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(54) KHANG THE DPON DONG MD-3 PUQC THIET KE GAY RA SU DUNG NAP TE
BAO T BAC HIEU KHANG NGUYEN VA DUGC PHAM CHUA KHANG THE
NAY

(57) Sang ché dé cap dén khang thé don dong MD-3 dugc thiét ké ma lién két véi mién 2

cta phan tir két dinh noi bao-1 (ICAM-1) cua nguoi, trong d6 khang thé nay co thé diéu

bién qua trinh biét hod cla céc té bao dudi gai va gay cam tng dung nap té bao T ddc hiéu
khang nguyén, bang cach do c6 hi¢u qua trong viéc ngan ngua va/hodc diéu tri cac roi loan
mién dich qua trung gian té bao T nhu thai loai manh cdy ghép, bénh vat chu chéng lai
ménh cdy ghép, va bénh ty mién. Ngoai ra, sang ché con dé xuat dugc pham chira khang
thé nay.
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Linh vwe ky thuat dwge dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé lién két véi phan tir két dinh ndi bao-1
(ICAM-1) ctia ngudi, trong d6 khang thé nay c6 thé diéu bién qua trinh biét hod va
chirc nang ctia cdc té bao dudi gai va kéo dai su séng ctia manh chy ghép. Ngoai ra,
sang ché dé xudt dugc pham chira khang thé nay, va phuong phap didu tri céc r6i

loan mién dich stt dung khang thé nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc té bao duoi gai (Dendritic cells - DC) la té bao trinh dién khang nguyén
duoc biét hoa cao ma hop nhét nhiéu loai dap tng mién dich (Nature. 1998,
382:245-252), va gém ho di thé cua céac té bao trinh dién khang nguyén chuyén
nghiép c6 lién quan dén su khoi d4u ctia tinh mién dich va tinh dung nap mién dich.
Cho dén nay, cac DC chua trudng thanh dugce tin la gy ra su mét tng té bao T,
trong khi DC bién ddi thanh DC truéng thanh bang céch kich thich hoat hoa nhu
lipopolysacarit (LPS) dugc cho rang gdy ra dép tng té bao T bac mdt (Blood. 2006,
108:1435-1440). Ngoai ra, DC nira trudng thanh véi profil san xuét xytokin phan
biét c6 thé dugc clp cho véi chic nang sinh dung nap (Blood. 2006, 108:1435-

1440).

ICAM-1 la glycoprotein bé mit té bao loai I 90 kDa dugc tao thanh boi nam
mién siéu ho globulin mién dich ngoai bao (Cell. 1990, 61:243-54). ICAM-1 lam
trung gian cho tuong tac bach cAu/bach ciu nhu twong tac gifta t€ bao T va té bao
trinh dién khang nguyén. N6 con lam trung gian cho su thoat mach ctia bach cau vao
md trong qué trinh viém (Transplantation. 1999, 67:729-736). Nghién ctru in vitro

cho thiy rang cic khang thé gdy tro ngai cho tuong tac khang nguyén-1 (LFA-1)
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chite ning ICAM-1/bach cu ¢6 thé 1am Gc ché sy dinh té bao T véi té bao mang
trong va su hoat hoa té bao T cling c6 thé duoc lam gidm déng ké trong phan g té
bao lympho hdn hop nho cac khing thé nay (Proc Natl Acad Sci USA. 1988,
85:3095-3099). Trong nghién ctru ¢ khi str dung khang thé don dong ctia chudt, R6-
5-D6 (enlimomab), ma lién két mién cia ICAM-1 clia ngudi, su sdng ctia manh cy
ghép khac loai ¢ than dugc kéo dai va hién tugng tham nhap té bao T trong manh
chy ghép gidm di so voi d6i ching (J Immunol. 1990, 144:4604-4612). Enlimomab
con duge chiung minh 1a ¢6 loi trong viée lam suy giam hoat tinh bénh ¢ bénh nhan
méc bénh viém khop dang thép (Arthritis Rheum. 1994, 37:992-999; J Rheumatol.
1996, 23:1338-1344). Tuy nhién, tri liéu cam Ung enlimomab sau khi ghép than
trong nghién clru nhiéu tdm ngau nhién khong thé lam giam t6c do thai loai cap tinh
hodc nguy co bit dau mudn cta chirc ndng manh cdy ghép (Transplantation. 1999,
67:729-736). Ngoai ra, thit nghiém 14m sang & bénh nhén dot quy thiéu mau cuc bo
cép tinh cho théy viée tri liéu khang-ICAM-1 bﬁng enlimomab khéng hiéu qua va
qua thuc lam tdi t& thém déng ké hau qua dot quy va gy ra nhiéu tac dung phu hon,
trude hét 1a sy lay nhiém va sOt so vai gia duge (Neurology. 2001, 57:1428-1434).
Enlimomab dong vai tro phong bé su két dinh cta té bao T ciing nhu lam bach ciu
trung tinh v&i té bio mang trong mach va do d6 cho thdy viéc gdy trd ngai dbi voi
su di tru bach cdu trung tinh c6 kha nang lam tang tinh nhay lay nhiém (J Immunol.

1999, 162:2352-2357).

Khang thé don dong khang-ICMA-1 khac, MD-3, da biét 1a ngén chin su
thai loai manh cAy ghép (cong bé patent My s6 2010-0168394-A1). Khong gidng
nhu R6-5-D6, khang thé nay lién két v6i mién ciia ICAM-1 va khong phong bé
tuong tac gitta [ICAM-1 va LFA-1. Ngoai ra, khang thé nay ngin chin chic ning té

bao T thong qua viéc diéu bién su phat trién va chirc ndng clia cac t€ bao dudi gai.
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Ban chat ky thuit ctia sang ché

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén khang thé 1ién két voi mién 2 cla
phan tir két dinh ndi bao-1 (ICAM-1) cta ngudi, trong d6 khang thé nay c6 thé diéu
bién qua trinh biét hod va chiic ndng cua cac té bao dudi gai va gy cam ung dung
nap té bao T ddc hiéu khang nguyén, bang cach d6 c6 hiéu qua trong viéc phong
ngura va/hodc didu tri cac r6i loan mién dich qua trung gian té bao T, nhu thai loai
manh cdy ghép, bénh vat chi chdng lai manh ciy ghép, va bénh tu mién. Ngoai ra,
sang ché dé xuat duge pham chita khang thé. Sang ché con & xuét dugce phdm chira
khang thé dé didu tri cdc r6i loan mién dich qua trung gian té bao T, khang thé dé st
dung trong diéu tri cac roi loan mién dich qua trung gian té bao T, va phuong phap
didu tri cac roi loan mién dich qua trung gian té bao T bang cach str dung khang thé
nay.

Cu thé hon, séng ché aé cap dén khang thé khang ICAM-1 cla ngudi ma
diéu bién qué trinh biét hod va chitc nang clia cac té bao dudi gai bang cach lién két
mién 2 cta ICAM-1 cua nguoi, va gdy cam tng dung nap té bao T dac hiéu khang
nguyén chu khong phai ngén chin tdng quéat chic nang mién dich. Bing cach do,
viéc st dung khang thé nay c6 thé ¢6 hiéu qua trong viéc ngan ngura va/hodc diéu tri
céc rdi loan mién dich qua trung gian té bao T, nhu thai loai manh céy ghép, bénh
vat chti chéng lai méanh cdy ghép, bénh tu mién, va bénh tuong tu, trong khi n6 lam
giam thidu tic dung phu bing cach e ché mién dich, nhu sy &y nhiém va phat trién

ctia bénh ung thu.

Séang ché con d& cap dén phuong phép san xuit khang thé, va té bao san Xuét
khéng thé hodc manh khang thé. Sang ché con bao gdm té bao lai dé san xuét khang

thé, va khang thé dugc san xuat boi te bao lai nay.

Sang ché con dé cép dén duge pham dé phong nglra va/hodc diu tri cac o1
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loan mién dich qua trung gian té bao T, nhu thai loai manh céy ghép, bénh vat chu
chéng lai manh ciy ghép, bénh tu midn, va bénh tuong tw. Dugc phim c6 chira chat
tte ché mién dich duoc chon tir nhém gdm: khang thé c6 kha ning lién két mién 2
ctia ICAM-1 va gdy cam ung sy dung nap té bao T dic hiéu khang nguyén, trong do
t6t hon 1a khang thé dugc san xuét boi té bao lai; va manh khang thé, manh nay c6
kha ning lién két midn 2 ciia ICAM-1 va gdy cam tng dung nap té bao T déc hiéu

khang nguyén.

Ngoai ra, sang ché con dé cap dén phuong phap phong ngra va/hodc diéu tri
céc rdi loan mién dich qua trung gian té bao T, nhu thai loai manh céy ghép, bénh
véat cha chéng lai manh céy ghép, bénh tu mién va bénh tuong tu, ma bao gém budc
st dung mot hodc nhiéu khang thé duogc chon tir nhém gém khang thé hodc manh
khang thé cho bénh nhan can ching. Tét hon 1a khéng thé hodc manh khang thé
duoc chon tir nhom gdm khang thé don dong, va tt hon nita 1a c6 ngudn gbc tir
nguoi va dong vat.

Ngoai ra, sang ché con dé cap dén khang thé ¢6 kha ning lién két mién 2 cla
ICAM-1 va gdy cam ung dung nap té bao T dac hiéu khang nguyén, trong do6 t6t hon
néu khang thé dugc san xudt béi t& bao lai, va manh khang thé, c6 kha ning lién két
mién 2 ctia [CAM-1 va giy cam Ung dung nap té bao T ddc hiéu khang nguyén, dé
st dung trong phong ngtra va/hoac didu tri cac rbi loan mién dich qua trung gian té
bao T, nhu thai loai méanh cly ghép, bénh vat chu chéng lai manh céy ghép, bénh tu

mién, va bénh tuong tu.
Mo ta van tat cac hinh vé

Sé& d& dang hiéu 18 vé sang ché, va nhiéu uvu diém kém theo cua ching, khi

tham khao phan mo ta chi tiét dudi ddy két hop véi cac hinh v& kém theo, trong do:

FIG. 1 thé hién anh vé kha ning phan tng cia khang thé don dong MD-3
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trén té bao HEK293T dugc chuyén nhiém véi gen cia ICAM-1 cua ngudi, [CAM-1
cua chudt nhét, va hai loai thé dot bién kham (h1m2345 va h12m345) dugc tao

thanh béi mai midn tir [CAM-1 clia ngudi va cia chudt nhat.

FIG. 2 thé hién muc biéu hién cua céc phén tir khdc nhau trén bé mat cua té
bao dudi gai va ndng dd xytokin trong moi trudng nudi cdy cua té bao dudi gai sau

khi diéu tri bing khang thé déi chimg, phong bé, va khéng thé MD-3.

FIG. 3A va 3B thé hién dong hoc phuc hdi quan thé ctia té bao T clia nguoi
trong mau ngoai vi (3A) va mdi quan thé con bach ciu clia nguoi trong lach cla

chudt nhit duge lam gidng ngudi (3B).

FIG. 4 thé hién duong cong séng sot ctia dao Langerhans ¢ lon dugc chy
ohép duéi bao nang than cua chudt nhét dugc 1am gidng ngudi ma tiép nhén cac
khang thé dbi chuang, phong bé, hoic khing thé MD-3 trudéc khi ghép dao
Langerhans.

FIG. 5 thé hién anh nhuém mau hoa mé mién dich déi véi insulin, CD3 cta
ngudi, va CD68 clia nguoi trong than duge ghép dao Langerhans duogc chiét tir moi
con chu6t nhat dugc lam gidng ngudi.

FIG. 6 thé hién két qua téng hop cta thir nghiém ELISPOT dé danh gia dap
ung té bao T khang ddo Langerhans dugc ghép & lon, té bao mau don nhan khac loai
ctia ngudi (PBMC khéc loai), va protein keyhole limpet haemocyanin (KLH).

M ta chi tiét sang ché

Sang ché con dugce giai thich rd hon dua vao cac vi du sau day. Tuy nhién,
céc vi du nay can duoc hiéu 12 khong lam gi6i han pham vi cua sang ché theo cach
bat ky.

Sang ché dé cap dén khang thé don dong ctia chudt nhat khang-ICAM-1 cta
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ngudi, MD-3 duge thiét ké (vi du, duoc san xuét boi t€ bao lai duge np luu cd s
nop luu la KCLRF-BP-00264), cdc manh cua MD-3, va dang kham hodc dang dugc
lam giéng ngudi cia MD-3 ¢6 kha nang gdy cam ng dung nap té bao T. Cu thé hon,
sang ché dé cap dén khang thé khang ICAM-1 cua ngudi dugc san xudt boi té bao
lai duoc nop luu c6 s6 ndp luu 1a KCLRE-BP-00264 ma diéu bién qué trinh biét hod
va chitc ning cla céc t& bao dudi gai bang cach lién két mién 2 ctia ICAM-1 ciia
ngudi va gdy cam Umg dung nap té bao T dic hiéu khang nguyén chtr khong phai
ngan chdn téng quét chiic ning mién dich. Bang cach do, viéc st dung khang thé
nay co thé hitu hiéu trong viéc ngan ngura va/hodc didu tri cac rdi loan mién dich qua
frung gian t& bao T, nhu thai loai manh cdy ghép, bénh v4t chii chong lai manh cdy
ghép, va bénh tu mién, trong lic van giam thiéu duogc tac dung phu béng cach tc

ché mi&n dich, nhu su 1ay nhidm va phat trién ctia bénh ung thur.

Sang ché con dé xuét phuong phép san xuit khang thé hodc manh khang thé.
Phuong phap san xuét khang thé hodc manh khéang thé gdm budc (a) gay mién dich
d6ng vat bing protein ICAM-1 cta ngudi (S6 dang ky ngan hang gen NP_000192)
hodc manh protein hodc t& bao biéu hién ICAM-1 ctia ngudi, nhu cac té bao mau
don nhan ngoai vi cta nguoi da kich hoat va/hogae DU 145 (ATCC HTB-81), (b)
chiét t& bao lach tir dong vat da dugc gay mién dich, (c) dung hop cac té bao lach
cua dong vat voi dong té bao u tay, va (d) sang loc té bao lai va chon loc té bao lai
mong mudn ma cé kha nang diéu bién qua trinh biét hod va chirc nang clia cac té
bao dudi gai cling nhu trc ché su thai loai co quan cdy ghép ma khong tc ché su
twong tac gitta ICAM-1 va LFA-1. Khang thé hogc manh khéng thé 6 thé thu duge
bang cach nudi cAy in vitro hodc tiém vao dong vat té bao san xuét khang thé hodc
manh khang thé. Khang thé hoac manh khéng thé ¢6 thé thu duoc tir bénh ¢0 truong
cta dong vat, trong do té bao san xuat khang thé hoic manh khang thé dugc tiém

trong bung. Khang thé hogc manh khang thé c6 thé duoe tinh ché tir dich noi bé mat
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mdi truong nuodi cay hode bénh ¢ truéng bang sac ky trao do1 ion hodc sac ky cot &

luc.

Sang ché con d8 xut t& bao lai san xudt khang thé MD-3, va theo mot

phuong 4n, té bao lai 12 té bao ¢6 s tiép nhan KCLRF-BP-00264.

Sang ché con dé cap dén duoc pham dé phong ngtra va/hodc diéu tri céc rdi
loan mién dich qua trung gian té bao T, nhu thai loai manh cdy ghép, bénh vét chu
chéng lai manh cy ghép, bénh tu mién, va bénh tuong tur. Dugc phédm c6 thé chra
chét e ché mién dich duoc chon tir nhém gém khang thé don dong ctia chudt nhit
khang-ICAM-1 ciia ngudi, MD-3 duoc thiét ké (dugc san xudt boi té bao lai ¢6 s6
tiép nhan KCLRF-BP-00264), cac manh cua MD-3, hodc dang kham hodc dang
duoc lam gidng ngudi ctia MD-3. Viée st dung khang thé hodc manh khang thé theo
sang ché co thé duge tién hanh bang cach st dung phuong thire st dung duoc phém

duoc chép nhan bat ky.

Ngoai ra, sang ché con d& cép dén phuong phép phong nglra va/hodce diéu tri
cac rdi loan mién dich qua trung gian té bao T, nhu thai loai manh céy ghép, bénh
vat chu chéng lai manh céy ghép, bénh tuyr mién, va bénh tuong tu, bao gém budc st
dung mdt hodc nhiéu khang thé dugc chon tir nhém gém khang thé (vi du, MD-3)
hoic manh khang thé cho bénh nhan can ching. T6t hon 1a khang thé hodc manh
khang thé c6 thé dugc chon tir nhém gom khang thé don dong, va tét hon nita 1a c6
ngudn gde tir ngudi va dong vat. Ngoai ra, phuong phap nay c6 thé bao gdm budce
x4ac dinh bénh nhan cin diéu tri va/hodc phong nglra céc r6i loan mién dich qua
trung gian té bao T, nhu thai loai méanh céy ghép, bénh vat chu chéng lai manh céy

ghép, bénh ty mién, va bénh twong tu, trude budce st dung.

Theo phuong an khéc, sang ché d xudt khang thé (vi du, MD-3) hodc manh

khang thé dé st dung trong diéu tri va/hodc phong ngura cac roi loan mién dich qua
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trung gian té bao T, nhu thai loai manh ciy ghép, bénh vat chi chdng lai manh cay
ghép, bénh tu mién, va bénh tuong tu; hodc trong viéc bao ché duoc phém dé diéu
tri va/hodc phong nglra cac 161 loan mién dich qua trung gian té bao T, nhu thai loai
manh céy ghép, bénh vat chu chéng lai manh céy ghép, bénh ty mién, va bénh tuong

tu.

Khang thé dugc 1am gibng nguoi la khang thé c6 vung quyét dinh b6 thé
(complementary determining regions: CDR) tu khang thé thé cho va khung ving
bién dbi va ving cb dinh tir khang thé nguoi. Nhu vay, thong thuong, khang thé
duoc lam gidng ngudi bao gbm (i) chudi nhe chira ba CDR tlr khang thé ctia chudt
nhét, vi du, MD-3, khung ving bién ddi tir khang thé ngudi, va ving ¢ dinh cta
nguoi, va (ii) chudi ning chira ba CDR tir khang thé ctia chudt nhat, vi du, MD-3,

khung ving bién doi tir khang the nguoi va ving ¢6 dinh ctia nguoi.

Khang thé kham 1a khang thé trong d6 ving bién doi cua khang thé chuot
nhét (hodc dong vat gdm nham khéc) duge két hop voi vung ¢ dinh cua khang thé
nguoi; viéc tao cAu tric ctia chung bang cach thiét ké di truyén la da biét. Cac khang
thé nay gitt lai do dac hiéu lién két cua khang thé chudt nhdt, ma bang khoang hai
phﬁn ba ctia ngudi. Ty 18 cla trinh ty khong phdi ctia ngudi c6 mat trong cac khang
thé kham va dugc lam gidng ngudi ciia chudt nhit cho théy kha ning sinh mién dich
ctia cac khang thé kham 1a gia tri trung gian gitta cac khang thé ctia chudt nhit va

khang thé duoc lam gidng ngudi.

Khéang thé don dong (mAb) co thé cé ngudn goc dong vat (vi dy, tir chudt
nhit, chuot céng, chuot déng hoac ga), hoac chung cé thé duoc thiét ké di truyén.
mAb dong vat gdm nhim duoc san xuit bang cac phuong phép tiéu chuén di biét
trong linh vuc, gdém gay mién dich phirc hop bang ICAM-1 trong ta dugc thich hop

trong mang bung, trong tinh mach, hodc vao chan, sau do chiét té bao lach hodc
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hach lympho va dung hop véi dong té bao bét tir thich hop, va sau do chon loc té
bao lai ma san xudt khang thé lien két v6i ICAM-1, vi du, xem cac vi du dudi day.

mADb kham va duoc 1am gidng nguoi la cic phuong an dugc uu tién clia sang ché.

Khang thé don dong tw nhién (mAb) cua sang ché c6 thé dugc san xudt tir té
bao lai ctia chung. mAb dugce thiét ké di truyén, vi du, mAb kham hogc dugc lam
gidng nguoi, c6 thé duoc bidu hién bai nhiéu phuong phap da biét trong linh vuc. Vi
du, gen mé hoa cho céc ving V chudi nhe va chudi ning cua chung c6 thé duoc tong
hop tlr cac oligonucleotit gbi 1én nhau va dugc cai xen cung voi vung C ¢6 san vao
vét truyén biéu hién (vi dy, c6 ban ngoai thi truong ctia hang Invitrogen) ma cung
cAp cac viung didu hoa cén thiét, vi du, gen khai dAu, gen tang cuong, vi tri poly A,
v.v.. Viée st dung gen khéi ddu-gen tang cudng CMV dugc uu tién. Sau do, vat
truyén biéu hién c6 thé duoc bién nap bang cich st dung cac phuong phap da biét
khac nhau nhu lipofection hodc dién di vao nhiéu dong té bao dong vat c6 va nhu
CHO hogc dong t& bao u tuy khong san xudt gdm Sp2/0 va NSO, va té bao bicu hién

khang thé duogc chon bai chét khang sinh chon lgc thich hop.

Khi duoc bidu hién, mAb hodc cac khang thé khac theo sang ché c6 thé duoc
tinh ché theo quy trinh tiéu chuan trong linh vuc nay nhu vi loc, siéu loc, sdc ky ai
luc protein A hodc G, sac ky loai trir kich thude, sac ky trao ddi anion, sic ky trao
ddi cation va/hodc cac dang sic ky i lyc khac dya trén thudc nhuém hitu co hoic
dang tuong tu. Cac khang thé gan nhu tinh khiét c6 do ddng nhét bang it nhét
khoang 90 hodc 95% dugc uu tién, va do ddng nhit 98% hodc 99% hoic cao hon

duoc uu tién nhat, dé sir dung lam dugc pham.

Theo phuong an duoc uu tién, sang ché dé xuét duoc phim chira khang thé
duoc néu trong ban md ta nay. Tuc la, cdc khang thé co6 thé duogc st dung dé san

<kt thude dé didu tri bénh. Duoc phim (thc 1a, thube) chita cac khéng thé chira

-10-
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mAb trong chit mang chép nhan duoc vé mit sinh ly, tiy chon voi td dugc hodc
chét 1am 6n dinh, & dang dung dich dugc lam kho lanh hodc dung dich trong nude.
Chét mang, ta dugc hodc chét lam én dinh chdp nhan duoc 1a khong doc ddi véi the
nhan & liéu luong va néng dé duoc st dung, va gém chét dém nhu phosphat, xitrat,
ho#c axetat & do pH thuong la ndm trong khoang tir 5,0 dén 8,0, tot nhét 12 ndm
trong khoang tur 6,0 dén 7,0; céc mudi nhu natri clorua, kali clorua, v.v.. dé tao thanh
dang truong; chét chdng oxy hoa, chét bao quan, cdc polypeptit khdi luong phan tir
thp, protein, polyme wa nuéc nhu polysorbat 80, axit amin, carbohydrat, chét cang
ho4, dudng, va cac thanh phn tiéu chuin khac da biét dbi voi nguoi cd hiéu biét
trung binh trong linh vue.

mAb thuong ¢ mat & néng do 1-100 mg/ml, vi du, 10 mg/ml.

Céc khang thé theo sang ché thuong 1a gan nhu tinh khiét tir chat tap nhiém
khong mong muén. Diéu nay chi ra rang khéng thé thuong c6 do tinh khiét bang it
nhat khoang 50% theo khéi luong (khdi luong/khdi lugng), cling nhu gin nhu
khong chtra tir protein can tré va chat tap nhiém. Tét hon 14 céc khang thé c6 d6 tinh

khiét bing it nhét 1a 90%, 95% hodc 99% theo khéi lugng.

Theo phuong an dugc uu tién khac, sang ché dé xuat phuong phap diéu tri
cho bénh nhén méc bénh bang cach st dung mAb khang-ICAM-1 trong dugc phém.
mAb duoc diéu ché trong duogc phém ¢6 thé duoc st dung cho bénh nhan theo
duong thich hop bt ky, ddc biét 1a ngoai duong tiéu hod bang cach tiém trong tinh
mach hoac tiém liéu 16m, trong co hodc dudi da. Tiém trong tinh mach cé thé duogc
thuc hién trong khoang thoi gian ngan 1a 15 phut, nhung thong thudng hon la trong
30 pht, hodc trong 1, 2 hodc thim chi la 3 gio. mAb cling 6 thé dugce tiém truc tiép
vao vi tri bi bénh (vi du, khdi u), hodc dugc bao nang dé mang chit nhu liposom.

Liéu luong duoc cap sé& du dé lam thuyén giam tinh trang bénh duoc didu tri (“lidu
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luong hitu hi¢u dé diéu tri”) va c6 thé la nam trong khoang tr 0,1 dén 5 mg/kg thé
trong, vi du 1, 2, 3 hodc 4 mg/kg, nhung c6 thé 1a cao béng 10 mg/kg hodc tham chi
14 15 hodic 20 mg/kg. Liu don vi ¢b dinh cling c6 thé 13, vi dy, 50, 100, 200, 500
hodc 1000 mg, hoac lidu luong co thé dua trén dién tich bé mit ctia bénh nhén, vi du,

100 mg/m?>.

mAb cé thé duoc st dung hang ngay, hang tudn, hai 1an mot tuln, cach tudn,
hang thang hodc & cac khoang thoi gian khic, tuy thude vao, vi du thoi gian ban huy
cua mADb, trong 1 tudn, 2 tuln, 4 tuin, 8 tudn, 3—6 thang hoic 1au hon. Cac khoang
thri gian diéu tri lap lai cling ¢6 thé dugc ap dung khi diéu tri bénh man tinh. Ché do
liéu va cac khoang thoi gian dung thudc ma lam thuyén giam hoac it nhit 1a ngin
chian mdt phén triéu chimg ctia bénh (hod sinh, mo6 va/hodc 1am sang), gém céc bién
chimg ctia no va kiéu hinh bénh hoc trung gian trong sy phat trién ctia bénh duogc de
cap dén trong phac dd c6 hiéu qua tri lidu.

Sang ché duoc giai thich chi tiét hon dya vao cac vi du sau ddy. Tuy nhién,
céc vi du nay can dugc hiéu 1a khong lam giGi han pham vi clia sang ché theo cach
bét ky.

Vi du thuc hién sang ché

Vi du 1: Tach té bao lai c6 kha nang san xuat khang thé don dong khang ICAM-1
cua nguoi

Té bao mau don nhan ngoai vi ctia ngudi duge phén 1dp tir tinh nguyén vién
khoé manh bang cach ly tim gradien mat d¢ trén Ficoll-Paque (GE Healthcare). Dé
san xuat protein ICAM-1/Fc, ARN thong tin dugc chiét tir céc t& bao méau don nhén
ngoai vi ctia ngudi phytohemagglutinin (PHA) da kich hoat va cac manh cADN
tuong Ung voi mién ngoai bao ctia ICAM-1 ctia nguoi duoc khuéch dai bang cach

dwa cac vi tri Nhel va EcoRI & lan lugt céc ddu 5° va 3° bang phan tng chudi
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polymeaza (PCR) st dung cac doan mdi nhu sau: doan mdi 5° GCT AGC GCA ACC
TCA GCC TCG CTA TGG CTC (SEQ ID NO: 1); doan mdi 3°, GAA TTC ATC
TCA TAC CGG GGG GAG AGC AC (SEQ ID NO: 2). Dé tao thanh cAu tric dung
hop ctia ICAM-1 ctia nguoi va Fe IgG cta nguoi, manh nay dugc ndi vao plasmit
pSecTag duoc c&t bang EcoRI va Xhol (Invitrogen) chira ving Fe IgGl1 cta nguoi.
Céc t6 bao HEK293 (ATCC CRL-1573) duge chuyén nhidm tam thoi bing plasmit,
va protein ICAM-1/Fc dugc tinh ché tir dich ndi bé mat moi trudong nudi céy b%mg

cach s dung cot protein G.

Chudt nhat Balb/c (chudt cai, 6~8 tudn, 17~25 g; KOATECH, Korea) dugc
gdy mién dich trong mang bung ‘bé“mg 100 pg protein ICAM-1/Fc dad nhil hoa trong
chit phu tro Freund hoan toan va sau do gay mién dich hai 1an véi 100 pg protein
ICAM-1/Fc di nhil héa trong chit phu trg Freund khong hoan toan trong thoi gian
hai tudn. Sau hai tudn, chudt da gdy mién dich dugc néng 1én 100 pg protein ICAM-
1/Fc. Lach ciia chudt nhét Balb/c duge loai bo 3 ngay sau khi dung 1in cudi dé san
xuét hdn dich té bao lach. Khang thé don dong dugc tao ra bang cach dung hop cac té
bao lach cta Balb/c duge giy mién dich bang ICAM-1/Fc clia ngudi voi té bao u tiy
SP2/0-Agl4 cta chudt nhit (ATCC CRL-1581) khang 9-azaguanin. Phuong phap
dung hop té bao theo phuong phap Koeler va Milstein (Koeler & Milstein Nature,
1975, 256, 495-497). 10% té bao lach duge dung hop v6i 107 t€ bao u tuy st dung
50% polyetylen glycol 4000 (Roche). Té bao dugc rira va tai tao huyén phu trong
modi truong Eagle cai bién Dulbeco (Dulbeco's modified Eagle's medium - DMEM)
chtta 20% huyét thanh thai bo (fetal bovine serum - FBS), 100 uM hypoxanthin,
0,44 uM aminopterin va 16 pM thymidin (mdi truong HAT; Sigma). Cac té bao

duoc dua vao bon dia 96 15 va nudi cdy & 37°C trong 16ng 4p 5% CO».

Khi khudn lac dugc tao thanh sau hai tuan, dich ndi duoc sang loc st dung té
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bao HEK 293T duge chuyén nhiém ICAM-1 ca ngudi. Ca t& bao HEK293T dugc
chuyén nhim ICAM-1 va té bao HEK293T kiéu dai duoc nhudm mau véi dich noi
bé mit méi trudng nudi cdy va té bao san xuét dich ndi phan ing khang té bao 293T
duoc chuyén nhidm ICAM-1 nhung khong chon té bao 293T kiu dai. Té bao lay tu
céc 16 duong tinh duge tach dong 0,5 té bao cho mdi 15 bang thir nghiém pha lodng
gidi han (Antibodies: A Laboratory Manual. Edited by ED HARLOW and DAVID
LANE; Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory. New York. 1988) dé

san xuét dong té bao lai 6n dinh v6i kha ning phan tng ctia khang thé cao.

Mot dong té bao lai thu duge tir thir nghiém nay tao ra khang thé IgG1 ma
lidn két v6i ca khang nguyén clia ngudi va ciia khi va goi la MD-3 thiét ké. Té bao
lai ¢6 tén MD-3 duge ndp luu tai T chirc nghién clru dong té bao ctia Han Quéc
(Korean Cell Line Research Foundation - KCLRF) dét ¢ truong Dai hoc Seoul, vién
nghién ctru ung thu, Cancer Research Institute Seoul National University, College of
Medicine, 28 Yongon-dong, Chongno-Gu, Seould, 110-744, Republic of Korea vao

ngay 04 thang 05 ndm 2011, va co s6 nop luu 1a KCLRF-BP-00264.
Vi du 2: Lap ban db mién lién két MD-3 cua ICAM-1 ctia ngudi

ICAM-1 ¢6 ciu trac duoc tao thanh bdi nam mién tuong tu globulin mién
dich (tuong tu Ig), midn xuyén mang va mién € bao chit (Cell. 1992, 68:71-81). D&
xéc dinh vi tri cta lién két MD-3 v6i mién tuong tu Ig ICAM-1 cu thé, hai loai
cADN kham duoc tao ra ma ma hoa cho mién 1 clia ngudi/cac mién 2-5 cta chudt
gbm mién xuyén mang va mién t& bao chit cua chudt (h1m2345) va ma hoa cho céc
mién 1-2 clia ngudi/cac mién 3-5 ctia chudt (h12m345), bang cach st dung cac dong
cADN ICAM-1 clia ngudi va cta chudt. K¥ thuat PCR géi 1én nhau dugc st dung
d& tao clu tric cac thé dot bién kham nay. cADN chira mién 1 ctia nguoi (hl) trude

hét duoc khuéch dai béng cach str dung céac doan mdi nhu sau: doan mdi 5° GAA
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TTC ATG GCT CCC AGC AGC CCC CGG CCC GCG CT (SEQ ID NO: 3); doan
mdi 3> AGG TCT CAG CTC CAC CCG TTC TGG AGT CCA GTA CAC GGT
GAG GAA G (SEQ ID NO: 4). Céc doan mdi dé tao ra cdc mién 2-5 cua chudt,
mién xuyén mang va mién t& bao chit (m2345) 1a nhu sau: doan mdi 5°, CTG GAC
TCC AGA ACG G GTG GAG CTG AGA CCT CTG CCA GCC TGG CAG (SEQ
ID NO: 5); doan mdi 3> GGA TCC GGG AGG TGG GGC TTG TCC CTIT GAG
TTT TAT GGC (SEQ ID NO: 6). Hai loai cADN nay dugc tron va duoc khuéch dai
lai bing cach str dung céc doan mdi SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 6 va san pham
sau cung (h1m2345) duoc tach dong trong vat truyén pcADN3.1. Thé dot bién ma
mi hoa cho h12m345 ciing dugc tich dong theo cach twong tu nhu d6i voi h1m2345
biing céch st dung céc doan mdi sau ddy: doan mdi 5° ddi voi h12, GAA TTC ATG
GCT CCC AGC AGC CCC CGG CCC GCG CT (SEQ ID NO: 7); doan mdi 3* doi
véi h12, GGT AGC TGG AAG ATC AAA GGT CTG GAG CTG GTA GGG GGC
CGA GGT (SEQ ID NO: 8); doan mdi 5° déi v6i m345, CAG CTC CAG ACC TTT
GAT CTT CCA GCT ACC ATC CCA AAG CTC GAC ACC (SEQ ID NO: 9);
doan mdi 3° dbi véi m345, GGA TCC GGG AGG TGG GGC TTG TCC CTT GAG

TTT TAT GGC (SEQ ID NO: 10).

CAu trac hoan chinh dugc doc trinh tu dé xdc nhan réng da dat dugc su nbi
ding va sau d6 ADN plasmit dugc bién nap vao té bao HEK293T bang céch st
dung phuong phap két tia canxi phosphat. Sau khi 1 té bao HEK293T véi céc chat
dong két tiia ctia canxi phosphat va ADN plasmit trong thoi gian 16-20 gid, moi
trudmg duoc thay bing 10 ml dung dich méi va t€ bao dugc 1 trong thoi gian 24 giv
nita. Sau d6, thé bién nap duoc nhudém mau bang khang thé MD-3 trong d4. Sau khi
o trong 30 phut, té bao dugc rita ba 1an bang nuée mudi dém phosphat (PBS) véi
5% huyét thanh thai bé va 0,1% azit va dugc 0 trong 30 phit véi khéng thé cua dé

khéang Ig ctia chudt duoc két hop FITC (Ab tht 2). Sau khi rira ba 1An nita, tién hanh
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phan tich dém té bao theo dong dé thir nghiém kha nang phan tng cua té bao voi
mdi khang thé (FIG. 1). P& lam dbi ching am, st dung t& bao chi dugc chuyén
nhidm voi vat truyén. Nhu duge thd hién trén FIG. 1, thé bién nap ICAM-1 cla
ngudi diy di duge nhudm mau duong tinh véi khéng thé MD-3, trong khi né khong
phan ung voéi thé bién nap ICAM-1 cua chudt dy du, cho thiy khang thé MD-3
khéng phan tng chéo véi ICAM-1 ctia chudt. Trong truong hop thé dot bién kham,
khang thé MD-3 chi phan @mg v6i thé dot bién chira mién 2 cia ICAM-1 clia nguoi

(h12m345), cho thdy khang thé MD-3 déc hiéu ddi v6i epitop trén mién 2.

Vi du 3: Téc dung tc ché ctia khang thé MD-3 trong qué trinh biét hoé cdc t€ bao

dudi gai c6 ngudn goc bach cau don nhan

Té bao méau don nhan ngoai vi dugc phéan lap tor mau thé cho khoé¢ manh
bang cach ly tim gradien mat do Ficoll-hypaque. Sau khi rira hai 1in bang PBS, té
bao duoge tai tao huyén phu trong chit d¢m MACS (Milteny-Biotech) & noéng do 1 x
108 & bao/ml va sau d6 duge G voi hat tir tinh khang-CD14 (20 pl/107 € bao;
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) trong da trong thoi gian 15 phut, sau
d6 phan tach tir tinh bang cach st dung MACS (Milteny-Biotech). Cac bach cau don
nhan CD14* dd tinh ché duoc tai tao huyén phu trong RPMI (Invitrogen) véi 10%
(thé tich/thé tich) FBS va dugc nudi cdy trong thoi gian 6 ngay voi yéu t kich thich
khudn lac bach cu hat-dai thyc bao (GM-CSEF, 1000 U/ml) va IL-4 (1000 U/ml).
Mobi trudng nudi cly duoc bd sung MD-3 hodc isotyp khang thé dbi chung dugc bt
cap (10 mg/ml) vao ngay 0 va ngay 3 va LPS dugc bd sung vao moi trudng nudi cly
vao ngay 6. Mot ngay sau, té bao nudi ciy dugc thu hoach va sy biéu hién ctia MHC
16p I, MHC 16p 11, CD80, CD86, va CD40 dugc danh gia dudi dang cuong do
huynh quang trung binh (MFI) bing cach dém 1€ bao theo dong (FIG. 2a). ELISA

cling dugc thyc hién dé do luong cua IL-12p70, IL-6, IFN-y va TNF-o trong moi
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truong nudi cdy (FIG. 2b). Khi cac bach cau don nhan CD14* duoc nudi cdy trong
didu kién c6 mat GM-CSF va IL-4, ching c6 thé biét hoa thanh cdc DC chua truong
thanh va viéc xir ly LPS gdy cdm ung trudng thanh ctia cac DC chua trudng thanh,
dan dén viéc diéu hoa ting su biéu hién bé mat ctia MHC va déng kich thich cac
phéan tr va san xuit xytokin. Tuy nhién, viéc xir ly truéc khang thé MD-3 trude khi
kich thich LPS ngan chdn dang ké viéc diéu hoa ting su biéu hién phén tr bé mat va
su san xuét xytokin & DC, trong khi ddy khong phdi la truong hop cua DC dugc xu
ly bang cach phong bé khang thé (FIG. 5). Nhu vdy, cac két qua nay chi ra rang
khang thé MD-3 ¢6 thé lam tc ché sy truong thanh ctia DC ¢ ngudn goc tlr bach

cau don nhan.
Vi du 4: Tao ra chudt nhit dugc lam gibng nguoi

Dé nghién ctu tac dung in vivo cua cac khang thé khang-ICAM-1, chudt
nhit duoc lam gidng ngudi dugc tao ra bang cach ghép té bao gdc tao méau cla
nguoi vao chudt nhit thiéu hut mién dich theo quy trinh néu trong tai li¢u Ito, M. et

al., Blood. 2002, 100:3175-82.

Té bao mau day rén duoc thu gom trong qua trinh phan phéi thoi gian day
dt binh thuong va té bao don nhan dugce tich bang cach ly tim Ficoll-hypaque. Té
bio don nhan di tach dugc tao huyén phu & mat do 3,3 x 10° té bao/ml trong PBS
chira 5% FBS va 2mM EDTA va dugce u trong da trong 30 phut v6i khang thé phong
bé Fe (Milteny-Biotech), sau d6 u trong da trong 30 phut voi hat tu tinh khéang-
CD34 (Milteny-Biotech). Sau khi rira hai 14n, té bao duogc gén véi hat duge thu gom
bing cach phan tach tir tinh st dung MACS. Sau hai chu ky phan tach tur tinh, do
tinh sach duoc dénh gid bing cach dém té bao theo dong va khong it hon 95% & bao
duoc thu gom 1a CD34". Chudt nhit NOD.SCID/yc™!' 8 dén 12 tuin tudi (Central

Institute for Experimental Animal, Japan) dugc chiéu xa bang 240 cGy st dung
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ngudn chiéu xa coban va 1 ngay sau thi tiém 1 x 10° té bao CD34" vao mdi con
chudt nht qua tinh mach dudi. Mau ngoai vi dugc léy tor hé mach mau tinh mach
sau hoc mit lién tuc gitra tudn 4 va tuan 20 sau khi ghép va dugc nhudém mau bing
céc khang thé khang-CD45 cua nguoi va khang-CD3 cta nguoi (BD Biosciences)
dé dém té bao theo dong. FIG. 3A thé hién dong hoc clia té bao T CD3" clia nguoi
tai tao quén thé méau ngoai vi ctia chudt nhét vao tun duoc chi thi sau khi céy té bao.
Té bao T ctia ngudi xuét hién vao tuan 8 sau khi cdy té bao mau day ron va sau d6
ting nhanh. Ngoai ra, t& bao T CD4", té bao T CD8", té bao B CD19", cic bach cau
don nhan CD14*, DC théng thuong CD11c¢", va DC plasmacytoid CD123+ cla

ngudi duge xac dinh trong lach cua chudt nhét duoc 1am giéng nguoi (FIG. 3B).

Vidu 5: Ngan thai loai manh chy ghép bang cach sir dung in vivo khang thé MD-3 &

mau ghép dao Langerhans & lon

Dé ching minh tdc dung cua khéng thé MD-3 trong viéc trc ché thai loai
manh cay ghép, mau ghép khac loai dao Langerhans dugce st dung. Dé thu duogc déo
Langerhans tuy ¢ lon, tién hanh cit bd toan bd tuyén tuy ma khong can thoi gian
thiéu mau cuc bd 4m, va su tach ddo Langerhans duoc tién hanh béng cach sur dung
phuong phap Ricordi cdi bién, nhu dd dugc néu & trén (Cell Transplant 2010,
19:299-311). Pao Langerhans da tinh sach dugc nubi ciy qua dém trong Moi trudng
199 (Gibco, BRL, Life Technologies Ltd, Paisley, Scotland, UK) duoc bd sung 10%
huyét thanh & lon, 10 mM nicotinamit (Sigma), va 1% penixilin-streptomyxin &
nhiét d6 37°C, va sau d6 dudi bao nang than cua chudt nhét duoc lam giéng nguoi.
Mau ngoai vi dugc Jdy mau hing tuan tir xoang sau héc méat dé giam sat ham lugng
glucoza trong mau bang cach st dung dung cu do glucoza cam tay (Accu-Chek,
Roche Diagnostics, Seoul, South Korea), va ham luong peptit C ¢ lon trong huyét

thanh duoc xac dinh bang thir nghiém phong xa mién dich (Linco, St. Charles, MO,
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USA). Viée ghép thanh cong dugc xac dinh khi peptit C & lon >0,5 ng/ml. Su thai
loai manh cay ghép duoc xac dinh vao ngay thir nhit khi peptit C <0,1 ng/ml va
duoe xac nhan bing cach phan tich md ctia manh cdy ghép. O nhém ddi ching, thoi
gian séng trung binh ctia manh chy ghép 1a 21 ngay, va viéc sit dung khang thé
phong bé khang-ICAM-1, R6-5-D6, kéo dai thoi gian séng trung binh 1én dén 40
ngay (FIG. 4). Tuy nhién, cudi cing dao Langerhans dugc ghép bi thai loai trong ca
hai nhém. Nguoc lai, chudt nhit duoc diéu tri bang MD-3 khéng cho thdy bang

ching nao vé viée thai loai manh cly ghép trong toan bd thoi gian theo doi.

Chudt nhit bi giét sau khi ghép dao Langerhans 42 ngay hodc khi ching thé
hién tinh trang 6m yéu, va mau cit than dugc phén tich mo dé tim bang ching cho
su thai loai manh cdy ghép. Mau cét than tir mdi con chudt nhét duoc ¢b dinh trong
10% formalin than kinh, dugc nhing trong parafin va sau d6 dugc chia phan theo
diy & do day 4 pm. D& phan tich hoa md mién dich, cac phin mé duoc loai sap
trong xylen, dugc hydrat hoa lai béng cach st dung diy rugu dugc phan loai, va
duoc U trong dung dich phong bé peroxit ndi sinh trong thoi gian 5 phit. Sy thu hoi
khang nguyén dugc thuc hién bang cach 0 cac phan trong dém xitrat 6 mM & nhiét
dd 99°C trong thoi gian 20 phut st dung he théng Leica Bond Max (Leica, Wetzlar,
Germany), va ngan nhudém mau khong dac hiéu bang cach xir 1y céc phan mo bang
huyét thanh thé (1% trong PBS) trong 30 phit. Cac khéng thé khang insulin cta
ngudi (DAKO, Carpinteria, CA, USA), CD3 (F7.2.38; DAKO), CD20 (L26;
DAKO), va CD68 (PG-M1; DAKO) dugc st dung trong 30 phut, va phét hién su
lién két khang thé bang cach st dung b kit VECTASTAIN Elite ABC (PK6101;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Nhu cé thé théy trén FIG. 5, té bao
d4o Langerhans duong tinh v6i insulin bi tiéu diét hoan toan va dugc thay thé bang
su thAm nhép vugt trdi cla té bao T CD3" va dai thuc bao CD68" trong nhom dbi

chung. Tuy nhién, trong nhom duge didu tri bang MD-3, c4c nhém lén cua té bao
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dao Langerhans duong tinh insulin dugc nhin théy 1d rang voi hién tugng tham nhap

khong déng ké ctia té bao don nhan trong dién tich xung quanh dao Langerhans.

Dé nhén ra su thiéu dép ung mién dich & chudt nhét dugc diéu tri béng
MD-3 14 do su dung nap dic hi¢u khang nguyén hay do sy ngén chén mién dich
tbng quat, cc tac gia sang ché di so sénh sb lugng té bao T dac hiéu dao
Langerhans dugc ghép va té bao T di diac hiéu & cac con chudt nay. Dé thuc hién
viéc ndy, tAn suét té bao T dac hiéu khang nguyén tiét IL-2 hodc IFN-y trong lach
ctia chudt nhét duoc lam giéng ngudi duge do bang cach st dung bd kit ELISPOT
clia hiing Mabtech (Nacka Strand, Sweden). Dia duge phu khéng thé bat gitt khang-
[L-2 hodic IFN-y duge rira bdn lan bing nuée mudi dém phosphat tiét tring (PBS;
200 wl/13) va duoc phong bé trong 30 phit bang 10% méi truong RPMI1640 duge
b6 sung huyét thanh ngudi & nhiét do trong phong. Sau khi loai bé moi truong, nuodi
chy 3 x 105 t& bao lach tir chudt nhit duge lam gidng ngudi voi 5 x 10* té bao dao
Langerhans & lon trong mdi truong RPMI1640 dugc bd sung 10% huyét thanh
ngudi trong 40 gid & nhiét o 37°C trong thiét bi & 5% CO,. D& danh gia sy dung
nap té bao T ddc hiéu khang nguyén, protein keyhole limpet haemocyanin (KLH;
0,1 mg/ml) hodc té bao mau don nhan ngoai vi ctia nguoi duge kich thich y duge
lam ngheo té bao T (PBMC; 7 x 10/16) duge thu tr ba tinh nguyén vién cling dugc
sir dung 1am chit kich thich. P& lam déi ching dm (NC), t& bao lach ctia chudt nhit
duoc lam giéng ngudi ma khong trai qua su ghép ddo Langerhans dugc kich thich
bang dao Langerhans & lon va sir dung cho dép ung khang dao Langerhans. Nguoc
lai, t& bao lach cta chudt nhit dugc ghép duge nudi cdy ving mit khang nguyén
kich thich duoc stt dung cho dap ting khang-PBMC khéc loai va khang-KLH. Sau
khi nu6i cdy 40-gio, té bao dugce loai bo, va dia duge rira ndm lan bing PBS (200
ul/18). Khéng thé phat hién dugc két hop phosphataza kiém dugc pha lodng & do pha

loding 1:200 hodc 1:1.000 1an lugt dbi vé6i IL-2 hoac IFN-y, trong 100 pl PBS chira
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0,5% huyét thanh thai bo sau d6 dugc thém vao va duogc u trong thoi gian 2 gio &
nhiét do trong phong. Cac dia nay dugc rira nam lan bang PBS, va 100 pl chét nén
BCIP/NBP dugc thém vao. Dung phat trién mau séc bang cach ria bang nudc may.
Pém céc didm thu duoc trén hé théng doc AID EliSpot ¢6 su hd trg cia may vi tinh
(AID, Strassberg, Germany). Khi tong sb té bao lach cua chudt nhit dbi chimg dugce
kich thich bing dao Langerhans & lon, sb luong déng ké té bao T tiét [L-2-va IFN-y
duge phat hién (FIG. 6, bén trai). Nguoc lai, té bao T tiét IL-2-va IFN-y khong duoc
phat hién & chudt nhét dugc didu tri bing MD-3, thé hi¢n sy (e ché hoan toan clia
dap ung té bao T ddi v6i khang nguyén ghép khac loai. Tuy nhién, trong hé thng
nay, dap Ung t& bao T dbi véi PBMC khéc loai ctia ngudi c6 thé so sanh duge voi
dap tng té bao T cua dbi chung (FIG. 6, & gifta). Dit liéu nay cho thdy rang tinh
khong nhay cua té bao T phan &4nh cam Gng dung nap, ddc hi¢u d6i v6i khang
nguyén dao Langerhans ¢ lon. Cam Ung dung nap té bao T dac hiéu khang nguyén
con duge chimg minh bang thach thire in vivo v6i cac khang nguyén khong lién
quan. Vao ngay 28 sau khi cdy, khi MD-3 dugc thanh thai hoan toan, chudt nhat
duoc gdy mién dich bang khang nguyén KLH hoa tan. Hai tudn sau, sd luong té bao
T dic hiéu KLH duogc danh gid trong thir nghiém ELISPOT. Nhu duoc thé hién trén
FIG. 6 (bén phai), té bao T thu duoc tir chudt nhit duge diéu tri bang MD-3 thé hién
dap tng bing nd khang KLH v& s lugng té bao san xuét [FN-y va IL-2. Céc dit liéu
nay cho thay viéc st dung MD-3 gy cam Gng dung nap té bao T khang dic hiéu

khang nguyén dao Langerhans ghép.
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé don dong MD-3 duoc thiét ké duge san xuét boi té bao lai
duoc ndp luu co sb ndp luu la KCLRF-BP-00264.
2. Khang thé don dong lién két voi ICAM-1 ciia ngudi bao gom chudi nang
va chudi nhe, chudi ning chra ba ving quyét dinh bd thé (CDR) tir chudi ning
ctia khéng thé don dong MD-3 thiét ké duge san xut bdi té bao lai dugc ndp luu
¢6 s6 nop luu 1a KCLRF-BP-00264 va chudi nhe chita ba CDR tir chudi nhe ciia
khang thé don dong MD-3 thiét ké duoc san xut boi té bao lai duoc ndp luu cd
s6 nop luu 1a KCLRF-BP-00264.
3 Khang thé theo diém 2, trong d6 khang thé nay la dang kham hodc dang
duge lam gibng ngudi.
4, Té bao lai duge nop luu c6 s6 ndp luu 1a KCLRF-BP-00264.
5. Dugc pham chita khéng thé don dong theo diém bét ky trong s6 céac diém
tir 1 dén 3.
6. Dugc pham theo diém 5, trong d6 khang thé don dong la & dang dugc

phan lap.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3A
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FIG. 3B
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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