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Linh vuc k¥ thuat duoc dé cap

Sang ch€ dé cap dén cdc phan ti gan két khang nguyén (ABM). Theo cic
phuong dn déc biét, sing ch€ dé cap dén cdc khéng thé tdi t hop don dong, bao gom
cdc khang thé dang kham, dong vat linh truéng hoac nhén tinh hod dac hiéu d6i véi
CD20 6 nguoi. Ngoai ra, sang ch& con dé cap dén céc phan tir axit nucleic ma ho4
cdc ABM nay, va cdc vat truyén va cic t& bio chii chifa c4c phan tir axit nucleic dé.
Séng ché& con d€ cap dén cic phuong phép dé tao ra cdc ABM theo sang ché, va dén
cdc phuong phdp sir dung cdic ABM nay dé diéu tri bénh. Ngoai ra, sing ché dé cap
dén cic ABM v6i qué trinh glycozyl hod cdi bién c6 céc dic tinh diéu tri dugc cai

thién, bao goém c4c khang thé c6 gin két thu thé Fc tang va chic ning tédc dong tang.
Tinh trang k¥ thuat cia sang ché
Hé mién dich va khang thé khang CD20

Hé mién dich cia dong vat c6 xuong song, ké cd ngudi, gdbm cé mot s6 co
quan va cdc nhém t€ bao, tao ra su nhan biét, gan két va pha huy cac vi sinh vt la
xam chi€ém mot cich chinh x4c va cu thé ("c4c khéng thé"). Cic lympho bio 14 4c
tinh d6i v6i chiic nang chinh ctia hé mién dich. Cic t€ bao nay dugc tao ra trong tuy
tuyén tc, lach va xuong (trudng thanh) va chi€m khoang 30% téng cic t& bao mau
trang c6 mat trong hé tudn hoan cia ngudi trudng thanh. C6 hai quan thé phu lympho
bao chinh: cic t€ bao T va céc t€ bao B. Cic t& bao T c¢6 thé ddp ting d6i véi tinh
mién dich do t&€ bao gay ra, trong khi cdc t€ bao B ¢6 thé dép tng d6i véi qua trinh
tao ra khang thé (tinh mién dich thé dich). Tuy nhién, trong d4p ting mién dich thong
thuong, chifc nang cua cédc t€ bao T va té€ bao B phu thudc 14n nhau: c4c t€ bao T

dugc hoat hod néu thu thé t& bao T gén két véi cdc phan ctia khang thé dugc lién két



28373

V6i cdc glycoprotein phiic hé phit hgp t6 chitc chinh ("MHC") trén bé mat cia t& bio
¢6 trong khang thé; qud trinh hoat hod nay tao ra su giai phéng cic chét trung gian
sinh hoc ("céc intolokin"), cac chit nay kich thich cic t€ bao B biét hod va tao ra cic

khang thé ("cac globulin mién dich") chong lai khdng nguyén.

Mbi t&€ bao B trong vat chli biéu hién khéng thé clia mot loai dic biét va tinh
dac hiéu, cic t& bao B khéc nhau biéu hién cdc khang thé dic hiéu d6i v6i cac khang
nguyén khac nhau. Qué trinh ting sinh t€ bao B va qué trinh tao ra khdng thé 1am
mat tic dung do phan tUng vé6i khdng nguyén la, va ca hai thudng ngimg (hoic vé co
ban giam) khi khang nguyén la dugc trung hoa. Tuy nhién, doi khi qué trinh tang
sinh cla t€ bao B dac biét s€ tiép tuc khong yé&u di; qud trinh ting sinh niy c6 thé

gdy ra ung thu c6 lién quan dén "u lympho t&€ bao B".

C4 hai loai t€ bao T va t& bao B déu chia cdc protein bé mit t&€ bao c6 thé duoc
st dung 1am “cdc gen dénh d4u” d€ biét hod va nhan dang. Mot loai gen d4nh d4u t&
bio B & nguoi nay la khdng nguyén biét hoa gidi han lympho bao Bp35, dugc dé cap
dén 1a "CD20". CD20 dugc biéu hién trong qué trinh phét trién tién t&€ bao sém va
con lai cho t6i qua trinh biét hoa t€ bao plasma. Dic biét, phan tir CD20 c6 thé diéu
chinh budc trong quy trinh hoat hod cén thiét cho qu4 trinh khéi ddu va biét hoat cia
chu trinh t€ bao va thudng dugc bi€u hién & cdc miic rit cao déi véi cic t€ bao ung
thu B ("u"). Vi CD20 c¢6 mat & cdc mic cao d6i véi cac t&€ bao "ung thu" B, nghia I3,
céc t& bao B ma qua trinh tang sinh khong suy gidm ctia n6 c6 thé tao ra u lympho t&
bao B, khang nguyén bé mat CD20 c6 kha nang st dung 1am dich dé nham dich dén
cac u lympho t€ bao B.

Vé thuc chat, qud trinh nhim dich nay c6 thé khdi quit hod nhu sau: céc
khang thé dic hiéu doi v6i khdng nguyén bé miat CD20 clia cic t€ bao B dugc dua
vao ngudi bénh, bing cich tiém truyén chiang han. Céc khang thé khang CD20 nay
gan két dic hiéu voi khdng nguyén bé mat t&€ bao CD20 ctia (bé ngoai) ca cic t& bao

-binh thudng va cdc t&€ bao 4c tinh B; khang thé khdng CD20 gin két véi khz’lhg
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nguyén bé mat CD20 tiéu diét va 1am suy kiét cdc t€ bao khoi u. Ngoai ra, cdc chat
hod hoc hodc cac chat danh dau phéng xa c6 kha nﬁng pha huy khéi u c6 thé dugc
két hop véi khdng thé khang CD20 sao cho chat nay dugc “phan phdi" dic biét t6i, vi
- du cdc t€ bao khai u B. Bit ké phuong phdp nao, muc tiéu quan trong nhat 13 ph4 huy
khéi u: phuong phép dic hiéu c6 thé dugc x4c dinh bdi khéng thé khang CD20 dic
biét dugc st dung va vi vay cdc phuong phép c6 thé st dung duoc ti€p can dich
khéng nguyén CD20 c6 thé thay déi nhiéu. |

Cic khang thé don dong khong lién két (mAb) c6 thé duge sit dung dé diéu tri
bénh ung thu, nhu duogc giai thich béi US. Food and Drug
Administration's approval of Rituximab (Rituxan™; IDEC Pharmaceuticals, San
Diego, CA, and Genentech Inc., San Francisco, CA), dé diéu tri u lympho khong
Hodgkin c6 nang hoic loai thip, € bio B duong tinh CD20,
Trastuzumab (Herceptin™; Genentech Inc,) dé diéu tri ung thu vi sém (Grillo-
Lopez, A.-J., et al, Semin. OtiéoL 26:66-73 (1999); Goldenberg, M. M., Clin. Ther.
21:309-18 (1999)), Gemtuzumab (Mylotarg™, Celltech/ Wyeth-Ayerst), dé diéu tri
benh bach cdu tuy xuong cdp tinh tdi phdt, vd Alemtuzumab (CAMPATH™,
Millenium Pharmaceuticals/Schering AG) dé diéu tri bénh bach cdu lympho bao man
tinh t€ bao B. Thanh cong cla cdc san phdm nay khong chi dua vao hiéu luc cha
ching ma con dua vao céc tinh chit an toan néi bat clia chiing (Grillo-Lopez, A.-J.,
et al., Semin. Oncol. 26: 66-73 (1999); Goldenberg, M.M., Clin. Ther. 21:309-
18(1999)). Bt ké céc cac két qua da dat dugc clia cdc thude nay, hién nay van c6 su
quan tam 16n dé thu duoc hoz_i’; tinh clia khang thé dac hiéu cao hon hoat tinh thudng
dugc cung cdp bang phuong phdp diéu tri khong két hop mAb. Khing thé don dong
& chuot, B-Lyl, 1a khing thé khéc dac hiéu di biét d6i véi CD20 cha ngudi
(Poppema, S. and Visser, L., Biotest Bulletin 3:131-139 (1987)).

Cac két qua cia mot s6 nghién ciu da goi ra ring céc co ch€ phu thudc-thu
thé-Fc vé co ban gép phan vao hoat dong clia c4c khang thé gay doc t&€ bao chong lai

khoi u va ching t6 ring khéng thé t6t nhét chong lai cdc khéi u s& gin két t6t hon
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v6i c4c thu thé hoat hoa Fc va t6i thiéu v6i d6i tac e ché FcyRIIB. (Clynes, R. A., et
al., Nature Medicine 6 (4): 443-446 (2000); Kalergis, A. M., and Ravetch, J. V., J.
Exp. Med. 195 (12): 1653-1659 (June 2002). Vi du, cac két qua cua .it nhat mot
nghién cttu goi ¥ ring déc biét thu thé FeyRIIla cé lién quan chic chin dén hiéu luc
ctia phuong phdp diéu tri bang khéng thé. (Cartron, G., et al., Blood 99 (3): 754-757
(February 2002)). Nghién citu niy ching t4 ring cdc bénh nhan nay c6 déng hop tir
doi véi FeyRIIa c6 dép tng tot hon Rituximab hon cac bénh nhan ¢6 di hop tir. Cac
tic gia két luan rang ddp ving t6t hon vi gan két in vivo t6t hon cta khéng thé véi
~ FcyRlIIIa, né tao ra hoat tinh ADCC tot hon chong lai cac t€ bao u lympho (Cartron,
G., et al., Blood 99 (3): 754-757 (thang 2 nam 2002)).

D3 biét cdc c6 ging khdc nhim vao khz’mg nguyén bé mat CD20. Khéng thé
don dong chuot (chuot) 1F5 (khdng thé khang CD20) dugc tao ra theo nhu dé cap
bang cdch tiém truyén trong tinh mach lién tuc t6i cdc bénh nhan c6 u lymphd t€ bao
B. Cic miic rdt cao (>2g) 1F5 can dén nhu dé cap dé 1am suy yéu cac t€ bao khéi u
tudn hoan, va cdc két qui dugc mo tAd nhu 13 “chuyén ti€p" bdi Press et al.,
"Monoclonal Antibody 1F5 (Anti-CD20) Serotherapy of Human B-Cell
Lymphomas." Blood 69/2: 584-591 (1987). Véan dé c6 thé xay ra véi phuong phap
ndy 1a cdc khang thé don dong khong phai ngudi (vi du, cdc khidng thé don dong &
chuot) thudng khong cé chat tic dong & ngudi theo chitc ning, nghia 13, chiing
khong thé to, ngoai nhitng cdi khdc, gay ra sy phan gidi phu thuoc bd sung hoic 1am
tan céc t€ bao dich & ngudi nho tinh gay doc t€ bao phu thudc khang thé hoic su thuc
bao gay ra boi thu thé Fc. Ngoai ra, cdc khang thé don dong khong phai clia ngudi c6
thé dugc nhan biét boi vat chli & ngudi nhu protein la; vi vay, viéc lap lai cdc qud
trinh tiém truyén cdc khéng thé ndy c6 thé gay ra su cam tng clia cic dp ting mién
dich din dén céc phan ting qua man c6 hai. D6i v6i cac khang thé don dong tir chudt,
n6 thudng duge dé cap t6i nhu 1a ddp Gng khéng thé khéng chuot & ngudi (Human
Anti-Mouse Antibody), hoac ddp tng "HAMA". Ngoai ra, cidc khang thé "la" c6 thé
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bi tdn cong bdi hé mién dich cua vat cht dén miic, trong thuc t&, chiing bi trung hoa

tru6e khi ching di t6i diém dich cha chiing.

Phuong phdp khic nham cai thién kha nang cla cdc khdng thé don dong &
chuot dé c6 tac dung diéu tri céc rdi loan € bao B dugc két hop chit danh d4u phéng
xa hodc doc t6 véi khang thé dén mic chat ddnh ddu hodc doc t6 dugc dinh vi & vi tri
khoéi u. Vi du, khang thé 1F5 dé cap ¢ trén dugc "ddnh d4u" bing iot-131 ("*'I") va -
dugc danh gia theo nhu dé cap d6i vé6i su phan bd sinh hoc & hai bénh nhan. Xem tai
liéu Eary, J. F. et al., "Imaging and Treatment of B-Cell Lymphoma" J. Nuc. Med.
31/8: 1257-1268 (1990); ciing xem tai liéu, Press, O. W. et al.,"Treatment of
Refractory Non-Hodgkin's Lymphoma with Radiolabeled MB-1 (Anti-CD37)
Antibody" J. Clin. Onc. 7/8: 1027-1038 (1989) (ching t6 ring mot ngudi bénh diéu
tri bang IF-5 ddnh ddu bang 1 da dat duoc "d4p ung khong hoan chinh");
Goldenberg, D. M. et al., "Targeting, Dosimetry and Radioimmunotherapy of B-Cell
Lymphomas with Iodine-131-Labeled LL2 Monoclonal Antibody" Clin. Onc. 9/4:
548-564 (1991) (ba trong s6 tdm ngudi bénh tiém truyén nhiéu l1an duoc dé cap c6
phit trién ddp tng HAMA); Appelbaum, F. R. "Radiolabeled Monoclonal
Antibodies in the Treatment of Non-Hodgkin's Lymphofna" Hem./Onc. Clinics of N.
A. 5/5: 1013-1025 (1991) (review article); Press, O. W. et al "Radiolabeled-
Antibody Therapyof B-Cell Lymphoma with Autologous Bone Marrow Support"
New England J. Med. 329/17: 1219-12223 (1993) (khdng thé khdng CD20 IF5 duoc
danh ddu bang iot-131 va B1); va Kaminski, M. G. et al "Radioimmunotherapy of B-
Cell Lymphoma with *'I Anti-B1 (Anti-CD20) Antibody" New England J. Med.
329/7 (1993) (khéng thé khang CD20 Bl dugc d4nh ddu bing iot-131; sau day la
"Kaminski"). Cic doc t6 (nghia 13, cdc tdc nhan di€u tri bang hod chat nhu
doxorubicin hodc mitomycin C) ciing dugc két hop véi cac khang thé. Vi du, xem
cong bo don PCT s6 WO 92/07466 (cong bo ngay 14/5/1992).

Cdc khang thé dang khdm chiia cdc phan khéng thé tir hai hodc nhiéu loai

khac nhau (vi du chudt va ngudi) dugc phat trién nhu 1a su lua chon dé “lién két” cac
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khang thé. Vi du, Liu, A. Y. et al, “Production of Mouse-Human Chimeric
Monoclonal Antibody to CD20 with Potent Fc-Dependent Biologic Activity” J.
Immun. 139/10:3521-3526 (1987), mo ta khdng thé dang khdm chudt/ngudi truc tiép
chong lai khdng nguyén CD20. Ciing xem, cong bd PCT s6 WO 88/04936. Vi du,
rituximab (RITUXAN®, khéng thé, khang CD20 dang khim da dugc chdp nhan dé
diéu tri u lympho khong Hodgkin.

Dua vao biéu hién ctia CD20 béi cdc u lympho t€ bao B, khang nguyén nay c6
thé dugc st dung dé 1am “dich” ctia u lympho nay. Thuc chat, dich nay c6 thé duoc
- khéi qudt hod nhu sau: cdc khang thé dic hiéu d6i v6i khang nguyén bé mat CD20
trén cac t€ bao B dugc dua cung cap cho nguoi bénh. Cédc khéng thé khang CD20 nay
gan két dac hiéu véi khang nguyén CD20 cta (bé ngoai) ca c4c t€ bao binh thudng
va céc t€ bao 4c tinh B va khdng thé gén két v6i CD20 trén bé mait t&€ bao tiéu diét va
lam suy kiét c4c t&€ bao tao u B. Ngoai ra, cic chat hod hoc hodc cdc chat danh ddu
phéng xa c6 thé dugc gin truc tié€p hodc gidn tiép v6i khang thé khang CD20 dén
muc tic nhﬁn dugc “phan phéi” chon loc t6i céc t€ bao B biéu hién khdng nguyén
CD20. Véi ca hai phuong phdp nay, muc ti€u quan trong nhét 12 phd huy khéi u.
Phuong phdp dac hiéu s€ tuy thudc vao khang thé khang CD20 dic biét duoc sir
- dung. Vi vay, s& 12 hién nhién 12 cdc phuong phdp khic nhau dé dat duoc khang
nguyén CD20 c6 thé thay d8i nhiéu.

Khéng thé rituximab (RITUXANO) 1a ving khong d6i dang kham chuot véi
gamma 1 & ngudi nhd k¥ thuat di truyén chita khang thé don dong truc ti€p chong lai
khang nguyén CD20 & ngudi. Khang thé dang kham nay chia cic ving khong ddi
gamma 1 & nguoi va dugc nhan biét bang tén "C2B8" trong patent M¥ s6 5,736, 137
(Andersen et. al.) cdp ngay 17 thang 4, 1998, cho IDEC Pharmaceuticals
Corporation. RITUXAN® dugc chdp nhan d€ diéu tri cho cdc bénh nhan bi t4i phat
hodc khic xa u lympho khong Hodgkin t€ bao B, duong tinh CD20, c6 nang hoic
loai thap. Co ch€ cua cdc nghién citu hoat dong in vitro ching t6 raing RITUXAN cé
tinh gay doc t€ bao phu thuoc - thé bd khuyét ngudi (CDC) (Reff et. al, Blood 83 (2):
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435-445 (1994)). Ngoai ra, n6 c6 hoat tinh ding ké trong céc thit nghiém x4c dinh
tinh gay doc t&€ bao phu thuoc khiang thé (ADCC). RITUXAN duogc chitng minh c6
hoat tinh chdéng tang sinh trong cac thit nghiém két hop thYmidin va c6 kha nang hé_m
ché truc ti€p gay chét t€ bao, trong khi cic khang thé CD20 thi khong (Maloney et
~ al., Blood 88 (10): 637a (1996).

Glycozyl hod khdng thé

Thanh phén oligosacarit c6 thé tdic dong 16n dén céc tinh chat c6 lién quan dén
‘hiéu ctia glycoprotein diéu tri bénh, bao goém tinh dn dinh vat 1y, khdng lai su tan
cong cua proteaza, twong tic vGi hé mién dich, tinh dong dugc hoc, va hoat tinh sinh
hoc dic hiéu. Cac tinh chat nay c6 thé khong chi phu thudc vao su c6 mit hodc thiéu,
ma con phu thudc vao cac ciu triic dac hiéu cua oligosacarit. Mot s6 khai quat hoa
gifta cdu tric oligosacarit va chitc nang glycoprotein ¢6 thé dugc tao ra. Vi du, mot
s cau tric oligosacarit gy ra su thanh thai nhanh cta glycoprotein tir dong may nh&
tuong tdc v6i cac protein géﬁ két carbohydrat dac hiéu, trong khi cic cic ciu tric
khéc c6 thé dugc gin két bing céc khang thé va khdi dong céc phéan ing mién dich
khong mong muén (Jenkins et al., Nature Biotechnbl.v 14: 975-81 (1996)).

Céc t&€ bao clia dong vat c¢6 vi 1a cdc t€ bao chi dugc wu tién dé tao ra
glycoprotein di€u tri bénh, do kha nang glycozyl hod céc protein cla chiing trong
dang twong thich nhat dé ing dung & ngudi (Cumming et al., Glycobiology 1:115-30
(1991); Jenkins et al., Nature Bioteclanol. 14: 975-81 (1996)). Vi khu4n rat hi€ém khi
glycozyl hoa cic protein, va nhu cac loai vat chu thong thuong khac, nhu ndm men,
nidm dang sgi, cac t€ bao con trung va thuc vat, viéc tao ra cic mau glycozyl hoa cé
lién quan dén hé s6 thanh thai nhanh khoi dong mau, cic tuong tic mién dich khong
mong mudn, va trong mot s6 truong hop dac biét, lam giam hoat tinh sinh hoc.
Trong s6 cic t€ bao dong vat c6 vii, cac t€ bao budng tring chudt dong Trung Quéc
(CHO) thudng dugc sit dung nhat trong hai thap ky cu6i. Ngoai cdc mau glycozyl
hod thich hgp da néu, cc t€ bao d6 cho phép su hinh thanh thich hop cta cac dong t&€
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bao sinh san vo tinh c6 kha nang phat trién cao, én dinh vé mit di truyén. Ching c6
thé dugc nudi cdy véi cdc mat do cao trong céc 10 phan ting sinh hoc don gian st

dung moi truong khong chira huyét thénh, va cho phép trién khai cdc quy trinh sinh

hoc an toan va c6 thé tdi san xudt. C4c t& bao dong vat thudng duoc sir dung khic

bao gbém cdc t€ bao than chudt dong mdi dé (BHK), cic t€ bao u tuy chuot NSO va

SP2/0. M6i day, qua trinh san xuat tir cdc dong vat chuyén gen ciing duoc thir

nghiém (Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14:975-81 (1996)).

‘T4t ca cdc khdng thé chifa cac cdu tric carbohydrat & céc vi tri bao toan trong
céc ving khong bién déi chudi ning, véi mébi kiu tuong duong cé su sip xé&p cic
céu carbohydrat lién két N khéc biét, thay déi do tdc dong 6 hoat tinh quan tu, tiét
xuét hodc chitc nang clia protein. (Wright, A., and Morrison, S. L., Trends _Biotech.
15: 26-32 (1997) ). C4u trc cla carbohydrat lien két N gén vao c6 thé thayJ doi
nhiéu, tuy thudc vao mic do xit 1y, va cé thé bao gérh mannoza cao, da nhanh cling
nhu oligosacarit phitc hé hai rau. (Wright, A., and Morrison, S. L., Trends Biotech.
15:26-32 (1997)). Thong thudng, c¢6 quy trinh khong tuong dong cla céc céu tric
oligosacarit nhan gén & vi tri glycozyl hod dic biét dén miic c4c khdng thé don dong
ton tai duGi dang da glycd. Tuong tu, da chitng minh dugc rang cdc khac biét chinh
trong qud trinh glycozyl hod khéng thé xuat hién gifta cdc dong t€ bao, va tham chi
cac khac biét nho ciing dugc thiy d6i v6i su sinh trudng clia dong t€ bao da néu
trong cac diéu kién nuoi cdy khac nhau (Lifely, M. R. et al., Glycobiology 5 (8):813-
22 (1995)).

Mot cach dé dat dugc mifc ting 16n vé tiém ning, trong khi duy tri quy trinh
san xuét don gian va trinh mot cach hitu hiéu cac tdc dung phu khong mong mudn,
dang ké, 1a ting cudng cdc chiic ning tu nhién cta chat tdc dong do t€ bao gay ra cia
cic khing thé don dong bing cich xu 15’/ thanh phan oligosacarit nhu dugc moé ta
trong Umana, P. et al.,, Nature Biotechraol. 17:176-180 (1999) va patent My s
6,602,684, tat ca ndi dung clia ching duqé dua vao day bang cdch vién dan toan bo.

Céc khang thé typ IgGl, cic khang thé thudng dugc nhét trong liéu phap diéu tri ung
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thu bang mién dich, 12 cdc glycoprotein ¢6 vi tri glycozyl hod lién két N & Asn297
'trong modi ving CH2. Hai oligosacarit ¢6 rau doi phiic hgp gén v6i Asn297 bi gidu
gitta cac ving CH2, tao ra cic vung tiép xic mé rong véi khung chinh polypeptit, va
© su ¢6 mat cla ching 1a c4n thiét d6i v6i khéng thé dé tao ra cdc chic ning tdc dong
nhu tinh gay doc t€ bao phu thuoc khing thé (ADCC) (Lifely, M. R., et al.,
Glycobiology 5: 813-822 (1995); Jefferis, R., et al., Immunol Rev. 163: 59-76
(1998); Wright, A. and Morrison, S. L., Trends Biotechnol. 15:26-32 (1997)).

Cic tdc gia sdng ché tru6c d6 da cho thdy rang biéu hién qué mic & cic t€ bao
budbng tring chudét dong Trung Quoc (CHO) chia B(1,4)-N-
axetylglucosaminyltransferaza III ("GnTIII"), glycosyltransferaza xdc tic qud trinh
hinh thanh céc oligosacarit chia doi, lam tang ddng ké hoat tinh in vitro ADCC cta
khang thé don dong thé khiam khing u nguyén bao than kinh (chCE7) dugc tao ra
bdi cic t&€ bao CHO duqé xt 1y. (Xem Umana, P. et al., Nature Biotechnol. 17: 176-
180 (1999); va Cong bs don quoc t&€ s6 WO 99/54342, toan bd nodi dung cua ching
duoc dua vao day bang cich vién din). Khang thé chCE7 thuoc loai mAb khong két
hop 16n ¢6 tinh dac hiéu va &i luc v6i khéi u 16n, nhung c6 qué it kha nang dé st
dung 1am sang néu dugc tao ra trong cdc dong t€ bao cong nghiép chudn thi€u enzym
GnTHI (Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17: 176-180 (1999) ). Nghién ctru nay
trudc tién dé€ ching to ring su gia ting hoat tinh ADCC 16n c6 thé dat dugc bing
cach xit 1y cdc t€ bao tao ra bang khang thé dé biéu hién GnTIII, né cling 1am tang ty
lé oligosacarit tdch doi c6 lién quan dén vang khong déi (Fc), ké ca oligosacarit
khong fucosyl hod, tdich d6i, cdc mic nay duoc thdy & cdc khang thé xudt hién tu

nhién.

Van cin ¢6 cdc phuong phdp di€u tri ting cudng nham vao khdng nguyén
CD20 dé diéu tri u lympho t€ bao B & dong vat linh trudng, bao gébm, nhung khong

gi6i han &, nguoi.
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Ban chat ky thuat ctia sing ché

D3 nhan ra kha nang diéu tri rat 6t cha céc phan tlr gan két khdng nguyén
(ABM: antigen-binding molecule) 1a c¢6 tinh dac hiéu gin két clia khang thé B-Lyl va
duoc xtt 1y bing glyco d€ tang cudng 4i luc gan két thu thé Fc va chiic ning téc
dong, céc tic gia sang ché da trién khai phuong phap dé tao ra cic ABM nay. Ngoai
| ra, phuong phap nay con bao gébm viéc tao ra cic kﬁéng thé dang kham, tdi té'hqp
hodc cdc doan kham cta chiing. Tdc dung clia cdc ABM con dugc ting cudng bing

cdch xtt 1§ profin qua trinh glycozyl hod ctia ving khéng thé Fc.

Vi vay, theo mot khia canh, sing ch€ dé cap dén polynucleotit phén lap chita:

| ~ (a) trinh tu dugc chon tir nhém géom c6 SEQ IDNO:5, SEQ ID NO:6 va SEQ IDNO:7

(CDRs Vy,); (b) trinh tu dugc chon tir nhém gém c6 SEQ ID NO:21, SEQ IDNO:22
va SEQ ID NO:23. (CDRs Vy,); va SEQ ID NO:24. Theo mot khia canh khéc, sing
ché dé cap dén polynucleotit phan lap chita SEQ IDNO:8, SEQID NO:9 va SEQ ID
- NO:10. (CDRs V). Theo mot phuong an, polynucleotit bat ky trong s6 cac
polynucledtit rﬁﬁ hoé polypeptit thé dung hop. |

Theo mot khia canh, sdng ché€ dé cap dén polynucleotit phan 14p chita SEQ ID
- No:3. Theo mot khia canh khic, sang ch& dé cap dén polynucleotit phan lap chia
SEQ ID No:4. Theo mot khia canh khéc nita, sing ché dé cap dén polynucleotit phan
1ap chita trinh tu duoc chon tit nhém goém cé SEQ ID No:29; SEQ ID No:31; SEQ ID
No:33; SEQ ID No:35; SEQ ID No:37; SEQ ID No:39; SEQ ID No:41; SEQ ID
No:43; SEQ ID No: 45; SEQ ID No: 47; SEQ ID No:49; SEQ ID No:51; SEQ ID
No:53; SEQ ID No: 55; SEQ ID No:57; SEQ ID No:59; SEQ ID No:61; SEQ ID
No:63; SEQ ID No:65; SEQ ID No:67; SEQ ID No:69; va SEQ ID No:71. Theo mot
khia canh, sdng ch& dé cap dén polynucleotit phan lap chita SEQ ID No:75. Theo

mot phu’o‘ng.én, céc polynucleotit ndy ma ho4 céc polypeptit thé dung hop.

Sang ché ciing dé cap dén polynucleotit phan 1ap chda trinh tu ¢6 do tuong
déng it nhat 1a 80% v6i SEQ ID NO:3, trong d6 polynucleotit phan 1ap nay ma hoa
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polypeptit thé dung hop. Theo mot khia canh nita, sing ché& dé cap dén polynucleotit
phan lap chita trinh tu c6 d6 tuong dong it nhat 1a 80% véi SEQ ID NO:4, trong dé6
polynucleotit phan 14p nay ma hod polypeptit thé dung hop. Sdng ché€ con dé cap dén
polynucleotit phan 1ap chita trinh tu c6 do twong dong it nhat 1a 80% véi trinh tu
duoc chon tir nhém gom cé SEQ ID No:29; SEQ ID N0;31; SEQ ID No:33; SEQID
No: 35; SEQID No:37; SEQ ID No:39; SEQ ID No:41; SEQID No:43; SEQ ID
No:45; SEQ ID No:47; SEQID No:49; SEQID No:51; SEQ ID No:53; SEQ ID
No:55; SEQID No:57; SEQ ID No:59; SEQ ID No:61; SEQ ID No:63; SEQ ID
No:65; SEQ ID No:67; SEQID No:69; va SEQ ID No:71, trong dé polynucleotit
phan 1ap ndy ma hoa polypeptit thé dung hgp. Theo mot khia canh khdc nita, sang
ché& con dé cap dén polynucleotit phan 1ap chita trinh tu c6 do tuong dong it nhit 1a
80% v6i SEQ ID NO:75, trong d6 polynucleotit phan 1ap ma ho4 polypeptit thé dung
hop. '

Séng ché con dé cap dén polynucleotit chita SEQ ID NO:11 (toan bo chudi
nang), hoac dén cac polynucleotit c dif) tuong dong 1a 80%, 85%, 90%, 95% hoic
99% v6i SEQ ID NO:11. Sdng ché€ ciing dé cap dén polynucleotit chita SEQ ID
NO:12 (toan bo chudi nhe), hoac dén cic polynucleotit ¢6 do tuong dong 1a 80%,
85%, 90%, 95% hoac 99% vé6i SEQ ID NO:12. |

Sdng ché€ ciing dé cap dén polynucleotit phan 1ap ma hod polypeptit dang
kham c6 trinh tu SEQ ID No:1. Theo mot phuong an, polynucleotit chia trinh tu ma
hod polypeptit c6 trinh toe SEQ ID No:1; va trinh ty ma hoa polypeptit c6 trinh tu clia
viing khéng thé Fc, hodc doan ctia chiing, tir cdc loai khdc chudt. Sang ché ciing dé
cap dén polynucleotit phan 14p ma hoa polypeptit dang kham c6 trinh tur dugc chon
tr nhém goém c6 SEQ ID No:30; SEQ ID No:32; SEQ ID No:34; SEQ ID No:36;
SEQ ID No:38; SEQ ID No:40; SEQ ID No:42; SEQ ID No:44; SEQID No:46; SEQ
ID No: 48; SEQ ID No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID No:54; SEQ ID No:56; SEQ ID
No:58; SEQ ID No:60; SEQ ID No:62; SEQ ID No:64; SEQ ID No:66;
SEQ ID No:68; SEQ ID No:70; va SEQ ID No:72. Theo mot phuong an,
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polynucleotit chita trinh tuw ma hod polypeptit cé trinh tu dugc chc_ni tir nhém gém cé
SEQ ID No:30; SEQID No:32; SEQ ID No:34; SEQ ID No:36; SEQ ID No:38; SEQ
ID No:40; SEQ ID No:42; SEQ ID No:44; SEQ ID No:46; SEQ ID No:48; SEQ ID
No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID No:54; SEQ ID No: 56; SEQ ID No:58; SEQ ID
No:60; SEQ ID No:62; SEQ ID No:64; SEQ ID N6:66; SEQ ID No:68; SEQ ID
No:70; va SEQ ID No:72; va trinh tu ma hoa polypeptit cé trinh tu ctia ving khang

thé Fc, hodc mot doan clia chiing, tir loai khac chudt.

~ Theo mot khia canh khéc nita, sing ch& dé cap dén polynucleotit phan lap ma
~ hod polypeptit dang khiam c6 trinh tu SEQ ID No:2. Theo mot phuong 4n,
polynucleotit chia trinh tu ma hod polypeptit c6 trinh tu SEQ ID No:2; va trinh tu ma
hod polypeptit c6 trinh ty cia ving khang thé Fc, hodc mot doan clia chiing, tir loai
khac chudt. Theo mot khia canh khéac, sang ch€ dé cap dén nucleotit phan 14p ma hod
polypeptit dang kham c6 trinh tu SEQ ID No:776.v Theo mot phuong 4n, polynucleotit
- chira trinh tu ma hod polypeptit c6 trinh tu SEQ ID N0:76; va trinh ty ma hod
polypeptit ¢6 trinh tu clia ving khdng thé Fc, hodc mot doan clia ching, tir loai khac

chuot.

Sang ch€ cling dé cap dén polynucleotit phan 1ap chita trinh tu ma hod
polypeptit c6 ving Vy; ctia khdng thé chuot B-Lyl, hodc c4c bién thé chitc ning clia
ching, va trinh tu ma hod polypeptit ¢6 trinh tu ctia ving khéng thé Fc, hoic mot
doan ctia ching, tir loai khac chudt. Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén
polynucleotit phan 1ap chda trinh tu ma hod polypeptit c6 ving V; ctia khdng thé
chuot B-Lyl, hodc céc bién thé chic ning clia ching, va trinh tuy ma hoa polypeptit

c6 trinh tu clia ving khdng thé Fc, hodc mot doan ctia ching, tir loai khac chuot.

Séng ch€ con dé cap dén vat truyén bi€u hién chia polynucleotit phan lap bat
ky trong s6 cac polynucleotit phan 1ap mé ta & trén, va dén t€ bao chu chda vat
truyén biéu hién ndy. Theo mot khia canh, sdng ché dé cap dén t€ bao chli chita

polynucleotit phan 14p bat ky trong s6 cac polynucleotit phan 1ap mo ta & trén.
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Theo mot khia canh, sdng ché' dé cap dén polypeptit phan lap chita: (a) trinh tu
dugc chon tﬁ nhém gém c6: SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16 va SEQ ID NO:17.
(CDRs VH_I); (b) trinh ty dugc chon tr nhém gom c6: SEQ ID NO:25, SEQ ID
NO:26 va SEQ ID NO:27 (CDRs Vy,); va SEQ ID NO:28, trong d6 polypeptit nay la
polypeptit thé dung hop. Theo mot khia canh, sing ch& dé cap dén polypeptit phan
lap chia SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19 va SEQ ID NO:20 (CDRs V,), trong d6
polypeptit nay 1a polypeptit thé dung hop.

Sdng ché ciing dé cap dén polypeptit dang kham chita trinh tw SEQ ID NO:1
hodc bién thé ctia chiing. Séng ch& con dé cap dén polypeptit dang kham chia trinh
ty SEQ ID NO:2 hoic bién thé clia ching. Theo mot phuong 4n, polypeptit bat ky
trong sO cac polypeptit con chita ving Fc ngudi. Sdng ch& con dé cap dén polypeptit
dang kham chia trinh tu duogc chon tir nhém gém c6 SEQ ID No:30; SEQ ID No:32;
SEQ ID No:34; SEQ ID No: 36; SEQ ID No:38; SEQ ID No:40; SEQID No:42; SEQ
ID No:44; SEQ ID No:46; SEQ ID No:48; SEQ ID No:50; SEQ ID No:52; SEQID
No:54; SEQ ID No:56; SEQ ID No:58; SEQ ID No:60; SEQ ID No:62; SEQ ID
No:64; SEQ ID No:66; SEQ ID No:68; SEQ ID No:70; va SEQ ID No:72, hoac bién
thé cla chiing. Sdng ch€ con dé cap dén polypeptit dang kham chia trinh tuw SEQ
IDNO:76 hoic bién thé cha chiing. Theo mot phuong 4n, polypeptit bat ky nio trong

sO cac polypeptit con chita ving Fc ngudi.

Theo mot khia canh khéac, sdng ch€ dé cap dén polypeptit chita trinh tu thu
duoc tir khdng thé chuot B-Lyl va trinh tu thu dugc tir polypeptit khong tuong dong
va dén phan t&r gan két khang nguyén chita polypeptit nay. Theo mot phuong 4n,
phan tir gin két khang nguyén nay 1a khdng thé. Theo mot phuong 4n dugc wu tién,
khang thé 12 dang kham. Theo mot phuong 4n dugc wu tién khac nita, khang thé hoac

nhan tinh hod hoac dugc 1am cho c¢6 tinh cia dong vat linh trudng.
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Theo mot khia canh khac, sang ché€ dé cap dén polypeptit phan 1ap chia SEQ
ID NO:13 hodc bién thé cua ching. Theo mot khia canh khic, sdng ché dé cap dén
polypeptit phan lap chita SEQ ID NO:14.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén ABM, ABM c6 kha nang canh tranh
véi khéing thé chuot B-Lyl dé gan két véi CD20 va né 1a dang kham. Theo mot
phuong 4n, ABM 12 khéng thé hb_sz mot doan cha ching. Theo mot phuong 4n khéc
nita, ABM 12 khiang thé tdi t6 hop chia ving Vg
c6 trinh ty axit amin dugc chon tit nhém gém c6 SEQ ID NO:1; SEQ ID No:30; SEQ
ID No:32; SEQ ID No:34; SEQ ID No:36; SEQ ID No:38; SEQ ID No:40; SEQ ID
No:42; SEQ ID No:44; SEQ ID No:46; SEQ ID No:48; SEQ ID No:50; SEQ ID
- No:52; SEQ ID No:54; SEQ ID No:56; SEQ ID No:58; SEQ ID No:60; SEQ ID
No:62; SEQ ID No:64; SEQ ID No:66; SEQ
ID No:68; SEQ ID No:70; va SEQ ID No:72. Theo mot phuong an khac, ABM la
khang thé tdi t6 hop chita vimg V| c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gém c6
SEQ ID NO:2 va SEQ ID NO:76. Theo mot phuong 4n khic, ABM la khéng thé tdi
t6 hgp dugc 1am cho ¢6 tinh clia dong vat linh trudng. Theo mot phuong 4n khac nita,
ABM la khéng thé t4i t6 hop duoc nhan tinh ho4. Theo mot phuong 4n khac, ABM la
khang thé tdi t6 hop chita ving Fc ngudi. Theo mot phuong 4n khdc, ABM bat ky
trong s6 ABM thao luan & trén c6 thé dugc két hgp véi g6c nhu toxin hodc ddu dong

vi phéng xa.

Sdng ché& con dé cap dén ABM theo sing ché€, ABM nay c6 céc oligosacarit
cai bién. Theo mot phuong an, cic oligosacarit cai bién lam giam qud trinh fucosyl
hod khi so véi cic oligosacarit khong cai bién. Theo céc phuong 4n khic,
oligosacarit cai bién 1a thé€ lai hodc phic hop. Theo mot phuong 4n khéac nita, ABM
c6 ty 1€ oligosacarit khong dugc fucosyl hod hoic oligosacarit khong dugc fucosyl
hod, chia do6i tang & vung Fc chita phan tir nay. Theo mot phuong 4n khic,
oligosacarit khong dugc fucosyl hod, chia doi 1a thé lai. Theo mot phuong 4n khéc,

oligosacarit khong dugc fucosyl hod, chia doi l1a phitc hop. Theo mot phuong an
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khac, it nhat 20% oligosacarit & ving Fc clia polypeptit nay khong dugc fucosyl hod
hodac khong dugc fucosyl hod, chia doi. Theo cic phuong an dugc uu tién, it nhit
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% hoic 75% hoic nhiéu hon

oligosacarit khong dugc fucosyl hod, hodc chia doi, khong dugc fucosyl hoa.

Sang ché& con dé cap dén polynucleotit ma hod ABM bat ky trong s6 ABM néu

trén, va dén cdc vat truyén biéu hién va céc t€ bao chita polynucleotit nay.

Sang ché& con dé cap dén phuong phdp tao ra ABM, ABM c6 kha nang canh
tranh vé6i khang thé chuot B-Ly1 dé géan két v6i CD20 va trong d56 ABM nay la dang
kham; phuong phdp nay bao gom: (a) nudéi cdy t€ bao cha chia
polynucleotit ma hod ABM theo sédng ché trong moi trudng dudi cac diéu kién cho
phép polynucleotit nady ma hod ABM néu trén bi€u hién; va (b) thu hdi ABM nay tix

dich nuoi cdy thu duoc.

Theo moét khia canh khéc, sang ché dé cap dén dugc pha‘{m chita ABM theo
sang ché. Dugc du tinh 12 duoc phdm nay c6 thé con chita chit mang dugc dung, t4

dugc hoac hén hop cta ching.

Theo mot phia canh khac, sang ch& dé€ cap dén phuong phép diéu tri bénh ¢6
thé diéu tri dugc bang cdch 1am suy kiét t€ bao B. Phuong phép nay bao gém cuhg
cép mot lugng di€u tri hitu hiéu cia ABM theo sdng ch€ cho nguoi can diéu tri. Theo
mot phuong 4n duge wu tién, bénh nay dugc diéu tri bang cich st dung ABM la

khéng thé dang kham, hoic mot doan khang thé dang kham.

Theo mot khia canh khéc, séng ché dé cap dén t€ bao chu dugc xir 1y dé bi€u
hién it nhat mot axit nucleic ma hod polypeptit c6 hoat tinh GnTIII vé6i lugng du dé
cai bién oligosacarit & ving Fc dugc tao ra bdi t€ bao chu, trong d6 ABM c6 kha
nang canh tranh v6i khang thé chuot B-Lyl dé gén két v6i CD20 va trong d6 12 dang
 kham. Theo mot phuong 4n, polypeptit c6 hoat tinh GnTIII 1a polypeptit thé dung
hop. Theo mot phuong 4n, ABM dugc tao ra bdi t€ bao chi 1a khiang thé hoic doan
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khéng thé. Theo mot phuong 4n khdc, ABM chia vung tuong duong véi ving Fe cla

- 1gG ngudi.

Sang ché ciing dé cap dén polynucleotit phan 1ap chita it nhat mot ving xéc
dinh b6 trg clia khang thé chuot B-Ly1, hodc bién thé hodc dang cat cut cha ching
chita it nhat cic goc xac dinh tinh dac hiéu cho ving x4c dinh bd trg, trong d6
polynucleotit phan 1ap ndy ma hod polypeptit thé dung hgp. Tot hon 13, céc
polynucleotit phan 1ap nay ma hod polypeptit thé dung hop, polypeptit thé dung hop
" nay 1 phan tir gin két khang nguyén. Theo mot phuong 4n, polynucleotit chita ba
viing xdc dinh bd trg ctia khang thé chuot B-Lyl, hodc cdc bién thé hoic cic dang
cat cut cua ching chita it nhat céc gbc xdc dinh tinh dac hiéu d6i v6i tiing ving trong
ba ving xdc dinh bd trg nay. Theo mot phuwong 4n khéc, polynucleotit ma hoa toan
| bo ving bién déi clia chudi ning hodc nhe clia khing thé dang kham (vi du, dugc
“nhan tinh hod). Sang ché con dé cap dén cac polypeptit dugc ma hoa bdi cac

polynucleotit nay.

Theo mot phuong 4n khdc, sdng ché€ dé cap dén phan ti gin két khang nguyén
chita it nhat mot viing x4c dinh b6 trg ctia khang thé chudt B-Lyl, hodc bién thé hoac
dang cat cut ctia chdng chifa it nhat cdc goc xé4c dinh tinh dac hiéu d6i véi viing xé4c
dinh b6 trg nay, va chia trinh tu thu dugc tir polypeptit khong twong dong. Theo mot
phuong 4n, phan tir gin két khang nguyén chita ba ving x4c dinh bd trg ctia khdng
thé chuot B-Lyl, hodc cdc bién thé hodc cic dang cét cut clia chiing chifa it nhat cic
goc xdc dinh tinh dic hiéu d6i véi timg ving trong ba viing x4c dinh bé trg. Theo
mot khia canh khéc, phan tir gin két khdng nguyén chia viing c6 thé bién déi cha
chubi khéng thé nang hodc nhe. Theo mot phuong 4n st dung dic biét, phan tir gin
két khing nguyén 1a dang kham, vi du khdng thé, duoc nhan tinh hod. Séng ché ciing
dé cap dén céc phuong phép tao ra cdc phan tir gan két khdng nguyén nay, va viéc st

dung phan tir nay d€ diéu tri bénh, bao gébm u lympho t& bao B.
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Séng ché 1a vi du ddu tién da biét trong d6 khang thé khang CD20 Typ II dugc
xtt 1y dé c6 céc chiic nang tic dong tang nhu ADCC, trong khi van giit dugc kha
ning gay chét t€ bao hiéu nghiém. Vi vay, sdng ch€ dé cap dén khdng thé khing
CD20 Typ II dugc xir 1§ ¢6 ADCC tang do qua trinh xir 1§ nay va khong mit kha
niang qlian trong dé gay chét t€ bao. Theo mot phuong 4n, cdc khing thé khéng
CD20 Typ II dugc xir Iy dé c6 mau bién déi clia qué trinh glycozyl hod & ving Fc.
Theo mot phuong 4n dac biét, qua trinh glycozyl hod thay déi chita lugng cdc gbc-
phiic chat chia doi téng & vung Fc. Theo mot phuong an dac biét, qua trinh glycosyl
thay déi chita mifc cic goc fucoza giam & ving Fc. Theo mot phuong 4n khdc, céc
khang thé khang CD20 Typ II phéi trai qua qué trinh xit 1y polypeptit. Sdng ché con
dé cap dén cac phuong phdp té_lo ra cac khdng thé khang CD20 Typ II va dé cap dén
cac phuong phép st dung cdc khéng thé nay dé diéu tri c4c rdi loan t€ bao B, ké ca u

lympho t&€ bao B.

Té& bao chu theo sdng ché c6 thé duoc chon tir nhém bao gém, nhung khong
gidi han &, t€ bao CHO, t&€ bao BHK, t&€ bao NSO, t& bao SP2/0l, t€ bao u tuy YO, t&
~ bao u tuy chuot P3X63, t&€ bao PER, t€ bao PER. C6 hoic t€ bao lai. Theo mot
- phuong 4n, t€ bao chu theo sdng ch€ con chia polynucleotit chuyén nhiém bao gém
polynucleotit ma hoa ving V; cta khang thé chudt B-Lyl hodc cic bién thé cua
ching va trinh ty ma hod ving tuong duong véi ving Fc cua globulin mién dich
ngudi. Theo mot phuwong 4dn khic nita, t€ bao chu theo sidng ch€ con chita
polynucleotit chuyén nhiém bao gém polynucleotit ma hod ving Vy; cta khang thé
chuot B-Ly1 hoic céc bién thé cta ching va trinh tw ma hod ving twong duong véi

vung Fc cua globulin mién dich nguoi.

Theo mot khia canh khac, sing ché dé cap dén t€ bao chu tao ra
ABM c6 4i luc gan két thu thé Fc tang va/hodc chiic nang tdc dong tang do qué trinh
cai bién oligosacarit cia n6. Theo mot phuong 4n, 4i luc gin két ting doi vé6i thu thé
Fc, dic biét, thu thé FcyRIIIA. Chiic ning tdc dong du tinh & day c6 thé dugc chon tir

nhém bao gom, nhung khong gidi han &, tang doc tinh t€ bao do Fc tao ra; tang su
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gan két véi cdc t€ bao NK; tang su gin két vé6i cac t& bao don nhan 16n; tang su gin
két v6i cdc t€ bao nhi€u dang nhan; ting su gin két v6i cdc bach cdu don nhan to;
tang su truyén tin hiéu truc ti€p gay chét t& bao; tang qua trinh gidm phan t& bao dudi

gai; va tang su man cam so bo t€ bao.

Theo mot phuong 4n khac, t€ bao chl theo sang ché& chia it nhat mot axit
nucleic ma hoa polypeptit c6 hoat tinh GnTIII duoc lién két dong v6i thanh phan gen
khéi dau co dinh.

Theo mot khia canh khic, sing ch€ dé cap dén phuong phdp tao ra
ABM 6 t€ bao chu, bao gom: (a) nuodi cdy t€ bao chi da duoc xir 1y dé biéu hién it
nhat mot polynucleotit ma hod polypeptit thé dung hgp cé hoat tinh GnTIII trong cic
diéu kién cho phép qua trinh tao ra ABM nay va né cho phép bién déi su c6 mat clia
oligosacarit trén ving Fc cia ABM nay; va (b) phan lap ABM nay; trong d6 ABM
nay c6 kha héng canh tranh v6i khang thé chuot B-Ly1 dé gin két véi CD20 va trong
dé ABM nay la dang kham. Theo mét phuong 4n, polypeptit ¢ hoat tinh GnTIII 1a
polypeptit thé dung hgp, t6t hon 1a chita viing xtc tdc ctia GnTIII va Vﬁng dinh vi
Golgi ctia polypeptit cu trd tai Golgi khéng tuong déng dugc chon tir nhém gém c6
vung manosidaza II, vung dinh vi B(1,2)-N-axetylglucosaminyltransferaza I
("GnTI"), va ving dinh vi manosidaza I, ving dinh vi B(1,2) -N-
axetylglucosaminyltransferaza II ("GnTII"), va vung dinh vi fucosyltransferaza nhan

o1-6. Tot hon néu, ving dinh vi Golgi 1a tir manosidaza IT hoac GnTI.

Theo mot khia canh khéc, sing ché€ dé cap dén phuong phap dé cai bién qui
trinh glycozyl hod profin cia ABM khing-CD20 dugc tao ra béi t€ bao chit bao gébm
dua vao t€ bao chu it nhit mot axit nucleic hodc vat truyén biéu hién theo sing ché.
Theo mot phuong 4n, ABM la khang thé hodc mot doan cta ching; t6t hon 13 chia
viung Fc ctia IgG. Theo cich khdc, polypeptit 1 protein thé dung hgp bao gém ving

tuong duong véi Fe clia IgG nguoi.
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Theo mot khia canh, séng ché& dé cap dén khing thé dang kham, tdi t6 hop,
hodc mot doan cla chiing, c6 khan ning canh tranh véi khang thé chuot B-Lyl dé

gan két v6i CD20 va c6 qué trinh fucosyl hod giam.

Theé mot Kkhia canh, sang ch€ dé cap dén phuong phdp cai bién qud trinh
glycozyl hod khang thé ti t6 hop hoac mot doan cia chiing theo sing ch€ nho sir_
dung polypeptit thé dung hop c6 hoat tinh GnTIII va chia ving dinh vi Golgi cua
polypeptit cu tri tai Golgi khong tuong dong. Theo mot phuong an, céc polypeptit
thé dung hop theo sdng ché€ chia ving xic tdc clia GnTII. Theo mot phuong 4n

~khéc, ving dinh vi Golgi duoc chon tir nhém gém c6: vung dinh vi cia manosidaza
IT, ving dinh vi ctia GnTI, viing dinh vi ciia manosidaza I, viing dinh vi cia GnTII va
ving dinh vi ctia fucosyltransferaza nhan o1-6. Tt hon néu, ving dinh vi Golgi 1a tir

manosidaza II hoac GnTL

Theo mot phuong dn, phuong phdp theo sang ché dugc dé cap nham muc dich
tao ra khdng thé dang kham, tdi t6 hop hoidc mot doan cta ching, véi cic
oligosacarit cai bién trong d6 cédc oligosacarit cai bién nay lam giam qué trinh
fucosyl hod so v6i cdc oligosacarit khong cai bién. Theo sdng ché, cic oligosacarit
cai bién c6 thé 1a thé lai hodc phitc hgp. Theo phuong 4n khéc, phuong phap theo
sang ch& duoc dé cap nhim muc dich tao ra khéng thé dang kham, tdi t6 hop hoic
mot doan cta ching c6 ty 1€ cic oligosacarit khong fucosyl hod, chia doi tang &
viung Fc cta polypeptit nay. Theo mot phuong én, cic oligosacarit khong fucosyl
hod, chia doi 1 thé lai. Theo mot phuong 4n, cdc oligosacarit khong fucosyl hod,
chia doi 1a phitc hop. Theo mot phuong an khac nita, phuong phap theo sing ché
dugc dé cap nhdm muc dich tao ra khing thé dang kham, tdi t6 hgp hodc mot doan
ctia ching c6 it nhat 20% oligosacarit & ving Fc cua polypeptit nay dugc chia doi,
- khong dugc fucosyl hoa. Theo mot phuong dn dugc uu tién, it nhat 30% oligosacarit
& vung Fc cua polypeptit nay dugc chia doéi, khong dugc fucosyl hod. Theo mot
phuong an dugc uu tién khéc, trong d6 it nhat 35% oligosacarit & ving Fc cua

polypeptit nay dugc chia doi, khong dugc fucosyl ho4.
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Theo mot khia canh khac, sing ché dé cap dén khang thé dang kham, tai t&
hop hoidc mot doan clia chdng, c6 4i luc gan két thu thé Fcbtﬁng va/hoac chirc nang
tdc dong tang do qua trinh cai bién cac oligosacarit cia né. Theo mot phuong an, ai
lyc gan két tang d6i v6i thu thé hoat hod Fc. Theo mot phuong 4n khac nifa, thu thé
Fc 1a thu thé hoat hod Fcy, dic biét 1a thu thé FcyRIIIA. Chic ning tdc dong du tinh
& day c6 thé dugc chon tir nhém gém c6, nhung khong gi6i han &, tang doc tinh t&
bao do Fc gay ra; tang su gﬁn két véi céc véi céc t€ bao NK; tang su gan két véi cic
t&€ bao don nhan I6n; ting su gin két v6i cdc t€ bao nhiéu dang nhan; tang su gan két
vGi cdc bach cau don nhan to; tang su truyén tin hiéu truc ti€p gay chét t€ bao; tang

qua trinh giam phan t€ bao dudi gai; va ting su man cam so bo t&€ bao.

Theo mot khia canh khdc, sing ch€ dé cap dén mot doan khéng thé dang
kham, tdi t6 hop, ¢6 tinh dac hiéu gan két cha khang thé chuot B-Lyl va chia ving
Fc, duoc xir 1y dé 1am tang chiic nang tdc dong dugc tao ra bing phuong phép bat ky

trong s cac phuong phap theo sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ch€ dé cap dén protein thé dung hop bao gém
- polypeptit c6 trinh tu SEQ ID NO:1 va ving twong duong véi ving Fc cta globulin
mién dich va dugc xir Iy dé 1am ting chifc ning tic dong duoc tao ra bing phuong

phap bat ky trong s6 cac phuong phap theo sang ché.

Theo mét khia canh khdc, sang ch€ dé cap dén protein thé dung hop bao gém
polypeptit c6 trinh ty SEQ ID NO:2 va viing tuong duong véi ving Fc clia globulin
mién dich va duoc xi ly dé 1am ting chiic niang tdc dong dugc tao ra bing phuong

phép bat ky trong s6 cic phuong phap theo sang ché.

Theo mot khia canh khac, sidng ché€ dé cap dén duoc pham chita khéng thé
dang kham, t4i t6 hop, dugc tao ra bing phuong phdp bat ky trong s& cic phuong
phap theo sang ché, va chit mang dugc dung. Theo mot khia canh khac, sdng ché dé
cap dén dugc phdm chita mot doan khang thé dang kham, t4i t6 hop, dugc tao dugc

bang phuong phdp bat ky trong s6 cdc phuong phap theo sdng ché, va chit mang
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duoc duhg. Theo mot khia canh khéc, sdng ché dé cap dén duoc phdm chia protein
thé dung hop duoc tao ra bing phuong phép bat ky trong s6 cdc phuong phdp theo

sang ché, va chat mang duoc dung.

S4ang ché con dé cap dén phuong phdp dé diéu tri bénh c6 thé diéu tri dugc
bing cach 1am suy kiét t& bao B bao gém cung cip cho d6i tuong cin diéu tri mot
luong hitu hiéu ctia khang thé dang kham, tai t6 hop hodc mot doan cha ching, dugc

tao ra bang phuong phdp bat ky trong s6 cic phuong phap theo sdng ché.
Mo ta van tit cac hinh vé

Fig.1. Trinh tr nucleotit (SEQ ID NO:3) va axit amin (SEQ ID
- NO:1) cua ving Vg cua chudt B-Lyl.

Fig.2. Trinh ty nucleotit (SEQ ID NO:4) va axit amin (SEQ ID
NO:2) ctia ving V| ctia chuét B-Lyl.

Fig.3. Gan két Rituximab® (O) va ch-B_Ly1 (A) véi CD20 trén céc t&€ bao u
lympho Raji B.

Fig.4. Lam suy hét t&€ bao B bang Rituximab® (O) va ch-B_Lyl (A) trong
toan bd mau chita ba nhém khic nhau cta kiéu gen FcyRIa-158V/F: (A) toan bo
mdu tir thé cho F/F, déng hop tlr d6i vé6i thu thé 4i luc thap; (B) toan bo mau tir thé
cho F/V, déng hop tlr d6i véi thu thé 4i luc; va (C) toan bo mau tir thé cho V/V, déng
hop thé doi véi thu thé 4i luc cao hon.

Fig.5. Trinh tr nucleotit (SEQ ID NO:11) va axit amin (SEQ ID
NO:13) chita chubi niang ctia khéng thé khang CD20, dang kham.

Fig'.6. Trinh ty nucleotit (SEQ ID NO:12) va axit amin (SEQ ID
NO:14) chita chudi nhe clia khéng thé khang CD20, dang kham.
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Fig.7. Trinh tu nucleotit va axit amin cila khang thé chuot B—Lyl CDRs. (A)
CDRs du doan d6i véi ving V. (B) CDRs du doan doi véi ving V.

Fig.8. Profin MALDI-TOF ciia khang thé B-Lyl dang kham, x& 1y glyco. (A)
Bang chi tiét cic phan dinh dic hiéu; (B) Phd B-Lyl dang kham xu 1y glyco; (C) Phé
d6i v6i B-Lyl dang kham x& 1y glyco x& 1§ bing Endo-H.

Fig.9. Gan két cdc khing thé khang CD20 dugc nhan tinh hod khdc biét véi
~ céc t€ bao Raji B. Su biét hod giita cdu triic B-HH2 va cdc c4u tric B-HL8 va B-
HL11 dinh vi trong cdc ving khung 1 va 2 vdi tdt ca ba CDRs 1a dong nhat. B-HLS
~ va B-HL11 ¢6 cic trinh ty FR1 va FR2 clia ching thu dugc tir nhém VH3 ngudi,
trong khi khung B-HH2 hoan chinh thu dugc tir VH1 ngudi. B-HL11 1a dan xuit clia
B-HLS8 c6 su dot bién don GlulGln, véi Gln 1a goc axit amin trong cau tric B-HH2.
Di€u nay c6 nghia la su trao déi Glul Gln khong 1am thay d6i 4i luc hodc cudng do -
gan két. Cdc khéc biét khdc gitta B-HH2 va B-HLS 1a cac goc 14 FR, tit 46 mot hoac
nhiéu khéc biét s& tdc dong dén tap tinh gin két khang nguyén ctia khang thé nay. -

Fig.10. Gin két khdng thé khang CD20 BHL4-KV1 trén céc t&€ bao dich Raji.
Cau tric B-HL4 thu duoc tir khdng thé B-HH2 bing céch thay th€ FR1 ctia B-HH2
bang cla trinh tu dong phoi ngudi VH1_45. Cau triic nay chitng t6 kha nang gin két
khang nguyén gidm b6t ddng ké, mic du chi c6 cdc axit amin khdc biét & ba vi tri
“trong FR1. Cic gdc nay dinh vi & cac vi tri 2, 14, va 30 theo cich danh s6 Kabat.
Trong cdc vi tri nay, vi tri 30 dudng nhu 12 vi tri c6 anh hudng nhat, vi né 1a mot
phén cta su xdc dinh Chothia cia CDR1.

Fig.11. So sénh tap tinh gin két gitta B-HH1, B-HH2, B-HH3, va khang thé
goc B-lyl. Thong s6 ndy ching to rang tdt ca Abs c6 gia tri EC50 tuong tu, nhung
cau tric B-HH1 gin két v6i cudng do/hé s6 ty luong thap hon céc bién thé B-HH2 va
' B-HH3. B-HH1 c6 thé phan biét dugc véi B-HH2 va B-HH3 nho cac ving CDR1 va
CDR2 khong hoan chinh & nguoi (dinh nghia Kabat), ciing nhu dang da hinh
Ala/Thr & vi tri 28 (cdch ddnh s6 Kabat). Diéu nay chiing té rang hoac vi tri 28,
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CDR1 hoan chinh, va/hoac CDR2 hoan chinh 14 quan trong d6i v6i su tuong tic
khang thé/khang nguyén.

"Fig.12. So sanh B-HL1, B-HH1, va khéang thé goc B-lyl. Thong s6 nay ching
to6 khong c6 hoat tinh gin két bt ky nao trong cdu tric B-HL1, va c6 khoang mot
ntra cudng do/hé so ty lucjngy gan két B-HH1 so vé6i B-lyl. Ca B-HL1, ciing nhu B-
HHI1, dugc dua vao dua vao cic khung thé nhan thu dugc tir nhém VHI nguoi.
Trong s6 cdc khic biét, vi tri 71 (cich d4dnh s6 Kabat) ciia cdu triic B-HL1 1a khic
biét gay 4n twong, chitng t6 tim quan trong dugc gia dinh clia n6 doi véi su gan két

khdng nguyén.

Fig.13. Phan tich hong cau lu6i huynh quang (fluorocytometric) vé& khé ning
ctia khang thé khdng CD20 véi khdng nguyén cta né. Thong s6 nay chiing to ring
.cac céu tric B-HL2 va B-HL3 khong thé hién hoat tinh gan két CD-20.

Fig.14. Su gay chét t&€ bao clia cdc khang thé khang CD20 hodc céc t€ bao Z-
138 MCL. |

Fig.15. Su gay chét t&€ bao bdi cdc khang thé khang CD20. Thir nghiém chi
tiét: 5x105 t&€ bao/giéng dugc cdy vao cac dia 24 giéng (5 x105 t€ bao/ml) trong moi
truong nuodi cdy. 10mg Ab, PBS twong tng d6i véi doi chiing 4m tinh hoac SmM
Camptothexin (CPT) déi chiing duong tinh dugc bd sung vao cdc giéng. Cic méu
dugc G o/n (16 gid), nhuém bang AnnV-FITC va phan tich bang FACS. Thir nghiém
duoc tién hanh ba lan. (*): tin hiéu d6i vé6i riéng PBS bo di (riéng PBS tao ra 8% va
2% AnnV+ cho cic t€ bao PR-1 va Z-138 tuong ting). C4c khang thé dugc sir dung
la: C2B8 (dang kham, khong xtr 1y glyco); BHH2-KV1 (dugc nhén tinh hoa, khong
xir 1y glyco). Chi y: thit nghiém nay khong goém bat ky t€ bao téc dong bd sung nao,

chi nhim c4c muc tiéu thém vao khéng thé hoic cc doi ching.

Fig.16. Giét t€ bao-dich bang cdc khdng thé khang CD20 véi céc t& bao tdc
dong mién dich. Thur nghiém chi tiét: 1am suy kiét t€ bao B trong qua trinh 0 thong
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thudng qua dém toan bd miu va phan tich déi véi CD19+/CD3+ biang FACS. ADCC
nhd st dung PBMCs 1am céc chat tdc dong, qua trinh U trong 4 gig, ty 1& chat tac
dong: dich 1a 25:1, dich-tir vong dugc x4c dinh bang Calcein-thdm tich c6 lién quan
dén chat tdy rlra-su phan gidi (100%) va dén su phan giai khong c6 Ab (0%). Cac
khang thé dugc st dung: C2B8 (dang kham, khong xit 1y glyco); BHH2-KVI-wt
(dang dugc nhén tinh hod, khong xir 1y glyco cuia BHH2-KV1); BHH2-KV1-GE
(dang nhan tinh ho4, xit 1y glyco cia BHH2-KV1).

Fig.17. profin MALDI/TOF-MS cua ciac Fc-oligosacarit giai phéng nho
PNGaseF- clia khdng thé khdng CD20 ctia ngudi IgGI B-lyl duoc nhan tinh ho4 bing
BHH2-KV1 khong cai bién, khong xur 1y glyco.

Fig.18. profin MALDI/TOF-MS cua cac Fc-oligosacarit giéi phéng nho
PNGaseF- ctia khang thé khdng CD20 clia ngudi ’IgGI B-lyl dugc nhan tinh hod bang
BHH2-KV1 xtt 1y glyco. Xir 1y glyco dugc thuc hién nh dong biéu hién & cic t& bao
chu cua cic gen khang thé va gen ma hod enzym bing hoat tinh xic tic B-1,4-N-

axetylglucosaminyltransferaza III (GnT-III).

, Fig.19. Profin MALDI/TOF-MS cta cic Fc-oligosacarit giai phéng nho
PNGaseF- cia khang thé khang CD20 clia ngudi IgGI B-lyl duoc nhan tinh hod bang
BHH2-KV1 xit 1y glyco. Xt 1y glyco duoc thuc hién nhd déng bi€u hién & cic t& bao
chi clia c4c gen khdng thé va gen ma hod enzym bang hoat tinh xtc tic B-1,4-N-
axetylglucosaminyltransferaza Il (GnT-III) va ma hoa enzym bang hoat tinh xic tdc

Golgi a-mannosidaza II.

Fig.20. Gan két cdc khang thé khong xit 1y glyco va xir Iy glyco véi thu thé
FcgammaRIIla thé hién trén bé mat clia céc t€ bao téi t6 hop CHO- CD16.

Fig.21. Su tang sinh qud muc cta cdc khing thé khdng CD20 khong xtr 1y
bang Fc va x{r 1y bing Fc trén cdc t€ bao Z-138 MCL. Thir nghiém: 5x105 t&

bao/giéng dugc cay vao céc dia 24 gi€éng (5x05 t€ bao/ml) trong méi nuoi cdy. 10mg
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Ab, PBS tuong ting cho do6i chiing am tinh dugc thém vao cac giéng. Cac mﬁu dugc u
o/n (16 gi®), nhuém bang AnnV-FITC va phan tich bang FACS. Thir nghiém duoc
.thl.IC hién ba 1an. Abs duoc sit dung: C2B8=rituximab (dang kham, khong xi 1y
glyco, tuong tu nhu dang thudng phém; BHH2-KV1 (dugc nhan tinh hoa, khong xir
1y glyco-xem Fig.6 doi véi profin glycozyl hoa); BHH2-KV1 gl (dugc nhan tinh hod,
xu 1y glyco-xem Fig.7 d6i v6i profin glycozyl hod); BHH2-KV1 g2 (dugc nhén tinh

hod, xtt Iy glyco-xem Fig.8 d6i véi profin glycozyl hod). Chd y: thit nghiém nay - -

khong gém bat ky t€ bao tic dong bé sung nao, chi nhim cic muc tiéu thém vao

khéng thé hodc cdc do6i chitng. (*): tin hiéu d6i vé6i rieng PBS bo di.
MG ta chi tiét sang ché

Céc thuat ngit dugc st dung & day nhu thudng dugc st dung trong phan bin
chat k¥ thuat, trir khi dugc dinh nghia khac nhau dudi day. -

 Nhu duoc st dung & day, thuat ngit khdng thé s€ bao gém toan bo céc phan ti
khang thé, ké ca cic khang thé don dong, da dong va da dic hiéu (vi du, dic hiéu
kép), ciing nhu cdc doan khang thé c6 vung Fc va giit dugc tinh dic hiéu lién két, va
céc protein thé dung hgp c6 ving tuong duong vdi ving Fc cta globulin mién dich
va gilt dugc tinh dic hiéu lién két. Cling bao gém ca cac khdng thé duoc nhan tinh

hod, dugc 1am cho tinh ciia dong vat linh trudng va dang kham.

- Nhu duge str dung R} day, thuat ngit ving Fc s€ dé cap dén ving tan cing C
ctia chudi nang IgG. Mic di cdc dudng ranh gidi cta ving Fc ctia chudi ning IgG cé
thé thay d6i & mic khong ddng ké, viing Fc ctia chubi nang IgG & ngudi thudng dugc

xdc dinh 1a kéo dai tir gbc axit amin & vi tri Cys226 tGi cac dau tan cung carboxyl.

Nhu dugc st dung & day, thuat nglt vung tuong duong véi ving Fc cua
globulin mién dich s& bao gém cdc bién thé alen xuat hién tu nhién ctia globulin
mién dich ciing nhu c4c bién thé c6 cic bién d6i tao ra céc thay thé, bd sung, hoic

lam khuyét doan nhung vé co ban khong lam giam kha nang ctia globulin mién dich
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dé tao ra cdc chic niang tdc dong (nhu tinh doc t&€ bao phu thuoc khing thé). Ching
han, mot hodc nhiéu axit amin c6 thé duoc 1am khuyét doan tir cdc dﬁu tan cung N
' hoaé C cua ving Fc cia globulin mién dich khong mét déng ké chic niang sinh hoc.
Cc bién thé nay c6 thé dugc chon loc theo quy tic chung da biét trong linh vuc k§
thuat dén miic c6 tdc dung t6i thiéu dén hoat tinh (Vi du, xem Bowie, J. U. et al.,
Science 247: 1306-10 (1990). |

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit phan tir gan két khdng nguyén trong nghia
chung nhét clia né dé cap dén phan tir gén két dic hiéu véi yéu f6 di truyén khang
nguyén. Dic biét hon, phan tir gdn két khang nguyén gin két CD20 1a phan tir gén
két dac hiéu v6i phosphoprotein khong glycozyl hod bé mit t€ bao 35.000 Dalton,
‘thuorng dugc chi dinh 1a khang nguyen biét hoa giéi han lympho bao B & nguoi Bp35,
thong thuong 1a CD20. Bang cach " gan két dac hiéu" c6 nghia la gin két duoc chon
IQC doi v6i khang nguyén va c6 thé du’cjc phan biét gilta cac tuong tic khong mong

mudn hoac khong dac hiéu.

 Nhu duoc st dung & day, thuat ngit thé dung hop va dang kham, khi dugc sit
dung c6 lién quan dén cic polypeptit nhu cic ABM dé éap dén cdc polypeptit chita
cdc trinh ty axit amin thu dugc tir hai hoac nhiéu polypeptit khong tuong déng, nhu
cac phan cua ééc khéng thé tir c4c loai khdc nhau. D6i v6i cac ABM, vi du c4c thanh
phan gin két khong khang nguyén cé thé thu duc_ic} tir rat nhiéu loai khic nhau, ké ca
dong vat linh trudng nhu héic tinh tinh va ngudi. Vang khong d6i cia ABM dang
kham t6t nhat vé co ban dong dang v6i ving khong déi cta khang thé ngudi tu
nhién; ving bién ddi ctia khang thé dang kham t6t nhat vé co ban déng dang véi
viing bién d6i clia khing thé khéng CD-20 t4i t6 hop ¢4 trinh tu axit amin clia ving
bién d6i chuot B-Lyl. Cac khéng thé nguoi 1a dang duoc wu tién dic biét cha khang
thé thé dung hop hoac dang kham.

Nhu dugc st dung & day, polypeptit c6 "hoat tinh GnSIII" dé cap dén cic
polypeptit c6 thé xiic tic qu4 trinh b3 sung géc N-axetylglucosamin (GlcNAc) trong
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lién két B-1-4 vao manosit lién két B clia nhan trimannosyl cia cdc oligosacarit lién
két N. C4c polypeptit nay bao gébm c4c polypeptit thé dung hop c6 hoat tinh enzym
tuong tu vGi, nhung khong can thiét giong hét véi, hoat tinh cua P(1,4)-N-
axetylglucosaminyltransferaza/HL con dugc biét 1a B-1,4-mannosyl-glycoprotein 4-
beta-N-axetylglucosaminyl-transferaza (EC 2.4. 1.144), theo Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC- -
IUBMB), nhu dugc xac dinh trong thir nghiém sinh hoc dac biét, c6 hoac khong phu
thuoc vao liéu luong. Trong trudng hgp trong d6 su phu thudc vao li€u luong tén tai,
thi khong can giong hét véi lieu luong clia GnTIII, nhung di nhién vé co bin tuong
tu v6i su phu thuodc li€u luong trong hoat tinh da cho nhu so v6i GnTHI (tdc 1a,
polypeptit Gng cir s& c6 hoat tinh 16n hon rat nhiéu hoac khong 16n hon khoang dudi
25 14n, va t6t hon néu, khong 16n hon dudi 10 14n hoat tinh, va t6t nhat néu, khong
16n hon khoang duéi ba Ian hoat tinh c6 lién quan dén GnTIIL.)

Nhu duoc sir dung & day, thuat ngit thé bién di (hodc chit dong dang) dé cap
dén polypeptit khac vé6i polypeptit dua ra riéng biét theo sdng ché bang cich xen
doan, 1am khuyét doan va thay thé€ axit amin, tao ra bing cach st dung, vi du cdc k§
thuat tdi t6 hop ADN. C4c thé bién di ctia cdic ABM theo sang ché bao gém cdc phan
tlr gan két khdng nguyén & ngudi hoidc dong vat linh trudng, dang kham trong d6 mot
hodc mot s6 trong cic gdc axit amin dugc cai bién bing cich thay thé, bd sung
va/hodc 1am khuyét doan theo cdch ma vé co ban khong tdc dong dén 4i luc gan két
khang nguyén (vi du, CD20). Chi din dé€ x4c dinh cdc goc axit amin nao c6 thé duoc
thay thé&, bd sung hodc 1am khuyét doan khong 1am mat céc hoat tinh quan tam, c6
thé duoc phét hién bing cdch so sdnh trinh tu ctia polypeptit dac biét véi trinh tu cla
céc peptit tuong dong va lam gidm dén mic t6i thiéu s6 lugng cdc thay déi trinh ty
axit amin dugc tao ra & cac vung c6 tinh tuong dong cao (cac ving bao toan) hoac

béng céch thay thé cdc axit amin bang trinh tu lién Gng.

Theo cach khéc, cdc thé bién di tdi t6 hop ma hoa cdc polypeptit twong tu hodc

nhu nhau c6 thé dugc téng hop hodc chon loc bang cdch 1am cho viéc st dung "du
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thira" & ma di truyén. Céc thay thé don vi ma khac nhau, nhu cédc thay d6i cam tao ra
vi tri gi6i han khic nhau, c6 thé dugc dua vao dé t6i wu hod viéc tdch dong vao
plasmit hodc vat truyén virut hoac biéu hién & hé sinh vat khong c6 nhan dién hinh
hodc c6 nhan dién hinh dic biét. Qua trinh dot bién & trinh tu polynucleotit c6 thé
dugc phan xa trong polypeptit hodc cdc ving cua céc peptit khdc dugc thém vao
polypeptit dé cai bién cac dac tinh cia bat ky phan nao clia polypeptit, dé thay déi -
céc dic diém nhu 4 luc gén ket phoi ti, 4i luc trao déi, hodc téc do thodi bién/tuan

hoan.

T6t hon 13, “cdc thay thé” axit amin 1a két qua cua su thay thé mot axit amin -
bing axit amin khic c6 cdc tinh chat cau tric vi/hoic hod hoc tuwong tu, nghia la cdc
_thay th€ axit amin bao toan. C4c thay thé axit amin "bao toan" c6 thé dugc tao ra dya
VAo co s& giéng nhau & tinh phan cuc, dién tich, do tan, tinh ky nudc, tinh wa nudc,
vﬁ/hbac ban chat ludng tinh cla cac gf)'c' lién quan. Vi du, cdc axit amin khong phan
cuc (ky nudc) bao gébm alanin, leuxin, isoleuxin, valin, prolin, phenylalanin,
tryptophan, va metionin; cdc axit amin phan cuc trung tinh bao gébm glyxin, serin,
.threonin, Xystein, tyrosin, asparagin, va glutamin; cdc axit amin tich dién duong
(bazo) bao gom arginin, lysin, va histidin; va cac axit amin tich dién am (axit) bao
gOm axit aspartic va axit glutamic. T6t hon néu “viéc xen doan” hoac “lam khuyét
doan" nam trong khoang tir 1 dén 20 axit amin, t6t hon nita 1a 1 dén 10 axit amin.
Qua trinh bién déi cho phép c6 thé xdc dinh dugc theo thir nghiém bang cich tao xen
doan, lam khuyét doan, hoac thay thé€ c6 hé thong cac axit amin & phan tir polypeptit
nhd céc k¥ thuat t4i t6 hop ADN va thir nghiém cdc thé bién di tdi t6 hop thu duge vé
hoat tinh.

Nhu dugc stt dung & day, thuat ngit nhan tinh hod dugc st dung d€ cap dén
phan tir gan két khdng nguyén thu dugc tir phan tir gan két khang nguyén khong phai
& ngudi, vi du, khang thé chuot, khdng thé nay git dugc hodc vé co ban giﬁ dugc cac
dic tinh gin két khdng nguyén cla phan tit géc nhung it tao mién dich & ngudi.

Khéng thé nay c6 thé thu dugc bing cdc phuong phdp khdc nhau bao géom (a) cdy
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ghép cic ving bién ddi hoan toan khong phdi & ngudi lén céc ving khong déi &
ngudi dé tao ra cdc khdng thé dang kham, (b) chi cay ghép cac CDR khong phai &
hguéi lén c4c ving khong d8i va khung & ngudi c6 hoic khong giit lai cac g6c khung
quan trong (vi du, cdc g6c d6 1a quan trong dé giit lai 4i luc gin két khang nguyén tot
hoic cac chiic nang ctia khang thé), hoic (c) cdy ghép cac viing bién déi khong hoan
toan & ngudi, nhung "gidu" chiing bang phin giong cta ngudi nho thay thé cac goc
bé mat. Cic phuong phdp nay dugc dé cap trong Jones et al., Morrison et al., Proc. -
Natl. Acad.Sci., 81: 6851-6855 (1984); Morrison and Oi, Adv. Immunol., 44: 65-
92(1988); Verhoeyen et al.,, Science, 239: 1534-1536 (1'988); Padlan, Molec.
Immun., 28: 489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun., 31 (3): 169-217 (1994), tat ca
tai liéu nay dugc dua vao day bang céch vién dan toan bo. Thirbng c6 ba ving x4c
dinh bd tro, hoiac cic CDR, (CDR1, CDR2 va CDR3) & ting viing trong cic ving
bién d6i chudi nang va chudi nhe cha khing thé, n6 nim sit canh du6i bon khoang
khung (nghia 13, FR1, FR2, FR3, va FR4) & tiing vung trong c4c ving bién ddi chubi
ning va chudi nhe cha khing thé: FRI-CDRI-FR2-CDR2-FR3-CDR3-
FR4. Ngoai nhiing c4i kh4c, thdo luan vé cdc khang thé duoc nhan tinh hod c6 thé
duoc thdy trong patent M¥ s6 6,632, 927, va cong bé don M§ s6 2003/0175269, ca

hai tai liéu nay dugc dua vao day bang cach vién dan.

Tuong tu, nhu dugc st dung & day, thuat ngit duoc 1am cho c6 tinh cua dong
vat linh trudng duoc sit dung dé dé cap dén phan tir gén két khang nguyén thu dugc
tir phan tit gin két khang nguyén khong phai 1a dong vat linh truéng, vi du, khing
thé chuot, khang thé nay gitt lai hodc vé co ban giit lai dugc cdc dic tinh gin két cha

phan tit g6c nhung it tao mién dich hon & dong vat linh trudng.

Dai v6i truong hop trong d6 c6 hai hoac nhi€u dinh nghia vé thuat ngit dugc
str dung va/hoac chip nhan trong phan k¥ thuat, thi dinh nghia dugc st dung & day sé
bao gbém tdt cd cdc nghia trix khi c6 chi dinh 16 rang trdi ngugc. Vi du cu thé vé viéc
st dung thuat ngit "viing xac dinh bd trg" ("CDR") dé mo ta cdc vi tri gin két khang

nguyén khong gidp nhau dugc thdy & ving c6 thé bién ddi clia ca hai polypeptit
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chudi niang va chubi nhe. Viing dic biét ndy dugc Kabat et al., U. S. Dept. of Health
and Human Services, "Sequences of Proteins of Immunological Interest" (1983) va
boi Chothia et al., J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987) mo ta, céc tai liéu nay dugc dua
vio day bing cdch vién dan, trong d6 cic dinh nghia bao gém su tring khép hoic
céc tap hop con cdc gbc axit amin néu so v6i moéi dinh nghia khac. Tuy nhién, sing
ché gom hodc dinh nghia ctia ching dé cap dén CDR clia khang thé hoic cdc thé
bién di clia ching s& nam trong pham vi clia thuat ngit nhu dugc xac dinh va st dung
& day. Céc goc axit amin thich hop bao gom cédc CDR nhu dugc x4c dinh & day bang
~mbi tai liéu trong céc tai liéu néu trén duoc néu dudi day trong Bang I nhu so sanh.
S6 goc chinh x4c bao gom CDR dic biét sé thay d6i tuy thudc vao trinh tu va kich c&
- CDR. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong Iinh vuc c6 thé thudng xdc dinh cic goc

nao chita CDR dic biét dua vao trinh tu axit amin trong viing c6 thé bién d6i cia |

-khéng thé.

Bang 1. C4c dinh nghia CDR'

Kabat Chothia AbM
V4 CDR1 31-35 26-32 26-35
- Vu CDR2 50-65 52-58 50-58
V4 CDR3 95-102 95-102 95-102
V, CDR1 24-34 26-32
V, CDR2 50-56 50-52
V. CDR3 89-97 91-96

'Panh s6 tdt ca cdc dinh nghia CDR & Bang 1 theo quy uéc ddnh s6 dugc

Kabat et al. dua ra (xem dudi day).

Kabat et al. cling x4dc dinh hé ddnh s6 déi véi cdc trinh tu viing c6 thé bién d6i
12 thich hop véi bat ky khang thé nao. Ngudi c6 hi€u biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat c6 thé chi dinh hé “ddnh s6 Kabat” cho bat k¥ trinh tu ving c6 thé bién déi

nao, khong c6 su tin cay vao thong s6 thir nghiém bat ky nao ngoai trir chinh trinh tu
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nay. Nhu dugc stt dung & day, thuat ngit “ddnh s6 Kabat” dé cap dén hé danh s6
duoc Kabat et al., U. S. Dept. éf Health and Human Services, "Sequences of Proteins
of Immunological Interest" (1983) dua ra. Trir khi c¢6 quy dinh khac, cic vién dan
dén cach danh s6 céac vi tri géc axit amin dac hiéu trong ABM la theo hé danh so
Kabat. Cac trinh tu trong danh sach trinh tu (nghia 1a., SEQ ID NO:1 dén SEQ ID
NO:78) khong dugc danh s6 theo h¢ dédnh s6 Kabat. '

- Nho axit nucleic hodc polynucleotit cé trinh tu nucleotit it nhat, vi du, tuong |
d(‘ing 95% véi trinh tu nucleotit tham khao theo sdng ché, nén dugc du tinh rang trinh
tu nucleotit ctia polynucleotit tuong dong véi trinh tu tham khao ngoai trir 1 trinh tu
polynucleotit c¢6 thé bao gom t6i 5 dot bién diém trén ting 100 nucleotit ctia trinh tu
‘nucleotit tham khdao. Néi céch khéc, dé thu duoc polynucleotit c6 trinh tu nucleotit it
nhat tuong dong 95% véi trinh tu nucleotit, c6 dén 5% nucleotit trong trinh ty tham
" khdo c6 thé dixqc lam khliyé:'t doaﬁ hodc thay thé€ bang nucleotit khac, hoic s6 luong |
nucleotit 1én dén 5% s6 nucleotit tdng trong trinh tu tham khao c6 thé dugc xen doan
vao trinh tu tham khdo. Trinh tu yéu cau cé thé 12 trinh tw nguyén ven thé hién hodc

trong Fig.24 hoeflc‘Fig.ZS.

Thuc t€, liéu bat ky phan tir axit nucleic hoac polypeptit dac biét nao c6 do
tuong dong it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi trinh tu
nucleotit hodc trinh tu polypeptit theo séng ché& c6 thé duoc xdc dinh thong thuong
nhd st dung cic chuong trinh mdy tinh da biét khong. Phuong phdp dugc wu tién dé
xé4c dinh trinh tu hgp toan dién nhat giita trinh ty yéu ciu (trinh tu theo sang ché) va
trinh tu doi tuong, cling dé cap t6i nhu 1a sy lién két trinh tu tong thé, c6 thé dugc
x4c dinh nhd st dung chuong trinh may tinh FASTDB dua vao thuat toan cua Brutlag
et al., Comp. App. Biosci. 6:237-245 (1990). Theo su lién két trinh tu thi c4c trinh tu
yéu ciu va trinh tu d6i tuong ca hai 1a c4c trinh tw ADN. Trinh tu ARN c¢6 thé dugc
so sanh bang céch chuyén hod U’s thanh T’s. K&t qua cua su lién két trinh tu téng
thé nay nim trong phan tram déng nhat. Cc thong s6 dugc uu tién dugc st dung
trong su lién k&t FASTDB ctia cdc trinh tu ADN d€ x4c dinh phén tram dong nhat 1a:
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Matrix=Unitary, k-tuple=4, Mismatch Penalty=1, Joining Penalty=30,
Randomization Group Length=0, Cutoff Score=1, Gap Penalty=5, Gap Size
Penalty 0,05, Window Size=500 hoic chiéu dai cua trinh tu nucleotit d6i tugng, bat

~cit chiéu dai ndo ngéan hon.

Néu trinh tu d6i tuong ngin hon trinh tu yéu cdu vi cdc khuyét doan 5' hoac 3',
khong vi cdc khuyét doan bén trong, sir hiéu chinh thii cong c6 thé dugc thuc hién dé
~ tao ra cdc két qua. Diéu ndy 1a vi chuong trinh FASTDB khong tinh dén cdc cat cut
5' va 3' clia trinh tu d6i tuong khi xdc dinh phan tram twong dong. D3i véi cic trinh
tu d6i tugng cit cut & cdc dau 5' hodc 3', ty 1é véi trinh tu yéu cdu, phin tram tuong
déng dugc hiéu chinh bang cich xdc dinh s6 bazo clia trinh ty yéu cau ma la dau 5'
‘va 3' clia trinh tur d6i tuong, né khong tuong xiing/xép thang hang, 14 phan tram cua
bazo tdng ctia trinh tw yéu ciu. Nucleotit dugc lam tuong xing/xép thang hang dugc
xéc dinh nhd két qua chia sy x4p x&p trinh ty FASTDB. Ty 1é phan trim niy sau d6

dugc trir di tir phan tram twong dong, tinh todn bang chuong trinh FASTDB nh¢ si
dung céc thong s dic biét, dé dat dugc ty 1& phan tram tuong dong cudi cing. Ty 1&
hiéu chinh nay 1a ty 1é dugc st dung cho muc dich ctia sdng ché. Chi cic bazo bén
ngoai cac bazo 5' va 3' cua trinh tu d6i tliqng, nhu dugc thé hién nhd su sip xép
FASTDB, n6 khong duoc twong xiing/xép thang hang véi trinh tu yéu cdu, duoc xac

~dinh cho cdc muc dich diéu chinh thi cong ty 1& phan tram tuong dong.

Vi du, trinh tu d6i twong bazo thit 90 duoc sip thing hang véi trinh tu yéu ciu
bazo thit 100 dé x4c dinh phan trdm twong déng. Cc khuyét doan xuét hién & dau 5'
chia trinh tu doi tugng va vi vay, viéc sip xép FASTDB khong thé hién su tuong
xting/xép thing hang cua 10 bazo thit nhat & ddu 5'. 10 bazo khong cép doi 1a 10%
trinh ty (s6 lugng cdc bazo & cic ddu 5' va 3' khong tuong xiing/sé lugng téng cac
‘bazo trong trinh tu yéu ciu) cho nén 10% dugc trir di tix ty 1& phan tram tuong dong
‘dugc x4c dinh biang chuong trinh FASTDB. Néu 90 bazo con lai dugc tuong xtdng
tuyét d6i thi phan tram tuong dong cudi cung s& 1a 90%. Trong mot vi du khéc, trinh

tu d6i tuong bazo thd 90 duoc so véi trinh ty yéu cau bazo thd 100. Lan nay céac
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khuyét doan Ia cac khuyét doan bén trong do d6 khong c6 cac bazo trén vi tri 5' hodc
3' clia trinh ty d6i tugng dugc tuong xtng/xép thing hang véi trinh tu yéu cdu. D6i
v6i truong hop phan tram twong dong dugc xic dinh bang FASTDB khong duoc hiéu
chinh tha cong. Thém mot 1an nita, chi cic bazo 5' va 3' cua trinh tu d6i tugng khong
duogc tuong xiing/xép thang hang véi trinh tu yéu cdu dugc hiéu chinh thi cong thay
cho. Khong c6 su hiéu chinh thii cong nio dugc tao ra cho cic muc dich ciia sing

ché.

Nho polypeptit c6 trinh tu axit amin it nhat, vi du, tuong dong 95% véi trinh tu
~axit amin yéu cdu theo sang ché€, nén dugc du tinh rang trinh ty axit amin cla
polypeptit d6i tuong tuong dong véi trinh tu yéu cdu ngoai trir 1a trinh tu polypeptit
‘c6 thé bao gom t6i 5 bién ddi axit amin trén hang 100 axit nucleotit cta trinh tu axit
amin yéu cau. N6i cach khic, dé thu dugc polypeptit ¢ trinh tu axit amin it nhét
tuo‘ng déng 95% véi trinh tu axit amin yéu cau, c6 dén 5% g6c axit amin trong trinh
tu d6i tugng c6 thé duoc xen doan, 1am khuyét doan hoic thay thé bing axit amin
khic. Cac bién ddi clia trinh tu tham khao cé thé xuat hién & cdc vi tri tan cling
amino hodc carboxy cua trinh tu axit amin tham khao hoac & vi tri bat ky nao giita
céc vi tri tan ciing d6, dat rai rac hoac riéng 1€ trong cic gdc trong trinh tu tham khao

hodc & mot hodc nhi€éu nhém ké nhau trong trinh tuy tham khao.

Thuc t&, lieu bat ky polypeptit dac biét nao c6 do tuong dong it nhat 1a 80%,
85%, 90%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh tu polypeptit tham khao c6 thé dugc
xé4c dinh theo cédch thong thuong nhd st dung cic chuong trinh mdy tinh da biét
khong. Phuong phdp dugc vu tién dé xac dinh trinh tu hgp toan dién nhét giita trinh
tu yéu cau (trinh tu theo sang ché) va trinh ty d6i tuong, cﬁng dé cap t6i nhu 1a su
lién két trinh tu téng thé, c6 thé duoc xdc dinh nhd sit dung chwong trinh mdy tinh
FASTDB dua vao thuat toan cua Brutlag et al., Comp. App. Biosci. 6:237-245
(1990). Theo su lién két trinh tu thi c4c trinh tu yéu cau va trinh tu d6i tugng ca hai
1a ¢ 4c trinh tu ADN. Trinh tu ARN c6 thé dugc so sdnh bing cich chuyén hod U’s

thanh T’s. Két qua cua su lién két trinh tu tong thé ndy nim trong phan trim dong
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nhat. Céc thong s6 dugc uu tién duge st dung trong su lién két FASTDB cua cac
trinh tu ADN dé x4c dinh phan traim déng nhat la: Mafrix=PAM 0, k-tuple=2,
MismatchPenalty=l, Joining Penalty-20, Randomization Group Length=0, Cutoff
Score=1, Window Size=chiéu dai trinh tu, Gap Penalty=5, Gap Size Penalty=_0,05,
Window Size=500 hoac chiéu dai ctia trinh tu axit amin doi tugng, bat cit chiéu dai

nao ngan hon.

Néu trinh tu d6i tuong ngén hon trinh tw yéu cdu do cdc khuyét doan tan cing

N- hodc C-, khong vi cac khuyét doan bén trong, su hiéu chinh thi cong c6 thé dugc
thuc hién dé tao ra céc két qua. Diéu nay Ia vi chuong trinh FASTDB khong tinh dén
“céc cat cut tan cing N- va C- cla trinh tu doi tuong khi xdc dinh phdn trim tuong
dong téng thé. D6i véi cdc trinh tu d6i twong cit cut & cac ddu N- va C-, ty 1& véi
trinh tu yéu cau, phan tram tuong déng dugc hiéu chinh bang cich xdc dinh s6 céic
gOc cua trinh tu yéu cau ma la dau tan cung N- va C- cla trinh tu d6i tugng, né
khong tuong xtng/xép thang hang véi goc d6i twong twong tng, 13 phan tram cla
~ bazo t6ng cla trinh tu yéu cdu. Liéu géc dugc 1am twong xting/xép thang hang cé
dugc xdc dinh nho cdc két qua cua su xap x€p trinh tu FASTDB khong. Ty 1é phan
- tram nay sau d6 dugc trir di tir phan tram twong déng, tinh todn bing chuong trinh
FASTDB néu trén nh¢ sit dung cac thong s6 dac 'biét, dé dat dugc ty 1é phan tram
twong dong cudi cung. Ty 1é phan tram twong dong cudi cing nay duoc ty rlé dugc
stt dung cho cdc muc dich cua sang ché. Chi ciac géc dén cdc ddu tan cing N- va C-
cta trinh tu d6i tugng ma khong dugc twong xing/xép thing hang véi trinh tu yéu
cau, dugc xdc dinh st dung cho ciac muc dich diéu chinh thu cong ty 1€ phan tram
twong dong. Nghia 13, chi cdc vi tri gbc yéu cdu ngoai cdc goc tan cing N- va C- xa

nhit cua trinh tu d6i tuong.

Vi du, trinh ty d6i tugng g6c axit amin thit 90 dugc sap thang hang véi trinh tur
yéu cau goc thit 100 dé x4c dinh phén tram tuong dong. Khuyét doan xuat hién & ddu
tan cing N- cua trinh tu d6i tugng va vi vay, viéc sdp xé€p FASTDB khong thé hién

su tuong xting/xép thang hang ctia 10 g6c thit nhit & ddu tan ciing N-. 10 goc khong
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cap doi 1a 10% trinh tu (s6 lugng cac goc & cac dau tan cung N- va C- khong tuong
xitng/s6 lugng téng cac goc trong trinh tu yéu cdu) cho nén 10% duoc trir di tir ty 1€
phén tram tuong dong dugc xdc dinh bang chuong trinh FASTDB. Néu 90 goc con
lai dugc tuong xdng tuyét d6i thi phan tram twong dong cudi cing s€ 1a 90%. Trong
mot vi du khéc, trinh tu d6i tugng gdc thit 90 dugc so véi trinh tuy yéu cau goc thi
100. Lan nay céac khuyét doan la cac khuyét doan bén trong do d6 khong cé cic gbc
& c4c ddu tan ciing N- hodc C- clia trinh tu d6i tuong dugc twong xing/xép thing
hang véi trinh tu yéu cau. Doi v6i truong hop phan tram tuong déng dugc xac dinh
bang FASTDB khong duogc hiéu chinh tht cong. Thém mét 1an nita, chi céc vi trf goc
" 'bén ngoai céc dau tan cliing N- va C- cla trinh tu déi tugng, nhu duoc thé hién trong
su sap xép FASTDB, khong duoc twong xting/xép thang hang véi trinh tu yéu ciu
dugc hiéu chinh thu cong thay cho. Khong cé su hiéu chinh tha cong nao dugc tao ra

cho cdc muc dich clia sang ché.

Nhu duoc st dung & day, axit nucleic dé "lai hod trong cdc diéu kién nghiém
ngat" dén trinh tu axit nucleic theo siang ché&, dé cap dén polynucleotit dugc lai hod
trong qua trinh 1 qua dém & 42°C trong dung dich chita 50% formamit, 5xSSC (NaCl
750mM, natri xitrat 75mM), natri phosphat 50mM (do pH=7,6), 5x dung dich
Denhardt, 10% dextran sulfat, va 20pg/ml ADN tinh dich c4 héi, da cét, duoc 1am

- bién tinh, tiép theo rlra cic mang loc trong 0,1xSSC & 65°C.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit viing xdc dinh vi tri Golgi dé cap dén trinh
tu axit amin ctia polypeptit cu trd tai Golgi c6 thé dép tng dé€ neo polypeptit & vi tri
trong phiic hé Golgi. N6i chung, ving xac dinh vi tri bao gom “dudi” tin cling amino

clia enzym.

Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit chitc nang tdc dong dé cap dén céc hoat
tinh sinh hoc c6 thé cho 1a ctia ving Fc (viing trinh tu am tinh Fc hodc viing trinh tu
axit amin cta bién thé Fc) clia khdng thé. C4c vi du vé céc chidc nang tdc dong khang

thé bao gém, nhung khong gi6i han &, 4i luc gin két thu thé Fc, tinh gay doc t€ bao
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phu thudc khéng thé (ADCC), su thuc bio t&€ bao phu thuoc khang thé (ADCP), tiét
~ xuét phan bdo, su hap thu khdng nguyén duoc tao ra boi phﬁ'C hé mién dich nho céac

‘1€ bao biéu thi bang khéng nguyén, diéu chinh gidm c4c thu thé bé mit t& bao, v.v..

Nhu duoc st dung & day, cdc thuat ngit xur 1y, duogc xir 1y, xir 1y va xi 1y bang

cach glycozyl hod dugc du tinh bao gom bét ky thao tic nao cia kiéu glycozyl hod
ctia polypeptit xuat hién tu nhién hodc t4i t6 hop hodc mot doan cua ching. Xir 1y

H bing cich glycozyl hod bao gém xir Iy chuyén hoa co cz‘iﬁ glycozyl hod t€ bao, ké ca
c4c thao téc di truyén chia cdc céch t8ng hop oligosacarit d€ dat duoc su glycozyl hoa
clia cdc glycoprotein bi€u hién trong cic t&€ bao. Ngoai ra, xir 1y béng cich glycozyl
~ hod bao gom cdc tic dong bing qué trinh dot bién va moi trudng t&€ bao doi véi qud

trinh glycozyl hoa.

Nhur duge st dung & day, thuat ngit t€ bao chii bao gobm bat k¥ loéi hé t&€ bao -
nao cé thé dugc xir Iy dé tao ra céc polypeptit va cdc phan tir gin két khang nguyén
theo Saing ché. Theo mot phuong an, t€ bao chi dugc xit Iy cho phép qua trinh tao ra
| phan tlr gan két khang c6 cdc glycoform cai bién. Theo mot phuong 4n dugc wu tién,
~ phan tir gin keét khang nguyeén 13 khang thé, mot doan khéng thé hodc protein thé
dling hop. Theo mot s6 phuong 4n, cdc t€ bao chii con dugc thao tac dé biéu hién cac
mifc ting ctia mot hodc nhiéu polypeptit c6 hoat tinh GnTII. Cic t& bao chi bao
gbm cac t€ bao duoc nuodi cdy, vi du, cac t€ bao dong vat cé vi duoc nudi cdy, nhu
cic t€ bao CHO, cic t€ bao BHK, cic t€ bao NSO, cic t€ bao SP2/0,
cac t€ bao u tuy YO, t€ bao u tuy chuot P3X63, t&€ bao PER, t&€ bao PER. C6 hoac t&
bao lai, cdc t€ bao ndm men, cic t€ bao con trung, va cac t€ bao thuc vat, chi goi tén
mot vai loai, nhung con bao gdm ca céc t€ bao ctia dong vat chuyén gen, thuc vat

chuyén gen hoic mo dong vat.

Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit tinh gay doc t&€ bao tao ra béi FC bao gom
tinh gay doc t&€ bao phu thudc khang thé va tinh gay doc t€ bao dugc tao ra bdi

protein dung hop béng Fe tan duoc chia ving Fc & ngudi. N6 1a co ché mién dich tao
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ra su phan giai cta "cac t€ bao dich khang thé" nhd “cdc t€ bao tdc dong mién dich &

nguoi”, trong do:

Cic t€ bao tdc dong mién dich & ngudi 12 quin thé bach cdu thé hién cdc thu
thé Fc trén bé mit cla chiing qua dé chiing gan két véi ving Fc clia cdc khing thé

hoic cdc protein dung hop bang Fc va thuc hién céc chifc ning tdic dong. Quan thé

~ndy c6 thé bao gébm, nhung khong gii han &, cdc t€ bao don nhan mdu ngoai vi

(PBMC) va/hoac céc t€ bao gi€t tu nhién (NK).

Cic t€ bao dich khang thé 1a cdc t€ bao gin két bing cic khang thé hodc cac
protein dung hgp béang Fc. C4c khang thé hodc céc protein dung hop bang Fc gin két

Véi cac t€ bao dich qua dau tan cing N tach protein dén ving Fc.

Nhu dugc su dung & day, thuat ngit tinh gay doc t€ bao dugc tao ra béi Fe tang
dudc xdc dinh hoac la tang v€ s6 lugng cla “cdc t& bao dich khang thé” duoc phan
giai trong thoi gian dinh truéc, & nong do dinh trude cua khéng thé, hodc clia protein
dung hgp bang Fc, trong moi trudng xung quanh cdc t& bao dich, bang co ché cua
tinh'gﬁy doc t€ bao dugc tao ra bdi Fc xéc dinh & trén, va/hodc gidm & néng do clia
khang thé, hodc cua protein dung hgp bing Fc, tfong moi trudng xung quanh cac t€
bao dich, trong thoi gian dinh truée, bang co ch€ cla tinh géy doc t€ bao dugc tao ra
boi Fe. Su gia tang trong tinh gay doc t€ bao duoc tao ra boi Fe ty 1€ v6i tinh gay doc
t& bao dugc tao ra bang khang thé tuong tu’ hodc protein dung hop bang Fc, dugc tao
ra bing loai t& bao chi tuong tu, nhd sit dung qué trinh diéu ché, tinh ché, bao ché va
céc phuong phép luu giit chudn, cdc phuong phap nay la da biét doi véi ngudi cé
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat, nhung khong dugc tao ra bang céc t€
bao chu da xt 1y d€ biéu hién glycosyltransferaza GnTIII bang cdc phuong phap mo

ta & day.

Nho khdng thé c6 tinh gay doc t&€ bao phu thuoc khdng thé tang (ADCC) c6
nghia 1a khing thé, nhu thuat ngit duoc dinh nghia & day, c6
ADCC tang nhu dugc x4c dinh bang bat ky phuong phdp thich hop nao da biét doi
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v6i nguoi ¢ hi€u biét trung binh trong linh vuc k§ thuat. Thir nghiém in vitro ADCC

dugc chap nhan 1a nhu sau:

1) thit nghiém st dung céc t€ bao dich da biét dé biéu hién khang nguyén dich

duoc nhan ra nho ving gin két khang nguyén cta khang thé;

2) thir nghiém st dung céc t€ bao don nhian mau ngoai vi & nguoi (PBMCs),
~ duoc phan lap tir mau ctia ngudi cho khoé manh chon ngiu nhién, lam cic t& bao tic

dong;
7 ~ 3) thir nghiém dugc ti€n hanh theo phuong phdp dudi day:

i) cac PBMC dugc phan lap nho st dung ciac phuong phdp ly tim mat do

* chuén va duogc tao huyén phit véi 5x10° t&€ bao/ml trong moi trudng nuodi cdy RPMI;

ii) cac t&€ bao dich dugc nuoi cay bﬁng phuong phdp nudi cdy mo chudn, thu tix
“pha sinh trudng lu§ thira v6i kha nang song 16n hon 90%, rira trong moi trudng nudi
cdy t&€ bao RPMI, d4nh dau bing 100 micro-Curies chita *'Cr, rira hai 14n bing moi
truong nuodi cdy t€ bao, va tai tao huyén phil trong moi trudng nuodi cdy t€ bao véi

mat do 10’ t& bao/ml;

iii) 100 microlit gém huyén phu t€ bao dich cu6i cing néu trén dugc chuyén

vao mbi giéng cuia dia vi chudn do 96 giéng;

iv) khéng thé dugc pha loang theo timg phéan tir 4000ng/ml dén 0,04ng/ml
trong moi trudng nuodi cdy t€ bao va 50microlit chita cac dung dich khang thé thu
duoc dugc thém vao cic t€ bao dich trong dia vi chudn do 96 giéng, thir nghiém véi

ba néng d6 khang thé khac nhau bao gom pham vi néng do khang thé téng néu trén;

v) d6i vé6i cdc doi ching giai phéng t6i da (MR), 3 giéng bd sung trong dia
chita cic t€ bao dich danh ddu, nhan 50 microlit chita 2% dung dich nu6c tdy khong
ion (V/V) (Nonidet, Sigma, St. Louis), thay cho dung dich khang thé (diém iv néu

trén);
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vi) d6i v6i cdc doi chitng giai phong tu phat (SR), 3 giéng bd sﬁng trong dia
chita cac t€ bao dich danh diu, nhan 50 microlit moi truong nudi cdy t€ bao RPMI

thay cho dung dich khéng thé (diém iv néu trén);

vii) sau d6 dia vi chuidn do 96 giéng dugc ly tam & 50xg trong 1 phit va

trong 1 gio & 4°C;

~ viii) 50 microlit huyén phit PBMC (diém i néu trén) dugc thém viao méi giéng -
dé thu duoc ty 1¢ t€ bao tac dong: t€ bao dich 1a 25:1 va cac dia dugc dit trong may
Ap trong 5% khi CO, & 37°C trong 4 gio;

ix) dich néi khong chita t&€ bao tir mdi giéng duoc thu gom va do phong xa gidi

phéng qua thir nghiém (ER) dugc x4c dinh s6 luong nho st dung may dém gama;

x) phan tram phan gidi dic hiéu duogc tinh todn d6i véi mbi ndng do khang thé
theo cong thic (ER-MR)/(MR-SR)x100, trong d6 ER 1a d6 phéng xa trung binh
duoc xdc dinh (xem diém ix néu trén) d6i v6i néng do khang thé d6, MR 1a do
phéng xa trung binh dugc xdc dinh (xem diém ix néu trén) déi véi cdc doi ching
MR (xem diém v néu trén), va SR 1a do phéng xa trung binh dugc XéCAdinh (xem

diém ix néu trén) doi véi cac doi chitng SR (xem diém vi néu trén);

4) "ADCC tang" dugc xac dinh 12 hoac tang & phan tram phan giai dac hiéu toi
da thdy duogc trong pham vi ndng do khdng thé thir nghiém néu trén, va/hodc giam &
néng do khang thé can c6 dé dat dugc mot nira phan tram phan gidi dac hiéu t6i da
thdy dugc trong pham vi néng do khang thé thir nghiém néu trén. Tang trong ADCC
ty 1& v6i ADCC, duogc xdc dinh bang thit nghiém néu trén, dugc gay ra bang khing
thé tuong tu, duoc tao ra bang loai t& bao chil giéng nhau, nhd st dung qud trinh san
xudt, tinh ché&, bao ché va cic phuong phép luu gitt chuin, cidc phuong phdp nay l1a da
biét d6i v6i ngudi c6 hi€u biét trung binh trong linh vuc k§ thuat, nhung khong dugc

tao ra bang cac t€ bao chi dugc xir Iy dé biéu hién qud mitc GnTIIL
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Theo mot khia canh, sdng ché dé cap dén céc phan tir gan két khang nguyén
c6 4i luc gin két chia khang thé chuot B-Lyl, va dén viéc phét hién ra cdc chic ning
tic  dong c6 thé dugc ting cudng nhd qud  trinh
glycbzyl hod thay d6i. Theo mot phuong 4n, phan ti gin két khang nguyén 12 khéng
- thé dang kham. Theo m¢t phuong 4n dugc uu tién, sing ch€ dé cap dén khing thé
dang kham, hoac moét doan ctia ching, chda cic CDR thé hién trén Fig.7. Dac biét,
- theo mot phuong 4n dugc wu tién, séng ch€ dé cap dén polynucleotit phan 1ap chia:
(a) trinh tv - duogc chon tir nhém gom co:
SEQ IDNO:5, SEQ ID NO:6 va SEQ IDNO:7 (CDR Vy,); va (b) trinh tu dugc chon
tir nhém gom c6: SEQ IDNO:21, SEQ IDNO:22 va SEQ IDNO: 23 (CDR Vy,); vi

SEQ ID NO:24. Theo mot phuwong 4n dugc wu tién, sing ché dé cap dén
' ;polny'nucleotit phan 1ap chita SEQ IDNO:8, SEQ ID NO:9 va SEQ IDNO:10. (CDRs
- V;). Theo mdt phuong dn, polynucleotit bat ky nao trong sé cic polynucleotit ma.

- hod polypeptit thé dung hop.

Theo mot phuong 4n khéc, phan tir gan két khang nguyén chita ving Vy; clia
khéng thé chuot B-Lyl thé hién trén Fig.1, hodc bién thé cia chﬁngé va polypeptit
' khéng phai & chu¢t. Theo mot phuong an dugc wu tién khéc, sing ché dé cap dén
phan tir gan két khang nguyén chita ving V; ctia khang thé chuot B-Lyl thé hién trén
~ Fig.2, hodc bién thé clia ching; va polypeptit khong phai & chudt.

Theo mot khia canh khéc, sdng ch€ d¢ cap dén cdc phan tr gin két khéng
nguyén chita mot hodc nhiéu CDR dugc cit cut ciia BLy-1. Cic CDR cit cut s& chia,
& mic t6i thiéu, cdc goc axit amin x4c dinh bing tinh dic hiéu dei véi CDR da cho.
Nh¢ "g6c xdc dinh bing tinh dic hiéu" c6 nghia 1a cdc goc c6 lién quan truc tiép
trong qud trinh twong tic v6i khang nguyén. N6i chung, chi khoang mot phian nim
dén mot phan ba cdc goc trong CDR da cho tham gia gan két khing nguyén. Cic goc
xdc dinh bang tinh dic hiéu trong CDR dic biét ¢6 thé dugc nhan dang bdi, vi du, su
w6c tinh chia céc ti€p xdc tuong tdc tir ki€u ba kich ¢ va qu4 trinh x4c dinh tinh bién

ddi clia trinh ty & vi tri g6c da cho theo cdc phuong phdp mo ta trong tii liéu Padlan
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etal., FASEB J. 9 (1):133-139 (1995), toan bo tai liéu nay dugc dua vao day bﬁngr

cach vién dan.

Vi vay, sang ch& con dé cap dén polynucleotit phan 1ap chia it nhit mot ving
xdc dinh bd trg ctia khang thé chuot, hodc bién thé hodc dang cit cut cﬁ_a ching chia
it nhat cdc goc x4c dinh bang tinh dac hiéu d6i v6i ving xéc dinh bé trg néu trén,
trong d6 polynucleotit phan 1ap nay ma hoa polypeptit thé dung hop. Tét hon néu,
cdc polynucleotit phan 14p nay ma hoa polypeptit thé dung hop A phan tir gan két
khang ngliyén. Theo mot phuong 4n, polynucleotit chita ba viing x4c dinh bd tro clia
khéng thé chudt B-Lyl, hodc céc bién thé hoidc céc dang cat cut ctia chiing chia it
nhat cdc gbc xdc dinh bang tinh dic hiéu d6i v6i mbi viing trong ba viing xdc dinh
bé trg néu trén. Theo mot phuong 4n khac, polynucleotit ma ho4 viing bié'n déi hoan”
toan cta chudi nang hodc nhe clia khang thé dang kham (vi dl_i, duoc nhan tinh hod).

‘ Séhg ché& con dé ceflp dén cac polypeptit ma hod béng cac polynucleotit nay.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén phan tir gan két khang nguyén
chita it nh4t mot ving x4c dinh bd trg cia khéng thé chuot B-Lyl, hoic bién thé hoic
dang cét‘cut clia chiing chita it nhat cdc gbc x4c dinh bang tinh dic hiéu d6i v6i viing
x4c dinh b6 trg néu trén, va chifa trinh tu thu dugc tir polypeptit khong tuong dong.
Theo mot phuong 4n, phan tir gdn két khiang nguyén chia ba ving x4c dinh b6 trg
ctia khéng thé chuot B-Lyl, hodc cdc bién thé hodc dang cit cut clia chiing chifa ft
nhét cdc géc xdc dinh bang tinh dic hiéu d6i v6i mbi ving trong ba vang xdc dinh
b6 trg néu trén. Theo mot khia canh, phan tir gan két khéng nguyeén chita ving c6 thé
bién ddi ciia chudi khdng thé ning hoic nhe. Theo mot phuong dn duge st dung dac
biét, phan tr gén két khdng nguyén 12 dang kham, vi du khdng thé, dugc nhan tinh
hod. Sdng ché€ ciling dé cap dén cdc phuong phédp tao ra cic phan tir gan két khang

- nguyén, va viéc sit dung tuong tu dé diéu tri bénh, bao gébm u lympho t&€ bao B.

D3 biét rang mot vai co ché c6 lién quan dén hiéu qua diéu tri clia cac khing

thé khédng CD20, bao gbém tinh gay doc t€ bao phu thudc khang thé (ADCC), tinh
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gay doc t€ bao phu thuoe bd tro (CDC), va su cam tng clia qud trinh ngimg sinh
trudng hodc qud trinh tang sinh qud muc. Vi du, phan 16n ddu hiéu thit nghiém ching
t6 rang rituximab c6 tic dung qua cdc co ché tic dong thong thuong dugc xac dinh
bﬁng céc thlr nghiém CDC va ADCC. Tuong tu, da dugc ching minh ring sitc dé
'khang ctia cdc t€ bao u lympho biét hod véi rituximab in vivo 1a chifc nang cta tinh
" nhay cam ctlia chiing v6i CDC in vitro. Nguoc lai, cach hoat dong in vivo ctia khang
thé khéc duoc chdp nhan dé sir dung diéu tri, B1, khong cdn dén hoat tinh t€ bao giét
b8 trg ma ciing khong cin dén hoat tinh t& bao giét tu nhién (NK). Diing hon, hiéu

qua ctia Bl in vivo 14 do kha nang clia n6 gay chét t&€ bao hiéu nghiém. -

N6i chung, céc khing thé khdng CD20 don dong dugc chia thanh hai loai
‘riéng biét can cit vao co ché€ hoat dong cia chiing dé diét trir t@n'gfié c4c t€ bio u
~ lympho. Co béan c4c khang thé khang CD20 Typ I duoc sir dung dé bé tro cho cic &
" bao giét dich, trong khi cdc khéng thé Typ'H co téc'd-l;ing nho cic co ché khic, cha
yéu la sy ting sinh qud muc. Rituximab va 1F5 1a cdc vi du vé cdc khang thé khéng
' CDZO‘ Typ L, nhung nguoc lai Bl 1a vi du vé khang thé Typ II. Vi du, xem tai liéu
Cragg, M. S. and Glennie, M. J., Blood 103 (7): 2738-2743 (April 2004); Teeling, J.
L. etal,, Blood 104 (6): 1793-1800 (September 2004), toan bo tai liéu nay dugc dua

vio day bang cach vién dan.

Séng ché& 1a mot vi du da biét thit nhat trong d6 khang thé khang CD20 Typ II
duoc xit 1§ ¢6 céc chitc nang tic dong tang nhu ADCC, trong khi vAn tiép tuc giit
duoc khd ning gay chét t€ bao hiéu nghiém. Vi vay, sdng ché dé cap dén khang thé
khang CD20 Typ II ¢c6 ADCC tang do qud trinh x{t 1y néu trén va khong mat kha
ning quan trong dé gay cam dng qud trinh ting sinh qud miic. Theo mot phuong 4n,
céc khang thé khang CD20 Typ II duoc xit Iy dé c6 kiéu glycozyl hod thay déi trong
ving Fc. Theo mot phuong 4n dic biét, qud trinh glycozyl hod bién déi bao gém
luong cdc goc phiic hop cit doi ting & ving Fc. Theo mot phuong 4n dic biét khéc,
qud trinh glycozyl hod bién d6i bao gém lugng cic goc fucoza giam & vang Fe. Xem

cong bo don yéu cau cdp patent My s6 2004 0093621 cua Shitara et al., toan b tai
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- liu nay dugc dua vao day bang cich vien din. Theo mot phuong 4n khic, cic khing
thé khang CD20 Typ II phéi trdi qua qué trinh xi 1y polypeptit nhu néu trong patent
M§ s6 6,737, 056 cla Presta hoic cong b6 don yéu cau cip patent My s6 2004
0185045 (Macrogenics) hodc cong b6 don yéu cau cap patent My s6 2004 0132101
(Xencor), toan bo céc tai lieu nay dugc dua vao day bang cach vién dan. Sdng ché&
con dén cap dén cic phuong phap tao ra cdc khang thé duoc xir Iy Typ II ndy va dén
cic phuong phap st dung cic khang thé nay d€ diéu tri cdc 16i loan t&€ bao B khéc

nhau, bao gém u lympho t&€ bao B.

Cic khang thé dang kham chudt/ngudi da dwoc mo td. Vi du, xem,
Morrison, S. L. et al., PNAS I1: 6851-6854 ( thang 11/1984); Cong bé patent chau
" Au So 173494; Boulianna, G. L, at al., Nature 312: 642 (théng 12/1984); Neubeiger,
M. S. et al., Naturc 314: 268 (thang 3/1985); Cong bo patent chau Au S5 125023;
Tan et al., J. Immunol. 135: 8564 (thdng 11/1985); Sun, L. K et al., Hybridoma 5
(1): 517 (1986); Sahagan et al., J. Immunol. 137: 1066-1074 (1986). Xem, Muron,
Nature 312: 597 (thdng 12/1984); Dickson, Genetic Engineering News 5 (3) (thdng
3/1985); Marx, Science 229: 455 (thang 8/1985); and Morrison, Science 229: 1202-
1207 (thdng 9/1985). Robinson etal., trong cong bd don PCT s6 WO/88104936 mo
ta khang thé dang kham véi viing khong déi & ngudi va ving c6 thé bién déi & chuot,
c6 tinh dac hiéu doi véi epitop cha CD20; phan khéng thé dang kham & chuot trong
céc tai lieu tham khao Robinson thu dugc tir khdng thé don dong chuot 2H7 (gama
2b, kappa). Trong khi cac tai liéu tham khdo khdc luu ¥ ring khang thé dang kham
dugc mo ta 12 “dng clr vién quan trong nhat” dé diéu tri c4c 16i loan t€ bao B, tuyén
b6 nay dugc xem nhu khong nhiéu hon mot goi ¥ d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong Iinh vuc k¥ thuat dé x4c dinh du goi ¥ nay c6 chinh x4c hay khong d6i véi
khang thé dic biét ndy, dac biét vi tai liéu khong c6 bat ky thong s6 nao dé ting ho
diéu khing dinh vé hiéu qua diéu tri va quan trong 12 thong s6 sit dung dong vat bac

cao hon nhu dong vat linh trudng hoac ngudi.
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Céc phuong phép d€ tao ra cic khang thé dang kham c6 thé stt dung dugc doi
v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat. Vi du, cic chudi nang va
‘nhe c6 thé biéu hién riéng ré, nho, vi du, chubi nhe globulin mién dich va chudi ning
globulin mién dich trong cdc plasmit riéng biét, hoac d6i véi vat truyén don (vi du,
da gen). Sau d6 céc chudi nﬁy c6 thé dugc 1am sach va tap hop in vitro vao céc khéng
thé hoan chinh; céc phuong phap dé thuc hién viéc tap hop ndy dugc mo ta. Vi du,
~_xem tai liéu Scharff, M., Harvey Lectures 69:125 (1974). C4c thong s6 phéan tng in
_ vitro d6i vé6i qud trinh tao ra cdc khang thé IgG tir cdc chudi niang va nhe phan lap
giam ciing dugc mo ta. Vi du, xem tai liéu Sears etal., Biochena. 16 (9):2016-25
(1977).

~ Theo mot phuong an dugc wu tién dac biét, ABM dang kham theo sang ché 1a
- khéng thé dugc nhan tinh hod. Cdc phuong phép dé nhan tinh hoé céc khing thé
khong phai clia ngudi 13 da biét d6i v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vic.
- Vi du, cic ABM dugc nhan tinh hod theo sang ché& c6 thé dugc tao ra theo cic
phuong phap cua patent My s6 5,225,539 ctia Winter, patent M§ s6 6,180,370 cla
'Queén et al., hoac patent M§ sO 6,632,927 | cﬁa_
Adair et al., toan bo tii liéu nay dugc dua vio day bing cich vién din. Tot hon néu,
khéng thé dugc nhan tinh hod c¢6 mot hodc nhiéu gbc axit amin dugc dua vao tir
nguon khong phai & ngudi. Cic goc '.axit amin khong phai & nguoi thudng duoc dé
~ cap t6i nhu 14 cdc g6c "nhap khiu", né thudng dugc 14y tir viing "nhap khau" c6 thé
_ bién d6i. Qua trinh nhan tinh hod vé co ban c6 thé duoc tién hanh theo phuwong phép
cia Winter va cic dong tic gia (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986);
Riechmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:
1534-1536(1988)), bing céch thay thé cac trinh tu viing c6 thé bién déi nhanh cho
cic trinh tu tuong tng ctia khéng thé ngudi. Vi vay, cdc khing thé "dugc nhan tinh
hod" ndy 12 cdc khang thé dang kham (Patent M§ s6 4,816, 567) trong d6 vé co ban
it hon mot ving ¢6 thé bién d6i nguyén ven & ngudi duoc thay thé bing trinh tu
tuong ing tir c4c loai khong phai 1a ngudi. Thuc t€, cidc khdng thé dugc nhan tinh

hod thudng 1a cdc khdng thé ngudi trong dé mot s6 g6c viing c6 thé bién ddi nhanh
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va c6 thé mot s6 goc FR dugc thé bang cdc goc tr cic vi trf tuong tu & cdc khdng thé
loai ~  gam nham. Cac khéng thé khang
CD20 dugc nhan tinh hod doi tugng s& bao gém cdc ving khong doi cla globulin

- mién dich nguoi.

Viéc lua chon céc ving c6 thé bién ddi & ngudi, ca nhe va ning, dugc st dung
dé tao ra cic khang thé duoc nhan tinh ho4 Ia rit quan trong dé gay cam tng tinh
khéng nguyén. Theo phuong phdp duoc goi 1a "thich hgp nhat", trinh tu cia ving cé
thé bién ddi clia khéng thé loai gim nhidm dugc tuyén chon dua vao toan bo thu vién
chita cdc trinh ty viing c6 thé bién ddi & ngudi da biét. Trinh ty ngudi gan nhdt véi
trinh tu clia loai gam nhiam sau d6 duoc chap nhan 14 khoang khung & nguoi (FR) doi
v6i khéng thé dugc nhan tinh hod (Sims et al., 7. Immunbl., 151: »2296,(1993);
Chothia et al., J Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Phuong phap khéc dé chon loc trinh tu
khung R ngudi dé so v6i trinh tu cha mdi ving phu riéng 1¢ clia khung loai gam
nhdm hoan chinh (nghia 13, FR1, FR2, FR3, va FR4) hoic mot s6 t6 hop cua céc
viing phu riéng 18 (vi du, FR1 va FR2) dua vao thu vién chia céc trinh tu viing c6 thé
bién d6i & ngudi da biét tuong duong véi ving phu khung d6 (vi du., nhu duge xac
dinh nhd cich danh s6 Kabat), va chon trinh tu & ngudi cho mdi ving phu hoic t6
hop gén nhaét v6i trinh tu cla loai gam nhdm (Leung cong b6 don yéu cdu cdp patent
My s6 2003/0040606 Al, cong bs 2.7.2003). Phuong phap khic st dung khoang
khung dic biét thu dugc tir trinh tu lién ng cia tat ca cdc khéng thé ngudi clia nhém
phu dic biét chia cdc chubi ning hoic nhe. Khung tuong tu c6 thé dugc su dung cho
mot vai khang thé duoc nhan tinh hod khéc biét (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J Immunol., 151: 2623 (1993)).

| Quan trong hon nita 1a cdc khang thé dugc nhan tinh hoé duy tri dugc 4i luc
cao d6i v6i khdng nguyén va cic dic tinh sinh hoc c6 ich khéic. Dé dat dugc muc
dich nay, theo mot phuong 4n dugc wu tién, cac khang thé dugc nhan tinh hod dugc
tao ra bang phuong phdp phan tich c4c trinh tu géc va cdc san phdm dugc nhan tinh

ho4 dua trén cdc khai niém kh4c nhau nho st dung ba ki€u kich thuéc clia cdc trinh
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goc va dugc nhén tinh hod. Ba kiéu kich thu6c globulin mién dich thudng sén c6 va
da biét d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ki thuat. Cic chuong
trinh may tinh c6 thé sit dung dugc dugc minh hoa va thé hién ba cau triic kich thuéc
hinh thé ¢6 thé c6 chia c4c trinh tu globulin mién dich tng cit chon loc. Qud trinh
kiém tra su thé hién d6 cho phép phan tich vai trd ¢6 vé thich hop clia cdc gbc trong’
| viéc thuc hién chifc nang ciia céc trinh tu globulin mién dich tng ctr, nghia la phan
tich céc gbc c6 tic dong dén kha ning cua globulin mién dich dé gén két khing
‘nguyén cta né. Theo cdch ndy, cdc goc FR c¢6 thé duoc chon loc va két hop tir cic
trinh tu ti€p thu va quan trong dé dat dugc dic diém ctia khang thé mong mudn, nhu
lam tang 4i luc d6i véi (cdc) khang nguyeén dich. N6i chung, cdc goc ving c6 thé
“bién d6i nhanh c6 tdc dong truc ti€p va quan trong nhdt dén su gin két khang

' nguyeén.

Theo mét phuong an khac, cac phan tir géﬁ két khang nguyén theo sdng ché
“duge xtr 1y dé c6 4i luc gin két tang cudng theo, vi du, c4c phuong phap dugc mo ta
trong cong bo don yéu cau cap patent My s6 2004/0132066 ctia Balint etal., toan bo

tai lieu nay dugc dua vao day bang cach vién dan.

Theo mét phuong 4n, phan tir gan két khdng nguyén theo sdng ché duoc lién
két véi goc bo sung, nhu chat déng vi danh ddu phéng xa hoic toxin. Cic ABM lién
két nay c6 thé dugc tao ra bing nhiéu phuong phap da biét 16 d6i v6i ngudi c6 hiéu

biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat.

Cédc chat dong vi phong xa khdc nhau c6 thé sir dung dugc theo sdng ché va
ngudi c6 hi€u biét trung binh trong linh vuc k§ thuat tin ring c6 kha ning x4c dinh
dé dang céc chat dong vi phéng xa nao 1a thich hop nhat trong cic trudng hop khac
nhau. Chang han, "ot 12 chat dong vi phéng xa da biét 15 dugc skt dung cho liéu
phdp mién dich dich. Tuy nhién, viéc sit dung lam sang *'iot c6 thé bi gi6i han boi
mot vai yéu t6 bao gém thdi gian ban tén trong co thé kéo dai 8 ngdy; qué trinh loai

halogen ctia khang thé iot hod ca trong mau va & cic vi tri kh6i u; va cic tinh chat
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phat xa (vi du, thanh phan gama 16n) c6 thé gan diém cuc thuéan cho viéc lang dong
dinh vi liéu lugng & khoi u. Nho viéc dua vao céc chét tao chelat tot hon, co hoi dé
gan cdc nhom tao chelat kim loai vao céc protein da lam ting cdc co hoi dé st dung
c4c chat dong vi phéng xa khac nhu 'indi va “itri. *Itri tao ra mot s6 thuan loi dé
st dung trong tng dung liéu phdp mién dich bang phéng xa: thdi gian bén ton 64 gid
- cua *itri dai da dé cho phép tap hop khang thé canh khdi u va, khic eg, "iot, *itri 12
chat phit xa beta tinh khi€t c6 nang lugng cao khong kém theo sy chi€u xa gama
trong su phén ra cia nd, cé gidi han trong mo tit 100 dé€n 1000 dudng kinh t&€ bao.
‘Ngoai ra, lugng bic xa xam nhap t6i thiéu cho phép dé sir dung cdc khang thé danh
ddu *itri cho bénh nhan ngoai tri. Ngoai ra, su ti€p thu khdng thé danh diu khong
* cdn dé giét t&€ bao, va su phat tia bifc xa ion hod cuc bo s& gay chét ngudi cho cic t&

bao khoi u ké sit khong c6 khang nguyén dich.

Céc liéu diéu tri don hitu hiéu (nghia 13, céc lugng diéu tri hitu hiéu) chda cic
khang thé khang CD20 d4dnh dau *itri ndm trong khoang 5 va 75mCi, t6t hon nita
nam trong khoang 10 va khoang 40 mCi. Cac liéu lugng diéu tri don cit bo khong
phai 13 tuy hifu hiéu chda cdc khing thé khiang CD20 danh ddu “'iot nim trong
khoang 5 va 70mCi, t6t hon 14 nam trong khoang 5 va 40mCi. Cdc liéu lugng diéu tri
don cét bd hitu hiéu (c6 nghia 13, c6 thé cin dén qua trinh ghép tuy xwong tu than)
chita céc khéng thé khang CD20 danh d4u *iot nim trong khoang 30 va 600mCi, t6t
hon nita 12 ndm trong khoang 50 va nhé hon 500mCi. Khi két hgp véi cdc khing thé
khang CD20 dang kham, do vi thdi gian ban ton tuin hoan dai hon so véi cac khang
thé chuot, nén céc liéu lugng diéu tri don cit bo khong phai 1a tuy hitu hiéu chita cic
khang thé khang CD20 dang kham danh d4u *'iot ndm trong khoang 5 va 40mCi, t6t
hon 12 nh6 hon 30mCi. Hinh dung tiéu chudn déi vé6i, vi du, chit déng vi dédnh ddu

"indi, thudng nho hon 5SmCi.

Dai véi cdc khang thé khdng CD20 dugc ddnh ddu bang déng vi phéng xa,
liéu phép théem vao d6 c6 thé ciing xudt hien nho diéu tri bing liéu phdp don hoic da

liéu phdp. Vi céc thanh phan dong vi phéng xa, dugc uu tién 1a trude khi diéu tri, cdc
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t€ bao mam ngoai vi ("PSC") hoac tuy xuong ("BM") duoc "thu gom" cho cac bénh
nhan bi tinh doc tuy xuong 'nguy hai cao do biic xa. BM va/hodc PSC dugc thu gom
‘nhd st dung cdc ky thuat chudn, va sau d6 dugc rira sach va lam dong lanh dé qué
trinh tdi tiém truyén c6 thé thuc hién dugc. Ngoai ra, dugc vu tién nhét 1a trudc khi
diéu tri nghién citu liéu luong chdn dodn nho stt dung khang thé d4nh dau chdn dodn
(vi du nho st dung (vi du, nho st dung !'indi) duoc tién hanh d6i véi bénh nhan,
muc dich clia né dé dam bdo ring khing thé ddnh diu diéu tri (vi du, nhd st dung
Pytri) s&€ khong tr& thanh “co dic” khong can thiét trong bét ky co quan hoic mo

~ thong thuong nao.

Theo mot phuong 4n dugc uu tién, sing ché dé cap dén polynucleotit phan lap
_chita trinh tur ma hod polypeptit ¢6 trinh tu axit amin nhu thé hién trong Bang 3 dudi
day. Sdng ché& con dé cap dén axit nucleic phan lap chia trinh tu c¢6 do tuwong d6ng it
nhét 12 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh tu nucleotit thé A
hién trong Bang 2 dué6i day. Theo mot phuong 4an khac, séng ch& dé cap dén axit
nucleic phan 1ap chia trinh tw ma hoa polypeptit ¢6 trinh tu axit amin c¢6 do tuong
dong it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh tu axit
amin trong Bang 3. Sdng ché ciing bao gdm axit nucleic chtta trinh tv mi hoi
polypeptit ¢ trinh tu axit amin cé bat ky cau tric nao trong s6 cac cdu tric trong

Bang 3 véi céc thay thé axit amin bao toan.
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BANG 2

CAUTRUC

TRINH TU' NUCLEOTIT

SEQIDNO

B-HH1

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA

GAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACACCTTCAGCTATTCTTGGATGAGCT
GGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGG
ATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACGCACAGAAATTCCAAGGAAGAGTCACAATTA
CCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TTACTGTGCAAGAAATGICTTTGATGGTTACTGGCT
TGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

29

B-HH2

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACGCCTTCAGCTATTCTTGGATGAACT
GGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGG
ATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTA
CCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCT
TGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

31

B-HH3

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGGAGTTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACGCCTTCAGCTATTCTTGGATGAACT
GGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGG
ATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTA
CCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TCTGTGTGCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCT
TGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCAGCTAGCACC
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THép fue)

CAETRIC FRINH T{," NUCLEO¥IF _ SEQIDNO
B HH4 pe1
B-HHE 37

CCTCA
BHHE 58
C‘}‘rﬁ:ﬁf‘ATAC(“C’f‘T‘TCAGCTAmTTGGA‘TCaATT
GOCTGCSGCAGOCCCCTGCACAAGGGOTOOAGTG
GATGGGACGGATCTTICCOGGCGATGGGOGATACTG
QTAQAATGG{?A.AA] ;QAAQ mﬁﬁg TCACAATT
ngH? 41

20
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(tiép tuc)

CAU TRUC

TRINH TU NUCLEOTIT

SEQID NO

B-HH8

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGCGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACACCTTCACATACAGCTGGATGAAC
TGGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTG
GATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTG
ACTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAATT
ACCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGA
GCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGT
ATTACTGTGCAAGAAATGTCTTITGATGGTTACTGGC
TTGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

43

B-HH9

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGCGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACACCTTCAGCTATTCTTGGATGAACT
GGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGG
ATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTA
CCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TTACTGTGCAAGAAATGTCTITGATGGTTACTGGCT
TGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

B-HL1

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACACCTTCACCTATTCTTGGATGCACT

GGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGG |

ATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACGCACAGAAATTCCAAGGAAGAGTCACAATGA
CACGGGACACGTCCACTTCCACCGTCTATATGGAG
'CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCT
TGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

47

B-HL2

GAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGGGCCACCGTGAAGATCTCCTGCAAGG
TGTCCGGATACACCTTCACCTATTICTTGGATGCACT
GGGTGCAGCAGGCCCCTGGAAAGGGGCTCGAGTG
GATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTG
ACTACGCAGAGAAATTCCAAGGAAGAGTCACAATC
ACAGCCGACACGTCCACTGACACCGCCTATATGGA
GCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGT
ATTACTGTGCAACCAATGTCTITGATGGTTACTGGC
TTGTITACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

49
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(tiép tuc)

CAU TRUC

TRINH TU NUCLEOTIT

SEQIDNO

B-HL3

GAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGCCTGGGGCCACCGTGAAGATCTCCTGCAAGG
TGTCCGGATACACCTTCACCTATTCTTGGATGAACT
GGGTGCAGCAGGCCCCTGGAAAGGGGCTCGAGTG
GATGGGACGGATCITTCCCGGCGATGGGGATACTG
ACTACAATGGGAAATTCAAGGGAAGAGTCACAATC
ACAGCCGACACGTCCACTGACACCGCCTATATGGA
GCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGT
ATTACTGTGCAACCAATGTCTITGATGGTTACTGGC
TTGTITACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

51

B-HL4

CAGATGCAATTGGTGCAGTCTGGCGCTGAAGTTAA
GAAGACCGGGAGTTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG
CTTCCGGATACACCTTCACCTATTCTTGGATGAGCT
GGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGG
ATGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACGCACAGAAATTCCAAGGAAGAGTCACAATTA
CCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCT
TGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT

CCTCAGCTAGCACC

53

B-HL8

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGT
CAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGGCTCTCCTGTGCAG
CCTCTGGATTCACATTTAGCTATTCTTGGATGAACT
GGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGG
GTGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTA
CCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGCT
TGTTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

B-HL10

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCCAC
AGGAGCCCACTCCGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTG
GAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGG
CTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCGCATTCAGCTAT
TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAA
GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTTICCCGGCG
ATGGGGATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGC
AGAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTAGCAC
AGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGG
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTTT
GATGGTTACTGGCTTGTTTACTGGGGCCAGGGAAC
CCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

57
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(tiép tuc)

CAU TRUC

TRINH TU NUCLEOTIT

SEQIDNO

B-HL11

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGT
CAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGGCTCTCCTGTGCAG
CCTCTGGATTCACATTITAGCTATTCTTGGATGAACT

GGTGCGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGG
GTGGGACGGATCTTTCCCGGCGATGGGGATACTGA
CTACAATGGGAAATTCAAGGGCAGAGTCACAATTA
CCGCCGACAAATCCACTAGCACAGCCTATATGGAG
CTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA
TTACTGTGCAAGAAATGTCTTTGATGGTTACTGGC
TGTITACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCA

(=]

-

59

B-HL12

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCCAC

AGGAGCTCACTCCGAAGTGCAGCTCGTGGAGTCTG
GAGCAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGG
CTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTCACATITAGCTAT
TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAA
GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTTTCCCGGCG

"CCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

61

B-HL13

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCCAC

AGGAGCTCACTCCGAAGTGCAGCTCGTCGAGTCTG
GAGGAGGCGTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGG
CTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTCACATITAGCTAT

‘TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAA

GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTTTCCCGGCG
TGGGGATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGC

>

CACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTIT
ATGGTTACTGGCTTGTTTACTGGGGCCAGGGAA!

Q> >
[») (=]
O >

o]
>3
28
ég
(] (o)
e
3
5|3
S5
q5
> (>
28
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> O
Q) >
(o)

CCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

63
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(tiép tuc) ,

CAU TRUC

TRINH TU NUCLEOTIT

SEQID NO

B-HL14

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCCAC
AGGAGCTCACTCCGAAGTGCAGCTGGTCGAGTCCG
GAGGAGGCTTGAAGAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGG
CTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTCACATITAGCTAT
CTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAA
GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTTTCCCGGCG
ATGGGGATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGC
AGAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTAGCAC
AGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA!
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTIT
GATGGTTACTGGCTTGTTTACTGGGGCCAGGGAAC
CTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA |

=3

l

(

65

B-HL15

GGAATIC CCACCGGT! CACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCCTCTTICTTGGTGGCAGCAGCCAC

(@}

AGGAGCCCACTCCGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTG -

GAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCTCTTCCCTGCGG
CTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTCACATTITAGCTAT
TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAA
GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTTTCCCGGCG
ATGGGGATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGC
AGAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTAGCA!
AGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGG
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTTT
GATGGTTACTGGCTTGTTTACTGGGGCCAGGGAAC
CCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

H

67

B-HL16

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCCAC
AGGAGCCCACTCCGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTG
GAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGG
GTCAGCTGCGCAGCCTCTGGATTCACATITAGCTAT
TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAA
GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTITCCCGGCG
ATGGGGATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGC
AGAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTAGCAC
AGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGG
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGA GTCTTT
ATGGTTACTGGCTTGTTTACTGGGGCCAGGGAAC
CCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

H

69
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(tiép tuc)

CAU TRUC

TRINH TU NUCLEOTIT

SEQIDNO

B-HL17

CGGAATTCGGCCCACCGGTGGCCACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCCAC
AGGAGCCCACTCCGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTG
GAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCGG
CTCTCCTGCGCAGCCTCTGGATTCACATITAGCTAT
TCTTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAA
GGGCCTCGAGTGGGTGGGACGGATCTTTCCCGGCG
ATGGGGATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGC
AGAGTCACAATTACCGCCGACAAATCCACTAGCAC
AGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGG
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAAATGTCTTT
GATGGTTACTGGCTTGTTTACTGGGGCCAGGGAAC
CTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCGAATTCTCGA

[

7

trinh tyr tin hi¢u VH

ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGC
AGCAGCCACAGGAGCCCACTCC

73

B-KV1

GATATCGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCCTGCCC
GTCACCCCTGGAGAGCCCGCCAGCATTAGCTGCAG
GTCTAGCAAGAGCCTCTTIGCACAGCAATGGCATCA
CITATTTGTATTGGTACCTGCAAAAGCCAGGGCAG
CTCCA! GATITATCAAATGTCCAACCTT
GTCTCTGGCGTCCCTGACCGGTTCTCCGGATCCGGG
CAGGCACTGATTTCACACTGAAAATCAGCAGGGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGAGTTTATTACTGCGCTC
AGAATCTAGAACTTCCTTACACCTTCGGCGGAGGG
ACCAAGGTGGAGATCAAACGTACGGTG

|

75

trinh ty tin hiéu VH

ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGCCT
CCTGCTGCTCTGGTTCCCAGGTGCCAGGTGT

BANG 3

CAU TRUC

TRINH TU AXIT AMIN

SEQIDNO

B-HH1

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSYSWMSWVR

APGOGLEWMGRIFPGDGDTDYAQKFQGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGOGTL
VTVSS

a0

B-HH2

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWMNWV
RQAPGOGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQG
TLVTVSS

B-HH3

‘QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWMNWV
ROAPGOGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKS

TSTAYMELSSLRSEDTAVYLCARNVFDGYWLVYWGOGT
LVTVSS T

|2
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(tiép tuc)

CAU TRUC

TRINH TU AXIT AMIN

SEQIDNO

B-HH4

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYAFSYSWMNWV
ROAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKS

TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGOG
TLVTVSS

36

B-HHS

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWMSWV
RQAPGOGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVEDGYWLVYWGQG
TLVTVSS

B-HH6

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWINWVR

QAPGOGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVY WGQGTL

VTVSS

15

B-HH7

VQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSYSWISWVR
QAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTL
VTVSS :

B-HH8

QVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTYSWMNWV
RQAPGOGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGOQG

ILVTVSS

b

B-HH9

QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSYSWMNWV
RQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKS

TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQG
TLVTVSS

15

B-HL1

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTYSWMHWYV
RQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDYAQKFQGRVTMTRDT

STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQ
GTLVTVSS

I&

B-HL2

EVOLVOSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTYSWMHWV
QQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYAEKFQGRVTITADTS
TDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATNVFDGYWLVYWGQG
TLVTVSS

B-HL3

EVOLVOSGAEVKKPGATVKISCKVSGYTFTYSWMNWV
QQAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADTS
TDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATNVFDGYWLVYWGQG
TLVTVSS B

B-HL4

OMQLVOSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTFTYSWMSWV
ROQAPGOGLEWMGRIFPGDGDTDYAQKFQGRVTITADKS

TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGOQG
TLVTVSS
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{tiép tuc) |

CAU TRUC TRINH TY AXIT AMIN SEQ ID NO
B-HL8 EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVR 56

QAPGKGLEWVGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKST

STAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGOQGT
LVTVSS :

B-HL10 EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFAFSYSWMNWVR 58
- QAPGKGLEWVGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTL
VTVSS

B-HL11 OVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVR 6
QAPGKGLEWVGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQGT
LVTVSS

B-HL12 EVOLVESGAGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVR 62

QAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVY W T

LVTVSS

B-HL13 EVQLVESGGGVVKPGGSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVR 64

QAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYW TL

B-HL14 EVOLVESGGGLKKPGGSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVR | 66
QAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTL
VTVSS

B-HL15 EVQLVESGGGLVKPGSSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVR 68
QAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQGT
LVTVSS

B-HL16 EVOLVESGGGLVKPGGSLRVSCAASGFTFSYSWMNWVR 70
QAPGKGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTS
TAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTL
VTVSS

B-HLY7 EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSYSWMNWVR 72
APGKGLEWMGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARNVEDGYWLVYWGQGT

LVTVSS
trinh tyr tin higu VH . MDWTWRILFLVAAATGAHS 74
B-Kv1 . DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLLHSNGITYLYWY 76

LOKPGQSPQLLIYOMSNLVSGVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
RVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKVEIKRTV

trinh ty tin hiéu VH MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 8

Theo mot phuong d4n dugc wu tién khdc, sdng ché& dé cap dén polynucleotit

phan 14p chia trinh tw ma hod polypeptit c6 trinh ty axit amin thé hién trong Fig.1
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hoac Fig.2. Séng ché con dé cap dén axit nucleic phan lap chia trinh tu c6 do tuong
dong it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% véi trinh tu
nucleotit thé hién trong Fig.5 hoac Fig.6. Theo mot phuong 4n khdc, sing ché dé cap
dén axit nucleic phan 1ap chifa trinh ty ma hod polypeptit c6 trinh tu axit’ amin c6 do
twong déng it nhat 13 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% véi trinh ty
axit amin trén Fig.5 hbaflc Fig.6. Sang ché ciing bao ham axit nucleic phan lap chia
trinh ty ma hod polypeptit c6 trinh tu axit amin & Fig.1, Fig.2, Fig.5 hoac Fig.6 véi

cac thay th€ axit amin bao toan.

Theo mot phuong 4n khéc, séng ché dé cap dén vat truyén biéu hién va/hoic t&

bao chu chita mot hoac nhiéu polynucleotit phan 1ap theo sang ché.

N6i chung, bat k¥ loai € bao nuéi cdy nao c6 thé dugc sit dung dé biéu hien
‘ABM theo siang ché€. Theo mot phuong an duge wu tién, cic t€ bao t€ bao. CHO, t€
bao BHK, t& bao NSO, t& bao SP2/0, t&€ bao u tuy O, t&€ bao u tuy chudt P3X63, t&€ bao
PER, t&€ bao PER.C6 hodc t€ bao lai, cac t€ bao ctia dong vat c¢6 vi khac, cac t€ bao
ndm men, ééc t€ bao con trung, hoac céc t€ bao thuc vat dugc st dung l1am dong t&

bao nén dé tao ra cic t€ bao chi dugc xir 1y theo sing ché.

Hiéu qua diéu tri ctia cdc ABM theo sdng ché c6 thé dugc tang cudng bang
cach tao ra ching trong t& bao chii dé biéu hién hon nita polynucleotit ma hod
polypeptit c6 hoat tinh GnTIII. Theo mot phuwong dn dugc uvu tién, polypeptit c6 hoat
tinh GnTIII 1a polypeptit thé dung hgp chita ving dinh vi Golgi cia polypeptit cu trd
& Golgi. Theo mot phuong 4n dugc wu tién khdc, biéu hién cdc ABM theo séng ché
trong t&€ bao chu dé biéu hién polynucleotit ma hod polypeptit c¢6 hoat tinh GnTII
lam cho cdc ABM c6 4i luc gén két thu thé Fc tang va chitc nang chét ddp dng tang.
Vi vay, theo mot phuong 4n, sdng ché€ dé cap dén t€ bao chu chita (a) axit nucleic
phan 1ap chifa trinh tu ma hoa polypeptit c6 hoat tinh GnTIII; va (b) polynucleotit
phan 1ap ma hod ABM theo sing ché€, nhu khdng thé dang kham, dugc 1am cho c¢6

tinh cta dong vat linh trudng hodc nhéan tinh hod gan két v6i CD20. Theo mot
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phuong 4n dugc wu tién, polypeptit c6 hoat tinh GnTIII 1a polypeptit thé dung hgp
chita viing xic téc ctia GnTIII va ving dinh vi Golgi 12 ving dinh vi ciia manosidaza
II. C4c phuong phép dé tao ra cdc polypeptit thé dung h@p nay va stt dung ching dé
tao ra c4c khang thé c6 cdc chic ning dap tng ting duoc dé cap dén trong don yéu
ciu cap patent My tam thoi S6 60/495,142, toan bo tai liéu nay dugc dua vao day
bang cach vién dan. Theo mot phuong dn duge wu tién khac, ABM dang kham dugc
khéng thé dang kham hodc mot doan clia ching, c6 tinh dic hiéu gan két ciia khang
thé chuot B-LY1. Theo mot phuong 4n dugc wu tién dic biét, khang thé dang kham
chita Fc ngudi. Theo mot phuong 4n dugc uwu tién khéc, khdng thé duoc nhan tinh-

hod hoac lam cho c6 tinh ciia dong vt linh trudng.

Theo mot phuong dn, mot hoac mdt vai polynucleotit ma hod ABM theo sing
ch€ c6 thé dugc biéu hién duéi su kiém sodt clia gen khéi ddu cau thanh hodc, theo
* céch khic, ciia hé biéu hién didu hoa. Cic hé biéu hién diéu hoa dugc thich hgp bao
gém, nhung khong gidi han hé biéu hién diéu hoa bing tetraxyclin, hé biéu hién cam
ing bdi ecdyzon, hé biéu hién cit bing canh kién d6, hé biéu hién cam tng boi
glucocorticoit, hé gen khéi dau cam ting bdi nhiét do, va hé biéu hién cam dng boi
kim loai. Néu mot vai axit nucleic khac biét ma hoa ABM theo sidng ché dugc chia
trong hé t& bao chi, thi mot s6 trong cic axit nay c6 thé dugc biéu hién duéi sy ki€ém
soat clia gen khoi dau cdu thanh, trong khi cdc axit khac dugc biéu hién duéi su kiém
soat clia gen khéi ddu diéu hoa. Mifc biéu hién t6i da dugc dy tinh 1a mic cao nhat
c6 thé ctia mitc biéu hién polypeptit khong c6 tdc dung c6 hai ddng ké d6i véi toc do
sinh truéng cta t€ bao, va s€ dugc xic dinh nho st dung su thit nghiém thong
thudng. C4dc miic bi€u hién duoc xdc dinh bing cdc phuong phdp thudng di biét
trong linh vuc ky thuat, bao gom phép phan tich tham tdch Tay tinh dac hiéu cua
khéng thé doi v6i ABM hodc tinh dic hiéu khang thé doi v6i ddu peptit ngung tu vGi
ABM; phép phan tich thdm tdch Bic. Theo cach khac, polynucleotit ¢6 thé dugc lién
két dong v6i gen bdo cdo; mic biéu hién cia ABM dang kham c6 tinh dic hiéu gan
két vé co ban tuong tu cia khéng thé chuot B-Lyl dugc xdc dinh bang cich x4c dinh

tin hiéu twong quan véi mitc biéu hién cia gen bdo cdo. Gen bdo cdo c6 thé dugc sao
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chép cung véi (c4c) axit nucleic ma ho4 polypeptit thé dung hgp nay 1a phan tir ARN
thong tin don; cdc trinh tw ma hoa tuong tng cta ching cé thé duoc lién két hoic boi
diém vao ribosom trong (IRES) hodc bdi gen ting cudng dich mi khong phu thudc
mil (CITE). Gen bdo cdo c6 thé duge dich macling vai it nhat mot axit nucleic ma
hod ABM dang kham c6 tinh dic hiéu gin két vé co ban tuong tu cla khing thé
chuot B- Lyl sao cho chudi polypeptit don duoc tao ra. Céc axit nucleic ma hoé cic
AMB theo sang ché ¢6 thé dugc lién két dong véi gen bdo cdo dudi su kiém soét clia
gen khoi ddu don, sao cho axit nucleic ma ho4 polypeptit thé dung hop va gen bdo
-cdo dugc sao chép vao phan tir ARN dugc tach intron vao hai phan tir ARN thong tin
riéng biét (mRNA); mot trong cic ARN thong tin thu dugc duoc dich ma thanh
‘protein bao cdo, va ARN thong tin khac dugc dich ma vao polypeptit thé dung hop.

C4c phuong phap di biét d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat c6 thé dugc st dung dé cdu tric cdc vat truyén biéu hién chia trinh tu ma hod clia
ABM c6 tinh dic hiéu gin két vé co ban tuong tu clia khang thé chuot B-Lyl cing
vé6i cac tin hiéu do6i ching phién ma/dich ma thich hgp. Cic phuong phap dé bao
gbm céc k¥ thuat tdi t6 hop ADN in vitro, cdc k¥ thuat tdng hogp va téi t6 hop in
vivo/tai t6 hop di truyén. Vi du, xem c4c k¥ thuét dugc mo ta trong tai liéu Maniatis
et al., MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL, Cold Spring
Harbor Laboratory, N. Y. (1989) va Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience,
N. Y (1989). '

~ Céc hé vat truyén biéu hién trong vat chii khdc nhau c6 thé dugc sir dung dé
biéu hién trinh ty ma hod cdc ABM theo sing ché. T6t hon néu, céc t€ bao dong vat
c6 vii dugc sir dung 1am céc hé t& bao chii chuyén nhiém v6i ADN plasmit tai t6 hop
hodc céc vat truyén biéu hién ADN cosmid chifa trinh tw ma hod protein quan tim va
- trinh tu ma hod polypeptit thé dung hop. T6t nhit néu, cic t& bao CHO, cic t€ bao
BHK, céc t€ bao NSO, cac t&€ bao SP2/0, cic t&€ bao u tuy YO, t&€ bao u tuy chuot
P3X63, t&€ bao PER, t€ bao PER. C6 hoac t€ bao lai, cic t&€ bao dong vat c6 vii khac,
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céc t&€ bao ndm men, cic t€ bao con triing, hodc céc t€ bao thyc vat dugc st dung 15m
hé t€ bao chli. Mot s6 vi du vé hé biéu hién va cac phuong phap chon loc dugc mo ta
trong céc tai lieu dudi day, va dé cap trong: Borth et al., Bioteclanol. Bioen. 71 (4):
266-73 (2000—2001), trong Werner et al., Arzneimittelforschung/ Drug Res. 48 (8):
870-80(1998), trong AndersenandKrummen, Curr. Op. Biotechnol. 13: 117-123
(2002), trong Chadd and Chamow, Curr.Op. Biotechnol. 12: 188-194 (2001), va
trong Giddings, Curr. Op. Biotechnol. 12: 450-454 (2001). Théo cic phuong 4n -
‘khéc, céc heé t€ bao chil ¢6 nhan dién hinh c6 thé dugc du tinh, bao g6m céc t€ bao
ndm men bién nap bing cdc vat truyén bi€u hién ndm men t4i t6 hop chda trinh tu
ma hod ABM theo sang ché, cic hé t€ bao con tring lay nhidm bdi cic vat truyén
biéu hién t4i t6 hop (vi du, baculovirut) chia trinh ty ma hoda ABM dang kham c6
tinh dac hiéu gin két vé co ban twong tu cta khéng thé chuot B-Lyl; cdc hé t€ bao
thyc vat lay nhiém béi cdc vat truyén biéu hién virut tai t6 hop (vi du, céc virut cai
hoa lo dang kham, CaMV; céc virut thu6c 14 dang kham, TMV) hodc bién nap bang
céc vat truyén bi€u hién plasrhit t4i t6 hgp (vi du, plasmit Ti) chifa trinh tu ma hod
ABM theo sdng ché; hodc cdc h¢ t€ bao dong vat lay nhiém bdi c4c vat truyén biéu
hién virut t4i t6 hop (vi du, adenovirut, cdc virut VacXinia) bao gom céac dong t&€ bao
duoc xtr 1y dé chita cdc ban sao nhiéu 14n cia ADN ma hod ABM dang kham c6 tinh
dac hiéu gin két vé co ban tuong tu clia khang thé chuot B-Lyl hoac duge khuéch dai
6n dinh (CHO/dhfr) hoic khuéch dai khong én dinh trong cdc nhiém sic thé dot bién
troi kép (vi du, cac dong t€ bao chuot). Theo Amcf)t phuong 4n, vat truyén chda (cac)
polynucleotit ma hod ABM theo sidng ché 1a da xistron. Cling vay, theo mot phuong
4n ABM mo ta & trén 1a khdng thé hoic mot doan ctia ching. Theo mot phuong dn
duoc wu tién, ABM Ila khang thé dugc nhan tinh ho4.

DGi v6i céc phuong phdp theo sdng ché, bi€u hién on dinh néi chung thudng
duoc rru tién so véi biéu hién chuyén tiép vi né thudng thu dugc nhiéu két qua c6 thé
t4i tao hon va ciing c6 thé thuc hién theo quy trinh san xudt quy mo 16n hon. Ding

~hon 12 nho sit dung céc vat truyén biéu hién chita cdc khoi ddu sao chép virut, cic t&

~bao chit c6 thé dugc bién nap véi céc axit nucleic ma hod twong tng dugc kiém soét
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boi cdc thanh phdn kiém sodt bi€u hién thich hop (vi du, gen khoi ddu, gen ting
cudng, cdc trinh tu, gen két thiic phién ma, cdc diém polyadenyl hod,v.v.), va gen
d4nh ddu c6 thé chon loc. Theo chi din d6i v6i ADN la, céc t& bao da xit Iy c6 thé
dugc phét trién trong 1-2 ngly trong moi trudng giau, va sau dé chuyén sang moi
“trudng chon loc. Gen ddnh déu c6 thé chon loc dugc trong plasmit tai t6 hop mang
1ai tinh dé khang cho qué trinh chon loc va cho phép chon loc céc t€ bao c6 plasmit
- xam nhap 6n dinh vio cdc nhiém sic thé cta ching va phat trién dé tao tam diém

dén luot minh c6 thé dugc tich dong vi nd ra trong dong t& bao.

S6 lugng cdc hé chon loc c6 thé duogc sit dung, bao gém, nhung khong gii
han &, thymidin kinaza chta cdc virut ecpet bd don (Wigler et al., Cell _11:223
( 1 9¥77)), hypoxanthin-guanin phosphoribosyltransferaza (Szybalska & Szybalski,
: 7Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 2026 (1962)), va cac gen adenin
‘7b'ho-sphbribosTylfrghsfefaza (Lowy et al., Cell 22: 817 (1‘980))', c6 thé duoc sit dﬁng‘
tuong tng trong cac t&€ bao tk-, hgprt- hoac aprt-. Ngoai ra, tinh dé€ khang chat khang
chuyén hod c6 thé dugc sir dung 1am co s& d€ chon loc d6i vé6i dhfr, né mang lai tinh
dé khang methotrexat (Wigler et al., Natl. Acad. Sci. USA 77: 3567 (1989); O'Hare
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527 (1981)); gpt, mang lai tinh dé khang axit
mycophenolic (Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2072 (1981)); neo,
mang lai tinh dé khéng aminoglycosit G-418 (Colberre-Garapin et al., J.
Mol.Biol.150: 1 (1981)); va hygro, mang lai tinh d¢ khing cic gen hygromyxin
~ (Santerreetal., Gene 30: 147 (1984). Mdi day, cac gen ¢ thé chon loc khac dugc mo
ta, d6 1a trpB, n6 cho phép cic t& bao sit dung indol thay cho tryptophan; hisD, cho
phép céc t€ bao st dung histinol thay cho histidin (Hartman & Mulligan, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 8047 (1988)); hé glutamin synthaza; va ODC (ornithin
decarboxylaza) mang lai tinh dé khdng chat dc ch€ ornithin decarboxylaza, 2-
(diflometyl)-DL-ornithin, DFMO (McConlogue, trong: Current Communications in
Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed. (1987)).
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Sang ché& con dé cap dén phuong phap dé cai bién tinh chét glycozyl hod céc
ABM theo sdng ché ma duogc tao ra bdi t& bio chi1, bao gém biéu hién trong t& bao
chu nay axit nucleic ma hod ABM theo siang ché va axit nucleic ma hod polypeptit '
c6 hoat tinh GnTIII, hoac vat truyén chifa cdc axit nucleic nay. T6t hon néﬁ,
polypeptit cai bién 1a IgG hodc mot doan cla ching chita ving Fc. Theo mot phuong
4n dugc uu tién dic biét, ABM la khéng thé dugc nhan tinh ho4 hoic mot doan cla

ching.

Céac ABM cai bién duoc tao ra bdi cdc t€ bao chu theo sdng ché ¢6 4i luc gin
két thu thé Fc ting va/hoic chic ning tic dong ting do qué trinh cdi bién. Theo mot
phuong 4n duoc wu tién dic biét, ABM la khang thé dugc nhan tinh hod hoic mot
doan ctia chiing chita ving Fc. T6t hon néu, 4i luc gén két thu thé Fc ting 13 su gén |
két tang v6i thu thé c6 hoat tinh Fcy, nhu thu thé FcyRIIIa. Tot hon néu chic nang
tdc dong tang trong mot hodac nhi€éu nhém sau day: tang tinh gay doc t&€ bao phu |
thudc khﬁng thé, tang su thuc bao t&€ bao phu thuoc khéng thé (ADCP), ting tiét xuat
xytokin, tang su hdp thu khang nguyén do phitc hé mién dich tao ra nho cic t€ bao
thé hién khdng nguyén, tang tinh gay doc t€ bao do Fc tao ra, ting su gan két véi céc -
t€ bao NK, tang su gin két v6i cdc dai thuc bao, ting su gan két véi cac t&€ bao nhiéu
dang nhan (PMNs), tang su gan két bach cdu don nhan to, ting su lién két cia céc
khéng thé lién két dich, ting su truyén tin hiéu truc tié'p gy chét t€ bao, tang qua

trinh phan bao t& bao dang cay, ting gy méin cim so bo t& bao T.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap dé tao ra ABM theo séng ché, c6 cic
oligosacarit cai bién trong t&€ bao chii bao gém (a) nuoi cdy t€ bao chi dugc xir 1y dé
biéu hién it nhat mot axit nucleic ma hoa polypeptit c6 hoat tinh GnTIII trong cic
diéu kién cho phép qua trinh tao ra ABM theo sdng ché, trong d6 polypeptit nay c6
hoat tinh GnTIII duoc biéu hién trong mot lugng di dé cai bién oligosacarit trong
ving Fc cia ABM da néu dugc tao ra bdi t€ bao chu nay; va (b) phan 1ap ABM nay.
Theo mot phuong 4n dugc wu tién, polypeptit c6 hoat tinh GnTIII 1a polypeptit thé
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dung hop chita viing xtc tdc ciia GnTIII. Theo moét phuong dn dugc wu tién dic biét,

polypeptit thé dung hop con chita ving dinh vi Golgi ctia polypeptit cu tri tai Golgi.

T6t hon néu, ving dinh vi Golgi 12 ving dinh vi clia manosidaza II hoac GnTL.
Theo cach khac, ving dmh vi Golgi dugc chon tir nhém gém c¢6: ving dinh vi cla
manosidaza I, ving dinh vi cia GnTII, va viing dinh vi ctia fucosyltransferaza nhan
1-6. Cac ABM duogc tao ra bang cdc phuong phap theo sang ché c6 4i luc gin két thu
thé Fc tang va/hodc chic nang tédc dong ting. T6t hon néu chitc niang tic dong tang
trong mot hoac nhi€u nhém sau day: tang tinh gay doc t€ bao do Fc tao ra (bao g6m
tang tinh gay doc t&€ bao phu thuoc khang thé), ting su thuc bao t&€ bao phu thudc
khéng thé (ADCP), tang ti€t xuét xytokin, tang su hdp thu khang nguyén do phic hé
mién dich tao ra nhd cic t€ bao thé hién khing nguyén, ting su gin két véi cic t&
- bao NK, tang su gan két vdi cac dai thuc bao, ting su gin két bach cdu don nhan to,
‘ta“mg su gan két véi cdc t€ bao nhiéu dang nhan, ting su lién két ctia cic khang thé
lién két dich, tang su truyén tin hiéu truc ti€p gy chét t€ bao, ting qua trinh phan
bao t€ bao dang cay, ting gy min cam so bd t€ bao T. T6t hon néu 4i luc gin két
thu thé Fc tang 1a dugc nang lén bing cich gin két véi cac thu thé c6 hoat tinh Fc
‘nhu FeyRIMa. Theo mot phuong 4n dugc wu tién dic biét, ABM 1a khang thé duoc

nhan tinh hoa hoac mot doan ctia ching.

Theo mot phuong an khic, sang ch&€ dé cap dén ABM dang kham vé co ban cé
tinh dac hiéu gin két tuong tu cia khang thé chuot B-Lyl dugc tao ra bing cic
phuong phép theo sang ch& c6 ty 1& phan oligosacarit cat doi ting & ving Fc cua
polypeptit nay. Pugc du tinh rang ABM nay bao ham cdc khdng thé va c4c doan clia
ching chita ving Fc. Theo mot phuong an dugc wvu tién khdc, ABM 1a khéng thé
dugc nhén tinh hod. Theo mot phuong 4n, phan tram oligosacarit cat doi & ving Fc
ctia ABM it nhat 1a 50%, tot hon nita néu, it nhat 12 60%, it nhat 1a 70%, it nhit 13
80%, hoac it nhét 1a 90%, va tot nhat néu it nhat 12 90-95% cua oligosacarit tong.
Theo mot phuong an dugc khiac, ABM dugc tao ra bang cic phuong phép theo sing

ch€ c¢6 ty 1é cac oligosacarit khong fucosyl hod tang & viing Fc do qua trinh cai bién
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oligosacarit cia n6 bang cic phuong phédp theo sing ché. Theo mot phuong an, phan
tram cac oligosacarit khong fucosyl hod it nhat 1a 50%, t6t hon néu, it nhit 1a 60%
dén 70%, tot nhat néu it nhat 12 75%. Cic oligosacaﬁt khong fucosyl hod c6 thé 1a
dang lai hod hoac phic hé. Theo mot phuong 4n dugc wu tien, ABM dugc tao ra boi
céc t&€ bao chu va cic phuong phdp theo sdng ché c6 ty 1é cic oligosacarit cat doi,
khong fucosyl hod ting & ving Fc. Cic oligosacarit cat doi, khong fucosyl ho4 c6 thé
hoic 14 dang lai hoa hoic phiic hé. Pac biét, cic phuong phap theo sing ché c6 thé
dugc stir dung dé tao ra cic ABM trong dé it nhat 15%, tot hon néu it nhat 20%, t6t
hon nita néu it nhét la 25%, t6t hon nita néu it nhat 1a 30%, t6t hon nita néu it nhat la
35% oligosacarit & ving Fc ciia ABM dugc cét doi, khong fucosyl hod. Cac phuong
phép theo séng ché ciing c6 thé dugc sit dung dé tao ra céc polypeptit trong d6 it nhét
- 15%, tot hon néu it nhat 20%, t6t hon nita néu it nhat 14 25%, t6t hon nita néu it nhat
12 30%, t6t hon nita néu {t nhat 12 35% oligosacarit & ving Fc ctia polypenptit 12 thé

lai dugc cat doi khong fucosyl hoa.

Theo mot phuong 4n khdc, sdng ché€ dé cap dén ABM dang kham vé co ban ¢6
tinh dac hiéu gén két tuong tu cta khang thé chuot B-Lyl dugc xtt 1y dé c6 chifc ning
tac dong tang va/hoic 4i luc gin két thu thé Fc ting, dugc tao ra bing céc phuong
phdp theo sdng ché. T6t hon néu, chitc nang tic dong ting 1a mot hoac nhi€u nhiéu
nhém sau day: tang tinh gay doc t&€ bao do Fc tao ra (bao gom tang tinh giy doc t&
bao phu thudc khéng thé), ting su thuc bao t& bao phu thuoc khang thé (ADCP), ting
ti€t xudt xytokin, tang su hap thu khang nguyén do phic hé mién dich tao ra nho céc
t& bao thé hién khang nguyén, ting su gén két vdi cdc t€ bao NK, ting su gin két v6i
cdc dai thuc bao, ting su gin két bach ciu don nhan to, ting su gin két véi cic t&
bao nhiéu dang nhan, ting su truyén tin hiéu truc ti€p gay chét t€ bao, tang su lién
két ctia cdc khang thé lien két dich, ting qua trinh phan bao t€ bao dang cay, ting
gay mén cim so bo t€ bao T. Theo mot phuong 4n dugc uu tién, 4i luc gan két thu
thé Fc ting dugc nang 1én bang cdch gin két vé6i thu thé hoat hod Fc, t6t nhat 1a

FcyRIIla. Theo mot phu’orng dn duogc uu tién, doan khdng thé chita ving Fc, hodc
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protein thé dung hop bao gém ving tuong duong v6i ving Fc clia globulin mién
dich. Theo mot phuong 4n dugc wu tién dac biét, ABM 1a khang thé duoc nhan tinh
~ hod.

Sang ché& con dé cap dén cac dugc phadm chita cac ABM theo sang ché va chat

mang duoc dung.

Sdng ché€ con dé cap dén viéc sit dung dugc phdm nay trong phuong phép dé
diéu tri bénh ung thu. Dic biét, sang ché& con dé cap dén phuong phap diéu tri bénh

ung thu bao gébm cung cép mot lugng diéu tri hitu hiéu ctia dugc phdm theo sdng ché.

Sang ché& con dé cap dén cdc phuong phap lam phat sinh va sit dung cac hé t&€
bao chil d€ tao ra cdc glycoform clia cic ABM theo sang ché, c¢6 4i luc gan két thu
‘thé Fc tang, t6t hon néu c6 su gan két véi cic thu thé hoat hod Fc tang, va/hoic c6
céic chitc nang tac dong téﬁg, ké ca tinh gay doc t& bao phu thudc khéng thé. lshuo‘ng
" phdp xit Iy glyco 1a phuwong phap c6 thé dugc st dung vé6i cac ABM theo sang ché da
~dugc mo ta chi tiét hon trong patent My s6 6,602,684, don yéu cau cip patent M¥
- tam thoi s6 60/441,307 va WO 2004/065540, toan bd cac tai liéu nay duoc dua vao
day bing céch vién din. Cic ABM theo sdng ché c6 thé duoc xir Iy glyco theo céch
khic dé 1am giam c4c goc fucoza & viing Fc theo c4c k§ thuat duoc dé cap trong EP

1176195 A1, toan bo tai liéu nay dugc dua vao day bang cédch vién dan.

Qud trinh phdt sinh cdc dong té bao dé tao ra cdc protein cé kiéu glycozyl hod thay

doi

Sdng ché& dé xuat cac hé biéu hién t&€ bao chu dé tao ra cdc ABM theo sdng ché
c6 céc kiéu glycozyl hod cai bién. Dic biét, séng ché dé xut cdc hé t€ bao chu dé
tao‘ ra cac glycoform ctia cic ABM theo sang ché c6 gia tri diéu tri duoc cai thién. Vi
- vay, sdng ché& dé xudt cdc hé biéu hién t& bao chu duoc chon loc hoic xir Iy dé biéu
hién polypeptit c6 hoat tinh GnTIIl. Theo mot phuong 4n, polypeptit c6 hoat tinh
GnTIII 1a polypeptit thé dung hop chita viing dinh vi Golgi ctia polypeptit cu tri tai
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Golgi khong tuong déng. Pic biét, cic hé biéu hién t€ bao chli ny c6 thé dugc xir 1y
dé chita phan tir axit nucleic ma hoa polypeptit c6 GnTIII, lién két linh hoat v6i hé

gen khoi ddu cdu thanh hoac di€u hoa.

Theo mot phuong 4n dic biét, sang ché dé xudt t&€ bao chi duoc xit Iy d€ bicu
hién it nh4t mot axit nucleic ma hod polypeptit thé dung hgp c6 hoat tinh GnTIII va
chita viing dinh vi Golgi ctia polypeptit cu trd tai Golgi khong tuong dong. Theo mot
khia canh, t&€ bao chi dugc x{t 1y bang phan tir axit nucleic chia it nhit mot gen ma
hoa polypeptit thé dung hop c6 hoat tinh GnTIII va chita ving dinh vi Golgi cua
polypeptit cu trd tai Golgi khong tuong dong.

N6i chung, bat ky loai dong t€ bao nuéi cdy ndo, ké ca cic dong t€ bao néu

trén, c6 thé duogc stt dung 1am co s& dé xir 1y cdc dong t&€ bao chl theo sdng ché.
10 mot phuong dn dugc wu tién, cic t€ bao CHO, céc t&€ bao BHK, céc t€ bao NSO,
cdc t€ bao SP2/0, céc t€ bao u tuy YO, t&€ bao u tuy chudt P3X63, t€ bao PER, t€ bao
PER. C6 hodac t€ bao lai, cac t€ bao dong vat c6 vii khic, cic t€ bao ndm men, cac t&
bao con tring, hoac cac t€ bao thuc vat dugc sir dung 1am dong & bao co si dé taora

cac t€ bao chu dugc xit 1y theo sang ché.

Séng ché ciing du tinh bao gém bat ky & bao chli dugc xir Iy nao biéu hién
polypeptit c6 hoat tinh GnTIII, ké ca polypeptit thé dung hop chda ving dinh vi
Golgi cua polypeptit cu tra tai Golgi khong tuong dong.

Mot hodc mot vai axit nucleic ma hod polypeptit c6 hoat tinh GnTIII c6 thé
~ dugc biéu hién duéi su kiém sodt cta gen khdi ddu cdu thanh hoic, theo cach khéc
ctia hé biéu hién diéu hoa. Hé nay 12 da biét 16 trong linh vuc k§ thuat va bao goém ca
hé néu trén. Néu mot vai axit nucleic ma hoé cac polypeptit thé dung hop c6 hoat
tinh GnTIII va chita ving dinh vi Golgi cua polypeptit cu trd tai Golgi khong tuong
déng nam trong hé t& bao chu, thi mot s6 trong cac axit nucleic nay dugc biéu hién
dudi su kiém soat gen khdi ddu ciu thanh, trong khi céc loai khdc dugc biéu hién

dudi su kiém so4t clia gen khoi dau diéu hoa. C4c mic biéu hién cdc polypeptit thé
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duhg hop ¢6 hoat tinh GnTIII dugc xdc dinh bing cdc phuong phap thudng da biét
trong linh vuc k¥ thuat, bao gom phép phan tich tham tach Tay, phép phan tich tham
tdch Béc, phan tich biéu hién gen b4o cdo hoic x4c dinh hoat tinh GnTIIIL. Theo cach
khéc, lectin ¢6 thé dliqc sir dung d€ lién két v6i cdc san phdm sinh tong hop clia
- GnTII, vi du lectin E4-PHA. Theo c4ch khéc, thtr nghiém chitc nang Xéc dinh muc
gin két thu thé Fc tang hodc chifc ning tdc dong tang do cdc khang thé gay ra duoc
‘tao 'ra bﬁng céc t€ bao dugc xir Iy bing axit nucleic ma hoé polypeptit c6 hoat tinh

GnTIII ¢6 thé dugc sit dung.

Nhdn dang tdc nhdn chuyé’n nhiém (Transfectants) hodc bién nap (Transformants)

¢ biéu hién protein cé kiéu Glycozyl hod cdi bién
dé biéu hién protein cé ki¢u Gl l hod cai b

Céc t&€ bao chu chia trinh ty ma hod ABM da.ng kham c6 tinh dac hiéu vé co
~ban tuong tu ctia khang thé chuot B-Lyl va biéu hién c4c san phdm gen c6 hoat tinh
_sinh hoc ¢6 thé dugc nhan dang bing it nhat bon phuong phip chung; (a) lai hoa
ADN-ADN hoac ADN-ARN; (b) su c¢6 mat hoac vang mat cac chic nang cla gen

“danh dau”; (c) udc lugng mitc phién ma nhu duge xdc dinh bang su biéu hién cta
ARN thong tin tuong tng phién ma trong t€ bao chu; va (d) do san phdm gen nhu
dugc x4c dinh bang thir nghiém mién dich hoac bang hoat tinh sinh hoc.

Theo phuong phdp thi nhit, su c6 mat coa trinh tr ma hod

| ABM dang kham c6 tinh dac hiéu vé co ban tuong tu clia khéng thé chuot B-Lyl va
trinh tw ma hod polypeptit c¢6 hoat tinh GnTIII c6 thé dugc do bang qua trinh lai hod
ADN-ADN hoac ADN-ARN nh¢ st dung cac mau lai thlt chia cdc trinh tu nucleotit
tuong dong véi céc trinh ty ma hod tuong ing, hodc tuong ting c4c phan clia cic din

xudt cua ching.

Theo phuong phdp thi hai, vat truyén biéu hién tdi t6 hop/hé vat chli c6 thé
dugc nhan dang va chon loc dua vao su cé mat hoac khong c6 mot s6 chic nang cta
gen “danh ddu” (vi du, hoat tinh thymidin kinaza, tinh dé khdng v6i cic khdng thé,

tinh dé€ khéng v6i methotrexat, qud trinh ki€u bién nap, qua trinh hinh thanh thé nit
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trong baculovirut, v.v..). Vi du, néu trinh tu ma hoé_cﬁa ABM theo sang ché, hoac
mot doan clia ching, va trinh tu ma hod cua polypeptit c6 hoat tinh GnTIII dugc xen
doan trong trinh tu gen ddnh dau clia vat truyén, thi cdc chat téi t6 hgp chia cdc trinh
tw ma hod tuong tng c6 thé dugc nhan dang nhd khong c6 chifc ning cta gen danh
ddu. Theo céch khac, gen ddnh ddu c6 thé dugc thay thé céi trudc céi sau bing céc
trinh tu ma hoa dlic’ii su kiém soat chia gen khéi ddu tuong tu hoic khac biét duoc six
dung dé€ kiém soat qud trinh bi€u hién cta céc trinh tw ma hoa. Biéu hién ctia gen
danh d4u trong khi ddp dng tao ra qud trinh cam ting hodc chon loc biéu thi qu4 trinh
bi€u hién cta trinh ty ma hod ABM theo sing ché va trinh tu ma ho4 ctia polypeptit
c6 hoat tinh GnTIIL

Theo phuong phép thit ba, hoat tinh phién ma d6i véi viing ma hod cia ABM
theo sdng ché, hodc mot doan cua ching, va trinh tu ma hod cua polypeptit c6 hoat
tinh GnTIII c6 thé duoc danh gid bing céc thit nghiém lai hod. Vi du, ARN c6 thé
dugc phan lap bing phan tich bing phép thim tich Nam nhd sit dung méu lai thir
tuong dong véi céac trinh tuy ma hod cia ABM theo sdng ch€, hoic mot doan cla
ching, va trinh tu ma hoa polypeptit c6 hoat tinh GnTIII hoac c:ic phan dac biét cia
chiing. Theo céch khéc, tat ca cdc axit nucleic cia t&€ bao chll ¢6 thé duogc chiét va

thir nghiém dé€ lai hod v6i cdc miu lai thir nay.

Theo phuong phdp thi tu, biéu hién clia cdc san phdm protein c6 thé dugc
dénh gid bang mién dich, chang han bing cdc phép tham tich Tay, cic thir nghiém
mién dich nhu mién dich phéng xa-két tha, cic thir nghiém lién két enzym va céc thit
nghiém tuong tu. Thir nghiém cudi cing vé do dat duoc cta hé biéu hién, nhung c6

bao gdém viéc do cdc san phdm gen c6 hoat tinh sinh hoc.

Tao ra va su dung cac ABM cé chitc ndng tdc dong tang bao gom tinh gdy déc té bao

phu thuéc khdang thé

Theo cac phuong an dugc uu tién, sidng ché dé xuit cic glycoform ctia cic

ABM dang kham c6 tinh dac hiéu gén két vé co ban tuong ti clia khang thé chuot B-
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Lyl va c¢6 chic ning tic dong tang bao gom tinh gay doc t&€ bao phu thuoc khing thé,
Viéc xtr Iy bang qud trinh glycozyl hoé cdc khing thé dugc mo ta trude do. Vi duy,
xem patent My s6 6,602, 684, toan bo tai liéu nay dugc dua vao day bang céch vién

dan.

- C4c thir nghiém 1am sang vé cac khang thé don dong khong lién két (mAb) dé
djéu tri mot s6 loai bénh ung thu méi day da thu dugc cac két qua dang khich 1é.
Dflhnan, Cancer Biother. & Radiopharm. 12 : 223-25 (1997); Deo et al,
Irnrﬁunology Today 18: 127 (1997). IgGl dang kham, khong lién két da dugc thura
nhéflh d6i v6i u lympho loai thdp hoac u lympho khong phai ung thu t€ bao B.
Dillman, Cancer Biother. & Radiopharm. 12 : 223-25 (1997), trong khi mAb khong
lien két khéc, cdc khoi u vid dang rin dich IgGl duoc nhén tinh ho4, cling thé hién
cac két qua trién vong trong cdc thu nghiém lam sang pha III. Deo et al.,
Immunology Todéiy 18: 127 (1'997»). Cic khéang nguyén ctia hai mAb dugc biéu hién |

~ cao trong cic t€ bao khoi u tuong Gng cua ching va su phd huy ciac khéi u hitu hiéu
-do cé4c khang thé tao ra nhd céc t& bao tic dong in vitro va in vivo. Ngugc lai, nhiéu
~mAb khong lién két khac vé6i cdc dac tinh ctia khoi u nhd c6 thé khong gay ra céc

- chic nang tac dong c6 hiéu luc da dé st dung 1am sang. Frost et al., Cancer 80: 317-
33 (1997); Surfus et al., J. Immunother. 19: 184-91 (1996). D6i v6i mot s6 mAb
trong cic mAb yéu hon, liéu phap cytokin b6 sung hién nay dugc thit nghiém. Qua
trinh bé sung céc cytokin c6 thé kich thich tinh gay doc t€ bao phu thuoc khang thé
(ADCC) bing cich lam tang hoat tinh va s6 luong cic lympho bao tuin hoan. Frost
et al., Cancer 80: 317-33 (1997);
Surfus et al., J. Imrraunotlaer. 19: 184-91 (1996). ADCC, su tan céng sinh tan cac t€
bao dich-khéng thé, dugc tao ra nho su lién két cdc thu thé bach cau véi ving khong
'd6i (Fc) ctia cac khéng thé. Deo et al., Immunology Today 18: 127 (1997).

Phuong phép khéc, nhung khong phai 12 bd sung, dé 1am tiang hoat tinh ADCC
cta cac IgGl khong lién két sé xir Iy ving Fc cta khéng thé. C4c nghién citu xur 1y

protein ching t6 rang cdc FcyR tuong tac v6i ving khdp ban 1€ cta ving IgG CH2.

-71-



28373

Lund et al., J. Immunol. 157: 4963-69 (1996). Tuy nhién, viéc gan két FcyR ciing
can su ¢6 mat cha oligosacarit gan két dong ho4 tri tai vi tri bdo toan Asn 297 & ving
CH2. Lund et al., J. Immunol. 157: 4963-69 (1996); Wright and Morrison, Trends
Biotech. 15: 26-31 (1997), dé xuét rang hodc oligosacarit va polypeptit ca hai tham
gia tryc ti€p vao diém tuong tdc hodc ring oligosacarit cin thiét dé duy tri ciu tao
CH2 polypeptit ¢6 hoat tinh. Vi vy, qud trinh cai bién ciu tric oligosacarit c6 thé
dugc tham do nhu 1a phuong phap lam tang 4i luc tuong tic.

Phan t&r IgG mang hai oligosacarit lién k&t N & ving Fc clia nd, mot
oligosacarit trén timg chudi ning. D()'i v6i bat ky glycoprotein nao, khang thé duoc
tao ra nhu 12 moét ching loai gom cic glycoform c6 chung moét khung chinh
polypeptit nhung c6 cac ligosacarit khdc nhau gén vdi céc diém glycozyl hoa. Thong
thuong oligosacarit dugc thdy & ving Fc ctia IgG huyét thanh 1a loai phic hé hai rau
(Wormald vet al., Bidchemistry 36: 130-38 (1997), v6i mitc axit sialic & cué’ix va N-
axetylglucosamin (GlcNAc) thdp v mifc do c6 thé bién déi cha galactosyl hod cusi
cung va fucosyl hod nhan. Mot s6 nghién cttu dé xuét rang cau tﬁic hydrat cacbon rat
nho cin thiét dé lién két FcyR ndm trong nhén oligosacarit. Lund et al., J. Immunol.

- 157: 4963-69 (1996).

Céc dong t&€ bao thu dugc tir chudt hoac chudt dong dugce st dung trong cong
nghiép va 1y thuyét tao ra cdc mAb diéu tri khong lién két thudng gin véi cdc yéu to
xdc dinh oligosacarit can thiét véi céc diém Fc. Khong c6 céc IgG biéu hién trong
céc dong t€ bao d6, tuy nhién, GlcNAc cat doi dugc thdy véi céc lugng nho trong cdc
IgG huyét thanh. Lifely et al., Glycobiology 318: 813-22 (1995). Ngugc lai, méi day
da quan sat duoc rang IgGl nhan tinh ho4, dugc tao ra tir u tuy chuét (CAMPATH-
1H) mang GIcNAc cat doi & mot s6 glycoform cua né. Lifely et al., Glycobiology
318: 813-22 (1995). Khdng thé thu dugc tir t& bao chudt dat t6i hoat tinh in vitro
ADCC t6i da tuong tu nhu cic khang thé CAMPATH-1H duoc tao ra trong céc dong
t€ bao chudn, nhung & néng do khang thé thap hon d4ng ké.
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Khéng nguyén CAMPATH thudng c6 mat & cdc miic cao trong cic t€ bao u
lympho, va mAb dang kham nay cé hoat tinh ADCC cao trong finh trang thi€u
GIcNAc cat doi. Lifely et al., Glycobiology 318: 813-22 (1995). Trong qué trinh
glycozyl hoa lién két tai N, GlcNAc dugc thém vao nhd GnTIIIL. Schachter, Biochem.
Cell Biol. 64: 163-81 (1986).

Céc nghién ctu truéc d6 st dung dong t€ bao CHO dugc tao ra bang khéng
thé don, dong t€ bao nay dugc xUr 1y trudc dé biéu hién, theo cach diéu hoa bén
ngoai, cac muc khac nhau ciia enzym chita gen GnT III tach dong (Umana, P., et al., |
Natﬁre Biotechnol. 17: 176-180 (1999). ). Phuong phap nay lan dau tién cing c6 mdi
tuong quan chaf ché gifta qu4 trinh biéu hién GnTIII va hoat ﬁ’nh ADCC cua khiang
thé cai bién. Vi vy, sdng ché s& bao gém khing thé dang kham, t4i t6 hop hodc mot
doan ctia chiing véi tinh dac hiéu gin két cta khéng thé chuot B-Lyl, c6 qua trinh
glchzyl' hod bién d6i nho hoat tinh GnTIII tang. Hoat tinh GnTIII tang dan dén gia
tang ty 1¢ phén tram oligosacarit cat doi, ciing nhu giam ty 1& phdn tram cdc goc
fucoza, & ving Fc cia ABM. Khang thé nay, hodc mot doan cta chiing, ¢6 4i luc gin

“keét thu thé Fc tang va chiic nang tdc dong tang. Ngoai ra, sing ché con dé cap dén
doan khéng thé va cac protein thé dung hgp chia vilng tuong dudng véi ving Fc clia

cac globulin mién dich.
Cdc iing dung diéu tri cia cdc ABM dugc tao ra theo cdc phwong phdp ciia sdng ché

Cic ABM theo sang ché c6 thé duoc sir dung riéng ré dé dat dugc muc dich va
giét chét cdc t€ bao khéi u in vivo. Cic ABM ciing c6 thé dugc st dung két hop véi
tic nhan didu tri thich hop dé diéu tri caxinom & ngudi. Vi du, cic ABM c6 thé dugc
str dung két hop véi cdc phuong phdp diéu tri thong thudng hoac.chuﬁn nhu liéu phap
ho4 hoc, liéu phdp biic xa hoac c6 thé két hop hoic lién két véi thude diéu tri, hodc
doc 16, cling nhu lymphokin hodc nhan t6 sinh trudéng tic ché khéi u, dé phan phoi
tdc nhan diéu tri dén vi tri caxinom. Cac thé ti€p hop chita cdc ABM theo sdng ché

c6 ¥ nghia quan trong hang dau 1a (1) cdc doc t6 mién dich (c4c thé ti€p hop chida
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ABM va goc doc t€ bao) va (2) cic ABM danh ddu (vi du, danh ddu phong xa, danh
ddu bing enzym, hodc ddnh dau bing chat ¢6 huynh quang) trong dé chat dong vi
ddnh ddu duoc st dung lam phuong tién dé nhan dang cdc phiic hé mién dich bao
gébm ABM dénh dau. Cic ABM ciing c6 thé dugc sir dung dé kich thich phan giai
nhd quy trinh bd tro tu nhién, va dé tuong tic véi cac t€ bao c6 doc t6 phu thude

khang thé thudng c6 mat.

Goc doc t6 cua doc t6 mién dich c6 thé 1a dugc chit cé doc t6 hodc doc t6 ¢b
hoat tinh enzym c6 nguén goc vi khudn hodc thuc vat, hodc phdn c¢6 hoat enzym
("chudi A") cua doc t6c nay. Cac doc t6 ¢ hoat tinh enzym va céc phan cla ching
dugc st dung 1a chudi gay bénh bach hau A, céc phan c6 hoat tinh khong gin két
ctia doc t6 gay bénh bach ciu, chudi ngoai doc t6 (tit Pseudomonas aeruginosa),
chudi rixin A, chudi abrin A, chudi modecxin A, alpha-sarcin, cidc Aleurites fordii
protein, cidc dianthin protein, cic Phytolacca americana protein (PAPI, PAPII, va
PAP-S), chat tc ch&€ momordica charantia, curcin, crotin, chat tic ché€ sapaonaria
officinalis, gelonin, mitogellin, restrictocin, phenomycin, va enomycin. Theo mot
phuong 4n khéc, cic ABM duogc két hop véi cac duoc chat chong ung thu phan ti
nho. Thé ti€p hgp cia ABM va cdc goc doc t€ bao duge tao ra nhd sit dung cac chat
két hop protein chitc nang kép khac nhau. Cic vi du vé cdc chét phan Ung nay la
‘SPDP, IT, c4c chat dan xuat chitc nang kép clia c4c imit este nhu dimetyl adipimidat
HCI, c4c este hoat tinh nhu disucxinimidyl suberat, aldehyt nhu glutaraldehyt, céic
hop chit azido kép nhu bis(p—azidobenzoyl)héxandiamin, cac chit dan xuat diazoni
kép bis-(p-diazonibenzoyl)-etylendiamin, diisoxyanat nhu tolylen 2,6-diisoxyanat, va
cac hop chit flo hoat tinh kép nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen. Phan tan cua doc t6
c6 thé dugc lién két v6i doan Fab ciia cdc ABM. Cac doc t6 thich hop bd sung 1a da -
biét trong linh vuc k¥ thuét, nhu dugc ching minh trong, vi du trong Cong bd don
yéu cdu cip patent M s6 2002/0128448, toan bo tai liéu nay duoc dua vao day bang

cach vién dan.
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Theo mot phuong 4n, ABM dang kham, duoc xtt 1y glyco c6 tinh dac hiéu gan
két vé co ban tuong tu ctia khang thé chuot B-Lyl, dugc két hop véi chudi ricin A.
- Thuén 1oi nhat néu, chubi ricin A dugc khir glycozyl ho4 va dugc tao ra bang phuong
- phép ti t6 hop. Phuong phép thuan tién dé tao ra doc t6 mién dich ricin dugc mo ta
. trong tai liéu Vitetta et al., Science

238, 1098 (1987), tai liéu nay dugc dua vao day bang cédch vién dan.

' KhiAdu’qc str dung dé giét céc t€ bao ung thu & ngudi in vitro cho cdc muc dich
chén doén, cdc thé ti€p hop thudng s& dugc thém vao moi trudng nuodi cay t€ bao &
néng do it nhat khoang 1a 10nM. Ch& phdm va kiéu st dung in vitro khéng bi gidi
~ han. C4c ché& phdm nuéc tuong thich v6i moéi trudng nudi cdy hoic tiém truyén sé
thudng dugc st dung. Tinh gay doc t€ bao c6 thé dugc nghién citu bang cdc ky thuat

thong thudng dé x4c dinh su c6 mit hodc mic do ung thu.

Nhu thao luan & trén, dugc chit phéong xa cé doc tinh dé diéu tri bénh ung thu
6 thé dugc tao ra bang cach két hop chat déng vi c6 hoat tinh phéng xa (vi du, I, Y,
Pr) v6i ABM dang kham, dugc xtt 1§ glyco c6 tinh dac hiéu gén két vé co ban tuong
tuw ctia khdng thé chuot B-Lyl. Thuat ngit “goc doc t6" nhu dugc st dung & day sé

bao gom céac chat dong vi nay.

- Theo mdt phuong 4n khéc, céc liposom dugc nap dugc chit c6 doc tinh va cac
liposom dugc bao bing cic ABM theo siang ché. Vi c6 nhiéu phan tir CD20 trén bé
mat cua t€ bao ac tinh B, nén phuong phap nay cho phép phan phdi cic lugng 16n

dugc chat t6i kiéu t€ bao diing.

Céc ky thuat d€ két hop céc tdc nhan diéu tri nay vdi céc khéng thé 1a da biét
10 (vi dﬁ xem tai liéu Arnon et al., "Monoclonal Antibodies for Inmunotargeting of
* Drugs in Cancer Therapy", trong Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al.,
"Antibodies For Drug Delivery", trong Controller Drug Delivery (2nd Ed.),
Robinson et al. (eds. ), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody
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Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", trong Monoclonal
Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-
506(1985); va Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of
Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62: 119-58 (1982)).

Cac tng dung diéu tri khic d6i v6i cdc ABM theo sdng ché bao gom két hgp
hoic lién két, vi du bang céc k¥ thuat tdi t6 hgp ADN, véi enzym cé'thé”' chuyén ho4
tién dugc chat thanh duoc chat ¢6 doc tinh va sir dung thé ti€p hop khéng thé-enzym
do6 két hop véi tién dugce chat dé chuyén hod tién dugc chat thanh tdc nhan c6 doc
tinh tai vi tri khéi u (vi du xem, Senter et al.,"Anti-Tumor Effects of Antibody-
alkaline Phosphatase", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 4842-46 (1988);
"Enhancement of the in vitro and in vivo Antitumor Activites of Phosphorylated
Mitocycin C and Etoposide Derivatives by Monoclonal Antibody-Alkaline
Phosphatase Conjugates”, Cancer Research 49: 5789-5792 (1989), va Senter,
"Activation of Prodrugs b}; Antibody-Enzyme Conjugates: A New Approach to
Cancer Therapy," FASEB J. 4: 188-193 (1990)).

Ngoai ra viéc st dung di€u tri d6i v6i cic ABM theo sang ché bao gom, st
dung, hodc khong két hop, véi su c6 mit ctia nhém bé sung, hoac nhu 1a mot phin
clia khing thé-dugc chét hoac thé ti€p hop khing thé-doc t6, dé loai bo cac t& bao
khdi u khoi tuy xuong cia cadc bénh nhan ung thu. Theo phuong phip nay, tuy xuong.
tu thé c6 thé duoc 1am sach ex vivo bang céch xir Iy bing khang thé va tuy xuong
dugc truyén lai cho bénh nhan [vi du xem tai liéu Ramsay et al., "Bone Marrow

Purging Using Monoclonal Antibodies", J. Clin. Inzrmunol., 8 (2): 81-88 (1988)].

Ngoai ra, du tinh rang sdng ché sé bao gébm doc t6 mién dich mach don chita
cic ving gin két khang nguyén dé cho tinh dic hiéu gin két vé co ban tuong tu nhu
ctia khang thé chuot B-Lyl (vi du, cdc polypeptit bao gém cdc CDR ciia khéng thé
chuot B-Lyl) va con bao gém polypeptit doc t6. Cac doc t6 mién dich mach don theo

séng ché c6 thé dugc sit dung dé diéu tri caxinom in vivo.
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Séng ch& dé xuat phuong phdp dé giét c6 chon loc cdc t€ bao khai u biéu hién
CD20. Phuong phdp nay bao gém cho thé ti€p hop mién dich (vi du, doc t6 mién
dich) theo sdng ché phan tng v6i cic € bao khdi u. Cic t€ bao khoi u nay c6 thé 1a

tlr caxinom & nguoi.

Ngoai ra, sang ché€ con dé xuat phuong phédp diéu tri cdc caxinom (vi du, cac
“caxinom & nguodi) in vivo. Phuong phdp nay bao goém cung cép cho d6i tugng mot
luong diéu tri hitu hiéu clia dugc phdm chifa it nhat mot trong céc thé tiép hop mién

dich (vi du, doc t6 mién dich) theo sédng ché.

~ Theo mot khia canh khic, sing ché dé cap dén phuong phép dé diéu tri c4c roi
loan téng sinh t€ bao B, cling nhu bénh tu mién dich duoc tao ra trong toan bo hoac
mot phin bdi cdc khdng thé tu mién gay bénh, dua vao su suy kiét t&€ bao B bao gom
~cung cap mot lugng di€u tri hitu hiéu cia ABM theo siang ché€ cho d6i tugng 12 ngudi-
can diéu tri. Theo mot phuong 4n dugc wu tien, ABM la khang thé khang CD20 dugc
xu Iy giyco c6 tinh dic hiéu gan két vé€ co ban tuong tu véi tinh dic hiéu gan két cla
khdng thé chuot B-Lyl. Theo mot phuong 4n dugc wu tién khac, khang thé dugc nhan
tinh hoa. Cac vi du vé€ cidc bénh hoac cic roi loan tu mién dich bao gébm, nhung
khong gi6i han &, gidm luong tiéu cdu do mién dich gay ra, nhu ban xudt huyét gidm
tiéu-cdu tu phdt c4p tinh va ban xuét huyét gidm tiéu cdu tu phat min tinh, viém da
co, mua giit Sydenham, viém than ban do, bénh thap khép cap, hoi ching da tuyén,
ban xuat huyét Henoch-Schonlein, viém than sau lién cdu khuén, ban doé nét, viém
dong mach Takayasu, bénh Addison, ban d6 da dang, viém da dong mach hon, viém
dot song dang thap, hoi chitng Goodpasture, viém mach tao huyét nghén, xo gan mat
so cdp, viem tuyén gidp Hashimoto, nhiém doc do tuyén gidp, viém gan hoat dong
man tinh, viém da co/viém da-co, viém da sun, pamphigus vulgaris, bénh u hat
Wegener, bénh than mang, xo cing cot bén teo co, liét toan thé tudn tién, dau nhiéu
co, thi€u méu 4c tinh, viém phé nang xo hod va viém than-ti€u cdu tién trién nhanh,
dap tng viém nhu cdc bénh viém da bao gébm bénh vay nén va ching viém da (vi du

viém da di ting); X0 ciing va xo cuing toan than; cic dip tng c6 lién dén bénh viém
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ruot (nhu bénh Crohn va viém ruot két man loét); hoi chimg suy ho hap cdp (bao
g6m hoi ching suy ho hip cip & ngudi trudng thanh; ARDS); viém da; viém mang
ndo; viém ndo; viém mang mach nho; viém ru6t két; viem than-tiéu cdu; cdc bénh di
ting nhu eczema va hen va cdc bénh khéc c6 lién quan dén sy tham nhiém cac t&€ bao
T va cac dap tng viém man tinh; xo vita dong mach; thi€u dinh bam bach ciu; viém
da khép dang thap; luput ban dé toan than (SLE); ddi thdo duong (vi du ddi thdo
dudng Typ 1 hodc ddi thdo dudng phu thuoc insulin); bénh xo ctng rai ric; hoi
chiing Reynaud; viém tuyén gidp tu mién dich; viém ndo tuy di ng; hoi ching
Sorgen; bénh tiéu dudng bat ddu manh mé tudi vi thanh nién; va cdc dap Gng mién
-dich c6 lién quan dén cép tinh va tang nhay cam cham do cic cytokin va lympho bao
-~ T gay ra thuong dugc thidy & bénh lao, bénh sacoid, viém da co, bénh u hat va viém
mach; khong cé kinh nguyét 4c tinh (bénh Addison); cic bénh c6 lién quan dén
- xuyén mach ctia bach cau; r6i loan viém hé than kinh trung wong (CNS); hoi chiing
thuong t6n nhiéu co quan; thi€u méu tan huyét (bao gdm, nhung khong gi6i han &
cryoglobulin huyét hoac thi€u mau duong tinh Coombs); bénh nhugc co nang; cac
bénh do phitc hé khang nguyén-khéng thé gay ra; bénh mang nén khang tiéu ciu; hoi
chiing khang phospholipit; viém day than kmh di tng; bénh Graves; hoi ching nhugc
co Lambert-Eaton; bong pemphigut; pemphigut; bénh da noi tiét tu mién dich; bénh
Reiter; hoi ching ctiing nguoi (stiff-man); bénh Behcet; viem dong mach t€ bao
khéng 16; viém than phiic hé mién dich; bénh than IgA; bénh da than kinh IgM; ban
xudt huyét giam tiéu cdu mién dich (ITP) hoic gidm luong tiéu cdu ty mién dich.
Theo khia canh nay cia sdng ch€, cic ABM theo sang ché dugc sir dung dé 1am suy

kiét mdu cta céc t€ bao B trong khoang thoi gian dai.

Theo thong 1é clia séng ché nay, d6i tugng c6 thé 1a ngudi, ngua, lon, bo,
chuét, ché, meo, va céc loai chim. Cic loai dong vat mau néng khéc cling nam trong

sang ché nay.

Muc dich ctia sing ché& con 1a dé xuit cac phuong phdp dé tic ché su phét trién

cta céc t€ bao khéi u & nguoi, di€u tri khéi u & d6i tugng va diéu tri loai ting sinh &
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de6i tugng. Cac phuong phap nay bao gom cho d6i tugng can di€u tri sit dung mot

Iuong hitu hiéu ctia dugc pham theo sang ché.

Vi vay, hién nhién 1a sdng ché€ bao ham dugc pham, cdc hén hop va céc
phuong phdp dé diéu tri caxinom & ngudi, nhu u lympho t€ bao B. Vi du, sdng ché
bao gém cdc dugc phdm dugc st dung dé diéu tri cic caxinom bao gém mot luong

dugc pham hitu hiéu chita khang thé theo sdng ché va chat mang dugc dung.

Cac dugc pham chita ABM theo sang ch€ c6 thé dugc cung cap theo cdch céch
stt dung thong thuong bao gébm, nhung khong giéi han &, st dung trong tinh mach,
trong bung, st dung qua duong miéng, trong mach bach huyét hoac st dung truc tiép

trong khéi u. U tién 1a st dung trong tinh mach.

Theo mot khia canh cla sing ché, cdc ch€ phdm diéu tri chia cdc
'ABM theo séng ché dugc bio ché dé cit giit bing céch tron khdng thé c6 do tinh
khiét mong mudn véi cic chit mang duoc dung tuy ¥, cdc ta dugc hodc cdc chat lam
on dinh (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)),
du6i dang céc ché& phdm dong kho nhanh hodc céc dung dich nudc. Cdc chét mang,
ta dugc, hodc céc chdt 1am 6n dinh c6 thé chdp nhan dugc 1a khong gay doc cho
ngudi nhan & céc liéu va cdc ndéng do da sir dung, vA bao gém cdc chat dém nhu
phosphat, xitrat, va cic axit hitu co khic; cdc chdt chong oxy hod bao gém axit
ascorbic va metionin; cac chat bao quan (nhu octadexyldimetylbenzyl amoni clorua;
hexametoni clorua; benzalkoni clorua, benzetoni clorua; phenol, butyl hoac rugu
benZylic; alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben; catechol; resorxinol;
xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); cac polypeptit phan tir luong thap (it hon
10g6c); céac protein, nhu huyét thanh, gelatin, hodc cdc globulin mién dich; céc
polyme wa nudc nhu polyvinylpyrolidon; cdc axit amin nhu glyxin, glutamin,
asparagin, histidin, arginin, hodc lysin; cidc monosacarit, cic disacarit, va cic hydrat
cacbon khac bao gdm glucoza, mannoza, hodc cac dextrin; cic chat chelat hod nhu

EDTA; duong nhu sucroza, manitol, trehaloza hoac sorbitol; cidc ion dong ngugc tao
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mudi nhu natri; cac phitc chat kim loai (vi du, cdc chat phiic Zn-protein); va/hoac cac
chat hoat dong bé mat khong ion nhu TWEEN™, PLURONICS hoic polyetylen
glycol (PEG). '

Cac ché€ phdm khdng CD20 vi du dugc mo ta trong W098/56418, dugc dua
vao day bang cich vién din. Cong bd nay mo ta ché€ phdm da lieu dang l6ng chia
rituximab - 40mg/mL, axetat 25mM, trehaloza 150mM, ruou benzylic 0,9%,
polysorbat 20 0,02% & do pH=5,0 c6 thoi han st dung t6i thiéu 12 2 nam khi luu giit
& 2-8°C. Ché phdm khang CD20 khic dugc quan tam chita 10mg/mL rituximab trong
9,0mg/mL natri clorua, 7,35mg/mL natri xitrat dihydrat, 0,7mg/mL polysorbat 80,
va nudc cét dé tiem truyén, do pH=6,5. Trong sdng ché, RITUXAN® sé& dugc thay
thé bang ABM theo sing ché.

Cac ché€ phdm dong kho nhanh thich tng dé tiém duéi da dwoc mod & trong-
W097/04801. C4c ché phdm dong kho nhanh nay c6 thé dugc téi tao bang chat pha
loang thich hgp tao ra néng do protein cao va ché€ phdm téi tao c6 thé dugc sir dung

duéi da cho dong vat c6 vi can dugc di€u tri & day.

Ché phdm & day ciing c6 thé chita nhiéu hon mot hoat chat khi can thiét cho
chi dinh diéu tri dac biét, t6t hon néu cac hoat chit d6 c6 cac hoat tinh bé sung ma
khong c6 tdc dong bét 1oi cho nhau. Vi du, c6 thé mong muén dé xudt thém chat doc
t€ bao, tdc nhan liéu phap hod hoc, cytokin hodc tic nhan dGc ch€ mién dich (vi du,
mot trong cac chat dé ¢6 thc dong dén cdc t€ bao T, nhu xyclosporin hoic khing thé
gin két véi cdc t€ bao T, chang han mot chat dé gan két v6i LFA-1). Luong hitu hiéu
cla céc tac nhan khac d6 tuy thudc vao lugng chit d6i khang c6 mat trong ché phﬁfn,
loai bénh hodc rdi loan hodc diéu tri, va cdc nhan t6 khac da thao luan & trén. Céc tdc
nhan nay thuong dugc st dung & céc liéu nhu nhau va véi cach sit dung nhu duoc sir

dung truée d6 hoac khoang tir 1 dén 99% céc li€u lugng da st dung trude day.

Céc hoat chéit ciing c6 thé dugc giit trong cédc vi nang di dugc bao ché, vi du,

bing céc k§ thuat sinh giot hoic bing qua trinh polyme ho4 bé mat, chang han cic vi
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nang hydroxymetylxenluloza hodc gelatin va cdc vi nang poly-(metylmetacylat),
“tuong dng trong cic hé keo phan phéi thudc (vi du, céc liposom, c4c vi cdu albumin,
cdc vi nhil tuong, cdc hat nano va cdc nang nano) hodc céc nhil tuong 16n. Céc ky
thuat nay dugc mo ta trong tai liéu Remington's Pharmaceutical Sciences 16th

edition, Osol, A. Ed. (1980).

Cdc ché€ pham giai phéng kéo dai c6 thé dugc bao ché. Cic vi du vé cic éhe‘:'
phdm giai phéng kéo dai bao gébm c4c chat nén ban tham ciia cic polyme ky nuéc
chtta chat d6i khang, cdc chéit nén nay dudi dang céc vat c6 hinh dang, vi du, mang
~mong, hodc céc vi nang. Cdc vi du vé cdc chat nén giai phong kéo dai bao gom cic
polyeste, hydrogel (vi du, poly(2-hydroxyetyl-metacrylat), hoic poly(ruou vinylic)),
polylactit (Patent M§ S6 3,773,919), cac copolyme ctia axit L-glutamic va yetyl-L-
glutamat, etylen-vinyl axetat khong thé thodi bién, axit lactic-cdc copolyme ctia axit
glélcolic nhu LUPRON DEPOT™ (c4c vi cdu c6 thé tiém truyéﬁ tao théﬁh axit lactic-
cdc copolyme cua axit glycolic va leuprolit aXetat), va axit poly-D- (-)-3-

hydroxybutyric.

~ Cé4c ché pham cén stt dung dé st dung in vivo phai 12 v6 triing. Diéu nay dugc

thuc hién dé dang nho loc qua cdc mang loc tiét tring.

Cic ché phdm theo sdng ché c6 thé c¢6 cdc dang liéu luong khac nhau, bao
gbm, nhung khong gidi han &, dung dich 16ng hodc huyén phu, cdc vién nén, vién
tron, bot, vién thudc dan, cdc vi nang polyme hodc céc ti€u vi nang, cdc liposome, va
cdc dung dich c6 thé tiém truyén hodc khong néng chdy. Dang duogc wu tién tuy

thudc vao cich st dung va ing dung diéu tri.

T6t hon 12 cdc dugc phdm theo séng ché cling bao gébm cic chit mang duoc
dung thong thudng va cic td dugc da biét trong Iinh vuc k§ thuat nhu anbumin huyét -
thanh ngudi, cdc chat trao d6i ion, alumin, lexitin, cdc chat dém nhu phosphat,
glyxin, axit sorbic, kali sorbat, va cic muoi hodc cac chit dién phan nhu protamin

sulfat.
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Cach str dung va ch€ do liéu hitu hiéu nhat d6i vé6i cdc dugc phadm theo séng
ch& tuy thudc vao mic nghiém trong va tién trinh bénh, sitc khoé bénh nhan va dap
ting diéu tri va quyét dinh clia bac s§ diéu tri. Vi vay, liéu luong dugc phdm s€ duogc
chuén do6 cho ting bénh nhan. Tuy nhién, liéu hitu hiéu ctia cic dugc pham theo sing

ché thudng s& nam trong khoang tir 0,01 dén 2000mg/ke.

Céc phan tir dugc mo6 ta & day c6 cdc dang liéu lugng khéc nhau bao gbm,
nhung khong gidi han &, cic dang dung dich hodc huyén phi, cic vién nén, vién
. tron, bc}t, vién thuéc dan, cic vi nang polyme hodc c4c vi nang, c4c liposom, va cic
dung dich c6 thé tiém truyén hoac khong néng chay. Dang dugc wu tién tuy thudc

vao cach sur dung va tng dung di€u tri.

Duoc phdm chita ABM theo séng ché sé dugc bao ché, dinh liéu, va cung cap
theo cdch phut hop v6i phong mach clia bac s§ t6t. CAc nhan t6 dé xem xét trong
pham vi ndy bao gém bénh hoic 16i loan cu thé cin dugc diéu tri, dong vat cé viicu -
thé can dugc diéu tri, tinh trang 1am sang clia ting bénh nhan, nguyén nhan gay ra
bénh hoac 16i loan, vi tri phan phoi cua tdc nhan, phuong phép sit dung, ch€ do st
dung, va cic nhan t6 khic da biét d6i véi bac s§ diéu tri. Luong diéu tri hitu hiéu cua

chat d6i khang can st dung s€ bi anh hudng bdi cac nhan t6 can xem xét nay. -

Nhu 12 mot su goi § chung, lugng diéu tri hitu hiéu cta khéng thé duogc sir
dung ngoai duong tiéu hod trén mdi liéu s€ ndm trong khoang tir 0,1 dén 20mg/kg
trong lugng co thé méi ngdy, véi luong chit d6i khang ban dau thudng sir dung nim

trong khoang tir 2 d&€n 10mg/kg.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, ABM la khang thé, t6t hon néu 13 khing
thé dugc nhan tinh hod. C4c liéu thich hop ctia khang thé khong két hop ching han
13, ndm trong khoang tir 20mg/m?* dén khoang 1000mg/m?. Theo rh(}t phuong 4n, liéu
khang thé khéc véi liéu dang dugc chi dinh d6i véi RITUXANO®. Vi du, c6 thé

cung c4p cho bénh nhan mot hodc nhiéu liéu vé co ban it hon 375mg/m?* khéng thé,
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vi dy, trong d6 liéu ndy ndm trong khoang tt 20mg/m* dén 250mg/m?, chiang han

khoang tir 50mg/m? dén 200mg/m>.

Ngoai ra, c6 thé cung cap mot hodc nhiéu liéu khdng thé ban ddu tiép theo 1a
mét hodc nhiéu liéu tiép theo, trong d6 mg/m? lidu khéng thé & (c4c) lidu tiép theo
~ vuot qui mg/m? lidu khang thé trong (céc) liéu ban dau. Vi du, liéu ban ddu c6 thé
nim trong khong tir 20mg/m? dén 250mg/m? (ching han khoang tir 50mg/m? dén
200mg/m?) va liéu tiép theo c6 thé ndm trong khoang tir 250mg/m” dén 1000mg/m’.

~ Nhu da néu trén, tuy nhién, cic lugng ABM dé xuat la van dé gay ra nhiéu su
 xem xét trong diéu tri. Nhan t6 chinh dé lua chon liéu va ché do thich hop 1a két qua
thu dugc, nhu chi d4n & trén. Vi du, cic liéu tuong d6i cao hon c6 thé dugc cin vao
ban ddu dé diéu tri cic bénh dang phit trién va cdp tinh. D€ thu dugc cic két qua
hi¢u nghiém nhdt, tuy thudc vao bénh hoac rdi loan, chit d6i khdng dugc sir dung
ciing gin t6i miic c6 thé véi triéu ching, chdn dodn, biéu hién bén ngoai ban diu,
- hodc su xuat hién ctia bénh hoic r6i loan hoac trong thdi gian thuyén giam cuia bénh

hoac roi loan.

ABM theo sing ché dugc cung cap theo bat ky phuong phap thich hop nao,
bao gém ngoai dudng tiéu hod, dudi da, trong mang bung, trong phdi, va trong miii,
va, néu mudn diéu tri tc ch€ mién dich cuc bo, trong thuong tén. Tiém truyén ngoai
duong tiéu hod bao gom st dung trong co, trong tinh mach, trong tinh mach, trong
mang bung, hoic dudi da. Ngoai ra, chat d6i khang c6 thé duogc sit dung mot cach
thich hop theo cdch tiém truyén trong mach, vi du, vé6i cac liéu chat d6i khang giam.
T6t hon néu liéu duge cung cdp bang cch tiém truyén, t6t nhat 1a tiém truyén trong

tinh mach hoic du6i da, tuy thudc vao viéc stt dung ngén hay thudng xuyén.

C6 thé str dung céc hop chat khdc, nhu cdc chat gay doc hai t&€ bao, céc tic
nhan liéu phdp hod hoc, cac tdc nhan tGc ch€ mién dich va/hoic cdc cytokin véi cac
chdn dodn & day. Cach sit dung két hop bao gom cing sir dung, nhd stt dung céc ché

phdm riéng r& hodc dugc pham don, va sit dung lién ti€p theo kiéu nay hoic kiéu kia,
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trong d6 t6t hon 1a c6 khoang thoi gian khi ca hai (hoac tat ca) cidc hoat chat dong

thdi st dung céc hoat tinh sinh hoc ctia chiing.

S& dé hiéu 1a liéu dugc phdm theo sing ché can dé dat duoc hiéu qua chita

bénh c6 thé con dugc gidm bing su t6i wu hod ché do sir dung.

Theo thuc t€ ciia sdng ché, chit mang duoc c6 thé 1a chat mang dang 10ng.

~ Chét mang 16ng c6 thé 1a phospholipit.‘ Ngoai ra, chit mang lipit c6 thé 1a axit béo.
Hon nita, chit mang lipit c6 thé 1a chat tdy rita. Nhu duoc sir dung & day, chat tdy rira

12 bat ky chat nao cé thé 1am thay déi stic cang bé mit clia chat 16ng, thudng lam yé&u

di.

Theo mot vi du clia sdng ché, chat tdy rira c6 thé 1a chat tdy rita khong ion.
Cac vi du vé cac chit tay rita khong ion bao gém, nhung khong gi6i han &,
polysorbate 80 (cling duo’c biét 12 Tween 80 hoac (polyoxyetylensorbltan |
monooleat), Brij, va Triton (vi du Triton WR-1339 va Triton A-20).

Theo cach khic, chat tdy rira c¢6 thé 1a chat tdy rira ion. Vi du vé chat tdy ria

ion bao gom, nhung khong giéi han &, alkyltrimetylamoni bromua.

Ngoai ra, theo sang ché, chit mang lipit c6 thé 13 liposom. Nhu st dung trong
sang ché nay, thuat ngit "liposom" 1a bat ky nang nao dugc bao mang chita cic phan

tir bat ky theo sdng ché hoac hén hgp ctia ching.

Cic vi du duéi day giai thich sdng ch€ chi tiét hon. Cdc ché phdm dudi day va
céc vi du dugc dua ra 1am cho ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat
c6 thé hiéu 16 hon va thuc hanh dugc sang ché. Tuy nhién, sing ch€ khong gii han
trong pham vi clia cdc phuong 4n minh hoa, n6 chi d€ minh hoa céc khia canh riéng
cta sdng ché, va cdc phuong phédp tuong duong vé mat chic nang cling ndm trong
pham vi ctia sdng ché. Thuc vay, cic cai bién khic nhau cua sang ch&€ ngoai cac cai

bién dugc mo ta & day s trd nén rd rang doi v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong

-84-



28373

linh vuc k§ thuat tir sy mo t4 dé cap & trén va cic hinh vé di kém. Cic cai bi€n nay

cling ndm trong pham vi cia yéu ciu bao ho kém theo.
Vi du thuc hién sang ché

Chi ¥: Trir phi ¢6 quy dinh khac, cic vién dan dén cach danh s6 cée vi tri goc

axit amin trong cac vi du dudi day 1a theo hé¢ danh s6 Kabat.
Vi:ﬁu 1
Cac chat va phuong phap

T4ch dong va biéu hién B-Lyl khéng thé t4i t6 hop

B-Lyl biéu hién c4c t&€ bao lai hoa dugc nudi cay trong RPMI chita 10% FBS
va 4mM L-glutamin. 6x10° t& bao c6 kha niang song>90% duoc thu gom va ARN
t6ng dugc phan 1ap nhd st dung kit Qiagen RNAeasy midi. Cic ADN bd trg ma hod
céc chubi ning va nhe cé thé bién ddi ctia B-Lyl dugc khuéch dai bang RT-PCR.
Phan tng RT-PCR dugc tién hanh bang cdch st dung cic diéu kién dudi day: 30
phiit 50°C cho qu4 trinh téng hop ADN bé trg thanh nhiém sic thit nhét; 15 phut
95°C qua trinh bién tinh ban dau; 30 vong trong 1 phit 94°C, 1 phit 45°C, 1,5 phiit
72°C; va buée kéo dai trong 10 phit & 72°C. Kich ¢& mong do¢i cia céc sin phdm
PCR dugc khing dinh bang phép dién di gel. Cic san phdm PCR dugc tich dong vao
cdc vat truyén E. coli thich hi)p va x4c dinh trinh tu ADN khang dinh ring céc gen

ma hoa chubi ning va nhe c6 thé bién déi dugc phan lap.

D6i véi cdu tric cla vat truyén biéu hién B-Lyl dang kham, céc trinh tu tin
hiéu téng hop va céc diém gidi han thich hgp dugc hoa 14n véi cc chudi c6 thé bién
déi bang cdc phan tng bd sung PCR. Sau ldn x4c nhan cudi clng trinh ty ADN
chuén ctia cic chubi cé thé bién ddi, chiing duoc két hop véi cac ving khong déi
IgG1 & nguoi. Khi céc gen dugc cdu tric, chiing dugc tich dong dudi su ki€ém sodt

ctia cdc gen khdi ddu MPSV va nim trude diém polyA téng hop, nhd sir dung hai vat
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truyén riéng biét, mot vat truyén cho méi chudi, tao ra cac plasmit pETRI 808 (vat
truyén bi€u hién chudi ning) va pETR1813 (vat truyén biéu hién chubi nhe). Méi vat

truyén mang mot trinh tu EBV OriP.

B-Lyl dang kham duogc tao ra bang cich déng chuyén nhiém cic t€ bao
HEK?293-EBNA véi vat truyén pETR1808 va pETR1813 nho st dung phuo‘ng‘phép
‘chuyén nhiém bang canxi phosphat. Cic t€ bao HEK293-EBNA lu§ thira sinh truéng
duoc chuyén nhiém phuong phép canxi phosphat. Céc t&€ bao phat trién nhu don 16p
dinh bam dugc nuo6i cdy trong binh T nhd st dung moi truong nudi cdy DMEM cé
b6 sung 10% FCS, va dugc chuyén nhiém khi chiing nhap dong khodng 50 va 80%.
D6i véi qud trinh chuyén nhiém trong binh T75, 8 triéu t€ bao dugc cdy 24 gid truGe
khi chuyén nhiém trong moi trudng nuoi cdy 14ml DMEM c6 b6 sung FCS (& thé .
tich cu6i cung 10% V/V), 250pg/ml neomyxin, va cic t€ bao dugc dat & 37°C trong
| iéng ap v6i 5% khi CO, qua dém. Dai véi mc:)i‘binh T75 ‘cfin .chuyé”n nhiém, dung
dich chita ADN, CaCl, va nuéc dugc chudn bi 47pug ADN vat truyén plasmit tong
duoc chia ra déu nhau giita c4c vat truyén biéu hién chudi niang va nhe, 235u dung
dich 1M CaCl,, va bd sung nu6c dén thé tich cudi cing 1a 469ul. Thém vao dung
~dich nay, 469ul 50mM HEPES, 280mM NaCl, 1,5mM dung dich Na,HPO, & do
pH=7,05, tron ngay trong 10 giay va dé lang & nhiét do phong trong 20 giay. Huyén
phli dugc pha loang bing 12ml DMEM c6 bd sung 2% FCS, va thém vao T75 thay
cho moi truong dang ton tai. Cac t&€ bao duoc 0 & 37°C, 5% CO, trong khoang 17 dén
20 gid, sau d6 moi trudng duge thay th€ bing 12ml DMEM, 10% FCS. D6i v6i qua
trinh tao ra khéng thé khong cai bién "chB-Lyl", c4c t€ bao dugc chuyén nhiém chi
bang cdc vat truyén bi€u hién khdng thé pETR1808 va pETR1813 & ty 1e 1:1. Doi
v6i qué trinh tao ra khang thé xur 1y glyco "chB—Lyl-ge", céc t€ bao dugc dong
chuyén nhiém bing bén plasmit, hai cho qué trinh biéu hién khéng thé (pPETR1808
va pETR1813), mot cho qud trinh biéu hién polypeptit GnTIII thé dung hop
(pETRlSl9), va mot cho qué trinh bi€u hién manosidaza II (pCLF9) & ty 1é tuong
ting 4:4:1:1. Vao ngay tht 5 sau khi chuyén nhiém, phan dich néi dugc thu gom, ly
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tam trong 5 phit véi van t6c 1200 vong/phiit ti€p theo 1a qua trinh ly tam thit hai
trong 10 phit v6i van téc 4000 vong phiit va & & 4°C.

ChB-Lyl va chB-Lyl-ge duoc 1am sach tir phan dich nuoi c4y nho sir dung ba
budc sic ky lién tiép, phép sic ky Protein A, phép séc ky trao ddi cation, va budc sic
ky loai trir kich c& trén cot Superdex 200 (Amersham Pharmacia) trao ddi dung dich
dém thanh nuéc mudi chita chit dém phosphat va thu gom dinh khéng thé nguyén tix
budc cudi ndy. Néng do khang thé dugc du dodn nhd sir dung phd quang ké tir hé s6
- hap thu 280mn. '

Phan tich Oligosacarit

Céc oligosacarit dugc giai phéng do enzym tir cdc khdng thé nhd cat bang
PNGaseF, vé6i cdc khang thé hoiac duoc 1am bat hoat trén mang PVDF hodc trong
dung dich.

Dung dich cét thu dugc chifa céc oligosacarit giai phong hoac duge chudn bi
truc ti€p cho phan tich MALDI/TOF-MS hoic con dugc cit bang EndoH glycosidaza
trudc khi chudn bi mau cho phan tich MALDI/TOF-MS.

 Phuong phdp gidi phdng oligosacarit cho cdc khdng thé duoc lam bdt hoat bang
mang PVDF

Cic giéng cla dia 96 giéng duogc tao ra bang mang PVDF (Immobilon P,
Millipore, Bedford, Massachusetts) dugc 1am uét bang 100l metanol va dung dich
nay dugc rit ra qua mang PVDF nho chan khong ap dung véi ong gbép chan khong
Multiscreen (Millipore, Bedford, Massachusetts). Cic mang PVDF duoc rira ba lan
bing 300ul nudc. Sau d6 cic giéng dugc rira bang 50ul dung dich d¢m RCM (8M
Urea, 360mM Tris, 3,2mM EDTA, pH 8,6). Khodng 30-40pg khang thé dugc dua
vao trong giéng chia 10ul dung dich d¢ém RCM. Dung dich trong giéng duogc rit ra

qua mang bang cach st dung chan khong, va mang nay dugc rira lién ti€p hai lan
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bang 50ul dung dich d¢ém RCM. Qua4 trinh khir cdc cu disulfua dugc ti€n hanh bang
céch bd sung 50ul 0,1M dithiotreitol trong RCM va 1 & 37°C trong 1 gio.

Tiép theo quéd trinh khir, chan khong dugc st dung dé loai bo dung dich
dithiotreitol khoi giéng. Céc giéng duoc rlra ba 14n bang 300pul nuGe trude khi tién
hanh qua trinh 7carboxymetyl hod céc g6c xystein bing cdch bd sung 50ul axit
iodoaxetic 0,1M trong dung dich RCM va 0 & nhiét do phong trong béng t6i trong 30
phut.

Sau khi carboxymetyl hod, cic gi€éng dugc loai bo bang chan khong va sau d6
rtra ba lan béng 300ul nuéc. Mang PVDF sau d6 dugc phong bé dé tc ché qud trinh
hap phu endoglycosidaza, bang cdch t 100p dung dich nuGc polyvinylpyrolidon 360
1% & nhiét d6 phong trong 1 gid. Chat phan ting phong b€ sau d6 dugc loai bo tir tix

bang chan khong va tiép theo rira ba 1an bang 300ul nudc.

Céc oligosacarit lién két N dugc giai phéng béng cich bd sung 2,5mU peptit-
N-glycosydaza F (N-Glycanaza tdi t6 hop, GLYKO, Novato, CA) va 0,IlmU
Sialidaza (GLYKO, Novato, CA), dé loai bo bat ky g6¢c monosacarit dich dién nao, &
thé tich cudi cling 12 25ul trong 20mM NaHCO,, pH=.7,0). Qua trinh cat dugc tién
hanh trong 3 gio & 37°C.

Phuong phdp gidi phéng oligosacarit déi véi cdc khdng thé trong dung dich

Khoéang 40 va 50pg khdng thé dugc tron vé6i 2,5mU PNGaseF (Glyko, U. S.
A.) trong 2mM Tris, pH=7,0 & thé tich cu6i cing 1a 25 microlit, v hén hgp duge o
trong 3 gic 6 37°C.

St dung qud trinh cdat Endoglycosidaza H cia cdc oligosacarit gidi phéng bang
PNGaseF dé dinh cdc cdu tric oligosacarit cdt doi lai hod 16i cac dinh oligosacarit

MALDIITOF-MS trung hoa
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Oligosacarit giai phong bing PNGaseF sau d6 duoc ciat bang
Endoglycosidaza H (EC 3.2.1.96). D6i v6i qud trinh cat EndoH, 15mU EndoH
(Roche, Switzerland) dugc thém vio PNGaseF digest (khdng thé trong phuong phép
dung dich néu trén) dé tao ra thé tich cudi cliing 1a 30 microlit, va hén hgp dugc 1
trong 3 gid & 37°C. EndoH phan cét gifta cic gbc N-axetylglucosamin ctia nhan
chitobioza cta céc oligosacarit lién két N. Enzym chi c6 thé cét oligomanoza va nhat
-1a céc loai polysacarit loai lai hod, trong khi cac oligosacarit loai phitc hgp khong

dugc thuy phan.
- Chudn bi mdu cho MALDI/TOF-MS

Cic cit (digest) enzym chita cic oligosacarit gidi phéng duoc & them 3 gid &
nhiét do phong sau khi b4 sung axit axetic t6i néng do cudi cling 1a 150mM, va sau
d6 dugc cho qua 0,6ml nhua trao doi cation (nhua AG50W-X8, dang hydro, ¢ sing -
100-200, BioRad, Switzerland) tap hop trong cot sac ky micro-bio-spin (BioRad,
Switzerland) dé loai bd cédc cation va protein. Mot microlit mau thu dugc dugc dat
vao mot dia dich bang thép khong gi, va tron trén dia v6i 1l chat sDHB. Chat sDHB
dUQC chuédn bi bang cdch hoa tan 2mg axit 2,5-dihydroxybenzoic cling véi 0,1mg
axit 5-metoxysalixylic trong 1ml etanol/10mM dung dich nuéc natri clorua véi ty 1&
1:1 (thé tich/thé tich). C4dc mau duogc lam kho bang khong khi, 0,2l etanol dugc dua

Va0, va cudi ciing cdc mau dugc tdi két tinh trong khong khi.
MALDI/TOF-MS

Mady phan tich kh6i phé MALDI-TOF da st dung thu dugc phd khéi 1a
Voyager Elite (Perspective Biosystems). Thiét bi nay dugc diéu khién trong cau hinh
tuyén tinh, v6i su tang toc 1a 20kV va can tr& 80ns. Qua trinh hiéu chuin bén ngoai
nhd sit dung cdc tiéu chudn oligosacarit duoc sit dung dé dinh khéi clia cdc ion. Phé

tlr 200 14n bén tia laze duoc cong lai dé thu dugc phé cubi cing.

Qud trinh lam suy kiét hoan toan té bao mdu B
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495l mau heparin hod tr ngudi cho khoé manh dugc chia vao cac ong
polystyren 5ml, 5ul cdc miu khang thé néng do gdp 100 lan (ndng do cudi cﬁng 1-
1000ng/ml) hoac chi PBS dugc thém vao va ciac ong dugc t & 37°. Sau 24 giv, 50ul
mdu dugc chuyén vao cdc 6ng sach va nhudm bing khéng-CD3—FITC, khéng-CD19-
PE va khang-CD45-CyChrome (Becton-Dickinson) trong 15 phiit & nhiét d6 phong
trong béng t6i. Trudc khi phan tich, 500ul dung dich dém FACS (PBS chita FCS 2% -
va SmM EDTA) dugc thém vao cac ong. Su phat huynh quang CD3-FITC va CD19-
PE ctia cdc miu méu dugc phan tich bang phuong phdp dém t€ bao theo dong bing
cach dat ngudng trén CD45—CyChrome. Qua trinh lam suy kiét t€ bao B dugc xéc
dinh bing cdch vé biéu d6 ty I¢ c4c t€ bao CD19* B dén cic t€ bao CD3* T.

Gdn két cdc khdng thé khdang CD20 véi cdc té bao Raji

500.000 trong 180}41 dung dich dém FACS (PBS chida FCS 2% va 5mM
EDTA) dugc chuyén vao cdc 6ng polystyren 5ml va 20ul cic miu khéng thé khang
CD20 néng d6 gdp 20 14n (néng do cudi cing 1-5000ng/ml) hodc chi PBS dugc thém
vao va cdc ong dugc i & 4°C trong 30 phiit. Sau d6, cdc mau dugc rira hai 1an bing
dung dich dém FACS va tao hat & 300xg trong 3 phit. Phan dich néi duogc hiit ra va
cac t€ bao dugc hap thu trong 100®1 dung dich dém FACS 1pl cdc phan khéhg Fc-
dac hiéu F(ab') 2-FITC (Jackson Immune Research L,aboratories, USA) duoc thém
vao va cac 6ng dugc u & 4°C trong 30 phiit. Cic mau dugc rira hai 1an bang dung dich
dém FACS va hap thu trong 500ul dung dich dém FACS chia 0,5ug/ml PI d€ phan
tich bang phuong phép dé€m t€ bao theo dong. Mitc gan két dugc x4c dinh bing céch
vé biéu do su phat huynh quang trung binh hinh hoc so v6i cdc nong do khéng thé.

Vidu?2
Phuong phdp thu thé cé dé tuong dong cao

Nghién cttu vé€ khung thu thé khang thé c6 do twong déng cao dugc tién hanh

bing cdch xé&p thing hang trinh tu protein chuot B-lyl dé thu gom céc trinh tu dong
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phoi ngudi va chi ra ring trinh tu & ngudi c¢6 tinh déng nhat trinh tu cao nhét. O day,
trinh tu VHI 10 tix co s& dit liéu VBase dugc chon lam trinh tu thu thé khung chudi
nang, va trinh tv VK_2_40 dugc chon la thu thé khung cho chudéi nhe. Trén hai
khung thu thé nay, c6 ba viing xdc dinh bé trg (CDR) clia cdc viing c6 thé bién déi
nang va nhe & chuot dugc cdy ghép. Vi ving khung 4 khong phai 12 mot phan cua
viing c6 thé bién déi clia gen dong phoi V, viéc x&p thang hang déi véi vi trf d6 duoc
thuc hién riéng ré. Vung JH4 dugc chon cho chubi nang va ving JK4 duqé chon cho
chudi nhe. M6 hinh phan tit cia ving globulin mién dich dugc dua vao boc 16 mot
diém c6 thé can dén cdc gbc axit amin & chudt thay cho cic g6c & ngudi ngoai CDR.
Céc goc axit amin & chudt dugc dua lai vao khung xuong ngudi s€ tao ra cdi goi la
céc qud trinh dot bién. Vi du, goc axit amin thu thé ngudi & vi tri Kabat 27 duoc dot
bién ngugc thanh géc tyrosin. Cic thé bién di khéng thé dugc nhan tinh hod duogc
~ dua vao hodc bao gdém hoac b6 qua cac qud trinh dot bi€n nguoc. Sau khi dua vao
céc trinh tu protein, cdc trinh tw ADN ma hod cac protein dugc téng hop nhu mo ta

chi tiét dudi day.
Phuong phdp khung két hop

D€ trénh dua vao cdc qud trinh dot bién ngugc & cdc vi tri goc axit amin (gidi
han dé giir 4i 11_I¢ gan két khang nguyén hodc cdc chic ning khing thé) cta khung
thu thé & ngudi, da nghién ctu xem ring liéu hodc toan bo ving khung 1 (FR1), hoic
cdc ving khung 1 (FR1) va 2 (FR2) cling nhau, c6 thé duoc thay thé bing céc trinh
tu khang thé ngudi da c6 céc goc thé cho hay khong, hoic cic loai chifc ning tuong
duong, & cac vi tri quan trong trong trinh tw dong phoi ngudi tu nhién. D6i v6i muc
dich nay, cdc khung VH 1 va 2 cta trinh tu & chuot Byl dugc xé&p thiang hang riéng 18
V6i céac trinh tu dong phoi & ngudi. 3 day, tinh déng nhét trinh ty cao nhat khong
quan trong, va khong dugc stt dung, d€ chon céc khung thu thé, nhung thay thé thich
hop cho cidc mot vai goc t6i han dugc cho la quan trong hon. Cic géc quan trong nay
bao g6m cac goc 24, 71, va 94 (cach danh s6 Kabat), va ca cdac goc 6 vi tri 27, 28, va

30 (c4ch ddnh s6 Kabat), né nim ngoai su xdc dinh CDR1 ctia Kabat, nhung thudng
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lien quan dén su gan két khang nguyén. Trinh tw IMGT VH_3_15 duoc chon 1am
trinh tu thich hop. Sau khi dua vao céc trinh tu protein, céc trinh tu ADN ma hod cac
protein dugc téng hop nhu dugc mo ta chi tiét dudi day. Nho st dung phuong phap
nay khéng can dén cic qua trinh 'dét bién ngugc hoic cho chudi ning hoic nhe, dé

gilt dugc cdc miic gan két khiang nguyén tot.
Téng hop cdc gen khdng thé

Sau khi dua vao cic trinh tu axit amin ctia ving khéng thé duoc nhéan tinh hod
V, trinh tu ADN phai dugc tao ra. Thong s6 vé trinh tu ADN ctlia cdc ving khung
riéng ré dugc thdy trong co s& dit liéu cho cic trinh ty dong phoi nguoi. Trinh tu
ADN ciia cac ving CDR dugc 14y tir thong s6 ADN bd trg tuwong ting cia chudt. Véi
cac trinh tu nay, toan bd trinh tu ADN gan nhu dugc thu gom. C6 thong s6 trinh tu
ADN nay, cdc diém gidi han chin dodn dugc dua vao trong trinh t 4o, bing cich
dua vao céc dot bién cam, tao ra diém nhan biét d6i vé6i cic endonucleaza giSi han.
Dé thu dugc chubi ADN tu nhién, qud trinh téng hgp gen dugc tién hanh (vi du,
Wheeler et al. 1995). Trong phuong phép nay, cic oligonucleotit dugc dua vao tu cic
gen quan tam, nhu hang loat cic oligonucleotit thu dugc tir dai ma hoa, va mot loat
khéc Ia tir ddi khong ma hod. Cdc ddu tan ciing 3' va 5' clia moi oligonucleotit (ngoai
trir & chinh vi tri tri ddu tién va cudi cling trong hang) luon c6 céc trinh tu bd trg cho
hai doan mo6i thu dugc tir dai d6i dién. Khi dat cc oligonucleotit vao dung dich dém
phan tng thich hop d6i véi bat ky polymeraza 6n dinh nhiét nao, va théem Mg*,
dNTPs va polymeraza ADN, moi oligonucleotit dugc kéo dai tir dau 3' ctia né. Dau 3'
m&i dugc tao thanh clia mot doan moi sau d6 G véi doan moi ti€p theo cua dai doi
dién, va kéo dai trinh tu ctia né hon nita trong cdc di€u kién thich hop cho su kéo dai
chudi ADN méu phu thuoc. San phdm méu cudi cling duoc tich dong vao vat truyén

thong thudng dé nhan lén trong E. coli.

Qud trinh tao ra khdng thé
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Céc trinh tu din ddu chudi nang va nhe & ngudi (d€ xuat ti€t) duge thém vao
nim trudc cha céc trinh tu ving cé thé bién d6i néu trén va sau d6 dugc ndi nam
trudc cua céc trinh tu chudi nhe va niang IgGl kappa khong ddi & ngudi tuong 1’1’ng‘,
nhd céc phuong phép k§ thuat phan tir sinh hoc chudn. Cac trinh tv ADN chudi ning
va nhe ctia khang thé ddy da thu duoc tich dong phu vao cic vat truyén biéu hién &
dong vat ¢6 vi (moét cho chubi nhe va mot cho chudi nang) dudi su kiém sodt cha
gen khoi ddu MPSV va nim truéc diém téng hgp polyA, mdi vat truyén mang mot
trinh tw EBV OriP, nhu dugc moé t4 trong Vi du 1 néu trén. Céc khang thé duoc tao ra
nhu duoc mo ta trong Vi du 1 néu trén, cu thé 12 bing cich dong chuyén nhiém
HEK?293-EBNA v6i cac vat truyén biéu hién chudi ning va nhe cua khéng thé &
dong vat c6 vd, thu gom moi trudng nuoi cdy c6 di€u kién tir 5 dén 7 ngay sau khi
chuyén nhi&m, va lam sach cdc khdng thé tiét xudt bing sic k¥ 4i luc protein A, tiép
theo 1a-bing sic ky trao déi cation va kich c& cu6i ciing loai trir bu6c sic ky dé phan
lap cdc khéng thé IgGl don tinh khiét. Cdc khdng thé duoc tao ra trong 25mM Kali
phosphat, 125mM natri clorua, 100mM dung dich glyxin c6 do pH=6,7. C4c thé bién
di dugc xtr 1y glyco cha cac thé bién di khang thé dugc nhan tinh hod dugc tao ra
bang c4ch déng chuyén nhiém céc vat truyén bi€u hién khéng thé cing vé6i cdc vat
truyén biéu hién GnT-III glycosyltransferaza, hodc cing véi vat truyén biéu hién
GnT-1II cong vdi vat truyén biéu hién Golgi manosidaza II, nhu dugec mo ta doi véi
‘cdc khang thé dang kham trong Vi du 1 néu trén. C4c khang thé dugc xt Iy Glyco
duoc 1am sach va bao ché nhu mo ta & trén doi véi céc khang thé khong xttr 1y glyco.
Cac oligosacarit gin v6i ving Fc clia cdc khdng thé dugc phan tich béng

MALDI/TOF-MS nhu dugc mo ta & trén.
Phan tich oligosacarit

Phuong phép giai phéng oligosacarit dodi v6i céc khang thé trong dung dich.
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Khodng 40 va 50ul khang thé duogc trt}n v6i 2,5mU PNGaseF (Glyko, U.S.A.)
trong 2mM Tris, d0 pH=7,0 & thé tich cu6i cing 13 25 microlit, va hén hop duoc
trong 3 gio & 37°C.

Chudn bi méu cho MALDI/TOF-MS

Cat enzym chiia cdc oligosacarit giai phéng duoc 0 thém 3 gid & nhiét do
phong sau khi b6 sung axit axetic dén ndng do cu6i cling 1a 150mM, va tiép theo cho
qua 0,6ml nhua trao déi cation (nhuva AG50W-X8, dang hydro; co sang 100-200,
BioRad, Switzerland) tap hop trén cot sic ky micro-bio-spin (BioRad, Switzerland)
dé€ loai bo céc cation va protein. Mot microlit miu thu dugc dugc dit vao trong dia
dich bang thép khong gi, va tron trén dia v6i 1pl chat nén sDHB. Chat nén sDHB
dugc tao ra bang cdch hoa tan 2mg axit 2,5-dihydroxybenzoic cing véi 0,1mg axit 5-
- metoxysalixylic trong 1ml etanol/10mM dung dich nuGc natri clorua véi ty 1& 1:1
(thé tich/thé tich). Cic miu dugc 1am kho bing khong khi, 0,2ul etanol dugc dua

Va0, va cudi cing cdc mau dugc tai két tinh trong khong khi.
MALDI/TOF-MS

Mady do phé khéi MALDI-TOF da st dung thu dugc phd khéi 1a Voyager Elite
(Perspective Biosystems). Thiét bi nay duoc diéu khién trong cau hinh tuyén tinh, véi
su tang toc 14 20kV va can tré 80ns. Qud trinh hiéu chudn bén ngoai nhd sir dung céc
tieu chudn oligosacarit dugc sit dung dé dinh khéi clia céc ion. Phé tir 200 14n ban

laze dugc cong lai dé thu dugc phé cudi cling.
Thik nghiém gdn két khdng nguyén

Céc bién thé khang thé don dugc nhan tinh hod, tinh khiét dugc thitr nghiém vé
su gén két v6i CD20 ciia ngudi trén cac t€ bao dich u lympho t€ bao Raji B- nho sir -
dung thtr nghiém dva vao phuong phap dé€m t€ bao theo dong, nhu dugc mo ta doi

v6i khang thé dang kham B-lyl trong Vi du 1 néu trén.
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Gén két cic bién thé glyco IgGl véi cic t€ bao NK va dong t€ bao
CHO biéu hién FCORIIIA. |

Céc t€ bao NK nguoi dugce phan 14p tir cac t€ bao mau ngoai vi don nhan méi
phén lap (PBMC) tao ra qua trinh chon loc am tinh 1am giau cho cic € bao duong
tinh CD 16- va CD56- (MACS system, Miltenyi Biotec GmbH,
BergischGladbach/Germany). Do tinh khiét duoc x4c dinh bang su biéu hién CD56
nam trong khoang 88-95%. Cic t€ bao mdi phan lap NK dugc u trong PBS khong c6
~ cdc ion canxi va magie (3x105 t&€ bao/ml) trong 20 phiit & 37°C dé loai bo IgG lién
quaﬁ dén t&€ bao NK. Cic t&€ bao dugc 1 v6i 106 t&€ bao/ml & cdc ndong do khang thé
khang CD20 khéac nhau (0, 0,1, 0,3, 1, 3, 10pg/ml) trong PBS, 0,1% BSA. Sau vai lan
ffIa gin két khang thé dugc do bang cach i véi 1:200 F(ab'), dé khﬁng nguoi lién két
FITC, IgG déac hiéu F(ab')2 (Jackson Immuno Research, West Grove, PA/USA) va
 CD56-PE khang ngudi (BD Biosciences, Allschwil/Switzerland). Céc phin khang
FcgammaRIIIA 3G8 F(ab')2 (Ancell, Bayport, MN/USA) dugc thém vao & nong do
10pug/ml dé canh tranh gin két cic khéng thé glyco (3ug/ml). Cudng do huynh
quang lién quan dén céc thé bién di khang thé gin két dugc x4c dinh d6i V0'1 cac t&€
bao duong tinh CD56 trén FACSCalibur (BD Biosciencés, Allschwil/Switzerland).
Cic € bao CHO dugc chuyén nhiém bing phwong phdp dién di (280V, 950uF,
0,4cm) v6i vat truyén biéu hién ma hoa chudi oo FegammaRIIIA-Vall58 va chudi y.
C4c thé chuyén nhiém dugc chon loc bing céch bé sung 6pg/ml puromyxin va cic
dong vo tinh 6n dinh dugc phan tich bing FACS nho st dung 10ul khdng thé don
dong  FITC-gin  két-  khdng-FcgammaRIII 3G8 (BD  Biosciences,
Allschwil/Switzerland) cho 10° t€ bao. Gin két IgGl véi céc t& bao CHO biéu hién
FcgammaRIIIA-Vall58 duoc thuc hiéﬁ tuong tu v6i qué trinh gin két t€ bao NK

dugc mo ta & trén.

Thut nghiém ADCC
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Céc t€ bao mdu ngoai vi don nhan & ngudi (PBMC) dugc st dung lam céac t&€
bao tdc dong va dugc chudn bi nho st dung Histopaque-1077 (Sigma Diagnostics
Inc., St. Louis, M063178 USA) va vé co ban theo cac chi din ciia nha san xuat. Tém
lai, mdu trong finh mach dugc 1dy bing cdc bom tiém
c6 heparin tir nhitng nguoi tinh nguyén. Mau duogc pha loang véi ty 1¢& 1:0,75-1,3
bang PBS (khong chida Ca++ hoiac Mg++) va dat timg 16p trén Histopaque-1077.
Gradien dugc ly tim & 400xg trong 30 phit & nhiét do phong (RT) khong ngat
quang. Vung lién pha chita PBMC dugc thu gom va rita bang PBS (50ml trén céc t&
bao tir hai gradien) va thu gom bang cdch 1am ly tam & 300xg trong 10 phiit & nhiét
do phong. Sau khi tii tao huyén phi hat bing PBS, PBMC duoc d&€m va rira lan thi
hai bang cdch 1am ly tam & 200xg trong 10 phit & nhiét do phong. Céc t€ bao sau dé

dugc tai tao huyén phil trong moi trudng thich hop cho cdc quy trinh tiép theo.

Chat tac dong so véi ty 1& dich dugc st dung cho céc thit nghiém ADCC la
25:1 va 10:1 twong tng doi v6i PBMC va céc t&€ bao NK. Caic‘té bao tac dong dugc
chudn bi trong moéi trudng AIM-V & néng do thich hop dé thém vao 50pl trén mbi
giéng cua dia ddy tron 96 giéng. Cac t€ bao dich 1a céc t€ bao u lympho B & ngudi (vi
du, céc t€ bao Réji) dugc nuoi cay trong DMEM chita FCS 10%. Cic t€ bio dich
.ducjc ria trong PBS, dém va tdi tao huyén phil trong AIM-V véi 0,3 triéu trén ml dé
thém vao 30'000 t&€ bao trbng 100p trén mobi vi giéng. Cac khang thé dugc pha lodng .
trong AIM-V, thém trong 50pl vao céc t€ bao dich da dugc boc truée va cho phép
gan két véi cac dich trong 10 phit & & nhiét do phong. Sau do, céc t&€ bao tac dong
dugc thém vao va dia dugc U trong 4 gid & 37°C trong khong khi 4m chita 5% CO,.
Miic tir vong clia cic t€ bao dich dugc ddnh gid bing cich xdc dinh bing lactat
dehydrogenaza (LDH) giai phéng tr cic t€ bao bi pha huy nho st dung kit
Cytotoxicity Detection (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). Sau 4 gid 11, cic
dia dugc ly tam & 800xg. 100ul phan dich néi tir méi gi€ng dugc chuyén téi dia day
bang trong sudt mdi 96 giéng. 100ul chat dém mau tir kit dugc thém vao mébi giéng.

Céc gid tri Vmax cla phan ting mau dugc xac trong dau doc ELISA 6 490nm trong it
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nhiat 10 phidt nho st dung phin mém SOFTmax PRO (Molecular Devices,
| Sunnyvale, CA94089, USA). LDH tu phat gidi phéng dugc x4c dinh tir cic gi€ng chi
chita céc t€ bao dich dich va tdc dong nhung khong chita khang thé. Mic gidi phong
161 da dugc x4c dinh tir cac giéng chi chia cac t€ bao dich va 1% Triton X-100. Ty 1&
phan tram tir vong do khdng thé dic hiéu dugc tinh todn nhu sau: ((x-SR)/(MR-
SR)*100, trong d6 x 1a gid tri trung binh cia Vmax & nong do khang thé dic hiéu,
SR 1a gié tri trung binh cia Vmax & mic giai phéng tu phat va MR 1a gia tri trung

binh cia Vmax & muc giai phong t6i da.
Thir nghiém tinh gay doc t&€ bao phu thudc bd tro

Céc t€ bao dich dugc dém, rira bang PBS, tdi tao huyén phu trong AIM-V
(Invitrogen) v6i 1 triéu t€ bao méi ml. 50ul t€ bao dugc dat vao moéi giéng trong dia
ddy bang 96 giéng. Cic dung dich khang thé pha loang dugc chudn bi trong AIM-V
va thém 50pl vao céc giéng. Khang thé dugc gin két vdi céc t€ bao trong 10 phiit &
nhiét d6 phong. Thé bd khuyét huyét thanh ngudi (Quidel) méi duoc lam tan, pha
lodng ba l14n bang AIM-V va thém 50pl vao cic giéng. Thé bd khuyét thd (Cedarlane
Laboratories) dugc chuén bi nhu dugc mo ta bdi nha san xuat, dugc pha loang ba lan
bing AIM-V va thém 50ul vio céc giéng. Dé 1am d6i ching, cdc nguén thé bd

khuyét dugc gia nhiét trong 30 phit & 56°C trugc khi thém vao thir nghiém.

Céc dia thﬁ nghiém dugc 0 trong 2 gio & 37°C. Ty 1é tir vong cla cac t&€ bao
dugc x4c dinh bing cach xdc dinh mic do gidi phéng. Tém lai, cic dia duoc ly tam &
300xg trong 3 phiit. 50ul dich ndi dugc chuyén vao dia 96 giéng méi va 50pl chat
phan ting tht nghiém tir Cytotoxicity Kit (Roche) dugc thém vao. Phép do dong bang
d4u doc ELISA xé4c dinh Vmax tuong ting v6i ndng d6 LDH trong dich néi. Mic
giai phéng t6i da dugc x4c dinh Bﬁng cach 1 cac t€ bao v6i su ¢6 mat cua 1% Trition

X-100.

Thit nghiém lam suy kiét t¢’bao B trong toan bo mdu
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Qua4 trinh lam suy kiét t€ bao B trong toan bo mau bing cdc khang thé khang

CD20 dugc tién hanh nhu dﬁqc mo ta trong Vi du 1 néu trén.
Thit nghiém gdy chét té bao

Khé ning gay chét t€ bao cua cic khing thé dugc thir nghiém bang céch u
khang thé & 10pg/ml (cdc diéu kién bdo hoa d6i vé6i gén két khang nguyén) véi cdc
t€ bao dich (6 nong do t&€ bao dich 1a 5x105 t€ bao/ml) qua dém (16-24 giv). Cic
méau dugc nhudém bang AnnV-FITC va phan tich bang FACS. Thir nghiém duoc ti€n
hanh ba lan.

Qué trinh thim do dugc ti€n hanh bing cich phuong phip dém t& bao theo
dong ti€p theo 1a bing su xudt hién cha cdc gen dinh didu gay chét t€ bao nhu
annexin V va phosphatidy serin. D6i ching 4m tinh (khong gy chét t€ bao) khong -
chita bat ky khang thé nao, ma chi chita nuéc mudi dém phosphat. Déi chitng am
‘tinh (gay chét t& bao) chita 5 micromol tic nhan gay chét t&€ bao manh Camptothecin
(CPT). |

Cdc két qud va thdo ludn

So sanh su gin két véi khang nguyén CD20 ciia céc thé bién di khéng thé B-
HH1, B-HH2, B-HH3, hoac két hgp v6i chubi nhe dang kham B-lyl (mVL, nhu dugc
mo ta trong Vi du 1 néu trén) véi chudi nhe B-lyl (KV1), va khdng thé gdoc, dang
kham chB-lyl (dugc mo tﬁ trong Vi du 1 néu trén) chiing t6 ring tat ca céc khéng thé
c6 gia tri EC50 tuong tu, nhung cau tric B-HH1 lién két v6i cuong do/hé s6 ty lugng
thdp hon céc thé bién di B-HH2 va B-HH3 (Fig.11). B-HH1 c6 thé dugc phan biét
v6i B-HH2 va B-HH3 bdi mot phan cic ving & ngudi CDR1 va CDR2 (dinh nghia
Kabat), cling nhu hién tuong da hinh Ala/Thr & vi tri 28 (cdch déanh s6 Kabat). Di€u
nay ching t6 ring hoac & vi tri 28, CDR1 hoan chinh, va/hodc CDR2 hoan chinh 1a

quan trong d6i véi su twong tdc khang thé/khdng nguyén.
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So sanh B-HL1, B-HH1, va khang thé g6c dang kham chB-lyl thay rang khong
c6 bat ky hoat tinh gan két nao trong cau tric B-HLI1, va khoang mot ané cuong
do/hé s6 ty luong gan két ciia B-HH1 so dugc B- 1yl (Fig.12). Ca B-HL1 ciing nhu B-
HH1 duoc tao ra dua vao céc khung thu thé thu dugc tir nhém VHI ngudi. Trong s&
céc khac biét khéc, vi tri 71 (cdch danh s6 Kabat; vi tri Kabat 71 twong @ng v6i vi tri
72 ctia SEQ ID NO:48) clia céu triic B-HL1 1a khdc biét déang chd ¥, biéu thi tAm

quan trong gia dinh ctia n6 d6i v6i gan két khang nguyén.

Khi so sanh thong S(‘)’ gan két khang nguyén & Fig.9 dé’n 7Fig.13, céc thé bién di
BHH2-KV1, BHL8-KV1, va BHL11-KV1 thé hién 4i luc gin két t6t nhét, trong s6
cac thé bién di khang thé dugc nhan tinh hod khic duoc thir nghiém, v6i CD20 &
nguoi trén bé mit cua cac t€ bao & nguoi. Cac khac biét gitta B-HH2, néi cach khac,
va B-HL8 va B-HL11 nd6i cach khac dugc dinh vi chi trong cac ving FR1 va FR2,
v6i ci ba CDR I dong nhat (vi du, so sanh cac SEQ ID NO: 32, 56, va 60, khong
duoc danh s6 theo Kabat, nhung c4ch dénh so clia Kabat c6 thé dé dang dugc xdc
dinh bdi mot ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat). B-HL8 va B-
HL11 c6 céc trinh tr FR1 va FR2 cla n6 thu dugc tir nhém VH3 ngudi, trong khi
khung B-HH2 hoan chinh thu duoc tr VHI nguoi. B-HL11 1a dan xuit cia B-HLS
c6 dot bién don Glul Gln (vi tri 1 12 giong véi cach danh s6 Kabat va hé danh s6
thong thuong da si dung trong danh sach trinh tu), véi Gln l1a goc axit amin trong
céu triic B-HH2. Diéu ndy c6 nghia la su trao d6i GlulGln khong 1am bién déi 4i luc
hodc cudng do gin két. Cdc khac biét khic giita B-HH2 va B-HLS 1a 14 géc khung,
trong d6 mot hodc nhiéu goc sé€ tac dong dén tap tinh gin két khang nguyén cla

khéng thé nay.

Ciu triic B-HL4 thu dugc tir khédng thé B-HH2 béng c4ch thay th€ FR1 cia B-
HH?2 bing cta trinh tu dong phoi ngudi VH1_45. C4u tric ndy c6 kha ning gin két -
khidng nguyén rat giam, mac du cé cac axit amin khac chi & ba vi tri trong FR1. Cac
goc d6 duoc dinh vi & céc vi tri 2, 14, va 30 (cach danh s6 Kabat). Trong céc vi tri

do, vi tri 30 c6 thé 1a vi tri c6 anh hudng, vi né 12 mot phan xdc dinh Chothia cla
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CDR1. Toan bo phan tich vé tit ca cdc dudng cong gan két tir Fig.9 dén Fig.13
chiing t0 rang cic goc chudi nang B-lyl (cich ddnh s& Kabat) 1a quan trong d6i véi
gin két CD20: N35 (ddu tan cing ctia Kabat CDR1), Kabat CDR1 day dﬁ, Kabat
CDR2 day du va Kabat CDR3 day du, cic g(‘)’é A71 va R94 (trong truong hgp nay
R94 khong thé dugc thay thé bang threonin) va Y27. A28 va S30 ciing gép phan véi
muc do6 it hon. Ngoai ra, Kabat CDR3 va tit ca cdc goc chinh tic 12 quan trong d6i
. v6i gan két khang nguyén. Khong c6 cic dot bién nguge duge dua vao trong chudi
nhe duoc nhan tinh hod, né c¢6 Kabat CDR1, CDR2 va CDR3 day da dugc cdy ghép. -
Dé gay chét t& bio (c4c Fig.14, 15 va 21), thé bién di hiéu nghiém nhét 1a thé bién di
BHH2-KV1 cua B-lyl dugc nhan tinh hoa (tham chi hiéu nghiém hon chB-lyl géc va
hiéu nghiém hon rét nhiéu khang thé c6 trinh tu déng nhit véi rituximab, C2B8). Cic
thé bién di dugc nhan tinh hod khic (cdc din xuit ctia BHLS8) c6 thé khoi phuc su
gy chét t&€ bao tang 1a: B-HL12 dén B-HL17 (xem Bang) va BHHS (cdc khung hén
| hop) va BHHY ("céc khung hén hop" c6 mot dot bién nguge, S30T). Cac vi tri 9 va
48 (c4ch d4anh so Kabat) c6 thé tiép xtic v6i khang nguyén. C4c thé bién di BHH4
dén BHH7 14 céc thé bién di B-lyl dugc nhan tinh ho4 khong dua vao céc trinh tu bé

sung khong phéi & nguoi.

Cic tinh chat quan trong clia khadng thé dugc nhan tinh hod B-lyl d6 1a né 1a
khéng thé khang CD20 typ II nhu dugc xé4c dinh trong Cragg, M. S. and Glennie, M.
J., Blood 103 (7): 2738-2743 (April 2004). Vi viy né khong kich thich, khi lién két
v6i CD20, bt ky’ tinh dé kh4ng nao quan trong véi qué trinh chiét xudt chat tdy ria
khong ion cia CD20 khoi bé mat ciia CD20+ cdc &€ bao ¢ ngudi, nho sir dung thi
nghiém dugc mo ta cho muc dich nay trong Polyak, M. J. and Deans, J. P., Blood
99(9): 3256-3262 (2002). N6 kich thich it hon ddng ké mot s6 tinh dé khing quan
trong véi qud trinh chiét xuat chat tdy rira khong ion ctia CD20 so véi khang thé
C2B8 (khéng thé khang CD20 khéc c6 trinh tu tuong dong vdi rituximab, (xem cong
b6 don yéu cau cép patent My s6 2003 0003097 cua Reff). Nhu mong doi d6i véi
loai khang thé khang CD20 typ II, B-lyl duoc nhan tinh hod khong c6 bat ky hoat
tinh phan giai do nhém bé thé tao ra dédng ké nao va tat nhién hoat tinh phan gidi do
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nhém bé thé tao ra nhiéu hon khéng thé khang CD20 C2B8 (IgG1 dang kham cé
trinh tu tuong déng vdi rituximab). Tinh chat quan trong kh4c cta khing thé B-lyl
nhén tinh hod d¢ 1a né rat hi¢u nghiém trong thir nghiém quén tu ciing ki€u. Trong
thir nghiém nay, cdc t€ bao & ngudi duong tinh v6i CD20, cac t€ bao Daudi, duge G
trong moi trudng nuodi cdy t&€ bao cho t6i 24 gid & 37°C trong khi CO, 5% trong 16ng
dp t€ bao dong vat c6 vii nhu dugc mo ta chi ti€t trong (Deans reference), véi khéﬁg
thé & nong do 1 microgam trén mot ml va trong vi tuyén & néng do 5
- microgam trén ml. D€ so sanh, ddi chitng, qu4 trinh 1 song song cc t&€ bao dugc tién
hanh trong céc diéu kién giong nhau nhung st dung khéng thé khang CD20 C2BS. -
Taji céc thoi diém khéc nhau, bao gém 8 gid va 24 git clia qu4 trinh 1, c4c t€ bao
duoc kiém tra bing mét nhd sir dung kinh hién vi. Da phat hién ra ring khang thé B-
lyl dugc nhan tinh hod din dén qua trinh quén tu cung kiéu, v6i cic két tu 16n hon
_déng k€ so v6i loai dugc kich thich-boi qud trinh b8 sung khéng thé déi ching C2BS.
Ngoai ra, va thich hgp véi khdng thé 12 khdng CD20 typ II, n6 gay ra cdc miic chét t&€
bao cao hon khi céc t€ bao & ngudi duong tinh véi CD20 dugc 0 bing khang thé
~dugc nhan tinh hod B-lyl, ty 1& v6i d6i ching trong céc diéu kién giong nhau nho st
dung khang thé IgGl dang kham C2B8 c6 trinh tu tuong déng véi rituximab.

Cdc thé bién di xir Iy glyco cta c4c khang thé dugc nhan tinh hod dugc tao ra
- béng cdch déng biéu hién GnTIII glycosyltransferaza, cling véi cdc gen khang thé,
“trong t€ bao dong vat c6 vi. Diéu nay lam ting phén oligosacarit khong fucosyl hoa
gén v6i viang Fe cua cdc khang thé, ké ca cic oligosacarit cit doi khong fucosyl ho4,
nhu dugc mo ta trong WO 2004/065540 (céc Fig. 17- Fig. 19). C4c khang thé xir Iy
glyco ¢6 cdc miic gin két cao hon ding ké véi cdc thu thé FcgammaRIIl & nguoi
(Fig.20) va hoat tinh ADCC ciing duoc (Fig.16), ty 1& v6i khéng thé khong xtr 1y
glyco va ty 1€ vé6i khang thé C2B8. Khang thé duoc nhan tinh hod B-lyl ciing hiéu
nghiém hon khi kich thich qua trinh lam suy kiét cic t€ bao B & nguoi trong toan bo
thit nghiém vé méu (Fig.16) so v6i khang thé d6i ching C2B8. Diéu nay ding d6i
v6i ca khdng thé khong xir 1y glyco B-lyl va déi véi kiéu xir 1y glyco ctia né. Khing
thé xtr Iy glyco hiéu nghiém g&p 1000 khang thé d6i ching khang CD20 C2BS khi
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lam suy kiét cic t€ bao B trong toan bo thir nghiém mau. So sdnh nay l1a quan trong
dai véi ca cac dang khong xur 1y glyco va Xt 1y glyco dugc nhan tinh hoa cta khang
thé B-lyl, vi n6 chiing t6 ring trong cdc thir nghiém két hop véi cdc hoat tinh phu
thuoc thu thé Fc, nhu ADCC, cling v6i su phan gidi do nhém bé thé, ciing vdi su gay
chét t& bao, ca hai dang d6 cta B-lyl déu hiéu nghiém hon déng k€ C2B8, mic du ca
hai dang clia B-lyl ¢6 hoat tinh phan gidi do nhém bd thé tao ra thap hon nhiéu.
ADCC, hoat tinh diét t€ bao phu thuoc thu thé Fc va gay chét t&€ bao ¢6 mat trong
hoat tinh t6t hon nay cta cdc bién thé khéng thé duoc nhan tinh hod B-lyl. Ngoai ra,
trong thlr nghiém gy chét t&€ bao, ca hai dang xtr Iy glyco va khong xt 1y glyco cla
khéng thé khang CD20 typ II nay déu hiéu nghiém, véi cic thé bién di duqc xu ly
bing Fc ¢6 4i luc gin két vdi cdc thu thé Fcgamma ting con hiéu nghiém hon so véi
thé bién di khong dugc xir Iy bang Fc khi kich thich qua trinh ting sinh qui mc, va
V6i 4t ca c4c thé bién di c6 hiéu nghiém hon didng ké so véi khang thé dsi ching
C2B8. Co ché chinh xac cho su quin tu ciing kiéu ting cudng va gay chét t&€ bao do
cac khang _thé khiang CD20 typ II tao ra 1a chua biét va gin két dong phét véi cic
phan tir khac trén bé mit cha cic t€ bao duong tinh v6i CD20, nhu céc thu thé Fc, ¢
thé tdc dong dén tinh chat quan trong ndy. Vi vy, n6 1a quan trong dé chitng t6 ring
cac khéng thé khang CD20 typ II dugc xtr Iy & ving Fc ctia chiing dé 1am tang 4i Iuc
gan két v6i céc thu thé Fc gamma, bao gom FcgammaRIII va cé mifc gia ting lién
quan dén hoat tinh ADCC, vén c6 thé gay Vché’t t€ bao manh, thidm chi con cao hon
kh(‘)ng xtr Iy bang Fc, va qué trinh quén tu cing kiéu. Gay chét t€ bao I1a quan trong
khi in vivo, khi céc vi trf trong co thé noi céc t€ bao dich dwong tinh v6i CD20 c6 thé
duoc thdy, nhung dudng vao t6i cdc t€ bao duong tinh v6i FcgammaRIII khé hon
nhiéu trong mdu, céc vi tri d6 13, vi du, c4c hach bach huyét. O céc vi tri d6, su gay
chét t& bao bing khang thé khang CD20 ti né c6 thé 1a quyét dinh dé c6 hicu qua t6t
clia lieu phdp khéng thé khang CD20 & ngudi, ca d6i véi viéc diéu tri cdc bénh dc
tinh v€ mau nhu u lympho khong Hodgkin va bénh bach cau t&€ bao mach huyét man
t€ bao B, va d6i v6i viéc di€u tri cdc bénh tu mién dich nhu viém khép dang thip va

luput nhd phuong phap 1am suy kiét t&€ bao B. Ai luc gin két v6i FegammaRIII ting
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va ADCC cao hon cua khang thé khang CD20 typ II dugc xir 1y bing Fc, dugc nhan
tinh hod cling c6 thé 1a thudc tinh rat quan trong doi véi céc lieu phdp nay. Cudi
ciing, hoat tinh phan gidi do nhém bd thé tao ra giam hodc khong déng ké ciia cdc
khéng thé khdng CD20 typ II nay, ké ca cac thé bién di duoc xir Iy bing Fc va dugc
nhan tinh ho4, ciing ¢6 thé c6 su hoat hod bd tro quan trong cao hon do cdc khdng

thé khdang CD20 tuong quan véi céc tdc dung phu khong mong muén, ting.
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YEU CAU BAO HO
1. Polynucleotit phan lap chira:

a) trinh ty mi héa polypeptit c6 trinh tu duge chon tir nhém gdm c6 SEQ ID
NO:40; SEQ ID NO:32; SEQ ID NO:56; va SEQ ID NO:60; va

b) trinh tu ma héa polypeptit c6 trinh tu cia SEQ ID NO:76.

2. Ché pham chira polynucleotit thir nhit phan 14p mé hoa polypeptit chita ving bién
dbi chudi ning globulin mién dich bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO:40,
va polynucleotit thit hai phan 14p ma héa polypeptit chita ving bién d6i chudi nhe

globulin mién dich bao gdm trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO:76.

3. Té bao chi nudi cy in vitro chira polynucleotit thir nhdt ma héa polypeptit c6
ving bién di chudi ning globulin mién dich bao gbm trinh tir axit amin ctia SEQ ID
NO:40, va polynucleotit thir hai ma hoéa polypeptit chita viing bién di chudi nhe
globulin mién dich bao gdm trinh tur axit amin ctia SEQ ID NO:76.

4. Polynucleotit phan 14p theo diém 1, trong d6 polypeptit theo a) c¢6 trinh tu cia
SEQ ID NO:40.

5. Polynucleotit phan 1ap theo diém 1, trong d6 trinh tu m& hoéa polypeptit theo a)

con ma héa ving Fc cia nguoi.

6. Polynucleotit phan 1ap theo diém 5, trong d6 ving Fc ciia ngudi nay 1a ving IgG

Fc ctia nguoi.

7. Ché pﬁém theo diém 2, trong d6 polynucleotit thir nhat nay con ma hoéa ving Fe

cua nguoi.
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8. Ché phdm theo diém 7, trong d6 ving Fc cta ngudi ndy 1a ving IgG Fc cta

nguoi.

9. Té bao chil nudi cdy in vitro theo diém 3, trong d6 polynucleotit thir nhit nay con

ma héa vung Fc cua nguoi.

10. Té bao chi nudi cy in vitro theo diém 9, trong d6 ving Fc ctia ngudi ndy 13

vung IgG Fc cia nguoi.

11. Té bao chu nudi ciy in vitro theo diém 3, trong d6 té bao chi nay 13 t& bao dong

vat c6 va hodc t€ bao nam men.

12. Té bao cha nudi cdy in vitro theo diém 3, trong d6 té bao chu nay 1a t& bao

budng tring chudt ddng Trung Quéc (CHO: Chinese hamster ovary).
13. Té bao chi nudi cdy in vitro chira:

a) polynucleotit ma héa polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
gdm ¢6 SEQ ID NO:40; SEQ ID NO:32; SEQ ID NO:56; va SEQ ID NO:60; va

b) polynucleotit ma héa polypeptit c6 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO:76.

14. Té bao chi nudi cdy in vitro theo diém 13, trong d6 polynucleotit theo a) ma hoa

polypeptit chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:40.

15. Té bao cht nubi cdy in vitro theo diém 13, trong d6 polynucleotit theo a) con mé

hoéa vung Fc cia nguoi.

16. Té bao cht nudi cdy in vitro theo diém 15, trong d6 ving Fc ctia ngudi nay 1a

vung IgG Fc ctia nguoi.

17. Té bao chu nudi ciy in vitro theo diém 13, trong d6 t& bao chi nay 1a té bao

dong vat c6 vu hodc t€ bao nam men.
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18. Té bao chu nudi cdy in vitro theo diém 13, trong d6 té bao chu nay 1a t& bao

bu6ng tring chudt ddng Trung Qubc (CHO: Chinese hamster ovary).

19. T¢€ bao chu nudi cdy in vitro theo di€m 13, trong d6 t€ bao chd nay san sinh

khang thé duoc ma hoa béi cac polynucleotit theo a) va b).

20. Té bao budng trimg chudt ddng Trung Qubc chira polynucleotit ma hoa
polypeptit cé trinh tuy axit amin cia SEQ ID NO:40, va polynucleotit ma hoda
polypeptit c6 trinh tu axit amin cia SEQ ID NO:76.

21. Té bao budng trimg chudt ddng Trung Québc theo diém 20, trong d6 t& bao nay

san sinh khang thé duoc ma héa béi cac polynucleotit nay.
22. Vit truyén biéu hién chira polynucleotit bao gdm:
a) trinh tu ma hoéa polypeptit c6 trinh tu cia SEQ ID NO:40; va

b) trinh tu ma hoa polypeptit cé trinh tu cia SEQ ID NO:76.

-106-



28373

Méi ndi| Bt ddu bang SEQ ID NO:1 (axit amin) va SEQ ID
NO:2 (nucleotit)

1 GACOTCAAGC TECACCAGTC TICGACCTOAK CTGOTGAAGC CTGRCGOCTC AGTAAGATT TOCTEGAIG CTTCTOCCTA CEGATICAGT TACTCTTEGA
CTCCAGTTCG ACKTOGTCAG A|CCTOGACTT GACCACTTCS GAOKOOGGAG TCACTICTAR AGGACGTTTC GRAGACCGAT GOTAAGTCA ATGAGRACCT
o EVELQQ Y6PE LVK PGBMShVKl SCKASE YAFS YSW

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll y v l'llll'llll‘llll'illll'lvhlltll!llll'll‘llllllll!(

101 TOMCTGOOT GAAACTOAGG CCTOOACAGG GTCTTGAGTG GATTEGACGD ATTTTTCCTO GAGATGEGEA TACTCACTAC AATGEGAAAT TCAAGGECAA
ACﬂﬁACvC{Ck CTT&GA(L)TC% CGéCCéGT%C CéGAﬁCTEAC %TA%CC(T;GCC W!\AAéGGéC CéCTACCgCT GT%CT%AKY; TTACCETT&A A?TTE%GTT

201 GRCCACACTC ACTGCTGACA AATCCTOCA CACAGCCTAC ATCCAACTCA CCAGCCTGAC CTCTGTEGAC TCTECRGTCT ATTTATTEN AGAMTGTC
CCGG TGAC TGACGACTGT T&AGGAGGTT GTGTOGGATG TA(BT(BGAGT GGTCGGAETG (%AGACACCTG AGACECCAGA TAAATACéCG TTCTTTACAG

301 TTTGATCGTT ACTCETTAGT TTACTCGR6C CANGEGACTC TGTCACTGT CTCTOCA
MACTACCAR TOACCAATCA AATGACCECG GTTCCGTAD ACCAGTOACA GAGACGT
FOGYWL VYNNG QOT LVT VSA
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MGi nbi| Bit dau bing SEQ ID NO:3 (axit amin) va SEQ ID
NO:4 (nucleotit)

Hh! bsl]

Ras S

1 CRATOTE: AT, THh BATCCA GICACTCTTG GRACATCADC TTCCATCTCE TCLAGGTCTA GTAKGAGICT CLTACATAGT AATORCATCA
CTOTAACAC ATGEGTTE ATGTTAGGT CACTCAGA: CTGTIGCS MGKTACAGS ARTCEACAT CATICTOEA SCATTATOA Tcoe
>>DIV LTQTTENP VTL GéLS]AISIS CRS SKES LLHS NCI)

............................................... i LI PO OO

Bsefl : Hiel

01 TTATTTA TTATTGCAMGI ST TR TG TECHAT TTTOeA GO GTokr
CAATCAT AT GTCTIGEIC OSTCIHS Ao AMTITE ERTIO ADKTET CETE coet
TTEVITTG 60 PULE TS UTS e T TS

................................................ g L P

Bits! A
————— [ T
201 CAGTOOGTCA COMCTEATT TCACACTCAD ANTCAGCAGA GTGEACT AGCATOTCES TOTTTATTAC TOTCCTCAM ATCTAGAACT TCCETACAC:
GTCACCGAGT CCTIGACTAR AGTGTGACTC TTAGTOCICT CACCTCCEAC TOCTACACIC ACMAATAATE ACADGAGTT TAGATCTTGA AGGOATCTGE
§SGS CTDFTL RISRH VELA1EIDV VIV CRQNLE[PYT
................................................ B L

JOT TICGEACCGE CGACCARCT CEAMTAAAA (%%
MFCC&CCEC C(C;TG(I}TTCGA ECTETA}U}{ GC%

FIG.2
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Nong d6 Ab (ug/ml)
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FIG.3
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Sopl Hiul Pstl

amwm—— n

. ~t
1 ATOOBTTE0A GCCTCATCTT GCTCTICCTT GTOSCTGTTG CTACGOGTGT CCTGTCOGAG GTCAASCTGE ABGAGTCTOG ACCTOACTG GTGAAGCCTG
TACCCARCCT CEGAGTAGHA CGAGRAGGAA CAGOGACAAC GATGCECAC CGACAGGCTC CAGTTCACG TCOTCAGACE TGGACTIGAC CACTICEGAC
FSLUTLLEL VAV ATRVUSEVKL QQOS GPEL VKP
Mitriarircorscmii Y RCerccirecc >
Hind!11 Stul
e

- _._+_.

101 GOGOCTCAGT GAAGATTTOC TCCAAGCTT CTEGCTADGL ATTCAGTTAC TCTTGEATOA ACTGEGTOAR ACTGAGECCT COACAGRGTC TTGAGTGEAT
COCGEAGTCA CTTCTAAGS ACGTTICGA GAOCGATENG TAGTCARTG AGACCTACT TGACCCACTT TCACTCOGGA CCTGTOCCAG AACTCACCTA
GAS VKIS CKASCY AFSY SWHNWVELRPGQG LEV
PSR TPOPTPTOPO BV B Ee e >

201 TCEACEOATT TTTOCTCCAG ATCCEOATAC TOACTACAAT GOGAAATTCA AGOCCAAGGD CACACTOACT CCTGACAART CCTCCAACAC ACCTACATG
ACCTGCCTAA ANKGEACCTC TACOCCTATG ACTGATGTTA CCCTTIAAGT TCECGTICOG GIGTGACTGA CGACTGTTTA GGABGTTGG TORGATGTAC
| IFPGOGDTDYNGI&LFMKGKATHADKSSNTA‘Hg
................................................ YR Cnriic

PehAl

--...+-

301 CAACTCACCA GCCTGACCIC TOTGGACTCT GCEGTCTATT TATOTGANG AMATGTCTTT GATGGTTACT GOTTAGTTTA CTOGARCTAA GGEACTCTOG
OTTGAGTCGT CEOACTE0HG ACACCTOAGA COCCAGATA ATACACGTIC TTTACAGAAA CTACCAATGA CCANTCAAAT GAOCCORGTT (CTGAGACC
CLT SLTSVOSAVY LCARNVEDEY WLV YWGQGTL

TP PP PR PROPPPION By Bt e, >

pstl

p—

401 TCACTGTCTC TECAGCTARC ACGAAGOGLL CATOROTCTT CCOCTORCA CCLTOCTCCA AGAGGACCTC TCGOGECACA GOXGOCETEE GCTGCCTRRT
AOTGACAGAG ACGTCATCS TEGTTOCERG GTACCCAGAA CGBCEACOGT GEGARGAGGT TCTOGTGEAG ACCCCCGTGT OGCOGGRACC CGACGGACCA
)VIV SAAS TKG PSY FPBLLAIhPSS KST SE6T AAL GCL>

................................................ LB

FIG.5A
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ACGRT TOOTCGAAG TCABGOACEE TGACCAGLEG CTGCACACC TTCCEOGETS TOCTAGAGTC CTCACGACTC

! %%ﬁc &%ﬁg {G}%GCI%TCG%GCA %I\%GCI\%%HG AGTOCGOGEG ACTEGTCROC GACETGTGG ANGGECOGAC ACGATOTCAG GROTCETOHG
> KDY FPEPYT VSHN SgtAthcH GVRT FPA VLQ 556)
................................................ L TR PRI

Oh GLAGCGTEGT GACOGTOCCE TCCABCARCT TOBCCACCCA GACCTACATC TOCAACGTOA ATCACAGCL CACCAAGACC AAGGTEGACA
W T‘I;}Gcglg}f% o%%%gclgc} %TG%CA%GOG PG(S}TOETOGA ACCOETG(%GT gTG(T;ATsTAG ﬁﬁéﬂGCACT THGTGTICRG gTCgUﬁTG% H&CACCTGT

TR T T N
]

B et

TO1 ACAAACCAGA GCCAARTCT TOTGACARAA CTCAGACATG (CCACCTCC CGACCACCTG AACTOCTORG GOGACOVTCA GTCTTOCTCT TECCCARR
T%U&OGTCT (EGGGTT&AG% AC%CT%TT'T(T G%GT%TG}AC OEOTE00AL GGTCISTGGAC TTGhGGACOC (LCTECCAGT CAGMABGAGA MGGGGGTTT

PELLGGPS VEL FY?
DT TPV B-Lyc .................................................. )

a0t hOCCMGGAC AOCCTCATOA TCTCODGEAC COCTGAGGTE ACATGUSTCG TOGTOGACGT GACCCACGAN GACCCTGACG TCAGTICAA CTGGTACGTG
TGGGI G TOOAGTACT AGAGELLCTO GGGACTCCAG TOTAORCACC ACGACCTECA CTOGGTGCTT CTGGGACTCC AGTICAAGTT GACCATGCAC
) DTLMISR EVTB_LV1hVVDVSHEB VKFNWY\g
................................................ PUBCer i e

901 GAOGEOGTCE AGGTECATAA TECCAAGACA AMGOGEE AGGAGCAGTA CAACAGCACS TACCTGTR TCAGCBTCCT CACCBTCCTO CACCACGACT
CTECEECACE TCCACGTATT ACBGTTCTGT TTCGR060C TCCTCBICAT GTIGTOGTGE ATGRCACACE AGTCGCAGEA GTGRCAGGAC GTGTCCTOA
DGV EVH NAKT KPREEQYNST YRV VSV LTVL HQD

................................................ B Bt
1001 COCTGRATG CAABGAGTAC AAGTCOAGE TCTOCAAGAA AGCLCTOCEA GOCOCCATOR AGAMAACCAT CTCCAMGOG ARABGCAGC CCOGAGAACE

COGACTTACC GTICCTCATG TTCACBTTCE AGAGGTTGTT TCORGAGGGT OGGGGGUSC TCTTTTOGTA GAGGTTICRG TTTCCCETCG GERCTCTTOR

FLNGKEY KCK VSN KALP APTEKT ISKAKGQ PRE

DD PRI B Bt >

FIG.5B
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Sml

1101 ACAGGTGTAG ACCCTOCOXE CATCCCGGGA TEABCTOACE AGAACCAGE TCAGECTOAD CTOEETORTC AMGGETTCT ATOCCAGCRA CATOSTE
GTOCAC ATG TGRGACGRE5 GTAGGHOCCT ACTCGACTRG TICTTGETOC AGTCBGACTG GADGGACCAD TTTCOGAGA TAGGGTCGCT GTAGLGRCA .
POVY TLUPPSROELTHKNQVSLUTOLY KEF YPS DIAYV SEQIDNO:IT (axit

Y G > nucleic) va

{201 GAGTEREAGA COMMTORR CRUEGAGAAC AACTACAGA CEADROCTOL, CETGCTORE TOAERCT CCTICTONT Cracioons croagreg SEQ ID NO: 13 (axit
COGTET AT LG TRARTE w4 XD TAT MM LT Tt amin)

QPENNYKR TTPRPVLDSODG SFFLYSK LT
Y By Dt >

w—————

1301 ACAAGAGCAG GTGECAGCAG CEGAACGTCT TCTCATGCTC COTGATGCAT GABGLICTGC ACAACCACTA CACGLAGAG AGCCTCTCOC TGTC
TGTTCTCQTC CAC(I;TOGIC %CHGCNJ‘A HGAGTACGAG GCACTACETA CTCCGAGACS TCT[GGTGAT GTGCGTC% T(X;GAGAGGG XCAGW %
) FaQ 6Ny FSCSVBI{LH]hEALH YTOK SLS LS ,
................................................ PUBCoriiinnicc s

1401 TAAAAIGA

6
2. Byl he

FIG.5C
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T AGAT TATCAGCTTC CTGCTAATCA GTCCTTCAGT CATANTOTCC AGACGAGACA TTOTECTCAC CCAAACTACA AATOCAGTCA
! AT%AAT}\N{& %gglgcc TCTA ATAGTCGANG GAOGATTAGT CACGMSTCA GTATTACAGG TCCCTCTGT AACADGPSTG QOTTTGATGT TTAOCTCAGT :
FAVOLTSELLT SASVIUSRGD ITVLTQTT NPV
D T UT RO U PVPTOTOPPPTPS Byt Lt >
PstI PstI

101 CICTTCGMC ATCAGCTTCE ATCTCCTGCA COTCTAGTAR GAGTCTOCTA CATAGTAATO GCATCACTTA TTTGTATTER TATCTGCAGA AGCCAGGLCA
GAGAOCTTG TAGS ﬁﬁﬁ% TA?AG%AO%T CEAGéTCgTT %TC%GA(EGAT GTATCéUﬁC CgTA(I;TG%AT ¢MEAT¢AC& AT%GA(BGT& T%GGECCGGCT

il GTCTCCICAG CTCCTOATIT ATCAGATGTG CAACCTIGTC TCAGGAGTCL CAGRCACGTT CARTAGCAGT GOGTCACGA CTOATTTCAC ACTGAGAATC
CAGABGAGTC GAGACTAM TAGTCTACAG GTTGGAACAG AGTCCTCAGG GTCTETCCAA GTCATCETCA CGABTCCTT GACTARAGTG TGACTCTTAG
PO LLTYOQN LY SOV PDRFESSSGSG TOF TLRI

D s By L, >
Jr{bal Ber

301 ACCAGARTOG AGOCTGABGA TGTOGTOTT TATTACTOTG CTCARAKTCT AGKCTTCL TAGACSTTOG GAGGBOOGAC CARGCTGRAA ATAAAAOGTA
TOGTCTCACC TCOGACTCCT ACACCCACAA ATANTGACAC GM}THTACA TCTTGAAGGC ATGTCCAAGG CTCCCCCCTG OTTCGACCTT TATTTTGCAT
SRV EAEDVEV YYC AQN LELPYTE GGG TKLE TKR
Dt B L, >

erl
401 CEGTEGETGE ACGATCTTC TTCATCTICE CECCATCTOA TOAGCAGTTG AMATCTGRAA CTOCCTCTOT THTGTOECTS CTGAATMET TOATCG
GOCACCGACG TEGTAGACAG AAGTA MGG GOCGTAGACT ACTCGTCAAC TTTAGACCIT GAOGGAGACA ACACACGEAC GACHATTGA AGATAGCgCTC
VETEPPSDEQL KSG TAS VVCL LANTFYDP

TS BT Lo, >

01 AGAGOLEAM GTACACTORA AGKTGEATAR CGOOCTOCA TORCGTACT OCCARAGHD TOTCACAGAD CAROACAGCA AGACAGCAC CTACAGCLTC
TCTJCGGTTT CATCTCACCT TCCACCTAIT GOBCGAGTT AGCLLATICA GOGTOCTCTC ACABTGTCTC GICETTORT TCRTGEETG CATOTCROAS
5 EAK V QN DNALQS%LNHSQESVTEODSKDSTYSL
................................................ U L)
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SEQ ID NO:12 (axit
nucleic) va

SEQ ID NO: 14
(axit amin)
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Suel
-.__-.+ .
0 AL TORT CHGLABE: TGO KAMKTITA (TG GTOATOIT, OO COYONT. ey | SEQ ID NO:12
TITU5T3E ACTGEBACIC GITIRICT, ATCICTTG GTTTGAT CORHOSCTT CSTRGTS TOBTTC G008 TTTOTSA | (it mucleic) va
SSTLTLSKADYEKCHKY YACE VIR Q6L SSP TS | seQDNO: 14

D By Lo > ' (axit amin)

01 TCAACAGECE AGAGTOTTAG
AGTTGTCCOC TCTCACAATC
FNR GETC-

Bl

FIG.6B
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CDR1(Kabat ) :
TACTCTTGGATGAAC
TyrSerTrpMetAsn

COR1(Chothia):
GGCTACGCATTCAGTTAC
GlyTyrAlaPheSerTyr

CDR1 (AbM) :
GGCTACGCATTCAGTTACTCTTGGATGAAC
GlyTyrAlaPheSerTyrSerTrpMetAsn

COR2(Kabat ) :
COGATTTTTCCTGGAGATGGGGATACTGACTACAATGGGAAATTCAAGGGC
ArgIlePheProGlyAspGlyAspThrAspTyrAsnGlyLysPheLysGly

CDR2(Chothia):
TTTCCTGGAGATGGGGATACTGAC
PheProGlyAspG [ yAspThrAsp
CDR2(AbM) :
CGGATTTTTCCTGGAGATGGGGATACTGAC
Argl1ePheProG1yAspG|yAspThrAsp

CDR3(Kabat ,Chothia, AbM):
AATGTCTTTGATGGTTACTGGTTAGTTTAC
AsnValPheAspGlyTyrTrpLeuVal Tyr

FIG.7A

COR1 (Kabat):
AGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGTAATGGCATCACTTATTTGTAT
ArgSerSerLysSerLeuLeuHisSerAsnGIyIIeThrTereuTyr
COR2(Kabat ) :

CAGATGTCCAACCTTGTCTCA

GInMetSerAsnLeuVal Ser

CDR3(Kabat ) :

GCTCAAAATCTAGAACTTCOGTACACG
AlaGInAsnLeuG|uLeuProTyrThr

FIG.7B
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ 1D NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ 1D NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID No:
SEQ 1D NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ 1D NO:
SEQ 1D NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ 1D NO:
SEQ ID NO:

5
15

21
25

22
26

23
27

24
28

10
20
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28373

DANH MUC TRINH TU

<110> GlycArt Biotechnology AG
Umana, Pablo
Bruenker, Peter
Suter, Tobias
Puentener, Ursula
Moessner, Ekkehard
Ferrara, Claudia

<120> Polynucleotit phan 14p, ché phim, vét truyén biéu hién va té bao chi nudi cdy in vitro chira
polynucleotit phan lap

<130> 1975.029PC01
<1l60> 78

<170> 7PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> . 1

Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys
1 5 10 15

Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser Trp Met Asn Trp Val Lys Leu
20 25 : 30

Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp
35 40 45

Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr
50 55 60

Ala Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Met Gln Leu Thr Ser Leu Thr
65 70 75 80

Ser Val Asp Ser Ala Val Tyr Leu Cys Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly
85 90 85

Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
100 105 110

<210> 2
<211> 336
<212> ADN

<213> Mus sp.

<400> 2
ggacctgaac tggtgaagcc tggggcctca gtgaagattt cctgcaaage ttctggctac 6U

-133-
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gcattcagtt actcttggat gaactgggtg aaactgaggc
attggacgga tttttcctgg agatggggat actgactaca
gccacactga ctgctgacaa atcctccaac acagcctaca
tctgtggact ctgcggtcta tttatgtgca agaaatgtct
tactggggcc aagggactct ggtcactgtc tctgea
<210> 3
<211> 103
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 3
Asn Pro Val Thr Leu Gly Thr Ser Ala Ser Ile
1 5 10
Lys Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr
20 25
Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile
35 40 '
Leu Val Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Ser
50 55
Asp Phe Thr Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu Ala
65 70 75
Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn Leu Glu Leu Pro Tyr
85 90
Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100
<210> 4
<211> 309
<212> ADN
<213> Mus sp.
<400> 4
aatccagtca ctcttggaac atcagcttce atctectgcea
catagtaatg gcatcactta tttgtattgg tatctgcaga
ctcctgattt atcagatgtc caaccttgte tcaggagtcc
gggtcaggaa ctgatttcac actgagaatc agcagagtgg

-134-

ctggacaggg tcttgagtgg
atgggaaatt caagggcaag
tgcaactcac cagcctgacc

ttgatggtta ctggttagtt

Ser Ser

15

Ser Cys Arg

Leu Tyr Trp Leu

30

Tyr Gln Met Ser Asn

45

Ser Gly Thr -

60

Gly Ser

Val
80

Glu Asp Val Gly

Thr Phe Gly Gly

95

Gly

ggtctagtaa gagtctccta
agccaggcca gtctcctcecag
cagacaggtt cagtagcagt

aggctgagga tgtgggtgtt

120

180

240

300

336

60

120

180

240



tattactgtg
ataaaacgg
<210> 5
<211> 15
<212> ADN
<213> Mus
<400> 5
tactcttgga
<210> 6
<211> 18
<212> ADN
<213> Mus
<400> 6
ggctacgcat
<210> 7
<211> 30
<212> ADN
<213> Mus
<400> 7
ggctacgcat
<210> 8
<211> 48
<212> ADN
<213> Mus
<400> 8
aggtctagta
<210> 9
<211l> 21
<212> ADN
<213> Mus
<400> 9
cagatgtcca
<210> 10
<211> 27
<212> ADN
‘<213> Mus
<400> 10
gctcaaaatc
<210> 11

<211> 1407

28373

ctcaaaatct_agaacttccg tacacgttecg gaggggggac caagctggaa

Sp.

tgaac

tcagttac

sp.

tcagttactc ttggatgaac

sp.

agagtctcct acatagtaat ggcatcactt atttgtat

sp.

accttgtctce a

sSp.

tagaacttce gtacacg

-135-

300

309

15

18

30

48

21

27



<212> ADN

<213> cADN ghép chudt-ngudi

<220>
<223>

<400> 11
atgggttgga

gtcaagctgc
tgcaaagctt
ggacagggtc
>gggaaattca
caactcacca
gatggttact
‘ acéaagggcc
gcggecetgg
tcaggegcecec
tactccctea
tgcaacgtga
tgtgacéaaa
gtcttectet

acatgcgtgg

gacggcgtgg

taccgtgtgg
aaﬁtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
teccgacggcet
gggaacgtct
agcctctcce
<210>
<211>

<212>
<213>

12
720
ADN

gcctcatcett
agcagtctgg
ctggctacgce
ttgagtggat
agggcaaggc
gcctgacctce
ggttagttta
catcggtett
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tcceeccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtcet
tectccaacaa
cccgagaacce
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttctteet
tctcatgcete

tgteteceggg

Trinh tir nhan tao

cADN ghép chuft-ngudi

gctcttecett
acctgaactg
attcagttac
tggacggatt
cacactgact
tgtggactct
ctggggccaa
ccceetggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgeccce
cagcaacacc
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agccctcccea
acaggtgtac
ctgectggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaatga

28373

gtcgctgttg
gtgaagcctg
tcttggatga
tttcctggag
gctgacaaat
gcggtctatt
gggactctgg
ccctecteea
ttccecgaac
tteceggetg
tccagcagcet
aaggtggaca
ccagcacctg
acccfcatga
gaccctgagg
aagccgceggyg
caccaggact
gcccecccateg
accctgcceccce
aaaggcttet
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctgce

-136-

ctacgcgtgt
gggcctcagt
éctgggtgaa
atggggatac
cctccaacac
tatgtgcéag
tcactgtctc
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaéagcaga
aactcctggg
tctceceggac
tcaagttcaa
aggégcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcceggga
atcccagega
ccacgcctcc
acaagagcag

acaaccacta

cctgtccgag
gaagatttcc

actgaggcct

tgactacaat -

agcctacatg-

aaatgtcttt
tgcagctage
tgggggcaca

gtcgtggaac

ctcaggactc

gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

60

120

180

- 240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



<220>

<223> cADN ghép chudt-nguoi

28373

<400> 12
atggattttc aggtgcagat tatcagcttc ctgctaatca
"agaggagaca ttgtgctcac ccaaactaca aatccagtca
atctcctgca ggtctagtaa gagtctccta catagtaatg
tatctgcaga agccaggcca gtctcctcag ctectgattt
tcaggagtcc cagacaggtt cagtagcagt gggtcaggaa
agcagagtgg aggctgagga tgtgggtgtt tattactgtg
tacacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaaacgta
ttcatcttce cgcecatctga tgagcagttg aaatctggaa
ctgaataact tctatcccag agaggccaaa gtacagtgga
tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca
agcagcaccc tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac
gtcacccatc agggcctgag ctcgcccgte acaaagagcet
<210> 13
<211> 468
<212> PRT
<213> Trinh tiy nhén tao
<220> )
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi
<400> 13
Met Gly Trp Ser Leu Ile Leu Leu Phe Leu Val
1 5 10
Val Leu Ser Glu Val Lys Leu Gln Gln Ser Gly
20 25
Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala
35 40
Ser Tyr Ser Trp Met Asn Trp Val Lys Leu Arg
50 55
Glu Trp Ile Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly
65 70 75
Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala
85 %0

-137-

gtgcttcagt
ctcttggaac
gcatcactta
atcagatgtc
ctgatttcac
ctcaaaatct
cggtggctge
ctgcctctgt
aggtggataa
.aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

Ala Val Ala

Pro Glu Leu

30

Ser Gly

45

Tyr

Pro Gln

60

Gly

Asp Thr Asp

Asp Lys Ser

cataatgtcc
atcagcttcc
tttgtattgg
caaccttgtc
actgagéatc

agaacttccg

accatctgte .

tgtgtgcctg
cgccctecaa

ctacagcctc

cgcctgcgaa -

agagtgttag

Thr Arg
15 -

Val Lys

Ala Phe

Gly Leu

Tyr Asn

80

Ser Asn
95

60
120
180 -
240
300
360
420
480
540
600
660

720



Thr
TyT
Gly
Ser
145
Ala
vVal
Ala
val
His
225
Cys
Gly
Met
His
‘Val

305

Tyr

Ala

Leu

Gln
130

Val

Ala

Ser

val

Pro

210

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

290

His

Arg

Tyr

Cys

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

275

Asp

Asn

Val

Met

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

260

Arg

Pro

Ala

val

Gln

Arg

Leu

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

His

245

Val

Thr

Glu

Lys

Ser
325

Leu

Asn

Val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

310

Val

Thr

Val

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

295

Lys

Leu

Ser

Phe

120

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Thr

Val

Pro

Phe

Val

280

Phe

Pro

Thr

28373

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

265

Thr

Asn

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Lys

TyxY

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

250

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
330

Ser

Tyr

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

235

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
315

-138-

val

Trp

Ser

140

Thr

Pro

val

Ser

Ile

220

Ala

Ala

Pro

Val

Val

300

Gln

Gln

Asp

Leu

125

Thr

Ser

Glu

Ser

205

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

285

Asp

Tyr

Asp

Ser

110

val

Lys

Gly

Pro

Thr

190

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

270

Asp

Gly

Asn

Trp

Ala

Tyr

Gly

Gly

vVal

175

Phe

val

Val

Lys

Leu

255

Thr

val

Val

Ser

Leu
335

Val

Irp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser. -~

240

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

320

Asn



Gly Lys Glu

JIle Glu Lys
355

val Tyr Thr
370

Ser Leu Thr
385

Glu Trp Glu
Pro Val Leu

Val Asp Lys
435

Met His Glu
450

Ser Pro Gly
465

<210> 14
<211l> 239
<212> PRT

Tyr

340

Thx

Leu

Cys

Ser

Asp

420

Ser

Ala

Lys

Lys Cys

Ile Ser

Pro Pro

Leu Val

390

Asn Gly

405

Ser Asp

Arg Trp

Leu His

<213> Trinh tir nhin tao

<220>

<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 14

Lys

Lys

Ser

375

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
455

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile

1

5

Val Ile Met Ser Arg Gly Asp

20

Val Thr Leu Gly Thr Ser Ala

35

Leu Leu His Ser Asn Gly Ile

50

55

val

Ala

360

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
440

28373

Ser

345

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

425

Gly

Tyr

Asn Lys

Gly Gln

Glu Leu

Tyr Pro

395

Asn Asn

410

Phe Leu

Asn Val

Thr Gln

Ile Ser Phe Leu

10

Ile Val Leu Thr

25

Ser Ile Ser Cys

40

Thr Tyr Leu Tyx

-139-

Ala

Pro

Thr

380

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
460

Leu

Gln

Arg

Trp
60

Leu

Arg

365

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

445

Ser

Ile

Pro

350

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

430

Cys

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

415

Leu

Ser

Ser

Pro

Gln

Vval

val

400

Pro

Thr

val

Leu

Ser Ala Ser

15

Thr Thr Asn Pro

30

-Ser Ser Lys Ser

45

Tyr

Leu Gln Lys



Pro

65

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
225

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
130

Ser-

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gln

val

Arg

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Ser

PRT
Mus sp.

15

Ser
Pro
Ile
100
Asn
Lys
Glu
Phe
Gln
180
Ser

Glu

Ser

Pro

Asp

85

Ser

Leu

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

Tyr Ser Trp Met Asn

1

16

<210>

<211>

<212> PRT
<213> Mus sp.

5

Gln

70

Glu

Thr

Leu

150

Pro

Gly

Tyx

Val
230

Leu

Phe

val

Leu

Val

135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

200

val

Lys

28373

Ile

Ser

Ala
105

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Ser

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Gln

75

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

-140-

Met

Ser

Val

Gly

Val

140

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

220

Arg

Ser

Gly

Gly

Gly

125

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

205

Val

Gly

Asn

Thr

Val

110

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

190

Leu

Thr

Glu

Leu

Asp

S5

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

175

Gln

Ser

His

Cys

Val
80

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys.

Gln



28373

<400> 16

Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr

1 5
<210> 17

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus sp.
<400> 17

Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser Trp Met Asn

1 5 10
<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> 18

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr

1 5 10 15
<210> 19

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus sp.
<400> 19

Gln Met Ser Asn Leu Val Ser

1 5
<210> 20

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus sp.
<400> 20

Ala Gln Asn Leu Glu Leu Pro Tyr Thr

1 5
<210> 21

<211> 51

<212> ADN

<213> Mus sp.

<400> 21
cggatttttc ctggagatgg ggatactgac tacaatggga aattcaaggg c 51
<210> 22

-141-



1
Gly

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

<400>

<211> 24
<212> ADN
<213> Mus
<400> 22
tttcctggag
<210> 23
<211> 30
.<212> ADN
<213> Mus
<400> 23
cggattttte
<210> 24
<211> 30
<212> ADN
<213> Mus
<400> 24
aatgtctttg
<210> 25
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus
<400> 25

26

PRT
Mus

26

28373

sSp.

atggggatac tgac 24

Sp.

ctggagatgg ggatactgac 30

sp.

atggttactg gttagtttac ' 30

Sp.

Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe Lys

5 10 ‘15

sp.

Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp

1

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

<400>

27
10
PRT
Mus

27

5

sp.

Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp

1

5 10

-142-



<210> 28°

<211> 10
<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> 28

28373

Asﬁ Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr

1

<210> 29
<211> 357
<212> ADN

<213> Nhin tao

<220>

5

<223> ADN ghép chudt-nguoi

<400> 29

caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa
tcctgcaagg cttceggata
- cctggacaag ggctcgagtg
gcacagaaat tccaaggaag
atggagctga gcagcctgag

tttgatggtt actggcttgt

<210> 30
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 30

caccttcagc
gatgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactggggc

10

gttaagaagc ctgggagttc
tattcttgga tgagctgggt
atctttcececg gecgatgggga
accgccgaca aatccactag
acggccgtgt attactgtge

cagggaaccc tggtcaccgt

agtgaaggtc™
gcggceaggcece
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctea

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Tyr Ser

20

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln

35

40

25 30

45

Gly Leu Glu Trp Me

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe

50

55

60

-143-

= 6 0

120
180

240



28373

@ln Gly Arg Vval Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65

70

75

80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

20

95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1 5

Ser Val Lys
20

Trp Met Asn Trp Val Arg Glmn Ala Pro

35

Gly Arg Ile

100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 31

<211> 357

<212> ADN _

<213> Nhan tao

<220>

<223> ADN ghép chudt-nguoi

'<400> 31

caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa
tcctgcaagg ctteceggata cgocttcage
cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
tttgatggtt actggcttgt ttactggggce
<210> 32

<211> 119

<212> PRT

<213> Nhién tao

<220>

<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 32

Val Ser Cys Lys Ala Ser

105

gttaagaagc
tat£cttgga
atcttteceg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

Glu Vval
10

Gly Tyrx

. 25

40

Phe Pro Gly Asp Gly Asp

Gly Gln

Thr Asp

-144-

110

ctgggagttc
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtge

tggtcaccgt

agtgaaggtc

gcggeaggcec

tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctca

Lys Lys Pro Gly Ser

15

Ala Phe Ser Tyr Ser

30

Gly Leu Glu Trp Met

45

Tyr Asn Gly Lys Phe

60

120

180

240

300

357



50

55

28373

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser

65

70

75

60

Thr Ser Thr Ala Tyr

80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

S50

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val

100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

33
366

ADN
Nhéan

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

<220>
<223>

<400> 33
caggtgcaat

tcetgcaagg
cctggacéag
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtt
agcacc
<210>

<211>

<212>
<213>

34

119

PRT
Nhan

<220>
<223>

<400> 34

tao

tggtgcagtc
ctteccggata
ggctcgagtg
tcaagggcag
gcagcctgag

actggcttgt

tao

ADN ghép chudt-nguoi

tggcgctgaa
cgccttcage
gatgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactggggce

Polypeptit ghép chudt-ngudi

105

gttaagaagc
tattecttgga
atctttecceg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

95

Tyr Trp Gly‘Gln Gly

110

ctgggagttce
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
atctgtgtge

tggtcaccgt

agtgaaggtc
gcggcaggcec

tactgactac

cacagcctat

aagaaatgtc

ctcctecagcet

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1.

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser

20

25

-145-

30

60

120

180

- 240

300

360

366



28373

Trp Met Asn Trp Val Afg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 ) 40 ] 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

MetrGlﬁ Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Leu Cys
85 90 95

" Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110 .

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 35
<211l> 357
<212> ADN

<213> Nhin tao

<220>
<223>  ADN ghép chudt-nguoi

<400> 35 :
caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa gttaagaage ctggagctte agtgaaggtc 60

tcectgcaagg tctceggata cgegttcage tattcttgga tgaactgggt gcggcaggcc 120
cctggacaag ggctégagtg gatgggacgg atctttccecg gcgatgggga tactgactac 80 -
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt accgccgaca aatccactag cacagcctat 240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc aagaaatgtc 300

tttgatggtt actggettgt ttactggggc cagggaacce tggtcaccgt ctectea 357
<210> 36

<211> 119

<212> PRT

<213> Nhéntao |

<220>
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 36

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser

-146-



<400>

20

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly
50 55

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser

- 85
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyxr

100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 37
<211> 357
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220> .
<223> ADN ghép chudt-nguoi
‘<400> 37
caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa
tcectgcaagg cttecggata cgcgtteage
cctggacaag ggctecgagtg gatgggacgg
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
tttgatggtt actggcttgt ttactggggce
<210> 38
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi
38

28373

25

Pro Gly Gln

Asp Thr Asp

Asp Lys Ser

75

Glu Asp Thr

Trp Leu Val

105

gttaagaagc
tattcftgga
atctttcccg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro

1

5

10

-147-

30
Gly Léu Glu Trp Met
45
Tyr Asn Gly Lys Phe
60
Thr Ser Thr Ala Tyr
80
Ala Val Tyr Tyr Cys
95
Tyr Trp Gly Gln Gly
110
ctgggagttc agtgaaggte
tgagctgggt gcggcaggeg
gcgatgggga tactgactac
aatccactag cacagcctat
attactgtgc aagaaatgtc
tggtcacecgt ctecctea
Gly Ser
15

60

120

180

240

300

357



28373

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp
50 55
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
65 : 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 39
<211> 357
<212> ADN
<2 13_> Nhin tao
<220> .
<223> ADN ghép chudt-nguoi
<400> 39
caggtgcaat tggtgecagtc tggcgetgaa gttaagaage
tectgcaagg cttceggata. cgectteage tattcttgga
cctggacaag ggctegagtg gatgggacgg atctttcecg
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt accgccgaca
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt
tttgatggtt actggettgt ttactggggce cagggaaccc
<210> 40
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhéin tao
<220>
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi
<400> 40

-148-

Ala Phe

Gly Leu
45

Tyr Asn
60

Thr Ser

Ala Vval

Tyr Trp

ctgggagtte
tcaattgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtge

tggtcaccgt

Ser Tyr Ser
30

Glu Trp Met
Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly

110

ctcctea

agtgaaggtc
gcggcaggcyg
tactgactac
caéagcctat

aagaaatgtc

60

120

180

240

300

357



Gln Val @Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Trp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly

50 55
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr
100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 41
<211> 357
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220> :
<223> ADN ghép chudt-ngudi
<400> 41
caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa
tcctgcaagg cttccggata cgecttcage
cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
tttgatggtt actggcttgt ttactggggce
<210> 42
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhin tao
<220>

28373

Glu
10

Ala Val

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Asp Thr Asp

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Trp Leu Val

105

gttaagaagc
tattcttgga
atctttceceg
accgccgaca
acggccgtgt

caggéaaccc

-149-

Lys Lys

Ala Phe

30

Leu
45

Gly

Asn

Tyr

Thr Ser

Ala Vval

Tyr Trp

ctgggagttc
tctegtgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtgce

tggtcaccgt

Pro

Ser

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Gly Ser

15

Tyr Ser

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gln Gly

agtgaaggtc

gcggecaggceg

tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctca

180

240

300

357



<223>  Polypeptit ghép chudt-ngudi

28373

<400> 42

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vval
1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

.- 20 25
Trp Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
- 35 ' 40
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp
: 50 55
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
65 : 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 S0
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val
' - 100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
: 115

<210> 43

<211> 357

<212> ADN

<213> "Nhéin tao

<220>

<223> ADN ghép chudt-nguoi

<400> 43

caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa gttaagaagce
tcectgcaagg cttccecggata caccttcaca tacagctgga
cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg atctttceccg
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt accgccgaca
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcegtgt
tttgatggtt actggcttgt ttactgggge cagggaaccc
<210> 44

<211> 119

<212> PRT

-150-

Lys Lys Pro

Ser
30

Ala Phe

Leu Glu

45

Gly

Tyr Asn Gly

60

Thr Ser Thr

Ala Vval

Tyr

Gly
110

Tyr Trp

ctggcgecte
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtgc

tggtcaccgt

Gly Ser

15

Tyr Ser

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gln Gly

agtgaaggtc
gcggcaggcec
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctecctca

60

120

180

240

300

357



<213>

<220>

<223>

<400>

44

Gln VvVal Gln

1

Ser
Trp
Gly
Lys
65

Met

Ala

Thr

Val

Met

50

Gly

Glu

Arg

Leu

<210>
<211l>

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>
caggtgcaat

Lys

Asn
35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val
115

45
357

ADN
Nhan tao

45

tcctgcaagg

cctggacaag

Nhin tao

Leu

val

20

TXp

Phe

Val

Ser

Val

100

Thr

tggtgcagtce
cttccggata

ggctcgagtg

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

ADN ghép chudt-nguoi

Polypeptit ghép chudt-nguoi

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Sexr

Tyr

tggcgctgaa
caccttcagc

gatgggacgg

aatgggaaat
atggagctga

tttgatggtt

tcaagggcag
gcagcctgag

actggcttgt

agtcacaatt
atctgaggac

ttactggggc

28373

Glu
10

Ala Val

Sexr
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Asp Thr Asp

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Leu Val

Trp
105

gttaagaagc
tattcttgga
atctttceceg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

-151-

Lys Lys Pro

Thr
30

Thr Phe

Leu Glu

45

Gly

Tyr Asn

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly
110

Tyr Trp

ctggcgcctce
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtgc

tggtcaccgt

Gly

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gln

agtgaaggtc

gcggcaggcc

tactgactac

Ala

Ser

Met-

Phe

Tyr
80

Cys

Gly .

cacagcctat

aagaaatgtc

cteccteca



<210> 46
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223>  Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 46

Gln Val Gln Leu Val Gln
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys
: 20

Trp Met Asn Trp Val Arg
35

Gly Arg Ile Phe Pro Gly
50

Lys Gly Arg Val Thr Ile
65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu
85

Ala Arg Asn Val Phe Asp
100

Thr Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 47 !
<211> 357

<212> ADN

<213> Nhan tao '

<220>
<223> ADN ghép chudt-ngudi

<400> 47

caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa
tcctgecaagg cttcecggata caccttcacc
cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg
gcacagaaat tccaaggaag agtcacaatg

atgéagctga gcagcctgag atctgaggac

Ser
Lys
Gln
Asp
55

Thr
Arg
Gly

Ser

28373

Gly Ala Glu

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyxr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Val
Tyr
Gln
Aép
Ser
75

Thr

val

gttaagaagc

tattecttgga

atcttteceg

acacgggaca

acggcegtgt

-152-

Lys Lys Pro Gly Ala
15

Thr Phe Ser Tyr Ser
30

Gly Leu Glu Trp Met
45

Tyr Asn Gly Lys Phe
60

Thr Ser Thr Ala Tyr
80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly Gln Gly
110 -

ctggggcecte agtgaaggtce
tgcactgggt gcggcaggcce
gcgatgggga tactgactac
cgtccacttc caccgtctat

attactgtgc aagaaatgtc

60

120

180

240

300



28373

tttgatggtt actggcttgt ttactggggce cagggaaccc tggtcaccgt ctcctea

<210> 48
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhin tao

<220>

<223> Polypeptit ghép chudt-nguoi

<400> 48
Gln Val Gln
y

Ser Val Lys

Trp Met His
35

Gly Arg Ile
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Thr Leu Val
115

<210> 49
<211> 357
<212> ADN

Leu

Val
20

Trp

Phe

Val

Ser

Val

/100

Thr

<213> Nhaén tao

<220>

Val Gln Ser

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Cys

Arg

Gly

Met

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

<223> ADN ghép chudt-ngudi

<400> 49

Gly Ala Glu

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

10

Gly

val

Tyr

Lys Lys Pro Gly Ala
15 )

Thr Phe Thr Tyr Ser
30

Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met -

Thr

Thr

Asp

90

Leu

Asp

Ser

75

Thr

val

gaggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa gttaagaagc

tcctgcaagg tgtccggata caccttcacc tattcttgga

cctggaaagg ggctcgagtg gatgggacgg atctttccceg

gcagagaaat tccaaggaag agtcacaatc acagccgaca

-153-

45

Tyr Ala Gln Lys Phe

Thr Ser Thr Val Tyr

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly Gln Gly
110

ctggggccac cgtgaagatc
tgcactgggt gcagcaggcc
gcgatgggga tactgactac

cgtccactga caccgcctat

357

60

120

180

240



28373

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtge aaccaatgtce

tttgatggtt actggcttgt ttactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctcctea

<210> 50
<211> 119
<212>  PRT

<213> Nhéntao

<220>
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 50

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala -
1 . 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Ser
20 25 30

Trp Met His Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Ala Glu Lys Phe
50 55 60 )

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 - 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 51
<211> 357
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223>  ADN ghép chuft-ngudi

<400> 51
gaggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa gttaagaagc ctggggccac cgtgaagatc

tcectgecaagg tgtccggata caccttcacce tattcttgga tgaactgggt gcagcaggec

-154-

300

357

60

120



28373

cctggaaagg ggctcgagtg gatgggacgg atctttcccg gecgatgggga tactgactac
aatgggaaat tcaagggaag agtcacaatc acagccgaca cgtccactga caccgectat
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc aaccaatgtc

tttgatggtt actggcttgt ttactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctcctca

<210> 52
"<211> . 119
<212> PRT

. <213> Nhin tao

<220>
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 52
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala~
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Ser -
20 25 . 30

Trp Met Asn Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 ' 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr =

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 S0 95

Ala Thr Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 53
<211> 366
<212> ADN

<213> Nhantao

<220> )
<223> ADN ghép chudt-ngudi

<400> 53
cagatgcaat tggtgcagtc tggegctgaa gttaagaaga ccgggagttc agtgaaggtc

-155-

180

240

300

357

60



28373

tcétgcaagg cttccggata caccttcacc tattcttgga tgagctgggt gecggcaggcc 120
cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg atctttcccg gecgatgggga tactgactac 180
gcacagaaat tccaaggaag agtcacaatt accgccgaca aatccactag cacagcctat 240
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc aagaaatgtc 300

tttgatggtt actggcttgt ttactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctcctcagcet 360

agcacc ' 366
<210> 54

<211> 119

<212> PRT

<213> Nhiantao

<220>
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 54
Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser
1 5 10 15.

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Ser
’ 20 25 30

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 55
<211> 357
<212> ADN

<213> Nhan tao

-156-



<220>

<223>  ADN ghép chudt-ngudi

28373

<400> 55
gaagtgcagc tggtggagtc tggaggaggc ttggtcaagce
tcctgtgcaé cctctggatt cacatttage tattcttgga
cctggaaagg gcctcgagtg ggtgggacgg atcttteceg
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt accgccgaca
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt
tttgatggtt actggcttgt ttactggggc cagggaaccc
<210> 56
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220> -
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi
<400> 656
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35 40
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Aép Gly Asp Thr Asp

50 55
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val
100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 57
<211> 456

-157-

ctggcgggtce
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtgce

tggtcaccgt

Val Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Asn
60

Gly

Thr Ser

Ala Val Tyr

Gly
110

Trp

Thr

cctgeggetce
gcggeaggct
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctcea

Gly Gly

15

Ser -

Trp Val

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gln Gly

60

120

180

240

300

~.357



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN
Nhan tao

57
cggaattcgg cccaccggtg geccaccatgg

cagcagccac

agcctggegg

ggatgaactg

~ ccggegatgg

acaaatccac

tgtattactg

ccctggtcac

<210> 58
<211> 119
<212> PRT
‘ <213> Nhan tao
<220>
<223>
<400> 58
Glu Val Gln Leu
1
-Ser Leu Arg Leu
20
Trp Met Asn Trp
35
Gly Arg Ile Phe
50
Lys Gly Arg Val
65
Met Glu Leu Ser
Ala Arg Asn Val
100

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

ADN ghép chudt-ngudi

Polypeptit ghép chudt-ngudi

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

aggagcccac tccgaagtgc
gtccectgegg ctctectgtg
ggtgcggcag gctcctggaa
ggatactgac tacaatggga
tagcacagcc tatatggagce
tgcaagaaat gtctttgatg

cgtctccteca gctagegaat

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

28373

actggacctg
agctggtgga
cagcctctgg
agggcctecga
aattcaaggg
tgagcagcct
gttactggcet

tctcga

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asp Thr Asp

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Leu Val

Trp
105

-158-

gaggatcctce
gtctggagga
attcgcattc
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

Val Lys Pro

Ala Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Asn Gly

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Tyxr Trp Gly

110

Gly
15

Tyr
Trp
Lys

Ala

Tyr
95

Gln

ttecttggtgg
ggcttggtca
agctattctt
cggatcttte
attaccgeceg -
gacacggccg

ggccagggaa

Gly

Ser

val

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

60

1120

180

.240

300

360

420

456



Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 59
<211> 357
<212> ADN

<213> Nhin tao

<220>

<223> ADN ghép chudt-ngudi

<400> 59

caggtgcagc tggtggagtc tggaggaggc

28373

ttggtcaagc

tcctgtgcag cctctggatt cacatttage tattcttgga

cctggaaagg gcctecgagtg ggtgggacgg atctttcceg

aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt
atggagctga gcagcctgég atctgaggac

tttgatggtt actggcttgt ttactggggce

<210> 60
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhan fao

<220>

<223> Polypeptit ghép chudt-nguoi

<400> 60

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Trp Met Asn Trp
35

Gly Arg Ile Phe
50

Lys Gly Arg Val
65

Met Glu Leu Ser

vVal

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

accgcegaca
acggcegtgt

cagggaaccc

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Asp Thr Asp

Asp Lys Ser
75

Glu Asp Thr
90

-150-

ctggecgggtce

tgaactgggt

gcgatgggga

aatccactag’

attactgtgce

tggtcaccgt

Val

Thr

Gly

Tyx

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

cctgeggete

gcggcaggcet

tactgactac . -

cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctca

Gly Gly

15

Tyr Ser

Trp Val

Lys Phe

Ala Tyr

Tyr Cys
95

60

1120

~180

240

300

357



28373

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly

100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

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

61
456

<220>
<223>

<400> 61
cggaattcgg

cagcagccac
agcctggegg
ggétgaactg
ccggcgatgg
acaaatccac
tgtattactg
ccctggtceac
62

119
PRT

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

<220>
<223>

<400> 62

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp

50

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr

ADN_ o
Nhan tao -

cccaccggtg
aggagctcac
gtcectgegg
ggtgcggceag
ggataétgac
tagcacagcc
tgcaagaaat

cgtctccfca

Nhan tao

5

20

ADN ghép chudt-ngudi

gccaccatgg
tccgaagtge
ctctcetgeg
gctcctggaa
tacaétggga
tata#ggagc
gtctttgatg

gctagcgaat

Polypeptit ghép chudt-nguoi

105

actggacctg
agctecgtgga
cagcctctgg
agggcctcga
aattcaaggg
tgagcagcct
gttactggct

tctcga

Gly Leu
10
Gly Phe
25
Gly Lys
40
Gly Asp Thr Asp
55
Ala Asp Lys Ser

-160-

110

gaggatcctc
gtectggagea
attcacattt
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

Val Lys

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Asn

Thr Ser

ttcttggtgg
ggcttggtca
agctattectt
cggatcttte
attaccgcceg
gacacggccg

ggécagggaa

Pro Gly Gly

15

Ser Tyr Ser

Glu Trp Met

Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr

60

120

180

240

300

360

420

456



28373

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 63
<21l1l> 456
<212> ADN

<213> Nhantao

<220>
<223> ADN ghép chudt-nguoi

<400> 63

cggaattcgg cccaccggtg gccaccatgg actggacctg gaggatcctce ttcttggtgé
cagcagccac aggagctcac tccgaagtgc agctcgtcga gtctggagga ggegtggtca
agcctggegg gtcecctgegg ctectcectgeg cagectctgg attcacattt agctatﬁctt
ggatgaactg ggtgcggcag gctcctggaa agggcctcga gtgggtggga cggatctttce
ccggcgatgg ggatactgac tacaatggga aattcaaggg cagagtcaca attaccgccg
acaaatccac tagcacagcc tatatggagc tgagcagcct gagatctgag gacacggcég

tgtattactg tgcaagaaat gtctttgatg gttactggcect tgtttactgg ggccagggaa

ccctggtcac cgtctecteca gectagegaat tctcga

<210> 64
<211> 118
<212> PRT

<213> Nhin tao

<220> .
<223>  Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 64
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 - 15 |

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trxrp Met
35 40 45

-161-

60
120
180
240

300

-360

- 420

456



28373

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp
50 55
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 65
- <211> 456

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>

<223> ADN ghép chudt-ngudi

<400> 65

cggaattecgg cccaccggtg gccaccatgg actggacctg
cagcagcéac aggagctcac tccgaagtgc agctggtcga
agcctggegg gtccectgegg ctectectgeg cagectetgg
ggatgaactg ggtgcggcag gctcctggaa agggcctcga
ccggcegatgg ggatactgac tacaatggga aattcaaggg
acaaatccac tagcacagcc tatatggagc tgagcagcct
tgtattactg tgcaagaaat gtctttgatg gttactggcet
ccctggtcac cgtctecteca gectagegaat tctega
<210> 66

<211> 119

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> Polypeptit ghép chudt-ngudoi

<400> 66

Tyr Asn Gly Lys

60

Thr Sexr Thr Ala

Ala

Tyxr

gaggatcctc
gtccggagga
attcacattt
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

Val Tyr Tyr

Trp Gly Gln
110

Phe

Tyr
80

Cys
95

Gly

ttettggtgg
ggcttgaaga
agctattctt
cggatcttte
attaccgccg
gacacggccg

ggccagggaa

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Lys Lys Pro Gly Gly

1

5

10

-162-

15

60

120

~180

240

300

360



28373

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp

50 55 :
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr

85 90
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 67
<211> 456
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> ADN ghép chudt-ngudi
<400> 67
cggaattcgg cccaccggtg gceccaccatgg actggacctg
cagcagccac aggagcccac tccgaagtgc agctggtgga
agcctggete ttcectgegg ctctcecctgeg cagectctgg
ggatgaactg ggtgcggcag gctcctggaa agggcctcga
ccggcgatgg ggatactgac tacaatggga aattcaaggg
acaaatccac tagcacagcc tatatggagc tgagcagcct
tgtattactg tgcaagaaat gtctttgatg gttactggct
ccctggtcac cgtectcctca gectagcgaat tctega
<210> 68
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhién tao
<220>

-163-

Thr Phe

Ser

Ser

Tyr

30 -

Leu
45

Gly

Asn

Tyr
60

Thr Ser

Ala Vval

Tyr Trp

gaggatcctc
gtctggagga
attcacattt
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

Glu

Gly

Thr

Tyxr

Gly
110

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys

95

Gln Gly

ttcttggtgg
ggcttggtca
agctattctt
cggatctttc

attaccgceceg

gacacggccg

ggccagggaa -

50

120

1180

240

300

360

420

456



<223> - Polypeptit ghép chudt-ngudi

28373

<400> 68
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 ' 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp
50 55
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val
100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 69
<211l> 456
<212> ADN
<213> Nhaén tao
<220>
<223> ADN ghép chudt-nguoi
<400> 69
cggaattecgg cccaccggtg gccaccatgg actggacctg
cagcagccac aggagcccac tccgaagtge agctggtgga
agcctggcgg gtccecctgecgg gtcagctgceg cagectetgg
ggatgaactg ggtgcggcag gctcctggaa agggcctega
ccggegatgg ggatactgac tacaatggga aattcaaggg
acaaatccac tagcacagcc tatatggagce tgagcagcct
tgtattactg tgcaagaaat gtctttgatg gttactggct
ccetggtcac cgtctccteca gctagcgaat tctega
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Val Lys

Thr Phe

30

Gly Leu
45

Tyr Asn

60

Thr Ser

Ala Vval

Tyr Trp

gaggatcctc
gtctggagga
attcacattt
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

Pro

Ser

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Gly Ser
15

Tyr Ser
Trp Met
Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyxr Cys
95

Gln Gly

ttettggtgg
ggcttggtca
agctattctt
cggatctttc
attaccgeceg
gacacggccg

ggccagggaa

60

120

180

240

300

360

420

456



<210> 70
<211> 119
<212> PRT

<213> Nhin tao

<220>

<223>

<400> 70
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Thr Leu Val
115

<210> 71
<21l> 456
<212> ADN

Leu

Val

20

Trp

Phe

Val

Ser

val

100

Thr

<213> Nhéintao

<220>

val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser -

85

Phe

Val

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Asp

Ser

<223> ADN ghép chudt-nguoi

<400> 71

cggaattcgg cccaccggtg gccaccatgg
cégcagccéc aggagcccac tccgaagtge
agcctggegg gtceectgegg ctcectectgeg
ggatgaactg ggtgcggcag gctcctggaa

ccggcgatgg ggatactgac tacaatggga

Polypeptit ghép chudt-nguoi

Ser

Ala

Gln

Asp
55

Thr

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyxr

28373

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

50

Leu

Leu

Phe

Asp

Ser

75

Thr

Val

actggacctg

agctggtgga

cagcctctgg

agggcctcga

aattcaaggg

-165-

Val

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

gaggateccte

gtctggagga

attcacattt

gtgggtggga

cagagtcaca

Gly Gly
15

Tyr Ser

Trp Met

Lys Phe " -

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Gln Gly

ttcttggtgg
ggcttggtca
agctattett
cggatctttc

attaccgecg

60

120

180

240

300



28373

acaaatccac tagcacagcc tatatggagc tgagcagcct gagatctgag gacacggccg
tgtattactg tgcaagaaat gtctttgatg gttactggct tgtttactgg ggccagggaa

ccctggtcac cgtctectca gctagecgaat tctcga

<210> 72
<211> 119
<212> PRT

<213> . Nhin tao

<220>
<223> Polypeptit ghép chudt-ngudi

<400> 72
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 : 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Txp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 ‘ 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 73
<211> 57
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 73
atggactgga cctggaggat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactce

<210> 74
<211> 19
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360
420

456

57



<212> PRT
<213>
<400> 74

Homo sapiens

28373

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly

1

Ala His Ser

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

75
345
ADN

<220>
<223>

<400> 75
gatatcgtga

attagctgca
tacctgcaaa
tctggcegtcece
agcagggtgg
tacacctteg
<210>
<211>

<212>
<213>

76
115
PRT

<220>.

<223>

<400> 76

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu

1

Glu Pro Ala Ser Ile

Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyx

35

Pro Gln Leu Leu Ile

50

5

Nhin tao

tgacccagac

ggtctagcaa

ADN ghép chugt-nguoi

tccactctee

gagcctcttg

agccagggca gctctecacag

ctgaccggtt
aggctgagga

gcggagggac

Nhan tao

5

20

Ser

ctcecggatec
tgttggagtt

caaggtggag

Polypeptit ghép chudt-ngudi

Cys Arg

40

Gln Met
55

10

ctgccegtea
cacagcaatg
ctcctgattt
gggtcaggca
tattactgcg

atcaaacgta

Ser Leu
10

Ser Ser

25

Lys
Gln

Leu

Ser Asn Leu
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cccectggaga
gcatcactta
atcaaatgtec
ctgatttcecac

ctcagaatct

cggtg

Pro vVal Thr

Ser Leu Leu

30

Lys Pro Gly

45

Val Ser Gly

60

15

gcecegecage

tttgtattgg -

caaccttgte
actgaaaatc

agaacttcct

Pro Gly
15 ’
His Ser

Gln Ser

vVal Pro

60
120
180
240
300

345



28373

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu ARla Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn
85 90 95

Leu Glu Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val

115
<210> 77
<211> 66
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 77

atggacatga gggtcccecge tcagcteectg ggcctectge tgctetggtt ceccaggtgec 60
aggtgt 66
<210> 78

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp -
1 5 10 ) 15

Phe Pro Gly Ala Arg Cys
20

-168-





