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PHUGNG PHAP SAN XUAT KHANG THE TUTE BAO PLASMA

(57) Séng ch€ dé cap dén phuong phdp san xuét khang thé, bao gém c4 khang thé

don dong, tir t€ bao plasma, phuong phdp nay bao gém budc nuéi cdy mot luong

hiru han t€ bao plasma. Sing ché ciing dé cap dén viéc x4c dinh khing thé bing

cich phan tich khdng thé dugc tao ra bing cich nuéi c4y t& bao plasma ndy dé

xéac dinh chiic ning, tinh dac hi¢u lién két, tinh dic hiéu epitop va/hodc kha nang

trung hoa doc t6 hoac mam bénh clia ching.
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Linh vye ky thuat dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phép san xuét khang thé, ké ca khang thé don dong,
phuong phép nay bao gbm budc nudi cdy mot lwgng hitu han té bao plasma. Sang ché
ciing d& cap dén phuong phap nhan dién khang th8 bang cach phan tich khang thé
dugc tao ra bing cach nudi cdy t& bao plasma nay dé xac dinh chirc ning, tinh dic
hiéu lién két, tinh dic hiéu epitop va/hodc kha ning trung hoa doc t8 hoic mam bénh
cua ching. Sang ché ciing dé cap dén khang thé va doan lién két voi khang nguyén
cua ching duoc san xuit boi phuong phap theo sang ché ciing nhu cac phuong phap

sir dung khang thé va cac doan khang thé nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Té bao plasma la té bao khong ting sinh, dugc biét hoa cudi cung, cac té bao nay
tiét ra khang thé véi ty 1é cao (hang ngan phan ti/gidy, twong (mg khoang 30-50 pg/té
bao/ngay).

Viéc phan 1ap khang thé, vi du khang thé don dong, tir té bao plasma dua vio
viéc nhan dong va biéu hién gen globulin mién dich. Viéc phan 1ap nay c6 thé thuc
hién duoc béng cach stir dung thu vién biéu hién thuc khuén thé cua phtrc hgp gen VH
va VL duogc phan 14p tir té bao plasma, hodc phéan lap cip gen VH va VL tur té bao
plasma bang cach sir dung PCR tirng té bao riéng 1é. Tuy nhién, v6i muc dich sang loc
cac khang thé dugc tao ra boi té bao plasma thi cic gen globulin mién dich nay can
dugc nhén dong va biéu hién & dang tai td hop nhim x4c dinh tinh chét v& tinh dic
hiéu va chirc ning cua khang thé dwoc ma hoa nay. Phwong phap nay réic rbi, mét thoi
gian va tién bac, khong thich hop dé thu dugc lugng khang thé 16n va khong hiéu qua
dé thu dugc cac khang thé hiém duoc tao ra bdi phan doan rit nhé trong tong céc phan
doan cua té bao plasma.

Do d6, cin c6 mot phuong phap hiéu qua, thich hgp hon dé thu duogc luong
khéng thé 16n nhim phan 1ap va sang loc cac khang thé nay tir té bao plasma, nhu

khéng thé don dong chang han.

Ban chit ky thuit ciia sang ché
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Mot phan, sang ché duwa trén viéc tim ra phuong phap sin xuét khang thé tir té
bao plasma véi san lugng cao va hiéu qua, phuong phép nay con bao gdm budc xéac
dinh dic tinh khang thé ma khong cin dwa vao viéc nhan dong va biéu hién gen
globulin mién dich. Khéng thé dugc san xuét tir quy trinh theo sang ché c6 thé dugc
xac dinh dic tinh bang cach sang loc nhiéu lan, bao gdm phén tich lién két, phan tich
chtrc ndng va/hodc phan tich trung hoa. Séng ché ciing d& xuit phuwong phap xac dinh
khéang thé hiém duoc tao ra bdi té bao plasma.

Vi vay, theo m{t khia canh, séng ché d& xuét phuong phap san xuét khang thé tir
té bao plasma, phuong phap nay bao gém budc nudi cdy mot luong hitu han té bao
plasma. Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét phwong phép san xuét khang thé don
dong tir té bao plasma bao gdm budc nudi ciy té bao plasma trong méi truong nudi
ciy don bao. Phuong phép theo sang ché nay c6 thé con bao gdm buéc xac dinh dac
tinh khang thé hodc doan khéng thé. Viéc xac dinh dac tinh khéng thé hoac doan
khang thé nay bao gdm, nhung khong gidi han &, tién hanh phén tich chic ning dé
xac dinh chic ndng cua khéang thé hodc doan khang thé do, phén tich lién két dé xac
dinh tinh ddc hiéu lién két ctia khang thé hodc doan khang thé hodc nhan biét epitop
boi khang thé hodc doan khang thé d6, va/hodc phén tich trung hoa dé xac dinh kha
nang trung hoa doc t6 hodc mam bénh cua khang thé hodc doan khang thé do.

Theo mdt phuwong an khéc, sang ché dé xuit phuong phép sén xuét khang thé
hodc doan khang thé. Phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy mot lwong hiru han té
bao plasma, x4c dinh mdi truong nudi cdy tao ra khang thé voi dac tinh mong mudn,
phéan 1ap axit nucleic ma hoéa khang thé nay, va biéu hién axit nucleic d6 trong té bao
chu.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xudt khang thé hodc doan khang thé
duoc phén lap béi phuong phap theo sang ché. Sang ché ciing dé xuat phuong phép
chin doan va/hodc diéu tri nhidu cin bénh hodc bénh trang béng cach sur dung khéng

thé hoic doan khéang thé dugc phén l4p theo sdng ché.

M3 ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién san lugng tich liiy IgG bai té bao plasma CD138 + dugc phan lap
tir mau ngoai vi va nudi cdy trén don 16p té bao gdc trung md trong 50 ngay.

Fig.2 thé hién san lugng tich liy IgG boi t& bao plasma CD138 + trong moi
truong nudi cdy co chira cac té bao plasma don 1é duoc phan l4p tir (A) mau ngoai vi
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va (B) tily xuong.

Fig.3 thé hién két qua kiém tra dich ndi moi trudng nudi cdy té bao plasma sau
10 ngay co6 lugng CD138 cao dugc phan lap tir mu ngoai vi va dugc nudi cdy trén
don 16p trén té bao gbc trung mod véi su c6 mit cua IgG, IgA, IgM va IgE.

Fig.4 thé hién hidu qua nudi cdy té bao tiét ra khang thé (ASC: antibody-
secreting cell) dé tao ra khang thé IgG, IgA hogc IgM khi nuéi cdy trén té bao hMSC-
TERT va duoc bidu hién theo ty 18 phin trim lugng té bao plasma c6 thoi gian sdng
du dai dé tao ra khang thé véi cac lugng phat hién dugc trong dich nbi nudi cdy.

Fig.5 thé hién viéc xac dinh té bao plasma tiét ra IgG dac hi¢u doc t6 udn véan tir
té bao plasma duogc phan lap tir mau ngoai vi thu nhan sau 7 ngay tiém chung nhéc lai
doc td udn van (TT: tetanus toxoid).

Fig.6 thé hién viéc lién két cia khang thé tai td hop véi doc t6 doc td udn vén
dugc tao ra badi viéc nhan dong va biéu hién gen VH va VL tir té bao plasma dugc
nudi cdy phan 1ap tir mau cta ngudi cho sau 10 nim tiém chiing vacxin bing doc td

udn van.

M3 ta chi tiét sang ché

Sang ché dua trén viéc tim ra phuong phap san xuét khang thé tir té bao plasma
v6i san lugng cao va hiéu qua, phuong phéap nay cho phép xac dinh dic tinh khang thé
ma khéng can dua vao viéc nhan dong va biéu hién gen globulin mién dich. Theo mot
khia canh, sang ché @& xuit phuong phap san xuét khang thé tir té bao plasma, phuong
phap nay bao gdm budc nudi cdy mot lugng hitu han té bao plasma. Khang thé duoc
san xuét bdi phuong phép theo sdng ché c¢6 thé duge xac dinh dac tinh mot cach thun
tién bang cach sang loc nhiéu lan, bao gdm phan tich lién két, phan tich chtrc ning
va/hodc trung hoa, thim chi viéc phén tich nay c6 thé tién hanh tai chd, nghia 13, trong
cac giéng ma té bao plasma duoc nudi cdy.

Nhu duge str dung & ddy, thuat ngit “té bao plasma” bao gom tit ca té bao tiét ra
khang thé so cip (ASC: antibody secreting cell) dwgc tim thdy trong mau ngoai vi, tiry
xwong, md hodc dich thé, hodc hinh thanh in vitro tir t& bao B. Gan day, cac té bao
plasma dugc sinh ra dugc coi nhu 1a “nguyén bao plasma”. Nguyén bao plasma hinh
thanh mét cach tu nhién thudng dugc tim thdy trong mau, cu thé 14 trong mau ngoai
vi. Nguyén bao plasma ciing c6 thé duoc tao ra in vitro bang cach kich thich t& bao B
v&i nhidu tac nhan kich thich, bao g61n tac nhan hoat hoa da dong nhu 1a chét chu van
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TLR. O ddy, thuét ngit “té bao plasma” hodc “cac té bao plasma” duoc coi la bao ham

9% ¢¢

ca “céc té bao plasma,” “cic nguyén bao plasma” va cac ASC.

Vé ly thuyét, c6 thé nuoi cdy mot lugng té bao plasma bat ky trong moi truong
nuoi céy dé sinh ra va xac dinh khang thé c6 dac tinh mong mudn. V& thuc tién, lugng
té bao plasma c6 thé nudi ciy duoc bi gi6i han boi ky thuét c6 thé tiép can dé nhan
dong va biéu hién da trinh ty gen VH va VL va cac thé két hop ctia chung trong moi
truong nudi ciy té bao da dong. Theo mdt phuong én, “lugng hitu han té bao plasma”
chi s lugng té bao plasma ma nhé hon hoic bing 100, nghia 1a nhé hon hodc bing
90, nhé hon hoac béng 80, nhd hon hoéc bé‘mg 70, nhé hon hodc béng 60, nhé hon
hoac béng 50, nho hon hodc béng 45, nho hon hoac béng 40, nhd hon hoac béng 35,
nhd hon hodc bang 30, nho hon hodc bing 25, nhd hon hogc bang 20, nhé hon hoic
bing 17, nhé hon hodc bing 15, nho hon hoic bing 12, nho hon hoic bang 10, nhd
hon hodc bing 9, nho hon hodc bang 8, nhé hon hoic bing 7, nhd hon hoic bang 6,
nhé hon hodc bing 5, nho hon hodc bing 4, nho hon hoic bang 3, nho hon hodc bing
2, hodc nhé hon hodc béng 1.

Theo mot phwong 4n, sang ché dé xuit phuong phap sian xut khang thé tir té bao
plasma, phuwong phép nay bao gdm budc nudi cdy t& bao plasma véi ndng do thép
trong timg méi trudng riéng 1é. Nong do té bao plasma thp trong ting mdi truong
nay thuong chira khoang tur 1 dén 10, hoac trong khoang tir 1 dén 15, hodc trong
khoang tir 1 dén 20, hoac trong khoang tir 1 dén 25, hoic trong khoang tir 1 dén 30,
hodc trong khoang tir 1 dén 40, hodc trong khoang tir 1 dén 50, hogc trong khoang tir 1
dén 60, hodc trong khoang tir 1 dén 70, hodc trong khoang tir 1 dén 80, hodc trong
khoang tir 1 dén 90, hodc trong khoang tir 1 dén 100 té bao trong timg mdi truong
nudi ciy.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuét phuong phap san xuit khéng thé tir
té bao plasma, phuong phép nay bao gdm budc nudi cdy té bao plasma, trong do té
bao plasma duoc pha loang véi ndng do té bao thip trong mdi trudng nudi cdy. Theo
mdt phuong an khéc nita, sang ché @ xuét phuong phap san xudt khang thé tir t& bao
plasma, phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy lam giam sb lugng té bao plasma.
S té bao plasma nay dugc phan lap, 14y vi du, tir ngudn sinh hoc, c6 thé dugc lam
giam nhu dugc moé ta dudi ddy. Nhu duge s dung & day, “sd lugng té bao plasma

giam” duoc st dung thay thé cho “luong hitu han té bao plasma” nhu dugc md ta &
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day.

Céc k¥ thuat dé thu nhéan lugng té bao mong mudn trong moi trudng nudi ciy 14
da biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac k¥ thuit nay bao gdm, nhung khong gi6i
han ¢, pha lodng gigi han, hodc sang loc va l4y ra timg té bao. Ly vi du, mdi truong
nudi cdy bao gdbm mat lugng hitu han hodc gidm luong té bao plasma c6 thé tién hanh
dé 13y ra ting té bao bang cach st dung thiét bi sang loc t& bao hoic pha lodng dich
huyén phu té bao plasma véi mdi truong nudi chy ddy da nhu 14 1, 2, 3 té bao hoic
hon, léy vidu 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 hodc 100 té bao trong mdi
giéng trén dia nudi cdy vi chuin do.

Theo mdt phwong an, timg té bao plasma don dugc nudi cdy. Do tinh chét don
dong cuia khang thé dugc tao ra boi timg té bao plasma nén viéc nudi cdy nhiéu té bao
plasma trong moi trudong nudi cdy don té biao s& tao ra quan thé cac khang thé don
dong. Do dd, theo mot phuong éan, sdng ché @& xuit phuong phap san xudt khang thé
don dong tir té bao plasma, phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy té bao plasma
trong mdi trudng nudi cdy don té bao.

Nhu duoc sir dung & ddy, “mdi truong nudi cdy don bao” dugc sir dung thay thé
cho “mdi trudng nudi cdy don té bao plasma” va lién quan dén viéc nudi cdy gdm,
tinh trung binh, mot t& bao plasma. Do d6, trén dia nudi cdy da giéng, vi du, dia 96
giéng, dia 384 giéng hodc dia 1536 giéng, phéan 16n cac giéng nay s& chira mot té bao
plasma, mét s6 giéng khong cé té bao plasma va mét s6 co nhiéu hon mdt té bao
plasma. Theo mét sé phwong 4n, t& bao plasma nay c6 thé duoc nudi cdy trong méi
truong ma trong d6, tinh trung binh, it hon 1 té bao/giéng, nghia 1a 0,8 t& bao/giéng,
0,6 té bao/giéng, 0,5 té bao/giéng, 0,3 té bao/giéng hodc 0,1 té bao/giéng. Céc ky thuat
nhim thu mdt t& bao trong moi trudng nudi cdy twong tu nhu cac k§ thuat néu trén,
mién 14 gi4 tri trung binh 12 bang hodc nhé hon 1 té bao trong mdi giéng trén dia nudi
cdy vi chudn do nay.

Sang ché con d& xuit phuong phép san xuit khang thé hodic doan khang thé.
Phuong phap nay bao gbm budc nudi cdy mét lwong hiru han té bao plasma theo
phuong phap bét ky cla sang ché, xac dinh mdi truong nudi cdy dé tao ra khang thé
v6i dédc tinh mong muén, phan 14p axit nucleic ma héa khang thé dugc tao ra, va biéu
hién axit nucleic nay trong té bao chu.

Khong gidng té bao B nhd, c6 thé nhan thanh dong t& bao san xuét khang thé
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bang cach lam cho bét tir (Traggiai et al., 2004, Nat Med 10:871-875; Lanzavecchia et
al, 2007, Curr Opin Biotechnol. 18:523-528), cac té bao plasma nay khong phan chia,
khong thé bi kich thich hodc trd nén bét tir. Vi vay, dé khai thac c4c “nha may san
xudt khang thé” nay theo cich bét ky, té bao plasma nay phai con séng trong moi
treong nudi cdy. Cac té bao plasma nay sinh ra va tiét ra khang thé mot cach lién tuc,
va lugng khang thé nay co6 thé ting theo ham thoi gian. Mac du céc té bao plasma ton
tai in vivo mot thoi gian dai, nhung ching khong tdn tai qua 1 ngdy trong diéu kién in
vitro (khong néu dit liéu thir nghiém). Do do, sang ché dé xuét phuong phap san xudt
khang thé bang cach nudi chy té bao plasma, bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, mot
té bao plasma don 1, trong méi trudng nudi cdy c¢6 chira cac thanh phan ngoai sinh
hoic cac thanh phan nhim kéo dai thoi gian sdng cua té bao plasma dugc nudi cdy.

No6i chung, thoi gian séng clia té bao plasma dugc kéo dai trong mot thoi gian d
dé khang thé dugc sinh ra véi lugng da 1én dé c6 thé nhan dang dugc, nghia 13, moi
truong nudi cdy ndy cé chira mot lugng khéng thé du dé co thé str dung trong céc
phén tich sang loc, bao gém, nhung khong gi6i han &, phén tich lién két, phan tich
trung hoa hodc cac phuong phép phén tich khac nhim xac dinh chitc ning, hoic cic
dic tinh khac cia khang thé nay. Khi d6 gen globulin mién dich tir moi trudng nudi
cdy chua khang thé c6 tinh dic hiéu mong muén d6 dugce phan 1ap va cé thé khuyéch
dai, x4c dinh trinh ty va bidu hién dé tao ra khang thé don dong.

Thoi gian sdng ciia té bao plasma nay, bao gbm, nhung khong giéi han &, ting té
bao plasma trong mdi truong nudi cdy, co thé dugc kéo dai trong mdt khoang thoi
gian ngdn hoic dai. Nhu duogc st dung & day, “khoang thoi gian ngin” chi mot
khoang thoi gian tir it nhat 12 2 ngay dén khoang 9 ngay, nghia 13, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
hodc khoang 9 ngay. Nhu dugc st dung ¢ day, “khoang thoi gian dai” chi mot khoang
thoi gian it nhét 1a mudi ngay, vi dy, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, hodc khoang 150 ngay.

Mic du viéc kéo dai thoi gian séng cia té bao plasma trong mot khoang thoi
gian ngén c6 thé khong tao ra nhiéu khang thé nhu khi té bao plasma duoc kéo dai
thoi gian séng trong mdt thoi gian dai, nhung viéc kéo dai thoi gian sbng cua té bao
plasma trong mot khoang thoi gian ngén, nhu duge mo ta & ddy, 1a dé dang, nhanh
hon va kinh té hon va dic biét hiru dung dé sang loc khang thé trong cac phuong phap

phén tich nhay. Viéc kéo dai thot gian sbng cua cac té bao plasma trong mot khoang
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thoi gian dai 1a ddc biét hitu ich trong nhitng truong hop ma déc tinh cia khang thé
cin nhiéu phan tich sang loc hodc céc phuong phép phén tich c6 do nhay thap.

Theo mdt phuwong 4n, moi trudng nuodi cdy c6 mit cac thanh phan ngoai sinh dé
kéo dai thoi gian sbng cua té bao plasma dugc nuéi cdy trong mot khoang thoi gian
ngan. Trong mdt phuong én khac, mdi trudng nudi cdy c6 mit cac thanh phan ngoai
sinh d& kéo dai thoi gian séng cua té bao plasma dugc nudi cay trong mot khoang thoi
gian dai. Thanh phén ngoai sinh nay c6 thé 1a mot hodc nhiéu phéi tir cua thu thé dugc
bidu hién bai té bao plasma hoic khong phai la té bao plasma.

Lay vi du vé cac phbi tir cia thu thé dugc biéu hién bai té bao plasma nay ma
hitu dung dé kéo dai thoi gian sdng ciia té bao plasma nay bao gdm, nhung khong gigi
han &, cac xytokin, chemokin va céc phéi tir khac. Theo mdt phuong an, phéi tir nay
[ TL-5, IL-6, yéu t§ 1 c6 ngudn gbc tir té bao nén (SDF-1), TNF-a, hodc mot phdi tir
cua CD44, vi du, axit ialuronic. Theo mdt phuong an khéc, thanh phin ngoai sinh nay
bao gdbm mot hodc nhiéu phdi tir dugce lua chon tir nhém bao gbm IL-5, IL-6, yéu t6 1
¢6 ngudn gbc tir té bao nén (SDF-1), TNF-a, cac phdi tir dbi voi CD44, vi du, axit
faluronic, va cac thé két hop ciia ching va dugc st dung dé kéo dai thoi gian séng cia
té bao plasma nudi cdy trong mot khoang thoi gian ngén hoic trong mot khoang thoi
gian dai.

Ly vi du vé& té bao khong phai la té bao plasma hitu ich dé kéo dai thoi gian
séng cua té bao plasma nudi ciy bao gdm, nhung khong gidi han &, té bao gbc trung
md, nguyén bao soi hodc té bao hity xuong. Theo mot phuong 4n, té bao khong phai
1a té bao plasma nay 1a té bao gdc trung md, nguyén bao sgi hoic té bao huy xuong,
va hitu ich dé kéo dai thoi gian séng cia té bao plasma nudi cdy trong mot khoang
thoi gian ngin hodc trong mot khoang thoi gian dai. Trong mdt phuong én khac, té
bao khong phai 1a té bao plasma nay la té bao gbc trung mé va hitu ich dé kéo dai thoi
gian séng ciia t€ bao plasma nudi cdy trong mdt khoang thoi gian ngén hodc trong mot
khoang thoi gian dai. Té bao gbc trung mo nay c6 thé 1a té bao gdc trung md ctia dong
vat ¢6 vii, bao gbm, nhung khong giéi han &, té bao gbc trung mo clia ngudi. Cac té
bao gbc trung md nay cé thé, mot cach tiy y, duge lam bét tir trudc khi sir dung trong
mdi trudng nudi cdy nay.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, cac té bao plasma nay dugc nudi cdy, 14y vi

dy, trong mdi trudong nudi cdy don té bao, trong khoang tir 3 dén 7 hodc tir 5 dén 9
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ngay voi sy c6 mat cia mot hodc nhiéu phéi tt cha thu thé duoc biéu hién béi té bao
plasma nay. Theo mot phuong &n khéc, té bao plasma dugc nudi cdy, ly vi du, trong
mdi trudng nudi cdy don té bio, trong khoang tr 5 dén 7, hoic trong khoang 10, hodc
khoang 15, hodc trong khoang 20, hodc trong khoang 25, hodc trong khoang 30, hodc
trong khoang 35, hodc trong khoang 40, hodc trong khodng 45, hodc trén 50 ngay
trong moi trudng nudi cdy c6 mit ciia mot hodc nhiéu typ t& bao khong phai la té bao
plasma. Trong mét phuong 4n khéc, té bao plasma nay duoc nudi cay, lay vi du, trong
mdi trudng nudi cdy don té bao, hodc trong khoang 5-7, hoic trong khoang 10, hodc
trong khoang 15, hodc trong khoang 20, hodc trong khoang 25, hodc trong khoang 30,
hodc trong khoang 35, hodc trong khoang 40, hodc trong khoing 45, hodc trén 50
ngay trong moi trudng nudi cdy c6 mat té bao gbc trung mo. Theo mot phuong an
khéc, t& bao plasma nay dugc nudi cdy, 1y vi du, trong moi truong nudi ciy don té
bao, hoac trong khoang 5-7, hodc trong khoang 10, hodc trong khoang 15, hodc trong
khoang 20, hodc trong khoang 25, hoac trong khoang 30, hodc trong khodng 35 hodc
trong khoang 40, hodc trong khoang 45 hodc trong khoang 50, hodc trong khoang 55
hodc trong khoang 60, hodc trong khoang 65, hodc trén 70 ngay trong moi trudng nudi
cdy c6 mit mot hodc nhidu typ té bao khong phai la té bao plasma va mot hoac nhidu
phdi tr cua thy thé duoc biéu hién boi té bao plasma nay.

Theo mét phuong an, hiéu sudt nudi cdy té bao trén dia nay co thé dat it nhit
khoang 30%, theo mdt phuwong an khac hiéu sudt nuodi cdy cua dia nay c6 thé dat
khoang 40%, theo mot phuong an khac hiéu suat nudi cdy trén dia nay c6 thé dat it
nhit khoang 50%, theo mdt phuong an khac hiéu sudt nudi ciy trén dia nay co thé dat
it nhat khoang 55%, theo mot phuong 4n khac hiéu suit nudi cy trén dia nay c6 thé
dat it nhat 60% hodc hon.

Nhu duge sir dung & day, thuat ngir “hiéu suit nudi cdy trén dia” chi ty 1& phén
traim cua té bao plasma con sdng trong mot khoang thoi gian du dai dé c6 thé phat
hién dugc lugng khang thé c6 trong dich ndi.

Té bao plasma dugc nudi cdy c6 thé thu dugc tir lodi mong mudn bét ky. Theo
mdt phuong 4n, t& bao plasma nay la té bao plasma thu dugc tir chudt, chudt cbng,
tho, lac da, hodc khi. Theo mot phuwong 4n khac, té bao plasma dugc nudi cdy nay la té
bao plasma ciia ngudi va khang thé dugc tao ra la khang thé cta nguoi. Trong mcf)f

phuong 4n khéc nira, khang thé don dong ctia ngudi duge tao ra bang cach nudi ciy té
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bao plasma cia ngudi trong modi truong nudi cdy don té bao.

Té bao plasma, lay vi du té bao plasma clia ngudi c6 thé dugc phan lap tir mau
ngoai vi ciia ngudi. Té bao plasma clia nguoi co thé dugc dé cap dén nhu “té bao
plasma mau ngoai vi”” hodc “t& bao plasma hé tuan hoan”. Té bao plasma, ldy vi du té
bao plasma ctia ngudi co thé duogc phén lap tlr tiy xwong, md hoic dich thé, bao gbm,
nhung khong giéi han & hoat dich, dich ndo tiy va dich tiét chia nguoi. Thuat ngit
“md” chi loai mo bét ky c6 trong co thé nguoi, va co thé 1a mé tim, md than kinh, mo
co, biéu md, mo lién két va cac co quan lympho nhu 1a tuyén trc, 14 lach va hach bach
huyét.

Té bao plasma thuong dic trung béi sy biéu hién cia CD138, va mot cach tuy y
dugc ddc trung boi su biéu hién ting cuong cua cac phan tod CD27, CD38, CD9,
CD44 va MHC l16p II. Theo mdt phuong én, té bao nay co thé dugc phan lap tir mau
ngoai vi, md, tuy xuong hodc dich thé theo su biéu hién ciia CD138. Céc phén t danh
d4u bé mit nhu phén tr CD27, CD38, CD9, CD44 va MHC 16p II ciing c6 thé dugc
str dung dé b sung cho CD138 nhim ting cuong tién trinh phan lap va dé nhan dién
cac tap hop con cua té bao plasma (Arce et al., 2004, J Leukoc Biol, 75:1022-1028).
Theo mdt phuong 4n khéc, té bao plasma nay c6 thé dugc phén 14p bang cach sir dung
c4c vi hat tir tinh. Trong mdt phuong an khéc nita, té bao plasma nay cé thé dugc phan
lap bang cach sir dung cac vi hat tir tinh dwgc phii mot 16p khéng thé khang CD138 ¢
dinh. Trong m{t phuong &n khéac nfta, viéc lam giau té bao plasma nay duoc thuc hién
bing cach st dung cac vi hat tir tinh sau khi da phan loai té bao.

Theo mét phuong an, té bao plasma c6 thé dugc phan 1ap tir mau ngoai vi clia
ngudi cho sau khi da tiém ching vacxin. Tiém chung vacxin nhim chi viéc st dung
khéng nguyén bét ky dé tao ra mot dap ing mién dich. Vacxin nay c6 thé 1a vacxin bt
ky da biét dén thoi diém hién tai hodc sé duoc chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay
cung cip trén thi truong va bao gdm, nhung khéng gidi han &, vacxin doc t6 ubn vén,
vacxin cim, vacxin sdt vang da, vacxin bach hAu-ubn van, vacxin viém gan B, vacxin
dau mua va vacxin ung thu. Theo mdt phuong an khéc, viée tiém chiing vacxin c6 thé
la tiém nhic lai vacxin (booster vaccination). Té bao plasma nay cé thé dugc phén lap
tir ngudi cho sau 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ngay hodc nhiéu ngay hon sau khi tiém chung
vacxin. Theo mot phuong 4n, t& bao plasma nay c6 thé dugce phéan 14p tir ngudi cho

ma phan Gng v4éi mam bénh da biét. Theo mdt phuong an khéc, té bao plasma nay cé
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thé duoc phan 1ap tir ngudi cho ma phan tmg véi mam bénh chua biét. Theo mot
phuong 4n khéc, té bao plasma nay c6 thé dugc phan 1ap tir ngudi cho bi di ung. Theo
mot phuong én khac, té bao plasma nay c6 thé dugc phan lap tir ngudi cho di khoéi
bénh. Theo mdt phuong an khéc, té bao plasma niy c6 thé duoc phan lap tir nguoi cho
bi mic bénh ty mién.

Theo mot phuong 4n khéc, té bao plasma c6 thé dugc tao ra in vitro bing cach
kich thich t& bao B. Viéc kich thich nay c6 thé duoc thuc hién bing phuong phép bit
ky da biét trong linh vuc k§ thuat nay, bao gbm kich thich da dong hoic kich thich dic
hiéu khang nguyén cia té bao B nguyén thiy hogc té bao B nhd (Bernasconi et al,
2002, Science, 298:2199-2202).

Phuong phap theo sang ché c6 thé dugc st dung dé nuoi cdy té bao plasma tiét
ra khang thé bit ky cua thé twong ddng bit ky. Theo mot phuong an, té bao plasma
ndy c6 thé 1a té bao plasma IgG, theo mot phuong an khac, té bao plasma nay co thé 1a
té bao plasma IgA, theo mdt phuong an khac, té bao plasma nay c6 thé 1a té bao
plasma IgM, theo m{t phuong an khéc, té bao plasma nay c6 thé 1a té bao plasma
IgD, va theo mot phuong &n khac nita té bao plasma nay co thé 1a t& bao plasma IgE.
Theo mot phuong 4n khac nita, quan thé té bao plasma duoc phan 1ap c6 thé duoc tron
14n v6i quan thé té bao plasma c6 chira hai hay nhiéu thé twong dong.

Té bao plasma ctia ngudi da duge phén lap cé thé duogc dém bing cach sir dung
phuong phap phan tich vét hdp phu mién dich gin két enzym (ELISPOT: enzyme
linked immunosorbent spot) (Bernasconi et al, 2002, Science, 298:2199-2202).
Phuong phép nay dugc thuc hién bang céch hién thi san phim duoc tiét ra tir té bao
quan tdm, ma tai d6 mdi vét duogc tao ra bang phuong phéap nay la tuong tmg véi mot
té bao.

Theo mdt phuong 4n, té bao plasma ciia ngudi c¢6 thé duge cdy & dang don té
bao bing cach pha lodng c6 gidi han hodc ldy timg té bao don. Theo mot phuong én,
té bao plasma ctia ngudi c6 thé dugce cdy nhu mot té bao don véi su co mit cia té bao
gbc trung md. Theo mdt phuong 4n khac, té bao plasma ctia ngudi c6 thé duoc cdy
nhu nudi cdy da dong. Té bao plasma nay cé thé duge cdy nhu nudi cdy té bao da
dong véi su ¢ mit cia té bao gbe trung mo. Té bao plasma da dong duoc nudi cdy
trong mdi trudng nay c6 thé, mot cach tiiy y, duoc phan 1ap ra khéi méi trudong nudi

cdy don té bao bang cach pha loang gi¢i han. Theo mét phuong 4n khéc, t& bao
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plasma da dong cua nguoi dugc nudi cdy co thé dugc phan lap ra khoi méi truong
nudi cdy don té bao bang cach 13y ting té bao don.

Té bao gbc trung mo 1a té bao nhu nguyén bao s¢i, nhung c6 kha nang biét hoa
16n hon nguyén bao s¢i, ching c6 kha nang biét hoa thanh nguyén bao xuong, sun va
té bao md. Té bao gbe trung md dugc nhan thiy nhu mét quan thé dj twong dong, va
tao thanh ciu trac hd tro md, noi ma chung tén tai. Trong tiy xuwong, cln co té bao
gbc trung mo dé phat tridn va biét hoa té bao tao mau va duy tri té bao bach ciu. Té
bao gdc trung mod so clp c6 thé dugc phan lap trong moi truong thich hgp va duoc
nudi cdy qua mot sb lan ciy chuyén, tuy nhién, diéu nay chi dugc thyc hién trong mot
thoi gian ngan trude khi chung bi 1do héa. Viéc chuyén nhiém gen mang tinh trang
cua enzym phién ma ngugc telomeraza (TERT: telomerase reverse transcriptase) dé
dugc st dung dé lam bAt tir té bao géc trung mo dé nhan 18n vo han in vitro trong khi
van duy tri duge tde do sinh truéng sinh ly va céc dic tinh vé chirc ning cuia ching.

Té bao gdc trung md duge st dung dé nuodi cly co thé 1a té bao gdc trung md c6
ngudn gbc tir tily xwong. Té bao gbc trung mo nay c6 thé l1a té bao gdc trung mod cia
dong vat c¢6 v, vi du 1a té bao gbc trung md cia ngudi. Té bao gbc trung md dé su
dung trong phuong phap theo sang ché c6 thé dugc phan lap tir té bao tiy xuong dinh
bam bang cach nudi cdy trong mdi truong thich hop. Méi trudong nay co thé chira
hydrocortizon. Té bao gbc trung md ciing c6 thé c6 ngudn gdc tir cac loai md khac.

Trong thuce ti&n, té bao gbc trung mé c6 thé dwgc lam bét tir trude khi st dung
trong phuong phap theo sang ché. Nhu duge st dung & day, “dugc lam bét i 6
nghia 1a té bao gbc trung mo duge cai thién kha nang tang sinh trong khi van duy tri
dugc cac dic tinh khién ching c6 kha ning duy tri té bao plasma, bao gébm kha niang
tiép xtic v6i chat trc ché sinh truéng. Theo mot phwong én, té bao gbc trung md co thé
séng it nhat khoang 1 tuin sau khi tiép xtc hop luu. Theo mdt phuong 4n khac, té bao
gbc trung md da lam bit tir ndy c6 kha nang sdng it nhit khoang 2 tudn sau khi tiép
xac hgp luu, hodc it nhét khoang 3 tuan sau khi tiép xuc hgp luu, hoiac it nhét 4 tuin
hoac hon sau khi tiép xuc hop luu.

Té bao gbe trung md c6 thé duoc 1am bét tir bang cac phuong phép da biét trong
linh vuc k¥ thuét ndy. Theo mot phuong 4n, té bao gdc trung mo nay duoc lam bat tir
bang cach chuyén nhim gen ma héa enzym phién ma nguoc telomeraza. Theo mot

phuong an khéc, t& bao gbe trung mo nay c6 thé dugc lam bét tir bing cach chuyén
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nhiém véi gen TERT theo phuong phap duge mo ta trong: Mihara et al., 2003 Br J
Haematol 120: 846-849.

Nhu d& néu & trén, sang ché dé xuét phuong phép sin xuit khang thé hodc doan
khang thé. Phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy mot luong hitu han té bao
plasma, x4ac dinh mdi truong nudi cdy tao ra khang thé véi céc dic tinh mong mudn,
phén 14p axit nucleic ma hoa khéng thé dugc san xudt nay, va biéu hién axit nucleic
ndy trong té bao chu.

Nhu dugc st dung & day, thuat nglr “doan” va “doan khang thé” duogc str dung
thay thé cho nhau dé chi doan bat ky ctia khang thé theo sang ché. Theo mot phurong
an, doan khang thé nay duy tri dugc hoat tinh lién két véi khang nguyén cua khang
thé d6. Trong mot phuong 4n khac, doan khang thé nay c6 thé bao gém 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 hodc 1.000 axit
amin lién ké hodc nhiéu hon. Céac doan khéng thé dién hinh chtra mot hodc nhiéu
1nénhﬁFc,Fab,Fab’,F(abﬁz,Fv,scFV,chuSinang,chuainh¢,vUng bénlé,vitﬁ lién
két v6i khang nguyén, khang thé don chudi hogc phan bat ky clia né.

Nhu duogc st dung & day, thudt ngit “axit nucleic” bao gdm tat ca cac dang axit
nucleic, bao gdm nhung khéng gi6i han &, ADN, cADN, va mARN hé gen. Viéc nhan
dong va biéu hién khang thé hodic cac doan khéng thé khac loai co thé duge thuc hién
bing cach st dung cac k§ thuét sinh hoc phén tir va tai td hop ADN, 1a da biét ddi véi
cac ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay (Wrammert et al., 2008
Nature 453, 667-671 & Meijer et al., 2006 J Mol Biol 358, 764-772). Nhiing k¥ thuat
do duoc mé ta chi tiét trong cac sach chuyén nganh, 1dy vi du trong Sambrook, 1989
Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second Edition. Péi véi viéc thu nhén
trinh ty VH/VL va biéu hién chiing thi c6 thé sir dung phuong phap cta Tiller va dong
tac gid., J Immunol Methods 2008 329:112-124.

Theo mdt phuwong an, khang thé nay dugc biéu hién bang cach sir dung vecto
hodc virut thich hgp trong té bao nhan thuc. Té bao nhan thuc nay co thé 1a té bao
CHO, 293T, 293 F, hoac té bao nAm men. Theo mot phuong an khéac, khang thé nay
dugc biéu hién bﬁng cach st dung vecto hodc thuc khuén thé thich hop trong té bao
nhan so. Té bao nhan so c6 thé 1a t& bao vi khuén, vi du, té bao E.coli. Trong mot
phuong 4n khac nira, hé thong biéu hién khac loai nay co thé 1a hé thdng khong co té

bao.
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Khang thé va doan khang thé dugc san xuét bang phuong phap theo séng ché ¢o
thé d& dang phan 14p bang cach sir dung céc phuong phap da duge xéac 14p (Coligan et
al Eds Current Protocol in Immunology 1: 2.7). Theo mt phuong &n, khang thé hoic
doan khang thé, ké ca khang thé hogc doan khing thé don dong, theo sang ché c6 thé
dwgc phén 1ap tir dich ndi moi trudng nudi cdy bang cach ly tam hoac sic ky 4i luc.
Theo mdt phuong an khac, khang thé hodc doan khang thé nay c6 thé duogc phan lap
theo tinh dic hiéu lién két ctia ching. LAy vi du, khang thé nay c6 thé dugc phan lap
bang céach sir dung chit mang rén thich hop c¢6 gin khang nguyén c¢d dinh thich hop.
Theo mot phuong 4n khéc, khang thé nay c6 thé dugc phéan lap bang cich st dung
khang thé khang IgG, IgE, IgA, IgD hoic IgM, ma khang thé nay c6 thé, trong mot sb
truong hop, da duoc ¢b dinh.

Té bao plasma tiét ra Ig hodc khang thé dic hiéu c6 thé dugce phan lap béng
phuong phép 4i luc mién dich. Trudc tién, sén pham dugc tiét ra nay c6 thé duoc giit
trén bé mit cta t& bao dugc kich thich bai tiét bang cach sir dung céc tac nhan bét git
lién két ddng hoéa tri thich hop. Tiép do, san phim dugc bat giit nay co thé dugc phat
hién bang cach sir dung khang thé hodc khéng nguyén dénh ddu mién dich (Manz et
al., 1998 Int Immunol 10, 1703-1711).

Xac dinh déc tinh khang thé

Té bao plasma khong biéu hién globulin mién dich trén bé mit, va do do khong
thé duogc chon loc theo tinh dic hiéu khang nguyén hodc tinh déc hi¢u déng dang. Vi
véy, khang thé duoc tao ra tir t& bao plasma phai duoc phan 1ap dé dugc xac dinh dic
tinh. Hién nay, ¢ hai phuong phéap chinh duoc sir dung trong linh vuc ky thuat nay dé
tao khang thé don dong cia ngudi tir té bao plasma. M6t trong hai phuong phép nay 1a
sang loc thu vién biéu hién sb khang thé duoc tao ra tir tbng sb tily xuong ciia ngudi
cho da duoc mién dich (Williamson et al., 1993 Proc Natl Acad Sci U S A 90, 4141-
4145). Tuy nhién, phuong phép nay bi gi¢i han do thiéu mau tiy xuong.

Phuong phap thir hai lién quan dén viéc phan lap t& bao plasma trong hé tudn
hoan sau khi tiém ching nhic lai va phat hién gen Ig tir té bao plasma ciia ca thé do
bang cach st dung PCR té bao riéng 1é (Wrammert et al., 2008 Nature 453, 667-671
& Meijer et al., 2006 J Mol Biol 358, 764-772). Phuong phép nay dua trén thuc té 1a

sau 6-8 ngay tiém ching nhic lai, phin Ién té bao plasma trong hé tuén hoan 13 dic
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hiéu d6i v6i khang nguyén gdy mién dich. Tuy nhién cach tiép cén nay can thuc hién
nhan dong nhiéu gen va tén nhiu cong stc biéu hién trude khi c6 thé danh gia duoc
tinh dac hiéu cua no6, va do d6 khong mang tinh thyc tién khi dap tng cia té bao
plasma nay truc tiép khang da khang nguyén, nhu 1a cac ngudn bénh phtc hop. Vi
vdy, viéc phat trién hé théng nudi cdy trong thoi gian dai ddi véi té bao plasma cua
ngudi 1a dic biét hitu dung dé thu dugc du lugng khang thé dé tién hanh phan tich lién
két, phén tich chtrc ndng va xac dinh dic tinh khang thé in vitro, dé co thé chon dugc
té bao plasma san xuét ra khang thé quan tAm.

Céc phuong phap khac dé phan lap khang thé tir t& bao plasma hoic tir té bao tiét
ra khang thé khac dua trén vi thao tac bao gdm budc dau tién trong do té bao nay
duoc trai 1én moi trudng ban ran (Harriman WD et al ] Immunol Methods 341; 135-
145 2009) hodc 1én chip vi mang (Jin A et al Nat Medicine 15; 1088 2009) va khang
thé dugc tiét ra nay duoc phén tich in situ bing cach s dung dau do phat huynh
quang. Mot khi da duoc xac dinh, thu té bao plasma nay bing vi thao tac rdi khuyéch
dai va giai trinh tu gen VH va VL. Cac phuong phdp ma dua trén viéc nudi cdy trong
mdt khoang thdi gian ngén va viéc phat hién vi tri khang thé duoc tiét ra cin c6 thiét
bi chuyén dung d& vi thao tac té bao tiét ra khang thé d6 va khong thich hop dé thir
nghiém cac ddc tinh vé chirc nang cta khang thé nay nhu 14 tinh trung hoa ddc té hodc
virut. Cac phuong phap theo sang ché khong nhimng khong dua trén, ma ciing khong
can, tién hanh vi thao tac bt ky ma con cho phép tao ra khang thé dé sang loc trong
nhiéu phwong phap phén tich, bao gdm, nhung khéng gidi han &, phan tich lién két,
phén tich chtrc nang va/hodc phén tich trung hoa. Theo mét phuong an, sang ché dé
xudt phuong phap san xuit khang thé tir té bao plasma bao gdm budc nudi cdy mot
lwong hitu han té bao plasma va xac dinh dic tinh khang thé dé, trong do phuong
phap nay khéng bao gdm budc vi thao tac dé thu té bao plasma tiét ra khang thé do.

Sang ché bao gdm viéc x4c dinh dic tinh khang thé hodc doan khang thé dugc
phan 14p boi phuong phap theo sang ché. Theo mot phuong an, viée xac dinh dic tinh
khang thé c6 thé bao gdm viéc xac dinh tinh ddc hiéu lién két ctia khang thé hoac doan
khang thé. Theo phuong 4n khac, viéc xac dinh dic tinh khang thé c6 thé bao gém
viéc xdc dinh epitop dugc nhén biét boi khéng thé hoac doan khéang thé. Tinh dic hiéu
lien két cua khéng thé hodc doan khéng thé duoc phén 14p va/hoac epitop dugc nhén

biét bai khang thé hoidc doan khang thé nay c6 thé duoc xac dinh bing cac phuong
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phéap bat ky da biét trong linh vuc k§ thuat ndy. Theo mot phwong éan, tinh dic hiéu
lien két va/hoic epitop dugc nhan biét ¢6 thé dugce xac dinh bang viéc danh ddu khang
thé hodc doan khéngthé dugc phén lap, dua khéngthé hodc doan khéngthé duoc
danh diu toi thu vién khang nguyén, va phét hién khing thé hodc doan khang thé
duoc danh diu lién két voi khang nguyén cling ban chét. Theo mét phuong 4n khéc,
khang thé hoac doan khang thé dugc danh ddu nay c6 thé dugc dung trong cdt tinh
sach ¢6 chira phén tir khang nguyén duoc cb dinh, su ¢6 hodc khong c6 mit khéng thé
hodc doan khang thé dugc danh dau nay trén cot nay dung ¢ thé dugc dung dé chi ra
tinh ddc hiéu cua khang thé va/hoic epitop nhan dang. S& 14 18 rang véi cac nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay ring té bao plasma dugc phan lap tir
mau ngoai vi ctia nguoi cho, ngudi cho ndy da dugc gy mién dich véi khang nguyén
cu thé hodc da tiép xuc voi nguén bénh cu thé, s& tao ra khang thé hoac doan khéng
thé lién két v6i khang nguyén hodic ngudn bénh d6. Tuy nhién, cic ngudn bénh, cu thé
14 cac ngudn bénh phirc hop, c6 thé chira nhiéu loai khang nguyén va cic epitop dic
hiéu lién két va/hoic epitop nhan dang cua khang thé hoac doan khang thé cu thé c6
thé van duogc xac dinh mot cach chic chin.

Phuong phap nudi cdy té bao don theo sang ché tao ra té bao plasma don dé tao
ra khang thé dic hiéu, trong d6 axit nucleic ma hoa khang thé nay co thé dé dang dugc
phén 14p bang cach sir dung cac phuong phap da biét (Wrammert et al., 2008 Nature
453, 667-671 & Meijer et al., 2006 J Mol Biol 358, 764-772). Theo m{t phuong én,
viéc xac dinh dédc tinh khang thé c6 thé lién quan dén viéc giai trinh ty axit nucleic ma
hoa cho khang thé hoic doan khang thé. Viéc giai trinh tu axit nucleic nay c6 thé duoc
thyc hién bang phuong phéap bt ky da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Theo mot
phuong 4n, viéc giai trinh tu axit nucleic nay co thé duoc thuc hién bang cach gin
chit danh ddu vao dau chudi, trong d6 chat phong xa, chat phat huynh quang hodc cac
loai thubc nhudm khéc co thé sir dung. Theo mdt khia canh khéc, viéc gidi trinh tu
axit nucleic c¢6 thé dugc thuc hién bang cach st dung phwong phap gii trinh ty mot
cach ty dong.

Theo mot phuong an khéc, budc xéc dinh ddc tinh cé thé lién quan dén viéc giai
trinh tw protein khang thé. Protein khang thé c6 thé duoc giai trinh tu bang phuong
phap bat ky da biét trong linh vuc k¥ thut ndy. Theo mdt phuong &n, protein khang
thé c6 thé duge giai trinh tu bing cach phén tich diu N, phan tich diu C hoic bién
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tinh Edman. Phan tich diu N c6 thé bao gém: i) cho protein ndy phan Gng véi thubc
thtt ma danh du chon loc tai dau amin cua axit amin dé; ii) thiiy phan protein nay; va
iii) x4c dinh ddu amin cta axit amin d6 bang sic ky va so sanh chuan. Theo khia canh
ndy, c6 thé str dung thudc thtt danh déu bét ky, bao gdbm, nhung khong gi¢i han &,
thubc thtr cua Sanger, cic dan xudt dansyl nhu 1a dansyl clorua, va
phenylisothiocyanat. Phéan tich ddu C c6 thé bao gdm buéc U protein véi
carboxypeptidaza va ldy mau dinh ky dé v& do thi ndng dd axit amin theo thoi gian.

Sau khi gidi trinh tu protein khang thé, sang ché ciing bao goém budc téng hop
héa hoc protein lién két dua trén trinh tu khang thé da duoc xac dinh. Co thé thuc hién
téng hop héa hoc theo phuong phéap bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy. Theo
mdt phuong 4n, tong hop héa hoc c6 th& duoc thuc hién bang cich gin cic nhém
carboxy cua mot axit amin vGi chit mang ran khong hoa tan, va tiép d6 cho nhom
amin cia khang thé ¢ dinh nay phan tng véi nhém carboxy cua khang thé ké tiép
trong trinh tu. Phuong phép nay cé thé duoc lap di lap lai cho dén khi tao ra duoc
trinh tu axit amin yéu cdu, ma & giai doan ndy, protein todn ven ndy c6 thé duoc tach
khoi chit mang ran, cho phép hoic kich thich tao ra chu trac glp nép protein ding.

Sang ché ciing bao gdm khang thé hoic doan khéng thé dugc tao ra béi phuong
phép bét ky theo sang ché.

Str dung céc tinh chit duoc hoc cia khéng thé

Sang ché dé xuét khang thé hoac doan khéng thé duoc san xuét bai phuong phép
bat ky theo sang ché dé sir dung trong diéu tri bénh, ldy vi du, dé sir dung trong diéu
tri bénh di ing, cac bénh trang hodc cac cén bénh lay nhiém, bénh ung thu, bénh trang
hodc can bénh ty mién.

Thuat ngit “di ing” bao gébm tht ca cac dang phan (mg qua man cam giy ra béi
khang nguyén khong ky sinh, bao gdm nhung khong gii han & bénh viém da do di
ng, viém miii di ung, phit mach, tinh qua mén cam, tinh man cam véi aspirin, bénh
hen, viém da dac di, di tng véi 16ng chim, di tmg voi 16ng chim hoang yén, di ung
v6i 16ng meéo, man cam véi hoa chat, di ung voi 1ong ga, bénh viém mang két, bénh
mét moi man tinh, bénh viém da do tiép xuc, di tng véi my pham, di tng vdi sita bo,
viém da, di ung voi 16ng ché, phan vé vai thude, di tng véi léng vit, di ung bui, di
ang v6i ve bui, cham bdi nhidm, di tmg véi long ngdng, di tng véi cd, bénh s6t mua

he, dau déu, bit thuong v& tim, viém rudt, ting déng & tré em, giam duong huyét, di
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tng do tiép xuc va hit phai di tng nguyén, bét dung nap lactoza, chirng dau nira dau,
di mg véi sita, di ing véi ve bét, phat ban may day, di ung véi 1ong vet, di ung véi
16ng vet dudi dai, viém mii kinh nién, di ing véi chim bd cau, di tng voi phan hoa,
viém miii, di tng véi cdy dai hoang, man cdm voéi salixylat, viém xoang, phat ban da,
di trng véi 16ng chim sé, di g véi ga tdy, di ing hoa ucaria, va di mg voi nidm men.
Thuat ngit “céc bénh lay nhiém” bao gbm cac clia bénh c bang chimg 1am sang
do ¢6 mit cia ngudn tac nhan vi sinh gdy bénh, bao gdm, nhung khong gi6i han o,
virut, vi khudn, dong vat nguyén sinh, ky sinh tring va ndm. Thuat ngit “cac bénh lay
nhi®m” bao gdm, nhung khéng gi¢i han &, AIDS, c4c bénh lién quan dén AIDS, thiy
dau, cam lanh thong thuong, nhiém cytomegalovirut, sét dong diu colorado, st xut
huyét, sbt xuat huyét ebola, bénh tay-chan-miéng, viém gan, bénh rdp da, bénh Zona,
HPV, cam cim (cam), sbt Lassa, soi, sOt xuét huyét Marburg, nhiém trung bach clu
don nhén, quai bi, nhiém norovirut, bénh bai liét, bénh ndo chét tréng da 6 tién trién,
bénh dai, bénh sdi, bénh SARS, bénh ddu mua (bénh ddu mua rd), viém ndo do virut,
viém da day rudt do virut, viém mang ndo do virut, viém phéi do virut, bénh tay Nile,
sdt vang da, bénh than, viém mang no do vi khuén, ngd doc thit, bénh Brucel, bénh
do campylobacterium, bénh xuéc da do meo cao, bénh ta, bénh bach hau, sbt dich
bénh, bénh lau, bénh chdc 1& do vi khuén Legionella, bénh phong hui (bénh Hansen),
bénh trung xodn, bénh nhi®m Listeria, bénh bach huyét, bénh gy ra bdi bo chét, sbt
thdp khép; bénh nhiém tring MRSA, bénh Nocardia, ho 1au ngay (ho ga), dich hach,
viém phdi do khudn céu phdi, bénh do virut vet, sét Q, sét mang ndo mién nui
(RMSF), bénh do vi khudn xanmon, sbt ban do, bénh Shigella, bénh giang mai, un
véan, dau mat hdt, bénh lao, bénh sOt tho, sbt thuong han, viém dudng tiét niéu-sét
phat ban, bénh do truing miii khoan chau Phi, bénh do amip, bénh giun sén, bénh
nhiém ky sinh trung Babesia, bénh Chagas, bénh sén I4 gan nhé, bénh do bao tr
Cryptosporidia, bénh san gao, bénh san Diphyllobothrium, bénh giun Dracunculus,
bénh san Echinococciasis, bénh san 14 gan, bénh san 14, bénh Fasciolopsis, bénh giun
chi, nhiém trung amip séng tu do, bénh lay nhiém, bénh giun Gnathostoma, bénh sén
Hymenolepsis, bénh Isosporia, bénh sét rét do rép va bo chét cin, bénh Leishmania,
bénh sbt rét, bénh do nhiém giun Metagonimus, bi nhiém gioi, bénh giun chi u, bénh
truyén nhiém do chay ran, bénh nhim giun kim, bénh ghé, bénh san mang, bénh sén

day, bénh nhi€m giun san tr ché meo, bénh Toxoplasma, bénh giun xoan, bénh giun
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toc, bénh do tring mang ubn dudi roi, bénh do trung mili khoan, bénh do nim
Aspergillus, bénh do nim chéi, bénh do nidm Candidia, bénh do nidm Coccidioides,
bénh Torula, bénh do nim Histoplasme, bénh ndm da chén, bénh nio xép di truyén,
bénh néo xép b0, bénh Creutzfeldt-Jakob, bénh run chén tay, bénh mat ngu di truyén,
va hoi chirng Alper.

Thuét ngir “bénh tu mién” bao gém tAt ca cac dang bénh ma trong d6 hé thong
mién dich phan @ng véi chinh khang thé do, bao gdm, nhung khong gi6i han &, bénh
viém khép dang thap, bénh dai thio dudng typ 1, viém tuyén giap Hashimoto, bénh
bazodd, bénh xo cing da, bénh ndi tang, bénh Crohn, bénh viém loét dai trang, hoi
chirng Sjogren, bénh da xo cting, hdi chiing Guillain-Barre, hoi chirng Goodpasture,
bénh Addison, bénh u hat Wegener, xo clirng mat so cép, viém xo dudong mat, viém
gan tu mién, viém khép dang thép, bénh tuy min tuyén giap, bénh lupus ban do hé
théng, bénh vay nén, viém khép vay nén, viém mét than kinh giao cam, bénh than
kinh tu mién, viém budng tring tu mién, viém tinh hoan tu mién, hoi ching ting sinh
lympho tu mién, hoi chimg khang phospholipit, bénh lupus, hoi ching thiéu
polyendocrin, hdi ching thiéu polyendocrin typ 1, hdi chimg thiéu polyendocrin typ
2, ban xuét huyét giam tiéu cau mién dich, thiéu mau 4c tinh, nhuoc co, bénh mo lién
két hén hop, bénh viém ciu than so cép, lang ben, thiéu mau tan huyét ty mién do
viém mang bd dao tu mién, giam tiéu cau tu mién, bénh dau bung, viém da bong nudc
ty mién, bénh emphigus, nhitng bénh pemphigus thé thong thuong, bénh tréc da
pemphigus, bénh béng rdp tu mién, viém co tim ty mién, viém mach tu mién, bénh
dau mat ty mién, bénh rung toc, bénh xo vira dong mach ty mién, bénh Behcet, viém
tdy tu mién, bénh wa chady mau ty mién, viém bong dai k& tu mién, dai thao nhat tu
mién, bénh lac ndi mach tir cung tu mién, viém da sun tai phat, viém cung khép dbt
séng, bénh may day tu mién, hoi ching Paraneoplastic tu mién, viém da co, hoi
ching Miller-Fisher, va bénh than do [gA.

Sang ché ciing dé xuat khang thé hoac doan khang thé dugc san xudt boi phuong
phap bét ky theo sang ché duoc sir dung trong san xuit duoc phdm dé didu tri bénh di
g, cac bénh trang hodc bénh l1ay nhiém va bénh trang hodc bénh tu mién.

Sang ché con dé xudt phuong phap didu tri bénh di tmg, bénh trang hodic bénh
ldy nhiém va bénh trang hodc bénh tu mién, phuong phap bao gém budc sir dung

khang thé hoic doan khang thé dugc san xudt boi phuong phap bét ky theo sang ché.
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Sang ché ciing bao gdm viéc phdi tron khang thé hodc doan khang thé dugc san
xuét béi phuong phap bat ky theo sang ché, hodc axit nucleic ma hoa khang thé hoic
doan khang thé thanh ché phdm dugc pham kha dung. Theo mdt phuwong én, ché pham
duoc phém c6 thé chira mdt hodc nhiéu khéng thé hoac doan khang thé duogc phan lap
boi phuong phép bét ky theo sang ché. Theo mdt phuong 4an khéc, ché phim duoc
phém nay co thé chua 2, 3, 4, 5, hoic nhiéu hon khéng thé hozic doan khang thé duoc
phén 1ap bang phuong phap bét ky theo sang ché.

Dugc phdm ciing ¢ thé chira chdt mang dugc dung kha dung dé cho phép udng.
Ch4t mang nay khong tu kich thich dé san sinh khang thé ¢6 hai cho cé thé tiép nhan
ché pham va khong giy doc. Chét mang thich hop c6 thé bao gbm céc dai phan tir 16m,
chuyén hoa cham nhu la protein, polypeptit, liposom, polysacharit, axit polylactic,
axit polyglycolic, axit amin dang polyme, cac chit dong polyme axit amin va cac hat
virut bét hoat.

Theo céc phuong an chinh, mudi duge dung c6 thé dugc str dung, 1y vi du mubi
axit vd co, ching han nhu hydroclorit, hydrobromit, phosphat va sulphat, mudi axit
hitu co, nhu 12 axetat, propionat, malonat va benzoat.

Theo mot sé phwong 4n, ché phdm duge phdm nay ciing c6 thé chira dich léng
ching han nhu nudc, dung dich mudi, glyxerol va etanol. Ngoai ra, cac chit phu tro,
ching han nhu chét gitt 4m hodc chét tao nhil hodc chit dém pH c6 thé c6 mit trong
ché phim nay, va c6 thé cho phép cac ché phidm dugc phdm nay duoc phbi tron thanh
dang vién nén, vién thudc tron, vién bao duong, vién nang, dang 1éng, dang gel, dang
xird, dang ho va hdn dich, dé cho bénh nhén su dung.

Ché phdm duoc pham nay c6 thé duoc sir dung theo mot sé dudong thong thudng,
bao gém, nhung khéng gidi han &, theo dudng miéng, dudng tinh mach, trong co,
trong dong mach, trong tiy xuong, trong mang bung, trong ndi tuy mac, trong tam
thét, trén da, qua da, cuc bd, duédi da, trong mili, trong rudt, dudi ludi, trong dm dao
hodc trong truc trang.

Duoc phdm c6 thé c6 d6 pH nim trong khoang tir 5,5 dén 8,5, trong mot sb
phuong an 1a trong khoang tir 6 dén 8, va mot sé phuong an khac 14 7. Do pH nay c6
thé duoc duy tri nho st dung dém. Dugc phém nay co thé dugc thanh trung va’/hodc
khong chira chat gay sdt. Dugc phdm nay c6 thé ding truong ddi véi ngudi.

Theo mdt phuong an khac, khang thé hodc doan khang thé phan 1ap duoc tao ra
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bdi phuong phéap bét ky theo sang ché c6 thé dugc két hop véi ta dugc chdn doan dé
tao ra chét chan doan. Theo mdt phuong 4n, chét chin doan nay cé thé chira mot hodc
nhiéu khang thé hodc doan khang thé dwgc phan 1ap dugc san xuat boi phuong phéap
bat ky theo sang ché. L4y vi du, chét chin doan nay c6 thé bao gdm 2, 3, 4, 5 hodc
nhiéu hon khang thé hodc doan khing thé dugc phan 1ap duoc san xuét boi phuong
phap bt ky theo sang ché.

T4 dugc chin doan nay c6 thé chira chit mang dugc dung kha dung dé chén
doan cho bénh nhan. Chit mang nay khong tu kich thich san sinh ra khang thé gay hai
cho cé thé tiép nhan ché phim nay va khong gy doc. Chét mang thich hgp c6 thé bao
gdbm cac dai phan tir I6n chuyén héa cham nhu 1 protein, polypeptit, liposom,
polysacharit, axit polylactic, axit polyglycolic, axit amin dang polyme, cac chét dong
polyme axit amin va céc hat virut bat hoat.

Theo cac phuong an cu thé, mudi duoc dung c6 thé dugce st dung, léy vi du
mudi axit v co, nhu 1a hydrochlorua, hydrobromit, phosphat va sulphat, cac mudi
axit hitu co, nhu la axetat, propionat, malonat va benzoat.

Theo mot sé phuong 4n, dugc chit nay ciing co thé chira dung dich nhu nuéc,
nude mudi, glyxerol va etanol. Ngoai ra, con c6 thé c6 chit phu trg, nhu la chét gift
am hodc chét tao huyén phu hodc chit dém pH.

Chét chin doan nay co thé duoc sir dung trong chan doan in vivo, in vitro hoac
ex vivo. D6i vdi trudng hop st dung in vivo, chit chdn doan nay c6 thé dugc sir dung
theo mot sb duong bao gdbm, nhung khéng gidi han &, dudng miéng, duong tinh mach,
trong co, trong dong mach, trong tuy xuong, trong bung, trong ndi tiy mac, trong tam
thét, trén da, qua da, cuc bd, dudi da, trong miii, trong rudt, dudi ludi, trong am dao
hodc trong truc trang.

Céc chét chin doan c6 thé c6 do pH nim trong khoang tir 5,5 dén 8,5, trong mot
s6 trudong hop, d6 pH nay nim trong khoang tir 6 dén 8, va trong mdt sb trudong hop
khéc do pH khoang bang 7. P pH nay cé thé duoc duy tri bing cach si dung chat
dém. Ché phdm nay c6 thé vo trung va/hoic khong co chét gy sét. Chit chin doan
nay c6 thé 1a ding truong véi nguoi.

Theo mdt phwong 4n, chét chin doan nay c6 thé chira chét ddnh déu khang thé.
Chét danh d4u nay c6 thé lua chon tir nhém bao gom chét danh ddu phat huynh quang,

chét danh d4u phong xa, chit danh déu sinh hoc va ban khang nguyén, bao gém chat
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danh déu enzym.

Chét chin doan nay c6 thé dugc sir dung dé xac dinh xem c6 hay khong co
khang nguyén cu thd. Tu thong tin nay c6 thé ngoai suy dé xac dinh xem c6 hay
khong cd mam bénh cu thé, va do d6 c6 hodc khong c6 cac bénh hodc cac rdi loan cu
thé. Theo mét khia canh cta sang ché, bénh nay co thé 12 bénh di ung, bénh trang
hodc bénh lay nhiém hodc bénh trang hodc bénh tu mién. Thong tin thu dugc béng
cach st dung chit chén doan nay c6 thé duoc st dung dé xac dinh phac d6 diéu tri
thich hgp cho bénh nhén cu thé. Cu thé 13, chit chan doan nay c6 thé duoc st dung daé
x4c dinh xem c6 hay khong c6 di ing nguyén.

Thuét ngir “di tng nguyén” bao gdm nhitng khang nguyén khong phai do sinh
vat ky sinh gy ra c6 kha nang kich thich phan Gng qua man cam trong cé thé, bao
gdm, nhung khong gi6i han &, méo, 10ng thu, ndng gian, gian, len, ve bui nha, chat bai
tiét cua ve bui nha, penixillin, sulfonamit, salixylat, thudc mé bao gdm thubc giy té
cuc bd, can tay, cay can tay, ngl cbe, ngd, lta mi, trung, phdi nhil, hoa qué, bi do, cay
ho dau, cac loai hat ddu, ddu Ha Lan, qua hach, lac, hat ddu tuong, sita, hai san, vung,
nuée chidm déu tuong, hat cy, hd dao, hanh nhan, vét ddt cua con trung, noc ong do
vét dbt cua ong, noc doc do vét dét cia ong bip cay, vét mudi d6t, bao tir ndm méc,
cao su, kim loai, phén hoa, co bao g@)ln rom ra va ¢6 dudi meo, co dai bao gém co
phin huong, cay ma dé, cay tdm ma, cdy ngai thuong, ciy rau mudi va cdy chut chit
chua, va cac loai cdy, bao gdm cdy bach dwong, cdy duong tia, cdy phi, cdy trin, cdy
Aesculus, cdy liéu, cdy duong, cay cho, cdy tilia, cdy 0 liu, cy bach xu Ashe.

Str dung khang thé dugc phan lap trong tinh sach protein

Sang ché ciing dé xuit phuwong phép ¢ dinh khang thé hoic doan khang thé
phan 1ap dugc san xut bing phuong phap bét ky theo séng ché 1én bé mat chit mang
rdn. Thuat ngir “chat mang ran” bao gdm ca chit mang rdn va chit mang ban rin, va
bao ham chit mang bét ky c6 thé sir dung dé ¢b dinh khang thé hodc doan khang thé
ndy. Chét mang rin c6 thé bao gdm dang gel, dang mang luéi, dang hat bao gbm hat
hdy tinh hodc hat tir tinh, dang c0t, bng, giéng cia dia vi chuén do, hodc ban nhua.
Khéang thé hodc doan khang thé c¢b dinh nay duoc san xudt boi phuong phap bat ky
theo sang ché déu co thé dugce str dung trong tinh sach protein. Theo mot phuong én,
khang thé duoc cb dinh nay co thé duoc st dung trong sic ky ai luc mién dich. Mot

dung dich chtra protein quan tdm cé thé dugc dung cho chit mang rin chira khang thé
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hodc doan khang thé c¢b dinh dugc tao ra bdi phuong phép bét ky theo sang ché, va
protein khang thé hoac doan khang thé nay da biét 1a c6 tinh ddc hiéu véi protein quan
tam. Khang thé hoic doan khéng thé co thé, léy vi du, duoc cb dinh trén hat, ma hat
nay, trong mot sb truong hop, duoc gitt nam trong cot.
Tbng quat

Thuét nglt “chtra” bao ham “bao gdm” ciing nhu “c6 chira”, vi du mot ché phdm
“chira” X c6 thé bao gdm riéng thanh phén X hoic c6 thé chira thanh phan khéc, vi du
X+Y.

Khéi niém “vé co ban” khdng ngoai trir “hoan toan” vi dy, mot ché phém “v& co
ban” khong c6 Y ¢o thé hoan toan khong co Y. Néu cén, khai niém “v& co ban” ¢6 thé
khong dung dé xac dinh pham vi clia séng ché.

Thuat ngit “khoang” lién quan dén tri s x c6 nghia, ldy vi du, x+10%.

Thuét ngit “bénh” dugc st dung ¢ ddy ndi chung ddng nghia va dugc sir dung
thay thé véi thuat ngit “r5i loan” va “bénh trang” (nhu trong linh vuc y té), trong d6
c4c thut ngt nay déu phan 4nh tinh trang bat binh thudng cta co thé nguoi hodc
dong vét hodc mot phan clia né ma lam suy yéu hoat dong chirc ning binh thuong,
thuong duge biéu hién bdi cac tin hiéu va céc triéu ching tiéu biéu, va 12 nguyén nhan
lam giam tubi tho va chit lugng cude séng cila ngudi va dong vat.

Nhu duge st dung & dy, d& cap dén “diéu tri” cho bénh nhan dugc dy dinh bao
ham viéc ngan ngura, du phong ciing nhu diéu trj bénh. Thuat ngit “bénh nhan” co
nghia 12 tat ca cac loai dong vat c6 v ké ca nguoi. Thong thuong, bénh nhan duge dé

cap nay la nguoi.
Vi du thue hién sang ché

Céc phuong &n uu tién theo sang ché duogc dé cap trong cac vi du dudi day. Cac
vi du nay dugc trinh bay chi nhdm muc dich minh hoa va hd trg ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay thuc hién sang ché. Cac vi du khéng nhdm han
ché pham vi ciia séng ché.
Vi du 1: Té bao plasma trong moi trudng nudi cdy té bao gbc trung md

Téc gia sang ché quan sat dugc ring mdi trudng nudi cdy so cép té bao gbc trung
md cla nguodi dugce tao ra tir tdy xuwong binh thuong theo cac phuong phap chuin

(Pittenger et al, 1999, Science 284:143-147; Bieback et al, 2004 Stem cells 22:625-
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634; Dominici et al, 2006, Cytotherapy 8:315-317; Sotiropoulou et al 2006, Stem
Cells v24:462-471) c6 chira té bao tiét ra khang thé. Cac té bao nay dugc phat hién
bing phan tich ELISPOT, va dugc nhan dién nhu té bao plasma. Té bao plasma trong
moi trudng nudi cdy té bao gbe trung md van c6 thé phat hién dugc in vitro sau 3 tudn

(khong thé hién s lidu).
Vi du 2: Mbi truong nudi cay té bao plasma toi da 50 ngay

V6i muc dich phat trién hé théng nuéi cdy ma trong d6 moi té bao plasma nay co
thé con sdng sao cho khang thé co thé dugc san xudt va tich liiy theo thoi gian nuéi
cdy, cAc tac gia sang ché d3 thtr nghiém cac ngudn té bao gdc trung mo so cép khac
nhau duogc tao ra theo phuong phap chudn. Tom lai, cc binh nudi cdy md duge G voi

FCS trong 1 gio. Té bao tiy xwong dugc cho dinh bam qua dém trong mdi trudng

IMDM toan ven c6 bd sung FCS 30% va Dexamethason 1078M. Nhirng té bao khong
dinh bam dugc loai ra va nhing té bao dinh bim dugc nudi cdy trong mdi trudng
DMEM-FCS 10% toan ven. Ba trong bay dong kiém tra da thay c6 té bao plasma clia
ngudi con sdng nhung ngimg ting sinh sau mot vai lin cdy chuyén. Trong cic thir
nghiém tiép theo, cac té bao gbc trung mo dugc lam bat tir bang cach chuyén nhiém
bang cach sir dung gen mi héa enzym phién ma ngugc telomeraza (MSC-TERT).
Nhitng té bao nay dugc phan lap béi Mihara va cong sy (Br J Haematol 2003, 120,
846-849).

Té bao don nhan clia méu ngoai vi dugc nhudm mau bang khang thé don dong
khéng CD138 dugc danh diu bang PE, dugc lam giau bang cach st dung vi hat khang
PE (Miltenyi) va con dugc tinh sach bing cach sang loc té bao dé phan lap t& bao
dwong tinh CD138. Lugng cua té bao plasma tiét ra IgG duogc xac dinh bang cach su
dung phuong phap ELISPOT dic hiéu dong dang. Lugng té bao dwong tinh CD138
khéac nhau dugc cdy trén 16p don té bao gbe trung md trén dia nudi cdy 96 giéng voi
RPMI 1640 c6 bd sung huyét thanh bao thai bd 10% (Hyclone), khdng cé céc axit
amin thiét yéu, pyruvat va glutamax (GIBCO). Dua vao phuong phap ELISPOT tai
thoi diém nudi cdy, méi truong nudi cdy dugc trinh bay trén Fig.1 c6 chira bay té bao
tiét ra [gG. Mot nira luong dich ndi nudi cy duoc ldy ra tai cac thoi diém khéac nhau
va thay thé bang méi trudng méi. Tiép theo, vao ngay thir 18 va 34 moi trudng nudi

cdy nay dugc loai bé hoan toan va thay thé bing méi trudng méi. Nang sudt IgG hang
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ngay trong tung moi trudong nudi cdy va nang suét IgG hang ngay dugc wdc tinh aéi
v6i ting té bao plasma dugc xac dinh. Nhu thé hién trén Fig.1, luong IgG dugc san
xudt ra bdi quan thé moi trudng nudi cdy theo sang ché 1a khoang 7 té bao tang tuyén
tinh theo ham thoi gian trong mdi trudng nudi cdy lén dén trén 50 ngay, v6i ning sudt

turong ung 676 pg/ngay va nang sudt udc tinh 96 pg/té bao/ngay.
Vi du 3: Mai trudong nudi cdy ting té bao plasma trong 3 tudn

Té bao plasma dugc phéan l4p tir méu ngoai vi hodc tiy xuong bang cach sir dung
khang th8 khang CD138 tiép hop PE, tiép do 1a vi hat khang PE va té bao chon loc
duoc cdy 1én don 16p té bao gdc trung md véi mat do 0,5 té bao/giéng trén dia 96
giéng. Nhitng moi trudng nudi cdy c6 chira IgG dugc theo ddi trong khodng thoi gian
tir 22 dén 23 ngay bang cach ldy mau dinh ky. [Mbi trudng duge thay vao ngdy tha 16.
Ty 1& cua san phdm IgG trong mdi truong nudi cdy don dong la khong dbi, trong
khoang tir 72 dén 134 pg/té bao/ngay trong sudt thoi gian nudi cdy (Fig.2a, thu nhan
mau ngoai vi (4 mdi trudng nudi cdy); Fig.2b, thu nhan tiy xuong (5 mdi trudng nudi
cay)).

Trong nam thi nghi€ém pha lo@ng c6 giéi han, hi€u qua phu té bao plasma va tiy
xuong trong khoang tir 30% dén 65% (dir liéu khéng dugc thé hién). Ngoai ra, té bao
plasma thu duoc tir cac méi trudng nudi cdy da dong co thé phu tiép 1én méi truong
nudi cdy don té bao néu chung con duy tri duge ty 1€ tiét Ig (dir lidu khong duge thé
hién). Duong tich liiy cia IgG twong tng véi su ton tai cua ting té bao tiét ra IgG &
mot ty 1& cao dn dinh. San phim IgG cua té bao plasma nudi cdy khong bi anh huéng
bdi birc xa v&i muc tdng sinh bi chdm dirt hoan toan va su biét hoa cua té bao nhé B

bi kich thich béi chét chii van TLR (dit liéu khong dugc thé hién).
Vi du 4. M6i trudng nudi cdy ciia té bao plasma san xuét IgG, IgA, IgM va IgE

Té bao duong tinh CD138 ¢6 ngudn gdc tir mau ngoai vi san xuit IgG, IgA, IgM
va IgE dugc phan 1p tir ngudi cho khde manh dwgc phu 1én trén dia 384 giéng véi 5
té bao/giéng co chira don 16p té bao gbc trung md trong mdi trudong nudi cdy tai sinh
617. Dich ndi sau 10 ngay nudi cdy duoc kiém tra su c6 mat cua IgG, IgA, IgM va
IgE bang cach str dung ELISA dic hiéu dong dang. Tong luong IgG, IgA, IgM va IgE

nay duoc do trong dich ndi nudi cdy (xem Fig 3). Nang suét trung binh cua té bao

-25-



21006

plasma dbi voi IgG, IgA, IgM va IgE 1a 860, 770, 1100 va 1800 pg trong 10 ngay, tic
1 14n luot twong Gng véi 86, 77, 110 va 180 pg/té bao/ngay.

Vi du 5: Hiéu suat song cda t€ bao plasma in vitro

Té bao plasma clia ngudi c6 ngudn gdc tir mau ngoai vi dwgc phan 18p tr bay
ngudi cho theo su bidu hién cia CDI138 va dugc cdy voi mat do 1 hodc 25 té
bao/giéng. S6 té bao tiét ra khang thé IgG, IgA va IgM tai thoi diém bat dau nudi cay
dugce tinh toan bang phuong phap ELISPOT dic hiéu ddng dang. Hiéu qua nuoi cly
trén dia duogc tinh theo s té bao tiét ra khang thé IgG, IgA va IgM theo phan tich
phan phdi Poisson va c6 khoang tir 50% dén 74% déi véi IgG, tir 31% dén 78% dbi
voi IgA va tr 0 dén 26% dbi voi IgM (xem Fig 4). Hon thé nita, té bao plasma thu
duoc tir moi truong nudi cdy da dong co thé dugc tai phi 1én mdi truong nudi cdy don
t& bao néu chung duy tri dugce ty 1& 6n dinh viéc tiét ra Ig (dit liéu khong dugc thé

hién).
Vi du 6: Phan 1ap khang thé don dong IgE hiém

Té bao plasma dugc phén lap tr méau ngoai vi cua ca thé bi di ung dugc céy
1én dia vai 1 té bao/giéng trén don 16p hMSC-TERT trong 10 vi dia 384 giéng. C6
nam vi tri dich ndi nudi cdy san sinh ra IgE. Cac mdi trudng nudi cdy dwong tinh véi
IgE dugc dua vao chay RT-PCR dé thu duoc hai cip gen VH/VL va giai trinh tu
(Bang 1). Gen V duoc nhén dong vao vecto biéu hién dé biéu hién chudi nhe (kappa
hozc lambda) hozic chudi nang IgG1 hoic IgE ctia nguoi theo phuwong phap duge mo
ta boi Wardemann va cong su, (Science 301, 1374-1377, 2003). Khang thé IgG hodc
khang thé IgE dugc tao ra béng cach chuyén nhiém tam thoi vao té bao 293T. Vi du
nay minh hoa kha nang dé thu duoc té bao plasma hiém va phan lap khang thé don

dong IgE tiéu biéu.
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Bang 1: Hai khang thé don dong IgE thu dugc tir té bao plasma hé tudn hoan

Chudi ning Chudi nhe
. dong N1 N2 SHM N SHM
Dong dang Gen V ot Gen D ot Gen] nt (aa) Gen V nt GenJ nt (aa)

IgEl | IgE, A 3-9*01 4 2-15*%01 5 4*¥02 30(16)| 2-14*01 5  2*01 18(12)
IgE2 | IgE, « | 3-15%01 0 2-2*01 9 6*03  15(7) | 3-11*01 1  5*01  8(7)

SHM nt: nucleotit siéu dot bi€én soma; aa: axit amin

Vi du 7: Phén l4p khang thé don dong dic hiéu véi khang nguyén tir té bao plasma

duoc nudi cay voi sy cd mat cua té bao goc trung mod

Té bao plasma dugc phan lap tir mau ngoai vi ctia nguoi cho sau 7 ngay tiém
ching nhéc lai vacxin doc t6 ubn van (TT: tetanus toxoid) va dugc cdy trong diéu
kién nhan dong trén don l6p MSC-TERT trong vi dia 384 giéng. Dich nbi sau 10
ngay nudi cdy dugc phan tich xem sy c6 mit cua téng sb IgG (ng/mdi trudng nudi
cdy) ciing nhu khang thé IgG dac hidu TT (OD405) va cac mdi trudong nudi cly don
dong san xudt khang thé dic hiéu TT dwoc x4c dinh (xem Fig 5). Vi du nay minh
hoa kha niang xac dinh mot lugng 16n té bao plasma dic hi€u véi khdng nguyén sau

khi duogc tiém ching nhic lai.

Vi du 8: Phén l4p khang thé phan ng trung hoa rong va hiéu qué véi bénh ciim A tur

t€ bao plasma dugc nudi cay voi sy ¢6 mit cua IL-6

Té bao duong tinh CD138 tir nguoi cho dugc ti€ém mién dich véi vacxin cim
theo mia trudc 7 ngdy duoc cdy trén muoi sau dia 384 giéng voi mat do 0,5 té
bao/giéng véi su ¢6 mit IL-6 10 ng/ml. Vao ngdy thit 6 va 8, dich ndi nudi cdy duoc
thir nghiém theo ba phuong phap ELISA song song bing cach st dung nhu 1a khang
nguyén baculovirut H5 hodc H9 téi td hop c6 ngudn gdc tir yéu t6 ngung két t6 hong
cdu tai to hop (HA: hemagglutinin) va khédng nguyén doc t6 uén van (TT: tetanus
toxoid) twong tmg. Trong sé 4.928 dich ndi mai truong nudi cdy duge sang loc, ¢ 12
mbi truong lién két véi HS HA, 25 moi trudng lién két voi H9 HA va 54 moi truong
lién két voi ca H5 va H9. Mot s con lai ¢6 tin hiéu OD cao nhét dugc dua vao chay
RT-PCR va da thu dugc hai cap gen VH/VL. Hai khang thé don dong, FI6 va FI28,
chung nhau phén 16n doan gen V, D va J IGHV3-30*01, IGHD3-9*01, IGHJ4*02 va
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IGKV4-1*01), nhung khac biét trong vung dau N, do cach sir dung IGKJ va md hinh
dot bién thé soma nén khong lién quan dén viéc nhan dong nay.

Céc gen V cua FI6 va FI28 dugce nhan dong véi vecto biéu hién va khang thé ti
t6 hop duoc tao ra bang cach chuyén nhiém vao té bao 293T. Tinh dic hiéu cua ching
duoc khao sat bang ELISA nho sir dung bang HA tai td hop thude vao cac nhém phu
khéc nhau (Bang 2). FI6 lién két voi tat ca phan nhém phu HA ctia cim A dugc thi
nghiém bao gébm nhém 1 (H1, H5 va H9) va nhom 2 (H3 va H7), trong khi khong lién

két véi HA cua cam B. Nguoc lai, FI28 chi lién két v6i cac HA nhém 1.

Béang 2: Lién két ctia té bao plasma c6 ngudn gdc tir khéng thé don dong clia ngudi

véi HA bénh cum

Lién két voi HA bi ELISA
(% khang thé doi ching déc hiéu kiéu phu)
H1 H3 HS H7 H9
A/NC/ A/BR/ A/VN/ A/NL/ A/HK/
20/99 10/07 1203/04 219/03 1073/99
FI6 85,9 68,5 73,7 87,9 98,7
FI28 59,4 1,3 46,3 -0,5 87,7

Tiép d6 tién hanh thir nghiém kha ning ctia FI6 va FI28 déi véi viée trung hoa
cam A kiéu phu nhém 1 va 2 bing cach st dung gid virut cling nhu virut 1ay nhiém.
Mot lwong FI6 dang ké trung hoa toan bd gia virut duge thir nghiém, bao gbm sau H5
phén 14p thudc vao cac nhanh phén loai khang nguyén khéac nhau 0, 1, 2,1, 2,2 va 2,3,
va hai bién thé cam chim H7 dugc phén lap (Bang 3). Ngoai ra, FI6 trung hoa tat ca
virut 1y nhiém dugc thir nghiém, bao gém hai virut H3N2 va bdn virut HIN1 kéo dai
trong khoang thoi gian 70 nam cho dén dich cim hién tai phan 1ap tr HIN1 c6 ngudn
gbe ban diu tir lon A/Cal/04/09 (Bang 4). Nguoc lai, FI28 lai trung hoa tit ca céc gia
virut H5 nhung lai khong trung hoa duge gia virut H7 ciing nhu céc virut 1ay nhiém

dugce thtr nghiém (Bang 3 va 4).

-28-



21006

Bang 3: Trung hoa nhom gia H5 va H7 bing khang thé don dong cia ngudi

Trung hoa nhom gia HA (IC90, pg/ml)

H5N1 H7N1
A/HK/| A/HK/| A/VNN/ | A/INDO/| A/WS/ A/AH/| A/cK/TT/ | A/ck/F
491/97|213/03| 1203/04 | 5/05 MONG/0 | 1/05 | 13474/99 | P
Fl6 0,07 (0,02 0,02 0,31 0,03 0,05 | 1,87 0,09
F128 | 0,05 |0,33 0,02 0,35 0,04 0,05 |>100 >100
Bang 4. Trung hoa virut cim bdi khang thé don dong ctia nguoi
Trung hoa virut 1ay nhiém (IC50, pg/ml)
HINI H3N2
A/PR/ A/NC/ A/Sl/ A/CA/ A/CA/ A/WT/
8/34 20/99 3/06 4/09 7/04 67/05
FI6 2,2 6,3 8,8 12,5 7,9 12,5
FI28 | >100 >100 >100 nd >100 >100

nd, khong thuc hién

Cén luu y rang phuong phap dugc mo ta chi tiét & trén da tao ra 50 pl khing

thé don dong vé6i nang sudt khoang 8-16 ng/ml trong 5-10 ngay. Vi ndéng do

khang thé va thé tich nay la du dé thuc hién nhiéu phuong phip phan tich. Céc

phuong phap phan tich nay khong chi la phén tich lién két nhu ELISA (ma c6 thé

duoc thuc hién vé6i dia 384 giéng nong chuén vé6i khuon dé sir dung duoc 5 pl), ma

con phén tich chirc ndng, nhu 1a trung hoa nhém gia, véi mot khoang nhay (xem

Bang 3). Quan trong 13, cé kha nang thuc hién nhiéu phén tich song song can thiét

dé xac dinh nhanh chéng té bao plasma hiém ma c6 kha nang tiét ra khang thé lién

két voi nhiéu loai khang nguyén khéac nhau.

Vi du 9: Phén 14p khang thé don dong dic hidu véi doc td ubn vén tir té bao plasma

duoc nudi cay dugce phén ldp tir t€ bao méu ngoai vi sau mudi ndm tiém ching vacxin

huyét thanh

Té bao plasma CD138+ HLA-DR+ CD62L+ dugc phan lap bang cach sang loc

t€ bao tir mau ngoai vi ciia nguoi cho sau 10 ndm tiém chiing vacxin doc td udn van.

Mdt lugng 1.700 té bao dwoc cdy vai 0,5 té bao/giéng trén cac vi dia 384 giéng va
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dich ndi nudi cdy té bao dugc sang loc vao ngay thi 7 bing ELISA dé phat hién su c¢6
mat cua khéng thé IgG dac hi€u véi doc td ubn van. Mot méi truong dac hiéu doc tb
ubn van da duoc xac dinh va gen VH/VL da dugc tach ra vao ngay thir 8 bang RT-
PCR va dugc giai trinh ty (xem Bang 5). Gen nay dugc nhin dong vao vecto biéu
hién va khang thé tai té hop (TT14) da duogc tao ra bang cach chuyén nhiém tam thoi
vao t& bao 293T. Khang thé dugc thir nghiém v6i cac ndng do khac nhau dé lién két
v6i doc td ubn van hodc lién két v6i khang nguyén khong lién quan (d6i chimg 4m)

bdi ELISA (xem Fig.6).

Bang 5: Khéng thé don dong dac hiéu doc td ubn van thu duoc tur té bao plasma hé

tuan hoan sau 10 nam tiém chung vacxin

Chudi nang Chudi nhe
R Pdn
Dong o g Gen V Gen D GenJ] SHMJJ Gen V Gen SHMJ
ang nt (aa) nt (aa)
TT14 [gG4, | 1-2%02  6-19*01 4*%02 17 (13) 7-46*%01 3*02 9(7)

SHM nt: nucleotit siéu ddt bién soma; aa: axit amin

Can luu y réng c¢6 nhiéu lya chon khac nhau dé thuc hién sang ché va c6 nhiéu
cai bién c6 thé thuc hién ma khong nam ngoai pham vi va tinh than ctia sang ché. Do
do, cac phuong an thuc hién sang ché can duoc xem xét 1a nham minh hoa sang ché
ma khong han ché pham vi sang ché, va sang ché khong bi gii han boi cdc mo ta cu
thé & ddy, ma c6 thé thay ddi trong pham vi ctia sing ché va tuong ting v6i pham vi

yéu cau bao ho dudi day.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép san xudt khang thé tir té bao plasma bao gdm buédc: nudi té bao
plasma trong didu kién c6 mat IL-6 hodc té bao gbc trung mo véi s6 luogng hitu han; va
thu khang thé da néu tir do, trong d6 s6 lugng té bao plasma dugc nudi cdy bang hoic

it hon 10 té bao.

2. Phuong phép san xut khéng thé don dong tir té bao plasma bao gdm budc: nudi ciy
té bao plasma trong didu kién c6 mat IL-6 hodc té bao gdc trung md trong mdi truong
“nudi cdy mot té bao; va thu khang thé da néu tir do.

3. Phuong phap theo diém 1 hozc diém 2, trong d6 khang thé 1a khang thé ctia nguoi
va céc té bao plasma 1a cac té bao plasma clia ngudi.

4. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong do cac té bao
plasma dugc nudi cdy trong mdi trudng nudi cdy chira IL-6 hoic té bao gbe trung mod
¢6 kha nang kéo dai su sdng cua té bao plasma trong khoang thoi gian dt dé san xuét
ra khang thé vai sb luong dit dé xac dinh dic tinh ctia khang thé da néu.

5. Phuong phap theo diém 4, trong d6 su sbng cta cac té bao plasma dugc kéo dai
trong khoang thoi gian ngin, va trong d6 khoang thoi gian ngan nay la khoang tir 5
dén 7 ngay.

6. Phuong phap theo diém 4, trong d6 su sdng cla cac té bao plasma duge kéo dai
trong khoang thoi gian dai, va trong do khoang thoi gian dai nay it nhit [ 10 ngay.
- 7. Phuong phép theo diém 4 hodc diém 6, trong d6 su sdng cua cic té bao plasma duoc
kéo dai it nhat 14 20 ngay hodc it nhét 1a 30 ngay.

8. Phuong phép san xudt khang thé hodc doan khéng thé, trong d6 phuong phap nay
bao gdém cac budc:
a) nudi cdy mot lugng hiru han té bao plasma theo phurong phap theo diém bét ky

trong sb cac diém tir 1 dén 7;
b) xac dinh mai trudng nudi cdy tao ra khang thé c6 dic tinh mong mudn;
¢) phén l4p axit nucleic ma hoa khang thé da néu; va
d) biéu hién axit nucleic nay trong té bao chu.
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9. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 8, trong d6 phuwong phap
ndy con bao gdm budc xac dinh ddc tinh khang thé hodc doan khang thé, trong d6
budc xac dinh dic tinh khang thé hodc doan khéng thé nay bao gdm viéc thuc hién
phén tich chirc nang dé xac dinh chuc ning cia khang thé hogc doan khéng thé, phan
tich lién két dé xac dinh tinh dic hiéu lién két cua khang thé hodc doan khang thé hoic
epitop dugc nhan dién boi khang thé hodc doan khang thé, va/hodc phan tich trung hoa
dé xac dinh kha ning trung hoa doc td hoic mam bénh cia khang thé hodc doan khang

thé do.
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