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(57) Sang ché dé cap dén khang thé phan lap va manh lién két khang nguyén ciia no, ma
lién két vi khu vue vong khéang nguyén cta khang nguyén bé mit viém gan B (HBsAg) va
trung hoa manh sy lay nhiém cta ca virut viém gan B (HBV) va virut viém gan delta
(HDV). Sang ché con dé cap dén quyét dinh khang nguyén lién két khang thé va manh lién
két khang nguyén, axit nucleic ma hoa va té bao san xuat khang thé va manh khang thé
nay. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén dugc pham va kit chira khang thé va cic manh
khang thé nay duoc st dung dé chan doan, phong ngira va diéu tri viém gan B va viém gan
D.
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén linh vuc cla cac khang thé chéng virut viém gan B (HBV)
va chéng virut viém gan delta (HDV) va st dung chiing. Cac khang thé chéng viém gan
B manh theo sang ché lién két voi quyét dinh khang nguyén dugc dit trong khu vuc
vong khang nguyén ciia mién S cua cac protein vo boc HBV (HBsAg), nhu dugc xac
dinh theo sang ché. Sang ché ciing dé cap dén cac axit nucleic ma hoa va cac té bao B
cb dinh va cac tuong bao dugc nudi cly ma san xuat cac khang thé va cac manh khang
thé nay. Ngoai ra, sang ché dé cap dén st dung cac khang thé va cac manh khang thé
theo sang ché trong cac phuong phap sang loc ciing nhu trong viéc chuin doan, phong
ngira, va diéu tri cac bénh, cu thé 1a viém gan B va viém gan D.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Virut viém gan B (HBV) bao gdm (i) vo chita ba protein bé mit lién quan (khang
nguyén bé mit viém gan B, HBsAg) va lipit va (ii) nucleocapsit hai muoi mit bao quanh
hé gen ADN virut va polymeraza ADN. Capsit HBV dugc tao ra trong dung dich bao
tuong cua té bao bi nhiém trong qua trinh bao phirc hop sao chép tién hé gen ARN va
dat dugc kha nang nay chdi trong qué trinh tong hop hé gen ADN virut bang cach phién
ma nguoc tién hé gen trong xoang cua hat. Ba protein vé boc HBV S-HBsAg, M-
HBsAg, va L-HBsAg tao thanh hinh nép gap xuyén mang phirc hop & ludi ndi bao, va
tao ra dong dime va di dime duoc lién két v6i disulfit. Trong sudt qua trinh nay chdi &
mang ndi bao, mién tuyén tinh ngin trong ving PreS dung dich bao twong twong tac voi
cac vi tri lién két trén bé mit capsit. Cac virion sau d6 duoc tiét ra vao mau. Thém vao
do, cac protein bé miat co thé nay chdi khi khéng c6 mit cta cac capsit va tao ra cac hat
virut con (SVP’s) ma ciing duoc tiét ra vuot qué 16ga 3-4 so voi cac virion. Mirc cao
HBsAg c6 thé lam can kiét dap ing t& bao T dic hiéu v6i HBsAg, va duoc dé xuit 1a
yéu t6 quan trong ddi v6i dung nap mién dich virut & bénh nhan viém gan B man tinh
(CHB) (Chisari FV, Isogawa M, Wieland SF, Pathologie Biologie, 2010;58:258-66).

Virut viém gan B gay ra cac bénh lay nhiém gan man tinh va cp tinh c6 thé de
doa tinh mang. Viém gan B cip tinh dugc dic trung bdi virut huyét, c6 hodc khong c6
cac triéu ching, voi nguy co xay ra viém gan B mau chong (Liang TJ, Block TM,

McMahon BJ, Ghany MG, Urban S, Guo JT, Locarnini S, Zoulim F, Chang KM, Lok
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AS. Present and future therapies of hepatitis B: From discovery to cure. Hepatology.
2015 Aug 3. doi: 10.1002/hep.28025. [Cong b dién tir trude khi in]). Mic du vacxin
hiéu qua chdng lai viém gan B c¢6 ban tir nam 1982, nhung WHO bao céo rang c6 240
triéu nguoi bi nhiém viém gan B man tinh va hon 780.000 nguoi chét hang nam do cac
bién ching viém gan B. Udc tinh mot phan ba cbénh nhén viém gan B man tinh (CHB)
phat trién thanh bénh xo gan, suy gan va bénh ung thu biéu md té bao gan udc tinh
khoang 600.000 nguoi chét mdi nam (Liang TJ, Block TM, McMahon BJ, Ghany MG,
Urban S, Guo JT, Locarnini S, Zoulim F, Chang KM, Lok AS. Present and future
therapies of hepatitis B: From discovery to cure. Hepatology. Ngay 3 thang Tam nam
2015. doi: 10.1002/hep.28025. [Cong bd dién ti trude khi in]).

Cac phuong phap diéu trj viém gan B man tinh hién c¢6 bao gdm interferon-alpha
(dugc pegyl hoa) (IFN-a hoic peglFN-a) va cac dugc chét khang virut tic dong truc
tiép twong ty nucleos(t)it trc ché polymeraza ADN virut viém gan B (HBV) (“cac chét
rc ché polymeraza™). Cac chét rc ché polymeraza bao gdm Lamivudin, Adefovir
Entcavir, Telbivudin va Tenofovir. Cac chit rc ché polymeraza (Lamivudin, Adefovir
Entcavir, Telbivudin, Tenofovir) ngan chan churc ndng phién ma ngugc cia polymeraza
ADNHBYV va do d6 gay can tr& su tong hop ADN virut tir ARN tién hé gen. Viéc diéu
tri nay khong ngiin chin sy 1y lan virut, sy tao ra cccADN va khong anh huéng dén su
giai phong HBsAg. Hon nita, cac chét e ché polymeraza giéi han sy tién trién bénh
nhung hiém khi lam sach virut. Do do, su tai phat virut thuong dugc quan sat sau khi
duing diéu trj va, do do, cac chat trc ché polymeraza nén dugc dung trong thoi han st
dung. Ngoai ra, cac dot bién khang dugc chat xuét hién sau khi diéu trj kéo dai. PEG-
IFN-a ttc ché HBV mdt cach gian tiép thong qua cac tac dung didu bién mién dich va
tryc tiép bang cach giam cac muc trang thai on dinh cia cdc ban phién ma HBV (su
axety hoa cua cac histon lién két cccADN ting 1én). Tuy nhién, PEG-IFN-a di gi6i han
dd hiéu qua va gy ra cac tac dung phu nghiém trong.

Trong khi pegIFN-a hitu hiéu ¢ khoang mot phan ba bénh nhan dugc diéu tri, cac
chét {rc ché polymeraza giam dang ké tai lugng virut & hdu hét cac bénh nhan nay duoc
diéu tri (Timothy M. Block, Robert Gish, Haitao Guo, Anand Mehta, Andrea Cuconati,
W. Thomas London, Ju-Tao Guo Chronic hepatitis B: What should be the goal for new
therapies? Antiviral Research 98 (2013) 27-34). Interferon o c6 lién quan dén nhiéu

phan tmg phu va khong thé dugc sir dung ¢ bénh nhan méc bénh xo gan giai doan ning
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hozc chéng chi dinh duoc chity té/tam than (Liang TJ, Block TM, McMahon BJ, Ghany
MG, Urban S, Guo JT, Locarnini S, Zoulim F, Chang KM, Lok AS. Present and future
therapies of hepatitis B: From discovery to cure. Hepatology. Ngay 3 thang Tam nam
2015. doi: 10.1002/hep.28025. [Cong bd dién tir trude khi in]). Mic du cac chét (e ché
polymeraza nhu entecavir va tenofovir duong nhu c6 cac tac dung phu it hon, cac ty 1&
dao nguoc huyét thanh HBeAG va giam HBsAG la thip dbi voi cac duoc chit nay. Do
do, hau hét cac bénh nhan can diéu tri sudt doi cung voi cac chi phi lién quan va cac
nguy co clia cac phan ng phu, khang duoc chét va khong két dinh. Do d6, viée diéu tri
viém gan B man tinh hién c6 van con khiém khuyét boi cac giéi han khac nhau va khong
thé xem la chita khoi. Do d6,- mic du diu tri HBV di duoc cai thién - cac bénh nhan
HBV thudng cin cac lidu phap diéu tri subt doi va viéc chita khoi van 1a muyc tiéu thach
thire. (Liang TJ, Block TM, McMahon BJ, Ghany MG, Urban S, Guo JT, Locarnini S,
Zoulim F, Chang KM, Lok AS. Present and future therapies of hepatitis B: From
discovery to cure. Hepatology. Ngay 3 thang Tam nam 2015. doi: 10.1002/hep.28025.
[Cong bd dién tir trude khi in]). Két qua gin nhit dé chita viém gan B man tinh (CHB)
va diém cubi Iy tudng cua viéc diéu trj s& 1a dat duge tdn hao khang nguyén bé mat viém
gan B (HBsAg), tuy nhién, chua dat dugc hidu qua véi cac phuong phap diéu tri viém
gan B man tinh hién c¢6 (Xem, Gish R.G. va cdng su, 2015, Antiviral Research 121:47-
58).

Céac bénh nhin HBV mit can bang nghiém trong mic viém gan cip tinh hoic
bénh ung thu biéu mo té bao gan dugc chi ra di véi vide ghép gan ding vi tri. Sau OLT,
ty 1¢ tai phat viém gan B 1a 1on hon 80% ma khong ngin ngtra, trong khi 16n hon 90%
ngudinhan ghép dugc kiém soat 14m sang véi globulin mién dich viém gan B két hop
(HBIG) va diéu tri chét trong tu nucleos(t)it. Cac globulin mién dich viém gan B
(HBIG) la cac globulin mién dich da dong duoc tinh ché tir nhitng nguoi cho duge tiém
chung. Tuy nhién, viéc dung HBIG l4au dai ¢ lién quan dén mot sé van dé chua duoc
gidi quyét, bao gdm tinh c6 sin gidi han va chi phi qua cao (Takaki A, Yasunaka T,
Yagi T. Molecular mechanism to control post-transplantation hepatitis B recurrence. Int
J Mol Sci. ngay 30 thang 7 nam 2015;16(8):17494-513). Hon nita, cac liéu qua cao phai
duoc dung, cu thé 1a 10 gam (c6 10.000IU trén co s& cc thir nghiém lién két) dugc dung
cho ngudi nhén trong subt qua trinh ghép bing cach truyén tinh mach. Sau d6 2 gam

duoc dung trong tinh mach hang ngay trong khoang thoi gian 8 ngay va viéc truyén
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thém dugc dua ra mdi 1 dén 3 thang dé duy tri cac mirc huyét thanh khang HBkhang

Hbs 16n hon 100 IU/ml. Mét 14n nita, cin diéu trj sudt doi.

Tham chi nhiéu bién chimg nghiém trong dwgc quan sat thiy khi déng nhiém
hodc bdi nhiém do su xuét hién virut viém gan delta (HDV). Theo WHO, viém gan D
lay nhiém khoang 15 triéu nguoi trén toan thé gigi. HDV dwgc xem 14 vé tinh virut con
bdi vi né o thé chi lan truyén khi ¢ mit HBV.HDV la mdt trong sb cac virut dong vat
nhd nhat (40nm), nho d6 hé gen cta né chi 1,6kb va ma hoa cho S va L HDAg. Tt ca
cac protein khac cin di voi viée sao chép hé gen cia HDV, bao gdm polymeraza ARN,
dugce tao ra bdi té bao chi va vé boc HDV duge tao ra boi HDV. Mit khac, HDV la
virut khuyét can dong nhiém véi HBV cho su sao chép cua n6 tir khi n6 sir dung protein
bao boc viém gan B (HBsAg) 1am 16p phu virion cta riéng n6. Khi duge dua vao cac té
bao cho phép, hé gen ARN HDV sao chép va lién két voi nhidu ban sao cua cac protein
dugc ma hoa bai HDV dé tap hop phic hop ribonucleoprotein (RNP). RNP dugc xut
tr t& bao boi cac protein vo boc HBV, ma c6 thé tp hop cac bao bong lipoprotein nay
chdi vao xoang cta ngin pre-Golgi trude khi duge tiét ra. Hon nita, cAc protein vo boc
HBYV ciing cung cp co ché dé nhim tring dich cia HDV dén té bao khong bi nhiém,

nho d6 dam bao sy 14y lan cua HDV.

Céc bién ching do HDV gay ra bao gdm kha nang bi suy gan cao hon trong cac
bénh lay nhidm cAp tinh va sy tién trién nhanh thanh bénh xo gan, véi co hoi phat trién
ung thu gan trong cac 14y nhiém man tinh. Két hop véi virut viém gan B, viém gan D
c6 ty 1é t& vong cao nhét trong tit ca cac lay nhiém viém gan, & mirc 20% (Fattovich G,
Giustina G, Christensen E, Pantalena M, Zagni I, Realdi G, Schalm SW. Influence of
hepatitis delta virus infection on morbidity and mortality in compensated cirrhosis type
B. Gut. 2000 Mar;46(3):420-6). Liéu phap chi duoc chip thuan cho sy 1y nhiém HDV
man tinh 1a interferon-alpha. Tuy nhién, viéc diéu trji HDV bing interferon-alpha 1a
tuong d6i khong hiéu qua va khong duge dung nap tét. Viée didu tri bang interferon-
alpha dan dén dap Umg virut hoc kéo dai 6 thang sau khi diéu tri & mot phan bén sb cac
bénh nhan. Ngoai ra, cac chét tuong tu nucleos(t)it (NAs) da dugc thir nghiém rong rai
trong viém gan delta, nhung ching dudng nhu khong hidu qua. Viéc diéu tri két hop cua
Nas véi interferon cling da chimg minh 12 thit vong va can c6 cac tty chon lidu phap
moi (Zaigham Abbas, Minaam Abbas Management of hepatitis delta: Need for novel
therapeutic Options. World J Gastroenterol 28 thang 8 nam 2015; 21(32): 9461-9465).
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Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Theo quan diém & trén, muc dich clia sang ché la d& xuit san phdm trén co s&
khéang thé, ma c6 kha ning trung hoa ca hai virut viém gan B (HBV) va virut viém gan
delta (HDV). Piéu d6 cho phép viéc phong ngira va diéu tri viém gan B duoc cai thién.
Hon nita, khong c6 viéc diéu tri hién c6 cho viém gan D va, do d6, myc dich cua sang
ché con dé xudt san pham trén co s& khing thé d& ngan ngura va diéu tri viém gan.D.

Muc dich khéc cla sang ché dé dé xuit san phdm trén co s¢ khang thé, ma lam
cho ¢6 thé didu tri tdt hon viém gan B man tinh. V&i muc dich nay, ¢6 loi néu mot san
pham trén co s khang thé duy nhét hoat dong theo nhiéu cach khac nhau bang cach (i)
trung hoa manh HBV, (ii) thiic ddy su thanh thai cia HBsAg va HBV va (iii) gdy ra su
dao nguoc huyét thanh, tirc 1a dap ing mién dich déi voi virut. Hon nita, cac khang thé
c6 thé c6 loi ciing thuc dy su trinh dién khang nguyén duoc cai thién, nhd d6 tao diéu
kién thuén loi phuc hdi dap tng té bao T khang HBV.

Ngoai ra, muyc dich cia sang ché 1a dé xuét khang thé, hodc manh lién két khang
nguyén cua né, ma lién két cac kiéu gen khac nhau - t&t hon 1a tit ca da biét ctia khang
nguyén bé mit virut viém gan B va cac dot bién lay nhiém khéc nhau - tot hon 13 da biét
cta khang nguyén bé mit virut viém gan B. Tom lai, muc dich cua sang ché 1a d& xuit
cac khang thé duogc cai thién, hodc cac manh lién két khang nguyén cla no, cling nhu
cac phan tr axit nucleic, cac vecto va cac té bao va cac duoc pham lién quan, ma khic

phuc cac nhuge diém duge thao ludn & trén cua linh vyc k§ thuat trude do.

Muc dich theo sang ché duoc giai quyét boi ddi tugng duoc dé cap bén dudi va

theo cac diém yéu cau bao ho kém theo.
M6 ta van tat cac hinh vé
Theo sy mo ta van tat dudi day cua céc hinh v& kém theo s&€ dugc trinh bay. Cac

hinh v& ¢6 muyc dich dé minh hoa sang ché chi tiét hon. Tuy nhién, chung khong nhim

gi6i han sang ché theo cach bét ky.

Fig. 1 thé hién vi du 1 sy gin két ciia khang thé don dong HBC34 véi ba kiéu
huyét thanh HBsAg khac nhau (adw, ady, va ayw) khi duoc do boi ELISA.

Fig. 2 thé hién vi du 2 kha ning ctia cac khang thé khang HB khéc nhau, cu thé
cac globulin mién dich HBV (HBIG), HBC34 va cac khang thé don dong khéac chéng
PreS1 (18/7) hoic HBsAg dé trung hoa sy 1y nhiém HBV cua té bao HepaRG in vitro.
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Mbi khéang thé dwoc thir nghiém & ba ndng do khac nhau, cu thé 12 5 pg/ml, 0,5 pg/ml
va 0,05 pg/ml, ngoai trir HBIG, ma dugc thir nghiém ¢ 5.000 pg/ml, 500 pg/ml va 50
ng/ml.

Fig. 3 thé vi du 2 viéc nhudm ctia HBcAg trong céc té bao HepaRG bi nhiém v&i
su ¢6 mit ciia ba ndng do khac nhau (5 pg/ml, 0,5 pg/ml hodc 0,05 pg/ml) cta khang
thé don dong HBC34 va, nhu vién dn, viéc nhudém nhan.

Fig. 4 thé hién vi du 2 hoat tinh trung hoa ctia c4c ndng d6 khac nhau cia HBC34
trén HDV lay nhiém. O ndng d6 12 0,12 pg/ml HBC34 khong c6 céc té bao duong tinh
v6i HDV ¢6 thé phat hién, thé hién sy trung hoa manh ctia HDV. Nguogc lai, HBIC
khong trung hoa HDV (dugc thir nghiém trong mitc pha lodng 1:1.000, tic 1a 50 pg/ml).

Fig. 5 thé hién vi du 3 céc trinh tu axit amin cta vong l3p khéng nguyén ctia
HBsAg cua 10 kiéu gen HBV A, B, C, D, E, F, G, H, I vaJ. Céc trinh tu nay chira quyét
dinh khéng nguyén dugc nhén biét boi khang thé HBC 34 (dwoc danh ddu mau xam).
Trinh tu trén ddu (HBV-D J02203) duoc sit dung dé thiét ké thu vién peptit & vi du 5,
Fig. 7.

Fig. 6 thé hién vi du 3 lién két, khi duoc x4c dinh boi phan tich x4c dinh ham
luong flo té bao, ciia khang thé don dong ngudi HBC34 va khang thé d6i ching (ca hai
déu & 5 pg/ml) vai cac té bao Hep2 duoc thim dugc chuyén nap tam thoi bang cac
plasmit biéu hién cac kiéu gen HBsAg khac nhau A, B, C, D, E, F, G, H, I va ] nhu dugc
thé hién trén hinh v&.

Fig. 7 thé hién vi du 4 céc trinh tu axit amin ctia vong lip khang nguyén ctia 19
dot bién HBsAg dugc thtr nghiém. Dugc khoanh tron 1a cac géc ctia cac dot bién HB sAg
khong lién két hodc lién két yéu (chdm tron) boi khang thé HBC34.

Fig. 8 thé hién vi du 4 su lién két ctia khang thé don dong nguodi HBC34 va hai
khang thé dic hiéu HBsAg khac (Ab5 va Ab6) tit ca duoc thir nghiém ¢ 5 pg/ml trén
cac té bao Hep2 dugc chuyén nap bang cic plasmit biéu hién cac dot bién kiéu gen
HBsAg D khac nhau nhu duge thé hién trén hinh v& (“WT”: kiéu gen HBsAg D, sé truy
cap ngan hang gen FJ899792).

Fig. 9 thé hién vi du 5 su lién két cia HBC34 véi thu vién ctia 650 peptit vong
va tuyén tinh khi dugc x4c dinh bang cach st dung k§ thuat Pepscan cling nhu c4c trinh
tu ctia bon peptit duge lién két boi HBC34. Céc gbe biéu thi 1 1a cac xystein dugc dua

vao cho phép lién két héa hoc véi cac khung dé xdy dung lai cac quyét dinh khéang
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nguyén da hinh. Néu cac xystein khac ngoai cic xystein moi dua vao c6 mat, thi chiing

¢6 thé duoc thay thé bang alanin (cac gbc alanin duoc gach chan).

Fig. 10 thé hién vi du 5 viéc nhudm tham tach Western béi Ab4 va HBC34 trén
cac hat virut HBV trong cic diéu kién khtr. Ab4 12 khang thé so sanh, ma ciling phan tng

chéng lai vong lap khdng nguyén.

Fig. 11 thé hién vi du 6 ctia cac luong virut huyét HBV & chudt nhit uPA/SCID
duogc lam gidng ngudi duge u véi 5 x 107 ban sao cla cac duong luong hé gen HBV
(kiéu gen D), ma duoc tiép nhén tir viéc didu trj sau khi 14y nhiém ba tudn véi HBC34
(6 1mg/kg duoc dung i.p hai 1dn mdi tudn), khang thé d6i ching (AB dbi ching) hodc
entecavir (ETV: dugc dung theo dudng ubng véi 11 pg/ml) trong 6 tudn. Pha 14y lan
ctia sy 1ay nhiém HBV (tir tudn 3 dén tudn 6 i.p (sau ldy nhiém)) virut huyét tang lén
>2log & nhém nhén khang thé d6i ching, trong khi cac hiéu gia HBV giam & chudt nht

duoc diéu tri béng HBC34 hoac entecavir.

Fig. 12 thé hién vi du 6 viéc nhudm cac té bao gan c6 mat HBsAg (phan tich
trong gan) & chudt nhét cia vi du 6 & cubi thi nghiém (tuﬁn 9). Gan nhu tit ca cac té
bao gan dugc nhudm HBsAg duong tinh & chudt nhit nhan khang thé ddi chiig, trong
khi su 14y lan bi phong bé hiéu qua boi ca hai, didu tri bang entecavir va diéu tri bang

HBC34 (khoang tir 1 dén 5% cac té bao duong tinh v6i HBcAg).

Fig. 13 thé hién vi du 6 cac phuong phap do cccADN , ma khong khac dang ké
v6i chudt nhit bi diét 3 tudn sau khi 1y nhiém HBV (“hbv 3 tudn; tic 1a khong diéu tri)
va chudt nhat duoc didu tri tir tudn 3 dén tudn 9 sau khi lay nhim bang HBC34 hoic
entecavir. Trai lai, lugng wée tinh cia té bao/cccADN di tang 18n t&i 2 logs & nhém tiép

nhan khang thé ddi ching khi bi diét 9 tudn sau khi 1ay nhidm.

Fig. 14 thé hién vi du 6 cdc mic HBSAG tudn hoan & dudng chuén (BL), tuin 3
khi diéu tri (tudn 6 sau lay nhiém) va tudn 6 khi diéu tri (tudn 9 sau lay nhiém). Cac mirc
HBsAg tudn hoan giam >1 log (va dudi gi¢i han phat hién) & chudt nhit nhan HBC34,
nhung khong c6 & chudt nhét dugc diéu tri béng entecavir, trong khi cdc muc HBsAg
tang >2 log (dat dén cdc mirc nam trong khoang tir 5.000 dén 10.000 Tu/ml) & nhom déi

ching.

Fig. 15 thé hién vi du 7 hiéu gia HBV (tdm tri) va cac mic HBSAG tuin hoan
(tm phai) khi viém gan B man tinh thiét 1ap tai duong chudn (BL), tudn 3 khi didu tri
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(tudn 15 sau lay nhidm, “tudn 3) va tuan 6 khi didu tri (tuan 18 sau lay nhiém, “tudn 6”).
Hiéu gia HBV va cac mic HBsAg tudn hoan bi giam & chudt nhét tiép nhan HBC34 khi
didu tri & tudn 3 va tudn 6. Cac dudng cong riéng 1¢ thé hién cac con vt riéng 1&. Khang

thé dbi ching: cac duong chim, HBC34: cic dudng lién.

Fig. 16 thé hién vi du 8 hiéu gia HBV (tim trai) va hiéu gia HDV (tdm phai) &
chudt nhit uPA/SCID da phuc hdi quéan thé té bao gan ctia ngudi so cip va duge dong
nhidm bang huyét thanh ¢6 ngudn gbc tir bénh nhan chira HDV-ARN va HBV-ADN.
Nam tudn sau khi didu tri su 14y nhiém véi HBC34 hodc khang thé ddi chting (“d6i
ching”) duogc bit dau. Hidu gia HBV (tAm trai) va hidu gia HDV (tAm phai) duoc thé
hién & dudng chudn (BL tudn 3, tudn 5), & tudn 3 khi didu tri (tudn 8 sau ldy nhidm,
“tudn 8”) va & tudn 6 khi diéu tri (tudn 11 sau I4y nhidm, “tudn 117). Cc dudng cong
riéng 1é thé hién cac con vit riéng 1é. Khang thé dbi chimg: cac duong chidm, HBC34:

cac duong lién.

Fig. 17 (phan 1) thé hién vi du 9 cac hinh chiéu phdi canh cua vong lap khang
nguyén ctia khang ngtiyén HBV-s, quyét dinh khang nguyén cia HBC34 duoc d4nh ddu
mau xam. Dé anh xa quyét dinh khang nguyén cia HBC34, thu vién gdm 1520 peptit
khac nhau dugc thir nghiém khi duoc x4c dinh bang cach st dung k¥ thuat Pepscan. Fig.
17 (cac phan 2-5) thé hién vi du 9 cudong do lién két (cac cudong dd ELISA) clia HBC34
v6i 16 tap hop peptit khac nhau. HBC34 dang lién két v6i quyét dinh khang nguyén da
hinh nhu dugc ching minh béi sy lién két véi cac peptit ciia cac tip hop 13-16 duge
cau thanh tir cac cdu triic CLIPS t hop, thé hién hai phan cta quyét dinh khang nguyén
khong lién tuc (phin 2) va véi cic peptit clia céc tap hop 9-12 dugc cdu thanh tr cac
peptit vong (phan 3). Khong co lién két HBC34 dugce quan sat voi cac tap hop peptit
tuyén tinh 1-4 (phan 4) va 5-8 (phéan 5) hd tro thém quan niém ma HBC34 lién két véi
quyét dinh khang nguyén da hinh khong lién tuc.

Fig. 18 thé hién vi du 9 su lién két cia HBC34 véi thu vién peptit dugc ciu thanh
tir 812 peptit CLIPS T3 vong hozc khong lién tuc. P tinh chinh ban dd quyét dinh
khiang nguyén dugc mo trd trong Fig. 17, ba tip hop peptit (RN1, RN2 va RN3 duoc
lam phang) dugc tao ra trén co s cac tap hop trude do (Fig. 17) bang cac phén tich thay
thé toan bo. Fig. 18 thé hién sy lién két cia HBC34 v6i céc tap hop 1-3 trong trudong
hop cac gbe & cac vi tri dong hop duge thé boi mot trong 13 axit amin dugc chon tir day

AEFGHKLPQRSVY _, trong d6 “ ” dai dién cho su lam méit gbc. Géc ban dau & vi tri
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hoén vi dugc biéu thi ¢ bén trai cia mdi tm ciing nhu hoc (i) & trinh tw déng hdp ngang
(khi axit amin ban d4u 1a mdt phin cta cac day hoan vi) hodc (ii) bén duéi trinh ty (khi

axit amin ban dau khong 1a mdt phan cta cac day hoan vi).

Fig. 19 thé hién vi du 10 tac dung ctia lidu phép két hop v6i HBC 34 (1mg/kg hai
1dn mét tuin) va Lamivudin (duge bd sung & 0,4 mg/ml trong nude ubng) trong viée
giam cac muc virut huyét HBV (tdm A) va khang nguyén HBV-s tudn hoan (tm B) &
chudt nhit uPA/SCID dugc lam giéng ngudi duge 4 v6i 2 x 10° ban sao cta duong
luong hé gen HBV (kiéu gen D), ma tiép nhan trong khoang thoi gian 4 tuan bt diu tir
8 tuan sau khi 14y nhiém, diéu trj v6i khang thé dbi chung (ddi chimg), HBC34 don 1&
(HBC34), lamividun don 1¢ (Lamivudin) hoic diéu tri két hop (HBC34 va lamivudin).
Liéu phap két hop da gay ra su giam cao hon cta virut huyét so véi cac duge chat don
1é.

Fig. 20 thé hién cac vi du 11 va 12 su sip xép cta hai tp hop cua céc trinh tyu
VH (tdm A) va VL (tim B) dugc tao ra dé thu dugc duoc cac bién thé khang thé 1-32.
Cac CDR (dugc xac dinh theo IMGT) duoc danh ddu mau xam.

Fig. 21 thé hién vi du 11 su lién két cia 18 bién thé HBC34 dugc thao tac di
truyén (thu duoc béng cach két hop céac trinh ty VH va VL bi dot bién nhu duge bidu thi
& cac cot 2 va 3) véi HBsAg (phan 16p adw) khi duge xac dinh béi ELISA. O cot 4, su
mét lién két duoc biéu thi béng “. lien két gidm manh dugc biéu thi béng “+/-, lién
két giam dugc biéu thi bang “+/~, lién két twong tu hodc twong duong voi khéang thé

ban du duoc biéu thi bing “+.

Fig. 22 thé hién vi du 11 su lién két ctia 8 bién thé duoc thao tac di truyén khac
nhau cia HBC34 v4i HBsAg (adw) khi xac dinh trong thir nghiém ELISA trén co s&
khéng nguyén truc tiép. 8 bién thé nay dugc chon trong s 18 dot bién HBC34 duoc mo
ta trong Fig. 21; & mo ta dic diém 4i luc tot hon ddi véi HBsAg thi 8 khang thé duogc

chudn d6 va so vai trinh ty khang thé gbe.

Fig. 23 thé hién vi du 11 t6m tét c4c dac tinh cta 8 khang thé duge mo ta trong
Fig.22. EC50 duoc xac dinh bang cch khép céc dudong cong trén Fig. 22 bang cach sir
dung Graphpad prism. Hiéu suit dugc xac dinh bang qua trinh dinh lugng (ELISA) cia
IgG duoc tiét ra trong dich ndi 300ml chuyén nap ctia 293 té bao Expi v6i mdi bién thé

trong s6 8 bién thé ciing nhu khang thé gbc.
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Fig. 24 thé hién c4c vi du 11 va 12 bang tom tat cic dac tinh cua 15 bién thé,
trong s& 12 bién thé dwoc thao tic di truyén bd sung cua HBC34, duoc thiét ké trén co
s¢ cée két qua cua tap hop trude d6 bang cach dua cac dot bién bd sung vao cac khung
(tAm A). Céc dudng cong lién két thu duoc bdi viée chuén do cac khang thé trong thir
nghiém ELISA trén co s& khang nguyén va EC50 dugc tinh bang cach khép dudng cong
v6i Graphpad prism. Hiéu sudt dugc xac dinh dua vao qua trinh dinh lwong (ELISA)
cua IgG dugc tiét ra trong dich ndi 30ml chuyén nap cua 293 té bao Expi v6i mdi bién
thé trong s6 15 bién thé ciing nhu khang thé gdc. Sy thay ddi nép gip dugc vé db thi va

duoc thé hién trén tim B.

Fig. 25 thé hién cac vi du 11 va 12 su lién két, khi dugcexac dinh béi phan tich
xé4c dinh ham luong flo té bao, cia HBC34 va céac bién thé 6,7, 19, 23 va 24. Tét ca
khéng thé dugc chuin do bit dau tir Spg/ml va dugc lién két voi céac té bao Hep2 duogc
thim duoc chuyén nap tam thoi bang cac plasmit biéu hién cac kiéu gen HBsAg khac
nhau A,B,C,D,E, F, G, H,Ival.

MO ta chi tiét sing ché

Sau ddy, cac chi tiét ciia sang ché s& duoc md ta. Cac chi tiét nay duogc liét ké
theo cac phuong an cu thé, tuy nhién, can hiéu ring ching c6 thé duoc két hop theo cach
bat ky va s bat ky dé tao ra cac phuong an bd sung. Phin mo ta nay cin dugc hiéu la
dé hd trg va bao ham cac phuong an ma két hop cac phuwong an dugc md ta rd rang voi
s6 chi tiét duge wu tién va/hodc duge boc 16 bat ky. Hon niva, sy dbi trat tu hodc cac két
hop clia tat ca cac chi tiét duge mo ta trong don nay can dugc xem xét boc 16 bang cach

mo ta sang ché trir khi nglr canh chi ra khac.

Trir khi dugce quy dinh khéc, tAt ca cac thuat nglt khoa hoc va k¥ thudt dugc st
dung trong ban mo ta nay c6 nghia nhu duoc hiéu thong thudng béi ngudi c6 hidu biét

trung binh vé linh vuc k¥ thuét nay.

Xuyén sudt ban md ta va cac diém yéu ciu bao ho tiép theo, trir khi ngit canh yéu
cau khéc, thuat ngir “chira”, va cac bién thé nhu “ gdm” va “bao gdm”, s& dugc hiéu c6
nghia 1a bao gdm phan tir, s6 hodc budc duge néu nhung khong ngoai trir phan tir, s6
hodc bude khong duge néu khac bat ky. Thuat ngir “bao gdbm” 1a mdt phuong an cu thé
cua thuét nglt “chita”, trong d6 phan i, s6, hodc budc khong duoc néu khac bt ky duge

loai trir. Trong boi canh cua sang che, thut nglr “chira” bao ham thuat ngit “bao gdm”.
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Do do, thuat nglr “chtra” bao ham “gdm” cting nhu “bao gdbm”, vi du, ché pham “chira”

X ¢6 thé bao gdm chi X hodc ¢ thé bao gdm mot thir bd sungvi du, X+Y.

Céc thuat ngir dang sd it va tham chiéu twong tu duge dung trong bdi canh mé ta
sang ché (cu thé 1a trong béi canh cta cac diém yéu cdu bao hd) dugc hidu Ia bao ham
ca s it va s6 nhiéu, trir khi co quy dinh khac dugc chi ra trong ban md ta nay hozc mau
thudn mdt cach rd rang bdi bdi canh. Viéc trich din cac khoang gia tri trong ban md ta
nay chi nhdm muc dich dong vai tro 1am phwong phéap viét tit dé cap riéng ré d6i voi
mdi gia tri riéng nim trong khoang d6. Trlr khi duoc chi ra khac & trong ban md ta nay,
mdi gia tri riéng 1& duoc két hop vao ban mé ta nhu thé nd duoc trich dan riéng trong
ban mod ta nay. Khong co ngdn ngir trong ban mé ta cin duoc hidu nhu biéu thi cac chi

tiét khong dugc bao ho bit ky can thiét cho viéc thyc hanh sang ché.

Thuét ngr “gin nhu” khéng loai trir “hoan toan” vi du, ché phAm ma “gin nhu
khong chira” Y ¢6 thé hoan toan khong chira Y. Néu can, thuat ngit “gan nhu” co thé

dugc bo qua khoi dinh nghia cua sang ché.
Thuat ngir “khoang” lién quan dén gia tri bang sb x nghia 1a x £ 10%.

Thuét ngtt “bénh” dugc s dung trong ban md ta nay c6 muc dich thuong la cac
tir ddng nghia, dugc st dung thay thé cho, cac thuét ngit “rdi loan” va “tinh trang” (chi
tinh trang bénh 1y), & chd tit ca phan anh tinh trang bit tuong & co thé ngudi hodc dong
vat hodc mdt bd phan co thé ma thiéu hut chic ning thong thuong, thuong duge biéu
thi boi cac ddu hidu va cic tridu chimg phan biét, va khién cho nguoi hodc dong vat c6

khoang thoi gian sng va chit luong séng giam.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, dé cap dén thuat ngit “diéu tri” dbi tuong
hodc bénh nhan ¢6 muc dich bao gdm ngan ngira, phong ngira, lam suy yéu, lam thuyén
giam, va trj liéu. Cac thuat ngir “déi tugng” hodc “bénh nhan” duoc dung thay thé &
trong ban md ta ndy c6 nghia Ia tit ca cac dong vat c6 vii bao gdm ca con nguoi. Cac vi
du vé cac dbi twong bao gdm ngudi, bo, chd, meéo, ngua, dé, ctru, lon, va tho. Theo mot
phuong an, bénh nhéan la con nguoi.

Nhu dugc su dung trong ban mo ta nay, cac thuat ngir “peptit”, “polypeptit”, va
“protein” va cac bién thé cla cac thudt ngit nay dé chi phan ti, cu thé 1a peptit,
oligopeptit, polypeptit hodc protein bao gdm protein dung hop, twong tng, chira it nhit

hai axit amin lién két v6i nhau bang lién két peptit thong thudng, hodc lién két peptit
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bién ddi, nhu vi du trong truong hop cua cac peptit dong vi tri. Vi dy, peptit, polypeptit
hoic protein t6t hon 1a dugc cdu thanh tir cac axit amin duoc chon tir 20 axit amin duoc
xac dinh bdi ma di truyén, duoc lién két nhau boi lién két peptit thong thudng (polypeptit
“cd dién™). Peptit, polypeptit hodc protein ¢ thé duoc chu thanh tir cic axit amin L
va/hodc axit amin D. Cu thé 1a, cac thuét ngit “peptit”, “polypeptit”, “protein” cling bao
gdm “peptidomimetic” ma duoc xac dinh dudi dang cac chét twong tu peptit chira cac
phan tir cdu tric khong peptit, ma cac peptit ¢ kha ning bat chude hoic dbi khang (cac)
hoat dong sinh hoc cua peptit gbc tur nhién. Peptidomimetic thiéu cac dic tinh peptit ¢b
dién chang han nhu cac lién két peptit c6 thé ¢t bang enzym. Cu thé 1a, peptit, polypeptit
hodc protein trong ngit canh theo sang ché déu c¢6 thé chira cac axit amin khac véi 20
axit amin duoc xac dinh boi ma di truyén ngoai cac axit amin nay, hodc n6 c¢6 thé dugc
c4u thanh tir cdc axit amin khac véi 20 axit amin duge xac dinh boi ma di truyén. Cu thé
1a, peptit, polypeptit hodc protein trong bdi canh clia sang ché déu c¢6 thé duoc ciu thanh
tir cac axit amin bi bién ddi bing céc qua trinh ty nhién, ching han cac qua trinh trudng
thanh sau dich ma hosc bang cac qua trinh hoa hoc, ma duoc biét nhidu dbi voi nhitng
nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac bién ddi nay duge mé ta
diy dU trong ban md ta nay. Cac bién ddi nay c6 thé xuét hién bat cir ddu trong
polypeptit: trong khung peptit, trong chudi axit amin hodc tham chi & cac dau cubi amino
hodc carboxy. Cu thé 13, peptit hodc polypeptit ¢6 thé dugc phan nhanh theo sy ubiqitin
héa hodc duge tao vong c¢6 hodc khong co su phan nhanh. Kiéu nay cia sy bién ddi co
théthé 1a két qua cia qua trinh sau dich ma tong hop hodc ty nhién ma di biét dbi voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Cu thé, cac thut ngit “peptit”,
“polypeptit”, “protein” trong boi canh cta sang ché ciing bao gdm cac peptit, polypeptit,
va protein bién d6i. Vi du, cac bién ddi peptit, polypeptit hodc protein c6 thé bao gdm
su axetyl hoa, sy axyl hoa, sy ADP-ribosyl hoa, sy amit hoa, sy ¢d dinh cong hoa tri cia
nucleotit hodc dan xuét nucleotit, su ¢b dinh cOng hoa tri cua lipit hodc dan xuét lipit,
su ¢b dinh cong hoa tri cua phosphatidylinositol, lién két chéo cong hoa tri hodc khong
cdng hoa tri, su tao vong, su tao thanh lién két disulfit, sy kh metyl hoa, su glycosyl
hoéa bao gdm su pegyl hoa, sy hydroxyl hoa, su iot hoa, sy metyl hoa, sy myristoyl hoa,
sy oxy hoa, qua trinh phén giai protein, sy phospho hoa, su prenyl hoa, su raxemic hoa,
su seneloyl hoa, su sulfat hoa, sy bd sung axit amin chéng han nhu sy arginyl hoa hodc

sy ubiquitin héa. Céc bién d6i nay duge mé ta diy du trong ban mo ta sang ché (Proteins
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Structure and Molecular Properties (1993) xuit ban lan thtr 2, T. E. Creighton, New
York; Post-translational Covalent Modifications of Proteins (1983) B. C. Johnson, Ed.,
Academic Press, New York; Seifter va cong su (1990) Analysis for protein
modifications and nonprotein cofactors, Meth. Enzymol. 182: 626-646 va Rattan va
cong su, (1992) Protein Synthesis: Post-translational Modifications and Aging, Ann NY
Acad Sci, 663: 48-62). Theo do, cac thuat nglt “peptit”, “polypeptit”, “protein” tit hon
1a bao gdm vi du cac lipopeptit, lipoprotein, glycopeptit, glycoprotein va cac dang twong

tu.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, “(poly)peptit” chira chudi don cta cac
monome axit amin dugc lién két bdi cac lién két peptit nhu dugc giai thich & trén.
“Protein” nhu dugc su dung trong ban mo ta nay, chira mot hoic nhiéu, vi dy, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9hoic 10 (poly)peptit, tirc 1a mot hodc nhiéu chudi clia cac monome axit amin
dugc lién két cac lién két peptit nhu dugc giai thich & trén. Tét hon 1a, protein theo sang

ché chira 1, 2, 3, hodc 4 polypeptit.

Thuat ngit “tai td hop”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay (vi du, khang thé
tai to hop, protein tai td hop, axit tai t hop, v.v.) dé chi phan tir bt ky (khéng thé,
protein, axit nucleic, v.v.) ma dugc diéu ché, duoc biéu hién, dugc tao ra hoac duoc

phan 1ap bang cac phuong tién tai td hop, va khong c6 trong tu nhién.

Nhu duoc st dung ban mé ta nay, cac thuit nglr “axit nucleic”, “phan tir axit
nucleic” va “polynucleotit” duge st dung thay thé va c6 muc dich bao gdm cac phan tr
ADN va cac phan tr ARN. Phan tir axit nucleic c6 thé c6 dang soi don hodc soi kép,

nhung tot hon 1a and soi kép.

Nhu duge st dung trong bdn md ta ndy, cac thuét ngit “té bao”, “dong té bao”,
va “nudi cdy té bao” duge dung thay thé cho nhau va tit ca cac ky hidu nay bao gdm
con chau. Do d0, cac thuit ngit “cac thé bién nap” va “cac t& bao bién nap” bao gdm céc
té bao chu thé chinh va cc dang nudi cdy c¢6 ngudn gde tir d6 ma khong quan tdm dén
s6 1an chuyén. Can dugc hiu ring tit ca con chdu c6 thé 1a khong gidng nhau chinh xac
vé thanh phin ADN, do cic dot bién vé tinh hodc ¢6 chit y. Con chau bién thé c¢6 cung
chirc nang hodc hoat tinh sinh hoc khi duge sang loc ddi voi cac té bao duoc bién nap
ban dau duoc bao gdm. Trong truong hop cac ky hiéu riéng biét dugc du dinh, no sé la

10 rang voi bdi canh.
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Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, cac thudt ngir “manh lién két khang
nguyén”, “manh” va “manh khang thé” duoc st dung thay thé cho nhau dé chi manh bat
ky ctua mot khang thé theo sang ché ma duy tri hoat tinh lién két khang nguyén cua
khang thé. Cac vi du vé cac manh khang thé bao gdm, nhung khéng gidi han &, khang
thé chudi don, Fab, Fab’, F(ab'),, Fv hodc scFv. Hon nita, thuit ngit “khang thé” nhu
duoc st dung trong ban mo ta nay bao gdm ca cac khang thé va cac manh lién két khang

nguyén cua no.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, “khang thé trung hoa” 1a khang thé c6
thé trung hoa, tirc 14, ngan chan, tc ché, 1am giam, ngan can hodc gay can tré kha nang
mam bénh khéi phat va/hodc duy tri s 1dy nhiém & vét chu. Thuét ngit “khang thé trung
hoa” va “khang thé 1am trung hoa” hodc “cac khang thé 1am trung hoa” c6 thé sir dung
thay thé cho nhau trong ban mé ta nay. Cac khang thé nay c6 thé duoc st dung don 1¢,
hodc két hop, dudi dang chit tri liéu hodc phong ngira theo ché pham thich hop, két hop
véi vacxin hoat tinh, lam cdng cu chan doan, hodc lam cong cu san xuét nhu duoc md

ta & trong ban mo ta nay.

Céc lidu lugng thuong duoc biéu hién lién quan dén thé trong. Do do, lidu luong
duge biéu hién dudi dang [g, mg, hodc don vi khac]/kg (hodc g, mg, v.v.) thudng dé chi
[, mg, hodc don vi khac] “trén kg (hoic g, mg, v.v) thé trong”, tham chi néu thuat ngit

“thé trong” khong dugc dé cap mot cach 16 rang.

Céc thuat nglr “lién két” va “lién két dac hiéu” va cac tham chiéu twong tu khong

bao ham sy bam dinh khong dac hiéu.

Thuat nglt “vacxin” nhu dugc st dung trong ban md ta nay thudng duoc hiéu l1a
chét trj liéu hodc phong nglra cung cip it nhdt mot khang nguyén, tot hon 1a chét sinh
mién dich. Khang nguyén hodc chét sinh mién dich c6 thé c6 ngudn gbc tir chét bat ky
phu hop véi chung ngura vacxin. Vi du, khang nguyén va chit sinh mién dich c6 thé co
ngudn gdc tr mim bénh, chang han nhu ttr cac hat virut hodc vi khudn,v.v., hodc tur khoi
u hodc m6 ung thu. Khang nguyén va chét sinh mién dich kich thich hé mién dich tuong
thich v6i co thé dé tao ra dap timg mién dich twong thich. Cu thé, “khang nguyén” hodc
“chat sinh mién dich” thuong chi chit ma c6 thé dugc nhan biét bing hé mién dich, tét
hon la bang hé mién dich twong thich, va ma c6 kha nang kich hoat dép (ng mi2n dich

dédc hiéu v6i khang nguyén, vi du, bdi sy tao ra cac khang thé hodc cac té bao T dic hiéu

-15-



39496

v6i khang nguyén 1a mot phan clia dap tmg mién dich twong thich. Thong thuong, khang
nguyén c6 thé 1a hodc c6 thé chira peptit hodc protein ma c6 thé duge biéu hién bdi MHC

dén cac té bao T.

Nhu dugce st dung trong ban mé ta nay, thuat ngir “ bién thé trinh ty” dé chi trinh
tu bat ky c6 mot hodc nhiéu thay d6i so véi trinh tu tham chiéu, nhd d6 trinh ty tham
chiéu 1a trinh tu bat ky trong s céc trinh tu dugc liét ké trong “Bang trinh tw va céc sd
SEQ ID” (danh muyc trinh ty), tirc 1a tir SEQ ID NO: 1 &én SEQ NO ID: 88. Do d6, thuat
ngtr “bién thé trinh tu” bao gdm cac bién thé trinh tu nucleotit va cac bién thé trinh tu
axit amin. D6i véi bién thé trinh tu trong bdi canh cua trinh tu nucleotit, trinh tu tham
chiu cling 1a trinh tu nucleotit, trong khi voi bién thé trinh ty trong bdi canh cua trinh
tu axit amin, trinh tu tham chiéu cling 1a trinh ty axit amin. “Bién thé trinh ty” nhu dugc
st dung trong ban md ta nay c¢6 do twong dong it nhat 80%, t6t hon 1a it nhéat 85%, t6t
hon nita 1a it nhat 90%, tham chi t6t hon nita 1a it nhit 95% va cy thé t6t hon 13 98%
hodc 99% vdi trinh ty tham chiéu. D6 twong ddng trinh tu thuong dugce tinh toan lién
quan dén chiéu dai day du trinh tu tham chiéu (tirc 1a trinh ty dwoc trich dan trong don).
Phén tram d¢ tuong ddng, nhu duoc dé cdp dén trong ban mé ta ndy, co thé duge xac
dinh, vi du, bang cach str dung BLAST st dung céac thong s6 mic dinh duoc quy dinh
boi NCBI (Trung tdm quéc gia vé cdéng nghé sinh hoc (National Center for
Biotechnology Information); http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [ma trdn Blosum 62; diém

phat khoang tréng mé=11 va diém phat khoang tréng kéo dai=1].

“Bién thé trinh ty” trong bdi canh cla trinh tu axit nucleic (nucleotit) co trinh tu
duogc thay dbdi trong d6 mdt hodc nhiéu nucleotit trong trinh ty tham chiéu dugc lam mét,
hozc thay thé, hodc mot hodc nhidu nucleotit dwge chén vao trinh tu cla trinh tu nucleotit
tham chiéu. Céac nucleotit dugc dé cap trong ban md ta nay bang ky hiéu mdt chit tiéu
chuén (A, C, G, hoic T). Do su thoai hoa ctia ma di truyén, “bién thé trinh ty” cua trinh
tu nucleotit co thé hodc dan dén sy thay dbi trong trinh ty axit amin tham chiéu tuong
ting, tc 1a trong “bién thé trinh tu” axit amin hoic khong. Cac bién thé trinh tu
nucleotit, ma khong din dén céc bién thé trinh tu axit amin duoc wu tién (cac dot bién
cam). Tuy nhién, cac bién thé trinh tu nucleotit dAn dén cac dot bién “khong cam” cung
nam trong pham vi, cu thé 1a cac bién thé trinh ty nucleotit ndy, din dén trinh tu axit
amin, ma c¢6 do twong ddng it nhit 80%, tot hon la it nhit 85%, t&t hon nita 1 it nhét

90%, tham chi t6t hon nira 1a it nhit 95% va cu thé t&t hon 1a it nhit 98% hodc 99% véi
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trinh tu axit amin tham chicu.

“Bién thé trinh tu” trong bdi canh cua trinh tu axit amin ¢ trinh ty duoc thay dbi
trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugc 1am mat, thay thé hodc chén so véi trinh tu axit
amin tham chiéu. La két qua cta cac thay ddi, bién thé trinh ty nay c6 trinh tu axit amin
ma c6 do trong ddng it nhit 80%, t6t hon la it nhit 85%, t&t hon nita 1a it nhat 90%,
tham chi tot hon nita 1a it nhit 95% va cu thé tét hon 1a 98% hodc 99% vdi trinh tw axit
amin tham chiéu. Vi dy, trén mdi 100 axit amin cua trinh tu tham chiéu, thi bién thé
trinh tw c6 khong 16n hon 10 thay dbi, tirc 1a dang két hop bat ky cua sy lam mét, su

chén hodc thay thé, c6 “dd twong ddng it nhit 90%” v6i trinh ty tham chiéu.

Trong khi c6 thé ¢6 cac sy thé axit amin khong bao toan, dugc wu tién 1a cac su
thé axit amin bao toan, trong d6 axit amin duoc thé c6 dic tinh hoa hoc hodc ciu tric
tuong tu v6i axit amin tuong Umg trong trinh tu tham chiéu. Bang cach vi du, su thé axit
amin bao toan bao gém su thé ciia mot axit amin béo hodc axit amin ky nuoc, vi du,
alanin, valin, leuxin va isoleuxin, vdi cac gbc khac; sy thé clia mot axit amin chira
hydoxyl, vi du, serin va threonin, vdi cac gdc khac; sy thé cia mot gbe ¢6 tinh axit, vi
dy, axit glutamic hodc axit aspartic, voi cac gbe khac; su thé ciia méot gbe chira amit, vi
du, asparagin va glutamin, voi cac gdc khac; sy thé cia mét gbc thom, vi du,
phenylalanin va tyrosin, v&i cac gde khac; su thé clia mot gde bazo, vi duy, lysin, arginin
va histidin, voi cac gbe khac; va su thé ctua mot axit amin nhd, vi du, alanin, serin,

theonin, metionin, va glyxin, voi cac goc khac.

Céc doan chén trinh tu axit amin bao gdm cac thé dung hop du cubi carboxy
va/hodc amino trong khoang chiéu dai tir mot gée dén polypeptit chira mot trdm gde
hodc 16n hon, ciing nhu cac doan chén trong trinh ty cia cac gbe axit amin don hodc da.
Cac vi du vé cac doan chén dau cudi bao gdm sy dung hop véi cac dau C hodc N cua

trinh ty axit amin v4i phan to thong bao hodc enzym.

Quan trong hon 13, cc thay dbi trong cac bién thé trinh ty khong thu tiéu chic
nang cua trinh ty tham chiéu twong tng, trong trudng hop nay, vi du chirc nang trinh ty
ctia khang thé, hoic manh lién két khang nguyén ctia n6, lién két v6i quyét dinh khang
nguyén gidng nhau va/hodc du dung hoa sy Idy nhim cua HBV va HDV. Hudng din
xac dinh cac gbe axit amin va cac nucleotit, tuong Ung, c6 thé dugc thé, duoc chén, duge

lam mat ma khong thu tiéu cac chitc ning c6 thé duge tim thdy bang cach st dung cac
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chuong trinh may tinh da biét trong linh vuc k¥ thuét nay.

Nhu dugce su dung trong ban mo ta nay, trinh tu axit nucleic hodc trinh ty axit
amin “c6 ngudn gbc tir” axit nucleic, peptit, polypeptit hodc protein chi dinh dé chi
ngudn gdc cua axit nucleic, peptit, polypeptit hodc protein. Tt hon 1a, trinh tu axit
nucleic hodc trinh ty axit amin ma c6 ngudn gdc tir trinh ty cu thé ¢6 trinh tu axit amin
ma gan nhu trong dong véi trinh ty d6 hodc mot phin clia n6, noi ma né ¢6 ngudn gbe
tir d6, sao cho “gan nhu tuong déng” bao gdm cac bién thé trinh tw dugc xac dinh & trén.
Tét hon 1a, trinh ty axit nucleic hodc trinh ty axit amin ma c6 ngudn gde tir protein hodc
peptit cu thé, c6 ngudn gbc tir mién twong Ung trong protein peptit cu thé. Nho do,
“twong tmg” dé chi cu thé dén ciing mot chirc nang. Vi du, “mién ngoai bio” nay tuong
{ing v&i “mién ngoai bao” khac (clia protein khac, hodc “mién xuyén mang” ndy twong
Ging v&i “mién xuyén mang” khac (cla protein khac). Do d6, cac phan “twong tmg” ctia
cac peptit, cac protein va cac axit nucleic c6 thé nhan biét d& dang ddi voi nguoi ¢ hiéu
biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay. Tuong ty, cac trinh ty “c6 ngudn gbe” tir
cac trinh ty khac thuong duge nhan biét dé dang boi nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung

binh trong linh vuc ky thuét nay khi c6 ngudn gbc ctia né trong trinh tu.

T6t hon 1a, trinh tu axit nucleic hodc trinh tu axit amin co nguén géc tr axit
nucleic, peptit, polypeptit hodc protein c6 thé twong ddng véi cac axit nucleic, peptit,
polypeptit hodc protein ban dau (noi ma né c¢6 ngudn gdc). Tuy nhién, trinh tu axit
nucleic hodc trinh tw axit amin ¢6 ngudn gdc tir axit nucleic, peptit, polypeptit hoac
protein khac c¢o thé cling ¢6 mot hodc nhidu dot bién turong di voi axit nucleic, peptit,
polypeptit hodc protein ban dau (noi ma né c6 ngudn gde), cu thé 1a trinh ty axit nucleic
hodc trinh tw axit amin c6 ngudn gdc tir axit nucleic, peptit, polypeptit hodc protein khac
c6 thé 1a bién thé trinh ty chirc ning nhu dwoc mo ta & trén cua axit nucleic, peptit,
polypeptit hodc protein ban dau (noi ma né ¢6 ngudn gbe). Vi du, trong peptit/protein
thi mot hodc hon gbc axit amin c6 thé dugc thé bang cac gdc axit amin khac hoic mot

hodc nhiéu doan chen hodc lam mat goc axit amin c6 thé xay ra.

Nhu dugc sir dung trong ban md ta ndy, thuat ngit “dot bién” dé cap dén su thay
ddi trong trinh tu axit nucleic va/hoic trinh tu axit amin so véi trinh tu tham chiéu, vi
dy, trinh ty hé gen tuong Gmg. Dot bién, vi du, so sanh véi trinh tu hé gen, c6 thé 1a vi
du, dot bién soma (c6 trong tu nhién), dot bién tyu phat, dot bién duogc gay ra, vi du, dugc

gay ra boi cac enzym, cac hoa chat hodc birc xa, hodc dot bién thu dugc bang cach gay
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dot bién duoc dinh huéng vi tri (cac phwong phap sinh hoc phén tr dé tao ra ra cac thay
d6i c6 chu y va cu thé trong trinh ty axit nucleic va/hodc trong trinh tu axit amin). Do
d6, cac thuat ngt “dot bién” hodc “gdy dot bién” s& dugc hiéu cling bao gdm budce tao
ra dot bién vé mat vat ly, vi du, trong trinh ty axit nucleic hodc trong trinh ty axit amin.
Dot bién bao gdbm sy thé, lam mét, va chén mc}f hodc nhiéu nucleotit hodc axit amin
cling nhu su ddo nguge mdt vai nucleotit hodc axit amin lién tiép. Dé dat dugc sy dot
bién trong trinh tu axit amin, tot hon 1a dot bién ¢ thé duge dua vao trinh tu nucleotit
ma hoa trinh ty axit amin néu trén dé biéu hién polypeptit dot bién (tai td hop). Dot bién
c6 thé dat dugc vi du bing cach thay ddi, vi du bing cach gy dot bién dwoc dinh huéng
vi tr, ma bd ba clia phan tir axit nucleic ma hoa mét axit amin ddn dén ma b ba ma hoa
axit amin khac, hodc bang cach tong hop bién thé trinh tu, vi du, bang cach nhan biét
trinh ty nucleotit ciia phan tir axit nucleic ma héa polypeptit va bang cach thiét ké su
téng hop phan tir axit nucleic chira trinh ty nucleotit ma héa bién thé cta polypeptit ma

khong can gay dot bién mot hodc nhiéu nucleotit cia phan tir axit nucleic.

Sang ché dugc dua trén, trong sb cac phat hién khéc, sy kham pha va sy phan 1ap
cac khang thé c6 hidu nghiém cao trong viéc trung hoa cac virut viém gan B va virut
viém gan delta, cling nhu cic quyét dinh khang nguyén ma cac khang thé theo sang ché
lién két véi. Cac khang thé nay dugc mong mudn, vi chi s6 lwong nho cuia cac khang thé
duoc yéu cau dé trung hoa virut viém gan B. Hon nia, khong c6 phuong phap diéu tri
hién c¢6 san cho viém gan D. Cac khang thé theo sang ché ¢6 hiéu qua cao trong viéc
ngdn nglra cling nhu diéu tri hodc lam suy yéu HBV va HDV. Hon nita, cic khang thé
theo sang ché lién két v6i kiéu gen khac nhau - t6t hon 1a tét c4 da biét cia khang nguyén
bé mit virut viém gan B va vdi cac dot bién 14y nhidm khac nhau - tdt hon 1a da biét ctia

khang nguyén bé mat virut viém gan B.
Cac khang thé va manh lién két khang nguyén clia né

Theo khia canh thir nhat, sang ché dé xuét khang thé duoc phéan 14p, hodc manh
lién két khang nguyén cua né, ma lién két véi khu vye vong khéng nguyén cua HBsAg

va trung hoa sy 18y nhiém virut viém gan B va virut viém gan delta.

Nhu dugce str dung trong ban md t ndy, thuat ngit “khang thé” bao ham céc dang
khac nhau ctia cac khang thé bao g6m, ma khong bi gidi han &, toan bd cac khang thé,

cac manh khang thé, cu thé 1a cic manh lién két khang nguyén, khéng thé ngudi, khang
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thé kham, khang thé dwoc lam giéng ngudi, khang thé tai t6 hop va khang thé dugc thao
tac di truyén (cac khang thé bién thé hoac khang thé dot bién) mién la cac dic tinh dién
hinh theo sang ché duoc gitt lai. Cac khang thé nguoi va cac khang thé don dong dugc
wu tién va dic biét dugc uu tién 1a cac khang thé don dong nguoi, cu thé 1a cac khang

thé don dong nguoi tai t hop.

Céc khang thé nguoi da biét trong tinh trang ctia linh vire k§ thuét nay (van Dijk,
M. A., va van de Winkel, J. G., Curr. Opin. Chem. Biol., 2001, 368:-374-313). Cac
khang thé ngudi ciing duge san xuit & cac dong vat chuyén gen (vi dy, chudt nhit) ma
¢6 kha ning, khi gy mién dich, san xuat danh muyc hosc sy lva chon diy du cia cac
khang thé nguoi khi khéng c6 sy san xuét globulin mién dich néi sinh. Viéc chuyén
mang gen globulin mién dich dong mam ciia ngudi & chudt nhit dot bién dong mam nay
sé dan dén su san xuét cac khang thé nguoi khi thtr thach khang nguyén (xem, vi du,
Jakobovits, A., va cdng su, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 2551-2555; Jakobovits,
A., va cdng su, Nature 362 (1993) 255-258; Bruggemann, M., va cong su, Year
Immunol. 7 (1993) 3340). Cac khang thé nguoi co thé cling dwoc san xuét trong cac thu
vién hién thi thé thuc khuin (Hoogenboom, H. R., va Winter, G., J. Biol. 227 (1992)
381-388; Marks, J. D., va cdng su, J. Mol. Biol. 222 (1991) 581-597). Cac ky thuét cua
Cole va cong su va Boerner va cong su cling ¢ san cho viéc tao ra cua cac khang thé
don dong nguoi (Cole va cong sw, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R. Liss, p. 77 (1985); va Boerner, P., va cOng su, J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Tét
hon 1a, cdc khang thé don dong ngudi duogc tao ra bing cach st dung viée ¢b dinh té bao
EBV-B dugc cai thién nhu dugc mé ta trong Traggiai E, Becker S, Subbarao K,
Kolesnikova L, Uematsu Y, Gismondo MR, Murphy BR, Rappuoli R, Lanzavecchia A.
(2004): An efficient method to make human monoclonal antibodies from memory B
cells: potent neutralization of SARS coronavirus. Nat Med. 10(8):871-5. Thuét ngt
“khang thé nguoi” nhu duge st dung trong ban mé ta nay con bao gdm cac khang thé
ma duogc bién ddi, vi du trong vung bién doi, dé tao ra cac dic tinh theo sang ché nhu
dugc md ta trong ban md ta nay. Nhu dugc su dung trong ban md ta nay, thuat ngr
“vung bién d6i” (ving bién dbi ciia chudi nhe (V1), vung bién ddi cia chudi nang (Vi)
biéu thi mdi cip chudi ning va chudi nhe duoc bao gdm truc tiép trong viéc lién két

khang thé voi khang nguyén.

Cac khang thé theo sang ché c6 thé 1a kidu twong duong bit ky (vi du, IgA, IgG,
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IgM, tirc la chudi ning a, ¥ hodc p), nhung sé t6t hon 1a IgG. Trong kiéu twong duong
IgG, cac khang thé c6 thé 1a phéan 16p IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4, theo d6 IgG1 duge
uu tién. Cac khang thé theo sang ché c6 thé co chudi nhe k hodc . Cac khing thé dac
hidu v6i HBsAg cua loai IgG co thé cling c¢6 loi phong bé sy giai phong cia HBV va
HBsAg tur cac té bao bi 1y nhiém- trén co so su hap thu doc 14p véi khang nguyén cua
IgG thong qua cac thy thé FCRN-IgG vao cac té bao gan. Do d0, cac khang thé dic hiéu
v6i HBsAg cua loai IgG c6 thé lién két trong ndi bao va nho d6 phong bé su giai phong
cac virion HBV va HBsAg.

Tt hon 1a, khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén cla no la

khang thé duoc tinh ché, khang thé chudi don, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv hodc scFv.

Do d6, t6t hon 13, cac khang thé theo sang ché c6 thé 1a cac khang thé ngudi, cac
khang thé don dong, cac khang thé don dong ngudi, cac khang thé tai t6 hop hodc cac
khang thé duoc tinh ché. Sang ché ciing d& xuét cac manh cta khang thé theo sang ché,
cu thé 1a cac manh ma giit lai hoat tinh lién két khang nguyén cia cac khang thé. Cac
manh nay bao gém, nhung khong gidi han &, khang thé chudi don, Fab, Fab’, F(ab")2,
Fv hodc scFv. Mic du ban md ta sang ché bao gdm cac diém yéu ciu bao hd ¢ thé &
mot s& vi tri dé chi 16 rang (cac) manh lién két khang nguyén, (cac) manh khang thé,
(cac) bién thé va/hodc (cdc) din xudt cua cac khang thé, cAn dugc hidu ring thuat nglt
“khang thé” hoic “khang thé theo sang ché” bao gdm tit ca cac loai khang thé, cu thé
14, (cac) manh lién két khang nguyén, (cac) manh khang thé, (cac) bién thé va (cac) dan

xuat cua cac khang thé.

Céc manh clia cac khang thé theo sang ché c6 thé thu dwoc tir cac khang thé bang
cac phuong phap bao gdm phan cit bang cac enzym, chang han nhu pepsin hodc papain,
va/hodc bang viée cit cac lién két disulfit bing cach khir hoa hoc. Theo céch khéc, cac
manh cta khang thé c6 thé thu dugc bang cach tach dong va biéu hién mot phan cac
trinh ty cua cac chudi ning hodc nhe. “Cac manh” khang thé bao g6m Fab, Fab’, F(ab’)2
va cac manh Fv. Sang ché cling bao gdm cac manh Fv chudi don (scFv) ¢6 ngudn gbc
tir cdc chudi nang va nhe cua khang thé theo sang ché. Vi du, sang ché bao gdm scFv
chtta cac CDR tir khang thé theo sang ché. Cling dugc bao gdm la cac dime va monome
chudi nang hodc chudi nhe, khang thé chudi nang mién don, khang thé chudi nhe mién
don, cling nhu c4c khang thé chudi don, vi dy, Fv chudi don trong do, cac mién bién ddi

chudi nang va chuoi nhe dugc lién két bang cac moi lién két peptit.
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Céac manh khang thé theo sang ché c6 thé truyén cac tuong tic da héa tri hodc
don hoa tri va duoc chira trong nhiéu cdu tric nhu duge md ta & trén. Vi dy, cac phan
ttr scFv ¢c6 thé dugc tdng hop dé tao ra “thé ba” hoa tri ba hodc “thé bén” hoa tri bdn.
Cac phan tir scFv ¢6 thé bao gdm mot mién cia ving Fc dan dén thé nhé hoa tri hai.
Thém vao do, cac trinh tu ctheo sang ché c6 thé 1a thanh phin cua cac phén tir da dic
hiéu trong do cac trinh ty theo sang ché nhim trang dich cac quyét dinh khang nguyén
theo sang ché va cac vung khac cua phan tr lién két voi cac dich khac. Cac phan tir vi
du bao gém, nhung khong gidi han &, Fab2 dic hiéu kép, Fab3 dac hiéu ba, scFv dic
hiéu kép, va cac thé hai (Holliger va Hudson, 2005, Nature Biotechnology 9: 1126-
1136).

Céc khang thé theo sang ché c6 thé dugc tao ra & dang dugc tinh sach. Thoéng
thuong, khang thé s& c6 mit trong ché phim ma gin nhu khong chita cac polypeptit
khac, vi dy, néu nho hon 90% (trong lwong), thuong nho hon 60% va thong thuong hon

nho hon 50% ctia ché phim dugc tao nén tir cac polypeptit khac.

Céc khang thé theo sang ché co thé c6 tinh sinh mién dich & cac vat chi nguoi
va/hodc cac vat cha khong phai nguoi (hodc khac loai), vi du, & chudt nhat. Vi du, cac
khang thé c6 thé c6 idiotop ma la ¢6 tinh sinh mién dich & cac vat cht khong phai nguoi,
nhung khéng & vat chu ngudi. Cac khang thé theo sang ché dé sir dung ¢ nguoi bao gdm
cac khang thé ma khong thé duoc phan 1ap dé dang tir cac vat chu nhu chudt nhit, dé,
tho, chudt cong, cac dong vat co via khong phai linh trudng, v.v. va thuong khong thé

thu dugc boi viéc lam gidng ngudi hodc tir chudt ngoai lai.

Khéang thé, va manh lién két khang nguyén cia n, theo sang ché lién két véi khu
vuc vong khang nguyén cua HBsAg. Vo boc cua virut viém gan B chita ba “protein v
boc HBV” (con dugce goi la “HBsAg”, “khang nguyén bé mit viém gan B”: Protein S
(chi “nho”, con dugc goi la S-HBsAg), protein M (chi “trung binh”, con dugc goi la M-
HBsAg) va protein L (chi “16n”, con dugc goi la L-HBsAg). S-HBsAg, M-HBsAg va
L-HBsAg c6 chung dau cudi C (con duoce goi 1a “mién S, 226 axit amin), ma tuong
ing véi protein S (S-HBsAg) va quan trong d6i voi su tap hop va tinh 1ay nhidm virut.
S-HBsAg, M-HBsAg va L-HBsAg duoc téng hop trong luéi ndi bao (ER), dugce tap
hop, va duoc tiét ra dudi dang cac hat théng qua thiét bi Golgi. Mién S bao gdm bén
mién xuyén mang dugc du doan trude (TM), nho d6 ca ddu cudi N cling nhu ddu cubi

C cta mién S duogc tiep xuc véi xoang. Ca mién xuyén mang TM1 va TM2 déu can thiét
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dbi voi su hop nhét protein déng dich mi vao mang ER va cac mién xuyén mang TM3
va TM4 duogc dit trong phan ba dau cudi C ctia mién S. “Khu vuc vong khang nguyén”
cua HBsAg duoc dit gifta cac mién xuyén mang TM3 va TM4 duoc dy doan trude cta
mién S cua HBsAg, nhd d6 khu vyc vong khang nguyén bao gdm cic axit amin 101 -
172 ctia mién S, chtra téng s 226 axit amin (Salisse J. va Sureau C., 2009, Journal of
Virology 83: 9321-9328). Diéu quan trong luu ¥ 14 yéu t6 quyét dinh cua tinh 1ay nhiém
nim trong khu vuc vong khang nguyén cia cac protein vé boc HBV. Cu thé, cac gbe
gilta 119 va 125 cua HBsAg dugc chira mé tip CXXC, ma da dugc chiing minh 1a trinh
tu quan trong nhét duoc yéu cau ddi véi tinh l1ay nhiém cua HBV va HDV (Jaoude GA,
Sureau C, Journal of Virology, 2005;79:10460-6).

Khi n6 duge dé cip trong ban md ta nay dén cac vi tri trong trinh ty axit amin
ctia mién S cia HBsAg, né dugc dé cap dén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO: 3 (duogc thé hién bén duoi) hodc cac bién thé trinh tu nhén tao hodc tu nhién cua
no.

MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLG
QNSQSPTSNHSPTSCPPTCPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLP
VCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGTSMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGK
FLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWY WGPSLY SILSP
FLPLLPIFFCLWVYI

(SEQ ID NO: 3; cac axit amin 101-172 dugc thé hién gach chén bén dudi)

Vi du, su biéu hién “cac axit amin 101-172 ctia mién S dé chi cac gbe axit amin
tr cac vi tri 101-172 ctia polypeptit theo SEQ ID NO: 3. Tuy nhién, nguoi cé hiéu biét
trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay hiéu ring cac dot bién hodc bién thé (bao gdm
nhung khoéng gidi han &, su thé, sy 1am mét va/hodc su thém, vi du, HBsAg cua kiéu
gen khac hodc dot bién HBsAg khac nhu duge mé ta trong ban md ta nay) co thé xuét
hién trong tu nhién trong trinh tu axit amin cua mién S ciia HBsAg hodc dugc dua bing
cach nhan tao vao trinh tu axit amin clia mién S cua HBsAg ma khéng anh hudng cac
dac tinh sinh hoc ctia né. Do dd, theo sang ché, “mién S cia HBsAg” c¢6 muc dich bao
gdm tat ca cac polypeptit ndy, vi du, bao gdm polypeptit theo SEQ ID NO: 3 va cac dot
bién nhén tao hodc ty nhién clia né. Ngoai ra, khi cic manh trinh ty cla mién S cla

HBsAg dugc mo ta trong ban mo ta nay (vi du, cac axit amin 101-172 ho#c cac axit
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amin 120-130 cta mién S cia HBsAg), ching bao gdbm khong chi cac manh trinh ty
tuong ung néu trong SEQ ID NO: 3, ma con bao gdm cic manh trinh tu twong ng clia
cac dot bién nhan tao hodc tu nhién. Vi du, su biéu hién “céc géc axit amin tir cac vi tri
101-172 cua mién S cia HBsAg” bao gém cac gdc axit amin tir cac vi tri 101-172 néu
trong SEQ ID NO: 3 va cic manh twong tng cia cac dot bién ctia n6 (cac dot bién nhan
tao hodc ty nhién). Theo sang ché, sy biéu hién “cac manh trinh ty twong tng” hodc “cac
manh tuong tng” dé chi cic manh dugc dit ¢ cac vi tri bing nhau cia cac trinh ty khi
cac trinh ty dugc dua vao sip thing hang t6i wu héa, cu thé, cac trinh ty duoc sép thing

hang dé dat duoc ty 18 phén tram cao nhét cia do tuong dong.

Protein M (M-HBsAg) twong tng voi protein S duge kéo dai boi mién diu cubi
N gdm 55 axit amin dugc goi la “pre-S2”. Protein L (L-HBsAg) twong tng véi protein
M duogc kéo dai bdi mién dau cubi N gdm 108 axit amin dugc goi 1a “pre-S1” (kiéu gen
D). Cac mién pre-S1 va pre-S2 cua protein L c6 thé c6 mit hodc & mit trong cua cac hat
virut (trén mit bao twong cua ER), dong vai tro quan trong trong viéc ghép virut, hodc
trén mit ngoai (trén mit xoang cua ER), ¢6 sin dé tuong tac voi cac té bao dich va can
thiét dbi v6i tinh lay nhiém virut. Hon nita, cac protein bé mit HBV (HBsAgs) khong
chi dugc két hop vio cac vo boc virion ma con duoc nay chdi ty phat tir cac mang ngin
trung gian ER-Golgi dé tao ra “cac hat virut con” chéng (SVPs) dwoc giai phéng tir té

bao bdi su tiét ra.

Vi tit ca ba protein vé boc HBV S-HBsAg, M-HBsAg va L-HBsAg bao gdbm
mién S, tt ca ba protein v boc HBV S-HBsAg, M-HBsAg va L-HBsAg ciing bao gdbm
“khu vyc vong khang nguyén”. Theo do, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén
cta no theo sang ché, ma trung hoa HBV va lién két v6i khu vuc vong khang nguyén
cua HBsAg, lién két voi tit ca ba protein vo boc HBV S-HBsAg, M-HBsAg va L-
HBsAg.

Ngoai ra, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cia no, theo séng ché,
trung hoa sy 1y nhiém virut viém gan B va virut viém gan delta. Ngoai ra, khang thé,
hodc manh lién két khang nguyén cua né, theo sang ché, lam giam tinh 14y nhidm virut
cua virut viém gan B va virut viém gan delta.

Dé nghién ctru va dinh lugng tinh 1y nhidm virut (hodc “sy trung hoa”) trong

phong thtr nghiém thi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay biét “cac
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thir nghiém trung hoa” tidu chuin khac nhau. Déi voi cac virut dong vat thir nghiém
trung hoa thudng dugc nhan gidng trong cac té bao va/hodc cac dong té bao. Trong bdi
canh cua sang ché, th nghiém trung hoa duge uu tién, trong d6 cac t& bao dugc nudi
céy duoc u voi lugng ¢ dinh cia HBV hoac HDV véi su co mat (hodc khoéng cd mit)
cua khang thé duogc thir nghiém. Lam két qua doc cac muc khang nguyén bé mat viém
gan B (HBsAg) hoic khang nguyén e viém gan B (HBeAg) duoc tiét vao dich ndi nudi
cy té bao cb thé duogc st dung va/hoic viéc nhudm HBcAg c6 thé duoc danh gia. B6i
v6i HDV, vi dy viéc nhudm mién dich huynh quang khang nguyén delta cé thé duoc
danh gia.

Theo phuong an dugc wu tién cua thir nghiém trung hoa HBV, céc té bao duge
nudi cy, vi du cac té bao HepaRG, cu thé cac té bao HepaRG duoc biét hoa, dugce u véi
lwong c¢b dinh cia HBV véi su ¢6 mit hoic khong c6 mit khang thé dugc thir nghiém,
vi du, trong khoang thoi gian 16 gio ¢ nhiét dd 37°C. Tét hon 1a, viéc u duoc thyc hién
trong mdi truong (vi dy, duoc bd sung thém PEG 8000 4%). Sau khi U, cac té bao duoc
rira va dugc nudi cdy tiép. Dé do luong tinh 1ay nhidm virut, cic mirc khang nguyén bé
mit viém gan B (HBsAg) va khang nguyén e viém gan B (HBeAg) duoc tiét vao dich
ndi nudi cdy, vi du, tr ngay thir 7 dén ngay thir 11 sau khi 1ay nhidm, c6 thé duogc xac
dinh bang thir nghiém hép thy mién dich lién két enzym (ELISA). Ngoai ra, viéc nhudm
HBcAg c6 thé dugc danh gia trong thir nghiém mién dich huynh quang. Theo mdt
phuong an duge wu tién cla thit nghiém trung hoa HDV c6 thé st dung vé co ban gidng
nhu thtr nghi¢m déi v6i HBV, véi sy khac biét 1a huyét thanh tir cdc chit mang HDV ¢6
thé dugc st dung lam chét ciy nhidm HDV trén cac té bao HepaRg dugc biét hoa (thay
vi HBV). Dé lam mat, viéc nhuém mién dich huynh quang khang nguyén delta c6 thé

dugc str dung dudi dang két qua doc.

Khéng thé va manh lién két khang nguyeén theo sang ché c6 do hidu nghiém trung
hoa cao. Nong do clia khang thé theo sang ché cin dé trung hoa 50% virut viém gan B
(HBV) va virut viém gan delta (HDV), vi dy, 1a khoang 10 pg/ml hodc nho hon. Tét
hon 1a, ndng d9 cua khang thé theo sang ché cin dé trung hoa 50% HBV va HDV la
khoang 5 pg/ml, t6t hon nira 1a ndng d6 cta khang thé theo sang ché can dé trung hoa
50% HBYV va HDV la khoang 1 pg/ml, thim chi tt hon nita 1a ndng d6 cua khang thé
theo sang ché duge yéu cau khoang 50% su trung hoa cia HBV va HDV 13 khoang 750
ng/ml. Tét nhat 13, ndng d6 ctia khang thé theo sang ché cin dé trung hoa 50% cua HBV
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va HDV la 500 ng/ml hodc nho hon, vi du, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 175, 150, 125,
100, 90, 80, 70, 60 hodc khoang 50 ng/ml hoic nho hon. Diéu nay nghia la chi cac ndng
do thap ctia khang thé can dé trung hoa 50% ciia HBV va HDV. Do dic hiéu va do hicu
nghiém co thé dugc do bing cach st dung cac tht nghiém tiéu chuén nhu da biét boi

nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay.

Khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo sang ché, ma trung
hoa manh ca HBV va HDV la htu ich trong viéc ngin ngira va diéu tri viém gan B va
viém gan D. Trong bdi canh sang ché nay, luu y ring su lay nhidm HDV thuong xay ra
dong thoi hodc theo trinh ty voi su 14y nhidm HBV (viée G voi HDV khi khong c6 mit
cua HBV khong gay ra viém gan D vi HDV cin su hd tro cia HBV véi su sao chép

riéng ctia n6) va viém gan D thuong dugc quan sat thdy trong chit mang HBV man tinh.

Tét hon 13, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cua né
thic ddy su thanh thai cla HBsAg va HBV. Cu thé la, khang thé theo sang ché, hodc
manh lién két khang nguyén ctia né thiic ddy sy thanh thai cia ca HBV va cac hat virut
con cua virut viém gan B (SVP’s). Sy thanh thai cua HBsAg hoic cac hat virut con co
thé dugc danh gia bing cach do mirc HBsAg vi du trong mAu mau, vi du, tir bénh nhan
viém gan B. Tuong ty, sy thanh thai cia HBV ¢6 thé dugc danh gia bang cach do muc

cua HBV vi du trong mau mau, vi dy, tr bénh nhan viém gan B.

Trong huyét thanh ctia cac bénh nhén bi ldy nhim HBV, ngoai c4c hat 1y nhim
(HBV), thuong ¢6 lugng qua muc (thuong gip tir 1.000 dén 100.000 14n) cla cac hat
virut con rdng (SVP) chi duge ciu thanh tir cac protein vé boc HBV (HBsAg) ¢ dang
cac khéi cau twong ddi nho hon va cac soi ¢6 chiéu dai thay ddi. Cac hat nho virut da
ching minh 14 ¢6 khé ndng tang cuong manh sy sao chép virut trong nodi bao va sy biéu
hién gen cua HBV (Bruns M. va cong sy 1998 J Virol 72(2): 1462-1468). Diéu nay
cling quan trong trong béi canh tinh ldy nhiém cua huyét thanh chira HBV, vi tinh lay
nhiém khong chi phu thudc vao sb virut ma con phu thudce vao sb SVP’s (Bruns M. va
cong su 1998 J Virol 72(2): 1462—1468). Hon ntra, lugng qua mirc cua cac hat virut con
c6 thé déng vai tro lam by bang cach hip thu cac khang thé trung hoa va do d6 lam
chdm sy thanh thai lay nhiém. Thong thudng, viée dat dugc tdn hao khang nguyén bé
mit viém gan B (HBsAg) do d6 dugc xem 1a diém cudi ly tudng cua didu tri va hidu qua

gan nhit dé chita khoi viém gan B man tinh (CHB).
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Theo d6, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cia nd, ma
t6t hon 1a thuc ddy su thanh thai cia HBsAg, cu thé 1a su thanh thai cia cac hat virut
con cua virut viém gan B, va HBV cho phép cai thién viéc diéu tri viém gan B, cu thé 1a
trong bdi canh viém gan B man tinh. Do d6, khang thé theo sang ché, hodc manh lién
két khang nguyén cua n6, c6 thé gy ra cac dic tinh trung hoa ctia né thdm chi manh
hon nita vi it khang thé dugc hap phu bdi SVP’s dong vai tro 1am biy. Ngoai ra, khang
thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén ciia n6, ma t6t hon 1a thiic day su
thanh thai ciia cac hat virut con ctia virut viém gan B, lam giam tinh 1ay nhiém cta huyét

thanh chua HBV.

Tét hon 1a, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cuia né,
chira gbc Fe. Tt hon nita 13, gbc Fe ¢6 ngudn gde tir nguoi, vi dy, IgG1, IgG2, IgG3

va/hoac [gG4 cia nguoi, nho d6 IgG1 cia nguoi dugce dac biét uvu tién.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngr “géc Fc” dé chi trinh tu ¢co
ngudn gbc tir phan cua chudi nang globulin mién dich bit dau trong vung ban 18 ngay
diu dong ctia vi tri cat papain (vi du, gbc 216 trong IgG tu nhién, 1iy gdc thir nhit cia
ving hang dinh chudi nang 1a 114 va két thic tai dau cudi C clia chudi ning globulin
mién dich. Do d6, gbc Fe c6 thé 1a gbe Fe hoan chinh hoic mét phan (vi du, mién) cua
n6. Goc Fe hoan chinh bao gdm it nhat mién ban 18, mién CH2, va mién CH3 (vi du, cic
vi tri axit amin EU 216-446). Gdc lysin bd sung (K) d6i khi ¢ mit & dau cudi C xa nhit
ctia gbe Fe, nhung thuong bi cit khoi khang thé trudng thanh. M&i vi tri trong s cac vi
tri axit amin trong gbc Fc dugce danh sb theo hé thdng danh sé EU duoc cong nhan trong
linh vyc ky thuédt nay cua Kabat, vi du, theo Kabat va cdng su, trong “Sequences of
Proteins of Immunological Interest”, U.S. Dept. Health and Human Services, 1983 va

1987.

Tét hon 13, trong béi canh cla sang ché, gbc Fc bao gdm it nhit mét trong sé:
mién ban 1& (vi du, mién ban 18 trén, gifta, va/hodc dudi), mién CH2, mién CH3, hoic
bién thé, phan, hodc manh cta né. Theo cac phwong an duoc wu tién, gbe Fe bao gdm it
nhat mién ban 1&, mién CH2 hodc mién CH3. Tét hon nira 1a, gdc Fe 1a gbc Fe hoan
chinh. Géc Fe ¢6 thé con bao gém mot hodc nhiéu su cheén, lam mat, hodc thé axit amin
tuong tng vdi gbe Fe ¢o trong ty nhién. Vi du, it nhit mot trong s6 mién ban 1&, mién
CH2 hodc mién CH3 (hodc phan ctia n6) c¢6 thé duoc lam mat. Vi dy, gbc Fe co thé chaa

hogc bao gébm: (i) mién ban 1& (hodc phin ctia n6) dugc dung hop véi midn CH2 (hodc

-27-



39496

phin cta ching), (i) mién ban 1& (hodc phan cia nd) dugc dung hop vdi mién CH3
(hodc phan cta no), (iii) mién CH2 (hodc phan cia n6) dung hop véi ving CH3 (hoic
phan cta no), (iv) mién ban 1& (hodc phan cia no), (v) mién CH2 (hodc phin cia no),

hodc (vi) ving CH3 ho#c phan cua né.

Nguoi co hiu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& hidu 1a gbc Fe ¢6
thé bi bién ddi sao cho né thay dbi trinh ty axit amin tir gbc Fc hoan chinh cia phan ti
globulin mién dich co trong tu nhién, trong khi gitt lai it nhat mot chirc nang mong mudn
duogc dua vao boi gbe Fe ¢6 trong ty nhién. Cac chirc ning nay bao gdm lién két thu thé
Fc (FcR), diéu bién chu ky ban huy khang thé, chirc ning ADCC, lién két protein A,
lién két protein G, va lién két bd sung. Cac phan cia cac gbc Fe ¢6 trong tw nhién, ma
chiu trach nhiém va/hodc can thiét dbi voi cac chire niang nay da duoc biét dén boi nhitng

nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc ky thuét nay.

Vi du, dé kich hoat ting bd thé C1q lién két véi it nhét hai phén ttr cia IgG1 hodc
mdt phan tir IgM, dugc gin vao dich khang nguyén (Ward, E. S., va Ghetie, V., Ther.
Immunol. 2 (1995) 77-94). Burton, D. R., dd mé ta (Mol. Immunol. 22 (1985) 161-206)
ma ving chudi ning bao gdm cac gbc axit amin tir 318 dén 337 dugc bao gdm trong su
c6 dinh b6 thé. Duncan, A. R., va Winter, G. (Nature 332 (1988) 738-740), bang cach
str dung gy dot bién dugc dinh huéng vi tri, cho thay rang Glu318, Lys320 va Lys322
tao ra vi tri lién két voi Clq. Vai tro ctia céc gde Glu318, Lys320 va Lys322 trong lién
két ctia C1q duge xac nhan boi kha nang peptit tong hop ngén chira cac gbe nay e ché

su ly giai qua trung gian b thé.

Vi du, lién két FcR c6 thé dugc qua trung gian boi sy twong tac clia gbe Fe (cla
khang thé) véi cac thu thé F‘c (cac FcR), ma 1a cac thy thé bé mit té bao c6 dic hiéu trén
cac té bao tao mau. Céc thy thé Fc thudc lién ho globulin mién dich, va di dugc thé hién
lam trung gian ca viéc loai bo ciia cac mam bénh duge phii khang thé boi su thue bao
cua cac phirc hgp mién dich, va sy ly giai cua hong cu va cac dich té bao khac nhau (vi
du, céc té bao khdi u) duge phi bang khang thé tuong g, nho viée gy doc té bao qua
trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC; Van de Winkel, J. G., va Anderson, C.
L., J. Leukoc. Biol. 49 (1991) 511-524). Céac FcR dugc xac dinh bdi d dic hiéu cua
ching d6i véi cac 16p globulin mién dich: céc thu thé Fe di v6i cac khang thé IgG con
duge goi la FeyR, voi IgE 1a FeeR, v6i IgA 1a FeaR va v.v, va cac thu thé Fe so sinh

dugc con duoc goi 1a FcRn. Lién két thu thé Fe duoc md ta vi du trong Ravetch, J. V.,
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va Kinet, J. P., Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492; Capel, P. J., va cong su,
Immunomethods 4 (1994) 25-34; de Haas, M., va cOng su, J Lab. Clin. Med. 126 (1995)
330-341; va Gessner, J. E., va cOng su, Ann. Hematol. 76 (1998) 231-248.

Lién két chéo clia cac thu thé boi mién Fe clia cac khang thé IgG ty nhién (FeyR)
kich hoat mdt loat cdc chirc ndng phan ng lai kich thich bao gém su thyc bao, gy doc
té bao phu thudc khang thé, va giai phong chit trung gian gay viém, cling nhu su thanh
thai phirc hop mién dich va didu hoa san pham khang thé. Do d, cac gbe Fe tao ra lién
két chéo cuia cac thy thé (FeyR) duge vu tién. O ngudi, ba 16p cia FeyR da duge mo ta
dac diém, ma la: (i) FeyRI (CD64), ma lién két IgG monome véi ai luc cao va dugc biéu
hién trén dai thuc bao, bach ciu don nhan, bach ciu trung tinh va bach cAu 4i toan; (i1)
FcyRII (CD32), ma lién két IgG duge phirc hop voi méi truong c6 ai luc thap, duoc biéu
hién rong, cu thé 1a cac bach cu, duge biét dén la bd doc trung tAm trong mién dich qua
trung gian khang thé, ma c6 thé duogc chia thanh FcyRIIA, FeyRIIB va FeyRIIC, ma
thyc hién cdc chirc nidng khac nhau trong hé mién dich, nhung lién két véi ai luc thap
twong tu v6i IgG-Fc, va mién ngoai bao cia cac thu thé nay ¢ tinh tuong dong cao; va
(iii) FeyRIII (CD16), ma lién két IgG v&i mdi truong c6 ai luc thp va tdn tai dudi dang
hai kiéu: FeyRIIIA duoc tim thdy trén cac té bao NK, dai thuc bao, bach ciu 4i toan va
mdt s6 bach cau don nhan va cac té bao T va ADCC va FeyRIIIB trung gian, ma dugc
biéu hién cao trén bach ciu trung tinh. FcyRITIA dugc tim théy trén nhiéu té bao lién
quan dén viée tiéu diét (vi dy, cac dai thuc bao, bach cdu don nhan, bach ciu trung tinh)
va duong nhu ¢6 kha ning kich hoat qua trinh tiéu diét. FcyRIIIB duong nhu déng mot
vai tro trong cac qua trinh trc ché va duge tim thy trén cac t& bao B, cac dai thuc bao,
va trén cac dudng bao va bach cau 4i toan. Quan trong 13, 75% ctia tAt ca FeyRIIIB duogc
tim thdy & gan (Ganesan, L. P. va cong su, 2012: FcyRIIb on liver sinusoidal
endothelium clears small immune complexes. Journal of Virology 189: 4981-4988).
FcyRIIB duge biéu hién nhiéu trén ndi mo dang hinh sin ¢ gan duoc goi la LSEC, va &
cac té bao Kupffer trong gan va LSEC 1a vi tri chinh cua sy thanh thai cac phtrc hop
mién dich nho (Ganesan, L. P. va cong su, 2012: FcyRIIb on liver sinusoidal

endothelium clears small immune complexes. Journal of Immunology 189: 4981-49838).

Do d6, theo sang ché cac khang thé, va cac manh lién két khang nguyén cia né,
duge wu tién, ma c6 thé lién két voi FeyRIIb, vi du céc khang thé bao gom gbc Fc dé

lién két voi FeyRIIb, cu thé 1a ving Fe, ching han, vi du cac khang thé kiéu IgG. Ngoai
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ra, ¢6 thé thiét ké gdc Fc dé tang cuong lién két FeyRIIB bing cach dua vao cac dot bién
S267E va L328F nhu dugc mod ta boi Chu, S. Y. va c¢dng su, 2008: Inhibition of B cell
receptor-mediated activation of primary human B cells by coengagement of CD19 and
FcgammaRIIb with Fc-engineered antibodies. Molecular Immunology 45, 3926-3933.
Theo d6, su thanh thai ctia cac phirc hop mién dich ¢6 thé dwoc nang cao (Chu, S., va
cong su, 2014: Accelerated Clearance of IgE In Chimpanzees Is Mediated By
Xmab7195, An Fc-Engineered Antibody With Enhanced Affinity For Inhibitory
Receptor FcyRIIb. Am J Respir Crit, American Thoracic Society International
Conference Abstracts). Do d6, trong bdi canh cta sang ché, cac khang thé hodc cac
manh khang nguyén ctia n6 dugc wu tién ma bao gém gbc Fe duoc thiét ké vai cac dot
bién S267E va L328, cu thé nhu duge md ta boi Chu, S. Y. va cong su, 2008: Inhibition
of B cell receptor-mediated activation of primary human B cells by coengagement of
CD19 and FcgammaRIIb with Fc-engineered antibodies. Molecular Immunology 45,
3926-3933..

Trén cac té bao B, dudng nhur c6 chirc nang ngan chin su san xuit globulin mién
dich hon nita va chuyén ddi kiéu twong duwong vé6i vi du loai IgE. Trén céc dai thuc bao,
FcyRIIB hoat dong dé trc ché sy thuc bao khi dwoc trung gian nhd FeyRIIA. Trén cac
dudng bao va té bao bach cau 4i toan thi dang b c6 thé giup ngin chin su hoat héa cla

cac té bao nay thong qua sy lién két IgR v6i thu thé riéng cta nd.

Vé lién két FeyRI, su bién dbi v& IgG ty nhién cua it nhit mot trong sé B233-
G236, P238, D265, N297, A327 va P329 lam giam lién két vdi FeyRI. Cac gbe IgG2 &
cac vi tri 233-236, dugc thé vao IgG1 va IgG4, lam giam lién két voi FeyRI boi 10° 1an
va loai bo dap ing bach cdu don nhan clia nguoi voi cac té bao mau do man cam khang
thé (Armour, K. L., va cong su Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2613-2624). V& lién két
FeyRII, lién két giam d6i véi FeyRITA dugc tim thdy vi du, déi véi dot bién IgG cua it
nhat mot trong s& E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295, A327,
R292 va K414. V& lién két FeyRIIL, lién két giam d6i voi FeyRIIIA duoc tim thdy vi du,
dbi v6i dot bién IgG clia it nhat mot trong sé E233-G236, P238, D265, N297, A327,
P329, D270, Q295, A327, S239, E269, E293, Y296, V303, A327, K338 va D376. Viéc
lap ban dd cac vi tri lién két trén IgG1 cta nguoi ddi voi cac thu thé Fe, cac vi tri dot
bién dugc dé cap & trén va phuong phap dé do lién két véi F cyRI va FeyRITA duge md
ta trong Shields, R. L., va cong su, J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604.
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Vé lién két voi FeyRII quan trong, hai ving cta Fe IgG tu nhién duong nhu nhu
1a quan trong déi voi cic tuong tac cia FeyRII va IgG, cu thé (i) vi tri ban 1& dudi cua
Fc IgG, cu thé 1a cac gbc axit amin L, L, G, G (viéc danh sé EU, 234-237), va (ii) ving
1idn ké ctia mién CH2 cua Fe IgG, cu thé 1a vong hodc cac soi trong mién CH2 trén lién
k& v6i vung ban 1& dudi, vi duy, trong ving ctia P331 (Wines, B.D., va cong su, J.
Immunol. 2000;164: 5313 — 5318). Hon nua, FeyRI duong nhu lién két v6i cing mot vi
tri trén Fc IgG, trong khi FcRn va protein A lién két voi vi tri khac trén Fe IgG, ma
dudng nhu ¢ mat phan cach CH2-CH3 (Wines, B.D., va cdng sy, J. Immunol. 2000;
164: 5313 —5318).

Vi dy, gbc Fe ¢6 thé chita hodc bao gom it nhit phan ctia gbc Fc ma da biét trong
linh vuc k¥ thuét nay dugc yéu cau dé lién két FcRn hodc chu ky ban hiy duoc kéo dai.
Ngoai ra hodc theo cach khac, gbc Fc ciia khang thé theo sang ché chira it nhit mot phan
da biét trong linh vuc k¥ thuat nay duoc yéu cau ddi voi su lién két Protein A va/hoic
gbc Fe cta khang thé theo sang ché chua it nhat phan cua phan tir Fc da biét trong linh
vuc k¥ thuat ndy duoc yéu cau dé lién két protein G. Tt hon 13, chirc nang dugc gitr lai
1a sy thanh thai cia HBsAg va HBV, ma duoc gia sir 1a qua trung gian boi lién két FeyR.
Theo d6, gbc Fe dugc uu tién chira it nhat phan da biét trong linh vuc k¥ thuat nay duoc
yéu cau dé lién két FeyR. Nhu duoc dé cap & trén, do d6 goc Fe duogc uu tién co thé
chita it nhat (i) vi tri ban 1& dudi cua Fe IgG tu nhién, cu thé 1a cac gbc axit amin L, L,
G, G (viéc danh s6 EU, 234-237), va (ii) ving lién ké ctia mién CH2 cia Fc IgG tu
nhién, cu thé 1a vong va cac soi & mién CH2 trén lién k& véi ving ban 1& dudi, vi du &
vung P331, vi du ving c6 it nhat 3, 4, 5, 6,7, 8, 9 hodc 10 axit amin lién tiép ¢ mién CH2
trén cua Fc IgG ty nhién xung quanh P331, vi dy, gitta cac axit amin 320 va 340 (cach

danh s6 EU) ctia Fc IgG.

Tét hon 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia né, theo sang ché
bao gdm ving Fc. Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thut ngi “ving Fc” dé chi
phan cta globulin mién dich dugc tao ra boi hai hodc nhiéu gbe Fe cua cac chudi nang
khang thé. Vi dy, ving Fe c6 thé 1a ving Fc “chudi don” hodc ving Fc monome (tic 13,
vung scFc). Cac ving Fe chudi don dugc cu thanh tir cac gde Fe duge lién két trong
chudi polypeptit don (vi dy, dwgc ma hoa trong trinh tu axit nucleic lién k& don). Cac
vung scFc vi du duge boc 16 trong WO 2008/143954 A2. Tét hon 1a, ving Fe 1a ving

Fc dime. “Vung Fc dime” hodc “dcFc” dé chi dime dugc tao ra boi cac goc Fe cua hai
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chudi ning globulin mi&n dich riéng biét. Ving Fc dime c6 thé 1a homodime cta hai gbc
Fc gidng nhau (vi dy, ving Fc clia globulin mién dich ¢6 trong tu nhién) hodc di dime

cta hai gbc Fe khong giéng nhau.

Céc gbc Fe cta vung Fe ¢6 thé 1a phan 16p va/hodc 16p gidng hodc khac nhau.
Vi duy, cac gbe Fc ¢6 thé c6 ngudn gbe tir globulin mién dich (vi dy, globulin mién dich
cta nguoi) cua phén 16p IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4. Tét hon 14, cac gde Fe ctia ving
Fc thudc cuing mot phan 16p va/hodc 16p. Tuy nhién, vung Fc (hodc mot hodc nhiéu gbc
Fc ctia vung Fe) ¢6 thé 1a kham, nho d6 ving Fe kham c6 thé chira cac goe Fe ¢6 ngudn
gbc tir cac 16p hodc cac phan 16p globulin mién dich khac nhau. Vi du, it nhét hai gbc
Fc cua ving Fe chudi don hodc dime co thé tir cac 16p hodc cac phan 16p globulin mién
dich khéac nhau. Ngoai ra hodc theo cach khac, cac vung Fc kham co thé chira mot hodc
nhiéu gbc Fe kham. Vi du, gbc hodc vung Fc kham c¢6 thé chira mot hodc nhidu phan co
ngudn gbc tir globulin mién dich ctia phan 16p thir nhét (vi du, phan 16p IgG1, IgG2 hoic
IgG3) trong khi phan con lai ciia ving hoidc gbc Fc thudc phén 16p khac nhau. Vi du,
ving hodc gbe Fe cua polypeptit Fc ¢6 thé chira mién CH2 va/hoic CH3 ¢6 ngudn gbc
tir gbc clia phan 16p thir nhat (vi du, phan 16p IgG1, Ig G2 hoic IgG4) va ving ban 1é tir
globulin mién dich ctia phan 16p thit hai (vi du, phan 16p IgG3). Vi du, ving hoic gbc
Fc ¢6 thé chira mién ban 1& va/hodc CH2 ¢6 ngudn gbc tir globulin mién dich ctia phan
16p thtr nhét (vi du, phan 16p IgG4) va mién CH3 tir globulin mién dich ctia phan 16p
thir hai (vi dy, phan 16p IgG1, IgG2 hodc IgG3). Vi du, ving Fc kham c¢6 thé chira gbc
Fc (vi dy, gbc Fc hoan chinh) tir globulin mién dich ctia phan 16p thi nhat (vi du, phan
16p IgG4) va gbe Fe tir globulin mién dich cia phéan 16p tht hai (vi du, phéan 16p IgG1,
IgG2 hodc IgG3). Vi dy, ving hodc gbe Fe ¢o thé chira mién CH2 tir globulin mién dich
IgG4 va mién CH3 ti globulin mién dich IgG1. Vi du, ving hoic gbc Fc c¢6 thé chira
mién CH1 va mién CH2 tir phan tir [gG4 va mién CH3 tur phén tir IgG1. Vi du, ving
hodc gbe Fc ¢6 thé bao gdm mot phin cia mién CH2 tir phan 16p cu thé cta khang thé,
vi dy, cac vi tri EU 292-340 ctia mién CH2. Vi dy, ving hoic gbc Fc c6 thé chira cac vi
tri axit amin 292-340 ctia CH2 c6 ngudn gbc tir gbc IgG4 va phan con lai CH2 c¢6 ngudn
goe tir gbe IgG1 (theo cach khac, 292-340 cia CH2 c6 thé c6 ngudn gde tir gbe IgG1 va

phan con lai ciia CH2 ¢6 ngudn gde tir gbe IgG4).

Hon nita, viing hodc gdc Fc ¢6 thé (bd sung hodc thay thé) vi du chira ving ban

1& kham. Vi dy, viing ban 1& kham c6 thé c6 ngudn gdc mdt phén tir phan tir IgG1, IgG2
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hodc IgG4 (vi dy, trinh tr ban 1& gifra, dudi va trén), va mdt phan tir phan tir IgG3 (vi
du, trinh tu ban 12 giita). Theo vi du khac, vung hodc gbc Fc ¢ thé bao gdbm vung ban
18 kham c6 ngudn géc mot phan tir gbe IgG1 va, mot phan tir phan tir IgG4. Theo vi du
khac, mién ban 1& kham c6 thé bao gdm cac mién ban 1& dudi va trén tir phan tir [gG4
va mién ban 18 giita tir phan t IgG1. Vi dy, mién ban 1& kham c6 thé duoc tao ra bing
cach dua vao phan tir thé prolin (Ser228Pro) & vi tri EU 228 & mién ban 1& gitra cia mién
ban 18 IgG4. Theo phuong an khac, mién ban 1& kham c6 thé bao gdm cac axit amin &
cac vi tri EU 233-236 tir khang thé IgG2 va/hodc dot bién Ser228Pro, trong do cac axit
amin con lai cia mién ban 18 tr khang thé IgG4 (vi dy, mién ban 1& kham cua trinh tu
ESKYGPPCPPCPAPPVAGP). Cac mién ban 1& kham, ma c6 thé duoc sit dung trong
gbc Fe ctia khang thé theo sang ché duoc mb ta trong US 2005/0163783 Al.

Theo sang ché, dugc uu tién 1a gbe Fe, hodc ving Fe, chira hodc bao gém trinh
tu axit amin ¢6 ngudn gde tir trinh ty globulin mién dich cta ngudi (vi du, tir ving Fc
hodc gbe Fe tir phan tir [gG & nguoi). Tuy nhién, cac polypeptit ¢ thé chira mdt hoic
nhiéu axit amin tir cac loai dong vat c6 va khac. Vi du, gbe Fe ¢ dong vat linh trudng
hodc vi tri lién két & dong vt linh trudng c6 thé dugc chira trong cac polypeptit chu thé.
Theo cach khac, mot hodc nhiéu axit amin ctia chudt ¢6 thé co mat trong géc Fc hoac

trong vung Fc.

T6t hon 1a, khang thé theo sang ché bao gdm, cu thé 1a ngoai gbc Fe nhu dugce
md ta & trén, cac phan khac c6 ngudn gbc tir ving hang dinh, cu thé tir ving hing dinh
cta IgG, t6t hon 14 tir viing hing dinh ctia IgG1, tt hon nita 1a tir ving hing dinh cua
IgG1 ctia nguoi. T6t hon nita 13, khang thé theo sang ché bao gdm, cu thé 1a ngoai gbc
Fc nhu duge mo ta & trén, tt ca cac phan khac cia cac ving hiang dinh, cu thé tt ca cac
phén khéc clia cac ving hing dinh cua IgG, tot hon 1a tt ca cac phan khac cta cac ving
hang dinh cta IgG1, t6t hon nita la tt ca cac phan khac cua cac vung hang dinh cua

IgG1 clia nguoi.

Nhu dugc dua ra ¢ trén, khang thé theo sang ché dic biét dugc wu tién chira vung
Fc (hoan chinh) ¢6 ngudn gdc tir IgG1 ctia nguoi. Tt hon nita 13, khang thé theo sang
ché bao gdm, cu thé 1a ngoai gbc Fc (hoan chinh) c¢6 ngudn gbe tir [gG1 cua ngudi, con
bao gdm tat ca cac phan khac clia cac ving hing dinh cua IgG, t6t hon 1a tit ca cdc phan
khéc cta céc viing hing dinh ctia IgG1, t6t hon nira 1a tét ca cac phan khac cla cac ving

hing dinh cua IgG1 cta nguoi.
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Khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 dwgc uu tién
lién két véi 1,2,3.4,5,6,7,8,9 hodc 10 kiéu gen HBsAg A, B,C,D, E, F, G, H, I, va .
Céc vi du vé cac kiéu gen khac nhau cia HBsAg bao gom sau dy: S6 truy cip ngan
hang gen J02203 (HBV-D, ayw3), S6 truy cdp ngan hang gen FI1899792.1 (HBV-D,
adw2), Sé truy cap ngan hang gen AM282986 (HBV-A), S truy cip ngan hang gen
D23678 (HBV-B1 Japan), S6 truy cap ngan hang gen AB117758 (HBV-C1 Cambodia),
Sé truy cdp ngan hang gen AB205192 (HBV-E Ghana), S6 truy cdp ngan hang gen
X69798 (HBV-F4 Brazil), S6 truy cép ngan hang gen AF160501 (HBV-G USA), S6
truy cdp ngan hang gen AY090454 (HBV-H Nicaragua), S truy cip ngan hing gen
AF241409 (HBV-I Vietnam) va Sé truy cip ngan hang gen AB486012 (HBV-J Borneo).
Céc trinh ty axit amin cua khu vyc vong khang nguyén cua mién S cua HBsAg cua cac

kiéu gen khac dugc thé hién trong bang 1 (cac SEQ ID NO: 5 — 15).

Tt hon nita 13, khang thé theo sang ché, hoac manh lién két khang nguyén cta
né, lién két voi it nhét véi 6, thAm chi tot hon la it nhat 8, va cu thé t6t hon la tat ca 10
kiéu gen HBsAg A, B,C, D, E, F, G, H, I, va J. HBV dugc biét hoa thanh nhiéu kiéu
gen, theo trinh ty hé gen. Cho dén nay, tam kiéu gen da biét (A-H) ctia hé gen HBV da
duoc xac dinh. Ngoai ra, hai kiéu gen moi, I va J, ciing da duoc xac dinh (Sunbul M.,
2014, World J Gastroenterol 20(18): 5427-5434). Kiéu gen dugc biét ¢ tac dong dén
su tién trién cua bénh va sy khac biét gitta cac kiéu gen dap ing viéc diéu tri khang virut
da dugc xac dinh. Vi dy, kidu gen A ¢6 xu hudng man tinh, trong khi cac dot bién virut
thuong duoc gip trong kiéu gen C. Ca man tinh va tan sudt dot bién thuong c6 trong
kiéu gen D. Hon nita, cac kiéu gen HBV dugc phan bd theo kiéu biét hoa trén thé gidi
(Sunbul M., 2014, World J Gastroenterol 20(18): 5427-5434). Bing céch tao ra khang
thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cia no, ma tbt hon 1a lién két véi it
nhét 1a 6, tot hon 1a it nhit 8, t6t hon nita 1a tat ca 10 kiéu gen HBsAg A, B,C, D, E, F,

G, H, 1, va ], khang thé dugc tao ra, ma lién két rat rong voi cac kiéu gen khac nhau.

Tét hon la, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cta nd,
lienkétvéil, 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 hodc 18 cua cac dot bién
HBsAg c6 cac dot bién trong khu vuc vong khang nguyén: HBsAg Y100C/P120T,
HBsAg P120T, HBsAg P120T/S143L, HBsAg C121S, HBsAg R122D, HBsAg R1221,
HBsAg T123N, HBsAg Q129H, HBsAg Q129L, HBsAg M133H, HBsAg M133L,
HBsAg M133T, HBsAg K141E, HBsAg P142S, HBsAg S143K, HBsAg DI144A,
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HBsAg G145R va HBsAg N146A. Cac dot bién nay 1a cac dot bién c6 trong tu nhién
trén co s& mién S cla kiéu gen D HBsAg, sb truy cdp ngin hang gen FJ899792 (SEQ
ID NO: 4), nh¢ d6 (cac) gbe axit amin bi d6t bién dwoc bidu thi bing tén.

SEQ ID NO: 4:

MENVTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCL
GONSQSPTSNHSPTSCPPTCPGYRWMCLRRFIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGML
PVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFG
KFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWEFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSTLS
PFLPLLPIFFCLWVYI

(khu vyc vong khang nguyén, tirc 1a cac axit amin 101-172 dugc thé hién bing

gach chan bén dudi)

Céc trinh ty axit amin cua khu vuc vong khang nguyén ctia mién S ciia HBsAg

cta cac dot bién khac duoc thé hién trong Bang 1 (cac SEQ ID NO: 16 —33).

T6t hon nita 13, khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén cua
né, lién két voi it nhat voi 12, tham chi tét hon nita la it nhat 15, va cu thé t6t hon 13 tt
ca 18 dot bién HBsAg lay nhiém c6 cac dot bién trong khu vyc vong khang nguyén:
HBsAg Y100C/P120T, HBsAg P120T, HBsAg P120T/S143L, HBsAg C121S, HBsAg
R122D, HBsAg R122I, HBsAg T123N, HBsAg Q129H, HBsAg Q129L, HBsAg
MI133H, HBsAg M133L, HBsAg M133T, HBsAg K141E, HBsAg P142S, HBsAg
S143K, HBsAg D144A, HBsAg G145R va HBsAg N146A.

T6t hon 13, khéng thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén ctia né,
lién két voi quyét dinh khang nguyén chta it nhat mot, tot hon 1a it nhét hai, t5t hon nita
1a it nhat ba, thdm chi t8t hon nira 1a it nhit bdn axit amin cta khu vuc vong khang
nguyén cua HBsAg, trong d6 it nhat mot, tot hon 1a it nhét hai, t5t hon nira 1a it nhét ba,
tham chi tt hon nita 1a it nhat bdn axit amin dugc chon tlr cac axit amin 115-133 cla
mién S cia HBsAg, tot hon [a tir cac axit amin 120-133 cta mién S ctia HBsAg, tét hon
nira la tir cac axit amin 120-130 ctia mién S cia HBsAg. Chii y, vi tri ctia céc axit amin
(vi du, 115-133, 120-133, 120-130) dé chi mién S ciia HBsAg nhu dugc md ta & trén
ma c6 mit trong tit ca ba protein v boc HBV S-HBsAg, M-HBsAg, va L-HBsAg, nho
do S-HBsAg thuong twong ting véi mién S HBsAg.
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Cu thé 13, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cia né, lién
két voi quyét dinh khang nguyén trong khu vuc vong khang nguyén ciia HBsAg, nho d6
quyét dinh khang nguyén thuong duoc tao ra boi mot hodc nhiéu axit amin dugc dat tai
céc vi tri dugce chon tir cac vi tri axit amin 115-133, tét hon 1a cac vi tri axit amin 120-

133, t&t hon nita 1a dugc chon tir cac vi tri axit amin 120-130 ctia mién S cia HBsAg.

Thuét nglr “dugc tao ra boi” nhu duge su dung trong ban mé ta nay trong ngit
canh cta quyét dinh khang nguyén nghia 1a, quyét dinh khang nguyén ma khang thé
theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két voi quyét dinh khang
nguyén nay c6 thé 1a tuyén tinh (lién tuc) hodc da hinh (khong lién tuc). Quyét dinh
khang nguyén tuyén tinh hodc tuan tu 1a quyét dinh khang nguyén dugce nhin biét béi
cac khang thé boi trinh ty tuyén tinh cta nd cua cac axit amin, hodc cu tric chinh.
Nguoc lai, quyét dinh khang nguyén da hinh c6 hinh dang va ciu tric protein ba chiéu
cu thé. Theo d6, néu quyét dinh khang nguyén la quyét dinh khang nguyén tuyén tinh
va bao gdm nhiéu hon mot axit amin dugc dit & cac vi tri dugce chon tr cac vi tri axit
amin 115-133, t6t hon 1a dugc chon tir cac vi tri axit amin 120-133 clia mién S cla
HBsAg, cac axit amin dugc ciu thanh bdi cac quyét dinh khang nguyén thuong dugc
dat & cac vi tri lién ké clia cdu tric chinh (tirc 1a, cac axit amin lién tiép trong trinh tu
axit amin). Trong trudng hop clia quyét dinh khang nguyén da hinh (c4u tric 3D), nguoc
lai, trinh ty axit amin thuong tao ra ciu tric 3D dudi dang quyét dinh khéang nguyén va,
do d6 cac axit amin tao ra quyét dinh khang nguyén (hodc cac axit amin “dugc ciu thanh
boi” quyét dinh khang nguyén) c6 thé dugc dat hodc co thé khong dugc dit & cac vi tri
lién ké ctia cdu tric chinh (tirc 13, ¢6 thé hodc c6 thé khong phai la cac axit amin lién

tiép trong trinh tur axit amin).

Tét hon 1, quyét dinh khang nguyén ma khang thé theo sang ché, hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 lién két véi quyét dinh khang nguyén nay, chi dugc tao ra boi
(cac) axit amin dugc chon tir cac vi tri axit amin 115-133, t6t hon 1a duoc chon tir cac
vi tri axit amin 120-133, t&t hon nita 1a dugc chon tr cac vi tri axit amin 120-130 cua
mién S cua HBsAg. Mat khac, duoc uu tién la khong (thém) cac axit amin ma duoc dat
bén ngoai cac vi tri 115-133, tt hon 1a cac vi tri 120-133, tét hon nira 14 céc vi tri 120-
130 dugc yéu cau dé tao ra quyét dinh khang nguyén ma khang thé cta sang ché, hoic

manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két v6i quyét dinh khang nguyén nay.
Tét hon 1a, quyét dinh khang nguyén trong khu vuc vong khang nguyén cua
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HBsAg ma khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén cla n6 lién két
v6i quyét dinh khdng nguyén nay dugc tao ra boi hai axit amin hodc hodc nhiéu hon
nim & céc vi tri duge chon tir cac vi tri axit amin 115-133, t&t hon 1a dwgc chon tir cac
vi tri axit amin 120-133, t6t hon nita 1a dugc chon tir cc vi tri axit amin 120-130 cua
mién S ciia HBsAg. Tét hon nita 13, quyét dinh khang nguyén trong khu vic vong khang
nguyén cua HBsAg ma khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khing nguyén cua
no lién két v6i quyét dinh khang nguyén nay dugc tao ra boi ba axit amin hodc nhiéu
hon ndm & céc vi tri dugc chon tr cac vi tri axit amin 115-133, t&t hon 13 dugc chon tur
céc vi tri axit amin 120-133, t6t hon nira 1a dugc chon tir cac vi tri axit amin 120-130
cta mién S cia HBsAg. Tham chi t&t hon nira 13, quyét dinh khédng nguyén trong khu
vue vong khang nguyén cua HBsAg ma khang thé theo sang ché, hoic manh lién két
khang nguyén cta né lién két véi quyét dinh khang nguyén nay dugc tao ra bdi bén axit
amin hodc nhiéu hon dugc chon tir cac vi tri axit amin 115-133, t6t hon 1a cac vj tri axit
amin 120-133, tdt hon nita la duoc chon tir cac vi tri axit amin 120130 ciia mién S cua
HBsAg. Mit khéc, duoc vu tién 1a khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang
nguyén cua no lién két voi it nhat mot, t6t hon 1a it nhat hai, tot hon nita 1a it nhat ba,
tham chi tot hon nita 1a it nhit bdn axit amin ctia khu vurc vong khang nguyén cua HBsAg
duge chon tr cac axit amin 115-133 cua mién S cia HBsAg, tot hon 1a tir cac axit amin
120-133 cta mién S cua HBsAg, t6t hon nira la tir cac axit amin 120-130 cua mién S

cua HBsAg.

Tét hon nita 1a, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cua
no, lién két vdi quyét dinh khang nguyén chia it nhat hai, tot hon 1a it nhét ba, t&t hon
nira 1a it nhat bon axit amin cta khu vuc vong khang nguyén cua HBsAg, trong do it
nhét hai, tét hon 1a it nhat ba, t&t hon nita la it nhit bdn axit amin dugc chon tir cac axit
amin 120-133, t6t hon nita 1a tir cac axit amin 120-130 ciia mién S cia HBsAg va trong
d6 it nhét hai, tbt hon 1a it nhit ba, tét hon nira la it nhat bén axit amin duoc dat & cac vi

tri lién ké (ttrc 13, cac axit amin lién tiép trong trinh ty axit amin/cAu tric chinh).

Quyét dinh khang nguyén ma khang thé theo sang ché hoic manh lién két khang
nguyén cta né lién két voi quyét dinh khang nguyén nay, tot hon la quyét dinh khéng
nguyén da hinh. Theo d6, duoc uu tién 1a khang thé theo sang ché, hodc manh lién két
khang nguyén cua no, lién két vdi quyét dinh khang nguyén chira it nhét hai, tét hon la

it nhat ba, t6t hon nita la it nhat b6n axit amin cta khu vuc vong khang nguyén cia

-37-



39496

HBsAg, trong d6 it nhét hai, tbt hon 1a it nhét ba, tbt hon nita 1a bén axit amin dugc chon
tr cac axit amin 120-133, t6t hon nita la tr cac axit amin 120 -130 cia mién S cua
HBsAg va trong d6 it nhat hai, tot hon Ia it nhét ba, tot hon nita 1a it nhit bbn axit amin

khéng dugc dit & cac vi tri lién ké (hodc cau tric chinh).

Mt khac, (i) hodc khong co cac axit amin ma khang thé lién két voi cac axit amin
nay (tirc 13, cac axit amin tao ra quyét dinh khang nguyén) dugc dit & cac vi tri lién ké
clia cdu tric chinh hodc (ii) mét sb, vi du hai hodc ba, cia cac axit amin ma khang thé
lién két voi cac axit amin nay (tic 13, cac axit amin tao ra quyét dinh khang nguyén)
dugc dit ¢ vi tri lién ké (cua ciu tric chinh) trong khi d6 cac axit amin khac ma khang
thé lién két voi cac axit amin nay (tirc 13, cac axit amin tao ra quyét dinh khang nguyén)

khong dugc dit ¢ cac vi tri lién ké (cua cau truc chinh).

Céc axit amin ma khang thé lién két v&i cac axit amin nay (tirc 13, cac axit amin
tao ra quyét dinh khang nguyén), ma khong duoc dit & cac vi tri lién ké cua cdu tric
chinh, thuong duge dit cach nhau mot khoang bang mét hoic nhiéu axit amin, ma khang
thé khong lién két voi. Tét hon la, it nhit mot, t6t hon nita 1a it nhét hai, thAm chi tdt
hon nita 13 it nhat ba, tdt nhat 1a it nhat bbn, dic biét tét hon 1a it nhAt ndm axit amin
duoc dat gita it nhét hai, tét hon 1a it nhit ba axit amin ma duogc cAu thanh béi quyét
dinh khéng nguyén va khong duoc dat ¢ cac vi tri lién ké.

T6t hon 1a, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cua no,
lién két voi quyét dinh khang nguyén chira it nhét cac axit amin P120, C121, R122 va
C124 cua mién S clia HBsAg. T4t hon nita 1a, khang thé hoic manh lién két khéng
nguyén lién két voi quyét dinh khang nguyén chia trinh tir axit amin theo SEQ ID NO:
88:

PCRXC

trong d6 X 1a axit amin bat ky hodc khong phai axit amin; t6t hon la X 1a axit
amin bat ky; tot hon nita Ia X 1a T, Y, R, S, hoic F; thdm chi t6t hon nita 1a X 1a T, Y,
hodc R; tot nhat 1a X 1a T hoic R.

Tham chi tot hon nira 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén lién két voi

quyét dinh khang nguyén bao gdm trinh ty axit amin theo SEQ ID NO:80:

TGPCRTC
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hodc trinh tu axit amin ¢ chung d6 twong ddng trinh tu it nhit 80%, t6t hon 1a it

nhét 90%, t6t hon nira 1a it nhit 95% voi SEQ ID NO: 80.

T6t nhét 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén lién két véi quyét dinh
khang nguyén bao gbém trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 85:

STTSTGPCRTC

hodc trinh ty axit amin c¢6 chung do twong dong trinh t it nhit 80%, tdt hon 1a it

nhét 90%, tot hon nita 1a it nhit 95% véi SEQ ID NO: 85.

Ciing duge wu tién 1 khang thé hodc manh lién két khang nguyén lién két véi
quyét dinh khang nguyén bao gdm trinh tu axit amin chira it nht cac axit amin 145-151

clia mién S cia HBsAg.
GNCTCIP
(SEQ ID NO: 81).

T6t hon nita 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén lién két véi quyét
dinh khang nguyén bao gdm trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 80 va trinh tu axit amin
theo SEQ ID NO: 81.

T4t hon nita 13, khang thé hodc manh lién két khang nguyén lién két v6i quyét
dinh khédng nguyén bao gom trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 85 va/hoic trinh tur
axit amin theo SEQ ID NO: 87.

Nhu duge md ta & trén, quyét dinh khang nguyén ma khang thé theo sang ché
lién két v6i quyét dinh khang nguyén nay c6 thé 1a tuyén tinh (lién tuc) hodc da hinh
(khong lién tuc). Tét hon 13, khang thé va manh khang thé theo sang ché lién két véi
quyét dinh khang nguyén da hinh, t6t hon nira la quyét dinh khang nguyén da hinh chi
c¢6 mit trong cac diéu kién khong khir.

Tuy nhién, cling duge vu tién 14 khang thé theo sang ché, hodc manh khang thé
cua nd, lién két v6i quyét dinh khéng nguyén tuyén tinh, tot hon nita 1a quyét dinh khang
nguyén tuyén tinh c6 mit trong ca diéu kién khu va diéu kién khong khur.

Tét hon 13, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén ctia né,
lién két véi quyét dinh khang nguyén trong vong khang nguyén cla HBsAg dugc tao ra

boi trinh ty axit amin theo SEQ ID NO:1:
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X1 X2 X3 TC X4 Xs XA X7G
trong d6 X1, X2, X3, Xa, Xs, X6 va X7 ¢o thé 1a axit amin bat ky (SEQ ID NO: 1).

Tét hon 1a, X1, Xz, X3, X4, X5, Xs va X7 1a cac axit amin, ma duoc thé theo kiu
bao thu so voi cac axit amin 120 — 130 néu trong SEQ ID NO: 3. Cung duoc wu tién 1a
X1, Xa, X3, X4, X5, X va X7 1a cac axit amin, ma duoc thé theo kiéu bao thu so véi cac
axit amin 20-30 ctia SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 5-33 (cf. Bang 1: dé
cip dén cac trinh ty khu vuc vong khang nguyén, tirc 1a 101-172 clia mién S cia céac

bién thé cua HBsAg).

Tét hon 14, trong SEQ ID NO: 1, X; 13 axit amin nhd. Axit amin “nhd”, nhu dugc
str dung trong ban mo ta ndy, dé cap dén axit amin bt ky dwoc chon tir nhém bao gdm
alanin, axit aspartic, asparagin, xystein, glyxin, prolin, serin, threonin va valin. Tét hon

ntra la, X la prolin, serin hodc threonin.

Téthon 1, trong SEQ ID NO: 1, X 1a axit amin nhé. Tt hon nita 13, X 1a xystein

hodc threonin.

Tt hon 1a, trong SEQ ID NO: 1, X; la axit amin ¢6 dién tich ho#c axit amin béo.
Axit amin “c6 dién tich”, nhu dugc st dung trong ban md ta nay, dé cap dén axit amin
bat ky dugc chon tir nhém bao gém arginin, lysin, axit aspartic, axit glutamic va histidin.
Axit amin “béo”, nhu dugc st dung trong ban md ta nay, dé cip dén axit amin bt ky
dugc chon tir nhém bao gdm alanin, glyxin, isoleuxin, leuxin, va valin. Tét hon nira 14,

X3 la arginin, lysin, axit aspartic hodc isoleuxin.

Tét hon 1a, trong SEQ ID NO: 1, X4 la axit amin nho va/hodc axit amin ky nuoc.
Axit amin “ky nuéc”, nhu dugc s dung trong ban moé ta nay, dé cap dén axit amin bét
ky dugc chon tr nhém bao gdém alanin, isoleuxin, leuxin, phenylalanin, valin,
tryptophan, tyrosin, methionin, prolin va glyxin. Tt hon nita la, X4 l1a methionin hozc

threonin.

Tét hon 1a, trong SEQ ID NO: 1, Xs 14 axit amin nhd va/hosc axit amin ky nuéc.

To6t hon ntra la, X la threonin, alanin hodc isoleuxin.

Tt hon 1a, trong SEQ ID NO: 1, Xs la axit amin nho va /hoic axit amin ky nuoc.

Tt hon nita 1a, Xe la threonin, prolin hoac leuxin.

Tét hon 1a, trong SEQ ID NO: 1, X5 la axit amin phin cuc hodc axit amin béo.
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Axit amin “phan cuc”, nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, dé chi axit amin bAt ky
duge chon tir nhom bao gdm axit aspartic, asparagin, arginin, axit glutamic, histidin,
lysin, glutamin, tryptophan, tyrosin, serin, va threonin. Tét hon nita 13, X7 la glutamin,

histidin hodc leuxin.

Do d6, dugc uu tién hon nira la khang thé theo theo sang ché, hoic manh lién két
khang nguyén cia né, lién két voi quyét dinh khang nguyén trong vong khang nguyén

cua HBsAg dugc tao ra boi trinh tu axit amin theo SEQ ID NO:2:
X1 X2 X3 TC X4 X5 XA X7G
trong do X la P, T hodc S,
X5 1a C hodc S,
X31aR, K, D hoic I,
X41a M hodc T,
Xsla T, A hoac I,
XelaT,PhoacL, va
X71aQ, Hhoac L.
(SEQ ID NO: 2).

Lién quan dén cac quyét dinh khang nguyén dugc wu tiéu tao ra bdi cac trinh tu
axit amin theo SEQ ID NO:1 hodc 2, luu y rang thuat ngit « dugc tao ra bdi” dugc st
dung trong ban mo ta nay khong c6 muc dich ngu y 1a khang thé cén thiét lién két véi
mdi va moi axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 hodc 2. Cu thé 1a trong truong hop cla
quyét dinh khang nguyén da hinh dugc vu tién, khang thé c6 thé chi lién két véi mot sb
axit amin néu trong SEQ ID NO:1 ho#c 2, nhd d6 cac gbe axit amin khac c¢6 thé hoat
dong don thuan dudi dang “ving dém”, sao cho tao ra ciu tric 3D cua quyét dinh khang

nguyén.

Tét hon 1a, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cua no,
lien két v6i quyét dinh khang nguyén trong vong khang nguyén ciia HBsAg duoc tao ra
boi modt hodc nhiéu hon, tot hon 1a hai hodc nhiéu hon, t&t hon nita 1a ba hoic nhiéu hon
va tham chi tot hon nita 1a bdn hodc nhiéu axit amin cla trinh tu axit amin dugc chon tu

SEQ ID NO: 5-33 duoc thé hién trén Bang 1 phia duéi.
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Tét hon nira 13, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cua
no, lién két vai ving vong lap khang nguyén ciia HBsAg c6 trinh ty axit amin theo SEQ
ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 5-33 duoc thé hién dudi bang 1 hodc bién thé
trinh tu ctia né. Tham chi t6t hon nita 13, khang thé theo sang ché, hoic manh lién két
khang nguyén ctia no, lién két voi tit ca cac bién thé vong khang nguyén ciia HBsAg c6
trinh ty axit amin theo SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 5-33 duoc thé hién
Bang 1 bén dudi. Mt khac, dic biét duoc wu tién 1a khang thé theo sang ché, hodc manh
lién két khang nguyén cua n6, c6 kha ning lién két voi tit ca cac khu vuc vong khang
nguyén khac nhau clia HBsAg c6 trinh ty axit amin theo SEQ ID NO bat ky trong sb
cac SEQ ID NO: 5-33.

Bang 1: Cac trinh ty axit amin minh hoa cua khu vuc vong khang nguyén cua
mién S cua HBsAg (cac gbc 101-172 cua mién S cua HBsAg- ngoai trr SEQ ID NO:
16 ma dé cép dén cac goc 100-172 cua mién S dé bao gdm dot bién c6 lién quan) cua

cac kiéu gen khac nhau nhu cac dot bién nhu dugc s dung trong ban mo ta nay.

Tén SEQ | Trinh tu axit amin
ID
NO.
J02203 D, |5 QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGTSMY
ayw3) PSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASAR
FSW
FJ899792 (D, |6 QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYP
adw2) SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW
AM?282986 7 QGMLPVCPLIPGTTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFP
(A) SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVR
FSW
D23678 (B1) 8 QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCKTCTTPAQGTSMFP
SCCCTKPTDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVR
FSW
ABI117758 (C1) |9 QGMLPVCPLLPGTSTTSTGPCKTCTIPAQGTSMFP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFARFLWEWASVRF
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SW

AB205192 (E)

10

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTLAQGTSMFP
SCCCSKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

X69798 (F4)

11

QGMLPVCPLLPGSTTTSTGPCKTCTTLAQGTSMF
PSCCCSKPSDGNCTCIPIPSSWALGKYLWEWASA
RFSW

AF160501 (G)

12

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCKTCTTPAQGNSMYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVR
FSW

AY090454 (H) |13 QGMLPVCPLLPGSTTTSTGPCKTCTTLAQGTSMF
PSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKYLWEWASA
RFSW

AF241409 (I) 14 | QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCKTCTTPAQGNSMYP

SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASAR
FSW

AB486012 (J)

15

QGMLPVCPLLPGSTTTSTGPCRTCTITAQGTSMFP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKFLWEWASVRF
SW

HBsAg 16 | CQGMLPVCPLIPGSSTTGTGTCRTCTTPAQGTSM

Y100C/P120T YPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWAS
ARFSW

HBsAg P120T 17 | QGMLPVCPLIPGSSTTGTGTCRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg 18 | QGMLPVCPLIPGSSTTGTGTCRTCTTPAQGTSMYP

P120T/S143L SCCCTKPLDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASAR
FSW

HBsAg C121S 19 | QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPSRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg R122D |20 | QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCDTCTTPAQGTSMYP
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SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg R1221

21

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCITCTTPAQGTSMYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg T123N

22

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRNCTTPAQGTSMY
PSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASAR
FSW

HBsAg Q129H

23

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAHGTSMYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg Q129L

24

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPALGTSMYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg M133H

25

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSHYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg M133L

26

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSLYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg M133T

27

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSTYP
SCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg K141E

28

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTEPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg P1428S

29

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTKSSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

HBsAg S143K

30

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTKPKDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASAR
FSW
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HBsAg D144A | 31 QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTKPSAGNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW
HBsAg G145R |32 | QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTKPSDRNCTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW
HBsAg N146A | 33 QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTSMYP
SCCCTKPSDGACTCIPIPSSWAFGKFLWEWASARF
SW

Thong thuong, khang thé theo sang ché, hodc manh lién két khang nguyén cuia
n6, tot hon 1a chira (it nhét) ba viing xac dinh bd sung (cac CDR) trén chudi nang va (it
nhit) ba CDR trén chudi nhe. Thong thudng, cac ving xac dinh bd sung (cac CDR) la
cac vung siéu bién c¢6 mit trong cic mién bién ddi chudi ning va cac mién bién ddi chudi
nhe. Thong thuong, cac CDR ctia chudi nang va chudi nhe duogc ndi clia khang thé cung
nhau tao ra thy thé khang nguyén. Thong thuong, ba CDR (CDR1, CDR2, va CDR3)
duoc sip xép khong lién tiép trong mién bién dbi. Vi cac thy thé khang nguyén thudng
duoc cAu thanh tir hai mién bién di (trén hai chudi polypeptit khac nhau, tirc la chudi
nang va chudi nhe), ¢6 sau CDR cho mdi thy thé khang nguyén (chudi nang: CDRHI,
CDRH2, va CDRH3; chudi nhe: CDRL1, CDRL2, va CDRL3). Phan tir khang thé don
thuong ¢6 hai thy thé khang nguyén va do d6 ¢6 muoi hai CDR. Cac CDR trén chudi
ning va/hodc chudi nhe co thé duoc tach riéng boi cac ving khung, nho d6 vung khung
(FR) 1a ving ¢ mién bién d6i ma it “bién d6i” hon CDR. Vi du, chudi (hodc mdi chudi,

twong tmg) c6 thé dugc cau thanh tir bén vung khung, duoc tach riéng bsi ba CDR.

Céc trinh ty cia cac chudi nang va chudi nhe ctia khang thé vi du theo sang ché,
bao gdm ba CDR khac nhau trén chudi ning va ba CDR khéac nhau trén chudi nhe dugc
xac dinh. Vi tri cta cac axit amin CDR dugc xac dinh theo hé théng danh s6 IMGT
(IMGT: http://www.imgt.org/; cf. Lefranc, M.-P. va cdng su (2009) Nucleic Acids Res.
37,D1006-D1012).

Bang 2 thé hién cac trinh tu axit amin cia cac CDR va vung bién d6i chudi ning

(VH) va ving bién dbi chudi nhe (VL) ctia khang thé vi du theo sang ché (“HBC34”):
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HBC34 | SEQ | Trinh tu axit amin
ID
NO.
CDRH1 |34 GRIFRSFY
CDRH2 |35 NQDGSEK
CDRH2 | 66 INQDGSEK
dai
CDRH3 |36 AAWSGNSGGMDV
CDRL1 |37 KLGNKN

CDRL2 |38 EVK

CDRL2 |39 VIYEVKYRP

dai

CDRL3 |40 QTWDSTTVV

VH 41 ELQLVESGGGWVQPGGSQRLSCAASGRIFRSFYMSWVRQ
APGKGLEWVATINQDGSEKLYVDSVKGRFTISRDNAKNS
LFLQMNNLRVEDTAVYYCAAWSGNSGGMDVWGQGTTV
SVSS

VL 42 SYELTQPPSVSVSPGQTVSIPCSGDKLGNKNVCWFQHKPG

QSPVLVIYEVKYRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMD
EAAYFCQTWDSTTVVFGGGTRLTVL

Do d6, dugc uu tién 1a khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo
sang ché bao gdm cac trinh ty axit amin c6 do twong ddng it nhat 70%, it nhat 75%, it
nhat 80%, it nhat 85%, it nhat 88%, it nhat 90%, it nhat 92%, it nhat 95%, it nhit 96%,
it nhat 97%, it nhat 98% hodc it nhat 99% v&i it nhdt mot trong sb cac trinh tu CDR,
trinh tw VH va/hodc trinh ty VL dugc thé hién trén Bang 2.

Bang 3 thé hién cac trinh tu axit amin ctia cic CDR va vung bién ddi chudi ning
(VH) va ving bién d6i chudi nhe (VL) cta khang thé vi du khac theo sang ché
(“HBC34v7"):

HBC34v7 | SEQ | Trinh tu axit amin
ID
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NO.

CDRH1 |34 | GRIFRSFY

CDRH2 |35 | NQDGSEK

CDRH2 |66 |INQDGSEK

dai

CDRH3 |36 | AAWSGNSGGMDV

CDRLI1 37 | KLGNKN

CDRL2 |38 |EVK

CDRL2 |39 | VIYEVKYRP

dai

CDRL3 58 | QTFDSTTVV

VH 41 ELQLVESGGGWVQPGGSQRLSCAASGRIFRSFYMSWVR
QAPGKGLEWVATINQDGSEKLYVDSVKGRFTISRDNAK
NSLFLOMNNLRVEDTAVYYCAAWSGNSGGMDVWGQG
TTVSVSS

VL 59 SYELTQPPSVSVSPGQTVSIPCSGDKLGNKNVCWFQHKP
GQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
MDEAAYFCQTFDSTTVVFGGGTRLTVL

Do d6, dugc wu tién la khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cta né, theo
sang ché bao goém cac trinh ty axit amin c¢6 do twong dong it nhat 70%, it nhat 75%, it
nhat 80%, it nhat 85%, it nhat 88%, it nhit 90%, it nhit 92%, it nhit 95%, it nhat 96%,
it nhit 97%, it nhat 98% hodc it nhat 99% véi it nhdt mot trong sb cac trinh tu CDR,

trinh tw VH va/hoic trinh ty VL duoc thé hién trén Bang 3.

Bang 4 thé hién cac trinh tu axit amin cua cdc CDR va ving bién doi chudi ning

(VH) va ving bién ddi chudi nhe (VL) cua khang thé vi du khac theo sang ché

(“HBC34v23”):

HBC34v23 | SEQ | Trinh tu axit amin
D
NO.

CDRHI1 34 | GRIFRSFY

-47-




39496

CDRH2 35 | NQDGSEK
CDRH2 66 | INQDGSEK
dai
CDRH3 36 | AAWSGNSGGMDV

CDRL1 37 | KLGNKN

CDRL2 38 |EVK

CDRL2dai | 39 | VIYEVKYRP

CDRL3 58 | QTFDSTTVV

VH | 41 ELQLVESGGGWVQPGGSQRLSCAASGRIFRSFYMSWVR
QAPGKGLEWVATINQDGSEKLYVDSVKGRFTISRDNAK
NSLFLOMNNLRVEDTAVYYCAAWSGNSGGMDVWGQ
GTTVSVSS

VL 65 SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDKLGNKNACWYQQK
PGQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQ
AMDEADYYCQTFDSTTVVFGGGTKLTVL

Do d6, duoc wu tién la khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia no, theo
sang ché bao gdm cac trinh ty axit amin c6 d6 twong ddng it nhit 70%, it nhat 75%, it
nhat 80%, it nhat 85%, it nhat 88%, it nhit 90%, it nhat 92%, it nhit 95%, it nhat 96%,
it nhit 97%, it nhit 98% hoic it nhat 99% v&i it nhat méot trong sd cac trinh ty CDR,
trinh ty VH va/hoic trinh ty VL dugc thé hién trén Bang 4.

Bang 5 thé hién céc trinh ty axit amin ctia cac CDR va ving bién ddi chudi ning
(VH) va ving bién d6i chudi nhe (VL) cua khing thé vi du khic theo sang ché
(“HBC34v31”):

HBC34v31 | SEQ | Trinh tu axit amin
1D
NO.
CDRH1 34 | GRIFRSFY
CDRH2 35 | NQDGSEK
CDRH2 66 | INQDGSEK
dai
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CDRH3 36 | AAWSGNSGGMDV

CDRLI1 37 | KLGNKN

CDRL2 38 |EVK

CDRL2 dai | 39 | VIYEVKYRP

CDRL3 40 | QTWDSTTVV

VH 67 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRIFRSFYMSWVR
QAPGKGLEWVANINQDGSEKLYVDSVKGRFTISRDNA
KNSLFLQMNNLRVEDTAVYYCAAWSGNSGGMDVWG
QGTTVTVSS

VL 42 | SYELTQPPSVSVSPGQTVSIPCSGDKLGNKNVCWFQHKP
GQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
MDEAAYFCQTWDSTTVVFGGGTRLTVL

Do d6, duoc uu tién 1 khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo
sang ché bao gdm cac trinh ty axit amin ¢ do twong dong it nhit 70%, it nhat 75%, it
nhit 80%, it nhat 85%, it nhit 88%, it nhat 90%, it nhat 92%, it nhit 95%, it nhat 96%,
it nhit 97%, it nhit 98% hodc it nhit 99% v&i it nhat mot trong sd cac trinh ty CDR,
trinh tu VH va/hoic trinh tu VL dugc thé hién trén Bang 5.

Bang 6 thé hién cac trinh tu axit amin ciia cac CDR va ving bién d6i chudi ning
(VH) va vung bién d6i chudi nhe (VL) cia khang thé vi du khac theo sang ché
(“HBC34v32”):

HBC34v32 | SEQ | Trinh tu axit amin
ID
NO.
CDRH1 34 | GRIFRSFY
CDRH2 35 | NQDGSEK
CDRH2 66 | INQDGSEK
dai
CDRH3 36 | AAWSGNSGGMDV
CDRLI 37 | KLGNKN

CDRL2 38 | EVK
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CDRL2dai | 39 | VIYEVKYRP

CDRL3 58 | QTFDSTTVV

VH 67 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRIFRSFYMSWVR
QAPGKGLEWVANINQDGSEKLYVDSVKGRFTISRDNA
KNSLFLOMNNLRVEDTAVYYCAAWSGNSGGMDVWG
QGTTVTVSS

VL 59 | SYELTQPPSVSVSPGQTVSIPCSGDKLGNKNVCWFQHKP

GQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
MDEAAYFCQTFDSTTVVFGGGTRLTVL

Do d6, duge vu tién 1a khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo

sang ché bao gdm cac trinh ty axit amin ¢6 do twong ddng it nhit 70%, it nhat 75%, it
nhit 80%, it nhat 85%, it nhat 88%, it nhit 90%, it nhat 92%, it nhat 95%, it nhit 96%,
it nhat 97%, it nhat 98% hodc it nhat 99% v&i it nhat mét trong sé céc trinh tw CDR,

trinh ty VH va/hodc trinh tu VL duoc thé hién trén Bang 6.

Bang 7 thé hién céc trinh tu axit amin cia cic CDR va ving bién ddi chudi ning

(VH) va ving bién ddi chudi nhe (VL) ctia khang thé minh hoa khac theo sang ché
(“HBC34v33”):

HBC34v33 | SEQ | Trinh tu axit amin
ID
NO.
CDRHI1 34 | GRIFRSFY
CDRH2 35 | NQDGSEK
CDRH2 66 | INQDGSEK
dai
CDRH3 36 | AAWSGNSGGMDV
CDRL1 37 | KLGNKN
CDRL2 38 | EVK
CDRL2 dai | 39 | VIYEVKYRP
CDRL3 58 | QTFDSTTVV
VH 67 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRIFRSFYMSWVR
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QAPGKGLEWVANINQDGSEKLYVDSVKGRFTISRDNA
KNSLFLQMNNLRVEDTAVYYCAAWSGNSGGMDVWG
QGTTVTVSS

VL

65 SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDKLGNKNACWYQQK
PGQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQ
AMDEADYYCQTFDSTTVVFGGGTKLTVL

Do d6, dugc vu tién la khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia no, theo
sang ché bao gdm cac trinh ty axit amin c6 d twong dong it nhat 70%, it nhat 75%, it
nhét 80%, it nhat 85%, it nhit 88%, it nhit 90%, it nhat 92%, it nhat 95%, it nhit 96%,
it nhit 97%, it nhit 98% hodc it nhit 99% véi it nhat mot trong sd cac trinh ty CDR,
trinh tuy VH va/hodc trinh ty VL duoc thé hién trén Bang 7.

Bang 8 trinh bay tong quan vé cac bién d6i VH va VL ctia céc bién thé khang thé
vi du "HBC34v7", "HBC34v23", "HBC34v31", "HBC34v32" va "HBC34v33" cia
khang thé kiéu dai (WT) "HBC34" va v& cac SEQ ID NO tuong tng cla cdc trinh tu

axit amin VH/VL va CDR tuong tng:

Ténbién | Bién d6i | Bién dbi VL CDR VL |V

thé VH Hl |H2 [H3 |L1 [L2 |L3 H
WT WT 35/ 38/

HBC34 34 166 |36 |37 |39 |40 |41 |42

HBC34- | WT WI107F 35/ 38/

V7 34 (66 |36 |37 |39 |58 |41 |59

HBC34- | WT WO7F/FR1234G 35/ 38/

V23 L/CDR2Y 66 34 |66 |36 |37 |39 |58 |41 |65

HBC34- WT 35/ 38/

V31 FR124GL 34 |66 |36 |37 |39 [40 |67 |42

HBC34- W107F 35/ 38/

V32 FR124GL 34 |66 |36 |37 |39 |58 |67 |59

HBC34- WO7F/FR1234G 35/ 38/

V33 FR124GL | L/CDR2Y66 34 |66 |36 |37 |39 |58 |67 |65
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Tt hon 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia nd, theo sang ché
bao gébm chudi ning chira it nhat mot CDRHI, it nhat mét CDRH2 va it nhit mot
CDRH3 va chudi nhe chita it nhat mot CDRLI, it nht mot CDRL2 va it nhat mot
CDRLS3 trong d6 it nhit mot CDRLI, it nhat mot CDRL2 va it nhdt mot CDRL3, trong
d6 it nhat mot CDR, tét hon 1a it nhAt mot chudi naing CDRH3 chira trinh ty axit amin
theo SEQ ID NO: 36 hoic bién thé trinh ty chirc nang cua ching nhu duge md ta trong
ban mé ta nay. Do d6, duoc uvu tién 1a it nhit mot chudi naing CDRH3 chua trinh tu axit
amin c6 chung do tuong d@)ng trinh tu it nhat 80%, t6t hon la it nhat 85%, tét hon nira
1a it nhat 90%, tham chi t&t hon nira la it nhat 95% va cu thé tdt hon 1a it nhit 98% hoic
99% v&i SEQ ID NO: 36. Tét hon nita 1, it nhdt mot chudi ning CDRH3 chira trinh tu
axit amin theo SEQ ID NO: 36.

Pugc uu tién la khang thé, hoac manh lién két khang nguyén chira chudi nang
chtra it nhdt mot CDRH1, it nhdt mot CDRH2 va it nhdt mot CDRH3 va chudi nhe chia
it nhit mot CDRLI, it nhAt mét CDRL2 va it nhdt mot CDRLS3, trong d6 it nhit mot
chudi nhe CDRL3 chura trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 40 hoic SEQ ID NO: 58,
hodc bién thé trinh tu chic ning cta né. Theo do, dugc wu tién la it nhat mot CDRL3
chudi nhe chira trinh ty axit amin c6 chung d6 twong dong trinh tu it nhit 80%, t6t hon
1a it nhat 85%, t6t hon nita 14 it nhat 90%, tham chi tot hon nita 1a it nhit 95% va cu thé
t6t hon 1a it nhat 98% hodc 99% vdi SEQ ID NO: 40 hodc SEQ ID NO: 58. Tét hon nita
14, it nhat mot CDRL3 chudi nhe chira trinh tu axit amin theo SEQ ID NO: 40 hodc SEQ
ID NO:58.

T6t hon nita 13, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo sang
ché bao gébm chudi ning chia it nhit mot CDRHI, it nhit mo6t CDRH?2 va it nhat mot
CDRH3 va chudi nhe chira it nhdt mot CDRLI, it nhat mot CDRL2 va it nhit mot
CDRL3, trong do it nhit mét chudi nang CDRHI1 chta trinh ty axit amin theo SEQ ID
NO: 34 hodc bién thé trinh tu chirc nang cua no, it nhdt mét CDRH2 chta trinh tu axit
amin theo SEQ ID NO: 35 hoic bién thé trinh tu chiic ning cua né va/hodc it nhat mot
chudi nang CDRH3 chira trinh tu axit amin theo SEQ ID NO: 36 hoic bién thé trinh tu
chirc niang ctia né. Tét hon nita 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua no,
theo sang ché bao gém chudi nang chira it nhdt mot CDRH1, it nhat mot CDRH?2 va it
nhat mot CDRH3 va chudi nhe chira it nhit mot CDRL1, it nhat mot CDRL2 va it nhat
mdt CDRL3, trong d6 it nhat mot chudi nang CDRHI chira trinh tu axit amin theo SEQ
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ID NO: 34 hoic bién thé trinh tu chic ning cua no, it nhat mét CDRH2 chira trinh tu
axit amin theo SEQ ID NO:35 hoic 66 hodc bién thé trinh ty chirc ning ciia né va/hoic
it nhat mot chudi nang CDRH3 chia trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 36 hoic bién
thé trinh tu chirc nang ctia nd. Do d6, duoc vu tién 14, it nhit mot chudi ning CDRH1
chtra trinh tu axit amin ¢6 chung d6 twong dong trinh ty it nhat 80%, tot hon 1a it nhét
85%, t6t hon nita la it nht 90%, tham chi t6t hon nita la it nhit 95% va cu thé t&t hon
1a it nhit 98% hodc 99% voi SEQ ID NO: 34; it nhit mdt chudi ning CDRH2 chtra trinh
tu axit amin c¢6 chung d6 twong ddng trinh tu it nhat 80%, t&t hon 1a it nhét 85%, t&t hon
nita la it nhat 90%, thAm chi tbt hon nita 1a it nhét 12 95% va cu thé t6t hon 1a it nhat
98% hodc 99% véi SEQ ID NO: 35 hodc 66; va/hodc it nhat mot chudi naing CDRH3
chira trinh ty axit amin ¢6 chung d6 tuong ddng trinh tu it nhat 80%, tot hon 1a it nhét
85%, tdt hon nita 1a it nhit 90%, thAm chi tbt hon nira 1a it nhit 95% va cu thé t5t hon
1a it nhat 98% hodc 99% v4i SEQ ID NO: 36. Tét hon 1a, it nhat mot chudi naing CDRH1
chira trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 34; it nhat mot chudi ning CDRH?2 chira trinh
tu axit amin theo SEQ ID NO: 35 hodac 66; va/hoac it nhét mot chudi nang CDRH3 chua
trinh tu axit amin theo SEQ ID NO: 36.

Tt hon niva 1a, khang thé, hoac manh lién két khang nguyén cua nd, theo sang
ché bao gom chudi nang chira it nhit mét CDRH1, it nhat mdt CDRH2 va it nhit mot
CDRH3 va chubi nhe chira it nhdt mot CDRLI, it nhit mét CDRL2 va it nhit mot
CDRL3, trong d6 it nhat mot CDRL1 chura trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 37 hodc
bién thé trinh ty chirc nang ctia no, it nhat moét CDRL2 chira trinh ty axit amin theo SEQ
ID NO: 38 hodc 39 hodc bién thé trinh ty chirc ning cia n6, va/hodc it nhat mot amino
CDRL3 chira trinh tu axit amin theo SEQ ID NO: 40 hoic bién thé trinh ty chirc ning
cta né. Pugc wu tién 1a khang thé, hoac manh lién két khang nguyén cia nd, theo sang
ché bao gdm chudi niang chira it nhat mot CDRHI, it nhdt mot CDRH2 va it nhit mot
CDRH3 va chudi nhe chira it nhdt mot CDRLI, it nhat mot CDRL2 va it nhit mot
CDRL3, trong do it nhat méot chudi nhe CDRL1 chira trinh tu axit amin theo SEQ ID
NO: 37 hodc bién thé trinh tu chirc nang cua no, it nhéit mot chudi nhe CDRL2 chita
trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 38 hodc 39 hodc bién thé trinh tu chic nang cua no,
va/hodc it nhit mot chudi nhe amino CDRL3 chia trinh tu axit amin theo SEQ ID NO:
58 hodc bién thé trinh tu chiic ning cta nd. Theo do, duoc wu tién 1a, it nhit mot chudi

nhe CDRLI1 chira trinh ty axit amin c6 chung do twong dong trinh tu it nhit 80%, tbt

-53-



39496

hon 1a it nhAt 85%, t&t hon nira 1a it nhat 90%, thim chi tot hon nita 1a it nhat 95% va cu
thé tbt hon 1a it nhit 98% hoic 99% véi SEQ ID NO: 37; it nhat mot chudi nhe CDRL2
chira trinh ty axit amin c6 chung do twong ddng trinh tu it nhat 80%, t6t hon 1a it nhat
85%, tbt hon nita 14 it nhit 90%, tham chi tét hon nita 1 it nhét 1a 95% va cu thé t&t hon
1a it nhit 98% hodc 99% voi SEQ ID NO: 38 hoic 39; va/hozc it nhat mot chudi nhe
CDRL3 chta trinh tu axit amin c6 chung d6 twong ddng trinh tu it nhit 80%, tot hon 1a
it nhat 85%, t6t hon nita 1a it nhat 90%, tham chi t&t hon nita 1a it nhit 95% va cu thé tét
hon 14 it nhat 98% hodc 99% v4i SEQ ID NO: 40 hodc 58. Tt hon nita 14, it nhat mot
chudi nhe CDRL1 chtra trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 37; it nhit mot chudi nhe
CDRL?2 chira trinh ty axit amin theo SEQ ID NO: 38 hodc 39; va/hoic it nhit mot chudi
nhe CDRL3 chira trinh tu axit amin theo SEQ ID NO: 40 hoac 58.

Theo do, cling duoc vu tién 1a khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia
no, theo sang ché chta cac trinh ty axit amin CDRH1, CDRH2, va CDRH3 va cac trinh
ty axit amin CDRL1, CDRL2, va CDRL3 theo cac SEQ ID NO: 34-38 va 40 hodc cac
bién thé trinh tu chirc nang cia ching hodc theo cac SEQ ID NO: 34-37 va 39-40 hoic
cac bién thé trinh tu chirc ning cia né, trong tng. Ciing duoc wu tién la khang thé hodc
manh lién két khang nguyén ctia né chia cac trinh ty axit amin CDRH1, CDRH2, va
CDRH3 va cac trinh tu axit amin CDRL1, CDRL2, va CDRL3 theo cac SEQ ID NO:
34, 36-38, 40 va 66 hodc cac bién thé trinh ty chirc ning cua chung hoic theo cac SEQ
ID NO: 34, 36-37, 39-40 va 66 ho#c cac bién thé trinh ty chirc nang cia nod, trong Ung.
Cling duoc uu tién 1a khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né chira cac trinh
tu axit amin CDRH1, CDRH2, va CDRH3 va cac trinh tu axit amin CDRL1, CDRL2,
va CDRL3 theo cac SEQ ID NO: 34-38 va 58 hoic cac bién thé trinh ty chirc ning cla
chiing hodc theo cac SEQ ID NO: 34-37, 39 va 58 hoic cac bién thé trinh tu chic nang
ctia né, twong tng. Cling duge wu tién 1a khang thé hoac manh lién két khang nguyén
cua n6 chtra cac trinh ty axit amin CDRH1, CDRH2, va CDRH3 va cac trinh tu axit
amin CDRL1, CDRL2, va CDRL3 theo cac SEQ ID NO: 34, 36-38, 58 va 66 hoic cac
bién thé trinh tu chic nang cua chung hodc theo cac SEQ ID NO: 34, 36-37, 39, 58 va

66 hodc cac bién thé trinh ty chlrc ning cta nd, twong tng.

Theo do, ciing dugc wu tién 1a khang thé hodc manh lién két khang nguyén chia
cac trinh ty axit amin CDRHI1, CDRH2, CDRH3 va cac trinh tu axit amin CDRLI1,
CDRL2, va CDRL3 (i) ¢6 chung d6 twong dong trinh tu it nhit 80%, t6t hon 1a it nhat
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85%, tot hon nira Ia it nhit 90%, tham chi t5t hon nita 1a it nhdt 95% va cu thé tét hon
1a it nhat 98% hodc 99% v&i mdi SEQ ID NO trong sb cac SEQ ID NO: 34-38 va 40,
twong rng; hodc (ii) co chung do tuong ddng trinh ty it nhit 80%, tt hon la it nhat 85%,
t6t hon nita 1a it nhit 90%, tham chi tdt hon nita 1a it nhat 95% va cu thé t6t hon 12 it
nhéat 98% hodic 99% véi mdi SEQ ID NO trong s6 cac SEQ ID NO: 34-37, 39 va 40,
twong tng; hodc (iii) ¢6 chung d6 twong dong trinh ty it nhat 80%, t6t hon 1a it nhat
85%, tot hon nira 1a 90%, thAm chi tdt hon nira 1a it nhit 95% va cu thé t6t hon 1a it nhét
98% hodc 99% vdi mbi SEQ ID NO trong sé cac SEQ ID NO: 34-38 va 58, twong ung;
hodc (iv) c¢6 chung do twong dong trinh tu it nhat 80%, tot hon 1a it nhat 85%, t&t hon
nita 1a 90%, tham chi t&t hon nita 14 it nhét 95% va cu thé tét hon 1a it nhit 98% hodc
99% v&i mdi SEQ ID NO trong sd cac SEQ ID NO: 34-37,39 va 58, tuong tng; hoic
(v) ¢6 chung do twong ddng trinh ty it nhat 80%, tot hon 1a it nhat 85%, t6t hon nita la
90%, tham chi t6t hon nita 14 it nhat 95% va cu thé tot hon la it nhat 98% hodc 99% vdi
mdi SEQ ID NO trong sb cac SEQ ID NO: 34, 36-38, 40 va 66 twong ung; hoic (vi) ¢6
chung d6 twong dong trinh tu it nhat 80%, tdt hon Ia it nhét 85%, t6t hon nita 1a 90%,
tham chi t6t hon nita 1 it nhit 95% va cu thé tdt hon 1a it nhat 98% hodc 99% véi mdi
SEQ ID NO trong s6 cac SEQ ID NO: 34, 36-37, 39, 40 va 66, twong ung; hoic (vii) c6
chung do twong dong trinh ty c6 chung it nhit 80%, t6t hon 1a it nhat 85%, tdt hon nita
1a 90%, tham chi t5t hon nita 1a it nhit 95% va cu thé ot hon 1a it nhat 98% hodc 99%
v6i mdi SEQ ID NO trong sé cac SEQ ID NO: 34, 36-38,58 va 66, tuong (ng; hoic
(viii) c6 chung d6 twong ddng trinh ty it nhat 80%, t6t hon 1a it nhit 85%, tot hon nita
12 90%, tham chi tét hon nita la it nhat 95% va cu thé ot hon 1a it nhat 98% hodc 99%
voi mdi SEQ ID NO trong sb cac SEQ ID NO: 34, 36-37, 39, 58 va 66, tuong Ung.

Tt hon nita 1a, khang thé hodc manh lién két khang nguyén chtra cac trinh tu axit
amin CDRH1, CDRH2, va CDRH3 va cac trinh tuy axit amin CDRL1, CDRL2, va
CDRLS3 (i) theo cac SEQ ID NO: 34-38 va 40, twong tng; hodc (ii) theo cac SEQ ID
NO: 34-37, 39 va 40, tuong ung; hodc (iii) theo cac SEQ ID NO: 34-38 va 58, tuong
tng; hodc (iv) theo cac SEQ ID NO: 34-37, 39 va 58, tuong tng; hoac (v) theo cac SEQ
ID NO: 34,36-38, 40 va 66, twong tng; hodc (vi) theo cac SEQ ID NO: 34, 36-37, 39,
40 va 66, tuong Ung; hodc (vii) theo cac SEQ ID NO: 34, 36-38, 58 va 66, tuong Ung;
hodc (viii) theo cac SEQ ID NO: 34, 36-37, 39, 58 va 66, tuong Ung.

Hon nita, cling dwgc wru tién 1a khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua
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né, theo sang ché chira trinh ty axit amin ving bién ddi chudi ning (VH) theo SEQ ID
NO: 41 hoiic bién thé trinh tu chirc ning cua né va/hoic trinh tyr axit amin ving bién dbi
chudi nhe (VL) theo SEQ ID NO: 42 hoic bién thé trinh tu chitc ning ctia né. Theo do,
duoc wu tién 1a khang thé hoic manh lién két khang nguyén chia trinh ty axit amin ving
bién ddi chudi nang (VH) c6 chung d6 tuong dong trinh tu it nhat 80%, tot hon 1a it nhét
85%, t&t hon nita la it nhAt 90%, tham chi t&t hon nita la it nhit 95% va cu thé tét hon
1 it nhAt 98% hoic 99% v&i SEQ ID NO: 41; va trinh tu axit amin vung bién ddi chudi
nhe (VL) ¢6 chung d6 twong ddng trinh tu it nhit 80%, 6t hon la it nhat 85%, tét hon
nita 1a 90%, tham chi tot hon nita 1a it nhat 95% va cu thé t&t hon la it nhét 98% hoac
99% v&i SEQ ID NO: 42. Tét hon nita 13, khang thé hoic manh lién két khang nguyén
chira trinh tu axit amin ving bién d6i chudi nang (VH) theo SEQ ID NO:41 va trinh tur
axit amin ving bién d6i chudi nhe (VL) theo SEQ ID NO: 42.

Hon nita, cling duoc uu tién la khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta
no, theo sang ché chira trinh ty axit amin ving bién d6i chudi nang (VH) theo SEQ ID
NO: 41 hodc 67 hodc bién thé trinh ty chic nang cua né va/hodc trinh ty axit amin vung
bién dbi chudi nhe (VL) theo SEQ ID NO: 42 hoic bién thé trinh ty chirc ning cua né.
Theo d6, duge wu tién la khang thé hodc manh lién két khang nguyén chia trinh ty axit
amin vung bién d6i chudi nang (VH) cé chung d6 tvong ddng trinh tu it nhét 80%, tdt
hon 1a it nhét 85%, tét hon nita la it nhat 90%, tham chi t6t hon nira la it nhdt 95% va cu
thé t6t hon 1a it nhat 98% hodc 99% v&i SEQ ID NO: 41 hoic 67 va trinh ty axit amin
vung bién d6i chudi nhe (VL) ¢6 chung do tuong ddng trinh tu it nhat 80%, tot hon I it
nhat 85%, t&t hon nita 12 90%, thAm chi tdt hon nita la it nhit 95% va cu thé tdt hon la
it nhit 98% hoic 99% véi SEQ ID NO: 42. Tét hon nira 1a, khang thé hodc manh lién
két khang nguyén chtra trinh ty axit amin vung bién dbi chudi ning (VH) theo SEQ ID
NO: 41 hodc 67 va trinh ty axit amin vung bién dbi chudi nhe (VL) theo SEQ ID NO:
42.

T6t hon 1a, khang thé hodc manh lién két khang nguyén chira trinh ty axit amin
ving bién dbi chudi nang (VH) theo SEQ ID NO: 41 hoic 67 hoic bién thé trinh ty chirc
nang ciia nd va trinh ty axit amin vung bién ddi chudi nhe (VL) theo SEQ ID NO: 59
hodc 65 hodc bién thé trinh tu chirc ning ctia n6. Theo d6, dwoc wu tién la khang thé
hodc manh lién két khang nguyén chira (i) trinh ty axit amin vung bién dbi chudi ning

(VH) c6 chung do6 twong dong trinh tu it nhat 80%, t&t hon 1a it nhit 85%, t&t hon nira
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Ia it nhit 90%, tham chi t5t hon nita 1a it nhat 95% va cu thé tét hon la it nhat 98% hoac
99% v&i SEQ ID NO: 41 hodc 67; va (ii) trinh tu axit amin vung bién d6i chudi nhe
(VL) ¢6 chung do twong ddng trinh tu it nhit 80%, t6t hon la it nhat 85%, tot hon nita
14 90%, tham chi t&t hon nita 1a it nhit 95% va cy thé t6t hon 1a it nhat 98% hodc 99%
v6i SEQ ID NO: 59 hodc 65. Tét hon nita la, khang thé hodc manh lién két khang nguyén
chira trinh ty axit amin vung bién dbi chudi nang (VH) theo SEQ ID NO: 41 hoic 67 va
trinh tu axit amin ving bién d6i chudi nhe (VL) theo SEQ ID NO: 59 hoic 65.

Tét hon 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua né, theo sang ché
chira it nhat mot chudi naing CDRHI, CDRH2, va CDRH3 va cac trinh ty axit amin
chudi nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 ma c6 d6 tuong dong trinh tu it nhat 80%, vi
du, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%., 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vai cac trinh tu axit amin néu trong cac
SEQ ID NO: 34 — 38 va 40 hodc vdi trinh ty axit amin cua cac SEQ ID NO: 34 — 37 va
39 — 40, tuong ung.

Tt hon 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo sang ché
chtra it nhit mot chudi nang CDRH1, CDRH2 va CDRH3 va céc trinh ty axit amin chudi
nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 ma c6 do tuong dong trinh ty it nhat 80%, vi du, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%., 98%, 99% hodc 100% vai cac trinh tu axit amin cua cac SEQ ID NO: 34 —
38 va 58, twong ung, hodc voi cac trinh tu axit amin néu trong cac SEQ ID NO: 34 —
37,39 va 58, tuong ung. Tt hon 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua
no, theo sang ché chira it nhat mot chudi nang CDRH1, CDRH2 va CDRH3 va céc trinh
ty axit amin chudi nhe CDRL1, CDRL2, va CDRL3 ma c6 d6 twong dong trinh tu it
nhat 80%, vi du, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vai cac trinh tu axit amin cua
néu trong cac SEQ ID NO: 34, 36 — 38, 40 va 66, tuong tng, hodc vai trinh ty axit amin
néu trong cac SEQ ID NO: 34, 36 — 37 va 39 — 40 va 66, twong tmg. Tt hon 1a, khang
thé, hodc manh lién két khang nguyén cia no, theo sang ché chira it nhat mot chudi nang
CDRH1, CDRH?2 va CDRHS3 va céc trinh tu axit amin chudi nhe CDRL1, CDRL2, va
CDRL3 ma c6 d9 twong ddng trinh tu it nhit 80%, vi du, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hodc 100% vai cac trinh ty axit amin néu trong cac SEQ ID NO: 34, 36 — 38, 58 va 66,
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twong ng, hodc vdi céc trinh ty axit amin néu trong cac SEQ ID NO: 34, 36 — 37, 39,
58 va 66, tuong ung.

Ciing duoc uu tién 1a khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia no, theo
sang ché chira it nhat mot ving bién doi chudi nang (VH) va it nhat mot trinh ty axit
amin vung bién ddi chudi nhe (VL) ma c¢6 d6 tuong ddng it nhat 80%, vi du, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%., 98%, 99% hodc 100% vai cac trinh tu axit amin néu trong cac SEQ ID NO:41 —
42.

Ciing duoc vu tién 1a khang thé, hoic manh lién két khang nguyén clia no, theo
sang ché chira it nhat mot ving bién dbi chudi nang (VH) va it nhat mét trinh ty axit
amin ving bién d6i chudi nhe (VL) ma c6 do tuong dong it nhat 80%, vi du, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%., 96%.,
97%., 98%, 99% hodc 100% vai cac trinh tu axit amin néu trong cac SEQ ID NO: 41 va
59.

Ciing duoc uu tién 1a khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cta no, theo
sang ché chira it nhat mot ving bién ddi chudi nang (VH) va it nhat mot trinh ty axit
amin vung bién déi chudi nhe (VL) ma ¢ d6 tuong ddng it nhit 80%, vi du, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%.,
97%, 98%, 99% hodc 100% vai cac trinh tu axit amin néu trong cac SEQ ID NO: 41 va
65.

Cu thé 6t hon 13, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua no, theo sang
ché 1a gHBC34, cu thé, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua nd, theo sang
ché 1a HBC34.

Cac tac gia sang ché da phan 14p khang thé don dong (mAb) theo sang ché, ma
duogc goi trong ban mo ta nay la HBC34 (cf. vi du 1). Trén co s& khang thé HBC34, cu
thé trén cac gen VH va VL ctia HBC 34, thuat ngit “gHBC34”, nhu duoc st dung trong
ban mb ta nay, dé cap dén khang thé “gen” twong tng, hodc cic manh lién két khang
nguyén clia né. Cu thé, “gHBC34” d& cip dén khang thé, hoic manh lién két khing
nguyén cua no, co trinh tu axit amin CDRH1 theo SEQ ID NO: 34, trinh tu axit amin
CDRH2 theo SEQ ID NO: 35, trinh tu axit amin CDRH3 theo SEQ ID NO: 36, trinh tu

axit amin CDRL1 theo SEQ ID NO: 37, trinh tu axit amin CDRL2 theo SEQ ID NO: 38
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hodc 39, va trinh tu axit amin CDRL3 theo SEQ ID NO:40. Cu thé, “oHBC34” dé cap
dén khang thé, hoic manh lién két khang nguyén clia no, c6 trinh ty axit amin CDRHI
theo SEQ ID NO: 34, trinh ty axit amin CDRH2 theo SEQ ID NO: 35 hodc 66, trinh tu
axit amin CDRH3 theo SEQ ID NO: 36, trinh ty axit amin CDRL1 theo SEQ ID NO:
37, trinh ty axit amin CDRL2 theo SEQ ID NO: 38 hodc 39, va trinh tu axit amin CDRL3
theo SEQ ID NO:40. Vung bién dbi chudi ning (Vi) clia “gHBC34” ¢ trinh ty axit
amin theo SEQ ID NO: 41, va vung bién dbi chudi nhe (V1) ctia “gHBC34” ¢6 trinh tu
axit amin theo SEQ ID NO: 42.

Cu thé t&t hon 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia n6, theo sang
ché 1a gHBC34v7, cu thé, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia no, theo
sang ché 1a HBC34v7.

Céc tac gia sang ché da xac dinh khang thé don dong (mAb) khac theo sang ché,
ma duoc goi trong ban md ta nay 1a HBC34v7 (cf. vi du 11). Trén co so khang thé
HBC34v7, cu thé trén cac gen VH va VL cia HBC34v7, thuat nglt “gHBC34v7”, nhu
duoc st dung trong ban mé ta ndy, dé cap dén khang thé “gen” tuong tng, hodc cac
manh lién két khang nguyén cla no. Cu thé, “gHBC34v7” d& cap dén khang thé, hoic
manh lién két khang nguyén ctia né, co trinh ty axit amin CDRH1 theo SEQ ID NO: 34,
trinh ty axit amin CDRH2 theo SEQ ID NO: 35 hodc 66, trinh tu axit amin CDRH3 theo
SEQ ID NO: 36, trinh ty axit amin CDRL1 theo SEQ ID NO: 37, trinh tu axit amin
CDRL2 theo SEQ ID NO: 38 hodc 39, va trinh tu axit amin CDRL3 theo SEQ ID NO:
58. Vung bién ddi chudi nang (Vi) ctia “gHBC34v7” ¢6 trinh ty axit amin theo SEQ ID
NO: 41, va vung bién d6i chudi nhe (VL) cia “gHBC34v7” ¢6 trinh tu axit amin theo
SEQ ID NO: 59.

Cu thé t&t hon 14, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén ctia nd, theo sang
ché 1a gHBC34v23, cuy thé, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua no, theo
sang ché 1a HBC34v23.

Cac tac gia sang ché da xac dinh khang thé don dong (mAb) khac theo sang ché,
ma dugce goi trong ban md ta nay 1a HBC34v23 (cf. vi du 12). Trén co s khang thé
HBC34v23, cu thé trén cac gen VH va VL cia HBC34v23, thuat ngit “gHBC34v23”,
nhu dugc str dung trong ban mo ta nay, dé cap dén khang thé “gen” twong ng, hodc cac

manh lién két khang nguyén cua né. Cu thé, “gHBC34v23” dé cap dén khang thé, hoic

-50-



39496

manh lién két khang nguyén cta né, co trinh ty axit amin CDRHI1 theo SEQ ID NO: 34,
trinh tu axit amin CDRH2 theo SEQ ID NO: 35 hodc 66, trinh ty axit amin CDRH3 theo
SEQ ID NO: 36, trinh ty axit amin CDRL1 theo SEQ ID NO: 37, trinh ty axit amin
CDRL?2 theo SEQ ID NO: 38 hoic 39, va trinh ty axit amin CDRL3 theo SEQ ID NO:
58. Vung bién d6i chudi ning (V) cia “gHBC34v23” ¢ trinh ty axit amin theo SEQ
ID NO: 41, va ving bién ddi chudi nhe (Vi) ctia “gHBC34v23” ¢6 trinh ty axit amin
theo SEQ ID NO: 59.

Cu th8 6t hon 1a, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né, theo sang
ché 1a gHBC34v31, cu thé, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cta no, theo
sang ché 1a HBC34v31.

Céc tac gia sang ché da xac dinh khang thé don dong (mAb) khéc theo sang ché,
ma duogc goi trong ban md ta nay 1a HBC34v31 (cf. vi du 12). Trén co s6 khang thé
HBC34v31, cu thé trén cac gen VH va VL cia HBC34v31, thuit ngir “gHBC34v31”,
nhu duoc st dung trong ban md ta ndy, dé cap dén khang thé “gen” tuong tng, hodc cac
manh lién két khang nguyén cia no. Cu thé, “gHBC34v31” d& cap dén khang thé, hodc
manh lién két khang nguyén ctia né, c6 trinh ty axit amin CDRH1 theo SEQ ID NO: 34,
trinh tu axit amin CDRH2 theo SEQ ID NO: 35 hodc 66, trinh tu axit amin CDRH3 theo
SEQ ID NO: 36, trinh tu axit amin CDRL1 theo SEQ ID NO: 37, trinh ty axit amin
CDRL2 theo SEQ ID NO: 38 hoac 39, va trinh tu axit amin CDRL3 theo SEQ ID NO:
40. Vung bién d6i chudi nang (Vi) ciia “gHBC34v31” ¢6 trinh ty axit amin theo SEQ
ID NO: 67, va vang bién d6i chudi nhe (Vi) ctia “gHBC34v31” ¢6 trinh ty axit amin
theo SEQ ID NO: 42.

Cu thé &t hon 14, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén ctia n6, theo sang
ché 1a gHBC34v32, cu thé, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cla no, theo
sang ché 1a HBC34v32.

Cac tac gia sang ché da xac dinh khang thé don dong (mAb) khac theo sang ché,
ma duoc goi trong ban mé ta nay 1a HBC34v32 (cf. vi du 12). Trén co s& khang thé
HBC34v32, cu thé trén cac gen VH va VL cta HBC34v32, thuit ngir “gHBC34v32”,

I3
A c¢

nhu duoc st dung trong ban md ta nay, dé cap dén khang thé “gen” tuong tmg, hodc cac
manh lién két khang nguyén cta n6. Cu thé, “gHBC34v32” dé cap dén khang thé, hoac
manh lién két khang nguyén ciia né, c6 trinh ty axit amin CDRH1 theo SEQ ID NO: 34,
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trinh tu axit amin CDRH2 theo SEQ ID NO: 35 hodc 66, trinh tu axit amin CDRH3 theo
SEQ ID NO: 36, trinh ty axit amin CDRL1 theo SEQ ID NO: 37, trinh ty axit amin
CDRL2 theo SEQ ID NO: 38 hodc 39, va trinh ty axit amin CDRL3 theo SEQ ID NO:
40. Vung bién ddi chudi ning (Vi) ctia “gHBC34v32” ¢o trinh ty axit amin theo SEQ
ID NO: 67, va vang bién d6i chudi nhe (Vi) ciia “gHBC34v32” ¢6 trinh tu axit amin
theo SEQ ID NO: 59.

Cu th8 t&t hon 14, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cta nd, theo sang
ché 1a gHBC34v33, cu thé, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cia nd, theo
sang ché 1a HBC34v33.

Céc tac gia sang ché di xac dinh khang thé don dong (mAb) khac theo sang ché,
ma dugc goi trong ban mo ta nay 1a HBC34v33 (cf. vi du 12). Trén co s& khang thé
HBC34v33, cu thé trén cac gen VH va VL cua HBC34v33, thuat ngtr “gHBC34v33”,
nhu duge st dung trong ban md ta nay, dé cip dén khang thé “gen” twong tng, hoic cac
manh lién két khéang nguyén ctia n6. Cu thé, “gHBC34v33” d& cap dén khang thé, hodc
manh lién két khang nguyén ctia né, co trinh tu axit amin CDRH1 theo SEQ ID NO: 34,
trinh ty axit amin CDRH2 theo SEQ ID NO: 35 hodc 66, trinh ty axit amin CDRH3 theo
SEQ ID NO: 36, trinh tu axit amin CDRL1 theo SEQ ID NO: 37, trinh ty axit amin
CDRL2 theo SEQ ID NO: 38 hodc 39, va trinh tu axit amin CDRL3 theo SEQ ID NO:
40. Vung bién ddi chudi nang (Vu) clia “gHBC34v33” ¢6 trinh tu axit amin theo SEQ
ID NO: 67, va vung bién dbi chudi nhe (V1) cta “gHBC34v33” ¢6 trinh ty axit amin
theo SEQ ID NO: 65.

Tét hon 14, khang thé theo sang ché, hoic manh lién két khang nguyén cua né la
khang thé ngudi, khang thé don dong, khang thé don dong ngudi, khang thé dugc tinh
ché, khang thé chudi don, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv hodc scFv.

Do d6, cac khang thé theo sang ché co thé Ia cac khang thé nguoi, cac khang thé
don dong, cac khang thé don dong nguoi, cic khang thé tai to hop hodc cac khang thé
duge tinh ché. Sang ché cling dé xut cac manh cua khang thé theo sang ché, cu thé la
cac manh ma gitt lai hoat tinh lién két khang nguyén cta cac khang thé. Cac manh nay
bao gom, nhung khong giéi han &, khang thé chudi don, Fab, Fab’, F(ab")2, Fv hodc

scFv.

Cac manh cua céc khang thé theo sang ché c6 thé thu duge tr cac khang thé bang
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cac phuong phap bao gdm phan cit bing cic enzym, ching han nhu pepsin hoic papain,
va/hodc bang viée cit cac lién két disulfit bang cach khir héa hoc. Theo cach khac, cac
manh cla khéng thé c6 thé thu duge bing cach tich dong hodc biéu hién mot phan cac
trinh tu cua cac chudi nang hodc nhe. “Cac manh” khang thé bao gdm Fab, Fab’, F(ab’)2
va cac manh Fv. Sang ché con bao ham cac manh Fv chudi don (scFv) c6 ngudn gbc tir
cac chudi ning va nhe cta khang thé theo sang ché. Vi du, sing ché bao gdm scFv chira
cac CDR tir khang thé theo sang ché. Ciing dugc bao gém la cac dime va monome chudi
nang hodc chudi nhe, khang thé chudi ning mién don, khang thé chudi nhe mién don,
cling nhu céc khang thé chudi don, vi dy, Fv chudi don trong d6, cic ving bién ddi chudi

nang va chudi nhe dugc lién ket bang cac moi lién ket peptit.

Céc manh khang thé theo sang ché co thé truyén cac twong tac da hoa tri hodc
don hoa tri va c6 thé dugc chira nhiéu ciu tric nhu duoc mé ta & trén. Vi du, cac phan
tr scFv ¢6 thé duoc téng hop dé tao ra “thé ba” hoa tri ba hoic “thé bdn” hoa tri bbn.
Céc phan tir scFv ¢6 thé bao gdm mot mién cua ving Fe thu duge trong thé nhé hoa tri
hai. Ngoai ra, cac trinh ty theo sang ché c6 thé 1a thanh phan ctia cac phan tir da dic higu
trong d6 cac trinh tu theo sang ché nham tring dich cc quyét dinh khdng nguyén theo
sang ché va cac ving khac ctia phan tit lién két véi cac dich khac. Cac phan ttr vi du bao
gém, nhung khong gidi han ¢, Fab2 déc hiéu kép, Fab3 ddc hiéu ba, scFv dac hiéu kép,
va cac thé hai (Holliger va Hudson, 2005, Nature Biotechnology 9: 1126-1136).

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét khang thé, hoic manh lién két khang
nguyén cua no, theo sang ché nhu dugc mé ta & trong ban mo ta nay dé st dung lam
duoc chit. Tt hon 1a, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cua né theo sang
ché nhu duge mo ta trong ban md ta nay dé s dung trong phong ngira, diéu tri hoic
viéce lam suy yéu viém gan B va/hodc viém gan D. Phin mb ta chi tiét vé khia canh d6
duoc dé xuét dudi diy theo “cach sir dung va diéu tri y khoa” va trong bdi canh cia

dugc pham theo sang ché.
Phéan tu axit nucleic

Theo khia canh khéc, sang ché cling d& xuit phan tr axit nucleic bao gém
polynucleotit ma hoa khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia né, theo sang ché
nhu dugc mo ta ¢ trén. Cac vi dy vé cac phan t axit nucleic va/hodc cic polynucleotit

bao gdm, vi du, polynucleotit tai td hop, vecto, oligonucleotit, phan tt ARN nhu rARN,
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mARN, miARN, siARN, hodc tARN, ho#c phan tit ADN nhu cADN. Cac trinh ty axit
nucleic ma hda mét phan hoic tat ca cac chudi ning va chudi nhe va cac CDR cua cac
khang thé theo sang ché duoc wu tién. Cac Bang 2-8 dé xuét cac s SEQ ID dbi vdi cac
trinh tu axit amin cua cdc CDR va VH va VL cua cac khang thé vi du theo sang ché, ma
tdt hon 1a dugc ma hoa boi céc trinh tu axit nucleic/polynucleotit nhu duge mo ta trong
ban md ta nay. Do do, t6t hon la dugc dé xuét trong ban md ta nay la trinh ty axit nucleic
m3 héa mot phan hodc tit ca cac chudi ning va chudi nhe, cu thé 1a cac trinh tu VH va
VL cta cac CDR cua cac khang thé vi du theo sang ché. Bang 9 dudi day trinh bay cac
s& SEQ ID dbi véi céc trinh tu axit nucleic ma héa cac CDR va VH va VL khang thé vi
du theo sang ché. Do sy du thira cia ma di truyén, sang ché cling bao gdm céc bién thé
trinh tu cla cac trinh tu axit nucleic ndy va cu thé 1a cac bién thé trinh tw ndy ma hoa

cac trinh tu axit amin.

Phén tir axit nucleic la phan tir bao gdm, t6t hon 1a bao gém cac thanh phan axit
nucleic. Tt hon 13, thuat ngir phan t¥ axit nucleic dé chi cac phan tt ADN hoic phan
tr ARN. Cu thé, nd duoc str dung ddng nghia voi thuat ngit “polynucleotit”. Tét hon la,
phan tir axit nucleic 1a polyme chira hoic bao gdm cac monome nucleotit ma dugc lién
két cong hoa tri voi nhau bang cac lién két phosphodieste ctia mach chinh duong/
phosphat. Thuat nglr “phan tir axit nucleic” cling bao ham cac phén tu axit nucleic dugc
bién ddi, chdng han nhu cac phén tir ARN hoic ADN dugc bién dbi bazo, duoc bién doi

duong hodc dugc bién d6i mach hinh, v.v..
Bang 9 thé hién cac trinh ty axit nucleic cua cic CDR va vung bién doi chudi

nang (VH) va ving bién ddi chudi nhe (VL) cta cac khang thé vi du theo sang ché

(“HBC34”, “HBC34v7”, “HBC34v23”, “HBC34v31”, “HBC34v32” va “HBC34v33”):

Tén SEQ ID | Trinh ty axit nucleic
NO.
HBC34
CDRH1 43 GGACGCATCTTTAGAAGTTTTTAC
CDRH2 44 ATAAACCAAGATGGAAGTGAGAAA
CDRH3 45 GCGGCTTGGAGCGGCAATAGTGGGGGTATGG
ACGTC
CDRLI1 46 AAATTGGGGAATAAAAAT
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CDRL2

47

GAGGTTAAA

CDRL2 dai

48

gtcatctatGAGGTTAA Ataccgeccc

CDRL3

49

CAGACGTGGGACAGCACCACTGTGGTG

VH

50

GAACTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCT
GGGTCCAGCCGGGGGGGTCCCAGAGACTGTC
CTGTGCAGCCTCTGGACGCATCTTTAGAAG
TTTTTACATGAGCTGGGTCCGCCAGGCCCCA
GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCCACTATA
AACCAAGATGGAAGTGAGAAATTATATGTG
GACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAACGCCAAGAACTCACTATTTCTGCA
AATGAACAACCTGAGAGTCGAGGACACGGC
CGTTTATTACTGCGCGGCTTGGAGCGGCAA
TAGTGGGGGTATGGACGTCTGGGGCCAGG
GGACCACGGTCTCCGTCTCCTCA

VL

51

TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGTGT
CCGTGTCCCCAGGACAGACAGTCAGCATCCC
CTGCTCTGGAGATAAATTGGGGAATAAAAA
TGTTTGCTGGTTTCAGCATAAGCCAGGCCAG
TCCCCTGTGTTGGTCATCTATGAGGTTAAAT
ACCGCCCCTCGGGGATTCCTGAGCGATTCTC
TGGCTCCAACTCTGGGAACACAGCCACTCTG
ACCATCAGCGGGACCCAGGCTATGGATGAGG
CTGCCTATTTCTGTCAGACGTGGGACAGCA
CCACTGTGGTGTTCGGCGGAGGGACCAGGC
TGACCGTCCTA

Ma bo ba VH

duogc to1 vu

70

GAACTGCAGCTGGTCGAATCAGGAGGAGGG
TGGGTCCAGCCCGGAGGGAGCCAGAGACTGT
CTTGTGCCGCATCAGGGAGGATCTTCAGGA
GCTTCTACATGTCCTGGGTGCGCCAGGCACC
AGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCGCCACCAT
CAACCAGGACGGATCTGAAAAGCTGTATGT
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GGATAGTGTCAAAGGCCGGTTCACAATTAGC
AGAGACAACGCTAAAAATTCTCTGTTTCTGC
AGATGAACAATCTGCGAGTGGAGGATACCGC
CGTCTACTATTGCGCCGCTTGGTCTGGCAA
CAGCGGCGGGATGGATGTCTGGGGGCAGG
GCACAACAGTGAGCGTCTCTTCC

Ma bo ba VL | 71 TCATACGAACTGACTCAGCCTCCCTCCGTCTC

dugc tbi wu CGTCTCACCTGGACAGACCGTCTCAATCCCC
TGCTCCGGCGAT
AAACTGGGCAACAAGAACGTGTGCTGGTTC
CAGCACAAACCCGGACAGAGTCCTGTGCTGG
TCATCTACGAGGTCAAGTATCGGCCAAGCG
GCATTCCCGAAAGATTCAGCGGCTCCAACTC
TGGGAATACCGCAACACTGACTATCTCTGGA
ACCCAGGCAATGGACGAGGCAGCTTACTTTT
GCCAGACTTGGGATTCAACTACTGTCGTGT
TCGGCGGCGGAACTAGACTGACTGTCCTG

Ma by ba|72 GGGAGGATCTTCAGGAGCTTCTAC

CRDHI1 duogc

t61 uu

Ma bd ba|73 ATCAACCAGGACGGATCTGAAAAG

CDRH2 duogc

ti wu

Ma bd ba|74 GCCGCTTGGTCTGGCAACAGCGGCGGGATGG

CDRH3 dugc ATGTC

tbi uu

Ma bo ba|75 AAACTGGGCAACAAGAAC

CDRL1 duogc

t6i uu

Ma bd ba|76 GAGGTCAAG

CDRL2 duogc

t6i ru
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Ma bd ba
CDRL2 dai

dugc tdi vu

77

GTCATCTACGAGGTCAAGTATCGGCCA

Ma bo ba
CDRL3 duogc

to1 uvu

78

CAGACTTGGGATTCAACTACTGTCGTG

HBC34v7, HBC34v23, HB

C34 v31, HBC34 v32 va HBC34 v33

CDRL1v7 va |60 AAGCTGGGGAACAAAAAT

CDRL1 v23

CDRL2 v7 va |6l GAGGTGAAA

CDRL2v23,

CDRL2v7 dai | 62 GTCATCTACGAGGTGAAATATCGGCCT

va

CDRL2v23

dai

CDRL3 v7 va | 63 CAGACATTCGATTCCACCACAGTGGTC

CDRL2v23

VL v7 64 TCTTACGAGCTGACACAGCCACCTAGCGTGT
CCGTCTCTCCAGGACAGACCGTGTCCATCCC
TTGCTCTGGCGACAAGCTGGGGAACAAAAAT
GTCTGTTGGTTCCAGCACAAGCCAGGGCAGA
GTCCCGTGCTGGTCATCTACGAGGTGAAATA
TCGGCCTTCAGGAATTCCAGAACGGTTCAGC
GGATCAAACAGCGGCAATACTGCAACCCTGA
CAATTAGCGGGACCCAGGCCATGGACGAAG
CCGCTTATTTCTGCCAGACATTCGATTCCACC
ACAGTGGTCTTTGGCGGGGGAACTAGGCTGA
CCGTGCTG

HBC34v31, 68 GAGGTGCAGCTGGTGGAATCCGGCGGGGGA

HBC34v32, CTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGACTGA

va HBC34v33 GCTGTGCAGCTTCTGGAAGAATCTTCAGATC

VH TTTTTACATGAGTTGGGTGAGACAGGCTCCT
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GGGAAGGGACTGGAGTGGGTCGCAAACATC
AATCAGGACGGATCAGAAAAGCTGTATGTGG
ATAGCGTCAAAGGCAGGTTCACTATTTCCCG
CGACAACGCCAAAAATTCTCTGTTTCTGCAG
ATGAACAATCTGCGGGTGGAGGATACCGCTG
TCTACTATTGTGCAGCCTGGTCTGGCAACAG
TGGAGGCATGGACGTGTGGGGACAGGGAAC
CACAGTGACAGTCAGCTCC

VL v23 69

TCTTACGAGCTGACACAGCCCCCTAGCGTGT
CCGTCTCTCCAGGCCAGACAGCATCCATCAC
TTGCTCTGGCGACAAGCTGGGGAACAAAAAT
GCCTGTTGGTATCAGCAGAAGCCAGGGCAGA
GTCCCGTGCTGGTCATCTACGAGGTGAAATA
TCGGCCTTCAGGAATTCCAGAAAGATTCAGT
GGATCAAACAGCGGCAATACTGCTACCCTGA
CAATTAGCGGGACCCAGGCCATGGACGAAG
CTGATTACTATTGCCAGACATTCGATTCCACC
ACAGTGGTCTTTGGCGGGGGAACTAAGCTGA
CCGTGCTG

Tbt hon 1a, trinh tu cua phan tir axit nucleic theo sang ché chira hodc bao gdm
trinh ty axit nucleic theo SEQ ID NO bét k¥ trong s6 cic SEQ ID NO: 43-51 hodc bién
thé trinh tu chirc nang ctia n6. Cling dugc wu tién 1a trinh ty cua phan tu axit nucleic

theo sang ché chira hodc bao gdm trinh ty axit nucleic theo SEQ ID NO bét ky trong sb

cac SEQ ID NO: 43 — 51, 60 — 64 va 68 —78.

Do dé, cling duge wu tién 1a cac trinh ty axit nucleic theo sang ché bao gém cac
trinh tu axit nucleic c6 d6 tuong dong it nhat 70%, it nhat 75%, it nhat 80%, it nhat 85%,
it nhét 88%, it nhit 90%, it nhat 92%, it nhat 95%, it nhat 96%, it nhat 97%, it nhat 98%
hodc it nhit 99% véi axit nucleic mi hoéa CDR, trinh ty VH va/hodc trinh ty VL duogc
stt dung trong khang thé (vi du) theo sang ché, vi du véi cac trinh ty dugc thé hién trong
Bang 9. Do do, phén tu axit nucleic dugc uu tién, trong do trinh ty polynucleotit chira

hodc bao gdm trinh ty axit nucleic theo SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO:
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43-51 hodc bién thé trinh tuy chic ning ciia né. Phan t axit nucleic, trong do trinh tu
polynucleotit chira hodc bao gdm trinh ty axit nucleic co chung do twong dong trinh tu
it nht 80%, t6t hon 14 it nht 85%, tét hon nita la it nhit 90%, thdm chi tot hon nira la
it nhét 95% va cu thé tét hon 1a it nhit 98% hodc 99% vdi SEQ ID NO bét ky trong s6
cac SEQ ID NO: 43 — 51, 60 — 64 va 68 — 78 cling dugc uu tién. Tét hon nia 1a, trinh
tu polynucleotit chtra hodc bao gdm trinh ty axit nucleic theo SEQ ID NO bét ky trong
s6 cac SEQ ID NO: 43-51, 60-64 va 68-78.

T4t hon nita 1a, trinh ty polynucleotit chira hodc bao gdm trinh ty axit nucleic ¢6
chung do twong ddng trinh ty it nhét 80%, t6t hon 1a it nhat 85%, tot hon nira la it nhét
90%, tham chi t5t hon nita 12 it nht 95% va cu thé t&t hon 1a it nhat 98% hodc 99% vdi
SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 70 — 78. Cac SEQ ID NO: 70 — 78 la cac
trinh ty axit nucleic dugc tdi uvu ma bd ba (cf. Bang 9). Cu thé t8t hon la, trinh tu
polynucleotit chira hoac bao gbm trinh tu axit nucleic theo SEQ ID NO bét ky trong s6
cac SEQ ID NO: 70-78.

Thong thuong, phén tir axit nucleic co thé duoc thao tac dé cheén, lam mét hoic
thay ddi mot s trinh ty axit nucleic. Cac thay doi tir sw thao tic ndy bao gdm, nhung
khong gi6i han 6, cac thay doi dé dwa vao cac vi tri gidi han, thay d6i cach str dung ma
b ba, bd sung hodc tdi vu hoa cac trinh tu diéu hoa phién ma hodc dich ma, v.v.. Biéu
nay cling c6 thé thay déi axit nucleic dé thay thé cac axit amin duge ma hoa. Vi du, nd
¢6 thé hitu ich dé dua vao mot hodc nhiéu (vidu, 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, v.v) su thé,
Jam mAt va/hodc chén axit amin vao trinh ty axit amin cta khang thé. Cac dot bién diém
nay c6 thé bién ddi cac chirc nang phan tng lai kich thich, i lyc lién két khang nguyén,
cac bién ddi sau dich ma, tinh sinh mién dich, v.v., c6 thé dua vao cac axit amin dé gén
két cac nhom hoéa tri (vi du, cac nhin) hodc ¢ thé dwa vao cac thé (vi dy, véi muc dich
tinh sach). Cac dot bién ¢ thé duoc dua vao ¢ cac vi tri ddc higu hodc 6 thé dugc dua
vao ngau nhién, dugc tuan theo boi sy Iva chon (vi du, sy tién hoa phan t). Vi du, mot
hodc nhiéu axit nucleic ma hoa ving bét ky trong s6 cac ving CDR, trinh tw VH va/hoic
trinh tu VL clia khang thé (vi du) theo sang ché c6 thé dugc dot bién truc tiép hodc ngiu
nhién dé dua vao cac dic tinh khac nhau trong cac axit amin dugc ma hoa. Cac thay doi
nay c6 thé 1a két qua cia quy trinh lip trong d6 cac thay doi ban dau dugc gitr lai va cac
thay d6i moi & cac vi tri nucleotit khac duge dua vao. Hon nira, cac thay dbi dat duoc &

cac budc doc 1ap co thé duoc két hop. Cac dic tinh khac dugc dwa vao cac axit amin
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duwoc ma hoa co thé bao gdm, nhung khong gidi han &, ai lyc dugc tang cuong.
Vecto

Hon nita, cac vecto dugc chira trong pham vi cua sang ché, vi dy, cac vecto biéu
hién, bao gdm phén tir axit nucleic theo sang ché. Tot hon la, vecto chira cac phan tur

axit nucleic nhu dugc md ta o trén.

Thuat ngit “vecto” dé chi phan tir axit nucleic, t6t hon la phan ttr axit nucleic tai
td hop, tirc 1a phan tir axit nucleic ma khong c6 trong tu nhién. Vecto trong bbi canh cia
sang ché thich hop dé két hop hodc bao gdm trinh tu axit nucleic mong mudn. Cac vecto
nay co thé 1a cc vecto Iuu trlr, vecto biéu hién, vecto tach dong, vecto chuyén, v.v..
Vecto luu trit 1a vecto ma cho phép viéce Iuu trlr thuén tién cua phan tu axit nucleic. Do
6, vecto 6 thé bao gdm trinh tu twong tmg, vi du, voi khang thé mong muén hoic
manh khang thé clia n6 theo sang ché. Vecto biéu hién c6 thé duge st dung dé san xuét
cua cac san pham biéu hién nhu ARN, vi du mARN, hoic cac peptit, polypeptit hodc
protein. Vi dy, vecto bidu hién c6 thé chira cac trinh tu cin thiét dé phién ma kéo cang
trinh ty cla vecto, ching han nhu trinh tu khéi diu phién ma. Vecto tach dong thuong
1a vecto chtra vi tri tach dong, ma c6 thé dugce st dung dé két hop cac trinh tu axit nucleic
vao vecto. Vecto tach dong co thé 1a, vi du, vecto plasmit hodc vecto thé thyc khuan.
Vecto chuyén ¢6 thé 1a vecto ma phti hop dé chuyén cac phan tir axit nucleic vao cac té
bao hoic cac sinh vat, vi du, cac vecto virut. Vecto trong bdi canh sang ché ¢6 thé 1a, vi
du, vecto ARN hodc vecto ADN. Tét hon 13, vecto 1a phan tit ADN. Vi dy, vecto trong
don sang ché bao gdm vi tri tich dong, chit danh diu chon loc, challng han thanh phan
khang khang sinh, va trinh tu thich hop dé nhan vecto, chin han nhu ngudn gbc cua su
sao chép. Tdt hon 14, vecto trong bdi canh ctia don sang ché nay la vecto plasmit.

Té bao

Theo khia canh khac, sang ché con dé xuét t& bao biéu hién khang thé, hoic manh
lién két khang nguyén clia no, theo sang ché; va/hodc bao gdm vecto theo sang ché.

Céc vi du vé cac té bao nay bao gdm nhung khong gi6i han &, cac té bao nhan
thuc, vi du, cac té bao niAm men, cac t& bao dong vat hodc cac té bao thuc vat. Tét hon
13, cac té bao la cac té bao dong vat co va, tot hon nita 12 dong té bao dong vat co vu.
Céc vi du duge vu tién bao gdm cac té bao clia nguoi, cac té bao CHO, cac té bao

HEK293T, céc té bao PER.CS, cac té bao NSO, cic té bao gan cta nguoi, vi du, cac té
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bao Hepa RG, cac té bao u tly hodc cac té bao lai.

Cu thé 13, t& bao ¢ thé dugc chuyén nap bing vecto theo sang ché, t6t hon 1a véi
vecto biéu hién. Thuét ngit “su chuyén nap” dé cap dén su dua v cac phan tir axit nucleic,
chang han nhu cic phan tt ADN hodc ARN (vi dy, mARN), vao té bao, tot hon 1a vao
céc té bao nhan thyc. Trong bbi canh cia sang ché, thuat ngir “su chuyén nap” bao gdm
phuong phap bit ky da biét boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat
nay dé dua cac phan tr axit nucleic vao cac té bao, tét hon 1a vao cac té bao nhan thuc,
ching han nhu vao cac té bao dong vat ¢6 vi. Vi du, cac phuong phap nay bao gbdm dién
di, chuyén nhiém lipo, vi du, trén co s& lipit cation va/hodc liposom, su két tha canxi
phosphat, su chuyén nap trén co s¢ hat nano, sy chuyén nap trén co s¢ virut, hodc su
chuyén nap trén co s& cac polyme cation, ching han nhu DEAE-dextran ho#c

polyetylenimin, v.v.. T6t hon 14, sy dua vao khong phai la virut.

Hon nira, cac té bao cta sang ché co thé duoc chuyén nap 6n dinh hodc tam thoi
bing vecto theo sang ché, vi du dé biéu hién khang thé, hoic manh lién két khang nguyén
cta n6 theo sang ché. Tt hon 1a, cac té bao dugc chuyén nap 6n dinh bang vecto theo
séng ché ma hoa khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cua né theo sang ché.
Theo cach khac, cling duoc vu tién 1a cac té bao duge chuyén nap tam thoi bang vecto
theo sang ché ma hoa khang thé, hoic manh lién két khing nguyén cta n6 theo sang

ché.
Céc dic tinh bd sung tiy y cta cac khang thé

Céc khang thé theo sang ché ¢6 thé dugc ghép, vi du, voi duge chat dé phan phéi
vi trf diéu tri hodc duge ghép voi nhan cb thé phat hién dé tao didu kién thuan lgi cho
viéc tao anh vi trf bao gdm céc té bao duge d& cap. Cac phuong phap dé ghép cac khang
thé v6i duoc chat va cac nhan c6 thé phat hién di duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat
ndy, la cac phuong phap tao dnh bing cach st dung cac nhan c6 thé phat hién. Cac khang
thé duoc dan nhin c6 thé duoc st dung rong rai 6 nhiéu th nghiém, sir dung rong nhiéu
nhin. Su phat hién tao ra phirc hop khang nguyén-khang thé giita khang thé theo sang
ché va quyét dinh khang nguyén duoc dé cap trén HBsAg, cu thé trén khu vuc vong
khang nguyén cua HBsAg, c6 thé dugc tao diéu kién thudn lgi bang cach gin cac chat
¢6 thé phat hién v6i khang thé. Cac phuong tién phat hién thich hgp bao gdm viéc st

dung cac nhan nhu cac nuclit phong xa, enzym, coenzym, chit huynh quang, chét phat
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quang hoa hoc, thé nhiém séc, cac chit nén hodc cac ddng thanh phan enzym, cac chit
{rc ché enzym, cac phirc hgp nhém kiu gia, cac gbe tu do, cac hat, cdc dugce chit nhudm,
va céc dang tuong tw. Cac vi du vé cic enzym thich hgp bao gdm peroxidaza cu cai
ngua, phosphataza kiém, B-galactosidaza, hodc axetylcholinesteraza; cac vi du vé cac
phirc hop nhom kiéu gia bao gdm streptavidin/biotin va avidin/biotin; cac vi du vé chét
huynh quang thich hop bao gdm umbelliferon, floresxein, floresxein isothioxyanat,
rhodamin, diclotriazinylamin floresxein, dansyl clorua hoac phycoerythrin; vi du vé chét
phat huynh quang 1a luminol; cac vi du vé céc chét phat quang sinh hoc bao gém
luxiferaza, luxiferin, va aequorin; va cac vi du vé chat phong xa thich hop bao gdm 1251,
1311, 35S, hodc 3H. Cac chét phan ing dugc dan nhan nay co thé duoc st dung trong
nhiéu thir nghiém da biét, chang han nhu thtt nghiém mién dich phong xa, thr nghiém
mién dich enzym, vi du, ELISA, cac thir nghiém mién dich huynh quang, va cac dang
twong tu. Do do, cac khang thé duoc dan nhin theo sang ché co thé dugc st dung trong
cac thir nghiém nay vi du dugc md ta trong US 3,766,162; US 3,791,932; US 3,817,837,
va US 4,233,402.

Khéng thé theo sang ché co thé dwoc lién hop véi gbc tri lidu nhu chét gay doc
té bao, tc nhan trj liéu, hodc ion kim loai phong xa hodc ddng vi phong xa. Cac vi du
cla cac ddng vi phong xa bao gdm, nhung khong gidi han 6, 1-131, 1-123, 1-125, Y-90,
Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212, Bi-213, Pd-109, Tc-99, In-111, va cac dang
twong tu. Cac thé lién hop khang thé nay c6 thé duge sir dung dé bién ddi dap tmg sinh
hoc nhét dinh; gbc dugc chit khong duoc hiéu 1a bi gidi han & cac tic nhan tri liéu hoa
chit ¢b dién. Vi du, gbc duoc chit co thé 1a polypeptit hodc protein c¢6 hoat tinh sinh hoc
mong muén. Vi du, cic protein nay c6 thé bao gbm, vi du, doc td nhu abrin, rixin A,

ngoai ddc to pseudomonas, hodc doc to bénh bach hau.

Céc k¥ thuét lién hop gdc tri liéu ndy voi cac khang thé da biét. Xem, vi du,
Arnon va c¢Ong su (1985) “Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in
Cancer Therapy,” in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld va cong
su (Alan R. Liss, Inc.), pp. 243-256; ed. Hellstrom va cong su (1987) “Antibodies for
Drug Delivery,” in Controlled Drug Delivery, ed. Robinson va cong su (2d ed; Marcel
Dekker, Inc.), pp. 623-653; Thorpe (1985) "Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in
Cancer Therapy: A Review," in Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical

Applications, ed. Pinchera va cong su pp. 475-506 (Editrice Kurtis, Milano, Italy, 1985);
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“Analysis, Results, and Future Prospective of the Therapeutic Use of Radiolabeled
Antibody in Cancer Therapy,” in Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and
Therapy, ed. Baldwin va cong su (Academic Press, New York, 1985), pp. 303-316; va
Thorpe va cong su (1982) Immunol. Rev. 62:119-158.

Theo cach khac, khang thé, hoic manh khang thé ctia nd, c6 thé duoc lién hop
vi khang thé tht hai, hosic manh khang thé ctia nd, dé tao ra thé lién hop khac loai
khang thé nhu duoc md ta trong US 4,676,980. Ngoai ra, cac mdi lién két ¢6 thé dugc
st dung gira cac nhan va khang thé theo sang ché, vi du, nhu dugc md ta trong US
4,831,175. Cac khang thé, hogc cac manh lién két khang nguyén ctia n6 c6 thé dugc dan
nhn tryc tiép voi iot, indi, yttri phong xa, hodc hat phong xa khac da biét trong linh vuc
ky thuat nay, vi dy, nhu dugc md ta trong US 5,595,721. Piéu tri c6 thé bao gom su két
hop diéu tri v6i cac khang thé dugc lién hop va cac khang thé khong duge lién hop duoc
dung déng thoi hodc theo trinh tw, vi du, nhu dugc md ta trong WO00/52031;
WO000/52473.

Cac khang thé theo sang ché ciing c6 thé duge gin vao gid thé ran. Ngoai ra, cac
khang thé theo sang ché, cac manh khang thé chirc nang ciia né, c6 thé dugc bién dbi
hoa hoc bing cach lién hop cong hoa tri véi polyme, vi du dé lam tang chu ky ban hay
tun hoan ctia ching. Cac vi du vé cac polyme, va cac phuong phap gin chiing vao cac
peptit, dugc thé hién trong US 4,766,106; US 4,179,337; US 4,495,285 va US
4,609,546. Theo mot sd phuong an, cac polyme co thé dugce chon tir polyol duoc
polyoxyetyl hoa va glycol polyetylen (PEG). PEG hoa tan trong nudc ¢ nhiét do phong
va ¢4 cong thire chung: R(O-CH,-CH»),O-R, trong d6 R ¢6 thé 1a hydro, hodc nhom bao
vé nhu nhém alkyl hodc nhom alkanol. Tét hon 1a, nhom bao vé ¢ thé ¢6 tir 1 dén 8
cacbon. Vi du, nhém bao vé 1a metyl. Ky hiéu n 1a s6 nguyén duong. Theo mot phuong
an, n ndm trong khoang tir 1 dén 1.000. Theo mdt phwong an khac, n nim trong khoang
tir 2 dén 500. Tt hon 13, PEG c6 trong lwong phén tir trung binh ndm trong khoang tir
1.000 dén 40.000, t6t hon nira 1a PEG c6 trong luong phan tr ndm trong khoang tir 2.000
dén 20.000, tham chi tdt hon nita la PEG c6 trong luong phan t nam trong khoang tir
3.000 dén 12.000. Ngoai ra, PEG c6 thé 6 it nhat mot nhom hydroxy, vi du PEG c6 thé
¢6 nhém hydroxy dau cudi. Vi du, d6 1a nhém hydroxy ddu cudi duoc hoat hoa dé phan
g voi nhom amino ty do trén chét ire ché. Tuy nhién, can dugc hiéu 1a loai va lugng

cac nhom phan tmg c6 thé duoc thay dbi dé thu duge PEG duoc lién hop cong hoa
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tri/khang thé theo sang ché.

Cac polyol dugc polyoxyetyl hoa hoa tan trong nudc ciing hitu ich theo sang ché.
Chung bao gdm sorbitol dugc polyoxyetyl hoa, glucoza duge polyoxyetyl hoa, glyxerol
duogc polyoxyetyl hda (POG), va cac dang tuong tu. Theo mot phuong an, POG dugc
st dung. Néu khong c6 su rang bude béi ly thuyét, boi vi mach chinh glyxerol cia
slyxerol dugc polyoxyetyl hoa 1a giéng véi mach chinh c6 trong tu nhién, vi du, cac
dong vat va con nguoi trong mono-, di-, triglyxerit, mach nhanh nay sé khong nhét thiét
duoc xem 12 chét la trong co thé. POG c6 thé c6 trong lugng phan tir trong khoang gidng
nhu véi PEG. Hé thdng phan phdi duge chit khac co thé dugc st dung dé 1am tang chu
ky ban huy tudn hoan la liposom. Cac phuong phap diéu ché cac hé théng phan phdi
liposom da dugc biét dén déi véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
ndy. Cac hé théng phan phdi dugc chit khac da biét trong linh vuc k§ thudt nay duoc
md ta trong, vi du, duoc vién din theo Poznansky va cong su (1980) va

Poznansky (1984).

Céc khang thé theo sang ché co6 thé dugc dé xuit & dang dugc tinh sach. Thong
thuong, khang thé s& co mit trong ché phdm ma gan nhu khong chia cac polypeptit
khac vi du, néu nho hon 90% (trong lugng), thuong nho hon 60% va thong thuong hon

nhé hon 50% cua ché pham duoc tao nén tir cac polypeptit khéc.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé c6 tinh sinh mién dich & cac vat chu khong
phai nguoi (hodc khac loai), vi dy, chudt nhit. Cu thé 13, cac khang thé c6 thé c6 idiotop
ma co tinh sinh mién dich & cac vat chu khong phai nguoi, nhung khong ¢ ¢ vat chu la
ngudi. Cu thé 14, cac khang thé theo sang ché dé st dung & ngudi bao gdm cac chat ma
khong thé duoc phan 14p dé dang tir cc vat cht nhu chudt nhit, dé, tho, chudt, cac dong
vat c6 vi khong phai linh trudng, v.v. va théng thuong khong thé thu duge bang cach
lam gidng nguoi hodc tir chudt ngoai lai.

San xuét cac khang thé

Céc khang thé theo sang ché c6 thé dugc thyc hién theo phwong phap bét ky da
biét trong linh vuc k¥ thudt nay. Vi du, hé phuong phép téng quat dé tao ra cac khang
thé don dong bang cach sir dung k¥ thuat té bao lai da biét (Kohler, G. va Milstein, C,.
1975; Kozbar va cong su 1983). Theo mot phuong an, phuong phap cb dinh EBV thay
thé duoc mo ta trong W02004/076677 duge str dung.
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Phuong phap dugc wu tién dugc md ta trong WO 2004/076677. Theo phuong
phép nay, cac té bao B san xuit khang thé theo sang ché duoc bién nap bing EBV va
chét hoat hoa té bao B da dong. Céc chét kich thich bd sung cta su sinh truéng va biét
hoa té bao tury ¥ ¢6 thé duge thém vao trong budc bién nap dé tang thém hiéu suit. Cac
chit kich thich nay c6 thé 1a céc xytokin nhuw IL-2 va IL-15. Theo mot khia canh, IL-2
duoc bd sung trong bude ¢d dinh dé cai thién thém hiéu suit cb dinh, nhung cach st
dung cua no6 1a khong cin thiét. Céc té bao B dugc ¢b dinh duge san Xuét béng cach su
dung cac phuong phéap nay sau do co thé dwgc nudi cdy bang cach st dung céc phuong

phap da biét trong linh vuc k¥ thuat nay va cac khang thé duoc phan 1ap tir do.

Phuong phap dugc wu tién khac dugec md ta trong WO 2010/046775. Theo
phuong phép nay, cac té bao huyét tuong duoc nudi cdy voi s lwong giéi han, hodc
dudi dang céc té bao huyét tuong don 1é trong céc dia nudi cly vi giéng. Céc khang thé
c¢6 thé duoc phan lap khéi cdc moi truong nudi cdy té bao huyét tuong. Hon nita, tir cac
mdi treong nudi cy té bao huyét twong, ARN c6 thé dugc tach va PCR c6 thé duoc
thuc hién bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac
ving VH va VL cta cac khang thé c6 thé dugc khuéch dai béi RT-PCR (PCR phién ma
ngugc), dugc 1dp trinh ty va tach dong thanh vecto biéu hién sau d6 dugc chuyén nap
vao t& bao HEK293T hoic céc té bao chu khéc. Viée tach dong axit nucleic trong cac
vecto bidu hién, sy chuyén nap céc té bao chi, méi truong nudi cdy ctia céc té bao chii
duoc chuyén nap va su phan lap ctia khang thé dugc san xuét ¢6 thé duoc thuc hién béng
cach st dung cac phuong phap bit ky da biét boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong

linh vuc k¥ thuat nay.

Céc khang thé ¢6 thé duoc tinh sach thém, néu mong mubn, béng cach loc, ly
tAm va cac phuong phap sic ky khic nhau ching han nhu phuong phép sic ky i luc
hodc HPLC. Céac k¥ thudt tinh sach cac khang thé, vi duy, céac khang thé don dong, bao
gdm cac k§ thuét san xuit cac khang thé loai duoc phim da biét trong linh vuc ky thuat
nay.

Céc manh cta cac khang thé theo sang ché c6 thé thu duge tir cac khang thé bing
cac phuong phap bao gém sy phan cit bang cic enzym, chéng han nhu pepsin hoac
papain, va/hodc bang viéc cit cac lién két disulfit bang cach khir hoa hoc. Theo cach
khéc, cac manh cta khang thé c6 thé thu dugc bang cach tach dong va biéu hién mot

phdn cac trinh ty cla cac chudi ning hodc nhe. “Cac manh” khang thé bao gém Fab,
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Fab’, F(ab’)2 va cac manh Fv. Sang ché con bao ham cac manh Fv chubi don (scFv) co
ngudn gbc tir cac chudi nang va nhe cua khang thé theo sang ché. Vi du sang ché bao
gom scFv chira cdc CDR tur khang thé theo sang ché. Ciing duoc bao gdm 1a cac dime
va monome chudi nang hodc chudi nhe, khang thé chudi ning mién don, khang thé chudi
nhe mién don, cling nhu cac khang thé chudi don, vi dy, Fv chudi don trong do, cac

ving bién ddi chudi ning va chudi nhe dugc lién két bang cac moi lién két peptit.

Céc manh khang thé theo sang ché c6 thé truyén cac twong tac da hoa tri hodc
don héa tri va ¢ thé dugc chira trong nhiéu cdu tric nhu duge md ta ¢ trén. Vi dy, cac
phan tu scFv co thé duoc téng hop dé tao ra “thé ba” hda tri ba hodc “thé bdn” hoa tri
bén. Céc phan tir scFv ¢6 thé bao gdbm mot mién cia ving Fe thu dugc trong thé nho
héa tri hai. Thém vao d6, cac trinh tu theo sang ché c6 thé 1a thanh phan clia céc phéan
tir da diic hidu trong d6 céc trinh tu cua theosang ché nhim triing dich cac quyét dinh
khang nguyén theo sang ché va cac ving khac cta phan tr lién két véi cac dich khac.
Cac phén tr vi du bao gé)ln, nhung khong gidi han 6, Fab2 déc hiéu kép, Fab3 dac hiéu
ba, scFv dic hiéu kép, va cac thé hai (Holliger va Hudson, 2005, Nature Biotechnology
9:1126-1136).

Cac k¥ thuat tiéu chun cua sinh hoc phan t c6 thé duoc st dung dé tao ra cac
trinh tw ADN ma héa cac khang thé hodc cc manh khang thé theo sang ché. Céc trinh
tw ADN mong mudn c6 thé duoc tdng hop toan bd hodc mot phén bang cach st dung
cac k§ thuat tong hop oligonucleotit. Cac k¥ thuét gay dot bién dugc dinh hudng vi tri
va phan Gmg chudi polymeraza (PCR) ¢6 thé duogc st dung khi thich hop.

Hé vecto/té bao chu thich hop bét ky cé thé duoc st dung dé biéu hién céc trinh
tw ADN ma héa cac phan tir khang thé theo séng ché hodc cac manh cia ching. Vi
khuén, vi du E.coli, va cac hé vi khudn khac c6 thé duoc st dung mot phﬁn dé biéu hién
cac manh khang thé chang han nhu cdc manh Fab va F(ab’)2, va dic biét 12 c4c manh
Fv va cac manh khang thé chudi don, vi du, Fvs chudi don. Cac hé biéu hién té bao chuy,
nhan thuc vi du ¢ dong vat co6 vu, cd thé duogc st dung dé san xuét cac phén tr khang
thé 16n hon, bao gdm cac phan tir khang thé hoan chinh. Cac té bao chu dong vat c6 v
thich hop bao gdm, nhung khong gidi han &, CHO, HEK293T, PER.C6, NS0, céc té bao

u tiy hodc cac té€ bao lai.

Sang ché con dé xuét quy trinh san xuat phan t khang thé theo sang ché bao gdm
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buéc nudi cdy té bao chii chira vecto ma héa axit nucleic theo sdng ché trong cac didu
kién thich hop d& biéu hién protein tir ADN m hoa phan tir khéng thé theo séng ché, va
phén 14p phan tir khang thé.

Phan tir khang thé ¢6 thé chi chira polypeptit chudi ning hozc chudi nhe, ma trong
truong hop chi polypeptit chudi ning hodc chudi nhe ma héa trinh tu cin duoc st dung
dé chuyén nap céc té bao ch. D6i v6i viee san xuit cac san phdm bao gdm ca chudi
ning va chudi nhe, dong té bao ¢ thé duoc chuyén nap bing hai vecto, vecto thir nhat
ma hoéa polypeptit chudi nhe va vecto thir hai ma hoa polypeptit chudi ning. Theo cich
khéc, vecto don c6 thé duge sir dung, vecto bao gdm cac trinh tw ma héa céc polypeptit

chudi ning va chudi nhe.

Theo céch khéc, cac khang thé theo sang ché c6 thé dugc san xuét bang (i) biéu
hién trinh tu axit nucleic theo sang ché trong té bao chu, vi du, brftng cach st dung vecto
theo sang ché, va (ii) phan 1ap san pham khang thé duge biéu hién. Theo cach khac,
phuong phap cé thé bao gdm (iii) tinh sach khing thé dugc phan 1ap. Cac té bao B duoc
bién nap va cac té bao huyét twong dugc nudi cy cé thé dugc sang loc dbi véi cac khang

thé san xuét nay c6 do dac hiéu hodc chitc ndng mong mudn.

Buéc sang loc ¢6 thé duge thyuc hién bing thir nghiém mién dich bat ky, vi du,
ELISA, bing cich nhudm cidc md hodc céc té bao (bao gdm cac té bao duoc chuyén
nap), bang thir nghiém trung hoa hoic bang mot trong mot s6 cac phuong phap khac da
biét trong linh vuc k¥ thuat nay dé x4c dinh cac dac tinh hodc chirc ning mong doi. Thir
nghiém c6 thé chon trén co s viéc nhan biét don gian ciia mot hodc nhidu khang nguyén,
hodc ¢6 thé chon trén co s& bd sung chiic ning mong mudn, vi du dé chon cac khang
thé trung hoa thay vi chi cac khang thé lién két khang nguyén, dé chon cac khang thé
ma c6 thé thay ddi cac dic tinh cua cac té bao duoc nhim trung dich, chéng han nhu cac
dot truyén tin hiéu ctua ching, hinh dang ctia chung, tbc do sinh trudng cua chung, kha
ning anh huéng dén cac té bao khac ctia ching, dap tng cua chiing véi su dnh hudng
bdi cac té bao khac hodc bing cac chit phan ung khac hodc boi su thay doi cac diéu

kién, tinh trang biét hda ctia ching, v.v..

Céc dong té bao B duogc bién nap riéng 1é c6 thé sau d6 duge san Xuét tir moi
trudong nudi cdy té bao B duoc bién nap duong tinh. Bude tich dong dé tach cac dong

riéng 1é tir hdn hop céc té bao duong tinh c6 thé dugc thuc hién bang cach pha lodng
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gi6i han, thao tac nho, léng dong té bao don 1& béng cach phan loai té bao hoidc phuong

phap khac da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Axit nucleic tir cac té bao huyét twong dugc nudi chy c6 thé duge phan 1ap, dugc
tich dong va biéu hién trong céc té bao HEK293T hodc cac té bao chii da biét khac bing

cach st dung cac phuong phéap da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Céac dong té bao B dugc c¢b dinh hodc cac té bao chu duge chuyén nap theo sang
ché ¢6 thé dugc str dung theo nhiéu cach khac nhau, vi dy, nhu nguén cta cac khang thé
don dong, nhu ngudn ctia axit nucleic (ADN hodc mARN) mi hoa khang thé don dong

dugce dé cap, dé nghién ciru, v.v..

Sang ché con dé xuat ché pham bao gom cac té bao nhé B duge ¢b dinh hodc cac

té bao chtt dugce chuyén nap san xuit cac khang thé theo sang ché.

Dong té bao B dugc c¢b dinh hoic cac té bao huyét tuong durge nudi ciy theo sang
ché c6 thé duoc str dung 1am ngudn chia axit nucleic dé tach dong cua cac gen khéng thé
dbi v6i vide bidu hién tai td hop tiép theo. Viéc bidu hién tir cic ngudn ti t6 hop l1a thong
thuong hon ddi véi cac muc dich dugc phim hon biéu hién tir cac té bao B hoic cac té

bao lai, vi du, cho cac 1y do 6n dinh, kha nang téi sinh, dé dang nuoi cay, v.v..

Do d6, sang ché con dé xut phuong phép tao ra té bao tai t hop, bao gdm cac
bude: (i) thu hodc nhiéu axit nucleic (vi du, mARN chudi nang va/hodc chudi nhe) tir
dong té bao B hoic céc té bao huyét twong dugc nudi cAy ma hoa khing thé duoc dé
cap; (ii) chen axit nucleic vao vecto biéu hién va (iii) chuyén nap vecto vao té bao chu

dé cho phép bidu hién khang thé dugc dé cap trong té bao chii do.

Tuong tu, sang ché dé xuat phuong phap tao ra té bao tai t6 hop, bao gdm céc
budc: (i) 14p trinh ty (cac) axit nucleic tr dong té bao B hoic céc té bao huyét tuong
duoc nudi cdy ma hoa khang thé duoc dé cap; va (i) str dung thong tin trinh tu tir budce
(i) dé tao ra (cac) axit nucleic d8 cheén vao té bao chu dé cho phép biéu hién cua khang
thé duoc dé cép trong té bao chi d6. Axit nucleic co thé nhung khong can duoc thao tac
gilra cac budc (i) va (ii) dé dua céc vi trf g6i han, dé thay ddi cach st dung ma bo ba,

va/hodc dé toi wu céc trinh tu diéu hoa dich ma va/hodc phién ma.

Ngoai ra, sang ché con dé xuét phuong phép tao ra té bao cha dugc chuyén nap,

bao gom budc chuyén nap té€ bao chu véi mot hodc nhiéu axit nucleic ma hoa khang thé
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dugc dé cap, trong do céac axit nucleic la cac axit nucleic c6 ngudn gbc tir dong té bao B
duoc cb dinh hodc té bao huyét turong duge nudi cy theo sang ché. Do d6, cac quy trinh
cho didu ché dau tién (c4c) axit nucleic va sau d6 st dung nd dé chuyén nap té bao chu
¢6 thé duoc thuc hién tai cac thoi gian khéc nhau béi ngudi khac nhau & cac dia diém

khic nhau (vi du, ¢ cac nudce khac nhau).

Sau do, céc té bao tai td hop nay theo sang ché ¢c6 thé duoc st dung cho cac muc
dich nudi cdy va bidu hién. Ching dic biét hitu ich d6i véi viée biéu hién cia céc khang
thé déi voi viee san xuit duoc pham quy mo 16n. Chung ciing ¢6 thé duoc st dung lam
thanh phéan hoat tinh ctia dugc pham. K thuat nudi cly thich hop bat ky c6 thé duoc sir
dung, bao gdm nhung khong gi6i han & moi trudng nudi cdy tinh, mdi trudng nudi cay
lo trén con lan, dich 16ng ¢d trudng, binh phén tng kiéu soi rdng, thiét bi 1én men nhé
dang mddun, binh khudy, mdi trudong nudi cdy chét vi mang, dich truyén 13i xeramic,

V.V..

Céc phuong phép thu dugc va lap trinh tu cac gen globulin mién dich tir cac té
bao B hoic céc té bao huyét twong da biét trong linh vure k§ thuét nay (vi du, xem chuong

4 cia Kuby Immunology, xut ban 1an thi 4, 2000).

Té bao chu duge chuyén nap co thé 1a té bao nhan thuc, bao gdm céc té bio nim
men va té bao dong vat, cu thé 1a céc té bao dong vat co vu (vi du, cac té bao CHO, céc
t& bao NSO, cac té bao ngudi ching han nhu céc té bao PER.C6 hoic HKB-11, cic té
bao u tay, hodc té bao gan clia nguoi, ching han nhu Hepa RG), cling nhu cac té bao
thuc vat, do dé cac té bao dong vat c6 vi dugc uu tién. Cac vat chu biéu hién duoc vu
tién c6 thé glycosyl hoa khang thé theo sang ché, cu thé vdi cac cdu tric carbonhydrat
ma khong phai tu sinh mién dich & nguoi. Theo mdt phuong 4n, té bao chit dugc chuyén
nap c6 thé c6 kha ning sinh truéng trong moi trudng khong chua huyét thanh. Theo
phuong an khac, té bao cha dugc chuyén nap ¢6 thé ¢6 kha ning sinh trudng trong moi
truong nudi cdy ma khong co6 mit cac san phdm c6 ngudn goc tir dong vat. Té bao chu
duoc chuyén nap cling c6 thé dugc nuoi cdy dé tao ra dong té bao.

Sang ché con dé xudt phuong phap tao ra mot hodc nhiéu phén tir axit nucleic (vi
dy, cac gen chudi nhe va chudi nang) ma ma hoa khang thé duoc dé cap, bao gém cac
buége: (i) tao ra dong té bao B duge ¢b dinh hodc nudi ciy cac té bao huyét tuong theo

sang ché; (ii) thu dugc tir dong té bao B hoic cac té bao huyét tuong dugc nudi cay axit

-78-



39496

nucleic ma ma hoéa khang thé dugc dé cap. Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phap thu
dugc trinh tu axit nucleic ma hoa khang thé duoc dé cap, bao gbm cac bude: (i) tao ra
dong té bao B dugc ¢b dinh hodc nudi cdy cac té bao huyét twong theo sang ché; (ii) 1ap
trinh tu axit nucleic tir dong té bao B hoic cac té bao huyét tuong duge nudi cdy ma hoa

khang thé dugc dé cap.

Sang ché con dé xuét phuong phap tao ra (cac) phén tir axit nucleic ma hoa khang
thé dugc dé cap, bao g?)m budce thu dugc axit nucleic ma thu dugc tir dong té bao B duoc
bién nap hoic cac té bao huyét twong dugc nudi ciy theo séng ché. Do d6, cac quy trinh
thu duoc dau tién dong té bao B hoic cac té bao huyét twong dugc nudi cdy, va sau d6
thu dugc (céc) axit nucleic tir dong té bao B hodc cac té bao huyét tuong dugc nudi cly
c6 thé dugc thuc hién & cac thoi gian khac nhau boi nhidu nguoi khac nhau & cac dia

diém khéac nhau (vi du, & cac quoc gia khac nhau).

Sang ché con bao gbém phuong phap tao ra khang thé (vi du, dé sir dung dugc
phim) theo séng ché, bao gdm cac budc: (i) thu duge va/hodc lap trinh ty mot hodc
nhidu céc axit nucleic (vi du, céc gen chudi nhe va chudi nang) tir dong t€ bao B dugc
chon hodc cac té bao huyét tuong duge nudi cdy biéu hién khang thé duogc dé cap; (ii)
chén (cac) axit nucleic vao hodc str dung (céc) trinh tu (céac) axit nucleic dé tao ra vecto
bidu hién; (iii) chuyén nap té bao chii ma c6 thé biéu hién khang thé dugc dé cap; (iv)
nudi cdy hodc nudi cdy phu céc té bao chu dugc chuyén nap trong cac didu kién ma

khang thé duoc dé cap duogc biéu hién; va, tuy ¥, (v) tinh sach khang thé duoc dé cap.

Sang ché con dé xuét phuong phép tao ra khang thé bao gdm céc budc: nudi chy
hoac nudi céy phu quén thé t& bao chu duoc chuyén nap, vi du, quén thé t& bao chu dugc
chuyén nap on dinh, trong cac diéu kién ma khang thé dugc dé cap duogc biéu hién va,
tuy ¥, tinh sach khang thé dugc d& cép, trong d6 quan thé t& bao chu duge chuyén nap
néu trén da duge tao ra bang cach (i) tao ra (cac) axit nucleic mé hoa khang thé da chon
dugc dé cdp ma dugc tao ra boi dong té bao B hodc céac té bao huyét teong dugc nudi
céy duoc tao ra nhu duoc md ta & trén, (ii) cheén (cac) axit nucleic vao vecto biéu hién,
(iii) chuyén nap vecto trong té bao chii ma c6 thé biéu hién khang thé duoc dé cap, va
(iv) nudi cdy hodc nudi cdy phu té bao chi dugc chuyén nap bao gdm céc axit nucleic
duoc chén dé tao ra khang thé duoc dé cap. Do d6, cac quy trinh tao ra dAu tién té bao
chil téi t6 hop va sau d6 nudi cdy n6 dé biéu hién khang thé c6 thé duoc thyc hién tai

cac thoi gian rat khac nhau bai ngudi khac nhau ¢ cac dia diém khac nhau (vi dy, ¢ cac
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nuéc khac nhau).
Duoc phém
Sang ché con dé xuit dugc phém chira mdt hodc nhidu trong so:
(i) khang thé, hodc manh khang thé clia né theo sang ché;
(ii) axit nucleic ma hoa khang thé, hodc cac manh khang thé theo sang ché;
(iii) vecto chira axit nucleic theo sang ché; hoic
(iv) té bao biéu hién khang thé theo sang ché hodc chira vecto theo séng ché.

Mit khac, sang ché con dé xuit duge phim chira khéng thé, hodc manh lién két
khang nguyén cua nd, theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sing ché

va/hoic té bao theo sang ché.

Tt hon 14, duge phdm c6 thé chia chit mang duoc dung, chét pha lodng va/hoic
ta duoc. Mic du, chét mang hoac ta dugc co thé tao diéu kién thuan loi cho viéc dung,
n6 khong nén tu gdy ra viéc san xuét khang thé c6 hai cho c4 thé tiép nhan ché pham.
Hodc n6 khong nén c6 doc tinh. Cac chét mang thich hop ¢6 thé 1a cac dai phan tir 16n
duoc chuyén hoa cham ching han nhu céc protein, polypeptit, liposom, polysacarit, axit
polylactic, axit polyglycolic, axit amin polyme, copolyme axit amin va cac hat virut
khong hoat tinh. Thong thuong, cac chat mang dugc dung trong dugc phim theo sang
ché c6 thé 1a cac thanh phﬁn hoat tinh hodc cac thanh phﬁn khong hoat tinh. Tét hon 13,
chit mang dugc dung trong duoc pham theo sang ché khong phai 1 thanh phan hoat

tinh doi voi viém gan B hoac D.

Cac muoi duoc dung cé thé dugce su dung, vi du cdc mudi axit khoang, chang han
nhu hydroclorua, hydrobromua, phosphat va sulphat, hodc cdc muoi cua céc axit hiru

co, chiang han nhu céc axetat, propionat, malonat va benzoat.

Céc chat mang duoc dung trong dugce pham c6 thé chira thém céc chét 1ong nhu
nudc, nudc mudi, glyxerol va etanol. Ngoai ra, cac chét bd trg, nhu chét nhii tuong hoa
hodc chat 1am u6t hodic cac chit dém pH, c6 thé c6 mit trong cac ché phdm nay. Cac
chit mang nay cho phép cac dugc pham dugc bao ché duéi dang vién nén, vién tron,
vién bao duong, vién nang, 16ng, gel, xi-ro, huyén phu dic, va huyén phu, dé bénh nhén

dé tiéu hoa.
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Céac duoc phém theo sang ché co thé dugce didu ché & nhiéu dang khéc nhau. Vi
du, cac ché phém c6 thé duge diéu ché nhu céac chét tiém, hodc dudi dang cac dung dich
1ong hodc cac huyén phu. Cac dang rén thich hop ddi vé6i dung dich trong, hodc huyén
phu trong, cac chét dan thudc 16ng trudce khi tiém c6 thé duge diéu ché (vi du, ché pham
dong kho, tuong tu Synagis™ va Herceptin™, dé hoan nguyén voi nude vo trung chira
chét bao quéan). Ché phém ¢6 thé duge didu ché dé dung tai chd, vi du, nhu thudc ma,
kem hoic bot. Ché pham c6 thé duoc didu ché dé dung theo dudng miéng, vi du, dudi
dang vién nén hodc vién nang, dud6i dang xit, hodc dudi dang xi-rd (tuy y ¢6 huong vi).
Ché phim c6 thé dugc diéu ché dé ding theo dudng phéi, vi du, nhu bng hit, bang cach
st dung bdt min hodc dang xit. Ché phém ¢6 thé duge diéu ché dudi dang thude dan
hodc thudc dan phu khoa. Ché phém 6 thé duoc diéu ché dé dung theo duong mili, tai
hodc mét, vi du, dudi dang nho giot. Ché phém co thé & dang kit, duoc thiét ké sao cho
ché pham két hop chi duoc hoan nguyén trude khi ding cho d6i tuong. Vi dy, khang thé

dong kho co thé duoc tao ra ¢ dang kit véi nude vo trung hodc dung dich dém vo trung.

Puoc uu tién 1a thanh phan hoat tinh trong ché phadm 12 phan t&r khang thé, hoac
manh khéng thé hodc bién thé va cac din xuét cta no, cu thé 1a thanh phén hoat tinh
trong ché phdm 1a khéng thé, manh khang thé hoic cic bién thé hodc cac din xuat clia
noé, theo sang ché. Nhu vay, no co thé dé& bi giam bdt trong duong tiéu hoa da day rudt.
Do d6, néu ché pham dugc dung theo dudng bang cach st dung duong tiéu hoa da
dayrudt, thi ché phim c6 thé chira céc chét ma bao vé khang thé khoi su giam b6t nhung

giai phong khang thé khi no duoc hap thu tir duong tiéu hoa da day rudt.

Mot cude thao luan k¥ ludng vé cac chédt mang duoc dung c6 sin trong tai liéu
Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, xuét ban lan thir

20, ISBN: 0683306472.

Céc ché pham theo sing ché thuong c6 do pH nim trong khoang tir 5,5 dén 8.5,
theo mdt s6 phuwong an do pH nay nim trong khoang tlr 6 dén 8, va theo cic phuong an
khac @0 pH 1a khoang 7. Do pH c6 thé dugc duy tri bang cach st dung dung dich dém.
Ché pham c6 thé 1a vo tring va/hodc khong chua chét gay sdt. Ché pham c6 thé 1a dang
truong ddi voi ngudi. Theo mot phuong an, cac duge pham theo sang ché dugc cung

cap trong cac hop chtra duoc han kin.

Trong pham vi cta sang ché 1a cac ché pham c6 mat & mdt sO dang dung; cac
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dang bao gdm, nhung khong gidi han &, cic dang nay thich hop cho viéc dung theo
ngoai duong tiéu hoa, vi du, bé‘lng cach ti€m hoac truyén, vi du béng viéc ti€ém nhanh
mdt lidu thudc hodc truyén lién tuc. Trong trudng hop san phim dé tiém hodc truyén, né
6 thé duoc léy O dang huyén phu, dung dich hodc nhii tuong trong du hodc chit din
thudc chira nuéc va né c6 thé chira céc chit bao ché nhu chét tao huyén phty, chét bao
quén, chit én dinh va/hodc chét phan tan. Theo céch khac, phan tir khéng thé c6 thé &
dang kho, dé hoan nguyén truée khi st dung vé6i chat 1ong vo tring thich hop. Chat dan
thubc thuong dugc hiéu la chét ma thich hop dé luu trit, van chuyén, va/hodc dung hop
chét, chéng han nhu hop chét ¢6 hoat tinh dugc, cu thé 1a cac khang thé theo sang ché.
Vi du, chat din thubc c6 thé 1a chét 16ng dugc dung ma thich hop dé luu trit, van chuyén,
va/holic ding hop chat ¢6 hoat tinh duoc, cu thé 1a cic khang thé theo sang ché. Khi
duoc bao ché, cac ché phdm theo séng ché ¢6 thé duoc dung truc tiép cho dbi tuong.
Theo mdt phuong an, cac ché phim dugc 1am thich hop dé dung cho ddng vat c6 vu, vi

du, cdc doi turong nguoi.

Céac duoc phdm cia sang ché ¢6 thé duge dung theo mot sb dudng bét ky, bao
gdm, nhung khong gi¢i han &, theo cac duong miéng, trong tinh mach, trong co, trong
dong mach, ndi tly mac, trong tir cung, trong tam that, trong tinh mach, qua da, tai chd,
du6i da, trong mili, trong rudt, dudi ludi, 4m dao hodc hau mon. Cac hypospray cling ¢o
thé duoc st dung dé dua vao cac dugc phém theo sang ché. Tét hon 13, dugc phém cod
thé dugc diéu ché dé dung theo dudng miéng, vi du, dudi dang céc vién nén, cac vién
nang va cac dang tuong tu, dé dung tai chd, hodc duéi dang tiém dugc, vi du, cac dung
dich 1éng hodc cac huyén pht, nho d6 dugce uu tién cu thé 1a dugc phém 6 thé tiém
duoc. Cac dang rin thich hop cho dung dich trong, hodc trong, chét dan thubc 1ong trude

khi tiém ciing dugc uu tién, vi du, dugc phém ¢ dang dong kho.

D6i vai viée tiém, vi dy, tiém trong tinh mach, qua da hodc dudi da, hodc tiém &
vi trf ciia bénh, thanh phan hoat tinh s& tdt hon 1a ¢ dang dung dich chira nuée chép nhan
ngoai duong tiéu héa ma khong co chét gy sbt va c6 do 6n dinh, tinh dang truong, va
do pH thich hop. Cac duong nay lién quan dén linh vuc k§ thuat ma co thé diéu ché cac
dung dich thich hop st dung, vi du, cac chét dan thubc ding truong chang han nhu dung
dich tiém natri clorua, dung dich tiém Ringer, dung dich tiém Lactat Ringer. Cac chat
bao quan, chét 6n dinh, dung dich dém, chét chong oxy hoa va/hoic cac chat phu gia c6

thé duoc bao gdm, néu can. Liéu n 1a polypeptit, peptit, hodc phén tir axit nucleic, hop
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chit hiru hiéu dugc khic theo sang ché duoc quy dinh cho ca thé, viéc dung tSt hon 12

Ayy2°

v6i “lugng c6 hiéu qua phong ngira” hodc “lugng c6 higu qua tri liéu” (trong truong hop
co thé), diéu nay du dé thé hién loi ich cho ca thé. Luong thuc té duoc dung, va ty I¢ va
tién trinh thoi gian dung s& phu thudc vao ban chit va muc dd nghiém trong cta nhiing
gi dang dugc diéu tri. Véi viée tiém, dugc phém theo sang ché c6 thé dugce dé xuit vi

du ¢ dang 6ng tiém dugc lam day trude.

Duoc phim theo séng ché nhu duge xéc dinh & trén ciing c6 thé duge dung theo
dudong miéng & dang liéu chip nhan dugc theo dudng ubng bao gdbm, nhung khong gisi
han &, cac vién nang, vién nén, cac dung dich hoac huyén phu chtra nuée. Trong trudong
hop céc vién nén dung dé str dung theo duong miéng, cac chit mang thudng duoc dung
bao gdm lactoza va tinh bot ngd. Cac chét bdi tron, nhu magie stearat ciing thudng dugc
thém vao. Pdi voi viée dung theo duong miéng & dang vién nang, chét pha lodng hitu
hiéu bao gdm lactoza va tinh bot ngd kho. Khi cac huyén phu chira nuéc duge yéu cau
dé dung theo dudng miéng, thi thanh phan hoat tinh, tirc 1a phan ti lién hop tai trong
van chuyén theo sang ché nhu duogc xac dinh ¢ trén, dugc két hop véi cac chét tao huyén
phu va chit nhii hoa. Néu mubn, mot s6 chit tao ngot, tao huong vi hodc tao mau ciing

c0 thé duoc thém vao.

Duoc phém theo sang ché c6 thé dugc dung tai chd, cu thé 1a khi dich diéu tri
bao gém cac khu vuc hodc céc co quan co thé s&n sang dugc tiép can béi viéc dung tai
chd, vi du bao g61n cac bénh vé da hodc biéu md ¢ thé tiép can duoc khac. Cac ché
phém tai chd thich hop duoc diéu ché dé dang cho mdi khu vuc hodc co quan trong s6
cac khu vuc hodc co quan nay. Dbi véi viee dung tai chd, dugc phim theo sang ché co
thé duoc bao ché & dang thudc m& thich hop, chtra dugc phém theo sang ché, cu thé 1a
cac thanh phén cua no nhu dugc xac dinh & trén, dugc tao huyén phu hodc dugc hoa tan
& mdt hodc nhiu chat mang. Cac chit mang dé dung tai chd bao gbm, nhung khong gi¢i
han &, diu khoang, m& khoang dang léng, md Kkhoéang tring, glycol propylen,
polyoxyetylen, hop chét polyoxypropylen, sép nhii twong va nudc. Theo cach khac,
duoc phdm theo sdng ché c6 thé duoc bao ché ché & dang kem hodc thude xtrc ngoai da
thich hop. Trong bdi canh ctia sang ché, cac chit mang thich hop bao gbm, nhung khong
gidi han 0, dau khoang, sorbitan monostearat, polysorbat 60, sap este xetyl, rugu

xetearyl, 2-octyldodecanol, ruou benzylic va nudc.
Liéu lugng diéu tri c6 thé 1a lich trinh don liéu hodc lich trinh da liéu, do do trong
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bdi canh cuia sang ché, lich trinh da lidu duoc wu tién. Cac dugc phém trén co s& khang
thé da biét, cu thé 1a cac duoc phém trén co s& khang HBV, vi du, Hepatect® CP, cung
cép su hudéng dan lién quan dén tAn suét ding cu thé véi céc chi dinh khac nhau, vi du,
xem dugc pham nén duge phan phdi theo ngay, theo tudn, theo thang, v.v. hay khong.
Tan suét va liéu lugng ciing ¢6 thé phu thudc vao mic do nghiém trong cla cic triéu

ching.

Vi du, dugc phdm theo sang ché ¢6 thé dugc dung hang ngay, vi du, mdt hodc
vai 1an mdi ngay, vi du, mdt, hai, ba 1an hodc bdn 14n mdi ngay, tdt hon 12 mdt hoac hai
14n mdi ngay, tdt hon nita la mot 1an mdi ngay, trong khoang thoi gian 1,2, 3,4, 5,6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc 21 ngay hodc nhiéu hon, vi du hang
ngay trong khoang thoi gian 1, 2, 3,4, 5, 6 thang. Tét hon 13, duoc phdm theo sdng ché
6 thé dugc dung theo tudn, vi dy, mot hoic hai 1An mdi tuan, trong khoadng thoi gian 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc 21 tudn hodc nhiéu
hon, vi du hang tudn trong khoang thoi gian 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, hodc 12 thang
hodc hang tudn trong khoang thoi gian 2, 3, 4, hodc 5 ndm. Hon nira, duoc phém theo
sang ché co thé dugc wu tién dung hang thang, vi du, mot 1an mdi thang hoac, tdt hon
nita 13, hai 1An mdi thang thang trong khoang thoi gian 1, 2, 3, 4, hodc 5 ndm hoac nhiéu.
Diém cudi cua viée dung dugc uu tién la khi dao nguoc huyét thanh dat dén, tbt hon 1a
diém cudi cta liéu phap 1a su vang mit kéo dai cia HBsAg khoi huyét thanh, duoc kém
theo boi sy dao nguoc huyét thanh v&i cac khang thé khang HBV. Ciing dugc uu tién la
viéc dung tiép tuc d6i v6i thoi han st dung. Ngoai ra, mot l4n dung duy nhét ciing dugc
du kién, cu thé 1a lién quan dén céc chi dinh cu thé, vi du dé ngan ngra viém gan B trong

truong hop bat ngdy tiép xuc véi cic d6i tuong khong duge mién dich.

Cu thé, duoc wu tién 1a, ddi v6i lidu don, vi du lidu hang ngay, hang tun, hodc
hang thang, t6t hon 1a ddi véi lidu hang tuan, sd luong khang thé, hodc manh lién két
khang nguyén cua no trong ché phadm theo séng ché khong vuot qué g, tdt hon 12 khong
vuot qua 500mg, tdt hon nita 1a khong vuot qua 250mg, tham chi tdt hon nita 1a khong
vuot qua 100mg, va cu thé tdt hon 13 khong vuot qua 50mg.

Céac duge pham thudng bao gbm lugng “c6 hi¢u qua” ctia mot hodc nhiéu khang
thé theo sang ché, tirc 1a lugng du dé diéu tri, lam thuyén giam, 1am suy yéu hodc ngin
nglra cac tinh trang hodc bénh mong mudn, hoic dé biéu hién tac dung tri lidu co thé

phat hién dugc. Cac tdc dung tri liéu cling bao gdbm viéc giam va viéc lam suy yéu do
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manh mam bénh hodc céc triéu ching thé chit. Luong ¢6 hiéu qua chinh xac dbi doi
tuong cu thé bt ky sé& phu thudc vao kich thudc, can ndng, va strc khoe, va ban chit va
su kéo dai tinh trang cta ho, céc tri liéu hodc dang két hop céc tri liéu dugc chon dé
dung. Lugng c6 hiéu qua cho tinh hudng cu thé dugce xac dinh boi thir nghiém thong
thuong va nam trong viéc chi dan cua béc s§. Ddi v6i cac muyc dich cua sing ché, lidu
c6 hidu qué s& thudong nim trong khoang tir 0,005 dén 100 mg/kg, t6t hon 1a tir 0,0075
dén 50 mg/kg, tét hon nita 12 tir 0,01 dén 10 mg/kg, tham chi t5t hon nira 14 tir 0,02 dén
5 mg/kg cua khang thé theo sang ché (vi du, lugng khang thé trong duoc phim) lién

quan dén trong lugng co thé (vi du, don vi kg) cua ca thé duoc dung.

Vi du, trong bdi canh ctia su ghép gan, vi du, do suy gan gy ra bdi viém gan B,
luong khéang thé, hoic manh lién két khang nguyén cta chung trong duoc pham theo
sang ché, co thé t6t hon 1a khong vuot qua 50mg, tbt hon nita 12 khong 16n hon 10mg,
déi v6i lidu don trong ngay ghép, sau do hoat dong khong 16n hon tlr 10 dén 50mg, tot
hon 13 khong 16n hon 2 dén 10mg, trén mdi ngay trong khoang thoi gian 7 ngay va
khong 16n hon tir 10 dén 50mg, t6t hon 12 khong 16n hon tir 2 dén 10mg, trén mdi lidu
don duoc dung mdi tir 1 dén 3 thang dé duy tri cac muc huyét thanh khang HBkhang
Hbs khoang 100IU/L.

DP&i vé6i viée didu tri viém gan B man tinh, vi dy, khang thé, hodc manh khang
nguyén cia no, hodc dugc pham theo sang ché, t6t hon 1a dugc dung dudi da, véi lidu
don 1én dén 500mg, tt hon 1a 1én dén 250mg, t6t hon nita 1a 1én dén 100mg ctia khang
thé theo sang ché. Liéu don nay c6 thé duoc dung hang ngay, hang tudn hodc hang thang

nhu dugc mo ta & trén.

Hon nita, dugc pham theo sang ché ciing ¢6 thé bao gdm thanh phan hoat tinh b
sung, ma co thé 1a khang thé hodc thanh phan, ma khong phai 1a khang thé. Tét hon 14,
thanh phan hoat tinh bd sung duge chon tr cac chét tc ché polymeraza, interferon
va/hodc cac chit tc ché diém kiém tra. Cac chét rc ché polymeraza dugc uu tién bao
gb6m bao g6m Lamivudin, Adefovir, Entecavir, Telbivudin va Tenofovir. Céc chét uc
ché polymeraza ngin chin phién ma nguoc va tong hop ctia chudi ADN-plus. Cac chét
trc ché polymeraza khong ngén sy lay lan virut, sy tao ra cccADN va khong anh hudng
dén su giai phong HBsAg. Interferon bao g6m IFNalpha va IFNbeta, nho do [FNbeta
duogc uu tién. Cac chit e ché diém kiém tra dugc wu tién dé cap dén su phong bé cua

PD-1/PD-L1 va/hodc ctia CTLA4 va, do d6, bao gdm cac khang thé khéng PD-1, cac
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khang thé khang PD-L1 va cac khang thé khang CTLA4. Dugc pham theo sang ché c6

thé chira mot hodc nhiéu thanh phén hoat tinh bd sung.

Khéng thé, hodc manh lién két khang nguyén cua no, theo sang ché c6 thé c6 mat
hodc trong cung mdt dugc pham lam thanh phan hoat tinh bd sung hoic, t6t hon la,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché dugc chira boi duoc phém
thtr nhét va thanh phan hoat tinh bd sung duge chira boi duoc pham thir hai khéc véi
duoc phém thir nhét. Theo do6, néu nhiéu hon mot thanh phén hoat tinh bd sung dugc du
kién, thi mdi thanh phan hoat tinh bd sung va khang thé, hodc manh lién két khang
nguyén theo sang chét t6t hon 13 duoc chtta boi duge pham khéc nhau. Céc dugce pham
khac nhau nay c6 thé dugc dung hodc két hop/ddng thoi hodc & cac thoi diém riéng hoic

cac dia diém riéng (vi du, cac bd phan riéng ctia co the).

Tét hon 13, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché va thanh
phﬁn hoat tinh bd sung tao ra tac dung tri liéu bd sung, hodc t5t hon 13, tac dung trj liéu
hiép déng. Thuét ngtt “hiép dé)ng” dugc st dung dé mo ta tac dung két hop cua hai hoac
nhidu chit c6 hoat tinh ma 16n hon tong tac dung riéng 1é cua mdi chat c6 hoat tinh
twong tng. Do do, trudng hop tac dung két hop cua hai hodc nhidu chét dan dén “su e
ché hiép déng” cda hoat tinh hodc quy trinh, c6 muc dich la su e ché hoat tinh hoic
quy trinh 16n hon tbng tac dung tc ché ctia mdi chét co hoat tinh twong tmg. Thuét ngi
“tac dung tri licu hiép déng” dé cap dén tac dung tri liéu dugc quan sat voi su Kkét hop
ctia hai hodc nhiéu liéu phap trong dé téc dung tri lidu (khi duge do béi thong sb bat ky
trong mot s6 thong s6) 16n hon tong tac dung tri liéu riéng 1é dugc quan sat véi cic ligu
phap riéng tuong Ung.

Duoc phdm chtra khang thé theo gHCB34 hodc manh lién két khang nguyén cla
no, va chét mang dugc dung dugc uu tién.

Theo mot phuong 4n, ché pham theo sang ché c6 thé chira cac khang thé theo
sang ché, trong do6 cac khang thé ¢6 thé chiém it nhit 50% theo trong lugng (vi du, 60%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 16n hon) cla tong s
protein trong ché phim. Trong ché pham nay, t5t hon 1a cac khang thé & dang dugc tinh

sach.

Do d6, sang ché con dé xuat phuong phap diéu ché duoc phdm, bao gdm cac

budc: (1) diéu ché khang thé cta sang ché; va (i1) tron khang thé duoc tinh sach vi mot
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hoic nhiéu cac chat mang dugc dung.

Theo phuong an khac, phuong phap didu ché duoc phdm bao gdm budc: tron
khang thé véi mot hodc nhiéu chit mang dugc dung, trong d6 khang thé 12 khang thé
don dong thu dugc tu té bao B duoc bién nap hodc té bao huyét twong dugc nudi céy

theo sang ché.

La cach thay thé dé phan phéi cac khang thé hodc cac té bao B cho cdc muc dich
trj liéu, c6 thé phan phéi axit nucleic (thuong 1a ADN) ma ma héa khang thé don dong
(hodc méanh c6 hoat tinh ctia nd) duoc dé cap co nguén géc tir té bao B hodc céc té bao
huyét tuong dugc nudi céy cho ddi tuong, sao cho axit nucleic ¢o thé duoc biéu hién &
ddi twong tai chd dé cung cip tac dung tri liéu mong muén. Liéu phap gen va céc vecto

phan phéi axit nucleic thich hop da duge biét dén trong linh vuc ky thuat nay.

Céc duge phdm c6 thé bao gbm chit khangvi sinh vat, cu thé néu dugc déng gbi
¢ dang da lidu. Chiing c6 thé bao gbm chét tay rira vi du, Tween (polysorbat), ching han
nhur Tween 80. Cac chit téy rira thuong c6 mat & cadc muc thép, vi du, nhé hon 0,01%.
Céc ché pham ciing c6 thé bao gdm cac mudi natri (vi du, natri clorua) dé tao ra truong

luc. Vi du, thong thuong néng do 1a 10£2mg/ml NaCl.

Hon nita, cac duoc phém ¢6 thé chira rugu duong (vi du, manitol) hodc disacarit
(vi du, sucroza hodc trehaloza) vi du, ¢ khoang 15 dén 30 mg/ml (vi dy, 25mg/ml), cu
thé 12 néu chung duoc dong kho hodc néu chiing bao gdm chit ma dugc hoan nguyén tur
chét dong kho. Do pH ciia ché phim ddi v6i qua trinh 1am déong kho c6 thé dugc diéu
chinh nam trong khoang tir 5 dén 8, hodc nim trong khoang tur 5,5 dén 7, hoic khoang
6,1 trudc qua trinh lam dong kho.

Céc ché pham theo sang ché ciing c6 thé chira mot hogc nhiéu chit diéu hoa mién
dich. Theo mdt phuong an, mot hodc nhiéu chit diéu hoa mién dich bao gém chét b
tro.

Céc céch st dung va diéu tri y khoa

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét str dung khing thé, hoic manh lién két
khang nguyén ctia nd, theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té
bao theo sang ché hodc dugc pham theo sang ché trong (i) phong ngira, diéu tri hodc lam

suy yéu viém gan B va/hodc viém gan D; hodc trong (ii) chan doén viém gan B va/hodc
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viém gan D.

Trong pham vi cua sang ché c6 mot s6 dang va mot sb duong dung khang thé,
hodc manh lién két khang nguyén cua nd, axit nucleic, vecto, té bao hoic dugc phém,
nhu duoc md ta & trén dbi véi dugce phim. Piéu nay 4p dung trong bdi canh clia viéc su
dung khang thé, manh lién két khang nguyén cia nd, axit nucleic, vecto, té bao nhu

dwoc mo ta & trén, cu thé vé cac dang va cac duong dung dugc uu tién.

Cac phuong phéap chin doan c¢6 thé bao gdm budc cho khang thé hodc manh
khéang thé tiép xtic véi mau. Cac mAu nay c6 thé duge phan 1ap tir dbi tuong, vi du mau
mo dugc phan 1ap duoc léy tlr, vi du, duong miii, cac khoang mili, cac tuyén nudc bot,
phéi, gan, than, tai, mét, nhau thai, duong tiéu hoa, tim, buéng trirng, than trén, tuyén
giap, ndo, da hodc mau, vu tién la huyét thanh. Céc phuong phap chén doan c6 thé bao
gdm budc phét hién phtrc hop khang thé/khang nguyén, cu thé 1a viéc tiép xuc tiép cua
khéng thé hodc méanh khang thé véi mau. Budc phat hién nay thuong dugc thuc hién &
ban thi nghiém, tirc 1a ma khong co su tiép xuic bt ky véi co thé nguoi hodc co thé dong
vat. Céc vi du vé cac phuong phap phat hién da biét boi ngudi co hiéu biét trung binh
v& linh vuc k¥ thudt nay va bao gdm, vi dy, ELISA (thir nghiém hAp thu mién dich lién

két enzym).

Sang ché con dé xut st dung (i) khéng th8, manh khang thé, hodc cac bién thé
hoic cac din xudt cia nd theo sdng ché, (ii) dong té bao B duoc c¢b dinh theo sang ché,
(iii) axit nucleic hodc vecto theo sang ché hoic (iv) duoc pham theo sang ché trong (a)
san xuét thudc dé ngin ngra, didu tri hodc 1am suy yéu viém gan B va/hodc viém gan D

hodc dé (b) chan doan viém gan B va/hodc viém gan D.

Sang ché con dé xuét khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cua no, theo
sang ché, axit nucleic theo séng ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hoic
dugc pham theo sang ché dé str dung lam thudc, cu thé 1a dé ngan nglra hodc didu tri
viém gan B va/hodc viém gan D. sang ché con dé xuét str dung khang thé theo sang ché
trong viéc san xuét thubc d@é didu tri ddi tugng va/hoic chin doan & ddi tuong. Sang ché
con dé xuit phuong phap didu tri ddi twong, bao gdm budc cho d6i tuong ding ché
phdm theo sang ché. Theo mot sb phuong an, d6i tuong 1a nguoi. Mot cach dé kiém tra
do hiéu qua viéc diéu tri tri liéu bao g61n viéc theo ddi cac triéu chung bénh sau khi

dung ché phim theo sang ché. Pidu tri ¢ thé 1a lich trinh don 1iéu hodc lich trinh da
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lidu.

Theo mét phuong an, khang thé, manh khang thé, dong té bao B dugc ¢b dinh,
hodc duoc pham theo séng ché dugc dung cho ddi tuong cAn viéc diéu tri nay. Ddi twong
nay bao g6m, nhung khong gi¢i han ¢, nguoi déac biét c6 nguy co hodc nhay cdm v&i

viém gan B va/hodc viém gan D.

Céc khang thé, hodc cdc manh lién két khang nguyén cta nd, theo sang ché nay
cling ¢6 thé duge st dung trong bd kit dé chan doan viém gan B va/hodc viém gan D.
Hon nita, cac quyét dinh khang nguyén trong khu vuc vong khang nguyén ciia HBsAg,
¢6 kha nang lién két khang thé theo sang ché nhu dugc md ta trong ban md ta nay cd thé
duoc st dung trong kit dé theo doi do hidu qué cua cac quy trinh ing dung bang cach

phat hién sy c6 mat hodc xac dinh hi¢u gia cua cac khang thé khang HBV bao ve.

Tt hon 13, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cua no, theo sang ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hoic duge phém
theo sang ché dugc st dung trong viéc diéu tri hodc 1am thuyén giam viém gan B man

tinh.

Dang chu y 13, khang thé theo sang ché (i) trung hoa manh su 1y nhiém HBV,
(ii) lién két v6i L-HBsAg (protein vé boc HBV 16n, ma c6 mit trong cac hat HBV lay
nhidm), do d6 ngan chan su 1ay lan cia HBV, (iii) lién két véi S-HBsAg, do d6 thic day
su thanh thai cac hat virut con (SVP) va (iv) ¢6 thé gay ra su dao ngugc huyét thanh, tirc

1a dap ung mién dich hoat tinh v6i virut.

Tét hon 14, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cta nd, theo sang ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto theo séng ché, t& bao theo sang ché hoic dugc phim
theo sang ché dugc st dung trong viéc ngan ngira su lay nhiém (lai) viém gan B sau khi
ghép gan cu thé ddi voi suy gan do viém gan B gy ra.

V6i muc dich nay, 5t hon 1a liu cao ¢6 thé dugc ding cho bénh nhén tiép nhan
viéc ghép gan trong ngay ghép va cac lidu hang ngay c6 thé dua ra hoat dong trong
khoang thoi gian mot tudn. Sau d6, tét hon 1a céac lidu khac c6 thé duoc dua ra moi tir 1
dén 3 thang dé duy tri cc mirc huyét thanh khang thé khang HBV cao hon 100 TU/ml.

Theo phuong an dugc uu tién khac, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén

clia no, theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, t€ bao theo sang
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ché hogc dugc phdm theo sang ché duge sir dung trong viéc ngan ngira/phong ngira viém
gan B & cac ddi tuong khong duge mién dich. Diéu nay 1a vi du trong truong hop (dugc
gia dinh) tiép xic ngiu nhién véi HBV (phong nglra sau phoi nhiém). Thuét ngft “céc
ddi tugng khong dugce mién dich” bao gbm cac dbi tuong, nhitng ngudi khong bao gio
tiép nhan dugc ching nglra vacxin, va do do khong dugc mién dich, va cac ddi tuong
khong thé hién dap tmg mién dich (khong ¢6 khang thé chéng viém gan B c6 thé do
dugc) sau khi ching ngtra vacxin. Cu thé 1a trong cac nhom sau, khang thé, hoac manh
lién két khang nguyén cua n6, theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang
ché, té bao theo sang ché hodc dugce pham theo sang ché duoc str dung ngan ngira (tiép
tuc) viém gan B, tuc 1a trdi v4i phong ngra (tiép tuc) “phong ngira sau phoi nhiém” t6t
hon 14 cho cac dbi tuong & trén, ngudi khong thé hién dap tng mién dich (khong c6
khang thé chdng viém gan B ¢6 thé do dugc) sau khi chung nglra vacxin déi véi ngudi

tiép tuc phong ngtra 1a can thiét,

Tét hon 1, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia né, theo sang ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hodc dugc phim
theo sang ché duoc st dung trong viéc phong ngira viém gan B & cac bénh nhén chay

than nhan tao.

Tét hon 13, khang thé, hoic manh lién két khang nguyén ctia no, theo séng ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hoic dugc phdm
theo sang ché dugc st dung trong viéc ngin ngira viém gan B ¢ tré so sinh. Theo d6, cu
thé 1a cac tré so sinh clia ngudi mang virut viém gan B/ngudi me khong duge mién dich
duoc vu tién. Hon nita, dugc uu tién 1a khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia
no, theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché
hodc dugce pham theo sang ché duoc dung khi sinh hozc sau khi sinh cang sém cang tot.
Tt hon 1, viéc dung c6 thé duoc lap lai cho téi khi ching ngtra vacxin sau khi dao

nguoc huyét thanh.

Tét hon 13, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia né, theo sang ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hodc dugc pham
theo sang ché duoc st dung trong viéc didu tri hodc lam thuyén gidm viém gan D, t6t
hon 1a viém gan B va viém gan D, ma cu thé 1a sy xuét hién dong thoi viém gan B va
viém gan D. Dang cha ¥ 14, khang thé theo sang ché khong chi trung hoa manh virut

viém gan B ma con trung hoa manh virut viém gan delta. Do d6, khang thé theo séng
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ché c6 thé cung cép viéc didu tri thir nhét cta viém gan D.
Liéu phap két hop

Viéc ding khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cta né theo séng ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto theo séng ché, té bao theo sang ché hodc dugc pham
theo sang ché trong cac phuong phap va stt dung theo sang ché ¢6 thé duge thuc hién
don 1¢ hodc két hop véi déng chét (con dugc goi 1a “thanh phﬁn hoat tinh bd sung” trong
ban mo ta nay) hitu ich trong viéc diéu tri va/hodc dn dinh bénh hoic cac rdi loan can

duoc diéu tri hodc ngédn chan.

Sang ché bao ham viéc dung khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6
theo sang ché, axit nucleic theo séng ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hoic
duoc pham theo sang ché, trong d6 né duge dung cho d6i twong trude, ddng thoi hodc
theo trinh tu v&i cac phac dd tri liéu hodc cac déng chét hitu ich dé diéu tri, va/hoic
phong ngtra viém gan B. Khéng thé, axit nucleic, vecto, té bao hodc dugc pham néu trén
ma duoc ding dong thoi véi cac dong chat co thé dugc dung trong cac ché pham gidng

nhau hodc khac nhau bang cac duong ding gidng nhau hodc khac nhau.

Céc phac do tri liéu hodc cac dong chat khac néu trén c6 thé dugce chon tir nhém

bao gdm céc chat e ché polymeraza, interferon va/hodc cac chat te ché diém kiém tra.

Do d6, theo khia canh khac cua sang ché, khang thé, hodc manh lién két khang
nguyén cua nod, theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao
theo sang ché hodc dugc phim theo sang ché dugc dung két hop véi chéat e ché
polymeraza, interferon va/hodc chit trc ché diém kiém tra d6i voi viée st dung (y té)
dugc mo ta & trén.

Céac chét tc ché polymeraza dugc uu tién bao gém bao gdbm Lamivudin,
Adefovir, Entecavir, Telbivudin va Tenofovir. Lamivudin 1 chat ¢ ché polymeraza
dugc vu tién nhat. Cac chét Gc ché polymeraza ngan chin phién ma nguoc va tbng hop
cia chudi ADN-plus. Céc chat rc ché polymeraza khong ngan chan sy 1ay lan virut, su
tao ra cccADN va khong anh huong dén su giai phong HBsAg.

Interferon bao gdbm IFNalpha va IFNbeta, nhé d6 IFNbeta duoc uu tién.

Céc chét e ché diém kiém tra dugc uu tién d& cap dén su phong bé ctia PD-

1/PD-L1 va/hodc ciia CTLA4 va, do d6, bao gdbm cac khang thé khang PD-1, cac khéng
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thé khang PD-L1 va c4c khang thé khang CTLA4. Do d6, dugc phém theo sang ché c6

thé chtra mdt hogc nhiéu cac thanh phan hoat tinh bd sung.

Pdng chat (cac thanh phan hoat tinh bd sung) duge uu tién khdc duge dung két
hop véi khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia né, theo sang ché, axit nucleic
theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hoic duoc pham theo sang ché

bao gdm cac chat chi van LTBR.

T6t hon 13, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cuia no, theo sang ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto theo sdng ché, t& bao theo sang ché hoic dugc pham
theo sang ché duoc dung két hop véi chét e ché polymeraza. Cu thé, diéu nay ap dung
d& str dung két hop trong viée phong ngira, didu trj hodc lam suy yéu viém gan B va/hodc
viém gan D. Trong bdi canh nay, Cac chét trc ché polymeraza dugc uu tién bao gdm bao
gém Lamivudin, Adefovir, Entecavir, Telbivudin va Tenofovir. Chét trc ché polymeraza

duoc uu tién nhat la lamivudin.

T4t hon 13, khang thé, hoac manh lién két khang nguyén cia né, axit nucleic,
vecto, té bao hodc dugc pham duge dung qua cac duong dung giong nhau hodc khac
nhau nhu chit e ché polymeraza, interferon va/hodc chat tc ché diém kiém tra.

Do d6, theo khia canh khac con dé xuét dang két hop cua

(i)  kht hop é, hoic manh lién két khang nguyén cta no, theo sé, hoaé, axit
nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, t& bao theo sang ché hodc dugc pham theo
sang ché; va

(ii) chét trc ché polymeraza, interferon va/hodc chét trc ché diém kiém tra.

Dang két hop nay t6t hon 1a duge dung trong viéc phong ngira, diéu tri hodc lam
suy yéu viém gan B va/hodc viém gan D, cu thé sir dung trong viéc diéu trj viém gan B
man tinh va/hodc viém gan D man tinh. Tét hon nita 13, dang két hop dugc st dung &
cac bénh nhan don nhiém HBV hodc & cac bénh nhan dong nhiém HBV/HDV,

Tét hon 13, dang két hop nay lam tang tdc sy thanh thai HBsAg.

V6i muc dich nay, sang ché con dé xudt kit bao gdbm

(i)  kh)xudt &, hodc manh lién két khang nguyén cta né, theo sé, hoaé, axit
nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té bao theo sang ché hodc duoc pham theo

sang ché; va
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(ii) chat uc ché polymeraza, interferon va/hodc chat uc ché diém kiém tra.

Ngoai ra, kit ¢6 thé bao gdm cac phuong tién dung khéng thé, hodc manh lién két
khang nguyén cta né theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sing ché, té
bao theo sang ché hoac duoc pham theo sang ché, ching han nhu dng tiém hozc binh
va/hodc td quang cdo roi, vi du véi cac chi dan st dung khang thé, hodc manh lién két
khang nguyén cta no theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té
bao theo sang ché hodc duoc phdm theo séng ché, va/hodc chét e ché polymeraza,

interferon va/hodc chat rc ché diém kiém tra.

Khéng thé, hoac manh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché ¢o thé c6 mat
hodc trong cing mot duge pham 1am thanh phan hoat tinh b6 sung (ddng chat) hoic, tot
hon Ia, khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché duoc chua boi duoc
phdm tht nhét va thanh phan hoat tinh b sung (ddng chit) dugc chira boi duoc phim
tha hai khac vo1 dugc phém thtt nhat. Do d6, néu nhiéu hon mdt thanh phﬁn hoat tinh
b6 sung (ddng chét) duoc quan tAm, thi mdi thanh phan hoat tinh bd sung (ddng chat)
va khang thé, hoic manh lién két khang nguyén theo sang chét tot hon 1a duge chira boi
duoc phdm khac nhau. Cac duoc pham khic nhau nay cé thé duoc dung hodc két
hqp/déng thoi hodc & cac thoi diém riéng hodc céc dia diém riéng (vi du, cac bd phan

riéng cuia co the).

Tét hon 13, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché va thanh
phan hoat tinh bd sung (ddng chét) tao ra tac dung tri liéu b6 sung, hodc tét hon 14, tac
dung tri liéu hiép ddng. Nhu dugc md ta & trén, thudt ngit “hiép dong” dugc sir dung dé
mo ta tac dung két hop cta hai hodc nhiéu chit ¢6 hoat tinh ma 16n hon téng cac tac
dung riéng 1é ctia mdi chat ¢6 hoat tinh twong tng. Do d6, trudng hop tac dung két hop
cta hai hodc nhiéu chat din dén “su e ché hiép déng” ctia hoat tinh hodc quy trinh, c6
muc dich 1a su e ché hoat tinh hodc quy trinh 16n hon tong tac dung tc ché ctia mdi
chét c6 hoat tinh. Thuat nglt “tdc dung tri liéu hiép déng” dé cap dén tac dung tri licu
dugc quan sat véi su két hop cta hai hodc nhiéu liéu phép trong do tac dung tri liéu (khi
duoc do boi thong sb bét ky trong mot sb thong s6) 16n hon téng tac dung tri liéu riéng

1¢ dugc quan sat véi cac liéu phap riéng tuwong ing.
Céch st dung va cac phuong phap

Theo khia canh khac, sang ché @& xuét st dung khang thé, hodc manh lién két
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khang nguyén cua no theo sang che, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, té
bao theo sang ché hoic dugc pham theo sang ché dé theo ddi chit lugng cua cac vacxin
khang viém gan B hodc vacxin khang viém gan D bang cach kiém tra khang nguyén cua

vacxin nay chira quyét dinh khang nguyén dic hiéu & ciu dang dung.

Hon nita, sang ché con dé xuat st dung khang thé, hodc manh lién két khang
nguyén cla nd, theo sang che, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, t€ bao
theo sang ché hoac dugc pham theo sang ché trong viéc chan doan viém gan B va/hodc

viém gan D.

Ngoai ra, con st dung khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua no6 theo
sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang che, t€ bao theo sdng ché hoic
dugc pham theo sang ché trong viéc xac dinh xem liéu rang mau mau dugc tach co

nhiém virut viém gan B va/hodc virut viém gan delta dugc dé xuat.

Nhu duge mé ta & trén, cac phuong phap chan doan cé thé bao gdbm budc cho
khang thé hodic méanh khang thé tiép xuc v6i mau. Cac mau nay co thé duge phan Iap tir
dbi tuong, vi du mau mo duogc phén lap dugc léy tu, vi du, duong miii, cac khoang miii,
cac tuyén nudc bot, phéi, gan, than, tai, mét, nhau thai, dudng tiéu hoa, tim, buéng triing,
than trén, tuyén gidp, ndo, da hodc mau, wu tién 1 huyét thanh. Cac phuong phap chén
doan c6 thé bao gdbm budc phat hién phirc hop khang thé/khang nguyén, cu thé 1a su tiép
xuc cua khiang thé hoidc manh khéng thé voi miu. Bude phét hién nay thuong dugc thuc
hién & ban thi nghiém, tc 12 ma khong c6 su tiép xtc bit ky véi co thé ngudi hodc co
thé dong vét. Cac vi du vé cac phuong phap phat hién da biét boi nguoi c6 hiéu biét
trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay va bao gom, vi du, ELISA (thir nghiém hép thu mién

dich lién két enzym).

Sang ché con dé xudt phuong phap ngin ngua va/hodc diéu tri viém gan B
va/hodc viém gan D & ddi tugng, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc cho dbi
twong can phuong phap nay dung khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cta no
theo sang ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang ché, t& bao theo sang ché,

hodc dugc phdm theo séang ché.

Sang ché con d& xuat phuong phap diéu tri di tugng da tiép nhan viée ghép gan
bao gdm budc cho ddi tugng da tiép nhan viéc ghép gan dung mot lugng ¢o hiéu qua

cua khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia né theo sang ché, axit nucleic theo
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sang ché, vecto theo séng ché, té bao theo sang ché hoic duge phim theo sang ché.

Trong phuong phap néu trén, dbi trong bi bénh viém gan B man tinh dugc uu
tién.

Hon ntta, cac chi tiét dugc mo ta trude do, cu thé 1a trong bdi canh cta duoc
phim va st dung y té, cling duoc ap dung d6i v6i cac phuong phip duge md ta trong
ban mo ta nay. Vi du, trong cac phuong phap duge mo ta & trén, khang thé, hoac manh
lién két khang nguyén clia n6 theo séng ché, axit nucleic theo sang ché, vecto theo sang
ché, té bao theo sang ché hoic duoc phim theo sang ché &t hon 1a duoc dung két hop
v6i chét e ché polymeraza, interferon va/hodc chét tc ché diém kiém tra nhu dugc mod
ta ¢ trén.

Céc vi du thye hién sang ché

Sau day, cac vi du cu thé minh hoa theo cic phuong 4n va céc khia canh khac
nhau ctia sang ché s& dugc mo ta. Tuy nhién, pham vi bao ho ctia sang ché khong bi gi6i
han bdi cac phuong an cu thé duge mo ta trong phan nay. Cac vi du va su chudn bi sau
day duogc dua ra dé cho nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay hiéu
rd hon va c6 thé thuc hién sang ché. Tuy nhién, pham vi bao hQ cua sang ché khong bi
gi6i han bdi cadc phuong an minh hoa nay, ma chi véi muc dich minh hoa tirng khia canh
cla sang ché, va cac phuong phap thuc hién twong ung déu nam trong pham vi bao ho
cua sang ché. Thuc vay, cac cai bién khac nhau theo sang ché cting véi cac stra ddi dwoc
md ta & ddy c6 thé trd nén rd rang voi nhitng ngudi ¢6 chuyén mon trong linh vuc k§
thuat tir ban md ta da néu va cac hinh v& kém theo va cac vi du dudi ddy. Tat ca cic cai
bién nay déu nim trong pham vi bao hd ciia bd yéu cau bao ho kém theo.

Vidu 1: Xac dinh va mo ta dic diém khéng thé don dong HBC34

Khéng thé don dong & nguoi duge phéan l1ap theo céc twong tu nhu duoc mo ta
trong Traggiai E. va cong su, 2004, Nat Med 10(8): 871-5 tir ngudi bénh. Khang thé
duoc mb ta bang cach xac dinh céc trinh tw nocleotit va amino axit clia cic viing bién
ddi ctia n6 (bang 2 va bang 3) va cac ving xac dinh bo sung (CRD) trong d6 va goi la
“HBC34”. Theo d6, HBC34 1a khang thé don dong hoan toan & nguoi loai IgG1 ¢6 cac
trinh ty CDR, VH va VL nhu dugc minh hoa trong bang 2 va bang 3.

Tiép theo, ngudi ta xac dinh dinh duoc ba kiéu huyét thanh HBsAG 1a adw, ady,
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va ayw ma khang thé don dong & ngudi HBC34 lién két. Ngac nhién 1a, HBC34 lién két
c6 4i lue cao véi ba kidu huyét thanh HBsAg (adw, ady va ayw) véi cac gia tri EC50
twong tu va thap hon, nhu dugc do bang phuong phap ELISA (Fig. 1).

Céc hiéu gia bao vé cia cac khang thé HBV duoc biéu dién theo don vi quéc té
(IU) cho phép chuén hoa theo cac thir nghiém khac nhau. Nam 1997, mau tham khao
qudc té vé glubulin mién dich khang HB (W1042) dugc thanh lap. Huyét tuong str dung
trong mau cta chuin nay cé nguin gbc tir ngudi ma bi nhiém virut viém gan B ty nhién
(Barker, L. F., D. Lorenz, S. C. Rastogi, J. S. Finlayson, va E. B. Seligmann. 1977. Study
of a proposed international reference preparation for antihepatitis B immunoglobulin.
WHO Expert Committee on Biological Standardization technical report series. WHO
Expert Committee on Biological Standardisation 29th Report BS 77.1 164. Geneva,
Switzerland, World Health Organization, 1977; World Health Organization: Anti-
hepatitis B immunoglobulin. WHO Tech Rep Ser 1978; 626:18). Hoat tinh cia HBC34,
khi duge do chdn doan bing xét nghiém mién dich (xét nghiém mién dich chén doan
ctia kién trac su Abbott), 1a 5.000 IU/mg. Khi so sanh v&i hoat tinh cua HBIG 1a ~ 1
IU/mg.

Vidu 2: Khéng thé HBC34 trung hoa manh HBV va HDV lay nhiém.

Muc dich thi nhét cta vi du 2 1a x4c dinh liéu HBC34 trung hoa HBV 14y nhiém
va so sanh hoat tinh trung hoa ciia HBC34 véi hoat tinh trung hoa ctia cac khang thé
khang HB khac. Vi muc dich nay, cac té bao HepaRG di biét héa dugc o 4m véi lugng
c¢b dinh cia HBV trong sy c6 mat hodc Véng mat ciia cac khang thé (HBC34, 18/7, Ab2,
Ab3 va HBIG) trong mdi trudong bd sung 4% PEG 8000 (Sigma-Aldrich) trong 16 gid
& 37°C. Vao cubdi giai doan 0 4m, cic té bao dugc rira va sau ddy dugc nudi cdy. Thay
d6i moi truong sau 3 ngay. Su lay nhiém duoc phat hién bang cach do bang phwong
phap xét nghiém hap thu mién dich lién két v6i enzyme (enzyme-linked immunosorbent
assay-ELISA), cic mtc d ciia khang nguyén bé mat viém gan B (HBsAg) va khang
nguyén e viém gan B (HBeAg) duoc tiét vao trong moi truong nudi cdy dich ndi tir ngay
thir 7 dén ngay thtr 11 sau khi 1ay nhiém va bang cach phét hién HBcAg nhudm trong
thir nghiém mién dich huynh quang.

Nhu duge minh hoa trong céc Fig. 2 va Fig. 3, HBC34 trung hoa hoan toan su
lay nhiém HBV khi kiém tra & 5 va 0,5 pg/ml, trong khi cac khang thé khang HB don
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dong cua nguoi so sanh Ab2 va Ab3, ma cling lién két voi HBsAg, nhung khong din
dén trung hoa hoan toan. Diéu d6 cho thdy ring khong phai tit ca cac khing thé lién két
v6i HBsAg c6 thé trung hoa 1ay nhiém HBV (vi du, Ab2 va Ab3). Luu y, HBIG trung
hoa lay nhiém HBV chi khi th nghiém & 5.000 va 500 pg/ml, véi do hi¢u nghiém thip
gAp 1.000 14n so v&i HBC34. 18/7 1a khang thé don dong chudt khang ving Pre-S1 cua
HBsAg. |

Muc dich thtr hai ctia vi du 2 1a xac dinh hoat tinh trung hoa cia HBC34 khang
HDV trén cac té bao HepaRg di biét hoa. Huyét thanh tir cac chat mang HDV dugc st
dung nhu 1a chit nhiém truyén HDV. Nhudm huynh quang mién dich khang nguyén
delta dugc st dung nhu 1a chi bao. Nhu dugc minh hoa trong Fig. 4, HBC34 da phong
bé hoan toan su lay nhiém HDV khi dugc thir nghiém & 0,12 pg/ml. Khi so sanh, HBIG
cling duoc thtr nghiém va khong hiéu qua (duoc thir nghiém ¢ 1/1.000, tirc 1a 50 ug/ml).

Vidu 3: Khang thé HBC34 nhén biét tit ca 10 kiéu gen HBV 1a A, B, C, D,
E,F,G, H Ival.

HBC34 duoc thir nghiém kha ning dé nhan biét 10 kiéu gen HBV 1a A, B, C, D,
E,F, G, H, I va J (nhu duoc minh hoa trong Fig. 5) bang phan tich va do t€ bao theo
dong chay. Cu thé, céc té bao biéu md ngudi (cac té bao Hep2) dugc chuyén nap bang
plasmit biéu hién véi mbi HBsAg cua 10 kiéu gen HBVA, B,C,D,E,F,G, H,[,val
(nhu duoc minh hoa trong Fig. 5). Khang thé don dong ctia ngudi HBC34 (5 pg/ml) va
khang thé d6i chimg (5 pg/ml) duge st dung dé nhudém céc té bao dugc tham duoc
chuyén nap tam thoi. Hai ngay sau khi chuyén nap, cic té bao Hep2 dugc thu thap, c¢d
dinh va thAm véi saponin dé nhudm mién dich v6i HBC34 hoac ddi ching Ab. Lién két
cta cac khang thé véi cac té bao chuyén nap duoc phan tich bang Becton Dickinson
FACSCanto2 (BD Biosciences) v6i phan mém FlowJo (TreeStar). Nhu dugc minh hoa
trong Fig. 6, HBC34 da nhan biét tit ca 10 kiéu gen HBsAg v6i cic mau nhudm tuong

tu.
Vi du 4: Khéng thé HBC34 nhan biét tit ca dot bién HBsAg chirc ning.

HBC34 dugc thtr nghiém vé kha nang lién két voi cac dot bién 19 kiéu gen
HBsAg D khac nhau (trén co sé kiéu gen HBsAg D, sb dang ky ngan hang gen
FJ899792, nhu duoc minh hoa trong Fig.7) HBsAg Y100C/P120T, HBsAg P120T,
HBsAg P120T/S143L, HBsAg C121S, HBsAg R122D, HBsAg R1221, HBsAg T123N,
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HBsAg T123N/C124R, HBsAg Q129H, HBsAg QI129L, HBsAg MI133H, HBsAg
M133L, HBsAg M133T, HBsAg K141E, HBsAg P142S, HBsAg S143K, HBsAg
D144A, HBsAg G145R va HBsAg N146A (xem SEQ ID NO sb 16 — 33 dbi véi céc
trinh tu amino axit clia ving vong 1dp khang nguyén cua nhitng dot bién nay) bang phan
tich va do té bao theo dong chay. Cu thé, cac té bao biéu md ngudi (cac té bao Hep2)
duoc chuyén nap bing cac plasmit biéu hién cac dot bién HBsAg khac nhau va phan
tich nhu 1a trong vi du 3. 5 pg/ml cua khang thé don dong ngudi HBC34 va hai khang
thé don dong HBsAg dic hidu khac (Ab5 va Ab6) duge st dung dé thtr nghiém lién két
HBC34 véi cac té bao Hep2 duge chuyén nap.

Nhu duge minh hoa trong Fig. 8, HBC34 dugc phat hién lién két v6i 18 trong sb
19 dot bién HBsAg. Lién két HBC34, nhung khong phai 14 lién két Ab5 va Ab6, hoan
toan bi hiy bo chi trong dot bién HBsAg T123N/C124R, tic 1a khi ca hai gbe 123 va
124 bi dot bién. Luu y, dot bién cua hai gbc nay (tic 13, T123 va C124) thanh alanin
duoc minh hoa lién quan dén su thiéu hut tinh 1ay nhiém HBV, ma c6 kha nang nhiéu
nhit do thiéu cau disulphua tao ra béi C124 ma dan dén su thay dbi cau hinh trong vong
1ap khang nguyén (Salisse J. va Sureau C., 2009, Journal of Virology 83: 9321-9328).
Do vay, khang thé don dong ngudi HBC34 lién két véi cac dot bién 18 HBsAg.

Vidu5:  Khang thé HBC34 lién két véi quyét dinh khdng nguyén da hinh

dugc bao ton trong vong lip khang nguyén.

Quyét dinh khang nguyén duoc nhan dién bang HBC34 dugc xéac dinh bang cach
st dung thu vién cac peptit 650 tuyén tinh va peptit vong lap (k¥ thuat “ban d6 quyét
dinh khang nguyén khong lién tuc CLIPS” tir Pepscan, Lelystad, Ha Lan) duoc thiét ké
dé chdng phu toan bo ving vong lap khang nguyén ciia HBsAg. Céc peptit tuyén tinh
duoc tong hop dua trén Fmoc-hoa hoc tiéu chuin. Cac peptit vong lap duge tong hop
trén khung hoa hoc dé xay dung lai cac quyét dinh khang nguyén da hinh, bang céach st
dung céc peptit lién két hoa hoc trén khung (Chemically Linked Peptides on Scaffolds-
CLIPS), k¥ thuat nay nhu dugc mo ta trong Timmerman va cong su, 2007, Journal of
Molecular Recognition 20: 283-99. Vi du, c4c peptit vong lap don duoc tong hop c6 hai
xystein va kich thudc vong lap 1a khac nhau bang cach dua cic gbc xystein ¢ khoang
cach khac nhau. Néu cac gbe xystein khac ngoai cac g xystein méi dua vao cé mit,
ching ¢6 thé duoc thay thé bang alanin. Cac mach bén ctia nhidu xystein trong peptit

duoc lién két v6i khuon CLIPS bing cach phan tng trén céc thé PEPSCAN
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polypropylen dinh dang thé tin dung (thé/cac khudn peptit 455) v6i 0,5mM dung dich
khung CLIPS nhu 1a 1,3-bis (brommetyl)benzen trong amoni bicacbonat. Lién két cua
khéng thé véi mdi peptit duge kiém tra bang k§ thuat ELISA trén co s¢ PEPSCAN. Cac
thé polypropylen dinh dang thé tin dung 455 giéng chtra cic peptit lién két cong hoa tri
duoc G 4m bang khang thé thir nghiém (tai 1 pg/ml) trong dung dich chin. Sau khi rira
co chit peroxidaza 2,2’-azino-di-3-etylbenzthiazolin sulfonat (ABTS) va 2pl cua 3%
H,0; dugc bd sung vao. Sau mot gio, sy mé rong mau sic dugc do bang may anh - thiét
bi tich dién kép (charge coupled device - CCD) va hé théng xtr Iy hinh anh. Dit liéu chua
Xt ly la céc gié tri quang hoc va ndm trong khoang tir 0 dén 3.000 (thang loga tuong tur

tir 1 dén 3 cua bd doc ELISA tdm 96 giéng chuén).

Nhu duoc minh hoa trong Fig. 9, HBC34 duoc phat hién dé nhan dién peptit vong
lap doi ¢6 trinh try amino axit theo SEQ ID NO 52:

XGSSTTSTGPCRTCMTXPSDGNATAIPIPSSWX

trong d6 cac cac gde duoc ma hoa 1a X dugc thé bang xystein va cac gbc gach
duéi dugc thé tir C dén A (SEQ ID NO 52).

Ba pepit bd sung duoc nhan dang bang tin hiéu thip hon:

(a) peptit 15-mer tuyén tinh c6 trinh tu amino axit theo SEQ ID NO 53:

TSTGPCRTCMTTAQG

(SEQ ID NO 53),

(b) peptit tuyén tinh khéc c6 trinh tu amino axit theo SEQ ID NO 54:

GMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTT

(SEQ ID NO 54),

va (c) peptit vong lap doi c6 trinh tu amino axit theo SEQ ID NO 55:

XSMYPSASATKPSDGNXTGPCRTCMTTAQGTSX

trong d6 cac cac gbe dugc ma hoa dudi dang X dugc thé bang xystein va céc gdc

gach duéi dugc thé tir C dén A (SEQ ID NO 55).

Phén tich nay biéu thi quyét dinh khéng nguyén chinh cia HBC34 dugc tao ra
boi quyét dinh khang nguyén da hinh dugc tao ra béi trinh tu axit amin theo SEQ ID
NO: 56:

PCRTCMTTAQG
(SEQ ID NO 56; cac amino axit 120-130 cua mién S cua HBsAg (HBV-D
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J02203).

Cu thé hon, nhu dwgc minh hoa trong Fig. 10, khang thé don dong ngudi HBC34
khong phan Gng & trong tAt ca cac th nghiém cta k§ thuat westerm blot trén cac hat

virut HBV trong céc diéu kién giam.

Cac két qua nay xac nhan rang quyét dinh khang nguyén ctia HBsAg, d6i voi cai

ma HBC34 lién két, 1a quyét dinh khang nguyén da hinh.

Két qua nay phu hop v6i két qua quan sat trong Fig. 4 vi tri tai d6 lién két HBC34
bi mét khi xut hién cac dot bién T123N/C124R.

Ving ciia HBsAg, bao gdm quyét dinh khang nguyén da hinh, 13 phan ma HBC34
lién két, 1a da hinh trong cac kiéu gen HBV khac nhau. Trong trinh tu chung dudi day
cua vung quyét dinh khang nguyén cua HBsAg, cac gbc dot bién trong cic kiéu gen

khac nhau dugc minh hoa 1a X:

PCX 1 TCX:X3X4AQG,

trong d6 Xi tt hon 1a R hodc K,
X, t6t hon 1a M hodc T,
X tot hon 1a T hodc I, va
X4 t6t hon 1a T, P hodc L

(SEQ ID NO: 57).

Ngoai ra, su so sanh bd sung ca céc trinh ty ¢ trén so vai 18 dot bién HBsAg,
phan ma khang thé don dong nguoi HBC34 lién két vao, chi ra ring HBC34 lién két voi
quyét dinh khang nguyén dugc tao thanh béi trinh tw amino axit theo SEQ ID NO: 2:

X1 X2 X5 TC X4 X5 XeA X7G
trong do X1 1a P, T hodc S,
X5 1a C hodc S,

Xs1aR, K, D hoac I,

X4 laM hoac T,

Xs1aT, A hodcl,

Xela T, P hodcL, va

X7 1a Q, H hoic L.

Vi du 6: St dung HBC34 bit dau 3 tudn sau khi 1ay nhiém HBV ngan ngira
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sy lay lan virut & chudt nhit uPA dugc lam gidng ngudi.

Muc dich cta vi du 6 1a khao sat liéu khang thé don dong ngudi HBC34 c6 thé
ngin nglra su 14y lan cia HBV. Néi cach khac, véi muc dich 1a khao sat kha ning cia
chit trc ché xAm nhim 1a khang thé HBC34 trc ché sy ldy nhiém cta té bao gan ngudi
in vivo bing cach xit Iy chudt nhit sau khi hoan thanh I4y nhiém ban dau. Vi muc dich
nay, chudt nhit uPA/SCID non da phuc hdi quan thé t& bao gan ngudi so cip (xem
Petersen va cdng su Nature Biotechnology, 2008, 26:335-341) duoc st dung. Céc con
chudt nhit nay dugc ghép véi cac té bao gan nguoi bao quan lanh bang cach tiém trong
lach. TAm tudn sau khi sy phuc hdi quan thé ctia cac té bao gan ngudi thanh cong trong
gan vat chi dugc xac dinh béng cach do anbumin huyét thanh nguoi, ma duoc biéu hién
riéng biét boi cac té bao gan ngudi duge cdy ghép. Chudt nhit c6 cdc mirc anbumin
nguoi thich hgp duoc tiém truyén trong mang bung véi 5 x 107 ban sao duong lugng
cta hé gen HBV (kiéu gen D, HBeAg duong tinh) cho phép xAm nhiém virut. Ba tudn
sau khi 1y nhi®m, quy trinh chuén diéu tri bat diu nho' d6 chudt nhit nhan sw diéu tri
HBC34 (1 mg/kg tiém trong mang bung hai lan mot tudn), khang thé dbi ching hodc
entecavir (1 pg/ml ETV trong nudc st dung theo duong miéng, dung dich Baraclude,
Bristol-Myers Squibb) trong sau tuan. Mau gan duoc 1ay khi chét duoc lam dong lanh

nhanh trong nito 1ong dé phén tich mién dich huynh quang.

ADN HBV dugc tach tir cac mau huyét thanh bang cach str dung kit ly tAm virut
QiAmp MinElute (Qiagen, Hilden, Germany). Cac mdi dic hiéu véi HBV va dau do lai
héa duge st dung dé xac dinh ADN HBV virut huyét va cccAND tai dinh luong nhu
dugc md ta trude do6 (Volz T va cong su, Gastroenterology 2007;133: 843-852). ADN
va ARN duoc tach tir cac mau gan st dung kit tinh sach ADN tinh khiét gc (Epicentre,
Biozym, Germany) va kit tinh sach ARN RNeasy (Qiagen, Hilden, Germany). Cac gi
trif ADN HBV trong gan duoc chuin héa cho cac luong ADN té bao sir dung kit gen
beta-globin (kit ddi chiing ADN Roche, chan doan Roche). Cac mic rcADN dugc tinh
toan bang cach sir dung cac luong cccADN tir tong sé ADN HBV. Cac ARN virut va
ARN hé gen dugc sao chép nguoc bang cach st dung cac mdi oligo-dT va Kit sao chép
(Roche Applied Science) va xéac dinh sb lugng bang cach sir dung cic mdi dic hiéu cho
cdc ARN virut téng s6. Cac mic ARN HBV duoc chuin hoéa véi ARN GAPDH dic
hiéu nguoi. Qua trinh dinh luong ABsAg tir cac mau mau duoc thuc hién béng cach su

dung nén tang kién trac su Abbott (kit dinh luong HBsAg, Abbott, Ireland, phong chén
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doéan), nhu dugce gidi thiéu bdi nha san xuét. C4c phan diéu nhiét ctia gan chudt kham
dugc nhudém mién dich st dung cytokeratin-18 don dong ddc hiéu nguoi (Dako,
Glostrup, Dan Mach) dé nhudm té bao gan nguoi. Pé phat hién khdng nguyén 16i HBV
(BHcAg), HBcAg khang ¢ thd da dong dugc st dung. Cac tin hiéu ddc hiéu duoc quan
sat bang cach s dung cac khang thé tht cdp dugc danh déu Alexa (Invitrogen,
Darmstadt, Dtc) hodc hé théng (HBcAg) TSA-Floresxein (Perkin Elmer, Jiigesheim,
Dtrc), trong khi nhudm nhén dugc thu nhan bang Hoechst 33342 (Invitrogen). Céc phan

duoc nhudm duge phén tich bang kinh hién vi huynh quang.

Mire co s¢ trung binh ciia ADN HBYV tai lic bét dau didu tri 1a 2 x 10° ban sao
ADN/ml. Pha truyén nhiém ctia sy 1y nhiém HBV (tr tudn 3 dén tudn 6 sau lay nhiém)
virut huyét tang >2log trong nhém nhan khang thé d6i chung, trong khi hiéu gia HBV
giam & chudt nhat dugc didu tri bang HBC34 hoic entecavir (Fig. 11).

Chudt nhit cling duoc phan tich bén trong gan vao cubi qua trinh thi nghiém (ttrc
1a, tudn 9) bang cach nhudm céc té bao gan véi su c6 mit cia HBcAg. Gan nhu tat ca
c4c té bao gan nhuém HBcAg duong trong chudt nhan khang thé dbi chung, trong khi
su lay lan bi ngdn chan hi¢u qua béi cd hai, su diéu tri béng entecavir va su diéu tri béng
HBC34 (khoang tir 1-5% cac té bao tinh voi HBcAg). Cac két qua nay chi ra rang
HBC34 c6 thé ngan chin hidu qua su Iy lan virut trong pha ting nhanh ctia sy 1ay nhiém

HBV (Fig. 12).

Phu hop véi dir liéu md hoc va huyét thanh hoc, cac phuong phap do cccADN
cho thiy ring céc tai cccADN trong gan khong khac biét dang ké gitra chudt nhét bi chét
3 tuén sau khi Jay nhiém HBV va chudt nhit dugc diéu tri tir tudn 3 dén tuan 9 sau khi
lay nhiém. Theo su so sanh, luong udc luong ciia cccADN/té bao tang 1én dén 2 log
trong nhom ddi ching chét 9 tuan sau lay nhiém, cho thay ring cic rcADN méi tao
thanh c6 thé bi chuyén hiéu qua thanh cccADN trong chudt diéu tri (Fig. 13). Xu hudng
gibng vay ciing dugc phat hién bang cach do cic thong s§ virut trong gan khéc, nhu 1a
cac muc cua ban sao ADN vong tron gian (rcADN) va ARN HBV.

Hon nita, cic mirc HBSAG tudn hoan mau dugc do ¢ dudong chudn (BL), tudn 3
khi diéu tri (tudn 6 sau 1ay nhiém) va tudn 6 khi diéu tri (tudn 9 sau l4y nhiém). Can luu
y rang cac mirc HBsAg tun hoan giam >1 log (va duéi giéi han phat hién) trong chudt

nhét nhan HBC34, nhung khéng ¢6 & chudt nhit dugc didu tri bing entecavir, trong chi
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cac mirc HBsAg tang >2 log (dat dén cic cdc mirc tir 5.000-10.000 Iu/ml) trong nhém
d6i chung (Fig. 14). Phuong phédp do HBsAg khong bi anh hudng bdi su c6 mat cia
khang thé HBC34 nhu dugc xéc dinh trong thi nghiém tang trong tai d6 sy bd sung
khang thé HBC34 vio trong huyét thanh chudt HBsAg dwong khong lam thay doi

phuong phap do mong doi st dung xét nghiém mién dich chan doan cua k¥ sw Abbott.

Céc két qua nay chi ra rang HBC34 c6 thé ngan chin su Iy lan virut HBV va
thiic ddy su thanh thai ctia HBsAg.

Vi du 7: St dung HBC34 trong chudt nhit uPA dugc 1am giéng ngudi nhidém
HBYV man tinh duoc thuc déy su thanh thai HBV va HBsAg.

D8 bt trude thiét 1ap viém gan B man tinh, chudt nhéit uPA/SCID non duoc lam
gidng ngudi duge 1ay nhiém HBV va sau 12 tudn sau khi 1ay nhiém, cac muc trung binh
cia ADN HBV 1a 2 x 10° ban sao/ml va cac mirc HBsAg 10.000 IU/ml dat dugc. Cac
murc nay 14 cao bing cac mirc ma thudong duge quan sat & ngudi bénh bi 1ay nhiém HBV

man tinh.

Sau d6, chudt nhét dugc diéu tri bat dau tir tudn 12 sau khi lay nhiém v6i HBC34
hodc véi khang thé ddi chimg trong 6 tuan (1 mg/kg tiém qua mang bung hai 1an moi
tun). Nhu duge minh hoa trong Fig. 15, hiéu gia HBV va cdc mirc HBsAg tuan hoan
méu giam xudng trong chudt nhit nhan HBC34 trong 3 tudn (tudn thu 15 sau khi lay
nhiém) va tudn 6 (tudn 18 sau khi lay nhiém). Do d6, HBC34 thuc ddy su giam rd rang
virut huyét BMV va cac mic HBsAg rd rét sau 6 tuan diéu tri. Cac ndng do anbumin
ngudi va HBeAg khong bi thay ddi trong chudt diéu tri HBC34 cho thdy khong gay doc
tinh gan.

Vi du 8: Str dung HBC34 ngin chin su 1y nhiém HDV in vivo

Chubt nhit uPA/SCID non dugc 1am giéng ngudi duge ddng nhiém véi huyét
thanh tir nguoi bénh chira ARN-HDV va ADN-HBV. Nam tudn sau khi [y nhiém (khi
cac hiéu gia HBV dat dén cac mic nam trong khoang tir 107 dén 10°, ARN HDV dat
dén cac mirc nim trong khoang tur 10° dén 109 ban sao/ml), chuot nhét duoc diéu tri
bang HBC34 hoic khang thé d6i chiing trong 6 tuan (1 mg/kg tiém dudi mang bung hai

lan trén tuan).

Virut huyét ADN HBV dugc do nhu dugc mo ta trong cac vi du 6 va vi du 7.

-103-



39496

Virut huyét HDV duoc xac dinh thong qua sao chép nguoc cia ARN virut (dugce tach
tir mAu huyét thanh st dung kit ly tim virut MinElute QiAmp, Qiagen, Venlo, Ha Lan)
va RT-PCR dinh lugng sit dung ABI Fast 1-Step Virus Master (Applied Biosystems,
Carlsbad, M¥), cac diu do va mdi dic hieu HDV trén ABI Vii7 (Applied Biosystems,
Carlsbad, M¥).

Nhu duoc minh hoa trong Fig. 16, HBC34 ngéan chédn hiéu qua sy 1y lan virut
HDV ca 3 tudn va 6 tudn sau khi diéu tri (tudn 8 va tudn 11 twong ng). Tuwong tu véi
két qua quan sat trén chudt bi nhiém man tinh HBV, HBC34 thuc déy su gidm hiéu gia
ADN virut HBV 2 log (Fig. 13).

Vi du 9: Tinh chinh ban dd quyét dinh khang nguyén cua quyét dinh khang
nguyén khong lién tuc HBC34.

Dé tiép tuc tinh chinh lai quyét dinh khang nguyén dugc nhén biét boi cac khang
thé HBC34 duoc md ta trong vi du 5, thu vién peptit 1520 mdi bao gbm 16 tap hop khac

nhau duoc tao ra:

- Taphop 1 (goila LIN15): Céac peptit 15-mer tuyén tinh c6 ngudn gdc tir trinh

tw dich (SEQ ID NO: 5:
QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGTSMYPSCCCTKPSDGNC:
TCIP

IPSSWAFGKFLWEWASARFSW; 102203 (D, ayw3)) c¢6 do léch 1a mot gdc.
Céc gbe Cys tu nhién dugc bao vé béi cic nhom axetamidometyl (cling dwgc goi la
“Acm”, ky hiéu la “2” trong céc trinh ty amino axit twong ng).

- Tap hop 2 (goi 1a LIN22): Céc peptit 22-mer tuyén tinh c6 ngudn gbc tir trinh

tw dich (SEQ D NO: 5
QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGTSMYPSCCCTKPSDGNC
TCIP

- IPSSWAFGKFLWEWASARFSW; J02203 (D, ayw3)) c6 do I¢ch 1a mot géc.
Céc gbe Cys tu nhién duoc bao vé bang Acm (ky hiéu 1a “2”).
- Tap hop 3 (goi 1a LIN30): Céc peptit 30-mer tuyén tinh c6 ngudn gde tir trinh

tu dich (SEQ ID NO: 5:
QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGTSMYPSCCCTKPSDGNC
TCIP
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IPSSWAFGKFLWEWASARFSW; 102203 (D, ayw3)) c6 do léch 1a mét gbc.
Céc gbc Cys tu nhién dugc bao vé bang Acm (ky hiéu 1a “2”).

Téap hop 4 (goi 1a LIN15.AA): Céc peptit cia tdp hop 1, nhung c6 cac gbe &
céc vi tri thtt 9 va 10 duoc thay thé bang Ala. Trong khi Ala ty nhién c6 thé
¢6 mit trong mdi vi tri, duoc thay thé bang Gly.

Téap hop 5 (goi 1a LIN22.AA): Céc peptit cta tdp hgp 2, nhung c6 cac gbc &
céc vi tri th 12 va 13 duoc thay thé bang Ala. Trong khi Ala tu nhién c6 thé
¢6 mit trong mdi vi tri, dugc thay thé bang Gly.

Téap hop 6 (goi 1a LIN30.AA): Céc peptit cta tap hgp 3, nhung c6 cac gbc &
céc vi tri thit 16 va 17 duoc thay thé bing Ala. Trong khi Ala tu nhién c6 thé
¢6 mit trong mdi vi tri, duoc thay thé bang Gly.

Tap hop 7 (goi 1a CYS.A): Céc peptit to hop ctia chiéu dai 27 Tai cac vi tri 1-
11 va 17-27 tuong tru trinh tu tuyén tinh, ma chira cip gbc Cys. Céc trinh ty
11-mer lién két thong qua cau ndi “GGSGG” (SEQ ID NO: 79). Cac gbc Cys,
khong tham gia vao céu tric cau ndi disulphua duge bao vé bdi Acm (ky hiéu
la “27).

Tap hop 8 (goi 1a CYS.B): Céc trinh tu 22-mer tuyén tinh, chira hai Cys tao
thanh cdu disulphua. Céc gbc Cys, khong tham gia vao chu truc cau ndi
disulphua dugc bao vé bdi Acm (ky hiéu la “27).

Tap hop 9 (goi 1a LOOP12): Cac peptit rang budc ctia chidu dai 12. Tai cac
vi tri 2-11 va cac trinh tu 10-mer c6 ngudn gbc tir trinh tu dich ctia vong lap
khang nguyén ctia HBV-S-Ag. Tai cc vi tri 1 va 12 1a cac gbe Cys, ma duoc
lién két bang mP2 CLIPS. Céac gbc Cys tu nhién duge bao vé bang Acm (ky
hiéu 1a “27).

Tép hop 10 (goi 1a LOOP15): Céc peptit rang budc cua chidu dai 15. Tai cac
vi tri 2-14 va céc trinh tu 13-mer c6 ngudn gde tir trinh tu dich cta vong lap
khang nguyén ctia HBV-S-Ag. Tai cac vi tri 1 va 15 1a cac gde Cys, ma duoc
lién két bang mP2 CLIPS. Cac gbc Cys tu nhién dugc bao vé bang Acm (ky
hiéu 1a “2”).

Tap hop 11 (goi 1a LOOP21): Cac peptit rang budc ctia chiéu dai 21. Tai cac
vi tri 2-20 va céc trinh tu 19-mer c6 ngué)n géc tur trinh ty dich cta vong lap

khang nguyén ctia HBV-S-Ag. Tai cac vi tri 1 va 21 la cac gbc Cys, ma duoc
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lien két bin mP2 CLIPS. Céac gbc Cys tu nhién duge bao vé bang Acm (ky
hi¢u 1a “27).

Téap hop 12 (goi 1a LOOP31): Cac peptit rang budc cua chiéu dai 31. Tai cac
vi tri 2-30 va c4c trinh tu 29-mer c6 nguén géc tu trinh tu dich cua vong lap
khang nguyén cua HBV-S-Ag. Tai cac vitri 1 va 31 la cac gbc Cys, ma duoc
lien két bian mP2 CLIPS. Cac gbc Cys tu nhién dugc bao vé bang Acm (ky
hiéu 1a “27).

Téap hop 13 (goi la MAT.A): Céc peptit td hop cua chiéu dai 25. Tai cac vi tri
2-12 va 14-24 1a céc peptit 11-mer c6 ngudn gdc tir trinh tur dich ciia vong lap
khang nguyén cua HBV-S-Ag. Tai céc vi trf 1, 13 va 25 1a cac gbc Cys, ma
duoc lién két béng T3 CLIPS. Cac géc Cys tu nhién dugc bao vé béng Acm
(ky hiéu 1a “27).

Tap hop 14 (goi 1a MAT.B): Céc peptit t6 hop clia chiéu dai 28. Tai cac vi tri
1-12 va 14-27 1a céc peptit 11-mer va 14-mer twong tng. Tai cdc vi tri 1, 13
va 28 1a cac gbe Cys, ma dugce lién két bang T3 CLIPS. Céc gbe Cys tu nhién
dugc bao vé bang Acm (ky hiéu 1a “27).

Tap hop 15 (goi 1a MAT.C): Céc peptit td hop cta chidu dai 28. Tai cac vi tri
2-15 va 17-27 1a céc peptit 14-mer va 11-mer tuwong tng. Tai cac vi tri 1, 16
va 28 1a cac gbe Cys, ma duoc lién két bang T3 CLIPS. Céc gbc Cys tu nhién
duogc bao vé bang Acm (ky hiéu 1a <27).

Tap hop 16 (goi 1a MAT.D): Cac peptit to hop ctia chiéu dai 31. Tai cac vi tri
2-15 va 17-30 1a cac peptit 14-mer c¢6 ngudn gbc tir trinh tir dich ctia vong lap
khang nguyén ctia HBV-S-Ag. Tai céc vi tri 1, 16 va 31 la cac gbc Cys, ma
duoc lién két bang T3 CLIPS. Céac gbc Cys tu nhién duoc bao vé bang Acm
(ky hiéu la “27).

Khi dugce thir nghiém trong céc diéu kién tinh chinh xéc cao, khang thé HBC34

khong lién két v6i peptit bat ky c6 mat trong cac chudi. Khi thir nghiém trong céc diéu

kién tinh chinh xac thap (5 pg/ml trong dung dich dém pepscan 0,1% va diéu kién tién

quyét trude chia to hop cta huyét thanh ngua va ovalumin), khang thé lién két vai cac

peptit t6 hop va ép budc - lién két véi cac peptit tir tap hop 14 dén tap hop 16 hoi thap

hon so véi tap hop 13 va tip hop 15. Khong co lién két duge ghi nhan trén cac quyét

dinh khang nguyén twong tu tuyén tinh. Di lidu dugc thé hién trong Fig. 17. Céc dit lidu
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nay cho thiy rang khang thé HBC34 nhan biét quyét dinh khang nguyén khong lién tuc
da hinh dugc cdu thanh tr cac doan peptit s TGPCRTCy (SEQ ID NO: 80) va
4sGNCTCIPs;1 (SEQ ID NO: 81), tai d6 doan peptit 1sTGPCRTC24 (SEQ ID NO: 80) la
phan troi hon ctia quyét dinh khang nguyén (Fig. 17).

D4 tinh chinh ban dd quyét dinh khang nguyén ctia khéng thé HBC34 bang céac
phuong phéap phan tich sy thé hoan toan dua trén cac két qua dugc md ta & trén, 812
peptit T3 CLIPS vong lap hodc khong lién luc dugc cAu thanh tir ba tap khop khic nhau

duoc téng hop:

- Taphop 1 (goi 1a RN1; T3 CLIPS khong lién tyc): Mot loat cdc dot bién cta
quyét dinh khang nguyén co ngudn gbc tir dang bat trudc khong lién tuc
C2IPIPSSWAFGCSTTSTGP2RT2C (SEQ ID NO: 82). Bbi v6i mdi vi tri ctia
trinh tw nay, phan tich su thay thé dugc thuc hién. Néi cch khac, ddi véi mdi
vi tri cda trinh tu peptit, cac dot bién duoc thuc hién trong dé cac amino axit
géc tai vi tri nay dugc thay thé bé’mg mdt trong 13 amino axit dugc chon tu
nhém bao gdm alanin (A), axit glutamic (E), phenylalanin (F), glyxin (G),
histidine(H), lysin (K), leuxin (L), prolin (P), glutamin (Q), arginin (R), serin
(S), valin (V), tyrosin (Y), va “ ’; ma “ ” minh hoa cho géc bi lam mét. Cac
gbc Cys tu nhién duge bao vé bang Acm (ky hiéu 14 “2”).

- Téaphop 2 (goila RN2; T3 CLIPS khong lién tuc): Mot loat cac dot bién quyét
dinh khang nguyén c6 ngudn gbc tir dang bat trudc khong lién tuc
CGN2T2IPIPSSWAFCSTTSTGP2RT2C (SEQ ID NO: 83). i v6i mdi vi
tri cua trinh ty nay, phan tich su thay thé dugc thuc hién theo cach tuong tu
nhu d6i v6i tap hop 1 (tirc 1a cac gde GN2T khong bi dot bién). Céc gbc Cys
tu nhién dugc bao vé bang Acm (ky hiéu 1a “2”).

- Tap hop 3 (goi 1a RN3; T3 CLIPS vong lap): Mot loat cac dot bién cua quyét
dinh khang nguyén c6 ngudn gbc tir dang bat trudc vong lap
CGGGCSTTSTGP2RT2C (SEQ ID NO: 84). Dbi v6i cac vi tri 6-16 clia trinh
tu nay, phéan tich su thay thé dugc thuc hién theo cach tuong tu nhu dbi véi
tap hop 1. Cac gbc Cys tu nhién duge bao vé bang Acm (ky hiéu la “27).

Khang thé HBC34 duoc kiém tra bang phuong phap ELISA nén PEPSCAN ¢ 20
ng/ml trén cac chudi peptit ¢ didu kién tién quyét voi 0,1% SQ (dung dich dém pepscan

chira 0,1% ctia hdn hop huyét thanh nhua va anbumin tring). Cac chudi peptit duge 0
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Am véi dung dich khang thé HBC34 (qua dém & nhiét do 4°C). Sau khi rira, cac chudi
peptit dugc u 4m v6i dung dich pha loang 1/1.000 cua thé lién hop lién hop perixidaza
khang thé (antibody peroxidase conjugate-SBA) thich hop trong 1 gio & 25°C. Sau khi
rtra, bd sung co chit peroxidaza 2,2’°-azino-di-3-etylbenzthiazolin sulfonat (ABTS) va
20 pl/ml ctia 3% H202. Sau mt gid, sy hién mau duoc do. Sy hién mau dugc dinh lugng

bang thiét bi tich dién kép (CCD) - may anh va hé thong xt ly hinh anh.

Nhu duoc mong doi, khi thtr nghiém trong cac diéu kién tinh chinh xac thép,
khang thé HBC34 lién két vé6i cdc peptit tir tAt ca cac tap hop. Céac két qua ctia thi nghiém
cho thiy céc gbc 120PCR122 va Craq 1a c6 tinh quyét dinh ddi véi lign két, trong khi cac
thay thé nhét dinh cua cdc gbe 1150, 1152, W156 va F158 1am gidm déng ké lién két
(Fig. 18). Vi dy, céc dir liéu ghi nhéan trén ca ba chudi minh hoa nhit quén rang céc thay
thé ciia gbe bat ky trong ving 114$STTSTGPCRTC124 (SEQ ID NO:85) bang E sé lam
giam kha nédng lién két, trong khi sy thay thé ngugc bing R hodc Y lam ting khé ning
lien két. Tuy nhién, khong quan sat duoc didu twong ty db6i voi ving

14sGNCTCIPIPSSWAFCis9 (SEQ ID NO: 86).

Két hop céac két qua nay cho thiy rang khang thé HBC34 nhan ra quyét dinh
khang nguyén khong lién tuc co cac g6c 120PCR122 ¢6 Cis quyét dinh dén su lién két.
Su c6 mat cua cac géc 14sGNCTCIPIPSSWAF 53 (SEQ ID NO: 87) dugc minh hoa cung
cép pham vi cdu tric dé tao thanh va én dinh tuong tac quyét dinh khang nguyén - vi tri
nhan dién khang nguyén. Két luan nay dua ra sau khi quan sét cac dang bét trude cla
quyét dinh khang nguyén khong lién tuc (khi 14sGNCTCIPIPSSWAF 53 (SEQ ID NO:
87) va 114STTSTGPCRTC 124 (SEQ ID NO: 85) ¢6 mit trong mot dang bét trude) 1a kha
dung dbi vai cac thay thé hon 13 céc trinh tw 114STTSTGPCRTC 24 (SEQ ID NO: 85)
don (tap hop 3, RN3). Ngoai ra, P151 ¢6 dinh cac goc xodn nhdr d6 tao ra do cing cau
hinh dugc minh hoa tac dong lén su lién két dic biét khi duoc thay thé béng G da biét
dbi véi cac dat tinh dao nguoc. Su thay thé G145P tac dong tuong tw 1én 1én két clia
HBC34. Ngudi ta da lap lai su quan sat ring cac thay thé R/Y tang su lién két voi vi tri
bét ky trong mo tip 114STTSTGPCRTC 24 (SEQ ID NO: 85), nhung khong trong md tip
14sGNCTCIPIPSSWAF 53 (SEQ ID NO: 87), trong khi E biéu dién su giam lién két. Su
quan sat nay c6 thé cho thiy rang cic gdc 114STTSTGPCRTC 24 (SEQ ID NO: 85) lién
két voi vi tri nhan dién khang nguyén mang dién tich Am trong khang thé HBC34 (hoic

gan v4i cum dién tich m) va cai thién sy lién két cling nhu két qua gidm tir luc tinh dién
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va dinh ro dac diém vi tri nhan dién khang nguyén hon 1a dic diém cta quyét dinh khang

nguyén.

Vidul0: St giam ting 1én cia HBsAg & chudt nhit uPA duoc lam gibng

nguoi lay nhiém HBV man tinh dugc diéu tri béng td hop cua HBC34 va lamivudin.

Theo nghién ctru khéc, hi¢u qua cda liéu phap két hop chira khang thé HBC34
dugc danh gia. DPbi voi su két hop véi HBC34, chét e ché polymeraza, cu thé 1a

lamivudin, dugc chon loc.

D& bét trude thiét 1ap viém gan B man tinh, chudt nhit uPA/SCID non duge lam
gidng nguoi bi lay nhiém HBYV va sau 8 tudn sau khi lay nhiém, mutc trung binh cta
ADN HBV 13 2 x 10? ban sao/ml va mirc HBsAg 9.000 IU/ml dat dugc. Cac murc nay

1a cao bang cac mirc ma thudng duge quan sat & ngudi bénh bi nhiém HBV man tinh.

Sau d6, chudt dugc didu tri bit dau tir tudn 8 sau khi lay nhidm v6i khang thé
HBC34 don, v6i cac chét (e ché polymeraza 1a lamivudin don, véi t6 hop ctia HBC34
va lamivudin, hodc vé6i khang thé dbi chung trong 4 tuan (1 mg/kg HBC34 dugc tiém
dudi mang bung 2 1an mdi tudn; 0,4 mg/ml lamivudin dugc bd sung vao trong nudc

ubng).

Céac murc virut huyét HBV va HBsAg trong huyét thanh dugc danh gid trong didu
tri tudn 0 (trude khi diéu tri), diéu trj tudn 2, diéu tri tudn 4 va diéu tri tudn 6, hoic diéu
tri tudn 0 (trude khi diéu tri), diéu tri tudn 3 va diéu tri tudn 6. Cac két qué duogc thé hién

trong Fig. 19A (virut huyét HBV) va B (HBsAg).

Nhu dugc minh hoa trong Fig. 19, viéc diéu tri béng HBC34, lamivudin hodc ca
cac dugc chit & dang két hop din dén su giam virut huyét (A) trung binh 13 0,7log,
1,3log va 2,4log tuong ung. Dang chu y la, HBsAg (B) gidm 1,3log (BL trung binh =
15.600IU/ml) & chudt nhat nhan HBC34 don 1é va 2,6log (BL trung binh = 2.600Iu/ml)
& nhom két hop, trong khi khong c6 su gidm HBsAg déng ké (0,2log, BL trung binh =

9.000Iu/ml) duoc phat hién ¢ chudt diéu tri bang lamivudin don 1é.

Tom lai, su két hop ciia HBC34 va lamivudin rd rang dat dat duoc hiéu qua tt
nhét. Ngac nhién 13, chinh hiéu tét ciia su két hop cia HBC34 va lamivudin dugc quan
sat ngay ca khi lamivudin don khong c6 hiéu qua. V61 muc dich cta no, hiéu qua tdt

dugc quan sat cua su két hop HBC34 va lamivudin rd rang la hiéu qua phéi hop bét ngo.
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Tom lai, su giam HBsAg rd rang dang ngac nhién dat dugc véi liéu phap két hop
chimg t6 ring khang thé HBC34 c6 thé dugc sir dung, vi du, trong cac thiét 14p man
tinh, trong su két hop véi cac chét tc ché polymeraza dé thic déy su lam sach HBsAg

ca trong bénh nhan ddng nhiém HBV/HDV va bénh nhén chi nhiém HBV.

Vidy11:  Thao tic di truyén trinh tu ctia khdng thé HBC34: CDR3 ctia VH
va VL

Day tht nhét cta cac dot bién HBC34 dugc tao ra véi cac dot bién trong CDR3
ctia VH va VL bing cach gy dot bién (i) gbc W107 cia VH CDR3 thanh A hodc F, (ii)
gbc M115 ciia VH CDR3 thanh I hogc L, vi/hodc (iii) gbc W107 cua VL CDR3 thanh
A hodc F. Tng sb 18 bién thé HBC34 duogc tao ra boi vide két hgp VH hogc VL khong
dot bién ctia HBC34 (sau ddy goi 1a WT, kiéu dai hodc khéng thé ban dau) véi cac t6
hop khac nhau cua dot bién VH va VL nhu duoc minh hoa trong Fig. 20 va Fig. 21.

Céc bién thé khang thé HBC34 dugc tao ra dugc kiém tra bang phuong phép
ELISA vé lién két v6i khang nguyén HBSAG adw, tuong tw nhu trong vi du 1. Céc két
quéa duoc thé hién trong Fig. 21.

Luu v, dot bién cia W107 cua VH CDR3 thanh A (trong cac bién thé HBC34-
V5, HBC34-V8, HBC34-V9, HBC34-V10, HBC34-V12 va HBC34-V17, Fig. 21) da
loai bd hoan toan HBC34 lién két v6i HBsAg. Didu nay chi ra ring W107 1a gbc quan
trong trong vi tri nhan dién khang nguyén HBC34 dbi v6i su nhan dién khang nguyén.
Dot bién ctia W107 cia VH CDR3 thanh F (amino axit ¢6 cac dic tinh thom tuong tu
nhu 1a W) mot phan tic dong 1én lién két HBC34 (HBC34-V1), cho thdy ring W khong
thé bi dot bién ma khong anh huong dén i luc lién két HBC34 véi HBsAg.

Dot bién M115 ciia VH CDR3 thanh L khong anh huéng dén lién két HBC34
(HBC34-V13), trong khi dot bién thanh I (HBC34-V11) lam giam mdt phan lién két
HBC34, cho thdy ring M115 c6 thé duoc thé bang L, nhung khong thé thé bang I, ma
khong anh huéng dén lién két HBC34. Phi hop véi cac két qua thu dugc tir dot bién
W107A don, dot bién doi W107A va M115A (HBC34-V10) loai bo hoan toan lién két
HBC34.

Dot bién W107 cia VL CDR3 thanh F khong anh hudng dén lién két HBC34
(HBC34-V7), trong khi dot bién thanh A (HBC34-V15) lam giam mot phan lién két
HBC34, cho thiy ring W107 ctia VL CDR3 ¢6 thé dugc thé bing F, nhung khong thé
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thé bing A, ma khong anh huéng dén lién két HBC34. Nhu mong doi, t6 hop céc dot
bién W107F trong CDR3 ctia VH va W107A trong CDR3 cta VL hoan toan loai bo lién
két (HBC34-v2). T hop cac dot bién M115L trong VH CDR3 va W107F trong VL
CDR3s (HBC34-V6), td hop cac dot bién M1151 trong VH CDR3 v61 W107F trong VL
CDR3 (HBC34-v4) va té hop cac dot bién W107F trong VH CDR3 va W107F trong
VL CDR3, tac dong mot phén 1én lién két HBC34 voi HBsAg, cho thiy rang t6 hop ctia
hai doi bién nhu vay, nhung khong phai 1 dot bién don, khong thé duy tri 4i luc lién két

ctia khang thé HBC34 gbc.

Trong budc tiép theo, sau trong 18 bién thé HBC34 dugc mo ta & trén duoc chon
d8 mo ta théem (HBC34-V1, V3, V4, V6, V7, V11 va V13) dé (i) xac nhan cac két qua
ban ddu; (ii) do 4i luc lién két bing phuong phap ELISA (ttc 13, xac dinh EC50 cua lién
két); va (iii) dénh gi4 hiéu suit ctia c4c bién thé HBC34 tir cac té bao 293-Expi chuyén
nap tam thoi (Fig. 22 va Fig. 23).

Nhu dugc mo ta trong thi nghiém thir nhét, bién thé HBC34-V3 (mang dot bién
d6i W107F ctia VH CDR3 va W107F ctiia VL CD4R3) lién két voi HBsAg (kiéu huyét
thanh adw) ¢6 EC50 cao gép 9 1an so véi khang thé HBC34 ban dau. Ngoai ra, HBC34-
V3 duge tao ra & ndng do gin thip hon 5 1dn so véi HBC34. Bién thé HBC34-V11 va
HBC34-V13 mang d6t bién M1151 don va M115L tuong tng, lién két véi HBsAg voi
EC50 tuong ddng hodc hoi cao hon EC50 cia HBC34. Tuy nhién, ca hai bién thé duoc
sinh ra it hidu qua hon HBC34 (hiéu suét thap hon 0,6 1an va 0,3 lan khi so véi HBC34).
Céc két qua nay cho thiy ring HBC34-V11, va mic dit nhidu bién thé HBC34-V13 hon,
lien két c6 4i luc cao v6i HBsAg nhung duogce san sinh it hidu qua hon & céac té bao dong
vat ¢6 vu. Tuong tu vay, bién thé HBC34-V1 mang dot bién don WI107F trong VH
CDR3 lién két v6i HBsAg so voi HBC34 (EC50 cao gap 1,6 14n), khong dugce tao ra
hiéu qua thip hon 4 1an (tGc 12 0,25 14n) so véi HBC34. T hop ctia W107 ciia VL CDR3
v6i W107, M115I hodc M115L ciia VH CDR3 (HBC34-V3, HBC34-V4 va HBC34-
V6) giam ca ai luc lién két (EC50 cao hon 1,6 d&n 9,0 14n) va hiéu suat (ndng do khang
thé thip hon tir 0,20 dén 0,35 lan trong dich nbi mdi truong). Ngac nhién 1a, dot bién
WI107F don ctia VL CDR3 (HBC34-V7) lién két voi HBsAg twong tw nhu HBC34 va
dugc tao ra tham chi hiéu quéa (1én dén 1,7 lf?m) hon HBC34, dat dén néng dd cao ro rét

trong 533 pg/ml moi truong dich ndi (Fig. 23).
Vidu 12:  Thao tac di truyén trinh tu ctia khang thé HBC34: cic ving khung
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Mudi hai bién thé HBC34 bd sung duoc tao ra (HBC34-V19 dén HBC34-V30;
Fig. 24A) trong d6 mot vai dot bién duoc dua vao trong ving khung (FR) cua ca VH va
VL ma tuong Gng véi cac gbe duge phat hién trong t6 tién chung khong dot biét HBC34
(HBC34-UCA) (Fig. 20) va két hop véi VH CDR3 dot bién M115L va véi VL CDR3
dot bién W107F.

Céc két qué dugc thé hién trong Fig. 24. Sy dua vao 9 dot bién trong cac FR cia
VL (HBC34-27, HBC34-V28, HBC34-V29 va HBC34-V30) trong su ¢6 mat cua dot
bién W107 trong VL CDR3, két hop v6i WT, M115L giam dang ké su lién két cua
HBC34 v6i HBsAg, do d6 cho thay vai tro quan trong d6i v6i cac dudi bi dot bién trong
VL (Fig. 24A va Fig. 24B). Céc bién thé HBC34, trong d6 bién thé VL gidng nhau dugc
mo ta o trén (tac 1la W107F/FR1234-GL) dugce két hop véi VH mang dot bién M115L
va 9 dot bién bd sung trong FR, khong lién két véi HBsAg, cho thdy rang cac dot bién
¢4 VH va VL gép phin dang ké vao lién két HBsAg.

Quan trong 1a, su loai bo chi mot trong 9 dot bién dua vao trong cac FR cia VL
(tirc 12 K66Y) trong HBC34-V23 va HBC34-V24 tang dang ké lién két (EC50 thap hon
100 14n) v&i HBsAg so v6i cac bién thé tuong tng mang dot bién Y66K (HBC34-V27
va HBC34-V28). Tuong tu vay, su loai bd cua dot biét K66Y trong HBC34-V25 va
HBC34-V26 khoi phuc lién két HBsAg so v6i cac bién thé khong lién két tuong ting
mang dot bién Y66K (HBC34-V27 va HBC34-V28).

Vi vay, cac bién thé HBC34-V23 gitt lién két ai luc cao (EC50 cao hon 1,5 lan
s0 v6i HBC34) va duoc tao ra tuong tu nhu khang thé HBC34 gdc. Luu y, bién thé
HBC34-V24 khac chi mot amino axit v6i bién thé HBC34-V23 (tic 1a M115L trong
VH), lién két véi HBsAg ¢6 EC50 twong ty nhu EC50 cia HBC34-V23 nhung khong
duoc tao ra hiéu qua (hiéu sudt chi 14 0,14 14n so voi HBC34). Céc két qua nay cho thay
ring, trong khi khong anh huong dang ké dén lién két cta cac bién thé HBC34 véi
HBsAg, sy co mat cua L & vi tri 115 ¢6 tadc dong tiéu cuc 1€n hi¢u suét cta cac bién thé
HBC34 mang dot bién nay. Thuc vy, theo trung binh tit ca cac bién thé HBC34 mang
dot bién M115L (HBC34-V6, HBC34-V13, HBC34-V19, HBC34-V20, HBC34-V21,
HBC34-V22, HBC34-V24, HBC34-V25, HBC34-V26, HBC34-V28, HBC34-V29 va
HBC34-V30) ¢o hiéu suat trung binh 12 bang 0,3 14n so v6i khang thé HBC34 gbc.

Péng chi y 13, su dua vao tir 5 trong 9 dot bién trong cac FR cta VH véi su ¢6
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mit ctia ddt bién M115L trong VH CDR3 (céc bién thé HBC34-V19 va HBC34-V20
twong trng) khong lam giam rd nét sy lién két voi HBsAg, cho thiy ring cac gbc dot
bién khéng déng vai trd quan trong trong sy nhan dang khang nguyén &i luc cao béi
khang thé HBC34. Su dua vao cac dot bién W107F trén mach chinh ctia céc bién thé
HBC34-V19 va HBC34-V20 trong HBC34-V21 va HBC34-V22 lam giam lién két voi
HBsAg tir 20 dén 30 1an. Pang chi y 13, dot bién twong tu (tre 1a W107 trong VL CDR3)
khong anh hudng dén lién két cuia cac bién thé khac khong mang ciing 5 hodc 9 dot bién
trong cac FR ctia VH, két qua c6 thé cho thiy rang cac gbc trong cac FR VH c6 vai trd
twong hop (vi du, bang cich lam n dinh cAu hinh nhét dinh cua khuon ving bién doi)

trong lién két véi HBsAg v6i gbc 107 caa VH.

Cubi ciing va phit hgp véi cac két qua ctia vi du 11 minh hoa trong Fig. 23, khang
thé HMB34-V7 mang dot bién don W107 trong VL CDR3 cho thiy rang lién két c6 thé
so sanh voi HBsAg (tac 1a 1,4 1an) so v6i HBC34 va duoc tao ra hiéu qua (1,2 14n) hon
HBC34 (trung binh trong hai thi nghiém thuc hién véi HBC34-V7 dugc sinh ra 1,5 lan,
tirc 1a 50%, hiéu qua hon khang thé HBC34. Két qua nay cho thiy ring dot bién W107F
trong VL CDR3, trong khi khong anh hudng rd rét dén ai luc lién két véi HBsAg, co
anh hudng tich tuc 1én hiéu suit khang thé HBC34.

Cubi cing, HBC34 va cic bién thé HBC34-V6, HBC34-V7, HBC34-V19,
HBC34-V23 va HBC34-V24 dugc kiém tra déi v6i kha nang nhan dién 10 kiéu gen
HBV 12 A, B, C, D, E, F, G, H, I va J (nhu duoc thé hién trong Fig. 25) bang phan tich
va do té bao theo dong chay. Cu thé, cac té bao biéu md ngudi (cic té bao Hep2) duoc
chuyén nap véi céc plasmit biéu hién, m&i HBsAg cuia 10 kiéu gen HBC A, B, C, D, E,
F, G, H, I va J. Tét ca cac khang thé duoc kiém tra tai nhidu nong do (8 dung dich pha
loang theo loat tir 5.000 ng/ml dén 7 ng/ml) dé nhudm céc té bao c6 thé tham chuyén
nap tam thoi. Hai ngay sau khi chuyén nap, cac té bao Hep2 dugc thu, ¢ dinh va thAm
bang saponin dé nhudm mién dich véi HBC34 va nim bién thé dugc chon. Lién két cua
cac khang thé véi cac t& bao chuyén nap dugc phan tich bang Becton Dickinson
FACSCanto2 (BD Biosciences) v6i phdn mém FlowJo (TreeStar). Nhu dugc minh hoa
trong Fig. 25, HBC34 va tit ca 5 bién thé thir nghiém nhén ra 10 kiéu gen HBsAg cua

HBYV tai cac muc giéng nhau.

Béng trinh ty va cac sb SEQ ID NO (danh muc trinh tu):
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SEQ ID NO Trinh tu Ghi chu
trong do X1, X, X3, X4, Xs, X¢ va X7 co the la axit heuyén

amin bat ky.

X1 Xy X3 TC X4 X5 XA X7G
trong do X; la P, T hodc S,
X, 1a C hodc S,

X5 1aR, K, D hodc I,

X4 1la M hodc T,

Xs1a T, Ahoacl,

Xe1a T, P hoac L, va

X71a Q, Hhoac L.

MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLD
SWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPTS
CPPTCPGYRWMCLRRFIFLFILLLCLIFLLVLL
DYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQ
GTSMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKF
LWEWASARFSWLSLLVPFVQWEFVGLSPTVW
LSVIWMMWY WGPSLYSILSPFLPLLPIFFCLW
VYI

Mién S cia HBsAg
(SO dang ky ngan
hang Gen J02203)

MENVTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSL
DSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSPTSNHSPT
SCPPTCPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVL
LDYQGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQ
GTSMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKF
LWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVW
LSVIWMMWY WGPSLYSTLSPFLPLLPIFFCL
WVYI

Mién S ctia HBsAg
(S6 dang ky ngén
hang Gen
FJ899792)
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QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTTAQGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

702203 (D, ayw3)

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

1899792 (D,
adw?2)

QGMLPVCPLIPGTTTTSTGPCKTCTTPAQGNS
MFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWE
WASVRFSW

AM282986 (A)

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCKTCTTPAQGTS

WASVRFSW

MFPSCCCTKPTDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWE|D23678 (B1)

QGMLPVCPLLPGTSTTSTGPCKTCTIPAQGTS
MEFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFARFLWE
WASVRFSW

AB117758 (C1)

10

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTLAQGTS
MFPSCCCSKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

AB205192 (E)

11

QGMLPVCPLLPGSTTTSTGPCKTCTTLAQGTS

WASARFSW

MFPSCCCSKPSDGNCTCIPIPSSWALGKYLWE[X69798 (F4)

12

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCKTCTTPAQGNS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKYLW
EWASVRFSW

AF160501 (G)
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13

QGMLPVCPLLPGSTTTSTGPCKTCTTLAQGTS
MEPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKYLWE
WASARFSW

AY090454 (H)

14

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCKTCTTPAQGNS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKYLW
EWASARFSW

AF241409 (I)

15

QGMLPVCPLLPGSTTTSTGPCRTCTITAQGTS
MFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFAKFLWE
WASVRFSW

AB486012 (J)

16

CQGMLPVCPLIPGSSTTGTGTCRTCTTPAQGT
SMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLW
EWASARFSW

HBsAg
Y100C/P120T

17

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGTCRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg P120T

18

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGTCRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPLDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg
P120T/S143L

19

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPSRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg C121S

20

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCDTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg R122D

21

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCITCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg R1221
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22

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRNCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg T123N

23

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAHGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg Q129H

24

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPALGTS
MYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg Q129L

25

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
HYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg M133H

26

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
LYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg M133L

27

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
TYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg M133T

28

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTEPSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg K141E

29

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKSSDGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg P142S
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30

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPKDGNCTCIPIPSSWAFGKFLW
EWASARFSW

HBsAg S143K

31

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS
MYPSCCCTKPSAGNCTCIPIPSSWAFGKFLWE
WASARFSW

HBsAg D144A

QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS

32 MYPSCCCTKPSDRNCTCIPIPSSWAFGKFLWE [HBsAg G145R
WASARFSW
QGMLPVCPLIPGSSTTGTGPCRTCTTPAQGTS

33 MYPSCCCTKPSDGACTCIPIPSSWAFGKFLWEHBsAg N146A
WASARFSW

34 GRIFRSFY CDRHI aa

35 NQDGSEK CDRH?2 aa

36 AAWSGNSGGMDV CDRH3 aa

37 KLGNKN CDRLI aa

38 EVK CDRL?2 aa

39 VIYEVKYRP CDRL?2 aa dai

40 QTWDSTTVV CDRL3 aa
ELQLVESGGGWVQPGGSQRLSCAASGRIFRS

A1 FYMSWVRQAPGKGLEWVATINQDGSEKLYV VI aa

DSVKGRFTISRDNAKNSLFLOMNNLRVEDTA
VYYCAAWSGNSGGMDVWGQGTTVSVSS
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42

SYELTQPPSVSVSPGQTVSIPCSGDKLGNKNV
CWFQHKPGQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFSGS
INSGNTATLTISGTQAMDEAAYFCQTWDSTT
VVFGGGTRLTVL

VL aa

43

GGACGCATCTTTAGAAGTTTTTAC

CDRHI1 nuc

44

ATAAACCAAGATGGAAGTGAGAAA

CDRH2 nuc

45

GCGGCTTGGAGCGGCAATAGTGGGGGTAT
GGACGTC

CDRH3 nuc

46

AAATTGGGGAATAAAAAT

CDRL1 nuc

47

GAGGTTAAA

CDRIL.2 nuc

48

gtcatctatGAGGTTAAAtaccgeece

CDRL2 nuc dai

49

CAGACGTGGGACAGCACCACTGTGGTG

CDRL3 nuc

50

GAACTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGG
CTGGGTCCAGCCGGGGGGGTCCCAGAGAC

GAAGTTTTTACATGAGCTGGGTCCGCCAG
GCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
CACTATAAACCAAGATGGAAGTGAGAAA
TTATATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGATTC
ACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTC
ACTATTTCTGCAAATGAACAACCTGAGAGT

CGAGGACACGGCCGTTTATTACTGCGCGG

TGTCCTGTGCAGCCTCTGGACGCATCTTTA

'VH nuc
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51

TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGTG
TCCGTGTCCCCAGGACAGACAGTCAGCATC
CCCTGCTCTGGAGATAAATTGGGGAATAA
AAATGTTTGCTGGTTTCAGCATAAGCCAGG
CCAGTCCCCTGTGTTGGTCATCTATGAGGT
TAAATACCGCCCCTCGGGGATTCCTGAGCG
ATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAACACAGC
CACTCTGACCATCAGCGGGACCCAGGCTAT
GGATGAGGCTGCCTATTTCTGTCAGACGT
GGGACAGCACCACTGTGGTGTTCGGCGG
AGGGACCAGGCTGACCGTCCTA

VL nuc

52

XGSSTTSTGPCRTCMTXPSDGNATAIPIPSSW
X

I 7oA
fvomee AL 0bo cBn X Ao V1D Avoen thA hano

peptit

53

TSTGPCRTCMTTAQG

peptit

54

GMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTT

peptit

55

XSMYPSASATKPSDGNXTGPCRTCMTTAQG
TSX

trong d6 cac goc ma hoa X 1a duge thé bang
Xystein.

peptit

56

PCRTCMTTAQG

cac amino z}xit 120-
130 ctda mién S cua
HBV-D J02203

57

PCX1TCXoX3X4AQG,

trong d6 X tt hon 1a R hodc K,

X, t6t hon 12 M hoic T,
X tot hon 1a T hodc I, va
X4 tét hon 1a T, P hodc L

quyét dinh khéng
nguyén

58

QTFDSTTVV

CDRL3 v7 va
CDRL3 v23 (aa)

59

SYELTQPPSVSVSPGQTVSIPCSGDKLGNKN
VCWFQHKPGQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFS
GSNSGNTATLTISGTQAMDEAAYFCQTFDST
TVVFGGGTRLTVL

VLv7
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CDRL1 v7 va

60 AAGCTGGGGAACAAAAAT CDRLI v23 (nuc)

CDRL2 v7 va

61 GAGGTGAAA CDRL2 v23 nuc

CDRL2 v7 dai va

62 GTCATCTACGAGGTGAAATATCGGCCT CDRL2 v23 nuc dai

CDRL3 v7 va

63 CAGACATTCGATTCCACCACAGTGGTC CDRI3 v23 nuc

TCTTACGAGCTGACACAGCCACCTAGCGTG
TCCGTCTCTCCAGGACAGACCGTGTCCATC
CCTTGCTCTGGCGACAAGCTGGGGAACAA
AAATGTCTGTTGGTTCCAGCACAAGCCAGG
GCAGAGTCCCGTGCTGGTCATCTACGAGG
64 TGAAATATCGGCCTTCAGGAATTCCAGAACI|VL v7 nuc
GGTTCAGCGGATCAAACAGCGGCAATACT
GCAACCCTGACAATTAGCGGGACCCAGGC
CATGGACGAAGCCGCTTATTTCTGCCAGAC
ATTCGATTCCACCACAGTGGTCTTTGGCG
GGGGAACTAGGCTGACCGTGCTG

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDKLGNKN
ACWYQQKPGQSPVLVIYEVKYRPSGIPERFS
GSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQTFDST
TVVFGGGTKLTVL

65 VL v23 aa

HBC34wt CDRH2

66 INQDGSEK
aa
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67

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRIFRSF
YMSWVRQAPGKGLEWVANINQDGSEKLYV

DSVKGRFTISRDNAKNSLFLQMNNLRVEDTA
VYYCAAWSGNSGGMDVWGQGTTVTVSS

HBC34v31,
HBC34v32, va
HBC34v33 VH

68

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCCGGCGGGGG
ACTGGTGCAGCCTGGCGGCTCACTGAGACT
GAGCTGTGCAGCTTCTGGAAGAATCTTCAG
ATCTTTTTACATGAGTTGGGTGAGACAGGC
TCCTGGGAAGGGACTGGAGTGGGTCGCAA
ACATCAATCAGGACGGATCAGAAAAGCTG
TATGTGGATAGCGTCAAAGGCAGGTTCACT
ATTTCCCGCGACAACGCCAAAAATTCTCTG
TTTCTGCAGATGAACAATCTGCGGGTGGAG
GATACCGCTGTCTACTATTGTGCAGCCTGG
TCTGGCAACAGTGGAGGCATGGACGTGTG
GGGACAGGGAACCACAGTGACAGTCAGCT
CC

HBC34 v31,
HBC34 v32 va
HBC34 v33 VH
(nuc)

69

TCTTACGAGCTGACACAGCCCCCTAGCGTG
TCCGTCTCTCCAGGCCAGACAGCATCCATC
ACTTGCTCTGGCGACAAGCTGGGGAACAA
AAATGCCTGTTGGTATCAGCAGAAGCCAG
GGCAGAGTCCCGTGCTGGTCATCTACGAG
GTGAAATATCGGCCTTCAGGAATTCCAGA
AAGATTCAGTGGATCAAACAGCGGCAATA
CTGCTACCCTGACAATTAGCGGGACCCAGG

CATTCGATTCCACCACAGTGGTCTTTGGC
GGGGGAACTAAGCTGACCGTGCTG

CCATGGACGAAGCTGATTACTATTGCCAGA

VL v23 nuc
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70

GAACTGCAGCTGGTCGAATCAGGAGGAGG
GTGGGTCCAGCCCGGAGGGAGCCAGAGAC
TGTCTTGTGCCGCATCAGGGAGGATCTTC
AGGAGCTTCTACATGTCCTGGGTGCGCCA
GGCACCAGGCAAGGGACTGGAGTGGGTCG
CCACCATCAACCAGGACGGATCTGAAAA
GCTGTATGTGGATAGTGTCAAAGGCCGGTT
CACAATTAGCAGAGACAACGCTAAAAATT
CTCTGTTTCTGCAGATGAACAATCTGCGAG

HBC34, wt VH ma
bo ba toi uu hoa

71

TCATACGAACTGACTCAGCCTCCCTCCGTC
TCCGTCTCACCTGGACAGACCGTCTCAATC
CCCTGCTCCGGCGAT
AAACTGGGCAACAAGAACGTGTGCTGGTT
CCAGCACAAACCCGGACAGAGTCCTGTGCT
GGTCATCTACGAGGTCAAGTATCGGCCAA
GCGGCATTCCCGAAAGATTCAGCGGCTCCA
ACTCTGGGAATACCGCAACACTGACTATCT
CTGGAACCCAGGCAATGGACGAGGCAGCT
TACTTTTGCCAGACTTGGGATTCAACTAC
TGTCGTGTTCGGCGGCGGAACTAGACTGA
CTGTCCTG

HBC34, wt VL ma
bo ba to1 uu hoa

72

GGGAGGATCTTCAGGAGCTTCTAC

HBC34 wt CDRH1
ma bo ba toi vu hda

73

ATCAACCAGGACGGATCTGAAAAG

HBC34 wt CDRH2
ma bo ba duoc toi
uu hda

74

GCCGCTTGGTCTGGCAACAGCGGCGGGAT
GGATGTC

HBC34 wt CDRH3
ma bd ba duoc toi
uu hoa

75 AAACTGGGCAACAAGAAC H]?C§4 wt CDR:L.l
ma bo ba duoc toi

76 |GAGGTCAAG HBC34 wt CDRL2
ma bo ba duogc toi
HBC34 wt CDRL2

71

GTCATCTACGAGGTCAAGTATCGGCCA

ma bd ba dai toi uu

hAa

78

CAGACTTGGGATTCAACTACTGTCGTG

HBC34 wt CDRL3
ma b ba duogc toi
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79 GGSGG cau ndi
80  [TGPCRTC quyt dinh khing
nguvyén
31 GNCTCIP quyétA dinh khang
nguyén
CCIPIPSSWAFGCSTTSTGPCRTCC dang quyét dinh
82 trong do, cu thé la thy xystein & cac vi tri 2, 21 va |khang nguyén bat
24 duoc lién két voi axetamidometyl. trude khong lién tuc
CGNCTCIPIPSSWAFCSTTSTGPCRTCC dang quyét dinh.
&3 trong do, cu thé 1a thy xystein ¢ cdc vi tri 4, 6, 24  khang nguyén bat
va 27 dugc lién két véi axetamidometyl. trude khong lién tuc
CGGGCSTTSTGPCRTCC dang quyét dinh,
84 trong do, cu thé 1a thy xystein & cdc vi trf 13 va 16 [khang nguyén bit
duoc lién két v4i axetamidometyl. trudce vong lap
85 [STTSTGPCRTC quyét dinh khing
nguyén
86 GNCTCIPIPSSWAFC quyét dinh khang
87  |GNCTCIPIPSSWAF quyét dinh khang
nguvyén
?3 PCRXC quyét dinh khang
nguyén
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé phan lp, hodc manh lién két khang nguyén cia no, ma lién két voi ving
vong khang nguyén cua HBsAg va trung hoa sy ldy nhiém virut viém gan B va virut
viém gan delta, trong dé khang thé hodc manh lién két khang nguyén chtra cac trinh ty
axit amin CDRH1, CDRH2 va CDRH3 va cac trinh tu axit amin CDRL1, CDRL2 va
CDRLS3 (i) theo cac SEQ ID NO: 34-38 va 40, twong ung; hoac (ii) theo cac SEQ ID
NO: 34-37, 39 va 40, tuong Umg; hodc (iii) theo SEQ ID NO: 34-38 va 58, twong ung;
hodc (iv) theo cac SEQ ID NO: 34-37, 39 va 58, twong ing; hodc (v) theo cac SEQ ID
NO: 34, 66, 36-38 va 40, tuong tng; hodc (vi) theo cac SEQ ID NO: 34, 66, 36-37, 39,
va 40 twong ung; hodc (vii) theo cac SEQ ID NO: 34, 66, 36-38 va 58, twong ng; hoic
(viii) theo cac SEQ ID NO: 34, 66, 36-37, 39, 58 twong Ung.

2. Khang thé theo diém 1, hodc manh lién két khing nguyén cuia no, trong do khang thé
hodc manh lién két khang nguyén chtra gbc Fe, tét hon 1a khang thé hoic manh lién két

khéng nguyén ctia né, 1a loai IgG, tét hon 1a loai IgG1.

3. Khang thé theo diém 1 hodc 2, hodc manh lién két khang nguyén cua nd, trong do
khang thé hodc manh lién két khang nguyén 1a khang thé don dong hodc manh lién két
khang nguyén don dong clia chiing va/hozc khang thé ngudi hodc manh lién két khang

nguyén nguoi ctia no.

4. Khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cua no, theo diém bét ky trong sd céc
diém tir 1 dén 3, khac biét & chd, khang thé hodc manh lién két khang nguyén chita (i)
trinh ty axit amin ving bién doi chudi nang (VH) ¢6 chung it nht 95% do twong ddng
trinh tu voi SEQ ID NO: 41 hodc 67; va (ii) trinh ty axit amin ving bién d6i chudi nhe
(VL) c¢6 chung it nhat 95% do twong dong trinh tu véi SEQ ID NO: 42, 59 hoic 65.

5. Khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cta né, theo diém 4, khac biét & chd,

khang the hodc manh lién két khang nguyén chia trinh ty axit amin ving bién d6i chudi
nidng (VH) theo SEQ ID NO: 41 hodc 67 va trinh tu axit amin vung bién do6i chudi nhe

(VL) theo SEQ ID NO: 42, 59 hoic 65.

6. Khang thé, hodc manh lién két khéng nguyén clia né, theo diém bat ky trong sb cac
diém néu trén, khac biét & chd, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no, la

khang thé dugc tinh ché, khang thé chudi don, Fab, Fab’, F (ab’)2, Fv hoac scFv.
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7. Phén tir axit nucleic chira polynuleotit ma hoa khang thé, hoic manh lién két khang

nguyén cua nd, theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén.

8. Phan t axit nucleic theo diém 7, trong d6 trinh tu polynucleotit chira hodc bao gém
trinh ty axit nucleic ¢6 chung it nhit 80%, t6t hon la it nhat 85%, tot hon nita la it nhét
90%, tham chi t&t hon nira la it nhat 95% va cu thé tt hon 1a it nhat 98% hodc 99% do
tuong dong trinh ty vdi SEQ ID NO trong s6 cac SEQ ID NO: 43-51, 60-64 va 68-78.

9. Vecto bao gdm phan tir axit nucleic theo diém 7 hodc 8.

10. Té bao biéu hién khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua né, theo diém bat

ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6; hodc bao gdm vecto theo diém 9.

11. Ché phim chira khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cua nd, theo diém bt
ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, axit nucleic theo diém 7 hodc 8, vecto theo diém 9
va/hodc té bao theo diém 10, va, tiy y 14 tA dugc, chit pha lodng hozc chit mang dugc

dung.
12. Hon hop cua

(i)  khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cta no, theo diém bét ky
trong s6 cac diém tir 1 dén 6, axit nucleic theo diém 7 hodc 8, vecto theo
diém 9, té bao theo diém 10 hodc ché pham theo diém 11; va

(i)  chat rc ché polymeraza, interferon va/hodc chat tc ché diém kiém tra;

t6t hon 1a dé str dung trong viéc phong ngira, diéu tri hodc lam suy yéu viém gan

B va/hodc viém gan D, cu thé 1a su dung trong diéu tri hodc 1am suy yéu viém gan B
man tinh va/hodc viém gan D man tinh.

13. Kit chua:

(i)  khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua no, theo diém bat ky
trong sb cac diém tir 1 dén 6, axit nucleic theo diém 7 hodc 8, vecto theo
diém 9, té bao theo diém 10 hoic ché phim theo 11; va

(if)  chat uc ché polymeraza, interferon va/hodc chat trc ché diém kiém tra.
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Virut HBV trong méau (su thay ddi log 14n so véi BL)

9 -
0 P
-1 4
-2 4
-2 4
-e- Déi chimg
- HBC34
3 T T v . v T
BL w2 w4 wo aL w2 wa W6
11 1
0 0 A
44 -1 |
\
2 A 2
-e~ Lamivudin ) e
~ Combo lam+HBC34 -
-3 T T T T Y T -3 T T ¥ U T T
BL w2 wid w6 BL w2 wd wh
1 -
0 -
-1 4
2 2
= HBC34
3 T T T T T T -3 T T T T T ¥ T
BL w2 w4 w6 BL w2 wd w6
1 1
(8 o
1 A
N - Lamivudin 2] S~
~ Combo lam+HBC34
3 ) v T T T T T 3 T T T T T v T
BL w2 wié wé BL w2 wi w6

FIG. 19

-158-



39496

33/38

901 R YON-1A
90l Yt QOAOPECLYA/ALOLM-TA
901 Ty 1OvECIYA/FLOLMTA

901
90}
901

YON-HA
19VZhY-HA
TOPETLYANSGLLN-HA
19214716 LLN-HA
SLOVM-HA
VSLLNLOLM-HA
V2Z0LM-HA
ISLLW-HA

1G4 HAFHA

6L SSASALLODOMAGNOOSNOSMYYOAAAY LAIAYTINNNDTA TSNIYNAYS | LIYONASAAATINISOAON | LYAMMITONOIYOYAMSWAISHI [ HOSYVOSTHOSODOdDAMODOSIATOTI LMHA

-159-



39496

34/ 38
Tén bién thé VH VL Lién két v6i HBsAg (adw)
HBC34 WT WT +
HBC34-V1 W107F WT +/-
HBC34-V2 W107F W107A -
HBC34-V3 W107F W107F +/-
HBC34-V4 M115lI W107F +/-
HBC34-V5 W107A WA107F -
HBC34-V6 M115L W107F +/~
HBC34-V7 WT WA107F +
HBC34-V8 W107A/M115A  |W107F -
HBC34-V9 W107A/M115A  |W107A -
HBC34-V10 W107A/M115A |WT -
HBC34-V11 M115lI WT +/~
HBC34-V12 W107A WT -
HBC34-V13 M115L WT +
HBC34-V15 WT W107A +/~
HBC34-V16 M115L W107A +/-
HBC34-V17 W107A W107A -
HBC34-V18 M115I W107A +/-
FIG. 21
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36/38

A 1A Lién két | Su thay di ghp| Hiéusudt | Sy thay déi g4

Tén bién the VH VL EC50 (dbt gién/vft)p (ug/ml) (dot bién/wgt)p
HBC34 WT WT 7,7 1,0 318 1,00
HBC34-V1 W107F WT 12,8 1,6 79 0,25
HBC34-V3 W107F | W107F 69,4 9,0 64 0,20
HBC34-V4 M1151 | W107F 15,7 2,0 112 0,35
HBC34-V6 M115L | W107F 12,7 1,6 103 0,32
HBC34-V7 WT W107F 10,4 1,3 533 1,68
HBC34-V11 M115l WT 10,8 1,4 195 0,61
HBC34-V13 | M115L WT 8,0 1,0 106 0,33

FIG. 23
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A 1A 1A X X Su thay dbi gip | Hiéu suft | Sw thay déi g4
i bien VH 3 e - - do1 gap
Ténbienthe| Caibie Cii bién VL EC50 | (4ot bién/wh) (ug/ml) | (@t biéniw)
HBC34 WT WT 13,3 1,0 197 1,00
HBC34-V6 M115L W107F 16,5 1,2 35 0,18
HBC34-V7 WT W107F 18,6 1.4 232 1,18
HBC34-V13 M115L WT 12,0 0,9 46 0,23
HBC34-V19 | M115L/FR124GL WT 18,9 1,4 37 0,19
HBC34-V20 | M115L/FR1234GL WT 31,8 2,4 145 0,73
HBC34-V21 | M115L/FR124GL W107F 607 45,6 28 0,14
HBC34-V22 | M115L/FR1234GL W107F 419 31,4 110 0,56
HBC34-V23 WT W107F/FR1234GL/CDR2Y66 | 20,1 15 184 0,93
HBC34-V24 M115L W107F/FR1234GL/CDR2Y66 | 24,0 1,8 27 0,14
HBC34-V25 | M115L/FR124GL W107F/FR1234GL/CDR2Y66 | 492 36,9 26 0,13
HBC34-V26 | M115L/FR1234GL]  W107F/FR1234GL/CDR2Y66 | 125 9,4 93 0,47
HBC34-V27 WT W107F/FR1234GL 2022 151,8 270 1,37
HBC34-V28 M115L W107F/FR1234GL 2037 152,9 29 0,15
HBC34-V29 | M115L/FR124GL W107F/FR1234GL >10000 ND 36 0,18
HBC34-v30 | M115L/FR1234GL W107F/FR1234GL >10000 ND 101 0,51
3. - _
1073 B Svu thay d6i EC50 gap 1,50
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<220>
<223> quyét dinh khang nguyén
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(2)
la Cys hodc Ser

tinh khac
(3)
la Arg, Lys, Asp

tinh khac
(6)
la Met hodc Thr

tinh khéac
(7)
la Thr, Ala hoac

tinh khéac
(8)
la Thr, Pro hoac

tinh khéac
.. (10)
1la Gln, His hoac

Xaa Xaa Xaa Thr Cys Xaa Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3
226
PRT

5

Trinh tu nhén tao

vung

3

Met Glu Asn

1

Ala Gly Phe

Asp Ser Trp

35

S cuha HBsAg (S6

Ile Thr Ser Gly
5

Phe Leu Leu Thr
20

Trp Thr Ser Leu

39496

hodc Ile

Ile

Leu

Leu

Xaa Ala Xaa Gly
10

truy cdp ngan hang gen J02203)

Phe Leu Gly Pro Leu Leu Val Leu Gln
10 15

Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
25 30

Asn Phe Leu Gly Gly Thr Thr Val Cys
40 45

-166-



Leu

Cys

Ile

Leu

Ser

Gln

Gly

145

Phe

Val

Ser

Leu

Tyr
225

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

Gly

130

Asn

Leu

Pro

vVal

Ser

210

Ile

<210> 4
<211> 2

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 4

Gln

Pro

Phe

Asp

Thr

115

Thr

Cys

Trp

Phe

Ile

195

Pro

26

PRT
Trinh ty nhdn tao

Asn

Thr

Leu

Tyr

100

Thr

Ser

Thr

Glu

Val

180

Trp

Phe

Ser

Cys

Phe

85

Gln

Ser

Met

Cys

Trp

165

Gln

Met

Leu

Gln

Pro

70

Ile

Gly

Thr

Tyr

Ile

150

Ala

Trp

Met

Pro

Ser

55

Gly

Leu

Met

Gly

Pro

135

Pro

Ser

Phe

Trp

Leu
215

39496

Pro

Tyr

Leu

Leu

Pro

120

Ser

Ile

Ala

Val

Tyr

200

Leu

Thr

Arg

Leu

Pro

105

Cys

Cys

Pro

Arg

Gly

185

Trp

Pro

Ser

Trp

Cys

90

Val

Arg

Cys

Ser

Phe

170

Leu

Gly

Ile

Asn

Met

75

Leu

Cys

Thr

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Pro

Phe

His

60

Cys

Ile

Pro

Cys

Thr

140

Trp

Trp

Pro

Ser

Phe
220

Ser

Leu

Phe

Leu

Met

125

Lys

Ala

Leu

Thr

Leu

205

Cys

Pro

Arg

Leu

Ile

110

Thr

Pro

Phe

Ser

Val

190

Tyr

Leu

Thr

Arg

Leu

95

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

175

Trp

Ser

Trp

vung S cua HBsAg (S6 truy cdp ngdn hang gen FJ899792)

Ser

Phe

80

Val

Gly

Ala

Asp

Lys

160

Leu

Leu

Ile

Val

Met Glu Asn Val Thr Ser Gly Phe Leu Gly Pro Leu Leu Val Leu Gln

1

5

-167-

10

15



Ala

Asp

Leu

Cys

65

Ile

Leu

Ser

Gln

Gly

145

Phe

Val

Ser

Leu

Tyr
225

Gly

Ser

Gly

50

Pro

Ile

Leu

Ser

Gly

130

Asn

Leu

Pro

Val

Ser

210

Ile

<210>

5

Phe

Trp

35

Gln

Pro

Phe

Asp

Thr

115

Thr

Cys

Trp

Phe

Ile

195

Pro

Phe

20

Trp

Asn

Thr

Leu

Tyr

100

Thr

Ser

Thr

Glu

Val

180

Trp

Phe

Leu

Thr

Ser

Cys

Phe

85

Gln

Gly

Met

Cys

Trp

165

Gln

Met

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

70

Ile

Gly

Thr

Tyr

Ile

150

Ala

Trp

Met

Pro

Thr

Leu

Ser

55

Gly

Leu

Met

Gly

Pro

135

Pro

Ser

Phe

Trp

Leu
215

39496

Arg

Asn

40

Pro

Tyr

Leu

Leu

Pro

120

Ser

Ile

Ala

Val

Tyr

200

Leu

Ile

25

Phe

Thr

Arg

Leu

Pro

105

Cys

Cys

Pro

Arg

Gly

185

Trp

Pro

-168-

Leu

Leu

Ser

Trp

Cys

90

Val

Arg

Cys

Ser

Phe

170

Leu

Gly

Ile

Thr

Gly

Asn

Met

75

Leu

Cys

Thr

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Pro

Phe

Ile

Gly

His

60

Cys

Ile

Pro

Cys

Thr

140

Trp

Trp

Pro

Ser

Phe
220

Pro

Thr

45

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr
125

Lys

Ala

Leu

Thr

Leu

205

Cys

Gln

30

Thr

Pro

Arg

Leu

Ile

110

Thr

Pro

Phe

Ser

Val

190

Tyr

Leu

Ser

Val

Thr

Arg

Leu

95

Pro

Pro

Ser

Gly

Leu

175

Trp

Ser

Trp

Leu

Cys

Ser

Phe

80

Val

Gly

Ala

Asp

Lys

160

Leu

Leu

Thr

Val



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Met

Cys

Trp

Gly

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Gly

Met

Cys

Trp

Gly

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

72
PRT

Trinh tu nhan tao

vung
5

Met

Gly

Pro

35

Pro

Ser

6
72
PRT

vong ldp khang nguyén J02203

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Trinh tu

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhén tao

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

39496

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Met
25

Lys

Ala

Ile

10

Thr

Pro

Phe

(D,

Pro

Thr

Ser

Gly

vung vong ldp khang nguyén FJ899792

6

Met

Gly

Pro

35

Pro

Ser

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

-169-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

Pro

Pro

Ser

Gly

ayw3)

Gly

Ala

Asp

Lys

(D,

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Ser

Gln

Ser

Gly
30

Gly Asn

45

Phe

adw?2)

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Leu

Ser

Gly

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



39496

(A)

Gly

Ala

Asp

Lys

(B1)

<210> 7
<211> 72
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> wvung vong lap khang nguyén AM282986
<400> 7
Gln Gly Met Leu Pro Val Cys Pro Leu Ile Pro
1 5 10
Ser Thr Gly Pro Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro
20 25
Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Ser
35 40
Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala
50 55
Trp Ala Ser Val Arg Phe Ser Trp
65 70
<210> 8
<211> 72
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> wvung vong lap khang nguyé&n D23678
<400> 8
Gln Gly Met Leu Pro Val Cys Pro Leu Ile Pro
1 5 10
Ser Thr Gly Pro Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro
20 25
Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Thr
35 40
Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala
50 55
Trp Ala Ser Val Arg Phe Ser Trp
65 70

-170-

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Thr

Gln

Gly

45

Tyr

Ser

Gln

Gly

45

Tyr

Thr

Thr
15

Gly Asn

Asn

Leu

Ser

Gly

Asn

Leu

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
72
PRT

Trinh tu nhén tao

viung

9

Gln Gly Met

1

Ser

Met

Cys

Trp
65

Thr

Phe

Ile

50

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Met

Cys

Trp

Gly

Thr

Phe

Ile

50

Ala

Gly

Pro
35

Pro

Ser

10
72
PRT

39496

vong 1ldp khang nguyén AB117758

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Val

Trinh tu

viung
10

Met

Gly

Pro

35

Pro

Ser

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhén tao

Val

Lys

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

Leu

10

Ile

Pro

Phe

Pro

Pro

Ser

Ala

vong 1ldp khang nguyén AB205192

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Ser

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

-171-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

Pro

Leu

Ser

Gly

(Cl)

Gly

Ala

Asp

Arg
60

(E)

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Thr

Gln

Gly

Phe

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gly

Asn

Leu

Ser

Gly

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gly

Ser Thr

Met Phe

Cys Ile
50

Trp Ala
65
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gly

Ser Thr

Met Tyr

Cys Ile

50

Trp Ala

11
72
PRT
Trinh tu

39496

nhan tao

vling vong lap khang nguyén X69798 (F4)

11

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

12
72
PRT
Trinh tu

Pro Val Cys Pro Leu Leu Pro Gly

Cys Lys Thr Cys Thr Thr Leu Ala
25

Cys Cys Cys Ser Lys Pro Ser Asp
40

Pro Ser Ser Trp Ala Leu Gly Lys
55 60

Arg Phe Ser Trp
70

nhan tao

vung vong ldp khang nguyén AF160501 (G)

12

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Val

Pro Val Cys Pro Leu Ile Pro Gly

Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro Ala
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro Ser Asp
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala Lys
55 60

Arg Phe Ser Trp
70

-172-

Ser

Gln

Gly

45

Tyr

Ser

Gln

Gly

45

Tyr

Thr

Gly

30

Asn

Leu

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Asn

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



Trinh tu nhan tao

39496

vong lap khang nguyén AY090454

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhan tao

vVal

Lys

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

Leu

10

Thr

Pro

Phe

Pro

Leu

Ser

Gly

vong 1adp khang nguyén AF241409

<210> 13

<211> 72

<212> PRT

<213>

<220>

<223> vung

<400> 13

Gln Gly Met Leu

1

Ser Thr Gly Pro

20
Met Phe Pro Ser
35

Cys Ile Pro Ile
50

Trp Ala Ser Ala

65

<210> 14

<211> 72

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> wvung

<400> 14

Gln Gly Met Leu

1

Ser Thr Gly Pro

20
Met Tyr Pro Ser
35

Cys Ile Pro Ile
50

Trp Ala Ser Ala

65

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

Lys

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

-173-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

Pro

Pro

Ser

Ala

(H)

Gly

Ala

Asp

Lys
60

(I)

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ser

Gln

Gly

45

Tyr

Thr

Gly

30

Asn

Leu

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Asn

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15
72
PRT
Trinh tuy

39496

nhadn tao

vung vong ldp khang nguyén AB486012

15

Gln Gly Met Leu

1

Ser Thr

Met Phe

Cys Ile
50

Trp Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Cys Gln

Thr Gly

Ser Met

Thr Cys

50

Glu Trp
65

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Val

16
73
PRT
Trinh tu

Pro Val Cys Pro Leu Leu

Cys Arg Thr Cys Thr Ile
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

nhan tao

vung vong lap khang nguyén HBsAg

16

Gly Met

Thr Gly
20

Tyr Pro
35

Ile Pro

Ala Ser

Leu Pro Val Cys Pro Leu

Thr Cys Arg Thr Cys Thr
25

Ser Cys Cys Cys Thr Lys

Ile Pro Ser Ser Trp Ala
55

Ala Arg Phe Ser Trp
70

-174-

Pro

Thr

Ser

Ala

(J)

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Ser

Gln

Gly
45

Phe

Y100C/P120T

Ile

Thr

Pro

Phe

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

45

Lys

Thr

Gly

Asn

Leu

Ser

Gln Gly

30

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Ser
15

Gly Asn

Phe Leu

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Thr

Cys

Trp



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Gly

1

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile
50

Trp Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gly

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile

50

Trp Ala

17
72
PRT
Trinh tu

39496

nhé&n tao

vung vong ldp khang nguyén HBsAg

17

Met Leu

Gly Thr
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

18
72
PRT
Trinh tu

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Cys Arg Thr Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

nhédn tao

vung vong ldp khang nguyén HBsAg

18

Met Leu

Gly Thr
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Cys Arg Thr Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

-175-

P120T

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys

Ser

Gln

Gly

45

Phe

P120T/S143L

Pro

Pro

Leu

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Ser

Gln

Gly

Phe

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19
72
PRT
Trinh tu

39496

nhdn tao

vung vong ldp khang nguyén HBsAg

19

Gln Gly Met Leu

1

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile
50

Trp Ala
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gly

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile

50

Trp Ala

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

20
72
PRT
Trinh tu

vang
20

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Ser Arg Thr Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

nhén tao

vong lap khang nguyén HBsAg

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Cys Asp Thr Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

-176-

Cl21s

Pro Gly

Pro Ala

Ser Asp

Gly Lys
60

R122D

Pro Gly

Pro Ala

Ser Asp

Gly Lys
60

Ser Ser

Gln Gly
30

Gly Asn
45

Phe Leu

Ser Ser

Gln Gly
30

Gly Asn
45

Phe Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Gly

1

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile
50

Trp Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gly

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile

50

Trp Ala
65

21
72
PRT
Trinh tu

39496

nhan tao

viung vong lap khang nguyén HBsAg

21

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

22
72
PRT
Trinh tu

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Cys Ile Thr Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

nhd&n tao

vung vong ldp khang nguyén HBsAg

22

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Cys Arg Asn Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

-177-

R122T

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys
60

T123N

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gly

Asn

Leu

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23
72
PRT

Trinh tuy nhan tao

vung

23

Gln Gly Met

1

Gly

Met

Cys

Trp
65

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Gly

Met

Cys

Trp

Gly

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

Gly

Pro
35

Pro

Ser

24
72
PRT

39496

vong lap khang nguyén HBsAg

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Trinh tu

viung
24

Met

Gly

Pro

35

Pro

Ser

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhén tao

vVal

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

Ile

10

Thr

Pro

Phe

vong lap khang nguyén HBsAg

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Leu

Thr

25

Lys

Ala

-178-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

Q0129H

Pro

Gly

Pro Ala

Ser

Gly

Asp

Lys

Q129L

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Ser

His

Ser

Gly
30

Gly Asn

45

Phe

Ser

Leu

Gly

45

Phe

Leu

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25
72
PRT

Trinh tu nhédn tao

39496

ving vong lap khang nguyén HBsAg

25

Gln Gly Met Leu

1

Gly Thr

His Tyr

Cys Ile

Trp Ala
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gly
1

Gly Thr

Leu Tyr

Cys Ile
50

Trp Ala
65

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

26
72
PRT
Trinh tu

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhdn tao

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

Ile

10

Thr

Pro

Phe

vung vong lap khéng nguyén HBsAg

26

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr

25

Lys

Ala

-179-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

M133H

Pro Gly

Pro Ala

Ser Asp

Gly Lys
60

M133L

Pro Gly

Pro Ala

Ser Asp

Gly Lys

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gly

Asn

Leu

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

27
72
PRT

Trinh tu nhan tao

vung

27

Gln Gly Met

1

Gly

Thr

Cys

Trp
65

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Gly

Met

Cys

Trp

Gly

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

Gly

Pro
35

Pro

Ser

28
72
PRT

39496

vong lap khang nguyén HBsAg

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Trinh tu

vuang
28

Met

Gly

Pro

35

Pro

Ser

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhédn tao

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr

25

Lys

Ala

Ile

10

Thr

Pro

Phe

vong lap khang nguyén HBsAg

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr

25

Glu

Ala

-180-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

M133T

Pro Gly

Pro Ala

Ser Asp

Gly Lys
60

K141E

Pro Gly

Pro Ala

Ser Asp

Gly Lys
60

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gly

Asn

Leu

Ser

Gly

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29
72
PRT

Trinh tu nhan tao

vung

29

Gln Gly Met

1

Gly

Met

Cys

Trp
65

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Gly

Met

Cys

Trp
65

Gly

Thr

Tyr

Ile

50

Ala

Gly

Pro
35

Pro

Ser

30
72
PRT

39496

vong ldap khang nguyén HBsAg

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Trinh tu

viung
30

Met

Gly

Pro

35

Pro

Ser

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhdn tao

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

Ile

10

Thr

Ser

Phe

vong lap khang nguyén HBsAg

Leu

Pro

20

Ser

Ile

Ala

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

Leu

Thr
25

Lys

Ala

-181-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

P142s

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys
60

S143K

Pro

Pro

Lys

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys
60

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gln

Gly

45

Phe

Ser

Gly

Asn

Leu

Ser

Gly

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Gly

1

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile
50

Trp Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gly

Gly Thr

Met Tyr

Cys Ile

50

Trp Ala
65

31
72
PRT
Trinh tu

39496

nhan tao

vung vong ldp khang nguyén HBsAg

31

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

32
72
PRT
Trinh tu

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Cys Arg Thr Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

nhdn tao

vung vong lap khang nguyén HBsSAg

32

Met Leu

Gly Pro
20

Pro Ser
35

Pro Ile

Ser Ala

Pro Val Cys Pro Leu Ile

Cys Arg Thr Cys Thr Thr
25

Cys Cys Cys Thr Lys Pro
40

Pro Ser Ser Trp Ala Phe
55

Arg Phe Ser Trp
70

-182-

D144A

Pro Gly

Pro Ala

Ser Ala

Gly Lys
60

G145R

Ser

Gln

Gly

Phe

Pro Gly Ser

Pro Ala

Ser Asp

Gly Lys
60

Gln

Arg
45

Phe

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Ser

Gly

30

Asn

Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu

Thr

Ser

Thr

Glu



Trinh ty nhan tao

39496

vong lap khang nguyén HBsAg

Pro

Cys

Cys

Pro

Arg

nhan tao

Val

Arg

Cys

Ser

Phe
70

Cys

Thr

Cys

Ser

55

Ser

Pro

Cys

Thr

40

Trp

Trp

khang thé HBC34 CDRH1 aa

<210> 33

<211> 72

<212> PRT

<213>

<220>

<223> wvung

<400> 33

Gln Gly Met Leu

1

Gly Thr Gly Pro

20
Met Tyr Pro Ser
35

Cys Ile Pro Ile
50

Trp Ala Ser Ala

65

<210> 34

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223>

<400> 34

Gly Arg Ile Phe Arg Ser Phe Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35
7
PRT

Trinh tu nhén tao

5

khang thé HBC34 CDRH2 aa

35

Asn Gln Asp Gly Ser Glu Lys

1

<210>

36

5

Leu

Thr
25

Lys

Ala

-183-

Ile

10

Thr

Pro

Phe

N146A

Pro

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys

Ser Ser

Gln Gly

30

Gly Ala

Phe Leu

Thr

15

Thr

Cys

Trp

Thr

Ser

Thr

Glu



39496

<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> khang thé HBC34 CDRH3 aa

<400> 36

Ala Ala Trp Ser Gly Asn Ser Gly Gly Met Asp Val

1 5 10
<210> 37

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> khang th& HBC34 CDRL1 aa

<400> 37

Lys Leu Gly Asn Lys Asn

1 5
<210> 38

<400> 38

000

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> khang thé HBC34 CDRL2 dai aa

<400> 39

Val Ile Tyr Glu Val Lys Tyr Arg Pro

1 5
<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> khang thé HBC34 CDRL3 aa

<400> 40

Gln Thr Trp Asp Ser Thr Thr Val Val
1 5

-184-



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Gln

Met

Thr

50

Gly

Gln

Ala

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41
119
PRT

Trinh ty nhan tao

khang thé& HBC34 VH aa

41

Gln

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

Trp

Val
115

42
106
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ser

100

Ser

Trinh tu

khang thé HBC34 VL aa

42

val

Ser

Val

Gln

Thr

Asn

85

Gly

vVal

nhan tao

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asn

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Ser

39496

Gly Gly Gly Trp Val
10

Ala Ser Gly Arg Ile
25

Ala Pro Gly Lys Gly
40

Ser Glu Lys Leu Tyr

Arg Asp Asn Ala Lys
75

Val Glu Asp Thr Ala
90

Gly Gly Met Asp Val
105

Gln Pro

Phe Arg
30

Leu Glu

45

Val Asp

Asn Ser

Val Tyr

Trp Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Phe

vVal

Val

Phe

80

Cys

Gly

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln

1

5

10

15

Thr Val Ser Ile Pro Cys Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asn Lys Asn Val

20

25

-185-

30



Trinh tu nhédn tao

khang thé& HBC34 CDRH1 nuc

Gln

Tyr

Asn

Ala

Gly
100

His

Arg

Thr

Tyr

Thr

Lys

Pro

Ala

70

Phe

Arg

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

ggacgcatct ttagaagttt ttac

Trinh ty nhdn tao

khang thé& HBC34 CDRH2 nuc

ataaaccaag atggaagtga gaaa

Trinh tu nhan tao

khang th& HBC34 CDRH3 nuc

Cys Trp Phe
35

Glu Val Lys
50

Asn Ser Gly

65

Asp Glu Ala

Phe Gly Gly

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 43

24

<210> 44

<211> 24

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 44

24

<210> 45

<211> 36

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 45

39496

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Thr

Gln

Ile

Thr

Thr

Val
105

Ser

Pro

Ile

Trp

Leu

gcggcttgga gcggcaatag tgggggtatg gacgtc

36

-186-

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val

Arg

60

Gly

Ser

Leu Val

45

Phe Ser

Thr Gln

Thr Thr

Ile

Gly

Ala

Val
95

Tyr

Ser

Met

80

vVal



39496

<210> 46
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> khang thé HBC34 CDRL1 nuc

<400> 46
aaattgggga ataaaaat
18

<210> 47

<400> 47

000

<210> 48

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> khang thé HBC34 CDRL2 dai nuc

<400> 48

gtcatctatg aggttaaata ccgcccc
27

<210> 49

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> khang thé HBC34 CDRL3 nuc

<400> 49

cagacgtggg acagcaccac tgtggtg
27

<210> 50

<211> 357

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> khang thé HBC34 VH nuc

<400> 50

gaactgcagc tggtggagtc tgggggaggc tgggtccagc cgggggggtc ccagagactg
60

-187-



39496

tcctgtgcag cctctggacg catctttaga
120

ccagggaagg ggctggagtg ggtggccact
180

gtggactctg tgaagggccg attcaccatc
240

ctgcaaatga acaacctgag agtcgaggac
300

ggcaatagtg ggggtatgga cgtctggggce
357

<210> 51

<211> 318

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> khang thé HBC34 VL nuc
<400> 51

tcctatgage tgactcagcc accctcagtg
60

ccctgectcectg gagataaatt ggggaataaa
120

cagtcccctg tgttggtcat ctatgaggtt
180

ttctctggct ccaactctgg gaacacagcc
240

gatgaggctg cctatttctg tcagacgtgg
300

accaggctga ccgtccta

318

<210> 52

<211> 33

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> peptit

<220>

<221> dac tinh khéac

<222>  (1)..(1)

<223> Xaa dugc thé biang Cys
<220>

agtttttaca

ataaaccaag

tccagagaca

acggcecgttt

caggggacca

tcecgtgtcecce

aatgtttgct

aaataccgcc

actctgacca

gacagcacca

-188-

tgagctgggt

atggaagtga

acgccaagaa

attactgcgc

cggtctcecgt

caggacagac

ggtttcagca

cctcggggat

tcagcgggac

ctgtggtgtt

ccgeccaggcce

gaaattatat

ctcactattt

ggcttggagc

ctcctca

agtcagcatc

taagccaggc

tcctgagcega

ccaggctatg

cggcggaggyg



39496

<221> dac tinh khéac
<222> (17)..(17)
<223> Xaa dugc thé bang Cys

<220>

<221> dac tinh khéac

<222> (33)..(33)

<223> Xaa dugc thé bang Cys

<400> 52
Xaa Gly Ser Ser Thr Thr Ser Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys Met Thr

1 5 10 15

Xaa Pro Ser Asp Gly Asn Ala Thr Ala Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp
20 25 30

Xaa

<210> 53
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> peptit

<400> 53

Thr Ser Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys Met Thr Thr Ala Gln Gly

1 5 10 15
<210> 54

<211> 26

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> peptit

<400> 54
Gly Met Leu Pro Val Cys Pro Leu Ile Pro Gly Ser Ser Thr Thr Ser

1 5 10 15

Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys Met Thr Thr
20 25

<210> 55
<211> 33
<212> PRT

<213> Trinh tyg nhan tao

-189-



39496

<220>
<223> peptit

<220>

<221> dac tinh khéac

<222>  (1)..(1)

<223> Xaa dugc thé bang Cys

<220>
<221> dac tinh khac
222>  (17)..(17)

<223> Xaa dugc thé bdng Cys

<220>

<221> d&c tinh khéac

<222> (33)..(33)

<223> Xaa dugc thé bdng Cys

<400> 55
Xaa Ser Met Tyr Pro Ser Ala Ser Ala Thr Lys Pro Ser Asp Gly Asn

1 5 10 15

Xaa Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys Met Thr Thr Ala Gln Gly Thr Ser
20 25 30

Xaa

<210> 56
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> manh vung vong l&p khang nguyén(cac amino axit tu 120 - 130 cua
mién S clla HBsAg HBV-D J02203)

<400> 56

Pro Cys Arg Thr Cys Met Thr Thr Ala Gln Gly

1 5 10
<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> quyét dinh khang nguyén

<220>
<221> dac tinh khéc
<222>  (3)..(3)

-190-



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
Leu

<400>

Pro Cys Xaa Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Thr Phe Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser Tyr Glu Leu

1

Thr Val Ser Ile

Cys Trp Phe Gln

Xaa

dac

(6)..

Xaa

dac

(7) ..

Xaa

v

dac

(8)..

Xaa

57

cé thé 1la

tinh khéac
(6)
cé thé 1la

tinh khéac
(7)
cé thé 1la

tinh khéac
(8)
cé thé 1la

5
58
9
PRT
Trinh tu nhan
CDRL3 v7 and
58

59
106
PRT

Trinh tu

5

nhéan

VL v7

59

35

5

20

amino

amino

amino

amino

tao

CDRL3 v23

tao

39496

axit

axit

axit

axit

Cys Xaa Xaa Xaa

40

Ala

(aa)

Ser Thr Thr val Vval

Thr Gln Pro Pro Ser

Pro Cys Ser Gly Asp

25

His Lys Pro Gly Gln

-191-

ky,

ky,

ky,

ky,

Gln
10

Gly

hon la

hon la

hon 1la

hon la

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

la

la

la

la

Arg hodc

Met hoac

Thr hodc

Thr, Pro

Val Ser Val Ser Pro Gly Gln

10

15

Lys Leu Gly Asn Lys Asn Val

30

Ser Pro Val Leu Val Ile Tyr

45

Lys

Thr

Ile

hoac



39496

Glu Val Lys Tyr Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met
65 70 75 80

Asp Glu Ala Ala Tyr Phe Cys Gln Thr Phe Asp Ser Thr Thr Val Val
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 60
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CDRL1 v7 and CDRL1 v23 (nuc)

<400> 60
aagctgggga acaaaaat
18

<210> 61

<400> 61

000

<210> 62

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CDRL2 v7 dai va CDRL2 v23 nuc dai

<400> 62

gtcatctacg aggtgaaata tcggcct
27

<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> CDRL3 v7 wva CDRL3 v23 nuc

<400> 63
cagacattcg attccaccac agtggtc
27

-192-



<210> 64

<211> 318

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> VL v7 nuc

<400> 64

tcttacgagc tgacacagcc acctagcgtg
60

ccttgctctg gcgacaagct ggggaacaaa
120

cagagtcccg tgctggtcat ctacgaggtg
180

ttcagcggat caaacagcgg caatactgca
240

gacgaagccg cttatttctg ccagacattc
300

actaggctga ccgtg

318

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser Tyr

Thr Ala

Cys Trp

Glu Val

50

Asn Ser
65

65
106
PRT

Trinh ty nhan tao

VL v23 aa
65

Glu Leu

Ser Ile

20

Tyr Gln

Lys Tyr

Gly Asn

ctg

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

39496

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

tccgtctcecte

aatgtctgtt

aaatatcggc

accctgacaa

gattccacca

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

-193-

Val

10

Lys

Ser

Pro

Ile

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser
75

caggacagac

ggttccagca

cttcaggaat

ttagcgggac

cagtggtctt

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Ser

Asn

Leu

45

Phe

Thr

Pro

Lys

Val

Ser

Gln

cgtgtccatc

caagccaggg

tccagaacgg

ccaggccatg

tggcggggga

Gly

15

Asn

Ile

Gly

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met
80
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Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Thr Phe Asp Ser Thr Thr val Val

85

90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66
8
PRT

Trinh tu nhan tao

100

HBC34wt CDRH2 aa

66

Ile Asn Gln Asp Gly Ser Glu Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Tyr

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Asn

50

Gly

Gin

Ala

67
119
PRT

Trinh ty nhan tao

HBC34 v31,

67

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ser
100

5

val

Ser

Val

Gln

Thr

Asn

85

Gly

HBC34

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asn

v32

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

and

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Val

Gly

105

HBC34 v33 VH

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly
105

-194-

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Met

Leu

Arg

Lys

Leu

Ala

75

Thr

Asp

Val

Ile

Gly

Tyr

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Trp

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110.

95

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gln

Gly

Phe

Val

Val

Phe

80

Cys
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Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 68
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> HBC34 v31,
<400> 68
gaggtgcagce tggtggaatc cggcggggga
60
agctgtgcag cttctggaag aatcttcaga
120
cctgggaagg gactggagtg ggtcgcaaac
180
gtggatagcg tcaaaggcag gttcactatt
240
ctgcagatga acaatctgcg ggtggaggat
300
ggcaacagtg gaggcatgga cgtgtgggga
357
<210> 69
<211> 318
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> VL v23 nuc
<400> 69
tcttacgagc tgacacagcc ccctagcegtg
60
acttgctctg gcgacaagct ggggaacaaa
120
cagagtcccg tgctggtcat ctacgaggtg
180
ttcagtggat caaacagcgg caatactgct
240
gacgaagctg attactattg ccagacattc
300

HBC34 v32 and HBC34 v33 VH

ctggtgcagc

tctttttaca

atcaatcagg

tccecgecgaca

accgctgtct

cagggaacca

tccgtctcete

aatgcctgtt

aaatatcggc

accctgacaa

gattccacca

-195-

(nuc)

ctggcggcetce

tgagttgggt

acggatcaga

acgccaaaaa

actattgtgc

cagtgacagt

caggccagac

ggtatcagca

cttcaggaat

ttagcgggac

cagtggtctt

actgagactg

gagacaggct

aaagctgtat

ttctctgttt

agcctggtct

cagctcc

agcatccatc

gaagccaggg

tccagaaaga

ccaggccatg

tggcggggga
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tgggtccagce

agcttctaca

atcaaccagg

agcagagaca

accgccgtet

cagggcacaa

aacgtgtgcect

aagtatcggc

acactgacta

gattcaacta

actaagctga ccgtgctg

318

<210> 70

<211> 357

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> HBC34 wt VH codon tdi uu hoa
<400> 70

gaactgcagc tggtcgaatc aggaggaggg
60

tcttgtgccg catcagggag gatcttcagg
120

ccaggcaagg gactggagtg ggtcgccacc
180

gtggatagtg tcaaaggccg gttcacaatt
240

ctgcagatga acaatctgcg agtggaggat
300

ggcaacagcg gcgggatgga tgtctggggg
357

<210> 71

<211> 318

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> HBC34 wt VL codon tbi uu hoda
<400> 71

tcatacgaac tgactcagcc tccctcecgtc tecgtctcac
60

ccctgcteccg gcgataaact gggcaacaag
120

cagagtcctg tgctggtcat ctacgaggtc
180

ttcagcggct ccaactctgg gaataccgca
240

gacgaggcag cttacttttg ccagacttgg
300

actagactga ctgtcctg

318

-196-

ccggagggag

tgtcctgggt

acggatctga

acgctaaaaa

actattgcgc

cagtgagcgt

ctggacagac

ggttccagca

caagcggcat

tctctggaac

ctgtcgtgtt

ccagagactg

gcgccaggca

aaagctgtat

ttctetgttt

cgcttggtct

ctcttcc

cgtctcaatc

caaacccgga

tcccgaaaga

ccaggcaatg

cggcggcgga
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<210> 72
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> HBC34 wt CDRH1 codon tbéi uu hoa

<400> 72

gggaggatct tcaggagctt ctac
24

<210> 73

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> HBC34 wt CDRH2 codon tbi uu héa

<400> 73

atcaaccagg acggatctga aaag
24

<210> 74

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> HBC34 wt CDRH3 codon tbi uu héa

<400> 74
gccgettggt ctggcaacag cggcgggatg gatgtce
36

<210> 75
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> HBC34 wt CDRL1 codon tbi uu héa

<400> 75
aaactgggca acaagaac
18

<210> 76

<400> 76

000

<210> 77

-197-
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<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> HBC34 wt CDRL2 codon dai téi uu hoda

<400> 77

gtcatctacg aggtcaagta tcggcca
27

<210> 78

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> HBC34 wt CDRL3 codon tbi uu héa

<400> 78

cagacttggg attcaactac tgtcgtg
27

<210> 79

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> linker

<400> 79

Gly Gly Ser Gly Gly

1 5
<210> 80

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> quyét dinh khang nguyén

<400> 80

Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys

1 5
<210> 81

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

-198-
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<223> quyét dinh khang nguyén
<400> 81

Gly Asn Cys Thr Cys Ile Pro

1 5
<210> 82

<211> 25

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> dang quyét dinh khang nguyén bat chuéc khéng lién tuc

<220>

<221> dac tinh khéac

<222>  (2)..(2)

<223> =xystein dugc ghép cdp voi axetamidometyl

<220>
<221> d&c tinh khéc
<222>  (21)..(21)

<223> =xystein dugc ghép cdp véi axetamidometyl

<220>
<221> dac tinh khac
222>  (24)..(24)

<223> xysteine dugc ghép cdp vdi axetamidometyl
<400> 82
Cys Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Gly Cys Ser Thr Thr

1 5 10 15

Ser Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys Cys
20 25

<210> 83
<211> 28
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> dang quyét dinh khang nguyén b&t trudc khdng 1lién tuc

<220>
<221> ddc tinh khéac
<222> (4)..(4)

<223> xystein dugc ghép cdp vdi axetamidometyl

<220>
<221> dac tinh khéc
<222> (6)..(6)

-199-
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<223> =xystein dugc ghép cdp vdi axetamidometyl

<220>
<221> dac tinh khac
<222> (24)..(24)

<223> =xystein duoc ghép cdp vdi axetamidometyl

<220>
<221> dac tinh khéc
<222> (27)..(27)

<223> =xystein duoc ghép cdp voi axetamidometyl
<400> 83
Cys Gly Asn Cys Thr Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Cys

1 5 10 15

Ser Thr Thr Ser Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys Cys
20 25

<210> 84
<211> 17
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> dang quyét dinh khang nguyén bat chudc vong 1&p

<220>
<221> dac tinh khac
<222>  (13)..(13)

<223> xystein dugc ghép cdp véi axetamidometyl

<220>
<221> dac tinh khéac
<222>  (16)..(16)

<223> xystein dugc ghép cdp vdi axetamidometyl
<400> 84

Cys Gly Gly Gly Cys Ser Thr Thr Ser Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys

1 5 10 15
Cys

<210> 85

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> quyét dinh kh&ng nguyén

-200-
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<400> 85

Ser Thr Thr Ser Thr Gly Pro Cys Arg Thr Cys

1 5 10
<210> 86

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> quyét dinh khang nguyén

<400> 86

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

1 5 10 15
<210> 87

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> quyét dinh khang nguyén

<400> 87

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

1 5 10
<210> 88

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> quyét dinh khang nguyén

<220>
<221> dac tinh khéc
222> (4)..(4)

<223> Xaa cb6 thé la axit amin cé trong tu nhién bat ky
<400> 88

Pro Cys Arg Xaa Cys
1 5

-201-





