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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé khang FcyRIIB ma, so vdi cac khang thé trong cac
giai phap k¥ thuat da biét, lam ting dang ké qua trinh phosphoryl ITIM ctia FeyRIIB va

do d6 c6 thé duoc st dung dé didu tri hodc ngédn nglra cac bénh tu mién.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Thu thé F ¢yRIL, cac thanh vién thudc siéu ho protein ciia gen globulin mién dich, 13
cac glycoprotein lién két mang toan ven c6 chudi polypeptit 40kDa don nhét, gdm hai
viing globulin mién dich ngoai bao, mot viing xuyén mang va mot ving ndi bao c6 chiéu
dai thay doi. Céc thu thé FeyRII dugc biéu hién & nhidu loai t bao tao mau khéc nhau va
1a cac thu thé Fc duy nhat ¢ trén tiéu cdu va té bao nhan khdng 16 cia nguoi (Cassel,
McKenzie, 1993). Ba loai thu thé FcyRII duoc biét & nguoi, FcyRITA, FeyRIIB va
FcyRIIC, tit ca cac thu thé nay déu lién két v6i IgG (vi du, IgG, ¢6 ai luc 1a 1-2x10°M™)
hoc céc phitc hop mién dich (immune complexe-IC, vi du tac nhan gy bénh duoc xi Iy
bang opsonin nhd IgG). FeyRIIA va FeyRIIB khac nhau chu yéu 1a do su khac nhau &
viing ndi bao, diéu nay cubi cung dan dén céc dap ung khong ddng nhit vé mit chirc
nang khi gin két véi thu thé. Kich hoat FcyRIIA din dén hoat hoa té bao (vi du thuc bao,
biing nd hd hip) va FcyRIIB khéi dau cac tin hiéu hd hp din dén vi du, &rc ché su hoat
hoa té bao B. FcyRIIC c6 viing ngoai bao giéng voi FeyRIIB va ving ndi bao gidng véi
FcyRIIA, do d6 truyén céc tin hiéu hoat héa khi lién két v6i IgG hodc IC. FeyRIIB duoc
biéu hién trén tit ca cac bach ciu ngoai trur té bao T va té bao NK va la thu thé Fc e ché
duy nhét duogc biéu hién trén té bao B cta ngudi. Bach ciu don nhan, dai thuc bao, té bao
tua, bach cau ua bazo va dudng bao biéu hién ddng thoi FeyRIIA hoat hoa va thu thé
FcyRIIB tic ché va FeyRIIC duoc biéu hién trén té bao giét tw nhién (té bao NK) va cu
thanh FcyR duy nhat trén loai té bao nay. Da biét ¢6 hai déng dang ddi v6i FeyRIIB ma
khac nhau vé chirc ning sinh hoc ctia chung. FeyRIIB-1 dugc biéu hién chuyén biét trén
té bao B, trong khi FcyRIIB-2, thu thé ndy giy ra sy cam Ung ndi-/thuc bao khi lién két
véi IC, duoc tim théy trén tat ca té bao bidu hién FcyRIIB khéc (Nimmerjahn, Ravetch,
2008).
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FcyRIIB ¢6 mirc do tuong dong 93% & ving ngoai bao v6i FeyRIIA. Nhu dé cap
trén day, su khic nhau chii yéu gitta FcyRIIA va FeyRIIB dugce tim thay & ving ndi bao.
Trong khi FcyRIIA chtta ITAM (métip hoat hoéa thu thé mién dich dua trén tyrosin),
FcyRIIB chira ITIM (métip tre ché thu thé mién dich dua trén tyrosin).

Su tao cum FcyRIIA thong qua lién két cta cac IC dan dén sy tap trung dong thoi
ctia motip ITAM véi céc kinaza lién két thy thé tac dong 1én qua trinh phosphoryl héa
ctia cac gbe tyrosin trong motip ITAM (trinh tu lién ng: Y-X,-L/I-Xg-Y-X,-L/1, Isakov,
1997) va su tuong tac sau d6 véi kinaza Syk, khang thé nay tac dong 1én su hoat hoa té
bao thong qua nhiéu qué trinh truyén tin hiéu xudi chidu va cac sy kién hoat héa gen
(Ghazizadeh et al., 1994). Globulin mién dich lién két véi FcyRIIA hoat hoa gdy ra dap
ting tién viém, dap Gng nay sau d6 din dén sy loai bé tac nhan gdy bénh nhung trong
truong hop tu khang thé ciing c6 thé dan dén su pha hity cAc md khoe manh chét dan &
bénh tu mién bénh ly. Do d6, viéc kiém soat chit ché tinh ddc hiéu cua khang thé va hé
phan hdi am tinh 1a can thiét dé pha vo tdn thuong bét thudng cho co thé béi hé mién

dich. Thy thé FcyRIIB trc ché 1 mot phan ciia hé phan hdi Am tinh nay.

FeyRIIB duoc ddc trung bdi su ¢ mat ciia motip ITIM (trinh tu lién Gng: V/I-X-
Y-X,-V/L, Isakov, 1997) trong viung ndi bao, métip nay dugc phosphoryl hda nho kinaza
Lyn khi lién két véi td hop Ig hodc cac IC va su dong gin két voi cac thy thé Fcy hoat
héa mang ITAM. ITIM dugc phosphoryl héa thu hat ving SH2 cda inositol
polyphosphat 5’-phosphataza (SHIP), enzym nay lai thity phan chit truyén tin
phosphoinositol dugc gidi phong 1a két qua cua su hoat hoa tyrosin kinaza qua trung gian
FcyR chta ITAM, nho d6 ngin chin dong vao cia Ca’’ noi bao. Lién két ngang cua
FcyRIIB e ché ddp tmg hoat hoa d6i vai su lién két ciia FeyR, diéu nay lai e ché qua

trinh hoat hoa té bao B, tang sinh va tiét khang thé.

FcyRIIB c6 hai hoat tinh tic ché. Nhu d& cap trén day, mot trong cac hoat tinh nay
phu thudc vao mdtip ITIM va xut hién khi FeyRIIB dugc gén vao thu thé chra ITIM (vi
du FcyRITA) dan dén su e ché qué trinh di chuyén ctia canxi dwoc kich hoat nhy ITAM
va qua trinh tang sinh té bao. Piéu nay c6 nghia 1a cac qud trinh phu thudc canxi nhu qua
trinh giai phéng hat, qua trinh thuc bao, ADCC, qua trinh gidi phéng xytokin va qua
trinh hoat hoa tién viém, va ngoai ra la qud trinh ting sinh t€ bao B ciing bi phong bé béi

FcyRIIB. Hoat tinh ¢ ché thir hai cua FcyRIIB lién quan dén su két tu cung loai cta thu
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thé trén té bao B (tao cum FcyRIIB). Su két tu cung loai phat tin hiu di trudc cla su chét
té bao theo chwong trinh vao t& bao chit ma c6 thé bi phong bé béi su gin két cua
FcyRIIB 1én thu thé té bao B (BCR). Su lién két véi khang nguyén da tri sau qua trinh
truyén tin hiéu cia BCR dugc dic trung boi qua trinh phosphoryl héa BCR két cum nhd
Lyn, kinaza thudc ho Src. Qud trinh phosphoryl héa c¢6 hidu qua nhd Lyn xay ra dong
thoi v6i su lién két cia BCR véi sphingolipit- va tiéu vung cia mang giau cholesterol
duoc goi 1a mang lipit. Mang lipit khong tan nay déng vai trd quan trong trong viéc tao
xinap mién dich. Nhan thiy ring su tvong tic cia BCR v6i khang nguyén 1én APC (té
bao trinh dién khang nguyén ) dan dén su tao xinap mién dich nay & bé mit chung ctua té
bao B duoc gin két va APC. Su ddng gin két ciia FeyRIIB v6i BCR 1am mét dn dinh
mébi lién két ciia BCR v6i mang lipit, sau d6 phong bé sw hinh thanh xinap mién dich cua
té bao B. Su wc ché quéd trinh truyén tin hiéu BCR cua FeyRIIB bao gdm qué trinh
phosphoryl héa cac gdc tyrosin trong ITIM cia viing ndi bao cta thy thé nho kinaza Lyn
va su huy dong sau d6 cda inositol phosphataza SHIP (Daeron ef al., 1995, Ravetch and
Bolland, 2001).

Pugc chdp nhan béi hoi ddng khoa hoc ring F cyRIIB ¢6 thé duoc xem nhu diém
kiém tra cudi trong qué trinh phat trién cua té bao B ngoai vi va né ciing didu hoa truc
tiép su séng cua té bao trong huyét twong. Do d6 FeyRIIB dugc xem 12 dich c6 gia tri dé
didu tri cac rdi loan lién quan dén t& bao B va dic biét Ia cac ddp Gmg mién dich qua

trung gian té bao B.

Cac nghién ctru 6 chudt va nguoi da l[am sang to anh hudng ctia FcyRIIB 1én hoat
tinh cua té bao B va su dung nap thé dich, trong do su biéu hién giam hodc thiéu cta
FcyRIIB dan dén su phat trién hodc tinh trang ning l1én cta bénh tu mién duoc biéu hién.
Thuc vay, FeyRIIB dong vai trd then chdt trong su phat trién va dién tién ctia bénh tu
mién nhu giam tiéu cau mién dich ty phat, bénh luput ban d6 hé thdng, bénh viém khép
dang thap (RA), pemphigut bong nudc, pemphigut théng thudng va cac dang pemphigut
khéc, da xo cting do té bao B, va bénh tu mién khac dugc dic trung bdi sy phat trién cua
phirc hop mién dich gy bénh. Trong phan tmg mién dich & c4 thé khée manh, tac nhan
gy bénh xAm nhéap vao vong tudn hoan mau dugc xir ly bang opsonin nhd khang thé
(globulin mién dich, Ig) truc tiép khang lai cc epitop cla sinh vat gdy bénh, diéu nay
dén dén su tao phirc hop mién dich. Cac phtrc hop mién dich nay sau d6 duoc thuc bao

béng cac té bao ddc hiéu ctia hé mién dich (vi du dai thuc bao, bach ciu trung tinh, thuc
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bao) din dén viéc lam sach cac sinh vat gdy bénh tir vong tudn hoan mau. Ciing biét
ring, FcyRIIB déng vai trd then chét trong su dung nap ngoai vi bdi vi nhitng con chudt
duoc lam bat hoat F cyRIIB phéat trién bénh ty mién mot cach tu phat. Su thiéu hut
FcyRIIB dan dén kha niang d& gay ra bénh ty mién (Bolland and Ravetch, 2000).

o) nguoi bénh méc bénh tu mién, su biéu hién cta FcyRIIB trén t€ bao B thuong &
murc d nhe hodc gidm so v&i ngudi khoe manh. Trong khi d6, vi du té bao B nguyén thé
thé hién su biéu hién FcyRIIB binh thuong, t& bao B ghi nhé va té bao non trong huyét
tuong tr ngudi bénh RA thé hién su biéu hién giam cua thu thé nay (Catalan, 2010).
Xiang va cdng su ciing c6 thé chimg to rang lién két ngang ciia FcyRIIB 1én té bao non
trong huyét twong tir ngudi cho khoe manh thong qua khang thé khang FcyRIIB 2.4G2

két cap trén bé mit dan dén su chét té bao theo chuong trinh (Xiang et al., 2007).

Dua trén vai trd hién nhién cta FcyRIIB trong bénh ty mién nhu dugc md ta trén
day, cac khang thé khang thu thé da dugc phat trién dé c6 thé didu tri hoic chan doan cho
ngudi bénh. WO 2009/083009 boc 16 céc khang thé khang ca hai ddng dang cua
FeyRIIB, trong khi WO 2004/016750 boc 16 cac khang thé lién két dic hidu voi vung
ngoai bao cia FcyRIIB dugc biéu hién ndi sinh trén té bao nguoi ¢é ai luc 16n hon it nhét
10 14n ma c4c khang thé nay lién két véi FeyRIIA duoc bidu hién trén té bao nguoi, luu 'y
rdng ving ngoai bao ctia FeyRIIB va FeyRIIA ¢6 mic do tuong ddng cao. EP 1 709 073
boc 16 cac khéng thé dic hidu cao dbi voi FeyRIIB va viée st dung chiing dé chén doan

va diéu tri bénh tu mién, nhiém trung, khdi u va céc tinh trang bénh 1y bat thuong khac.

Pé dat duoc muc dich nay, cé ky vong 16n 1a st dung cac khang thé co tinh dac
hiéu va 4i luc cao d6i vdi thu thé. Dac biét 1a tinh ddc hiéu cao lam gidm nguy co phéan
mg chéo cua khang thé va do d6 lam gidm cac tac dung phu bat loi va ai luc cao lam
tang hiéu lyc va hiu qua cta viéc st dung né. Cling c6 thé mong mudn ring cic khéng
thé nay khong phong bé, tirc 1a lién két cua chiing v6i thu thé Fc thong qua ving bién dbi
ctia chiing khong giy anh huéng dén lién két cia phtre hgp mién dich (IC) hoic IgG két
tu 1én voi té bao. Ngoai ra, dic tinh c6 loi c¢6 thé mong mudn cao ctia khang thé khang
FcyRIIB 1a n6 tac dong dén co ché két hop tic ché FcyRIIB dé kiém soat su hoat héa té
bao B. Cu thé 14, biét ring phin trong té bao ciia FcyRIIB chaa ITIM va su truyén tin
hiéu qua cac thu thé chira ITIM thudng 1a tic ché trong qua trinh diéu hoa cta hé mién

dich. Nhu dugc md ta trén day, FeyRIIB dugce biét 12 ¢6 chirc nang diéu hoa trc ché khi
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duoc lién két bai cac phan Fe cia phan tir IgG. Do d6, c¢6 thé mong mudn loi dung chire
ning diéu hoa e ché nay cua FcyRIIB nhiam kiém soat té bao B ¢6 lién quan dén bénh tu

mién, khong ké cac bénh khac.

Nhin chung, mic du gii phdp k¥ thuit di biét da boc 16 mot sé khang thé khang
FcyRIIB ¢6 tinh diic hiéu va ai luc khac nhau, van ¢6 nhu ciu ddi véi khéng thé khang
FcyRIIB duoc cai thién dé st dung trong diéu tri, ngan ngua va chén doan bénh tu mién

& doi tuong.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché dap Ung nhu cau nay bang cach dé xuat cac khang thé dugc mo ta dudi
ddy, dugc mod ta dic trung trong yéu cau bao hd va dugc minh hoa bing cic vi du va

hinh vé di kem.

Bat ngd nhit 13, céc tac gia sang ché dd nhan thdy ring cac khang thé duoc dé xuét
boi sang ché lam ting dang ké qua trinh phosphoryl héa ITIM. So véi cac khang thé
trong céc giai phap k¥ thuat da biét ma ciing lién két dic hiéu véi FcyRIIB, bat ngd 1a
céc khang thé theo sang ché thé hién tac dong manh hon nhiéu 1én qua trinh phosphoryl
héa ITIM ma khong thé du doan dugc. Téac dong manh hon nhidu nay 1a c¢6 loi. Cu thé
13, mbi lién két hoat héa-trc ché, su két cdp cua tin hi€éu duong véi vong e ché, kiém
sodt cuong do va thoi gian ctia nhidu qua trinh sinh hoc. Trong té bao lympho B, viéc
nhan dién khang nguyén béi thu thé té bao B (B cell receptor-BCR) kiéu dong vo tinh
bao gbém tin hiéu ma c6 thé chi phdi qua trinh mé& rong dong, biét hda, gidi phéng
xytokin, va, cudi cung 1a san sinh Ig. Su hoat hoa khong kiém soat duoc dugc ngén chin
bang cach lam tiéu hét cac tac nhan hoat hoa cling nhu bang cach khéi dong vong phan
héi 4m lién quan dén sy tham gia ctia thu thé trc ché Fey (Fey receptor-FcyR), FcyRIIb
(CD32B). Co ché sau dugc kich hoat khi BCR nhan dién khéng nguyén phirc hop mién
dich, din dén su tham gia d@)ng thoi cia CD32B nho vung Fe ctia IgG lién két phtc, do
d6 ngan chin su biéu hién cta dong té bao B ¢6 cung ddc tinh v6i dic tinh duoc nhin
dién bdi IgG tan duge. Do d6, chién luge diéu hoa 4m tinh thanh cong can phai tao ra co

sO phén tir cho vong truyén tin hiéu 4m tinh.

Cac khang thé dugc dé xudt bsi sang ché thé hién tic dong manh dang ké lén qua
trinh phosphoryl hoa ITIM ctia CD32B va, do d6, chiing duoc mong doi 13 ¢6 tac dong

manh 1én vong truyén tin hidu am tinh duoc kich hoat béi qud trinh phosphoryl héa ITIM
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cia CD32B, vong nay lai kiém soat t€ bao B ma li€n quan dén cac bénh ty mién, chua ké

cac bénh khac.

Cu thé 13, khang thé theo sang ché t&t hon 1a 1am ting qua trinh phosphoryl hoa
ITIM ctia FeyRIIB trong té bao Daudi so véi té bao Daudi khong duoc xtt Iy bang khang
thé nay. Tét hon 1a 1am tang 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, hodc 10 1an. Tir cac khang thé theo
giai phap da biét ma lién két véi CD32B, dic tinh loi thé ctia cac khang thé theo sang ché
c6 thé 1a khong du doén dugc hay biét trude dugc, chua noi dén viée ¢é su ky vong hop
ly 1a tao ra ching thanh cong, cu thé 1a CDR hodc chudi ning va/hoic chudi nhe bién dbi
nhu duoc xac dinh dic trung & day. Ngoai dédc tinh duoc cdi thién nay cla cic khang thé
theo sang ché, cac khang thé dugc mé ta ¢ ddy ciing c6 tinh dic hiéu cao ddi véi
FcyRIIB cuia ngudi va/hoidc khong phong bé, tie 13, sy lién két cua chiing véi thu thé Fe
thong qua (cac) viing bién ddi ctia chiing khong gdy anh hudng dén lién két ctia cac phirc

hop mién dich (phirc hop mién dich-IC) hoic IgG két tu vai té bao.

Do d6, sang ché d& xuit khang thé khang FcyRIIB, t6t hon 13 typ IgG, bao gdm
ving bién d6i cua chudi ning cia né H-CDRI, H-CDR2 va H-CDR3 c¢6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO. 29, 30 va 31 va ving bién ddi cta chudi nhe cia né L-CDRI, L-
CDR2 va L-CDR3 c¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 32, 33 va 34. Khang thé nay lam
ting qué trinh phosphoryl hoa ITIM cta FeyRIIB trong té bao Daudi tir 4 dén 10 14n so
v6i té bao Daudi khong duoc xir 1y bing khang thé nay.

M5 ta viin tit cac hinh vé
FIG.1: Phan tich cong hudng plasmon bé mit 8A6 dugc lam tuong thich véi ngudi

theo SEQ. ID. No. 3 va 4 & dang kiéu dai hodc dang N297A, ch8A6 N297A (theo SEQ.
ID. NO. 14 va 15 va chGB3 N297A.

FIG.2: Trinh tu cia hu8A6_wt va hu8A6 _N297A thé hién vi tri thay ddi axit amin
N thanh A & dang N297A.

FIG.3: Dic tinh khong phong bé ciia ch8A6 N297A. Té bao Raji dugce u véi
lugng khong ddi IgG két tu cla nguoi va lugng thay dbi cia ch8A6 N297A,
chGB3_N297A hodc khing thé phong bé 2B6 hoic R&D Ab. Céc khang thé theo séng
ché 1 khong phong bé.

FIG.4: Lién két tir 15pg/ml dén 0,005pg/ml cta khang thé Protein A duoc tinh sach
(hu8A6_VL + hu8A6_VH va ch8A6 N297A) véi FeyRIIB nguyén thé duoc biéu hién
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trén té bao Raji. Céc bién thé 8A6 dugc 1am tuong thich véi ngudi lién két véi 4i luc cao

v6i FeyRIIB dugc biéu hién trén té bao Raji.

FIG.5: Lién két cia 15 pg/ml khéng thé (hu8A6 VH + hu8A6 VL va
ch8A6_N297A) v6i FcyRIIA nguyén thé duoc biéu hién trén té bao K562. Cac khang thé
theo sang ché khéng lién két voi F cYRIIA trén K-562.

FIG.6a: Qua trinh phosphoryl hoa ITIM dugc lam ting boi 8A6 thé kham
(ch8A6_N297A) trong PBMC tir ngudi hién khée manh. PBMC tur ngudi hién khoe
manh dugc phan 1ap bing quy trinh tach Ficoll va sau d6 dé khong xt 1y hodc dugc u
trong 25 phit v6i hdn hop khang thé gdm khang IgM (khang nguoi, chudt) va khang IgG
cta chudt (thd). Sau dé té bao duogc xi Iy 20 phut voi Spg/mL ch8A6 N297A hodc dung
dich dém lam ddi chiing (khdng c6 khang thé). Té bao duoc thu gom sau khi 1 va ly giai
theo quy trinh chuan. Dich ly giai dugc dua vao phén tich WB. -Actin = d6i ching tai.

FIG.6b: Thit nghiém dbi chimg cho qué trinh phosphoryl héa ITIM. Té bao Daudi
duoc dé khong xir Iy hodc duge xit Iy trong 25 phit v6i khang thé isotyp ddi chung,
khéng thé da dong Khang IgM (da dong khang hIgM), don dong khang IgM ctia ngudi
(khdng hIgM), khang hIgM + Spg/mL ch8A6 N297A, khang IgG cua chudt tir thé (o-
IgG cua chudt), o-IgG cta chudt+5pg/mL ch8A6 N297A, hdn hop gdm khang hIgM va
a-IgG cta chudt (hdn hgp Ab) hoic hdn hop Ab + 5pg/mL ch8A6 N297A). B-Actin =
ddi chung tai.

FIG.6¢c: Khéng thé theo sang ché lam tang qua trinh phosphoryl héa ITIM khi cé
hodc khong c6 mit lién két ngang/lién két cua BCR va Fc gamma RIIB trong PBMC
nguyén thuy.

FIG.7: So sanh ch8A6 N297A véi khing thé trong giai phap d3 biét
(chGB3 N297A). Té bao Daudi nguoi duoc u trong 25 phut v6i hdn hop khang thé gdm
khang IgM (khang nguoi, chudt) va khang IgG ctia chudt (thd) hodc dé khong xir Iy. Sau
d6 t€ bao hodc dugc x& ly 20 phut v6i lugng thay ddi ctia chGB3 N297A hoic
ch8A6_N297A hoidc dung dich dém lam ddi ching (w/0). Té bao duoc thu gom sau khi u
va ly gidi theo quy trinh chudn. Dich ly giai dugc dua vao phan tich WB. B-Actin = d6i
chung tai.

FIG.8: So sanh tic dong cua bién thé dwgc lam twong thich véi nguoi

hu8A6_N297A va ch8A6_N297A va chGB3_N297A 1én qu4 trinh phosphoryl héa ITIM
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trong PBMC nguyén thiiy. Sau khi lién két ngang ctia BCR va FcyRIIB nhd hdn hop
khang thé nay, cac khang thé khac nhau duge bd sung & nong do 5 pg/ml va phén tich
thdm tach Western ddi v6i qué trinh phosphoryl héa ITIM dugc thuc hién. B-Actin = d6i
ching tai.

FIG.9: Qua trinh két tia mién dich ddng thoi cua SHIP-1 dugc phosphoryl héa véi
ITIM cta FeyRIIB. Sau khi kich thich trong té bao Daudi bang hén hop khang thé nay va
hodc ch8A6 N297A, khang thé phong bé khang FcyRIIB 2B6 hoic chGB3 N297A (Sug
/mL), FcyRIIB duge két tia tir dich ly giai té bao va phén tich thdm tach Western dugc
thyuc hién ddi v6i phosphataza SHIP-1. Khang CD32 st dung khang thé ban khang CD32

(AF1330) = d6i chimg tai.

FIG.10: So sanh cac bién thé 8A6 dugc lam twong thich voi nguoi (hu8A6-
VH10+VL2/VH10+VL6/ VHI10+VL7/VH12+VL2/VH12+VL6/VH12+VL7) voi
ch8A6 N297A. Té bao Daudi dugc dé u trong 25 phut véi dung dich dém (khdng duoc
xtr 1) hodc hdn hop (hdn hop khéng thé) chira khang IgM (khang ngudi, chudt) va
khéng IgG cta chudt (thd). Sau d6 té bao hoic duge xu ly 20 phut véi 0,25pg/mL
ch8A6 N297A hoic cic bién thé 8A6 duoc lam tuong thich v6i nguoi (hu8A6-
VHI10+VL2/VHI10+VL6/ VH10+VL7/VHI2+VL2/VHI2+VL6/VHI2+VL7). Té bao
dugc thu gom sau khi 4 va ly giai theo quy trinh chuan. Dich ly giai dugc dua vao phan

tich WB. B-Actin = ddi ching ti.

FIG.11: So sanh cac bién thé 8A6 duoc lam tuong thich véi nguoi (hu8A6-
VH10+VL2/VH10+VL6/ VHI10+VL7/VH12+VL2/VH12+VL6/VH12+VL7) voi
ch8A6_N297A, khang thé phong bé khang FcyRIIB va chGB3 N297A. Té bao Daudi
dugc dé u trong 25 phat véi dung dich dém (khong duge xi 1y) hodc hdn hop (hdn hop
khang thé) chtra khang IgM (khang nguoi, chudt) va khang IgG cua chudt (thd). Sau do
té bao hogc dugc xir Iy 20 phut v6i 0,25ug/mL ch8A6 N297A, céc bién thé 8A6 duogc
lam tuong thich véi nguoi (hu8A6-VH10+VL2/VH10+VL6/
VH10+VL7/VH12+VL2/VHI12+VL6/VH12+VL7), thé khang phong bé khang FcyRIIB
2B6 hodc chGB3 N297A. Té bao duoc thu gom sau khi 1, ly giai theo quy trinh chuin
va dugc phan tich trong thir nghiém thdm tach Western. Dich ly giai dugc dua vao phan
tich WB. B-Actin = ddi ching tai.
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FIG.12: Thiét 1ap thir nghiém cho mé hinh chudt SLE-PBL. PBL tir nguoi bénh
SLE cua nguoi dugc chuyén vao chudt dugc gay tdn thuong mién dich. Té bao PBL
dugc ghép va sau d6 chudt duge xir Iy véi dbi chung (PBS) hodc khang thé
ch8A6 N297A khang FcyRIIB theo sang ché.

FIG.13: Téng muc IgG ciia ngudi [pg/mL] & chudt duoc ghép PBL tir ddi tuong
cho 12 ngudi mic SLE. Puoc md ta trén hinh vé 1a chudt duge xir ly véi ddi chung (#2,

PBS) hodc ch8A6 N297A (#3 va #4).

FIG.14: Sy giam IgG khang ADN cua nguoi dic hi€u bénh ¢ chudt duoc xur ly
bang ch8A6 N297A bét dau trong tudn 4 sau khi chuyén/ghép SLE-PBL nhd st dung
PBL tir d6i twong cho 12 ngudi mic SLE. Puoc mé ta 1a d chuén IgG khang ADN & hai
con chut khac nhau, #3 va #4 (dugc xir Iy bing ch8A6 N297A), #2 thé hién dbi ching
PBS.

MG ta chi tiét sang ché

Fig.7 cho thdy ring khang thé trong giai phap ky thuit da biét GB3 (xem
WO 2005/051999) va 2B6 (xem WO 2004/016750) khong thé lam ting qua trinh
phosphoryl héa ITIM ctia FeyRIIB nhur ¢6 thé duge 1am ting boi khang thé theo sang
ché, nhu 8A6 — hoic nhu khang thé 8A6 thé kham hodc dwoc lam twong thich v6i ngudi.
Kha ning hodc khong c¢6 kha nang lam tang qua trinh phosphoryl héa ITIM cta FcyRIIB
do d6 duong nhu lan lugt phu thude vao CDR, cu thé 1a vao m@t} ) géc then chdt c6 mit
trong 8A6, nhung khong c6 trong GB3 va/hodc 2B6, tuong tng. Do vy, céc axit amin
ma chi c6 trong CDR cua 8A6 & céc vi tri ma tuwong Gng vGi cac vi tri twong Gng trong

CDR ctia 2B6 hodc GB3 ¢6 thé duoc xem 12 “cac gbc then chét”.

Viéc so sanh CDR bang cach quan sat tir 2B6, GB3 va 8A6 vé cac gbc then chét
cho thiy riang khang thé theo sang ché chira trong H-CDR1 trinh ty axit amin ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO. 29, trong H-CDR2 né gbm trinh tu axit amin c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO. 30, trong H-CDR3 né gdm trinh tu axit amin ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO. 31, trong L-CDR1 n6 gdm trinh tw axit amin ¢ trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 32, trong L-CDR2 n6 gdm trinh ty axit amin c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 33
va trong L-CDR3 n6 gdm trinh tw axit amin ¢6 trinh t néu trong SEQ ID NO. 34.

Su khac nhau gifta cac trinh tu axit amin cia CDR cta 8A6, GB3 va 2B6 ciing ¢6

thé dugc thé hién & muc do trong dong (theo % do tuong dong) ma dugce cho phép trong
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CDR cua khang thé theo sang ché khi str dung CDR cta 8A6 lam trinh ty tham chiéu.
Theo d6, H-CDR1 ctia khéng thé theo sang ché tét hon, dugc dic trung 13 ¢6 muc do
tuong déng la 60% hoac cao hon, nhu 70%, 80% hodc 90% so v6i H-CDRI1 c¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO. 20.

H-CDR2 ctia khang thé theo sang ché t6t hon, dugc dic trung 14 ¢6 mirc do twong
dé)ng 1a 36% hodc cao hon, nhu 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, hodc 90% so véi H-CDR2
¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO. 21.

H-CDR3 ctia khang thé theo sang ché tt hon, dugc dic trung 13 ¢6 muc do tuong
déng 1a 50% hodc cao hon, nhu 60%, 70%, 80%, hoac 90% so v6i H-CDR3 ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO. 22.

L-CDRI cua khéng thé theo sang ché tét hon, duogc dic trung 1a ¢c6 mtc do tuong
déng l1a 64% hodc cao hon, nhu 70%, 80%, hodc 90% so véi L-CDR1 ¢ trinh tuy néu
trong SEQ ID NO. 23.

L-CDR2 ctia khang thé theo sang ché tbt hon, dugc dic trung la c6 mirc do tuong
déng 1a 29% hodc cao hon, nhu 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, hodc 90% so voi L-
CDR2 ¢0 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 24.

L-CDR3 cua khang thé theo sang ché tét hon, dugc ddc trung la ¢6 mirc do tuong
déng la 78% hodc cao hon, nhu 80%, hodc 90% so véi L-CDR3 ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO. 25.

Theo d6, sang ché dé xut khang thé khang FcyRIIB, chta trong vung bién dbi cta
chudi ning cia né trinh ty H-CDRI ma ¢6 mirc d6 twong ddng 1a 60% hodc cao hon so
v6i trinh tw H-CDR1 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 20, trinh tuy H-CDR2 ma c6 mtc
do twong ddng 1a 36% hodc cao hon so véi trinh tw H-CDR2 ¢6 trinh tw néu trong SEQ
ID NO. 21, trinh tw H-CDR3 ma c6 mtic d9 tuong dong 1a 50% hodc cao hon so véi trinh
tu H-CDR3 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 22, trinh ty L-CDR1 ma c¢6 muc do tuong
dong 14 64% hoic cao hon so véi trinh tw L-CDR1 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 23,
trinh tw L-CDR2 ma c¢é mirc dj tuong déng 1a 29% hodc cao hon so véi trinh tu L-CDR2
c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 24, va trinh tu L-CDR3 ma c6 mitc d6 twong ddng 1a
78% hodc cao hon so v6i trinh tw L-CDR3 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 25.
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Tét hon 13, khang thé nay van chtra trong CDR ving bién di chudi ning va chudi
nhe cia nd “cac géc then chét” nhu dugc x4c dinh trong trinh ty SEQ ID NO. 29, 30, 31
(H-CDR) va nhu dugc x4c dinh trong trinh ty SEQ ID NO. 32, 33 va 34 (L-CDR).

Khang thé nay tét hon 1a 1am ting qué trinh phosphoryl héa ITIM cta FcyRIIB
trong té bao Daudi tir 4 dén 10 1an so véi té bao Daudi khong duoc xir 1y bang khang thé
nay.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “% do twong dong” chi ty 1& phin trim cta céc
gbc axit amin giéng nhau & vi tri tuong ung trong trinh tu khi so sanh hai trinh ty axit
amin v&i su canh théng trinh tu t8i vu nhu dugc minh hoa b:?mg cac k¥ thuat Clustal W
hodc X ¢6 sin trén www.clustal.org, hodc k§ thuét twong duong. Vi du, trong truong hop
canh thing CDR, m&i CDR (lan luot tir ving bién ddi cua chudi ning va chudi nhe) c6
trinh tu néu trong SEQ ID NO. 20-25 1an luot 14 trinh ty tham chiéu déi véi trinh tu CDR
dich cta vung bién dbi cta chudi ning va chudi nhe, vi du H-CDR1 ctia SEQ ID NO. 20
duoc canh thing véi H-CDR1 dich. Theo do, ca hai trinh tu (trinh ty tham chiéu va trinh
tu dich) dugc canh thang, cic gdc axit amin gibng nhau giita hai trinh tu nay dugc xac
dinh va tong s axit amin gidng nhau lan lugt chia cho tong s6 axit amin (chiu dai axit
amin) cua trinh tu SEQ ID NO. 20, 21, 22, 23,24, hodc 25, tuy thudc vao H-CDR1, H-
CDR2, H-CDR3, L-CDRI1, L-CDR2, hogc L-CDR3 dugc canh thing. Két qua cta phép

chia nay 1a gia tri phan tram, tuc la gi4 tri phan tram/muc do tuong dong.

Céc trinh ty H-CDRI ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 14 va 20 1a céc trinh tu
loai duoc vu tién ctia H-CDR1 ¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO. 209.

Cac trinh tu H-CDR2 c¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 15 va 21 1a céc trinh tu
loai dugc uu tién ctia H-CDR2 ¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO. 30.

Cac trinh ty H-CDR3 c¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 16 va 22 la céc trinh tu
loai duoc vu tién cia H-CDR3 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 31.

Céc trinh tu L-CDRI1 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 17 va 23 la céc trinh tu loai
dugc uu tién cua L-CDRI1 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 32.

Cac trinh tu L-CDR2 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 18 va 24 1a céc trinh tu loai
dugc uu tién cua L-CDR2 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 33.

Cac trinh tu L-CDR3 ¢6 trinh tuy néu trong SEQ ID NO. 19 va 25 1a céc trinh tu loai
dugc uu tién cua L-CDR3 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 34.
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Theo d6, sang ché dé xuat khang thé khang FcyRIIB, tét hon 1a typ IgG, khang thé
nay

chira trong ving bién dbi ctia chudi nang ctia n6 H-CDR1, H-CDR2 va H-CDR3 ¢6
trinh tu néu trong SEQ ID NO. 14, 15 va 16 va trong ving bién dbi ctia chudi nhe cta no

L-CDRI, L-CDR2 va L-CDR3 c¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO. 17, 18 va 19; hodc

chira trong viing bién ddi ctia chudi ning ciia né6 H-CDR1, H-CDR2 va H-CDR3 ¢6
trinh ty néu trong SEQ ID NO. 20, 21 va 22 va trong ving bién dbi ctia chudi nhe ctia n6

L-CDRI, L-CDR2 va L-CDR3 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 23, 24 va 25,

trong d6 khang thé nay t6t hon 1a 1am ting qué trinh phosphoryl hoa ITIM cuia
FcyRIIB trong té bao Daudi tir 4 dén 10 14n so v&i té bao Daudi khong duoc xt 1y bing
khéng thé nay.

Khéng thé khang FcyRIIB chta trong ving bién ddi cﬁé chudi ning cta né H-
CDRI1, H-CDR2 va H-CDR3 c¢¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO. 14, 15 va 16 va trong
viing bién ddi cta chudi nhe ctia nd L-CDR1I, L-CDR2 va L-CDR3 ¢6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO. 17, 18 va 19, hoic c¢6 trong ving bién ddi ctia chudi ning cia né H-CDRI,
H-CDR2 va H-CDR3 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 20, 21 va 22 va trong ving bién
ddi cua chudi nhe cua n6 L-CDR1, L-CDR2 va L-CDR3 ¢¢ trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 23, 24 va 25 la cac khang thé dugc wu tién. Cac khang thé duge wu tién nay t6t hon
1a 1am ting qué trinh phosphoryl héa ITIM ciia FeyRIIB trong té bao Daudi tir 4 dén 10

1an so v6i té bao Daudi khong duoc xir Iy bing khang thé nay.

“Khéang thé” theo sang ché 1a protein chira mot hodc nhidu polypeptit (chtra mot
hodc nhiéu vung lién két, t6t hon 1a viing lién két khang nguyén) dugc ma héa vé co ban
hozic mdt phan bdi cac gen globulin min dich hodc cac doan cla gen globulin mién
dich. Thuét ngt "globulin mién dich" (Ig) dugc dung thay thé v6i "khang thé" theo sang
ché. Gen globulin mién dich duoc nhan dién bao gdm cic gen ving hing dinh kappa,
lambda, alpha, gamma, delta, epsilon va mu, ciing nhu vo sb gen ving bién dbi cua
globulin mién dich. Cu thé 1a, “khéng thé” khi duoc st dung ¢ day, thuong la protein
tetrame dugc glycosyl hoa gdm hai chudi nhe (L), mdi chudi khoang 25 kDa va hai chudi
ning (H), mdi chudi khoang 50 kDa. Hai loai chudi nhe, 14 lambda va kappa, c6 thé duoc
tim thiy trong cc khang thé. Tiy thudc vao trinh tu axit amin.ctia viing hing dinh ciia

chudi ning, globulin mién dich c6 thé dugc chia thanh nam 16p chinh: A, D, E, G, va M,
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va mdt vai trong s6 cac 16p nay c6 thé con duge chia thanh cac 16p phu (isotyp), vi du,
IgGl, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl, va IgA2, véi IgG duge uwu tién trong pham vi sing ché.
Khang thé theo sang ché ciing dugc duy tinh ¢6 ving hang dinh IgE hodc phin ciia n6 ma
duoc lién két boi thu thé I epsilon Fe. Khang thd IgM gbm 5 tidu phdn co ban la
heterotetrame cuing véi mot polypeptit bd sung duge goi 1a chudi J, va chta 10 vi trf lién
két voi khang nguyén, trong khi cac khang thé IgA chira tir 2-5 tidu phan gdm 4 chudi
ma c6 thé polyme héa tao ra td hop da tri két hop véi chudi J: Trong trudng hop IgG,
tiéu phan gém 4 chudi thuong 1a 150.000 dalton. M3i chudi nhe gdm vingn bién ddi (V)
(VL) va ving hing dinh (C) (CL) dau tan N. M3i chudi ning gdm ving V (VH) dau N,

ba hodc bén doamin C (CH), va ving ban 1&.

Céc ving hiang dinh khong tham gia truc tiép vao lién két ciia khang thé véi khang
nguyén, nhung c6 thé biéu hién nhiéu chirc nang phan tng khac nhau, nhu sy tham gia
clia hién tugng giy doc t& bao do té bao phu thudc khang thé (antibody dependent
cellular cytotoxicity - ADCC). Néu khang thé gay ra ADCC, t6t hon khéng thé nay 1a typ
phu IgG1, trong khi typ phu IgG4 khong c6 kha nang gy ra ADCC.

Khi duge st dung & ddy thuat ngit "khang thé" khong nhirng dé chi globulin mién
dich (hozc khang thé nguyén ven), ma con chi phan doan ctia n6, va bao gdm polypeptit
bat ky chtra phan doan lién két véi khang nguyén hodc ving lién két v6i khang nguyén.
Tét hon 14, phan doan nhu Fab, F(ab'), F(ab'),, Fv, scFv, Fd, Fvs c6 lién két disulfit
(sdFv), va cac phan doan khang thé khac ma gitr lai chirc ning lién két voi khang nguyén
nhu dugc md ta ¢ ddy. Thong thuong, cac phan doan nay s& chtra ving lién két véi

khang nguyén va c6 dic tinh gidng véi cac khang thé duoc mo ta & day.

Thuét ngit “khang thé* con bao gdm nhung khong chi gii han &, ma bao gdm cac
khang thé don dong, khang thé dic hiéu don, khang thé da ddc hiéu nhu khang thé dic
hiéu kép, khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi, khang thé duoc lam tuong thich véi
lac da, khang thé nguoi, khang thé chudi don, khéang thé thé khém, khang thé téng hop,
khang thé tai t6 hop, khang thé lai, khang thé dot bién, khang thé ghép, va khang thé
dugc tao ra in vitro, voi khang thé thé kham hodc khang thé dugce 1am tuong thich véi
nguoi 1a duoc uvu tién. Thuat ngit "khang thé duge lam twong thich voi nguoi" duge dinh
nghia phd bién ddi véi khang thé ma trong d6 CDR ma hoa tinh dac hiéu cta HC va LC
dugc chuyén vao khung bién ddi thich hop cia nguoi ("ghép CDR "). Thuit ngit “khang
thé” con gdm scFv, khéang thé chudi don, khang thé nhi phan (diabody), hodc khang thé
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t phan (tetrabody), cac khang thé ving (domain antibodies-dAbs) va nanobody. Trong
pham vi sang ché, thuat ngit “khéang thé” cling bao gém cac khang thé hai, ba hodc nhidu
tiéu phan hoic hai, ba hodc nhiu chtrc ning c¢6 mét sb vi tri lién két véi khang nguyén,

t6t hon it nhat mot trong sb ching 14 vi tri lién két ddc hiéu FeyRIIB.

Hon thé nita, thudt ngit "khang th&" nhu dugc st dung trong sang ché con dé chi
cac dan xudt ctia khang thé (bao gdm céc phén doan) dugc mo ta & day. "Dan xuét" cia
khang thé chtra trinh tu axit amin da dugc thay d6i bang cach dua vao céac su thay thé,
loai bé hodc thém gdc axit amin. Ngoai ra, din xut bao gdm cac khang thé ma da duogc
cai bién bang cach gin két cdng hoa tri ctia phan tir loai bat ky véi khang thé hodc
protein. Vi du vé cic phin t nay gébm duong, PEG, cac nhom hydroxyl-, etoxy-,
carboxy- hodc amin nhung khong chi gi¢i han ¢ cac phén ti ne‘ly. Thuc vay, céc cai bién
cong hoéa tri clia cdc khang thé dan dén qua trinh glycosyl hda, pegyl hoéa, axetyl hoa,

phosphoryl héa, amit hda, ma khong chi gidi han & cac cai bién nay.

Khéng thé theo sang ché t6t hon 1a khang thé “phén l4p duoc”. “Phan 1ap dugc” khi
duge st dung dé mo ta cac khang thé dugc boc 16 & day, chi khang thé ma da duge nhan
dang, phan tach va/hodc thu hoi tir thanh phén ciia moi trudng san xuit n6. Tt hon 1a,
khang thé phan 14p dwoc khong chta cac thanh phan khac tir méi trudong san xuit no.
Cac thanh than tap nhiém tir moi truong san xuit né, nhu tir t& bao chuyén nhim tai
hop, 1a vat liéu ma thuong giy can tré dbi véi viee st dung dé chdn doan hodc diéu tri
ddi v6i polypeptit, va c6 thé bao gdm enzym, hormon, va cic chét hoa tan ¢6 ban chét 1a
protein hodc khong phai protein khéac. Theo cac phuong an duoc uu tién, khang thé s&
dugc tinh ché (1) dén mirc d6 du dé thu duogc it nhét 15 gde cua ddu N hodc trinh ty axit
amin bén trong bang cich sir dung may giai trinh tu cdc quay tron, hozc (2) dén khi dong
nhit bing SDS-PAGE trong cac diéu kién khong khir hoic khir nhd st dung thube
nhudm xanh Coomassie hoic, tot hon 13, bac. Tuy nhién, thong thuong, khang thé phéan

lap dugc s& duoc didu ché bang it nhit mdt bude tinh ché.

Nhu dugce st dung & ddy, thuat ngit “lién két dac hiéu” chi cac khang thé hodc cac
phan doan hodc din xuét cia n6 ma lién két ddc hiéu v6i FeyRIIB hodc phan doan cia nd
va khong lién két dac hiéu voi thu thé Fc khac. Cac khéng thé hodc cac phan doan hoac
din xuét cta né theo sang ché lién két voi FeyRIIB thong qua viing bién dbi ciia khang
thé. Tuy nhién, céc khang thé nay ciing c¢6 thé duoc lién két boi Fe gamma RIIB théng

qua vung Fc cua chung.
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Viée bit cip ctia VH va VL vé6i nhau tao ra vi tri lién két khang nguyén don nhit.
Ving CH & gan nhit v6i VH duoc ky hiu 1a CH1. Mbi chudi L duge lién két v6i chudi
H bing mot lién két disulfit cong hoa tri, trong khi hai chudi H dugc lién két v6i nhau
bang mdt hodc nhiéu lién két disulfit tiy thudc vao isotyp chudi H. Cac ving VH va VL
gdm bén vung trinh tu twong dbi bao thu duoc goi la ving khung (FR1, FR2, FR3, va
FR4), tao thanh gia d& cho ba ving trinh tu siéu bién (ving quyét dinh bd thé,
complementarity determining region -CDR). CDR chtra hdu hét gdc chiu trach nhiém dbi
vé6i cac tuong tac dic hidu cua khang thé véi khang nguyén. CDR duge goi 1a CDR 1,
CDR2, va CDR3. Theo d6, CDR céu thanh trén chudi nang dugc goi la HI hodc H-
CDRI1, H2 hodc H-CDR2 va H3 hodc H-CDR3, trong khi CDR c4u thanh trén chudi nhe
dugce goi la L1 hodc L-CDR1, L2 hodc L-CDR2, va L3 hodc L-CDR3.

Thuat ngit "bién ddi" chi cac phan ciia ving globulin mién dich ma bidu hién su
bién doi trong trinh ty cuia ching va li€én quan dén viéc xac dinh tinh dac hiéu va ai luc
lién két cua khang thé cu thé (tirc 13, "(cac) ving bién dbi"). Su thay ddi khong duoc
phan bb déu khip cac viung bién ddi cta khang thé; n6 tap trung & cac ving phu ctia mdi
ving bién ddi cta chudi ning va chudi nhe. Cac ving phu nay duge goi 1a "ving quyét
dinh b6 thé" (CDR). Thuat ngit "CDR", va sb nhiéu ctia n6 " cdac CDR", chi ving quyét
dinh bd thé (CDR) trong d6 ba ving tao nén dic tinh lién két cta viing bién dbi cia
chudi nhe (L1-CDRL1, L2-CDR va L3-CDR) va trong d6 ba vung tao nén dic tinh lién
két ctia viing bién ddi ctia chudi nang (H1-CDR, H2-CDR va H3-CDR). CDR gép phan
vao hoat tinh chirc nang cta phan tir khang thé va duoc phan tach béi trinh tu axit amin
ma chtra cdc vung gian hodc khung. Puong ranh gi6i va chiéu dai chinh x4c cia CDR
xac dinh dugc dua vao hé théng danh sé va phan loai khac nhau. CDR do d6 c6 thé duge
201 béng Kabat, Chothia, lién hé hodc dinh nghia ranh gidi bét ky khéc, bao g&n hé
thong danh sé dugec mé ta & day. Mic du khac nhau cic dudng ranh giéi, moi hé thong
ndy ¢6 muc do tring lip ndo d6 ciu thanh nén "ving siéu bién" bén trong céc trinh tu
bién ddi. Pinh nghia CDR theo c4c hé théng nay do d6 c6 thé khac nhau vé chidu dai va
ving ranh giéi dbi véi ving khung lan cdn. Xem vi du Kabat, Chothia, va/hodc
MacCallum et al., (Kabat et al., loc. cit.; Chothia et al., J. Mol. Biol, 1987, 196: 901; va
MacCallum et al, J. Mol. Biol, 1996, 262: 732). Tuy nhién, viéc danh sé theo hé théng

Kabat duogc uu tién.
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Céc vung bieén doi duoc uu tién ciia khang thé theo sang ché c6 trinh tu néu trong

SEQIDNO. 1, 2, 3, va 4.

Thuét ngit "ving khung" chi phan duoc nhan dang trong linh vuc cta ving bién ddi
cta khang thé ma ton tai giita cic CDR khac nhau nhiu hon (tGc 13, siéu bién). Cac
ving khung nay thuong duoc goi la cac khung 1 dén 4 (FR1, FR2, FR3, va FR4) va tao
ra gian dé trinh dién sau CDR (ba tir chudi ning va ba tir chudi nhe) trong khéng gian ba

chiéu, tao ra bé mat lién ket vai khang nguyén.

Céc khang thé (bao gdm cac phan doan va din xuét cta no) theo sang ché t6t hon 1a
hodc ¢6 loi thé 1a lam ting qué trinh phosphoryl héa ITIM ctia FeyRIIB trong té bao
Daudi khoang 4 hoic cao hon 4 1an, nhu khoadng 4 14n hodc cao hon, khoang 5 14n hodc
cao hon, khoang 6 lan hoic cao hon, khoang 7 14n hodc cao hon, khoang 8 1in hoic cao
hon, khoang 9 1an hodc cao hon hodc khoang 10 14n (tirc 1a gan bang 10 1an) so véi té
bao Daudi khong dwoc xtr Iy bang khang thé nay. Dé so sanh, ca hai khang thé theo sang
ché tét hon 1a duoc sur dung v&i lugng nim trong khoang tir Spug/ml dén 50pg/ml, nhu

10, 15, 20, hodc 25ug/ml.

Tu két qua dugc thé hién trén Fig.6, 7 va 8, thiy ring hodc khang thé thé kham 8A6
(ch8A6) (chtta ving bién dbi cia chudt va ving hing dinh cta nguoi) hodc khang thé
dugc lam tuong thich véi ngudi 8A6 (hu8A6) 1am ting dang ké Qué trinh phosphoryl hoa
ITIM so v6i khang thé GB3 trong giai phap da biét. Luu y rang CDR gita cac khang thé
8A6 thé kham va dugc lam twong thich voi ngudi gan nhu gidng nhau, trong khi céc
khung cua n6 (FR) khéac nhau, va hiu lyc cia ci hai khang thé lam ting qué trinh
phosphoryl héa ITIM cia FcyRIIBs 1a gan nhu giéng nhau (xem Fig.8), s€ 1a hop ly khi
két luan ring CDR la nguyén nhan din dén dic tinh c6 loi cua céc khang thé theo sang

ché dé lam tang dang ké qua trinh phosphoryl hoa ITIM, vi du, so véi khang thé GB3.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc dé dang thuc hién ghép CDR nhu
duoc mo ta & day ddi voi cac khang thé theo sang ché vao khung thich hop hodc, nguoc
lai, ghép cac khung doc vao khang thé c6 CDR cua khang thé theo sang ché sao cho
khéng thé thu duoc tir d6 c6 dic tinh c6 loi, cu thé 1a dic tinh lam tdng qué trinh

phosphoryl hoa ITIM ctia CD32B nhu dugc mo ta & day.

Nhu da dé cap, khang thé theo sang ché c6 dic tinh t&t hon hodc ¢6 loi hon dé lam

tang qua trinh phosphoryl héa ITIM ctia FcyRIIB (CD32B) trong té bao Daudi, vi dy, so
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v6i khang thé GB3 trong giai phap da biét dugc mé ta trong WO 2005/051999, khang
thé nay dugc xdc dinh ddc trung 1a ¢6 ving bién ddi caa chudi nang dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 7 cua WO 2005/051999 (xem SEQ ID NO. 26) va ving bién dbi cua chudi
nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5 ctia WO 2005/051999 (xem SEQ ID NO. 27).

Viéc 1am ting qué trinh phosphoryl héa ITIM ctia FeyRIIB (CD32B) trong té bao
Daudi ¢6 hi€u qua nho khang thé duoc dé xuét theo sang ché tdt hon la khoang 4 1in
hodc cao hon, khoang 5 1an hoic cao hon, khoang 6 14n hodc cao hon, khoéang 7 14n hodc
cao hon, khoang 8 14n hoic cao hon, khoang 9 1an hodc cao hon hodc khoang 10 1an (tirc

la gan bang 10 14n) so véi té bao Daudi khong duoc xir Iy bang khang thé nay.

Qué trinh phosphoryl héa ITIM ctia CD32B (thu thé Fc gamma IIB) trong té bao

Daudi t6t hon 1a duoc xac dinh nhu sau:

3x10° té bao Daudi duoc tao huyén phu trong moi tru(‘mg' RPMI 1640 c6 bd sung
1% FBS (huyét thanh bao thai bo) hodc 1a dé khong xi 1y (déi ching) hodc duoc U trong
25 phut ¢ 37°C, 5% CO, v6i hdn hop khang thé gom khang thé khang I[gM (khang
ngudi, chudt) va khang IgG cua chudt (thd) trong d6 hdén hop khang thé nay chta 2
pg/ml o-hIgM (mAB, dong UHB) va 20 pg/ml o-mlgG. Sau d6 té bao hoic duge xir Iy
20 phut & 37°C, 5% CO, v6i khéng thé dugc dé xuat theo sang ché hodc véi khang thé
dich nhu dugc dinh nghia dudi ddy, nhu khang thé GB3 cia WO 2005/051999, tuong
g, ca hai khang thé tét hon la duoc dung ¢ ndng do biang nhau, va tuy y v6i dung dich
dém lam dbi chimg (khong co khang thé). Té bao duogc thu gom sau khi 0 & 4°C, ly giai
va dua vao phan tich thdm tich Western, nho do qua trinh phosphoryl héa dugc phat
hién bang khéng thé (khéng) phosphotyrosin (khang thé khang CD32B (phospho Y292)).
Thim tich Western tuy y duge do véi khang thé tham do vi du B-Actin dugc dung lam
dbi chimg tai dbi v6i phan tich thim tach Western. Dé thay thé cho té bao Daudi, PBMC
hoic té bao Raji c6 thé duoc st dung. Theo d¢, trong tit ca céc phuong 4n ma sir dung té
bao Daudi khi xdc dinh qué trinh phosphoryl héa ITIM té bao Daudi c6 thé duoc thay thé
bing té bao Raji hodc PBMC.

Khang thé phosphotyrosin tét hon 1a duoc ghép ndi véi nhom tao tin hidu. Nhém
tao tin hiéu chi thanh phan c6 thé phat hién dugc bing phuong phap quang phd, quang
héa, sinh hoa, hoa mién dich, hodc héa hoc. Vi du, chit danh d4u hitu dung bao gdm chat
danh diu phong xa nhu 32p 3 S, hodc 1251; thudc nhudm huynh quang (vi dy, Cy-3, Cy-
5); chét mang mau, thudc thir day dién tr; enzym ma tao ra tin hiéu c6 thé phét hién duogc
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(vi du, nhu thuong dugc st dung trong ELISA); hodc nhéan spin. Chét danh d4u hoac géc
c6 thé phat hién duoc c6 hodc tao ra tin hiéu c6 thé do dugc, nhu phéng xa, sinh mau,
hogc tin hi¢u huynh quang, ma c6 thé duogc sir dung dé dinh lwong gbc lién két c6 thé

phat hién duoc trong mau.

Nhém tao tin hiéu c¢6 thé duoc lién két cong hoa tri hodc khdng cOng hoda tri véi
khang thé phosphotyrosin. Tin hiéu nay co thé dugc x4c dinh nho tin hiéu duoc tao ra
bdi nhom tao tin hi¢u ctia khang thé phosphotyrosin. Tin hiéu nay co6 thé 1a tin hiéu bét
ky ma c6 thé phat hién duoc bing cac phuong phap, vi du, quang phd, quang héa, sinh

hoéa, héa mién dich, hodc hoa hoc.

Viéc 1am tdng qué trinh phosphoryl héa ITIM duge x4c dinh bang cach so sanh (i)
tin hiéu duoc phat ra tir nhom tao tin hi¢u cua khang thé phosphotyrosin dugc lién két
v6i motip ITIM ctia CD32B cua té bao khong duge xt 1y (“tri s6 tham chiéu”) véi (ii)
tin hiéu dugc phat ra tir nhom tao tin hiéu ctia khang thé phosphotyrosin dugc lién két
v6i métip ITIM ctia CD32B ciia té bao duge xir Iy v6i khang thé dugc dé xuét theo sang
ché, nho d6 néu tin hiéu (ii) cao hon tin hiéu (i) viéc 1am tdng qu4 trinh phosphoryl héa
ITIM ciia CD32B ¢6 hiéu qua nho khang thé duge d& xuit theo sang ché. Dé so sanh
khang thé theo sang ché tét hon 1a duoc st dung véi lwong nim trong khoang tir 5 pg/ml
dén 50 pg/ml, nhu 10, 15, 20, hodc 25 ug/ml. Vi dy, khi so sanh khang thé GB3 trong
gidi phdp da biét hozc khang thé bat ky khac lién két v6i CD32B (néi chung duoc goi 1a
“khéng thé dich”), tt hon 1a khang thé lién két v6i epitop trén CD32B nhu dugc mo ta &
ddy va/hogc 1a khong phong bé nhu dugc mé ta ¢ ddy véi khang thé duge dé xuét theo
sang ché dé xac dinh kha nang clia khang thé dich va khang thé duoc dé xuét theo sang
ché xem mdi khang thé c6 thé lam tdng qua trinh phosphoryl hoa ITIM cia CD32B 1én
bao nhiéu lan, qua trinh phosphoryl héa ITIM dugc x4c nhu duoc dinh mo ta trén day
d6i v6i khang thé dich va khang thé duoc d& xuét theo sang ché. Cu thé 13, trj sé dé so
sanh ctia khdng thé dich véi té bao khong dugce xt Iy va tri s6 dé so sanh cua khang thé
dugc dé xuét theo sang ché vdi té bao duoc xt ly duge thu nhan. Cac tri s§ nay c6 thé
dugc so sanh véi nhau dé xac dinh xem khang thé dugc dé xuit theo sang ché c6 kha
ning 1 tdng qua trinh phosphoryl héa ITIM dén mirc dd cao hon, nhu 4 dén 10 1in (bao
gé)ln 4,5,6,7, 8,9, 10) so v6i khang thé dich khong. bé so sanh, khang thé dich va
khang thé theo sang ché t&t hon 1a duge st dung véi lugng ndm trong khoang tir 5 pg/ml

dén 50 ug/ml, nhu 10, 15, 20, hodc 25 pg/ml.
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Thuat ngtt “thu thé Fc gamma [IB” dugc st dung ¢ day hoan dbi véi thuat ngit
“FcgRIIB” hodc “thu thé Fc gamma IIB” hodc “thu thé Fcy IIB” hodc “FcyRIIB” va bao
gdm ca FcyRIIB mang va FeyRIIB tan duoc (tirc 14 phin ngoai bao cua thy thé FeylIB).
Thuét ngit ndy con bao gdm céc bién thé cia FcyRIIB nhu FcyRIIB1 va FceyRIIB2 ma
khac nhau & vi tri chén trinh tu 19 axit amin trong ving ndi bao ctia FcyRIIB1. Bién thé
khic dugc bao gdm trong thuét ngit nay 1a FeyRIIB3 gidng v&i FeyRIIB2, nhung thiéu

thong tin vé vi tri ¢t nho peptidaza tin hiéu gia dinh.

Da1 khi, FeyRIIB con duge goi ¢ day la “CD32B”. Do d6, thuat ngit nay cling nhu
cac thuat ngtt khac dugc dung dé chi thu thé Fc gamma [IB nhu dugc mo ta trén day, co
thé dugc dung thay thé nhau v6i thuét ngit “CD32B”. Thu thé Fc gamma IIB thudc siéu
ho protein globulin mién dich va dugc tim théy & nhiéu dong tao mau. Nhu tén ctia no
cho théiy, thu thé Fc IIB nhéan dién va lién két véi phén Fc (phéan doan, co thé két tinh
duoc) ctia khang thé, tirc 14 phan doan twong tng véi ving ddu C cta ca hai chudi ning
ctia khang thé va thudng twong tac véi cac phan i va té bao déap tmg. FeyRIIB duge vu
tién ¢o trinh tu néu trong SEQ ID NO. 5. FcyRIIB tan duoc dugc wu tién ¢6 trinh tu néu

trong SEQ ID NO. 12.

“FeyRIIB tan dugce” con dugc goi la “sFcyRIIB”. Nhu dugce st dung & day, thuit
ngit “Fcy thu thé IIB tan dugc® va thuat ngit trong tu chi phan ngoai bao cua Fey thy thé
IIB. Phan nay c¢6 thé dugc hoa tan trong chét 16ng. Néi chung, céc dang tan dugc cua 16p
FcyR bAt ky, déng dang hoic alen c6 thé dugc nhan dang béng chir “s” & trude, vi du,
sCD32 hoic sFeyRII chi thu thé Fc gamma RII tan duoc. Thong thuong, trai ngugc voi
FcyR mang (tie 13, lién két véi mang), FeyR tan dugce khong chtra vung xuyén mang
hodc dudi noi bao.

Tét hon 14, FeyRIIB theo sang ché c6 ngudn gdc tir ngudi hodc 1a FcyRIIB cua
ngudi. Thuat ngit “c6 ngudn gde tir ngudi” duge hiéu theo nghia rong nhat cta nd. No6i
chung, n6 c6 nghia 1a FeyR (hodc ving hodc phan doan clia n6) giéng hoic twong tu véi
FeyR cta ngudi (tire 13, protein duge tim thiy trong co thé ngudi) vé trinh ty axit amin

va/hoic cAu tric.
Theo cach khéc, FeyRIIB “c6 ngudn gdc tir ngudi” ¢6 thé 1a FeyRIIB tai td hop ma

thu dugc nho su bieu hién cua axit nucleic tai td hgp & t€ bao chi, vi du nhu duge mé ta

bdi Sondermann and Jacob (1999), Bioll. Chem. 380(6), 717-721. Vin tit 1a, gen dich
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thu dugc tir sinh vat va dugc dua vao vecto, vi du plasmit hodc virut, sau d6 duogc su
dung dé chuyén gen vao té bao chi ma biu hién gen tai té hop ndy va tao ra san pham
protein tai to hop. Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& d& dang biét ring
té bao chu nao dé chon loc dé thu duoc FcyRIIB ma phu hop.vi du dé diéu ché dugc
pham. Vi dy, theo mot sb phuong an, FcyRIIB khong duoc glycosyl hda ¢6 thé duge
mong mudn. Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay do do6 ¢ thé chon loc té
bao cht nhan so dé biéu hién FeyRIIB ma khong c6 co ché enzym can thiét cho qua trinh
glycosylation protein. Theo mdt phuwong 4n, FcyRIIB ¢6 thé dugc biéu hién & té bao nhan

so va sau d6 dugce tinh ché va cudn gép lai theo mé ta cia WO 00/32767.

Theo phuong dn khac FcyRIIB c6 thé dugc san xudt dé dang va khong tdn kém c6
d6 tinh khiét cao trong hé¢ biéu hién nhan that. Cac hé hitu dung bao gém té bao nhén that
va thiét bi chuyén hoa dé san xuit protein ngoai bao, vi du t€ bao B. Cac hé biéu hién
nhén that c6 thé khac bao gém, nhung khong chi gi6i han &, té bao CHO hodc HEK.
FcyRIIB tan duge nay do d6 1a FeyRIIB tai to hop, tan duge va duoc glycosyl hoa.

FcyRIIB nhu duge dé cap ¢ ddy con bao gdém FcyRIIB ma, so vdi FeyR kiéu dai, da
dugc cai bién hodc bién dbi v& trinh tu axit amin, va bao gém, vi du, vi tri glycosyl hoa
bd sung hodc vi tri twong ty. Tuy nhién, con céc dang khong dugc glycosyl héa cua

FcyRIIB dugc du tinh va la phuong an dugc uu tién cta FeyRIIBs.

Vé vung bién dbi cta chudi ning ctia khang thé theo sang ché, uu tién la ving bién
ddi ctia chudi ning cua khang thé theo sang ché chira trinh ty axit amin ¢6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO. 3, véi it nhat mot dot bién duoc chon tr nhém bao g61n axit amin Q &
vi tri 1 dugc thay thé béng E, axit amin V & vi tri 11 dugc thay thé béng L, axit amin G &
vi tri 42 duoc thay thé bang K, axit amin S & vi tri 50 dwoc thay thé bang V, axit amin Y
& vi tri 53 duoc thay thé bang S, axit amin K & vi tri 58 duoc thay thé bang T, axit amin
G.¢ vi tri 61 dugc thay thé béng A, axit amin S & vi tri 75 dugc thay thé béng T, axit
amin K & vi tri 76 dugc thay thé béng R, axit amin N & vi tri 77 dugc thay thé béng S, va
axit amin T & vi tri 78 dugc thay thé bang N. Khang thé nay tét hon dugc xac dinh dic
trung 1a chia trinh tu axit amin ctia viing hang dinh cua chudi nang co trinh ty néu trong
SEQ ID NO. 6 va/hodc trinh ty axit amin cla ving héng dinh cta chudi nhe c6 trinh tu

néu trong SEQ ID NO. 7.
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Khang thé theo sang ché tt hon duoc dic trung 13 chira trinh ty axit amin ciia ving
héng dinh ctia chudi ning c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 6 va/hodc trinh tu axit amin

ctia ving hing dinh ctia chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 7.

Trong khang thé dugc wu tién theo sang ché, ving hing dinh ctia chudi ning chira
gbc alanin ¢ vi tri 297 (N297A) theo danh s protein cia EU nhu dugc md ta boi
Edelman et al. 1969 (twong tng véi viéc danh sé trinh ty dugc thé hién boi SEQ ID
NO.6 nhu duge thé hién trén Fig.2). Cac khang thé c¢6 chudi nang chtra alanin (Ala, A)
gbc & vi tri 297 (N297A) duoc ky hidu & diy v6i hau t6 < N297A”, trong khi cac khang
thé c6 gdc asparagin (Asn, N) & vi tri nay 1a “kiéu dai” va do d6 duoc ky hiéu & day véi
hau t& “(wt)”. Nhu c6 thé duoc thy trén Fig.2, ving bién ddi cua chudi ning cta khang
thé dugc lam tuong thich v6i nguoi 8A6 kidu dai két thuc véi gbc axit amin “S” & vi tri
113 theo d4nh s protein ctia EU. Ving hing dinh ctia khang thé nay bat dau & vi trf 118.
Chd tréng gém 4 gbc axit amin rd rang duoc tao ra béi su chuyén dbi hé théng danh sb
protein ctia EU ddi v6i ving hing dinh va khong c6 nghia 1a bi thiéu gbc axit amin bat
ky.

Céc khéng thé theo sang ché c6 gbc alanin & vi tri 297 cua trinh tu axit amin duoc
thé hién boi SEQ ID NO.6 khong ¢6 hodc ¢6 tinh giy doc t& bao thude té bao phu thude
khang thé giam do giam hodc khong ton tai lién két cta phan Fc cta khang thé vai thy
thé Fc. Trinh ty axit amin cta viing hang dinh N297A nay c6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 28. Theo d6, khing thé theo sang ché co thé chira trinh tu axit amin lam ving hing
dinh c¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO. 28. Cac khang thé nay khong c6 su glycosyl hoa
& vi tri 297 theo danh sé protein cia EU. Do d6, sang ché bao gdm cac khang thé ma
khong c6 sy glycosyl héa & vi tri 297 theo danh sé protein ctia EU ctia viing hing dinh
ctia chudi ning, ma con bao gdm cic khang thé duoc glycosyl héa & vi tri 297 theo danh

s0 protein cua EU cua vung hang dinh cta chuodi ning.

Theo phuong 4n dugc uu tién ctia sang ché, ving hang dinh (Vung Fc) cua khang
thé theo sang ché co alotyp G1m17 chira axit amin K (Lys) ¢ V1 tri 214, E (Glu) & vi tri
356, M (Met) & vi tri 358 va A (Ala) & vi tri 431, khong c6 K (Lys) ¢ dau tan cling C
(Beck et al., 2010).

Nhu duoc st dung ¢ ddy, thuat ngit “alotyp” chi alotyp cia cac khang thé ngudi
theo sang ché. Alotyp la cac bién thé alen/gen trong trinh tur viing hing dinh cua isotyp

cu thé. Alotyp dugc di truyén theo céch thirc cua alen. Cac thanh vién khac nhau cta loai
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do d6 s& khac v6i thanh vién khac vé alen cu thé cua isotyp xac dinh ching duoc di
truyén tir cha me. Kml va Km2 la alotyp ctia chudi kappa ctia ngudi; Glm(4) va

G1m(17) 1a alotyp ctia chudi gamma-1 ctia nguoi.

Vé ving bién dbi cua chudi nhe cua khéng thé theo sang ché, wu tién 1a ving bién
ddi ctia chudi nhe cua khang thé theo sang ché chira trinh tu axit amin ¢6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO. 4, vé6i it nhdt mot dot bién dugc chon tir nhém bao g61n axit amin Q ¢
vi tri 1 dugc thay thé bﬁmg N, axit amin S & vi tri 28 dugc thay thé béng N, axit amin S &
vi tri 31 dugc thay thé bang T, axit amin V & vi tri 33 dugc thay thé bang L, axit amin D
O vi tri 34 duogc thay thé béng A, axit amin Y & vi tri 49 duogc thay thé béng F, axit amin
T & vi tri 53 duoc thay thé bang N, axit amin Y & vi tri 55 duoc thay thé bang A, axit
amin L ¢ vi tri 89 dugc thay thé béng Q, va axit amin N & vi tri 93 dugc thay thé béng Y.
Khang thé nay t6t hon dugc x4c dinh dic trung la chtra trinh tu .axit amin cta ving hing
dinh cia chudi nang co trinh ty néu trong SEQ ID NO. 6 va/hoic trinh tu axit amin cta

ving hé'mg dinh ctia chudi nhe ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 7

Theo phuong 4n khéc nita cia sang ché, viing hing dinh cta chudi nhe 1a alotyp

Km3 chtra axit amin A (Ala) ¢ vi tri 153 va 'V (Val) 6 vi tri 191.

Khang thé theo sang ché tét hon 1a chtra viing bién ddi cua chudi ning c6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO. 1 hodc 3 va/hodc vung bién ddi cua chudi nhe cé trinh tu néu
trong SEQ ID NO. 2 hoic 4. Theo d6, khang thé theo sang ché tét hon 1a chta ving bién
ddi ctia chudi ning c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO. 1 va ving bién ddi ciia chudi nhe
¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 2 hodc n6é gdm ving bién d8i ciia chudi ning co trinh
tu néu trong SEQ ID NO. 3 va vung bién ddi cua chudi nhe co6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 4.

Khang thé theo sang ché tdt hon la chia viing bién ddi caa chudi nang co trinh tu
néu trong SEQ ID NO. 1, viing bién ddi ctia chudi nhe ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.
2, trinh ty axit amin ctia ving hing dinh cia chudi nang co trinh tu néu trong SEQ 1D
NO. 6 va trinh tu axit amin ctia ving hing dinh cta chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ

ID NO. 7.

Theo cach khic, khang thé theo sang ché t6t hon la chtra viing bién d6i ctia chudi
nang cé trinh tu néu trong SEQ ID NO. 3, viung bién d6i cua chudi nhe ¢6 trinh tu néu

trong SEQ ID NO. 4, trinh tu axit amin ctia ving hing dinh cua chudi nang co6 trinh tu
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néu trong SEQ ID NO. 6 va trinh tu axit amin ctia ving hang dinh ctia chudi nhe c6 trinh

tu néu trong SEQ ID NO. 7.

Khang thé theo sang ché tbt hon 1a lién két dic hidu voi epitop trong cac axit amin

56 20-40 cua FeyRIIB cua nguoi theo SEQ ID NO. 5.

Nhu duogc st dung & day, thudt nglr "epitop" chi mot phén cua polypeptit hodc
protein ma tao ra hoat tinh sinh mién dich & dong vat va khang thé lién két dic hiéu véi
no.

T6t hon 13, khang thé lién két dic hiu véi epitop chira motip GTHSPES trong trinh
tu SEQ ID NO. 5. Métip axit amin nay duoc thay la ¢6 métip rit dac hiéu cia FcyRIIB.
Céc khang thé ma lién két dic hiéu vdi epitop nay khong lién két véi FcyRIIA cta ngudi.
Lién két ctia khang thé theo sang ché véi epitop nay théng qua (cac) ving bién dbi cua
n6 t6t hon 1a khong can tré lién két cua phin Fc cta khang thé voi thu thé va khong

phong bé chirc ning sinh 1y binh thuong ciia thy thé.

Tét hon 14, khang thé theo sang ché lién két in vitro v6i FeyRIIb cua nguoi véi ai
luc c6 hing s6 phan ly it nhit bing 4.9 x 10™giay™ Hang sb phan ly (kog) ¢6 thé duge do
bang thir nghiém cong hudng plasmon bé mit. Cu thé 1a, khang thé lién két v6i sFcyRIIB
c6 thé dugc phan tich bing cong huéng plasmon bé mit nho st dung bd cam Gng sinh

hoc BIAcore T200 (GE Healthcare / Biacore).

Nhu dugc str dung ¢ ddy, thudt ngtr “ai luc” chi cuong do lién két gifta ving bién
ddi cua mot chudi ning va mot chudi nhe cla khang thé hodc phan doan hoic dan Xuét
ctia n6 va khang nguyén ctia ching (vi du, thu thé FeyRIIB) va duoc do in vitro. Ai luc
quyét dinh cuong do cua tuong tac gifta epitop va vi tri lién két v6i khang nguyén cia

khang thé. Ai luc c6 thé dugc tinh bang cach sir dung cOng thuc sau:
KA =[AB-AG]/[AB]*[AG] = kow/Kosr
trong do:
KA = hing s6 4i luc
[AB] = ndng d6 mol cia vi tri lién két tréng trén khéng thé
[AG] = ndng d6 mol cia vi trf lién két tréng trén khang nguyén

[AB-AG] = ndéng d6 mol ciia phtrc hop khang thé-khang nguyén
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Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “4i luc” chi sé do cia cudng do tong thé cia
phirc hop khing thé-khang nguyén, thuc té phu thudc vao cac thong sb (1) i luc cta
khang thé ddi véi epitop, (2) hoa tri cua khang thé va khang nguyén va (3) su sap xép

cau truc cua cac phan tuong tac.

Sang ché con dé xudt trinh ty axit nucleic ma hoa khang thé duoc mé ta ¢ diy. Nhu
dugc st dung & day, cac thuat nglt “axit nucleic” hodc “trinh tuy nucleotit” chi phan ti
ADN (vi du cADN hodc ADN hé gen), ARN (mARN), t6 hop ctia chung hoic céc phan
tu lai gém ADN va ARN. Axit nucleic ¢6 thé 1a soi don hodc sgi ddi va cé thé chua cac

phan doan soi d6i hodc s¢i don déng thoi. Pugc vu tién nhat 1a phan tt ADN sgi doi.

Theo sang ché, trinh tu axit nucleic ma hoéa cho khang thé theo sang ché chira
nucleotit ma ma hoéa it nhit cac phén nay cua khéang thé ma tao ra dic tinh lién két dic

hidu ctia khang thé theo sang ché.

T6t hon 13 trinh tu axit nucleic theo sang ché ma hoéa vung bién ddi, tbt hon, it nhét

CDR la nhu dugc mo ta ¢ day.

Vi du vé trinh tu axit nucleic dugc wu tién theo sang ché dugc thé hién bai SEQ
ID NO. 8 — 11. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc cin biét ring céc trinh tu
nucleotit nay c6 thé khac nhau tiy thudc vao phuong phap biéu hién duoc st dung va hé

dugc dung dé bicu hié¢n.

Ngoai ra, sang ché con dé xuat vecto axit nucleic chira it nht mot trong s cac trinh
tu axit nucleic duge mo ta & ddy ma hoa khang thé theo sang ché. Vecto nay tét hon 1a
chtra promoto dudi su kiém soat ma trinh tu axit nucleic néu trén duoc dit vao. Vecto
nay co thé 1a vecto biéu hién nhan so hodc nhan that, trong d6 axit nucleic tai tb hop

hoic 14 duge biéu hién riéng hodc dung hop véi peptit hodc protein khéc.

Sang ché con d& xuét té bao chu duoc chuyén nhidm vecto néu trén. Té bao chu nay
6 thé 1a t& bao bat ky, té bao nhan so hoic té bao nhan that va co thé dugc st dung dé
tao ra it nhat cac phan cta khang thé hodic phin doan hoic dan xuét cia no theo sang ché.
Ciing duoc dé xuét boi sang ché 1a phuong phép san xuét khéng thé theo sang ché,
bao gbém viéc nudi cdy té bao chu duge mé ta & day trong cac diéu kién cho phép su biéu
hién cta trinh tu axit nucleic chira trong vecto axit nucleic theo sang ché va thu hoi

khéang thé dugc tao ra nho viéc nudi cay do.
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Khéng thé hodc phan doan hoic dan xuét ctia n6 theo sang ché c6 thé dugc st dung
mot cach co 1oi trong duogc phém. Duoc phém nay cé thé duogc su dung dé diéu tri hodc

ngan ngtra bénh hoac rodi loan, tot hon la bénh tu mién.

Khang thé dic hiéu FcyRIIB theo sang ché e ché dap L’rng mién dich trong té bao
B, té bao tua va té bao hat dugc hoat héa (vi dy, dai thuc bao) ma dan dén su gidm san
sinh chét trung gian kich thich mién dich va din dén sy giam san sinh khang thé ciing
nhu su trinh dién khang nguyén (vi du, trén t€ bao tua va dai thuc bao din dén su gidm
huy dong té bao T). Toém lai vong phan hdi ctia viée san sinh khéng thé va téi kich thich

hé mién dich bi trc ché.

Quan trong 13, lién két ctia khang thé khang FeyRII theo sang ché véi thu thé thong
qua viing bién ddi clia né khong anh huéng dén lién két cia phan doan Fe cta IC hodc
khéng thé véi thu thé, va trai nguoc v6i cac khang thé phong bé da biét, chirc nang binh

thuong ctia thu thé Fe duoc duy tri.

Do d6, theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét duoc phém chtra khéng thé
hodc phan doan hoic din Xuét cia né theo séng ché 1am thanh phén hoat tinh. Duogc

phém nay cé thé chira it nhat mot chat mang hodc chat phu trg hodc t4 dugc dugce dung.

Khang thé c6 thé duge dé xuit trong ché phidm dugc dung nhu da biét trong linh
vuce k¥ thudt nay hodc nhu duogc liét ké trong dugc dién dugc nhan biét phé bién dé su

dung cho dong vat, va cu thé hon 13 ngudi.

Ché phdm nay, néu muodn, co6 thé chira lugng nhé chét 1am w6t hodc chat nhii hda,
hodc chat dém pH. Céc ché pham nay c6 thé ¢ dang dung dich, huyén phu, nhii twong,
vién nén, vién tron, vién nang, bot, dang bao ché giai phéng duy tri va dang tuong tu.

Ché pham theo sang che c6 theé dugc bao ché 1a dang trung tinh hodc dang muoi.

Mudi duge dung bao gom, nhung khdéng chi gi¢i han & cac mudi duoc tao véi
anion nhu cac muodi dugc tao tr axit clohydric, phosphoric, axetic, oxalic, tartaric, v.v.,
va cac mudi dugc tao véi cation nhu cac mudi dugce tao tir natri, kali, amoni, canxi, sat
hydroxit, isopropylamin, triethylamin, 2-etylamino etanol, histidin, procain, v.v..

Dugc phdm néu trén c6 thé c6 thé duge dung dé diéu tri hodc ngin ngira hodc chan
doan bénh hodc rdi loan bat ky, tot hon 1a bénh tu mién, va t6t nhat 12 bénh tu mién duoc

ddc trung boi su san sinh céc tw khang thé.
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Luong va tan sudt lidu dung cua viéc st dung dugc bao ham bdi céac diéu kién co
hiéu qua chita bénh va c6 hiéu qua phong bénh. Liéu dung va tin sut ding thuong s&
con thay dbi theo cac yéu td cu thé dbi voi mdi ngudi bénh tuy thude vao tic nhan chira
bénh hodc phong bénh cu thé duoc dung, loai bénh, duong st dung, cling nhu do tudi,
can ning, dap ung, va lich sir ding thubc trong qua khtr ctia nguoi bénh. Cac ché do
thich hgp co thé duoc chon lua bi chuyén gia trong linh vuc nay. Nhu dugc st dung &
day, thuat ngir “luong c¢6 hiéu qua didu tri” chi luong cta thanh phin hodc tac nhan c6
hoat tinh chita bénh hoic d dé diéu tri hoic lam thuyén gidm bénh hodc rdi loan, dé 1am
cham su khéi phat cia bénh hodc tao ra lgi ich chita bénh trong diéu tri hodc kiém soat

bénh.

Péi v6i cac khang thé duge dé xudt theo sang ché, lidu dugc ding cho ngudi bénh
thuong nim trong khoang tir 0,0001 mg/kg dén 100 mg/kg khdi luong co thé clia ngudi
bénh. Tét hon, liéu duge dung 13 khoang 15 mg/kg. Dugc biét ring cac khang thé cia
ngudi ¢6 chu ky ban huy dai hon trong co thé ngudi so v6i cac khang thé tir cac loai
khac. Do d6, lidu va tan suét dung khang thé theo sang ché hodc cac phan doan hoic din
Xudt ctia nd ¢6 thé giam so véi lidu dugce dung thong thudng cua cac khang thé tir cac
loai khac.

Viéc diéu tri cho ddi tuong béng luong c6 hiéu qua chita bénh hodc luong cé hiéu
qua phong bénh ctia khang thé hoic phin doan hoidc din xuit ctia né theo sang ché co thé
bao gébm mot lan diéu tri hodc, tét hon 13, ¢6 thé bao gdm loat diéu tri. Theo phuong an
duogc uvu tién, dbi tuong co thé duoc diéu tri béng khéng thé hoic céc phan doan hoic dan
xuit ctia né theo sang ché véi lidu nam trong khoang tir 0,1 dén 30 mg/kg khdi luong co
thé, mot 14n mdi tuan trong khoang thoi gian tir 1 dén 10 tudn, tét hon 1a tir 2 dén 8 tudn,
tdt hon 1a tir 3 dén 7 tudn. Dang va céch thac st dung c6 loi nhét c6 thé dugc chon dé

mang lai loi ich tdt nhit cho nguoi bénh dugce diéu tri.

Phuong phép dung khang thé hodc phan doan hodc dan xuét ctia né theo sang ché
bao gdm, nhung khong chi giéi han 6, dung ngoai duong tiéu héa (vi du, trong bi, trong
co, trong bung, trong tinh mach va dudi da), trén mang ciing, va niém mac (vi du, trong
miii va qua duong miéng). Theo phuong an cu thé, cac khang thé theo sang ché duoc
dung theo dudng trong co, trong tinh mach hodc dudi da. Ché phdm nay c6 thé duoc
dung theo dudng thich hop bat ky, vi du, bing cich truyén hodc tiém liéu lugng 16n,

bang céch hap thu qua 16p bicu mo6 hoac niém mac da (vi du, niém mac miéng, niém mac
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truc trang va rudt, v.v.) va cé thé duogc dung cung véi chit c6 hoat tinh sinh hoc khéc.
Viéc st dung ¢6 thé 1a toan than hodc khu tri. Ngoai ra, viée dung trong phdi ciing ¢ thé
dugc st dung, vi du, béng cach sir dung mdy x6ng hit hoac 6ng phun, va bao ché voi tac

nhan tao sol khi.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngir "diéu tri" va "viéc didu tri" chi viéc cho dbi
tuong dung luong c6 hiéu qua diéu tri cia duoc pham theo sang ché. “Luong ¢6 hidu qua
diéu tri” chi lugng dugc phém hodc khang thé du dé diéu tri hodc lam thuyén gidm bénh
hodc rdi loan, dé lam cham su khoi phat cua bénh hoac dé tao ra loi ich chita bénh trong

diéu tri hoac kiém soat bénh.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “ngin ngira” chi viéc st dung mot tc nhan dé
ngin nglra sy khéi phat bénh hodc rdi loan. “lugng c6 hiéu qua phong ngira” xac dinh
lugng cua thanh ph?m hoat tinh hodc tac nhan dugc da dé ngdn ngua su khéi phét hodc
tai phat bénh.

Nhu dugc st dung & day, cac thuat nglr "rbi loan" va "bénh" duoc st dung thay thé
nhau dé chi tinh trang bénh ly & d6i tuong. Cu thé 13, thuat ngit "bénh tu mién" dugc s
dung thay thé nhau véi thuét ngit "r6i loan tu mién" chi tinh trang bénh ly & d6i tuong
dugc dic trung béi ton thuong ¢ té bao, md va/hodc co quan dugc giy ra boi phan Gng

tu mién cua doi twong voi chinh t€ bao, mod va’hodc co quan cia nd.

Hon nita, khidng thé theo sang ché c6 thé dugc dung cho muc dich chén doan dé
phét hién, chdn doan hoic theo ddi bénh, hodc rdi loan, cu thé 1a bénh tu mién. Cac
khang thé hodc cac phan doan hodc dan xuét cta no theo sang ché co thé duogc dung dé
danh gia mitc FcyRIIB trong mau sinh hoc nhd sir dung phuong phap phéan loai md mién
dich nhu dugc md ta & day hoac nhu da biét boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc (vi dy, xem Jalkanen et al., 1985, J. Cell. Biol. 101: 976-985; Jalkanen et al., 1987, J.
Cell. Biol. 105: 3087-3096). Cac phuong phap dua trén khang thé khéc hitu dung dé phat
hién sy biéu hién gen ctia protein bao gdm thir nghiém mién dich, nhu thir nghiém hip
phu mién dich lién 1ét enzym (enzyme linked immunosorbent assay-ELISA) va thu

nghiém phéng xa mién dich (radioimmunoassay-RIA).
Do d6, sang ché con d& xudt ché phén chin doan chua khang thé theo sang ché.
Nhu duge st dung & day, thut ngit “chin doan” chi viéc st dung khang thé theo

sang ché bat ky dé chan doan su c¢6 mit cia bénh tu mién lién quan dén FcyRIIB, vi du
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viéc xé4c dinh lugng hodc muc do biéu hién trén bé mit cia FcyRIIB ndi sinh trén té bao
ctia ca thé hodc nguoi bénh. Thudt ngfr nay cling chi viéc xac dinh ty 1¢ cia FcyRII hoat

hoa so véi FeyRII ure ché, vi du ty 1€ ctia FcyRITA so véi FeyRIIB dugc biéu hién.

Theo phuong an duoc uwu tién cia sang ché, ché phdm chin doan nhu duoc mo ta
trén day la dé phat hién va chin doan bénh hoic r6i loan bt ky, dac biét 1a bénh tu mién
dugc dic trung bdi su san sinh cac tu khang thé. Vi du vé bénh tu mién bao gém ching
giam tiéu cau ty mién, bénh luput ban dé hé théng, bénh thiéu mau &c tinh, bénh
Addison, dai thdo duong typ 1, bénh viém khép dang thip, hoi ching Sjogren, viém bi
co, da xo cung, chirng nhugc co nang, hoi chung Reiter, bénh Graves, pemphigut thong
thuong va bong nuéc, viém gan tu mién, viém loét dai trang, bénh ngung két t6 lanh,

bénh 1y than kinh ngoai bién tw mién, nhung khong chi gidi han & cac bénh nay.

Theo phuong an dugc wu tién cac khang thé theo sang ché duoc ding dé chin doan
bénh ty mién & ngudi. Vi dy, cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc dung dé xac dinh
su biéu hién trén bé mat cua FcyRIIB trén té bao cua cac thé méc bénh tu mién. Tt hon
1a su biéu hién ctia FeyRIIB trén té bao B hoic té bao huyét tuong dugc phat hién nho st
dung khang thé trong phén tich FACS. Pé thuc hién phan tich nay, khang thé c6 thé
duoc cai bién bang chét danh diu, chit danh dau huynh quang hoic chit danh diu bat ky
khéc da biét véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vure nay c6 thé phat hién bing
cach st dung cac quy trinh chuan. Khang thé theo sang ché ciing c6 thé dugc dung lam
cong cu chan doan két hop véi khang thé dic hiéu véi FeyRIIA cua ngudi da biét trong
tinh trang k§ thuét nay. Do d6, su biéu hién ctia FeyRIIB va FcyRIIB trén té bao cla céa
thé méic bénh tu mién hodc bénh viém c6 thé duoc x4c dinh va ty sb ¢co thé duge tinh
toan dé lam chi bao cho tinh trang bénh hoac su tién trién cta bénh hoic 1a chi bao dé

chan doan bénh.

Sang ché con dé xuit kit chdn doan dé phat hién bénh tu mién chira khéng thé hoac
phan doan hodc din xuét ctia n6 theo sang ché, va tlly ¥ cac chat danh diu, chit mang

va/hodc dd chira phit hop va cin thiét.
Danh muc trinh tu

SEQ ID NO. 1: Trinh tu axit amin cua ving bién d6i cua chudi ning cta khang thé
8A6 cua chudt
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SEQ ID NO. 2: Trinh ty axit amin cta ving bién dbi cta chudi nhe cua khang thé
8A6 cua chudt

SEQ ID NO. 3: Trinh tu axit amin ctia ving bién ddi ctia chudi ning ctia khang thé

dugc lam tuong thich v&i nguoi hu8A6

SEQ ID NO. 4: Trinh ty axit amin ctia ving bién ddi cta chudi nhe cta khang thé

dugc lam twong thich véi nguoi hu8A6
SEQ ID NO. 5: Trinh ty axit amin cia FcyRIIB ctia nguoi

SEQ ID NO. 6: Trinh tu axit amin ctia ving hing dinh cta chudi ning cta khang

thé dugc lam twong thich voi nguoi hu8A6_ wt

SEQ ID NO. 7: Trinh tu axit amin cta chudi nhe ving hing dinh ctia khang thé

duoc lam tuong thich véi nguoi hu8A6 wt

SEQ ID NO. 8: Trinh ty axit nucleic ma héa ving bién déi ctia chudi ning coa

khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi hu8A6

SEQ ID NO. 9: Trinh tu axit nucleic md héa ving bién ddi cua chudi nhe cua

khéng thé dugc lam twong thich v6i ngudi hu8A6

SEQ ID NO. 10: Trinh tu axit nucleic ma héa ving hing dinh cta chudi ning cua

khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi hu8A6_wt

SEQ ID NO. 11: Trinh ty axit nucleic ma héa chudi nhe ving hing dinh ctia khang

thé dugc lam tuong thich véi nguoi hu8A6_wt
SEQ ID NO. 12: Trinh ty axit amin cua FcyRIIA tan dugc ctia nguoi (sFeyRIIA)

SEQ ID NO. 13: Trinh ty axit amin ctia FcyRIIA dot bién tan dugc cia nguoi
(sFcyRITAmut)

SEQ ID NO. 14: Trinh ty axit amin cia CDR1 cta ving bién doi ctia chudi ning
ctia khang thé 8A6 cua chudt

SEQ ID NO. 15: Trinh tu axit amin cia CDR2 cta ving bién dbi cua chudi nang
ctia khang thé 8A6 cua chudt

SEQ ID NO. 16: Trinh ty axit amin cia CDR3 cua ving bién ddi cua chudi nang
ctia khang thé 8A6 cua chudt
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SEQ ID NO. 17: Trinh tu axit amin cia CDR1 cua vung bién d6i ctia chudi nhe cla
khang thé 8A6 ctia chudt

SEQ ID NO. 18: Trinh ty axit amin ciia CDR2 ciia viing bién ddi ctia chudi nhe cia
khang thé 8A6 ctia chudt

SEQ ID NO. 19: Trinh ty axit amin ctia CDR3 cua ving bién ddi ctia chudi nhe ctia
khang thé 8A6 cua chudt

SEQ ID NO. 20: Trinh tu axit amin cia CDRI cua ving bién d6i ctia chudi ning
ctia khang thé dugc lam tuong thich v&i ngudi hu8A6

SEQ ID NO. 21: Trinh tu axit amin cia CDR2 cta ving bién d6i ctia chudi ning
ctia khang thé duoc lam tuong thich v6i nguoi hu8A6

SEQ ID NO. 22: Trinh tu axit amin cia CDR3 cua ving bién d6i ctia chudi ning
ctia khang thé dugc lam twong thich véi ngudi hu8A6

SEQ ID NO. 23: Trinh ty axit amin cta CDR1 cta ving bién dbi ctia chudi nhe cua
khang thé duoc lam tuong thich v6i ngudi hu8A6

SEQ ID NO. 24: Trinh ty axit amin cua CDR2 ctia vung bién ddi cta chudi nhe cia
khang thé dugc lam twong thich véi ngudi hu8A6

SEQ ID NO. 25: Trinh tu axit amin cia CDR3 ctia viing bién ddi ctia chudi nhe cua
khang thé dugc lam tuong thich voi ngudi hu8A6

SEQ ID NO. 26: Trinh tu axit amin cia ving bién d6i cia chudi niang cta khang
thé GB3 (ciing xem SEQ ID NO. 7 ctia WO 2005/051999)

SEQ ID NO. 27 Trinh ty axit amin cua vung bién ddi cta chudi nhe cia khéang thé
GB3 (cling xem SEQ ID NO. 5 cia WO 2005/051999)

SEQ ID NO. 28 Trinh tu axit amin ctia ving hang dinh cta chudi ning chira & vi tri
297 d6t bién thay thé N thanh A (cho réng vi tri 1 cua trinh ty nay nhu dugc thé hién
trong danh muc trinh ty 1a vi tri 118)

SEQ ID NO. 29 Trinh tu axit amin cia CDR1 ctia ving bién déi ctia chudi nang ma

chira gbc axit amin then chét tix khang thé 8A6 thé kham va dugc lam tuong thich véi

ngudi

-31-



29557

SEQ ID NO. 30 Trinh ty axit amin cia CDR2 cua vung bién dbi cua chudi nang ma
chira gbc axit amin then chét tir khang thé 8A6 thé kham va dwoc lam twong thich véi
nguoi

SEQ ID NO. 31 Trinh tu axit amin cia CDR3 ctia ving bién dbi ctia chudi ning ma
chira gbc axit amin then chét tir khang thé 8A6 thé kham va duogc lam tuong thich véi
nguoi

SEQ ID NO. 32 Trinh ty axit amin cia CDR1 cta vung bién dbi cua chudi nhe ma
chira gbc axit amin then chét tir khang thé 8A6 thé kham va dugc 1am tuwong thich véi
ngudi

SEQ ID NO. 33 Trinh tu axit amin cia CDR2 ctia vung bién dbi cua chudi nhe ma
chira gbc axit amin then chét tir khang thé 8A6 thé kham va duoc 1am twong thich véi
nguoi

SEQ ID NO. 34 Trinh ty axit amin ciia CDR3 cta ving bién dbi ctia chudi nhe ma
chira gdc axit amin then chét tir khang thé 8A6 thé kham va dugc lam twong thich véi
nguoi
Vi du thwe hién sang ché

Piéu ché khang thé don dong 8A6

Khang thé don dong dong 8A6 duogc tao ra bing cich giy mién dich cho chudt
Long-Evans bang thu thé FeyRIIB tai td hop tan dugc cia ngudi. Dong té bao lai tir té
bao lach chudt duoc tao ra va sang loc dbi véi khang thé lién két ddc hiéu v6i FeyRIIB
clia ngudi voi 4i luc 16n hon FeyRIIA. Céc khang thé thu cdp dugc tao ra bang dong té
bao lai néu trén duge sang loc vé dic tinh khong phong bé, tirc 1a cac khang thé nay van
cho phép lién két ctia IgG hodc IC v6i FeyRIIB duoc lién két voi mang, bang céach sir
dung cac k¥ thuat da biét trong linh vuec.

50 ug FcyRIIB ti td hop, tinh sach, tan duoc ciia ngudi (sFeyRIIB, SEQ ID NO. 5)
dugc tiém qua duong bung (i.p.) va dudi da (s.c.) vao LOU/C chudt nho sir dung ta dugc
Freund khong day di c6 bo sung 5 nmol CpG 2006 (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany).
Sau khoang céch sau tudn, tiém nhac lai 14n cubi véi 50ug sFcyRIIB va CpG 2006 dugc
dua vao qua duong bung va dudi da ba ngay trudce khi dung hgp. Su dung hop cua dong

té bao u tay voi té bao mién dich & lach chudt dugce thuc hién theo quy trinh chuén. Dich
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nbi chtra dong lai dwoc thir nghiém trong thtr nghiém mién dich pha rin véi sFcyRIIB
hodc protein sFcyRIIA khong twong thich (SEQ ID NO. 12) dugc pht 1én dia ELISA.
MAD tir dich ndi nuéi ciy mé duogc lién két v6i protein duoc phat hién v6i mAb lién hop
HRP khang isotyp IgG cua chudt (TIB173 khang IgG2a, TIB174 khang IgG2b, TIB170
khang IgG1 tat ca déu tir ATCC, R-2¢ khang IgG2c¢ ty tao tai phong thi nghiém), do d6
tranh dugc cac mADb thude 16p IgM. mAb 8A6 (IgG2a cua chudt) nhan dién FcyRIIB va
khong lién két voi FeyRIIA nho st dung thir nghiém ELISA déc hi¢u khang nguyén. Thu
nghiém dua trén FACS dugc st dung aé sang loc khang thé cho lién két dic hiéu caa
khang nguyén nguyén thé). Ngoai ra cic khang thé duoc sang loc vé& dic tinh khong
phong bé, tirc 1a cic khang thé nay van cho phép lién két cta IgG hodc phirc hop mién

dich v6i FeyRIIB duoc lién két véi mang.

Dé san sinh luong khang thé du dé x4c dinh dic tinh cta cac cdu trac thé kham va
dugc lam tuong thich vé6i nguoi, té bao CHO-S FreeStyle™ duoc chuyén nhi®m tam
thoi.

Vao ngay truéc khi chuyén nhiém, céc t& bao dugce ciy véi mat do 0,5 x 10° té
bao/ml. Té bao duoc ly tim va duoc tao huyén phu lai trong méi truong dé thu dugc
ndng do té bao cudi 1a 20 x 10° té bao/ml. Déi véi mdi chuyén nhiém 3 ml huyén phu té
bao dugc chuyén vao dia 6 15. ADN plasmit dé chuyén nhiém duoc tach bing cach st
dung Kit HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen) theo huéng din ctia nha san xuit va dugc

rira giai trong H,O khong chira ndi doc té.

Péi véi mbi chuyén nhiém, 75 g ADN plasmit ma hoéa chudi nhe va 75 pg ADN
plasmit ma hoéa chudi niing dugc bd sung vao huyén phu té bao va duge tron nhe nhang.
Sau d6, PEI (Polyplus) dugc bd sung va duoc trén nhe nhang. Té bao duge u trong 3 gio
& 37°C va 5 % CO, trong diéu kién lic lién tuc (100 vong/phut). Huyén phu té bao dugc
nap day bang moi truong dén thé tich cudi a 15 ml dé dat nong do cudi cua té bao 1a 4 x
10° té bao/ml va chuyén vao binh 125 ml. Té bao dugc u & 37°C va 5 % CO, trong diéu
kién lic lién tuc (100 vong/phut) va sau 6 ngay dich ndi duoc thu gom bang cach ly tAm
né 2 lan (4000 vong/phut, 5 phut). Dich ndi duoc loc qua mang 0,2 pm va xac dinh do
chuén khang thé (xem duéi day).

Xac dinh dd chuin khéng thé duoc thuc hién béng hai phuong phap HPLC khac
nhau, HPLC pha dao (RP) va HPLC Protein A. Phan tich RP-HPLC duoc thuc hién véi
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hé Agilent 1200 Series HPLC. Dir liéu duoc phén tich bang phin mém “Chem Station
for LC Systems™ Rev. B.04.02. Céc thanh phan dung méi 1a: Isopropanol (Loai ding cho
HPLC; Roth), Axetonitril (Loai Gradien HPLC; Roth), H20 (dugc loc 0,2 um) va
Tetrafloaxetat (TFA) (dé tong hop peptit; Sigma). Dung mdi A: H20, 0,1% TFA; Dung
moi B: 60% Isopropanol, 30% Axetonitril, 9,9% H20, va 0,1% TFA. Cot Phenomenex
Jupiter (#525166-6) v6i d6 rdong 1a 300A va vat liéu phan tach c6 duong kinh hat 1a 5 um
duoc sir dung. Khang thé lién két duoc rira giai véi dung moi B gradien tuyén tinh tir

30% dén 43% trong 10 phat. Do & A =210 nm bang thiét bi dd UV/VIS.

Phan tich HPLC Protein A dugc thuc hién véi hé Agilent 1200 Series HPLC. Dir
litu duge phan tich bing phin mém “Chemstation” phién ban Rev. B.04.02. Cac dung
moi sau dugce st dung, dung moi A: 0,05M Tris/HCI, 0,1M Glyxin, 0,15M NacCl, pH 8,0;
dung mdi B: 0,05M Tris/HCI, 0,1M Glyxin, 0,15M NaCl, pH 3,0. bé phan tich, cot chén
phan tich Upchurch 2x 20 mm dugc nap 120 pl méi trudng sic ky truyén Applied
Biosystems Poros® 20A (Life technologies). Khang thé lién két dugc rira giai bang
100% dung maéi B. Trong trudng hop khang thé tinh sach dugc thu gom, cac phan doan
duoc trung hoa bang 56 mM Tris pH 8.0.

Céc khang thé duoc biéu hién duoc tinh ché bang cot 1 ml HiTrap™™ rProtein A FF
(GE Healthcare) bing sic ky long protein nhanh (Akta Explorer). Dung dich d&&m chay
chtra 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, dung dich dém ria giai gdm 100 mM
glyxin, 150 mM NaCl, pH 2,7. Cac khang thé duoc rira giai duoc trung hoa véi 60 mM
Tris-HCI pH 8.0, ¢, loc vo trung va giit ¢ -80°C.

Sang loc khang thé va xéac dinh dic tinh cta 8A6

Sang loc dich ndi té bao lai dugc thuc hién bing cach su dung phuong phap da biét
trong linh vuc k¥ thuat nay, vi du thir nghiém lién két ELISA, thir nghiém Biacore hodc
phén tich lién két FACS. Dé kiém tra lién két dic hidu khang nguyén cua 8A6 thé kham
hodc bién thé dugc lam tuong thich v6i nguoi, cac dia ELISA (Nunc-Immuno Plate, F96
Maxisorp) dugc phul ng/ml sFeyRIIB, sFeyRIIA (SEQ ID NO. 12) hodc sFcyRITAmut
(SEQ ID NO. 13) trong PBS (100 pl/1d) qua dém & 4°C. Sau 3 budc rira trong 0,01%
Tween trong PBS, phong bé bang 2% BSA trong PBS (300 ul/18) duge thuc hién trong 2
gid & nhiét do trong phong. Sau ba budc rira, cac dich pha lodng tudn tu cta khang thé
tinh ché hodc dich nbi dugc bom vao (100 ul/1d) va dugce u trong 1 gio & nhiét do trong

phong. Cac khang thé tinh sach duoc pha lodng trong PBS, 2% BSA. Dich ndi duoc bd
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sung 10 1an PBS va 20 % BSA dé thu dugc ndng do cudi 1a 2% BSA trong PBS. Lam ddi
ching duong cho FcyRIIA, FeyRIIA cua dé khang nguoi (R&D Systems, AF1875) duogc
stt dung. Sau ba buéc rira trong 0,01% Tween trong PBS, khang thé thu cip tuong tng
HRP (F(ab”), cua ltra-khang d€, Jackson-Immuno-Research) hoic HRP (F(ab"), cua dé
khang nguoi, Dianova) dugc U trong 1 gid & nhiét do trong phong (100 ul/16). Céc 16
duoc rira 6 lan trong 0,01% Tween trong PBS. Co cht (OPD chira 0,03 % H,0,) duoc
bd sung (100 pl/13) va phan tng duoc dimng bang 4 M H,SO, (50 ul/13). Sau d6, do dd
hép phu trong phd ké & budce séng 492 nm.

Phan tich lién két véi khang nguyén nguyén thé cia bién thé thé kham 8AG6 hodc
duogc 1am twong thich v6i ngudi, cac bién thé nay duoc thuc hién thong qua lién két té

bao trén té bao Raji (ATCC® CCL-86™) va K-562 (ATCC® CCL-243™),

Té bao duge tao von bang cach ly tdm (400 g, 5 phit) va duoc rira trong dung dich
dém FACS (dung dich mudi can bang Hanks, 1% FCS, 0,01% NaNj). Sau bugc ly tim
bd sung, té bao duoc tao huyén phu lai trong dung dich dém FACS dé thu duoc néng do
té bao cudi 14 2 x 10° té bao/ml va 50ul huyén phu té bao duoc chia trong dia day chit U
96 1. Céc dich pha lodng tuan tu cta bién thé dugc lam tuong thich v&i nguodi va ch8A6

dugc chudn bi trong dung dich dém FACS.

Dé xdc nhan sy biéu hién ciia FeyRIIA 18n té bao K-562, khang thé ciia chudt khang
CD32 cua nguoi (Stem Cell Technologies Inc., Dong VI.3) dugc pha lodng trong dung
dich dém FACS. 50 pl céc khang thé dugc pha loang dugc bd sung vao té bao va dugc
trong 30 phut & 4°C. Té bao duoc rira 2 14n trong dung dich dém FACS. Sau d6, 50 ul
khang thé thtr cp cua dé lién hop véi PE khang IgG ciia nguoi (F(ab’),, Dianova) hogc
khéng thé thtr cip cua dé lién hop véi PE khang IgG cia chudt (F(ab’),, Dianova) dugc
pha lodng trong dung dich dém FACS, dugc bd sung vao té bao va duoc trong 30 phut
& 4°C. Sau 2 buée rira trong dung dich dém FACS, té bao duogc tao huyén phu lai trong
300 ul dung dich dém FACS va dugc do trong BD FACSCanto™ II (Phin mém: BD
FACSDiva™).

Dé xéc dinh xem khang thé FcyRIIB van cho phép lién két ctia IgG hodc phtc hop
mién dich véi F cyRIIB lién két mang, thir nghiém dua trén FACS duoc thuc hién. Té bao
dugc tao vén bing cach ly tdm (400 g, 5 phut) va dugc rira trong dung dich dém FACS
(dung dich mudi can béng Hanks, 1% FCS, 0,01 % NaNj). Sau budc ly tAm bd sung, té
bao dugc tao huyén phu lai trong dung dich dém FACS dé thu dugc ndng do té bao cudi
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1a 2 x 10° t& bao/ml. Céc dich pha lodng tudn tu ctia cac khang thé (ch8A6 N297A,
chGB3 _N297A, R&D Ab mabl1875) duoc chuin bi trong dung dich dém FACS. 25 pnl
khang thé duoc pha lodng duge tron trong dia day chit U c6 96 18 véi 25 pl Beriglobin
két tu dugc danh dau Alexa488 (2,5 ul/18). IgG két tu cta ngudi duge phan l4p bang sic
ky loai ¢& trén Superdex-200 (16/60) tir san phdm IgG gom lai c6 béan trén thi trudng
(Beriglobin).

50 pl huyén phu té bao dugc bd sung vao hdn hop khang thé-Beriglobin va duoc
trong 1 gio & 4°C. Té bao duge ria 2 1an trong dung dich dém FACS. Sau d6, 50 pl
khéng thé thir cép lién hop PE cda dé khang IgG ctia nguoi (F(ab”),, Dianova) hodc
khang thé thir cap PE khéang chudt dugc pha lodng trong dung dich dém FACS, duoc bd
sung vao té bao va duoc u trong 30 phut & 4°C. Sau 2 budc rira trong dung dich dém
FACS, té bao duoc tao huyén phu lai trong 300 pl dung dich. d&m FACS va duogc do
trong thiét bj BD FACSCanto™ II (Software: BD FACSDiva™) (FIG.3).

Thir nghiém lién két FACS

Phan tich lién két dac hiéu v6i khang nguyén nguyén thé cia 8A6 thé kham hogc
cac bién thé duoc lam twong thich v6i ngudi dugce thuc hién thong qua lién két té bao
trén té bao Raji va K-562.

Té bao duoc tao vén bing cach ly tdm (400 g, 5 phut) va dugc rira trong dung dich
dém FACS (dung dich mudi cén bang Hanks, 1 % FCS, 0,01% NaN3). Sau budc ly tAm
b6 sung, té bao dugc tao huyén phu lai trong dung dich dém FACS dé thu dugc ndng do
té bao cudi 12 2 x 106 té bao/ml va 50 ul huyén phu té bao duoc chia phan nho trong dia
déy chir U c6 96 16. Cac dich pha lodng tuin tu ctia bién thé dugc 1am tuong thich véi
ngudi va ch8A6 dugc chudn bi trong dung dich dém FACS.

Té bao Raji va K562 duogc t véi ndng do6 tang din cua khang thé duogc lam tuong
thich véi ngudi va khang thé thé kham lam déi ching. Té bao Raji dugc dung dé kiém
tra lién két trén FeyRIIB (FIG.4), t& bao K562 dé phan tich lién két khong dic hicu véi
FeyRIIA (FIG.5). Céc khéng thé lién két véi t& bao duge phat hién bing khang thé thu
cap lién hop véi PE. Tét ca cac bién thé duoc lam tuong thich v6i nguoi lién két véi
FcyRIIB véi ai luc twong duong nhu ch8A6 N297A va tit ci bién thé duoc lam tuong

thich v6i nguoi van lién két voi FeyRIIB véi 4i luc cao hon FcyRITA.
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Khang thé lién két voi sFeyRIIB va sFeyRIIA dwoc phan tich bang phwong phap
cdng hudng plasmon bé mit sir dung bd cam bién sinh hoc Biacore T200 (GE Healthcare
/ Biacore). Cac thir nghiém duoc thuc hién & LMU, Khoa Sinh hoc va Vi sinh vat hoc,
Service Unit Bioanalytic. Cac khang thé dwoc phén tich dugc bét gift trén chip cam bién
Series S Sensor Chip CM5 nhd st dung Humantibody Capture Kit theo quy trinh chuin
ctia nha san xudt. Cac bién thé Hu8A6 hoic ch8A6 duoc bit giit & ndng do 10 nM trong
1 phut. sFcyRIIB ly giai dugc tiém véi cac ndng d6 khic nhau trbng 3 phut. Tién hanh do
& 25°C va dong lién tuc (10 pl/phut). Dir liéu dugc danh gia bang cach sir dung phin
mém danh gid Biacore T200 Evaluation Software (phién ban 1.0) cho rang lién két ty 18

1:1.
Kham héa khang thé 8A6 ctia chudt

Khang thé 8A6 don dong, thé kham khang FeyRIIB dugc tao cu tric bang cach
dung hop ving VH ctia 8A6 ciia chudt véi peptit tin hiéu va ving hing dinh cua IgGl
ctia ngudi. Ngoai ra, bién thé duoc khir glycosyl ciia chudi ning dugc tao ra nhd sir dung
ving hing dinh ctia IgG1 chita dot bién N297A. D¢ tao cdu tric clia gen ma hda chudi
nhe cia 8A6, vung VL cia 8A6 cua chudt duge dung hgp theo céch tuong tu véi trinh tu
tin hiéu va trinh tw ddi véi ving hiang dinh kappa ctia nguoi. Téng hop ADN cua chudi
nhe va chudi ning dugc thuc hién & Geneart/Life Technologies sau do tdch dong phu vao

vecto biéu hién 1a dong vt co vu.
Thir nghiém in vitro
Té bao, chdt phan ving va khdng thé

Té bao u lympho Burkitt cia ngudi dong Daudi va Ramos dugc mua tir DSMZ
(ACC 78 va ACC 603) va dugc giit trong RPMI 1640 (Gibco/Invitrogen) c6 bd sung
10% FBS (Gibco/Invitrogen), MEM NEAA (Gibco/Invitrogen), ImM natri pyruvat
(Gibco/Invitrogen) va 2 mM L-Glutamin (Gibco/Invitrogen) ¢ 37°C va 5% CO,. Té bao
B nguyén thily clia ngudi dugce tinh sach tir mau ctia ngudi hién khée manh dugc xir 1y
bang héparin bing cach st dung gradien ty trong Ficoll (Leucosep, Greiner Bio-One,
Biocoll Separating Solution, Biochrom) va phan lap bang tir tinh 4m (Dynabeads
Untouched Human B cells, Invitrogen). D9 tinh sach ciia t& bao B dugc lam giau duoc
nghién ctru bang phan tich FACS bing cich nhudm v6i khang thé khang hCD19-APC
(BD Pharmingen #555415), khang thé khang hCD3-PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences
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#332771) va khang thé khang hCD56-PE (BD Pharmingen #555515). Té bao B nguyén
thuy dugc st dung truc tiép cho cac tht nghiém ma khéng cin nudi cdy thém. Viéc

phong bé khang thé khang FcyRIIB 2B6 theo EP1534335.

Quy trinh kich thich chudn bdng cdch sir dung hén hop kich thich gém khdng thé tan

duoc

D¢ kich thich dong thoi BCR va FeyRIIB hé khang thé duoc thiét 1ap bing cach st
dung hon hop khang thé gom 2 pg/ml khang thé don dong cua chudt khang higM
(Southern Biotech #9022-01, dong UHB) va 20 pg/ml khang thé don dong ctia tho khang
mlgG(1,2a,3) (Epitomics #3020-1, dong M111-2) trong d6 phan Fc cta nd phan Gng
chéo v6i thu thé FeyRIIB cta ngudi. Dbi chiing dugc thuc hiéﬁ v6i 20 pg/ml khang thé
da dong cua thd khéang hIgM (céc khang thé truc tuyén #ABIN117299) hodc hdn hop
chira 2 ug/ml khang thé khang hIgM va déi ching isotyp mIgG2b (dong MPC-11, BD
Pharmingen #557351).

3x10° té bao cua dong té bao u lympho Daudi hoic Ramos va té bao B nguyén thuy

duogc thu bang cach ly tdm va duge 0 voi céc hdn hop kich thich khac nhau trong moi

truong thir nghiém (RPMI 1640 + 1% FBS) trong 20 phut & 37°C.

Sau d6 5 pg/ml khang thé ch8A6 khang FeyRIIB (0,8 ul do pha loang 1:10), 2B6
(1,5 ul d6 pha loang 1:10) hodc chGB3 N297A (1,1 ul d6 pha lodng 1:10) duoc bd sung
vao mau va té bao dugc u thém trong 25-30 phut. Tién hanh ly giai nhu duoc mé ta mot
cach riéng ré.
Phdn tich tham tdch Western cdc mau phosphoryl héa
Ly gidi té bao

Té bao dugc tao von & 4°C, rira bang PBS gitt trong nudc da lanh va u trong 10 pL
dung dich dém ly giai (dung dich dém RIPA (Cell Signaling) c6 bd sung chit &rc ché
phosphataza (PhosStop, Roche), chét trc ché proteaza (Complete Ultra Mini, EDTA-free,
Roche) va 1 mM PMSF (Fluka Biochemica) trong 30-45 phut trén nudc da.

SDS-PAGE

Sau khi ly tdm, dich ndi dugc nap cung véi dung dich dém mau (dung dich dém
miu NuPAGE LDS, chit khir miu NuPAGE, Invitrogen) dung cho SDS PAGE
(NuPAGE Novex Bis-Tris Mini Gels, dung dich dém chay MES SDS (Invitrogen)). D6i
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v6i SDS-PAGE, dung dich dém miu LDS va chat khir duoc bd sung va miu duge lam
néng dén 95°C trong 5 phut. Mau duogc gitt & -20°C hodc dugc phan tich luén bang SDS-
PAGE va tham tach Western.

Chuyén protein 1én mang PVDF va do

Sau d6, protein duoc chuyén 1én mang PVDF (Roti-PVDE, Roth, dung dich dém
chuyén 10 mM Tris, 100 mM Glyxin, 10% Metanol, diéu kién chuyn 240 mA const., 90
phit & 4°C). Mang dugc phong bé bang 5% BSA trong TBS-T (10 mM Tris, 150 mM
NaCl, 0,1% Tween20) va dugc nhudm véi khang thé khang FcyRIIB/CD32 Phospho
(pY292) (Cell Epitomics # 2308-1, 1:50000, 4°C qua dém) hodc khang phosphoSHIP
(1:1000, Cell Signaling #3941) va khang HRP cuta tho (Jackson ImmunoResearch #111-
036-045, 1:50,000 trong TBS-T, thoi gian chay 1 gio). Su phat quang hda hoc (dugc hién
bing thiét bi WesternLightning Plus, Perkin Elmer) dwoc phat hién trén phim tia X.

Tay rvia

Dé phan tich tiép theo cac khang thé truc tiép khang céc protein dugc phosphoryl
héa khac, mang duogc tdy (Re-Blot Plus, Millipore) trong 10 phut, rira va phong bé trude
khi nhuém véi khang thé khang B-Actin (Sigma-Aldrich # A1978, 1:50.000 va khéng
IgG-HRP cua chudt, Sigma-Aldrich # A9044) hozc cac khang thé cho cac protein phat

tin hi€u khéc.

Qud trinh phosphoryl héa FeyRIIB-ITIM & PBMC tir ngueoi hién khée manh dwoc lam

ting ré rét nho khdng thé theo sing ché

PBMC tir ngudi hién khée manh dugc phan 1ap va hodc dé khong xt 1y hodc duge
U trong 25 phut véi hdn hop kich thich (khang thé don dong cta chudt khang higM va
khéng thé don dong ctia thé khang mIgG). Sau d6, té bao dugc xur ly hodc véi ch8A6
hodc dung dich dém lam déi chig. Dich ly giai t& bao duoc dua vao phén tich thAm tach
Western bang cach sir dung céc khang thé do thich hop nhu dé cip trén day. Su ting rd
rét & qud trinh phosphoryl héa métip FeyRIIB-IITIM cua té bao (PBMC, té bao B) dugc
phét hién (FIG.6a). Thir nghiém déi chting véi viée kich thich té bao bing chi hdn hep
kich thich, hogc chi khang thé don dong ctia chudt khang hIgM, khéng thé don dong ctia
tho khang mIgG két hop voi ch8A6 khong thé hién viéc lam ting qué trinh phosphoryl
hoa FeyRIIB-ITIM (FIG.6b). Cac khang thé theo sdng ché do d6 thé hién hiéu qua rd rét
lén qua trinh phosphoryl hoa ITIM & té bao ngudi c6 BCR duge lién két ngang va
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FcyRIIB (dugc biéu hién nodi sinh) duogc lién két véi mang va khong c6 hiéu qua trén té
bao khong dugc kich thich, tic 14 té bao khong c6 BCR duoc lién két ngang va FcyRIIB
duoc lién két vao mang. Trong bénh ty mién, BCR va FeyRIIB duoc lién két vao mang
s& khong duge lién két ngang boi cic tu khang nguyén hoic phirc hop mién dich (IC).
Céc khéang thé theo sang ché c6 thé trc ché té bao B tu phan tmg gdy bénh ¢ bénh tu mién
bing cach lam tang qua trinh phosphoryl héa FeyRIIB-ITIM. Tuy nhién, khang thé theo
séng ché ciling c6 thé 1am ting qua trinh phosphoryl héa ITIM ma khéng c6 BCR lién két
ngang (FIG.6c¢).

So sanh hiéu qua ciia ch8AG véi khdng thé tir tinh trang ky thudt da biét (chGB3_N2974)

So sanh hi€u qua cua dong ch8A6 N297A va dong chGB3 N297A 1én qua trinh
phosphoryl héa ITIM. Té bao Daudi ctia ngudi duoc xir Iy véi hdn hop khang thé va, sau
do v6i ch8A6 _N297A, chGB3 N297A hoic 2B6 nhu dugc md ta trén ddy. Khang thé
chGB3 N297A nhu ch8A6 N297A la khang thé khong phong bé khang FcyRIIB va

nhén dién epitop tuong tu.

B6 sung ch8A6 N297A vio té bao duoc xir Iy bing hdn hop khang thé cho thiy
lam tdng qua trinh phosphoryl héa FcyRIIB-ITIM & nong d6 0,05 pg/ml. Mic du ting
nong d6 chGB3 N297A cho thiy su kich thich phu thudc liéu ciué trinh phosphoryl hoa
mdtip trc ché, ngac nhién 13, dong khang thé nay khong thé dat t& muc phosphoryl héa
tuong duong v6i 8A6. Pinh lugng ty trong bang phim tia X v6i phdn mém “Image)” tinh
toan duoc tri sb tdi da béng 2,8 1an tin hiéu phospho, trong khi d6 hu8A6 N297A dan
dén su tang 9,8 lan so véi t& bao khong duogc xir Iy (FIG.7). Do d6, cac khang thé theo
sang ché thé hién mot cach ro rang va ngac nhién 13 1am ting qué trinh phosphoryl hoa
FeyRIIB-ITIM so vé6i cac khang thé trong giai phap da biét.

So sdnh hiéu qud cia bién thé dwoc lam twong thich véi nguoi huSAG6, thé khdim
846_N297A va chGB3_N2974 lén qud trinh phosphoryl héa ITIM ¢ PBMC nguyén thiy

Khéng thé chGB3 N297A, ch8A6 N297A va 8A6 duge lam tuong thich véi nguoi
duoc so sanh vé anh hudng cia chung lén qud trinh phosphoryl héa FcjyRIIB-ITIM &
PBMC nguyén thiy ctia nguoi. Sau khi lién két ngang ctia BCR va FeyRIIB nho hdn hop
khang thé nay, cac khang thé khac nhau dugc bd sung & ndng do 5 pg/ml va phan tich
thdm tach Western dbi v&i qué trinh phosphoryl héa ITIM dugc thuc hién. Mot 14n nita,
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ngoai mong dgi, cdc khang thé theo sang ché c¢d hiéu qua mot cach rd rét 1én qué trinh

phosphoryl héa FeyRIIB-ITIM so v6i khang thé trong giai phép da biét (FIG.8).

Qud trinh két tiia mién dich déng thoi ciia métip FeyRIIB-ITIM dwoc phosphoryl héa va
SHIP-1

Sau khi lién két ngang vao thu thé, phosphataza SHIP duoc huy dong vio mang
thong qua lién két ctia viing SH2 ctia n v6i phospho-tyrosin trong métip FeyRIIB-ITIM,
sau d6 qua trinh phosphoryl héa tyrosin & médtip NPXY trong ving dau C ciia SHIP-1.
Viéc tai dinh vi trén mang va qua trinh phosphoryl hda métip NPXY sau d6 14 can thiét
cho chirc nang diéu hoa ctia SHIP-1. Tac dong clia n6 1én dong canxi, su sdng cua té bao,
su sinh trudng, chu ky nghi ciia té bao va su chét té bao theo chuong trinh qua trung gian
céc con dudong PI3K va Akt. Tyr1021 c¢6 trong mdt trong s cac motip NPXY ctia SHIP-
I, va qud trinh phosphoryl héa né la quan trong cho chic nidng cia SHIP-1
(Nimmerjahn, Ravetch, 2008).

Té bao Daudi cta ngudi duoc kich thich bing hdn hop khang thé nhu duoc xéac
dinh trong phan trén va sau khi ly giai trong dung dich dém ly giai nhe (dung dich dém ly
giai ColP), mau dugc 1 véi 2B6 dé bat giit FeyRIIB. Phirc hop dugc lién két véi cac hat

sit tir lién két véi Protein G va dugc phan 14p bang gia ti.

Dich ly gidi chira 1x10” t& bao/mau dugc chuén b trong 500 pl dung dich dém ly
giai ColP, 1 t& bao trong 30 phut trén nude da va xody tron mdi 10 phut. Xéc té bao duoc
xody tron xudng duéi ¢ tée do 13.000 vong/phut trong 10 phut & 4°C va phan dich nbi
dugc chuyén vao dng méi. 500 ul dich ly giai dwoc 1 véi 10 pg 2B6 trong 2-3 gid & 4°C
tron dao dau cudi. Céc hat tir lién két v6i Protein G dugc rira hai 1dn véi 500 ul dung
dich dém ly giai va 50 ul hat (1,5 mg) duge bd sung vao phirc hop dich ly giai-khang thé
qua dém & 4°C (banh xe quay). Phitc hop dugc rira giai tir hat bang cach rira hai 14n véi
200 pl dung dich dém ly gidi va dun néng hat trong 5 phtt trong 25 pl dung dich dém
mau LDS1x chira téc nhan khir. Sau khi ly tim & 4000 x g trong 30 gidy, 10 ul dich ndi
dugc cho chay SDS-PAGE dé phan tich thAm tach Western.

Phan tich thim tach Western dich ly giai cho thiy murc phospho-SHIP-1 tang dang
ké trong cac mau cia té bao dugc xtr Iy v6i hon hop khang thé va ch8A6 N297A. Khi
qué trinh két tua duoc thuc hién véi khang thé 2B6 ddc hiéu FcyRIIB, chi SHIP-1 phén

1ap duoc két taa d@)ng thoi ma da duoc lien két voi FcyRIIB. Mang sau khi lam sach va
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nhudm lai da cho thiy qua trinh phosphoryl hoa motip FeyRIIB-ITIM ting trong cc mau
duoc xtr ly voi ch8A6_N297A, tuong quan véi tin hiéu phospho-SHIP1. Viéc nhudm lai
14n hai voi a-hFcyRIIB a, b, ¢ cho théy lugng tuong duong cia thu thé FcyRIIB dugc két
tla trong tat ca cac mau, ding lam d6i ching tai cho SDS-PAGE (FIG 9).

Dugc lam tuong thich v&i ngudi ch8A6

ch8A6 dugc dugc lam twong thich véi ngudi bang cach ghép trinh tu ving x4c dinh
bo thé tir khang thé cta chudt vao khung ctia ngudi. Pé chon loc khung ctia ngudi, trinh
tu Vi va Vi, dugce so sdnh véi trinh tu clia cac phan doan mam ving ban 18 va ving bién
doi cuia Ig ctia ngudi, thu duge tir co s& dit liéu ¢6 sin (IMGT; V-BASE). VH_3 30 cung
v6i trinh tu mam IGHJ4 cua ngudi va VK3 15 cling véi trinh tw mam IGKJ2 caa nguoi

lan luot duge chon cho chudi ning va chudi nhe.

Mot s bién thé dbi voi chudi ning va chudi nhe duoc duoc lam tuwong thich véi
nguoi duge tao ra. Cac gen ma hoa trinh tu dugc chi rd cia Vi va Vi duoc lam tuong
thich v6i ngudi duge téng hop & Life Science Technologies / Geneart, sau d6 dugc tach
dong phu vao vecto biéu hién 14 dong vat c6 vi. Quy trinh sang loc cac bién thé khang
thé duoc thuc hién mdt cach truc tiép tir dich noi cua té bao CHO-S duoc chuyén nhiém
(Invitrogen). Khang thé 8A6 thé kham duoc ding lam déi ching chuyén nhiém va chuin
trong qua trinh sang loc céc bién thé duoc lam tuwong thich véi ngudi. Bién thé Hu8A6
dugc phan tich vé lién két trén sFeyRIIB va sFcyRIIA bang phuong phap ELISA va trén
FcyRIIB nguyén thé thong qua FACS trén & bao Raji (xem trén day). Ngoai ra viéc xac
dinh dic tinh ddc hoc cua cac bién thé khang thé duoc thuc hién béng phuong phap cong
huéng plasmon bé mit.

Thir nghiém véi cac bién thé 8A6 dugc 1am tuong thich v&i nguoi

Pé thtr nghiém hoat tinh phosphoryl hoa ciia cc bién thé duge lam tuong thich vai
ngudi 8A6, té bao Daudi duoc kich thich bang hdn hop khéng thé nay, dugc xt ly bing
0,5 hodc 5 pg/ml cac bién thé 8A6 khac nhau, va phan tich thdm tach Western déi véi
qua trinh phosphoryl hoa ITIM dugc thuc hién.

So sdnh cdc bién thé 846 dwoc lam twong thich véi nguoi véi ch8A6_N297A4

Tat ca cac bién thé duoc lam tuong thich véi nguoi dugce thir nghiém cua 8A6 ¢6
kha ning gdy ra qua trinh phosphoryl héa thu thé va mirc phosphoryl hoa tuong duong
voi mirc duge gdy ra boi ch8A6 _N297A tir cing mot mé tinh ché. Do do, khong phat
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hién su mét hoat tinh sau vong duoc lam twong thich véi nguoi th hai. Mic du dit li€u
Biacore dé xuét 4i luc khac nhau dbi v6i cac t6 hop khic nhau ciia chudi ning va chudi
nhe, nhitng sy khac nhau nay 1a khong thé phat hién bang phan tich thim tach Western
(FIG.10)

So sdnh cdc bién thé 8A6 dwoc lam twong thich véi nguwoi véi ch8A6_N297A, khéing
FeyRIIB phong bé (2B6) va chGB3_N2974

Sau khi t& hop chudi duge lam twong thich v&i ngudi cudi cung dugc chon, bién thé
nay, két hop chudi nang V10 véi chudi nhe Vi 6, cudi cing duge so sanh v6i cac khang

thé ch8A6 N297A, 2B6 va chGB3 N297A (FIG.11).
Thtr nghiém in vivo
M6 hinh SLE-PBL-Model

Chu6t Rag2/gamma-c/Fcy-/- dugc chiéu xa véi lidu 6 Gy va dugce tiém qua dudng

bung vdi luong thay ddi ciia bach ciu méau ngoai vi ctia ngudi trong 500u] PBS.

Viée diéu tri cho chudt bat dau 2 tudn sau khi tiém té bao sau khi viéc ghép PBL
cta nguoi bénh-SLE nguoi vao chudt dugce xadc nhan nho sy ¢6 mat cua nguoi globulin
mién dich M hodc G. Chudt duge xt 1y v6i 200ul dung dich dém (PBS) hoic 20ug
khang thé (ch8A6_N297A) trong 200ul PBS qua duong bung hai 1an mdi tudn trong 4
tudn. Chudt dugc can va léy mau dé thu huyét thanh mét 1an méi tudn. Mau huyét thanh

dugc dé dong bang & -80°C cho dén khi st dung tiép theo (FIG.12).
ELISA

Céc mau huyét thanh duoc phan tich bing ELISA vé sy c6 mit cta tong IgG, IgM
cua nguoi va IgM va IgG khang ADN.

Pé dinh lugng tong IgM va IgG huyét thanh trong cdc mau huyét thanh, Kit Bethyl
dinh lugng IgM cta ngudi bang ELISA va Kit dinh luong IgG cta ngudi bang ELISA
(Biomol) dugc st dung theo huéng dan cta nha san xudt. OD dugc do bing thiét bi doc

vi dia diéu huéng dugc VersaMax (Thiét bj phan tir) & 450 va 650 nm.

Dé phat hién cac khang thé khang ADN, dia ELISA duoc phi 10 pg/mL BSA duoc
metyl héa (Sigma) trong PBS trong 2 gi¢ & nhiét do trong phong. Sau khi rira, cac dia
nay dugce phi 50 pg/mL ADN tuyén trc ctia bé (Sigma) trong PBS & 4°C qua dém. Viéc
phong bé lién két khong dac hiéu duge thuc hién bing PBS/0,1% Gelatin/3% BSA/1mM
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EDTA trong 2 gid' & nhiét d6 trong phong. Huyét thanh duoc pha lodng ty 1& 1:100 trong
dung dich phong bé va dugc 0 trong 1 gid & nhiét do trong phong. Pé lam khang thé
tham do, khang thé lién hop HRP cia kit dinh luong IgM ciia nguoi (Bethyl) duoc st
dung va dugc pha lodng ty 1& 1:10.000 trong dung dich phong bé sau d6 U trong 1 gid &
nhiét do trong phong. PBS duoc st dung cho tit ca cac bude rira. D& phat hién, dung
dich TMB duoc bd sung va phan tmg dugc dimg bang axit orthophosphoric 6%.
Mb hinh SLE PBL, téng globulin mién dich trong huyét thanh ngueoi

Téng muc IgG cta ngudi [pg/mL] duge phan tich & chudt duoc ghép PBL tir dbi
tugng cho 1a ngudi mac SLE. Khong 6 su khac biét dang ké vé tdng IgG ctia ngudi giita
PBS hoic khang FcyRIIB duoc phat hién. Khang thé theo sang ché khong c6 anh hudng
dang ké 1én tong IgG ctia ngudi (FIG.13).
Mb hinh SLE PBL, dnh hiong Ién cdc khdng thé khdang ADN (IgG ddic hiéu bénh)

Su giam dang ké IgG dic hidu bénh khang ADN ciia ngudi & chudt khang FeyRIIB
bét dau trong tuan 4 sau khi chuyén/ghép SLE-PBL duoc ghi nhan. Cac khang thé theo
sang ché lam giam rd rét lugng khang thé khang ADN tuong tng bénh (FIG.14).

Tai liéu tham khao

Almagro J.C. and Fransson J. (2008), Humanization of antibodies. Front Biosci 13:1619-
33.

Amigorena, S., Bonnerot, C., Drake, J.R., Choquet, D., Hunziker, W., Guillet, J.G.,
Webster, P., Sautes, C., Mellman, ., Fridman, W.H. (1992), Cytoplasmic domain

heterogeneity and functions of IgG Fc receptors in B lymphocytes, Science 256,
1808-1812.

Beck A, Wurch T, Bailly C, Corvaia N. 2010. Strategies and challenges for the next
generation of therapeutic antibodies. Nat. Rev. Immunol. 10: 345-352.

Bolland S, Ravetch JV (2000), Spontaneous autoimmune disease in Fc(gamma)RIIB-

deficient mice results from strain-specific epistasis. Immunity 13(2), 277-85.

Cassel DL, Keller MA, Surrey S, Schwartz E, Schreiber AD, Rappaport EF, McKenzie
SE Differential expression of Fc gamma RIIA, Fc gamma RIIB and Fc gamma RIIC in
hematopoietic cells: analysis of transcripts. Mol Immunol. 1993 Apr; 30(5):451-60.

-44-



29557

Chan AC and Carter PJ. 2010. Therapeutic antibodies for autoimmunity and
inflammation, Nat. Rev., Immunol. 10(5):301-16.

Daeron M, Latour S, Malbec O, Espinosa E, Pina P, Pasmans S, Fridman WH. 1995. The
same tyrosine-based inhibition motif, in the intracytoplasmic domain of Fc gamma RIIB,
regulates negatively BCR-, TCR-, and FcR-dependent cell activation. Immunity 3:635—
46.

Edelman GM, Cunningham BA, Gall WE, Gottlieb PD, Rutishauser U, Waxdal MJ.
1969. The covalent structure of an entire gammaG immunoglobﬁlin molecule. Proc Natl
Acad Sci U S A. 63(1):78-85.

Ghazizadeh, S., Bolen, J.B. & Fleit, H.B. Physical and functional association of Src-
related protein tyrosine kinsases with FcgRII and moncytic THP-1 cells, J.Biol. Chem.
269, 8878-8884 (1994)

Hammerling et al. Monoclonal Antibodies and T-cell Hybridomas, pp. 563-681 (Elsevier,
N.Y., 1981)

Harlow et al. (2™ Ed. 1988), Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Isakov N. (1997), ITIMs and ITAMs. The Yin and Yang of antigen and Fc receptor-

linked signaling machinery. Immunol Res. 16, 85-100.

Jones, P.T. et al. (1968), Replacing the complementarity-determining regions in a human
antibody with those from a mouse, Nature 321:522-525.

Malmborg AC, Borrebaeck CA. (1995) BlAcore as a tool in antibody engineering. J
Immunol Methods. 1995 Jun 14;183(1):7-13.

Nimmerjahn F, Ravetch JV 2008. Fcy receptors as regulators of immune responses.

Nature Reviews Immunology 8, 34-47.

Presta L.G. (2008), Molecular engineering and design of therapeutic antibodies.

Curr Opin Immunol. 20(4):460-70.

Ravetch, J. V. and Bolland, S. (2001), IgG Fc Receptors. Annu. Rev. Immunol. 19, 275-
290.

Reichert IM. (2012) Marketed therapeutic antibodies compendium. MAbs 4(3):413-5

Santos A.D. and Padlan E.A. (1998), Development of more efficacious antibodies for
medical therapy and diagnosis. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol. 60:169-94.
-45-



29557

Winter G, Milstein C. (1991) Man-made antibodies. Nature. 349(6307):293-9.

Xiang Z, Cutler AJ, Brownlie RJ, Fairfax K, Lawlor KE, Severinson E, Walker EU,
Manz RA, Tarlinton DM, Smith KG. 2007. FcgammaRIIb controls bone marrow plasma
cell persistence and apoptosis. Nat Immunol. 8(4):419-29.

Zhou, M.-J., Todd, R.F., van de Winkel, J.G.J., Petty, H.R. (1993), Cocapping of the
leukoadhesin molecules complement receptor type 3 and lymphocyte function-associated
antigen-1 with FcyRIII on human neutrophils. Possible role of lectin-like interactions, J.

Immunol. 150, 3030-3041.

-46-



29557

YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé khang FcyRIIB, trong d6 khang thé nay:

(a) chtra, & vung bién d6i chudi ndng cia no, H-CDR1, H-CDR2 va H-CDR3 ¢¢ trinh tu
néu trong SEQ ID NO. 14, 15 va 16 va & ving bién ddi chudi nhe ciia n6 L-CDR1, L-
CDR2 va L-CDR3 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 17, 18 va 19; hodc

(b) chura, & ving bién d6i chudi ndng cua no, H-CDR1, H-CDR2 va H-CDR3 c¢6 trinh tu
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO. 20, 21 va 22 va, & ving bién déi chudi nhe cia né,
L-CDRI1, L-CDR2 va L-CDR3 c¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 23, 24 va 25;

trong d6 khang thé nay lam tang qua trinh phosphoryl héa ITIM ctia FeyRIIB cia céc té
bao Daudi khoang 4 dén 10 lan so vdi cac té bao Daudi khong duge xt ly bing khang
thé nay.

2. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay 1a thé kham hodc dugc lam tuong thich

vG1 nguoi.

3. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira, & ving bién ddi chudi ning cua
n6, H-CDR1, H-CDR2 va H-CDR3 ¢6 trinh ti néu trong SEQ ID NO. 20, 21 va 22 va, &
vung bién ddi chudi nhe cua no, L-CDR1, L-CDR2 va L-CDR3 c¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO. 23, 24 va 25, trong d6 khang thé nay chtra ving bién ddi chudi ning c6
trinh tu néu trong SEQ ID NO. 3.

4. Khang thé theo diém 1, trong dé khang thé nay lién két dic hiéu véi cac axit amin tir

vi tri 20 dén 40 ctia FeyRIIB cua ngudi 6 trinh tu néu trong SEQ ID NO. 5.

5. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay lién két in vitro véi FcyRIIb cua nguoi

v6i ai luc c6 hing s6 toc do phén ly it nhét 1a 4,9x107*s ™.

6. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira, & ving hing dinh chudi nang cta

nd, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO. 6.

7. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chira, & ving hing dinh chudi nhe cua

no, trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO. 7.
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8. Khéang thé khang FcyRIIB trong d6 khang thé nay chira ving bién ddi chudi ning c6
trinh ty néu trong SEQ ID NO. 1 hodc 3 va/hodc ving bién dbi chudi nhe ¢6 trinh tir néu

trong SEQ ID NO. 2 hoéc 4.

9. Khang thé theo diém 8, trong d6 khang thé nay chira, & ving hing dinh chudi ning cta

no, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO. 6.

10. Khang thé theo diém 8, trong d6 khang thé nay chtra, & ving hing dinh chudi nhe cta
no, trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO. 7.

11. Dugc pham chira khang thé theo diém 1 1am thanh phan hoat tinh.
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35
Ala Ser Ile Ser Tyr
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Arg Pro Gly Asp
100
Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Thr

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

10

Ser

Gln

val

Ser

Gln
90

Leu

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Phe

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Asn

Arg

thich v&i nguoi

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gln
105

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90
Gly

-50-

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Ile

Val

Thr

45

Arg

Asn

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Gly

Asn

Val

Val

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Met

His

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Val
15

Thr
Leu
Thr

Gln

Pro
95

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Val

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

80
Tyr

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Ser



<210> 4

<211> 108
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>

29557

<223> khang thé& duogc lam tuong thich véi ngudi

<220>
<221> P&c tinh hbén tap

<222> (1)..(108)

<223> VL hu8A6

<400> 4

Gln Ile Val Met Thr Gln Ser

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Val Asp Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Tyr

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe

65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 5

<211> 181

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<220>

<221> P&c tinh hdén tap

<222> (1)..(181)
<223> FcyRIIB cua ngudi
<400> 5
Met Gly Thr Pro Ala Ala Pro
1 5
Gln Trp Ile Asn Val Leu Gln
20
Gly Thr His Ser Pro Glu Ser
35
Asn Leu Ile Pro Thr His Thr
50 55

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

Glu

Asp

40
Gln

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Lys
Asp
25

Ser

Pro

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90
Ile

Ala

10

Ser

Ile

Ser

-51-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Val

Val

Gln

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Arg

Leu

Thr

Trp

Arg
60

Val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Lys

Leu

Phe

45
Phe

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

His

Leu
Thr
30

His

Lys

Pro Gly
15
Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser
80

Pro Tyr
95

Glu Pro
15
Cys Arg

Asn Gly

Ala Asn



Asn
65

Ser
Thr
His
Gly
Gln
145

Gly

Pro

Asn

Asp

Pro

Ser

Lys

130

Ala

Tyr

Ser

<210> o
<211> 3
<212> P

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>
<223>

<400> 6
Ala Ser Thr Lys Gly

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro
130

Asp

Pro

His

Trp

115

Ser

Asn

Thr

Ser

29
RT

Nhan

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115
Lys

Ser

Val

Leu

100

Lys

Lys

His

Leu

Ser
180

tao

Gly
20
Pro

Thr

Val

Asn

Pro
100
Glu

Asp

Gly
His
85

Glu
Asp
Lys
Ser
Tyr

165

Pro

Pac tinh hdén

(1)..(329)
CH huB8A6 wt

5
Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Glu

70

Leu

Phe

Lys

Phe

His

150

Ser

tap

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Tyr

Thr

Gln

Pro

Ser

135

Ser

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met
135

29557

Thr

Val

Glu

Leu

120

Arg

Gly

Lys

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120
Ile

Cys

Leu

Gly

105

Val

Ser

Asp

Pro

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105

Pro

Ser

Gln

Ser

90

Glu

Lys

Asp

Tyr

Val
170

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr

Ser

Arg

-52-

Thr
75

Glu
Thr
Val
Pro
His

155
Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Gly

Trp

Ile

Thr

Asn

140

Cys

Ile

khédng thé dugc lam tuong thich véi ngudi

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
140

Gln
Leu
Val
Phe
125
Phe

Thr

Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu

125
Glu

Thr
Val
Leu
110
Phe
Ser

Gly

Val

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
vVal
Pro
110

Phe

Val

Ser

Leu

95

Arg

Gln

Ile

Asn

Gln
175

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Leu
80

Gln
Cys
Asn
Pro
Ile

160
Ala

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys



Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val

305
Gln

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>

<221>

<222>
<223>
<400>
Thr val Ala Ala Pro

1

Leu

Lys

Pro Arg

Gly Asn

Tyr
65

50

Ser

7
1

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

06

PRT
Nhéan

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

tao

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

29557

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi

(1)..(106)
CL hu8A6_wt

7

Ser

Glu
35

Ser

Leu

Gly
20

Gln

Ser

5
Thr

Ala Lys

Glu

Ser

Pic tinh hén tap

Ser

Ala

Val

Ser

Thr
70

Val

Ser

Gln

Val

55

Leu

Phe
Val
Trp
40

Thr

Thr

Ile
Val
25

Lys

Glu

Leu

Phe
10

Cys
Val

Gln

Ser

-53-

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys
75

Pro

Leu

Asn

Ser
60

Ala

Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Ser

Asn

Ala

45
Lys

Asp

Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Asp
Asn
30

Leu

Asp

Tyr

Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Glu
15

Phe
Gln

Ser

Glu

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys
80



29557

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

90

105

gtggtccagc
gactattaca
atatcatacg
tccagagaca
acggctgtgt
gtcagctca

ctgggaggtc
tggcctgggt
atggaagcaa
attccaagaa

attactgtgc

lam tuong thich v&i ngudi

ctgtctgtgt
tcctatgtceg
gcatccacca
ttcactctca

tataacaacc

ctccagggga
actggtacca
ggtacactgg
ccatcagcag

atccttacac

85
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100
<210> 8
<211> 339
<212> ADN
<213> ©Nhén tao
<220>
<223> khé&ng thé dugc lam tuong thich véi ngudi
<220>
<221> d&c tinh hdn tap
<222>  (1)..(339)
<223> VH hu8A6
<400> 8
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcatcc
ggagactccg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac
gactactggg gccaaggaac cctggtcacc
<210> 9
<211> 324
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> khang thé duoc
<220>
<221> d&c tinh hén tap
<222> (1)..(324)
<223> VL hu8A6
<400> 9
cagatagtga tgacgcagtc tccagccacc
ctctcctgca gggccagtca gtccgttggce
ggccaggctc ccaggctcct catctatggt
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag
gaagattttg cagtttatta ctgtctgcag
gggaccaagc tggagatcaa acgt
<210> 10
<211> 990
<212> ADN
<213> Nhé&n tao
<220>
<223> khang thé& duoc

lam tuong thich véi nguoi

-54-

95

cctgagactc
ccgccaggcet
taagtactac

cacgctgtat
gagaccggga

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcece
cctgcagtct
ttttggccag

60
120
180
240
300
339

60
120
180
240
300
324



<220>
<221>

<222>
<223>
<400> 10

gcctccacca
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtcet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggga
cagaagagcc
<210> 11

<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

<222>
<223>
<400> 11

acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg
<210> 12

<211> 125
<212> PRT
<213>
<220>

(1).
CH hu8A6_wt

(1) .
CL hu8A6_wt

. (990)

agggcccatc
ccctgggetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctettece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccyg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctcecectgte

Nhén tao

khang thé dugc

. (321)

caccatcggt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcga

gagagtgtta

Ngudi hién dai

29557

ddc tinh hén tap

ggtcttcccc
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagc
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctgce
tgggcagccg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggttaa

ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctcccagceccecce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcagcttggg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccceccatce
gcttctatcc
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

lam tuong thich vdi ngudi

di3c tinh hdn tap

cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

g

ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

-55-

atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgcccegt

cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
ggttgagccc
cctgggggga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
gcctcecegtg
gagcaggtgg
ccactacacg

gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
990

60
120
180
240
300
321



<221>

<222>
<223>
<400>
Arg Phe Lys

1
Gly

Trp

Ile

Thr

65

Thr

Cys

Ile

Gln

Leu

Met

50

Phe

Phe

Thr

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<222>

<223 FCYyRIIA ddt bién hoa tan duoc cha ngudi

<400>
Met Ala Pro Pro

1
Val

Pro
Thr
Gly
65

His

Glu

Leu

Glu

His

50

Glu

Leu

Phe

P&c tinh hén tap

(1) ..(125)
FcyRIIA hoa tan duogc

12

Thr

Val
35

Leu

Phe

Ser

Gly

Val

115
13
179
PRT

Ala

Ser

20

Leu

Arg

Gln

Ile

Asn

100
Gln

Asn
5
Leu
Gln
Cys
Asn
Pro
85

Ile

Val

Asn

Ser

Thr

His

Gly

70

Gln

Gly

Pro

Ngudi hién dai

Pic tinh hén tap

(1)..(179)

13

Gln

Ser

35

Thr

Tyr

Thr

Gln

Glu

20

Asp

Gln

Thr

Val

Glu
100

Asn

Asp

Pro

Ser

55

Lys

Ala

Tyr

Ser

29557

cua

Asp

Pro

His

40

Trp

Ser

Asn

Thr

Met
120

ngudi

Ser
Val
25

Leu
Lys
Gln
His
Leu

105
Gly

Lys Ala Val Leu Lys

5
Asp

Ser

Pro

Cys

Leu

85
Gly

Ser

Ile

Ser

Gln

70

Ser

Glu

Val

Gln

Tyr

55

Thr

Glu

Thr

Thr
Trp
40

Arg
Gly

Trp

Ile

Leu

25

Phe

Phe

Gln

Leu

Met
105

Gly
10

His
Glu
Asp
Lys
Ser
90

Phe

Ser

Leu
10

Thr
His
Lys
Thr
Val

90

Leu

-56-

Glu

Leu

Phe

Lys

Phe

75

His

Ser

Ser

Glu

Cys

Asn

Ala

Ser

75

Leu

Arg

Tyr

Thr

Gln

Pro

60

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

Gln

Gly

Asn

60

Leu

Gln

Cys

Thr

Val

Glu

45

Leu

Arg

Gly

Lys

Pro
125

Pro
Gly
Asn
45

Asn
Ser

Thr

His

Cys
Leu
30

Gly
vVal
Leu

Asp

Pro
110

Trp
Ala
30

Leu
Asn
Asp

Pro

Ser
110

Gln
15

Ser
Glu
Lys
Asp
Tyr

95
Val

Ile
15

Arg
Ile
Asp
Pro
His

95
Trp

Thr

Glu

Thr

Val

Pro

80

His

Thr

Asn

Ser

Pro

Ser

Val

80

Leu

Lys



Asp
Lys
Ser
145

Phe

Ser

Lys
Phe
130
His

Ser

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Tyr Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ser Ile Ser

1
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ala Arg Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

Pro
115

Ser

Ser

Ser

Pro

14
5
PRT

nhan

CDR1
14

15
17
PRT

nhéan

CDR2
15

CDR3
16

17
11
PRT

nhan

CDR1

Leu Val Lys
Arg Ser Asp
Gly Asp Tyr

150

Lys Pro Val
165

tao

Val

Pro

135

His

Thr

Thr
120
Asn

Cys

Ile

29557

Phe Phe

Phe Ser

Gln Asn

Ile Pro
140

Thr Gly Asn Ile

Thr Val
170

155
Gln Val

Gly Lys
125
Gln Ala

Gly Tyr

Pro Ser

chudi ning tu khang thé& 8A6 cua chudt

Met Ala
5

tao

chudi ning tu khang thé 8A6

cua chudt

Ser

Asn

Thr

Met
175

Lys
His
Leu

160
Gly

Ser Asp Gly Ser Asn Thr Tyr Tyr Gly Asp Ser Val Lys

5

tao

10

chudi ning tu khang thé 8A6 clia chubt

Gly Asp Tyr
5

tao

chudi nhe tlur khdng thé 8A6 cua chudt

-57-

15



29557

<400> 17

Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Tyr Val Asp
1 5 10
<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>

<223> CDR2 chudi nhe tir khang thé& 8A6 cuia chudt
<400> 18

Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr

1 5

<210> 19

<211> 9

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>

<223> CDR3 chudi nhe tu khang thé& 8A6 cuia chudt
<400> 19

Leu Gln Tyr Asn Tyr His Pro Tyr Thr

1 5

<210> 20

<211> 5

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>

<223> CDR1 tu khang thé duogc lam tuong thich véi ngudi 8A6
<400> 20
Asp Tyr Tyr Met Ala

1 5
<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> nhén tao
<220>

<223> CDR2 chudi n3ng tu khdng thé& dugc lam tuong thich véi ngudi 826
<400> 21
Ser Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Gly Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 22

<211> &6

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>

-58-



29557

<223> CDR3 chudi n&ng tur khang thé& duoc lam tuong thich véi ngudi 846
<400> 22
Ala Arg Pro Gly Asp Tyr

1 5
<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> nhén tao
<220>

<223> CDR1 chudi nhe tu khadng thé duoc lam tuong thich véi ngudoi 8A6
<400> 23
Arg Ala Ser Gln Ser Val Gly Ser Tyr Val Asp

1 5 10
<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>

<223> CDR2 chudi nhe tu khadng thé duoc lam tuong thich véi ngudi 8A6
<400> 24
Gly Ala Ser Thr Arg Tyr Thr

1 5
<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> nhén tao
<220>

<223> CDR3 chudi nhe tu khang thé& duoc lam tuong thich véi ngudi 8A6
<400> 25
Leu Gln Tyr Asn Asn His Pro Tyr Thr

1 5
<210> 26

<211> 104

<212> PRT

<213> nhéan tao
<220>

<223> vung bién ddi cua chudi ning clia khang thd GB3
<400> 26
Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser
1 5 10 15
Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr
20 25 30
Ile Tyr Trp Val Lys Gln Trp Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly
35 40 45
Trp Ile Phe Pro Gly Thr Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Glu Asn Phe Lys
50 55 60

-59-



Asp Lys Ala
65

29557

Thr Leu Thr Ile Asp Arg Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met

70

75

80

Leu Leu Gly Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Tyr

Gly Pro Phe

<210> 27
<211> 104
<212> PRT
<213> nhén
<220>

<223> wvung
<400> 27

Arg Ile Gln
1
Glu

Arg Val

Leu Ser Trp
35
Ala Thr
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223> vung
tri 297 khi

<400> 28
Ala Ser Thr
1

Ser

28
329
PRT

nhan

Thr Ser

Phe Glu
35

His

Pro

Gly Vval

50
Ser

Leu Ser

65
Tyr

Ile Cys

85

Ala Tyr Trp Gly Gln

100

tao

bién &di cua chudi ning

Leu

Ser

20

Leu

Ser

Gly

Ala

Gly
100

tao

Thr Gln Ser
5
Leu

Thr Cys

Gln Gln Lys

Ala Leu Asp
55
Asn Tyr
70

Tyr

Ser

Asp
85
Gly

Tyr

Thr Lys

Pro Ser

Ala
25
Asp

Arg

Pro
40
Ser Gly

Ser Leu
Cys Leu

Leu

90

cua

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln
90

khang thé GB3

Leu Ser

Gln Glu

Thr Ile

Pro Lys
60
Ile Ser
75

Tyr Ala

h&ng dinh ctia chudi n&ng cua IgG cé
dé cap vi tri 1 1la vi tri 118

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Gly Pro Ser
5
Gly

Thr Ala

Val Thr Val

Phe Ala
55
Val

Pro
Val Thr
70

Asn

Val His

Val Phe
Ala Leu
25
Ser Trp
40
Val Leu

Pro Ser

Lys Pro

Pro
10

Gly
Asn
Gln

Ser

Ser

-60-

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly
Ser
60

Leu

Ser

Ser
75

Asn Thr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

su thay

Pro
Val
Ala
45

Gly

Gly

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

95

Leu
15

Gly
Leu
Ser

Glu

Pro
95

adi

Ser
15

Asp
Thr
Tyr

Gln

Asp

Gly

Tyr

Tle

Gly

Ser

80
Tyr

N thanh A & vi

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80
Lys



Lys

Pro

Lys

vVal

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val

305
Gln

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

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

<222>

<223>

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

29

PRT
nhéan

CDR1

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Ala

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

tao

85
Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

tu vung

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Cys
Gly
Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

29557

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

90
Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

bién &bi cnhia chudi ning

cé thé 1a axit amin bit ky

tap

- (1)

c6d thé

1a axit amin bat ky

-61-

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Asp

Trp
300

His

Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285

Gln

Asn

Pro
110
Phe
val
Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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<220>
<221> hén tap

<222> (2)..(2)

<223> Xaa c6 thé 13 axit amin bit ky
<220>

<221> hoén tap

<222>  (3)..(3)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bt ky
<220>

<221> hén tap

<222>  (3)..(3)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bt ky
<400> 29

Xaa Xaa Xaa Met Ala

1 5
<210> 30

<211> 17

<212> PRT

<213> nhén tao
<220>

<223> CDR2 tur vung bién dbdi cta chudi ning
<220>
<221> hén tap

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bat ky
<220>

<221> hdn tap

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky
<220>

<221> hén tap

<222> (8)..(8)

<223> Xaa c6é6 thé 13 axit amin bat ky
<220>

<221> hdn tap

<222> (9)..(9)
<223> Xaa c6 thé 1la K hodc T
<220>

<221> hén tap

<222> (10)..(10)
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<223> Xaa cé thé& 1a axit amin bat ky
<220>
<221> hén tap

<222> (11)..(11)
<223> Xaa cé thé& 1a axit amin bt ky
<220>

<221> hén tap

<222> (1le6)..(1lo)
<223> Xaa cé thé& 13 axit amin bit ky
<220>

<221> hén tap

<222> (17)..(17)
<223> Xaa c6 thé& 1a axit amin b4t ky
<220>

<221> hdén tap

<222>  (17)..(17)

<223> Xaa cé thé 1a axit amin bt ky

<400> 30

Ser Xaa Ser Tyr Asp Gly Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Asp Ser Val Xaa
1 5 10 15
Xaa

<210> 31

<211> o6

<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>

<223> CDR3 tu vung bién dbi cua chudi ning

<220>

<221> hén tap

<222> (3)..(3)
<223> Xaa cé thé 1a axit amin bat ky
<220>

<221> hén tap

<222> (3)..(3)
<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky
<220>

<221> hoén tap

<222> (5)..(5)
<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky
<220>

<221> hon tap
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<222> (6)..(6)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bat ky
<220>

<221> hén tap

<222> (6)..(6)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bit ky
<400> 31

Ala Arg Xaa Gly Xaa Xaa

1 5
<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> nhén tao
<220>

<223> CDR1 tur vung bién d&bdi cua chudi nhe
<220>
<221> hén tap

<222> (1)..(1)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bt ky
<220>

<221> hén tap

<222> (2)..(2)

<223> Xaa c6 thé la axit amin bt ky
<220>

<221> hén tap

<222>  (3)..(3)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky
<220>

<221> hdén tap

<222> (4)..(4)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky
<220>

<221> hén tap

<222>  (5)..(5)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky
<220>

<221> hén tap

<222> (7)) ..(7)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bit ky
<220>

<221> hén tap
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<222> (8)..(8)
<223> Xaa cé thé& 1a S hodc T
<220>

<221> hén tap

<222>  (9)..(9)

<223> Xaa cb6 thé 1la axit amin bat ky

<400> 32

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Val Xaa Xaa Xaa Val Asp

1 5 10
<210> 33

<211> 7

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>

<223> CDR2 tu vung bién dbdi ctia chudi nhe
<220>
<221> hén tap

<222>  (2)..(2)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bit ky
<220>

<221> hén tap

<222>  (3)..(3)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bit ky
<220>

<221> hén tap

<222>  (4)..(4)

<223> Xaa c6 th& 14 T hodc N
<400> 33

Gly Xaa Xaa Xaa Arg Tyr Thr

1 5

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> nhén tao

<220>

<223> CDR3 tu vung bién dbi cua chudi nhe
<220>
<221> hdn tap

<222> (1)..(1)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bt ky
<220>

<221> hén tap
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<222>  (1)..(1)

<223> Xaa c6 thé 13 axit amin bat ky
<220>

<221> hoén tap

<222> (2)..(2)

<223> Xaa cé thé 1a axit amin bat ky
<220>

<221> hén tap

<222> (3)..(3)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bt ky
<220>

<221> hén tap

<222>  (4)..(4)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bat ky
<220>

<221> hoén tap

<222> (7)..(7)

<223> Xaa cé6 thé 1a axit amin bat ky
<220>

<221> hbén tap

<222> (8)..(8)

<223> Xaa c6 thé la axit amin bt ky
<220>

<221> hbén tap

<222>  (9)..(9)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bt ky
<220>

<221> hén tap

<222>  (9)..(9)

<223> Xaa c6 thé 13 axit amin bat ky
<400> 34

Xaa Xaa Xaa Xaa Asn His Xaa Xaa Xaa

1 5
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Fig.2

Trinh tw clia hu8AG6_wt va hu8A6-N297A

Axit amin ctia viing bién déi dwoc danh sé khong ké so d6 danh sé bat ky. D& hiéu ré hon vé
sy thay ddi axit amin trong Domain Fc, danh sé theo EU dwoc chon.

Chudi nang / 8A6_wt twong thich véi ngwei (glycosyl héa)

Domain VH (bién thé VH10)

1 QVQLVESGGG VWQPGRSLRL SCAASGFTFS DYYMAWVRQA PGKGLEWVAS
ISYDGSNKYY
61 GDSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCARPG DYWGQGTLVT VSS (SEQ ID
NO. 3)

Domain Fc (N297 dwoc glycosyl héa/ alotyp G1m17 chira K214; E356; M358; A431 / khéng c6
Lys d4u tan cung C; theo hé théng danh sé EU)

118
178
238
298
358
418

ASTKGPSVFP
GLYSLSSVVT
PSVFLEFPPKP
STYRVVSVLT
MTKNQVSLTC
QQGNVFESCSV

Chuéi nang / 8A6

LAPSSKSTSG
VPSSSLGTQT
KDTLMISRTP
VLHQDWLNGK
LVKGFYPSDI
MHEALHNHYT

GTAALGCLVK DYFPEPVTVS
YICNVNHKPS NTKVDKKVEP
EVTCVVVDVS HEDPEVKENW
EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS
AVEWESNGQP ENNYKTTPPV
QKSLSLSPG-(SEQ ID NO.

WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
KSCDKTHTCP PCPAPELLGG
YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
KAKGQPREPQ VYTLPPSREE
LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
6)

N297A twong thich vé&i ngwdi (dwoe khiv glycosyl)

Domain VH xem trén day

Domain Fc (bién thé N297A/ alotyp G1m17 chiva K214; E356; M358; A431 / khong c6 Lys dau
tan cung C; theo hé théng danh sé EU)

118
178
238
298
358
418

ASTKGPSVEP
GLYSLSSVVT
PSVFLEPPKP
STYRVVSVLT
MTKNQVSLTC
QQGNVFSCSV

LAPSSKSTSG
VPSSSLGTQT
KDTLMISRTP
VLHODWLNGK
LVKGFEYPSDI
MHEALHNHYT

GTAALGCLVK
YICNVNHKPS
EVTCVVVDVS
EYKCKVSNKA
AVEWESNGQP

DYFPEPVTVS
NTKVDKKVEP
HEDPEVKENW
LPAPIEKTIS
ENNYKTTPPV

QKSLSLSPG- (SEQ ID NO.

WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
KSCDKTHTCP PCPAPELLGG
YVDGVEVHNA KTKPREEQYA
KAKGQPREPQ VYTLPPSREE
LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
28)

Fig.2: Trinh tw cla cac bién thé hu8A6_wt va hu8A6_N297A thé hién vj tri cai bién axit amin N
thanh A & dang N297A
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