nudc mudi dém phosphat (PBS)-Tween20 chia 5% sita
tach bo trong 1 gio, sau d6 khang thé so cdp duge bd sung vao d&m PBS-Tween20
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chtra 3% sita tach bo va mang nay dugc lam lanh qua dém véi no. O day, voi déi
chimg duong cho khang thé theo sang ché, chit chuan cua T4 chirc y t& Thé gisi
(WHO) (Tiéu chuin quéc t& WHO cho globulin mién dich khang HBs, nguoi (ma:
07/164)) dugc st dung, va voi dbi chimg am, khang thé khang HER2, ma 1a khang
thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi khang thy thé ting trudng biéu bi ngudi 2
(HER2), dugc sir dung. Mang dugc rira di béng dung dich dém PBS-Tween20, va
d8 1am khéng thé tht cip, Fc khéng ngudi dugc lién hop peroxidaza cia cay cai
ngua (HRP) (Thermo Scientific, USA, Cat# 31413) duoc trén véi dém PBS-
Tween20 chita 3% sita tach bo va sau d6 duge xt ly trong 1 gio. Mang nay dugc
ria da béng dung dich d&m PBS-Tween20 va sau d6 dugc xur ly bang co chét héa
phat quang ting cuong (ECL), sau do su lién két cua HBsAg va mdi khang thé thir
nghiém dugc quan sat béng cach str dung ChemiDoc (Bio-Rad, USA).

Dua vao két qua thir nghiém, HBsAg, cAu tric bac ba tu nhién ctia n6 dugc
duy tri, thé hién cudng dd lién két rat cao v6i khang thé theo sang ché (FIG. 6a).
Tinh dic hiéu cta lién két nay duogc xac nhén dua trén cc két qua thir nghiém cua
chét chun WHO 13 d6i chimg duong va khéng thé khang HER?2 1a d6i chimg am.
Chuin WHO 13 khéng thé da dong dugc tinh ché tir mau nguoi, va bao gbm tt ca
cac khang thé c6 thé nhén dién céc epitop tuyén tinh va cAu hinh cua HBsAg, va su
lién két ciia n6 dugce xac nhan trong thir nghiém nay, va khang thé khang HER2
d6ng vai trd 12 khang thé khong dic higu khong lién két.

Trong khi do, khdi lugng phan tir cia HBsAg dugc biét 1a khoang 23 kd va
khdi lugng phén tir cia HBsAg da lién két véi khang thé trong thtr nghiém nay 1a
rat 16n, trong d6 sy tao thanh HBsAg tu nhién & dang dic hiéu (hat dudi virut co
kich thudc 22nm) bing cach lién hop tw phét d& duoc biét 13, c6 thé duoc két luan
13 hién tuong tu nhién (Ira Berkower va déng tac gia, J Virol., Mar 2011; 85(5):
2439-2448).

4-2. Thir nghiém thém tach T4y sit dung SDS-PAGE

Pé thir nghiém 18 rang hon, céc dic trung vé cAu hinh cua epitop véi khang
thé theo sang ché, thdm tach T4y duoc thuc hién bang cach s dung gel SDS-
PAGE va chét khir. Cac quy trinh thir nghiém chung la gidng nhu trong vi du 4-1,
va duoc mo ta tom tit dudi day.

Trude hét, dung dich HBsAg dugc tron v6i dung dich nap mau SDS-PAGE,
duoc phan ung & 95°C trong 5 phut, va sau do dugc nap 1én 4-20% gel Mini-
PROTEAN TGX Precast va gel nay dugc chay. O day, hai loai mau nap duoc diéu
ché, mot trong s6 d6 dugc bd sung thém chét khir (chat khir mau NuPAGE (10x),
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Life Technologies, USA) dé nhd d6 gdy ra su bién tinh protein hoan toan, va miu
con lai khong chira chit khir d& duy tri lién két disulfit cia HBsAg dé nho d6 gy
ra su bién tinh khong hoan toan. Sau khi chay, HBsAg dugc chuyén sang mang
nitroxenluloza (NC), dugc phong bé va 1am lanh vé6i khang thé so clp qua dém. Vi
du v& khang thé so clp bao gbm khang th8 theo sang ché, chét chudn WHO, HBIg
(Hepabig, Green Cross, Korea), va khang thé khang HER2. Cé4c quy trinh tiép theo
3 giéng nhu trén d4y, va phdn md ta chung dugc loai bé.

Két qua 13, khang thé theo sang ché khong lién két v6i HBsAg di duoc
tuyén tinh héa hoan toan khong chira lién két disulfit, va lién két hiéu qua véi
HbsAg, trong d6 su bién tinh mot phan xay ra. Chuin WHO va HBIg dong vai tro
d6i chimg duong 1a céc khang thé da dong nhu di md ta trong vi du 4-1, va bao
gbm khéng thd c6 thé nhan biét epitop tuyén tinh va do do dugc lién két voi
HBsAg, ma da dugc tuyén tinh héa hoan toan trong cac didu kién khir. Khang thé
khang HER2 khong lién Kkét bat k& cu trac ciia HBsAg. Ciu truc béc ba cla
HBsAg, tAm quan trong cua lién két disulfit dugc tao ra trong protein hodc gilra
cic protein di duoc biét dén rong rai (Mangold CM et al, Arch Virol,
1997;142(11):2257-67).

Do @6, viéc duy tri cu tric bac ba cua HbsAg nho lién két disulfit 1a thiét
yéu dbi véi sy lién két ciia khang thé theo sang ché, va do d6 khang thé theo sang
ché c6 thé duogc két luan 1a nhan biét duoc epitop chu hinh cia HBsAg.

Vi du 5: Panh gi4 hoat tinh lién két ctia khéng thé theo sdng ché vé6i nhiéu
loai dét bién khic nhau cua quvét dinh-a

P& danh gi4 hoat tinh lién két cia khang thé theo sang ché véi bbn khang
nguyén dot bién clia quyét dinh-a, ELISA dugc thuc hién. Céc khang nguyén, ma
da duoc gay dot bién & cac vi tri axit amin 126, 129, 133, va 143, dugc tim thay
trong cac dot bién trén thoat dugc tao ra do vacxin hodc globulin mién dich viém
gan B (HBIg) d& dugc béo cdo & cac bénh nhan méc bénh viém gan B mén tinh va
cling gdy ra cac vin dé bao gdm khé do khang nguyén bé mat khi chan doan
(Horvat va ddng tac gia, Lab medicine, vol. 42(8): 488-496, 2011). Céc protein tai
t hop ctia cdc khdng nguyén nay dugc mua tir ProSpec Bio.

FIG. 7 thé hién hoat tinh phéan ‘mg cta cac khang thé 1, 2 theo sang ché voi
khang nguyén dot bién cua quyet dinh-a, va cac két qua duong (+) va &m (-) phu
thudc vao sy c6 mat hodc véng mit cua hoat tinh phan Ung dugc tom tit trong

Bang 5 dudi day.
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[Bang 5] Céc két qua ELISA v& hoat tinh lién két ctia khang thé 1, 2 theo sang ché
v6i HBsAg dot bién ctia quyét dinh-a

HBsAg Khéng thé theo sang ché 1 Khang thé theo sang ché 2
adw T126N + +
adw Q129H + +
adw M133H |+ +
adw T143K + +

Theo két qué thir nghiém, khéng thé 1, 2 theo sang ché c6 kha nang lién két
voi nhiéu loai HBsAg dot bién khéc nhau cla quyét dinh-a. Vi khéngvthé theo sang
ché ¢6 thé nhan biét epitop & cac vi tri 110, 118, 120 va/hogc 147 ciia HBsAg, nd
c6 thé khoéng bi anh hudng bdi quyét dinh-a c6 ti 1& dot bién cao (c4c axit amin
124-147).

Axit amin & vi tri 147 1a géc quan trong dbi véi viée tao ra chu hinh, va dot
bién cta gbc nay da dugc biét la c6 anh huéng nghiém trong dén kha ning giy
nhidm, va do d6 ti 16 dot bién thuc sy duge mong doi 14 rat thp.

Do dé, ché phém vacxin chira epitop & céc vi tri 110, 118, 120 va/hodc 147
hodc khéng thé lién két v6i epitop trén day c6 kha nang bi giam hiéu luc thap do
cac dot bién trdn thoat, va 13 hitu ich trong vi¢c phong ngira va diéu trj HBV.

Vi du 6: Kiém tra hoat tinh trung hoa in-vitro khang HBV
P& kidm tra hoat tinh trung hoa ctia khang thé theo sang ché khang lai nhiéu

kiéu gen khac nhau cua HBV, thir nghiém trung hoa in-vitro dugce thyuc hién.

Thir nghiém trung hoa in-vitro dbi voi HBV 1a phuong phap danh gia hoat
tinh trung hoa cta khang thd bing cach do lugng virut ndi bao va ngoai bao ¢ giai
doan hiéu qua nhit ctia qua trinh tang sinh virut, dé danh gia muc do uc ché su gay
nhidm té bao gan ngudi béi virut tiy theo cac didu kién diéu tri cia mdi khang thé.
Luong virut ndi bao duge do tir luong ADN HBV @3 duoc tang sinh, va luong
virut da tang sinh va tiét ra ngoai t& bao dugc do tir luong HBsAg va ADN HBV
trong moi trudng nay. O day, ADN HBV dugc dinh luong bing PCR thoi gian
thuc st dung dau do TagMan va HBsAg dugc dinh luong bang thir nghiém mién
dich héa phat quang (CLIA).

6-1. Thir nghiém trung hoa in-vitro 1an thir nhét

Céc té bao gan ngudi can thiét dé gay nhiém HBV dugc tao ra bang quy
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trinh truyén dich collagenaza hai budc tir chuét kham uPA/SCID c6 md gan dugc
1am twong thich v&i ngudi mot ngay trude khi chiing ngtra virut. Cac té bao gan di
tach ra duoc sir dung & ndng @6 4x10° mdi giéng trén dia 24 giéng dugc phu bang
colagen typ 1. V4i moi trudng nudi ciy, 500p1 DMEM (Gibco, USA, 11965), chira
10% FBS (Atlas Biologicals, USA, FO500A), 1x penixilin/streptomyxin (Gibco,
USA, 15140) va 20mM HEPES (Gibco, USA, 15630), dugc st dung cho mdi
giéng. Céc té bao gan da tao ra dugc U trong mdy u té bao da dugc 1am am 5%
CO, ¢ 37°C trong 24 gio.

Su gay nhidm virut dugc thuc hién theo cach trong doé bdn kidu gen cua
HBYV, duoc goi la A (sb truy cdp ngin hang gen: AB246345.1), B (S6 truy cap
ngan hang gen: AB246341), C (S6 truy cép ngan hang gen: AB246338.1), va D
(Sb truy cap ngin hang gen: AB246347), mdi kidu gen nay duoc san sinh ra tlr
chudt kham c6 mé gan dugc lam twong thich voi ngudi, duge trdn véi khang thé
theo sang ché va sau d6 duoc st dung & ndng do virut 1a 2x10° mdi giéng. Mb ta
chi tiét v& quy trinh ndy 14 nhu sau.

A. Didu ché hdn hop ching ngira virut

Virut va m3i khang thé duge tron dé thé tich cui cing 1a 100yl bang céch
stt dung mdi trudong dHCGM (DMEM+10% FBS, 44mM NaHCOs, 15pg/ml 1-
prolin, 0,25pg/ml insulin, 50nM dexamethason, 5ng/ml EGF, 0,1lmM Asc-2p, 2%
DMSO0), va sau d6 dugc phan tmg & nhiét 46 phong trong 1 gio. O day, ndng o
virut 13 2x106, va khang thé theo sang ché duoc pha lodng & bdn ndng @6 1a 10, 1,
0,1, va 0,01 pg/ml.

B. Chung ngtra virut

125ul méi truong dHCGM va 25ul 40% PEG (Sigma, USA, P1458) dugc
tron va duge bd sung thém hdn hop virut/khang thé duoc tao ra trong budc A trén
day, nh¢ d6 thu duoc 250ul hdn hop ching ngira cudi cing. Mbi trudng nudi chy
dugc loai bo khoi céac té bao d4 tao ra va hdn hop chiing ngira dugc dua vao, sau
d6 1 trong 24 gio.

C. Thay dbi méi trudong va nudi céy, va diéu ché mAu phan tich

Sau khi ching ngtra virut, cac t& bao gan dugc U trong tbng s6 12 ngdy, va
viée rira té bio va thay d6i moi trudong duoc thuc hién vao ngay thir 1, thir 2 va thir
7. Mbi truong nudi céy ndy dugc loai bo, viéc rua dugc thuc hién véi 500ul
DMEM-+10% FBS, va cing mét lugng mdi trudong dHCGM méi duge dua Vao.

V6i viéc thay d6i méi trudong vao ngay thir 7, méi truong nudi cdy nay duoc thu
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gom véi cac lugng twong tng 13 300ul va 30ul dé dinh luong HBsAg ngoai bao va
ADN HBV duoc tiét ra tir cac t& bao nay va dugc bao quan & -20°C dén khi phan
tich.

Sau khi két thic viéc U trong 12 ngay, tAt ca céac té bao va méi trudong duoc
st dung cho phan tich dinh lugng virut ndi bao/ngoai bao. Mbi trudng nubi cy
dugce thu gom riéng dé do HBsAg va ADN HBYV theo cach gidng nhu trudce day,
va cac té bao duoc thu gom theo céch trong d6 mdi giéng dugc ria mot 14n bang
500n DMEM+10% FBS va sau d6 dugc dung giai bang 500ul dung dich
SMITEST (Medical & Biological Laboratories Co., Ltd.). Viéc chiét ADN HBV
duoc thuc hién theo quy trinh ctia nha san xuét (Medical & Biological Laboratories
Co., Ltd.).

D. Phan tich miu .

Viéc dinh lugng ADN HBV dugc thuc hién bang PCR thoi gian thuc bing
cach st dung doan do TagMan, céc chét phan tng TagMan PCR Core Reagents
(Life Technologies, USA), va hé théng phat hién trinh ty ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems, USA). Ngoai ra, HBsAg dugc dinh luong bing ARCHITECT
(Abbott, USA) 12 hé théng tu dong duoc hd trg CLIA.

[Bang 6] Trinh tr doan mdi/doan do cho PCR thdi gian thyc dé dinh luong HBV

N SEQID

Poan moi/doan do |Trinh tu
NO:

Doan moi xudbi CACATCAGGATTCCTAGGACC 4
DPoan mdi nguge | AGGTTGGTGAGTGATTGGAG 5

. CAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTC(Nhuom:
Poan do TagMan . . 6

FAM d6i véi 5', TAMRA doi véi 3)

[Bang 7] Chuong trinh PCR thdi gian thuc
Chuong trinh Chu trinh
50°C 2 phut 1
95°C 10 phut 1
95°C 20 gidy — 60°C 1 phut 53
Ngudng 0,1

Céac két qua thir nghiém cho céc khang thé 1, 2 theo sang ché dugc thé hién
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trong céc FIG. 8a dén 8d va 9a dén 9d tiy thudc vao kiéu gen virut trong mdi hang
muc do.

Céc luong ADN HBV ndi bao phu thudc vao né)ng dd diéu tri ctia mdi khang
thé dugc so sanh va phan tich. Cu thé 13, cac khang thé 1, 2 theo sang ché ma duoc
chon dua trén cuong do lién két voi HBsAg typ phu adr cia kiéu gen C, cé thé
duoc phat hién ra 12 ¢6 hoat tinh trung hoa manh khang lai kiéu gen C. Trong
truong hgp ma trong d6 lugng ADN HBV bj giam it nhét 13 400 14n & HBIg dong
vai trd 13 ddi chimg duong so v6i khang thé khang HER2 déng vai tro 1a d6i ching
Am, cting mot mirc giam ADN virut cling dugc thé hién trong mau dugc xt ly béng
1pg/ml khang thé theo sang ché 2, twong tmg véi 1/10 luong diéu tri cua né. Nhu
v6i khang thé 1 theo sang ché, luong ADN HBV bj giam 100 l4n ngay ca & nong
d6 didu tri thip 14 0,1pg/ml, do d6 giit duge hoat tinh trung hoa kh4 cao. Ngoai ra,
hoat tinh trung hoa cuia khang thé 1, 2 theo sang ché khang lai cac kiéu gen A va B
13 cao gép nhidu hon 2 14n hoat tinh trung hoa tdi da so voi khi HBIg dugc stir dung
lam dbi chimg duong, va hoat tinh trung hoa khang kiéu gen D dugc duy tri cao
ngay ca o ndng d6 thip 12 0,1ug/ml (khang thé theo sang ché 1) hoic 1pg/ml
(khang thé theo sang ché 2) (FIG. 8a dén 8d).

Hoat tinh trung hoa cta khang thé 1, 2 theo sang ché khang lai bbn kiéu gen
A, B, C va D dugc phat hién ra la rét glong véi cac két qua dinh lugng HBsAg
ngoai bao dugc do trong moi trudng nudi ciy (FIG. 9a dén 9d).

K&t luan, dua vao céc két qua do hoat tinh trung hoa in-vitro khéng lai bén
kiéu gen A, B, C, va D cia HBV, cac khang thé 1, 2 theo sang ché biéu hién hoat
tinh trung hoa cao khang lai tAt ca cac virut dugc st dung.

Vi du 7: Po cic dic trung lién két véi cac kidu gen khang nguyén bé mit
virut khac nhau thu duoc tir cdc bénh nhan mac bénh bénh viém gan B méan tinh

Pé danh gia cac khang thé 1, 2 theo sang ché c6 thé biéu hién hoat tinh trung

hoa bing céch lién két véi nhidu loai kiéu gen virut khac nhau dang phd bién trén
toan thé gidi trong cac ing dung thuc té hay khong, ELISA “banh kep” dugc thuc
hién bang cach s dung panen tham chiéu cua T chic y té Thé giéi (WHO)
(Panen tham chibu qudc t& WHO 14n thtr nhét dbi vé6i cac kiéu gen HBV cho thir
nghiém HBsAg, ma PEI 6100/09) chia nhiéu kiéu gen khang nguyén bé mat virut
khac nhau thu duoc tir huyét thanh bénh nhan. Thong tin chi tiét vé chuan tuong
ung duoc thé hién trong bang 8 duéi déy, va phuong phap thir nghiém la nhu sau.
Hai khang thé c6 ndéng o 1a 2pg/ml dugce chia thanh cac luong 100ul vao
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mdi giéng cua vi phién 96 giéng (Nunc, Denmark, 449824) d3 pht bing khang thé
IgG Fcy (gamma) khang ngudi (Jackson ImmunoResearch, U.S.A, 109-006-098)
va sau d6 duogc hip thu vao d6. Sau khi rira, dia nay dugc xu ly bing nuéc mudi
dém phosphat (Teknova, USA, D5120) chira 3% albumin huyét thanh bd (BSA) va
nhd d6 dugc phong bé. Sau khi rira lai, 15 mAu huyét thanh ctia panen kiéu gen
HBsAg duge chia thanh cac lugng 100pl va dugc G ¢ 37°C trong 90 phat. O day,
mdi mAu huyét thanh dugc pha lodng thich hop bang nudc mubi dém phosphat
(Teknova, USA, D5120) chira 1% BSA dé c6 d¢ hép thu 12 khoang 0,8 dén 1,2 &
450/620nm. D& phét hién HBsAg d4 gén vao khang thé, khéng the khing nguyén
bé mit khang HBV thé duoc gén nhén peroxidaza (Thermo Scientific, U.S.A.,
PA1-73087) duge xir Iy & 37°C trong 60 phit. Sy hién mau, két thiic phan tng, va
do do hép thu dugc thyc hién theo cach gidng nhu trong vi du 5. Kha nang phan
{mg ctia hai khéng thé v6i mdi kiéu gen khéng nguyén bé mit HBV duoc 1ap db thi
va dugc phéan tich bang cach sit dung Excel (Microsoft, U.S.A.) (FIG. 10).

Dua vao cac két qua phan tich, ca hai khang thé 1, 2 theo sang ché déu lién
két hiéu qua véi 15 miu HBsAg. Nhu da mo ta trén day, cac mau khang nguyén bé
mat nay la huyét thanh duoc bao ché thuc su tir mau cia bénh nhan, va dugc phu
bay kiéu gen tir A dén H ngoai trur kiéu gen G, trong tbng sb 8 kiéu gen HBV.
Ngoai ra, cac kiéu gen A, B, C, D, va F ¢ nhiéu kiéu gen phu khéc nhau bao gbm
hai d@n 3 mAu kiéu gen phu va typ phu (typ huyét thanh) ma chiém wu thé dbi véi
mdi kidu gen, c6 nghia 13 panen kiéu gen HBV ctia WHO duogc st dung cho thir
nghiém gin nhu thé hién céc kiéu gen HBV phd bién nhét trén toan thé gidi. Panen
nay khong bao gbm kiéu gen G, nhung kiéu gen G khong ¢6 kiéu gen phu ma da
duoc bao cdo dén nay va duge md ta 1a typ phu (typ huyét thanh) adw2, va do d6
hoat tinh lién két cia céc khang thé 1, 2 theo sang ché véi kiéu gen G co thé du
doan dugc dyua vao cac két qua thir nghiém cua 5 mAu adw2 niam trong panen nay.

Do d6, céc khang thé 1, 2 theo sang ché thé hién hoat tinh lién két tot hon
d6i véi tit ca 15 miu, nghia 13 hai khang thé ndy c6 thé lién két voi tht ca céc kiéu

gen HBV trén toan thé gi6i dé biéu hién hoat tinh trung hoa turong Ung.

[Bang 8] Thong tin chi tiét vé panen khang nguyén bé mit HBV trong huyét thanh
thu duoc tir bénh nhan (Panen tham chiéu quéc t¢ WHO 14n ther nhét dbi véi cac
kidu gen HBV cho céc thir nghiém HBsAg, mé PEI 61 00/09)

Mau # Nguon gbc Kiéu gen Kiéu gen phu Kiéu phu
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1 Nam Phi A Al adw2
2 Braxin Al | adw2
3 buc A2 adw2
4 Nhat B Bl adw?2
5 Nhét B2 ladw?2
6 Nhat C C2 adr

7 Nhat C2 adr

8 Nga c2 adr

9 buc D D1 | ayw2
10 Nga D2 ayw3
11 Nam Phi D3 ayw2
12 Tay Phi E N/A ayw4
13 Braxin F F2 adw4
14 Braxin F2 adw4
15 buc H N/A adw4

Vi du 8: Panh ¢gia cic dac trung lién két v6i cac virut khang thube khac nhau

Céc dic trung lién két gifta céc khang thé 1, 2 theo sang ché va céc dot bién
khang chét trc ché HBV polymeraza hitu ich rdng rai d6i v6i cac bénh nhan méc
bénh viém gan B mén tinh, vi du lamivudine (LMV), adefovir (ADV), clevudine
(CLV), va entecavir (ETV), duogc do bang cach sir dung thtt nghiém ELISA “banh
kep” tuong ty nhu trong Vi du 7. Tét ca cac virut dot bién khang bao gom virut
kiéu hoang duoc st dung trong thir nghiém la cac virut duoc tach dong tai Khoa
duoc ly, Konkuk University School of Medicine, st dung ADN HBV thu duoc tur
méau cia bénh nhan cé sy deé khang vai viéc diéu tri béng thube tuong ung, va la
cac chung, ma su khang thudc ctia ching da dugc x4c nhan bang thuc nghiém bang
c4ch tai nap st dung dong té bao Huh7 hodc dong té bao HepG2 (Ahn va ddng tac
gi, Journal of Virology, 88(12): 6805-6818, 2014). T4t ca cac virut déu 1a kieu
gen C, va cac déu hiéu cta timg virut dugc thé hién trong Bang 9 dudi day.

Do d6 mdi vecto biéu hién HBV d3 tao ra dugc tai nap vao dong té bao
Huh7 dugc nudi trong binh thét c¢b T75 (BD BioScience, 353136) bang cach st
dung Lipofectamine2000 (Life technologies, 11698019), va dugc U trong 3 ngay
dé san sinh ra virut. C4c virut di san sinh ra duoc tdp trung lai béng céach st dung

Centricon (Millipore, U.S.A.), va lugng virut cua mdi mau dugce so sanh véi lugng
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HBsAg bing céch sir dung kit Monolisa HBsAg Ultra (BioRad, 72346) ELISA va
sau d6 pha lodng thich hop dé c6 duoc céc tri s6 turong tu va duge st dung cho thir
nghiém.

Dua vao céc két qua thir nghiém, ca hai khang thé 1, 2 theo sang ché déu
duoc chi ra 1a ¢ hoat tinh lién két v6i virut khang lamivudin (LMV), adefovir
(ADV), clevudin (CLV), va entecavir (ETV) ¢ cuing mot mirc ndng d6 nhu trong
virut kidu hoang (FIG. 11). O déy, hoat tinh lién két véi virut khang ADV c6 vé la
kha thép, duogc cho 1a do chinh viéc tao ra mau tuong Umg thép hon mot chut so véi
c4c mau con lai.

Diéu niy c6 nghia 14 cac khang thé 1, 2 theo sang ché c6 thé c6 hoat tinh
lién két va hoat tinh trung hoa khong chi v6i mét loai virut khang thubc duoc sir
dung cho thtr nghiém nay ma con voi hau hét céc virut khang céc thubc tuong Ung.
P6 12 vi dot bién gy ra su khang thubc cho HBV lién quan dén dot bién axit amin
d3ic hiéu ciia ving chirc ndng transcriptaza dao (RT) cta HBV polymeraza, nhu
dugc thé hién trong bang 9, va dot bién nay xay ra rAt dic trung cho mbi thude.
bot bién polymeraza dac hiéu nay bao gém dot bién dic hidu cia HBsAg dua trén
céc dic trung cia HBV chung gen. Vi du, dot bién rtM2041 cia polymeraza gy ra
dot bién W196L cua HBsAg, va dot bién rtA181V gy ra dot bién L173F cia
HBsAg. Céc khang thé 1, 2 theo sang ché c6 thé dugc phat hién ra la lién két hiéu
qué bét k& dot bién khang nguyén bé mit do dot bién khang thude.

Ngoai ra, cac virut khang thubc riéng biét duge sir dung trong thir nghiém
nay co nhidu dot bién khang nguyén bé mat xudt hién khong dic hiéu, ngoai céac
dot bién khang nguyén bé mat dic hiéu khang thubc d3 dé cap trén day (Bang 9).
K&t qua ndy thé hién 1a céc khang thé 1, 2 theo sang ché ¢6 hoat tinh lién két va
trung hoa véi céc virut trong do cac vi tri Q101R, K112R, 11268, L175S, A184V,
1185M cuia HBsAg duoc gay dot bién.

[Bang 9] Thong tin virut khang thudc duoc st dung cho thir nghiém

) Vi tri d6t bién ctia HBV L s

Ching . Vi tri dot bién cia HBsAg
polymeraza (vung RT)

Kiéu hoang (kiéu
N/A N/A

gen C)

Virut khang LMV [L80I, M204I WI196L

Virut khang ADV  [A181V 1126S, L173F, L175S
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QI101R, 11268, A184V,
W196L
Virut khang ETV ~ |[L180M, M204V QI101R, K112R, I185M

Virut khang CLV  (M2041

Vi du 9: Do ai luc lién két khang neuyén-khang thé

Dé do 4i luc lién két khéng nguyén-khang thé ctia khang thé theo sang ché,
cong huéng plasmon bé mat (SPR) duoc thyc hién. Cu thé 14, 4i lyc lién két cla
HBsAg tai tb hop (typ phu adr, ProSpec Bio) va khang thé theo sang ché duoc xé4c
dinh bang phan tich SPR bang Biacore T200 (GE Healthcare) sir dung dém phén
tich HBS-EP (10mM HEPES [d6 pH=7,4], 150mM NaCl, 3mM EDTA va 0,005%
chit hoat dong bé mat P20) & 25°C. 50pg/ml HBsAg protein dé pha lodng trong
10mM natri axetat (d6 pH=5,0) dugc ¢ dinh truc tiép br?lng khoang 500 RU vao
chip cam bién sinh hoc cho nghién ciru CMS5 st dung kit tao cdp amin theo huéng
din va quy trinh cua nha san xuét. Phin khong phan Ung trén bé mit ciia cam bién
sinh hoc dugc phong bé bang etanolamin. Dé phan tich phan tng, phén mém kiém
soat Biacore T200 va phdn mém dénh gid Biacore T200 duoc sir dung. Khéng thé
theo sdng ché duoc pha lodng trong dém HBS-EP. Trong qua trinh thir nghiém, bé
mit cam bién sinh hoc khong c6 HBsAg ¢d dinh duoc sir dung 1am d6i chung
trong tat ca cac phép do. Hing sb téc d6 lién két va phan ly Ka (M-1s-1) va Kd (s-
1) dugc xac dinh & tdc d6 dong 1a 30ul/phut. Hing s6 tdc do thu dugc véi cac dung
dich pha loédng néi tiép 3 1an bang cach do su lién két phan umg & ndng d6 khang
thd tir 2,46 dén 200nM va st dung dém lam d6i chimg. Sau d6, hang s6 phan ly
can bang KD(M) cho phan tng gifra khang thé va khang nguyén dich dugc tinh
toan tir hing sb téc d6 phan tmg béng céch stt dung Phuong trinh sau day: KD =
Kd/Ka. St lién két dugc ghi lai bing cach tinh toan duéi dang ham s theo thoi
gian va hang sd tbc d6 phan tng.

Cac két qua thir nghiém dugc thé hién trong bang 10 dudi déy, tir d6 xéc
nhan 4i luc lién két ciia khang th8 theo sang ché voi HBsAg.

[Bang 10] Do &i lyc lién két bang céach st dung HbsAg tai t6 hop

Mau kal(1/Ms)  [kd1(1/s) KD AVR KD
\ . |9,04E+04  |6,33E-05  |7,00E-10

Khang thé theo sang ché 7,45E-10
8,12B+04  |6,42E-05  |7,90E-10
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Yéu ciu bio hd
1. Phan tir lién két d& trung hoa virut viém gan B (HBV), lién két dic hiéu véi epitop
cAu dang bao gdm céc axit amin & cdc vi tri 110, 118, 120 va 147 cla khang nguyén bé
mt virut viém gan B (HBsAg) c6 trinh tu axit amin duoc thé hién boi SEQ ID NO: 1,
trong d6 epitop nay la tir 4 dén 38 me dugc chon tir trong sb céc axit amin & cac vi

tri tir 106 dén 151 cua khang nguyén bé mit virut viém gan B (HBsAg).

5 Phén tir lién két theo diém 1, trong d6 phan tir lién két c6 4i luc lién két 12 nho

hon 1x10” M.

3. Phan tir lién két theo didm 1, trong d6 phan tr lién két 1a khang thé hogc doan cia

no.

4. Phan tir lién két theo diém 3, trong d6 khang thé nay 1a khang thé don dong

nguoi.
5. Polynucleotit ma héa phan tir lién két theo diém 1.
6. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém 5.
7. Té bao chu, dugc bién nap vecto biéu hién theo diém 6.

8. Phuong phép san xuét phan tir lién két, bao gbm 1 té bao chu theo diém 7.
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<160> 4

<170> Kopatentln 1.71

<210> 1

<211> 226

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> HBsAg

<400> 1
Met Glu Ser Thr Thr Ser Gly Phe Leu Gly Pro Leu Leu Val Leu Gln
1 5 10 15
Ala Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25 30
Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu Asn Phe Leu Gly Gly Ala Pro Thr Cys
35 40 45
Pro Gly Gln Asn Ser Gln Ser Pro Thr Ser Asn His Ser Pro Thr Ser
50 55 60
Cys Pro Pro Ile Cys Pro Gly Tyr Arg Trp Met Cys Leu Arg Arg Phe
65 70 75 80
Ile Ile Phe Leu Phe Ile Leu Leu Leu Cys Leu Ile Phe Leu Leu Val
85 90 95
Leu Leu Asp Tyr Gln Gly Met Leu Pro Val Cys Pro Leu Leu Pro Gly
100 105 110
Thr Ser Thr Thr Ser Thr Gly Pro Cys Lys Thr Cys Thr Ile Pro Ala
115 120 125
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Gln Gly Thr Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Ser Asp
130 135 140

Gly Asn Cys Thr Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala Arg

145 150 155 160

Phe Leu Trp Glu Trp Ala Ser Val Arg Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu

165 170 175
Val Pro Phe Val Gln Trp Phe Ala Gly Leu Ser Pro Thr Val Trp Leu
180 185 190
Ser Val Ile Trp Met Met Trp Tyr Trp Gly Pro Ser Leu Tyr Asn Ile
195 200 205

Leu Ser Pro Phe Leu Pro Leu Leu Pro Ile Phe Phe Cys Leu Trp Val
210 215 220

Tyr Ile

225

<210> 2

211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Poan mdi xudi ctia PCR-thdi gian thuc ¢ dinh lwong HBV ADN

<400> 2

cacatcagga ttcctaggac ¢ 21

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> DPoan mdi nguoc cia PCR-thdi gian thue dé dinh lwong HBV ADN

<400> 3
aggttggtoa gtgattggag 20
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<210> 4

211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Poan do TagMan ctia PCR-thoi gian thuc dé dinh luong HBV ADN
<400> 4

cagagtctag actcgtggtg gacttc 26
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