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Linh vwe ky thuat dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé khang IL-4, khang thé khang IL-13 va khang thé
ddc hiéu kép khang I1L.-13 va IL-4 méi va viéc str dung chiing dé giam nhe, diéu tri hodc
ngin nglra bénh hoic rdi loan & dong vat ¢6 v, bao gém ca ngudi, do hoat tinh hodc
qué trinh chuyén hod IL-4 va/hodic IL-13 khong chinh x4c. Khang thé duogc dé cap co
thé chan qué trinh lién két va/hodc truyén tin hiéu cua phéi tr, nhu IL-4 hodc IL-13, véi
thu thé hodc phirc hé thu thé, nhu IL-4Ra, IL-13Ral va IL-13Ra2. Séng ché con dé cap
dén cac dugc phdm dung dé diéu tri du phong, didu tri mién dich va chén doan chira
khang thé dwoc d& cip va viée sir dung ching trong cdc phwong phap dé ngin ngira
hoic didu trj bénh & dong vat c6 va, bao gdm ca ngudi, gy ra do qua trinh chuyén ho4
va/hodc hoat tinh cta cac té€ bao bach huyét va khong bach huyét khong thich hop, bao
gbm té bao don nhan, nguyén bao s¢i va té bao ndi mé. Nhitng bénh ndy gbém c6 bénh
tu mién va bénh gy ra do hodc dic trung bdi qua trinh viém, nhu hen di ng va viém

da.
Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Interleukin-4 (IL-4) 1a mot xytokin nhiéu hoat tinh c6 phé hoat tinh sinh hoc réng
1én céc té bao bach huyét B va T, va nhiéu loai té bao khong bach huyét bao gém té bao
don nhan, t& bao ndi md va nguyén bao soi. Ching han, IL-4 kich thich qué trinh ting
sinh ctia mot sé dong té bao phu thude IL-2- va IL-13, kich thich qua trinh bidu hién
clia cdc phan tir phirc hé twong hop mo hoc chinh 16p II trén céc té bao B nghi, va tang
cuong qua trinh tiét IgG4 va IgE béi cac té bao B cla ngudi. IL-4 ¢6 lién quan dén dap
tmg mién dich typ Th2, va duoc tao ra boi va kich thich qud trinh biét hoa cac té bao
Th2. IL-4 dugc cho la c6 vai tro trong mot s6 ri loan, nhu di tng va hen.

IL-13 méi duge xac dinh gén day (Minty, A. et al., Nature, 1993, 362, 248-250, va
McKenzie, A. N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 1993, 90, 3735-3739) 1a mot
xytokin gdm 112 axit amin dugc tiét boi ééc té bao lympho T, t& bao lympho B duogc
hoat hod va dudng bao sau hoat hoa.

Nho rat nhiéu vu diém ma 12 dac tinh sinh hoc chung v6i IL-4 nén IL-13 dugc md

ta 1a mot xytokin gidng IL-4. Hoat tinh cta n that su gidng vdi hoat tinh ctia IL-4 trén
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cac té bao B (Defrance, T. et al., J. Exp. Med., 1994, 179, 135-143, Punnonen, J. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 1993, 90, 3730-3734, Fior, R. et al.,, Eur. Xytokin
Network, 1994, 5, 593-600), té bao don nhan (Muzio, M. R. F. et al., Blood, 1994, 83,
1738-1743, De Waal Malefyt, R. et al., J. Immunol, 1993, 151, 6370-6381, Doyle, A. et
al., Eur. J. Immunol. 1994, 24, 1441-1445, Montaner, L. J. et al., J. Exp. Med., 1993,
178, 743-747, Sozzani, P. et al., J. Biol. Chem., 1995, 270, 5084-5088) va céc t& bao
khong tao huyét khéc (Herbert, J. M. et al., Febs Lett., 1993, 328, 268-270, va Derocq,
J. M. et al., Febs Lett. 1994, 343, 32-36). Mit khéc, ngugc lai v6i IL-4, IL-13 khong c6
tdc dung trén cac té bao T nghi hodc hoat hod (Zurawuki, G. et al., Immunol. Today,

1994, 15, 19-26).

Céc hoat tinh sinh hoc ctia IL-13 1én té bao don nhan/dai thuc bao, t& bao lympho
B va mot sb tién té bao tao huyét khac da dugc mé ta chi tiét bsi A. J. Minty ciling nhu
trong cac bai bao vé& IL-13. Ngoai ra, mot vai sb liéu da chi ra ring xytokin nay co
nhiéu tac dung 1én céc loai té bao khac. Cac té bao khong tao huyét nay bi tdc dong truc
tiép bdi IL-13 1a cac t& bao ndi mo va té bao thin kinh dém, t& bao sing va té bao ung

thu biéu mo than va rudt.

Mot trong nhiing giai doan trong qua trinh phén tich tin hiéu dugc truyén boi mot
phén tr sinh hoc trong té bao 1a giai doan x4c dinh thu thé trén mang cua nd. Céc
nghién ctru dugc tién hanh trén thyu thé 1L-13 d4 chi ra réng IL-13 va IL-4 ¢6 mot thu
thé chung, hodc it nhit 14 mot vai thanh phén trong mot phirc hé thy thé chung, cling
nhu céc yéu t6 truyén tin hiéu chung (Zurawski S. M. et al., Embo JouARNI, 1993, 12,
2663-2670, Aversa, G. et al., J. Exp. Med., 1993, 178, 2213-2218, Vita, N. et al., Biol.
Chem., 1995, 270, 3512-3517, Lefort, S. et al., Febs Lett., 1995, 366, 122-126). Thu thé
ndy c6 trén bé mit ciia nhidu loai t& bao khéc nhau, vé6i sb luong khac nhau tuy theo
loai té bao dugc nghién ctru. Mirc do phan bé twong dwong nhau cia cac thu thé IL-13
va IL-4 da dugc chi ra béi A. J. Minty (Interleukin-13 for Cytokines in Health va
Disease. Eds D. G. Remick and J. S. Frie, Marcel Decker, N.Y. 1996).

Céc thu thé va phtic hé¢ thu thé trén bé mit t€ bao lién két véi IL-4 va/hodc IL- 13
v6i 4i lyc khéc nhau. C4c thanh phin co ban ctia thy thé va phuc hé thu thé lién két véi
IL-4 va/hodc IL-13 1a IL-4Ra, [L-13Ral va IL-13Ro2. Céc chudi ndy dugc biéu hién
trén bé mit t& bao & dang monome hodc di dime cta IL- 4Ro/IL-13Ral (IL-4R Typ II)
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hodc IL-4Ra/yc (IL-4R Typ I). Monome IL-4Ra va di dime IL-4Ra/yc lién két véi IL-
4, nhung lai khong lién két v6i IL-13. Monome IL-13Ral va IL-13Ra2 lién két v6i IL-
13, nhung khong lién két voi IL-4. Di dime IL-4Ro/IL-13Ral lién két véi ca IL-4 va
IL-13 (Murata et al., Int. J. Hematol., 1999, 69, 13-20).

Céc dap tmg mién dich kiéu Th2 kich thich qu4 trinh san xuAt khang thé va mién
dich thé dich, va dugc tao ra dé khang lai c4c mdm bénh ngoai bao. Céc té bao Th2 14
yéu td trung gian trong qué trinh san xuét Ig (mién dich thé dich) va san xuét IL-4, IL-5,
IL-6, IL- 9, IL-10 va IL-13 (Tanaka, et, al., Xytokin Regulation of Humoral Imunity,
251- 272, Snapper, ed., John Wiley and Sons, New York (1996)). Cac dap ttng mién
dich kiéu Th2 dic trung boi sy tao ra mot sb xytokin (ching han, IL-4, IL-13) va c4c
loai khéng thé dic hiéu (IgE, IgG4) va thudng 1a cac phan tng di tng, c6 thé giy ra
triéu ching mét mong nu6e va hen, nhu qua trinh viém khi quan va co céc té bao co khi

quan trong phdi.

Ca IL-4 va IL-13 déu 1a cac xytokin quan trong trén lam sang dua trén chitc nang
sinh hoc ctia ching va dong vai trd quan trong trong nhiéu bénh, bao gdm hen (Curr
Opin Allergic Clin Immunol 2005, Vo. 5, 161-166). IL-4 d4 dugc chirng minh 13 c6 kha
nang trc ché bénh ty mién va IL-4 va IL-13 déu c6 kha ning ting cudng dap ing mién
dich khdng u. Vi ca hai xytokin nay déu c6 vai tro trong qué trinh bénh sinh cia céac

bénh di tng, nén cic chat trc ché cac xytokin nay s& c6 nhiéu tic dung trong diéu trj.

Do d6, can c6 cac hoat chat dugc cai thién dé€ wc ché IL-4, tc ché IL-13, va cac

hoat chit don nhét ttc ché ca IL-4 va IL-13.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché d& xuét khang thé méi dic hiéu kép, don dong va dugc lam giéng nhu
cua nguoi, va manh khang thé va din xuét cta ching, c6 thé lién két dac hiéu voi IL-4
va/hodc IL-13. Mot vai trong sb cac khéng thé dic hiéu don hodc ddc hiéu kép khang
IL-4 va/hoge IL-13, va méanh khang thé ciia n6, c6 thé dugc bién ddi dé tranh sy hinh
thanh lién két disulfua ndi phan tir trong phén tir dn dinh trong qué trinh san xuit va st
dung in vivo. Khang thé theo sang ché s& trung hoa hoat tinh IL-4 va/hogc IL-13 trong

céc thir nghiém sinh hoc dugc mo ta & day.

Séng ché dé xuat trinh tu axit amin ciia ving bién d6i chudi ning va ving bién dbi

chudi nhe ctia khang thé va trinh tir axit nucleic twong tng cua chung.
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Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xuit cac dong té bao va vecto chira khang

thé theo sang ché.

Theo mot phwong an khac, sang ché mo ta viée sir dung khang thé dé bao ché
duoc phém dé diéu tri bénh va rbi loan lién quan dén chuc ndng va qué trinh chuyén
hod cia IL-4 va/hodc IL-13. Cu thé 13, sang ché mé ta viéc didu tri ung thu, bénh tu

mién va bénh gy ra do hogc dic trung béi qua trinh viém, nhu hen di ung va viém da.

Céc ddc tinh va uvu diém khac dugc mo ta ¢ day s& trd 1én rd rang sau khi tham

khao phan mb ta chi tiét sing ché va phin hinh vé.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 13 gian dd cua khang thé dic hidu kép khang IL-4/IL-13 chta 4 chudi
polypeptit. Hai chudi nhe bao gdm N-VLhB-B13-doan lién két-VLh8D4-8-CL-C (CL,
viing ¢b dinh chudi nhe), hai chudi ning gdm N-VHhB-B13-doan lién két-VHh8D4-8-
CH1-CH2-CH3-C. Trinh trr doan lién két (G4S)2 148 GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 6).

Fig.2 minh hoa trinh ty axit amin ctia viing bién d6i dwoc lam giéng nhu cia
ngudi cla khang thé B-B13 khang IL-13 (SEQ ID NO: 1 va 2) va ving bién ddi duoc
lam giéng nhu cla ngudi cta khang thé 8D4-8 khang IL-4 (SEQ ID NO: 3, 4 va 5).
Phén gach chan chi ra sy thay dbi axit amin dugc tao ra. Phan in dam chi vung CDR.
M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché khong bi han ché & phuong phap, quy trinh, dong té bao, vecto, hodc
hop chét cu thé duge mb ta & day vi ching c6 thé dugc thay d6i ma khong vuot ra khoi
pham vi ctia sang ché. Hon nita, thuét ngit dugc sit dung & diy dung dé minh hoa céac
phuong 4n cu thé va khong lam giéi han pham vi cia sang ché. Trir khi c6 quy dinh
khéc, tit ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc va céc chit viét tit dugc st dung & day
¢ cung nghia nhu nghia thudng dugc st dung bodi cac nguoi cé hiéu biét trung binh
trong linh vuc k§ thut nay. Mot phuong phap va vat liéu bat ky gidng hodc tuong tu
v6i cac phuong phap duge mo ta & ddy c6 thé duge sir dung trong qué trinh thuc hién
sang ché va chi 12 nhitng phuong phép, thiét bi va vat liéu c6 tinh minh hoa.

TAt ci cic sang ché va 4n phim duogc d& cip ¢ day dugc dua vao day theo cach
vién dan véi muc dich mé ta céc protein, enzym, vecto, té bao chu va phuong phép luén
dugc dé cap trong nhiing tai liéu ndy c6 thé duge sir dung trong sdng ché. Tuy nhién,

khong nén hicu rang sang ché 1a twong tw nhu c4c tai liéu trén.
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Truge khi giai thich viéc stt dung cac phuong phap va san phim lién quan dén IL-
4 va/hoic IL-13 duge d& cap ¢ ddy, cac dinh nghia khong han ché ctia mot sb thuat ngit
duoc dua ra dé 1am rd nghia hon déi véi cac ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh

vuc k¥ thuit nay.

“Interleukin-4 (IL-4) dé cip dén céc protein IL-4 ¢6 ngudn gbe tw nhién, hodc
protein IL4 ndi sinh cila dong vat c6 v va cac protein cé trinh ty axit amin teong tu v6i
protein IL-4 c6 ngudn gdc tur nhién hodic protein ndi sinh cia dong véat c6 v trong Gng
{ching han, protein tai td hop, protein téng hop (nghia 13, dugc tao ra bang cach si
dung cac phwong phép hod hoc téng hop hitu co)). Do d6, nhu duoc dinh nghia ¢ day,
thudt ngit nay gém c6 protein IL-4, cac bién thé hinh thai hoic bién thé alen, va cac loai
protein déng dang khac cta IL-4 va cac dang duogc bién dbi hoic khéng dugc bién dbi
clia céc dang néu trén (ching han, dang duogc lipit hoa, dang dugc glycosyl hod). IL-4
¢6 ngudn gbc tw nhién hodc ndi sinh gdm c6 cac protein kiéu dai nhu IL-4, c4c bién thé
hinh thi hodc bién thé allen va cac dang ddng phén khac va dang dot bién co ngudn
A gbc tu nhién & dong vat co va (ching han ciia ngudi, hodc linh trudng khong phai
ngudi). Cac protein c6 thé dugc khdi phuc hodc phén 1ap tir ngudn c6 thé tao ra IL-4
mot cach tu nhién, ch'flng han. Céc protein ndy va cac protein ¢ trinh tu axit amin
gidng nhu trinh ty axit amin cua IL-4 ¢6 ngudn gbc ty nhién hodc ndi sinh tuong ung,
nhu tén cta cac dong vat c6 vi tuong tng. Ching han, trong d6 dong vét c6 va tuong
ng 1 ngudi, protein dugc goi 1 IL-4 ctia ngudi. Mot sd protein IL-4 dot bién da duge

biét trong linh vuc k§ thuét nay, nhu cac protein dugc d& cip trong WO 03/038041.

“Interleukin-13” (IL-13) d& cap dén céc protein IL-13 ¢6 ngudn gbc tu nhién, hozic
protein IL13 nodi sinh ctiia dong vat c6 v va cac protein cd trinh ty axit amin twong tu
v6i protein IL-13 ¢6 ngudn gbc tw nhién hoic protein ndi sinh cia dong vat c6 vl tuong
ting (ching han, protein tai t& hop, protein téng hop (nghia 13, duoc tao ra bing cach sir
dung céc phuong phip hoa hoc tdng hop hitu co)). Do d6, nhu dugc dinh nghia & day,
thuat ngit ndy gém c6 protein IL-13, c4c bién thé hinh thai hodc bién thé alen, va cac
loai protein déng dang khéc ctia IL-13 va cac dang duoc bién db6i hodc khong dugc bién
ddi ciia cac dang néu trén (ching han, dang dugc lipit hod, dang dugc glycosyl ho4). IL-
13 ¢6 ngudn gbc tu nhién hodc ndi sinh gdm c6 céc protein kiéu dai nhu IL-13, cac bién
thé hinh thai hoic bién thé allen va cac dang ddng phan khac va dang dot bién c6 ngudn

gbc tu nhién & dong vat c6 vi (ching han cta ngudi, hodc linh trudng khong phai
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ngudi). Chang han, nhu duoc sit dung & day IL-13 gbm c6 bién thé IL-13 cta ngudi
trong d6 Arg & vi tri 110 ctia IL-13 truéng thanh ciia ngudi dugc thay thé bing Gln (vi
tri 110 cua IL-13 trudng thanh twong Umg véi vi tri 130 cua protein) cung véi hen (hen
di tng va khong di tng) va cac bién thé khac cta IL-13. (Heinzmann el al, Hum Mol
Genet. 9:549-559 (2000).) Cac protein cé thé dugc khéi phuc hodc phan 1ap tir ngudn
c6 thé tao ra IL-13 mot cach tu nhién, ching han. Céc protein nay va céac protein c6
trinh ty axit amin gidng nhu trinh ty axit amin ctia IL-13 ¢6 ngudn gbc tw nhién hodc
ndi sinh twong ng, nhu tén cia cc dong vét c6 vii tuong tmg. Ching han, trong d6
dong vat ¢4 vi twong Gng 1a ngudi, protein dugc goi 12 IL-13 cia ngudi. Mot s protein
IL-13 dot bién da duoc biét trong linh vuc k§ thuat nay, nhu cac protein dugc d& cap
trong WO 03/038041.

Thuat ngit "gan nhu tuong ddng" khi dé cap dén trinh tu polypeptit ctia khang thé
c6 thé dugc hidu 1a mot chudi khang thé c6 do twong ddng vé trinh ty it nhat 13 70%,
80%, 90%, 95% hoic cao hon so véi trinh tur polypeptit d6i ching. Thuat ngilt d6 tuong
ddng vé trinh ty nucleotit c6 thé dugc hidu 1a phan tit axit nucleic c¢6 do twong ddng vé
trinh ty it nhét khoang 85%, 90%, 95%, hodc 97% hodc cao hon véGi véi trinh tu axit

nucleic doi ching.

Thuat ngit "d6 twong dong" chi ty 16 phin trim bazo nucleotit hodc gbc axit amin
trong trinh tw tham khao giéng véi cac gbe trong trinh tu tuong ing dugc so sanh, sau
khi so sdnh céc trinh ty va tao ra cac khoang tréng & céc trinh ty nay, néu cén, dé dat
dugc ty 1¢ phan trim mic d6 twong ddng t6i da d6i véi toan bd trinh tu, va khong xét
dén mot dot bién thay thé bao toan bit ki nhu mot phan cua viée xac dinh do twong
déng v& trinh tu. Céc dot bién thém doan ciing nhu xen doan tai ddu N hodc diu C s&
duge xét vi chiing 1am giam d6 twong ddng. Pa ¢ nhidu phuong phap va chuong trinh
mdy tinh d& so sanh trinh ty. Do tuong ddng v& trinh ty may c6 thé dugc xac dinh bing
céch st dung cac phdn mém phan tich trinh ty.

A

Thuat nglt "manh chirc ning, bién thé, din xuit hoic déng phén" va céc thuit ngit
tuong tu, cling nhu cdc dang bién dbi ciia chiing, cia mot khang thé hoic khang nguyén
12 mot hop chét hodc phan tir ¢6 hoat tinh sinh hoc dinh tinh gidng nhu khang thé hogc
khang nguyén nguyén ven dugc dé cép. Ching han, méanh chirc ning hoic déng phan

cta khang thé khang IL-4 c6 thé lién két v&i phan tir IL-4 hogic ¢ thé ngén chén hodc
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giam mdt cach dang ké kha ning lién két voi IL-4 cta mot phéi tir, hoic khang thé chu

vén hodc khang thé d6i khéang.

Bién thé "thay thé" 1a cac bién thé c6 it nhdt 1 gdc axit amin trong trinh tu gbc
dugc loai bo va thay thé bing mot gdc axit amin khac dugc xen vao dang vi tri d6. Cac
dot bién thay thé c6 thé 1a don nhét, trong d6 chi mét axit amin trong phén tir dugc thay
thé, hodc c6 thé 1a dot bién thay thé nhiéu,-trong d6 hai hoac nhiéu axit amin duogc thay
thé trong cing mot phan tir. Nhidu dot bién thay thé c6 thé & cac vi tri lién nhau. Tuong
tur, mot axit amin ¢6 thé duoc thay thé bing nhidu gdc axit amin, trong trudng hop niy
bién thé nay chtra ca dot bién thay thé va dot bién xen doan. Bién thé "xen doan" 1a cac
bién thé c6 mot hodc nhidu axit amin dugc xen ngay lién k& véi axit amin & mot vi tri
cu thé trong trinh ty gdc. Ngay lién ké v6i mot axit amin nghia 12 doan xen dwogc nbi véi
nhém chirc ning o-carboxyl hodc a-amin cia axit amin d6. Bién thé "mét doan" 1a cac
bién thé c6 mot hodc nhiéu axit amin trong trinh ty axit amin géc duogc loai bd. Thong
thudng, céc bién thé mét doan s€ cd mdt hodc hai axit amin dugc loai bd trong mdt

ving cu thé cia phan ti.

Thuat ngit "khang thé" duoc sir dung theo nghia rong nhét, va cu thé chi khang thé
don dong (bao gdbm khang thé don dong nguyén ven), khang thé da dong, khang thé da
dic hidu (ching han, khang thé dic hiéu kép), manh khang thé hoic polypeptit téng hop
mang mot hodc nhidu CDR hoic trinh ty thu duge tir CDR sao cho polypeptit nay co
hoat tinh sinh hoc mong mudn. Khang thé (Abs) va globulin mién dich (Ig) 1a céac
glycoprotein ¢ ciing dic diém céu triac. Thong thudng, khang thé dugc coi 1a cac Ig co
do dic hiéu nhét dinh. Do d6, khi khang thé c6 d6 dic hiéu lién két v6i mot dich dic
hiéu, thi globulin mién dich gdm c4 khang thé va cac phén tir gibng khang thé khong c6
dd ddc hiéu véi dich. Khang thé theo séng ché c6 thé thuoc mot 16p khang thé bat ky
(ching han, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA va tuong tu), hodc cac phan 16p bit ky (ching han,
IgG1, 1gG2, 1gG2a, 1gG3, 1gG4, IgAl, IgA2 va tuong tu) (“typ” va “16p”, va “phéan
typ” va “phan 16p”, dugc sir dung thay thé cho nhau). Khang thé va globulin mién dich
tu nhién hoic kiéu dai, nghia 1a khéng thé va globulin mién dich thu dugc tir mot thanh
vién khong bi bién ddi nhén tao trong mot nhom khang thé thuong 1a cac di
glycoprotein tit phan c6 trong lwgng phan tir khoang 150000 dalton, gdm c6 hai chudi
nhe (L) gidng nhau va hai chudi ning (H) giéng nhau. Mbi chudi ning c¢6 tai mot diu

mot ving bién d6i (VH) sau d6 1a mot so6 ving ¢ dinh. Mdi chudi nhe c6 mot ving
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bién dbi & mot dau (VL) va mét ving ¢b dinh & diu con lai. Thuat ngit “khong duge
bién dbi nhan tao” nghia 1a khong dugc xir Iy dé chtra hodc biéu hién phan tir lién két
v6i khéng nguyén la. Kiéu dai c6 thé bao gdm hau hét cac loai hoic alen twong (g c6
trong quan thé khang thé hodic chi khang thé thu dugc tir dong vat khong duoc bién doi,
so v4i mot alen hodc hién tugng da hihh, hodc bién thé hoic din xuit thu duoc tir qua
trinh bién ddi, nhu gy dot bién, sir dung phuong phap ti td hop va cac phwong phap

tuong tw dé thay ddi axit amin ctia phan ttr lién két voi khéng nguyén.

Nhu duoc sir dung & day, “khang thé khang IL-4” chi khang thé hoic polypeptit
thu duoc tir khang thé (dAn xuAt) lién két ddc hidu voi IL-4 nhu duge dinh nghia & day,
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac. phan tir trc ché hogic giam mot cach dang ké

mirc d6 lién két ciia IL-4 vé6i thu thé cia nd hodc e ché hoat tinh IL-4.

Nhu duge sit dung & déy, “khang thé khang IL-13” chi khang thé hogc polypeptit
thu duogc tir khang thé (dan Xuét) lién két dic hiéu vé6i IL-13 nhu dugc dinh nghia ¢ day,
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac phan tir rc ché hodc giam mdt cach dang ké

muc d6 lién két cua IL-13 véi thyu thé cia nd hoic trc ché hoat tinh IL-13.

Thuét ngit "bién dbi" trong ngit canh dé cap dén ving bién dbi cua khang thé chi
mdt s6 phan ciia phéan tir khac hoan toan vé trinh tu gitta cac ving trong khang thé va
gifta cac khang thé va dugc sir dung trong qué trinh nhén biét dic hiéu va lién két cua
mdt khéng thé cu thé ddi v6i dich dic hiéu cua chung. Tuy nhién, mtéc do bién ddi
khong duge phan bd déu dic trong ving bién dbi cia khang thé. Muc d6 bién ddi duoc
tap trung chi yéu vao 3 doan duoc goi 14 ving quyét dinh bd thé (CDR; nghia 13,
CDR1, CDR2, va CDR3) con dugc goi la cic ving siéu bién, ca trong ving bién ddi
chudi nhe va chudi ning. Céc phin dugc bao toan cao ciia ving bién dbi duoc goi 1a
ving hodc trinh tu khung (FR). M&i ving bién dbi ctia chudi nhe va chudi ning tu
nhién bao gém 4 ving FR, trén quy mé 16n tao thanh cdu hinh gap nép B, duoc ndi bai
3 ving CDR, s€ tao thanh c4c vong nbi véi, va trong mdt vai truong hgp tao thanh mot
phin cta ciu trac gip nép B. Cac vung CDR trong mdi chudi dugc nbi kéo lai gin véi
nhau trong khong gian bdi cac ving FR va, cling véi cac ving CDR tir chudi kia, s& tao
thanh vi tri lién két véi dich (epitop hoic quyét dinh khang nguyén) cua khang thé
(tham khdo Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, National

Institute of Health, Bethesda, MD (1987)). Nhu dugc sir dung & day, viéc danh s cac
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géc axit amin globulin mién dich dugc thuc hién theo hé théng danh s gbc axit amin
clia globulin mién dich theo Kabat va céc ddng tac gia, trir khi dugc quy dinh khac. Mot

viing CDR c6 thé c6 kha ning lién két dic hiéu véi epitop ciing gdc.

Thuét ngit "ban 18" hoic "ving ban 18" nhu dwoc sit dung theo sang ché chi
polypeptit kinh dong chira cac axit amin & gitta ving cb dinh tht nhét va thit hai cua

mot khang thé.

Thuit nglt "manh khang thé" chi mot phén ctia mot chudi nguyén ven hodc mot
khang thé, thuong 1a ving bién d6i hodc ving lién két voi dich. Vi du v& manh khang
thé gdbm c6, nhung khong chi gi6i han &, cac manh khang thé Fab, Fab', F(ab')2 va Fv.
“Manh chirc ning” hodc “ddng phan ctia khang thé khang IL-4 va/hodic IL-13” 1a phan
ti ¢6 ngin chin hodic giam mdt cach dang ké kha ning lién két voi phdi tir hodc khoi
dong qua trinh truyén tin hiéu cia thu thé. Nhu dwoc st dung & ddy, manh chic ning
thuong 1a dong nghia véi, “manh khang thé” va khi néi dén khang thé, c6 thé chi manh
khang thé, nhu Fv, Fab, F(ab')2 va tuong tu c6 thé ngin chin hodc gidm mot cach dang
ké kha ning lién két vai phéi tir hozic khoi dong qué trinh truyén tin hiéu cua thy thé.
Ménh "Fv" gdm c6 mét dime ctia mot chudi ning va mot ving bién ddi chudi nhe trong
mdt lién két khong ddng hoa tri (dime VH-VL). Trong cdu hinh dé, 3 vung CDR cua
mdi viing bién ddi s& twong tic d& x4c dinh vi tri lién két khang nguyén trén bé mit cua
dime VH-VL, nhu trong mot khang thé nguyén ven. Nhin chung, 6 ving CDR s& tao ra
muc d dic hidu lién két voi khang nguyén trén khang thé nguyén ven. Tuy nhién, ngay
ca mot viing bién dbi don (hay mét nira ctia mot manh Fv chi chira 3 vung CDR cling
dic hidu déi v6i khang nguyén) c6 thé c6 kha ning nhan biét va lién két véi khéng
nguyén.

Ménh khéng thé "Fv mot chudi” "sFv" hodc “scAb” chira céc vung VH va VL cua
mdt khing thé, trong d6 cac ving nay & dang mot chudi polypeptit don nhét. Thong
thuong, polypeptit Fv con chira mot doan lién két polypeptit, thudong 12 mot phan tr linh
dong, gitta ving VH va VL, cho phép sFv tao ra ciu tric mong mudn dé lién két voi

khéng nguyén.

Thuat ngit “khang thé kép” chi manh khang thé c6 hai vi tri lién két khang
nguyén, manh khang thé nay c6 thé chira ving bién dbi chudi ning (VH) dugc nbi véi

ving bién ddi chudi nhe (VL) trong cing mot chudi polypeptit. Bing cich sir dung
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doan lién ket rat ngdn de tao ra sy ghép cap gilta hai ving bién doi trén cing mét chudi,
cac ving chitc niang cua khang thé kép dugc ghép cip véi ving lién két ciia mot chudi

khac dé tao ra hai vi tri lién két khang nguyén.

Manh Fab chira viing c6 dinh va ving bién dbi ctia chudi nhe va ving bién ddi va
ving ¢d dinh thir nhit (CH1) cta chudi ning. Méanh khang thé Fab' khac v6i méanh
khang thé Fab do c6 su thém mdot vai gbc & ddu carboxyl cta ving CH1 dé chtira mot
hodc nhiéu xystein tir ving ban 18 ciia khang thé. Manh khang thé Fab' ¢6 thé dugc tao
ra bang cich phan cét lién két disulfua & cc Xystein trong ving ban 1& ctia san phin
phan huy bing pepsin F(ab')2. Cac qua trinh x& Iy hoa hoc va bing enzym tiép theo

khéng thé c6 thé tao ra cic manh chirc ning khang thé khac da duoc dé cap.

Thuét ngit “Fab thang” chi khang thé tt tri dugc mo ta bdi Miller va céc dong tac
gia (2003), J Immunol. 170: 4854-4861. "Fab thing" gém c6 by ddi CH1-VH gibng
nhau, dugc ndi véi cac chudi nhe giéng nhau tai mdi vi tri CH1-VH. Céc phén t nay
da dugce tao ra dé ting luc lién két ctia khang thé dé 1am ting 4i luc chuc nang qua tac

dung manh, nhung cac khang thé nay 1a don dic hiéu.

Thuat ngit “khéng thé dic hiéu kép (BsAbs)” chi cac phan ti két hop vi tri lién két
khéng nguyén ciia hai khéng thé trong ciing mét phén tir. Do d6, khang thé diic hiéu kép
c6 kha ning lién két dong thoi vé6i hai khang nguyén khéc nhau. Bén canh cac ung dung
d6i v6i chén doan, BsAb s& mé dudng cho céc timg dung diéu tri méi bang cach tai tac
dong cac hé théng chét tac dong c6 kha ning vio cac ving bi bénh hoic bing cach gia

tang hoat tinh trung hoa hoic kich thich ctia khang thé.

Céc nd luc dau tién két hop cac ving dic hiéu lién két cua hai khéng thé nguyén
ven khang lai cdc khang nguyén dich khac nhau dé sir dung trong diéu tri sit dung céc

phén tir di lién hop dugc dung hop hoa hoc (Staerz et al.(1985), Nature 314: 628-631).

Khang thé dic hiéu kép da duoc tao ra tir cac té bao lai bang cac k¥ thuat lai khac
nhau va da chirng t6 cac hoat tinh in vitro tuong tu nhu cac hoat tinh quan sat dugc &

céac phén tir di lién hop (Milstein & Cuello (1983) Nature 305:537-540).

Mic db da thu duge cic két qua hira hen khi str dung cac thé di lién hop hodc
khang thé dic hiéu kép dugc tao ta tir cac thé dung hop té bao néu trén, tuy nhién mot
vai yéu t§ da khién nhimng két qua nay khong thé thuc hién dugc trén quy md diéu tri

dai tra. Nhitng yéu t§ nay gém c6: mirc d6 thanh thai nhanh cta céc thé lién hop 16n in
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vivo, cac k¥ thuat doi hoi nhiéu nhan luc dé tao ra cac loai phan tir khac nhau, su can
thiét phai c6 nhidu qua trinh tinh ché céc thé dj lién hop tir cac thé ddng lién hop hoidc

khang thé don dic hiéu va san lwong thudng thip.

Ky thuét di truyén da duoc st dung v6i tAn suét ngay cang ting dé thiét ké, bién
ddi, va tao ra khang thé hoic din xuit khang thé c6 hoat tinh lién két mong mudn va

chtrc ndng hiéu Uing.

Mot loat cac phuong phép tai td hop khic nhau da duoc phat trién dé tao ra BsAb
mdt cach c6 hidu qua, ca & dang manh khang thé (Carter et al. (1995), J. Hematotherapy
4: 463-470; Pluckthun et al. (1997) Immunotechology 3: 83-105; Todorovska et al.
(2001) J. Immunol. Methods 248: 47-66) va dang IgG nguyén ven (Carter (2001) J.
Immunol. Methods 248: 7-15).

Viéc két hop hai scFv khac nhau s& tao ra cic dang BsAb c6 khéi luong phén tu
t6i thiéu, dugc goi la céc sc-BsAb hoaflé Ta-scFv (Mack et al.(1995), Proc. Acad.
Sci.USA. 92: 7021-7025; Mallender et al. (1994) J. Biol. Chem. 269: 199-206). BsAb
da dugce tap ra bing cach dung hop di truyén hai scFv bang cach dime hod nhém chire
nhu cdu triic khoé kéo loxin (Kostelny et al. (1992) J. Immunol. 148: 1547-53; de Kruif
et al. (1996) J. Biol. Chem. 271: 7630-4).

Nhu da néu, cac khang thé kép 1a cdc manh khang thé nho ludng tri va dac hi¢u
kép. Manh khang thé chira VH dugc ndi véi VL trén ciing mot chudi polypeptit, bing
cach str dung doan lién két rt ngén (it hon 12 axit amin) dé cho phép qua trinh két cap
gifta hai ving chtrc ning trén ciing mot chudi. Cc ving chirc ning nay duoc két cip
ndi phén tir véi cac ving bd thé cia mot chudi khéc va tao ra hai vi tri lién két khéng
nguyén. C4c manh khéng thé dime nay, hodc "khang thé kép," nay 1a ludng tri va dic
hiéu kép. (Holliger et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90: 6444-6448). Cac
khang thé kép 1a gidng nhau vé kich thudc so véi manh Fab. Chudi polypeptit cia cac
vung VH va VL duogc ndi v6i doan lién két ¢6 d6 dai tir 3 dén 12 axit amin dé phén 16n
tao thanh cac dime (khang thé kép), trong khi d6 véi cac doan lién két c6 do dai tix 0
dén 2 gbc axit amin, cac trime (khang thé ba) va tetrame (khang thé bdn) s& chiém wu
thé. Ngoai do dai ctia doan lién két, khudn miu chinh xéc cia qué trinh oligome hoa

duong nhu phu thude vao thanh phan ciing nhu huéng cia cac ving V (Hudson et al.
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(1999), J Immunol Methods 231: 177-189). Kha ning du doén céu tric cudi ciing cia
phan tir khang thé kép 1a rit han ché.

Mic dit sc-BsAb va cac chu tric dua trén khang thé kép c¢6 tiém niing 14m sang rat
dang chu ¥, nhung da dwoc chi ra ring nhimg phén tir dwgc lién két khong ddng hoa tri
nay khong du én dinh & diéu kién sinh 1y. D6 6n dinh toan phin cia méanh scFv phu
thudc vao do 6n dinh noi tai cia cac vung VL va VH ciing nhu vao d6 4n dinh cua bé
mat tiép xuc giita cic ving chirc ning. P dn dinh khong ddy du ciia bé mit tiép xitic
gitta VH-VL ctia manh khang thé scFv thudng dwgc coi 1a nguyén nhan chinh cta hién
tuong bét hoat scFv khong thuin nghich, vi cé hién tugng phén tach tam thoi bé mat
tiép xtic nay, hién twong nay c6 thé 12 do doan lién két peptit, s& lam bdc 16 phan ki
nudce tao didu kién thuan loi cho qua trinh két tu va do d6 tao ra san phém khong on

dinh va san lugng thip (Worn va Pliickthun (2001), J. Mol. Biol. 305: 989-1010).

Mot phuong phap khac dé san xuét céc protein lién két voi khang nguyén dic higu
kép ludng trj tir cac ving chitc nang VH va VL dugc dé cap trong US 5,989,830. Céc
manh khang thé hai dau nay c6 thé thu dugc bang cach biéu hién vecto chira hai gen ma
hoa hai chudi polypeptit, nhr d6 mot chudi polypeptit s& c6 hai chudi VH lién nhau
duoc ndi v6i nhau bing mot doan lién két peptit (VH1-doan lién két-VH2) va mot
chudi polypeptit khac chita cac ving VL bd sung duge ndi v6i nhau béi doan lien két
" peptit (VL1-doan lién két-VL2). Pa dugc dé cap trong tai liéu US 5,989,830 ring mdi

doan lién két chtra it nhit 10 gdc axit amin.

Céc phirc hé protein da tri (PPC) c6 luc lién két gia ting da dugc md ta trong tai
liéu US 2005/0003403 Al. PPC gdm c6 hai chudi polypeptit thudng duge sip xép canh
bén nhau. Mbi chudi polypeptit thuong chua tir 3 dén 4 "ving v", cac ving nay chira
trinh tu axit amin c6 kha ning tao thanh vi tri lién két khang nguyén khi dugc ghép cip
v6i ving v tuong tmg trén chudi polypeptit di dién. C6 khéng qua khoang 6 "ving v"
¢6 thé dugc st dung trén mdi chudi polypeptit. Cac ving v trén mdi chudi polypeptit
duoc lién két thdng v6i nhau va c6 thé dugc ndi v6i nhau béi cac ving lién két nim rai
rac trén chudi polypeptit. Khi dugc sip xép ¢ dang PPC, céc ving v trén mdi chudi
polypeptit s& tao thanh cac vi tri lién két khang nguyén riéng r&. Phirc hé c6 thé chira

mot hoac mot vai vi tri lién ket dac hiéu.
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Tuy nhién, viéc st dung cac phén tir nay da cho thdy c¢6 hién twong két tu, khong
6n dinh va hiéu suét biéu hién thip (Wu et al. (2001) Prot. Eng. 14: 1025-1033). Day la
cac vin d& vé d6 dn dinh théng thudong c6 thé xay ra khi bidu hién khang thé mot chubi

(Worn va Pliickthun (2001), J. Mol. Biol. 305: 989-1010).

Do ddé, mot muc tiéu ctia sang ché 14 tao ra khéng thé da tri dic hiéu kép theo cac
phuong phap dé tranh hién tugng hinh thanh két tu. Hon nita, khéng thé nay s& c6 d6 6n

dinh dé c6 thé st dung dugc trong diéu tri.

Thuat ngit "khang thé don dong" nhu dugc stir dung ¢ day chi khang thé thu dugc
tir mot nhém khang thé gan nhu déng nhét, nghia 13, cic khang thé riéng & trong nhém
khang thé nay 1a giéng nhau ngoai trir cac dot bién c6 ngudn gbe tu nhién co6 thé c6 véi

s6 luong khong dang ké.

Khang thé don dong & day dic biét 1a bao gdm ca khang thé “kham” trong d6 mot
phan chudi nhe va/hodc chudi ning 1a giéng vdi hodc twong ddng véi cac trinh tu trong
ung trong khéng thé thu dugc tir mot loai cu thé hodc thudc vao mot 16p hodc mdt phan
16p khang thé cu thé (typ hodc phan typ), va phin con lai cta chudi 1a gidng vé6i hoic
tuong ddng véi céc trinh tw twong Gmg trong khang thé thu dugc tir mot loai khac hodic
thudc vao mdt 16p hodc phan 16p khang thé khac, ciing nhu manh khang thé cia nhing
khéng thé ndy, mién 1a ching c¢6 hoat tinh sinh hoc lién két véi IL-4 va/hoic IL-13
mong mudbn hodc tic dong dén hoat tinh hodc qua trinh chuyén hod IL-4 va/hoic IL-13
(US 4,816,567; va Morrison et al., Proc Natl Acad Sci USA 81:6851 (1984)). Do do,
cac ving CDR tir mét 16p khang thé co thé dugc ghép vao ving FR ciia mot khang thé
thugc mot 16p hodc mdt phan 16p khang thé khac.

Khéng thé don dong c6 tinh ddc hi€u cao, khang lai mot vi tri dich, epitop hodc
quyét dinh khang nguyén don. Hon nita, trai v6i cac ché phdm khang thé truyén théng
(da dong) thuong chira nhiéu khang thé khac nhau khéang lai cic quyét dinh khang
nguyén (epitop) khac nhau ciia mot khang nguyén, mdi khang thé don dong s& khang lai
mét quyét dinh khang nguyén don nhét trén dich. Ngoai d6 dic hiéu cua chung, khang
thé don dong con c6 wu diém 14 dwoc téng hop béi té bao chu, khong bi nhiém céc
globulin mién dich khéc, va tao ra cic gen va ARN thdng tin twong tmg ma hoa chudi
khang thé ctia n6 dé nhan dong. Thuét ngit "don dong" chi ra dic diém cia khang thé 1a

thu dugc tr mot nhom khéng thé gén nhu déng nhét, va khong c6 nghia 1a thuc hién qué
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trinh san xuit khang thé bang mot phuwong phap cu thé. Chéng han, khang thé don dong
dé str dung theo sang ché co thé dugc phan 14p tir ngan hang khang thé thé thyc khuin
bing cach sir dung céc k§ thuat da biét hodc c6 thé dwoc tinh ché tir ché phdm khang thé
da dong. Khang thé don dong gdc duoc sir dung theo sang ché c6 thé dugc tao ra bing
phwong phép lai t& bao dwgc md ta boi Kohler et al., Nature 256:495 (1975), hodc c6
thé dugc tao ra bing cac phuong phép tai té hop da biét trong linh vyc k§ thuét nay.

Thuat ngit "khang thé da tri" dugc sir dung theo sang ché chi khang thé chira hai
hodc nhiéu vi tri lién két khang nguyén, do d6 c6 kha ning lién két véi hai hodc nhiéu
khang nguyén, c6 thé c6 ciu tric gidng nhau hoic khac nhau. Thuit ngit “ludng tri”
nghia 1a khang thé c6 hai vi tri lién két khang nguyén. Thuat ngit “t tri” nghia 1a khang

thé c6 4 vi tri lién két khang nguyén.

Thuét ngit “vi tri lién két khang nguyén” duoc sir dung theo sang ché chi phin
chira viing lién két ddc hiéu véi va bd sung véi mot phan hoic tit ca cac phin ciia khang
nguyén cuia khang thé. Khi mét khang nguyén 13 qué 16n, khang thé c6 thé chi lién két
v6i mot phan cu thé ciia khang nguyén, phan nay duoc goi 14 epitop. Mot ving lién két
v6i khang nguyén c6 thé duoc tao ra béi mot hodc nhiéu ving bién ddi cia khang thé.
Tét hon 13, ving lién két v6i khang nguyén s& duogc tao ra boi td hgp mot ving bién dbi

chudi nhe cuia khang thé (VL) va mét viing bién dbi chudi ning ctia khang thé (VH).

Thuét ngit "khang nguyén" dugc sir dung theo sang ché chi phén tir hoic mot phin
ctia phan tir c6 thé dugc lién két boi khang thé theo sang ché. Khang nguyén c6 thé c6
mdt hozic nhidu hon mét epitop. Vi du vé khang nguyén c6 thé dwgc nhan biét boi
khéng thé theo sang ché gdm c6, nhung khong chi giéi han &, protein huyét thanh,
ching han xytokin nhu IL-4, IL5, IL9 va IL-13, peptit c6 hoat tinh sinh hoc, phéan tir
trén bé mat té bao, chéng han thu thé, protein van chuyén, kénh ion, protein cta virut va

vi khuan.

Thuét ngit “dic hidu don” duge sit dung theo sang ché chi khang thé da tri theo
sang ché chi nhan biét mot khang nguyén, tit ca cac vi tri lién két khang nguyén 1a

giéng nhau.

Thuét ngit “dic hidu kép” duoc st dung theo sang ché chi khang thé da trj theo
séng ché s& nhan biét dugc hai epitop khac nhau trén cing mot kha ning hoic trén hai

khang nguyén khac nhau.
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Thuit ngit “da diic hiéu” duoc sir dung theo sang ché nghia 1a khang thé da trj theo
sang ché s& nhan biét dugc cac epitop khac nhau trén cling mét khang nguyén hoic trén

cac khang nguyén khac nhau.

Thuat ngit “doan lién két” duge sir dung theo sang ché chi peptit dugc sir dung dé
ndi viing bién ddi cua cac chu tric khang thé theo sang ché. Poan lién két peptit c6 thé
chtra mét axit amin bat ky, tuy nhién axit amin glyxin (G) va serin (S) 12 dugc uu tién.
Doan lién két c6 thé c6 chiéu dai bing nhau hoic khac nhau gifta va trong cic chudi
ning polypeptit va chudi nhe polypeptit. Hon nita, doan lién két c6 thé c6 chiéu dai tir
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hoac 20 axit amin. Poan lién
két peptit duoc vu tién ddi véi chudi ndng ciing nhu chudi nhe 138 GGGGS. S6 lugng
doan lién két ctia chudi ning va chudi nhe c6 thé bing nhau (trat tu dbi xtmg) hodc khac

nhau (trat tu khong ddi xing).

T6t hon 13, mdt doan lién két peptit da dai dé tao ra mirc do linh dong da dé tranh
hién twong cic phan khang thé gay 4nh hudéng dén hoat tinh ciia nhau, ching han do anh
hudng bai ciu tric 14p thé, dé tao ra su gip nép protein chinh xac va, néu cin, dé phan
tir khang thé twong tac véi hai hodc nhiéu thu thé c6 thé duge phan bd trong khong gian
rdng trén ciing mot té bao; tuy nhién tét hon 13, doan lién két ciing ¢t ngén dé dam bao

cac chu tric khang thé 6n dinh trong té bao.

Do d6, chiéu dai, thanh ph?m va/hodc ciu hinh cta doan lién két peptit c6 thé dugc
chon Iyra mot cach d& dang boi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay

& t6i wu cac hoat tinh mong mudn ciia khang thé da tri.

Céc dang "duoc 1am cho gidng ngudi" cia khang thé khong phai ctia ngudi (ching
han, chudt) 1a cac globulin mién dich, chudi globulin mién dich hoic manh khang thé
kham cua né (nhu Fv, Fab, Fab', F(ab')2 hodc céc trinh ty nhé lién két vé6i dich khac cta
khang thé) chira cac trinh tu thu duge tir globulin mién dich khong phai ciia ngudi, so
v6i khang thé ngudi. Nhin chung, khang thé dugc 1am cho giéng nguoi thuong chia
mdt, va dién hinh hon nita 13 2 ving bién dbi, trong d6 tit ca hodc gn nhu tit ca cac
viing CDR bd sung véi cac ving CDR ctia globulin mién dich khéng phai ciia ngudi va
tat ca hodc gin nhu tit ca cic ving FR 14 trinh tu khudn cua globulin mién dich cua
ngudi. Khang thé duoc lam cho giéng ngudi ciing ¢6 thé chira it nhit mot phin cua

viing ¢d dinh cta globulin mién dich (Fc), thuong 13 ving ¢b dinh ciia khudn globulin
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mién dich cta ngudi duoc chon. Nhin chung, muc dich 1a dé c6 mot phan tir khang thé
¢6 tinh sinh mién dich t6i thiéu trong co thé ngudi. Do d6, c6 thé 1a mdt hodc nhidu axit
amin trong mot hodc nhidu CDR c¢6 thé duge bién d6i thanh mdt axit amin khac it c6
tinh sinh mién dich & ngudi, ma khong 1am giam thiéu ddng ké chirc ning lién két dic
hiéu ctia mdt hodc nhidu CDR véi IL-4 va/hodc IL-13. Néi cach khac, FR c6 thé 1a FR
khong phai ciia ngudi nhung cac axit amin c6 tinh sinh mién dich 16n nhit s& dugc thé
bang céc axit amin c6 tinh sinh mién dich thip hon. Hon nita, viéc ghép CDR, nhu di
néu, khong phai 13 cach duy nhit dé thu dugc khang thé dugc 1am cho giéng ngudi.
Ching han, chi bién d6i cac ving CDR c¢6 thé 12 khong du vi s& 12 khong binh thuong
db6i voi cac gbe trong ving khung déng vai trd trong viée quyét dinh ciu tric ba chidu
clia cac vong CDR va 4i luc toan phin cta khang thé d6i vai phdi tir cia n6. Do d6, c6
thé thuc hién mét phuong phép bét ky sao cho phén tir khang thé gbc khong phai cia
nguoi dugce bién ddi dé c6 muc dd sinh mién dich thép hon ddi véi co thé nguoi, va do
tuong ddng vé trinh tu toan phin véi khang thé ngudi khong phai 1a mot didu ludn cin
thiét. Do vay, phuong phap 1am cho giéng ngudi ciing c6 thé thuc hién duoc, ching
han, b%mg cach thay thé mot phén chi mdt vai géc, dac biét la cac géc duogc boc 10 trén
phan tir khang thé va khong bi boc trong phan tir, va do dé, s& khong thé tiép can dugc
v6i hé vat chi. Phuong phip duoc dé cap & ddy lién quan dén viéc thay thé cac gbe
“chuyén dong” hodc “linh dong” trén phan ti khang thé, muc dich 1a 1am giam hodc
lam mét di tinh sinh mién dich ctia phén tir tao thanh ma khoéng 1am gidm d6 dic hidu
ctia khang thé ddi vdi epitop hodc quyét dinh khang nguyén cia né. Ching han, tham
khao Studnicka et al., Prot Eng 7(6)805-814, 1994; Mol Imm 44:1986-1988, 2007,
Sims et al., J] Immunol 151:2296 (1993); Chothia et al., ] Mol Biol 196:901 (1987);
Carter et al., Proc Natl Acad Sci USA 89:4285 (1992); Presta et al., J Immunol
151:2623 (1993), WO 2006/042333 va US 5,869,619.

Phuong phéap lam cho giéng ngudi dugc dé cap & diy dua trén mtc do anh hudng
clia do linh dong phan tir ciia khang thé trong qua trinh nhan biét mién dich. Do linh
dong ctia protein lién quan dén chuyén dong phén tir cta protein. D6 linh dong cia
protein 14 kha ning clia toan bd phan tir protein, mot phan ctia protein hoic mot goc axit
amin c6 thé tao dugc cAu hinh khic mot cich dang ké v6i nhimg phan tir khac. Thong
tin v& d6 linh dong protein c6 thé thu dugc bﬁng cach thuc hién céc thir nghiém tinh thé

hoc protein tia X (tham khéo chéng han, Kundu et al. 2002, Biophys J 83:723-732.),
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cong hudng tir hat nhan (tham khao chéng han, Freedberg et al., ] Am Chem Soc 1998,
120(31):7916-7923) hodc tao cac kich thich dong luc phan ti (MD). Mot kich thich MD
ctia protein dugc thuc hién trén may tinh va s& cho phép danh gia chuyén dong cua tat
ca cac nguyén tir trong protein trong mot khoang thoi gian bang cach tinh cac twong tac
vat 1y gifta cdc nguyén ti v6i nhau. Piu ra ctia mot kich thich MD 1a quy dao cua
protein trong mdt khoang thoi gian kich thich. Qu¥ dao 1a mét tip hop cic cau hinh ctia
protein, con dugc goi 1a hinh chup nhanh, s& dugc chup theo tung giai doan trong qua
trinh kich thich, ching han cir 1 pico gidy (ps)/lan. Bing cach phan tich tdp hop anh
chup nhanh ¢6 thé dinh lugng d6 linh dong ciia cac gdc axit amin cta protein. Do do,
mdt gbc linh dong 1a gbe 6 thé tao ra mcf)t‘ tap hop céc cdu hinh khac & polypeptit chira
n6. Phuong phap MD da duoc biét trong linh vuc k¥ thudt nay, tham khao, ch'fmg han,
Brooks et al. “Proteins: A Theoretical Perspective of Dynamics, Structure and
Thermodynamics” (Wiley, New York, 1988). M6t sd phan mém c6 thé tao kich thich
MD, nhu Amber (xem Case et al. (2005) ] Comp Chem 26:1668-1688), Charmm (xem
Brooks et al. (1983) J Comp Chem 4:187-217; va MacKerell et al. (1998) trong tai li€¢u
“The Encyclopedia of Computational Chemistry” vol. 1:271-177, Schleyer et al., eds.
Chicheste: John Wiley & Sons) hodc Impact (xem Rizzo et al. ] Am Chem Soc; 2000;
122(51):12898-12900.)

Hau hét cac phirc hé protein déu c6 chung cac bé mit dwoc boc ca hai chidu va
trong d6i 16n va di duge chi ra ring do linh dong cua cac kiéu lién két 1a ngudn gbc
clia @6 mém déo clia phén tir, 1am cho chung c6 thé thich nghi v& mit cu hinh véi céc
phan tir khac (Structure (2000) 8, R137-R142). Chéng han, vi du v& “hién twong phu
hop do kich thich” d4 duoc chitng minh 14 ¢6 vai trd vu thé trong viéc tao bé mit tiép
xic gifta protein va protein. Ngoai ra, con ¢6 céc sd liéu vé sy gia ting d6 dn dinh chira
ring protein thuc su lién két voi phéi tir c6 kich thude, hinh dang va thanh phin rit da
dang (Protein Science (2002) 11:184-187) va ring su da dang vé ciu hinh dudng nhu 1a
mdt thanh phan cin thiét clia kha ning nhén biét cac phéi tir khac nhau (Science (2003)
299, 1362-1367). Cac gdc linh dong c¢6 vai trd trong qué trinh lién két protein-protein
(Structure (2006) 14, 683-693).

Céc gbc linh dong c6 thé thich nghi véi nhidu cAu hinh tao ra mot tap hop céc
ving tuong tac cé kha ning dugc nhin biét boi té bao B nhé va tao ra d4p tmg mién

dich. Do d6, khang thé c6 thé duoc 1am cho gidng ngudi bing cach bién dbi mot sb gbc
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tir ving khung sao cho mét tip hop cic cdu hinh va ving nhan biét duge biéu hién béi

khang thé dugc bién ddi ciing gibng nhu khang thé ngudi.

C6 thé thuc hién diéu nay bang cach bién ddi mot sb lugng han ché cac gbc bang:
(1) xdy dung mo hinh d§ twong ddng ciia mAb gbc va tién hanh kich thich MD; (2)
phén tich cac gbc linh dong va xéac dinh cac gbc linh dong nhit clia phan tir khang thé
khong phai ctia ngudi, ciing nhu x4c dinh cac gbc hodc ciu tric ¢6 kha ning 1 ngudn
clia tinh khong ddng nhat hoic hoat dong thoai hoa; (3) x4c dinh khang thé ngudi biu
hién tap hop céc ving nhén biét gidng nhét v6i khang thé gbe; (4) xac dinh cac gbe linh
dong can gay dot bién, cac géc hodc chu tric c6 kha ning la nguén tao ra sy khong
ddng nhét va thoai hoa ciing can dugc gy dot bién; va (5) kiém tra sy c6 mit cia cac
epitop di biét cia té bao T va B. C6 thé tim thdy gbc linh dong sir dung tinh toan MD
nhu d4 néu str dung md hinh dung méi 4n, mo hinh nay s& tinh dén twong tac cia dung
mdi nude voi cac nguyén tir trong protein trong thoi gian kich thich. Khi tdp hop cdc
gdc linh déng da dugc xéac dinh trong chudi nhe va chudi ning bién dbi, thi mot tap hop
cac ving khung bién d6i chudi ning va chudi nhe ctia ngudi gidng véi ving khung ctia
khéng thé duoc dé cédp s€ dugc xac dinh. Piéu nay cé thé thuc hién duoc, chrflng han,
bing cach str dung tim kiém blast trén tap hop cac gbc linh dong trong co s¢ dit licu
trinh tu dong mam khang thé nguoi. Ciing c6 thé thyc hién dugc bing cach so sanh
dong luc cia mAb géc v6i dong luc cia ngan hang cAu tric dong mam tiéu chuén. Céc
gbc trong ving CDR va céc gdc 1an can s& duoc loai bo khoi tim kiém dé dam bao ring

&i luc cao d6i vé6i khang nguyén van duge bao toan.

Sau d6, cac gdc linh dong s& dugc thay thé. Khi mot vai gbc cia ngudi c6 do
tuong ddng, qua trinh chon loc ciing dugc thuc hién bdi ban chét cia cac gbc c6 kha
ning anh huéng dén hoat dong trong dung dich cta khang thé dugc 1am cho gibng
ngudi. Ching han, cac gdc phén cuc s& dugce wu tién trong céc vong linh dong dugc bdc
16 so v6i cac gbe ki nude. Cac gde co tiém ning 1a ngudn gy bit én dinh va khong
ddng nhét ciing dugc gy dot bién ngay ca khi dwgc tim thiy trong cidc vung CDR. Qua
trinh gdy d6t bién nay s& bao gdm céc methionin duoc boc 16 do sy hinh thanh sulfoxit
tir cac gdc oxy, su phéan cét do thuy phan protein céc lién két axit khong bén nhu lién
két trong dipeptit Asp-Pro (Drug Dev Res (2004) 61:137-154), céac vi tri khir amit hoa
thdy dugc véi cac gde asparagin duge boc 16 sau cac axit amin nhd, nhu Gly, Ser, Ala,

His, Asn hodc Cys (J Chromatog (2006) 837:35-43) va céc vi tri N-glycosyl hod, nhu
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vi tri Asn-X-Ser/Thr. Thong thuong, cdc methionin dugc boc 10 s& dugce thé b'?lng Leu,
asparagin boc 1§ s& dugc thay thé bing glutamin hodc bing aspartat, hoic cac gbe tiép
theo s& dugc thay thé. D4i véi vi tri glycosyl hoa (Asn-X-Ser/Thr), Asn hodc gbc
Ser/Thr s& dugc thay thé.

Trinh ty ghép hinh thanh dwoc kiém tra su c6 mit ciia cac epitop cua té bao B
hodc t& bao T. Mot tim kiém dugc thuc hién, chéng han, trén IEDB da dugc cong bd.
Néu mot epitop dd biét dugc tim thdy trong trinh tu ghép nay, thi mot tap hop cac trinh

tu khéc ctia ngudi s& duge tim va thay thé. -

Khong giéng phuong phép tai tao bé mit theo tai lidu US 5,639,641, ca cac dap
tng mién dich gy ra béi té biao B va T déu duoc tac dong bdi phuong phép nay.
Phuong phép ndy ciing tranh dugec cic van dé vé mét hoat tinh déi khi quan sat dugc
trong phuong phap ghép CDR (US 5,530,101). Ngoai ra, cac van d& v& d6 6n dinh va
d6 tan ciling dugc xem xét trong qua trinh bién dbi di truyén va chon loc, tao ra khang
thé duoc tdi wu c6 tinh sinh mién dich thip, 4i luc véi khang nguyén cao va hoat tinh

sinh ly dugc cai thién.

Céc k¥ thuat va phuong phap dé tai tao b& mit khang thé, va cac phuong phap
khac dé giam tinh sinh mién dich cta khang thé trong céc vat chu khéc nhau, dugc mo
ta trong, chéng han, US 5,639,641. M{t cach van tit, theo mdt phuong phap duge uu
tién, (1) so sénh cac vi tri ctia mot tip hop cic ving bién ddi chudi ning va chudi nhe
cua khang thé dé tao céc vi tri dugc boc 10 trén bé mat khung ctia vung bién dbi chudi
ning va chudi nhe, trong d6 céc vi tri so sanh dbi véi tht cac cac vung bién ddi co do
tuong déng it nhét khoang 98%:; (2) mdt tap hop cac géc axit amin dugc boc 16 trén bé
mit khung ving bién di chudi ning va chudi nhe dwgc xac dinh dbi v6i khang thé
khong phai ctia ngudi, nhu khang thé cia gim nhim (hoic manh khang thé); (3) mot
tap hop céc géc axit amin dugc bdc 16 trén bé mat khung ving bién ddi chudi ning va
chudi nhe twong ddng nhét vai tap hop cac gde axit amin dwgc boc 16 trén bé mit cia
gim nhim dugc xac dinh; va (4) tap hqp‘ cac gbc axit amin dugc bdc 10 trén bé mit
khung vung bién dbi chudi ning va chudi nhe dugc xic dinh trong bude (2) duoc thé
b%mg tdp hop céac géc axit amin dugc boc 10 trén bé mait khung ving bién ddi chudi
ning va chudi nhe duge xac dinh trong budc (3), ngoai trir cac gdc axit amin that trong

khoang 5A vé6i nguyén tir bit ky cia mét gde bit ky cia CDR cta khang thé gim nhim,
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dé tao ra khang thé dwoc 1am cho gidng ngudi, nhu khang thé gim nhdm vin giit

nguyén do dac hiu li€én Kkét.

Khang thé c6 thé dugc 1am cho giéng ngudi bang mdt loat cac k§ thuat khac nhau
bao gdbm ghép CDR (EP 0 239 400; WO 91/09967; va US 5,530,101 va US 5,585,089),
boc hodc tai tao bé mat (EP 0592 106; EP 0 519 596; Padlan, 1991, Molec Imm
28(4/5):489-498; Studnicka et al., 1994, Prot Eng 7(6):805-814; va Roguska et al.,
1994, PNAS 91:969-973) va dao trat tw chudi (US 5,565,332). Khéang thé nguoi co thé
tao ra bang mot loat cic phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thudt nay bao gdm,
nhung khong chi gi6i han &, phwong phap biéu hién thé thuc khuén, tham khio US
4,444.887, 4,716,111, 5,545,806 va 5,814,318; va WO 98/46645, WO 98/50433,
WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735 va WO 91/10741, st dung
dong vat bién dbi gen, nhu gdm nhim, sir dung té bao kham va cac phuong phap twong

tur.

“Khang thé twong ddng” hoic “thé twong ddng” chi phan tir lién két dic hidu vai
IL-4 va/hoic IL-13 nhu d4 dugc néu & day. Do d6, khang thé twong ddng gdm c6 khang
thé tuy nhién hoic tai td hop, du dugc bién dbi hodc khong, cac phén cua khang thé van
duy tri dugc hoat tinh sinh hoc dugc dé cap ¢ day, nhu lién két véi IL-4 hoidc IL-13,
nhu phén tir Fab hodc Fv, khang thé mét chudi, polypeptit mang mot hodc nhiu ving
CDR va tuong t. Trinh ty axit amin cta thé trong ddng khéng cin phai gidng véi trinh
tu axit amin ciia khang thé c6 ngudn gdc tw nhién nhung c¢6 thé dugc bién dbi hoic thay
dbi dé mang cac dot bién thay thé axit amin, thém axit amin, loai bé axit amin, hodic cac
axit amin khac vé6i 20 loai axit amin thudng cé trong cic protein va cac dot bién tuwong

tu dé thu duge polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc duge gia ting hoidc ¢6 1.

Khang thé ¢ céac trinh tu twong ddng 14 cac khang thé c¢6 trinh tu axit amin c6 dd
tuong dong vé trinh ty véi trinh ty axit amin cta khang thé khang IL-4, IL-13 hoic
khang thé dic hidu kép dbi v6i IL-4/IL-13 theo sang ché. Tét hon 13, twong ddng véi
trinh ty axit amin ctia ving bién dbi cta khang thé theo sang ché. “Po twong ddng trinh
tu” duoc s dung v6i trinh ty axit amin & ddy dugc xac dinh 1a mot trinh tu c6 do twong
ddng trinh tu it nhit khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94% hoic hon, va tét hon 14 it nhét
khoang 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% va6i mot trinh tu axit amin khéc, khi dugc xéc
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dinh, ching han, biang phuong phép tim kiém FASTA theo Pearson & Lipman, Proc
Natl Acad Sci USA 85, 2444-2448 (1988).

Khéang thé kham 12 khang thé c6 cac phan khac nhau ctia mot khang thé thu duoc
tir cac ngudn khac nhau, nhu khang thé khéc, cac 16p khang thé khéc, cac loai dong vat
khéc, ching han, khang thé c6 ving bién dbi thu duoc tir khang thé don dong cta chudt
dugc ghép vé6i ving ¢b dinh cia globulin mién dich cta ngudi va tuong tu. Do dé,
khang thé duoc 1am cho giéng ngudi 1a mot loai khang thé kham. Cac phuong phap dé
tao ra khang thé kham da duoc biét trong linh vuc k¥ thuat nay, tham khéo, ching han,
Morrison, 1985, Science 229:1202; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214; Gillies et al.,
1989, J Immunol Methods 125:191-202; va US 5,807,715, 4,816,567, va 4,816,397.

Céc khang thé nhan tao bao gdbm manh khang thé scFv, khang thé kham, khang
thé kép, khang thé ba, khéng thé bbén va mru (tham khao Winter & Milstein, 1991,
Nature 349:293-299; va Hudson, 1999, Curr Opin Imm 11:548-557), mbi loai déu co
kha ning lién két v&i khang nguyén hoic epitop. Trong manh Fv mot chudi (scFv), cac
ving VH va VL ctia mot khang thé duogc lién két véi nhau bang mét peptit linh dong.
Thong thudng, doan lién két 12 mot peptit- dai khoang 15 axit amin. Néu doan lién két
nhé hon, ching han, 5 axit amin, khang thé kép s€ tao ra. Pon vi c4u thanh nho nhét cua
mdt khang thé 1a CDR, thong thuong CDR2 ciia chudi ning ¢ du kha ning nhan biét
dic hidu va lién két dic hiéu ddy di. Manh khang thé nhu vay duoc goi 1a mot don vi
nhén biét phén tr hodc mru. Mot s6 mru c6 thé dugc lién két voi nhau b::ing cac doan
lién két peptit ngén, do d6 s& tao thanh protein lién két nhan tao c6 4i luc cao hon so véi

mot mru don.

Sang ché con d& cép dén cac thé twong dwong vé mit chirc ning vé6i khang thé
dugc dé cap. Thuat ngit “thé twong duong chirc ning” gém c6 cac khang thé co trinh tur
trong ddng, khang thé tuong ddng, khang thé kham, khang thé nhan tao va khang thé
dugc bién dbi, ching han, trong d6 mdi thé twong duong vé chirc ning dugc x4c dinh
béng kha nang lién két v6i IL-4 va/hoic IL-13, uc ché kha nang truyén tin hiéu hodc
chtrc ning cta IL-4 va/hodc IL-13, hodic trc ché kha ning lién két cua IL-4 va/hoic IL-
13 v6i thu thé ctia chting. Mt ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay
s& hidu ring c6 su tring 13p trong nhém céc phan tir dugc goi 14 “manh khéng thé” va

nhém duoc goi 1a “thé twong dwong vé mat chic ning”. Phuong phap sén xuét cac thé
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twong dwong vé chirc ning van duy tri dwoc kha ning lién két v6i IL-4 va/hodc IL-13
da dugc biét dbi véi cac ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit ndy va
duoc mo ta, chéng han, trong WO 93/21319, EP Ser. No. 239,400, WO 89/09622, EP
Ser. No. 338,745 va EP Ser. No. 332,424.

Céc thé twong dwong chirc ning theo sang ché con bao gdm khang thé dugc bién
dbi, chéng han, khéng thé dugc bién dbi b.':fmg cach lién két déng hoé tri voi mot loai
phan tir bit ky. Chéng han, khang thé duoc bién ddi gdm c6 khang thé da dugc bién dbi,
ching han, bang cach glycosyl ho4, axetyl ho4, pegyl ho4, khir amit hod, phosphoryl
hoa, amit hoa, tao dan xut bing cic nhom bao vé/phong bé da bién, phan huy bang
proteaza, lién két v6i phdi tir t& bao, lién két véi doc té hodc gbc gy doc té bao hoidc
cac protein khac v.v.. Qua trinh lién két ddng hoa tri khéng can phai tao ra mot khang
thé ¢6 tinh mi&n dich bing cach tao ra mot dap Gng khang thé di truyén (anti-idiotypic).
C6 thé thuc hién cac bién ddi nay biang cac k¥ thuat da biét, bao gdm, nhung khong chi
giéi han &, phén cit hoa hoc dic hiéu, axetyl hod, formyl hoa, téng hop chuyén hoa
v.v.. Thém vao d6, khéng thé duogc bién ddi c6 thé chira mét hodc nhiéu cac axit amin

khong phai 230 axit amin thudng gap.

D3 c6 nhidu k§ thuat duoc cic ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay biét dén @& t8i vu ai luc lién két. Thong thuong, cac k§ thuit niy bao gdm
viée thé cac géc axit amin khéc nhau tai vi tri dugc dé cap, sau d6 1a phéan tich sang loc

41 luc lién két ctia polypeptit dot bién dbi véi khang nguyén hoic epitop ciing gdc.

Khi khang thé dugc xé4c dinh va phén 14p, s€ 1a hitu ich khi tao ra bién thé khéng
thé hodc thé dot bién, hoic mutein, trong d6 mot hodc nhidu gbe axit amin dugc bién
ddi, chéng han, trong mot hodc nhiéu vung si€u bién cta khang thé. Noi cach khac,
hodc thém vao d6, mot hodc nhidu dot bién (ching han, dot bién thay thé) ving khung
c¢6 thé duogc dua vao khang thé & day nhitng dot bién nay s& lam ting &i luc lién két ctia
khang thé dot bién ddi véi IL-4 va/hodc IL-13. Vi du vé cac gdc trong ving khung c6
thé dugc bién ddi gdbm c6 céc gbe lién két khong ddng hoa tri véi khang nguyén mét
cach truc tiép (Amit et al., Science 233:747-753 (1986)); tuong tac v&i/anh huong dén
cAu hinh cia mét CDR (Chothia et al., ] Mol Biol 196:901-917 (1987)); va/hodc tham
gia vao qué trinh tao bé mait tiép xitic VL-VH (EP 239 400). Theo mét sé phuong an,

qud trinh bién d6i mot hodc nhiéu goc trong ving khung s& gia ting ai luc lién két cua
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khéng thé dbi v&i khang nguyén cung gdc. Ching han, tir khoang mot dén khoang 5 gbc
trong ving khung c6 thé dugc gy dot bién theo phwong phap niy ciia sang ché. Doi
khi, diéu nay c6 thé 1a da dé tao ra khang thé dot bién thich hop dé sir dung trong cac
thir nghiém tién 14m sang, ngay ca khi khong gy dot bién mot gde bat ky trong ving
siéu bién. Thong thudng, tuy nhién, khang thé dot bién c6 thé chira mot hodc nhidu dot
bién trong ving siéu bién. Ving ¢b dinh ciing c6 thé dugc bién ddi dé thu duoc cac dic

tinh hiéu t'ng mong muodn.

Céc gbe trong ving siéu bién c6 thé duoc giy dot bién mot cach ngiu nhién, dic
biét 1a khi i luc lién két ban dau cia khang thé gbc dugc gy dot bién ngiu nhién thi
cac khéang thé dot bién duoc tao ra ngau nhién c6 thé duoc sang loc dé chon ra cac

khang thé ¢6 ai luc lién két duoc bién dbi trong thr nghiém néu & day.

Mbt k¥ thuat dé tao ra khang thé dot bién, nhu thé dot bién CDR, 1a k¥ thuat "gay
dot bién sang loc alanin" (Cunningham & Wells, Science 244:1081-1085 (1989); va
Cunningham & Wells, Proc Nat Acad Sci USA 84:6434-6437 (1991)). M6t hogic nhiéu
gbc trong viing siéu bién s& dugc thay thé bing alanin hoic polyalanin. Céc gbc trong
viing siéu bién thé hién d6 nhay v6i qud trinh thay thé sau d6 duoc tinh loc bang cach
dua thém cac dot bién thay thé hodc cac dot bién khac tai vi tri gay dot bién thay thé.
Do d6, trong khi vi tri dé tao ra su bién ddi trinh ty axit amin dugc danh gia trude, ban
chét ciia qua trinh dot bién khong cin phai danh gia trude. Cac dot bién thay thé tuwong
ty ciing c¢6 thé duge thuc hién véi cac axit amin khac, phu thudc vao hoat tinh mong

muon cua goc dugce sang loc.

Mot phuong phép c6 hé théng hon dé x4c dinh cac gdc axit amin dé bién ddi gdm
c6 viée xé4c dinh cac gbe trong viing siéu bién tham gia vao qua trinh lién két véi IL-4
va/hodc IL-13 va cac gde trong ving siéu bién it c6 vai trd hodc khong co vai tro gi
trong qua trinh lién két voi IL-4 va/hodc IL-13. Qua trinh gdy dot bién thay thé bing
alanin cac goc ving siéu bién khong tham gia vao qua trinh lién két dugc thuc hién, véi
mdi dot bién ala duoc kiém tra dé c6 ai luc lién két gia ting véi IL-4 va/hodc IL-13.
Theo mét phwong an khac, cic gbc c¢6 vai trd dang ké trong qua trinh tao lién két véi
IL-4 va/hodc IL-13 s& dugc chon dé giy dot bién. Qua trinh dot bién c6 thé 1a loai bd
gbc @6 hodc thém mot hodc nhiéu gde lién k& véi gbe duge @& cap. Tuy nhién, qua trinh

gdy dot bién thuong s& 14 qua trinh gdy dot bién thay thé gdc d6 bing mot axit amin
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khac. Qua trinh gy dot bién thay thé bao toan c6 thé 1a dot bién thay thé dau tién. Néu
mdt dot bién thay thé nhu vay tao ra su thay dbi v& hoat tinh sinh hoc (chéng han, ai luc
lién két), thi mot dot bién thay thé bao toan khic c6 thé duoc tao ra dé xac dinh lidu co

thu dugc cac thay ddi quan trong hon hay khong.

Ngay ca khi c6 thé thu duoc mic d6 bién dbi quan trong vé s lwong thir hang
khang thé va hoat tinh sinh hoc béng cach chon mdt axit amin khac nhiéu hon vé mit
hoat tinh so véi géc thuong c6 tai vi tri 6. Do d6, van c6 thé tao ra dot bién thay thé
trong khi van duy tri: (a) cdu tric ctia bd khung polypeptit trong ving thay thé, ching
han, & dang c4u hinh gép nép hoidc cdu hinh xoén; (b) dién tich hoic mirc do ki nudc
cuia phén tir tai vi tri dich, hodc (c) khdi cua chudi bén.

Ching han, cc axit amin ¢6 ngudn gdc tw nhién c6 thé dugce phan vao cic nhém
dua trén hoat tinh chudi bén:

(1) ki nuée: metionin (M hodc met), alanin (A hodc ala), valin (V hodc val), loxin
(L hodc leu) va isoloxin (I hoac ile);

(2) trung tinh, va nudce: xystein (C hodc cys), serin (S hodc ser), threonin (T hodc
thr), asparagin (N hodc asn) va glutamin (Q hodc gln);

(3) c6 tinh axit: axit aspartic (D hodc asp) va axit glutamic (E hodc glu);

(4) c6 tinh bazo: histidin (H hodc his), lyzin (K hodc lys) va arginin (R hoic arg);

(5) cac gbc anh hudng dén qua trinh dinh hudng chudi: glyxin (G hoic gly) va
prolin (P hodc pro), va

(6) gbc thom: tryptophan (W hodc trp), tyrosin (Y hodc tyr) va phenylalanin (F
hodc phe).

Céc thay thé khong bao toan ¢ thé gdm ca viée thay thé mot axit amin bing mot
axit amin tir mot nhom khac. Cac thay thé bao toan c6 thé 1a thay thé mot axit amin nay
bang mot axit amin khac trong ciing mét nhém.

Céc dot bién thay thé axit amin duoc vu tién bao gdmcac dot bién: (1) giam tinh
mAin cam véi qua trinh thuy phan protein, (2) giam tinh man cam vé6i qud trinh oxi hod,
(3) thay ddi 4i luc lién két va (4) tao ra hodc bién ddi cac dic tinh vé hoa ly hoic chirc
ning cia cac ddng phan. Pong phan c6 thé bao gdm cac mutein khac nhau cia mot

trinh tu thay vi cac trinh ty peptit ¢6 ngudn gdc tu nhién. Ching han, dot bién thay thé
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mot hodc nhidu axit amin (t6t hon 13 dot bién thay thé axit amin bao toan) ¢6 thé duoc
tao ra trong trinh tw c6 ngudn gdc tu nhién (5t hon 12 & phan polypeptit ngoai cic ciing
chirc ning tao ra trong tac ndi phan tir). Dot bién thay thé axit amin bao toan s& khong
lam thay ddi dang ké dic diém vé céu trac cua trinh ty gbc (ching han, axit amin thay
thé s& khong pha v& cu triic xodn c6 trong trinh tu gbc, hodc pha v& mot loat cu tric
béc hai bét ky dac trung & trinh tu géc) trir khi c6 su thay dbi v& khéi hodc cdu hinh cta
nhém R hodc chudi bén (Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, ed.,
W. H. Freeman va Company, New York (1984)); Introduction to Protein Structure
(Branden & Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N. Y. (1991)); va Thornton et
al. Nature 354:105 (1991).

Thong thudng, khang thé dot bién c6 hoat tinh sinh hoc dwgc cai thién s& ¢6 trinh
tu axit amin cé 4§ tuong déng trinh tu axit amin it nhat 13 75% hoic c6 do tuong déng
it nhat 80%, it nhét 85%, it nhit 90% va thudng it nhit 95% so vdi trinh ty axit amin
ctia ving bién dbi chudi ning hodc chubi nhe cla khang thé gdc khang IL-4 va/hoic IL-
13 ctia ngudi. PO twong ddng so véi trinh tw khang thé gdc dugc xac dinh & day 1a ty 18
phan trim céc gbc axit amin trong trinh tw so sanh gidng (nghia 13, cing mot axit amin)
hoic tuong tw (nghia 13, gbc axit amin trong cing mdt nhom phén loai dwa trén hoat
tinh chudi bén chung, sach di din) véi cac gbc axit amin trong khang thé gbc, sau khi
so sanh trinh tw va dua vao cac 16 trdng, néu cin, dé dat dugc ty 18 ph?m tram tuong

ddng v& trinh tyr t6i da.

N6i cach khéc, khang thé dot bién co6 thé duoc tao ra bing cach giy dot bién toan
bd cac ving FR va CDR ctia chudi nhe va chudi ning, hoic ving Fc cta khang thé
khang IL-4, IL-13 hoic khang thé ddc hiéu kép khang IL-4/IL-13. Mot phuong phap
khéc dé tao ra khang thé dot bién 1a st dung phuong phap hoan thién ai lyc ding thu
vién biéu hién thé thyc khuin (Hawkins et al., J Mol Biol 254:889-896 (1992) va
Lowman et al., Biochemistry 30(45):10832-10838(1991)). Céc thé dung hop protein vo
thé thuc khudn (Smith, Science 228:1315 (1985); Scott & Smith, Science 249:386
(1990); Cwirla et al. Proc Natl Acad Sci USA 8:309 (1990); Devlin et al. Science
249:404 (1990); Wells & Lowman, Curr Opin Struct Biol 2:597 (1992); va US
5,223,409) da duoc biét 1a rat ¢6 ich trong viéc két ndi kiéu hinh cia protein hoic peptit
duoc biéu hién véi kiéu gen ciia cac tiéu phan thé thuc khudn ma hoa ching. Céc ving

Fab cta khang thé ciling dugc biéu hién trén thé thuc khuan (McCafferty et al., Nature
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348: 552 (1990); Barbas et al. Proc Natl Acad Sci USA 88:7978 (1991); va Garrard et
al. Biotechnol 9:1373 (1991)).

Phuong phap biéu hién thé thyc khuin don tri gém viéc biéu hién mot tap hop cac
bién thé protein & dang thé dung hop clia protein vé thé thuc khuén trén céc thé thuc
khuin (Bass et al., Proteins 8:309 (1990). Phuong phap hoan thién 4i luc, hodc cai thién
v& 4i luc lién két can béng cta cac protein khac nhau da thuc hién dugce thong qua viéce
tng dung thanh coéng cac phuwong phéap gy dot bién, biéu hién thé thuc khuin don tri va
phan tich chic niang (Lowman & Wells, J] Mol Biol 234:564 578 (1993); va US
5,534,617), ching han, bing cich huéng vao cic ving CDR cia khang thé (Barbas et
al., Proc Natl Acad Sci USA 91:3809 (1994); va Yang et al., J] Mol Biol 254:392
(1995)).

Céc thu vién c6 nhiéu bién thé protein (ching han, 106 hoic hon), khac biét & cac
vi tri 4@ dugc xac dinh trong trinh tu, cé thé duoc xay dung trén cac tiéu phﬁn thé thuc
khuln, mdi thu vién s& chita ADN ma hoa mot bién thé protein cu thé. Sau cac chu trinh
tinh ché &i luc, st dung khang nguyén cb dinh, cic dong thé thuc khuén riéng ré s&
dugc phan 1ap, va trinh ty axit amin cda protein dugc biéu hién dugc suy ra tu trinh ty
ADN.

Sau khi tao khang thé dot bién, hoat tinh sinh hoc cta phén tir ddt bién so véi
khang thé gdc c6 thé duoc dénh gia nhu da néu. Nhu da néu, viéc ndy cb thé gdm c6
danh gié ai lyc lién két va/hodc céac hoat tinh sinh hoc hodc 1y hoc khac cua khéng thé.
Theo mdt phwong 4n dugc uu tién cla sang ché, mot bang cac khang thé dot bién dugc
tao ra va sang loc ai luc lién két @i véi khang nguyén. Mot hodc nhiéu khang thé dot
bién dugc chon tir qué trinh sang loc s€ tuy y dugc tién hanh mot hodc nhiéu thir
nghiém vé hoat tinh sinh hoc khac d& khing dinh ring khang thé dot bién c6 hoat tinh
m&i hodc ¢6 hoat tinh duge cai thién. Theo cic phuong 4n dwoc wu tién, khang thé dot
bién s& duy tri dugc kha ning lién két véi IL-4 va/hoic IL-13 véi ai luc lién két twong
tu v6i hodc t6t hon so véi khang thé gdc.

Khang thé dot bién dwoc chon c6 thé dugc bién dbi thém nita, didu nay thuong
phu thudc vao muc dich st dung ctia khang thé. Cac bién dbi c6 thé 13 bién dbi trinh tu
axit amin, dung hop vé6i polypeptit khac dang va/hodc cac bién dbi ddng hoa tri. Chéng

han, goc xystein khong c6 vai trd trong viéc duy tri cau hinh chinh xéc ctia khang thé
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dot bién c6 thé dugc thay thé, thuong bing serin, dé cai thién d6 dn dinh véi qua trinh
oxi hoé ctia phan tir va dé ngin ngira viée tao ra lién két chéo bt thudong. Nguoc lai,
xystein c6 thé duge dua vao khang thé dé cai thién d6 dn dinh (dic biét 12 khi khang thé

12 manh khang thé nhu manh Fv).

Mot loai khang thé dot bién khac c6 kiéu glycosyl hod dugc bién ddi. Piéu nay c6
thé thuc hién dwgc bang cach loai bd mdt hodic nhidu gbe hydratcacbon c6 trong khang
thé va/hodc thém mot hodc nhidu vi tri glycosyl hoa khong c6 trong khang thé. Qua
trinh glycosyl ho4 khang thé thuong dwgc lién két tai ddu N v6i Asn hodc diu O véi Ser
hodc Thr. Céc trinh ty tripeptit, asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong d6 X
12 mdt axit amin bét ky trir prolin, 13 cac trinh ty nhan biét phd bién dé lién két bing
enzym mdt gbc hydratcacbon véi chudi bén asparagin. N-axetylgalactosamin,
galactoza, fucoza hodc xyloza, chéng han, dugc lién két voi mot hydroxyaxit amin,
thuong 14 serin hodc threonin, mic du cﬁng c6 thé st dung 5-hydroxyprolin hodic 5-
hydroxylyzin. Viéc thém hogc thay thé mot hodc nhiéu gdc serin hodc threonin vao

trinh tu ctia khang thé gbe c6 thé ting cuong kha ning glycosyl ho4 tai dau O.

C6 thé bién ddi khang thé theo sang ché v& chtc ning hiéu tng, dé gia ting hiéu
qua ctia khang thé. Ching han, xystein c6 thé dugc dua vao ving Fc, nhd d6 tao ra cac
lién két disulfua ndi phan tir trong viing nay. Cac khang thé dang ddng dime dugc tao ra
theo cach nay c6 thé c6 kha ning ndi hip dugc cai thién va/hoiic kha ning giét té bao
qua trung gian bd thé duoc gia ting va kha ning giy doc té bao phu thudc khang thé
(ADCC) gia tang, tham khao Caron et al., J Exp Med 176:1191-1195 (1992) va Shopes,
Immunol 148:2918-2922 (1993). Néi cach khac, khang thé c6 thé duoc xtr 1y k§ thuat
di truyén dé c6 ving Fe kép va do d6 c6 thé c6 kha ning tiy phin bd thé va ADCC gia
tang, tham khao Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design 3: 219 230 (1989).

Céc bién dbi dong hoéa tri khang thé dugc dua vao pham vi ctia sang ché. Nhiing
bién ddi nay c6 thé dugc thuc hién bing phwong phép téng hop héa hoc hodc phan cét
khang thé bing enzym hoic bing phuong phap hoa hoc, néu c6 thé. Cac loai bién ddi
ddng hoa tri khang thé khac duoc dua vao phan tir bing cach cho gbc axit amin cia
khang thé phan tmg vé6i chit tao din xuit hitu co c6 kha nidng phan Ung chon loc véi

chudi bén hoic véi cac goc tai dau N hodc dau C.
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Céc gbc xysteinyl c¢6 thé dugc cho phan (mg véi o-haloaxetat (va c4c amin twong
ng), nhu axit cloaxetic ho#ic cloaxetamit, dé tao ra cic din xuit carboxylmetyl hoic
carboxyamidometyl . Cac gbc xysteinyl cﬁng ¢6 thé dugc tao dan xuét bang cach cho
phdn ung v&i bromtrifloaxeton, axit a-brom-B-(5-imidozoyl) propionic, cloaxetyl
phosphat, N-alkylmaleimit, 3-nitro-2-pyridyl disulfua, metyl 2-pyridyl disulfua,
p-clomercuribenzoat, 2-clomercura-4-nitrophenol hodc clo-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-

diazol, ching han.

Céc gde histidyl c6 thé duge tao din xuét bang phan (mg véi dietylpyrocacbonat &
pH 5,5 dén 7,0. Ciing c6 thé st dung p-bromphenaxyl bromua, t6t hon 1a phan Gng
duoc thuc hién trong dung dich natri cacodylat 0,1M & pH=6,0.

Céc gdc lyzinyl va tan ciing o c6 thé dwoc cho phan ng véi axit sucxinic hodc cac
axit anhydrit carboxylic dé bao toan dién fich clia cac gdc nay. Cac hop chit thich hop
dé tao din xuét ddi véi cac gbc chira o-amino gdm c6 imidoeste, nhu metyl
picolinimidat, pyridoxal phosphat, pyridoxal, cloborohydrua, axit
trinitrobenzensulfonic, O-metylisoure va 2,4-pentandion, va axit amin c6 thé duoc xac

tac chuyén amin bing glyoxylat.

Céc gbc arginyl c6 thé duge bién ddi bing cach phan tng véi mot hodic mot vai
hop chét truyén théng, nhu phenylglyoxal, 2,3-butandion, 1,2-xyclohexandion va
ninhydrin. Tao din xuit dbi v6i céc gbc arginin thudng cin c6 didu kién kidm. Hon
nita, hop chat c6 thé phan ting véi lyzin cling nhu nhém arginin e-amino.

Céc bién dbi dic hiéu dbi véi cac tyrésyl c6 thé thuc hién véi cac hop chét diazoni
thom hoic tetranitrometan. Ching han, N-axetylimidizol va tetranitrometan duogc st
dung dé tao ra cic nhom O-axetyl tyrosyl va din xuét 3-nitro. Cac gdc tyrosyl c6 thé
dugc iodin héa st dung 1251 hodc 1311 dé tao ra cac protein dugc danh diu dé st dung

trong thtr nghiém phéng xa mién dich.

Céc nhém bén carboxyl (aspartyl hodc glutamyl) c6 thé dugc bién ddi bang cach
phan mg véi carbodiimit (R-N=C=C-R'), trong d6 R va R' ¢6 thé 1a cdc nhém alkyl
khic nhau, nhu 1-xyclohexyl-3-(2-morpholinyl-4-etyl) carbodiimit hodc 1-etyl-3-(4-
azonia-4,4-dimetylpentyl) carbodiimit. Hon nita, cic gbc aspartyl va glutamyl c6 thé
dugc chuyén héa thanh cic gdc asparaginyl va glutaminyl bing cach phan tmg véi céc

ion amoni.
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Cac gbc glutaminyl va asparaginyl thuong dugc khir amit héa thanh céc gbc
glutamyl va aspartyl twong ting & diéu kién bazo hodc trung tinh. Dang duoc khir amit

hoéa cua céc gdc nay cling thudc pham vi ctia sang ché.

Céc bién dbi khac gdm c6 hydroxyl héa prolin va lyzin, phosphoryl hoa cic nhém
hydroxyl ctia gbc serinyl hodc threonyl, metyl héa nhém o-amino cia lyzin, arginin, va
chudi bén histidin (Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H.
Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)), axetyl hod amin & dau cing N va

amit hod nhém carboxyl & dau cing C.

Mot loai bién dbi ddng hoéa tri khac 1a két hop bing phwong phap hoa hoc hoic
enzym cac glycosit v6i khang thé. Céac k¥ thuat nay khong cin phai tao ra khang thé
trong t& bao chu c6 kha ning glycosyl hoa dbi voi gbe glycosyl tai ddu N hodc dau C.
Phu thudc vao kiéu két hop duoc sir dung, (cac) phan tir duong c6 thé duoc ndi véi: (a)
arginin va histidin; (b) cdc nhom carboxyl tu do; (¢) cdc nhém sulthydryl ty do, nhu cac
nhom cua xystein; (d) cdc nhém hydroxyl tg do, nhu serin, threonin hoac
hydroxyprolin; (e) cic gbc thom nhu phenylalanin, tyrosin hodc tryptophan; hoic (f)
nhém amit cua glutamin. Cac phuong phdp ndy dugc md ta trong WO 87/05330 va
Aplin & Wriston, CRC Crit Rev Biochem, pp. 259-306 (1981).

C6 thé loai bé cac gbe hydratcacbon bit ky c6 mit trén khang thé bing phuong
phap hoa hoc hodc ding enzym. Loai nhém glycosyl bing hoéa hoc, ching han, c6 thé
can phai boc 10 khang thé v6i hop chét, axit triflometansulfonic, hodc mét hop chét
twong duong, ddn dén sy phan cit hdu hét hodc tit ca cac phén tir duong tir dudng lién
két (N-axetylglucosamin hoic N-axetylgalactosamin), trong khi khang thé vin con
nguyeén ven.

Phuong phép loai nhém glycosyl d4 dugc mé ta, ching han, trong Hakimuddin et
al. Arch Biochem Biophys 259:52 (1987) va trong Edge et al., Anal Biochem 118:131
(1981). Phuong phap phan cét bing enzym cac gdc hydratcacbon trén khang thé c6 thé
thue hién duoc bing cach sir dung mét loat cac endoglycosidaza va exoglycosidaza nhu
da néu, chang han, trong Thotakura et al., Meth Enzymol 138:350(1987).

Mot loai bién ddi dong hoa tri khang thé khac 1a lién két khang thé v6i mot gbe
polyme khong c¢6 ban chit 1a protein, ching han, polyetylen glycol, polypropylen glycol
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hodc polyoxylalkylen, theo cdch dugc mo ta trong US 4,640,835; US 4,496,689; US
4,301,144; US 4,670,417; US 4,791,192 hoac US 4,179,337.

Mot k¥ thudt khac duge uu tién dé thu duogc cac thé d6t bién hodc mutein 13
phuong phap hoan thién 4i lyc bang hé biéu hién thé thuc khuin (Hawkins et al., J Mol
Biol 254:889-896 (1992); va Lowman ‘et al., Biochemistry 30(45):10832-10838
(1991)). So lugc 1a, mdt vai vi tri vung si€u bién (chfing han, 6 dén 7 vi tri) dugc gay
dot bién dé tao ra tit ca céc thay thé axit amin c6 thé c6 tai mdi vi tri. Khéang thé dot
bién thu duge theo cach nay duoc bidu hién theo kiéu don tri trén cac tiéu phan thé thuc
khudn & dang thé dung hop vdi protein dugc tim thiy trén céc tiéu phan. Thé thuc
khuin biéu hién céc thé dot bién khac nhau c6 thé duge thuc hién céac vong chon loc &i

luc lién két, sau d6 1a phan 1&p va doc trinh tu céc thé dot bién hiéu hién 4i luc cao.

Phuong phap chon loc cac polypeptit ¢6 kha ning lién két méi c6 thé sir dung mot
thu vién cac polypeptit twong ddng vé mit cdu triac. Thu vién cac polypeptit tvong déng
vé cAu truc, ch'fmg han, dugc dung hgp véi protein vo thé thuc khuén, duoc tao ra béng
cach gy dot bién, va dugc biéu hién trén bé mit cua tiéu phin. Sau d6, cac tiéu phan
duoc cho tiép xtic v6i phan tir dich va nhitng tiéu phin nao c6 i luc cao nhit dbi vai
dich s& dugc phan tach ra khéi cac tidu phan c6 4i luc thdp hon. Céc phan tir lién két 4i
luc cao s& duge khuéch dai b%mg cach chuyén nhiém vao mdt té bao chu vi khuén thich
hop va budc ai luc canh tranh s& dugc 13p lai. Quy trinh nay s& duoc 13p lai cho dén khi

thu dugc cac polypeptit c6 ai luc mong mudn.

N6i cach khéc, thé thuc khudn da gia (McCafferty et al. (1990) Nature 348:552-
554; va Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628) ciing c6 thé duoc sir dung dé biéu
hién cac dot bién diém ngiu nhién (chﬁng han, dugc tao ra bf‘mg cach st dung ADN
polymeraza doc stra) dé tao ra thu vién m_énh khéng thé trén thé thuc khuén, thu vién
nay sau d6 co thé dugc sang loc vé 4i luc d6i vé6i IL-4 va/hodc IL-13, Hawkins et al.,
(1992) J Mol Biol 254:889-896.

Tét hon 13, trong qué trinh hoan thién &i luc, vecto biéu hién c6 kha nédng tu sao s€
dugc kiém soat chit bai yéu té didu hoa phién ma, va diéu kién nudi céy duoc didu
chinh dé lugng hodc s6 lugng céac tiéu phén biéu hién nhiéu hon mdt ban sao cua

protein dung hop 13 it hon khoang 1%. Tét hon 13, luong tiéu phan biéu hién nhiéu hon
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mdt ban sao clia protein dung hop 14 it hon 10% lwong tiéu phan biéu hién mt ban sao

ctia protein dung hop. Tét hon 13 lugng nay it hon 20%.

Thé twong duong chirc ning c6 thé dugc tao ra bing cach dbi chd cac ving CDR
khéc nhau cta cac chudi khang thé khac nhau trong mot viing khung hodc mot ving FR
ghép thu dugc tir nhidu khang thé. Do d6, ching han, c6 thé tao ra cac 16p khang thé
khac nhau dbi v6i mot tap hop cac CDR khac nhau bing cach thay thé cac chudi ning
khac nhau, ching han, IgG1-4, IgM, IgA1-2 hoic IgD, dé tao ra cic typ va isotyp khang
thé IL-4 va/hodc IL-13 khac nhau. Tuong tw, khang thé nhan tao theo sing ché co thé
duogc tao ra bing cach dua vio mét tip hop xac dinh cic ving CDR trong mot ving

khung tng hop hoan toan.

Manh khéang thé va thé tuong duong chtc ning theo sang ché bao gdm céc phéan
tir 6 murc do lién két dac hiéu véi IL-4 va/hoic IL-13 c6 thé phat hién dugc. Mic do
lién két c6 thé phat hién duoc 12 gi4 tri trong khoang tir it nhit 10 dén 100%, t6t hon 1a
it nhat 50%, 60% hoic 70%, tt hon nita 13 it nhit 75%, 80%, 85%, 90%, 95% hoic
99% so voi muc d6 lién két cia khang thé dugce dé cap. Ciing dugc dé cip theo sang
ché 1a céc thé twong duong chirc ning 6 4i lwc 16n hon 100% 4i luc lién két cia khang

thé dugc dé cap.

Céc CDR thudng rit quan trong trong qua trinh nhén biét epitop va lién két khang
thé. Tuy nhién, c6 thé thay ddi cac gbc trong CDR ma khéng 1am anh hudng dén kha
nang nhan dién va lién két vdi epitop ciing gbc clia khang thé. Chéng han, c6 thé tao ra
céc thay dbi khong nhitng khong anh hudng dén kha ning nhan dién epitop, ma con 1am
tang ai luc lién két cua khang thé dbi véi epitop. Mot vai nghién ctru dd khio sat tac
dung cua viéc dua mdt hodc nhiéu thay dbi axit amin vao cac vi tri khac nhau trong
trinh t cia khang thé, dua trén hiéu biét v& trinh tu khang thé nguyén phat, vao dic
tinh cua khang thé, nhu kha ning lién két va murc do biéu hién (Yang et al., 1995, J Mol
Biol 254:392-403; Rader et al., 1998, Proc Natl Acad Sci USA 95:8910-8915; va
Vaughan et al., 1998, Nature Biotechnology 16, 535-539).

Do d6, céc thé twong duong chirc ndng cua khéng thé duge dé cap c6 thé dugc tao
ra bang cach thay ddi trinh tu ctia cic gen ma hoa chudi ning va chudi nhe trong céc
viing CDR1, CDR2 hoic CDR3, hoic ving khung, bing cach st dung cac phuong phép

nhu gy dot bién qua oligonucleotit, ot bién diém, gy dot bién cat-xet, PCR doc stra,
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dao ADN hoic cac chung gy dot bién cua E. coli (Vaughan et al., 1998, Nat Biotech
16:535-539; va Adey et al., 1996, Chap. 16, pp. 277-291, trong tai liéu Phage Display
of Peptides and Proteins, eds. Kay et al., Academic Press). Cac phuong phép thay dbi
trinh ty axit nucleic ciia khang thé ban ddu c6 thé tao ra khang thé c6 ai luc duge cai
thién (Gram et al., 1992, Proc Natl Acad Sci USA 89:3576-3580; Boder et al., 2000,
Proc Natl Acad Sci USA 97:10701-10705; Davies & Riechmann, 1996, Immunotech
2:169-179; Thompson et al., 1996, J] Mol Biol 256:77-88; Short et al., 2002, J Biol
Chem 277:16365-16370; va Furukawa et al., 2001, J Biol Chem 276:27622-27628).

Céc chu trinh "chon loc polypeptit” ldp lai c6 thé dugc st dung dé chon loc céc
phan tr ¢6 4i luc lién két ngay cang cao, ching han, viéc chon loc nhiéu thay ddi axit
amin dugc chon loc qua nhiéu chu trinh chon loc. Sau vong chon loc thir nhét, bao gf‘)m
viing chon loc thtr nhét cta axit amin trong phdi tir hoic khang thé polypeptit, cic vong
chon loc tiép theo & cac vung khéc hodc axit amin khac cia phéi tir duoc tién hanh.

Nhiing chu ky chon loc nay dugec 1dp lai cho dén khi dat duoc 4i lyc muong mudn.

Khang thé c6 hoat tinh duogc cai thién con 13 cic khang thé c6 dic tinh duoc cai
thién duogc tao ra b%mg cac k¥ thuat chudn nhu mién dich dong vat, tao té bao lai va

chon loc khéng thé c6 hoat tinh dic hiéu.

"Chét d6i khang" chi phén tir ¢6 kha ning (rc ché mot hodic nhiéu hoat tinh sinh
hoc phan tt dich, nhu truyén tin hiéu bang IL-4 va/hodc IL-13. Chét di khang c6 thé
anh huong dén kha ning lién két ctia mot thu thé véi phéi tir va nguoc lai, bang cach
1am bét luc hoidc giét té bao dugc hoat hoa bdi mot phdi tir, va/hodc bing cach gdy anh
huong dén thu thé hodc qué trinh hoat héa phdi tir (ching han, qua trinh hoat hoa
tyrosin kinaza) hodc qua trinh truyén tin hiéu sau khi phdi ttr lién két vai thu thé. Chét
d6i khang c6 thé phong bé hoan toan twong tac thu thé-phéi tir hodc c6 thé giam mot

cach dang k& méi twong téc nay.

“ChAt chil van” chi hop chit, bao gdm protein, polypeptit, peptit, khang thé, manh
khéng thé, thé lién hop, phan t& 16n, phan tir nhé, hoat héa mot hodc nhiéu hoat tinh
sinh hoc cua IL-4 va/hoac IL-13. Chét cha van co thé tuong tac v4i qué trinh lién két
cta thy thé véi phdi tr va nguoc lai, bing cich hoat dong nhu mét chit giy phan bao

duoc hoat hoa boi phéi t, va’/hoac gay anh huong dén qua trinh bét hoat té bao hodc tc
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ché qua trinh truyén tin hiéu sau khi phdi tir lién két voi thu thé. T4t ca cac giai doan

can thi€p boi chat chd van déu dugc coi 1a twrong duong véi muc dich cua sang ché.

Thut ngit "té bao," "dong té bao," va "giéng nudi ciy té bao" bao gdm ca thé hé
sau cia ching. Ciing duoc hiéu ring tit ca cac thé hé sau khong cin phai gidng nhau
hoan toan, nhu v& ham lugng ADN, do gy dot bién c6 chu ¥ hodic khong chi y. Bién
thé ¢ cung chirc nang hodc hoat tinh sinh hoc dugce dé cap, dugc sang loc d6i véi té

bao gdc, ciing durgc dé cap theo sang ché.

Thuét ngir "vecto" chi ciu tric axit nucleic, phan tir mang, chira axit nucleic, gen
chuyén, gen ngoai lai hodc gen dugc dé éap theo séng ché, c6 thé duoc lién két linh
dong voi mot trinh tu kiém soat thich hop dbi voi qué trinh biéu hién cta gen chuyén
trong mot vat cha thich hgp. Trinh tu kiém soat nay la, chfing han, doan khoi dau dé
kiém so4t qua trinh phién ma, mét trinh ty chi huy tiy ¥ dé kiém soat qua trinh phién
m3, trinh tw ma hoa vi tri lién két cta robosom trén ARN thong tin thich hop va céc
trinh tu kiém soat qua trinh két thuc phién ma va dich ma. Vecto c6 thé 1a mot plasmit,
cac tiéu phz‘?ln thé thuc khudn hodc chi mét doan xen vao hé gen c¢6 kha nang. Khi da
dugc bién nap vao mot vat chu thich hop, vecto cé thé tu sao va hoat dong phu thudc
vao hé gen cda vit chu, hodc trong mot sb trudng hop, cb thé két hop vao h¢ gen cua té
bao chi. Trong ban md ta nay, "plasmit" va "vecto" duge sir dung thay thé cho nhau, vi
plasmit 14 mot dang vecto thudong duoc st dung. Tuy nhién, sang ché con dé cip dén
cac dang vecto khac c6 chirc ning van chuyén tuong Gmg va da biét trong linh vuc k¥

thuat nay, nhu virut, phan tir tdng hop mang axit nucleic, liposom va céc dang tuong tu.

"Dong vat c6 vi" dé diéu tri chi mot dong vat bét ky dugce phén loai 1a dong vat co
v, bao gdm ngudi, gia stc va thi nudi, linh truéng khong phai ngudi, va vat nudi &
vuon tht, dong vat thé thao hodc tha canh, nhu ché, ngua, meo, bo v.v..

Khéang thé dugc dé cap cb thé dugc sang loc hodc st dung trong thir nghiém dugc
mo ta & day hodc da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Thong thuong, cac thir nghiém
nay thuong can mot chét co thé phét hién dugc, nghia 14, duge danh dAu. Thuat ngit
"danh ddu" khi dugc st dung & day chi mot hop chét hodc ché phém c6 thé phat hién
dugce c6 thé duoc ge"m truc tiép hodc gidn tiép vao phén tir hodc protein, chéng han,
khang thé. Ban than chét danh déu 1a c6 thé phat hién dugc (ching han, chit danh déu
phong xa, tiéu phan hodc chit danh ddu huynh quang) hoic, trong trudng hop chit danh
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dau c6 hoat tinh enzym, cd the xtic tac bien doi hda hoc cia co chat hodc ché pham cé

kha nang phéat hién duogc.

Theo sang ché, "pha rin" chi chit nén khong chira nuée trén d6 phan tir, nhu
khéng thé theo sang ché c6 thé gin vao. Vi du vé& pha rin bao gém cac dang duoc tao
mdt phan hodc toan bd tir thuy tinh (ching han, miéng thuy tinh duc 15), polysaccarit
(ching han, agaroza), polyacrylamit, polystyren, ruzou polyvinylic va silicon. Theo mot
s& phwong 4n, phu thudc vao van canh, pha rin c6 thé 1a giéng cta dia thir nghiém;
trong cac truong hop khac co thé 1a cot tinh ché (chéng han, cdt sic ky éai lgc). Do dé,
pha ran c6 thé 1a giéy, hat, nhya, chip va cac vat tuong tu, co thé dugc tao ra tir nhidu
loai nguyén li€u, nhu nitroxenluloza, agaroza, polystyren, polypropylen, silicon va

tuong tw, va ¢ thé nhiéu dang cdu hinh khéc nhau.

Gen hodc ADN bd trg ma hod IL-4 va IL-13 d3 biét trong linh vuc k§ thuét nay,
c¢6 thé duge tach dong vao plasmit hodc cac vecto biéu hién khac va biéu hién trong mot
hé biéu hién bét ky nio theo cac phuong phap da biét ddi véi ngudi ¢ hiu biét trung
binh vé linh vuc k¥ thuat nay.

Phan tr axit nucleic ma hoa thé dot bién trinh tu axit amin c6 thé dugce tao ra béng
nhiéu phuong phép khac nhau di biét trong linh vuc k§ thut nay. Céc phuong phap
gdm c6, nhung khong chi gi6i han &, giy d6t bién qua trung gian oligonucleotit (hodc
dot bién diém), gay dot bién bang PCR va gy dot bién catxet mot thé dot bién da duge
tao ra truéc hodc phién ban chua dot bién cua phan tir duoc dé cap, (tham khao chéng

han, Kunkel, Proc Natl Acad Sci USA 82:488 (1985)).

Qua trinh biéu hién tai td hop khang thé theo sang ché, hoic méanh, din xuét hoic
ddng phén cua no, (chang han, chudi ning hoic chudi nhe ciia khang thé theo sang ché,
khéng thé mot chudi theo sang ché hoic mutein khang thé theo sang ché) gém c6 viée
thiét ké vecto biéu hién chtra polynucleotit ma ho4 khang thé hodic manh khang thé nhu
dugc mo ta & ddy. Khi da thu duoc polynucleotit md hod phéan tir khang thé, vecto dé
san xudt khéng thé c6 thé dugc tao ra b%mg k¥ thuat ADN téi td hop nhu da biét trong
linh vuc k¥ thuat nay. Mot vecto biéu hién dwgc thiét ké chira trinh tu ma hoa khang thé
va c4c trinh tu tin hiéu kiém soat phién ma va dich ma thich hop. Cac phwong phéap nay
gdm c6, ching han, k§ thuat ADN tai t6 hop in vitro, k¥ thuat téng hop va tai td hop di

truyén in vivo.

-35-



30490

Vecto biéu hién dugc bién nap vao té bao chi biang cac ky thuat théng thuong va
té bao dugc bién nap s& duoc nudi ciy bang cac k¥ thuat thong thudong dé tao ra khang
thé hodc manh khang thé theo sang ché. Theo mot khia canh cia séng ché, vecto ma
ho4 c4 chudi nhe va chudi ning c6 thé duoc déng biéu hién trong té bao chu dé bidu

hién toan bo phan tit globulin mién dich, nhu d3 dwgc mo ta chi tiét.

Mot loat hé vat chi/vecto biéu hién khac nhau c6 thé duge st dung dé biéu hién
phan tir khang thé theo sang ché. Cac hé biéu hién nay 1a vat mang nhd d6 céc trinh tur
ma hoa duogc dé cap c6 thé duge tao ra va sau d6 duoc tinh ché, nhung con 14 cic té
bao, khi da duoc bién nap hodc chuyén nhidm bang céc trinh tw nucleotit thich hop, c6
thé bién nap phan tir khang thé theo sang ché tai chd. Cac té bao vi khuan, nhu E. coli,
va té bao nhén dién hinh thuong duge sir dung dé biéu hién phan tir khang thé ti td
hop, dic biét 1a ddi v6i qué trinh biu hién phan tr khang thé tai t& hop toan phan.
Chéng han, cac té bao dong vit c6 vi nhu té bao CHO, cling v&i vecto, nhur vecto mang
doan khoi ddu gen s6m cua xytomegalovirut trén nguoi, 1a mot hé biéu hién hiéu qua
d6i v6i khang thé (Foecking et al, Gene 45:101 (1986); va Cockett et al.,
Bio/Technology 8:2 (1990)). Thuc vat va gibng nudi cdy té bao thuc vit, té bao con
tring va cac loai twong tur ciing c6 thé dugc st dung dé tao ra céac protein duoc dé cap,

nhu d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Ngoai ra, té bao chu dugc chon s& diéu bién qua trinh biéu hién cta trinh tu duoc
xen vao, hodc bién ddi va xir Iy san phdm gen theo kidu mong mudn. Céc bién ddi
(ching han, glycosyl hod) va xit I (ching han, cét) san phim protein 1a quan trong dbi
v6i chiic ndng cua protein. Cac t& bao chu khéac nhau s& ¢ cac co ché dic hiéu va dic
trung dé xir ly va bién d6i sau dich ma protein va san phim gen. Cac dong té bao hoic
hé vat chu thich hop ¢6 thé dugce chon dé dam bao sy bién ddi va xir Iy chinh x4c khang
thé dugc biéu hién. Do d6, c6 thé sir dung t& bao chi c6 nhan dién hinh c6 co ché noi
bao dé xir 1y chinh xac san phdm phién ma so cip, glycosyl ho va phosphoryl hoa san
phim gen. Céc 6 bao chi cia dong vit c6 via gdm cb, nhung khong chi gidi han o,
CHO, COS, 293, 3T3 hoic té bao u tay.

Pé san xuat lau dai véi san lugng cao protein tai td hop, cin sir dung mdt hé bidu
hién on dinh. Chéng han, cic dong t€ bao bi€u hién On dinh phan tir khédng thé c6 thé

dugc thao tac k¥ thuat di truyén. Thay vi str dung vecto biéu hién chira cac diém bt dau
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sao chép cua virut, t& bao chii ¢6 thé dugc bién nap bing ADN duoc kiém soat boi cac
yéu t6 kiém soat biéu hién thich hop (ching han, trinh tu doan khdi dau, trinh ty ting
cudng, yéu t§ két thuc phién ma, vi tri polyadenyl héa, v.v.) va mot chi thi c6 thé chon
loc dugc. Sau khi dwa ADN ngoai lai vao té bao, cac té bao dugc bién dbi bﬁng k§ thuat
di truyén c6 thé dugc nudi ciy trong tir 1 dén 2 ngay trong mdi truong dugc lam giau,
va sau d6 duogc chuyén sang méi trudng chon loc. Chi thi ¢ thé chon loc duge trong
plasmit tai t hop s& tao ra tinh khang vdi qua trinh chon loc va cho phép té bao gin
mdt cach on dinh plasmit vao nhidm sic thé va phat trién thanh mot dong té bao. Céc
dong té bao nay khong chi hitu ich trong viéc san xuit khang thé ma con hitu ich trong
viéc sang loc va xé4c dinh céc hgp chét tuong tdc mot cach truc tiép hodc gidn tiép Vo1
phén tt khéng thé.

C6 thé str dung mot sb hé chon loc, bao gdm nhung khong chi gii han &, gen
thymidin kinaza cua virut Herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223 (1977)),
hypoxanthin-guanin phosphoribosyltransferaza (Szybalska et al., Proc Natl Acad Sci
USA 48:202 (1992)), chon loc glutamat synthaza khi c6 mét metionin sulfoximit (Adv
Drug Del Rev 58, 671, 2006 va tham khéo trang web hodc tai liéu ciia Lonza Group
Ltd.) va adenin phosphoribosyltransferaza (Lowy et al., Cell 22:817 (1980)) trong céac
té bao tk, hgprt hodic aprt. Tuong tu, tinh khang chét chdng chuyén héa c6 thé duoc sir
dung 1a co s& chon lgoc dbi vé6i cac gen sau: dhfr, tao tinh khang v&i methotrexat
(Wigler et al., Proc Natl Acad Sci USA 77:357 (1980); O'Hare et al., Proc Natl Acad
Sci USA 78:1527 (1981)); gpt, tao tinh khéng véi axit mycophenolic (Mulligan et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 78:2072 (1981)); neo, tao tinh khdng v&i aminoglycosit, G-
418 (Wu et al., Biotherapy 3:87 (1991)); va hygro, tao tinh khidng v&i hygromyxin
(Santerre et al., Gene 30:147 (1984)). Cac phuong phap ADN tai td hop da biét trong
linh vuc k¥ thuét nay c6 thé dugc st dung dé chon loc dong tai t hop mong mudn, va
cac phwong phap nay dd dugc md ta, ching han, trong Ausubel et al., eds., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons (1993); Kriegler, Gene Transfer va
Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press (1990); Dracopoli et al., eds.,
Current Protocols in Ngudi Genetics, John Wiley & Sons (1994); va Colberre-Garapin
et al., J Mol Biol 150:1 (1981).

Mirc d6 biéu hién ctia phan tir khang thé c6 thé dugc gia ting bing cach khuéch

dai vecto (chéng han, tham khao Bebbington et al., in ADN Cloning, Vol. 3. Academic
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Press (1987)). Khi mét chi thi trong hé vecto biéu hién khéng thé c6 kha ning khuéch
dai, thi sy gia ting ndng dd chit trc ché c6 trong méi trudng s& gia ting s6 luong ban
sao cua gen chi thi. Vi vung dugc khuéch dai c6 lién quan dén gen khang thé, nén qua

trinh tao khang thé ciing gia ting (Crouse et al., Mol Cell Biol 3:257 (1983)).

Té bao chu c6 thé duge chuyén nhidm ddng thoi bang hai hoic nhidu vecto biéu
hién theo sang ché, ching han, vecto tht nhé4t ma hoa polypeptit chudi ning va vecto
thir hai ma hoa polypeptit chudi nhe. Hai vecto nay c6 thé chira cac gen chi thi c6 thé
chon loc dugc gibng nhau cho phép mic d6 biéu hién céac polypeptit chudi ning va
chudi nhe trong dwong nhau. N6i cach khéc, c6 th8 sir dung chi mot vecto duy nhat ma
hoa va c6 kha ning biéu hién ca polypeptit chudi ning va chudi nhe. Trong trudng hop
ndy, chudi nhe cén dt truée chudi ning @8 tranh su du thira chudi ning khong c6 doc td
(Proudfoot, Nature 322:52 (1986); va Kohler, Proc Natl Acad Sci USA 77:2197
(1980)). Céc trinh tw ma hoa chudi nhe va chudi ning c6 thé 124 ADN bb trg hogc ADN

hé gen.

Khi phén tir khang thé theo sang ché di dugc tao ra bdi dong vat, dugce tdng hop
hoéa hoc hodc biu hién tai tb hop, phan tt nay co thé dugc tinh ché b%lng mot phuong
phép bat ky da biét trong linh vuc k¥ thudt nay dé tinh ché phan tir globulin mién dich,
chéng han, b?lng séc ky (chéng han, trao ddi ion, &i luc, dic biét 1a i luc dbi voi IL-4
va/hodc IL-13 sau khi sic ky Protein A va séc ky chon loc kich thuée va twong tw), ly
tAm, tinh ché bing phuong phap phan biét do tan hodc bing mot k¥ thuit tiéu chuén bt
ky dé tinh ché protein. Ngoai ra, khéng thé theo séng ché hodc manh khang thé c6 thé
dugc dung hop véi trinh tu polypeptit khéc gbc duoc md ta & day hodc da biét trong
linh vuc k¥ thuit nay, dé tao thuan 1gi cho qua trinh tinh ché.

Khéng thé theo sang ché ¢6 thé dugc tao ra bang mot phwong phap thich hop bat
ky da biét trong linh vuc k¥ thut nay. Khang thé theo séng ché c6 thé 1a khang thé da
dong, méc du do sy bién dbi khang thé dé t61 wu hoa viée st dung trén ngudi, ciing nhu
t6i wu viéc sir dung khang thé nhu da néu, khang thé don dong dwgc wu tién hon vi dé
san xuét va bién dbi protein. Cac phuong phép tao khang thé da dong da duoc biét abi
v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nady (Harlow et al., Antidody: a

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. (1988)).
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Khang thé theo sang ché tét hon 13 khang thé don dong. Khang thé don dong c6
thé tao ra dugc béng ky thuat t& bao lai, nhu dwgc md ta boi Kohler et al., Nature
256:495 (1975); US 4,376,110; Harlow et al., Antibody: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. (1988) va Hammerling et al., Monoclonal
Antibody and T-Cell Hybridomas, Elsevier (1981), cac phwong phap ADN tai t& hop,
ching han, tao va st dung céc t& bao bién nap, hodc cac phwong phap di biét. Vi du
khac vé& cac phwong phap c¢6 thé s dung dé tao khang thé don dong gbm c6, nhung
khoéng chi gigi han &, k§ thuit tao té bao lai t& biao B cia ngudi (Kosbor et al.,
Immunology Today 4:72 (1983); va Cole et al., Proc Natl Acad Sci USA 80:2026
(1983)), va k¥ thuat té bao 1ai-EBV (Cole et al., Monoclonal Antibody and Cancer
Therapy, pp. 77-96, Alan R. Liss (1985)). Céc khang thé nay c6 thé thudc mot 16p
globulin mién dich bat ky bao gdbm IgG, IgM, IgE, IgA va IgD, va cac phan 16p clia cac
16p néu trén. Céc té bao lai tao ra mAb theo sang ché c6 thé duoc nudi ciy in vitro

hoac in vivo.

Trong md hinh té bao lai, vat chi nhu chuét, chudt dugc 1am gidng nhu ciia ngudi,
chudt duoc chuyén gen trong hé mién dich cta nguoi, chudt lang, tho, chudt céng, lac
da hodc céc vat chu thich hop khéac, dugce ching ngira dé tao ra té bao lympho san xuét
hodc c6 kha nang san Xuét khang thé lién két dic hiéu vé6i IL-4 hodc IL-13. Noi cach
khac, t& bao lympho c6 thé duoc ching ngira in vitro. Sau d6, té bao lympho duoc dung
hop véi céc té bao u tay st dung chéit dung hop thich hop, nhu polyetylen glycol, dé tao
té bao lai (Goding, Monoclonal Antidbody: Principles and Practice, Academic Press,
pp- 59-103 (1986)).

N6i chung, trong viéc tao ra té bao lai san xuét khang thé, hodc té bao lympho
mau ngoai vi ("PBL") s& duoc st dung néu mudn tao ra cic t& bao c6 ngudn gbc tur
nguoi, hodc cac té bao lach hoic té bao hach bach huyét dugc st dung néu mubn tao ra
ngudn t& bao dong vat c6 vii khong phai ctia ngudi. Cac dong té bao bat tir thuong 1a
cac dong té bao dong vat cé va dugc bién nap, cu thé 1a céac té bao u tiy cua gdm nhim,
bd hodc nguodi. Thong thuong, dong t& bao u tiy cia chudt cdng hodc chudt nhit s&
duge st dung. Cac té bao lai ¢6 thé duge nudi cdy trong moi trudng nudi cdy thich hop
tdt hon 13 chira mot hodc nhiéu hop chét wc ché qud trinh sinh trudng hodc séng sét cua
céc t€ bao bét tir khong dugc dung hop. Ching han, néu céc té bao gdc thiéu enzym

hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferaza (HGPRT hodc HPRT), thi mdi trudong
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nudi ciy cac té bao lai thuong s& chira hypoxanthin, aminopterin va thymidin ("mdi

truong HAT"), cac hop chit (e ché su sinh trudng ciia cac té bao thiéu HGPRT.

Céc dong t& bao bét tir dwoc wu tién 1a cac dong té bao dung hop mdt cach higu
qué, c6 thé san xuit & ndng do cao khang thé bing cac té bao tao khang thé dwgc chon
loc, va nhay cam v6i moi trudong nudi cy-nhu moéi trudng HAT. Trong sb cac dong té
bao u tiy nay c6 dong té bao u tiy ciia chudt, nhu cac dong té bao thu duge tir khéi u
MOPC-21 va MPC-11 cta chudt dugc ban ¢ Salk Institute Cell Distribution Center,
San Diego, Calif. va SP2/0, FO hoeflc’céc té bao X63-Ag8-653 ¢6 sin trong bd suu tap
gidng clia M§ (American Type Culture Collection, Manassas, VA).

Céc dong té bao cia ngudi va dong té bio di u tiy clia chudt-ngudi cling dugce dé
cap dén trong viéc san xuét khang thé don dong ciia ngudi (Kozbor, J Immunol
133:3001 (1984); va Brodeur et al., Monoclonal Andibody Production Techniques and
Applications, Marcel Dekker, Inc, pp. 51-63 (1987)). Dong té bao u tiiy NSO ctia chudt
cling c6 thé duoc sir dung (Bo suu tip gidng Chau Au - European Collection of Cell
Cultures, Salisbury, Wilshire, UK).

Mot phrong an khac 1a st dung qué trinh dung hgp dién thay vi dung hop hda hoc
dé tao cac té bao lai. Thay cho phuong phap dung hop, té bao B ¢6 thé dugc lam cho
bét tir st dung, ching han, virut Epstein Barr Virus hodc cic gen bién nap khéac, tham
khao, chéng han, Zurawaki et al., in Monoclonal Antibody, ed., Kennett et al., Plenum
Press, pp. 19-33. (1980). Chudt chuyén gen bidu hién globulin mién dich va chudt suy
giam mién dich két hop ning (SCID) dugc ciy ghép bing té bao lympho B ciia ngudi

cling c6 thé duoc sir dung.

Moi trudng nudi cdy trong dé té bao lai duge nudi cdy dugc thir nghiém vé kha
ning san xuit khang thé don dong khéang truc tiép IL-4 va/hodc IL-13. B§ dac hicu lién
két cua khang thé don dong duogc tao ra boi té bao lai ¢6 thé duge xac dinh bing thi
nghiém két tia mién dich hodic bang thir nghiém lién két in vitro, nhu thir nghiém phéng
xa mién dich (RIA), phén tich dém sb lugng té bao theo dong (FACS) hoic thir nghiém
hép thu mién dich gin enzym (ELISA). Cac k§ thuat niy da dugc biét va co thé thuc
hién bdi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt nay. Ai luc lién két cta
khang thé don dong v&i IL-4 va/hoidc IL-13 ¢6 thé dwoc x4c dinh, ching han, bing phan
tich Scatchard (Munson et al., Anal Biochem 107:220 (1980)).
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Sau khi té bao lai dwoc xac dinh 14 ¢6 thé san xuét khang thé c¢6 do dic hiéu, 4i luc
va/hogc hoat tinh mong mudn, dong ¢ thé dugc tach dong tiép bing cac phuong phép
pha lodng gi6i han va nudi cdy biang cac phuong phép tiéu chuan (Goding, Monoclonal
Antibody: Principles and Practice, Academic Press, pp. 59-103 (1986)). Cac moi
trudng nudi cdy thich hop gdm c6, ching han, Méi truong Dulbecco bién ddi (D-MEM)
hodc méi trudong RPMI-1640. Ngoai ra, té bao lai c6 thé dugc nudi céy in vivo & dang

khoi u ¢0 trudng trén dong vat.

Khang thé don dong duoc tiét bdi cac dong dugc phén tach va phan 14p mot cach
thich hop tir méi truong nudi cdy, dich ¢b truéng hoic huyét thanh bing cc phuong
phép tinh ché globulin mién dich thong thuong nhu, ching han, protein A-Sepharose,
protein G-Sepharose, sic ky hydroxylapatit, sic ky chon loc kich thuéc trén gel, dién di

trén gel, sic ky thdm tach hoic 4i luc.

Mot loat céc phuong phép da c6 trong linh vuc k§ thuat nay dé san xuit khang thé
don dong va do d6, sang ché khong chi gi6i han & mdt phuong phap san xuit bing cac
té bao lai. Ching han, khang thé don dong c6 thé dugc tao ra nhd phuong phap ADN
tai t6 hop, nhu duoc md ta trong US 4,816,567. Trong trudng hop ndy, thuat ngit
"khang thé don dong" chi khang thé thu dwoc tir dong c6 nhan dién hinh, thé thuc khuin

hodc té bao chua c6 nhan di€n hinh.

ADN mi hoé khang thé don dong theo sang ché c6 thé dwoc phan l1ap mot cach dé
dang va doc trinh ty nho st dung cac phuong phép thong thuong (ching han, bing cach
sit dung cac dau do oligonucleotit c6 kha ning lién két dic hidu véi cac gen ma hoa
chudi nhe va chudi ning ctia khang thé cta chudt, hoic cac chudi ndy tir ngudi, duge
1am giéng nhu ctia ngudi hodc cac ngudn khac) (Innis et al. in PCR Protocols. A Guide
to Methods and Applications, Academic (1990), va Sanger et al., Proc Natl Acad Sci
74:5463 (1977)). Céc té bao lai déng vai trd nhu mot ngudn chira cac ADN nay. Khi da
duoc phan lap, ADN c6 thé duoc dua vao vecto biéu hién, sau d6 céc vecto nay s& dugc
chuyén nhi®m vao té bao chu nhu céc té bao E. coli, NSO, COS, té bao tring cda chudt
lang (CHO) hodc té bao u tdy khong tao ra globulin mién dich, dé dat dwgc qua trinh
téng hop khang thé don dong trong céc té bao chui tai td hop. ADN ciing c6 thé dugc
bién dbi, ching han, bing cach thay thé trinh ty ma hod ving cb dinh chudi ning va

chudi nhe cta ngudi bing cac trinh ty twong ddng cia chudt (US 4,816,567; va
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Morrison et al., Proc Natl Acad Sci USA 81:6851 (1984)) hoic lién két ddng hoa tri véi
trinh ty ma hoa globulin mién dich bang toan bd hoic mdt phin cia trinh tw ma hoa
polypeptit khong phai globulin mién dich. Mét polypeptit khéng phai globulin mién
dich c6 thé duogc thay thé cho ving c¢b dinh ciia khang thé theo sang ché, hoic c6 thé
duogc thay thé cho ving bién ddi & mot vi tri két hop v6i IL-4 hodc IL-13 cta khang thé

theo sang ché dé tao ra khang thé kham ludng tri.

Khang thé c6 thé 1a khang thé don tri. Cac phuong phéap dé tao ra khang thé don
tri da dugc biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Ching han, mot phwong phéap 13 biéu hién
tai tb hop chudi nhe va chudi ning dugc bién dbi cua globulin mién dich. Chudi ning
thuong dugc cit & mot vi tri bit ky trong ving Fe dé ngin su tao lién két chéo gitra cac
chudi ning. N6i cach khac, cac gbe xystein tuong tmg s& dugc thay thé bing cic gbc

axit amin khac hodc dugc loai bo d€ ngén nglra su tao lién két chéo.

Manh khéng thé nhén biét cc epitop ddc hiu co thé duoc tao ra béng cac k¥ thuat
da biét. Thong thudng, cac manh khang thé nay thu duge qua phan hiy protein khéng
thé nguyén ven (tham khao ching han, Morimoto et al., ] Biochem Biophys Methods
24:107 (1992); va Brennan et al., Science 229:81 (1985)). Ching han, manh khéng thé
Fab va F(ab'), theo sang ché c6 thé duoc tao ra bing cach phan cét thuy phan protein
phan tir globulin mién dich, sir dung cac enzym nhu papain (d& tao ra manh khang thé
Fab) hodc pepsin (dé tao ra manh khang thé F(ab'),). Méanh khang thé F(ab'), gdm c6
ving bién d6i, ving c¢b dinh chudi nhe va ving CHI cta chudi ning. Tuy nhién, céc
manh khang thé nay c6 thé tao ra truc tiép tir t& bao chu tai td hop. Ching han, manh
khang thé c6 thé duoc phén 14p tir thu vién khang thé thé thuc khuan. Néi cach khac,
manh khang thé F(ab’)2-SH ¢6 thé duogc kﬁéi phuc mét céch truc tiép tir E. coli va duge
lién két hoa hoc dé tao ra manh khang thé F(ab’)2 (Carter et al., Bio/Technology 10:163
(1992). Theo mdt phuong phap khac, manh khang thé F(ab’)2 c¢6 thé duoc phan 1ap truc
tiép tir mdi trudng nudi cdy té bao chu tai td hop. Cac k¥ thuat khac dé san xuit manh
khéng thé s& 12 quen thudc voi nguoi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§y thuét nay.
Theo cac phuong &n khéc, khang thé dugc lwa chon 1a manh Fv mét chudi (Fv) (WO
93/16185).

Doi vai mot sO muc dich st dung, bao gom cd sir dung khéng thé in vivo & nguoi

va céc thir nghiém phat hién in vitro, ¢6 thé t6t hon 14 st dung khang thé kham, khang
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thé dugc lam gidng nhu cua ngudi hoic khang thé ngudi. Phuong phap dé san xuit
khéng thé kham dd dwgc biét trong linh vuc k§ thuat ndy, tham khao ching han,
Morrison, Science 229:1202 (1985); Oi et al., BioTechniques 4:214 (1986); Gillies et
al., J Immunol Methods 125:191 (1989); va US 5,807,715; 4,816,567, va 4,816397.

Khang thé duoc lam giéng nhu ctia ngudi thu dugce tir phan tir khang thé duge tao
ra tir mot loai khong phai nguoi lién két v6i IL-4 va/hoic IL-13 trong d6 mdt hoic
nhidu CDR duoc xen vao ving FR ctia phan tir globulin mién dich ciia nguoi. Khang
thé ¢6 thé dugce lam giéng nhu cia ngudi- st dung mot loat céc k¥ thuadt da biét trong
linh vuc k§ thuat ndy bao gdm, ching han, ghép CDR (EP 239,400; WO 91/09967; va
US 5,225,539; 5,530,101; va 5,585,089), boc hoic tai tao bé mat (EP 592,106; EP
519,596; Padlan, Molecular Immunology 28:489 (1991); Studnicka et al., Protein
Engineering 7:805 (1994); va Roguska et al., Proc Natl Acad Sci USA 91:969 (1994)),
va dao chudi (US 5,565,332).

Khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi c6 thé ¢6 mét hodc nhidu gbe axit amin
tir mot ngudn khong phai nguoi. Cac gde axit amin khong phai ciia ngudi thuong dugc
g0i 1a cac gdc "nhép cu", thudng dugc liy tir mot ving bién dbi "nhép cu". Qua trinh
lam cho gidng cta ngudi c6 thé dugc thuc hién theo cic phwong phap cia Winer va
cong su (Jones et al., Nature 321:522 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323 (1988);
va Verhoeyen et al., Science 239:1534 (1988)), bing céch thay thé cac CDR khéng phai
clia ngudi hodc cac phan cta trinh ty CDR cho céc trinh tu twong tng cta khang thé
ngudi. Do d6, khang thé "dugc lam gibng nhu cia ngudi” 14 khang thé kham (US
4,816,567), trong d6 mot phan ving bién ddi ctia khang thé nguyén ven ciia ngudi dugc
thay thé bing trinh tu twong Ung ciia mdt loai khéng phai nguoi. Trong thuc nghiém,
khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi thudng 1a khang thé nguoi trong d6 mot vai
gdc trong CDR va c6 thé 1a mot vai gbe trong FR dugc thay thé & cac vi tri twong dong
trong khang thé ctia gam nhim. Ving ¢ dinh chudi ning va viing ban 18 c6 thé tir mot
khang thé thudc mét 16p hodc phan 16p khang thé bat ky dé dat duoc tic dung mong

mudn, nhu chirc ndng hi¢u Ung.

Thong thudng, cic gdc trong ving khung trong khang thé ctia ngudi ¢6 thé duge
thay thé bing gdc twong tng trong CDR ciia khang thé cho dé bién dbi, va c6 thé 1a cai

thién murc do lién két v6i khang nguyén. Cac thay thé trong ving khung dugc xac dinh
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bing cac phwong phap da biét trong linh vuc ky thuat nay, ching han, bing cich mé
hinh héa céc twong tc ctia cic gbc trong CDR va ving khung dé xé4c dinh cac gdc trong
viing khung 13 quan trong d6i véi qua trinh lién két véi khéng nguyén va so sanh trinh
tu dé x4c dinh cac gbc bit thudng trong ving khung & céc vi tri cu thé, tham khao,

chéng han, US 5,585,089; va Riechmann et al., Nature 332:323 (1988).

Tét hon nita 1a khang thé dugc 1am gibng nhu ctia ngudi van gitt duge 4i lue cao
dbi voi IL-4 va/hodc IL-13, va van duy tri hodc thu dugc cac hoat tinh sinh hoc thuin
loi khéc. Do d6, khang thé dwoc 1am giéng nhu cia ngudi duoc tao ra bang quy trinh
phén tich trinh tw gbc va cac san phdm duge 1am giéng nhu cia ngudi khéc st dung mo
hinh ba chiéu ctia céc trinh tu gbc va trinh ty duge lam gidng nhu cta ngudi. M6 hinh
globulin mién dich ba chiéu thuong cé sin va quen thudc dbi véi ngudi c6 hiéu bibt
trung binh vé linh vuc k§y thuét nay. Cac chwong trinh may tinh 13 c6 sin md ta va bidu
thi cdu hinh 3 chiéu c6 thé c6 clia céc trinh tu globulin midn dich. Khao sat qué trinh
biéu thi c4u hinh s& cho phép phan tich vai trd tiém ning ciia mot s6 gbe trong qué trinh
hoat dong ctia c4c trinh tu globulin mién dich, nghia 13, phan tich cac géc anh huodng
dén kha nang lién két voi IL-4 va/hodc IL-13 cla globulin mién dich. Theo c4ch nay,
cac gde trong ving FR ¢6 thé duoc chon loc va td hop tr cac trinh ty nhan va trinh tu
nhap ¢t sao cho hoat tinh khang thé mong mudn, nhu 4i luc d6i v6i khang nguyén tang,
duoc t6i da hoa, mic du céc gbe trong ving CDR méi lién két truc tiép va anh hudng
gin nhu hoan toan dén kha nang lién két v6i IL-4 hodc IL-13 cua khang thé. Cac ving
CDR ciing ¢6 thé dugc bién dbi d& chira mot hodic nhidu axit amin khac véi cac axit
amin thu dugc tir khang thé gbc c6 ving CDR, dé tao ra hoat tinh dugc gia tdng hodc

cac hoat tinh khac d3 dugc dé cap, nhu lién két véi 4i luc cao hon, chang han.

Mbt s6 phan ctia ving ¢b dinh khang thé c6 thé duoc bién ddi dé tao ra cac dong
phan khang thé, dAn xuét, manh khang thé va cac loai tuong ty c6 hoat tinh khac hodc
t6t hon so véi c4 hoat tinh c6 & khang thé gbc. Do do, ching han, nhidu khang thé IgG4
tao cac lién két disulfua ndi phén tir gin ving ban 18. Céac lién két nodi phan tir c6 thé
1am mét 6n dinh phan ti [udng tri gdc tao thanh cac phén tir don tri bao gdm mot chudi
ning v6i chudi nhe di kém. Cac phén tit nay co thé tai lién két v6i nhau, nhung trén mat

co s& ngiu nhién.
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Pi quan sit dugc rang bing cich bién dbi axit amin trong ving ban 1& cia céc
phan tir IgG4 c6 thé giam kha ning tao lién két ndi phan tir, nho' d6 6n dinh héa phén tir
IgG4, didu nay s& giam thidu kha ning hinh hanh cic phan tir dic hiéu kép. Qua trinh
bién ddi nay c6 thé c6 loi néu khang thé diéu tri 1a mot phan tir IgG4 vi d dn dinh dugc
gia ting s& giam thiéu kha ning phan ly ctia phan ti trong qua trinh san xuét va ché tao,
cling nhu in vivo. Mot khéng thé don tri c¢6 thé khéng c6 hiéu qua twong duong véi
phan tir ludng tri gdc. Ching han, khi IgG4 ludng tri duoc st dung trén bénh nhén, ty 18
phén trim IgG4 ludng tri phan hay 1a khoang 30% trong giai doan hai tudn. Mot thay
thé axit amin & vi tri 228 s& gia ting d6 on dinh ciia Ig G4. Serin & vi tri 228 ¢6 thé
duogc thay thé béng mot axit amin khac, nhu mot trong s 19 axit amin con lai. Su thay
d6i nhur vy c6 thé dugc tao ra dic biét v6i khang thé tai td hop trong d6 axit nucleic ma
hoa trinh ty ndy c6 thé dugc gdy dot bién dé tao ra sy thay thé axit amin & vi tri 228.

Chéng han, S c6 thé dugc thay bang prolin.

Mbt tap hop céc axit amin thich hop @& bién d6i gdm c6 cac axit amin trong ving
ban 18, cac axit amin trong ving ban 18 s& anh huéng dén kha ning lién két ctia phan tir
chita chudi ning véi thu thé Fc va qué trinh phan tir hoa cta khang thé duogc lién két.
Céc axit amin nay gdm c6, trong phan tir IgG1, cac gbe tir khoang 233 dén khoang 237
(Glu-Leu-Leu-Gly-Gly); (SEQ ID NO:49) tir khoang 252 dén khoang 256 (Met-Ile-Ser-
Arg-Thr) (SEQ ID NO:50) va tir khoang 318 (Glu) dén khoang 331 (Pro), bao gbm,
chéang han, Lys 320, Lys 322 va Pro 329.

Khéng thé nguoi toan bd 14 dic biét wu tién dé didu tri cho bénh nhan 1a ngudi.
Khang thé ngudi c6 thé dugc tao ra nhy mét loat cac phuong phap khac nhau da bibt
trong linh vuc k¥ thuat nay bao gém biéu hién thé thuc khudn dugc mo ta & trén st
dung céac thu vién khang thé thu duoc tir cac trinh tu globulin mién dich cta ngudi,
tham khado, US 4,444,887 va 4,716,111; va WO 98/46645, WO 98/50433, WO
98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735 va WO 91/10741. Céc k¥ thuét
dugc dé cip boi Cole et al. va Boerder et al. cling dugc st dung dé bao ché khang thé
don dong cia nguoi (Cole et al., Monoclonal Antibody and Cancer ~ Therapy, Alan R.
Liss (1985); va Boerner et al., J Immunol 147:86 (1991)).

Khéng thé ngudi cling c6 thé dugc tao ra sir dung chudt chuyén gen khong c6 kha

nang biu hién globulin mién dich noi sinh hoat dong, nhung lai c6 kha ning biéu hién
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mot sb gen globulin mién dich cta ngudi. Ching han, cac phitc hé gen ma hoa chudi
ning va chudi nhe globulin min dich ctia ngudi c6 thé dwoc dua vao mdt cach ngiu
nhién hoic bing phuong phép téi td hop twong ddng vao cic té bao gbe phdi chudt. Noi
cach khac, cac ving bién ddi, ving ¢ dinh va cac ving da dang ctia ngudi c6 thé duoc
dwa vao cac té bao gdc phoi chudt, ngoai cic gen ma hoa chudi ning va chudi nhe cia
khéang thé nguoi. Cac gen mi hoa chudi ning va chudi nhe globulin mién dich cua
chudt c6 thé dugc bién d6i thanh khong hoat ddng mdt cach riéng r&€ hodc ddng thoi voi
qué trinh dua cac locut gen globulin min dich ctia ngudi vao té bao bang phuong phap
tai t hop twong ddng. Cu thé 13, viéc loai bé ddng hop tir ciia ving JH s& ngin dugc
qua trinh tao khang thé ndi sinh. Cac té bao gbc phoi duge bién ddi dwoc cdy trai va dua
vao tii phoi dé tao ra chudt kham. Sau d6, chudt kham dugce cho giao phéi dé tao ra thé
hé con déng hop tr biéu hién khéng thé ngudi, tham khéo, chéng han, Jakobovitis et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 90:2551 (1993); Jakobovitis et al., Nature 362:255 (1993);
Bruggermann et al., Year in Immunol 7:33 (1993); va Duchosal et al., Nature 355:258
(1992)).

Chudt chuyén gen dugc gay mién dich theo kiéu thong thuong bing xytokin IL-4
hodc IL-13, chéng han, tit ca hoic mot phén cua IL-4 hodc IL-13. Khang thé don dong
khang truc tiép IL-4 va IL-13 c6 thé thu dugc tir chudt chuyén gen duoc giy mién dich
stt dung k¥ thuat t& bao lai truyén thdng. Cac gen chuyén mi hoa globulin mién dich
clia ngudi trong chudt chuyén gen sé& sap xép lai trong qua trinh biét hoa té bao B, va
sau d6 sé& trai qua qua trinh chuyén ddi lép-khéng thé va dot bién té bao sinh dudng. Do
d6, bang cach sir dung k¥ thuat nhu vay, c6 thé tao ra cac khang thé IgG, IgA, IgM va
IgE c6 ich trong viéc diéu tri. P& tham khao, xem tai liéu Lonberg et al., Int Rev
Immunol 13:65-93 (1995). D& biét vé viéc san xuat khang thé nguoi va khang thé don
dong clia ngudi va quy trinh san xuét tham khao, ching han, WO 98/24893; WO
92/01047; WO 96/34096; va WO 96/33735; EP 0598877; va US 5,413,923; 5,625,126;
5,633,425; 5,569,825; 5,661,016; 5,545,806; 5,814,318; 5,885,793; 5,916,771; va
5,939,598. Ngoai ra, cic cong ty nhu Amgen (Fremont, CA), Genpharm (San Jose,
CA) va Medarex, Inc. (Princeton, NJ) c6 thé cam két cung cip khang thé nguoi khang
truc tiép IL-4 va/hoic IL-13 st dung cong nghé twong tu nhu céng nghé duge md ta &

trén.
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Tuong tw, mAb cia ngudi ciing ¢ thé duge tao ra bang cac gy mién dich cho
chudt duge cdy cac té bao bach ciu trong méau ngoai vi clia ngudi, t& bao lach hoic tiy
xuong (ching han, k§ thuat trioma ctia cong ty XTL Biopharmaceuticals, Israel).
Khang thé nguoi toan bd ¢é kha ning nhan dién dugc mot epitop nhét dinh c6 dugc tao
ra bing cach sir dung k§ thuat dugc goi 13 "chon loc ¢6 dinh huéng". Trong phuong
phap nay, méot khang thé don dong khong phai ctia ngudi, dwoc chon ching han, khang
thé chudt duge st dung dé dinh huéng qué trinh chon loc khéng thé ngudi toan bd nhén

dién dugc cung mdt epitop (Jespers et al., Bio/technology 12:899 (1988)).

Khi st dung k¥ thuat tai td hop, bién thé khang thé c6 thé dugc tao ra ndi bao,
trong khoang nguyén sinh chét, hoic dugc tiét truc tiép vao mdi trudng. Néu bién thé
khéng thé duoc tao ra trong té bao, nhu 12 budc diu tién, manh vun tiéu ph?m, té bao
chu hodc manh khéng thé duoc thiy phan, c6 thé duoc tach ra, chéng han, b?mg cach ly
tdm hodc siéu loc. Carter et al., Bio/Technology 10:163 (1992) da d& c4p dén quy trinh
@& phan 1ap khang thé dugc tiét vao khoang chu chit ciia E. coli. So luge 1.2‘1, méang té
bao dugc bdc 10 véi natri axetat (pH 3,5) va EDTA. Manh vun té bao c6 thé duoc tach
bang ly tim. Khi bién thé khang thé dugc tiét vao moi truong, dich ndi tir cac hé biéu
hién nay déu tién thuong dugc ¢d dic st dung may loc ¢d dic protein c6 ban san trén
thi trudng, chéng han, mdy si€u loc Amicon hodc Millipore Pellicon. Mot chét tc ché
proteaza nhu PMSF c6 thé dugc dwa viao dé tc ché qua trinh thuy phéan protein, va
khang sinh ciing c6 thé dugc dua vao dé ngin ngira su sinh trudéng ctia cic mam bénh
ngau nhién.

Ché phém khang thé dugc tao ra tir cac t& bao co thé dugce tinh ché sir dung, chéng
han, sic ky hydroxylapatit, dién di, thdm tach va séc ky ai luc. B phu hop cia protein
A hoic protein G 14 phéi tir &i lyc phu thudc vao loai va isotyp cuia ving chirc nang Fc
ctia globulin mién dich c6 trong bién thé khang thé. Protein A c6 thé dugc sir dung dé
tinh ché khang thé c6 ngudn gbc tir chudi ning IgG1, IgG2 hoic IgG4 clia ngudi
(Lindmark et al., J Immunol Meth 62:1 (1983)). Protein G c6 thé dugc sir dung cho céc
isotyp ctia chudt va cho IgG3 ciia ngudi (Guss et al., EMBO J 5:1567 (1986)). Chét
nén trong d6 phdi tir ai luc duge gin vao thudong 1 agaroza, nhung cac chét nén khac
cling ¢6 thé sir dung dugc. Céc chét nén én dinh v& mit co hoc, nhu miéng thiy tinh
duc 18 hodc poly(styrendivinyl)benzen, tao ra tbc dd dong chay nhanh hon va thoi gian

xir Iy ngdn hon so véi agaroza. Khi bién thé khang thé chira ving chirc ning CH3, nhu
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Bakerbond ABXTM (JT Baker; Phillipsburg, NJ) 13 hitu dung dé thuc hién qué trinh
tinh ché. Cac k¥ thuat khac dé tinh ché protein, nhu phan doan trén cot trao ddi ion, két
tia bang etanol, HPLC d4o pha, sic ky trén silica, sic ky trén heparin, sic ky trén nhua
trao ddi anion hodc cation (nhu c6t polyaxit aspartic), sic ky ding dién, SDS-PAGE va
két tia amoni sulfat cling ¢6 thé sir dung duogc, phu thudc vao khéng thé hodc bién thé

can duoc khoi phuc.

Sau (c4c) bude tinh ché so bd bét ky, hdn hop chira khang thé hodc bién thé dugc
dé cap va tap chét c6 thé dugc tién hanh sic ky twong tac ki nuée & pH thip sir dung
dém tach rira & pH tir 2,5 dén 4,5, t6t hon 13 dugc thuc hién trong mudi c6 ndng d6 thép

(ching han, tir ndng 6 mudi nim trong khoang tir 0 dén 0,25M).

Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé dic hiéu kép. Khang thé dic hiéu kép
c6 thé 1a don dong, tot hon 1a khang thé ngudi hodic duge lam gidng nhu cta ngudi,
khang thé c6 do dic hidu lién két véi it nhit hai khang nguyén khac nhau. Theo mot
phuong 4n dugc wu tién, khang thé dic hiéu kép, manh cta nd va cac dang tuong tu c6

d6 dic hidu lién két voi IL-4 va IL-13.

Céac phuong phap tao khang thé dic hiéu kép da duoc biét. Thong thudng, qua
trinh san xudt tai t6 hop khang thé dic hiéu kép duoc dua trén qua trinh ddng biéu hién
hai cip chudi ning/chudi nhe globulin mién dich, trong d6 hai chudi ning c6 do dic
hiéu khac nhau (Milstein et al., Nature 305:537 (1983)). Vi su sip xép ngiu nhién cia
céc chudi nhe va chudi ning globulin mién dich, c4c té bao lai (quadroma) s& tao ra mot
hdn hop gém c6 10 phén tir khang thé khac nhau, trong sé d6 chi c6 mot phan tir c6 cau
trac ddc hi€u kép chinh xéc. Viéc tinh ché phan t& nay thuong dugc thuc hién béng
nhiéu buédc sic ky 4i luc. Cac phuong phép twong tw dugc dé cip trong WO 93/08829
va Traunecker et al., EMBO J 10:3655 (1991). Cac phwong phép khac dé tao khang thé
dac hiéu kép dugc dé cép trong, chflng han, Kufer et al., Trends Biotech 22:238-244,
2004.

Ving bién dbi cua khang thé c6 do dic hiéu lién két mong mudn c6 thé dugc dung
hop vio céc trinh tw viing cb dinh cia globulin mién dich. Tét hon 13, dwgc ding hop
cling v6i viing ¢6 dinh chudi ning globulin mién dich, chtra it nhit mot phin ving ban
18, CH2, va CH3. Khang thé nay c6 thé c6 ving ¢b dinh chudi ning thér nhit (CH1)

chtta vi tri can thiét cho viéc lién két chudi nhe c6 trong it nhat mot trong sb cac thé
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dung hop. ADN mai ho4 thé dung hop chudi ning globulin mién dich, néu cin, chudi
nhe globulin mién dich, dugc xen vao cac vecto biéu hién riéng biét, va dugc déng bién
nap vao vat chu thich hgp. Chi tiét hon vé& phwong phép tao ra khang thé dic hidu kép
tham khao, chéng han, Suresh et al., Meth Enzyme 121:210 (1986).

Céc khang thé di lién hop ciing duoc dé cp theo sang ché. Khang thé di lién hop
gdm c6 hai khang thé duoc lién két ddng hoa tri v&i nhau. Cac khang thé nay, ching
han, da dugc trinh dién v6i céc t6 bao dich cita hé midn dich véi cac té bao khong mong
mubn (US 4,676,980). buogc dé cap 1a khang thé c6 thé duoc tao ra in vitro b%mg cach
st dung céc phuong phap di biét trong linh vuc héa protein tbng hop, bao gdm cac
phuong phap sir dung cac chit tao lién két chéo. Chiang han, cac chit gdy doc mién dich
c6 thé duoc thiét ké st dung phan tmg trao ddi disulfua hodic biang cach tao lién két
thioeste. Vi du vé cac hop chét thich hop dbi voi muc dich nay gém ¢6 iminothiolat va
metyl-4-mercaptobutyrimidat, va cac hop chit duogc dé cap, chfmg han, trong US
4,676,980.

Ngoai ra, ¢6 thé tao ra khang thé mot ving chirc nang khang IL-4 va/hoac IL-13.
Vi du vé k¥ thuat nay da dugc d& cip trong W09425591 dbi voi khang thé thu duge tir
chudi ning Ig ciia Camelidae, ciing nhu trong US20030130496 d& cap dén viéc phan

1ap khang thé mot ving chire ning hoan toan gbc ngudi tir cac thu vién thd thuc khuén.

N6i cach khéc, céc k¥ thuat dugc d& cap dé san xult khang thé don chudi (US
4,946,778; Bird, Science 242:423 (1988); Huston et al., Proc Natl Acad Sci USA
85:5879 (1988); va Ward, et al., Nature 334:544 (1989)) c6 thé dugc st dung dé san
xuit khang thé don chudi. Khang thé don chudi duoc tao thanh bing céch lién két
chudi ning va chudi nhe manh khang thé ciia ving Fv bing lién két axit amin, tao ra
polypeptit don chudi. Céc k¥ thuat dé lap ghép cic méanh khang thé Fv chic nang trong
E. coli ciing c6 thé dugc sir dung (Skerra et al., Science 242:1038 (1988)).

Séng ché con dé cap dén khang thé dwoc dung hop tai t hop hoic lién két hoa hoc
(bao gdm ca lién két ddng hoa tri va khong ddng hoa tri) véi polypeptit. Khang thé
dugc dung hop hodc duge lién hop theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung dé tao diéu
kién d€ dang cho qua trinh tinh ché, tham khao, ching han, WO 93/21232; EP 439,095;
Naramura et al., Immunol Lett 39:91 (1994); US 5,474,981; Gillies et al., Proc Natl
Acad Sci USA 89:1428 (1992); va Fell et al., ] Immunol 146:2446 (1991). Trinh tu axit
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amin chi thi c6 thé 1a mot peptit hexa-histidin, nhu tag trong vecto pQE (QIAGEN, Inc.,
Chatsworth, CA), trong s6 d6, nhiéu loai da c6 ban s&n trén thi truong, Gentz et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 86:821 (1989). Cac dudi peptit hitu dung dé tinh ché gdm co,
nhung khong chi giéi han &, dudi "HA", twong Gng véi epitop thu dugc tir protein

ngung két t& hdng cau cta virut cim (Wilson et al., Cell 37:767 (1984)) va dudi "flag".

Ciing c6 thé tao ra mét chudi peptit lién két véi cac phan ti trong d6 cac ving
chudi ning va chudi nhe Fv dugc lién két v6i nhau. Khang thé don chudi (“scFv”) va
phuong phap thiét ké ching dugc mé ta trong, ching han, US 4,946,778. Noi cach
khéc, Fab c6 thé dugc thiét ké va biéu hién'béng cac phuong phap twong tw nhau. Tt ca
cac khang thé ngudi toan phan hoic khang thé ngudi mét phan c6 thé c6 tinh sinh mién
dich thip hon so vé6i khang thé don dong hoan toan ¢ ngudn gdc chudt, va manh khang

thé va khang thé don chudi ciing c6 thé c6 tinh sinh mién dich thip hon.

Khéng thé hosic manh khang thé c6 thé dwoc phan 14p tir cic ngan hang khang thé
thé thuc khudn dugc tao ra bing cach st dung céc k§ thuit dugc méd ti trong
McCafferty et al., Nature 348:552 (1990). Clarkson et al., Nature 352:624 (1991) va
Marks et al., ] Mol Biol 222:581 (1991) dé& cap dén qua trinh phan 1ap khang thé cua
chudt va khang thé nguoi, st dung thu vién thé thuc khudn. Cac 4n phém tiép theo dé
cap dén phuong phap san xuét khang thé ngudi ¢6 i luc cao (mirc dd nM) bang cach
dao chudi (Marks et al., Bio/Technology 10:779 (1992)), ciing nhw phuong phéap 14y
nhiém tai t6 hop va tai t6 hop in vivo nhu 1a mot phuong phép dé tao ra cac ngan hang
thé thuc khuan cuc 16n (Waterhouse et al., Nucl Acids Res 21:2265 (1993)). Do @6, cac
k¥ thuat nay 1a cac phwong 4n thay thé c6 thé thuc hién dwoc so véi k¥ thuit tao té bao
lai biéu hién khang thé don dong truyén théng dé phan 14p khang thé don dong.

Khéng thé khang IL-4 va/hoic IL-13 dugc thir nghiém bing thir nghiém hip thu
mién dich lién két enzym (ELISA), FACS, thdm tach mién dich Western hodc cac k¥
thuat hoa mién dich khéc da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Dé xac dinh liéu mot thé twong ddng khang thé cu thé c¢6 lién két voi IL-4 va/hoic
IL-13 ctia nguoi hay khong, thi ¢6 thé sir dung mét thir nghiém lién két thudng quy bat
ky. Cac thir nghiém lién két IL-4 va IL-13 hitu dung gdm c6 phén tich FACS, tht
nghiém ELISA, cong hudng Plasmon bé mit (Biacore), thir nghiém phéng xa mién dich

va céc thit nghiém twong tu, cic thir nghiém nay phat hién muc d6 lién két cua khang
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thé, va chuc nang dugc tao ra, véi IL-4 va/hodc IL-13 cia ngudi. Céc dang tan va toan
ven cta IL-4 va IL-13 ctia ngudi duge dé cdp & ddy 1a hitu dung trong cac thir nghiém
nay. Mirc do lién két cua khang thé hoic thé twong ddng vai IL-4 va/hoic IL-13, hoic
v6i manh khang thé tan ctia no, c6 thé dugc phat hién mot cach thuan loi bing cach sir
dung khang thé thir hai dic hiéu ddi vdi cac globulin min dich cua céac loai tir d6 thu

duge khang thé hoic thé twong dong.

Dé x4c dinh liéu mot khang thé hoic thé tuong déng cu thé c6 chin dang ké qua
trinh lién két véi IL-4 va/hodc IL-13 c6 thé st dung mot thir nghiém canh tranh bét ky.
Céc thtr nghi€ém hiru dung gém co, chéng han, thr nghiém ELISA, FACS, thtt nghiém
phéng xa mién dich va cac thir nghiém tuong tu ¢6 kha ning dinh luong kha ning canh
tranh v&i IL-4 va/hodc IL-13 ctia khang thé hoic thé tuong ddng. Tt hon 13, kha ning
chin qué trinh lién két ctia IL-4 va/hodc IL-13 duoc danh ddu cta ngudi voi khang thé

hoic thé tuong déng khéng thé dugc cb dinh cua phéi t& nguodi s€ duge x4c dinh.

Khéng thé theo sang ché cling c6 thé duoc dé cap hodc cu thé hoa voi epitop hodc
mot phan ctia IL-4 va/hodc IL-13 ma khang thé nhén dién hoic lién két dic hidu. (Cac)
epitop hodc phén polypeptit cé thé dugc cu thé hoa nhu duge md ta & day, chéng han,
bang cac vi tri ddu N va ddu C, bang kich thudc cac gbe axit amin gin k&, cac epitop

phi hop va cac dic diém twong tu.

Khéang thé theo sang ché cling c6 thé dugc mo ta hoic cu thé héa v& mat mac do
phan Gmg chéo. Khang thé lién két v6i cac polypeptit IL-4 va/hodc IL-13, ¢6 dd tuong
ddng it nhat 95%, it nhit 90%, it nhit 85%, it nhit 80%, it nhat 75%, it nhit 70%, it
nhit 65%, it nhit 60%, it nhit 55%, va it nhit 50% (dwoc xac dinh bing cach st dung
céc phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat nay va dugc md ta & ddy) so voi IL-4

va/hodc IL-13 ciing duge dé cap theo sang ché.

Khang thé theo sang ché ciing ¢6 thé duoc md ta hoic cu thé hoa vé& mat ai luc lién
két v6i IL-4 va/hodc IL-13. Céc khang thé khang IL-4 va/hodc IL-13 c6 thé lién két véi
Kp it hon khoang 10”M, it hon khoang 10°°M, hoic it hon khoang 10°M. Céc gié tri 4i
Iue lign két cao hon cia khang thé dugc dé cap c6 thé c6 loi, nhur cac khang thé c6 hing
s6 phan ly can bing hoic Kp tir khoang 10 dén khoang 10™"°M, tir khoang 10 dén
khoang 10™2M, tir khoang 10 dén khoang 10™''M, hoic tir khoang 10 dén khoang 10"
M. Séng ché ciing dé cap dén khang thé tc ché canh tranh qua trinh lién két ctia khang
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thé vé6i epitop theo sang ché nhu duge x4dc dinh bing mot phwong phap bat ky da biét
trong linh vuc k§ thuét nay dé xac dinh mutc d6 lién két canh tranh, ching han nhu cac
thir nghiém mién dich dwgc mé ta & day. Theo cac phwong 4n dwoc wu tién, khang thé
s& trc ché canh tranh kha ning lién két v6i epitop véi mic do it nhit 95%, it nhét 90%,

it nhit 85%, it nhat 80%, it nhat 75%, it nhat 70%, it nhit 60%, hoic it nhat 50%.

Sang ché con dé cap dén thé lién hop chira khang thé dwoc dé cap. Thé lién hop
chira hai thanh phin co ban 12 khang thé duoc dé cap va mot thanh phin thi hai c6 thé

1a chét lién két t& bao, chit gdy doc té bao va cc chét tuong tu.

Theo sang ché, thuét ngit “chét lién két té bao” chi chét nhan dién va lién két dac
hiéu véi mot phan tir trén bé mit t& bao. Do d6, chét lién két t& bao c6 thé 1a khang
nguyén CD, khang nguyén maim bénh, nhu khang nguyén virut, qua trinh biét hoa
khang nguyén, khang nguyén ung thu, khang nguyén dic hiéu té bao, khang nguyén dic

hidu v6i mé, Ig hodc phén tir gidng Ig va cac chat tuong tu.

Chét lién két té bao co6 thé 1a mot loai hoat chit bAt ky méi dugc biét, hodc cac
chét s& biét, va gdm c6 peptit, cic phan tir khéng c6 ban chét peptit, saccarit, axit
nucleic, phéi ttr, thu thé va cac chét tuong tu, hodc hén hop cuda céc chét nay. Chét lién
két té bao c6 thé 1a mot hop chét bat ky c6 thé lién két v6i té bao, theo kiéu dic hiéu
hoic khong dic hidu. Thong thudng, chit nay c6 thé 1a mot khang thé (dic biét 1a khang
thé don dong), lymphokin, hormon, yéu té sinh truéng, vitamin, phin tir vin chuyén

chét dinh dudng (nhu transferrin), hodc cac phén tir hodc chit lién két v6i té bao bit ky.

Céc vi du khac vé chit lién két té bao co thé sir dung duwoc gdm c6: khang thé da
dong; khang thé don dong; va manh khang thé cta khang thé nhu Fab, Fab', F(ab")2 v
Fv (Parham, J. Immunol. 131:2895-2902 (1983); Spring et al., J. Immunol. 113:470-478
(1974); va Nisonoff et al., Arch. Biochem. Biophys. 89: 230-244 (1960)).

Thanh phan thir hai ciing c6 thé 1a chit gay doc té bao. Thuét ngit “chat gy doc té
bao” theo sang ché chi chit 1am giam hodc ngin chin chirc ning, hodc qua trinh sinh
truéng cia té bao va/hoic giy ra su pha vo té bao. Do do, chét gay doc té bao co thé 1a
mdt taxol, maytansinoid, nhu DM1 hodc DM4, CC-1065 hodc dé)ng phan cua CC-1065,
rixin, mitomyxin C va céc chét tuong tu. Theo mot sb phuong én, chét gay doc té bao,

cling nhu chét lién két té bao trong thé lién hop theo sang ché duoc lién két ddng héa
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tri, truc tiép hodc qua mot doan lién két c6 thé phéan cit hodc khong thé phéan cat duogc

v6i khang thé duge dé cép.

Vi du v& céc maytansinoid hitu dung gbm cé maytansinol va ddng phéan cla
maytansinol. C4c maytansinoid s& (¢ ché sy hinh thanh vi 6ng va ¢6 doc tinh cao voi
cac té bao dong vat c6 vi.

Vi du vé& céc ddng phan maytansinol gdm c6 cac chét c6 vong thom duoc bién dbi
va chét c6 cac bién ddi & cac vi tri khac. Cac maytansinoit duoc dé& cép trong US
4,424.219; US 4,256,746; US 4,294,757; US 4,307,016; US 4,313,946; US 4,315,929;
US 4,331,598; US 4,361,650; US 4,362,663; US 4,364,866; US 4,450,254; US
4,322,348; US 4,371,533; US 6,333,410; US 5,475,092; US 5,585,499 va US
5,846,545.

Vi du vé& cac dong phan thich hop cta maytansinol c6 vong thom dugc bién dbi
bao gdbm: (1) C-19-declo (US 4,256,746) (dugc bao ché, ching han, bang cach khir
LAH cua ansamytoxin P2); (2) C-20-hydroxy (hodc C-20-demetyl) +/- C-19-declo (US
4,361,650 va 4,307,016) (dugc bao ché, chéng han, bﬁng cach khr metyl hoa sir dung
Streptomyces hodc Actinomyces hodc khir clorin héa st dung liti alumin hydrua
(LAH)); va (3) C-20-demetoxy, C-20-axyloxy (-OCOR), +/-declo (US 4,294,757)

(dugc bao ché bang cach axyl hoa sir dung axyl clorua).

Vi du v& cac dong phan thich hop cia maytansinol cé céc bién ddi ¢ cac vi tri
khac gdm cé: (1) C-9-SH (US 4,424,219) (dugc bao ché bing cach cho maytansinol
phan tng véi HS hodc P,Ss); 2) C-14-alkoxymetyl (demethoxy/CH2OR) (US
4,331,598); (3) C-14-hydroxymetyl hodc axyloxymetyl (CH2OH hoac CH20Ac) (US
4,450,254) (duoc bao ché tir Nocardia); (4) C-15-hydroxy/axyloxy (US 4,364,866)
(dugc bao ché bang cich chuyén hoa maytansinol biang Streptomyces); (5) C-15-
metoxy (US 4,313,946 va 4,315,929) (dugc pl tr Trewia nudiflora); (6) C-18-N-
demetyl (US 4,362,663 va 4,322,348) (dugc bao ché bing cach khir metyl héa
maytansinol bing Streptomyces); va (7) 4,5-deoxy (US 4,371,533) (dugc bao ché bing
cach khir bing titan triclorua/LAH maytansinol).

Céc thé lién hop gy doc té bao c6 thé duge bao ché bing cac phuong phép in
vitro. D& lién két chét gy doc t€ bao, dugc chét hoic tién dugc chit véi khéng thé, mot

nhém lién két thuong duge sir dung. Cac nhém lién két thich hop da dwoc biét trong
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linh vuc k¥ thuat ndy va gdm c6 céc nhom disulfua, nhém thioete, cic nhom khong bén
v6i axit, cdc nhém khong bén vé6i 4nh séng, cic nhom khong bén véi peptidaza va cac
nhém khong bén véi esteraza. Ching han, cac thé lién hop c6 thé duoc thiét ké st dung
phan ting trao d6i disulfua hodc bang cach tao lién két thioete gitta khang thé dugc dé

cap va dugc chat hoac tién dugc chat.

Nhu da néu, sang ché dé cap dén cac trinh tu axit nucleic dugc phéan 14p ma hoa
khang thé hodc manh chitc nang hoic bién thé cta n6 nhu dé cap ¢ day, vecto chira
trinh tu nucleotit ma hoa phﬁn lién két voi IL-4 va/hodc IL-13 cua khang thé hodc manh
chtc ning cla né theo sang ché, t& bao chu chira vecto ndy, va céc k¥ thuét tai t5 hop

dé san xuét polypeptit.

Vecto thudng chita cdc thinh phan da biét trong linh vuc k¥ thudt nay va thudng
bao gém, nhung khong chi gi6i han ¢, mot hodc nhiéu céc thanh phén sau: trinh tu tin
hiéu, diém khoi dAu sao chép, mét hodc nhiéu gen chi thi hodc gen chon loc, céc trinh
tu hd trg vi/hoic ting cudng qué trinh dich ma, yéu t6 ting cudng va cac thanh phin
tuong ty. Do d6, vecto biéu hién chira trinh ty nucleotit dwoc lién két linh dong véi cac
trinh tu nucleotit diéu hoa phién ma hodc dich ma thich hgp nhu cac trinh ty thu dugc
tlr cic gen cua dong vat c6 va, vi khudn, virut hodc con trung. Vi du vé cac trinh tu didu
hoa bd trg gdm ¢ cac doan gen véan hanh, vi tri lién két véi ribosom ctia ARN thong
tin, va/hodc céc trinh tu thich hop khac kiém soét qud trinh phién ma va dich ma, nhu
qué trinh khoi dong va két thic cia cac qua trinh ndy. Trinh ty nucleotit dugc "lién két
linh dong" khi trinh tu diéu hoa c6 lién quan vé mit chirc ndng vdi trinh ty nucleotit ma
hod polypeptit thich hop. Do d6, trinh tu nucleotit khéi dau s& duoc lién két linh dong
Vo1, chéng han, trinh ty khang thé chudi ning néu trinh tu nucleotit khéi dau kiém soat

qua trinh phién ma cia trinh tu nucleotit do6.

Ngoai ra, cac trinh ty ma hoa cic peptit tin hiéu thich hgp thudng khéng c6 lién
quan vé mit ban chit véi cc trinh tu khang thé chudi nhe vi/hoic chudi ning c6 thé
duoc dwa vao vecto biéu hién. Chéng han, trinh ty nucleotit ma ho4 peptit tin hiéu (trinh
tw dAn dau duoc tiét) co thé duge dung hop vao khung véi trinh ty polypeptit sao cho
khéng thé dugc tiét vao khoang chu chit hodc vao moi truong. Peptit tin hiéu c6 thé
hoat dong trong té bao chii s& 1am ting qué trinh tiét ngoai bao cia khéng thé hodc phin

khang thé thich hop. Peptit tin hidu c6 thé dugc phén cét tir polypeptit trong qua trinh
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tiét khang thé tir t& bao. Vi du vé céc trinh ty tin hiéu tiét nay da dugc biét rd va bao
gdm, ching han, céc trinh tu tin hiéu dugc mé ta trong US 5,698,435; US 5,698,417 va
US 6,204,023.

Vecto ¢6 thé 1a mot plasmit, vecto virut sgi don hodc sgi kép, vecto thé thuc
khudn ARN hodc ADN soi don hoic soi kép, phagemit, cosmit hodc cac vat mang khéc
duoc dé cép. Cac vecto nay c6 thé dugc dua vao té bao & dang polynucleotit bing cac
k¥ thut da biét d& dwa ADN va ARN vao té bao. Vecto, trong truong hop 14 thé thuc
khudn va vecto virut c6 thé dugc dua vao cac té bao & dang virut dugc déng goi hoic
duoc bao vo capsun bang cac k¥ thuét da biét @& chuyén nhidm va tai nap. Vecto virut
c6 thé c6 hoat luc sao chép hoic thiéu kha ning sao chép. Trong trudng hop thir hai,
viéc nhan dong virut thudng chi xay ra trong té bao chi bd trg va st dung nhidu vecto
mang céc thanh phin khéc nhau cta virut cin thiét dé tao ra mot tidu phén virut. Cac hé
thdng dich ma khong té bao ciing ¢6 thé dugc sir dung dé tao ra protein sitr dung ARN
thu dugc tir cac cdu tric ADN nay (tham khao ching han, WO 86/05807 va WO
89/01036; va US 5,122,464).

Khéang thé theo sang ché c6 thé dugc biéu hién tir mot loai té bao chu thich hop
bat ky. Vi du vé cac t& bao cha hitu dung theo sang ché gidm c6 té bao chua c6 nhan
dién hinh, té bao nAm men hoic cac loai té bao nhan that cao hon va bao gém nhung
khong chi gi6éi han & vi sinh vat nhu vi khudn (ching han, E. coli, B. subtilis,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, va Shigella, ciing nhu
Bacilli, Pseudomonas va Streptomyces) dugc bién nap bing ADN thé thuc khuén tai tb
hop, vecto biéu hién plasmit ADN hoic cosmit ADN chira trinh tw ma hoa khang thé
dwoc dé cép; ndm men (ching han, Saccharomyces, Pichia, Actinomycetes,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Candida, Trichoderma, Neurospora, va
filamentous fungi, nhw Neurospora, Penicillium, Tolypocladium va Aspergillus) dugc
bién nap bé“tng vecto biéu hién tai tb hop cia ndm men chita trinh ty ma hoa khang thé;
hé théng té bao con tring duwoc chuyén nhidm bing vecto biéu hién virut tai t& hop
(chéng han, Baculovirus) chtra trinh ty ma ho4 khéng thé; hé théng té bao thuc vat duoc
chuyén nhiém bing vecto biéu hién ciia virut tai tb hop (ching han, vi rat giy bénh
kham stp lo, CaMV; hodc virut kham thuéc 14, TMV) hoac duogc chuyén nhiém béng
vecto biéu hién plasmit tai t& hop (chéng han, plasmit Ti) chira trinh tu ma hoa khang

thé; hoic hé té bao dong vat c6 v (ching han, cac té bao COS, CHO, BHK, 293 hoic
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3T3) chita cdu truc bidu hién tai td hop chira doan khéi ddu thu dwogc tir hé gen cia té
bao dong vat co6 vu (chéng han, doan khoi du metallothionin) hodc tir virut cia dong
vat ¢6 va (chéng han, doan khdi diu mudn cta adenovirut; hodc doan khéi dau 7,5K

cua virut vaccinia).

Vecto biéu hién dé sir dung trong cac t& bao chi chua c6 nhan didn hinh thudong
chira mot hodc nhiéu céc gen chi thi tao ra kiéu hinh c6 thé chon loc dugc. Cac gen tao
kiéu hinh c6 kha ndng chon loc 13, chéng han, gen ma ho4 protein tao ra tinh khang
khang sinh hodc cac gen tao ra nhu clu tu dudng. Vi du vé cac vecto biu hién dbi véi
té bao chii chura ¢6 nhan dién hinh gdm c6 céc vecto thu duge tir cac plasmit ¢6 ban trén
thi truong, nhu pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden), pGEM1
(Promega Biotec, Madison, WI), pET (Novagen, Madison, WI) va pRSET (Invitrogen,
Carlsbad, CA) mot loat cac vecto (Studier, J] Mol Biol 219:37 (1991); va Schoepfer,
Gene 124:83 (1993)). Céc trinh tu doan khoi diu thuong dugc sit dung dbi voi cac
vecto biéu hién trong t& bao chu chua c6 nhan dién hinh tai t6 hop gbém c6 T7,
(Rosenberg et al., Gene 56:125 (1987)), B-lactamaza (penicillinaza), doan khoi dau
lactoza (Chang et al., Nature 275:615 (1978); va Goeddel et al., Nature 281:544
(1979)), doan khéi dau tryptophan (trp) (Goeddel et al., Nucl Acids Res 8:4057 (1980)),
va doan khéi dau tac (Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd

ed., Cold Spring Harbor Laboratory (1990)).

Vecto ndm men thudng chira mét trinh ty khoi ddu sao chép, nhu tir plasmit 2
clia nAm men, trinh tu sao chép tu dong (ARS), ving khoi dau, cac trinh tu polyadenin
hoa, trinh tu dé két thuc phién ma va gen chi thi ¢6 thé chon loc duge. Céc trinh ty doan
khéi ddu thich hop ddi véi vecto ndm men, trong s6 d6, cac doan khoi dau dbi voi
metallothionin, 3-phosphoglyxerat kinaza (Hitzeman et al., J Biol Chem 255:2073
(1980)) hodc céc enzym thdy phan duong khic (Holland et al., Biochem 17:4900
(1978)) nhu enolaza, glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza, hexokinaza, pyruvat
decarboxylaza, phosphofructokinaza, glucoza-6-phosphat isomeraza,
3-phosphoglyxerat mutaza, pyruvat kinaza, triosephosphat isomeraza, phosphoglucoza
isomeraza va glucokinaza. Céc vecto va doan khdi dAu thich hop dé st dung dé bidu
hién khang thé trong nim men con duoc d& cp trong Fleer et al., Gene 107:285 (1991).
Céc doan khéi dau va vecto thich hop d6i véi ndm men va phwong phép bién nap ndm

men da dugc biét 15 trong linh vuc k§ thuit nay. Céc phuwong phap biéu hién ndm men
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da dugc biét r5. Mot phuong phdp da dugc mo ta boi Hinnen et al., Proc Natl Acad Sci
75:1929 (1978), chon loc cac thé bién nap Trp" trong moi truong chon loc.

C6 thé sir dung mot méi trudng nudi cdy té bao c6 nhan that bét ky, hodc cua dong
vét c6 xuwong séng hodc khong co xuong sdng. Vi du vé céc t& bao khong c6 xuong
sdng gdm c6 cac t& bao thuc vat va con trung (Luckow et al., Bio/Technology 6:47
(1988); Miller et al., Genetic Engineering, Setlow et al., eds., vol. 8, pp. 277-9, Plenum
Publishing (1986); va Maeda et al., Nature 315:592 (1985)). Ching han, hé théng
Baculovirus c6 thé dugc sir dung dé san xuit protein khac dang. Trong mot hé théng té
bao cdn trung, virut polyhedrosis trong nhan Autographa californica (AcNPV) c6 thé
duoc sir dung 14 mot vecto dé biéu hién cac gen ngoai lai. Virut sinh truéng trong té bao
Spodoptera frugiperda. Trinh ty ma hoa khang thé c6 thé dugc nhan dong dudi su kidm
so4t ctia doan khdi ddu AcNPV (ching han doan khéi diu polyhedrin). Cac vat chu
khac dd duoc xac dinh gdbm c6 Aedes, Drosophila melanogaster va Bombyx mori. Mot
loat cac chﬁhg virut dé bién nap da dugc cong bd, chéng han, bién thé L-1 cia AcNPV
va ching Bm-5 ctia Bombyx mori NPV. Hon nita, méi trudng nudi cdy té bao thyc vat
clia bdng, ngd, khoai tdy, dau nanh, yén di thao, ca chua, va thudc 14 cling c6 thé dugc

str dung 13 vt chu da dugc biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Céc té bao cua dong vat c6 xuong séng va viéc nudi cly cac té bao dong vt co
xuong song trong méi trudng (nudi cy md) ¢6 thé duge thuc hién theo phuong phap
truyén théng, mic du cac dong té bao khé nudi cly da c6 doi hoi, ching han, mot mdi
truong chuyén biét véi cac yéu t§ don nhét, cic t& bao cho #n va céc té bao tuong tu,
tham khao Tissue Culture, Kruse et al., eds., Academic Press (1973). Vi du vé cac dong
té bao chu cia dong vét c6 vi hitu dung 1a than khi; t€ bao than phoi nguoi; té bao than
chudt lang non; té bao tring chudt lang Trung Quéc/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc
Natl Acad Sci USA 77:4216 (1980)); té bao vo sinh ciia chudt; té bao ung thu biéu mo
cb tir cung clia ngudi (ching han, HeLa); té bao than ché; t& bao phéi ctia ngudi; t& bao
gan ctia ngudi; té bao u vii ciia chudt, va cac té bao NSO.

Céc té bao chil duoc bién nap bing vecto dé san xudt khang thé va dugc nudi ciy
trong mdi truong dinh dudng thong thudng chira yéu t6 sinh trudng, vitamin, khoang
chét va twong tu, cling nhu cdc chét kich thich thich hop dbi véi cac té bao va vecto

dugc st dung. Céc trinh ty doan khéi dau va trinh ty tang cuong thuong dugc sir dung
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c6 ngudn gbc tr virut polyoma, Adenovirus 2, virut Simian 40 (SV40) va
xytomegalovirut cia ngudi (CMV). Céc trinh ty ADN thu dugc tir hé gen cia SV40
cling ¢6 thé duoc sir dung dé tao ra cac yéu tb di truyén dé bidu hién trinh ty gen ciu
truc trong té bao chu cua dong vat co6 v, 'chﬁng han, trinh tu khéi dau phién ma, doan
khéi ddu sém va mudn, trinh ty ting cudng, cc vi tri cit ghép va polyadenin héa ctia
SV40. Cac doan khéi diu sdm va mudn cia virut 13 dic biét hiru dung vi cd hai déu co
thé thu duoc mét cach d& dang tir hé gen virut & dang manh c6 thé chira diém khoi dau
phién mi ctia virut. Cac vecto biéu hién c6 thé sir dung trong té bao chii ctia déng vét c6

vl d4 c6 sin trén thi trudng.

Mbi trudong nudi cdy c6 ban trén thi truong nhu Ham's F10, mdi truong cn thiét
t6i thiéu Minimal Essential Medium (MEM), RPMI-1640 va méi trudng dai bang bién
d6i ctia Dulbecco Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 1a thich hop dé nudi
ciy té bao chii. Ngoai ra, méi truong bét ky duge mé ta trong tai liéu Ham et al., Meth
Enzymol 58:44 (1979) va Barnes et al., Anal Biochem 102:255 (1980), va trong US
4,767,704; 4,657,866; 4,560,655; 5,122,469; 5,712,163; hoic 6,048,728 ciing c6 thé
duogc sir dung 12 méi trudng nudi cdy té bao chi. Moi trudng bit ky c6 thé duge bd sung
néu can bing hormon va/hodc cac yéu t6 sinh truéng khac (nhu insulin, transferrin hodc
yéu td sinh trudng biéu bi), mubi (nhu clorua, nhu natri, canxi hoic magie clorua; va
phosphat), dém (nhu HEPES), nucleotit (nhu adenosin va thymidin), khang sinh, céc
nguyén t6 vi lwgng (dugc xac dinh 13 cac hop chét vo co thudng ¢ ndng do cudi cling &
mirc micromol) va glucoza hoic mdt ngudi ning luong twong duong. Cac thanh phin
bd sung cin thiét khac c6 thé duge dua vao & ndng do thich hop, trong khi thiét ké.
Diéu kién nudi cr?iy, nhu nhiét dg, pH va cac didu kién twong tu, nhu da dugc bibt trong
linh vuc k§ thuat nay thich hop dbi vdi t€ bao va tao diéu kién cho qué trinh biéu hién

gen chuyén mong mudn.

Polynucleotit dugc dé cdp & day co thé thu duogc, va trinh tu nucleotit cta
polynucleotit c¢6 thé dugc x4c dinh bing mot phwong phap bit ki da biét trong linh vuc
k¥ thuat nay. Chang han, néu trinh tu nucleotit cia khang thé da biét, polynucleotit ma
hoa khéng thé c6 thé thu duge tir cac oligonucleotit dugc téng hop héa hoc (chfmg han,
nhu dugc mo ta trong Kutmeier et al., Bio/Techniques 17:242 (1994)) va sau d6 khuéch

dai oligonucleotit da dugc gén, chéng han, b%mg PCR.
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Néi cach khéc, polynucleotit ma hoa khang thé c6 thé dugc tao ra tir axit nucleic
ctia t& bao biéu hién cing mot phén tir d6. Néu mot dong chira axit nucleic ma hoa mot
khang thé cu thé khong c6 sin, nhung trinh ty cia phan tir khang thé da biét, mot axit
nucleic ma hoa globulin mién dich ¢6 thé thu duoc tir mot ngudn thich hop, nhu ngan
hang, ciing ¢6 thé 1a mot ngan hang dic hiu véi t& bao tao khang thé, nhu té bao lai
duoc chon loc dé biéu hién khéng thé theo séng ché. Cac doan mdi thich hogp c6 thé
duoc cdu hinh cho viéc khuéch dai PCR. Tiép theo, axit nucleic d3 khuéch dai béng
PCR c6 thé duoc tich dong trong vecto tich dong c6 thé sao chép bing cach st dung

phuong phap bat ky da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Khi trinh tw nucleotit va trinh tu axit amin twong ung ciia khang thé dugc xéac
dinh, thi trinh tw nucleotit ctia khang thé c6 thé duoc bién ddi dé thu duoc cac thé tuong
duong dugc dé cdp & ddy bing cach st dung cic phuong phap bién ddi trinh tur
nucleotit d4 biét trong linh vuc k¥ thuat nay, ching han, k¥ thuit ADN téi t§ hop, gdy
d6t bién diém, PCR, v.v. (tham khao chéng han, Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory (1990); va Ausubel et al.,
eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons (1998) dé tao ra
khang thé c6 cac trinh tu axit amin khéc nhau, chéng han, dé tao ra céc thay thé, loai bé

va/hodc thém axit amin.

Trinh ty axit amin cda vung bién ddi chudi ning va/hodc chudi nhe c6 thé dugc
x4c dinh dé phan loai céc trinh ty cia CDR béng cac phuong phap da biét, chéng han,
bang cach so sanh véi trinh tu axit amin da biét cua cac ving bién di chudi ning va
chudi nhe khac dé x4c dinh cac ving trinh tu siéu bién. Béng cach stir dung céc k§ thuat
ADN tai tb hop thuong quy, mot hodc nhiéu cac viing CDR ¢6 thé dugc xen vao ving
khung, ching han, vao viing khung ciia ngudi dé 1am cho mot khang thé khong phai cua
ngudi gidng ctia ngudi, nhu da duge dé cip trong sach da din. Polynucleotit dugc dé
cap dugc tae ra bang cach td hop ving khung va mot hoic nhidu CDR mé ho4 khang
thé lién két diic hidu véi IL-4 va/hodc IL-13, hodc it nhét 13 ving ED cua cac khang thé
nay. Ching han, cic phuong phép nay c6 thé dugce st dung dé tao ra cac thay thé hoic
loai bé axit amin mdt hodc nhiéu gdc xystein trong ving siéu bién tham gia tao lién két
disulfua noi phan tir dé tao ra phan tir khang thé thiéu mot hodc nhiéu lién két disulfua

ndi phén tu.
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Khang thé hoic manh khang thé theo sang ché c6 thé dugc sit dung dé phat hién
IL-4 va/hodc IL-13, va do d6 c6 thé phat hién cac té bao biéu hién IL-4 va/hoic IL-13,
trong mot mau sinh hoc in vitro hoic in vivo. Theo mot phwong 4n, khang thé khang IL-
4 va/hoic IL-13 theo sang ché dugc st dung dé x4c dinh sy c6 mat va néng d6 cua IL-4
va/hodc IL-13 trong mdt md hodc trong cac té bao thu dugc tir md do. Néng d6 cia IL-
4 va/hogc TL-13 trong md hodc mau sinh thiét c6 thé dwge xac dinh, chéng han, trong
mdt thir nghiém mién dich bang khang thé hoic manh khang thé theo sang ché. Mo
hodc mau sinh thiét c6 thé dugc lam dong lanh hoic ¢b dinh. Cac phuong phép twong tu
hoic cac phuong phéap khac c6 thé dugce sir dung dé xé4c dinh cac dic tinh khac cia IL-4
va/hodc IL-13, nhu n6ng do cua chung, su dinh khi trong té bao, néng do ARN thong

tin, cac dot bieén va cac dic tinh tuong tu.

Phuong phap néi trén c6 thé dugc sir dung, ching han, dé chin doan ung thu & dbi
tugng da biét 12 bi hodc bi nghi ng¢ ung thu, trong dé néng do caa IL-4 va/hoac IL-13
do dugc & bénh nhan s& duogc so sanh véi néng d6 cua IL-4 va/hoic IL-13 cia ddi
twong tham chiéu binh thuong hodc tidu chudn. Thir nghiém dugce dé cap cling é(’) thé
dugc st dung dé chin doan viém khép hoidc cac bénh ty mién khac dic trung béi sy

tham nhiém va tap trung té bao B, cling vé6i sy phat trién cac md bach huyét biét hoa.

Sang ché con dé cap dén khang thé don dong, khang thé dugc 1am giéng nhu cua
ngudi va manh khang thé lién két v6i epitop clia cac loai khang thé trén con duge danh
diu dé st dung trong nghién ciru hodc chin doan. Theo mot sb phuong 4n, cht danh
d4u 14 chit phong xa, chét phat huynh quang, cht phat mau, chit tao anh hodc ion kim

loai.

Phuong phap dé chin do4n ciing dugc dé cap trong d6 khang thé hoic manh
khang thé lién két v6i epitop ciia né dwoc sir dung trén dbi tugng bi nghi ngd bi ung
thu, viém khép, bénh tu mién hodc cac bénh gdy ra do IL-4 va/hodc IL-13 khac, va su

phéan phdi chét danh d4u trong co thé dbi twgng dugc x4c dinh hodc theo dai.

Khéng thé va manh khang thé theo sang ché c6 thé dugc st dung 1a chét tinh ché
ai luc. Trong quy trinh nay, khang thé dugc cb dinh trén mot pha rin, nhu nhya dextran
hogic agaroza hoic gidy loc, sir dung cic phuong phép da biét trong linh vuc ky thuat
ndy. Khang thé da ¢ dinh duoc cho tip xtic véi miu chira IL-4 vi/hodc IL-13 hoic céc

t€ bao chira cac phan tir d6 cdn dugc tinh ché, va sau d6 gia do dugc rira bing mot dung
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mdi thich hgp, dung mdi nay s& loai bé gan nhur hoan toan tat ca cac vat liéu trong mau
trir IL-4 va/hodic IL-13 hoic té bao cén tinh ché, nhung vt lidu dugc gin véi khang thé
duoc ¢b dinh. Cubi cung, gid do duoc rira béng mot dung moi thich hgp khac, nhu dém
glyxin, pH 5,0 dé giai phéng IL-4 va/hodc IL-13 hoic té bao ra khoi khang thé dugc dé

cap.

Pé st dung trong chin doan, khang thé duoc dé cip thuong s& dugc danh diu
bang mot gbc c6 thé phat hién dugc. Rat ﬁhiéu chit danh ddu da c6 sin thuong dugc
phan vao cic nhom sau déy: (a) ddng vi phéng xa, nhu *6S, C, 1, *H va Pl (khéng
thé c6 thé duogc danh ddu bing dong vi phong xa st dung céac phuong phap dugc mo ta
trong Current Protocols in Immunology, vol. 12, Coligen et al., ed., Wiley-Interscience,
New York (1991), chéng han, va hoat tinh phéng xa c6 thé dugce xac dinh st dung
phwong phap dém nhép nhdy); (b) chit danh ddu huynh quang, nhu chét tao cang dét
hiém (chét tao cang europi), fluorescein va din xuét cia no, rhodamin va din xuit cia
nd, dansyl, lissamin, phycoerythrin va Texas Red, cic chit danh diu huynh quang c6
thé duoc lién hop véi khang thé st dung k¥ thuat dugc dé cap trong Current Protocols
in Immunology, sach da dan, chfmg han, trong d6 mirc d9 tao huynh quang c6 thé dugc
dinh lugng sir dung huynh quang ké; va (c) céc chat danh diu co chét enzym ciing c6
sin (US 4,275,149 d4 dua ra tong quan v& cac hop chét nay), enzym thuong xtc tdc mot
bién d6i hoa hoc ctia co chit tao mau c6 thé dugc xéc dinh béng cach k¥ thuat khac
nhau, chéng han, enzym c6 thé xuc tac su thay dbi mau co chét, co6 thé duoc x4c dinh
bang phuong phap quang tric hoc, hodc enzym c6 thé bién ddi muc do phéat huynh
quang hogc murc do phat quang héa hoc ctia co chét. Cac k§ thuét dé dinh lugng sy thay
d6i mtrc d9 phat huynh quang da dugc biét, ching han, st dung may do tri sb phat sang,
hoic chit danh dAu truyén ning luong cho chit nhan huynh quang. Vi du vé cac chit
danh diu c6 hoat tinh enzym gdm c6 luciferaza (chang han, luciferaza ciia dom d6m va
luciferaza cta vi khudn; US 4,737,456), .luciferin, 2,3-dihydrophthalazinedion, malat
dehydrogenaza, ureaza, peroxidaza, nhu peroxidaza ciia ciy rau cai (HRPO),
phosphataza kiém, B-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, saccarit oxidaza (ching
han, glucoza oxidaza, galactoza oxidaza, va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza),
oxidaza di vong (nhu uricaza va xanthin oxidaza), lactoperoxidaza, microperoxidaza va

céc chat trong tu. Cac k§ thuat dé lién hop enzym vé6i khang thé da dugc mé ta trong
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tai liéu O'Sullivan et al., Meth Enz, ed. Langone & Van Vunakis, Academic Press, New
York, 73 (1981).

Khi cac chat danh ddu nay dugc st dung, céc co chit thich hop 1a ¢6 sin, nhu: (i)
ddi véi peroxidaza ctia rau cai v6i hydrogen peroxidaza 13 co chét, trong d6 hydrogen
peroxidaza s& oxi hoa tién chat thubc nhudém (chéng han, orthophenylen diamin (OPD)
hogc 3,3',5,5'-tetrametyl benzidin hydroclorua (TMB)); (ii) dbi v6i phosphataza kiém
(AP) vé6i p-nitrophenyl phosphat 14 co chit tao mau; va (iii) B-D-galactosidaza (B-D-
Gal) v6i co chat tao mau (ching han, p-nitrophenyl-B-D-galactosidaza) hodac mot co

chét tao huynh quang nhu 4-metylumbelliferyl-pB-D-galactosidaza.

Céc t6 hop enzym-co chét da dugc bi_ét 13 di v6i ngudi c6 hidu biét trung binh vé
linh vuc k¥ thuafit nay. Pé c6 hiéu bibt téng quan, tham khao US 4,275,149 va US
4,318,980. ‘

D6i khi, chit danh ddu dugc lién hop gian tiép v6i khang thé. Ching han, khang
thé c6 thé dwoc lién hop vai biotin va mot chat chi thi bat ky néu trén ¢6 thé duge lign
hop v6i avidin, hodc ngugc lai. Biotin s& lién két mot cach chon loc véi avidin va do
d6, chat danh ddu c6 thé duogc lién hop véi khang thé theo cach gian tiép nhu vay. Noi
cach khac, dé lién hop gian tiép chét danh dAu, khéng thé s& duoc lién hop véi mdt
hapten nhé (ching han, digoxin) va mot trong sé céc loai khac nhau chit danh ddu hoic
chét chi thi néu trén s& dugc lién hop véi mot khang thé khéng digoxin. Do d6, viéc lién
hop gidn tiép chat danh d4u véi khang thé hodic mutein c6 thé thuc hién duoc sit dung
khang thé thi hai.

Theo mot phuong 4n khéc theo sang ché, ¢6 thé khong cin danh diu khang thé, va
sw c6 mit ctia khang thé c6 thé dwoc phat hién bang cach sir dung khang thé da dugc

d4nh dAu lién két voi khang thé, mot dang khéc cta khang thé thi hai.

Khang thé theo sang ché c¢6 thé duoc sir dung trong m{t phuong phap thir nghiém
bat ky da biét, nhu cac thir nghiém lién két canh tranh, thir nghiém sandwich truc tiép
hodc gidn tiép, va cac thir nghiém két tia min dich. Tham khao tai liéu Zola,

Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques (CRC Press, Inc. 1987).

Céc thir nghiém lién két canh tranh dya trén kha ndng cua chét chuin da dugc
d4nh d4u canh tranh véi m3u thir nghiém trong qué trinh lién két véi mot luong khang

thé han ché. Luong khang nguyén trong mau thir nghiém sé& ty 1& nghich véi lugng chét
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chuén d6 lién két voi khéng thé. P& hd tro viée xac dinh lugng chit chudn do lién két
v6i khang thé, khang thé thuong dugce lam cho khong tan dugce trude hodc sau khi canh
tranh. Két qua 13, chat chuin d6 va miu thir duoc gén véi khang thé c6 thé dugce phan

tach mot cach thuén tién tir cac chit chuin d6 va mu thir khéng lién két.

Céc thir nghiém sandwich bao gdm viéc sir dung hai khang thé, mdi khang thé c6
kha ning lién két vdi cac phan sinh mién dich, quyét dinh khang nguyén hoic epitop
khéc nhau, ciia dich cAn phét hién. Trong thir nghiém sandwich, mAu thtr cin dwoc phan
tich s& dugc lién két boi khang thé thir nhét dugc ¢b dinh truc tiép hodc gidn tiép trén
mdt gia do rén, va sau d6 khang thé thir hai dugce danh diu truc tiép hodc gidn tiép sé
lién két v6i méu thir da duge gén v6i khang thé thir nhét, do vay s& hinh thanh mot phirc
hé 3 thanh phin khong tan, tham khéo ching han, US 4,376,110. Ban than khang thé
thtt hai c6 thé duge danh diu bing mot gbe c6 thé phat hién duwgc (thi nghiém
sandwich truc tiép) hodc c6 thé dugc xac dinh bing cach st dung khang thé khang
globulin mién dich hodc cac thanh phin thich hop cua phirc hé lién két (khang
thé/khang nguyén, thu thé/phdi tr, enzym/co chét, ching han) dwoc dénh diu bang mot
gbc ¢6 thé phat hién dwoc (thir nghiém sandwich gian tiép). Ching han, mot loai thir
nghiém sandwich 1a thr nghiém ELISA, trong trudng hop nay gdc c6 thé phat hién

dugce 1a mot enzym.

Sang ché con dé cap dén cac kit, chéng han, chira khang thé, manh khang thé, thé
tuong déng, dan xuét cua khéng thé va twong tu, nhu thé lién hop dugc danh d4u hoic
giy doc, va huéng din st dung khang thé, thé lién hop dé giét mot loai t& bao cu thé va
twong tw. Huéng din c6 thé bao gdm huéng din st dung khang thé, thé lién hop va
tuong tw in vitro, in vivo hodc ex vivo. Khang thé c6 thé & dang 1dng hodc rin, thudng
dugc lam dong kho. Kit ¢ thé chura cac hop chét thich hop khac, nhu dém, dung dich
tai tao va cac thanh phén can thiét khac thich hop v6i muc dich sir dung. Mot hon hop
cac hop chét duoc déng goi véi lugng dinh trude cling véi hudng dan str dung, nhu dé
str dung trong didu tri dé thuc hién thir nghiém chin doan ciing dugc dé cap theo sang
ché. Khi khang thé dugc danh diu bﬁng mot enzym, kit c6 thé gém ¢ co chét va céc
déng yéu t§ cén thiét cho enzym (chéng han, tién co chit tao ra cac chit tao mau hodc
phét sang c6 thé phat hién duogc). Ngoai ra, cac chit phu gia khac cling c6 thé duogc dua
vao nhu chit 6n dinh, dém (chéng han, d&&m phong bé hodc dém thuy phan) va céc hop

chét tuong tu. Luong tuong dbi cua cac hop chéit khac nhau c6 thé dugc bién ddi dé tao
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ra thé ¢6 ddc clia dung dich chét phan g, didu nay s& tao ra sy linh hoat cho nguoi st
dung, tiét kiém khong gian, tiét kiém hop chét va teong tu. Hop chét co thé dugc cung
cép & dang bot kho, thuong 14 dang dong khd, bao gdm ta dugc, trong qua trinh hoa tan

s€ tao ra dung dich hoat chét ¢6 néng do thich hop.

Khéng thé theo sang ché c6 thé dugc st dung dé diéu tri dong vét ¢6 vi. Theo mot
phuong 4n, khéng thé hoic thé twong dwong chuc ning duge dé cdp dugc st dung cho
dong vat c6 via khong phai ngudi dé thu dugce cac sb liéu tién 1am sang, ching han. Céc
dong vét ¢6 vt khong phai ngudi thit nghiém s& dugc diéu tri gdm c6 linh truéng khong
phai nguoi, chd, meéo, chudt va cac dong vat c6 va khac trong d6 cac nghién ctru tién
ldm sang s& dugc thuc hién. Cac dong vét- ¢6 v ndy c6 thé dua ra cdc mAu hinh dong
vat dbi v6i bénh can diéu trj bing khang thé, hodc c6 thé duge st dung dé nghién ctru
doc tinh ctia khang thé duoc d& cap. Theo mdi phuong én trong cic phuong an nay, cac

nghién clru tang licu c6 thé dugc thuc hién & dong vat c6 va nay.

Khéng_thé, c6 hodc khong c6 thanh phén tht hai, nhu chét diéu tri dugc lién hop
v6i khang thé, c6 thé duge st dung riéng r& hodc cling véi (cac) yéu td giy doc té bao,
s& dugc sit dung nhu mot chét tri liéu. Sang ché dé cap dén cac phuong phap diéu tri
dwa trén khang thé bao gdm viéc ding khéang thé theo séng“ché trén dong vat, dong vat
c6 v, hodc nguoi, dé diéu tri bénh, rbi loan hogc tinh trang do IL-4 va/hodc IL-13 gay

ra.

Thuat ngit "diéu tri" dugc sir dung theo sang ché chi diéu tri chita khéi va didu tri
du phong hoic diéu tri ngin ngira. Thuit ngit ndy chi viéc ngin ngira, didu tri chita
khoi, dao nghich, gidm nhe, giam thiéu, e ché hodc lam cham lai tdc dung cd hai cia
tinh trang bénh, qua trinh tién trién cta bénh, yéu t6 gdy bénh (chdng han, vi khuin

hodc virut) hodc c4c tinh trang bit thuong khéc.

Do d6, sang ché con dé cap dén khang thé da tri, bao gdm khéng thé khang IL-
4/1L-13 ddc hiéu kép, dugc lién két voi phén tir, nguyén tir hodic céc hop chét khac co
chitc ning hiéu tmg trong chin doan hoic diéu tri. Chéng han, khang thé c¢6 thé c6 nhan
chin do4n c6 hoat tinh phéng xa hodc nguyén tir gay doc té bao c6 hoat tinh phéng xa
hodc géc kim loai hoac géc gy doc té bao, chelmg han chubi rixin, dugc gén v6i khéng

the dé chan doén hodc diéu tri ung thu in vivo.
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Hon nita, khang thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung trong céc thir nghiém mién
dich, trong c4c phwong phap tinh ché va cac phuong phap khéc trong d6 globulin mién
dich hoic manh khéang thé ctia n6 dugc sir dung. Nhitng Gng dung nay da duogc biét rd

trong linh vuc k¥ thuat nay.

Do d6, sang ché con d& cap dén cac ché phidm chira khang thé hodc manh khéng
thé khang IL-13 va/hoic IL-4, trong mot hdn hop véi chit mang, chit pha lodng hoic ta

dugc dugc dung c6 thé d& dang thu duge trong linh vuc k¥ thuat nay.

Thuat ngit "dwoc phdm" dugce sir dung theo sang ché chi ché phim v6i nhidu dang
bao ché khac nhau. Ché phim chira lugng c6 hiéu qua diéu tri khang thé da tri 1a dung
dich v tring, hdn dich 16ng hoic dang déng khé va tity ¥ chira chét 6n dinh hoa hodc ta

duoc.

Thuét ngit "réi loan" duoc sir dung theo sang ché chi tinh trang bt ky s& dugc cai
thién nho qué trinh diéu tri bing khang thé theo sang ché. Nhitng réi loan nay gbm c6
rdi loan hodc bénh man tinh hodc cép tinh bao gém céc tinh trang bénh lam dong vat co
v, va cu thé 1a ngudi bi cac rdi loan chua biét. Cac vi du khong han ché v& rdi loan c6
thé dugc didu tri & day gém c6 ung thu, viém, bénh ty mién, bénh nhiém trung, bénh

tim mach, bénh h6 hap, bénh thin kinh va bénh chuyén hoa.

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung @& didu tri, e ché hogic ngan nglra
bénh, nhu bénh di tng, bénh do Th2 gy ra, bénh do IL-13 giy ra, bénh do IL-4 giy ra,
va/hodc bénh do IL-4/IL-13 gy ra. Vi du vé cac bénh nay gém co, bénh Hodgkin, hen,
hen di Ung, viém da co dia, di ing, viém rudt loét, xo cing bi, viém mili dj ing, phéi X0
héa tu phat COPD3, thii ghép man tinh, phdi xo héa do bleomyxin, phdi xo hoa do
phéng xa, u phdi dang hat, xo clmg toan than dién tién, bénh san mang, X0 gan, ung thu
thén, u lympho Burkitt, bénh Hodgkin, bénh khong Hodgkin, hoi ching Sezary, hen,
viém khép nhiém khuan, viém da dang ecpet, may day tu phét man tinh, viém rudt loét,
xo cimg bi, seo 181, bénh Whipple, ting san tién 1iét tuyén lanh tinh, réi loan phéi trong
d6 thu thé IL-4 déng vai trd gdy bénh, tinh trang trong d6 qua trinh ph4 v& hang rao bao
vé biéu bi do thu thé IL-4 gay ra dong vai trd, rbi loan ciia hé tidu hoa trong d6 thy thé
IL-4 c6 vai trd, phan tng di tng v6i thube, bénh Kawasaki, bénh hdng ciu liém, hoi
chimg Churg-Strauss, bénh Grave, chimg tién kinh giat, hoi chimg Sjogren, hoi ching

tang sinh lympho bao tw mién, thiét mau huyét tan ty mién, bénh thuc quan Barrett,
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viém mang mach nho ty mién, lao, bang quang xo héa, ndm phé quan phdi do di tng,
bénh tic phdi man tinh, bénh phdi do bleomyxin giy ra va xo hoa phdi, chung tich
protein md phé nang phdi, hoi chimg suy hd hdp ngudi 16n, bénh sacoit, hoi chung IgE
quéa murc, hoi ching ting wa axit man tinh tw phat, bénh mun nuéc ty mién, bénh
pemphigut thong thudng, pemphigut c6 bong, nhuge co, hdi chitng mét moéi kéo dai,

hoi ching than hu).

Thuét nglt "bénh di tng" chi tinh trang bénh trong d6 bénh nhan min cam véi
phan tmg di tng khang lai hop chit thuong khong c6 tinh sinh mién dich. Bénh di tng
thuong dugce dic trung bdi qua trinh hoat hoa cac dudng bao boi IgE tao ra dap ung
viém (ching han, dap tng tai chd, dép Gmg toan than) co thé tao ra cac triéu chiing lanh
tinh nhu sd miii, dén sdc phén v¢ ¢ thé de doa mang séng va tr vong. Vi du v& bénh di
ting bao gdm, nhung khong chi giéi han &, viém miii di tng (ching han, cdm mao), hen
(chéng han, hen di tng), viém da di tng (chéng han, eczema), viém da tiép xuc, di ing

thirc &n va may day (phét ban).

Theo séng ché "bénh do Th2 gdy ra" chi bénh trong d6 bénh hoc dugc tao ra (toan
b6 hodic mdt phin) béi dap ing mién dich (d4p tng mién dich kidu Th2) dugc diéu hoa
boi té bao lympho T CD4+ Th2, ddc trung bdi viéc tao ra IL-4, IL-5, IL-9 va IL-13.
Dap tmg mién dich kiéu Th2 lién quan dén qua trinh san xudt mot s§ xytokin (ching
han, IL-4, IL-13) va mdt $6 16p khang thé nhét dinh (chéng han, IgE), va di kém véi
mién dich thé dich. Bénh do Th2 giy ra dic trung bdi su ¢6 mit cac muc do ting dan
cua xytokin Th2 (chéng han, 1L-4, IL-13) va/hodc mot sb 16p khang thé (chéng han,
IgE) va bao gém, chéng han, bénh di tng (chéng han, viém miii di ing, viém da co dia,
hen (chéng han, hen di tng), bénh khi quan di tng (AAD), sbc phéan v¢§, viém két mac),
rdi loan ty mién lién quan dén cac muc d6 ting dan cia IL-4 va/hogc IL-13 (ching han,
viém khép dang thip, bénh mo ghép khang vat chd, bénh than (chﬁng han, hdi ching
than hu, thin hu ban d6)), va cac bénh nhiém tring lién quan dén muc do ting dan cta
IL-4 va/hoac IL-13 (chfmg han, nhiém virut, ky sinh tring, nim (chéng han, C.
albicans)). Mot s6 loai ung thu lién quan dén mirc do tang dan cua IL-4 va/hoic IL-13
hoic lién quan dén qua trinh ting sinh té bao ung thu gay ra do IL-4 va/hodc IL-13 gay
ra (ching han, u lympho té bao B, u lympho té bao T, da u tiy, ung thu ddu va cd, ung
thu vii va ung thu budng trimg). Cac loai ung thu nay c6 dugc didu tri, tc ché hoic

ngin ngira bing cach st dung phéi tir theo sang ché.
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Thuat ngit "ung thu" dugc sir dung theo sang ché chi hoic mé ta tinh trang sinh Iy
& dong vt c6 vu, cu thé 1a nguoi, dic trung bdi su sinh trudng té bao khong kiém soat
dugc. Vi du vé ung thu gdm c6, nhung khong chi gi¢i han &, ung thu carcinom, u

lympho, u nguyén bao, u sarcoma, va bénh bach cau.

Thuit ngit "bénh tu mién" dugc str dung theo sang ché chi bénh hoic rdi loan
khong 4c tinh xuét phat tir va khang truc tiép mé cua chinh co thé. Vi du v& bénh tu
mién hozc rdi loan bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic dap Ung viém nhu viém
da bao gdm vay nén va viém da; di img nhu eczema va hen; céc tinh trang khéc lién
quan dén sy thAm nhiém té bao T va céc dap Ung viém man tinh; xo vita dong mach;
dai thao dudng (ching han dai thao dudng typ I hodc dai thao dudng phu thudc insulin);

da xo cting va rbi loan viém hé than kinh trung wong (CNS).

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc sit dung & dang duoc phim dwgc ding riéng
1& hoic két hop vé6i cac hoat chit khéc. Khang thé c6 thé duoc st dung trong mot phép
diéu tri két hop véi cac phép diéu tri IL-13 da ¢ (chéng han, cac hoat chét IL-13 da c6
nhu khang IL-13Ral, IL-4/13 Trap, khang IL-13) ciing v6i khang thé khang IL-4 va cac
chat IL-4 da c6 (ching han, khang IL-4R, IL-4 Mutein, IL.-4/13 Trap) cung véi khéng
thé khang IL-13 va khang thé khang IL-4 (ching han, W005/0076990 (CAT),
WO003/092610 (Regeneron), WO000/64944 (Genetic Inst.) va WO2005/062967
(Tanox)).

Khéng thé theo sang ché c6 thé dugc st dung va/hodc bao ché cung véi mot hodc
nhiéu cac hoat chit bd trg. Khi phéi t& dugce st dung cing vai chit diéu tri bd trg, phéi
tir ¢6 thé duge ding trude, dong thoi véi hodic sau khi st dung hoat chét b trg. Thong
thuong, phéi ttr va chét bd tro dugc dung theo céch tao ra tac dung tri liéu géi dau. Cac
chat diéu tri bd trg c6 thé dugc sir dung hozc bao ché cing véi phdi ti theo sang ché
bao gém, chfmg han, cdc hoat chit diéu tri mién dich khéc nhau, nhu xylcosporin,
methotrexat, adriamyxin hodc cisplatimun, khang sinh, chit khing nim, chit khang
virut va chit giy doc mién dich. Chéng han, khi chit dbi khang dugc st dung ngin
ngira, (rc ché hoic diéu tri qua trinh viém phdi hodc bénh ho hip (ching han, hen), hoat
chit c6 thé dugc sir dung ciing véi cdc chit e ché phosphodiesteaza (ching han, chét
tic ché phosphodiesteaza 4), chit gidn phé quan (ching han, cht cht van B2, khang

cholinergic, theophyllin), chdt chii van beta tic dung ngin (ching han, albuterol,
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salbuiamol, bambuterol, fenoter[sigma]l, isoetherin, isoproterenol, leva[iota]buterol,
metaproterenol, pirbuterol, terbutalin va tornlat), chit cha van beta tac dung kéo dai
(ching han, formoterol va salmeterol), cht khang cholinergic tic dung ngin (ching
han, ipratropium bromua va oxitropium bromua), chit khang cholinergic tic dung kéo
dai (ching han, tiotropium), theophyllin (ching han dang bao ché tac dung ngén, dang
bao ché tac dung kéo dai), steroit xong hit (chéng han, beclomethason, beclometason,
budesonit, flunisolit, fluticason propionat -va triamxinolon), steroit ding dudng udng
(ching han, metylprednisolon, prednisolon, prednisolon va prednison), chét chu vén
beta tic dung ngin ké& hop v&i chét khang cholinergic (ching han,
albuterol/salbutamol/ipratopium, va fenoterol/ipratopium), chit chii van beta tic dung
kéo dai két hop véi steroit ding dwdng xdng hit (ching han, salmeterol/fluticason, va
formolerol/budesonit) va cic hoat chit tiéu niém mac (chéng han, erdostein,

axetylxystein, bromheksin, carbocyslcin, guiafencsin va glyxerol dugc iot hoa).

Céc hoat chit dong diéu trj thich hop khac c¢6 thé duge st dung cung vdi khang
thé theo sang ché dé ngan ngira, e ché hodc didu tri hen (ching han, hen di tng), gbm
c6 corticosteroit (ching han, beclomethason, budesonit, fluticason), cromoglycat,
nedocromil, chit chil van beta (chéng han, salbutamol, terbutalin, bambuterol, fenoterol,
reproterol, tolubuterol, salmeterol, fomtero), zafirlukast, salmeterol, prednison,
prednisolon, theophyllin, zileutron, montelukast, va chét diéu bién leukotrien. Phéi tir
theo sang ché c6 thé duoc sir dung ciing v6i mot loat cac chét ddng diéu trj thich hop dé
diéu tri bénh (ch'flng han, bénh do Th-2 gy ra, bénh do YL-A giy ra, bénh do IL-13 giy
ra, bénh do IL-4 gdy ra va ung thu), bao gém xytokin, thude giam dau/ha sbt, thudc

chong noén, va chat hoa tri liéu.

Khang thé theo sang ché c¢6 thé duoc dua vao cac dang dugc phim d3 biét trong
linh vuc k¥ thuat nay hodc nhu dugec md ta & day. Thuit ngit "dugc dung," va cac thuat
ngit twong tw chi dugc phim da duoc chﬁ:ﬁg nhan boi mot co quan ¢6 thdm quyén cta
chinh phu lién bang ho#c chinh phii bang hodc duge néu trong duge dién Hoa Ky hoic
cac dugc dién da duoc cOng nhén khéc dé sur dung trén dong vat va cu thé hon 1a &
nguoi.

Khéng thé khang IL-4, khang IL-13 va khang thé dic hiéu kép khang IL-4/IL-13

c6 thé dugce st dung trén dong vat c6 va va cu thé 13 nguodi, theo cach da dugc biét.
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Phuong phép st dung bao gdm, nhung khong chi gidi han &, ngoai dudng tiéu hoa,
dudi da, ding vao mang bung, ding vao phdi, trong miii, ngoadi mang cing, ding
dudng xong hit va ding qua duong miéng, va néu can didu trj Grc ché mién dich, co thé
ding truc tiép vao vét thuong. Tiém truyén ngoai dudng tiéu hoa gbm co tiép bép, tiém
dudi da, tiém tinh mach, ti€ém dong mach hodc phic mac. Khang thé hodc dugc phém
chira khang thé c6 thé dugc st dung theo dudng ding bit k¥, ching han, bing cach
truyén dich hozic tiém, bing cach hdp thu qua miéng dan biéu bi hodc niém mac da
(ch‘éng han, niém mac mi¢ng, niém mac tryc trang va ni€ém mac rudt, v.v) va cb thé
dugc sir dung ciing véi cac hoat chit sinh hoc khéc. Viéc st dung c6 thé 1a st dung toan
than hoic tai chd. Ngoai ra, c6 thé dua khéng thé diéu tri hodc dugc phém theo sang ché
vao hé than kinh trung wong theo mét dudng dung thich hop, bao gdm tiém vao ndo that
va tiém vao v6 ndo; tiém vao ndo thit c6 thé duge hd trg bing mot dng x6ng ndo thét,
ching han, dugc ndi vao khoang, nhu khoang Ommaya. Ngoai ra, khang thé dugc st
dung mét cach thich hgp bing phwong phép truyén vao mach, dic biét 1a v6i lidu khang
thé giam dan. T4t hon 13, ding dwoc phidm theo dwdng tiém, tét hon nita 13 tiém tinh

mach hogc tiém dudi da, phu thudec mat phﬁn vao viéc st dung ngén hay kéo dai.

Cac hé théng phan phéi thudc khac nhau da dugc biét va c6 thé dugc st dung dé
ding khang thé theo sang ché, bao gdm, ching han, nang héa trong liposom, vi tiéu
phén, vi nang (tham khao Langer, Science 249:1527 (1990); Treat et al., in Liposomes
in the Therapy of Infectious Diseases and Cancer, Lopez-Berestein et al., eds., p. 353-
365 (1989); va Lopez-Berestein, ibid., p. 3'17-327) va cac té bao tai td hop c6 kha ning
biéu hién hop chét; qua trinh nhap bio qua trung gian thy thé (tham khao ching han,
Wu et al., J Biol Chem 262:4429 (1987)); cAu triic axit nucleic nhu mot phin cia vecto

retrovirut hoac cac vecto khac v.v.

Hoat chét ciing c6 thé dugc bao g6i vio vi nang, ching han, bing cac k¥ thuat tao
giot tu hoic bing phwong phdp polyme héa mit tiép xuc, ching han,
hydroxymetylxenluloza hodc vi nang gelatin va vi nang poly-(metylmetaxylat), trong
cac hé phan phéi thudc thé keo (chéng han, liposom, vi cAu albumin, vi nhii tuong, tiéu
phin nano va nang nano) hoic trong dai nhii twong. Céc k§ thuat nay da dugc mé ta

trong tai liéu Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, A. Osal, Ed. (1980).
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Duong diing qua phdi cling c6 thé duge sir dung, ching han, bing cach st dung
may x0ng hit hodc may khi dung, va ché pham chira chat tao sol khi. Khang thé ciing
c6 thé duge ding vao phdi cia bién nap & dang dugc phim déhg kho, tham khao
chang han, US 6,514,496.

Theo mdt phuong an cu thé, c6 thé su dung khang thé diéu tri hodc dugc phém
theo séang ché tai chd vao vung can diéu tri; diéu nay co thé thuc hién duge béng cach,
ching han, va khong chi gi6i han &, truyén tai chd, boi ngoai da, tiém, ding 6ng xong,
dung thude dan hodc miéng cdy, miéng ciy nay c6 thé duoc lam tir vét liéu c6 18,
khong c6 16 hoic gelatin, bao gém mang, nhu mang nhuya silicone hoéc soi. Tét hon 14,
khi dung khang thé theo sang ché, cin than trong khi sir dung cac vat liéu khong hip
phu hozc hip phu protein.

Theo cac phuong 4n khéc, khang thé c6 thé dugce phan phdi vao hé giai phéng co
kiém soat. Theo mét phuong 4n, c6 thé st dung bom (tham khao Langer, Science
249:1527 (1990); Sefton, CRC Crit Ref Biomed Eng 14:201 (1987); Buchwald et al.,
Surgery 88:507 (1980); va Saudek et al., N Engl J Med 321:574 (1989)). Theo mdt
phuong 4n khac, ¢6 thé st dung cac vat liéu polyme (tham khao Medical Applications
of Controlled Release, Langer et al., eds., CRC Press (1974); Controlled Drug
Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen et al., eds., Wiley
(1984); Ranger et al., ] Macromol Sci Rev Macromol Chem 23:61 (1983); tham khao
thém Levy et al., Science 228:190 (1985); During et al., Ann Neurol 25:351 (1989); va
Howard et al., J Neurosurg 71:105 (1989)). Theo mdt phuong 4n khac, hé giai phong

co kiém soat c¢6 thé dugce dat gan dich diéu tri.

Dang bao ché diéu tri cta polypeptit hodc khang thé c6 thé duge bao ché dé bao
quan & dang ché phdm ddng kho hodc dung dich nudc biang cach trong polypeptit c6
d6 tinh khiét mong mudn véi cc chdt mang "duge dung" tiy vy, chat pha lodng, t4
duoc hodc chat dn dinh héa thuong duoc st dung trong linh vuc k¥ thudt nay, nghia 1a,
chit dém, chit on dinh, chéit bao quan, chét déng truong, chét téy khong ion, chét
chéng oxi hoa va cac chét pha tap, tham khao Remington's Pharmaceutical Sciences,
16th ed., Osol, ed. (1980). Céc chét bd troe thuong 1a céc chét khong doc vai nguoi st
dung & liéu luong va néng d6 duogc st dung, do do, ta dugc, chét pha loang, chét mang

va cac chat tuong tu déu 1a cac chat dugc dung.
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AN

Khang thé "dugc phan 1ap" hoic "dugc tinh ché" 1 khang thé gan nhu khong c6
cac vat liéu t& bao hodc cac protein tap khéc tur té bao hoiic md hoic moi truong nudi
céy, hodc gé‘m nhu khong c6 cac tién chit héa hoc hodc cac chit hoa hoc khac khi dugc
téng hop hoa hoc. Thuét ngit "gin nhu khong c6 cac vat lidu té bao" gbm c6 cac ché
phdm khang thé trong d6 polypeptit/protein dugc phan tach tir cac thanh phén té bao
ctia t€ bao tir d6 co6 thé phén I4ap hodc tao ra biang phuwong phép tai té hop protein nay.
Do d6, khang thé gin nhu khong c6 cac vét lidu té bao 14 cac ché phdm khang thé co it
hon khoang 30%, 20%, 10%, 5%, 2,5% hodc 1%, (theo trong lugng khd) protein tap.
Khi khang thé dugc tao ra bing phuong phap tai td hop, t6t hon 13 protein gin nhu
khong 1An mdi truong nudi cdy, nghia 13, mdi trudng nudi cdy chiém ty 18 it hon khoang
20%, 10%, 5%, 2,5% hodc 1% thé tich cta ché phém protein. Khi khang thé dugc tao ra
bang cach tdng hop hoa hoc, tdt hon 14 ché phim protein gin nhu khong l4n cac tién
chét hoa hoc hodc cac chit héa hoc va hop chét khéc, nghia 13, khang thé duogc dé cap
duge tach ra tir cac tién chit hoa hoc hodc cac héa chét khac tham gia vao qué trinh
téng hop protein. Do d6, cac ché phim khang thé nay s& chira it hon khoang 30%, 20%,
10%, 5% hotic 1% (theo trong lugng kho) céc tién chit hoa hoc hodc hop chét khong
phai khang thé dugc d& cap. Theo mdt phuong 4n duge wu tién theo sang ché, khang thé

s& dugc phan 1ap hoic dugce tinh ché.

Theo sang ché, thuét ngir "tir mirc d6 két tu thip dén muc do két tu khong thé phat
hién dugc" chi cdc miu chira khdng qua 5%, khong qué 4%, khong qua 3%, khong qué
2%, khoéng qua 1% va thuong khong qué 0,5% két ty, theo trong lwong protein, dugc
xac dinh bing, ching han, sic ky phén loai kich thudc hiéu ning cao (HPSEC).

Theo sang ché, thuat ngit "tir mirc do phan doan thip dén muc do phan doan
khong thé phat hién dwgc" chi cac miu chira lrgng bing hodc khong qua 80%, 85%,
90%, 95%, 98% hoic 99%, téng lrgng protein, ching han, trong mot dinh don, dugc
xac dinh bﬁng HPSEC, hoic trong hai dinh (chudi ning va chudi nhe) dugc xac dinh
bang, ching han, dién di mao din kht trén gel (tCGE) va khong dinh don nao khéc c6
hon 5%, hon 4%, hon 3%, hon 2%, hon 1% hodc hon 0,5% téng s6 protein, mdi dinh.
Phuong phap rCGE theo séng ché chi dién di mao din trén gel & didu kién khir di dé
khtr lién két disulfua trong khang thé hoic phan tir gibng khang thé.
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Theo sang ché, thuat ngit "dd 6n dinh" va "én dinh" trong ngit canh ché phdm 16ng
chira khang thé 11-4 va/hoic IL-13 hodic manh lién két ctia n6 chi mirc do khang cia
khéng thé hodc manh lién két khang nguyén trong ché phim khang véi su dudi xoén do
nhiét hodc héa hoc, qué trinh két tu, qua trinh thodi hoa hodc phén doan & diéu kién san
xuit, bao ché, van chuyén va bao quan nhét dinh. Céc ché phdm "6n dinh" theo séng
ché s& gitt dugc hoat tinh sinh hoc bing hodc hon 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
hodc 99,5% & diéu kién san xult, bao ché, van chuyén va bao quan nhét dinh. D6 6n
dinh ctia ché phim khang thé c6 thé duoc danh gia bing muc d6 két tu, thoai hoa hoic
phan doan bing cac phwong phéap da biét di v6i nguoi ¢ hiéu biét trung binh vé linh
vuc k¥ thuat nay, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, rCGE, dién di trén gel natri
dodexyl sulfat polyacrylamit(SDS-PAGE) va HPSEC, so vé6i ddi chiing.

Thuét ngt, "chit mang," chi chit pha lodng, t4 dugc hoic chit din thudc dugc st
dung trong diéu tri. Nhitng chit mang sinh 1y c¢6 thé 14 dich 1éng v6 tring, nhu nuéc va
dau, bao gém cac loai ddu mo, mo dong vat, dau thuc vat hoic téng hop, nhu dau lac,
diu d4u nanh, ddu khoang, dau vimg va céc dang tuong tu. Nudc la chit mang khi
dugc phim dugce ding dudng tiém tinh mach. Dung dich mubi sinh 1y va dextroza va
dung dich glyxerol ciing c6 thé dugc st dung 14 chit mang 10ng, dic biét 1a dbi véi
dung dich ti€ém. Céac t4 dugc dugc dung thich hop gém co tinh bdt, glucoza, lactoza,
sucroza, gelatin, mach nha, gao, bot, phén, silica gel, natri stearat, glyxerol monostearat,
talc, natri clorua, vang sita kho, glyxerol, propylen glycol, nudc, etanol va cac chét
trong tw. Duoc phim, néu mudn, co thé chira mot lwong nhé cac chét tao Am va chét
nhii hoa, hodc chit dém pH. Dugc phém co thé & dang dung dich, hdn dich, nhii tuong,
vién nén, vién tron, vién nang, bot, ché phém gidi phong duy tri, va cac dang tuong tu.
Dugc phim c6 thé duge bao ché & dang thude dan, vdi cac chat lién két va chit mang
thong thuong nhu triglyxerit. Ché phim diing dudng miéng ciing c6 thé chira cic chét
mang tiéu chudn nhu mannitol, lactoza, tinh bot, magie stearat, natri saccarin,
xenluloza, magie cacbonat dugc dung. Vi du vé céc chét mang thich hgp dugc md ta
trong "Remington's Pharmaceutical Sciences," Martin. Duogc phdm s& chira lugng c6
hiéu qua khéang thé, tot hon 14 & dang dugc tinh ché, cliing véi mot lugng thich hop chit
mang dé tao ra dang sir dung thich hop v6i ngudi st dung. Nhu da biét trong linh vuc

k¥ thuat nay, dang bao ché s& dwoc thiét ké dé phu hop véi kiéu sir dung.
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Chit dém s& gitip duy tri pH trong khoang twong dwong véi didu kién sinh ly.
Dém t6t hon 1 c6 ndng dd tir khoang 2mM dén khoang 50mM. Chét dém thich hop dé
stt dung theo séng ché bao gdm cé céc axit hitu co va vo co, va mudi ciia no, nhu dém
Xitrat (chéng han, hén hgp mononatri xitrat-dinatri xitrat, hén hop axit xitric-trinatri
xitrat, hdn hop axit Xitric-mononatri xitrat, v.v), dm sucxinat (chéng han, hdn hop axit
sucxinic-mononatri sucxinat, axit sucxinic;natri hydroxit, axit sucxinic-dinatri sucxinat,
v.v), dém tartrat (chéng han, hdn hop axit tartaric-natri tartrat, axit tartaric-kali tartrat,
axit tartaric-natri hydroxit, v.v), dém fumarat (ching han, hdn hop axit fumaric-
mononatri fumarat, axit fumaric-dinatri fumarat, mononatri fumarat-dinatri fumarat,
v.v.), dém gluconat (chéng han, hdn hop axit gluconic-natri gluconat, hdn hop axit
gluconic-natri hydroxit, hdn hop axit gluconic-kali gluconat, v.v), dém oxalat (ching
han, hon hop axit oxalic-natri oxalat, hdn hop axit oxalic-natri hydroxit, hdn hop axit
oxalic-kali oxalat v.v), dém lactat (chftng han, hén hop axit lactic-natri lactat, hdn hop
axit lactic-natri hydroxit, hdn hop axit lactic-kali lactat v.v) va dém axetat (ching han,
hdn hop axit axetic-natri axetat, hdn hop axit axetic-natri hydroxit v.v). DPém phosphat,
dém cacbonat, dém histidin, mudi trimetylamin nhu Tris, HEPES va céc dung dich dém

da biét khac c6 thé duoc st dung.

Chét bao quan cé thé duoc thém vao dé lam cham sy sinh truéng cia vi khuén, va
c6 thé dugc thém vao voi luong tir 0,2% dén 1% (trong lwong/thé tich). Céc chét bao
quén thich hgp d sir dung theo sang ché gdém c6 phenol, benzyl ancol, m-cresol, metyl
paraben, propyl paraben, octadecyldimetylbenzyl amoni clorua, benzyamoni halua
(chidng han, clorua, bromua va iodua), hexametoni clorua, alkyl paraben nhu metyl hodc

propyl paraben, catechol, resorcinol, xyclohexanol va 3-pentanol.

Chét déng truong c6 trong duoc phim dé dam bao muc dod dang treong sinh Iy cta
dugc phdm 16ng theo sang ché va gbm c6 cac ancol dudng polyhdric, t6t hon la
trihydric hodc ancol duong cao hon, nhu glyxerin, erythritol, arabitol, xylitol, sorbitol
va mannitol. Céc rugu polyhydric c6 thé c6 ham luong tir 0,1% dén khoang 25%, theo
trong lugng, tot hon 1a 1% dén 5% tinh theo lwong twong ddi so véi cac thanh phin
khéc.

Chét én dinh héa chi mot nhém ta dugce 16n c6 thé c6 chic ning thay ddi tir chirc

nidng tao khéi dén chat bd trg c6 chirc ndng hoa tan hoat chit diéu tri hodc gitup ngén
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ngira bién tinh hodc dinh hoat chét vao thanh lo chtta. C4c chét én dinh héa dién hinh ¢6
thé 13 rugu da chirc; axit amin, nhu arginin, lyzin, glyxin, glutamin, asparagin, histidin,
alanin, ornitin, L-loxin, 2-phenylalanin, axit glutamic, threonin v.v, hodc cac ancol
duong hodc duong hitu co, nhu lactozé, trehaloza, stachyoza, arabitol, erythritol,
manitol, sorbitol, xylitol, ribitol, myoinisitol, galactitol, glyxerol va cac chit tuong tu,
bao gbém xyclitol nhur inositol; polyetylen glycol; polyme axit amin; cac chit khir chira
lvu huynh, nhu ure, glutathion, axit thioctic, natri thioglycolat, thioglyxerol, a-
monothioglyxerol va natri thiosulfat; cac polypeptit cé trong lugng phén tir thip (nghia
1a, <10 gbc); protein, nhu albumin huyét thanh cta ngudi, albumin huyét thanh bo,
gelatin hodc globulin mién dich; cac polyme ua nuée, nhu polyvinylpyrolidon, saccarit,
monosaccarit, nhu xyloza, manoza, fructoza, glucoza; disaccarit, nhu lactoza, maltoza
va sucroza; trisaccarit nhu raffinoza; polysaccarit nhu dextran va cac hop chét twong tu.
Chét 6n dinh héa c6 ham luong tir 0,1 dén 10000 theo trong lu?(_)‘ng/phén protein hoat
tinh.

Céc t4 duogc pha tap gﬁ‘)m c¢6 chét tao khdi, (chéng han, tinh bot), chét tao cang
(ch'flng han, EDTA), chét chéng oxi hda (chﬁng han, axit ascorbic, metionin hodc

vitamin E) va cac dong dung moi.

Dang bao ché theo sang ché ciing c6 thé chtra nhidu hon mot hoat chét cin thiét
cho mot chi dinh cu thé, t6t hon 13 c4c chit c6 hoat tinh bd tro va khong anh hudng bét
loi dén nhau. Chéng han, c6 thé dua vao thém chét e ché mién dich thich hgp. Cac
phan tit ndy s& c6 ham lugng thich hop trong hdn hop dé c6 thé tao ra tac dung c6 hiéu

qué doi véi muc dich st dung.

Theo sang ché, thuat ngit "chit hoat dong bé mat" chi céc hop chét hitu co c6 ciu
trac ludng cuc, cu thé 13, dugc tao bdi cac nhom c6 tinh tan dbi nghich nhau, thuong la
mdt chudi hydrocarbon tan trong diu va mdt nhom c6 tinh ion tan trong nudc. Chét
hoat dong bé mit ¢ thé dugc phan loai, dua vao dién tich cia géc hoat dong bé mit,
thanh chét hoat dong bé mit anion, cation va khong ion. Chét hoat dong bé mit thuong
dugc st dung 1a cac chét tao 4m, nhil hoa, chit hoa tan va chét phén tan d6i voi cac loai

dugc phdm va ché phdm nguyén liéu sinh hoc khac nhau.

Céc chét hoat dong bé mat khong ion hodc chét téy (con dugc goi 1a "chét tao

am") c6 thé dugc thém vao dé gitip hoa tan-hoat chét, cling nhu bao vé hoat chét khoi sy
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két tu do qua trinh lic, didu nay cﬁng cho phép dugc phim duoc boc 16 véi cac ap luc
kéo bé mit ma khong lam bién tinh protein. Céc chét hoat dong bé mat khong ion thich
hop gdm c6 polysorbat (20, 80 v.v), polyoxamer (184, 188 v.v), Pluronic® polyol va
polyoxyetylen sorbitan monoete (TWEEN-20®, TWEEN-80® v.v). Céc chét hoat
dong bé mit khong ion c6 thé co trong ché phdm & ndng d6 khoang 0,05mg/ml dén

khoang 1,0mg/ml, t6t hon 13 khoang 0,07mg/ml dén khoang 0,2mg/ml.

Theo séng ché, thuat ngit, "mubdi vo co," chi hop chat bat ky khong chira cacbon
do su thay thé mét phan hoic tit ca nguyén tir hydro hodic mot gdc axit bang kim loai
ho#c nhém hoat déng nhu kim loai, va thudng dugc st dung 13 chét diéu chinh truong
luc trong dugc phdm va cac ché phim nguyén liéu sinh hoc. Cac mudn vé co thuong

gip nhét 1a NaCl, KC1, NaH,PO, v.v

Séng ché dé cap dén céac dugc phém long c6 d6 dn dinh & cac nhiét do trong tu
lanh hodc ti bdo quan c6 ban trén thi trudng, nhu tir khoang -20°C dén khoang 5°C, 4%
4n dinh nay dugc danh gia béng, chéng han, sic ky phén loai kich thudc hi€u ndng cao
(HPSEC), dé bao quéan, nhu trong khoang 60 ngay, trong khoang 120 ngay, trong
khoang 180 ngdy, trong khoang 1 nim, trong khoang 2 nim hoic nhidu hon. Dugc
pham 16ng theo sang ché con ¢ do én dinh nhu duogc danh gia ching han bing HSPEC,
& nhiét d6 phong, trong it nhit mét vai gid, nhu 1 gi0, hai gio hodc khoang 3 gi¢ trudc

khi st dung.

Thuét nglt "phan t nhd" va c4c thuit ngit twong tw gdm cac chit, nhung khong
chi gi6i han &, peptit, cic phan tir gid peptit, axit amin, ddng phin axit amin,
polynucleotit, ddng phan polynucleotit, nucleotit, ddng phén nucleotit, cic hop chit hitu
co hodc vd co (nghia 1a, bao gém cac hop chét dj hitu co va/hoic hop chét hiru co — kim
loai) c6 trong lwgng phan tir it hon khoang 10000g/mol, cac hop chit v6 co hodc hitu co
c6 trong lugng phan tir it hon khoang 5000g/mol, cac hop chit hitu co hodc vo co ¢6
trong lugng phan tir it hon khoang 1000g/mol, cac hgp chat hitu co hodc vo co ¢6 trong
lwgng phan tr it hon khoang 500g/mol, va mudi, este, va cac dang dugc dung khac cta

nhiing hop chit nay.

Do d6, trong truong hop ung thu, khang thé theo sing ché c6 thé duogc sir dung
riéng r& hoic cling véi cac loai chit diéu tri ung thu khac, bao gdm céc chit hoa tri liéu

thong thuong (paclitaxel, carboplatin, cisplatin va doxorubicin), chit chéng EGFR
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(gefitinib, erlotinib va cetuximab), chit chéng tdn tao mach (bevacizumab va sunitinib),

cling nhu c4c chat diéu bién mién dich, nhu interferon-o va thalidomit.

Theo sang ché, thuét ngit "hoat chét diéu tri" va "cac hoat chét diéu tri" chi (céac)
hop chit bét ky cé thé duoc st dung trong qué trinh diéu tri, kiém soat hodc gidm nhe
bénh, rbi loan va cac tinh trang twong tw lién quan dén rdi loan qua trinh chuyén hoa va

hoat tinh cua IL-4 va/hodc IL-13.

Ngoai ra, khang thé theo sang ché c6 thé duogc lién hop v6i céc phan tir hiéu tng
khac nhu céc polypeptit, dugc chét, nucleotit phong xa hodc chét ddc, tham khao, chéng
han, WO 92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; US 5,314,995; va EP 396,387.
Khang thé hoic manh khang thé c6 thé dwoc lién hop v6i mot gbe didu tri nhu chét gay
doc té bao (chéng han, chit kim t& bao hodc chit gay chét té bao), chét diéu tri hodc ion
kim loai c6 hoat tinh phéng xa (ching han, chét phét sang o 213Bi). Chét gy doc té
bao 1a mot hoat chit bit ky c6 hai dbi véi té bao. Vi du nhu paclitaxol, cytochalasin B,
gramixidin D, ethidium bromua, emetin, mitomyxin, etoposide, tenoposide, vincristin,
vinblastin,  colchixin, doxorubixin, daunorubixin, dihydroxy anthracindion,
mitoxantron, mithramyxin, actinomyxin D, 1-dehydrotestosteron, glucocorticoid,
procain, tetracain, lidocain, propranolol va puromyxin va cic ddng phan cia chung. Céc
hoat chat didu tri gdm c6, nhung khong chi giéi han &, cac chit chdng chuyén héa
(chéng han, methotrexat, 6-mercaptopurin, 6-thioguanin, xytarabin, 5-flouracil va
decarbazin), chét alkyl hoa (chéng han, mecloetamin, chlorambucil, melphalan,
carmustin (BSNU) va lomustin (CCNU), xyclothosphamit, busulfan, dibrommannitol,
streptozotoxin, mitomyxin C, va cis-diclodiamin platinum (II) (DDP) cisplatin), thudc
chdng u budu (ching han, daunorubixin, daunomyxin va doxorubixin), khang sinh
(ching han, dactinomyxin, actinomyxin, bleomyxin, mithramyxin va anthramyxin

(AMCQ)), va chét chéng phan bao (ching han, vincristin va vinblastin).

Céc k¥ thuat lién hop gdc didu tri véi khang thé da dugc biét rd, tham khao, ching
han, Arnon et al., in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.),
p. 243-56 Alan R. Liss (1985); Hellstrom et al., in Controlled Drug Delivery, 2nd ed.,
Robinson et al., eds., p. 623-53, Marcel Dekker (1987); Thorpe, in Khang thé don dong
'84: Biological va Clinical Applications, Pinchera et al., eds., p. 475-506 (1985); Clone
Antibody For Cancer Detection va Therapy, Baldwin et al., eds., p. 303-16, Academic
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Press (1985); va Thorpe, et al., Immunol Rev 62:119 (1982). No6i cach khac, khang thé
c6 thé duoc lién hop v6i mot khang thé thir hai dé tao ra thé dji lién hop khang thé, nhu
khéng thé hai chirc nang, tham khao, ch'fmg han, US 4,676,980.

Céc thé lién hop theo sang ché ¢ thé duoc sir dung dé bién dbi mot dap tng sinh
hoc xéc dinh, hoat chat diéu tri hodc dugc chét khoéng nén hiéu 14 chi han ché & c4c hoat
chit diéu tri héa hoc c¢d dién. Ching han, dugc chit c6 thé 1a protein hodc polypeptit ¢6
hoat tinh sinh hoc mong mudn. Cac protein nay c6 thé bao g@)m, chéng han, doc td nhu
abrin, rixin A, ngoai ddc td caa pseudomonas, hoac ddc tb diphtheria; protein nhu yéu
t6 hoai tir ung thu, o-interferon, p-interferon, yéu tb sinh trudng thin kinh, yéu t6 sinh
trudng thu duge tir tiéu ciu, chit hoat hoa plasminogen md, chit gy chét theo chuwong
trinh, ching han, TNF-a, TNF-B, AIM I (WO 97/33899), AIM II (WO 97/34911), phéi
tir Fas (Takahashi et al., Int Immunol, 6:1567 (1994)), VEGF (WO 99/23105); chat gay
khuyét khéi; chét chéng tan tao mach, chéng han, angiostatin hodc endostatin; hodc chét
didu bién dap Ung sinh hoc nhw, ching han, lymphokin, interleukin-1 (IL-1),
interleukin-2 (IL-2), interleukin-6 (IL-6), yéu té kich thich dam té bao dai thuc bao
bach cau hat (GM-CSF), yéu td kich thich tao d4m té bao bach cau hat (GCSF) hodc cac

yéu t6 sinh trudng khéc.

Dugc pham duge st dung in vivo cin phai vo tring. Diéu ndy c6 thé thuc hién
dugc, ching han, bing cach loc qua mang loc vo tring. Ching han, dugc phim 16ng
theo sang ché c6 thé duoc vo trung bing cach loc st dung mang loc 0,2pum hodc

0,22pm.

Céc dang bao ché giai phéng duy tri c6 thé dugce bao ché. Vi du vé dang bao ché
giai phéng duy tri gdm c6 chit nén ban thdm cua cic polyme ki nuéc dan rin chira
khéng thé, c4c chit nén & dang dinh hinh. Vi du vé dang chit nén giai phong duy tri
gdm c¢6 polyeste, hydrogel (ching han, poly(2-hydroxyetylmethacrylat),
poly(vinylancol)), polylactit (US 3,773,919), copolyme ctia L-axit glutamic va etyl-L-
glutamat, etylen-vinyl axetat khong phan hity, copolyme axit lactic-axit glycolic c6 thé
phan hiy duge (nhu dang vi cdu c6 thé tiém duoc tao bdi copolyme axit lactic-axit
glycolic) va poly-D-(-)-3-hydroxybutyric. Khi polyme nhu etylen-vinyl axetat va axit
lactic-axit glycolic c6 thé duy tri qua trinh giai phong trong 100 ngiy, mot sé dang

hydrogel giai phéng protein trong thdi gian ngén hon. C6 thé sir dung cac phuong phép
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hop 1y dé 6n dinh ché phdm phu thudc vao co ché lién quan. Ching han, néu co ché két
tu c6 lién quan dén qua trinh hinh thanh lién két S-S noi phan tir qua sy trao ddi thio-
disulfua, c6 thé én dinh hoa ché phim bang cach bién ddi cac gbe sulthydryl, d6ng kho
tr dung dich axit, kiém soat lugng dm, st dung céc chét phu gia thich hop, thay thé axit

amin va tao ra cac ché pham chat nén polyme dic hiéu.

Ché phdm khang thé hoidc bién thé s& dugc bao ché, phan lidu va st dung theo
cach phu hop véi myc dich st dung. Céc yéu t§ cin xem xét trong tmg dung nay gdém
c6 rbi loan cu thé cin diéu tri, ddng vat c6 vi hodc ngudi cu thé duoc diéu tri, tinh trang
1Am sang cia ting bénh nhan cu thé, nguyén nhén cia rdi loan, vi tri dung thudc,
phuong phap st dung, thoi gian st dung, va cac yéu t6 khac da duge biét dbi véi cac
chuyén gia y té. Thuat ngit "lwvong c6 hiéu qua diéu tri" cua khang thé hoic bién thé cin
dugc sit dung s& dugce didu chinh sau khi xem xét tit ca céc yéu t6 trén, va co thé 1a
lugng t51 thiéu can dé ngin nglra, gidm nhe hoidc diéu tri bénh, tinh trang hodc r6i loan

do IL-4 va/hodc IL-13 gay ra.

Khang thé hodc bién thé tuy ¥ dugc bio ché cliing véi mot hodc nhidu hoat chét
hién dugc s dung dé ngin ngira hoic diéu tri rdi loan. Lugng c6 hi€u qua diéu tri coa
nhitng hop chét khac nay phu thudc vao lugng khéng thé c6 trong ché phim, loai rdi
loan hoidc diéu tri va cac yéu td khac néu trén. Nhitng hoat chét nay thuong dugce st
dung véi liéu lwong gidng nhau véi dudng dung twong tu nhu dugc st dung trudc day

hoic khoang tir 1 dén 99% lidu luong da dugc st dung trude day.

Theo séng ché, thuat ngit "lugng c6 hiéu qua" chi lwong ciia hoat chit diéu tri
(chéng han, hoat chét diéu tri du phong hogc diéu tri), do dé lam giam dugc mic do
nghiém trong va/hodc qud trinh cia bénh do IL-4 va/hodc IL-13 giy ra, gidm nhe mét
hozc nhiéu triéu chirg bénh, ngin ngira sy tién trién cia bénh do IL-4 va/hodc IL-13
gdy ra hodc tao ra su thodi lui ctia bénh, hoic 1a du dé ngan ngura sy phat trién, tai phat,
xuét hién, hodc dién tién cua bénh do IL-4 va/hoic IL-13 gay ra hoic médt hoic nhiéu
triéu ching cta bénh, hodc ting cudng hodc cai thién tic dung diéu tri du phong
va/hogc diéu tri cia mdt chét didu tri khac (ching han, chét didu trj khéc) hitu dung d&

didu tri bénh do IL-4 va/hodc IL-13 gay ra.

Lugng khéng thé hozic manh khang thé didu tri ¢6 hicu qua trong st dung hodc

di€u tri mdt roi loan hodc tinh trang cy thé s& phu thudc vao ban chat ctia rdi loan holic
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tinh trang d6, va c6 thé duoc xac dinh bing cac k¥ thut 1am sang tiéu chudn. Khi c6
thé, duong cong dap tng lidu va dugc phdm theo sang ché déu tién s& dugc thibt lap in
vitro. Néu c6 mot mau hinh dong vat thich hop, mdt 14n nira c6 thé thu dugc duong
cong dap ung liéu va s lidu nay s& duoc st dung dé ngoai suy lidu ding cho ngudi.
Tuy nhién, dua trén hiéu biét chung trong linh virc k§ thuat nay, duoc phim c6 hidu qua
trong viéc kich thich qué trinh giam tic dung gy viém, ching han, c6 thé tao ra ndng

dd hoat chat tai chd tir khoang 5 va 20ng/ml, va, t6t hon 13, tir khoang 10 dén 20ng/ml.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, dung dich nuée ctia polypeptit didu tri, khang
thé hoic manh khang thé c6 thé dugc sir dung bing cach tiém duéi da. Mdi liu c6 thé
thay dbi tir khoang 0,5mg dén khoing 50mg/kg thé trong, hoic tét hon nira 13, tir
khoang 3mg dén khoang 30mg/kg thé trong. Liéu lugng c6 thé dwgc xé4c dinh theo kinh
nghiém dbi véi loai bénh, nhém bénh nhan, kiéu st dung cu thé va cac yéu tb tuong tu,

céc phuong phép thuc hién da dugc biét trong linh vic k§ thuat nay.

Ché dd ligu dé dung qua dwong dudi da c6 thé thay ddi tir 1 1An/tudn dén hang
ngay phu thudc vao sé luong cac yéu t6 14m sang, bao gdm loai bénh, muc do nghiém

trong ciia bénh va d¢ nhay cam cia dbi tuong véi hoat chét diéu tri.

Sang ché dé cap dén cac phuwong phép bao ché duge pham dang 10ng chira khang
thé hoic manh khéng thé lién két voi IL-4 va/hoic IL-13, phuong phép nay bao gdm
viéc ¢ dic phan doan cla khang thé di tinh ché dén ndng d6 cudi cing khoang
15mg/ml, khodng 20mg/ml, khodng 30mg/ml, khoang 40mg/ml, khoang 50mg/ml,
khoang 60mg/ml, khoing 70mg/ml, khoang 80mg/ml, khodng 90mg/ml, khoéang
100mg/ml, khoang 200mg/ml, khodng 250mg/ml, khoang 300mg/ml hoic cao hon bing
cach st dung, ching han, mang ban thim véi gi6i han trong lwong phéan tir (mw) (ching

han, 30kD gi6i han cho manh khang thé F(ab')2; va 10kD dbi v6i manh khéang thé Fab).

Ngoai ra, séng ché con dé cap dén cac duoc phdm dang léng 6n dinh chira cac san
phim dugc d& cap c6 thoi gian ban hiy in vivo duge cai thién. Do d6, khang thé duoc
& cép c6 thoi gian ban hay trong d6i tugng, t&t hon 1a ngudi, 16n hon 3 ngay, 16n hon 7
ngay, 16n hon 10 ngay, 16n hon 15 ngay, 16n hon 25 ngay, 16n hon 30 ngay, 16n hon 35
ngay, 16n hon 40 ngay, 16n hon 45 ngay, 16n hon 2 thang, 16n hon thang, 16n hon 4
thang, 16n hon 5 thang hodc hon.
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Dé kéo dai thoi gian tudn hoan trong huyét thanh cta khang thé in vivo, cac k§
thudt khac nhau da dugc st dung. Chang han, phin tir polyme tro, nhu polyetylen
glycol trong lugng phan tir cao (PEG), ¢6 thé duoc gin vao khang thé c6 hoic khong c6
doan lién két da chirc ndng qua lién két ddc hiéu vi tri cia PEG vé6i diu N hoic vé6i diu
C ctia khang thé hodic qua nhém € amin c6 trong gbc lyzin. Qua trinh tao din xuét voi
polyme thing hodc phan nhanh s& tao ra mirc 4 mét hoat tinh sinh hoc t8i thidu. Mitc
d6 lién hop c6 thé duge kiém soat chit ch& bing SDS-PAGE va do quang phd khéi dé
dam bao sy lién hgp chinh x4c clia cac phan tir PEG véi khang thé. PEG khong phan
ting c6 thé dwgc phan tach tir thé lién hop khang thé-PEG bing sic ky chon loc kich
thudc hodc sic ky trao dbi ion. Khéang thé dugc lién két v6i PEG c¢6 thé duoc thu
nghiém hoat tinh lién két cling nhu hoat luc in vivo st dung c4c phuong phap da biét
trong linh vuc k¥ thuat nay, chéng han, béng cac thr nghiém mién dich dugc md ta &
day.

Khéng thé c6 thoi gian ban hiy in vivo duge gia ting ciing c6 thé duoc tao ra bang
cach tao ra mdt hogc nhiéu bién ddi axit amin (nghia 13, thay thé, thém hoic loai bd)
trén ving cb dinh IgG, hodic manh lién két véi FcR (nhu manh Fe hogic viing Fc ban 18),

tham khao, chﬁng han, WO 98/23289; WO 97/34631; va US 6,277,375.

Hon nita, khang thé c6 thé dugc lién hop véi albumin dé tao ra khang thé én dinh
hon in vivo hodc ¢6 thoi gian bén hily in vivo dai hon. Céc k§ thuat ndy da dugc biét
trong linh vuc k§ thuét nay, tham khio ching han, WO 93/15199, WO 93/15200 va
WO 01/77137; va EP 413622. Khéang thé ciing ¢6 thé dugc cai bién, ching han, bing
cach glycosyl hod, axetyl hod, phosphoryl hod, amit hoa, tao din xuét bang cac nhém
bao vé/phong bé da biét, phan cét thuy phan protein, lién két v6i phéi tir ndi bao hodc

céc protein khéc va cac k¥ thuat tuong tu.

Theo mot phuong 4n, dugc phim duge bao ché theo cic phuong phép quen thudc
& dang duge phim duoc lam phi hop dé dung duodng tiém tinh mach cho ngudi. Thong
thuong, duge phdm ding dudng tiém tiém tinh mach 1a dung dich trong dém ding
truong vo tring. Khi cin, dwoc phim c6 thé chira chét hoa tan va chét gay t€ cuc by nhu
lidocain hodc cac chit gdy t€ dang “cain” khac dé 1am diu ndi dau tai vi tri ti€ém. Thong
thuong, céc thanh phan dugc cung cip mot cach riéng r€ hodc dugc tron véi nhau thanh

dang lidu don vi, chéng han, & dang bot dong kho hodc dang c¢6 dic khong chira nude
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trong binh chira dugc han kin, nhu 6ng tiém hodc gobi thudc chi ro ham lugng cuia hoat
chat. Khi dwoc phim dugc st dung qua dudng truyén tinh mach, dugc phim c6 thé
dugc phan tan vao lo truyén dich chira nude cit pha tiém hodc mudi sinh ly vd trung.
Khi duge phim duge ding qua dudng tiém, lo thudc tiém chia nude cht pha ti€m vo
trung hoac mubi sinh ly co thé duoc cung cép, chéng han, trong mot kit, dé cac thanh

phan c6 thé dugc tron véi nhau trude khi st dung.

Sang ché con dé cap dén duoc phém dang 16ng dugc bao goi trong lo chira duoc
han kin nhu lo thubc tiém hoic géi thudc chi rd ham luong cta san phim theo sang ché.
Dugc phdm dang 10ng theo sang ché c6 thé duge chira trong 1o chira da han kin chi rd
ham Iuwong va ndng do cta khang thé hodc méanh khang thé. Dugc phdm dang 1éng theo
séng ché co thé dugc cho vao loc chta d3@ han kin véi
it nhét 15mg/ml, 20mg/ml, 30mg/ml, 40mg/ml, 50mg/ml, 60mg/ml, 70mg/ml,
80mg/ml, 90mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml, 200mg/ml, 250mg/ml, hodc 300mg/ml
khéng thé khéng IL-4 va/hoac IL-13 véi 1ml, 2ml, 3ml, 4ml, 5Sml, 6ml, 7ml, 8ml, 9ml,
10ml, 15ml hodc 20ml dung dich, chfxng han.

Bao bi ctia nha san xuét 14 cic nguyén liéu hitu ich déi véi qua trinh diéu tri cac
rdi loan néu trén cling duge dé cap theo sang ché. Céac nguyén liéu nay gém c6 lo chira
va nhin. Céc loai 1o chtra thich hop gém co, chéng han, chai, lo, bom tiém va 6ng
nghiém. C6 thé san xuat lo chira tir c4c loai nguyén liéu khéc nhau nhu thuy tinh hodc
nhua. Lo chta gitt dugc phém c6 hi€u qua trong chin doan, ngén nglra hodc diéu tri
bénh hodc tinh trang do IL-4 va/hodc IL-13 giy ra va c6 thé c6 nip vo tring (ching
han, lo chira c6 thé 1a tui dung dung dich tiém tinh mach hoic 1o c6 nép ¢6 thé choc qua
béng kim tiém). Nhan trén hodc trong lo chira chi ra thanh phén dugc st dung dé didu
tri tinh trang lién quan. Bao bi ctia nha san xuét c6 thé chira thém mot lo chira th hai
chita dém dugc dung, nhu dung dich mudi sinh Iy duge dém phbsphat, dung dich
Ringer va dung dich dextroza. Bao bi con c6 thé gdm cac vét liéu khac duoc yéu ciu tir
khia canh thuong mai va quan diém ciia ngudi ding, bao gdm dém, chét pha lodng,

mang loc, kim tiém, bom tiém va t& huéng dan st dung.

Sang ché s& duge thi nghiém theo mot sb phuong an trong phén vi du thuc hién

sang ché sau day.

Vi du thire hién sang ché
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Vi du 1: Gidi trinh tw vimg Fv ciia khdng thé don dong khdng IL-13 nguwoi ciia chudt
dong B-B13

Hoa chat duge st dung trong phuong phap dudi day 1a khang thé don dong khang
IL-13 cta chudt dong B-B13 mua tir Cell Sciences, Inc. (Canton, MA, USA). Cell
Sciences 14 nha cung cp tai M§ ciia Diaclone (Besangon, France), cdng ty san xuét

khang thé B-B13.

Trinh ty axit amin ciia khang thé don dong khang IL-13 cua dong B-B13 dugc xéac
dinh bang cach két hop phwong phép doc trinh tw du tén cung N theo phuong phap
Edman va phén tich quang phd khéi. Khang thé dugc tién hanh theo cac phuong phéap
khac nhau duéi day dé tao ra cac polypeptit hodc peptit manh khang thé, va polypetpti
dugc phan doan bang cac phuong phap khéc nhau dé chudn bi mAu sau d6 s& dugc tién
hanh doc trinh tw d4u tan cing N theo phuong phédp Edman, va phan tich sic ky 16ng-
quang phd khdi/quang phd khéi (LC-MS/MS) cing véi phuong phép so sanh trinh tu

tuong ddng trén co s dir lidu trinh tu protein.

SDS-PAGE khang thé, dang khéng dugc xi ly hodc da qua xu ly véi
pyrogluamino peptidaza, dé tach chudi nhe va chudi ning, sau d6 1a thidm tach vao
mang polyvinyliden florua (PVDF) va doc trinh tur d4u tin ciing N theo phuong phap

Edman doi véi céc bang.

Qué trinh thuy phén protein mdt phan dugc gii han véi cac proteaza dic hiéu cta
khéng thé sau SDS-Page va thdm tach vao mang PVDF va doc trinh tw ddu tin cung N
theo phuong phdp Edman cia céc bang.

Phén cit hoa hoc mot phin c¢6 gi6i han cac bing khang thé toan phan, hodc chudi
ning va chudi nhe trén gel SDS-Page, sau d6 1a SDS-Page va thim tach vao mang
PVDF va doc trinh tw du tan ciing N theo phuong phap Edman céc bang.

Qu4 trinh thuy phan protein cac bing khang thé toan phan hoic chudi ndng va
chudi nhe trén gel SDS-Page bing céc proteaza dic hidu va phan tich LC/MS/MS.

Qua trinh thuy phén protein cdc bang chudi ning va chudi nhe trén gel SDS-Page
bing cac proteaza dic hiéu sau d6 1a sic ky phéan doan ép luc cao ddo pha (rp-hplc), va

sau d6 1a doc trinh ty ddu t4n cing N theo phuong phip Edman va phan tich
LC/MS/MS céc phén doan.
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Qu4 trinh thuy phan protein c6 giéi han khang thé bing proteaza papain, phin
doan bing Fd (manh VH-CHI1 cia chudi ning khang thé) bing SDS-Page, qua trinh
thuy phan protein bing cac proteaza dic ﬁiéu, sic Iy 1éng hiéu ning cao dao pha (rp-
hplc), va sau d6 14 doc trinh ty d4u tan cung N theo phuong phap Edman va phan tich
LC/MS/MS céc phan doan.

Vi du 2: Gidi trinh tw vimg Fv ciia khdng thé don dong khding il-4 ngwoi ciia chudt
dong 8d4-8

Khang thé don dong khang IL-4 cua chudt dong 8D4-8 dwoc mua tir Biozol
diagnostica Vertrieb GmbH (Eching, Germany). Biozol 1a nha phan phdi tai Ptc cta
BioLegend (San Diego, CA, USA) cong ty san xuét khang thé 8D4-8.

Trinh ty axit amin khang thé don dong khang IL-4 ctia chudt (dong D4-8) duoc
xéc dinh bang cach két hop phwong phap doc trinh ty du tn cung N theo phuong phép
Edman va phén tich quang phd khéi (Pham et al., 2006, Anal. Biochem. 352: 77-86;
Roberts et al., 2005, Anal. Chem. 67: 3613-25). So lwoc 13, khang thé du tién duoc
phan tach thanh chudi nhe va chudi ning va sau d6 mdi chudi duge phan ct bing cac
proteaza ddc hiéu trinh tu hoic héa hoc. Céc peptit tao ra dugc phan cét bing sic ky
d4o pha va phan tich bang quang phd ion hoa/khtr hip thu laze dwoc hd tro bang chit
nén (MALDI) va/hoic LC-MS/MS. Cac peptit duy nhét ciing nhu chudi nhe va chudi
ning nguyén ven sau d6 duoc tién hanh doc trinh ty theo phwong phap Edman dé xéc

dinh r6 rang trinh tu protein.

Vi du 3: Tao ving Fv ciia khdng thé d(rh dong khdng IL-13 ngwoi ciia chudt dong

B-BI3 giong nhw ciia ngwoi

Phuong phap 1am cho c6 tinh chét giéng ngudi duge moé ta trén day dwoc jsd dé
lam cho c6 tinh chét gidng nguoi dong B-B13. Sau phién ban dugc lam gidng nhu cia
ngudi duge dé xudt gdbm c6 cic dot bién trong ving CDR dé tac dong vao cac gbe cin
gdy dot bién (vi tri khir amit hod, metionin dugc boc 16 véi dung moi, cac vi tri khong
bén vdi axit).

Céc trinh tw VL & VH cia B-B13 dugc so sanh trinh ty véi phién ban dugc tao ra
vao thang 7/2007 ciia ngan hang dit li€u Protein Data Bank (PDB). Céc trinh tu axit
amin ctia chudi nhe va chudi ning giéng nhidu nhét duoc thu lai. Phan tir twong ddng

nhiéu nhit véi ving bién ddi chudi nhe 1a 1EGJ. Phan ti twong ddng nhidu nhét véi
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viing bién ddi chudi ning 1a 1FNS. Céc cdu tric 1EGJ & 1FNS dugc sir dung dé tao ra
md hinh d6 twong ddng ciia ving bién dbi sau d6 duge tdi thidu hoa nang lugng st
dung cac phwong phép tiéu chudn duge thuc hién trong méi trudng vin hanh phén ti
(MOE). MOE 14 mdt tip hop céc phan mém toan dién thiét ké thubc duwgc hd trg bing
mdy tinh dugc phan phdi béi tip doan Chemical Computing. Tinh toan dong luc phan
ttt (MD) ciia md hinh twong ddng 3D cua B-B13 dugc thuc hién trong 1,7 nano gidy
trong dung méi truong tuyét ddi Generalized Born. 1,700 diém anh hinh thanh tir quy
dao MD sau d6 dugc st dung dé thuc hién tinh toan, d6i véi tirng axit amin B-B13, su
phan phdi d6 1éch chuin cn binh phwong trung binh (rmsd) so v6i diém medoid tham
chiéu. Kiém tra théng ké so sanh phan phdi rmsd cua timg axit amin v6i phan phéi
rmsd toan ph?m, duge sir dung dé xac dinh liéu axit amin d6 c6 da do linh hoat hay
khong, nhu thiy trong MD, dé dugc xem xét kha ning tuong tac v6i thu thé t& bao B va
dap tmg dbi véi qua trinh hoat hoa dap tmg mién dich. Céc vi tri linh hoat cua vung
bién dbi B-B13 ciia chudt dugc so sanh véi cac vi tri tuwong g trong trinh ty khang thé
nguoi trong phién ban thang 1/2007 cua co s dit liéu ImMunoGeneTics da dugce tai
xudng tai chd. Chi c¢6 nhitng gbc c6 do linh hoat 16n hon 3 14n véi mire trung binh va
mdt s6 gbc bén canh bao toan cu trac 3D coa nhitng gbc linh dong d6 duoc giit lai dé
thyc hién tim kiém. Ving bién dbi cua khang thé ngudi véi cac gbe linh dong tuong
déng nhiéu nhit, cung vé6i céc vi tri trong vong ban kinh 5,0A ciia CDR, dugc chon dé
thay thé cac gbc linh dong trong ving bién ddi ctia khang thé B-B13 cua chudt. Mot sb
dot bién trong CDR cling dugc dua vao céc phién ban dé xuét dé tranh cc gbc gy tro
ngai. Céc ciu trac trinh tu Lip lai sau day dugc xem xét: Asp-Pro (lién két khong bén
voi axit), Asn-X-Ser/Thr (glycosyl hod), Asn-Gly/Ser/Thr (vi tri khit amit hoa trong
vung dugc boc 10), Met (qué trinh oxi hod trong viing dugc bdc 19). Céc trinh tu dugc
lam giéng nhu ciia ngudi hinh thanh dwgc so sanh trinh tu d& x4c dinh do tuong ddng
trinh tu v6i co s& dit liéu UniProtKB/Swiss-Prot d4 tao ra do tin cay ddi véi gia thiét 1a
hop ly. D4 phat hién dwoc ring tit ca cac trinh ty déu c6 muc do trong ddng cao voi
mot s khang thé ngudi. Ngoai ra, khong c6 trinh tu nio chira cac epitop da biét cta té
bao B- hodc T dugc Iuu trong co s¢ dit liéu Immune Epitop va Analysis Resource (co
s& dit liéu IEDB).

3 phién ban d6i v6i chudi ning (H1, H2, H3) va 3 phién ban dugc d& xuit déi voi

chudi nhe (L1, L2, L3). Ba phién ban ctia chudi nhe thu dugc tir CAA83271.1 (sb déng
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ky Genebank CAA83271). Phién ban L1 ¢6 4 dot bién. Phién ban L2 ¢6 thém hai dot
bién dé loai bé vi tri DP (Pro99) trong CDR3. L3 dua vao thém hai dong vat trong céc
vung CDR khi dugce so sanh véi L2 hai vi tri dwgc cho 1a cac vi tri khir amit hoa
(N34Q, N96A). Cac phién ban H1, H2 va H3 cta chudi ning thu dugc tir CAC39364.1
(s6 ding ky Genebank CAC39364). Pay khong phai khudn c6 diém sb t6t nhit nhung
1a khuon c6 diém sb cao nhat khong chtra céc trinh ty c6 do twong ddng cao (> 70%)
véi céc trinh ty ¢ tinh sinh mién dich da biét. Phién ban H1 chtra 6 dot bién va trinh tu
H2 chtra thém hai d6t bién dé loai bé ba vi tri khir amit hoa (N60A, N73T, va N83T).
Viéc danh sd thi ty axit amin phan 4anh trat tu ty nhién trong (tir diu N dén dau C). H3
chra thém hai dot bién (Y100R & D106K) cac dot bién dwoc cho 1a 1am gia ting kha
ning. 6 t& hop bién thé VL va VH dugc d& xuit dé tao khang thé dugc 1am gidng nhu
cua nguoi: VL1xVHI, VL2xVH2, VL1xVH3, VL3xVHI1, VL3xVH2 va VL3xVH3.
Nhu néu trong bang 1, cic thay ddi axit amin duoc tao ra trong bién thé VL va VH
dugc lam giéng nhu ctia ngudi ciia B-B13 bing céch sir dung k¥ thuat tai tao b& mit
dugc md ta trong phan mod ta chi tiét sang ché. Cot bén trai chi ra axit amin gbc va vi tri

ctia chung trong khang thé mAb B-B13 ctia chudt.

Bang 1

Chudi nhe (Panh s thir tu) (VL1) (VL2) (VL3)
Asnl Asp Asp Asp
Asn34 Asn Asn GIn
Pro44 Ala Ala Ala
Glu83 Gln Gln Gln
Asp85 Glu Glu Glu
Asn96 Asn Asn Ala
Pro99 Pro Ser Ser

4 dotbién | 5 dotbién 7 dot bién

Chudi ning (VH1) (VH2) (VH3)
GlInl Glu Glu Glu
Serl5 Gly Gly Gly
GInl6 Gly Gly Gly
Asn60 Asn Ala Ala
Ser61 Asp Asp Asp
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Asn73 Asn Ser Ser

Lys81 Glu Glu Glu

Asng3 Asn Thr Thr

GIn86 Arg Arg Arg

Tyr100 Tyr Tyr Arg

Aspl06 Asp Asp Lys
6 dotbién | 9 dot bién 11 dot bién

Vi du 4: Tao ving Fv ciia khdng thé don dong khdng IL-4 nguwoi ciia chudt dong

8D4-8 giong nhur ciia nguoi

Ky thuat 1am cho giéng nhu ctia ngudi duge mé ta trén day dugc st dung dé lam
cho gidng nhu coa ngudi dong 8D4-8. Hai phién ban dwgc lam gidng nhu cia ngudi
dugc chuadn bi. Mot phién ban gdm 1 d6t bién trong céc ving CDR ctia chudi ning

dugc cho 14 thay thé gdc gay tré ngai (cac vi tri khong bén véi axit duge boc 19).

Céc trinh tv VL & VH cua 8D4-8 .duqc so sanh trinh tu véi phién ban thing
7/2007 cia PDB. Céc trinh tu axit amin chudi nhe va chudi ning c6 do tuong ddng cao
nhit duoc tap hop. Thé tuong dong c6 do tuong ddng trinh ty cao nhét dbi voi vung
bién dbi chudi nhe 12 1YDJ. Thé tuong d?)ng c6 do tuong déng trinh tu cao nhit déi véi
ving bién dbi chudi nang 1a 1IQW. Cac cAu trac 1YDJ & 1IQW dugc st dung dé tao ra
md hinh do twong dong cta ving bién ddi sau d6 dugc téi thidu hoa nang lugng su
dung céc phuong phap tiéu chudn dugc thuc hién trong moi truong van hanh phéan ti
(MOE). MOE 1a mdt tap hop cac phdn mém toan dién thiét ké thudc duoc hd trg bing
may tinh dugc phan phdi béi tip doan Chemical Computing. Tinh todn dong luc phan
ttr (MD) ctia md hinh tuong ddng 3D cua 8D4-8 duge thuc hién trong 1,7 nano gidy
trong dung mdi truong tuyét ddi Generalized Born. 1,700 didm anh hinh thanh tir quy
dao MD sau d6 dugc st dung dé thuc hién tinh toan, d6i véi tng axit amin 8D4 sy
phan phéi d6 16ch chuén cin binh phuong trung binh (rmsd) so véi diém medoid tham
chiéu. Kiém tra théng ké so sanh phan phdi rmsd ciia timg axit amin véi phan phdi
rmsd toan phz‘“m, dugc str dung dé xé4c dinh lidu axit amin d6 c6 du do linh hoat hay
khong, nhu thdy trong MD, d& duoc xem xét kha ning tuong tac véi thy thé té bao B va
dap ung dbi voi qué trinh hoat héa ddp g mién dich. C4c vi tri linh hoat cta vung

bién ddi 8D4-8 ctia chudt duoc so sanh véi cac vi tri tuong tng trong trinh ty khang thé
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nguoi trong phién ban thdng 1/2007 cia co s¢ dit liéu ImMunoGeneTics di dugc tai
xuéng tai chd. Chi c6 nhing gc ¢6 do linh hoat 16n hon 3 14n so v6i mitc trung binh va
mdt s gbc bén canh bao toan céu tric 3D cua nhitng gbc linh dong d6 dugce giit lai dé
thyc hién tim kiém. Ving bién ddi cua khang thé nguoi voi cac gbc linh dong tuwong
df‘mg nhiéu nhét, cung voi cac vi tri trong vong ban kinh 5,0A cta CDR, dugc chon dé
thay thé cac gdc linh dong trong viing bién dbi cia khang thé 8D4-8 cta chudt. Mot sb
dot bién trong CDR ciing dwgc dua vao cac phién ban d& xudt dé tranh cac gbc gy trd
ngai. Cac céu tric trinh tw 1ap lai say day dugc xem xét: Asp-Pro (lién két khong bén
voi axit), Asn-X-Ser/Thr (glycosyl hod), Asn-Gly/Ser/Thr (vi tri khit amit hod trong
vung dugce bdc 19), Met (qua trinh oxi hod trong ving duoc boc 10). Gc duy nhét gay
tré ngai tim dugc 13 vi tri DP trong CDR2 ctia chudi ning. Cac trinh ty duge 1am giéng
nhu ctia ngudi hinh thanh duge so sanh trinh tu dé xéc dinh d9 tuong déng trinh tu voi
co s¢ dit liéu UniProtKB/Swiss-Prot d3 tao ra do tin cy dbi voi gia thiét 1a hop ly. ba
phat hién duge ring tit ca cac trinh tu déu c6 mirc do tuong ddng cao véi mot sb khéng
thé nguoi. Ngoai ra, khong c6 trinh ty nao chira cic epitop da biét cua t& bao B- hodc T
dugc luu trong co s¢ dit liéu Immune Epitop va Analysis Resource (co s& dit liéu
IEDB).

Hai phién ban dbi véi chudi ning (H1, H2) va mot phién ban dbi véi chudi nhe
(L1) dugc dé xuét. Phién ban L1 ctia chudi nhe thu dugc tir BAC01676.1 (Sé ding ky
Genebank BACO01676). Phién ban L1 c¢6 3 d6t bién. Céc phién ban H1 va H2 cta chudi
ning nhan dugc tir BAC02418.1 (S6 ding ky Genebank BACO02418). Phién ban H1
chira 9 @6t bién va phién ban H2 chira thém 1 dot bién dé loai b6 vi tri DP (Pro53) trong
CDR2. Hai t6 hop, VL1xVHI va VL1xVH2, dugc tao ra.

Béng 2 thé hién c4c thay ddi axit amin dugc tao ra trong bién thé VL va VH dugc
lam giéng nhur ctia ngudi ctia 8D4-8 sir dung k¥ thut tai tao b& mat. Cot bén trai chi ra

axit amin gdc va vi tri ctia ching trong mAb 8D4-8 cua chudt.

Béang 2
Chudi nhe (Péanh s tht tw) | (VL1)
Asn5 Thr
Leul5 Val
Ser39 Lys
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Chudi nhe (Péanh s thi ty) | (VL1)

3 dot bién
Chudi ning (VHI) (VH2)
GInl10 Glu Glu
Argl3 Lys Lys
Thr16 Ala Ala
Pro53 Pro Ala
Lys65 Gln GIn
Asp66 Gly Gly
Arg74 Glu Glu
Ser76 Thr Thr
Leu93 Val Val
Thr118 Leu Leu

9 dot bién 10 dot bién

Vi du 5: Tdch dong va tao khdng thé don dong kham khdng IL-13 ciia dong B-B13,
khdng thé don dong khim khdng IL-4 ciia dong 8D4-8 va cdc bién thé gibng nhuw

ciia nguwoi

Trinh ty axit amin cia ving bién ddi chudi n3ng va vung bién ddi chudi nhe cta
khéng thé khang IL-13 dong B-B13 va khang IL-4 dong 8D4-8 duogc dich mi ngugce
thanh trinh tu nucleotit va dugc tao ra mot cach 1an luot st dung quy trinh bién ddi cua
quy trinh PCR tdng hop gbi dau (OE-PCR) dugc md ta béi Young L. va Dong Q.
(Nucl. Acids Res. (2004), 32(7), €59). C4c san phdm PCR dugc tach dong vao pCR®4-
TOPO sir dung kit tdch dong Invitrogen TOPO TA (Cat # 45-0641) va doc trinh tu st
dung céc cédp mdi M13 xudi va ngugc. Vung bién ddi dugc dung hop 14n luot cung véi
viing ¢§ dinh chudi ning (IGHGI, Sb ding ky Genebank Q569F4) hoic chudi nhe
(IGKC) Sb ding ky Genebank Q502W4), dwoc cit bang Nhel va HindIII va mdi doan
duoce nbi vao céac vi tri Nhel/HindIII cia vecto biu hién pXL episom, mot ddng phan
cua vecto pTT dugec mo ta bdi Durocher et al. (2002), Nucl. Acids Res. 30(2), E9, tao ra
cac plasmit ddi véi qua trinh biéu hién trong dong vat c6 v cua chudi nhe va chudi

ning kham B-B13 va chudi nhe va chudi ning kham 8D4-8.

Céc dong bién nap mi ho4 bién thé dugc lam gidng nhu cua nguoi cia khang thé

khang IL-13 dong B-B13 va khéng thé khang IL-4 dong 8D4-8 ciing dwoc tng hop

-88-



30490

©

bang phuong phap PCR tdng hop gbi dau (OE-PCR), dua trén su trao ddi axit amin cta
trinh tu gbc.

Plasmit biéu hién ma ho4 chudi ning va chudi nhe cua khéng thé duoc bién nap
vao E.coli DH50. Céc plasmit duge sir dung dé bién nap duoc tach tr E.coli st dung

Qiagen EndoFree Plasmit Mega Kit.

Dé bién nap céc t& bao HEK293FreeStyle (Invitrogen) dwgc nudi cdy & mét do 3
x 10° t& bao/mL trong 100mL moi truong FreeStyle khong huyét thanh (Invitrogen)
trong binh nén 500mL. Té bao dwgc nudi ciy & 37°C trong may 0 voi khong khi duoc

1am 4m 8% CO,, trén bé mit Iic orbital xoay v&i tdc do 110 vong/phut.

Ba ngay sau nudi cdy, té bao tdng s va té bao sdng dugc xac dinh bang may dém
t€ bao dién tr CASY (Schiirfe System GmbH). Céc t& bao v6i kha ning sdng hon 90%
duogc stir dung dé bién nap véi néng d6 té bao tir 1 dén 1,5 x 10 t& bao/ml. 100ml té bao
duge bién nap vao binh nén 500ml véi hdn hop cac plasmit biéu hién chudi ning va
chudi nhe (5x107pugADN/té bao) st dung FugeneHD (Roche) véi ty 1€
ADN:FugeneHD 13 2:7, & cac diéu kién dugc mé ta boi nha san xuét. Cac té bao da bién
nap dugc nudi cy trong 7 ngay trong may i 37°C (8% CO2) tren mit lic orbital xoay

& tde d6 110 vong/phit.

Dia Nunc F96-MaxiSorp-Immuno duge phii bang IgG dé khang ngudi (dic hidu Fc)
[NatuTec A80-104A]. Khang thé dugc pha loang dén ndng d6 10ug/ml trong dém phu
cacbonat (50mM natri cacbonat pH 9,6) va dugc phan tan véi luong 50ul/giéng. Dai
dugc han kin bang bang dinh, va bao quan qua dém & 4 C. Pia dugc rra 3 1an bang dém
rira (PBS pH 7,4 Tween20 0,1%). 150uL. dung dich phong bé (1% BSA / PBS) dugc
phén tan vao timg giéng dé phu dia. Sau 1 gid & nhiét do phong, dia duge rira 3 14n bing
dém rira. 100uL. mAu hoic d6i ching (néng do tir 1500ng/ml dén 120ng/ml) duge thém
vao va dé yén trong 1 git  nhiét d6 phong. Pia dwoc rira 3 1an big dém rira. 100ul thé
lién hop FC — HRP — IgG dé khang nguoi [NatuTec A80-104P-60] dwoc pha lodng
1:10.000 dugc thém vao st dung dung dich u (0,1%BSA, PBS pH 7.4, 0,05%
Tween20). Sau mot gid u ¢ nhiét dd phong, dia dugc rira 3 lan b::fmg dém rira. 100ul co
chat ABTS (10mg vién nén ABTS (Pierce 34026) trong 1ml 0,1M Na;HPOj4, dung dich
0,05M axit xitric, pH 5,0. Viéc thém 10uL H,02 30%/10ml dém co chit trude khi st

dung) dugc phan tan vao cac giéng, va dé 1én mau. Sau khi da 1én mau (khoang 10 dén
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15 phat), 50ul dung dich SDS 1% duoc thém vao dé dimg phan tng. Pia dugce doc &
budc song A405.

Protein dugc tinh ché bang sic ky ai luc trén Protein A (HiTrap™ Protein A HP
Columns, GE Life Sciences). Sau khi tach rira khéi c6t bing 100mM dém axetat véi
100mM NaCl pH=3,5, khang thé don dong dwoc cho vao PBS va loc qua mang loc
0,22um. Ndng dd protein dugc xé4c dinh bing cach do hip thu & budce séng 280nm. Mdi
mé dugc phén tich bing cach st dung Protein 200 Plus LabChip trén mdy phén tich
sinh hoc Agilent 2100 & diéu kién kht va khong khir dé x4c dinh d0 tinh khiét va trong

lugng phan tir cia mdi dudi don vi va clia monome.

Vi du 6: Xdc dinh diic diém ciia bién thé dwoc lam gidng nhw ciia ngwoi khding IL-

13 dong B-B13 va bién thé dwoc lam giéng nhw ciia ngwoi khdng IL-4 dong 8D4-8

IL-13 va IL-4 tai t6 hop ctia ngudi duge mua tir Chemicon (USA). Phan tich dong

luc Biacore dugc thuc hién nhu sau.

K§ thuat cong hudng bé mit plasmon trén Biacore 3000 (GE Healthcare) dugc sit
dung dé xac dinh dic diém dong luc chi tiét clia cac khang thé da tinh ché. Thir nghiém
bat gitt st dung khang thé dic hiéu loai (ching han MAB dic hiéu véi Fe cta ngudi
1302, Chemicon) dé bét gitt va dinh huéng khang thé thir nghiém duoc sit dung. Khang
thé bét gitt dugc cb dinh bing cic nhém amin bac 1 (10000 RU) trén chip CM5 (GE
Life Sciences) sir dung cac quy trinh chuin. Khéng thé cin phan tich dugc bt giit bing
gid tri RU dugc diéu chinh sé& tao ra mirc do lién két t6i da 1a 30RU véi téc do chay 1a
10pl/phut. Pong luc lién két duoc xac dinh so véi IL-4 va IL-13 tai td hop cua ngudi
v6i khodng ndng do thay ddi tir 0 ¢én 50nM trong HBS EP (HEPES 10mM pH = 7,4,
NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, chét hoat ddng bé miat P20 0,005%) véi tbe do chay 1a
30ul/phit. Bé mit chip duge tao ra bang glyxin 10mM pH=2,5. C4c tham s dong luc
dugc phén tich va tinh toan trong chwong trinh BIAevaluation st dung dong té bao
khong c6 khing thé bét gitt 1a d6i ching. D& khao sat mtc do lién két bd tro cta ca hai
khéng nguyén, phuong phép thtr nghiém song song dugc van hanh bdi may dugce su
dung trong d6 mot khéang nguyén dugc dwa vao ngay lap tirc sau hdn hop khang nguyén
IL-13/1L-4.

Khang thé theo sang ché dugc x4c dinh hoat tinh sinh hoc béng cach do muc d6
tic ché qué trinh ting sinh té bao do IL-4 hodc IL-13 giy ra trong cac t& bao TF-1. So
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lugc 13, st dung IL-4 hodc IL-13 @€ kich thich su sinh truéng ctia cac té bao TF-1. TF-
1 1a dong té bao phu thudc vao xytokin dé c6 thé sinh truéng dugc va dap tng voi nhidu
xytokin bao gém IL-4 va IL-13. Qua trinh sinh truéng duoc kich thich (so vé6i cac didu
kién ban dau khi khéng c¢6 xytokin) cho thiy hoat tinh sinh hoc ciia IL-4 hodc IL-13.
Céc khang thé khang IL-4, khang IL-13 va dic hiéu kép khang IL-4/IL-13 duoc chi ra
1a chin qua trinh sinh truéng cta cac té bao TF-1 do IL-4 hoic IL-13 giy ra. Ngoai ra,
khang thé dic hidu kép khang IL-4/IL-13 dwoc chi ra 1a chin qué trinh ting sinh té bao
TF-1 duoc kich thich bz"mg kich thich két hop cta IL-4 va IL-13. Tac dung chan dugc
xé4c dinh theo cach phu thudc lidu dé dwa ra gia tri IC50 (ndng d6 khang thé tao ra mirc
o e ché 50%) 1a kha ning trung hoa cua khang thé dbi véi dich, nghia 13, IL-4 hodc
IL-13. Chi tiét ctia phwong phép st dung dwoc md ta dudi day.

Céc té bao TF-1 (ATCC, CRL-2003) dugc duy trinh trong mdi truong hoan toan
(DMEM véi glucoza ndng dd cao, 25mM dém Hepes va glutamin, 10% FBS, 1x P/S,
ImM natri pyruvat) chira hGM-CSF méi duge thém vio & ndng d6 cudi cing la
4ng/ml. 24 gi& trude khi xir Iy IL-13 (15ng/ml) hoic IL-4 (1ng/ml). Té bao dugc ciy
trai trong dia 96 giéng & ndng d6 0,05 x10%ml trong moi trudong hoan toan khong c6
hGM-CSF. Dich pha loang lién tuc ctia khang thé véi xytokin twong tmg dugc 0 so bd
trong 30 phit & 37°C trude khi thém vao giéng té bao. Té bao dwoc nudi ciy trong 72
gio (37°C, 5% CO,). Dung dich MTS/PMS chira dich chuin do té bao CellTiter 96
Aqueous duge thém vao. Sau d6, té bao dwgc U trong 3 gid. Sau giai doan nay, do hip
thu & bude séng 490nm st dung mdy doc dia dugc ghi lai. Gia trj IC50 duoc tinh bang

phan mém Speed.

Dong luc lién két va hoat tinh trung hoa cia bién thé duoc lam gidng nhu cua

ngudi B-B13 dugc néu trong bang 3. (nt, khong dugce thir nghiém).

Béang 3
Khang thé Mirc d6 lién két | Mirc d6 phan ly KD IC50
M%) ) M) M)
B-B13 cua chudt 8,64E+05 3,73B-04 5,63E-10 Nt
chB-B13 WT 1,76E+06 4,61E-04 2,61E-10 | 7,4E-9
huB-B13 VL1xVH1 1,74E+06 6,91E-04 3,96E-10 |1,57E-8
huB-B13 VL1xVH3 1,93E+06 3,95E-04 2,05E-10 Nt
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Khéng thé Mirc d6 lién két | Mtrc d6 phén ly KD IC50
M'x8™) ) M) M)
huB-B13 VL2xVH2 1,13E+06 1,77E-04 1,57E-10 Nt
huB-B13 VL3xVHI 1,93E+06 3,33E-04 1,72E-10 | 5,2E-9
huB-B13 VL3xVH2 2,55E+06 1,12E-04 4,39E-11 | 3,2E-9
huB-B13 VL3xVH3 2,14E+06 4,05E-04 1,89E-10 Nt

Mbt bién thé duge lam gibng nhu cia ngudi B-B13, huB-B13 VL3xVH2, c6 4
luc cao hon dang ké so véi B-B13 gbc ctia chudt (13 14n) va khang thé kham B-B13 (6
1an). Ai luc dugc gia ting c6 thé gia tang kha ning va hiéu qua khi cac khang thé duoc
lam giéng nhu clia ngudi khang IL-13 duogc sit dung dé didu tri bénh nhan hen. Ngoai
ra, khang thé duoc lam giéng nhu cta ngudi c6 thé cé tinh sinh mién dich bi gidm so

vé6i khang thé hoic khang thé kham cta chudt khi dugc st dung trén nguoi.

- Pong luc lién két va hoat tinh trung hoa cia bién thé duge lam gidng nhu cua

ngudi 8D4-8 bién thé dugc néu trong bang 4.

Bang 4
khang thé Tdc d6 lién két | Toc d6 phan ly KD IC50
M 'xS™) s ™) M)
8D4-8 cta chudt 5,57E+06 2,17E-04 3,77E-11 | 9,7E-11
ch8D4-8 WT 2,49E+07 1,95E-04 7,83E-12 | 8,4E-11
Hu8D4-8 VL1xVH]1 4,72E+07 1,55E-04 3,29E-12 | 4,1E-11
Hu8D4-8 VL1xVH2 2,57E+07 3,48E-04 1,39E-11 | 1,35E-10

Bién thé dugc lam gidng nhu cua ng&bi 8D4-8, hu8D4-8 VL1xVHI1 ¢6 i luc cao
hon dang ké so v6i 8D4-8 gdc cia chudt (11 14n) va khang thé kham 8D4-8 (2 14n). Ai
luc dugc gia ting c6 thé gia ting kha ning va hiéu qua khi cac khang thé dugc lam
gidng nhu ciia ngudi khang IL-4 dugc sir dung dé diéu tri bénh nhan hen. Ngoai ra,
khang thé duogc 1am giéng nhu cua ngudi c6 thé co tinh sinh mién dich bi giam so véi

khéng thé hodc khéng thé kham cua chudt khi dugc sit dung trén nguoi.

Vi du 7: Tdch dong va tao khding thé dic hi¢u kép dwgc lam gidng nhw ciia ngwoi
khding IL-4/IL-13

Phan tir khuon duge sit dung dé bidu hién khang thé dic hidu kép (BsAb) 1a bién
thé IgG ctia khudn hai ddu hai vung churc héng duoc mo ta trong US 5,989,830. Trong
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khudn nay, phan tir IgG dugc kéo dai ¢ diu N trén chudi nhe va chudi nang tuong ung,
béng céch thém ving bién di ctia khang thé thtt hai. Do d6, phan tir IgG hinh thanh 13
mét heterotetrame gdm c6 hai chudi ning va hai chudi nhe. Chudi ning gdm c6 hai
ving bién ddi chudi ning (VH1-VH2) thu duoc tir hai khang thé khic nhau duoc ndi
v6i nhau bang doan lién két gdm ¢6 10 axit amin (G4S)2 va dugc dung hop vé6i ving ¢d
dinh IgG4. Chudi nhe gdm c6 hai ving bién dbi chudi nhe (VL1-VL2) thu duoc tir hai
khang thé khac nhau dugc ndi v6i nhau bang doan lién két gbm c6 10 axit amin (G4S)2

va duge dung hop véi viing ¢b dinh kapa.

Céc trinh tu ctia cc viung chie ning chudi ning va chudi nhe khac nhau ctia bién
thé 8D4-8 dugc tao ra bﬁng PCR tao ra vi tri cit BamHI (GGA TCC) tai cac diu 5°ma
hod mot phén (G45)2-(GGA TCC)-8D4-8. Trinh ty 3° ciia VH ctia bién thé dugc 1am
gidng nhu cua ngudi 8D4-8 két thuc bing vi tri cit cua Apal (mi hoé axit amin dau tién
clia ving CH1) dé dung hop sau véi trinh tw IGHG4 (Q569F4, c6 dot bién loai bé Lys
tan ciing va dot bién kép S241P va L248E). Piu 3’ ciia VL8D4-8 két thic bang vi tri
cdt BsiWI mé hod hai axit amin diu tién cta chudi cb dinh kapa dé dung hop sau véi

IGKC (Sb ding ky trong Gene Bank Q502W4).

Céc trinh tu cta cac ving chirc ning chudi ning va chudi nhe khac nhau cta bién
thé B-B13 dugc tao ra béng PCR tao ra vi tri cit BamHI (GGA TCC) tai cac ddu 5°’ma
hoa mdt phén (G4S)2-(B-B13)-(GGA GGC GGA GGG TCC GGA GGC GGA GGA
TCC (SEQ ID NO: 7)). Ca hai trinh tu d6i v6i VH va VL cua bién thé B-B13 duoc tao
ra béng cac vi tri cét ctia Nhel & cac dau 5°, sau d6 1a ma bo ba khai ddu ATG va trinh

tu ma ho4 peptit dan diu.

VH cua B-B13 va 8D4-8 duogc dung hop véi nhau qua cac vi tri BamHI trong
doan lién két (G4S)2. VL ciia B-B13 va 8D4-8 dugc dung hop v6i nhau qua vi tri
BamHI trong doan lién két (G4S)2. Do do, viéc Iép ghép chudi niing va chudi nhe tao ra
¢6 thanh phan nhu sau.

Chudi ndng ctia khang thé dic hiéu kép: Nhel- Peptit dAn dau-VH-B-B13 - (G4S)2
- VH 8D4-8-Apal.

Khang thé dic hiéu kép chudi nhe: Nhel- Peptit din diu-VL-B-B13 - (G4S5)2 - VL
8D4-8- BsiWI.
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Céc san phdm PCR manh khang thé trung gian dugc tach dong vao pCR®4-TOPO
st dung kit tach dong Invitrogen TOPO TA (Cat #: 45-0641) va doc trinh tu st dung

moi M13 xubi va nguoc.

Sau khi x4c dinh trinh tu cta cdp chudi ning dugc dung hop qua vi tri Apal véi
trinh ty IGHG4 va cip ving bién dbi chudi nhe dugc dung hop qua vi tri BsiWI véi
IGKC. Chudi ning va chudi nhe kép hinh thanh duoc cét bing Nhel va HindIII va mdi
phén t@ duoc ndi & céc vi tri Nhel/HindIII vao vecto biéu hién episom pXL, tao ra cic
plasmit dé bidu hién trong dong vat c¢6 vi c_huSi nhe va chudi ning TBTI.

Bén khang thé dugce lam gidng nhu cia nguoi dic hiéu kép khang IL-4/IL-13
dugc tao ra dua trén qué trinh td hop cc phién ban dugc lam gidng nhu cua nguoi VH

va VL ctia B-B13 va 8D4-8 nhu néu trong bang 5.

Béang 5
Ab dac hi¢u kép khang IL-4/IL-13 | Fv khang IL-13 | Fv khang IL-4
huTBTI3 1 1 B-B13 VL3xVH2 | 8D4-8 VL1xVH2
huTBTI3 2 1 B-B13 VL3xVH2 | 8D4-8 VL1xVH1
huTBTI3 1 2 B-B13 VL2xVH2 | 8D4-8 VL1xVH2
huTBTI3 2 2 -B-B13 VL2xVH2 | 8D4-8 VL1xVHI

Vi du 8: Xdc dinh diic diém cud khdng thé dwec lom giong nhuw ciia nguoi ddc hiéu
kép
Céc thir nghiém hoat tinh lién két va hoat tinh trung hoa duoc thuc hién theo vi du

trén.
Bang 6 mo ta dong luc lién két cta 4 bién thé khang thé duge lam giéng nhu cta

ngudi khang IL-4/IL-13. Ca 4 chu triic khang thé dic hidu kép déu lién két véi TL-4 va

IL-13 véi ai luc cao.

Bang 6
Ai luc v6i IL-13 Ai lyc voi IL-4
BsAB Tbc do Téc dd KD T’(“Sc dolien | Tée do KD
lienkét | phanly M) | kM xSy | phanly M)
M'xsh | (s (S™
huTBTI3-1_1 | 2,27E+06 | 1,70E-04 | 7,47E-11 | 2,55E+06 | 3,78E-04 | 1,48E-10
huTBTI3-2_1 | 2,17E+06 | 1,69E-04 | 7,80E-11 | 4,00E+06 | 1,39E-04 | 3.47E-11
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huTBTI3-1 2

8,50E+05

1,64E-04

1,93E-10

2,23E+06

3,08E-04

1,38E-10

huTBTI3-2 2

8,20E+05

2,12E-04

2,59E-10

3,96E+06

1,32E-04

3,32E-11

Hoat tinh trung hoa ciia bién thé khang thé dic hiéu kép duoc lam giéng nhu cta

ngudi khang IL-4/IL-13 dugc néu trong bang 7. Ca huTBTI3-1_1 va huTBTI3-2 1 déu

trung hoa hoan toan qua trinh ting sinh té bao TF-1 do IL-4/IL-13 gay ra v6i IC50 duogce

néu dudi day.

Béang 7
Khang thé IC50 (nM) trong thir | IC50 (nM) trong thir
nghiém IL-13 nghiém IL-4
huTBTI3-1 1 3,7 1,7
huTBTI3-2 1 4,1 0,32

Da biét 5 ring thé dot bién IL-13 duoc c6 lién quan nhidu dén bénh hen
(Heinzmann A. et al., 2000, Hum Mol Geﬁet 9, 4, p549-559). Do d6, dong luc lién két
ctia khang thé ddc hiéu kép véi thé dot bién IL-13 (bién thé IL-13 R112Q ciia ngudi,
PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) dugc nghién ciru. Két qua chi ra ring huTBTI3-1 1
va huTBTI3-2_1 lién két véi bién thé IL-13 vdi 4i luc twong tu nhu déi véi IL-13 kidu

dai.

Bang 8 thé hién dong luc lién két cta khang thé dugc 1am giéng nhu cua nguoi

khang IL-4/IL-13 véi protein IL-13 d6t bién.

Béang 8
Ai Iuc vé6i bién thé 1L-13
BsAB Téc d6 lien két | Téc do phan ly KD
M xS (™) M)
huTBTI3-1_1 9,74E+05 1,18E-04 1,21E-10
huTBTI3-2_1 9,48E+05 2,00E-04 2,11E-10
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé dic hiéu kép hodc manh khang thé dic hiéu kép cua né lién két dic hiéu
v6i IL-13 va IL-4,

trong d6 khang thé dic hiéu kép nay hodc méanh khang thé dic hiéu kép cia no

bao gdm hai chudi nhe va hai chudi ning;

trong d6 cac chudi nhe niy bao gébm mién bién d6i chudi nhe bén ngoai nim
trong phan dau N lién két voi mién bién dbi chudi nhe bén trong nim trong phan dau C
ma lién két véi mién cb dinh chudi nhe (CL), va céc chudi ning chita midn bién ddi
chudi ning bén ngoai ndm trong phin diu N lién két v6i mién bién ddi chudi nang bén
trong ndm trong phan diu C ma lién két v6i mién cb dinh chudi ndng (CH1); va

trong do:

(a) mién bién dbi chudi nhe bén ngoai nim trong phan d4u N ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1, mién bién ddi chudi nhe bén trong nam trong phin diu C ¢
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, mién bién ddi chudi ning bén ngoai nim
trong phan dau N c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va mién bién dbi chudi

ning bén trong nim trong phin diu C ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;

(b) mién bién dbi chudi nhe bén ngoai nam trong phin dau N ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1, mién bién dbi chudi nhe bén trong ndm trong phan diu C c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, mién bién d6i chudi ning bén ngoai nim
trong phan dau N ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va mién bién dbi chudi

ning bén trong ndm trong phin ddu C c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5;

(c) mién bién ddi chudi nhe bén ngoai nim trong phan dau N ¢6 trinh tur axit amin
néu trong SEQ ID NO: 3, mién bién dbi chudi nhe bén trong nim trong phin diu C c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: .1, mién bién ddi chudi ning bén ngoai ndm
trong phan dau N ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, va mién bién d6i chudi

ning bén trong nim trong phin diu C ¢4 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(d) mién bién ddi chudi nhe bén ngoai nim trong phin diu N ¢6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 3, mién bién dbi chudi nhe bén trong nim trong phan déu C ¢6

trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, mién bién ddi chudi ning bén ngoai ndm

-96-



30490

trong phan déu N ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, va mién bién d6i chudi

ning bén trong nim trong phin du C c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(e) mién bién dbi chudi nhe bén ngoai nam trong phan dau N ¢6 c4c trinh tu axit
amin RASESVDSYGQSYMH (CDR1; SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID
NO: 9), QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), mién bién ddi chudi nhe bén trong
nim trong phan diu C c6 cac trinh tu axit amin HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ IDNO:
14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO:
16), mién bién dbi chudi ning bén ngoai nim trong phin dau N ¢6 céc trinh ty axit amin
GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO: 11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va
DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13), va mién bién d6i chudi ning bén trong ndm
trong phan ddu C c6 cac trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 17),
IDPSDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 18), va LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID
NO: 19);

(f) mién bién dbi chudi nhe bén ngodi nim trong phan diu N c6 céc trinh tu axit
amin RASESVDSYGQSYMH (CDR1; SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID
NO: 9), va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), mién bién ddi chudi nhe bén trong
nam trong phan du C ¢6 céc trinh tw axit amin HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ IDNO:
14), KASNLHTG (CDR2; SEQ IDNO: 15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO:
16), mién bién dbi chudi ning bén ngoai ndm trong phan ddu N ¢6 cac trinh tu axit amin
GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO: 11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va
DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13), va mién bién d6i chudi ning bén trong ndm
trong phan dau C c6 c4c trinh tu axit amin GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 20),
IDASDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 21), va LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID
NO: 22);

(g) mién bién d6i chudi nhe bén ngoai nim trong phan dau N ¢6 céc trinh ty axit
amin HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO:
15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO: 16), mién bién d6i chudi nhe bén trong
ndm trong phan dau C c¢6 cac trinh tur axit amin RASESVDSYGQSYMH (CDR1; SEQ
ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO:9), va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO:
10), mién bién ddi chudi ning bén ngoai ndm trong phan dau N ¢6 cac trinh tr axit amin

GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 17), IDPSDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 18), va
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LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 19), va mién bién ddi chudi ning bén
trong ndm trong phan diu C c¢6 céc trinh tu axit amin GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID
NO: 11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO:
13); hodc

(h) mién bién dbi chudi nhe bén ngoai nim trong phin dau N ¢6 céc trinh tir axit
amin HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO:
15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO: 16), mién bién dbi chudi nhe bén trong
niam trong phan dau C c6 cac trinh ty axit amin RASESVDSYGQSYMH (CDR1; SEQ
ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID
NO: 10), mién bién dbi chudi ning bén ngoai nim trong phan dau N ¢6 c4c trinh tr axit
amin GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 20), IDASDGETR (CDR2; SEQ ID NO:
21), va LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 22), va mién bién dbi chudi ning
bén trong nim trong phan ddu C c6 céc trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (CDRI; SEQ
ID NO: 11), DGR1D (CDR2; SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID
NO: 13).

2. Khéng thé dic hiéu kép hoic manh khang thé dic hiéu kép cua né lién két dic hidu
v6i IL-13 va IL-4, trong d6 khang thé dic hiéu kép nay hodc manh khang thé dic hidu
kép ciia né bao gdm ciip polypeptit thir nhit va cdp polypeptit thir hai;

trong d6 cip polypeptit thir nhit nay bao gdm mién bién ddi chudi nhe bén ngoai
(dAu N) lién két v6i mién bién ddi chudi nhe bén trong (dAu C) ma lién két v6i mién cb
dinh chudi nhe (CL), va ciip polypeptit thir hai bao gdbm mién bién dbi chudi ndng bén
ngodi (dau N) lién két v6i mién bién di chudi ning bén trong (ddu C) ma lién két véi
mién c¢b dinh chudi ning (CH1); va trong do:

(a) mién bién ddi chudi nhe bén ngoai (ddu N) ¢6 trinh tu axit amin twong dong it
nhit 95% so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va c6 céc trinh ty axit amin
RASESVDSYGQSYMH (CDRI; SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9),
va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), mién bién dbi chudi nhe bén trong (diu C)
¢ trinh tu axit amin tuong dé)ng it nhat 95% so v6i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 3 va c6 céc trinh ty axit amin HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ ID NO: 14),
KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO: 16),

mién bién ddi chudi ning bén ngoai (ddu N) ¢6 trinh tu axit amin tuong ddng it nhét
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95% so véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va ¢6 céc trinh tu axit amin
GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO: 11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va
DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13), va mién bién dbi chudi ning bén trong (diu
C) c6 trinh tu axit amin twong dong it nhit 95% so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 4 va c6 céc trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (CDRI1; SEQ ID NO: 17),
IDPSDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 18), va LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID
NO: 19);

(b) mién bién dbi chudi nhe bén ngoai (du N) ¢6 trinh tu axit amin twong ddng it
nhét 95% so véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va ¢6 céc trinh tu axit amin
RASESVDSYGQSYMH (CDRI1; SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9),
va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), mién bién ddi chudi nhe bén trong (diu C)
c6 trinh ty axit amin twong ddng it nhit 95% so vdi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 3 va ¢6 céac trinh ty axit amin HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ ID NO:14),
KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO:16),
mién bién dbi chudi ning bén ngoai (dau N) c6 trinh ty axit amin tuong dong it nhét
95% so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va ¢6 cic trinh tu axit amin
GFSLTDSSIN (CDRI; SEQ ID NO: 11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va
DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13), va mién bién dbi chudi ning bén trong (diu
C) c6 trinh tu axit amin tuong ddng it nhit 95% so vdi trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 5 va ¢6 céac trinh tu axit amin GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 20),
IDASDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 21), va LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID
NO: 22);

(c) mién bién dbi chudi nhe bén ngoai (d4u N) c6 trinh tu axit amin trong dong it
nhét 95% so v&i trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 va ¢6 céc trinh tu axit amin
HASQNIDVWLS (CDRI; SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15),
va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO: 16), mién bién dbi chudi nhe bén trong (diu C)
c6 trinh ty axit amin tvong dong it nhit 95% so v&i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1 va ¢6 céc trinh ty axit amin RASESVDSYGQSYMH (CDR1; SEQ ID NO: ),
LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), mién
bién ddi chudi niing bén ngoai (ddu N) c6 trinh tw axit amin twong dong it nhét 95% vdi
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4 va c¢6 cic trinh tu axit amin GYSFTSYWIH
(CDR1; SEQ ID NO: 17), IDPSDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 18), va
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LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 19), va mién bién dbi chudi ning bén
trong (ddu C) c6 trinh tir axit amin trong dong it nhit 95% véi trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2 va c6 céc trinh tr axit amin GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO:
11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13);

hodc

(d) mién bién dbi chudi nhe bén ngoai (dau N) c6 trinh tw axit amin tuong ddng it
nhét 95% so v&i trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 va ¢6 céc trinh tw axit amin
HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15),
va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO: 16), mién bién dbi chudi nhe bén trong (d4u C)
¢ trinh tu axit amin twong ddng it nhit 95% so véi trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1 va ¢6 céc trinh tr axit amin RASESVDSYGQSYMH (CDR1; SEQ ID NO: 8),
LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), mién
bién dbi chudi ning bén ngoai (dau N) c6 trinh tu axit amin tuong ddng it nhat 95% so
v6i trinh tu axit amin néu trong SEQ.ID NO: 5 va c6 céac trinh tu axit amin
GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 20), IDASDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 21), va
LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 22), va mién bién déi chudi ning bén
trong (dau C) ¢6 trinh tw axit amin tuong ddng it nhit 95% so v6i trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2 va ¢ c4c trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO:
11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13).

3. Khang thé dic hiéu kép hodc manh khang thé dic hiéu kép clia né theo diém 1 hoic
2, trong d6 khang thé dic hiéu kép nay hoic manh khang thé dic hidu kép cta né con
bao gdm cac mién trong ving ¢ dinh bd sung.
4. Khéng thé diic hiéu kép hodc méanh khang thé dic hidu kép ctia n6 theo diém 3, trong
d6 cac mién trong ving c¢b dinh bd sung nay chira CH2 va CH3.
5. Khéng thé ddc higu kép hodc manh khang thé dic hidu kép cta né lién két dic hicu
v6i IL-13 va IL-4, trong d6 khéng thé dic hiéu kép nay hodc méanh khéng thé dic hiéu
kép ctia n6 bao gdbm phan tir IgG c6 hai chudi nhe va hai chudi ning;

trong d6 tirng chudi nhe ndy dugc kéo dai tai ddu N ciia né nhd mién bién ddi
chudi nhe bd sung, va timg chudi ning nay dugc kéo dai tai dAu N ctia n6 nhe mién

bién doi chudi ndng bo sung; va trong dé:
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(a) céc chudi nhe ndy chita trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, mién bién
dbi chudi nhe bd sung ndy c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, c4c chudi
ning chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, va mién bién ddi chudi ning bd

sung nay c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(b) cac chudi nhe ndy chira trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, mién bién
dbi chudi nhe bd sung nay co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, cic chudi
ning chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, va mién bién ddi chudi nang bd

sung nay c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(¢) céc chudi nhe nay chita trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, mién bién
ddi chudi nhe bd sung nay cd trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, cac chudi
ndng chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va mién bién ddi chudi ning bd

sung nay co6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;

(d) céc chudi nhe nay chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, mién bién
ddi chudi nhe bd sung nay co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, c4c chudi
ndng chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va mién bién dbi chudi nang bd

sung nay co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5;

() cac chudi nhe ndy c6 cac trinh tir axit amin HASQNIDVWLS (CDR1; SEQID
NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ [D NO: 15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID
NO: 16), mién bién dbi chudi nhe bd sung nay cO cac trinh ty axit amin
RASESVDSYGQSYMH (CDR1; SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9),
va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), cac chudi ning c¢6 céc trinh tu axit amin
GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 17), IDPSDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 18), va
LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 19), va mién bién ddi chudi ning bd sung
nay c6 cac trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO: 11), DGRID (CDR2;
SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13);

() cac chudi nhe nay c6 cac trinh tr axit amin HASQNIDVWLS (CDRI1; SEQID
NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID
NO: 16), mién bién dbi chudi nhe b sung nay cO céac trinh ty axit amin
RASESVDSYGQSYMH (CDRI; SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9),
va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ ID NO: 10), céc chudi ning cé cac trinh ty axit amin
GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 20), IDASDGETR (CDR2; SEQ ID NO: 21), va
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LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 22), va mién bién d6i chudi ning bd sung
nay c¢6 cac trinh tu axit amin GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO: 11), DGRiD (CDR2;
SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13);

(g) céc chudi nhe ndy c6 cic trinh tyr axit amin RASESVDSYGQSYMH (CDR1;
SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ
ID NO: 10), mién bién ddi chudi nhe bd sung nady c6 céc trinh ty axit amin
HASQNIDVWLS (CDR1; SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15),
va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO: 16), cic chudi ning cé céc trinh ti axit amin
GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO: 11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va
DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13), va mién bién ddi chudi niing bd sung nay
co cac trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (CDRI1; SEQ ID NO: 17), IDPSDGETR
(CDR2; SEQ ID NO: 18), va LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 19); hoic

(h) cac chudi nhe nay c6 céc trinh ty axit amin RASESVDSYGQSYMH (CDRI1;
SEQ ID NO: 8), LASNLES (CDR2; SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (CDR3; SEQ
ID NO: 10), mién bién dbi chudi nhe bd sung nay cO cac trinh ty axit amin
HASQNIDVWLS .(CDRI ; SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (CDR2; SEQ ID NO: 15),
va QQAHSYPFT (CDR3; SEQ ID NO: 16), cac chudi ning c6 céc trinh ty axit amin
GFSLTDSSIN (CDR1; SEQ ID NO: 11), DGRID (CDR2; SEQ ID NO: 12), va
DGYFPYAMDF (CDR3; SEQ ID NO: 13), vi mién bién ddi chudi nang bd sung nay
co cac trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (CDR1; SEQ ID NO: 20), IDASDGETR
(CDR2; SEQ ID NO: 21), va LKEYGNYDSFYFDV (CDR3; SEQ ID NO: 22),

trong d6 lién két peptit lién két mién bién dbi chudi nhe bd sung v6i cac chudi nhe, va
lién két peptit lién két mién bién ddi chudi ning bd sung véi cac chudi nang.

6. Khang thé dic hiéu kép nay hodc manh khang thé ciia n6 theo diém 3, trong do6 lién
két peptit ndy c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.

7. Khéng thé dic higu kép hosic manh khang thé dic hiéu kép cta né lién két dic hidu
v6i IL-13 va IL-4;

trong d6 khang thé ddc hidu kép ndy hodc manh khang thé dic hiéu kép ciia n6 bao gdm
hai chudi nhe c6 ciu tric VL1-L1-VL2-CL, va hai chudi ning ¢6 ciu trac VHI1-L2-
VH2-CHI,;
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trong d6 CL la mién ¢b dinh chudi nhe va CH1 1a mién ¢ dinh chudi ning;
trong d6 L1 va L2 14 cac lién két axit amin; va
trong do:

(a) VLI c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, VL2 ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 3, VH1 c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va VH2
¢0 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;

(b) VL1 ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, VL2 ¢6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 3, VHI c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va VH2
cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5;

(c) VL1 c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, VL2 c¢6 trinh ty axit amin
n€u trong SEQ ID NO: 1, VHI ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, va VH2
¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(d) VLI c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, VL2 ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1, VHI ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, va VH2
¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(e) VL1 c¢6 céc trinh tu axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8),
LASNLES (SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VL2 c¢6 cac trinh tu
axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va
QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VHI1 ¢6 céac trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (SEQ
ID NO: 11), DGRID (SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (SEQ ID NO: 13), va VH2
cd cdc trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (SEQ ID NO: 17), IDPSDGETR (SEQ ID
NO: 18), va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ ID NO: 19);

(f) VL1 c¢6 céc trinh ty axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8),
LASNLES (SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VL2 ¢6 cac trinh tu
axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va
QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VHI1 ¢6 céac trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (SEQ
ID NO: 11), DGRID (SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (SEQ ID NO: 13), va VH2
co cac trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (SEQ ID NO: 20), IDASDGETR (SEQ ID
NO: 21), va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ ID NO: 22);
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(g) VL1 c6 céc trinh ty axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14),
KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VL2 ¢6 céc trinh
tu axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8), LASNLES (SEQ ID NO: 9), va
QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VHI1 ¢6 céc trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (SEQ

ID NO: 17), IDPSDGETR(SEQ ID NO:18), va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ
ID NO: 19), va VH2¢6 céc trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (SEQ ID NO: 11), DGRID
(SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (SEQIDNO: 13); hoidc

(h) VLI c6 céc trinh ty axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14),
KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VL2 ¢6 cac trinh
tur axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8), LASNLES (SEQ ID NO: 9), va
QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VHI ¢6 céc trinh tu axit amin GYSFTSYWIH (SEQ
ID NO: 20), IDASDGETR (SEQ ID NO: 21), va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ ID NO:
22), vd VH2 ¢6 céc trinh t axit amin GFSLTDSSIN (SEQ ID NO: 11), DGRID (SEQ
ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (SEQ IDNO: 13).

8. Khang thé diic hiéu kép hodc manh khéng thé dic hiéu kép ciia né theo diém 7, trong
do L1 va L2 chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.

9. Khang thé dic hiéu kép hodc manh khang thé dic hiéu kép cua né lién két dic hicu
voi IL-13 vaIL-4;

trong d6 khang thé dic hidu kép nay hoic manh khang thé dic hidu kép cua n6

bao gém bdn chudi polypeptit tao ra bdn vi tri lién két khéng nguyén;
trong d6 hai chudi polypeptit c6 ciu triic dugc thé hién bing cong thirc:
VL1-L1-VL2-CL [1]
va hai chudi polypeptit c6 cu tric dugc thé hién bang cong thirc:
VHI1-L2-VH2-CH1 [11]
trong do:
VL1 12 mién bién d6i chudi nhe globulin mién dich tht nhét;
VL2 14 mién bién di chudi nhe globulin mién dich th hai;
VHI 1a mién bién di chudi ning globulin mi&n dich tht nhit;

VH2 12 mién bién ddi chudi niing globulin mién dich tht hai;
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CL 1a mién ¢6 dinh chudi nhe globulin mién dich;

CHI1 14 mién cb dinh chudi ning CH1 globulin mién dich;
LI va L2 1a céc lién két axit amin; va

trong dé:

(a) VL1 c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, VL2 c6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 3, VHI ¢6 trinh tu'axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va VH2
co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;

(b) VL1 c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, VL2 c¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 3, VHI c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va VH2
co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5;

(¢) VL1 c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, VL2 ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1, VHI ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, va VH2
¢o trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(d) VL1 c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, VL2 c¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1, VHI ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, va VH2
¢o trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

(e) VLI ¢6 céc trinh tu axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8),
LASNLES (SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VL2 c6 céc trinh tu
axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va
QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VHI ¢6 cac trinh tu axit amin GFSLTDSSIN (SEQ
ID NO: 11), DGRID (SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (SEQ ID NO: 13), va VH2
¢o cac trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (SEQ ID NO: 17), IDPSDGETR (SEQ ID
NO: 18), va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ ID NO: 19);

() VLI ¢6 céc trinh ty axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8),
LASNLES (SEQ ID NO: 9), va QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VL2 ¢6 c4c trinh tu
axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14), KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va
QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VHI ¢6 céc trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (SEQ
ID NO: 11), DGRID (SEQ ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (SEQ ID NO: 13), va VH2
¢o cac trinh tu axit amin GYSFTSYWIH (SEQ ID NO: 20), IDASDGETR (SEQ ID
NO: 21), va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ ID NO: 22); hodc
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(g) VLI c6 céc trinh ty axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14),
KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VL2 c6 céc trinh
tu axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8), LASNLES (SEQ ID NO: 9), va
QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VHI c6 céc trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (SEQ
ID NO: 17), IDPSDGETR (SEQ ID NO: 18) , va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ ID NO:
19), va VH2 c6 céc trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (SEQ ID NO: 11), DGRID (SEQ
ID NO: 12), va DGYFPYAMDF (SEQ ID NO: 13); hoac

(h) VL1 c6 céc trinh ty axit amin HASQNIDVWLS (SEQ ID NO: 14),
KASNLHTG (SEQ ID NO: 15), va QQAHSYPFT (SEQ ID NO: 16), VL2 ¢ céac trinh
tu axit amin RASESVDSYGQSYMH (SEQ ID NO: 8), LASNLES (SEQ ID NO: 9), va
QQNAEDSRT (SEQ ID NO: 10), VHI ¢6 céc trinh ty axit amin GYSFTSYWIH (SEQ
ID NO: 20), IDASDGETR (SEQ ID NO: 21), va LKEYGNYDSFYFDV (SEQ ID NO:
22), va VH2 ¢6 céc trinh ty axit amin GFSLTDSSIN (SEQ ID NO: 11), DGRID (SEQ
ID NO: 12), va DGYFPYAMDEF (SEQIDNO: 13).

10. Khang thé dic hidu kép hodc manh khang thé dic hiéu kép cta né theo diém 9,
trong d6 L1 va L2 chra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.

11. Khang thé dic hi¢u kép hogic manh khang thé dic hiéu kép ciia n6 theo diém bét ky
trong s cac diém tir 1 dén 10, trong d6 khang thé dic hidu kép niay hoic manh khang

thé dic hiéu kép ctia né con duge lién hop véi phan tir tic dong.

12. Khang thé dic hiéu kép hodc manh khang thé dic hiéu kép cia né theo diém 11,
trong d6 phén tir tdic dong 1a polypeptit khac loai, dugc chét, nucleotit phéng xa, hodc

doc to.

13. Dugc phim chira khang thé dic hiéu kép hodc manh khang thé dic hiéu kép cua nd

theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 12 va chét mang dugc dung.

14. Khéng thé dic hiu kép hosic manh khang thé dic hidu cta n6 theo diém bt ky
trong sb cac diém tir 1 dén 13, trong d6 khang thé dic hiéu kép hodc manh khang thé
dic hiéu kép ctia n6 con chira chit danh déu, trong d6 chit danh du nay 1a cht danh
d4u phéng xa, nhém phét huynh quang, nhom mang mau, chat chup hinh, hozc ion kim

loai.
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15. Phan tit axit nucleic phan tich dugc ma hoa khang thé dic hiéu kép hodc manh

khang thé diic hidu kép cia né theo diém bét ky trong sb cac diém tr 1 dén 10.
16. Vecto chira phan tir axit nucleic theo diém 15.

17. Té bao vat chil phan 14p dugc chira vecto theo diém 16.
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111

PRT
Trinh tu nhédn tao

Vung VL3 cua chuét/cua chudt dugc lam cho gidéng nhu ciia ngudi

1

Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser

Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln
35 40

Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu
55

Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp
70

Gln Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr
85 90

Ser Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100 105

2

118

PRT

Trinh tu nhén tao

Vung VH2 cua chuét/cua chudt dugc lam cho gidng nhu cua ngudi

2
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Phe

75

Tyr
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Cys

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly
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Gln

Glu

Ser

Asp

30

Gln
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Ile
110

Leu

15

Ser

Pro

Pro

Ile

Asn
95

Lys
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Tyr
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Ala
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80
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Glu Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Gly Gly
Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
20 25 30

Ser Ile Asn Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Ser Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
65 70 75 80

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

85 90 95
Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 3
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Vvung VL1 ctia chudt/cua chuét dugc lam cho gidéng nhu cta ngudi

<400> 3

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Thr Ile Thr Leu Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile Asp Val Trp
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Asn Ile Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala His Ser Tyr Pro Phe
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 4
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<211> 124
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Vung VH1 cla chuét/cua chudt dugc lam cho gidng nhu ciia ngudi

<400> 4

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

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

Trp Ile His Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80
Met Gln Leu Arg Ser Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Leu Lys Glu Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val
100 105 110
Trp Gly Ala Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120
<210> 5
<211> 124
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Vung VH2 cua chudt/cha chudt dugc lam cho gibéng nhu cia ngudi

<400> 5

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

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

Trp Ile His Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Met Ile Asp Ala Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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Met Gln Leu Arg Ser Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Leu Lys Glu Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val
100 105 110

Trp Gly Ala Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115 120
<210> 6
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> ©Poan lién két

<400> 6

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10
<210> 7

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> mdi

<400> 7
ggaggcggag ggtccggagg cggaggatcc
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Fig.1

Poan lién
két (G4S)2

CH2| |CH2

CH3| |CH3
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Fig.2

hB-B13 VL3 khang IL13 (SEQ ID NO: 1):

DIVLTQSPAS LAVSLGQRAT ISCRASESVD SYGQSYMHWY QQKAGQPPKL
LIYLASNLES GVPARFSGSG SRTDFTLTID PVQAEDAATY YCQQNAED_S_R
TFGGGTKLEI K

hB-B13 VH2 khéng IL13 (SEQ ID NO: 2):

EVQLKESGPG LVAPGGSLSI TCTVSGFSLT DSSINWVRQP PGKGLEWLGM
IWGDGRIDYA DALKSRLSIS KDSSKSQVFL EMTSLRTDDT ATYYCARDGY
FPYAMDFWGQ GTSVTVSS

h8D4-8 VL1 khéang IL4 (SEQ ID NO: 3):

DIQMTQSPAS LSVSVGDTIT LTCHASQNID VWLSWEFQQOKP GNIPKLLIYK

ASNLHTGVPS RFSGSGSGTG FTLTISSLQP EDIATYYCQQ AHSYPFTFGG
GTKLEIKR

h8D4-8 VH1 khang IL4 (SEQ ID NO: 4): -

QVQLOQSGPE LVKPGASVKI SCKASGYSFT SYWIHWIKQR PGQGLEWIGM
IDPSDGETRL NQRFQGRATL TVDESTSTAY MQLRSPTSED SAVYYCTRLK
EYGNYDSFYF DVWGAGTLVT VSSA

h8D4-8 VH2 khéng IL4 (SEQ ID NO: 5):

OVQLOQSGPE LVKPGASVKI SCKASGYSFT SYWIHWIKQR PGQGLEWIGM
IDASDGETRL NQRFQGRATL TVDESTSTAY MQLRSPTSED SAVYYCTRLK
EYGNYDSFYF DVWGAGTLVT VSSA
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