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Linh vire ky thuét dwoe dé cap

Séng ché dé cap dén chét uc ché TG2 va phuong phéap san xudt chét tre ché

nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Transglutaminaza typ 2 (TG2; con goi la transglutaminaza mo, tTg) 1a mét
phin cta ho transglutaminaza rong gém 9 thanh vién, bao gdm ca Yéu t6 XIlla, 1a
yéu td quan trong trong qué trinh dong mau, ciing nhu Transglutaminaza t& bao
stmg (TG1) va Transglutaminaza biéu mé (TG3) 1a cac chét lién quan dén dén qua
trinh biét hoa cudi ciing cua té bao simg. Ngoai ra, ¢6 cac thanh vién khac cua ho
TG nhu TG typ 4 dén typ 7 ma dén nay vai trd x4c dinh cia chung chua dugc nhén
dang.

TG2 hoat dong chii yéu dudi dang enzym lién két ngang vé6i protein bang
cach xtic tac qua trinh tao lién két g(y-glutamyl) lysin iso-dipeptit. Mirc biéu hién
TG2 gia ting din dén sy tao lién két ngang véi protein mot cach bat thuong, ddu
hiéu nay lién quan dén mot sb bénh ly bao gdm cac loai khac nhau gém tao mo
seo, tao dam ri soi than kinh trong mot sb rbi loan ndo va khang hoéa li¢u phap
trong mot s6 bénh ung thu. TG2 ciing c6 kha ndng khtr amit trong protein. TG2
khtr amit trong gliadin va phtrc chit TG2/Gliadin 13 ti khang nguyén chi yéu trong
bénh Celiac. Ngoai ra, TG2 c6 chirc ning lién két véi GTP va c¢6 thé dong vai tro

12 GTPaza, mic du didu nay khong lién quan dén vai trd giy bénh.

Hoat tinh TG2 gia tang chu yéu lién quan dén qua trinh lam lanh vét thuong
bét thuong [1] ddn dén xo gan [2], x0 phéi [3], xo tim [4] va xo than, [5] cling nhu
x0 vira ddng mach [6]. Qua trinh tao seo va xo lién quan dén su gia tang tong hop
TG2 va, quan trong nhét, sy gia ting xuit TG2 vio vung gian bao. Ngay khi ra
khoi té bao, TG2 ¢6 kha nang lién két ngang véi cac protein thudc chit nén ngoai

bao (extracellular matrix: ECM) nhu fibronectin va collagen [7] bing cach dwa vao
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lién két e(y-glutamyl) lysin di-peptit [8]. Cac nghién ciru chimg minh ring diéu
ndy c6 thé 1am gia ting qua trinh ling dong cac thanh phdn ECM hién c6, trong khi
dong thoi chéng lai qua trinh thanh thai do phan huy protein bdi hé
metalloproteinaza chit nén (matrix metalloproteinase:mMP) [9, 10]. Néi tom lai,
didu nay gy tich tu protein ECM va do d6 tao ra md seo [9]. Ngoai ra, TG2 c6 vai
tro ndi trdi trong viéc hoat héa TGF-B1 tiém tang trong qua trinh tao seo [11] va
ciing lién quan dén céc con duong hoat hoéa intolokin-6 [12] va yéu tb hoai tir u-a
[13].

Su e ché TG2 in vitro 1am giam mirc chit nén ngoai bao [14] trong khi cac
té bao duoc tao ra tir chudt nhit khuyét TG2 ¢6 mirc ECM trudng thanh thdp hon
[9]. Viéc str dung in vivo chit @c ché lién TG trong md hinh bénh than man tinh
lam giam su phat trién cta bénh xo cing than tiéu ciu va xo hoa k& 6ng nhim bao

tén chirc nang than [15, 16].

Céc loi ich tuong tu dugc ghi nhén & chudt nht khuyét TG2 bi tic nghén

niéu quan mot bén [17].

C6 mdt sb bénh thoai hda than kinh dugc dic trung bdi sy c6 mdt clia cac
két ty protein trong vung thoai hoa cia ndo ma TG2 dugc cho 1 hinh thanh trong
d6. Dic trung nhit 12 bénh ta Huntington. Protein Huntington (htt) chtra cac doan
lip polyglutamin kéo dai & viing dau tan cing N ctia né. Htt kiéu dai chira duéi 35
glutamin lién tiép trong khi htt lién quan dén bénh thudng chira trén 40 glutamin
lién tiép khién cho né tré thanh co chit TG2 tuyét hao. Két qua la, cac két tu
khong hoa tan dugc tao ra trong thé van va vé ndo cta bénh nhan bi bénh
Huntington. Tén suét két tu tuong quan rd rét v4i mirc 4o nghiém trong cia bénh
nay.

Bénh Alzheimer dugc dic trung bdi sy ¢c6 mdt cia cac tAm 130 suy ngoai
bao chira protein dang tinh bdt B va cac d4m rdi soi than kinh ndi bao chira dang
phosphoryl héa cao cua protein tau. Céc tim nay chira lugng 16n lién két s(y-

glutamyl) lysin iso-dipeptit.

Cudi cung, dau hi€u nhan biét cua bénh Parkinson 1a sy c6 mét cua cac ket

tu alpha-synuclein goi 14 thé Lewy trong té bao chat ctia noron bi anh hudng ciing
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chira lién két e(y-glutamyl) lysin iso-dipeptit. T4t ca céc protein néu trén déu 1a cac
co chét t&t ctia TG2 in vitro. Hon thé nita, ving bi anh hudng cia nio chira mirc
protein TG2 cao hon so véi cac vung khong bi dnh hudng cua ndo ¢ cung bénh
nhan. Tuong quan giita tinh dic hiéu co chit TG2 véi cac protein két tu lién quan
dén bénh va mirc biéu hién TG2 gia tang cho thiy vai trd cia TG2 c6 hoat tinh

enzym & mdi bénh.

Chét trc ché TG da duoc ching minh 1a tao ra tac dung diéu tri trong nhiéu
md hinh sinh hoc v& bénh thoai hoa than kinh. Trong md hinh nudi cdy té bao vé
bénh Parkinson bing cdch chuyén nhidm té bao COS-7 ddng thoi biang alpha-
synuclein va TG2, cac két tu synuclein cong hoa tri, goi lai thé Lewy & bénh
Parkinson, tao ra va phu thudc vao TG2 c6 hoat tinh enzym do thé d6t bién TG2
bat hoat C277S khong cam mg qua trinh tao két tu. Viée xir ly céc t& bao chuyén
nhiém ddng thoi ndy bing xystamin lam giam déng ké luong két tu alpha-
synuclein cling nhu ty 18 phan tram s té bao chira cc két tu nay. P4 c6 hai thong
bdo trong d6 cac protein c6 chiéu dai binh thuong va cac protein c6 doan lip
polyglutamin kéo dai, dai dién cho cac bénh CAG kéo dai, nhu bénh Huntington,
da duoc chuyén nhiém vao cac dong té bao va duoc ching minh Ia tao ra két tu.
viec x@r ly cac dong té bao nay bing chit wc ché canh tranh véi TG
monodansylcadaverin dan dén lam gidm sw phan manh nhan, trong khi viéc xir ly
bing xystamin din dén c4 lam giam sy phan méanh nhan 14n lam giam sy tao két tu
protein. Vi du vé chit wc ché lien TG 1a 1,3-dimetyl-2-[(2-oxo-
propyl)thio]imidazoli clorua ma c6 thé thu mua duoc tir Zedira GmbH va dugc ky

hiéu trong mét sé cong bd 14 NTU283 hoiic 1283.

Xystamin c6 mdt sd tac dung diéu tri in vivo ¢6 loi khi dugc dinh lidu trong
md hinh chudt nhét bj bénh Huntington. Chudt nhit R6/2 bi bénh Huntington duoc
dinh lidu xystamin c¢6 chic ning van déng dugc cai thién, mirc do st can nghiém
trong giam va kha ning sdng gia ting so v6i dbi chimg khong dugc diéu tri. Diéu
quan trong 14 hoat tinh TG2 ex vivo trong dich ndo déng nhét thip hon sau khi dinh
liu xystamin it nhét 60 phut sau tiém. Trong moé hinh chudt nhit bi bénh
Huntington khac, gidng YAC128, xystamin ¢6 kha nang lam giam muc do teo thé

van nhung khong c6 kha ndng cdi thién theé trong hodc chirc ndng van dong cua
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chudt nay, chi ra tic dung c6 loi clia xystamin & cap do t€ bao va cap do mo ma

khong c6 loi vé triéu chimg bénh.

C6 thé bing chimg thuyét phuc nhit vé tic dung diéu tri c6 lgi ctia xystamin
d6i v6i chudt nhét bi bénh Huntington doc 14p véi su trc ché TG2 1a viée lai chudt
nhit R6/2 Huntington v6i chudt nhit khuyét TG2 dé tao ra giéng dé bi thoai hoa
than kinh khi khong c¢6 TG2. Khi chudt R6/2 TG2™7" duoc diéu tri béng xystamin,
chirc ning vin dong dugc cai thién va tudi tho gia ting 1a khong khéc biét vé mit

++

théng ké so vGi murc cai thién ghi nhan dugc & chudt R6/2 TG2™" duogc diéu tri

bing xystamin. Ngoai ra, cic chudt R6/1 va R6/2 TG2™" ¢6 mirc két tu protein

i chung té co ché két tu

noron gia tang so véi cac chudt R6/1 va R6/2 TG2
protein ddc 1ap v6i hoat tinh chuyén amit ctia TG2 trong cidc md hinh nay. Tuy
nhién, lvu ¥ rang chudt R6/2 TG2™7" cham khéi phét chung loan chirc nang vén

++

dong va cai thién kha nang sdng so v&i chudt R6/2 TG2™", ching té vai tro clia

TG2 trong qua trinh phat sinh bénh thoai hoa than kinh trong mé hinh R6/2.

TG2 ciing lién quan dén nhidu dén bénh Celiac anh huéng dén 1% dan sb
Tay Au. Bénh Celiac spure 1a ri loan viém qua trung gian té bao T & rudt non
duoc gy ra do 16p protein goi 1a prolamin c6 trong lia my, lda mach va lua mach
den. Ham luong prolin va glutamin cao ciia cic protein nay khién cho chiing khang
céc proteaza tw nhién cua da day, tuyén tuy va rudt, va cc peptidaza trong qua
trinh tiéu héa. Cac doan peptit thu duoc van khong duge tiéu héa hoan toan trong
rudt non va c¢6 kha nang truy cép 16p dém ni€ém mac rudt ma tai do, sau qué trinh
cai bién boi TG2, ching c¢6 thé kich thich dap ing mién dich qua trung gian té bao
T din dén gay viém va phé hiy cdu trac rudt. TG2 clia rudt khir amit cua céc gdc
glutamin dic hi€u trong peptit prolamin thanh céc gbe glutamat. O cac ca thé
HLA-DQ2/8, céc peptit dugc cai bién nay dugc trinh dién cho cac té bao T tu phéan
ung tuong Ung nhd cac phan t¢ MHC 16p II. Mic du prolamin c6 ham lugng
glutamin cao (khoang 30-35%), chi ¢6 mdt s6 gdc glutamin nay bi tdn cong boi
TG2 cia ngudi. Tuong quan mét thiét giita tinh ddc hiéu co chét cia TG2, 4i luc
lién két voi DQ2, va kha nang kich thich t& bao T cua prolamin duoc xir Iy boi
TG2 chimg t6 rang sy khir amit ciia peptit 1a qua trung gian TG2 va déng vai trd

dang ké trong viéc xac dinh mic do nghiém trong ciia bénh. Ngoai ra, bénh nhén
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bi bénh Celiac tao ra dap tng tu khang thé v6i phirc chat TG2-gliadin. C4c khang
thé khang TG2 nay dugc tim thdy ca trong rudt non, noi ching dwgc ching minh
1a cing vi tri v&i TG2 ngoai bao, 1an trong mau, noi ching duge dung lam chat

danh du bénh chin doan.

Mic du thiéu md hinh dong vat vé bénh Celiac, song céc thi nghiém ex vivo
chi ra ring viéc e ché TG2 c6 thé c6 loi cho bénh nhén bi bénh spure. Viéc nudi
cdy sinh thiét rudt non bénh nhén celiac v6i chét tiéu héa gluten duge xir Iy bang
TG2 (dugc khir amit) hodc khong duge xir Iy bang TG2 (khong duge khir amit)
déu dan dén tao ra cac dong té bao T ciia bénh nhan ma chii yéu nhén biét peptit
gluten dugc khir amit hon 1a peptit gluten khong duge khir amit. Twong tu, bang
cach phong bé hoat tinh ctia TG2 ndi sinh trong sinh thiét bénh celiac bing
Xystamin, hon mdt nira dong té bao T thu dwgc da 1am giam cac dép Gng ting sinh
s0 v6i cac dbi chimg khong duge xtr Iy bing xystamin. Cac dong té bao khong dap
g o rét voi cac chét tiéu hoa khong duge khir amit. Cac két qua nay chi ra rang
thue chét quan thé té bao T déap 1’Ing v6i gluten trong sinh thiét rudt bénh celiac cha
yéu nhén biét peptit gluten dwgc khir amit dbi 1ap véi peptit khong duge khir amit,
rang hoat tinh TG2 ndi sinh trong sinh thiét nay c¢6 thé khir amit ctia peptit gluten
in situ va ring viéc xtt 1y sinh thiét bénh celiac bang chét (¢ ché TG2 c6 thé lam

giam d4p ng ting sinh cta té bao T phan tng véi gluten.

Nghién ciru khac chirng minh rang chét e ché lién TG (chit e ché 2-[(2-
oxopropyl)thio]imidazoli) ¢6 khd ning ngin ngua su lién két ngang in situ cia
peptit gluten voi protein ndi sinh trong céc lat cit mdé méng thu duge tir ca bénh
nhan Celiac spure 14n dbi ching. Quan trong hon, cac tic gia clia nghién ciru nay
con ching minh ring viéc 0 sinh thiét rudt non bénh celiac nguyén ven véi 2-[(2-
oxopropyl)thio]imidazoli ngan ngira sy hoat hoa té bao T dugc cam ung boi dang
khong duge khir amit cia peptit gluten trdi mién dich. Nguoce lai, viée trc ché TG
14 khong hiru hiéu kiém soét sy hoat hoa té bao T khi sinh thiét duge G véi dang
duoc khtr amit cia peptit ndy. Céac két qua nay chi ra rang viéc &c ché TG2 noi
sinh trong sinh thiét ctia bénh nhén celiac c6 thé ngan ngira sw khir amit ciia peptit

gluten va, do d6, 1am giam su hoat héa té bao T.
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C6 mdt sb quan sat ung ho gia thuyét TG2 c6 vai trd trong viée phat trién
mdt s6 loai bénh ung thu. Nhidu nghién ciru ching minh ring protein TG2 protein
duogc ting didu hoa trong md ung thu so véi md khée manh & cic bénh ung thu
nhu u nguyén bao thén.kinh dém, u hic sic td di ac ﬁnh, va cacxinom dng tuyén
tuy. trong quan rd rang gitta tinh khang hoa li€u phép va kha nang di cin ciia mot
s bénh ung thu véi muirc biéu hién TG2 da dugc chirng minh, méc du trong cac
loai té bao nhét dinh, TG2 duoc chiing minh 1a tao ra tdc dung chéng su chét theo
chuong trinh d6i véi té bao trong khi viéc giam diéu hoa siARN ciia mirc biéu hién
protein TG2 hodc xir Iy bang chét trc ché TG2 1am cho céc té bao nay dé chét theo
chuong trinh. Mit khéc, cling c6 cac thong bao vé viéc 1am giam diéu hoa su biéu
hién TG2 trong céc loai ung thu nhit dinh [18]. Méi ddy, dd ching minh duoc
ring TG2 1a thanh phin lién két d6i véi GPR56, mét protein dugc giam diéu hoa
trong c4c té bao ung thu di can cao, ching to ring TG2 c6 thé dong vai trd protein

trc ché khéi u bang cach twong tac véi GPR56 [18].

Céc chit trc ché transglutaminaza hién nay dugc chia thanh 3 16p chinh: 1)
chét tc ché amin canh tranh (vi dy, xystamin va spermin), ching canh trang véi
cac co chit amin tu nhién; 2) chét ¢rc ché chuyén hoat tinh enzym thuan nghich
nhu GTP va 16p hop chit méi duoc phat hién véi khung chinh thieno[2,3-d]
pyrimidin-4-on axylhydrazit; va 3) chat @c ché khong thuan nghich bao gbm céc
dan xudt 2-[(2-oxopropyl)thiolimidazoli (xystein & vi tri hoat dong axetylat), 3-
halo-4,5-dihydroisoxazol (tao ra iminothioete 6n dinh trong vi tri hoat dong) va cac
chit twong tu carbobenzyloxy-L-glutaminyl glyxin véi nhidu nhém phan tng duge
cai vao.

Héu hét cac chat nay di dugc st dung trong céc hé thuc nghiém trén day va
cho két qua c6 loi. Tuy nhién, khong c6 chét e ché nao trong sd nay co tinh dic
hiéu v6i déng dang TG do chung déu tin cong dich 14 bo ba xuc tac bao toan bén
trong 161 xuc tac cua ho transglutaminaza. Két qué 13, ching déu c6 nhuge diém 1a
khi cung e ché Yéu té XIIla, TG1 va TG3, diéu nay can trd viéc ing dung ching

hitu hiéu trong bénh ctia nguodi do c¢6 kha néng géy ra tdc dung phu.
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WO 2006/100679 mb ta khang thé khang TG2 dic hiéu san xudt dugc bing
cong nghé tai to hop tir cac mau thu duoc tir ba bénh nhan celiac trudng thanh co

hiéu gi4 khang thé khang TG2 cao.
CUB7402 (ab2386) 1 khang thé sin c6 trén thi trudng tir Abcam.

Lai et al., 2007; FASEB 21(14):4131-4143 mo ta sy xac dinh hai dang
transglutaminaza md duogc ndi theo cach khac doc 1ap GTP trong bach ciu, co tron
mach, va té bao ndi méd nguoi.

WO 2010/113025 mé ta su chdn doan chon loc cac bénh tu mién gay ra do
gluten bing thir nghiém lién két sir dung epitop celiac chinh c6 trén céc protein

thudc ho transglutaminaza.

WO 02/068616 mo ta transglutaminaza 6 1a chét chi thi chn doan cac bénh

tr mién.

Di Niro et al., 2007; BMC Biotechnology 7(46): 1-10 md ta cdu triic cta cdc
khéng thé nh6 (miniantibody) cho nghién ciru in vivo céc bénh tu mién & nguoi

trong cac mo hinh dong vat.

W02010/116196 mé ta sy chdn doan chon loc cac bénh ty min gy ra do
gluten bang thir nghiém lién két sir dung epitop celiac chinh c6 trén céac protein
thudc ho transglutaminaza. W0O2010/116196 ciing mo ta viéc didu tri cac bénh tu
mién gdy ra do gluten bang cach tc ché lién két clia cac t khang thé celiac bing

céc hop chét diéu tri.

Do TG2 lién quan dén nhiéu tinh trang bénh 1y va s liéu thuyét phuc tir cac
chét ac ché khong dac hiéu, can c6 céc chit trc ché TG2 chon loc cao va hiéu qua
cao véi céc tac dung tréch dich giam thiéu.

Viéc néu hogc ban lun vé tai liéu duoc cong bd truée trong ban mo ta nay
hién nhién 1a khong can thiét do biét ring tai liéu nay 1a mot phan ciia tinh trang k§
thuat hodc 1 hiéu biét chung phd bién.

Ban chit ky thuit ciia sang ché
Sang ché d& xuét khang thé hoidc doan lién két khang nguyén cia né lién két

chon loc véi epitop trong ving 13i ctia transglutaminaza typ 2 (TG2) va tc ché

-8



TG2 ngudi lién két chéo vai lysin va glutamin bang cac lién két Ne(y-

glutamyl)lysin isopeptit, trong d6 khang thé hodc doan lién két khang nguyén clia
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né chira cac trinh tu axit amin sau:

@

(ii)

(iii)

Theo mét phuong an, khang thé hoic doan lién két khang nguyén cia nd

theo séng ché cé:

KASQDINSYLT (LCDR1);

LVNRLVD (LCDR2);

LQYDDFPYT (LCDR3);

THAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); va
LISTY (HCDR3); hoiic

KASQDINSYLT (LCDR1);
LTNRLMD (LCDR2);

LQYVDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); va
LISPY (HCDR3); hoic

KASQDINSYLT (LCDR1);

RTNRLFD (LCDR2);

LQYDDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); va

LISLY (HCDR3).

(i)  ving bién dbi chudi nhe chura trinh ty

DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVN
RLVDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTK

VEIK, va vung bién doi chudi ning chira trinh tu
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EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLIS
TYWGQGTLVTVSS; hoidc

(i)  ving bién dbi chudi nhe chia trinh tur
DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTN
RLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTK
VEIK, va ving bién d6i chudi ning chtra trinh tu
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGITFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATI
SSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISP
YWGQGTLVTVSS; hoic

(iii)  ving bién dbi chudi nhe chia trinh tur
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK, hoac
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKYV
EIK,
va viing bién dbi chudi nang chira trinh t
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVST
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLIS
LYWGQGTLVTVSS.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hoic doan lién két khang nguyén ctia n6 lién
két chon loc véi epitop trong ving 15i clia transglutaminaza typ 2 (TG2) va trc ché
TG2 ngudi lién két chéo véi lysin va glutamin bang céc lién két Ne(y-

glutamyl)lysin isopeptit, co:

(a) ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWYLQKPGQSPKFL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFG
GGTKLEIK, va vung bién dbi chudi ndng chira trinh ty
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKQKSGQGLEWI
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GYINPYNDGAKYNE
KFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTV
SS; hodc

(b) ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTF
GSGTKLEIK, va ving bién ddi chudi ning chira trinh tu
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIG
FINPYNDGTK YNEKFKGKATLTSDKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFS
SGYWGQGTTLTVSS; hoic

(¢) ving bién dbi chudi nhe chua trinh tyr
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKF
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTF
GGGTKLEIK, va ving bién ddi chudi ning chira trinh t
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIG
YINPYNDGARYNEKFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARL
SSDYWGQGTTLTVSS; hodc

(d) viing bién ddi chudi nhe chia trinh t
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGT
KLELK, va vung bién dbi chudi ning chira trinh tur
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAH
IYWDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTT
APFAFWGQGTLVTVSA; hoic

(e) ving bién dbi chudi nhe chira trinh tur
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTK
LELK, va ving bién ddi chudi ning chia trinh tur
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAH
[YWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTT
APFAYWGQGTLVTVSA; hoic
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(f) ving bién ddi chudi nhe chia trinh tu
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIA
GTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFG
GGTKVTVLG, va ving bién ddi chudi ning chta trinh tu
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWI
GYINPKNGVIYYNQKFKGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCAT
ALTYWGQGTLVTVSA; hoic

(g) ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu
DVVMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRR
LIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPYT
FGGGTKLEIK, va ving bién ddi chudi ning chira trinh tu
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMTWVKQAPGKGLKWMG
WINTSSGVPTYADDFKGRFAFSLETSASTAYLQINNLKSEDTATYFCARPE
VAYWGQGTLVTVSA. |

Theo mét phuong 4n, (a) khang thé hodc doan lién két khang nguyén clia né
chira hodc bao gdm khang thé nguyén ven; (b) khéng thé hodc doan lién két khang
nguyén cua no chira hodic bao gdbm doan lién két khang nguyén duge chon tir nhém
bao gém: doan Fv, vi du doan Fv chudi don hoic doan Fv dugc lién két disulfua;
doan Fab; va doan giéng Fab, vi du doan Fab’ hoac doan F(ab),; (¢) khang thé
hoic doan lién két khang nguyén ctia n6 1a IgG1, 1gG2, IgG3 hodc 1gG4; va/hodc
(d) khang thé hodc doan lién két khang nguyén ciia n6 khong trc ché hoat tinh
TG1. TG3, TG13 va/hoac TG7.

Sang ché ciing d& xuét polynucleotit ma hoa khang thé hodc doan lién két
khang nguyén cua n6 theo sang ché.

Ngoai ra, sang ché ciing dé xuat hop chét chira khang thé hoic doan lién két
khang nguyén cua no theo sang ché va mot gdc nita, vi du gbe co thé phat hién dé
dang, va/hodc gbe gy doc té bao truc tiép hodc gian tiép.

Sang ché ciing dé xudt dugc pham/ché pham duge chira khang thé hoic
doan lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché, hoic polynucleotit theo sang

ché, hodic hop chét theo sang ché, trong hdn hop véi ta duor, chét phu gia, chét pha
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lodng hodc chit mang dugc dung, tiy y chita thém mot hoac nhiu thanh phan hoat
tinh khac nita, vu tién 1a trong d6 dugc phim/ché pham dugc nay duoc bao ché dé

dung trong tinh mach, trong co, hogc duéi da cho nguoi bénh.

Sang ché cling dé xuét bo kit gdbm cac thanh phén chtra khang thé hodc doan
lién két khang nguyén clia n6 sang ché, hoic polynucleotit theo sang ché, hoic hop

chit theo sdng ché; va mot tdc nhan khéc.

Séang ché cling dé xuét hop chét chira khang thé hodc doan lién két khang
nguyén cia n6 theo sang ché hodc polynucleotit theo sang ché, hodc hop chét theo

sang ché dé sir dung lam duoc pham.

Ngoai ra, sang ché d& xuét hop chit chira khéng thé hodc doan lién két
khang nguyén cua n6 theo sang ché hoidc polynucleotit theo sang ché, hodc hop
chét theo sang ché dé sir dung trong didu tri va/hodc chin doan bénh Celiac, su
lanh vét thuong bat thuong, su tao seo, seo 164, S€0 mét, bénh viém rudt, thoai hoa
diém vang, bénh vay nén, bénh lién quan dén xo hoéa (vi dy, x0 gan, X0 phéi nhu
bénh phéi k& va bénh xo hoa phdi, xo tim, xo da, xo tlly, X0 thén nhu bénh xo
cung tiéu cdu va bénh xo ké 6ng), bénh xo vita dong mach, bénh tai hep, bénh
viém, bénh ty min, bénh thodi hoa thin kinh/bénh than kinh (vi du, bénh
Huntington, bénh Alzheimer, bénh Parkinson, bénh polyglutamin, bénh teo co tuy-
hanh ndo, bénh teo nhén rang nhan dé-cau nhat thé Luy, ching mét diéu hoa tiy-
hanh ndo 1, 2, 3, 6, 7 va 12, bénh teo nhan dé-cdu nhat, ching liét nhan dé-céu
nhat), u nguyén bao than kinh dém nhu u nguyén bao than kinh dém trong hoi
ching Li-Fraumeni va u nguyén bao than kinh dém rai rac, u hic sic tb ac tinh,
cacxinom dng tuyén tuy, bénh bach ciu dang tily, bénh bach cdu tay xuong cip
tinh, hoi ching loan san tay, hoi ching ting sinh tuy, bénh ung thu phu khoa,

sacom Kaposi, bénh Hansen, bénh viém két trang tao colagen.

Sang ché ciing dé xuét phuong phép in vitro dé 1am giam hodc trc ché hoat
tinh enzym TG2, phuong phap nay bao gdm dung khang thé hodc doan lién két
khang nguyén cuia n6 theo sang ché, hoic polynucleotit theo sang ché, hoac hop

chét theo sang ché, vao miu chira TG2, vi du miu md hodc t& bao chira TG2.
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Sang ché ciing dé xuét phirong phép san xuét khang thé hozic doan lién két
khang nguyén cua n6 theo sang ché, hodc hop chit theo sang ché, phuong phap

nay bao gdm biéu hién polynucleotit theo sdng ché.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1: Tao protein téi t6 hop TG2 ciia ngudi _

A: ADN b trg cta 161 xtc tac TG2 dugce tao ra béng PCR tur vecto pClineo-hTG2
va cai vao plasmit pET 21a. Sau khi khuéch dai & E.Coli, plasmit ndy dwogc cit
bing Nhe I va Hind III dé giai phong ADN bb trg ctia 16i TG2 va chay trén gel
Agaroza 1% (1an 3). Céc bang dugc xac dinh kich thude theo thang 100 bp (lan 1)
va bang chudn trong lwgng phan tit ADN A (Ian 2).

B: Vecto 180 TG2 pET2la dugc ding dé bién nap ching E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL. Viéc biéu hién dwgc cam tmg bang cach st dung IPTG
trong 4 gio. Protein 161 TG2 tao ra céac thé khong hoa tan thu hdi duoc tir dich tan
bao bang cach ly tdm. Chiing dwgc hoa tan lai, va 16i TG2 gan duoi His 37 kDa
duoc tinh ché trén cot niken. Tach 10ng bing SDS-PAGE, thim tach protein va do
bing khang thé khang TG2 CUB7402 (lan 2) theo bang chuén trong luong phén tir
(Ian 1).

Fig. 2: Dap Gng mién dich & chudt nhit véi protein 16i thTG2

A: Lay mau thtr nghiém tir 4 chudt nhit da dwgc gdy mién dich bang 16 xic tac &
ngay 45 sau khi gay mién dich 1an dAu va 10 ngay sau khi gay mién dich nhic lai
thtt hai. Pha lodng huyét thanh theo béc va kim tra kha ning phan ung bing
ELISA khang protein 15i TG2 cb dinh.

B Kha ning phan tmg con dugc kiém tra bing cach sang loc khang th TG2 cua
ngudi va vung 161 xdc tdc rth TG2. Phan doan 20, 40, 80ng protein bang SDS
PAGE va thim tach protein trén mang PVDF. Protein ndy dugc do mién dich bang
d6 pha loang huyét thanh 1:1000. Sy lién két voi khang thé duoc phat hién bang
cach str dung HRP dic hidu khang chudi y chudt nhit. Xac dinh kich thudc theo

bang chuén trong lugng phén ti.
Fig. 3: Kha ning phan (mg cta té bao lai v6i céc thanh vién thude ho TG
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A: ELISA duoc thuc hién bang cich st dung céc dia c6 phi TG tdi t6 hop
(100ng/18) dé x4c dinh tinh diic hiéu typ TG trong 109 dich ndi té bao lai ma c6
phéan tng tdt voi TG2. Su lién két véi khang thé duoc phat hién bang cach st dung
HRP dic hiéu khang chudi y chudt nhét. viéc chon ngau nhién cic khang thé sang
loc duge duge thé hién bao gdbm EF4, CG9 & FD8, chiing c6 kha ning phén mg
chéo.

B: Chin té bao lai chon dugce dugc nhan dong kép. IgG dugce tinh ché va thir kha
nang phan ung & 0,1ug/ml khang TG1, TG2, TG3, TG7 cta ngudi tai t6 hop va
Yéu t6 XlIIa bing cach sir dung ELISA v6i cac dia c6 phit 100ng m&i TG. Sé liu
thé hién tri s6 OD trung binh tir 3 ELISA riéng biét +SEM.

Yéu t6 XlIla dugc ky hiéu trén do thi 1a TG13.

Fig. 4: Nhén dang té bao lai c6 hoat tinh trc ché TG2

Céac mdi truong ¢6 didu kién tir 32 13 t€ bo lai ¢6 tinh dic hiéu véi TG2
duoc sang loc vé tic dung clia ching d6i v6i 100ng hoat tinh rhTG2 bing céach st
dung thir nghiém hgp nhit *H putresxin. Chét e ché lién TG2 hoa hoc 1,3-
dimetyl-2-[(2-oxo-propyl)thio]imidazoli clorua dugc dung lam d6i chimg uc ché
duong tinh. RPMI (mdi truong khong c6 diéu kién) dwoc dung 1am déi chimg am
tinh. 500ng khang thé tc ché TG2 do Quark biotechnology thitr nghiém duge dung
@8 so sanh. Sé liéu thé hién CPM trung binh hop nhét trong 30 phut tir it nhit ba
thi nghiém thyc hién hai 1dn £SEM. Céc c6t mau x4m thé hién muc tc ché TG2

dang ké (p<0,05).

Fig. 5: Lap ban db epitop cta khang thé tc ché.

M3i khang thé don dong trc ché duoc lién két véi dia ELISA va duoc sang
loc dya trén ngén hang thé thyc khuan TG2 ctia ngudi. Thé thuc khuén lién két véi
khang thé duoc chon, khuéch dai va ding cho 4 vong sang loc tiép theo. Tiép theo,
cac doan ngan hang TG2 trong thé thyc khudn ndy dugc xé4c dinh trinh tu va cic
trinh ty chdng 14p dugc ding dé x4c dinh epitop d6i v6i mdi khang thé. Tiép theo,

cc trinh tu chung gita cac khang thé duoc ding d8 xac dinh trinh tu lién tng dbi
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véi epitop e ché cu thé va cac khang thé dugc nhom theo d6. Nhan dang duoc 3

epitop trc ché.

Fig. 6: Vi tri cAu tric clia epitop uc ché véi 161 xac tac TG2

Trinh tu axit amin cia TG2 dugc dua vao Pymol va thé hién cAu trac dd hoa 3D
duoc tao ra béng 1énh m&, trang thai dugc hoat hoa bai Ca®" voi céc vi tri lién két
v6i canxi gia dinh (mau ngoc lam) va bd ba xuc tac (mau xam) dugc thé hién dé so
sanh (panen tréi). Tiép theo, cic epitop Grc ché lién ung dugc thém vao bang mau
xanh (Khéang thé nhém 1 — vi tri AB1), mau do (khang thé nhom 2 — vi tri DF4) va
mau vang (khang thé nhom 3, vi tri DD9).

Fig. 7: Trinh tu VL ctia khang thé e ché

ARN tir mi té bao lai ttc ché duge chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bang PCR
bang cach st dung mdi FR1 suy bién, mdi MHI va MH2 va 3 mdi ving 6n dinh aé
khuéch dai cac gen VH. Céc trinh ty VH va VK thu dugc dugc thé hién dbi vai
ABI.

Fig. 8: Tac dung ¢ ché hoat tinh TG2 ctia AB1 trong dich tan bao

A: Lam tan t& bao Hep2G va tron 45 ug protein v6i 750ng IgG tor ABI, DH2,
DD9, BB7, DC1 va EH6 trong 20 phut. Hon hop nay dugc thir nghiém bang cach
st dung thir nghiém hoat tinh TG hop nhét *H Putresxin véi viéc 14y mau trong 1
2io. Tbc @6 phan tmg dugc tinh va thé hién dudi dang ty 1€ phén tram dich tan bao
i v6i khang thé ngiu nhién (MAB002). S§ liéu thé hién ty 1¢ phan trim e ché
trung binh + SEM tir 2 thi nghiém riéng biét thuc hién hai lan. * p<0,05

B: Cho té bao HepG2 tiép xtic véi glucoza c6 ndng do gia tang trong 96 gid dé
tang didu hoa qua trinh bidu hién TG2. Thu hoach té bao, lam tan va phén doan 25
ug dich tan bao bang SDS-PAGE, thim tach protein va tiép theo do mién dich
bang dung dich IgG AB1 1ng/ml bang cach st dung didm cudi phat quang hoa

hoc.

Fig. 9: (Bang 1): So sanh trj s6 IC50 dbi v6i khang thé trc ché TG2
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Dé xé4c dinh tri s6 IC50 dbi voi mdi khang thé khang ngudi, chudt cdng va chuot
nhit, thir nghiém H Putresxin duogc sir dung. 100ng ctia TG2 ctia nguoi hodc 25ng
ctia chudt nhit va TG2 cta chudt cdng duge dung dé tao ra phan tmg trong d6
khoang 3000 cpm Putresxin dugc hop nhit/gie trong 10ul hdn hop phan ung. Tiép
theo, mdi khang thé pha lodng theo bac dugc sir dung bét dau tir viéc thém 500ng
(ndng do cudi Sug/ml) vao hdn hop phan ting va t véi TG2 trong 20 phit trude khi
hoat héa phan mg. Tinh tri s6 1C50 béng cach xac dinh néng dd ma tai d6 tdc do
phan tng enzym giam 50% bang cach chinh dudng cong thich hgp trong graphpad
prism. Cac tri s6 duoc thé hién dudi dang lugng IgG tinh bang mg/ml trong phan

g ma ¢6 thé trc ché 1ng TG2.

Fig. 10: Hoat tinh TG ngoai bao & t& bao HK2 dap lai sy trc ché TG2

CAy té bao HK?2 Ién fibronectin va 1 trong 2 gid v6i sw ¢6 mit clia biotin cadaverin
0,1M vé6i 4ng/pl khang thé khang TG2 ciia ngudi (AB1) (phan A), 4ng/ul khang
thé khang TG2 cta ngudi (DC1) (phan B) hodc 400uM chét e ché lién TG dac
hiéu v6i vi tri 1,3-dimetyl-2-[(2-0xo-propyl)thio]imidazoli clorua. Po hoat tinh TG
ngoai bao bang cach hop nhét biotin cadaverin vao fibronectin vé6i viéc hop nhét
duogc thuc hién br?mg cach st dung extravadin-HRP va co chit TMB. Po mirc thay
dbi mat do quang hoc & 450nm béng bd doc dia 96 16. S6 liéu thé hién OD trung

binh & 450nm dung véi 1mg protein t& bao. n = 6 16/nhém thi nghiém.

Fig. 11: So sanh su Gc ché TG2 boi khang thé AB1 vé6i doan fab clia khang thé trc
ché TG2 ciia Quark bang cach st dung thir nghiém hop nhét °H putresxin

Tht nghiém 100ng hTG2 Vé hoat tinh TG2 trén co s6 hop nhit *H Putresxin vao
dimetylcasein trong khoang thoi gian 60 phuat c6 thém 1pg doan fab cta khang thé
duoc Quark mod ta trong WO2006/100679 va duoc téng hop tai Sheffield
University hodac 500ng ABI. S6 liéu thé hién hoat tinh TG trung binh dudi dang
hop nhéit *H Putresxin (CPM) + SEM tir 3 thi nghiém ddc 1ap thuc hién hai lan.
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Fig. 12: So sanh ty 18 phén tram trc ché TG2 boi khang thé AB1 véi doan fab cua
khéng thé e ché TG2 cua Quark bang cach st dung thir nghiém hop nhét *H
putresxin B | _

Sé liéu tir Fig. 11 duoc thé hién theo cach khac duéi dang ty 16 phan trim hoat tinh
TG tai mdi thoi diém d& thé hién sy gidm hoat tinh TG2 hau nhu twong duong boi

viéc str dung AB1 va doan fab ctia khang thé Quark.

Fig. 13: So sanh sy e ché TG2 boi khang thd AB1 véi IgG chudt cdng tai to hop
cta khang thé e ché TG2 Quark bing cach st dung thir nghiém hop nhit *H
putresxin

Tht nghiém 100ng hTG2 vé hoat tinh TG2 trén co s& hop nhit H Putresxin vao
dimetylcasein trong khoang thoi gian 60 phut ¢ bd sung 500ng dang ctia chudt
cbng tai tb hop cia khang thé @c ché TG2 dugc Quark md td trong
W02006/100679 va tong hop tai Medical Research Council Technology hodc
500ng AB1. S§ liéu thé hién hoat tinh TG trung binh dud¢i dang hop nhét *H
Putresxin (CPM) = SEM tir 3 thi nghiém doc 14p thuc hién hai lan.

Fig. 14: So sanh ty 1& phan trim @c ché TG2 boi khang thé AB1 véi IgG chudt
cbng tai td hop cia khang thé wc ché TG2 ctia Quark bang cach st dung thir
nghiém hop nhét ‘H putresxin

S4 lidu tir Fig. 13 duogc thé hién theo cach khac dudi dang ty 1é phan tram hoat tinh
TG tai mdi thoi diém dé thé hién su giam hoat tinh TG2 hiu nhu trong dwong béi
viée st dung AB1 va IgG ‘chu(f)t cdng t4i t6 hop cta Quark.

Fig. 15: T4c dung ctia AB1 ddi véi mic ECM & té bao HK2

Mirc colagen truéng thanh trong té bao HK-2 dugce do bang cach hop nhat *H
prolin vao ECM trong khoang thoi gian 76 gio c6 thém hodc khong thém khang
thé (rc ché TG2 AB1. S4 lidu thé hién su hop nhit *H prolin/mg protein té bao dudi
dang ty 1& phan trim mirc trung binh trong té bao khong dugc xir Iy + SEM. n=2.

Fig. 16: ELISA lién két ctia c4c dang khang thé dugc 1am cho giéng nhu ctia ngudi
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Dich néi tir t& bao HEK293F da dugc dong chuyén nhiém bing céac t& hop khac
nhau cta cac vecto chudi ning va chudi nhe dwgc lam cho gidng nhu clia ngudi
duoc thir nghiém bang ELISA khang IgG ngudi d8 x4c dinh ndng do va bang
ELISA khéng huTG2. M3i dich ndi dugc thir nghiém ba 1an va ICs dugc xéc dinh.
T hop manh nhit duge chon cho cac nghién ciru tiép theo va dung lam khang thé

duogc lam cho gidong nhu clia ngudi tuyén chon.

Fig. 17: Thir nghiém MRC Quark CTD190 déi v6i Tg2 ctia ngudi bang ELISA

Ciy hTG2 (1pg/ml) trong dém cacbonat qua dém trong dia 96 16 va phat hién
ELISA bing cach st dung khang thé so cip 100ng/ml. Viéc phat hién dugc thuc
hién bang cach sir dung IgG khéhg chudt nhét (SIGMA 3673) dbi véi CUB va IgG
khang chudt cdng (SIGMA A5795) d6i v6i Quark (ca hai khéng thé nay déu c6 do
pha lodng 1:5000). Khéang thé Quark do MRC T san xuét phan tmg v6i TG2 clia

nguoi.

Fig. 18: ARN tur té bao lai AB1 duge chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bang
PCR bing cach st dung mdi trinh ty tin hiéu suy bién MHV4 véi mdi ving 6n
dinh chudi ning MHCG1, hoic béng cach sir dung mdi trinh ty tin hiéu suy bién
MK V4 véi mdi ving dn dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh ty VH va VK thu

duoc dugc thé hién.

Fig. 19: ARN tir té bao lai BB7 duogc chiét, phién ma ngugc va khuéch dai bang
PCR bing c4ch st dung mdi trinh tw tin hiéu suy bién MHV4 v6i mdi viing 6n
dinh chudi ning MHCG], hoic béng cach st dung mdi trinh tu tin hiéu suy bién
MK V4 v6i méi ving 6n dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh ty VH va VK thu

dugc dugc thé hién.
Fig. 20: ARN tir t& bao lai DC1 duoc chiét, phién ma ngugc va khuéch dai bing

PCR bing c4ch st dung mdi trinh tw tin hiéu suy bién MHV4 v6i mdi viing 6n

dinh chudi ning MHCG1, hodc bﬁng cach st dung mdi trinh tu tin hiéu suy bién
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MK V4 v6i mdi ving dn dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh ty VH va VK thu

duoc duoc thé hién.

Fig. 21: ARN tir té bao lai JE12 dugc chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bing
PCR bing cach st dung 5> RACE PCR v6i mdi viing 6n dinh chudi ning MHCGI,
hodc béng cach st dung mdi trinh ty tin hiéu MKV1 véi mdi vung én dinh chudi

nhe kappa MKC. Céc trinh ty VH va VK thu dugc duoc thé hién.

Fig. 22: ARN tir té bao lai EH6 dugc chiét, phién ma ngugc va khuéch dai bang
PCR bing cach st dung 5° RACE PCR véi mdi ving on dinh chudi ning
MHCG2B, hoic bing cach st dung mdi trinh tu tin hidu MKV véi mdi ving on
dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh tw VH va VK thu dugc duge thé hién.

Fig. 23: ARN tir té bao lai AG9 duoc chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bing
PCR bing cach st dung mdi trinh tu tin higu suy bién MHV7 v6i mdi ving 6n
dinh chudi ning MHCG1, hoic sir dung hdn hop chira céc mdi trinh tyu tin hiéu suy
bién MKV1 - 11 v6i mdi ving dn dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh ty VH va
VK thu dugce duge thé hién.

Fig. 24: ARN tir té bao lai AH3 duoc chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bang
PCR bang cach st dung mdi trinh tu tin hiéu suy bién MHV7 véi mdi viung 6n
dinh chudi ning MHCG2B, hodic bing cach sir dung mdi trinh ty tin hidu MKV1
v6i mdi ving on dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh ty VH va VK thu dugc

duoc thé hién.

Fig. 25: ARN tir té bao lai DD9 dugc chiét, phién ma nguge va khuéch dai bang
PCR bing cach st dung 5> RACE PCR véi mdi ving On dinh chudi ning
MHCG2A, hodc bé‘mg cach st dung mdi trinh tu tin hiéu suy bién MKVS véi moi
ving 6n dinh chudi nhe kappa MKC. C4c trinh ty VH va VK thu duge duoc thé

hién.
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Fig. 26: ARN tir t& bao lai DH2 dugc chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bing
PCR bing cach st dung 5° RACE PCR voéi mdi ving 6n dinh chudi ning
MHCG2B, hoic bé‘mg cach st dung mdi trinh tu tin hiéu suy bién MK V45 v&i moi
ving on dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh tuw VH va VK thu dugc duge thé

hién.

Fig. 27: ARN tir té bao lai DD6 dugc chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bang
PCR bing cach st dung 5> RACE PCR vdi mdi ving on dinh chudi ning
MHCG2B, hoic bing cach sir dung 5’ RACE PCR viing 6n dinh chudi nhe lambda
MLC. C4c trinh tu VH va VK thu duoc dugce thé hién.

Fig. 28: ARN tir t& bao lai IA12 dwgc chiét, phién mi ngugce va khuéch dai bang
PCR bing céch sit dung mdi trinh ty tin hiéu suy bién MHV9 véi mdi ving 6n
dinh chudi nang MHCG]1, hodc bang cach st dung mdi trinh ty tin hiéu suy bién
CL14 v6i mdi ving 6n dinh chudi nhe kappa MKC. Céc trinh tw VH va VK thu

duge duge thé hién.

Fig. 29: Pudng cong lidu-dap tng va tri s6 IC50 d6i véi sy tre ché enzym TG2 cua
ngudi tai td hop boi khang thé khang TG2 dang khdm, (a) cAB003, (b) ¢cBB001,
(¢) ¢DCO001, (d) ¢cDD9001, (e) cDHO001 va (f) khang thé TG2 thuong mai
CUB7402. Tri s6 IC50 1 gi4 tri trung binh cua 3 thi nghiém doc 14p.

Fig. 30: Duong cong lidu-dap tng va tri s6 IC50 d6i véi su e ché enzym TG2 cua
khi dau cho tai tb hop boi khang thé khang TG2 dang kham (a) cDCO001 va (b)
khang thé TG2 thuong mai CUB7402.

Fig. 31: Pudng cong lidu-dép tng va tri s& IC50 d6i voi sy e ché enzym TG2 cua

nguoi tai td hop béi khang thé khang TG2 dugc lam cho gidng nhu cta ngudi, (a)
hBB001AA, (b) hBB001BB, (c) hAB00S5 va (d) hAB004.
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Fig. 32: Duong cong lidu-dap tmg va tri s6 IC50 d6i v6i su e ché enzym TG2 cua
khi ddu cho tai t& hop boi khang thé khang TG2 duge lam cho gidng nhu cua
nguoi (a) hBBO1AA va (b) hAB004.

Fig. 33: Puong cong lidu-dap tmg va tri s6 IC50 dbi voi sy e ché enzym TG2 cua
ngudi ti t6 hop boi khang thé khang TG2 don dong cta chudt, (a) mAB003, (b)
mBBO001, (¢) mDCO001, (d) mDD9001, (¢) mDHO001 va (f) mDD6001.

Fig 34: ELISA lién két cua cac dang khang thé AB1 duoc lam cho giéng nhu cta
nguoi

Dich ndi tir té bao HEK293F da duoc ddng chuyén nhiém bang cac t6 hop
khéc nhau cua cac vecto chudi nhe ctia AB1 va chudi ning cia AB1 dugc lam cho
gidng nhu ciia ngudi dugce thir nghiém trong ELISA khang IgG nguoi dé xac dinh
ndng do va trong ELISA khang huTG2. Mdi dich ndi duge thir nghiém ba 1an va
ICs, duoc xé4c dinh. TH hop manh nhét dugc chon cho nghién ctru tiép theo va

dung lam khang thé dugc 1am cho gibng nhu ciia ngudi tuyén chon.

Fig. 35: Pudng cong lién két ELISA lidu-dap tng va sb liéu EC50 dbi v6i khang
thé lién két v6i TG2 cia ngudi (a) cée khang thé dang kham ¢DD9001, cDHOO0I,
¢DC001, khang thé TG2 thwong mai CUB7402 va ddi ching khép isotyp, (b)
khang thé dang kham c¢BBO001 va dbi chung khép isotyp va (c) khang thé dang
kham cAB003 va d6i ching khép isotyp.

Fig. 36: Duong cong lién két ELISA lidu-dap tmg va sb liéu EC50 ddi véi khang
thé lién két voi TG2 cta khi ddu cho (a) cac khang thé dang khim cDD9001,
¢DHO001, ¢DC001, khang thé TG2 thwong mai CUB7402 va dbi ching khép
isotyp, (b) khang thé dang kham ¢BBO001 va dbi chimg khép isotyp va (c) khang
thé dang kham cAB003 va d6i chung khdp isotyp.

Fig. 37: Duong cong lién két ELISA lidu-dap tmg va sb liéu EC50 déi véi khang

thé lién két voi TG2 cua ngudi (a) cac khang thé duge lam cho gidng nhu cua
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ngudi hBBOO1AA, HBB0OIBB, khang thé TG2 thuong mai CUB7402 va déi
chiig khép isotyp va (b) khang thé dugc lam cho gidng nhu ctia ngudi hAB004.

Fig. 38. Duong cong lién két ELISA lidu-dap tng va sb liéu EC50 ddi v6i khang
thé lién két véi TG2 ctia khi ddu ché (a) céc khang thé dugc lam cho gidng nhu
cia ngudi hBBOO1AA, HBBO01BB, khéng thé TG2 thuong mai CUB7402 va doi
chimg khép isotyp va (b) khang thé dugc 1am cho giéng nhu ctia ngudi hAB004 va
d6i ching khép isotyp.

Fig. 39: Hoat tinh lién két AB1 duge 1am cho gibng nhu ciia ngudi véi TG2 ngoai
bao

Su @e ché hoat tinh TG2 ngoai bao do té bao HK2 tao ra duoc thir nghiém bang
cach st dung ELISA do mtrc d6 hop nhét biotin cadaverin vao fibronectin. Puong
cong dién hinh thé hién su @rc ché hoat tinh TG2 béi AB1 dugc lam cho giéng nhu
caa ngudi (hRAB005) va IC thu duge dugc thé hién.

Fig. 40: Hoat tinh lién két BB7 dugc lam cho gidng nhu ctia nguoi véi TG2 ngoai
bao

Su uc ché hoat tinh TG2 ngoai bao do té bao HK2 tao ra duoc thir nghiém béng
cach st dung ELISA do mutrc do hop nhét biotin cadaverin vao fibronectin. Puong
cong dién hinh thé hién su tc ché hoat tinh TG2 bdi cac dang BB7 duoc lam cho
gibng nhu cia ngudi (hBBOO1AA va hBB001BB) va IC thu duge duge thé hién.

Fig. 41: Cac két qua thir nghiém triy xudc voi ddi ching Cytochalasin D, R281 va
ZDON va céc két quéa thir nghiém trdy xu6c véi khang thé thuong mai CUB7402

Thir nghiém vé vét thuong trﬁy xudc dugce thuc hién béng cach str dung té bao WI-
38, sau khi cdy va sinh truéng qua dém, rua té bao bing moi truomg khong cb
huyét thanh va tao vét thwong trdy xudc bang cach str dung Essen Wound Maker.
Loai bé mdi truong va thay bing 95 ul/1d d6i chimg chira moi trwdong khong co
huyét thanh va khéng thé thir nghiém. Pt dia vao Essen Incycte va phén tich sy

khép vét thuong bing phdn mém Incucyte. Mat do vét thuong tuwong ddi duge vé

-23-



31886

dd thi theo thoi gian di v6i cac ddi ching cytochalasin D, R281 va Z —Don
(panen A) va khang thé thuong mai CUB7402 va cytochalasin (panen B).

Fig. 42: Céc két qua thir nghiém try xuéc véi BB7 duge lam cho gidng nhu cta
nguoi

Thir nghiém vé vét thuong trdy xude duge thyc hién bing céach sir dung té bao WI-
38, sau khi cdy va sinh truéng qua dém, rira té bao bang mdi trudng khong cé
huyét thanh va tao vét thuong triy xudc bang cach sir dung Essen Wound Maker.
Loai bé méi trudong va thay bang 95 ul/ld dbi chimg chira moi trudng khong c6
huyét thanh va khang thé thir nghiém. D4t dia vao Essen Incycte va phan tich su
khép vét thuong bing phin mém Incucyte. Mat d vét thwong tuong dbi dugc vé
dd thi theo thoi gian dbi v6i hBB001 AA duge lam cho giéng nhu cia nguoi va
d6i chimg cytochalasin D (panen A) va hBB0O1BB va d6i chimg cytochalasin D
(panen B).

Fig. 43: Cac két qua thir nghiém trdy xudc v6i AB1 duge 1am cho gidng nhu cia
nguoi

Thir nghiém vé vét thuong tray xudc duge thuc hién bang cach sir dung té bao WI-
38, sau khi cdy va sinh trudéng qua dém, rira té bao bing moi trudng khong co
huyét thanh va tao vét thuong triy xudc bang cach str dung Essen Wound Maker.
Loai boé moi trudng va thay bing 95 ul/Id d6i chimg chtra mdi truong khong co
huyét thanh va khang thé thir nghiém. Dt dia vao Essen Incycte va phén tich sy
khép vét thuong bing phan mém Incucyte. Mat do vét thuong tuong dbi duge vé
dd thi theo thoi gian di véi hAB005 duge 1am cho gidng nhu ciia ngudi va ddi

chiing cytochalasin D

Fig. 44: Céc két qua thtr nghiém trdy xudc v6i DC1 dang kham

Thir nghiém vé vét thuong trdy xude duge thuc hién bing cach sir dung té bao WI-
38, sau khi cdy va sinh truéng qua dém, rira té bao bing moi trudng khong co
huyét thanh va tao vét thwong trdy xudc bang cach sir dung Essen Wound Maker.

Loai bé moi trudng va thay bing 95 ul/ld d6i chimg chtra méi truong khong co
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huyét thanh va khéng thé thir nghiém. Dat dia vao Essen Incycte va phan tich sy
khép vét thuong bang phan mém Incucyte. M4t do vét thuong twong déi duoc vé
dd thi theo thoi gian ddi véi khang thé dang kham c¢DCO001 va d6i chimg

cytochalasin D

Fig. 45: Su lién két TG2 clia ngudi v6i khang thé ¢b dinh cAB003 phat hién dugc
bang Biacore

Céc pha td hop tiém TG2 cta ngudi 1én cam bién sinh hoc phii cAB003 & 25, 50,
100 va 200nM, bao gdm hai 1in & 50nM, dugc thé hién & bén trai. Tl thi nghiém
ndy, hai pha phan ly dai duoc thu gom, nhu duge thé hién & bén phai. Puong khép

duoc thé hién bing cac duong den lién nét va két qua duoc thé hién trong Bang 25.

Fig. 46: Su lién két TG2 ctia khi ddu ch6 véi khang thé cb dinh hAB004 phét hién
duoc bing Biacore

Céc pha t hop tiém TG2 ciia khi dau ché 1én cam bién sinh hoc phtt hAB004 & 25,
50, 100, 200 va 400nM, bao gdm hai 1dn & 50nM, dugc thé hién & bén trdi. Tir thi
nghiém nay, hai pha phan ly dai dugc thu gom, nhu dugc thé hién & bén phai.
Duong khép duoc thé hién bing cac dudng den lién nét va két qua dugc thé hién

trong Bang 26.

Fig. 47: Su lién két TG2 cua ngudi véi khéng thé ¢d dinh cDHO01 phat hién dugce
bang Biacore khi khong c6 canxi

Cac pha td hop tiém TG2 cia ngudi 1én cam bién sinh hoc phit cDHO01 & 25, 50,
100 va 200nM, bao gdm hai 1dn & 50nM, dugc thé hién & bén trdi. Tl thi nghiém
nay, hai pha phan ly dai dugc thu gom, nhu dugc thé hién & bén phai. Puong khép

duoc thé hién bang cac dudong den lién nét va két qua dugc thé hién trong Bang 25.
MG ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuét khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ctia né lién

két chon loc v&i epitop trong ving 15 clia transglutaminaza typ 2 (TG2).
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Puge du tinh ring khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén ctia n6
duoc mo ta & day co thé lién két chon loc véi epitop trong ving 16i ciia TG2 cua
ngudi, TG2 cua chudt cbng, va/hoic TG2 cua chudt nhit. TG2 c6 thé la TG2 cua
nguoi.

Trinh tu axit amin ddy du ciia TG2 clia ngudi, chudt cbng va chudt nhit c6
thé duoc tim thdy trong ngin hang gen véi cic s6 hiéu luu gitt NM_004613,
NM 019386.2 va NM_009373.3. Phén ma hoa clia cac trinh ty nay 1a nhu sau:

Trinh tu nucleotit cia TG2 cua nguoi:

atggccgaggagctggtcttagagaggtgtgatctggagectggagaccaatggccgagaccacca
cacggccgacctgtgeccgggagaagctggtggtgcgacggggecageccttetggcetgaccctge
actttgagggccgcaactacgaggccagtgtagacagtctcaccttcagtgtecgtgaccggecca
gccectagccaggaggccgggaccaaggecccgttttccactaagagatgetgtggaggagggtga
ctggacagccaccgtggtggaccagcaagactgcaccctctcgectgecagetcaccaccececggceca
acgcccccatcggectgtatcgectcagectggaggccteccactggctaccagggatcecagettt
gtgctgggccacttcattttgctcttcaacgecectggtgecccageggatgetgtgtacctggacte
ggaagaggagcggcaggagtatgtcctcacccagcagggctttatctaccagggctcecggeccaagt
tcatcaagaacataccttggaattttgggcagtttgaagatgggatcctagacatctgectgate
cttctagatgtcaaccccaagttcctgaagaacgcecggceccgtgactgectceccecgecgcagecagecc
cgtctacgtgggccgggtggtgagtggcatggtcaactgcaacgatgaccagggtgtgectgetygg
gacgctgggacaacaactacggggacggcgtcagccccatgtcecctggatcecggcagegtggacatce
ctgcggecgetggaagaaccacggctgccagegegtcaagtatggecagtgetgggtettcecgeege
cgtggcctgcacagtgectgaggtgectgggecatcecctaccegegtecgtgaccaactacaactegg
cccatgaccagaacagcaaccttctcatcgagtacttccgcaatgagtttggggagatccagggt
gacaagagcgagatgatctggaacttccactgectgggtggagtcgtggatgaccaggceccggacct
gcagccggggtacgagggctggcaggecectggacccaacgccccaggagaagagcecgaagggacgt
actgctgtggcccagttccagttcgtgeccatcaaggagggcgacctgagcaccaagtacgatgceg
ccctttgtetttgecggaggtcaatgecgacgtggtagactggatccagcaggacgatgggtcectgt
gcacaaatccatcaaccgttccctgatcgttgggectgaagatcagcactaagagecgtgggccgag
acgagcgggaggatatcacccacacctacaaatacccagaggggtcctcagaggagagggaggcc
ttcacaagggcgaaccacctgaacaaactggccgagaaggaggagacagggatggceccatgceggat
ccgtgtgggccagagcatgaacatgggcagtgactttgacgtctttgeccacatcaccaacaaca
ccgctgaggagtacgtctgcecegectecctgectctgtgecegecaccgtcagetacaatgggatcecttg
gggcccgagtgtggcaccaagtacctgctcaacctcaacctggagectttctctgagaagagegt
tcctctttgecatectctatgagaaataccgtgactgecttacggagtccaacctcatcaaggtge
gggccctcecctecgtggagceccagttatcaacagectacctgectggctgagagggacctctacctggag
aatccagaaatcaagatccggatccttggggagcccaagcagaaacgcaagctggtggctgaggt
gtccctgcagaacccgctceccecctgtggecctggaaggctgecaccttcactgtggagggggccggcece
tgactgaggagcagaagacggtggagatcccagaccccgtggaggcaggggaggaagttaaggtg
agaatggacctgctgccgctccacatgggcctccacaagectggtggtgaacttcgagagcgacaa
gctgaaggctgtgaagggcttccggaatgtcatcattggccccgectaa

Trinh tu axit amin cia TG2 cua nguoi:

MAEELVLERCDLELETNGRDHHTADLCREKLVVRRGQPFWLTLHFEGRNYEASVDSLTFS
VVTGPAPSQEAGTKARFPLRDAVEEGDWTATVVDQQODCTLSLOQLTTPANAPIGLYRLSLE
ASTGYQGSSFVLGHFILLFNAWCPADAVYLDSEEERQEYVLTQQOGFIYQGSAKFIKNIPW
NFGQFEDGILDICLILLDVNPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGR
WDNNYGDGVSPMSWIGSVDILRRWKNHGCORVKYGQCWVEFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
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YNSAHDONSNLLIEYFRNEFGEIQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEGWQALDPT
PQEKSEGTYCCGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQDDGSVHKSINRSL
IVGLKISTKSVGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGMAMRIRVG
QSMNMGSDFDVFAHITNNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGILGPECGTKYLLNLNLEPFSEK
SVPLCILYEKYRDCLTESNLIKVRALLVEPVINSYLLAERDLYLENPEIKIRILGEPKQK
RKLVAEVSLONPLPVALEGCTFTVEGAGLTEEQKTVEIPDPVEAGEEVKVRMDLLPLHMG
LHKLVVNFESDKLKAVKGFRNVIIGPA*

Trinh tu nucleotit cia TG2 ctia chudt cng:

Atggccgaggagctgaacctggagaggtgcgatttggagatacaggccaatggecgtgatcacca
cacggccgacctgtgccaagagaaactggtgctgecggecgaggeccagegettcecggetgacactgt
acttcgagggccgtggctatgaggccagegtggacagacttacatttggtgecgtgaccggccca
gatcccagtgaagaggcagggaccaaggcccgcttctcactgtctgacgatgtggaggagggatc
ctggtcagcctctgtgctggaccaacaggacaatgtcctctegetgecagetetgcacccecageca
atgctcctgttggccagtaccgectcagectggagacttctactggcetaccaaggcectceccagettce
atgctgggtcacttcatcctgctcttcaatgectggtgecccagecggatgacgtgtacctagattce
agaggcggagcgccgggaatacgtcctcacacagcagggcttcatctaccagggctctgtcaagt
tcatcaagagtgtgccttggaactttgggcagtttgaggatgggatcctggatgectgectgatyg
cttttggatgtgaaccccaagttcctgaaggaccgtagccgggactgctcacgacgcagecagtec
catctatgtgggccgcgtggtgagcggcatggtcaactgcaatgatgaccagggtgtgcttctgg
gtcgctgggacaacaattatggggacggtatcagtcccatggecctggattggcagegtggacatt
ctgcggcgctggaaggaacacggctgtcagcaagtgaagtatggeccagtgetgggtgtttgegge
ggtagcctgcacagtgctgeggtgecttggecateccectaccagagtggtgaccaactacaactecg
cccacgaccagaacagcaacctgctcatcgagtacttccgaaacgagtacggggagctggagagce
aacaagagcgagatgatctggaatttccactgctgggtggagtcctggatgaccaggccagacct
acagccaggctatgaggggtggcaggccattgaccccacaccgcaggagaagagcgaaggaacat
actgttgtggcccagtctcagtgecgggccatcaaggagggtgacctgagcaccaagtatgatgceg
tccttegtgtttgecgaggtcaacgectgatgtggtggactggatecggcagtcagatgggtetgt
gctcaaatccatcaacaattccctggtcgtggggcagaagatcagcactaagagegtgggecgtyg
atgaccgggaggacatcacctatacctacaagtacccagaggggtccccagaggagagggaagte
ttcaccagagccaaccacctgaacaaactggcagagaaagaggagacaggggtggccatgeggat
ccgagtgggggatggtatgagecttgggcaatgactttgacgtgtttgeccacatcggcaacgaca
cctcggagageccgtgagtgecgectecectgetcectgtgeccgecactgtcagetacaacggegtgetyg
gggcccgagtgtggcactgaggacatcaacctgaccctggatccctactctgagaacagecatcecce
ccttegcatcctctacgagaagtacagecggttgectgaccgagtcaaacctcatcaaggtgecggg
gtctcctegtcgagceccageccgctaacagcectacctgetggectgagagagatctcetacctggagaat
cctgaaatcaagatccggatcctgggggagcccaagcagaaccgcaaactggtggetgaggtgte
cctgaagaacccactttctgattccctgtatgactgtgtcttcactgtggagggggctggectga
ccaaggaacagaagtctgtggaggtctcagaccctgtgccagcaggagatgeggtcaaggtgcegg
gttgacctgttcccgactgatattggcctccacaagttggtggtgaacttccagtgtgacaaget
gaagtcggtcaagggttaccggaatatcatcatcggeccggectaag

Trinh tu axit amin cia TG2 cta chudt cong;:

MAEELNLERCDLEIQANGRDHHTADLCQEKLVLRRGQRFRLTLYFEGRGYEASVDRLTEG
AVTGPDPSEEAGTKARFSLSDDVEEGSWSASVLDQODNVLSLOQLCTPANAPVGQYRLSLE
TSTGYQGSSFMLGHFILLFNAWCPADDVYLDSEAERREYVLTQQGFIYQGSVKFIKSVPW
NFGQFEDGILDACLMLLDVNPKFLKDRSRDCSRRSSPIYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGR
WDNNYGDGISPMAWIGSVDILRRWKEHGCQOVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDONSNLLIEYFRNEYGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLOPGYEGWQAIDPT
PQEKSEGTYCCGPVSVRAIKEGDLSTKYDASFVFAEVNADVVDWIRQSDGSVLKSINNSL
VVGQKISTKSVGRDDREDITYTYKYPEGSPEEREVEFTRANHLNKLAEKEETGVAMRIRVG
DGMSLGNDFDVFAHIGNDTSESRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDPYSENS
IPLRILYEKYSGCLTESNLIKVRGLLVEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRILGEPKQONR
KLVAEVSLKNPLSDSLYDCVEFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDAVKVRVDLFPTDIGL
HKLVVNEFQCDKLKSVKGYRNIIIGPA*X
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Trinh tu nucleotit cia TG2 cda chudt nhét:

atggcagaggagctgctcctggagaggtgtgatttggagattcaggccaatggeccgtgaccacca
cacggccgacctatgccaagagaaactggtgctgegtcecgtggtcagegetteecggetgactetgt
acttcgagggccgtggctacgaggccagegtggacagecctcacgtteggtgectgtgaccggcecca
gatcccagtgaagaggcagggaccaaggcccgcttcetcactgtctgacaatgtggaggagggatc
ttggtcagcctcagtgctggaccaacaggacaatgtectctegetacagetctgcaccccageca
atgctcctattggectgtaccgtctcagectagaggcttctactggctaccagggetccagettt
gtgctgggccacttcatcctgetctacaatgectggtgcccagecgatgatgtgtacctagactce
agaggaggagcgacgggaatatgtccttacgcaacagggcttcatctaccaaggcectctgtcaagt
tcatcaagagtgtgccttggaactttgggcagttcgaggatggaatcctggatacctgectgatyg
ctcttggatatgaaccccaagttcctgaagaaccgtagtcgggactgetcacgecgcagcagtce
catctatgtgggccgegtggtgagegeccatggtcaactgcaatgatgaccagggtgtgettcetgg
gccgctgggacaacaactatggggatggtatcagtceccatggectggattggcagtgtggacatt
ctgcggcgctggaaggaacacggctgtcagcaagtgaagtacgggcagtgetgggtgtttgecage
ggtggcctgcacagtgctgecggtgectcggcatcecctaccagagtggtgaccaactacaactecyg
cccacgaccagaacagcaacctgctcatcgagtacttccgaaatgagttcggggagectggagagce
aacaagagcgagatgatctggaacttccactgctgggtggagtcctggatgaccaggccagacct
acagccgggctatgaggggtggcaggccattgaccccacaccacaggagaagagcgaagggacat
actgttgtggcccagtctcagtgcgagccatcaaggagggagacctgagtaccaagtatgatgcea
cccttcegtgtttgecgaggtcaacgctgatgtggtggactggatcecggcaggaagatgggtectgt
gctcaaatccatcaaccgttccttggtecgtggggcagaagatcagcactaagagtgtgggecgtg
atgaccgggaggacatcacccatacctacaagtacccagaggggtcacccgaggagagggaagtc
ttcaccaaggccaaccacctgaacaaactggcagagaaagaggagacaggggtggccatgegeat
ccgagtgggggacagtatgagcatgggcaacgacttcgacgtgtttgeccacatcggcaacgaca
cctcggagactcgagagtgtcgtctectgetctgtgececcgecactgtcagectacaacggggtgetyg
gggcccgagtgtggcactgaggacatcaacctgaccctggatcecctactcectgagaacagcatcecc
acttcgaatcctctacgagaagtacagcgggtgcctgacagagtcaaacctcatcaaggtgeggg
gccttctcatcgaaccagctgccaacagctacctgectggetgagagagatctctacctggagaat
cccgaaatcaagatccgggtcctgggagaacccaagcaaaaccgcaaactggtggetgaggtgte
cctgaagaacccactttccgatcccectgtatgactgcatcttcactgtggagggggctggectga
ccaaggagcagaagtctgtggaagtctcagacccggtgccagecgggecgatttggtcaaggcacgg
gtcgacctgttcccgactgatattggectccacaagectggtggtgaacttccagtgtgacaaget
gaagtcggtgaagggttaccggaatgttatcatcggcccggectaa

Trinh tu axit amin ciia TG2 cua chudt nhit:

MAEELLLERCDLEIQANGRDHHTADLCQEKLVLRRGORFRLTLYFEGRGY
EASVDSLTFGAVTGPDPSEEAGTKARFSLSDNVEEGSWSASVLDQQODNVL
SLOLCTPANAPIGLYRLSLEASTGYQGSSFVLGHFILLYNAWCPADDVYL
DSEEERREYVLTQQGFIYQGSVKFIKSVPWNFGQFEDGILDTCLMLLDMN
PKFLKNRSRDCSRRSSPIYVGRVVSAMVNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGIS
PMAWIGSVDILRRWKEHGCQQVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTN
YNSAHDQONSNLLIEYFRNEFGELESNKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPG
YEGWQAIDPTPQEKSEGTYCCGPVSVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNAD
VVDWIRQEDGSVLKSINRSLVVGQKISTKSVGRDDREDITHTYKYPEGSP
EEREVFTKANHLNKLAEKEETGVAMRIRVGDSMSMGNDFDVFAHIGNDTS
ETRECRLLLCARTVSYNGVLGPECGTEDINLTLDPYSENSIPLRILYEKY
SGCLTESNLIKVRGLLIEPAANSYLLAERDLYLENPEIKIRVLGEPKQNR
KLVAEVSLKNPLSDPLYDCIFTVEGAGLTKEQKSVEVSDPVPAGDLVKAR
VDLFPTDIGLHKLVVNFQCDKLKSVKGYRNVIIGPA

Céc tac gia sang ché di tao ra khang thé khang TG2 bang cach giy mién

dich cho chudt nhét bing protein tai td hop chira c4c axit amin 143 dén 473 ctia 16
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TG2 cla nguoi. Té bao lai duge sang loc vé tinh dac hiéu v6i TG2 va tre ché béng
céc dbi twong tuyén chon thich hop bét ky dwgc nhan dong don tinh. IgG dugce tinh
ché tir cac dong nay dé tinh toan hi¢u qua va epitop dich dugc 1ap ban dd bang

cach sang loc ngan hang TG2 cua nguoi bang biéu hién thé thuc khuén.

Phuong phap theo sang ché dé san xuét khang thé khang TG2 bang céch st
dung protein 16i TG2 tai tb hop 1a chua dugc thir trude d6 va ngac nhién 1a nd dan
dén viéc tach va xac dinh dic diém cua khéng thé khang »TG2 ¢6 tinh chon loc cao
v6i TG2 va cho cac dic tinh (e ché manh. Cac nd luc trude d6 dé tao ra khang thé
khang TG2 da din dén viéc tach cic khing thé hau nhu khéng chon loc, ching
phéan (g chéo vadi cac thanh vién khéac cua ho transglutaminaza va do d6 khong
thé dai dién cho céc khang thé trién vong cho tmg dung 1am sang. Mit khac, khang
thé theo sang ché 1a cac dbi twong tuyén chon trién vong cho cac thir nghiém 1am

sang d6i voi bénh bi 1am trdm trong bdi hodc qua trung gian hoat tinh TG2.

Ngac nhién 13, phuong phép theo sang ché dan dén viéc san xuét nhiéu
khang thé hiru hiéu hon so véi cac khang thé duoc san xudt trude do. Trude do
khong dam bao dugc ring c6 thé tao ra khang thé 1a chét (rc ché hiru hidu TG2
bang cach gy mién dich bang ving 15i. Nhu dugc chi ra trén dy, cdc khang thé
ma 1a cac chét Grc ché hitu hiéu khong thé di dic hidu véi TG2 duge st dung hitu
hiéu lam thubc. Ngac nhién 13, cac khang thé khang cac ving khac nhau (cu thé,
c4c vung cta 16i ma khéc nhau doi chut gitta cdc thanh vién TG2 khdc nhau cta ho

transglutaminaza) la cac chét @re ché TG2 hitu hiéu va chon loc.

Noéi chung, céc tac gia sang ché cho ring bang cach tao ra khing thé khang
protein nho hon chi bao phu 16i gilta, cdc tac gid sang ché khong nhitng loai bod
mdt sb epitop mién dich dic lgi 6 mit trén protein c6 chidu dai day di ma con
thic ddy tAn cong 16i. Pidu ndy rd rang lam ting nhidu loai khang thé kha dung

cho viéc chon loc va tao ra mirc do bao phu 15i rdng hon.
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Viéc gdy mién dich chi bang 181 TG2 da loai bo hau nhu toan bd ciu tric
bac ba cta enzym (cu thé 12 hai ving than beta & dau tan cling carboxy). C6 kha
nang mot sb epitop it kha dung hon hoic it gdy mién dich hon trong phén tir TG2
tu nhién ¢6 chidu dai ddy du c6 thé 14 cac epitop hap dan hon véi 16i & dang dugce
mo ta trong ban md ta nay. Cac khang thé dugc mé ta trong ban md ta nay nhan
biét cac epitop mach théng (tuc 1a lién két voi TG2 trén gel SDS PAGE khit), trong
khi 80% khang thé ma cac tac gia sang ché tach dugc trude d6 bing cach sir dung
TG2 ¢6 chidu dai day du lam chét gdy mién dich 1a phu thudc vao cAu hinh. Céc
tac gia sang ché c6 thé chimg minh dugc ring ving 13i tai t6 hop van gilt dugc
hoat tinh enzym, va do d6 viéc tach khang thé trc ché tét hon 1a duge trg gitip nho
viéc boc 16 cac epitop it thich hgp hon truéc d6 duge dinh vi trong hoac gﬁn vi tri
hoat dong. Diéu thu vi va ngac nhién 1a khang thé e ché khang TG2 dugc tao ra
bing cach giy mién dich bang 15i v6i diéu kién protein 15i tai td hop chua chung t6

duoc cac dic tinh gip nép gidng nhu protein c6 chiéu dai day du.

Loi xuc tac ctia TG ¢6 tinh bao toan cao gifta cdc thanh vién ctia ho TG va
gifta cac loai. Diéu nay cho thiy rang viéc phat trién khong chi cac chét tc ché
phan to nhé dic hiéu ma ca céac chit e ché trén co s& khang thé c6 thé gip thach
thirc v& mat k¥ thuét. Tuy nhién, sdng ché dé xuét khéng thé ¢6 tinh chon loc cao.
Kha ning nay phan anh thuc té ring c6 mét s6 ving trong ving xuc tac ctia TG2
¢6 tinh khong ddng nhat nhit dinh. Do d6, khang thé theo séng ché c6 thé khai thac
cac khac biét nho nay. Tinh chon loc ddng ngac nhién cua khing thé theo sang ché
¢6 thé cho phép phat trién thubc ma c6 thé gdy nhidu hitu hiéu hoat tinh TG2 va do
d6 dé xudt liéu phap hitu hidu ddi vdi cac tinh trang bénh 1y bi lam trim trong béi

hodc gay ra do hoat tinh TG2 ma hién nay chua c6 lya chon didu tri thich hgp.

Léy vi du so sanh, khang thé duoc m6 ta trong WO 2006/100679, dugc san
xut bang cong nghé tai td hop tir cdc mau thu duge tir ba bénh nhén celiac trudng
thanh c6 hiéu gia khang thé khang TG2 cao, dugc chimg minh 1a c6 hiéu qua thap
khi dugc céc tac gia sang ché thir nghiém (Vi du 2). Khéng thé theo sang ché 1 wu
viét hon nhidu so v6i khang thé cia WO 2006/100679 vé tinh chon loc déi voi
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TG2 va v& hoat tinh @rc ché. Vi du, cac tac gia sang ché da tao ra doan Fab cuia
khang thé ctia WO 2006/100679, dugc st dung & cling ndng d6 trong cac thi
nghiém we ché TG2 véi khang thé theo sang ché trong thir nghiém nay. Lugng mol
doan Fab cao gip hai 1an lwong khéng thé theo sang ché, song vain khong biéu hién
sy rc ché bét ky dbi v6i hoat tinh TG2. Khi khang thé c6 chiéu dai ddy du cta
WO 2006/100679 duge thir nghiém wc ché trong thir nghiém hop nhét putresxin
chudn, khong phat hién thiy su trc ché hoat tinh TG2. Do d6, phuong phap theo
sang ché va khang thé san xuét duge bang phwong phap nay la uwu viét so voi

phuong phép va khéng thé duoc mo ta trude do.

Thuét ngit “khang thé” bao gdm phan ti khang thé hiu nhu nguyén ven,
cling nhu khang thé dang kham, khéng thé duoc lam cho giéng nhu cia ngudi,
khang thé nguoi (trong do6 it nhit mot axit amin dugc dot bién so v&i khéng thé
nguoi ¢6 mat ty nhién), khang thé chudi don, khéang thé hai dic hiéu, chudi nang
khang thé, chudi nhe khang thé, dime cting loai va dime khac loai cia chudi ning
khang thé va/hoic chudi nhe khang th8, va cac doan lién két v6i khang nguyén va
céc din xuit cua chung. Sang ché con bao gdbm bién thé, thé dung hop va dan xuét
cua khang thé va doan lién két v6i khang nguyén cla né nam trong nghia clia cic

thuét nglt “khang thé” va “doan lién ket véi khang nguyén cua nd”.

Thuat ngtt “khang th&” ciing bao gdm tat ca cac 16p khang thé, bao gdm
IgG, IgA, IgM, IgD va IgE. Do d6, khang thé c6 thé 1a phan tir IgG, nhu phan tir
IgGl, IgG2, 1gG3 hoac IgG4. Tét hon, néu khang thé theo sang ché 1a phan tir IgG,
hodc doan lién két voi khang nguyén, hodc bién thé, thé dung hop hogc din Xudt

ctia nd. Tt hon nita, néu khang thé theo sang ché 12 phan ti IgG2.

Khang thé, dugc pham, sir dung va phuong phép theo sng ché bao ham
bién thé, thé dung hop va din xuét ctia khang thé da dugc xéc dinh va doan lién ket
v6i khéng nguyén clia no, ciing nhu thé dung hop cua bién thé hoac din xudt néu
trén, v6i didu kién bién thé, thd dung hop va din xudt nay c6 tinh dic hiéu lién két

vl TG2.

-31-



31886

Khang thé va doan lién két voi khang nguyén ctia né chira mot hodc nhiéu
thanh phan polypeptit, bién thé, thé dung hop va din xuét cua khang thé va doan
lién két v6i khang nguyén nhu dugc x4c dinh trong ban md ta nay ¢ thé dugc tao
ra bang cach st dung céc phuong phap thao tac protein va gy dot bién dinh vi da
biét trong linh vuc ndy c6 st dung cac polynucleotit tai td hop (vi du, xem:
Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 3rd edition, Sambrook & Russell, 2001,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, dugc dua vao ban md ta nay theo cach vién
dan).

Do d6, bién thé, thé dung hop va dan xut ctia khang thé hoic doan lién két
voi khang nguyén cua n6 nhu duge xac dinh trong ban md ta nay, ¢ thé duoc tao
ra trén co s& thanh phan polypeptit ctia khang thé hodc doan lién két v6i khing

nguyeén cua no.

Thuat ngtt “dung hop” bao gdm polypeptit dung hop véi polypeptit khac bat
ky. Vi du, polypeptit nay co thé duoc dung hop véi polypeptit nhu glutathion-S-
transferaza (GST) hodc protein A dé tao diu kién thuan loi cho viéc tinh ché
polypeptit néu trén. Vi du vé céc thé dung hop nhu vay duoc chuyén gia trong linh
vuc ndy biét rd. Tuong tu, polypeptit ndy c6 thé dugc dung hop véi dudi oligo-
histidin nhu His6 hodc véi epitop nhan biét dugc boi khang thé nhu epitop c6 dudi
Myc da dugc biét ro. Cac thd dung hop vdi bién thé hoic din xuét bit ky cla
polypeptit néu trén cling nim trong pham vi clia séng ché. Can biét ring thé dung
hop (hodc bién thé hoic din xut ciia né) ma van giit duge cac dic tinh mong

muon, nhu cé tinh dac hiéu lién két véi TG2, 1a dugce uu tién.

Thé dung hop ¢6 thé bao gdm hozc gbm c6 phan khac tao ra dic tinh mong
mudn cho polypeptit néu trén; vi du, phan nay c6 thé hitu ich cho viéc phat hién
hodc tach polypeptit, hodc thuc diy té bao hip thu polypeptit. Phén nay c6 thé 1a,
vi dy, nhom biotin, nhom hoat tinh phong xa, nhém phéat huynh quang, vi du,

nhém huynh quang nh6 hodc nhém huynh quang xanh (green fluorescent protein:
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GFP), nhu dugc chuyén gia trong linh vuc nay biét 3. Nhom nay c6 thé 1a dudi
gdy mién dich, vi dy, dudi Myc, nhu dugc chuyén gia trong linh vyc nay biét 15
hodc ¢6 thé 1a phan tir ua lipit hodc ving polypeptit c6 kha ndng thuc day té bao

hép thu polypeptit, nhu dugc chuyén gia trong linh vuc nay biét rd.

Thuét ngir “bién thé” cta polypeptit néu trén chi polypeptit trong d6 & mot
hodc nhiéu vi tri d3 c6 cac doan cai, mét va/hodc thay thé axit amin, bao toan hoic
khong bao toan, voi didu kién céc thay d6i nhu vay tao ra protein ma cac dac tinh
co ban cua no, vi du, dic tinh lién két, tinh chiu nhiét, hoat tinh & gi¢i han do pH
nhét dinh (tinh chiu pH) khong bi thay ddi mot cach dang k&. “Déang ké” trong
trudng hop nay c6 nghia 1a chuyén gia trong linh vuc nay c6 thé noi ring cac dic
tinh ctia bién thé c6 thé vAn khac biét nhung khong rd rét so vdi cac dac tinh ciia
protein ban dau. Do d6, sang ché bao gbém céc bién thé cua polypeptit trong do cac
thay ddi nhu vay khong lam bién ddi dang ké hoat tinh ctia polypeptit néu nay. Cu
thé, sang ché bao gbm céc bién thé cta polypeptit trong d6 céc thay d6i nhu vay

khong lam bién dbi dang ké tinh dac hiéu lién két véi TG2.

Thuét ngit “cac thay thé bao toan” 1a cac t6 hop du tinh nhu Gly, Ala; Val,
Ile, Leu; Asp, Glu; Asn, Gln; Ser, Thr; Lys, Arg; va Phe, Tyr.

Céc bién thé nhu vay c6 thé dugc tao ra bang cach st dung phuong phép

thao tac protein va gay dot bién dinh vi.

Bién thé polypeptit c6 thé ¢6 trinh ty axit amin c6 muc twong ddng it nhét
75% v&i mot hodc nhiéu trinh ty axit amin néu trong ban md ta nay, vi du, it nhét
80%, it nhat 90%, it nhit 95%, it nht 96%, it nhit 97%, it nhit 98%, hodc it nhat

99% v&i mot hodc nhiéu trinh tu axit amin néu trong ban mo ta nay.
Phdn trim twong dong trinh ty gift hai polypeptit duoc tinh bang céch st

dung cac chuong trinh mdy tinh thich hop, vi du, chuong trinh GAP cta University

of Wisconsin Genetic Computing Group va can biét ring phan trim tuong dong
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dugc tinh 14 theo cic polypeptit ma cac trinh tyr cuia chung da dugc sip hang mot

cach toi vu.

Theo cach khéc, viéc sép hang c6 thé duoc thuc hién béng cach sir dung
chuong trinh Clustal W (nhu dugc md ta trong: Thompson et al., 1994, Nucl. Acid

Res. 22:4673-4680, dugc dua vao ban mo ta nay theo cach vién dan).

Céc thong sb duge sir dung ¢ thé nhu sau:

- Céc théng sb sép hang timg cip nhanh: kich thude bd (tir) K; 1, kich thude
cira sO; 5, diém trir khoang tréng; 3, s6 duong chéo nhiéu nhét; 5. Phuong
phap tinh diém: x phan tram.

- Céc thong sb nhidu hang: diém trir m& khoang tréng; 10, diém trir mé rong
khoéng tréng; 0,05.

- Ma tran tinh diém: BLOSUM.

Theo cach khac, chuong trinh BESTFIT c6 thé duge st dung dé xac dinh

cac su sap hang trinh tu cuc bd.

Khéng thé, doan lién két v6i khang nguyén, bién thé, thé dung hop hogc din
xuit ding trong phuong phdp hodc ing dung theo sang ché c6 thé chira hodc gdm

¢6 mot hodc nhiéu axit amin da dugc cai bién hodc tao dan xuét.

Céc dan xuét héa hoc ciia mdt hodc nhidu axit amin c6 thé duoc tao ra bang
cach cho phan ung véi nhém chirc bén. Céc phén tir dan xuét nay bao gdm, vi du,
cac phan tu dAn xuét trong d6 cac nhom amino ty do da dugc tao dan xuét dé tao ra
amin hydroclorua, nhém p-toluen sulphonyl, nhém carboxybenzoxy, nhém -
butyloxycarbonyl, nhém cloaxetyl hodgc nhom formyl. Cac nhém carboxyl tu do
duoc tao dan xuét dé tao ra mudi, cac metyl va etyl este hodc cic loai este va
hydrazit khac. Cac nhdm hydroxyl tw do ¢ thé dwoc tao dan xudt dé tao ra cac dan
xuit O-axyl hoic O-alkyl. Cling dugc bao gdm dudi dang din xudt hoa hoc 1a cac

peptit chita cdc dan xuat axit amin ¢6 mét tu nhién cta 20 axit amin chuan. Vi dy:
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4-hydroxyprolin ¢6 thé dugc thay thé cho prolin; 5-hydroxylysin c6 thé duoc thay
thé cho lysin; 3-metylhistidin c6 thé dugc thay thé cho histidin; homoserin ¢6 thé
duoc thay thé cho serin va ornithin cho lysin. Dan xuit con bao gdbm peptit chira
mot hodc nhiéu doan thém hoic mét mién 12 hoat tinh cn c6 dugc duy tri. C4c cai
bién duogc bao gém khac 1a amit héa, axyl hoa dau tan cung amino (vi du, axetyl
hoa hodc amit hoa axit thioglycolic), carboxylamit hoa dau tan cung (vi dy, bang

amoniac hoic metylamin), va céc cdi bién dau tén cung tuong tu.

Chuyén gia trong linh vuc nay cling biét ring cac hop chit mé phong peptit
cling ¢6 thé 1a hitu ich. Do d6, thuat ngit ‘polypeptit” bao gdm cac hop chit mo
phong peptit ma c6 kha néng lién két v6i epitop trong ving 16i ctia TG2. Thuét ngir
‘m0 phong peptit’ chi hgp chit mo6 phong cau hinh va céc ddc tinh mong mubn cuia

peptit cu thé 1am tac nhan diéu tri.

Vi du, polypeptit néu trén bao gbm khong chi cdc phén ti trong d6 cac gbe
axit amin duoc ndi v6i nhau bing céc lién két peptit (-CO-NH-) ma ca céc phén tr
trong d6 lién két peptit 1a ngroc. Céc chit mé phong peptit ddo-nguge nay co thé
duoc tao ra bang cach sir dung cc phuong phap da biét trong linh vuc nay, vi du,
nhu cdc phuong phap dugc mod ta trong: Meziere et al. (1997) J. Immunol. 159,
3230-3237, dugc dua vao ban mé ta nay theo cach vién dan. Phuong phap nay bao
gdm viéc tao ra cac chét gia peptit chira cac thay d6i lién quan dén khung chinh, va
khéng lam thay dbi hué’ng cta mach bén. Cac peptit ddo-ngugc, chira lién két NH-
CO thay vi lién két peptit CO-NH, chiu dugc qué trinh phan huy protein cao hon
nhiéu. Theo cach khac, polypeptit nay c6 thé 12 hop chit mo phéng peptit trong d6
mdt hodc nhidu gbc axit amin dugc lién két v6i nhau bang lién két -y(CH,NH)-

thay cho lién két amit thong thudng.
Theo phuong 4n khéc, lién két peptit c6 thé duge phan phdi mét cach day

du v6i didu kién gde lién két thich hop ma van gitt dugc khoang céach gifra cac

nguyén tir cacbon cua cac gbc axit amin dugc st dung, c6 lgi néu goc lién ket nay
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c6 phéan bd dién tich hau nhu twong tw va do phéng hau nhu twong tw véi lién két

peptit thong thudng.

Cén biét ring polypeptit néu trén c6 thé duoc phong bé mdt cach thich hop

& dau tan cung N hodc C nham lam giam kha nang bi cét & dau protein.

Nhiéu loai axit amin khong dugc md hoa hodc duge cai bién nhu D-axit
amin va N-metyl axit amin da dugc st dung dé cai bién céc peptit ciia dong vat c6
vii. Ngoai ra, cAu hinh ¢6 hoat tinh sinh hoc gia dinh ¢6 thé dugc lam 6n dinh nho
cai bién cdng hoéa tri, nhu vong hoa hodc dua vao lactam hodc cac loai cau ndi
khac, vi du, xem: Veber et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:2636 and
Thursell et al., 1983, Biochem. Biophys. Res. Comm. 111:166, dugc dua vao ban

mo ta ndy bang cach vién dan.

Chu dé& chung cia nhidu chién lugc téng hop 1a dua nhém vong nhét dinh
vao khung trén co s& peptit. Nhom vong nay gidi han khong gian céu hinh cta cdu
trac peptit va diéu nay dan dén 1am gia ting tinh ddc hiéu cla peptit voi thu thé
sinh hoc cu thé. Mot vu diém khéc cia chién lugc nay la & chd viéc dua nhom
vong vao peptit co thé con tao ra peptit c6 do nhay v6i cac peptidaza cia té bao

giam.

Do do, cac polypeptit dugc 14y 1am vi du ma hitu ich trong phuong phép va
ung dung theo sang ché bao gdm hodc gdbm c6 cic dAu tdn cing xystein dau tan
cung. Polypeptit nhu vdy cé thé ton tai dudi dang vong heterodetic nhd sy tao lién
két disulphua ctia cdc nhom mercaptit trong cdc axit amin xystein dau tan cung
hodc dudi dang homodetic nho su tao lién két peptit amit giita c4c axit amin dau
tan cung. Nhu duoc chi ra trén déy, viéc vong hoa cac peptit nhé nho céc lién két
disulphua hodc amit gifta cac xystein dAu tan cing N va C ¢6 thé giai quyét duoc
cac vin dé vé tinh ddc hiéu va thoi gian ban huy doi khi quan sat dugc voi céac
peptit mach thing, bang cach 1am gidm qua trinh phan huy protein ciing nhu gia

ting do bén cta cau tric ma cé thé thu dugc hop chat ¢6 tinh dédc hiéu cao hon.
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Polypeptit dong vong bing cac lién két disulphua co ddu tan cing carboxy va
khong c6 amino ma vin co thé d& bi thoai héa do thity phan protein, trong khi cac
peptit dong vong bang cich tao thanh lién két amit gitta amin d4u tan cing N va
carboxyl ddu tn cing C va do d6 khong chtra d4u tan cliing carboxy hoic khong ¢6
amino nita. Do do, cac peptit c6 thé dugc lién két bang lién két C-N hoic lién két

disulphua.

Sang ché khong bi giéi han theo cach bét ky boi phuong phép vong hoa
péptit, song bad ham céc.peptit ¢6 cAu trac vong c6 thé thu dugc bang phwong
phép téng hop thich hop bét ky. Do d6, cic lién két heterodetic c6 thé bao gdm,
nhung khong chi gidi han ¢, viéc tao ra nho cdc lién két cdu disulphua, alkylen
hodc sulphua. Phuong phép tbng hop peptit homodetic vong va peptit heterodetic
vong, bao gdm céac lién két cdu disulphua, sulphua va alkylen, dugc boc 1§ trong
US 5,643,872, dugc dua vao ban mo ta nay theo cach vién dan. Céc vi du khéc vé
phuong phap vong hda dugce ban ludn va boc 16 trong US 6,008,058, dugc dua vao

ban md ta nay theo cach vién dan.

Phuong phép khac dé tdng hop cac hop chit mo phong peptit vong 6n dinh
1a chuyén vi dong vong (ring-closing metathesis: RCM). Phuong phép nay bao
gdm cac bude tdng hop tién chét peptit va cho né tiép xtic voi chat xtc tic RCM
d8 tao ra peptit c6 cdu hinh gi6i han. Cac tién chét peptit thich hop c6 thé chira hai
hodc nhiéu lién két C-C khong no. Phuwong phép ndy co thé dugc thuc hién bing
cach st dung k§ thuat tdng hop peptit pha ran. Theo phwong 4n nay, tién cht,
dugc neo vao gia thé rin, duoc tiép xuc véi chét xuc tic RCM va tiép theo san

pham duoc cét ra khoi gid thé ran dé tao ra peptit c6 cau hinh gici han.

Phuong phéap khac, dugc boc 10 bdi D. H. Rich in Protease Inhibitors,
Barrett and Selveson, eds., Elsevier (1986), dugc dua vao ban md td nay theo cach
vién dan, 1a thiét k& chit mod phong peptit nho ing dung khai niém tuong tu trang

thai chuyén vi trong thiét ké chat wrc ché enzym. Vi dy, biét ring rugu béc hai cua
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stalin md phéng trang thai chuyén vi t dién cua lién két amit cat dugc cta co chét

pepsin.

N6i tom lai, cac cai bién dAu tan cung 14 hitu ich, nhu da dugc biét o, dé
lam giam kha ndng nhay véi su cit boi proteinaza va do d6 kéo dai thdi gian ban
hily cua peptit trong dung dich, ddc biét 1a trong dich sinh hoc noi ma céc proteaza
6 thé c6 mit. Viéc vong hoéa polypeptit cling 1a cai bién hitu ich do céc céu tric 6n
dinh dugc tao ra bdi viéc vong hoa va vé hoat tinh sinh hoc quan sat théy dbi vai

cac peptit vong.

Do d6, theo mdt phuwong 4n, polypeptit néu trén 1a dang vong. Tuy nhién,

theo phuong an khéc, polypept}itv néu trén 14 mach thing.

Thuét ngir “lién két chon loc véi epitop trong ving 16i ciia TG2” nghia la
khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia n6 c¢6 kha ning lién két véi
epitop trong ving 18i cua TG2 mét cach chon loc. Thuat ngt “c6 kha nang li€n két
chon loc” bao gdm cic gbc lién két duge tao ra tir khang thé nhu vay ma lién két
v6i 181 cia TG2 manh gép it nhat 10 14n hodc cao hon so v6i céc protein khéc; vi
du, it nhét 50 14n hoic cao hon, hodc it nhét 100 14n ho#c cao hon. Gdc lién két nay
¢6 kha ning lién két chon loc véi epitop trong 13i ciia TG2 trong diéu kién sinh 1y,

vi du, in vivo.

Tinh dic hidu lién két nhu vay c6 thé xac dinh dugc bang cac phuong phép
dd dugce biét ro trong linh vuc nay, nhu tht nghiém chit hdp phu gin enzym
(enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA), héa md mién dich, két tia mién
dich, thdm tach protein va bao ké dong chay bang cach sir dung té bao chuyén
nhiém biéu hién TG2 hoic 16i cia TG2, hodc doan ciia n6. Cac phuong phép thich
hop dé do d6 manh lién két trong dbi bao gdbm thir nghiém mién dich, vi dy, trong
d6 gbc lién két 1a khang thé (xem Harlow & Lane, “Antibodies: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Habor Laboratory Press, New York, dugc dua vao ban mo

ta ndy theo cach vién din). Theo cach khac, su lién két c6 thé dugc danh gia bang
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cach str dung thtr nghiém canh tranh hodc st dung phén tich Biacore® (Biacore

International AB, Sweden).

Tét hon, néu khang thé hoidc doan lién két voi khang nguyén theo sang ché

chi lién két véi TG2.

Chuyén gia trong linh vyc nay biét rang tinh dic hidu lién két cta khing thé
hodc doan lién két véi khang nguyén ctia n6 dugc tao ra bdi sy c6 mit cta cic
viing quyét dinh tinh b trg (complementarity determining region: CDR) trong céc
viing bién dbi ctia cac chudi nang va chudi nhe ciu triic. Nhu dugce ban luén dudi
day, theo phuong 4n dugc dic biét wu ti€n vé khang thé va doan lién két v&i khang
nguyén cta n6 dugc xac dinh trong ban md ta nay, tinh déc hi€u lién két v6i TG2
dugc tao ra boi sy ¢c6 mit ciia mdt hodc nhiéu CDR nhan dang dugc. Vi dy, cac
trinh tu ma c6 thé bao gém hoic gdm ¢6 céc trinh tr CDR cta AB-1 VL va VH
bao gbm KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS,
TISVGGGKTYYPDSVKG va LISLY. Trong vi du khéac, c4c trinh tw ma co6 thé
bao gdm hodc gdm c6 céc trinh tw CDR ctia BB-7 VL va VH bao gbm
KASQDINSYLT, LTNRLMD, LQYVDFPYT, SSAMS,
TISSGGRSTYYPDSVKG va LISPY. Céc trinh tw ma c6 thé bao gdm hogc gom
¢6 cac trinh ty CDR ctia DC-1 VL va VH bao gém KASQDINSYLT, LVNRLVD,
LQYDDFPYT, THAMS, TISSGGRSTYYPDSVKG va LISTY. Tét hon, néu
khang thé va doan lién két v6i khang nguyén cia né dugce xac dinh trong ban md ta
nay bao gém hodc gém c6 cac trinh tu CDR, hodc CDR va céc trinh ty 1ién k& hai
bén, nhu dugce xac dinh trong Bang 24A. Tt nhét, néu khang thé va doan lién két
v6i khang nguyén cta n6 duge xac dinh trong ban mo ta nay bao gdm hodc gdm c6
cac trinh tr CDR, hodc CDR va céc trinh tw 1ién k& hai bén, ctia khang thé dugc
léy lam vi du AB-1, hodc BB-7, hodc DC-1 (nhu dugc x4c dinh, vi dy, trong Bang
24A).

To6t hon, néu khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cia no van giit

duoc tinh dic hiéu lién két véi TG2 cua khéng thé ban dau. Thuét ngir “van gitt
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duoc tinh dic hiéu lién két” c6 nghia 13 khing thé hodc doan lién két voi khang
nguyén cua n6 c¢6 kha nang canh tranh lién két véi TG2 v6i cac khang thé dugce 1dy
lam vi du theo séng ché, vi du, AB-1, AG-1, AG-9, AH-1, AH-3, BB-7, DC-1,
EH-6, JE-12, IA-12, DF-4, DH-2, DD-6 va/hodc DD-9 (xem phén vi du thuc hién
sang ché). Vi du, khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén cuia né c6 thé lién
két v6i cung epitop trén TG2 1a khang thé chtra céc trinh tu sau: KASQDINSYLT,
RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS, TISVGGGKTYYPDSVKG, va LISLY.

Thuat ngit “epitop” chi vi tri cia phan tr ma khang thé s& lién két, tuc 1a
vung phéan t&r cia khang nguyén. Epitop ¢ thé 1a epitop mach thing, dugc xic
dinh boi, vi dy, trinh ty axit amin, titc la cAu trac bac hai, hoic epitop ba chiéu,
duge xac dinh boi cdu tric bac hai, vi dy, su gip nép cua chudi peptit thanh tim
beta hodc chudi X04n alpha, hodc béi cAu triic bac ba, vf du, cach chudi xo#n hodc

tam gap nép hodc sap x€p dé tao ra cau trac bac ba cuia khang nguyen.

Cac phuong phap xéac dinh khang thé thir nghiém c6 kha ning canh tranh
lien két v6i khang thé thir cép 1a da dwoc biét 1 trong linh vuc nay (nhu, vi dy, k§
thuat ELISA-kep hodc ELISA-kep dao) va dugc md ta, vi du, trong Antibodies: A
Laboratory Manual, Harlow & Lane (1988, CSHL, NY, ISBN 0-87969-314-2),

duoc dua vao ban md ta nay theo cach vién dan.

Khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén cia no, véi tinh dac hiu
lién két vGi epitop trong vung 161 ciia TG2 cling ¢6 thé van giit dugc mot hodc

nhiéu dic tinh sinh hoc twong tw khang thé ban déu (nhu cac khang thé duogc lay

lam vi du néu trong phan vi du thuc hién séng ché).

Nhu duogc giai thich trén ddy, TG2 1a protein da chirc ndng phu thudc vao
canxi, no xuc tac cho qué trinh tao céc lién két Ne-(y -glutamyl)lysin isopeptit gitta
céc gbc lysin va glutamin. TG2 bao gbm ving kep beta dau tin cung N chira céc vi
tri lién két (vi du, fibronectin) va céc trinh tu can dé xuit enzym. Vung nay lién két

vOi ving 161 xtc tac. Trung tdm ving nay la bd ba xuac tac gdm c6 Cys 277, Asp
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358 va His 355, cong v4i mot s6 vi trf lién két v6i canxi gia dinh. Vung nay lién
két v6i ving thir ba, than beta 1 trong d6 céc gbc cua vi tri lién két voi GTP van
chuyén enzym nay nho hoat tinh GTPaza. Thén beta 1 con chira vi tri lién két voi
integrin dung trong qué trinh dinh bam té bao. Than beta 1 cung véi ving TG2 thi
tu, than beta 2, li€n quan dén su thay ddi chu hinh trong TG2 can cho viéc hoat hoa
cta nod. Trong mdi truong canxi cao, GTP thip, than beta 1 va 2 chuyén ra khoi
dang bit hoat déng va glp nép dé van chuyén TG2 véi chu tric mach thing dé 16
ra 151 xtc tac cho phép hoat hoa (Pinkas ef al (2007) PLoS Biol. Transglutaminase

2 undergoes a large conformational change upon activation. 5(12): €327).

Thuét ngit “vung 16i cla transglutaminaza typ 2 (TG2)” bao gbdm viung TG2
chira b ba xuc tdc néu trén, ngoai trir vung kep beta va cac thin beta 1 va 2. Tét
hon, néu ving 151 bao gdm hodc gébm c6 céc axit amin 143 dén 473 cta TG2 cua

nguoi, hodc doan cua no.

Céc axit amin 143 dén 473 ctiia TG2 ctia ngudi gdm c6 trinh tu sau:
CPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQGSAKFIKNIPWNFGQFEDGILDICLILLDVNPK
FLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGVSPMSWIGSVDILR
RWKNHGCQRVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTNYNSAHDONSNLLIEYFRNEFGE
TQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEGWQALDPTPQEKSEGTYCCGPVPVRAIKEG
DLSTKYDAPFVFAEVNADVVDWIQQDDGSVHKSINRSLIVGLKISTKSVGRDEREDITHT
YKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGM

Do d6, vung 161 ¢6 thé gém c6 cac axit amin 143 dén 473 cua TG2 cua
ngudi. Do d6, epitop cua khang thé c6 thé 1a epitop bit ky trong ving duge xac
dinh béi cac axit amin 143 dén 473 cua TG2 clia ngudi. Do dé, epitop ¢6 thé 1a
doan cua trinh ty nay hodc né co thé duoc tao ra boi céac géc axit amin khac nhau
trong doan nay ma co thé khong lién ké nhau trong chu trac axit amin bac mat
song nim cung nhau trong ciu trac bic hai, bac ba hodc thdm chi bac bbn cla

protein, nhu dugc chuyén gia trong linh vurc nay biét 5.
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Khéng thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia né c6 thé lién két chon
loc véi toan bd hodac mot phé”m véi ving chira cac axit amin 304 dén 326 cua TG2
cta nguoi. Vung ndy (céc axit amin 304 dén 326 cua TG2 cuia ngudi) chi Nhom 1

trén Fig. 5 va bao gdm trinh tr axit amin AHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGD.

Khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén ctia né c6 thé lién két chon
loc véi toan bd hodc mot ph?ln vung chira cac axit amin 351 dén 365 cia TG2 cua
nguoi. Vung nady (céc axit amin 351 dén 365 cia TG2 cua ngudi) chi Nhom 2 trén

Fig. 5 va bao gdm trinh ty axit amin YEGWQALDPTPQEKS.

Khéng thé hodc doan lién két voi khang nguyén ctia né c6 thé lién két chon
loc véi toan b hodc mot phén ving chira cdc axit amin 450 dén 467 cta TG2 cua
nguoi. Ving ndy (céc axit amin 450 dén 467 cua TG2 ctia ngudi) chi Nhém 3 trén

Fig. 5 va bao gdm trinh tu axit amin SEEREAFTRANHLNKLAE.

Khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén cla né tc ché hoat tinh

TG2 cua nguoi.

Khang thé hodc doan lién két v&i khdng nguyén ctia n6 theo sang ché ¢co thé
bao gdm mot hodc nhiéu trinh ty axit amin sau:

KASQDINSYLT; va/hoac

RTNRLFD; va/hoac

LQYDDFPYT; va/hodc

SSAMS; va/hodc |

TISVGGGKTYYPDSVKG; va/hodc

LISLY.

Khang thé hoidc doan lién két v6i khang nguyén ctia n6 theo sdng ché co thé

bao gdm mdt hodc nhi€u trinh ty axit amin sau:

TCKASQDINSYLTWF; va/hodc
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TLIYRTNRLFDGVP hoic TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF;
va/hoac
YCLQYDDFPYTFG; vi/hoidc
FTLSSSAMSWVR hodc CXAXXFTLSSSAMSWVR; va/hodc
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR hodc
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; va/hodc
YCAKLISLYWG, trong d6 X 1 axit amin bét ky.

Céc trinh ty néu ngay trén dugc xem x¢€t dé chtra cac ving quyét dinh tinh
bd tro ctia cac ving bién dbi ciia chudi niing va chudi nhe cua khang thé dugc 13y
lam vi du AB-1 (xem Vi du 1) va céc bién thé dugc 1am cho gidng nhu ctia ngudi
dac hiéu nhat dinh ctia khang thé AB-1. Khéng thé theo sang ché ¢o thé bao gdm
trinh tu axit amin
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXX
FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT; hodc
KASQDINSYLTXXXXX XXX XX XXX XXX XX XXX XXX XXX XXXXXXXXX
XF; hodc RTINRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF; hodc
FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, trong d6 X 14 axit amin bét ky.

Khéng thé hodc doan lién két v&i khang nguyén ctia né c6 thé bao gbém trinh
tu axit amin TCKASQDINSYLTWF hodc TCKASQDINSYLTWY; va/hodc
LLIYRTNRLFDGVP hodc SLIYRTNRLFDGVP hogc
LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF hodc
SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; va/hoac
YCLQYDDFPYTFG; va/hodc
FTFSSSAMSWVR hodc CXAXXFTFSSSAMSWVR; va/hodc
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR hodc
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; va’hodc
YCAKLISLYWG, trong d6 X 13 axit amin bat ky.
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Khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén ctia né theo sang ché ¢co thé
¢ it nhdt mot vung bién ddi cua chudi nhe chia cac trinh tu sau:
KASQDINSYLT; va RTNRLFED; va LQYDDFPYT va it nhit mot ving bién ddi
ctia chudi ning chira céac trinh tu sau: SSAMS; va TISVGGGKTYYPDSVKG; va
LISLY.

Theo mot phuong an theo sang ché khang thé hodc doan lién két v6i khang
nguyén ciia n6 c6 thé c6 it nhat mot ving bién d6i ctia chudi nhe chira trinh ty axit
amin
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK hoac
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK. Cac vung bién dbi ctia chudi nhe nay tuong tmg véi cac viing duge tim

thdy trong khang thé dugc 14y lam vi du AB-1 (Fig. 7 va Fig. 18).

Theo cach khéc, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ciia né o
thé c6 it nhat mot ving bién ddi cua chudi nhe chura trinh ty axit amin:
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK (AB-1_VK) hodc
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK (AB-1_VKI).

Theo phuong &n dugc dic biét vu tién khing thé hodc doan lién két voi
khang nguyén ctia n6 cé thé co it nhit mot ving bién dbi ctia chudi nhe chtra trinh
tu axit amih:
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
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EIK (hAB-1_RKE); hodc
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKYV
EIK (hAB-1 RKJ). C4c trinh tu nay la cac bién thé duoc 1am cho giéng nhu cia

nguoi cla cac trinh ty chudi nhe cda AB-1 néu trén.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, khéang thé hodc doan lién két voi khang
nguyén ctia n6 c6 thé c6 it nhat mot ving bién dbi cta chudi ning chira trinh ty
axit amin
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS hogc
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMY YCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS. Cac ving bién dbi ciia chudi ning nay twong (g véi cac
ving bién d6i dugc tim thdy trong khang thé 14y lam vi du AB-1 (Fig. 7 va 18).

Theo cach khéc, khang thé hodc doan lién két v6i khdng nguyén cta no c6
thé ¢6 it nhat mot vung bién dbi cua chudi nang chua trinh ty axit amin:
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMY YCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH).

Theo phuong an dugce dic biét vu tién, khang thé hodc doan lién két voi
khang nguyén ciia n6 c6 thé co it nhit mot viing bién ddi ctia chudi ning chira trinh
tu axit amin:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVST
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLIS
LYWGQGTLVTVSS (hAB-1 RHA). Trinh tu nay 1a bién thé dugc lam cho gidng

nhu clia ngudi ctia trinh tu chudi ning AB-1 néu trén.
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Do d6, dy tinh ring theo mdt phwong an, khéng thé hoac doan lién két voi
khang nguyén cua nd co thé c6:

1) it nhét mot ving bién ddi cua chudi nhe chua trinh tu axit amin
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK hoac
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK, hodc
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK (AB-1_VK), hodc
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK (AB-1_VK1), hodc
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK (hAB-1_RKE), hodc
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKYV
EIK (hAB-1 RKlJ); va

i) it nhét mot ving bién d6i ctia chudi ning chira trinh ty axit amin
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMY YCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS hogc
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS, hodc
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMY YCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH), hoac
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EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVST
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLIS
LYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA).

Khéng thé hoic doan lién két voi khang nguyén ctia n6 theo sdng ché ¢ thé
bao gém mot hodic nhiéu trinh tu axit amin sau:

KASQDINSYLT; va/hodc

LTNRLMD; va/hoac

LQYVDFPYT; va/hodc

SSAMS; va/hodc v

TISSGGRSTYYPDSVKG; va/hodc

LISPY.

Céc trinh ty néu trén duge xem xét dé chira cac ving quyét dinh tinh b6 tro
cta cac ving bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe ciia khang thé dugc 14y lam vi
du BB-7 (xem Fig. 19). Khang thé c6 thé bao gbm trinh tyr axit amin
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXF
XXX XXX XXX XXX XXXXLQYVDFPYT; hodc
KASQDINSYLTXXXXXX XXX XXX XXX XXX XXX XX XX XXX XXXXXXXX
F; hoic LTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXF; hodc
FXXXXXXXXXXXXXXXXXLQYVDFPYT, trong d6 X 1a axit amin bat ky.

Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ciia né theo séng ché co thé
c6 it nhit mot vung bién ddi cta chudi nhe chia cac trinh tu sau:
KASQDINSYLT; va LTNRLMD; va LQYVDFPYT va it nhdt m¢t ving bién doi
cia chudi niang chita c4c trinh ty sau: SSAMS; va TISSGGRSTYYPDSVKG; va
LISPY.

Theo mdt phuwong an cia sang ché khang thé hodc doan lién két véi khéng

nguyén cta né cé thé co it nhat mot ving bién doi ctia chuoi nhe chira trinh ty axit

amin
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AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTN
RLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTK
LEIK. Ving bién ddi ctia chudi nhe nay twong ng v6i ving bién d6i ctia chudi

nhe dugc tim thy trong khéng thé dugc ldy lam vi du BB-7 (Fig. 19).

Theo mot phuong 4n cua sang ché, khang thé hoic doan lién két v6i khang
nguyén cua no co thé c6 it nhat mot ving bién dbi ciia chudi ning chira trinh ty
axit amin v
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATI
SSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISP
YWGQGTTLTVSS. Viing bién ddi ciia chudi ning niy twong tmg véi viing bién
d6i cua chudi ning dugc tim thdy trong khang thé duogc 14y lam vi du BB-7 (Fig.
19).

Do d6, dy tinh ring theo mot phuong 4n cla sang ché, khang thé hoic doan
lién két voi khang nguyén cia né co thé co:

i) it nhit mot ving bién ddi cia chudi nhe chtra trinh ty axit amin
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTN
RLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTK
LEIK; va

ii) it nhit mot ving bién ddi coa chudi ning chira trinh ty axit amin
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATI
SSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISP
YWGQGTTLTVSS.

Ciing bao ham rang theo mot phuong én theo khia canh bét ky clia sdng ché,
khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia n6 c6 thé c6:

i) it nhat mdt ving bién ddi cua chudi nhe chira trinh ty axit amin
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTN
RLMDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTK
VEIK hodc
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DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTN
RLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTK
VEIK; va/hoic

ii) it nh4t mot ving bién ddi cta chudi ning chira trinh tu axit amin
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVST
ISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLIS
PYWGQGTLVTVSS hoic
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATI
SSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISP
YWGQGTLVTVSS. Céc trinh tu nay twong ing véi cac bién thé duge 1am cho
gibng nhw cia ngudi cia khang thé BB-7 (xem cic Bang 23, 24 va 24A).

Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén clia né duge mo ta & day co
thé bao gém mot hodic nhiéu trinh tv axit amin sau:

KASQDINSYLT; va/hodc

LVNRLVD,; va/hoac

LQYDDFPY Tva/hoic

THAMS,; va/hodc

TISSGGRSTYYPDSVKG; va/hoidc

LISTY.

Céc trinh tu néu trén dugce xem xét dé chira cac ving quyét dinh tinh bd tro
cta cac ving bién ddi ctia chudi ning va chudi nhe ctia khéng thé dugc 14y lam vi
du DC-1 (xem Fig. 20). Khang thé c6 thé bao gom trinh ti axit amin
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLVNRLVDXXXXXXXXXXXXXX
XAXXXX XXX XXX XXXXXXLQYDDFPYT hodc
KASQDINSYLTXXXXX XXX XX XXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXXXXXX
XA; hodic LVNRLVDXXXXXXXXXXXXXXXA; hodc
AXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, trong d6 X 14 axit amin bat ky.
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Khéng thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia n6 theo sang ché co thé
c6 it nhdt moét ving bién d6i cta chudi nhe chtra cac trinh tu sau:
KASQDINSYLT; va LVNRLVD; va LQYDDFPYT, va it nhit mot ving bién ddi
ctia chudi ning chtra cac trinh tu sau: THAMS; va TISSGGRSTYYPDSVKG; va
LISTY.

Theo mot phuong 4n cta sang ché khang thé hoic doan lién két v6i khang
nguyén ctia n6 c6 thé c6 it nhét mot ving bién d6i ctia chudi nhe chira trinh tur axit
amin
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNR
LVDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK. Ving bién d6i ctia chuSi nhe nay twong tng vdi ving bién d6i ciia chudi nhe

duoc tim thy trong khang thé dugc 14y 1am vi du DC-1 (Fig. 20).

Theo mot phuong an ctia sang ché, khang thé hodc doan lién két voi khang
nguyén ciia n6 c6 thé c6 it nhat mot ving bién dbi ciia chudi ning chira trinh tu
axit amin
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVA
TISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLIS
TYWGQGTTLTVSS. Ving bién ddi cta chudi ning nay tuong (mg véi ving bién
ddi cta chudi ning dugc tim thdy trong khang thé dugc 14y 1am vi du DC-1 (Fig.
20).

Do d6, du tinh rz‘?mg theo mot phuong cua sang ché, khéng thé hoac doan
lién két voi khang nguyén cia né co thé ¢é:

i) it nhit mot ving bién dbi cta chudi nhe chtra trinh ty axit amin
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNR
LVDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK; va

ii) it nhdt mot ving bién ddi ctia chudi ning chira trinh tw axit amin

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVA
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TISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLIS
TYWGQGTTLTVS.

Ciing bao ham ring theo mdt phwong 4n clia sing ché, khang thé hoac doan
lién két voi khang nguyén ctia no co thé co:

i) it nhat mot vung bién ddi cia chudi nhe chtra trinh tu axit amin
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLV
NRLVDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGT
KVEIK hodc
DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVN
RLVDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTK
VEIK; va/hoic

ii) it nhit mot vung bién dbi cua chudi ndng chtra trinh tu axit amin
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWYVS
TISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLI
STYWGQGTLVTVSS hoac
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLIS
TYWGQGTLVTVSS. Céc trinh tw ndy tuong tng véi cac bién thé dugc 1am cho
gidng nhu ctia ngudi ctia DC-1 néu trong céc Bang 23, 24 va 24A.

Khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén ctia né duge mo ta & day co
thé bao gém mot hodc nhiéu trinh tu axit amin sau:

KASQDINSYLT; va/hodc

XXNRLXD; va/hodc

LQYXDFPYT; va/hodc

XXAMS; va’hoac

TISXGGXXTYYPDSVKG; va/hodc

LISXY, trong d6 X 12 axit amin bat ky.
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Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cia n6 duge md ta & ddy c6
thé bao g6m mot hodic nhidu trinh ty axit amin sau:
(K/Q/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/N)YL(T/N/A); va/hodc
(R/L/V/D/A)T/V/A)YN/S)R/N)L(F/M/V/E/Q)(D/T/S); va/hodc
(L/Q)Q(Y/H)(D/V/N)D/T)(F/Y)P(Y/L/W)T; va/hodc
(S/T)(S/H/Y)AMS; va’hodc
(T/A)IS(V/S/G)(G/S)G(G/R)(K/S)TYY(P/A)DSVKG; va/hodc
(L/DYI/G)(S/G)L/PIT/V)Y.

Khéng thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cia né dugc mo ta & ddy co
thé ¢6 it nhit mot viing bién dbi ctia chudi nhe chira trinh tw axit amin
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRF SGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGT
KLELK. Ving bién ddi ctia chudi nhe nay twong ting véi ving bién ddi cta chudi

nhe duoc tim thiy trong khang thé dugc 1y 1am vi du DD-9 (Fig. 25).

Khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén ctia né duge mo ta & day co
thé c6 it nhat mot vung bién ddi cua chudi ndng chira trinh ty axit amin
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAH
IYWDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTT
APFAFWGQGTLVTVSA. Ving bién dbi cta chudi ning nay twong tmg véi viing
bién dbi cta chudi ning dugc tim thiy trong khang thé dwoc 1dy lam vi du DD-9
(Fig. 25).

Theo mot phuong 4n cua sang ché, khang thé hoic doan lién két véi khang
nguyén ctia né c¢6 thé cé:

i) it nhat mot ving bién dbi cua chudi nhe chira trinh ty axit amin
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGT
KLELK; va
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ii) it nhat mot ving bién dbi cua chudi ning chira trinh ty axit amin
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAH
IYWDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTT
APFAFWGQGTLVTVSA.

Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia né ¢6 thé c6 it nhat mot
ving bién dbi ctia chudi nhe chira trinh ty axit amin
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTK
LELK. Ving bién ddi cta ¢hu5i nhe ndy tuong tng v6i ving bién ddi ctia chudi

nhe dugc tim théy trong khang thé dugc 14y lam vi du DH-2 (Fig. 26).

Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia n6 c6 thé c6 it nhat mot
ving bién ddi ctia chudi nang chira trinh tyr axit amin
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAH
IYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTT
APFAYWGQGTLVTVSA. Ving bién dbi cia chudi nang nay twong tmg véi ving
bién ddi cua chudi ning duge tim thiy trong khang thé duoc Iy lam vi du DH-2

(Fig. 26).

Theo mot phuong 4n cua sang ché, khang thé hoac doan lién két v6i khang
nguyén clia né c6 thé co:

i) it nhat mot ving bién ddi ctia chudi nhe chira trinh tu axit amin
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTK
LELK; va

ii) it nhat mot ving bién ddi cta chudi ning chira trinh ty axit amin
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAH
IYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTT
APFAYWGQGTLVTVSA.
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Do d6, dy tinh ring, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cta n6
c6 thé co:

i) it nhat mot ving bién ddi ctia chudi nhe chira trinh tu axit amin twong Gng
Vi trinh tu VK bat ky néu trong Fig bit ky tir Fig. 18 dén Fig. 28; va/hoic

ii) it nhat mot ving bién d6i cuia chudi ning chira trinh tu axit amin twong
g vé6i trinh ty VH bat ky néu trong Fig bit ky tir Fig. 18 dén Fig. 28 hoic doan,

bién the hodc dan xuat cua no.

Nhu duogc chi ra trén déy, du tinh ring khang thé hodc doan lién két voi
khang nguyén theo cac phuong 4n néu trén c6 thé bao gdm trinh tu axit amin c6
muc tuong déng it nhit 75% v&i mot hodc nhidu trinh tu axit amin néu trén, vi du,
it nhit 80%, it nhat 90%, it nht 95%, it nhat 96%, it nhit 97%, it nhat 98%, hodc it
nhit 99% v&i mot hodc nhidu trinh ty axit amin néu trén. Ciing bao ham ring
khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén c6 thé bao gém t6i 1, 2, 3, 4, S, 6,
7. 8,9, 10 hodc nhiéu hon doan cai, mét, thay thé bao toan va/hoic thay thé khong

bao toan.

Sang ché ciing d& xudt khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén clia
no6 chira mdt hoac nhiéu trinh tu axit amin sau:

KASQDINSYLT; va/hodc

XXNRLXD; va’hoic

LQYXDFPYT; va/hodc

XXAMS; va/hodc

TISXGGXXTYYPDSVKG; va/hodc

LISXY, trong d6 X 13 axit amin bét ky.

Sang ché ciing d& xuét khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia
n6 chira mot hodc nhiéu trinh ty axit amin sau:
(K/Q/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)(S/N)YL(T/N/A); va/hodc
(R/L/V/D/A)(T/V/A)YN/S)(R/N)L(F/M/V/E/Q)(D/T/S); va/hodc
(L/Q)Q(Y/H)(D/V/N)Y(D/T)F/Y)P(Y/L/W)T; va/hodc
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(S/T)(S/H/Y)AMS; va/hodc
(T/A)S(V/S/G)(G/S)G(G/R)(K/S)TYY(P/A)DSVKG; va/hodc
(L/D)I/G)(S/G)(L/P/T/V)Y.

Sang ché ciing dé xuét khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cia
n6 chira mot hoac nhiéu trinh tu axit amin sau:
~ KASQDINSYLT; va/hodic

RTNRLFD; va/hoac

LQYDDEFPYT; va/hoac

SSAMS; va/hoac

TISVGGGKTYYPDSVKG; va/hodc

LISLY.

Khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ctia n6 c6 thé bao gdbm mot
hodc nhiéu trinh ty axit amin sau:

TCKASQDINSYLTWEF; va/hoac

TLIYRTNRLFDGVP hodc TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF;
va/hoac

YCLQYDDFPYTFG; va/hodc

FTLSSSAMSWVR hoic CXAXXFTLSSSAMSWVR; va/hodc

WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR hodc

WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; va/hodc

YCAKLISLYWG, trong d6 X 14 axit amin bét ky.

Céc trinh tu néu trén dugce xem xét d€ chira cac vung quyét dinh tinh bo tro
cta cac ving bién d6i ctia chudi ning va chudi nhe ctia khang thé duge lay 1am vi

du AB-1.
Khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén clia né c6 thé bao gdm trinh

tu axit amin

KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXX
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FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT; hodc
KASQDINSYLTXXXXX XXX XXX XX XXX XXX XXX XX XX XXXXXXXXXX
XF; hodac RTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF; hodc
FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT, trong d6 X 14 axit amin bét ky.

Theo phuong 4n khac, khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ctia
n6 c6 thé bao gbm trinh tir axit amin TCKASQDINSYLTWF hodc
TCKASQDINSYLTWY; va/hodc
LLIYRTNRLFDGVP hodc SLIYRTNRLFDGVP hoidc
LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDEFF hoac
SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; va/hodc
YCLQYDDFPYTFG; va/hodc
FTFSSSAMSWVR hodc CXAXXFTFSSSAMSWYVR; va/hodc
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGREFTISR hodc
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; va/hodc
YCAKLISLYWG, trong d6 X 13 axit amin bét ky.

Do d6, khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén ciia né c6 thé c6 it
nhit mot ving bién ddi cua chudi nhe chira cac CDR sau: KASQDINSYLT; va
RTNRLFD; va LQYDDFPYT va it nhit mot ving bién ddi cia chudi ning chira
c4c CDR sau: SSAMS; va TISVGGGKTYYPDSVKG; va LISLY.

Theo phuong 4n khéc, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén clia
né theo khia canh thtr hai c6 thé c6 it nhat mot ving bién ddi cta chudi nhe chira
trinh tu axit amin
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK hogc
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK, hodc
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EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK (AB-1_VK), hoic
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGT
KLEIK (AB-1_VK1), hodc
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK (hAB-1_RKE), hodc
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTN
RLEDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKV
EIK (hAB-1 RKJ).

Theo phuong an khac nita theo khia canh thi hai, khang thé hodc doan lién
két v6i khang nguyén ciia n6 ¢6 thé c¢6 it nhat mot ving bién dbi cua chudi nang
chtra trinh tu axit amin
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS hoéc
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS, hodc
EVQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVAT
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH), hodc
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVST
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLIS
LYWGQGTLVTVSS (hAB-1 RHA).
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Sang ché cling dé xut khing thé hodc doan lién két v6i khang nguyén clia
né ¢6 it nhat mot vung bién ddi cta chudi nhe theo khia canh thir hai va it nhat mot

viing bién déi ciia chudi niing theo khia canh thtr hai.

Dé tranh nham 14n, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cia né
theo sang ché c¢6 thé bao gdm trinh trr axit amin b4t ky néu trong khia canh thu
nhét. Do d6, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén clia né ¢6 thé bao
gbém ving VK va/hoic VK bét ky nhu duogc ldy 1am vi du theo Fig bét ky trong s6
cac Fig. 18 dén Fig. 28 hodc Bang 14 dén Béang 24 va 24A, hoic bién thé, doan

hodc dan xuat bat ky cua no.

Ngoai ra, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cia né c6 thé la
hoidc bao gdm khang thé dugc 1am cho gidng nhu clia ngudi hodc dang kham dugc
md ta trong ban mo ta ndy, cu thé, khang thé hodc doan lién két voi khéang nguyén
ctia n6 c6 thé bao g_f”)m hodc gdm c¢6 trinh ty bat ky néu trong cic Bang 14 dén 24

va 24A.

Du tinh ring khéng thé hodc doan lién két véi khang nguyén dugc mo ta &
day c¢6 thé bao gdm trinh tu axit amin c6 mirc twong ddng it nhit 75% véi mot
hoac nhiéu trinh tu axit amin néu trén, vi du, tuong déng it nhat 80%, it nhat 90%,
it nhit 95%, it nhit 96%, it nhit 97%, it nhat 98%, hodc it nhat 99% véi mot hodc
nhidu trinh tu axit amin néu trén. Ciing bao ham ring khang thé hozc doan lién két
véi khéng nguyén co thé bao gém lén dén 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 hoac nhiéu

hon doan cai, mét, thay thé bao toan va/hodc thay thé khong bao toan.

Theo phuong an dugc uu tién theo khia canh bét ky cua sang ché, khang thé
hodc doan lién két véi khang nguyén ciia n6 ¢6 thé bao gdm hodc gbdm c6 khang
thé nguyén ven. Theo céach khac, khéng thé hogic doan lién két voi khang nguyén
cta n6 ¢6 thé hau nhu gdm c6 khang thé nguyén ven. Thuat ngit “hdu nhu gdm co”
c6 nghia 12 khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén cia né gdbm c6 mot

phan ctia khang thé nguyén ven du dé biéu hién tinh dic hiéu lién két v6i TG2.
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Khang thé hodc doan lién két v6i khdng nguyén theo séng ché co thé 1a
khang thé khong c6 mit ty nhién. T4t nhién, khi khang thé nay 12 khang thé c6 mit
tu nhién, n6 dugc tao ra dudi dang dugc phan 1dp (¢ la khac biét so voi dang

duogc tim thdy trong tu nhién).

Theo mdt phwong 4an theo khia canh bt ky clia sang ché, khang thé hodc
doan lién két voi khang nguyén cua n6 c¢6 thé bao gdm hodc gdbm c6 doan lién két
v6i khang nguyén duogc chon tir nhém bao gdm: doan Fv; doan Fab; va doan tuong
tu Fab. Theo phuong an khac, doan Fv c6 thé 1a doan Fv chudi don hoic doan Fv
c6 lién két disulphua. Theo phuong an khac nita, doan twong tu Fab c6 thé 1a doan

Fab’ hodc doan F(ab)2.

Céc vung bién dbi cua chudi ning (VH) va vung bién d6i cuia chudi nhe (V)
ctia khang thé tham gia vao viéc nhan biét khang nguyén, thuc té dau tién dugc xac
nhan bing c4c thi nghiém cit bang proteaza sém. X4c nhén tiép theo dwgc phat
hién bang “viéc 1am cho gidng nhu cta ngudi” ddi véi khang thé loai gam nham.
Céc ving bién dbi c6 ngudn gbe tir loai gdm nhim co thé duoc dung hop véi céc
ving on dinh ¢6 ngudn gde tir ngudi sao cho khéng thé thu duoc van gitt duge tinh
dac hiéu khang nguyén cua khang thé c6 ngudn gde tir loai gim nhim (Morrison et

al (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-6855).

Tinh dac hiéu khang nguyén dugc tao ra bdi cidc vung bién ddi va doc lap
vG1 cac vung 6n dinh, nhu duge biét tir cac thi nghiém bao gf")m viéc biéu hién & vi
khuén cac doan khéng thé, cac doan déu chira mét hodc nhiéu vung bién dbi. Cac
phan tir ndy bao gdm phén tir trong tw Fab (Better et al (1988) Science 240, 1041);
phén t&r Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); phén tr Fv chudi don (ScFv)
trong d6 cac vung thanh phén Vy va V. dugc lién két v6i nhau bai oligopeptit linh
dong (Bird et al (1988) Science 242, 423; Huston et al (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85, 5879) va khang thé ving don (dAb) bao gém hodc gdm c6 cac ving
V dugc phén 14p (Ward et al (1989) Nature 341, 544). Khéi quat vé cac ky thuat
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lién quan dén viée tong hop cac doan khing thé vn giit duoc céc vi tri lién két dic
hiéu cta chung 1 duoc tim thdy trong: Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-
299.

Do d6, thuét nglt “doan lién két vdi khang nguyén” bao gdm doan ¢6 chirc

ning cta khang thé c6 kha ning lién két véi TG2.

Céac doan lién két voi khéng nguyén dugc léy 1am vi du c6 thé duoc chon tir
nhém bao gdm doan Fv (vi du, Fv chudi don va Fv ¢6 lién két disulphua), va doan

twong tu Fab (vi du, doan Fab, doan Fab’ va doan F(ab),).
Theo mdt phuong an clia sang ché, doan lién két véi khang nguyén 1a scFv.

Uu diém cta viée sir dung doan khéang thé, thay vi toan bd khang thé, 1a cao
glp vai lan. Kich thuéc nhd cta doan khang thé din dén cai thién cac dic tinh
dugc ly, nhu thdm vao mo rén tot hon. Hon nita, doan lién két v6i khang nguyén
nhu cac doan khang thé Fab, Fv, ScFv va dAb c6 thé dugc biéu hién trong E. coli

va duoc tiét ra tir d6, do d6 cho phép d& dang san xuit lugng 16n cac doan nay.

Ciing dugc bao gom trong pham vi cla sang ché 1a dang duoc cai bién cta
khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén clia no, vi dy, dugce cai bién bang

su gin cong hoa trj ciia polyetylen glycol hodc polyme thich hop khac.

Duoc uvu tién dic biét, néu khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén

clia n6 1a phén tir tai t6 hop.

Phuong phép tao khang thé va doan khang thé 1 da duoc biét ro trong linh
vuc nay. Vi du, khing thé c6 thé duoc tao ra bing mot trong s6 cac phuong phép
¢O st dung su cam ng qué trinh san sinh phén tir khang thé in vivo, sang loc ngan
hang globulin mién dich (Orlandi. et al, 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. US.A.
86:3833-3837; Winter ef al., 1991, Nature 349:293-299) hodc tao cac phan tu
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khang thé don dong bang dong té bao nudi cdy. Cac phuong phap nay bao gom,
nhung khong chi giéi han &, k§ thuat té bao lai, k¥ thuat lai té bao B cla ngudi, ky
thuat t& bao lai chua virut Epstein-Barr (EBV) (Kohler et al., 1975. Nature
256:4950497; Kozbor et al., 1985. J Immunol. Methods 81:31-42; Cote et al.,
1983. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030; Cole et al., 1984. Mol. Cell. Biol.
62:109-120).

Thich hop, néu sang ché d& xuét khang thé hoic doan lién két voi khang
nguyén cua né trong d6 khang thé nay 1a khang thé tai td hop (tikc la trong d6 né
dugc tao ra bing phwong phép tai t6 hop).

Theo phuong an dugc déc biét vu tién theo khia canh bat ky cta sang ché,

khang thé nay c6 thé 1a khang thé don dong.

Céc khang thé don dong thich hop véi khang nguyén duge chon co thé bao
ché dugc béng cac k¥ thuat da biét, vi du, céac ky thuat dugc bdc 10 trong
“Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”, H Zola (CRC Press, 1988) va
trong “Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications”, ] G R
Hurrell (CRC Press, 1982), dugc dua vao ban md ta ndy bang cich vién din. Céc
khang thé don dong dugc 1y lam vi du theo sang ché va cac phuong phép thich

hop dé san xut chiing dugc néu trong phan vi du thuc hién séng ché dudi day.

Céc doan khang thé ciing ¢6 thé dugc thu bang cach st dung cic phuong
phép da dugc biét 1o trong linh vuc ndy (xem, vi duy, Harlow & Lane, 1988,
“Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, New York,
duogc dua vao ban mo ta nay theo céch vién dan). Vi du, doan khang thé theo séng
ché ¢ thé duge bao ché bing cach thuy phan khang thé hodc biéu hién ADN ma
hoa doan nay & E. coli hodc t& bao dong vét c6 vii (vi dy, nudi cdy té bao trimg
chuot tui mé Trung Quéc hodc cac hé biéu hién protein khéc). Theo cach khéc,
doan khang thé co thé dugc thu bang cach cit toan khing thé bang pepsin hoic
papain bang cac phuong phép thong thuong.
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Theo mdt phuong an theo khia canh bat ky cia sang ché, khang thé hoic
doan lién két voi khang nguyén ciia n6 c6 thé 1a khang thé ngudi hoic khéng thé

dugc 1am cho gidng nhu clia ngudi.

Chuyén gia trong linh vuc nay biét ring dé didu tri hodc chén doan cho
ngudi, khang thé duge lam cho gidng nhu cla ngudi c6 thé dugc sir dung. Céc
dang duoc 1am cho giéng nhu ctia ngudi ctia khang thé khong phai ctia ngudi (v
du, chudt) 1a khéng thé hodc doan khang thé dang kham duoc thao tac di truyén
chira cac phén t6i thiéu duge tao ra tir khang thé khong phai ctia ngudi. Khang thé
duoc 1am cho gidng nhu cta ngudi bao gdm khang thé trong d6 cac ving quyét
dinh tinh bd trg cua khang thé ngudi (khang thé nhan) duge thay bang cac goc tir
ving quyét dinh tinh b trg ciia loai khong phai nguoi (khang thé nhan) nhu chudt
nhit, chudt cdng hodc tho ¢6 nhém chirc mong mudn. Trong mét sd trudng hop,
cac gde khung Fv ctia khang thé nguoi c6 thé duoc thay bing cac gbe khong phai
cta ngudi twong ting. Khang thé dugc 1am cho gidng nhu clia ngudi cling c6 thé
chira cac gbc khong duoc tim thiy trong khang thé nhéan ciing nhu trong ving
quyét dinh tinh bd tro nhép vao hogc trinh tw khung. N6i chung, khing thé duoc
lam cho giéng nhu cta nguoi sé chira hdu nhu tat c4 it nhat mot, va thuong 1a hai,
ving bién ddi, trong d6 tit ca hodc hdu nhu tit ca cdc ving quyét dinh tinh b6 trg
ndy twong tng voi cac ving quyét dinh tinh bd tro ciia khang thé khong phai ctia
ngudi va tit ca, hodc hdu nhu tit ca, cac ving khung nay twong (mg véi cac ving
khung cua trinh ty lién Gng cia nguoi lién quan. Khang thé dugc 1am cho gidng
nhu cia ngudi con tly v bao gdm it nhat mot phan ving 6n dinh cta khang thé,
nhu vung Fc, thuong dugce tao ra tir khang thé nguoi (xem, vi duy, Jones et al.,
1986. Nature 321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-329; Presta,
1992, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596, dugc dwa vao ban md ta ndy bang cach

vién dan).

Céc phuong phap lam cho khang thé khong phai ctia nguoi trd thanh gidng

nhu cta ngudi 14 da duge biét ro trong linh vue ndy. Néi chung, khang thé dugc

-62-



31886

lam cho gibng nhu cta ngudi c6 mot hoic nhiéu gbc axit amin dwa vao né tir
ngudn khong phai nguoi. Cac gbc axit amin khong phai ctia ngudi nay, thuong chi
cac gbc nhap vao, thuong thu duge tir ving bién ddi nhap vao. Viéc 1am cho gidng
nhu cia nguoi hau nhu ¢6 thé thuc hién duge nhu d3 duge md ta (xem, vi du,
Jones et al., 1986, Nature 321:522-525; Reichmann et al., 1988. Nature 332:323-
327; Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534-15361; US 4,816,567, dugc dua vao
ban mo ta nay bing cach vién dan) bing cach thay thé cac ving quyét dinh tinh bd
trg clia ngudi bing cac ving quyét dinh tinh b trg twong tng cla loai gdim nham.
Do d6, cac khang thé dwgc 1am cho gidng nhu ctia ngudi nhu vay 1a céc khéng thé
dang kham, trong d6 hdu nhu khong dén mot ving bién ddi nguyén ven cia ngudi
da duoc thay bang trinh tu twong tmg tir loai khong phai ngudi. Thuc té, khang thé
duoc lam cho giéng nhu ctia ngudi thuong 1a khang thé nguoi trong d6 mot sé gbe
ctia ving quyét dinh tinh bd tro va c6 thé 12 mot sé gbe khung duge thay bing cac

gbe tir cac vi tri twong tu trong khang thé loai gim nhim.

Khéng thé nguoi cling ¢6 thé nhén dang duoc bang cach st dung cic k¥
thuat da biét trong linh vuc nay, bao gdm ngan hang biéu hién thé thuc khudn
(xem, vi du, Hoogenboom & Winter, 1991, J. Mol. Biol. 227:381; Marks et al.,
1991, J. Mol. Biol. 222:581; Cole et al., 1985, In: Monoclonal antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, pp. 77; Boerner et al., 1991. J. Immunol. 147:86-
95, Soderlind et al., 2000, Nat Biotechnol 18:852-6 and WO 98/32845 dugc dua

vao ban md ta ndy bang cach vién dan).

Thuét ngit “axit amin” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay bao gbm hai
muoi axit amin dugc ma héa di truyén chuin va céc chat déng phan lap thé tuong
g cuia ching & dang ‘D’ (so v6i dang ‘L’ tu nhién), cac axit amin omega, Cic
axit amin c6 mit tw nhién khac, cac axit amin khong thong thuong (vi du, a,a-thé
hai 14n axit amin, N-alkyl axit amin, v.v.) va c4c axit amin dugc tao dan xuét hoa

hoc.
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Khi axit amin dugc chi 3, nhu “alanin” hodc “Ala” hodc “A”, thuat nglr
nay chi ca L-alanin 1in D-alanin trir khi ¢6 quy dinh khéc. Céc axit amin khong
thong thuong khac ciing c6 thé 1a cac thanh phan thich hgp cho céc polypeptit theo
séng ché, mién 1a polypeptit ndy van giit dugc dic tinh chirc ning mong mudn. Déi
v6i céac peptit dugc thé hién, mdi géc axit amin dugc ma hoa, khi thich hop, duoc
dai dién bang ky tu chit cai duy nhét, twong tmg véi tén bd ba cla axit amin thong

thuong.

Theo mot phuong an, polypeptit nhu duge xéc dinh trong ban mo ta nay bao

gom hodc gdm c6 L-axit amin.

Mot khi thu duge khang thé thich hop, né c6 thé duge thir hoat tinh, nhu
tinh dic hiéu lién két hogc hoat tinh sinh hoc ciia khang thé, vi du, bing ELISA,
héa md mién dich, bao k& dong chay, két tia mién dich, thim tach protein, v.v.
Hoat tinh sinh hoc ¢c6 thé duogc tht bang céc thir nghiém khéc nhau véi két qua do

cho dic tinh cu thé do.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xut polynucleotit ma héa khang thé hoac

doan lién két voi khang nguyén cua né theo séng ché.

Sang ché md ta polynucleotit dwgc phan 14p bao gdm hodc gdm c6 cac
trinh tu nucleotit:

i)
GACATCCAGATGACACAGACTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAG
AGAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATT
TAACCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTAAGACCCTGATCT
ATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGGGTCCCATCCAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATATGAA
GATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCGTACACGT
TCGGAGGGGGGACCAAACTGGAAATAAAA,; va/hodc
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i)
GAAGTACAGCTGGAGGAGTCAGGGGGGGGCTTAGTGAAGCCTGGAGG
GTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTG
CCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGACAGGAGGCTGGAGTGGGTCG
CAACCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAAACCTACTATCCAGACAGTGTGA
AGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTCTATCT
GCAAATGAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGC
AAAACTAATCAGTCTCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCC
TCA.

Sang ché ciing @& xuét polynucleotit dwgc phan 14p bao gbm hodc gdm cé
trinh tu axit nucleic bt ky duoc liét ké trong Fig bat ky trong s cac Fig. 18 dén
Fig. 28. ' ”

Do d6, sang ché dé xuét polynucleotit dwgc phan 14p bao gdm hodc gom c6
cac trinh tu nucleotit:

i)
GCCATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAG
AGAGAGTCATCATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATAAATAGTTATT
TAACCTGGTTCCAACAGAAACCAGGAAAGTCTCCTAAGACCCTGATCT
ATCTTACAAATAGATTGATGGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCA
GTGGATCTGGGCAAGAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGAACATG
AAGATATGGGCATTTATTATTGTCTCCAGTATGTTGACTTTCCGTACAC
GTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA; va/hodc

ii)
GCAGTGCAACTGGTAGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGAAGCCTGGAGGG
TCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAATCATTTTCAGTTCCTCTGC
CATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAAAAGAGACTGGAGTGGGTCGC
AACTATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGACAGTGTGAAG
GGTCGATTCACCGTCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACACCCTATACCTG
CAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGCA

-65-



31886

AAACTAATCAGTCCCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCT
CA.

Sang ché dé xuét polynucleotit dugc phéan lap bao gbm hodc gdm co cac
trinh tu nucleotit:

i)
GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCTCTGGGAG
AGAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATT
TAACCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTAAGATCCTGATCT
ATCTTGTAAATAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCA
GTGGATCTGGGCAAGATTATGCTCTCACCATCAGCAGTCTGGAATATG
AAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAATATGATGACTTTCCGTACAC
GTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA,; va/hodc

i)
GAAGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGG
TCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTACCCATG
CCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCG
CAACCATTAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGACAGTGTGAA
GGGTCGATTCACTATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTG
CAACTGAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCA
AGACTAATCAGTACCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCT
CA.

Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cua no theo sang ché trc ché
hoat tinh TG2. Khang thé theo sang ché wc ché hoat tinh enzym TG2 va do d6
ngin ngira né tao lién két ngang céc gbc lysin va glutamin véi c4c lién két Ne-(y -
glutamyl)lysin isopeptit. Tét hon, néu hoat tinh enzym TG2 dugc loai b hoan
toan, song du tinh ring sy e ché nay co thé 1a su tc ché mot phan trong truong
hop su rc ché mot phén nay la dua dé tao ra tac dung diéu tri hitu ich hodc khong ¢
tac dung diéu tri. Chuyén gia trong linh vuc nay c6 thé x4c dinh duoc pham vi trc

ché hitu hiéu dé dat dugc tac dung mong muén.
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Tét hon, néu khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén cia né e ché
dac hi€u TG2. Do do, t5t hon, néu khéng thé hoac doan lién két véi khéng nguyén
ctia n6 khong tre ché hoat tinh TG1, TG3, TG13 va/hoic TG7. Dy tinh ring khang
thé e ché hiru hiéu hoat tinh TG2 song du chon loc dé né khong trc ché dang ké
hoat tinh TG1, TG3, TG13 va’/hodac TG7 c6 thé 1a dic biét hitu ich lam thube. Do
do, t6t hon, néu khang thé chi trc ché hoat tinh TG2.

Sang ché d& xuit khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén ctia n6 ma
su lién két cua n6 voi TG2 (vi du, TG2 clia nguoi) duge tc ché hoic 1am giam khi
khéng thé theo khia canh bit ky néu trén dugc lién két véi TG2 (vi dy, TG2 cuia

nguoti).

Do d6, sang ché dé xuét khang thé bat ky lién két chon loc véi epitop trong
vung cua TG2 sao cho nd ¢o6 thé canh tranh v6i va lam x4o tron su lién két cua

khang thé bit ky theo cac khia canh néu trén.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét hop chét chira khang thé hoc doan

lién két véi khang nguyén clia né theo khia canh bat ky néu trén va goc khac.

Gbc khéc nay c6 thé 1a gbe gy doc té bao mot cach truc tiép hodc gian tiép.

4
ANR°

Thuét ngit “gdy doc té bao mdt cach truc tiép” nghia la gbc nay 1a gbc ban
than n6 gay doc té bao. Thuat ngit “gdy doc té bao mot cach gian tiép” sang ché
nghia I gdc nay 1a gbc, mic du ban than né khong gy doc té bao, song co6 thé cam
ng tinh gy doc té bao, vi du, bang cach tic dong dén phan tir khac hodc bang tac

dong khac dén no.
Gbc gay doc té bao co thé duge chon tlr, nhung khong chi gi¢i han &, nhém

bao gbém chét hoa diéu tri gay doc té bao truc tiép, polypeptit gy doc té bao truc

tip, gbc c6 kha nang chuyén tién dugc chit hiu nhu khong ddc thanh duge chat
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gdy doc té bao, cht nhay véi phong xa, axit nucleic gdy doc té bao tryc tiép, phan
tr axit nucleic ma hoa polypeptit gdy doc té bao truc tiép hodc gin tiép, phan tur
axit nucleic ma hoa polypeptit didu tri, hodc nguyén t& c6 hoat tinh phong xa. Dy
tinh ring nguyén tir c6 hoat tinh phéng xa 13 nguyén tir bét ky trong s cac nguyén

tir phospho-32, iot-125, iot-131, indi-111, rheni-186, rheni-188 hodc ytri-90.

Chét héa didu tri gdy doc té bao, nhu chit tri ung thu, bao gbdm: chét alkyl
hoa bao gdm nito mi tac nhu mecloetamin (HN,), xyclophosphamit, ifosfamit,
melphalan (L-sarcolysin) va clorambuxil; etylenimin va metylmelamin nhu
hexametylmelamin, thiotepa; alkyl sulphonat nhu busulfan; nitrosoure nhu
carmustin (BCNU), lomustin (CCNU), semustin (metyl-CCNU) va streptozocin
(streptozotoxin); va triazen nhu decarbazin (DTIC; dimetyltriazenoimidazol-
carboxamit); chdt chéng chuyén héa bao gdm chit twong tuy axit folic nhu
metotrexat (ametopterin); chét twong ty pyrimidin nhu flouraxil (5-flouraxil; 5-
FU), floxuridin (flodeoxyuridin; FUdR) va xytarabin (Xytosin arabinosit); va chat
tuong tu purin va cac chét wc ché lién quan nhu mercaptopurin (6-mercaptopurin;
6-MP), thioguanin (6-thioguanin; TG) va pentostatin (2’-deoxycoformyxin).
Natural Products bao gdm vinca alkaloit nhu vinblastin (VLB) va vincristin;
epipodophylotoxin nhu etoposit va teniposit; chét khang sinh nhu dactinomyxin
(actinomyxin D), daunorubixin (daunomyxin; rubidomyxin), doxorubixin,
bleomyxin, plicamyxin (mithramyxin) va mitomyxin (mitomyxin C); enzym nhu
L-asparaginaza; va chat cai bién dap tng sinh hoc nhu interferon alphenom. Céc
chit khac bao gdm phirc chdt lien két véi platin nhu cisplatin (cis-DDP) va
carboplatin; antracenedion nhu mitoxantron va antraxyclin; ure thé nhu
hydroxyure; dan xuit metyl hydrazin nhu procarbazin (N-metylhydrazin, MIH); va
chét (rc ché vo thugng than nhu mitotan (o,p’-DDD) va aminoglutethimit; taxol va
chit twong tw/din xuét; va chit cha van/di khang hormon nhu flutamit va

tamoxifen.

Nhiéu chét trong s6 nay da dugc gén voi khang thé va cac chét phan phbi

dich khac, va do d6 cac hop chét theo sang ché chira cic chit nay co thé dé dang
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dugc tao ra bdi chuyén gia trong linh vuc ndy. Vi duy, lién hop carbodiimit
(Bauminger & Wilchek (1980) Methods Enzymol. 70, 151-159; dugc dua vao ban
md ta nay theo cach vién din) c6 thé dugc sir dung dé lién hop cac chit khac nhau,

bao gom doxorubixin, v4i khéng the.

Céac gbc peptit hodc polypeptit gdy doc té bao bao gdbm gbc bét ky din dén
su chét té bao. Céc gbe peptit hodc polypeptit gdy doc té bao 1a da duge biét rd
trong linh vuc ndy va bao gbm, vi dy, rixin, abrin, ngoai doc t6 Pseudomonas, yéu
t6 mo va chét twong tw. Phuong phap lién két chung véi gbc hudng dich nhu khidng
thé cling da duoc biét 1 trong linh vuc ndy. Viée st dyng rixin [am chét gay doc té
bao dut_rc boc 10 trong: Burrows & Thorpe (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. US4 90,
8996-9000, dugc dua vao ban md ta nay theo cach vién dan, va viéc st dung yéu
t& mo, dan dén su dong mau va nhdi méu cuc bd cua khéi u, dugc mé ta boi: Ran
et al (1998) Cancer Res. 58, 4646-4653 and Huang et al (1997) Science 275, 547-
550. Tsai et al (1995) Dis. Colon Rectum 38, 1067-1074 mo ta chudi abrin A lién
hop v6i khang thé don dong va duge dua vao bén md ta nay theo cach vién dan.
Céc protein gdy bit hoat ribosom khac dugc md t& dudi dang chét gdy doc té bao
trong WO 96/06641. Ngoai doc t6 Pseudomonas cling c6 thé duoc st dung lam
gbc polypeptit gay doc té bao (xem, vi du, Aiello et al (1995) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92, 10457-10461; duge dua vao ban md ta nay theo cach vién dan).

Cac xytokin nhét dinh, nhu TNFa va IL-2, ciing c6 thé 1a hiru ich lam chit
gdy doc té bao.

Cac nguyén tr ¢6 hoat tinh phong xa nhit dinh ciing c6 thé gy doc té bao
néu duge phan phdi di lidu. Do do, gbc gay doc té bao co thé bao gébm nguyén tir
¢d hoat tinh phong xa ma, khi sir dung, phén phéi lugng da hoat tinh phéng xa t6i
vi trf dich dé gay doc té bao. Cac nguyén tr c6 hoat tinh phéng xa thich hop bao
gé”)m phospho-32, iot-125, iot-131, indi-111, rheni-186, rheni-188 hodc ytri-90,
hodc ddng vi khac bét ky phat du ning lugng dé pha huy té bao xung quanh. Tét

hon, néu dong vi va mat do nguyén t&r c¢6 hoat tinh phong xa trong hop chét theo
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séng ché sao cho lidu 16n hon 4000 ¢Gy (tt hon 14 it nhat 6000, 8000 hodc 10000
c¢Gy) dugc phéan phbi téi vi tri dich va, t6t hon, néu toi cac té bao tai vi tri dich va
cic co quan tir cia ching, dac biét la nhan. Nguyén tir ¢6 hoat tinh phong xa c6 thé
duoc gén v6i khang th8 theo cach da biét. Vi du, EDTA hoic chét tao chelat khac
c6 thé duoc gin véi khang thé va ding d& gén '''In hoic %Y. Géc tyrosin co thé

duoc danh dau 125] hoac Bl

Géc gay doc té bao cé thé 1a polypeptit gdy doc té bao mot cach gian tiép
thich hop. Theo phuong an dugce dic bi¢t vu tién, polypeptit gdy doc té bao mot
cach gian tiép 1a polypeptit c6 hoat tinh enzym va c6 thé chuyén hoa tién duge chét
hiu nhu khong doc thanh duoc chét gay doc té bao. Khi gbc hudng dich 13 khang
thé, loai hé nay thudng chi Lidu phép tién duoc chét enzym hudng truc tiép khang
thé-ADEPT (Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy). Hé nay can gbc hudng
dich dinh vi phin enzym t6i vi tri mong muén trong co thé bénh nhén (tirc 1a i trf
biéu hién MR, nhu mé mach méi lién quan dén ung thw) va sau thoi gian cho phép
enzym dinh vi tai vi tri nay, sit dung tién dugc chét 1a co chit dbi vai enzym, san
phdm cudi cia qua trinh xdc tdc 1a hop chit gay doc té bao. Muc dich ctia phuong
phép nay 1a tdi da hoa ndng do cla duoc chét tai vi tri mong mudn va giam thiéu
ndng do cia duge chit & méd binh thuong (xem Senter, P.D. et al (1988) “Anti-
tumor effects of antibody-alkaline phosphatase conjugates in combination with
etoposide phosphate” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4842-4846; Bagshawe (1987)
Br. J. Cancer 56, 531-2; and Bagshawe, K.D. et a/ (1988) “A cytotoxic agent can
be generated selectively at cancer sites” Br. J. Cancer. 58, 700-703.)

Chét gy doc té bao c6 thé 1a dugc chét tri ung thu hién c6 bat ky nhu chit
alkyl hoa; chat xen vao ADN; chit wc ché enzym chia khoa bat ky nhu
dihydrofolat reductaza, tymidin synthetaza, ribonucleotit reductaza, nucleosit
kinaza hodc topoisomeraza; hodc chit tac dong dén su chét té bao bang cach tuong

tac v6i thanh phan té bao khac. Etoposit 1a vi du v& chét trc ché topoisomeraza.

-70-



31886

Céc hé tién dugc chét da duoc thong bao bao gém: tién dugc chét phenol
mu tac dugc hoat héa béi E. coli B-glucuronidaza (Wang et al, 1992 and Roffler ez
al, 1991); tién dugc chit doxorubixin dugc hoat héa béi B-glucuronidaza cia
nguoi (Bosslet ef al, 1994); tién duoc chét doxorubixin khac dugc hoat hoa boi a-
galactosidaza cua hat ca phé (Azoulay et al, 1995); tién duoc chit daunorubixin,
duge hoat hoa bdi o-D-galactosidaza cua hat ca phé (Gesson et al, 1994); tién
duoc chét 5-flouridin duge hoat hoa béi E. coli B-D-galactosidaza (Abraham et al,
1994); va tién dugc chét metotrexat (vi du, metotrexat-alanin) dugc hoat hda boi
carboxypeptidaza A (Kuefner ef al, 1990, Vitols et al, 1992 va Vitols et al, 1995).

Céc tién duoc chat nay va cac chat khac dugc néu trong Bang 1.

Bang 1
Enzym Tién dwge chat
Carboxypeptidaza G2 Dian xuat clia axit L-glutamic va axit benzoic mu tac, anilin
mu tac, phenol mu tac va phenylendiamin mu tac; dan xuét
flo ciia c4c chét nay
Phosphataza kiém Etoposit phosphat
Mifomyxin phosphat

Beta-glucuronidaza

p-Hydroxyanilin mu tac-glucuronit

Epirubixin-glucuronit

Penicillin-V-amidaza

Adriamyxin-N phenoxyaxetyl

Penicillin-G-amidaza

N-(4’-hydroxyphenyl axetyl) palytoxin

Doxorubixin va melphalan

Beta-lactamaza

Nito mu tac-cephalosporin
p-phenylendiamin; din xuit doxorubixin; din Xuét
vinblastin-cephalosporin, cephalosporin mu tac; dan xut

taxol

Beta-glucosidaza

Axit xyanophenylmetyl-beta-D-gluco-pyranosiduronic

Nitroreductaza

5-(Azaridin-1-yl-)-2,4-dinitrobenzamit

Cytosine deaminaza

5-Floxytosin

Carboxypeptidaza A

Metotrexat-alanin
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(bang nay dua trén Bagshawe (1995) Drug Dev. Res. 34, 220-230, ma tir d6 vién
dan ddy du déi véi cac hé khac nhau nay c6 thé thu dugc; din xudt taxol dwgc mo

ta trong: Rodrigues, M.L. et al (1995) Chemistry & Biology 2, 223).

Céac enzym thich hop dé tao ra phin enzym theo sang ché bao gdm:
exopeptidaza, nhu carboxypeptidaza G, G1 va G2 (461 voi tién duoc chét glutamyl
mu tac), carboxypeptidaza A va B (dbi véi tién dugc chét trén co s& MTX) va
aminopeptidaza (d6i vdi tién duge chit 2-a-aminoxyl MTC); endopeptidaza, nhu
trombolysin (d6i véi tién duogc chat trombin); hydrolaza, nhu phosphataza (vi du,
phosphataza kiém) hodc sulphataza (vi du, aryl sulphataza) (d6i voi tién duge chat
phosphyl hodc sulphat); amidaza, nhu penicillin amidaza va arylaxyl amidaza;
lactamaza, nhu B-lactamaza; glycosidaza, nhu p-glucuronidaza (d6i véi P-
glucuronomit antraxyclin), a-galactosidaza (d6i véi amygdalin) va p-galactosidaza
(461 v6i B-galactoza antraxyclin); deaminaza, nhu xytosin deaminaza (ddi véi
5FC); kinaza, nhu urokinaza va tymidin kinaza (d6i véi ganxyclovir); reductaza,
nhu nitroreductaza (d6i voi CB1954 va chét tuong tw), azoreductaza (d61 voi
azobenzen mu tac) va DT-diaphoraza (d6i voi CB1954); oxidaza, nhu glucoza
oxidaza (d6i voi glucoza), xantin oxidaza (d6i v6i xantin) va lactoperoxidaza; DL-

racemaza, khang thé xtc tac va xyclodextrin.

Tién dugce chit 14 hau nhu khong doc so véi duge chét gay doc té bao.
Thong thudng, né c¢6 doc tinh nhé hon 10%, t6t hon 1a nho hon 1% khi do bing
thir nghiém gay doc té bao in vitro thich hop. C6 1& gbc ¢6 kha nang chuyén tién
dugc chit thanh duge chét gy doc té bao s& hoat dong khi tach ra khoi phén con
lai ctia hop chit nhung né chi cin hoat dong khi (a) né két hop véi phan con lai
cta hop chét va (b) hop chét duoc lién két véi, lién ké hodc ndi hdp vao té bao
dich.

Khi mdi gbc ctia hop chét 1a polypeptit, hai phan c6 thé duge lién két véi

nhau theo cach bét ky dé lién két ngang cac polypeptit, nhu céc cich dugc mo ta

chung trong: O'Sullivan et al (1979) Anal. Biochem. 100, 100-108. Theo cach
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khac, hop chét ¢ thé duoc tao ra dusi dang hop chét dung hop nho cong nghé
ADN tai t6 hop ma theo d6 chiéu dai ADN chira cac ving twong (mg ma hoa hai
gbc hop chét theo sang ché lién ké nhau hodc cach nhau béi ving ma héa peptit
lién két khong pha hiy cac dic tinh mong mudn cua hop chit. Tudng tugng ring

hai phan ctia hop chét c6 thé chdng 14p hoan toan hodc mot phan.

Gbc gy doc té bao co thé 1a chit nhay véi phong xa. Chét nhay véi phong
xa bao gdm flopyrimidin, chét twong tu tymidin, hydroxyure, gemxitabin,
ﬂudarabin, nicotinamit, halogen pyrimidin, 3-aminobenzamit, 3-
aminobenzodiamit, etanixadol, pimonidazol va misonidazol (xem, vi du, McGinn
et al (1996) J. Natl. Cancer Inst. 88, 1193-11203; Shewach & Lawrence (1996)
Invest. New Drugs 14, 257-263; Horsman (1995) Acta Oncol. 34, 571-587; Shenoy
& Singh (1992) Clin. Invest. 10, 533-551; Mitchell et al (1989) Int. J. Radiat. Biol.
56, 827-836; Iliakis & Kurtzman (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16,
1235-1241; Brown (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 987-993; Brown
(1985) Cancer 55, 2222-2228).

Twong tw, viéc phan phbi gen vio té bao c6 thé lam cho chiing nhay v&i
phong xa, vi du, phan phdi gen p53 hoic cyclin D (Lang et al (1998) J. Neurosurg.
89, 125-132; Coco Martin et al (1999) Cancer Res. 59, 1134-1140).

Gbc khac c6 thé 1a gbe tré nén gy doc té bao, hodc giai phong gde gy doc
té bao, sau khi chiéu xa. Vi dy, ddng vi bo-10, khi duge chiéu xa thich hop, giai
phong hat o gdy doc té bao (xem vi dy, US 4,348,376 cép cho Goldenberg; Primus
et al (1996) Bioconjug. Chem. 7, 532-535).

Twong tu, gbc gy doc t& bao co thé 14 gbc hiru ich trong liéu phdp quang

dong luc nhu photofrin (xem, vi du, Dougherty et al (1998) J. Natl. Cancer Inst.
90, 889-905).
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Gbc gy doc té bao co thé 14 phan tir axit nucleic gdy doc té bao mot cach
trire tiép hodc gian tiép. Vi du, phan tir axit nucleic nay c6 thé 1a oligonucleotit dbi
nghia ma, khi dinh vi tai vi tri dich, c6 kha néng di vao té bao va din dén su chét té
bao. Do d6, oligonucleotit ndy c¢6 thé ngan ngira sy biéu hién cta gen thiét yéu

hodc din dén 1am thay ddi sy bidu hién gen gay chét té bao theo chwong trinh.

Vi du vé oligonucleotit thich hop bao gém céc oligonucleotit huéng dich tai
bel-2 (Ziegler et al (1997) J. Natl. Cancer Inst. 89, 1027-1036), va ADN
polymeraza o va topoisomeraza Ilo (Lee et al (1996) Anticancer Res. 16, 1805-

1811.

Céc axit nucleic peptit c¢6 thé 13 hitu ich thay cho céc axit nucleic thong

thuong (xem Knudsen & Nielsen (1997) Anticancer Drugs 8, 113-118).

Theo mdt phuong 4n v& hop chét theo sang ché, khang thé hoic doan lién
két v6i khang nguyén cia n6 va gbe gy doc té bao co thé 1a cac polypeptit duogc

dung hgp. Do do, sang ché con dé xuét polynucleotit ma héa hop chét nay.

Theo phuong 4n khéc, gbc khac co thé 14 gbc d& phat hién. Dy tinh rang gdc
d& phat hién c6 thé bao gdm luong thich hop cua chét bét ky trong sb iot-123, iot-
131, indi-111, flo-19, cacbon-13, nito-15, oxy-17, techniti-99m, gadolini, mangan
hoac sit.

Thuét ngir “gde d& phét hién” nghia 1a gbc ma, khi dinh vi tai vi tri dich sau
khi dua hop chét theo sang ché vao bénh nhén, c6 thé phat hién duge, thuong 1a
khong xdm nhdp tir ngoai vao co thé va vi tri dich dugc dinh vi. Do d6, hop chét

theo phuong 4n nay theo sang ché 13 hiru ich dé tao 4nh va chin doan.
Thong thuong, gbc d& phat hién 13 hogc chira nguyén tir ¢ hoat tinh phong

xa ma hitu ich dé tao anh. C4c nguyén tit ¢6 hoat tinh phong xa thich hop bao gbom

techneti-99m hodc iot-123 déi voi cac nghién ctru anh nhép nhay. Cac gdc dé phat
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hién khac bao gdm, vi du, chit danh ddu spin dé tao anh cong hudng tir (magnetic
resonance imaging: MRI) nhu iot-123, iot-131, indi-111, flo-19, cacbon-13, nito-
15, oxy-17, gadolini, mangan hodc sit. Ro rang, hop chét theo sang ché phai c6 da

ddng vi nguyén tir thich hop dé phan tir d& dugc phat hién.

Céc chét danh diu phéng xa hodc cac chit danh ddu khac c6 thé dugc dua
vio hop chét theo sang ché theo cdc cach dd biét. Vi du, néu khang thé 1a
polypeptit, n6 c6 thé dugc sinh tbng hop hodc duge tbng hop bang qua trinh téng
hop axit amin héa hoc béng cach st dung céc tién chét axit amin thich hgp bao
gdm, vi du, flo-19 thay cho hydro. Céc chét danh dau nhu ™ Tc, 21, '®Rh, **Rh
va ""In c6 thé, vi du, dugc gén nho cac gbe xystein trong khéng thé. Ytri-90 co thé
duoc gin nhd gbe lysin. Phuong phap IODOGEN (Fraker er al (1978) Biochem.
Biophys. Res. Comm. 80, 49-57) ¢6 thé dugc st dung dé hop nhét iot-123. Tai lidu
tham khdo (“Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy”, J-F Chatal, CRC
Press, 1989) mo ta chi tiét cac phuong phap khéc.

Séang ché dé xut vecto chira polynucleotit bét ky theo sang ché.

Céac vecto plasmit thong thudng cua té bao khong c6 nhan dién hinh la:
pUCI18, pUC19, pBR322 va pBR329 cé thé thu mua tir Biorad Laboratories
(Richmond, CA, USA); pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 va pRITS ¢o
thé thu mua tir Pharmacia (Piscataway, NJ, USA); vecto pBS, vecto Phagescript,
vecto Bluescript, pNH8A, pNH16A, pNHIRA, pNH46A co thé thu mua tir
Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, USA).

Vecto plasmit thong thudong cua té bao dong vét c6 v 1a pSVL c6 thé thu
mua tir Pharmacia (Piscataway, NJ, USA). Vi du vé vecto biéu hién cua dong vat
¢ vu cam tng dugc 1a pMSG, cling ¢ thé thu mua tir Pharmacia (Piscataway, NJ,

USA).
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Cac vecto plasmit hitu ich cua ndm men 13 pRS403-406 va pRS413-416 va
no6i chung c¢6 thé thu mua tir Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037,
USA). Céc plasmit pRS403, pRS404, pRS405 va pRS406 1a cac plasmit hop chat
ndm men (Yeast Integrating plasmid: YIp) va hop nhét céc gen danh dau chon loc
ctia ndm men HIS3, TRPI, LEU2 va URA3. Céc plasmit pRS413-416 1a cac

plasmit trung doan ctia nAm men (Yeast Centromere plasmid: YCp).

Céc phuong phap duge chuyén gia trong linh vye nay biét r6 ¢6 thé duoc st
dung dé tao cau truc vecto biéu hién chra trinh ty ma hoéa va, vi du, cac yéu tb

kiém so4t phién ma va dich ma thich hop.

Ngoai ra, sang ché dé& xuét té bao chu chira polynucleotit hodc vecto bat ky

theo sang ché.

Nhiéu hé biéu hién 1a da biét, bao gém cac hé st dung: vi khuén (vi du, E.
coli va Bacillus subtilis) d3 duoc chuyén nhiém bang, vi du, céc vecto biéu hién
ADN cua thé thuc khuén tai tb hop, plasmit hodc cosmit; ndm men (vi du,
Saccharomyces cerevisz'aé) da duge chuyén nhidm bang, vi du, vecto biéu hién cia
nidm men; hé té bao con trung da duge chuyén nhidm bang, vi du, vecto biéu hién
cta virut (vi duy, baculovirut); hé té bao thuc vat da duoc Chuyén nhiém bfing, vi
du, vecto biéu hién cta virut hodc vi khuén; hé té bao dong vat da dugc chuyén

nhiém bang, vi dy, vecto biéu hién ctia adenovirut.

Vecto ¢6 thé bao gbm don vi sao chép clia té bao khong c6 nhéan dién hinh,
nhu Col E1 ori, dé nhan 1én trong té bao khong c6 nhan dién hinh, ngay ca khi
vecto ndy dugc sir dung dé biéu hién trong céc loai té bao khong c6 nhan dién hinh
khéc. Vecto cling ¢6 thé bao gdbm gen khéi dau thich hop nhu gen khéi dau cua té
bao khong ¢6 nhan dién hinh c6 kha niang dinh huéng biéu hién (phién ma va dich

ma) cac gen & t€ bao chu vi khuan, nhu E. coli, dugc chuyén nhiém vecto nay.
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Gen khéi diu 12 yéu t6 kiém soat biéu hién do trinh ty ADN tao ra cho phép
xay ra su lién két cia ARN polymeraza va sy phién ma. Céc trinh ty gen khoi dau
tuong thich voi cac vat cha vi khudn duoc 14y 1am vi du thudng duoc bb tri trong
cac vecto plasmit chtra cac vi tri gigi han thich hgp dé cai doan ADN theo sang

cheé.

Polynucleotit trong t& bao chii thich hgp c6 thé dugc biéu hién dé san xut
khang thé hodc hop chét theo sang ché. Do d6, polynucleotit nay c6 thé duge su
dung theo céc k¥ thuat da biét, dugc cai bién mot cach thich hop theo céc hudng
dan néu trong ban mo ta nay, dé tao cAu truc vecto biéu hién, tiép theo n6 duoc
bién nap vao té bao chu thich hop dé bidu hién va san xuét khang thé hodc hop
chit theo sang ché. Cac k§ thudt nhu vay bao gdm cac k¥ thuat dugc boc 19 trong
patent My cac sb. 4,440,859; 4,530,901; 4,582,800; 4,677,063; 4,678,751,
4,704,362; 4,710,463; 4,757,006, 4,766,075 va 4,810,648, tat ca déu duogc dua vao

ban mo ta nay bang cach vién dan.

Polynucleotit ndy c¢6 thé dugc ndi v6i cac trinh tw ADN khac dé dua vao té
bao chu thich hgp. ADN di kem s€ phu thudc vao tinh chét cuia vat chu, cach dua
ADN vao vat chi, va ¢6 cin duy tri hodc hop nhit episom hay khong.

Noi chung, polynucleotit dugc cai vao vecto biéu hién, nhu plasmit, theo
hudng chinh x4c va khung doc ding dé biéu hién. Néu cdn, ADN cai nay co thé
duoc lién két véi cac trinh ty nucleotit kiém soat didu hoa su phién ma va dich ma
thich hgp nhan biét dugc béi vat chi mong mubn, mic di cac trinh tu kiém soat
nay thuong cé thé st dung dugc trong vecto biéu hién. Do d6, ADN cai ndy c6 thé
duoc lién két hoat dong voi gen khoi dau thich hop. Céc gen khéi dAu cta vi khuan
bao gdm céc gen khéi dau lacl va lacZ cla E. coli, céc gen khoéi dau T3 va T7,
gen khoi ddu gpr, cic gen khéi dau PR va PL cia thé thyc khuén A, gen khai dau
phod va gen khéi dau trp. Cac gen khéi dau cua té bao c6 nhéan dién hinh bao gém
gen khoi ddu tién sém ctia CMV, gen khéi dau HSV tymidin kinaza, cdc gen khéi

dau SV40 sém va mudn va cac gen khoi dau LTR cua retrovirut. Céc gen khéi dau
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thich hop khac dugc chuyén gia trong linh vuc nay biét rd. Céc clu tric biéu hién
cling can c6 cac vi tri dé khoi ddu va két thuc phién mi, va trong ving dugc dich
ma, vi tri lién két voi ribosom dé dich ma. (Hastings ef al, International Patent No.

WO 98/16643, published 23 April 1998)

Tiép theo, vecto duoc dua vao té bao chu bing cac ky thuat chudn. Noi
chung, khong phai tit ca cac té bao chu déu dugc bién nap vecto va do d6 s& cin
chon cac té bao chu dugc bién nap. Mot k¥ thuét chon bao gém budc dua gen danh
dAu trinh tu ADN vao vecto bidu hién, chira cac yéu tb kiém soét can thiét bat ky,
ma hoa tinh trang chon loc trong té bao duoc bién nap. Cac gen danh du nay bao
gdm dihydrofolat reductaza, G418 hogc tinh khang neomyxin dbi vai gidng té bao
c6 nhén dién hinh, va cic gen khing tetraxyclin, kanamyxin hodc ampixilin aé
nudi céy & E. coli va vi khudn khéc. Theo cach khac, gen ma hoéa tinh trang chon
loc nhu vay c6 thé 13 trén vecto khéc, duge dung d& ddng bién nap té bao chu

mong muon.

Tiép theo, té bao chu da dugc bién nap ADN tai td hop theo sang ché dugc
nudi cdy trong thoi gian thich hop trong céc didu kién thich hop ma chuyén gia
trong linh vuc nay biét rd theo huéng dan boc 16 trong bén mo ta nay dé cho phép

biéu hién polypeptit, tiép theo polypeptit nay c6 thé duogc thu hoi.

Khang thé hodc hop chét c6 thé duge thu hdi va tinh ché tir méi truong nudi
cdy té bao tai td hop bing cac phuong phap da biét bao gdm két tiia amoni sulphat
hodc etanol, chiét axit, sic ky trao dbi anion hodc cation, sic ky phosphoxenluloza,
sdc ky tuong tac ky nudc, sc ky 4i luc, sic ky hydroxylapatit va sdc ky lectin. Tot
hon nita, néu sic ky 16ng hiéu ning cao (high performance liquid chromatography:

“HPLC”) duoc sir dung dé tinh ché.

Ngoai ra, sang ché dé xuat dong t€ bao chu sdn xuat khang the hodc doan

lien két v6i khang nguyén ciia n6 theo khia canh bat ky néu trén hodc hop chit
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theo sang ché thu dugc tir viéc dua polynucleotit ngoai sinh hodc vecto theo sang

ché vao dong t€ bao nay.

Té bao chu ¢6 thé 1a khong c6 nhan dién hinh hodc c6 nhan dién hinh. Té
bao vi khuén 1a té bao chu khong c6 nhan dién hinh dwgc wu tién va thuong 1a
chiing Escherichia coli nhu, vi du, chung E. coli DHS ¢6 thé thu mua tir Bethesda
Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, USA, va RR1 co6 thé thu mua tir
American Type Culture Colleétion (ATCC) of Rockville, MD, USA (No ATCC
31343). Té bao chu c6 nhan dién hinh dwgc wu tién bao gbm té bao nAm men va
dong vat ¢ v, tot hon 1a té bao dong vét c6 xuwong séng nhu tir dong nguyén bao
soi cua chudt nhét, chudt cdng, khi hodic ngudi. Té bao chi ndm men bao gdm
YPH499, YPH500 va YPH501 ma thuong c6 thé thu mua tir Stratagene Cloning
Systems, La Jolla, CA 92037, USA. Té bao chu dong vat c6 vu dugc uu tién bao
gdm té bao tring chudt tii ma Trung Qudc (Chinese hamster ovary: CHO) c6 thé
thu mua tr ATCC dué6i dang CCL61, té bao phoi chudt Thuy S§ NIH/3T3 c6 thé
thu mua tr ATCC dudi dang CRL 1658, va té bao COS-1 dugc tao ra tir than khi
c6 thé thu mua tir ATCC dué6i dang CRL 1650.

Ngoai chinh té bao cha duge bién nap, sing ché con bao ham céc gidng té
bao, t6t hon 1a gibng don dong (ddng nhat vé dong), hodc gidng dugc tao ra tir

gidng don dong, trong mdi trudng dinh dudng.

Theo khia canh khac, sang ché d& xudt dugc phim chira khang thé hoic
doan lién két voi khang nguyén cia né theo khia canh bat ky ctia sang ché, hoic
polynucleotit theo sang ché, hodc hop chét theo sing ché, két hop véi ta duoe, chat

phu trg, chét pha lodng hoac chét mang dugc dung.

Thuat nglt “dugc dung” nghia la ché phdm vo tring va khong chira pyrogen.
Céc chit mang duoc dung thich hop 1a di duoc biét 13 trong linh vuc duge. Chét
mang phai 13 “chp nhén dugc” theo nghia twong thich véi hop chit theo sang ché

va khong giy hai cho co thé nhan n6. Thong thuong, chit mang 1a nuéc hodc nude
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muoi ma vo truing va khong chira pyrogen; tuy nhién, cdc chat mang chip nhin

duoc khac 6 thé duoc st dung.

Theo mdt phuong 4n, dugce phim theo sang ché ¢6 thé con chira thanh phan
hoat tinh khéc, tirc 1a chit c6 hoat tinh didu tri khéng phai khang thé hogc doan lién
két v6i khang nguyén cia né theo sang ché. Dy tinh ring mot hoic nhiéu chit co
hoat tinh bd sung c6 thé 1am gia tang tic dung ciia duge phdm tri bénh dich, néu
can. Theo mot phwong an, thanh phin hoat tinh bd sung ¢6 thé 1a chit diéu tri duoc
chon tir chét tham gia vao viéc lam gidm sy tao mo seo, lam gidm dam rbi soi than

kinh, va/hodc lam gidm tinh khédng héa liéu phép.

Theo phuong 4n dwoc wu tién, dugc phdm c6 thé dugc bao ché dé phan phdi

qua dudng trong tinh mach, trong bap hodc dudi da cho bénh nhan.

Tt hon, néu dugc phim chira lugng khang thé hoic doan lién két véi khang
nguyén theo sang ché hitu hiéu diéu tri cac tinh trang bénh ly duwgc mo ta trén day

va cé dudi day.

Theo khia canh khéc, sang ché @& xuit kit gdbm cac phan chira khang thé
hodc doan lién két voi khang nguyén cia né theo khia canh bét ky ciia sang ché,
hodc polynucleotit theo sdng ché, hoic hop chét theo sang ché; va mot hodc nhiéu
chét khac. Du tinh ring cc chit khac nay co thé 1a chit bat ky trong s cac thanh

phan hoat tinh bd sung duge mo ta trén ddy, hodc chat thich hop khac bét ky.

Séng ché dé xuit lugng hitu hiéu diéu tri cua khéng thé hoac doan lién két
v6i khang nguyén cta no theo khia canh bt ky ctia sang ché, hodc polynucleotit

theo sang ché, hoic hop chét, duoc phém, hoéc kit theo sang ché, dung lam thude.
TG2 rd rang 12 enzym da chirc ning va lién quan dén nhiéu chirc nang cia

té bao bao gdm su dn dinh va van chuyén nhan [28, 29], nhap bao [30, 31], truyén

tin hiéu GTPaza [32-34], su chét t& bao theo chuong trinh [35, 36], su dinh bam té
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bao [37-39], sw hop nhét khung té bao [28, 29] va su 6n dinh ECM [9]. Néi chung,
mdt chét trc ché ¢6 phan tir nhod c6 thé can trd tat ca cac chirc ning nay do né tiép
xuc tu do v6i khoang ngoai bao va bén trong té bao. Khang thé khong thé vao
duoc té bao va do d6 vai trd ndi bao cia TG2 sé& khong bi anh hudng béi viée dung

in vivo khang thé dac hiéu voi TG2.

Didu quan trong nhét vé vai trd gdy bénh cia TG2 14 ndm & ngoai bao do
vai trd cua no trong viéc tao md s¢o va xo hda, bénh Celiac va bénh ung thu. Do
d6, viéc st dung khang thé lién két chon loc v6i TG2 lam thudc c6 thé gia tang
mirc d6 chon loc nham ngan ngira céc tac dung ndi bao khong mong mubn ma c6

thé chuyén thanh cac tac dung phu diéu tri khong mong mudn.

Do d6, khang thé va doan lién két véi khdng nguyén ciia né theo sing ché
c6 thé mang lai cac uvu diém 1am sang so vdi cac dugce chit hién c6, vi du, dé
phong bé TG2 trong céc bénh xo héa va tao seo noi ma TG2 lién két ngang voi
protein ECM, trong bénh Celiac noi ma gliadin bi khtr amit trong khoang ngoai
bao va trong bénh ung thu khang héa li¢u phép noi ma sy dinh bam té bao 1a yéu
t6 phong ngira. Ngoai ra, cac doan khang thé nho theo sang ché, vi du, doan Fab co
thé di qua vach ngan mau-ndo va @c ché TG2 trong ndo va va c6 thé tao ra lidu

phép hitu hidu d6i v6i cac bénh 1y than kinh lién quan dén TG2.

Do d6, sang ché d& xuét khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cla
n6 theo khia canh bit ky ctia sang ché, hodc polynucleotit theo sdng ché, hodc hop
chét, duoc phém, hoic kit theo sang ché, dung dé lam giam hodc rc ché hoat tinh

enzym TG2 & ca thé can diéu tri.

Sang ché con dé xuit viéc st dung khang thé hodc doan lién két v6i khang
nguyén ctia nd theo khia canh bat ky ciia sang ché, hodc polynucleotit theo sang
ché, hodc hop chét, duoc phém, hodc kit theo sang ché, dé san xuét duoc phém

dung dé 1am giam hoic trc ché hoat tinh enzym TG2 & cé thé can diéu tri.
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Sang ché ciing dé xuit phuong phép tc ché hoic 1am giam hoat tinh enzym
- TG2 & ca thé can didu tri, phwong phap nay bao gdm viéc cho cé thé s dung
khéng thé hodc doan lién két véi khang nguyén cua no, hodc bién thé, thé dung
hop hodc dan xuét cua né theo khia canh bat ky cta sang ché, hodc polynucleotit

theo sang ché, hodc hop chét, dugc phém, hoéc kit theo sédng ché.

Séng ché con dé xudt lugng hitu hiéu diéu tri cta khang thé hodc doan lién
két voi khang nguyén ciia noé theo khia canh bit ky cia sang ché, hoic
polynucleotit theo sang ché, hodc hop chit, dugc pham, hodc kit theo séng ché,
dung dé diéu tri va/hoic chén doan bénh Celiac, su lanh vét thuong bét thudng, su
tao seo, bénh cing bi, seo 161 va seo phi dai, seo mét, bénh viém rudt, thoai hoa
diém vang, bénh mét Grave, ngd doc ecgotin do thude, bénh vay nén, bénh lién
quan dén xo héa (vi dy, xo gan, X0 phdi nhu bénh phdi k& va bénh xo hoa phoi, xo
tim, xo da, x0 tiy, xo thdn nhu bénh xo cing tiéu cdu va bénh xo k& 6ng), bénh xo
vita dong mach, bénh tai hep, bénh viém, bénh tu mién, bénh thoai hoa than
kinh/bénh than kinh (vi du, bénh Huntington, bénh Alzheimer, bénh Parkinson,
bénh‘polyglutamin, bénh teo co tuy-hanh ndo, bénh teo nhén rdng nhan do-cau
nhat thé Luy, ching mét didu hoa tiy-hanh ndo 1, 2, 3, 6, 7 va 12, bénh teo nhan
d6-cau nhat, ching liét nhan dd-cau nhat), va/hodc bénh ung thu (vi dy, u nguyén
bao than kinh dém nhu u nguyén bao than kinh dém trong hoi chimg Li-Fraumeni
va u nguyén bao than kinh dém rai rac, u hic séc td 4c tinh, cacxinom dng tuyén
tuy, bénh bach cu dang tiy, bénh bach ciu tity xwong cAp tinh, hdi ching loan san
tiy, hoi ching tang sinh tiy, bénh ung thu phu khoa, sacom Kaposi, bénh Hansen,

bénh viém két trang tao colagen).

Sang ché ciing d& cap dén viéc st dung luong hitu hidu diéu tri ctia khang
thé hogc doan lién két v6i khang nguyén cua né theo khia canh bét ky ciia sang
ché, hoac polynucleotit theo sdng ché, hoic hop chét, dugc phém, hodc kit theo
sang ché, @ san xuét duge phém dé diéu tri va/hodc chin doan bénh Celiac, su
lanh vét thuong bat thuong, sy tao seo, bénh cing bi, seo 161 va seo phi dai, seo

mat, bénh viém rudt, thoai héa di€m vang, bénh mat Grave, ngd doc ecgotin do
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thudc, bénh vay nén, bénh lién quan dén xo hoa (vi du, xo gan, xo phéi nhu bénh
phéi k& va bénh xo hoa phéi, X0 tim, x0 da, X0 tiy, xo thdn nhu bénh xo cing tiéu
ciu va bénh xo k& 6ng), bénh xo vita dong mach, bénh tai hep, bénh viém, bénh tu
mién, bénh thoai hoa than kinh/bénh than kinh (vi du, bénh Huntington, bénh
Alzheimer, bénh Parkinson, bénh polyglutamin, bénh teo co tuy-hanh ndo, bénh
teo nhan rang nhan dé-cdu nhat thé Luy, ching mét didu hoa tiy-hanh ndo 1, 2, 3,
6, 7 va 12, bénh teo nhan dd-ciu nhat, ching liét nhan dd-cu nhat), va/hodc bénh
ung thu (vi du, u nguyén bao than kinh dém nhu u nguyén bao than kinh dém trong
hoi chitng Li-Fraumeni va u nguyén bao than kinh dém rai rac, u héc sic t6 ac tinh,
cacxinom 6ng tuyén tuy, bénh bach cdu dang tay, bénh bach cau tiy xuong cip
tinh, hoi chirng loan san ty, hdi ching ting sinh tdy, bénh ung thu phu khoa,

sacom Kaposi, bénh Hansen, bénh viém Kkét trang tao colagen).

Séang ché cling dé xudt phwong phap didu tri va/hodc chin doan bénh Celiac,
su lanh vét thuong bat thuong, su tao seo, bénh cung bi, se¢o 161 va seo phi dai, seo
mit, bénh viém rudt, thoai hoa diém vang, bénh mét Grave, ngd doc ecgotin do
thubc, bénh vay nén, bénh lién quan dén xo hoa (vi dy, xo gan, X0 phé)i nhu bénh
phéi k& va bénh xo hoda phéi, X0 tim, X0 da, X0 tuy, xo than nhu bénh xo cing tiéu
cdu va bénh xo k& 6ng), bénh xo vita ddng mach, bénh tai hep, bénh viém, bénh tu
mi&n, bénh thodi héa thin kinh/bénh than kinh (vi dy, bénh Huntington, bénh
Alzheimer, bénh Parkinson, bénh polyglutamin, bénh teo co tiy-hanh ndo, bénh
teo nhan rang nhan d6-cau nhat thé Luy, ching mét diéu hoa tdy-hanh ndo 1, 2, 3,
6, 7 va 12, bénh teo nhan do-céu nhat, ching li€t nhan d6-cau nhat), va/hodc bénh
ung thu (vi dy, u nguyén bao thin kinh dém nhu u nguyén bao than kinh dém trong
hoi chung Li-Fraumeni va u nguyén bao than kinh dém rai rac, u hic sic t6 ac tinh,
cacxinom 6ng tuyén tuy, bénh bach cdu dang tiy, bénh bach cau tly xuong cip
tinh, hoi chirg loan san tiy, hdi ching tdng sinh tiy, bénh ung thu phu khoa,
sacom Kaposi, bénh Hansen, bénh viém két trang tao colagen) & bénh nhan,
phuong phép nay bao gdm viéc sit dung lugng hiru hiéu didu tri cua khang thé

hodc doan lién két v4i khang nguyén cua n6 theo khia canh bat ky cua sang ché,
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hodc polynucleotit theo sang ché, hodic hop chét, duge pham, hodc kit theo séng

ché, cho bénh nhan.

Thuét ngir “didu tri” sang ché bao gdm cé diéu tri 14n phong bénh cho ddi
twong/bénh nhan. Thudt nglt “phong bénh” dugc dung dé bao ham viéc st dung
khang thé, thudc, hop chit, dugc pham, hodc kit dugc mo ta trong bdn mo ta nay
ma ngan ngra hodc lam gidam phuong thirc xuét hién hodc phat trién ciia tinh trang

bénh ly ho#c roi loan (nhu rdi loan lién quan dén xo hoa) & ca thé.

T6t hon, néu bénh nhan 1a nguoi song bénh nhan cé thé 1a dong vat co vu
khac bat ky ma c6 thé c6 loi tir viée didu tri ndy. Vi dy, bénh nhan c6 thé la chudt

nhat, chudt cong, chudt tii ma, thd, meo, chd, dé, clru, khi hodc vuon.

“Luong hitu hiéu didu tri”, hodc “lugng hiru hiéu”, hogc “hitu hi¢u diu tri”,
nhu dugce st dung trong ban mo ta ndy, chi luong tao ra tic dung diéu tri d6i véi
tinh trang bénh ly va ché do ding nhét dinh. Day 1a lugng tién quyét clia hoat chét
tinh dugc dé tao ra tac dung didu tri mong mudn két hop véi chit phu gia va chét
pha lodng yéu cau, titc la chit mang hodc chit din. Ngoai ra, n6 duge du tinh c6
nghia 13 luong du dé 1am gidm hodc ngin ngla sy thiéu hut dang ké vé mat 1am
sang d6i voi hoat tinh, chirc ning va dap tng cta vat chu. Theo cach khéc, lugng
hitu hiéu diéu tri 1a da dé cai thién tinh trang dang ké v& mit lam sang & vat chu, vi

du, dong vat co vu.

Téc nhan (ke 1o khang thé, doan lién két véi khang nguyén, bién thé, thé
dung hop hoic din xut cta no), thudc, hop chat, duoc phim va kit theo sing ché
¢6 thé duoc phan phbi bang cach st dung hé phan phdi duoc chét giai phong 6n
dinh tiém dugc. Cac hé nay duoc thiét ké dic hidu dé 1am giam sb lan tiém. Vi du
vé hé nhu véy 1a Nutropin Depot, n6 bao hormon sinh truéng ctia nguoi tai t6 hop
(recombinant human growth hormone: thGH) trong vi cau phan hiy dwoc boi vi

sinh vét, sau khi tiém, giai phéng rhGH chdm trong khoadng thoi gian dai. Tét hon,
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néu viéc phan phdi dugc thuc hién qua dudng trong bap (i.m.) va/hodc qua dudng

dudi da (s.c.) va/hodc qua duong trong tinh mach (i.v.).

Té4c nhan, thudc, hop chét, dugc phém va kit theo sdng ché ¢6 thé dugc st
dung nhd thiét bi cdy phau thuat dé giai phong dwoc chét truc tiép dén vi tri yéu
cdu. Vi du, Vitrasert giai phong ganciclovir truc tiép vao mit dé diéu tri bénh viém
vong mac do CMV. Viéc dung truc tiép chit doc nay t6i vi tri bénh dat duge tac

dung diéu tri ma khéng c¢6 tac dung phu toan than déng ké cua duoc chit.

Tbt hon, néu thudc va‘hoic dugce phém theo sang ché 14 1idu don vi chira lidu
hodc don vi hdng ngay, liéu nho hing ngdy hodc phan thich hop ctia né, ctia thanh
phan hoat tinh.

T4c nhan, thube, hop chét, duoc phdm va kit theo sang ché thuong dugc
dung theo dudng ngoai dudng tiéu hoa bat ky, & dang dugc pham chira (cac) thanh
phﬁnhoat tinh, thy y & dang mubi cOng axit, hodc cong bazo, hitu co hodc vo co
khong doc, & dang liéu dugc dung. Tity theo ching rdi loan va bénh nhan cin diéu

tri cling nhu dudng ding, dugc phim c6 thé duge ding & cac lidu khac nhau.

Dé diéu tri cho ngudi, tic nhan, thudc, hop chét, duoc pham va kit theo
sang ché co thé duge ding mot minh, song thudng duge dung két hop véi ta dugc,
chit pha loang hodc chit mang thich hgp dugc chon theo dudng dung du tinh va

thuc hanh dugc chudn.

Téac nhan, thudc, hop chét, dugc phém va kit theo sang ché co thé duoc
dung ngoai duong tiéu hoa, vi du, qua duong trong tinh mach, qua duong trong
dong mach, qua duong trong mang bung, qua dudng trong tuy, qua dudng trong
bép hodc qua dudng dudi da, hodc ching ¢6 thé dugc ding nho k§ thuat truyén
dich. Ching dugc dung tdt nhit & dang dung dich nuéc vO trung ma co thé chua
cac chit khac, vi du, cc mubi vira di hoic glucoza dé 1am cho dung dich tr& nén

dang truong véi mau. Cic dung dich nuéc nay co thé dugc dém mot cach thich
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hop (t5t hon 1a dén d6 pH nim trong khoang tir 3 dén 9), néu cin. Viéc bao ché
duwoc phdm ding ngoai duong tiéu héa thich hop trong diéu kién vo tring 1a dé
dang thuc hién dugc nho cac k¥ thuat bao ché chuén duogc chuyén gia trong linh

vuc nay biét rd.

Thubc va duge phdm thich hop @& ding ngoai dudng tiéu héa bao gdm cac
dung dich tiém vo trung chtra nuédc va khong chira nudée ma co thé chura chit chéng
oxy hoa, chit dém, chit wc ché vi khudn va chét tan d& 1am cho ché phdm ding
trrong voi mau cta thé nhan dy tinh; va cac huyén phii vo tring chira nuéc va khong
chira nuéc ma co thé chira chét tao huyén phi va chit lam dic. Thube va duge phim
c¢6 thé chira trong vat dung lidu don vi hodc nhiéu lidu, vi du, ampun va lo nhd bit
kin, va c6 thé duge bao quan trong didu kién lam kho & nhiét do thap (dong kho) ma
chi cin thém chit mang 1éng v trang, vi du, nude dé tiém, ngay trude khi ding. Cac
dung dich va huyén phu tiém tiy @ng c6 thé bao ché duoc tir bot, hat cdm va vién

nén v trung thudc loai da dugc md ta.

Dé ding ngoai dudng tiéu héa cho ngudi, mirc lidu hing ngay cua tac nhan,
thubc va dwoc phdm theo sang ché thuong nim trong khoang tir Ipg dén
10mg/nguoi trudng thanh/ngay dung trong lidu duy nhét hodc cac lidu chia nho.
Béc s§ trong truong hop bt ky s& quyét dinh lidu lugng thuc té thich hop nhét cho
bénh nhan cu thé bét ky va n6 thay ddi theo d6 tudi, thé trong va dép g ctia bénh
nhén cu thé. T4t nhién, c6 cac trudng hop riéng trong d6 gidi han lidu cao hay thap

s& dugc danh gia va ching nam trong pham vi cta sang ché.

Théng thuong, thude, duoc pham va kit theo séng ché s& chura tic nhan theo
sang ché & nong do ndm trong khoang tir 2mg/ml dén 150mg/ml hosc nim trong
khoang tir 2mg/ml dén 200mg/ml. Theo phuong 4n dugc wu tién, thude, dugce

pham va kit theo sang ché s& chtra tdc nhan theo séng ché & ndng dd 10mg/ml.
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Noi chung, ¢ ngudi, viéc dung ngoai duong tiéu hoa d6i véi tac nhan,
thudc, hop chét, duoc phdm va kit theo sang ché 1a duong duoc wu tién, 1a thich

hop nhét.

Dé dung trong thi y, tac nhan, thudc, hop chit, duoc phdm va kit theo sang
ché duoc dung dudi dang ché phdm chdp nhan duge thich hgp theo thuc hanh thu
y binh thudng va béac sy thu y s& quyét dinh ché do lidu va duong dung thich hop

nhét cho dong vat cu thé.

Sang ché dé cap dén duoc phim chtra cac mudi cong axit hodc bazo duge
dung cua céc gbe lién két polypeptit theo sang ché. Cac axit dung dé didu ché mudi
cong axit dugc dung ctia cac hop chit bazo néu trén hitu ich theo sang ché 14 cac
axit tao ra cac mudi cdng axit khong doc, tirc 1a cac mubi chira cac anion duge
dung, nhu cac mudi hydroclorua, hydrobromua, hydroiodua, nitrat, sulphat,
bisulphat, phosphat, phosphat axit, axetat, lactat, xitrat, xitrat axit, tartrat, bitartrat,
sucxinat, maleat, fumarat, gluconat, sacarat, benzoat, metansulphonat,
etansulphonat, benzensulphonat, p-toluensulphonat va pamoat [#c la 1,1'-metylen-

bis-(2-hydroxy-3 naphtoat)], va cdc mudi khac.

Cac muoi cong bazo dugc dung ciling c6 the duoc s dung dé tao ra cac
dang mudi dugc dung cia cac tdc nhan (#zc la khang theé hodc doan lién két voi

khang nguyén ciia n6) theo sang ché.

Céc bazo hoa hoc c6 thé dwoc sir dung 1am chit phan ung dé diéu ché cic
mudi bazo duoc dung clia cac tac nhan theo sing ché ma c6 ban chét axit 1a cac
bazo tao mudi bazo khong doc véi cac hop chét nay. Cac mudi bazo khong doc
nhu vay bao gém, nhung khong chi giéi han & céc mudi dugc tao ra tir cac cation
dugc dung nhu cation kim loai kiém (vi du, kali va natri) va cation kim loai kiém
thd (vi dy, canxi va magie), amoni hodc mudi cdng amin hoa tan trong nudc nhu
N-metylglucamin-(meglumin), va alkanolamoni bac thip va cdc mudi bazo khac

cuia cdc amin hitu co dugc dung, va céc chat tuong tu.
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Tac nhan va/hodc gbe lién két polypeptit theo sang ché c6 thé duge lam
dong kho dé bao quan va duogc hoan nguyén trong chit mang thich hop trudc khi
dung. Phuong phép lam dong kho thich hgp bat ky (vi du, sdy phun, siy banh)
va/hodc k¥ thuat hoan nguyén c6 thé dugc sir dung. Chuyén gia trong linh vyuc nay
biét ring viéc lam déng kho va hoan nguyén c6 thé dan dén thay ddi mac do hao
hut hoat tinh khang thé (vi dy, v6i cac globulin mién dich thong thudng, khang thé
IgM c6 mic hao hut hoat tinh 16n hon so véi khang thé IgG) va murc sir dung co
thé duge didu chinh dé bu lai. Theo mot phurong 4n, gde lién két polypeptit dong
khoé (duoc lam kho & nhiét do thip) hao hut hoat tinh ctia n6 (truéc khi dong kho)
khong qua 20%, hodc khong qua 25%, hodc khong qué 30%, hodc khdng qua 35%,
ho#c khong qua 40%, hodc khong qua 45%, hodc khong qua 50% khi dugc hydrat

hoa lai.

Tét hon, néu sang ché d& xuét khang thé, hop chét, dugc pham, kit, st dung
hodc phuong phép trong d6 lugng hitu hiéu ciia khéng thé hodc doan lién két vai
khang nguyén cta nd nim trong khoang tir 0,0001mg/kg dén 50mg/kg khang thé

hodc doan lién ket véi khang nguyén cua no.

Nhu duge chuyén gia trong linh vuc nay biét 1, lugng chinh x4c clia hop
chit c6 thé thay ddi tiry theo hoat tinh dic higu cia no. Liéu lwong thich hop c6 thé
chira lugng dinh trugce ctia thanh phén hoat tinh tinh duoc dé tao ra tac dung diéu
tri mong mudn. trong phuong phap va st dung d& san xuit dugc pham theo sang
ché, luong hitu hiéu diéu tri cua thanh phén hoat tinh duogc dé xuit. Lugng hitu
hiéu diéu tri c6 thé duoc xéac dinh bdi nhéan vién thu y hodc y té trén co so cac dic
diém cta bénh nhan, nhu do tudi, thé trong, gidi tinh, tinh trang bénh 1y, bién

chting, cac bénh khéc, v.v., nhu da dugc biét o trong linh vuc nay.
Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phép in vitro dé 1am giam

hodc e ché hoat tinh ctia enzym TG2, phuong phap nay bao gbm viée str dung

khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ciia n6 theo khia canh bat ky cua
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sang ché, hoac polynucleotit theo sdng ché, hoic hop chét hoic kit theo séng ché,

cho mau chtra TG2.

“Mau” c6 thé 1a miu bét ky thu dugc tir ngudn thich hop, vi du, dong vat
¢6 vii. Vi du, miu ¢6 thé 12 mAu md hodc mau té bao chira TG2. Mb dugc lay lam
vi du bao gf”)m mo thu dugc tir ndo bénh nhan, duong da day-rudt, phéi, tuy, gan,

da, than, mét, tim, mach méu, hach bach huyét, tay séng, xuong va co tron.

Séang ché ciing d& xudt phuong phép lam giam hoic e ché hoat tinh enzym
TG2 & c4 thé cAn didu tri, phuwong phap nay bao gdm viée sir dung luong hitu higu
polynucleotit ma hoa khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ctia n6 theo

khia canh bét ky ctia sang ché, cho c4 thé nay.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén viéc str dung polynucleotit ma
hoa khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén ctia né theo khia canh bét ky
cua sang ché, dé san xut dugc phim ding dé lam giam hodc tic ché hoat tinh

enzym TG2 ¢ cé the can diéu tri.

Sang ché ciing dé xut phuong phap in vitro d& 1am giam hodc trc ché hoat
tinh cta enzym TG2, phuong phap ndy bao gdm viée sit dung polynucleotit ma
hoa khang thé hodc doan lién két v&i khéang nguyén cia né theo khia canh bat ky

cua sang che, cho méu chita TG2, vi dy, mau mo hodc mau té bao chtra TG2.

Sang ché dé xuét phuong phép san xuit khang thé hodc doan lién két véi
khang nguyén theo khia canh thtr hai cua séng ché, hodc hop chét theo sang ché
chira khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén theo khia canh thir hai cta
sang ché, phuong phép nay bao gdm budc biéu hién polynucleotit theo sang ché,

hodc nudi cay dong t€ bao chi 6n dinh theo sang che.

Sang ché d& xuét phuwong phéap chon khang thé hogc doan lién két v6i khang

nguyén cta n6 lién két chon loc véi protein transglutaminaza, phuong phap nay
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bao gdm budc chon khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén cta no lién két
chon loc véi polypeptit chira ving 15i/ving xuc tdc cla transglutaminaza nhung

khong chira phan than hodc ving kep clia transglutaminaza.

Sang ché d& xuit phuong phap chon khang thé hozc doan lién két v6i khang
nguyén cia no, hodc hop chit chira khang thé hodc doan lién két v6i khing
nguyén, phwong phap niy bao gdm budc chon khéng thé hozic doan lién két voi
khang nguyén cta né lién két chon loc véi trinh tu polypeptit chira trinh ty axit

amin gdm céc axit amin 143 dén 473 ctia TG2 cua nguoi hodc doan cua nd.

Theo mét phwong an, phuong phép nay c6 thé dugc thuc hién st dung bidu
hién thue khudn thé khéng thé. Tét hon, néu khang thé hogc doan lién két véi
khang nguyén cta né 1a khang thé trc ché ma tc ché hoat tinh xtc tac ctia protein

transglutaminaza.

Sang ché dé xuit phuong phap san xuit khang thé hoac doan lién két véi
khang nguyén cta n6 lién két chon loc v6i protein transglutaminaza, phuong phép
nay bao gdbm viéc cho ddng vat khong phai ngudi sit dung hop chét chua:

i) polypeptit chira viing 16i/viing xuc tdc cla transglutaminaza nhung khong
chira phén than hodc ving kep cua transglutaminaza, hodc doan cua no; va, tuy y,

ii) ta duoc.

Dy tinh rang polypeptit chira viing 16i/viing x@ic tic cla transglutaminaza
nhung khong chtra phan than hodc viing kep cta transglutaminaza s& chira bo ba
xtic tac dwgc md ta trén ddy, va tiy ¥, ciing nhu vi tri lién két véi GTP clia protein

transglutaminaza.
Phwong phap nay con bao gdm bude chon khing thé hodc doan lién két voi

khang nguyén cia né trén co s& su lién két chon loc cua n6é véi protein

transglutaminaza.

-90-



31886

Sang ché dé xuét phuong phap chon khang thé hoic doan lién két voi khang
nguyén cia né lién két chon loc véi protein transglutaminaza, phuong phap nay
bao gdm budc chon khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén ctia n6 lién két
chon loc vé6i trinh tur polypeptit chta trinh tu axit amin gdm céc axit amin 143 dén

473 cua TG2 cuia nguoi hodc doan ctia nd.

Séng ché dé& xudt phuong phap san xuét khang thé hodc doan lién két voi
khang nguyén bao gébm ding cho dong vat khong phai ngudi hop chét chua:

i) trinh tu polypeptit chira trinh tyr axit amin gém cac axit amin 143 dén 473
cua TG2 cua nguoi hodce doan ciia no; va tuy vy,

i1) ta duoc.

Phuong phap nay con bao gdm bude chon khang thé hoic doan lién két voi
khang nguyén ctia né trén co s& sy lién két chon loc ctia n6 véi TG2, vi du, TG2

clia nguoi.

Sang ché dé xudt khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén cia no thu
duoc biang phuwong phap bat ky néu trén dé san xuét hodc chon khang thé hoic

doan lién két v4i khang nguyén ctia né.

Thuat ngit “chét phu tr¢” bao gém tac nhan duge Iy hodc mién dich ma tdng
cudng dap tmg mién dich ctia thé nhan véi polypeptit theo sang ché. Céc chit phu
tro mién dich dugc thém vao vacxin dé kich thich dap tmg cta hé mién dich véi
khang nguyén dich, ma chinh ching khong tao ra tinh mién dich. Vi du vé chét
phL_l trg bao gdm nhﬁ‘ tuong dau, hop chét v6 co nhu mudi nhoém, vi du, nhom
hydroxit hoic nhom phosphat, hop chat hitu co nhu Squalene, virosom, hodc hop

chit thich hop khac bat ky duoc chuyén gia trong linh vuc nay biét ro.
Sang ché dé xut polypeptit dugc phén 1ap chua:

i) trinh tur polypeptit gdm céc axit amin 143 dén 473 cta TG2 cia nguoi;

ii) trinh tu polypeptit gdm céc axit amin 304 dén 326 cia TG2 cia nguoi;
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iii) trinh tu polypeptit gdm céc axit amin 351 dén 365 ctia TG2 clia ngudi;
iv) trinh tu polypeptit gdm céc axit amin 450 dén 467 ctiia TG2 cia ngudi;
hodc

doan, din xuit hoic polypeptit teong tw cua no.

Sang ché ciing dé xudt polynucleotit ma héa polypeptit theo khia canh trén

A

day.

Sang ché dé xuét khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén cla nd
dung dé diéu tri tinh trang bénh ly lién quan dén hoat tinh TG2 hau nhu dugc mod

ta trong ban mo ta nay vién dan dén phan mo ta va hinh ve.

Sang ché cling dé xuat vi¢c st dung khéng thé hodc doan lién két v6i khang
nguyén ctia n6 hau nhu duge md ta trong ban mo ta nay vién dan dén phan mo ta

va hinh vé.

Nhu duoc sit dung trong ban md ta nay, cac dang sd it chung chung bao
gdm ¢4 sé nhiéu, trir khi ¢6 quy dinh khac. Do d6, vi du, "khdng thé" bao gdm
nhiéu khang thé nhu vay va “lidu luong” bao gdm mot hodc nhiéu liéu hodc cac

duong lugng cla né dugce chuyén gia trong linh vyc nay biét 1o, v.v..
T4t ca cac tai liéu duge dua vao ban mo ta nay déu la theo cach vién dan.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: Phat trién khang thé trc ché TG2 thich hop dé st dung didu tri & ngudi co
nhén dang 3 epitop tc ché dic hidu

Transglutaminaza typ 2 (TG2) xtc tdc qua trinh tao li€n két e-(y-glutamyl)-
lysin isopeptit gitta cic peptit hodc protein lién ké bao gbm cac peptit hodc protein
chtra chét nén ngoai bao (extracellular matrix: ECM). TG2 ngoai bao gia ting dan

dén thic day su léng dong ECM va lam gidm sy thanh thai d4n dén su tao md seo
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va xo hoa. N6 cling lién quan dén bénh Celiac, r6i loan thoai hoa than kinh va mot
s6 bénh ung thu. Mic du dd c6 nhiéu hop chit duoc phét trién dé (rc ché
transglutaminaza, song chua c6 hop chét nao trong s& d6 dic hidu véi TG2, trc ché
tAt ca cac transglutaminaza & mirc do nhét dinh. Mic d cic hop chét nay cho phép
céc nghién ciru chirng minh khai niém vé vai trd ctia TG2 trong cdc bénh ly nay,
song su thiéu tinh ddc hiéu ddng dang dd ngin can ing dyng clia chung & nguvi.
Dé giai quyét vAn dé nay, cac tdc gia séng ché da phat trién khang thé dic hiéu véi

TG2 4i lyc cao ma c6 thé chi tre ché hoat tinh TG2.

Protein tai td hop gdm cic axit amin 143 dén 473 ciia 16i TG2 clia ngudi da
dwoc san xuét trong Escherichia coli, tai gip nép va tiém 100pg vao 4 chudt nhit
v6i cac 1an nhic lai & 2, 5v, 7 va 10 tudn. Thu hdi lach 4 ngay sau 14n nhéc lai cubi
cing va cho té bao lach dung hop véi té bao u tiy Sp2/0-Ag-14. Bay 1am dich noi
té bao lai cho tinh dic hiéu véi TG2. Céac dich ndi té bao lai nay duoc sang loc vé
kh& ning chung e ché hoat tinh TG2 trong thir nghiém hop nhit Putresxin chira
100pg TG2. Mudi dich ndi dac hiéu voi TG2 1a c6 tinh e ché. Tiép theo, ching
duoc nhan dong kép. Bang cach biéu hién thé thuc khuin dé sang loc ngan hang
doan TG2, mdi khang thé dugc 14p ban d6 ddi v&i epitop chinh xédc trong ving 16i
TG2 va 3 epitop we ché riéng biét duge xac dinh. Luong khang thé lam giam hoat
tinh tir 100ng TG2 xudng 50% dugc x4c dinh.

Hai khang thé hitu hiéu nhét, AB1 va DC1, lién két véi cac axit amin 304
dén 327 va ¢6 ICs 1,1 x 10°mg/ml IgG/ng TG2 tai td hop. Viée st dung AB1 &
DC1 ¢6 kha niang trc ché thanh cong TG2 trong té bao Hep2G ciia ngudi va TG2
ngoai bao trong té bao HK-2 cua ngudi khi duge st dung trong mdi trudng nudi

14
A

cay.

Do d6, viéc gdy mién dich cho chudt nhit bing ving 18i TG2 cho phép tao
ra cac khang thé don dong huéng dich 14 céc epitop chua duge thong bdo trude do
trong 161 xuc tdc nay mot cach ngac nhién. Céac khang thé 1a dac hiéu, uc ché hiru

hiéu hoat tinh TG2 va la thich hop dé str dung in vivo.
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Vat liéu va phuong phéap

San xuét ving 16 xtic tic clia transglutaminaza 2

Ving 18i xtc tac cia TG2 clia nguoi (cac gbc Cys143 — Met 473 clia TG2)
duge bidu hién, tai gAp nép va tinh ché dé cho phép gdy mién dich & chudt nhit.
Vang 18i xtc tac (mdi PCR ¢6 nghia GCG CGC GCT AGC TGC CCA GCG GAT
GCT GTG TAC CTG GAC, d6i nghia GCG CGC AAG CTT CAT CCC TGT
CTC CTC CTT CTC GGC CAG) dugc nhan dong trong vecto biéu hién
pET21a(+) va dugc biéu hién dudi dang thé vui khong hoa tan & ching E. coli
BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (Agilent Technologies). N6i vén tit, 50ul té bao
pLysS BL21 canh tranh (DE3) da dugc chuyén nhiém bang 1pl plasmit biéu hién
(30ng/pl) va cdy 1én dia thach LB chira céc chit khang sinh chon loc (100pg/ml
ampixilin, 34pg/ml cloramphenicol) va 1% glucoza va 0 qua dém ¢ 37°C. Thu
khuén lac don dé cdy 10ml mdi truong LB méi chira 100pg/ml ampixilin, 34pg/ml
cloramphenicol va 1% glucoza trong binh u lic & 37°C va & 200 rpm. Sau khi dé
sinh treéng qua dém, chuyén giéng vao 100ml mdi truong 2xYT véi 1% glucoza
va cho sinh trudng dén ODggonm 0,8 va tiép theo chuyén sang 1L moi truong 2xYT
cho dén khi ODjggoum dat t6i 0,8. Sau 4 gid cam tmg bang ImM IPTG dé kich thich
biéu hién, déng vién va lam tan vi khudn bang séng 4m trong dung dich dém A
(10mM Tris; lmM EDTA; 10mM DTT; 1mM PMSF; 0,5mg/ml vién nén tc ché
proteaza cua lysozym (Roche), pH 8,0). Thu hoach thé vii bing cich ly tim &
40,000 x g va rira 3 1an trong dung dich dém rta B (50mM Tris; ImM EDTA;
10mM DTT; 2% natri deoxycholat, pH 8,0) trudc khi rira 1an cudi béng nudc da

khr ion.

Hoa thé vui vao 3,5ml dung dich dém hoa tan (40mM Tris-HCI, 8M ure, va
10mM DTT pH 12) va tai gip nép trong khoang thoi gian 16 gio trong dung dich
dém tai gip nép (40mM Tris HCl; 150mM NaCl; 20% glyxerol; 5mM
xystein;0,5mM xystin pH 8) & 4°C trong t6i.

-94-



31886

Nap thé vui hoa tan 1én cot Nickel 1ml. Néi vén tat, cot ndy duge cin bing
trede bang dung dich dém lién két (40mM Tris; 300mM NaCl; 10mM Imidazol)
va phun thé vui 1én. Rira toan bo cot (40mM Tris; 300mM NaCl; 30mM imidazol).
Giai hép protein tai té hop bing dung dich dém imidazol ndng do cao (40mM Tris;
300mM NaCl; 300mM imidazol). Gom céc phan doan chira protein giai hip dwoc
va thim tach theo dung dich dém thich hop (40mM Tris; 300mM NaCl pH 8).
Danh gi4 protein bang thir nghiém protein Bradford.

Nubi cdy té bao HepG2 & dich tan bao

Té bao HepG2 dugc Richard Ross (University of Sheffield) cung cdp. Té
bao duge sinh trudng binh thudng & 37°C trong khong khi c6 d6 4m 95% va 5%
CO, trong DMEM/4,5¢/1 glucoza c6 bd sung 10% huyét thanh thai bo (foetal calf
serum: FCS), 100 IU penixilin va 100pg/ml streptomyxin, 2mM I-glutamin (déu tir
GIBCO). Céy 2 triéu té bao 1én dia 10cm va dé sinh truéng trong 48 gio. Lam tan
té bao trong 250u] dung dich dém STE (0,32M sucroza, SmM Tris, ImM EDTA)
chira céc chit e ché proteaza Phenylmetylsulphonyl florua (1mM), benzamidin
(5mM), va leupeptin (10pg/ml) va tac dong song am trén bang dé tao ra dich tan
bao dung duoc cho thir nghiém vé hoat tinh TG2.

Té bao than ngudi (Human Kidney 2: HK2):

Té bao HK-2 (biéu md éng ddu gin ciia than) duge mua tir trung tdm luu
gitr gibng t& bao chau Au & doi 3. Té bao duoc sinh trudong binh thuong & 37°C
trong khong khi ¢6 d6 4m 95% va 5% CO, trong mdi trudng khong ¢ huyét thanh
té bao simg (KSFM, Gibco 17005-042) v6i L-glutamin ¢ bd sung EGF tai to hop
(0,1-0,2ng/ml) va dich chiét tuyén yén cua bod (20-30ug/ml). Bé cdy chuyén, loai
b6 moi trudng va rira mot 14n bang 1 x PBS trude khi trypsin héa bang 1ml 0,25%
trypsi/EDTA (binh T75) trong 1 phut & 37°C. Té bao dugc tao huyén phu lai
trong 10ml KSFM va ly tdm & 400 xg trong 1 phut. Loai bd mdi trudng va chy té
bao vao KSFM (ty 1& 1:3 dén 1:5 12 binh thuong). Té bao dwoc dung dé thuc

nghiém & céc doi 5-14. Té bao thuong sinh trudng tot dén mirc nhap dong 95%.
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Nhuém Coomassie va thdm téch protein
Kiém tra do tinh sach cua protein tai tb hop bang cach chay Spg protein thu
hdi dwoc trén gen bién tinh polyacrylamit 10% (w/v) va nhuém bang dung dich

thudc nhudém Coomassie Brilliant Blue R (Sigma).

Viéc x4c nhdn qué trinh tdng hop protein 16i cia TG2 ciing nhu TG2 va
mirc phan tng cta 161 TG2 sau khi gdy mién dich déu dugc do bang cach thim
tach protein. Nap protein tai t& hop (10 dén 80ng) 1én gel polyacrylamit bién tinh
hoidc khong bién tinh 10% (w/v) va chuyén sang mang PVDF (Transblot SD,
Biorad, UK) trong 1 gid & 100 V. Phong bé mang qua dém & 4°C bang 3% (W/v)
BSA trong TBS/0,1% (v/v) Tween 20. Tiép theo, rira mang va do bang khang thé
don dong chudt nhit khang transglutaminaza trong TBS/Tween chtra 1% BSA. Dé
chimg minh protein 161 cia TG2 tai té hop va dung lam ddi chimg dwong tinh vé
sang loc khang thé, sir dung khang thé thwong mai Cub7402 (neomarkers) & do
pha lodng 1:1000. Phat hién sy lién két ciia khang thé so cp bing khang thé thu
cép lién két véi HPR khang chudi gama chudt nhit (Sigma, Poole, UK). Quan st
céc bang bang hé phat hién phat quang hoa hoc ECL (Amersham, UK).

Gay mién dich cho chudt nhit va dung hop

Géy mién dich cho mdi chudt nhét bang hdn hop gdm 50pg khang nguyén
(pha dén thé tich 50pl bang PBS vo tring) va 50ul t4 duoc Freund diy di. Bén
chudt nhit BALB/C (8-12 tuén tudi) duoc tiém. Hai lan gdy mién dich nhic lai
duoc thue hién (ngay 14 va ngay 35) bang cach st dung quy trinh tuong tw ngoai
trir & chd t4 dugc Freund khong ddy di duoc st dung cho céc 1an tiém nay. Vao
ngdy 45, 14y mau thtr nghiém tir tit ca cdc chudt va danh gia kha ning phan tmg

v61 TG2 bang ELISA.
Hai chudt c6 dap ung t6t nhit duogc tiép tuc nhéc lai bing miii tiém 100pg

protein 15 (trong PBS) tron véi ta dugc Freund khong day du & 10 tun, va 4 ngay

sau d6, mb chudt dé thu & bao lach va dung hop vai té bao u tiy Sp2/0-Ag-14. Tur
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té bao dung hop nay, khoang 1000 1§ da dwgc sang loc vé kha niang phan ng voi
protein TG2 bang ELISA.

Sang loc tinh dédc hi¢u véi TG2

Moi truong dugce tao diéu kién hoic IgG tinh ché dugc duge ther nghiém vé
kha niang phan ng vdi cac thanh vién thudc ho transglutaminaza. Kha ning mdi
khang thé lién két véi mdi transglutaminaza (TG1, TG2, TG3, TGS, TG7 va Yéu
t6 XlIlla; déu tir Zedira) duge xac dinh bing thir nghiém lién két voi dia. Bao dia vi
chudn do (Costar, Cambridge, UK) bing TG tai t& hop (Zedira, Darmstadt,
Germany) trong 50ul dung dich dém bicacbonat/cacbonat 0,1M (pH 9,6) qua dém
& 4°C. Phong bé dia trong 2 gio & 37°C bang 200ul PBS chira 3% w/v BSA. Rira
dia ba 14n bang PBS chira 0,05% Tween 20 (dung dich dém rira) va thém 100ul
mdi trudng duogc tao diéu kién pha lodng (d6 pha lodng 1:5 dén 1:20) mAb khang
16i xuc tac TG2. U dia trong 1 gid nita & nhiét do trong phong. Lap lai bude rira va
thém peroxidaza cai ngua khang chudi gama chudt nhét (1:5000) trong PBS chira
0,05% Tween 20 (v:v) va 1% BSA (w:v) (Sigma, Poole UK) trong 1 gio. Sau 8 lin
rira, su lién két duoc thuc hién voi 50ul co chét 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin. Dap

tit phan ung bang cach thém 251l H,SO, 0,1M va xac dinh do hap thu ¢ 450nm.

Sang loc vé su trc ché TG2

Hoat tinh TG dugc do bang cach hop nhét *H-Putresxin phu thudc vao Ca**
vao N’ N’-dimetylcasein. U so bd TG2 clia ngudi tai té hop (100ng) trong 20 phut
& nhiét do trong phong v6i mau thir nghiém (méi truong duogce tao diéu kién hodc
IgG tinh ché dugc) trudce khi bt dau phan tng. Thém 25ul hdn hop phan tng (Sul
CaCl, 25mM, 5pl dithiothreitol 40mM, Sul hdn hop SH-Putresxin, va 10ul NN’
dimetylcasein 25mg/ml (thay CaCl, 25mM bang EDTA 100mM d6i voi dbi chung
khong phai enzym) vao dé bit dau phan tng va G mau & 37°C trong 1 gid. Cham
cac phin mau 10pl 1én manh gidy loc 3mM Whatman va nhing ngay vao axit
tricloaxetic (TCA) 10% lanh @& 1am két tia céc protein lién két ngang thuong &
thoi diém 0, 10, 30 va 60 phut trong phan tng. Sau 3 14n rira toan bd trong TCA
5% lanh, tiép theo 3 14n rira trong etanol 95% lanh, Pém gidy loc lam kho bang
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khong khi trong 2ml chét 16ng nhdp nhay (Ultima Gold Packard, Perkin Elmer).
Tinh tdc d6 phan ung. 1 don vi TG tuong dwong véi 1nmol Putresxin dugc hop
nhét/gid ¢ 37°C.

St dung quy trinh twong ty dé danh gia mirc do e ché TG trong dich tan

bao bang cach thay 25ul protein tai té hop bing 25ul dich tan bao.

Nhén dong té bao lai & tinh ché khang thé tir m6i trudng duoc tao diéu kién

Viéc phan 14p khang thé don dong duoc thue hién tir cac té bao lai e ché
da dugc nhan dong. Céc 16 té bao lai nhan dang duoc ban dau dugc nhan dong kép
nho quy trinh pha lodng gi6i han (d& dam bao d¢ 6n dinh va do don dong) (Loirat
MI et al, 1992) v6i céc tiéu dong dugce thitr nghiém nhu duge mo ta béng ELISA va
sang loc hoat tinh. Cac dong san xuét khang thé duge chon dugc sinh san trong cic
binh 25 va 75 cm? va nudi bing méi trudng khong co huyét thanh (Hyclone, Fisher
Scientific, Loughborough, UK). Khi té bao dd dugc sinh san, thu gom méi trudng
duoc tao didu kién dé tinh ché IgG bing sic ky 4&i luc trén cot protein G
(Amersham Life Sciences). Pha lodng méi truong duge tao didu kién trong thé tich
twong duong cua natri phosphat 10mM, pH 7,25, va nap 1én cot protein G & luu tbe
1,0 dén 2,0ml/phut. Rira toan bd cot bang 10 thé tich cot cing dung dich dém. Giai
hip khang thé duoc lién két bang dung dich glyxin (0,1M; pH 2,7) va trung hoa
bing 0,15% thé tich 1M Tris / HCI pH 9. Tham tach méu theo 1000 thé tich dung

dich nu¢e mudi dém phosphat trong 24 gio v6i 2 1an thay dung dich dém.

Biéu hién thé thuc khuén va lap ban dd epitop khang thé

Trinh tw ma héa c6 chidu dai ddy du cia TG2 ctia ngudi duge khuéch dai
bang PCR bang cach st dung cac mdi sau; TG2-FL-1 5
ATGGCCGAGGAGCTGGTCTTAGAGA 3’ va TG2-FL-2 5’
GGCGGGGCCAATGATGACATTCCGGA 3°. San phdm khuéch dai dai khoang
2 kb duoc tinh ché bing Quiagen PCR cleanup kit (Qiagen) va cit thanh céc doan
ngiu nhién nhd RQ DNAse I (Promega). Hon hop phan tng RQ DNAse dugc xtt
Iy biang doan Klenow ADN polymeraza I va ADN polymeraza ctia T4 dé tao ra céc
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doan dau bang. Tinh ché cac doan nay bang dién di gel, va cac doan trong gidi han

50150 bp duoc chiét bang Qiagen gel recovery kit (Qiagen, Crawley UK).

Vecto biéu hién thé thuc khudn dugc cét biang EcoRV, xir Iy bing
phosphataza kiém va tinh ché bang dién di gel va Qiagen gel recovery kit. Gian
100ng vecto tinh ché duge v6i 15ng doan du bing diéu ché duge ciia ADN b trg
TG2 cta ngudi. San phim gin dugc bién nap dién vao té bao dién canh tranh XL1-
Blue (Agilent Technologies) va ngan hang doan nay lién két véi thé thuc khuin
gitp VCSM13 (Agilent). Két tia hat thé thuc khuan bing glucoza 2% va PEG
6000 4% va tao huyén phu lai trong PBS 0,1% Tween 20 (v:iv) 1% BSA (w:v).

Viéc 1ap ban dd epitop dugc thuc hién bing quy trinh sau. Pha 16 ELISA
qua dém & 4°C bang 30ug khang thé don dong trong 100ul dung dich dém phu.
Rira 16 dugc phu bing PBS/Tween va phong bé bang 400ul BSA 3% trong PBS
(w:v) trong 1 gi¢ & nhiét do trong phong. Thém khoang 10" hat thé thyc khuén
(100p1) vao 16 da phong bé va 1 & nhiét d6 trong phong trong 1 gid. Rira 16 8 lan
bing 400ul PBS/0,5% Tween (v:v) va giai hdp thé thuc khuin dich bam bing
glyxin 0,2M pH 2,2. Dung thé thuc khuin da giai hp dé gay nhiém Iml té bao chu
XL1-Blue va cdy mau Ién dia thach LB (60ug/ml ampixilin, 15pg/ml tetraxyclin),
thém phén trén co s& con lai vio 100ml moi trudng LB (60ug/ml ampixilin,
15ug/ml tetraxyclin) va dé sinh truéng qua dém & 37°C trong binh 1 ldc & 200 rpm
dé tao ra ngan hang doan di chon dugc lam giau. Lip lai quy trinh 1am giau nay 5

lan va chon cac khuan lac ngau nhién tir vong cuoi dé xac dinh trinh tu.

Xéc dinh trinh ty ving VL cta khang thé
Mdi ¢6 nghia cho chudi ning — Cip mdi FR1 suy bién cao, MH1 va MH2 (Wang
et al 2000), duoc td hop véi 3 mdi ving 6n dinh dé khuéch dai cac gen VH.

MH1 5 CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGTC 3

MH2 5'CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC 3’
Mouse-G1 5 AGGCGCAGTACTACAATCCCTGGGCACAATTTTCTTGTCCACC 3
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Mouse-G2a 5 AGGCGCAGTACTACAGGGCTTGATTGTGGGCCCTCTGGG 3
Mouse-G2b 5 AGGCGCAGTACTACAGGGGTTGATTGTTGAAATGGGCCCG 3’

Mobi Kappa
VK1 5 CGCTGCGAGCTCGATATTGTGATGACBCAGDC 3

VK2 5 CGCTGCGAGCTCGAGRTTKTGATGACCCARAC 3
VK3 5 CGCTGCGAGCTCGAAAATGTGCTCACCCAGTC 3’
VK4 5 CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGATGACACAGTC 3
VK5 5 CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACACAGAC 3
VK6 5 CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGCTSACYCARTC 3
VK7 5 CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACYCARTC 3

VK8 5 CGCTGCGAGCTCCAAATTGTTCTCACCCAGTC &
K-CONST 5 GCGCCGTCTAGAATTAACACTCATTCCTGTTGAA 3

Chiét ARN tong sb tir t& bao lai don dong (~ 10° t& bao) bing Trizol
(GIBCO) theo huéng din ciia nha san xuit va dinh luong bang Aygomm. TOng hop
ADN b trg bang ImProm II transcriptaza ngugc (Promega) va moi hexame ngau
nhién. Hon hop phan tng 13 nhu sau; 1pg ARN tdng s6, 0,1ug oligo (dN)s, 12ul
dung dich dém ImProm II, 1ul ANTP 10mM (Promega), 8ul MgCl, 25mM, 4pul
ImProm II transcriptaza ngugc (Promega), H,O dd xtr Iy DEPC dén tng thé tich
phan tng 60pl. Gia nhiét hdn hop ARN va mdi ngdu nhién dén 70°C trong 10 phut
va tiép theo dat 1én bang. Thém cac thanh phan phan tng con lai vao va tiép theo u

&20°C trong 10 phut, tiép theo & 40°C trong 40 phit nita.

Viéc khuéch dai cac gen VH va VK dugc thuc hién nho GoTaq polymeraza
(Promega). Mbi 50ul hdn hop phan tmg chita: ADN b6 tro 2ul, 20 pmol mdi ¢6
nghia va moi d6i nghia, 10ul dung dich dém phéan ung GoTaq, 1pl NTP 10mM,
5ul MgCl, 25mM, 2,5 u GoTaq polymeraza, H,O dén thé tich cudi 50pul. Cac phan
g duoc 1ap chu ky 35 14n bang cach st dung cac didu kién sau: bién tinh ban déu
95°C 2 phut; bién tinh 94°C 1 phit, & 56°C 1 phut, kéo dai 72°C 1 phut. Phén tich
san phidm PCR bang dién di gel va nhan dong bang kit tach dong don tinh TOPO
TA (Invitrogen). C4c doan ngiu nhién cia sin pham PCR chudi ning va chudi nhe

duoc chon dé xac dinh trinh tu.
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Do hoat tinh TG ngoai bao

Hoat tinh TG ngoai bao dugc do bing ELISA té bao duoc cai bién., Thu
hoach t& bao biéu m6é HK-2 bing cich sir dung EDTA 0,1M hodc 0,25%
trypsin/EDTA va cdy & mét do 8x10* t& bao/1d trong méi trudng khong c6 huyét
thanh trén dia 96 16 da phu qua dém 100ul/1d fibronectin (Spg/ml trong Tris—HCI
50mM pH 7,4) (Sigma, Poole UK). Pé cac té bao gin két voi nhau trong 2,5 gir &
37°C vo61 sy c¢6 mat cua biotin cadaverin 0,ImM [axit N-(5 amino pentyl
biotinamit) trifloaxetic] (Moledular Probes, Eugene OR, USA). Rura dia hai lan
bang 3mM EDTA/PBS va loai bé té bao bing 0,1% (w/v) deoxycholat trong 5mM
EDTA/PBS. Thu gom dich ndi va ding dé xac dinh protein. Rira dia bang 50mM
Tris—HCI va hop nhét biotin cadaverin bang cach st dung 1:5000 extravidin HRP
(Sigma, Poole, UK) trong 1 gi & nhiét do trong phong tiép theo 1a co chit TMB
(3,3',5,5'-tetrametylbenzidin). Dap tit phan tmg bang 50ul H2S04 2,5M va do do
hip thu & 450nm.

Po mirc colagen bing cach danh d4u phéng xa

Céy té bao & mat do 3,75x 1010 cm? trén dia Petri hoac 1x 1013 cua dia 6
16. Panh gia colagen ECM bang cach danh déu 20 iCi **H prolin (1,0 mCi/ml,
ICN). Thyc hién danh déu trong 72 gior trong diéu kién nudi cdy té bao chudn. Sau
khi danh d4u, loai bé mai truong, rira té bao bang PBS va loai bd bang 2ml amoni
hydroxit 0,25M trong 50mM Tris pH 7,4 & 37°C trong 10 phat. Thu gom cac phan
doan hoa tan va xac dinh ndng d protein bing thir nghiém axit bixinconinic
(bicinchoninic acid: BCA). Rira toan bd dia bang PBS c6 thé tich gia ting trude
khi hoa tan ECM véi 2ml SDS 2,5% (w/v) trong S0mM Tris pH 6,8. Nao vét dia
dé dam bao loai bo hét ECM va do 200 il vé hoat tinh phong xa bing may dém
nhép nhay beta. S6 nhap nhay dugc hiéu chinh cho méi mg protein té bao hoa tan

va dugc thé hién dudi dang ty 18 phan tram cta tri s6 di chimg trung binh.

Tao IgG Quark da duoc phé chuén tai td hop
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Nhim muc dich thuc nghiém, khang thé dang kham cta ngudi-ciia chudt
cbng tir trinh tw Fv chudi don khang thé cta ngudi khang transglutaminaza typ II
da duge tao ra. Khang thé nay duge ky hiéu 1a QPCDTGII (viét tit 1a QCT), va
trinh tw ctia viing bién d6i 13 ¢6 thé sir dung trong WO 2006/100679A2.

Lép phu y2a ciia chudt cdng dwgc chon cho cic ving 6n dinh cta chudi
naflng, loai bd vi tri glycosyl hoa dé lam giam kha ning phan tmg ADCC & chudt
céng thtr nghi€ém. vung dn dinh cta chudt céng duoc chon dbi voi chudi ndng la
013593 (Bruggemann, M. Gene 74: 473-482 (1988); Bruggemann, M. Free,
J.,.Diamond, A.,Howard, J.,Cobbold, S. and Waldmann, H. Proc. Natl. Acad. Sci
USA 83: 6075-6079 (1986)) from the Kabat database (Kabat, E. A., Wu, T. T,
Perry, H. M., Gottesman, K. S., and Foeller, C. Sequences of Proteins of
Immunological Interest. (NIH National Technical Information Service, 1991)).
Chudi nhe kappa 14 013718 (Sheppard, H. W. and Gutman, G. A. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78: 7064-7068 (1981)) tur Kabat.

N6i vén tat, cc trinh ty ma hoa chudi ning va chudi kappa dugce tao ra bing
cach tdng hop ADN (bd codon duge didu chinh cho hop véi chuyén dich codon

cta dong véat c6 vu).

San phim cua qua trinh téng hop gen chudi nang duoc khuéch dai nho PCR
bing cich st dung cac mdi QCT HindIIl va QCT H_rev. Cit san phdm PCR nay
bang HindIIl va NgoMIV va gin vio vecto biéu hién MRCT. Dong vi khuin
DH5a canh tranh da duoc bién nap hoa hoc san phém gén duogc sang loc nho PCR
bang cach sir dung cac mdi HCMVi va rat_gammal. Ba dong tao ra san phim PCR

c6 kich thudc du doan dugc xac dinh trinh tu.

San phdm ciia qué trinh tong hop gen chudi kappa dugc khuéch dai nho
PCR béng céch st dung cac mdi QCT HindIII va QCT L _rev. Cét san phdm PCR
ndy bang HindIII va PpuMI va gin vao vecto biéu hién pKN100. Dong vi khuén

DH50. canh tranh da duoc bién nap hoa hoc san phém gén duogc sang loc nho PCR
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bang cach st dung cac mdi HCMVi va rat_kappa. Ba dong tao ra san pham PCR

co kich thuéc du doan dugce xac dinh trinh tu.

Vecto biéu hién kép cai vao ma héa ca chudi nang 14n chudi kappa da dugc
tao ra va dugc chuyén nhiém vao té bao HEK293T. Thu gom dich ndi nuéi cdy té
bao tir hai 1dn chuyén nhiém HEK293T quy mé 16n va tinh ché 4i lyc trén cot
Protein L-agarose 1ml bang hé sic ky AKTA Explorer, theo huéng din cta nha
san xuit. Pinh OD 280nm duy nhit giai hdp bing IgG Elution Buffer, va dugc
thim tach bing hai 1an thay PBS. San phdm nay dugc thir nghiém ca bing do hép
thu UV & 280nm, 13n bing ELISA IgG,, chudt cng. Téng hiéu suét 1a khoang
700pg (bang ODagonm); 303,5ug (bing ELISA).

Lam cho khang thé AB1 trd thanh giéng nhu cta ngudi

Co 56 dit liéu ADN bé tro cria VH va VK ciia nguwoi

Céc trinh tu protein ciia cic globulin mién dich ctia ngudi va chudt nhit tir
International Immunogenetics Database 2009'"' va Kabat Database Release 5 of
Sequences of Proteins of Immunological Interest (cdp nhat méi nhat vao ngay 17-
11-1999)102 dugce dung dé soan thao co so dit lidu vé trinh tu globulin mién dich
clia ngudi trong viée sip hang Kabat. Co s& dit liéu nay chira 10606 trinh tu VH va
2910 trinh ty VK.

M6 hinh phdn tir ABI
Mo hinh tuong dong cua cic ving bién dbi ctia khang thé chudt nhit AB1

duoc tinh bang cach st dung chuong trinh Modeller '

chay tu dong. Céc toa do
nguyén tir gdbm 1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb va IMQK .pdb 1a céc khudn mau trinh tu ¢6
muc tuong déng cao nhét 1an luot dbi véi Interface, VL va VH nhu xéc dinh duoc
bang phén tich Blast d6i véi co s& dit liéu cAu truc pdb cia khang thé Accelrys.
Céc khuon mau nay duge ding dé tao ra 20 mé hinh ban diu, trong d6 mé hinh tdt
nhét duogc loc bang cach 1ap mo hinh mdi vong CDR véi 3 khudn mau vong 6t

nhat cua no.
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Chon khung (FW) hAB1

Chuong trinh phan tich trinh tu, gibsSR, dugc ding dé chat vén céc co s¢
dit liéu VH va VK véi céc trinh ty protein VHe, VKc va VKe; ctia AB1 bing cach
str dung céc tiéu chudn chon loc khac nhau. Cac géc FW trong vong 5A cua gbc
CDR (dinh nghia Kabat) trong md hinh tuong ddng cua khang thé chudt nhit AB1,

duoc nhan dang va goi 1 cac goc “Dau gan 5A”.

AF06220 dugc chon lam FW cho cdu trac VHc cia AB1 duge lam cho
gibng nhu cta ngudi ban du. Bang 1 thé hién viéc sip hang va mirc twong dong
gbc ctia AF06220 v6i Abl ctia chudt. Bang 2 thé hién vé dau gan 5A cia cac trinh
tu. AF062260 chi c6 1 dot bién soma cach xa gen VH dong mam ciia nd 212347
(Bang 3).

AY247656 duge chon lam FW cho ciu tric VKc cia AB1 dugc 1am cho
gidng nhu ctia ngudi ban dau. Viée sdp hang va mirc twong ddng gdc voi AB1 cua
chudt duge thé hién trong Bang 4; Bang 5 thé hién vo dau gan 5A ciia céc trinh tu.
Trinh ty ndy c6 5 d6t bién soma cach xa gen VK dong mam ctia né X93620 (Bang

6).

AF193851 duge chon lam FW cho cdu tric VKc, ctia AB1 ban dau. Viée
sap hang va muc twong dong gbc véi ABI ciia chudt duge thé hién trong Bang 7.
Béang 8 thé hién vé dau gin SA cta cac trinh ty. Trinh tu nay khong c6 dot bién

soma céch xa gen VK dong mam ciia né J00248 (Bang 9).

ELISA lién két

Té bao HEK 293F da dwoc ddng chuyén nhiém bing t6 hop cla céc vecto
chudi nhe dugc 1am cho giéng nhu ctia ngudi khac nhau két hop véi céc vecto
chudi ning duge 1am cho gidng nhu cta ngudi khac nhau. TG2 cia ngudi tai to
hop duogc ding dé do muc lién két ciia khang thé bang ELISA. Két qua chi ra ring
dang chudi ning RHA (Bang 10), két hop véi mét trong hai dang chudi nhe RKE
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va RKJ (Bang 11) (dai dién cho cac dang chudi nhe khac nhau duge lam cho gidng

nhu cta ngudi) cho mire lién két t6i wu (Fig. 16).

Dang chudi ning RHA 13 dang ghép khéng duoc cai bién cua cic ving
CDR chudt nhét ctia khang thé AB1 trén trinh tu cho ctia ngudi. Tuy nhién, ca hai
dang chudi nhe RKE va RKJ; déu c6 cing hoi bién gbc déu gin 5A duy nhit, F72
(danh s6 Kabat— thé hién bing mau xanh). Hbi bién nay nim ngoai cic gdc

104 106

Vernier'™, Canonical'® hoic Interface (xem Bang 11).
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Két qua

Tao protein 16i rh TG2

Pé tao ra khang thé c6 thé hudng dich cac epitop quan trong d6i vé6i hoat
tinh TG2, thay vi cdc vi tri thuan loi trén phan tir TG2, cic tac gia sang ché da gay
mién dich cho chudt nhit bang 15i xtic tic ctia TG2 thay vi phan tir TG2 ¢6 chidu
dai day du. Pé tao ra ving TG2 tai tb hop, cdu trac PCR da duoc tao ra gdm céc
bazo 329 dén 1419 va cai vao vecto Pet21+(a) (Fig. 1A). Viéc cai va biéu hién
vecto nay & vi khuén BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL tao ra protein khong hoa tan
gdm céc axit amin 143 dén 473 bvao ham toan bd 16i xtic tc. Hoa tan va tai gip
nép protein nay trong Tris HCl 40mM; NaCl 150mM; glyxerol 20%; xystein
SmM; xystin 0,5mM pH 8. Chay 10ng dung dich nay trén gel polyacrylamit khong
khtr, thim tach protein va do mién dich bing CUB7402. C6 thé nhin thdy mot
bang 10 rét & vi tri 37 kDa ma phu hgp vai kich thude du doan cta 16i TG2 (Fig.
1B). Céc biang 16n hon ciing ¢6 thé phan tng mién dich v6i CUB7402 hiu nhu la
cac két tu ctia protein 15i do chiing khong ¢6 mat khi chay gel khir (sd liéu khong

duoc thé hién).

Gay mién dich va dung hop

Gay mién dich cho 4 chudt nhét bang 50pg 15i rhTG2. Sau khi giy mién
dich khoang 5 va 9 tudn, 14y mAu huyét thanh tir mdi chudt va thir phan tng véi rh
TG2 bing ELISA bang cach pha loang huyét thanh theo bac. T4t ca céc chudt déu
phédn tng mién’ dich manh véi 16i thTG2, ngay ca & do pha lodng cao nhét (1:
51000) (Fig. 2A). Pé x4c nhén khang thé ¢6 thé con nhan biét ca TG2 c6 chidu dai
ddy du, chay rhTG2 va protein 16i thTG2 trén gel khong bién tinh, thdm tach
protein va do mién dich bang huyét thanh chudt c6 d6 pha lodng 1:1000 (Fig. 2B).

Chudt ¢c6 mirc phan Gtng manh nhét (chudt C) véi ca hai protein nay dugc ding
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liéu nhic lai va thu héi t& bao lach dé dung hop nho dich vu University of

Sheffield’s Hybridoma, Bioserv.

Chon té bao lai dwong tinh va nhan dong

Trong sb 400 15 té bao lai chon duoc bang Bioserv dudi dang duong tinh
cao nhét, cac dich ndi 109 cho mirc phan tmg bén véi TG2, tuy nhién chi c6 34
khong phan tmg véi cac thanh vién chinh khac thudc ho TG khi thir bing ELISA
(cac vi du dai dién dugc thé hién trén Fig. 3A). Céc 16 dic hidu v6i TG2 c6 dich
nbi duge sang loc bang thir nghiém hop nhét *H-Putresxin vé kha ning trc ché hoat
tinh TG2 thu duoc tir 100ng TG2 (Fig. 4). Sang loc ban dau nay chi ra ring 10
dich ndi t€ bao lai c6 kha ning e ché hoat tinh TG2 (AB1; DC1; BB7; EH6;
DH2; DD9; JE12; AG9; AH3; DF4). Chin trong s6 mudi dich ndi nay da dugc
nhan dong thanh cdng nhd phuong phap pha lodng giéi han. Pdi voi dong DF4,
mic du cic dong dugce phan 1ap sau nhin dong, chung khong tc ché. Sau nhén
dong, IgG dugc tinh ché tir mdi té bao lai nhan dong dugc va thir lai kha ning

phan tmg chon loc véi TG2 (Fig. 3B).

Kha ning tc ché TG2

Mdi té bao lai nhan dong dwoc duge thir hoat tinh we ché TG2 dbi voi IgG
ctia n6 khang TG2 ctia ngudi, chudt cdng va chudt nhit va tinh ICsy trén co s§
lwong IgG can dé e ché Ing TG2. C6 gidi han khoang 12 1an vé tri s ICs, khang
TG2 ciia nguoi dao dong tir AB-1 hitu hiéu cao nhdt ¢ 1,1x10°mg/ml IgG dén
JE12 hitu hiéu thip nhit ¢ 12,3 1,1x10°mg/ml IgG (Fig. 9; Bang 1). Pang ngac
nhién 14 cac tic gia sang ché chi ¢6 thé xac dinh ICsy dbi v6i 4 khang thé (DH2,
DD9, EH6 va BB7) khang TG2 chudt céng, voi khang thé tdt nhdt DH2 c6 ICs,
2,23 x 10 mg/ml IgG 14 thip hon 6 14n khang thé khang TG2 clia ngudi va thip
hon 38 1an chat tc ché AB-1 tdt nhit khang TG2 (Fig. 9; Bang 1). Khong co
khang thé (rc ché nao trong sb nay c6 kha nang trc ché TG2 ctia chudt nhit, ¢6 thé

13 do sy dung nap mién dich.
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Lép ban dd epitop ctia cac khang thé tc ché

Pé xac minh cac epitop trong TG2 1a doc nhat vé mat mién dich voi TG2
trong khi trc ché, ciing nhu xac minh 10 khang thé nay 13 huéng dich cic vi tri
gidng nhau hodc khac nhau, mdi khang thé dugc 1ap ban dd bang cach s dung
phuong phap biéu hién thé thuc khuin. Tao cdu tric ngan hang thé thuc khuin
TG2 va sang loc dbi véi mbi mAb. Tiép theo, xac dinh epitop bang cach xac dinh

trinh ty lién ng ctia cac thé thuce khuén lién két.

AB1, AG1, AH1, BB7, DC1, EH6 va JE12 déu lién két hoan toan hodc mot
phan véi epitop duy nhét (Fig. 5) bao ham céc axit amin 304 dén 326 va nim trudce
vi tri hoat dong bén trong tui lién két voi co chit (Fig. 6). Ving nay dugc cac tac
gia sang ché goi 1a vi tri AB;I va céc khang thé huéng dich vi tri nay 13 cac khang

thé nhom 1.

DF4 chi huéng dich trinh ty gdm axit amin 351 dén axit amin 365 (Fig. 5)
trinh tu nay chay tr trudc ra sau 161 bao ham Asp 358 trong bd ba xuc tac (Fig. 6).

Khang thé nay duoc goi 1a nhém 2.

DH2 va DD9 lién két véi trinh tyr gdm céc axit amin 450 dén 467 (Fig. 5).
Cac khang thé nhom 3 lién két v6i ving sau 16i gdn ving ndi véi than B -1, ving
nay duoc cic tac gia sang ché goi 1a vi tri DH2. Epitop nay bao ham vi tri lién két

véi canxi gia dinh (Fig. 6).

Xac dinh trinh ty khang thé

Pé x4c minh trinh tu chudi nhe bién dbi dbi voi mdi khang thé, ARN tir
mdi té bao lai te ché duge chiét, phién ma nguoc va khuéch dai bing PCR bing
cach st dung cip mdi FR1 suy bién cao, cac mdi MH1 va MH2 duogc két hop voi

3 mbi ving bn dinh dé khuéch dai cac gen VH.
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Céc trinh tr VH va VK thu duoc duoc thé hién trén Fig. 7 dbi véi ABI.

Kha nang AB1 trc ché hoat tinh TG2 trong hdn hop protein in vitro.

Khéng thé e ché manh nhét khang TG2 tai tb hop 1a ABL. Dé ¢6 gia tri
diéu tri, n6 phai c6 kha ning khéng nhing trc ché hoat tinh TG2 trong dung dich
thudn ma con trong dung dich protein phirc hop va khong td hop theo cach bét ky
v6i cac protein khac. D& thir nghiém kha ning nay, dich déng nhét ciia dong té bao
gan ngudi HepG2 duoc diéu ché. Viée ding 0,5ug AB1 c6 kha nang trc ché 70%
hoat tinh TG2 (Fig. 8A). Tuy nhién, BB7 cho mtrc trc ché tét hon dang ké véi viéc
lam giam 90% hoat tinh TG2. Viéc do mién dich 25ug dich tan bao nay bing AB1
cho thay khong c6 t6 hop ngoai dich v6i bang phan tmg mién dich duy nhét ¢ kich
thude tuong img véi TG2 (Fig. 8B).

Kha ning AB1 va DC1 tic ché hoat tinh TG2 ngoai bao

Dé danh gia cac khang thé nay c6 thé irc ché hoat tinh TG2 trong hé té bao
hay khong, AB1 (Fig. 10a) va DC1 (Fig. 10b) dugc ding cho té bao biéu mé éng
than nguoi 2 (HK-2) trong mdi truong nudi cdy va thir hoat tinh TG ngoai bao
bang thir nghiém biotin cadaverin. AB1 ¢6 kha nang e ché 60% hoat tinh va DC1
c6 kha nang tc ché 55% hoat tinh khi dung & 4ng/ul trong méi trudng nudi cdy,
mic nay twong dwong véi chit wc ché lien TG 1a 1,3-dimetyl-2-[(2-0xo-

propyl)thio]imidazoli clorua dung & 400uM.

So sanh khang thé AB1 véi cac khang thé @rc ché da biét khac

Pé thir tac dung ctia AB1 so v6i cac khang thé e ché TG2 da biét khéc, ca
doan fab (Fig. 11,12) 1dn IgG day du (Fig. 13, 14) cta khang thé da dugc mo ta
boi Quark Biotechnology trong don patent s6 W02006/100679 duge thir Ge ché
hoat tinh TG2 bang thir nghiém hop nhit *H Putresxin. Hoat tinh tir 100ng cta
TG2 ciia ngudi ¢6 thé bi tre ché 60 dén 80% boi 500ng AB1. So véi doan fab hodic
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IgG ddy du cu khang thé Quark c6 thé we ché TG2 mot cach dang ké trong thir

nghiém nay.

Ban luan

R rang can phé chuin TG2 lam dich diéu tri & ngudi dbi véi cac bénh ma
céc nghién ctru thue nghiém chi ra 13 ¢6 lién quan. Cac bénh nay bao gdm su tao
md seo, bénh Celiac, bénh thoai hoa than kinh va khéng héa liéu phéap & cac bénh
ung thu nhét dinh. Diéu 1am han ché nhu ciu nay la thiéu céc hop chit dac hiéu

voi TG2 that sy ma c6 thé te ché chon loc hoat tinh TG2 & nguoi.

Trong nghién ciru ndy, cac tac gia sang ché 1an dau tién gay mién dich cho
chudt nhit bang doan TG2 nhim phan 14p nhiéu khang thé khang TG2 khang 15i
xUc tac clia enzym nay dé tim kiém epitop trc ché. Epitop nay tao ra dép tmg mién
dich tdt v6i cac khang thé nhan biét ca 16i thTG2 14n TG2 ty nhién ma khong nhén
biét TG khic.

10 khang thé phan 1ap dugc c¢6 hoat tinh e ché. Tiép theo, cac khang thé
nay dugc lap ban dd véi 3 epitop ddc hidu véi TG2 nhung e ché. Céac khang thé
nay dugc nhan dong, xac dinh trinh tu, va IgG phén lap duoc duoc tinh trj s6 ICs.
Ba khang thé (AB1, DC1 va BB7) huéng dich tai co chit duoc ching minh 14 cac
chit we ché dic biét hiru hidu. Piu quan trong nhét 13 cac khang thé nay ciing
hoat dong tdt ca trong dich tan bao 13n trong mdi truong nudi cdy té bao, chung to
rang cac khang thé nay c6 kha nang hoat dong trong méi trudng gidu protein von

quan trong de st dung in vivo.

Céc tac gia sang ché tin ring yéu td chinh dé tao ra cac khang thé tc ché
ndy mot cach thanh cong 14 quyét dinh gdy mién dich chi bang protein 15i. Theo
hiéu biét cua céc tac gia sang ché, khong c6 khang thé TG2 thuong mai nao ¢6 kha

nang trc ché dang ké bat ky. N9 luc riéng clia cac tac gia sang ché dé dung TG2 ¢
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chiu dai ddy du tao ra luong 16n khang thé, mot vai khang thé nay 1a dac hidu voi
TG2 va khong c6 khang thé nao trong s nay c6 tinh rc ché. Pidu nay c6 thé 1a do
su uu tién gdy mién dich 16 fét ddi voi cac vong protein bén trong TG2 ¢6 chiéu
dai ddy du, nhidu vong protein trong s nay nam sau 15 xtc tac & cac vi tri tuong

ty khang thé khang TG2 dugc st dung rong rai nhit, CUB7402 (aad47 aad78).

Ngac nhién 13, phwong phép theo sang ché san xuét cac khang thé hitu hidu
hon nhiéu. néi chung, biang cach don gian tao ra khang thé khang protein nhé hon
chi bao phti 15i trung tdm, cAc tac gia sang ché khong chi loai bé mot sb epitop
mién dich thich hgp ma con huéng dich 15i. Riéng viéc ndy lam gia tang nhiéu
khang thé c6 thé diung dé chon loc va do d6 bao phu 16i rong hon. Tuy nhién, viéc
gy mién dich chi bang 16i c6 nghia 12 nhidu nép gip cua 161 bi mét va do d6 mot
sd epitop ma ¢6 18 it dung dugc bén trong phén ti TG2 nguyén ven c6 thé 1a cac
epitop hap din hon véi 16i & dang nay. Gia thiét ring ca 10 khang thé nay déu
nhén biét cic epitop mach thing (trc 1a lién két v6i TG2 trén gel khir), mic du
80% khang thé ma cic tac gia sang ché phan 1ap dugc trude d6 bing cach sir dung
TH2 c6 chidu dai day du lam chat gdy mién dich 14 phu thudc vao cu hinh, chimg

to day 1 yéu td chinh.

Céc nghién ctru khac trudc d6 dwa ra khai niém khang thé tc ché TG2 dé
dung cho ngudi. Esposito va cong su dd phét hién cac khang thé tai t6 hop tir bénh
nhan celiac trong d6 néu rang khang thé TG2 ¢6 thé c¢6 vai tro e ché [19]. Mot
trong s cac khang thé nay da dugc phat trién dé sir dung thuong mai boi Quark
Biotechnology va don patent da nop (W02006/100679). Khang thé nay chung t6
kha ning ngin ngira chimg xo hoa than trong mé hinh UUO chudt cdng. Tuy
nhién, cac tic gia sang ché da tao ra dang tai t5 hop cua khang thé nay va mic du
né phan tmg v6i TG2 trong ELISA (Fig. 17) va thim tach protein, cac tac gia sang
ché dat duogc murc rc ché nho téi 500ng IgG /ng TG2 dbi voi khang thé nay trong

d6 tat ca cac khang thé duoc phét trién trong nghién cru nay déu phong bé hiu
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nhu toan bd hoat tinh TG2. Hon thé nita, WO2006/100679 mo ta viéc tao ra dang
khang thé chudt nhat dbi voi khang thé ngudi nay, va nhu vy, viée dung kéo dai

trong mo hinh bénh than & chudt cdng da biét c6 thé gap kho khan.

Mot lwu ¥ trong nghién ctru nay 1a viéc 1ap ban dd 3 epitop we ché bén
trong 186i TG2. Cho dén nay, epitop AB1 1a huéng dich manh nhit, didu gy ngac
nhién c6 1& 13 vi tri cla epitop ndy. Viéc kiém tra vi tri cia n6 bén trong cu tric
hoat dong ctia TG2 dy doan [20] cho théy né lién két trong ctra vao vagi b ba xuc
tdc ma trong d6 co6 thé 1a ti co chit. Gia sir cac co chit ma céc tac gia sang ché
ding trong thtr nghiém sang loc theo sang ché 1a twong ddi nhd (Putresxin va
dimetyl casein), diéu gdy ngac nhién c6 18 13 vi tri ndy qua hiru hiéu. Tuy nhién,
epitop phéi & vi tri sao cho IgG 16n (150 kDa) gin chit vao vi tri xac tac. Tir sb
lidu epitop, ¢6 thé du doan duge réng vi tri DD9 ¢6 thé 1a hiru hiéu hon do né tb
hop véi vi tri lién két v6i canxi gia dinh [21]. Tuy nhién, viéc kiém tra tai liéu
chuyén nganh cho thy 5 vi tri lién két voi Ca®* gia dinh hodc nhidu hon [21] va
mic du rd rang né cé tic dung déng ké, 1a khong quan trong ddi voi toan bo hoat

tinh TG2.

Vé gia thuyét, vi tri DF4 c6 thé 1a epitop hitu hiéu nhét do khang thé nay
lién két v6i mot trong sd cac axit amin thiét yéu trong bo ba xuc tac. Tuy nhién, da
khong thé nhan dong thanh cong DF4 dé san xuét khéng thé trc ché nay va do d6
viée san xuét da IgG dé thyc hién ddy du cac thir nghiém ICs, 1a khong thé. Trén
thue té, ¢6 thé rat kho nhan dong cac khéng thé c6 tac dung rét cao do Gunzler va
cdc dong téc gic (1982) FEBS Lett. 150(2): 390-6 chi ra ring té bao lympho cin
hoat tinh TG2 dé tang sinh va do d6 cac khang thé ¢6 kha ning we ché tét hon chi
¢6 dugce nho sir dung cac phuong phép tai tb hop hodc hé théng chiét IgG lién tuc.

Mot trong nhitng vin dé gdy nan long nhét dé thuc hién cong viée nay ro

rang 1 khong thé phat trién tat ca cac khang thé phong bé mét cach hitu hiéu hoat
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tinh TG2 khong phai ctia ngudi, diéu nay 13 quan trong trong thir nghiém tién 1am
sang. Tat ca cac khang thé déu phan ung véi TG2 ciia chudt cdng va chudt nhit
trong c4 thAm tach protein 14n ELISA, trong mdt s truong hop c¢6 khac biét nho
vé cuong d6. Tuy nhién, trong sb 9 khang thé ma cac tac gia sang ché tao ra IgG,
chi c6 thé xé4c dinh duoc ICsy dbi véi 4 khang thé & chudt cdng va khong cé khang
thé ndo & chudt nhét. 4 khang thé tinh duge ICsy khang TG2 cua chudt cdng co
ICso khdng TG2 ciia chudt céng gap 30 14n hodc thdp hon so véi AB1 khang TG2
clia ngudi, nghia 1a liéu in vivo bat ky déu c6 thé 13 16n khong chdp nhén duoc.
Ngoai ra, khong c6 khang thé nao we ché trong dich tan bao cta chudt cong. Gia
sir kha nang phan tng trong ELISA va thim tach protein, cdng véi viée chi c6 5
truomg hop ghép cip khong hop doi gitra cac loai dbi véi AB1 va 3 trudng hop
ghép cap khong hop doi d6i véi DDY, tinh diic hiéu loai dang ké dbi véi su e ché
la dang ngac nhién va ching t6 tAm quan trong cua ai luc dbi véi su wre ché hitu
hi€u. Do do, khi dd nhén dang dugc céc epitop tc ché nay dbi voi TG2 cua nguoi
thi diéu quan trong lic nay 1a cac khang thé trong tu s& duoc phat trién dbi véi cac
vi trf nay trong TG2 ctia chudt céng néu xac minh duge gi4 tri cia chiing trong cac

md hinh bénh ti€n [dm sang in vivo.

Nhiéu chét trc ché TG c6 thé sir dung. Pang chu y 13 cac hop chét trén co
s& thiomidazol ban diu dugc phat trién boi Merke Sharpe Dome [22], chit twong
tw CBZ-glutamyl dwgc phat trién boi Griffin va cong su [23] ma cic tac gia sang
ché da st dung rat thanh cong dé diéu tri su tao seo than thuc nghiém [16] va cac
chit trc ché kiéu dihydroisoxazol dugc phét trién bi Khosla va cong su [24-27]
dugc st dung thanh cong trong cdc md hinh bénh ung thu khéc nhau. Pa c6 hy
vong rang viée sang loc lién tuc cac hop chét nay c6 thé thu duoc chat tc ché TG2
clia ngudi hitu hidu, song kha ning phan ng chéo ho TG hodc doc tinh tiém tang
cia cac hop chit nay duong nhu di ngin cin didu d6. Mé6i day hon,
Axylidenoxoindol dd dugc md ta 13 16p chat we ché TG2 thuén nghich méi [24],

song thicu so li€u vé kha nang phan tmg chéo cla chung véi cac thanh vién khac
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thudc ho TG. Tai hoi thao Gordon 2010 vé TG2 dbi v6i bénh & nguoi, Pasternack
va cOng sy tir Zedira da trinh bay chi tiét pham vi cac hgp chét st dung chat nhan
Michael mach bén lam chét e ché TG2 vé6i tuyén bd vé su phi hop dé sir dung in
vivo va tinh chon loc TG2, tuy nhién cho dén nay, cong bd day dui vé chung vin
chua dugc cy thé hoa. Trude dé ciing tai cude hop nay, Macdonald va cac ddng tac
gia da chimg minh mot s6 phat trién thd vi trong viée thiét ké chét we ché TG2 dé
diéu tri bénh ta Huntington, song céng bd ddy di thi van con phai dgi. RS rang
rang rat can c6 chét irc ché TG2 phén tir nhé. Viéc tham nhap mo, kha ning vuot
qua vach ngian mau-ndo, viéc san xuét, chi phi va d& dinh lidu chi 1a mot s6 loi ich.
Tuy nhién, khang thé e ché nhu dugc phat trién theo sang ché theo cach nhat dinh

¢6 thé con tét hon.

R rang rang TG2 1a enzym da chtrc ning va lién quan dén nhiéu chuc ning
cta té bao bao gébm On dinh nhin va van chuyén [28, 29], nhép bao [30, 31],
truyén tin hiéu GTPaza [32-34], chét té bao theo chuong trinh [35, 36], dinh bam
té bao [37-39], toan ven khung té bao [28, 29] va én dinh ECM [9]. R& rang ring
chit rc ché phan tir nho c6 thé ngan can tit ca cac chirc ning nay do néi chung
chung tiép c4n ty do v6i khoang ngoai bao va phan ndi bao. Khang thé khong thé
di vao té bao va do d6 cac vai trd ndi bao cia TG2 khong thé bi anh huong. Didu
quan trong 1a hau hét vai tro gdy bénh ctia TG2 déu xudt phét tir ngoai bao nhu vai
tro cda nd trong viéc tao mo seo va xo hoa, bénh Celiac va bénh ung thu. Viéc su
dung khang thé nhu vay co thé gia tdng mrc dO chon loc trong viéc ngén ngura cic
tac dung ndi bao khong mong mudn. Do d6, khang thé c6 thé c6 wu diém trong
viéc phong bé TG2 & cac bénh xo hoa va tao seo trong d6 TG2 lién két ngang voi
cac protein ECM, & bénh Celiac trong d6 gliadin bi khit amit trong khoang ngoai
bao va & sy khang hoa liéu phap & bénh ung thu trong d6 su dinh bam té bao 1a
yéu tb bao vé. Tuy nhién, trir khi doan Fab nhé c¢6 thé dugc thiét ké dé co thé vuot
qua vach ngin mau-ndo, néu khong khang thé e ché TG2 ¢6 thé sé it dugc dung
dé diéu trj cac bénh ly than kinh.
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Tém lai, 14n ddu tién céc tac gia sang ché da co6 thé phat trién cac khang thé
trc ché TG2 ma huéng dich chon loc TG2. cac tic gia sang ché ciing da nhan dang
dugc 3 epitop mdi trong vung 161 cia TG2. Viéc lam cho khang thé ABI tré
thanh gidng nhu cua ngudi s& mé ra kha nang 1an dau tién cua liéu phap hudéng

dich TG2 & nguoi.
Vi du 2: Xéc dinh trinh tu cta khang thé e ché TG2 méi theo sang ché

Xdc dinh trinh tw ciia khdng thé

Dé x4c minh trinh ti cla cdc ving bién ddi ctia mdi khang thé theo séng
ché, vién té bao lai duge xir Iy bing Qiagen RNeasy Mini Kit dé chiét ARN theo
quy trinh ctia nha san xuit. Phién ma ngugc ARN chiét dugc dé tao ra ADN bd trg
bang cach sir dung 1% Strand ¢cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare), c6 sir dung
mdi Notl-dT;g, theo quy trinh cia nha san xuét. Lam sach ché phém ADN bd tro

biang Qiagen PCR Purification Kit, theo quy trinh ctia nha san xuét.

Pé xac dinh trinh tu chudi nang, khuéch dai ADN b6 trg cua chudt nhét
bing PCR bang céach str dung b mdi suy bién (MHV1-12) véi mdi ving 6n dinh
(MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCG3, hogc hén hop ciia bén mdi nay) nhu
duoc thé hién trong Bang 12. Tuong ty, d x4c dinh trinh ty chudi nhe, khuéch dai
ADN bd trg cua chudt nhét bang cach sit dung bd mdi suy bién (MVK1-11) v6i
mdi ving dn dinh MKC nhu duoc thé hién trong Bang 13.

Néu khong quan sét thdy san pham khuéch dai bang cach str dung bo ban
diu Heavy Chain PCR thi thuc hién 5' RACE PCR (Invitrogen), bang cach sir
dung moi Notl-dTg dé tao ra ADN bd trg; va cac mdi vung 4n dinh (MHCGI,
MHCG2A, MHCG2B, MHCG3, hoic hdn hop cta bén mdi nay) va 5' RACE
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Anchor Primer, GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIGGGIIGGGIIG (trong

d6 I 1a bazo dbi voi deoxyinosin) cho PCR.
Gian cac bang khuéch dai thu dugc vao vecto pCR2.15-TOPO® bang kit
TOPO-TA Cloning® (Invitrogen) theo quy trinh ciia nha san xudt va g téi GATC

Biotech AG dé x4c dinh trinh tu.

Bdng 12: Moi PCR d@é nhdn dong cde vimg bién déi cia chudi ndng ciia chudt

nhit

Tén Trinh ty

MHV1 ATGAAATGCAGCTGGGGCATCTTCTTC
MHV2 ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT
MHV3 ATGAAGWTGTGGTTAAACTGGGTTTTT
MHV4 ATGRACTTTGGGYTCAGCTTGRTTT
MHVS5 ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT
MHV6 ATGGCTGTCYTRGSGCTRCTCTTCTGC
MHV7 ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT
MHV3 ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG

MHV9 ATGGMTTGGGTGTGGAMCTTGCTATTCC

MHV10 ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTG

MHV11 ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG

MHV12 ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCTG

MHCG1 CAGTGGATAGACAGATGGGGG

MHCG2A |CAGTGGATAGACCGATGGGGC

MHCG2b |CAGTGGATAGACTGATGGGGG

MHCG3 CAAGGGATAGACAGATGGGGC

Céac ma khong r6 rang: R = A hodc G; Y = C hodc T; M = A hodc C; K= G hodc T; S = G hoic
C; W=AhoicT.
MHYV chi c4c mdi lai véi cac trinh ty dan cua céc gen ving bién ddi ctia chudi ning cta chudt

nhat, MHCG chi cac mdi lai vi cac gen viing on dinh ctia chudt nhat.
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Bang 13: Méi PCR dé nhdn dong cdc vimg bién d@oi ciia chuéi nhe Kappa ciia

chudt nhdt

Tén Kich thuéce Trinh tu
MKV1 30donvi | ATGAAGTTGVVTGTTAGGCTGTTGGTGCTG
MKV?2 29 donvi | ATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGTG
MKV3 30 don vi ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGSGTTG
MKV4 33 don vi ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGMWTCTTG
MKVS5 30donvi | ATGGATTTWAGGTGCAGATTWTCAGCTTC
MKV6 27 don vi ATGAGGTKCKKTGKTSAGSTSCTGRGG
MKV7 31donvi | ATGGGCWTCAAGATGGAGTCACAKWYYCWGG
MKV8 31donvi | ATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAATTG
MKV9 25donvi | ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG
MKV10 27 donvi | ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT
MKV11 28 donvi | ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
CLI2A ATGRAGTYWCAGACCCAGGTCTTYRT
CLI12B ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT
CL13 ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT
CL14 ' ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT
CLI15 ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTTGGTGCT
CL16 ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTT
CL17A ATGAGGTGCCTARCTSAGTTCCTGRG
CL17B ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGG
CL17C ATGAGGCATTCTCTTCAATTCTTGGG
MKC 20 donvi | ACTGGATGGTGGGAAGATGG

Céac mi khong rd rang: R = A hodc G; Y = C hodc T; M = A hodc C; K= G hoac T; S = G hodc
C; W=AhoacT.
MKV chi cac mdi lai v6i céc trinh ty dan cua cic gen ving bién ddi cta chudi nhe kappa ciia

chudt nhét, MKC chi cac mdi lai v&i gen viing 8n dinh kappa ciia chudt nhit.

S6 liéu trinh tw
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Khéng thé AB1 dugc x4c dinh trinh tu ngoai cic khang thé BB7, DCI,
JE12, EH6, AGY9, AH3, DD9, DH2, DD6 va IA12. Céc trinh ty ndy dugc néu trén
Fig. 18 dén Fig. 28.

Vi du 3: Tao céu trac va XAc dinh dic diém cua cac khang thé khang TG2 méi

dang kham va duoc 1am cho giéng nhu ctia nguoi theo séang ché.

Pé tiép tuc x4c dinh dic diém cua cic khang thé theo sang ché va dé phan
hang va wu tién cac khang thé dung dé 1am cho giéng nhu ctia ngudi, mot panen
khéng thé TG2 dang kham da dugc tao cAu trac (cac vung bién ddi cta chuodt va
IgG1 ctia nguoi va kappa cia ngudi). Phuong phap dung dé tao ra cac khang thé

dang kham nay dugc néu dudi day.

Phuong phép
Co 56 dit liéu ADN bé tro ciia VH va VK ctia ngueoi

C4c trinh ty protein ctia cac globulin mién dich ctia ngudi va cia chudt nhat
tir International Immunogenetics Database 2009' va Kabat Database Release 5 of
Sequences of Proteins of Immunological Interest (cdp nhat méi nhat vao ngay 17-
11-1999)* duge dung dé soan thao co s dit liéu vé trinh tu globulin mién dich cua
ngudi trong viée sip hang Kabat. Co s& dit liéu nay chira 10606 trinh tw VH va
2910 trinh ty VK.

M6 hinh phdn tir ABI

La dai dién cta khang thé nhém 1 (tire 14 cac khang thé lién két véi epitop
g0m cac axit amin 304 dén 326 cia TG2 ctia ngudi), mé hinh twong ddng cua cac
viing bién d6i ciia khang thé chudt nhit AB1 duoc tinh bang cach sir dung chwong
trinh Modeller® chay tu dong. Céc toa dd nguyén tir gdm 1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb
va IMQK.pdb 13 cac khudn mau trinh tr ¢6 mirc twong ddng cao nhét 1an luot ddi

v6i Interface, VL va VH nhu x4c dinh dugc bang phan tich Blast dbi véi co sé dir
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liéu cdu tric pdb ciia khang thé Accelrys. Cac khuon miu nay dugc dung dé tao ra
20 m6 hinh ban dau, trong d6 mé hinh t6t nhat dugc loc bing cach 1ap mé hinh

mdi vong CDR véi 3 khudn mau vong tot nhat clia no.

Chon khung hABI

Chuong trinh phan tich trinh tu, gibsSR, dugc dung dé chét van cac co s
dir licu VH va VK cuia ngudi v6i cac trinh ty protein VHc, VKc va VKe; cua
ABI1, VHc va VKc ciaa BB7 va VHc va VKc ciia DC1 biang céch sir dung céc tiéu
chudn chon khéc nhau. Cac gbc FW trong vong 5A cia gbc CDR (dinh nghia
Kabat) trong mo hinh tuong déng cua khang thé chudt nhit AB1, duoc nhén dang

va goi la cac goc “dau gan 5A”.

AF06220 duoc chon lam FW cho c4c dang chudi vnefmg dugc lam cho giéng
nhu cta ngudi ban diu. Bang 14 thé hién viéc sip hang va mirc trong ddng gdc
ctia AF06220 véi cac khang thé chudt nhit. Bang 15 thé hién vo dau gan 5A cua
cac trinh tu. AF062260 chi c6 1 dot bién soma cach xa gen VH dong mam cla no
712347 (Bang 16).

AY?247656 duge chon 1am FW cho chudi nhe kappa duoc lam cho gidng
nhu ctia ngudi cia AB1 ban dau. Viée sap hang va muc tuong dong gde véi chudi
nhe kappa ctia khéang thé AB1 ctia chudt dugc thé hién trong Bang 17; Bang 18 thé
hién v6 dau gén 5A cua céc trinh ty. Trinh tu ndy c6 5 dot bién soma céch xa gen

VK dong mam cta nd X93620 (Bang 19).

AF193851 duge chon lam FW cho cac céu trac chudi nhe kappa dugc lam
cho gidng nhu cta ngudi khac. Viée sip hang va muc twong dong gbc véi cac
khéng thé chudt duge thé hién trong Bang 20. Bang 21 thé hién v6 dau gin 5A cia
céc trinh ty. Trinh ty nay khong cé dot bién soma so véi gen VK dong mam cia

n6 J00248 (Bang 22).
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Tao vecto biéu hién

Viéc tao cAu tric vecto biéu hién dang kham bao g@)m viéc thém trinh tu
dan thich hgp vao VH va VL, dung trudce 13 vi tri giéi han Hind III va trinh ty
Kozak. Trinh ty Kozak dam bao sy dich ma ddy du cta trinh ty ving bién doi. No
xac dinh codon AUG ding ma tir d6 ribosom c6 thé khoi dau dich ma, va bazo

quan trong nhét 12 adenin & vi tri 3, nguoc dong codon khéi ddu AUG.

Déi véi chudi ning, viée tao cu tric vecto biéu hién dang kham bao gom
viéc dua doan 5’ clia vung On dinh y1 cia nguoi téi vi tri gidi han Apal tu nhién,
lién ké dau 3’ ctia ving J ctia vung bién doi. CH nay dugc ma hoa trong vecto bicu

hién xudi dong trinh ty VH cai vao song thiéu intron V-C.

Déi v6i chudi nhe, vi tri cho ghép tu nhién va vi tri BamHI dugc thém vao
xudi dong ving V. Trinh tw cho ghép nay tao didu kién thuén loi cho viéc ghép

intron V:C ctia kappa can d& gin VL vao khung doc véi ving dn dinh.

Trinh ty ADN cua céc vung bién ddi duoc tbi vu hoa va duge téng hop
bang GeneArt®. Trinh tw ddn dugc chon 1 trinh tw cho mirc biéu hién khang thé

tot trong t€ bao dong vat c6 vi nuoi cay.

Céc cAu tric ving bién ddi cta chudi ning dugc cit ra khéi vecto nhén
dong bang HindIII + Apal, tinh ché va gin véao vecto biéu hién chudi nang MRCT
da dugc cit theo cach twong tuw va xir Iy phosphataza, va ding dé bién nap vi

khuan TOP10.
Céc cu trac ving bién dbi ctia chudi kappa dugc cat bang HindIIl +

BamH], tinh ché va gén vao vecto biéu hién chudi nhe kappa MRCT di duoc cat

theo cach twong tu va xir ly phosphataza, va ding dé bién nap vi khudn TOP10.
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Biéu hién khdng thé
Vecto biéu hién cai kép ma hoa ca chudi nang 13n chudi kappa da dugc tao
ra va bién nap vao té bao HEK293T. Dich ndi nudi cdy té bao duoc tinh ché bang

sdc ky &i luc trén Protein G-agarose theo quy trinh cta nha san xuat.

ELISA lién két

Té bao HEK 293F da dugce dong chuyén nhidm bing td hop gém cac vecto
chudi nhe duoc 1am cho gibng nhu cta ngudi khac nhau két hop véi céc vecto
chudi ning dwgc lam cho gidng nhu ctia ngudi khac nhau. TG2 clia ngudi tai td
hop dugc dung dé do mirc lién két khang thé bang ELISA. Két qua chi ra ring
dang chudi ning RHA (Bang 23), t6 hop véi mot trong hai dang chudi nhe RKE
va RKJ (Béng 24) (dai dién cho céc dang chudi nhe khac nhau duge 1am cho giéng
nhu ctia ngudi) cho mire lién két ti wu (Fig. 34), va do d6, dugc chon dé tiép tuc
xé4c dinh dic diém. Phuong phép tuwong tu duge ding dé nhan dang céc cap chudi
nang va chudi nhe t&i wu cia BB7 dugc lam cho gidng nhu ctia ngudi, va chudi

ning va chudi nhe ctia DC1 duoc 1am cho giong nhu ctia ngudi.

Dang chudi ning RHA 1 dang ghép khong duoc cai bién cla céc ving
CDR ctia khang thé ABI trén trinh tu cho ctia ngudi. Tuy nhién, ca hai dang chudi
nhe, RKE va RKJ, déu co ciing hdi bién gdc dau gan SA duy nhét, F72 (Bang 24).

s 1 & \ N e . £ . 4 . o
Hoi bién nay nim ngoai cac gbc Vernier!, Canonical® hoac Interface®.

Béang A sau tom tit khang thé dang kham va khang thé dugc 1am cho giéng
nhu cda ngudi san xuét duge c6 vién din chéo dén cac dinh danh duoc su dung

trén hinh vé.

Khang thé chuot Khang thé dang kham Khang thé duge lam cho
gidng nhu cta nguoi
ABI cAB001 hAB004 (hABOO1AE)
cAB003 hAB00S5 (hABOO1AJ)
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BB7 c¢BB001 hBBOO1AA
hBB001BB

DC1 cDC001 hDCO01AA
hDC001BB

DD6 cDD6001

DD9 cDD9001

DH?2 c¢DHO01

-126-




31886

93 90 Iy UQIY QU3 O0Np

003 1919 dryy (") weyd ngp 1y £ Sugq U1y 9yl 20np 093 Jugp Juon], YD B0 YS 0A Suox weu oy Sugyy eno Sugu 19nyd Junip| 093 081 UIIY QY1 G ueg

092¢2904%

OMIYOITNIS I LAYVAMIAMSTIAVYOTOAT

HAT00DQw) OHA T2d

OMMYIXTSISALIIVAMIAMSATIVOTOAY

(HATOQOLgEqW) OHA Ld€

OMIYOXATNIS I LAYVAMIAMS TIAVOTOAT

(HATOO9YW) OHA €Y

VS UgB P 305

¢ Suvg

"9U1 90 1D 093 TgW OBOY 180 UBOP UJIY QU3 BA Jeqed] oS Yugp 1 Anp op Surip ns 20np (-) Sugn Suroys| "9y 9o 1(} USIY i) 2ONp

0983 191 ogyy (") weyo ngp 1y £ Sugq udry y3 20np 093 ugp Juon], IONYD Yy SUB LOA 09TTI0AV B0 993 Fugp Fuom g Jugy des 031A USIY ouy [ Sueg

T Y ——— T G g I T 5 5-5 ws T ouew A i NTEEER S EEEEEEE 5 09229010V

SSALTLIO0OMALS————=——————— ITIYOAXAYIAASYTSSTOTATINIANQES I LAYOMASAdAXLSEDD-~SSIIVAMI TN Hd LOYAM--SHYHLS TLIDS VYIS THTISDDANATIODSHATOAT - (HA1000qW) 9HA 10d

SSALTLIODOMAS————=——————— ITIVOXAIVIAASHTSANOTATINIVS QY SALIIDONASAdAXLSYDD--SSTIVAMITINHI LOYAM-~SHYS SSAT IDSVYISTHTSDOINATIODSAATOAY - (HAT00LGEW) SHA .99

SSALTLIOOOMATS ———————————= ITIYOXANYIATSYTSNHOTA TINIYNQIS I LAIDMASAd AXLEDDD-~ASTIVAMITINAA LIOYAM-~ SHYS SSTLIDSYYISTHTSODINATIODSHATOAT - (HA100gVW) 9HA 9V

Rt —— > Lmmm e — > <—m——= > AAD

X ¥ X X ¥ ¥ ¥ ¥ FXXXXX¥ ¥ XX XX ¥ X XXX X X XXX ¥ /Nm:.ww:ww@

.......... T R o . 0o

............................ A I O e EoTuouE))

.......... P o BTN
o D MO IHDAAADEY | ~—————-—~ e — 08—~ | ——=——=-—- R —— e —— O e Rt | -——-g¥----~ [-—=—————- | — Rt |-

0TT 00T 06 08 oL 09 0S 0¥ 0€ 0C 0t T JBqe 98

1 3upg

Sueq oe)

-127-



31886

S SRR e CRERRRREE 9090 2AY
9JADXAIAVISHSOSAAADXITIIMOIOLTAIE (MATO0EYW) OMA 9Y
YS Ug3 ngp 209
81 3upg

"3} 00 1Yp] 903 B OEOY 180 UBOP UIIY 9} BA Feqe] OS YuUEP 1) Anp 9p Sunp ns 00np (-) Sugn Suroyy eyl 90 1YY UYIY U 20Np 998 1319 OPY

(") weyo negp 1y £y Sugq udry 9y 06np 593 Sugp Suony, IONYD BNd [V YU UL I0A 959/ FTAY BNO 00F Fugp Fuom ga Fuey des o3ra udy oup L] Sueg

_ R A P “AIN O "L d a0 - AL L - Id NSYd- - T W TN NS ————— 0 QA "ST-""""""--- — _ wmwth.ﬂm_

M-THTIIODDALA-—~—~~ dAAAXOTOAXIONATXTTSSILTAIADDSOSISAYSAADAITINLIA I TLNISHOINOOIMLTASNIA~~~—~~ OSYMOLIIANIDTSYANSSdSOLTIATIE~ (lAT00gVW) 9JA 9V

<mmmmmm > <———-- > <o > 4an

¥ ¥ ¥ X XXFXERNFXFY FXF X ¥ ¥ ¥ * ¥ * ¥ KRN XN sz :mw:mﬂ

.......... R e SRR R Q01

................... B R R R Ry R i e R R EEERES L BOIIOUE))

.......... e e et et JOTUIOA
e Rt AFAIEY————— e R | ~—————— | = f-————— | --43q0gY--—-—--— | mmm |~~~ |-

00T 06 08 oL 09 0§ ov o€ 0c 0T 1 JBqe3 9S

L1 3uvg

"9t 00 IR UJIY 9y} SONp
008 131q opyy'(") wyyo ngp iy £y Sugq Uy 93 20np 203 Sugp Suon], *LyET1Z Wew FUQP HA UST OPX Yogo BWOS UYIq IOP [ 90 09ZT90AV UMY Ui 91 Sued

e > <—==>
|_H m--.-..-'~ ---------------------------------- © e © 6 » ® © 0 8 © s s s s s = e s s & 6 6 © 5 e e s e e s s s = e s = e s a0 e 0 e 6 & e s e 0 s s =0 @wmnowwmwo&m
MYOAAAYIATYITS NROTATINMSNAYS I LA IOMASAVAXLSODSOS IVS AMTTONOIVOIAMSNYAS SA LIDSYYOSTITSODIOATOODSHATIONE Dbos Ly€ZTZ
|||||||| e T Rt e et I T
06 08 oL 09 0s 0¥ o€ 0c 0T
|||||||| e st S T S

-128-



31886

"9Y} 99 1Y} 003 Jpw SLOY IBd UBOP UIIY U} BA Teqe] 9S quep Li Anp 9p Jurip ns o0np (-) ugn Sugoy| "9y 99 1Y UIY 9y 20np

003 1819 0By (") weyo nep 1y £ Sugq udry 9yi 20np 003 Sugp Suon ], IONYd Yy SULY 10A [GBEETAV BN 99T Fugp Fuom g Juey des 0d1A UIY Ui 0T 3ued

AT D Memm e CAINHO IV dnt e oL SO NSWY™ " S g VN D e e e ceayg e A A ST """ W - 1S8€614V

A-IITALOODILA-————— dAAAXOTOAXIDNATXATSSIITYAADDSOSDSAISINDAATINATAITING SHDAMNOOAMITASNIA-~—~~~ OSYMOLILAYIDTSYAISSdSOINLIA- (IA1000aw) 9¥A_10d

M-IETALO99dLA---——~— dAAAXOTOAXRIDRATHATOS ILTTAHODSOSDSIISINDANTINLTA L TINA SUDANOOAMITASNIA-——~~~ OSYMOLIIAYADTSYANSSdSOLNIV- (IAT00g€dW) 9MA”_LAd

M-THTIIO9DALA-————~— dAQAXDTORAIOHATAATSSILTAIADDSOSOSIUSAADAITINLIA T TINA SHOINOOAMLTASNIq-—-~—~ OSYMIOLILAYIDTSYANSSdSOLNOIA- (IA£00gVW) TOMA™ 19V

M-IATIIO99I LA~ -~~~ dAAAADTOAXIONATAATSSILTAIADDSOSHSAUSAADAI TINIE XA I TLNA SIDINOOAMLTASNIA-—~—~~ OSYMOLILAYIDTSYANSSdSOINOIA- (CIAZoOgVW) 193A™ 9V

Lmmmmm > o om > Lmm e ——————— > Jaon

¥ % FEEXRXRRNERY XXX XX x¥ ¥ ¥ ¥ FEXKKRN %wﬁmwsmm—

.......... D R ,0BpIoN

................... PR R R e e R [eoruoue)

.......... PR R L R B N R RV S JOIWIDA
e Eic(etel: A AEEE Rl Bttt | —=————=- | === === | === | --AHaA0gY~—-—--~ [ === | === |-

00T 06 08 oL 09 0G (0)7 o€ 0z 0T T Jeqes] oS

0 3upg

"9U} 00 1YY UATY QU3 9ONp

093 1919 0By () weyd ngp iy A Sugq udry gur 26np 593 Jugp Fuon], "0TYEEX W SuQp JA USS BX [oBO BWIOS UYIQ 1P § 90 959/ PTAV USIY 9 61 Sugg

||||||| > <———==> D
m -H.N_H_Z ------- O.m ------ © 8 o s s 8 o s s e 5 e s e e s s e s e 0 e = © © o ® s © s 8 o v s s s 8 8 e e s 8 s e s 8 G e s 6 6 s e s e s s s e s e s s e 0 =0 & & & _‘H>-m @mmnmmwwawm
JATNAADDDAAIYIAAIOTSSILALAAIOSOSOSIISAADIAINSVAX I TTMAVIDINOOAMNTANS IADSYOOLI LAYIADASYSTSSASOINOIA bas-0z9¢6X
|||||| T T e o
06 08 oL 09 0§ 0% 0€ 0¢ 0T
|||||| e S e A St H

U3 99 1YY UYTY 9y 20Np 093 191q OB
() weyo nep 1y A Sugq udry 9y 26np 093 Fugp Fuon], YD B Y 0A Suon weu gV ui Sugyy eno eddey dyu 1gnyo Junyy 093 0pd UIIY 9 §T Sueq

-129-



31886

"9U3 00 1Y USIY Uy} 00N 993

1919 opyy () weyo nep 1y £ Sugq udry 9y oonp 293 Sugp Suony, "gHTOOS WEW SUQP A UOS BX Yoo BWOS UYIq IOP 900 U [$8E61IV U 93 TT Sueq

©-° bes T68E6TAY

||||||| > <———==> <mmmm— >
0 ML trrerteeeeeeeteeseeeaaieeaaaeeas R R R R
JAXSNADDIXAALYAAAAOTSSIITIAAIOSOSOSAUSANDSOTSSYTAITSMATIOINOOAMTTANS IDOSTIDLI LAYADASYSTSSASOLNOIA bes - gpzoor
|||||| e S s Sttt E il Et
06 08 oL 09 0S [037% 0€ 0¢
|||||| e e i

"9y} 99 1P| USIY QU) 00Np 093

3919 oy (") wgyo nep 1y £ Sueq uIIY 9yl 20Np 208 Sugp Suon[, YD MO Y§ 0A uox weu 9y Supyp| eno eddey dyu 1gnyd Junyy 093 Lo Uy 9y 17 Sueq

T1G8E6TAY

DADAYAADDSOSDSAAADAITIAMOIOLINLIA

(MAT00DOQW) OYA TOA

DADATITODSOSOSAIADXITLIMOIOLINNIY

(MATOOHEW) DA LE9

DADXAIADDSOSDSAIADXITIAMOIOINOIA

(MAC00EYW) ZOMA TGV

9ADXIAADDSDSISAIADXITIAMOILOINOIA

(MAZO0EYW) TOMA dY

YS UE3 ngp 209

[C Suvg

-130-



31886

"9} 90 1Y] 093 1BU OBOY 180 UBOP USIY Y} BA “FEqED] OS YUEp L1} ANp 9p unp ns oonp () Sugn

Sueoyy] 100 &A L4 19V B0 vddey dyu 19nyd 5o eno Sund 19nod 1on3u end Niju ZuQI3 oyo we| oonp Suep oed eNd 1y yuin uey des o9iA Uy oY) 7 Suey

M-IAAMIO0DA LA -~
M-TIIAMLO0DA LA~~~
M-TIAMILOODILA———
M-TAAMIO0DA LA~~~
M-IAAMIO0DA LA -—~
M-IATILODDITLA -~

-——dIAAX0OTOAXIVIAIIDTSS ILTYAADDSOSOSAUSIADAATINATAITINIVIDINOOIMLTASNIA-~———~ OSYMOLILAYADASYSTSSASOINLIA-
-——ddQAX0TOAAIVIAIADTISSILTIIALOSOSOSAUSAADAATINATAITSIIVIDINOOIMLTASNIq-————~ OSYMOLILAYADASYSTSSdSOINOIA-
———dIAAXOTOXAIVIAIADTISS ILTTITDOSOSOSAUSIADAWNTINLTA I TINIVIDINOOIMLTASNIQ-————~ OSYMOLILAIADASYSTSSASOINMIA~
———dIAAXDTOXXIVIAIAOTSS ILTAAALOSOSOSAYSAADANTINITX ITSAIVIDINOOIMLTASNIA -~~~ —— OSYMOLILAYAOASYSTSSASOINOIA-
-—-dJdQQX0TOAAIVIATADTISS ILTIIALOSOSOSAYSIADAA TINLIIXA I TSAAVIDINOOIMLTASNIq-~~——~ OSYMOLIIAYADASYSTSSASOLNOIA~
- —-dAQAX0TIXXIOIATIDTSS I LAIIALDSOSDSIISIADAATINLYA I TTIIVIOIIOOAMITASNIA-——~—— OSYMOLIIAYAOASYSTSSASOLTIAIE-
L=——mmmm————————— >
KX F ¥ X% ¥ KX N XN

| --33A0IY~————-~
0S 0¥

(gx11000aw) €_10a
(V11000aw) V>rd_10d
(ex100gay) 0y Lad
(v1ooggw) v L99
(1100GVY) 31949V
(EM100gvVY T AV
Ao

Y ugs neq

0eJIo]

(Jeotuoue)

AOIUIDA

Jeqey| 98
tz Supg

"9U3 90 1Y 003 JpW OEOY [0 UEOP USIY Y} BA Jeqed] @S Yuep L) Anp 9p ufip ns oonp (-)

Suon Sueoy ‘1D BA L9 ‘1Y BNo Sugu 10nyo 9gd end Suno 19nd 1onSu eno nyu Sugrd oyo wel oonp Juep oo eno 1y qury Juey des o31A udly oyp 7 Jueq

SSAIATIOOOMALS ———=—=———=—— ITIYOAXAYIAITITSNROTATINISNAYS I LAIYDMASAd XX LSOO -~ SS T IVAMATONDIVOIAM -~ SHYHLSTLADSYYISTITISODIOATOODSHTIONT - (4HT0000U) gHI 1Od
SSALATIOOOMALS ———====——=—= TTIYOAAAYIAAVITSNNOTATINISNAYS I LAYOMASAd XX LSOO -~ SS I LSAMATONDIVOIAM -~ SHYHLSALADSYYISTITISHDIOATOODSHTIOAT - _ (YHT00DQY) VHY 104 _
SSALATIOOOMAdS———————————— TTIYOAAAYIAAVITSNHOTATINIS SAUSALIIONASAdAX LSOO —-SS I LYAMATONDAVOIAM--SHYSSSA T IDSYYISTITISODIOATOODSHTIOAT - (gHT00ddY) dHY L99
SSALATIODOMAJS—————==~————= TTIYOAAAYIAATITSNROTATINISNANS I LAYOMASAd XX LSOO -~ SSILSAMATONDAVOIAM -~ SHYSSSALADSYYISTITSODIOATOODSHTIOAT - (YHT00d9Y) VHY L9d
SSALATIOOIMATS —————~—————— TTIYOAAAYLATVITSNHOTA TINISNAUS T LAYOMASAd AR LND99 -~ ASTLSAMATONDAVOEAM- -~ SHYS S SA LIDSYYIS THISDOIOATOODISHTTIOAT - (VHT009VYY) VHY 49Y
aao

Y ues ned

,A0BTIoN]

([eotuoue)

JoTuIoA

¥eqey] 9§

£z Suvg

-131-



31886

"ALSIToB0Y DM ALSITIVOA
"ALSITo%0Yy DMALSITAVOA
"AdSIT%0y DMAJSITIAVIA
"AdSIT9%80y DMAISITIAVIA
"ATSIT9%0Y DMATSITIAVIA

gHY 10d
VHY 10d
VHY L94
dHY Ldd

av

£3aD — dueu 1Ny

oBoy
oBoY
ogoy
ovoy

Jvoy

"DIASAJAALSIDOSSIL 980y YSILIIOAASAdAALSIODSSILVAM

N@ISILIIONASAJAALSIODSSILY AM 980Y TINSNAISILIIOAASAdAALSIODSSILVAM
"OMASAdAALSIODOSSIL 9804 YSILIIONASAIAALSYDDSSLLSAM
N@ISLLIIDOMASAJAALSIDDSSILSAM 980y TLNISNAISILIIONASAdAALSIODSSILSAM

"DIASAJAALSIDDSSIL 9804 YSALIIDONASAIAALSYOOSSILVAM
SAMISALIIDONASAJAALSIODSSILVAM 980y TINJSSAISALIIONASAIAALSIOOSSILYVAM
"DIASAJAALSIDOSSILL 9804 YSILIIDAASAdAALSYDDSSILSAM
N@ISILIIDOMASAdAALSIDDSSILSAM 980y TINJISNAISILIIDASAdAALSIODOSSILSAM
"DIASAdAALIDDOASIL 980y YSILIYOAASAdAALIDDOASILSAM
N@ISILIIDONASAAALIDODASILSAM 980y TINASNAISILIIONASAdAALTODOASILSAM

gHd 10d

VHY 10d

VHY .99

dHY L949

qav

24do — sugu 19nyd

'SINVHL 980  JAMSIVHILSTLA 980y YAMSINVHLSTLIOSVVD
"'SINVHL 920  JAMSINVHLSALA 980y JAMSIWVHISALIDOSVVO
"SINVSS 980y YAMSINVSSSAII 9804 YAMSINVSSSIIIOSYVO
"SINVSS 9oy YAMSINYSSSALI 9804 JAMSINVSSSALIOSYVD
"'SINVSS 9804 YAMSINVSSSALA 9804 JAMSINVSSSILIDSYVD

gHY 10d
VHY 10d
VHY L99
dHY L9d

av

TIq0 - ugd 19ng)

"1-0 A L-9d ‘G 9 Sugyy 9o Bno Syu 100y gA Sugu

190y 90 uox) ‘ugq Iey 9 FUNA 98D LOA WD 980 BA YD 980 BNO 1) YULK UIIY U3 B Y3 10 b7 BA €7 Sugq 9o Suoxy ngu 1y yurn un Suey) g} wo) eyg Sueg

V¢ sueg

-132-



31886

"LAddAaAOT o¢oy DJLAJIAAAOTOA

"LAddIddAQT 980y DALAJIAAAOTOA
"LAJAAAADT 980y DJLAJIAAAOTOA
"LAJIAAADT o¢oy DALAJIAAADTOA
"LAdJIddADT 980y DALAJIAAAOTOA
"LAdJdAAAOT ooy DJLAJIAAAOTOX

O 10d
V> 10d
VI Ldd
421 Ld9
g av
4319 dv

eddd — 2yuIgnys

AATINATOROY  JADTATINATAITI 980y
AATINATOROY  JADAATINATAILTS 980y
ANTINLT 920y JADAWNTINLTAITL 980y
AANTINLT %0y JADANTINLTAITS 980y
AITINLY 9807 JADAITINIIAITS 980y
AQITINLYI 980 JADAATINLYAITT 980y

VAQODSOSOSIISIADAATINATAIT
JAALOSOSOSTISIADUATINATAIIS
TIA0DSOSOSTISIADANTINLTAITL
JAALOSOSOSTISIADANTINLTAITS
J4AILOSOSOSTISIADAITINLIATLIS
JAAILOSOSOSIISIADUAI TINLIAITT

€0 10d
VY 10d
V3 99
€N L99
N av
I 9V

ddD — [quIgnyn

"L'TASNIAOSV otoy AMITASNIAOSVIIOL
"L'TASNIAOSV 9¢oy AMITASNIAOSYIOL
"L TASNIAOSV dgoy AMITASNIAOSVIIOL
"ITASNIAOSV dgoy AMITASNIAOSVIIOL
"L TASNIAOSV deoy AMLTASNIAOSVIOL
"L'TASNIAOSV 280y AMITASNIAOSYIOL

9> 10d
V2 10d
VY Ldd
a3y 299
g v
D 9v

14do - 2yu 1onyy

-133-



31886

Xdc dinh dic diém cia khdng thé dang khdm va khdng thé dwoc lam cho giong

nhu cua ngwoi

Céc Ab dang kham va dugc lam cho giong nhu ctia ngudi duge thir nghiém
ve sy lién két vai TG2 ciia ngudi va ctia khi dau cho va vé sy tre ché cac enzym

nay theo phuong phép dugc mo ta dudi day.

Phuong phép

Thir nghiém ELISA vé viéc lién két véi TG2

Su lién két cta khang thé voi TG2 clia ngudi va ciia khi ddu ché da duoc
xé4c dinh bing thir nghiém ELISA. Pia polystyren trong 96 16 “Maxisorp” (Nunc)
duoc bao 50ng TG2 ctia ngudi va cua khi ddu ché da tinh ché trong 50l dung dich
dém cacbonat-bicacbonat 0,05M ¢6 pH 9,6 & 4°C qua dém. Bao 18 ddi chimg bang
50pl albumin huyét thanh bo (BSA) 100pg/ml. Rira dia ba 1an bang 300l nudc
mubi dém phosphat ¢6 pH 7,4 (PBS) chira 0,1% Tween 20 (PBST) va phong bé
bang 300pl sita nguyén kem Marvel 3% w/v trong PBS trong 1 gio & nhiét do
trong phong. Sau khi rira 3 1an bang PBST, 50pl khang thé khang TG2 dang kham
hodc duge 1am cho gidng nhu clia ngudi da tinh ché bang protein-A hoic khang
thé d6i chung isotyp kappa cua IgGl ciia ngudi CUB7402 (Abcam) duoc pha
lodng theo bac 4 tir ndng dd cao nhét 50nM trong PBS, va thém vao dia hai lan.
Sau 1 gid & nhiét do trong phong, rira dia 3 14n bang PBST va u véi 50ul khang
IgG nguoi cua dé lién hop véi peroxidaza (Fc) (Serotec) da pha lodng 1/5000 sita
nguyén kem Marvel 3% w/v trong PBS hodc dbi vdi cac 16 chira CUB7402 la
khang IgG nguoi clia dé lién hop v6i peroxidaza 1/5000 (Fc) (Sigma) trong 1 gio &
nhiét d trong phong. Sau 3 14n rira bang PBST, phét trién dia bang 50ul co chét
TMB (Sigma) trong 5 phit & nhiét do trong phong trudc khi dap tit phan ting bang
25ul H,SO4 05M va do do hép thu & 450nM trong bd doc dia vi chuin do (BioTek
EL808). Phén tich dudng cong lidu-dap tng va xac dinh tri s6 EC50 va cac thong
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sd thdng ké khac bang cach khép logic 4 thong sb ddi voi sb lieu (GraphPad

Prism).

Thir nghiém transglutaminaza trén co sé huynh quang vé su ikc ché TG2 boi khdng

thé theo sdng ché.

Hoat tinh transglutaminaza ctia enzym TG2 ciia ngudi dé tinh ché (Zedira)
hodc enzym TG2 ctia khi diu ch6 da tinh ché (Trenzyme) duoc do bing cach hop
nhit dansyl lysin KxD (Zedira) vao N,N-dimetyl casein (DMC, Sigma). TG2 cua
ngudi hogc khi dau ché dugc pha loang trong dung dich dém chuyén amit (HEPES
25mM pH 7,4 chita NaCl 250mM, MgCl, 2mM, CaCl, 5mM, DTT 0,2mM va
Pluronic F-127 0,05% v/v) ldn lugt thanh 1nM va 10nM va tron v6i khang thé
khang TG2 cta chudt, dang kham hozc dugce 1am cho giéng nhu cia ngudi da tinh
ché bang protein-A & cac ndng do khac nhau trong 180 phut & nhi¢t do trong
phong trong dia vi chuan d6 mau den 384 16 (Corning). B4t diu phan ung bang
cach thém DMC va KxD lan lugt dén ndng d6 cudi 10uM va 20uM va thé tich
phan tmg cudi 30ul, va d& & nhiét do trong phong trong 180 phiit va theo doi su gia
ting phat huynh quang (RFU) (kich thich & 280nm, birc xa & 550nm) bang céch sir
dung bo doc dia Tecan Safire’. Tiéu chudn hoa sd liéu theo ty 1& phan tram hoat
tinh trong d6 % hoat tinh=(RFU khang thé thir nghiém —RFU d6i chung thép)/
RFU dbi ching cao —RFU dbi chung thip) x 100, trong d6 dbi chimg thip chira tét
ca céc thanh phin ngoai trir enzym con ddi chung cao chira tit ca cac thanh phan

ngoai trir khang thé.
V& duong cong lidu khang thé-dép ung bing céch st dung phin mém
GraphPad prism va khép bang mé hinh logic 4 thong s6 dé dwa vé IC50 va céc

thong s6 théng ké khac. Két qua duge mo ta trén Fig. 29 dén Fig. 33.

Két qud va ban ludn vé sw tec ché enzym va thi nghiém ELISA lién két béi cac

khdne thé khdne TG2 ctia chudt va dwoc lom cho oibne nhw clia newoi
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Kha ning cc khang thé khang TG2 dang kham va duoc 1am cho giéng nhu
clla nguoi Uc ché su chuyén amit bdi TG2 cta ngudi dugce xac dinh béng su (rc ché
phu thudc lidu dbi véi su hop nhét phu thudc TG2 cua dansyl lysin vao N,N-
dimetyl casein (dugc minh hoa trén Fig. 29 dén Fig. 31). Ca khang thé dang kham
lan khang thé duoc lam cho gibng nhu cua ngudi tir nhom 1 (vi du, cAB003,
cBB001, ¢cDC001, hBBOO1AA, hAB0O01BB, hAB005 va hAB004) déu wc ché
manh hoat tinh TG2 trong gidi han nanomol thip, pht hop véi sb liéu ELISA thé
hién sy lién két véi TG2 cta ngudi duge ¢b dinh trong cung gidi han (Fig. 35 va
Fig. 37). Nguoc lai, khang thé thuong mai CUB7402 khong tc ché hoat tinh
enzym TG2 cta ngudi hodc khi diu ché (Fig. 29F va 30B), mic du mirc lién két
trong duong voi cac khang thé nhom 1 trong céc thir nghiém ELISA (Fig. 35A,
36A, 37A va 38A) phi hop v6i sy nhan biét CUB7402 cua epitop khong can trd
chirc ning chuyén amit ctia enzym nay. Do d6, cac khang thé nhom 1 ¢6 thé duoc
phan biét bang kha nang ctia chung trc ché chirc nang enzym tir cac khang thé khac
nhu CUB7402, chiing lién két song khong c6 tac dung dbi v6i hoat tinh enzym.
Tuong tu, cdc khang thé cia chudt va dang kham dai dién cho nhém 3 (vi du,
mDD9001, mDH001, cDD9001 va ¢cDH001) ludn tc ché sy chuyén amit cia TG2,
song v6i d6 manh thip hon so v6i khang thé nhém 1 (Fig. 29 va Fig. 33). Su trc
ché ctia TG2 ciia ngudi boi cac khang thé don dong chudt gbe duoc 14y vi du tir
nhoém 1 va nhém 3 (Fig. 33) cho d6 manh twong duong véi cac dang kham va duoc
lam cho gidng nhu ctia ngudi cia ching, chi ra rang d6 manh chirc ning cta khang
thé chudt da duoc giit lai trong céc dang duogc 1am cho gidng nhu cua nguvi.
Twong tu, s6 liéu ELISA lién két TG2 ctia ngudi dbi véi cac khang thé dugce lay vi
du hBBOO1AA, hBB001BB va hAB004 (Fig. 37) cho tri sé EC50 twong duong voi
céc tri sd thu duoc ddi véi cac dang kham ¢cBB001 va cAB003, chi ra rang 4i luc
lién két ciing duge duy tri & cac dang duge lam cho gibng nhu cta ngudi. Cac
khang thé dang kham va dugc 1am cho giéng nhu ciia ngudi ciing ching t6 e ché
manh TG2 cta khi ddu choé (Fig. 30 va Fig. 32) va tri s6 EC50 ELISA tuong
dwong (Fig. 36 va Fig. 38) giita cac loai, phit hgp véi su bao ton epitop cing ho &
TG2 cta khi ddu cho, cho mirc twong dong trinh tw chung 99%. Nguoc lai,

-136-



31886

CUB7402 c6 muc lién két voi TG2 cia ca hai loai twong dwong khang thé nhom 1,

song khong trc ché hoat tinh ctia cac enzym nay (Fig. 35-38 va Fig. 29-30).

Thir nghiém trén co s6 té bao
Su lién két cua khang thé theo sang ché véi TG2 ngoai bao tir té bao biéu

md HK-2 duoc thir nghiém bing quy trinh sau.

Do hoat tinh TG ngoai bao
Hoat tinh TG ngoai bao dugc do b::ing ELISA té bao dugc cai bién. Thu

hoach té bao bidu m6 HK-2 bing Accutase va ciy & mat do 2x10* t& bao/15 trong
mdi truong khong c6 huyét thanh trén dia 96 15 da phu qua dém 100ul/15
fibronectin (5pg/ml trong Tris—HCI 50mM pH 7.4) (Sigma, Poole UK). Dé cac té
bao gin O/N & 37°C. Thay méi trudng bing DMEM (Life Technologies) va thém
hop chét, khang thé hodc dbi chimg vao va dé lién két & 37°C. Thém biotin
cadaverin [axit N-(5 amino pentyl biotinamit) trifloaxetic] 0,1mM (Zedira) vao céc
18 va cho dia vé 37 °C trong 2 gio. Rira dia 2 1an bang EDTA 3mM/PBS va loai bd
té bao bang 0,1% (w/v) deoxycholat trong EDTA 5SmM/PBS. Thu gom dich ndi va
dung dé x4c dinh protein. Rira dia bing PBS/Tween va hop nhét biotin cadaverin
bang 1:5000 extravidin HRP (Sigma, Poole, UK) trong 1 gid & nhiét do trong
phong tiép theo 12 co chit K Blue (SkyBio). Dap tit phan ung bang Red Stop
(SkyBio) va do d6 hép thu ¢ 4

650 nm. Mdi khang thé duogc thir nghiém it nhit ba I4n riéng biét.

Két qua duoc thé hién trén Fig. 39 va Fig. 40 va thé hién duong cong vi du
va bang trj s6 IC50 thu dugc dbi voi cac khang thé thir nghiém. Fig. 39 thé hién két
qua v6i AB1 dugc lam cho giéng nhu cta ngudi va Fig. 40 thé hién két qua véi

BB7 duoc lam cho gidng nhu ctia ngudi.
hAB005 rc ché TG2 ngoai bio cua t& bao HK2 véi IC50 1a 71,85nM va

mirc (e ché cuc dai bang khoang 30% hoat tinh ddi chimg. hBBOO1AA tc ché
hoat tinh véi IC50 1a 19,8nM va muc e ché cuc dai bang 40% hoat tinh ddi
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chimg. hBB0O1BB ¢6 IC50 tét hon 1a 4,9nM song murc irc ché cuc dai bang 55%

doi chiing.

Thir nghiém trdy xwéc
Thir nghiém vét thwong triy xude ciing duoc thuc hién dé danh gia hoat
tinh lién két cua cac khang thé khang TG2 duoc 1am cho giéng nhu ctia ngudi va

dang kham theo sang ché.

TG2 da dugc chiing minh 1a dong vai trdo quan trong trong ching xo héa
phdi va chudt nhit khuyét TG2 biéu hién sy tao seo va xo hda giam trong méd hinh
bleomyxin (Keith C. Olsen, Ramil E. Sapinoro, R. M. Kottmann, Ajit A. Kulkarni,
Siiri E. lismaa, Gail V. W. Johnson, Thomas H. Thatcher, Richard P. Phipps, and
Patricia J. Sime. (2011) Transglutaminase 2 and Its Role in Pulmonary Fibrosis.
Am.J of Respiratory & Critical Care Med. 184 0699-707). Su di cu cta céc té bao
tir chudt nhat khuyét TG2 trong qua trinh tao vét thuong 14 giam so voi kiéu dai.
Thir nghiém vét thuong trﬁy xude duge thuc hién dé danh gi4 tdc dung cua céac
khéng thé khang TG2 duge lam cho gidng nhu ctia ngudi va/hodc dang kham theo
sang ché d6i vai ty 18 khép vét thuong trong 16p nguyén bao sgi phdi binh thuong
(té bao WI-38).

Quy trinh thir nghiém trdy xuwdc:

Céy t& bao WI-38 (nguyén bao soi phdi ngudi binh thuong ATCC
cat#CCL-75) vao dia Image Lock 96 15 (Essen cat#4379) & 2 x 10%/15 trong moi
truong aMEM (Life Technologies cat#32561) chira 10% FBS va sinh truéng O/N
dén muc nhap dong >97%. Rira té bao 2 14n bang méi truong aMEM ma khong c6
huyét thanh va tao vét thuong trdy xudc bing cach st dung Essen Wound Maker
va quy trinh cta nha san xudt. Loai bé mdi truong va thay bang 95u1/16 mdi trudng
khong c¢6 huyét thanh. Thém ddi chimg va khang thé thir nghiém vao cac 1. Dt
dia vao Essen Incucyte va phan tich su khép vét thuong bang cach sir dung quy

trinh tao vét thuong trdy xude.
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Cytochalasin D dugc ding 1am ddi chimg thir nghiém & 0,1uM. R281, mot
chit @c ché transglutaminaza khong ddc hi€u, phan tr nhé, dugc thtr nghiém &
100uM. Z DON, mét chét e ché transglutaminaza khong thuan nghich, dang
peptit, dugc thir nghiém & 10pM va 100pM. Khéang thé khang TG2 c6 ban trén thi
truong Cub7402 (ABcam cat#ab2386) duge thir nghiém ¢ Spg/ml. Khang thé theo
sang ché duoc thir nghiém it nhét 3 14n & cac ndng dd khac nhau nhu duge chi ra.
Trong tit ca cac thi nghiém, Cytochalasin D déu & 0,1uM con ZDON & hai nong

d6 dé thé hién tac dung phu thudc vao lidu.

Céc két qua duoc 14y vi du cia thir nghiém trdy xudc dugce thé hién trén
Fig. 41 dén Fig. 44. Nhu c6 thé thy trén Fig. 41, Cytochalasin D, R281 va ZDON
déu tre ché su khép vét thuong (ZDON dugc chimg minh 14 tre ché theo cach phu
thude vao liéu) song khang thé Cub7402 khong trc ché sy khép vét thuong. BB7
duoc 1am cho gidng nhu cua ngudi, AB1 duge 1am cho gidng nhu ciia ngudi va

DC1 dang kham d&u trc ché su khép vét thuong.

Ai lyc ciia cde Ab khdng TG2 dang khdm va dwoc lom cho gidng nhw cia ngudi

Ai Iyc lién két (Kd va téc d6 phan ly) dbi voi nhém Ab dang kham va duoc
lam cho giéng nhu cta ngudi theo sang ché khang TG2 cia ngudi va TG2 cia khi
ddu cho duoc danh gia bang k¥ thuat Biacore. Quy trinh va két qua duoc md ta

dudi day va duge thé hién trén Fig. 45 dén Fig. 47.
Phuwong phdp Biacore

TG2 ctia ngudi tai t6 hop duoc thu mua tir Zedira GmbH (cat. no.: T002).
TG2 cta khi dau cho tai td hop dugc thu mua tir Trenzyme. Cong hudng plasmon
bé mat (Surface plasmon resonance: SPR) duoc do bang thiét bi Biacore T200 (GE
Healthcare). Chip CM5 (GE Healthcare cat. no.: BR-1006-68) duoc bao khang thé
don dong cua chudt nhit khang IgGl ctia nguoi (Fc) (khang thé MAH) (GE
Healthcare cat. no.: BR-1008-39) bing c4ch lién hgp amin nhu dwgc mo ta trong
huéng din cta nha san Xuét. Dung dich d¢ém HBS-EP+ (HEPES 0,01M, NaCl
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0,15M, EDTA 3mM, Surfactant P20 0,05% v/v) va dung dich dém HBS-P+
(HEPES 0,01M, NacCl 0,15M, Surfactant P20 0,05%) dugc mua tir GE Healthcare
duéi dang dung dich gbc 10x (cat. nos.: BR-1006-69 va BR-1006-71). Dung dich

canxi clorua dugc thu mua tr Sigma Aldrich (cat. no.:21115).

Phuong phap dung dé x4c dinh 4i luc cia khang thé khang TG2 bao gdém
bude biy khang thé dang kham hoidc dugce 1am cho gibng nhu ctia ngudi trén chip
CMS5 da bao MAH, tiép theo tiém loat mau TG2 trong dung dich dém chay. Dung
dich dém chay 1a 1x HBS-P+ chtra CaCl, 1mM hodc 1x HBS-EP+ dbi voi céc thi
nghiém khong c6 canxi. Budc bdy khang thé dugc thuc hién trong khoang thoi
gian tiép xuc 120 gidy & luu tbc 10pl/phut din dén biy duoc khoang 40-80 RU.
Tiém TG2 1én khang thé da ¢§ dinh & ndng d6 ndm trong khoang tir 25nM dén
400nM v6i thoi gian tiép xuc 1én dén 600 gidy & luu tée 30pl/phit. Su phan ly cia
TG2 thudng dugc do trong khoang thoi gian 1én dén 5400 gidy (1,5 gio). Tiép
theo, tai sinh chip bing cach sir dung MgCl, 3M, trong thdi gian tiép xtc 60 gidy &
luu tbe 30pul/ml, tiép theo khoang thoi gian dn dinh 300 gidy trude khi thuc hién
mau tiép theo. D6i v6i mdi TG2 ctia ngudi va cla khi ddu ché, thuc hién it nhét 5

miii tiém & cac ndng dd khac nhau trong it nhit hai thi nghiém riéng biét.

Trich xuét sb liéu dong hoc tir Biacore T200 Evaluation Software va phan
tich bing GraphPad Prism, trong d6 cac pha t6 hop va cac pha phan ly duoc phén
tich riéng biét 1an luot bang mo hinh t6 hop mot pha va mé hinh phan ky theo ham
mil mot pha. Tinh céc tri s6 tdc d6 td hop (kon) d6i voi mdi dudong cong, va toe do
phan ly (ko) tir sb liéu pha phéan ly dai thu thdp dugc. Trong do, tri s6 kogr duoc
tinh 1a < 1x107 7%, cai dt cac tri s6 & 1x10” @é phan tich, do cac tdc d6 cham hon
tri sb nay khong thé ude tinh dwge mot cach chinh xé4c. Céc tri s6 k,, va kg néu
trong cac bang dudi ddy duge thé hién duéi dang gié tri trung binh cla céc tri sd
tinh duoc riéng r& ddi voi mdi khang thé d6i voi mdi loai TG2 tir nhiéu ndng do

+/- 1 d6 léch chuan. Tri s6 Kp duoc tinh dudi dang kg trung binh/k,, trung binh.

Két qua ciia thi nghiém Biacore
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Béng 25
TG2 cla nguoi
Kot Kon Kp

Khang thé 2 (5_1)5 st.dev (M.ls.lz st.dev4 M) i

+ Ca* <10 - 1,7x10° | 32x10* | <6x10°
cABOO3 _CaZ <107 ; 8,6x10° | 2,1x107 | <1x10°
+ Ca** <107 - 2,1x10° | 6,9x10* | <35x10™"
cBB0O1 -Ca” <107 ; 1,5x10° | 1,8x107 | <7x10"
hAB004 (hLABOO1AE) | 2,4x10° | 1,0x10° | 2,0x10° | 1,4x10° | 1,2x10™°
hAB005 (hABOO1AJ) <107 - 1,9x10° | 6,8x10* | <5x10"
hBB0O0O1AA <107 - 2,7x10° | 1,1x10° | <4x10™"
hBB001BB <107 - 2,4x10° | 12x10° | <4x10™"
¢DC001 <107 - 3,2x10° | 5,7x10* | <3x10™"
DHOO1 +Ca?t | 1,8x10° | 4,9x10° | 2,8x10* | 1,3x10* | 6,4x10"°
-Ca™ 49x10* | 1,6x10° | 2,1x10* | 1,2x10* | 2,3x10®
+Ca®" | 1,3x10° | 1,8x10° | 3,0x10* | 2,3x10* | 4,3x10™"°
cDD9001 -Ca** 7,1x10° | 1,6x10° | 2,3x10* | 7,6x10° | 3,1x10”

Béang 25 thé hién sb liéu dong hoc thu duogc dbi véi TG2 cia nguoi. Trong
do, tc dd ko duoc tinh 14 nhé hon 107 s, cac tri s6 dugc dat dén 107 s dé phén

tich, do cac tc do chdm hon tri s6 nay khéng thé wéc tinh duoc mot cach chinh

Xac.

Béang 26
TG2 cua khi dau chéd

koff kon I<D

Khéng thé %) st.dev st st.dev M)
CAB0O3 +Ca? | 12x10° | 8,1x10° | 2,4x10° | 1,1x10° | 5,0x10™"
-Ca™ 1,3x10° | 1,5x10° | 1,4x10° | 1,9x10* | 9,3x10"
+Ca* <107 - 2,9x10° | 9,0x10* | <3x10™"
cBB001 -Ca** <107 - 1,9x10° | 2,1x10* | <5x107™""
hAB004 (hABOOIAE) | 1,8x10° | 2,3x10° | 1,6x10° | 7,3x10% | 1,1x10™"
hAB005 (hABOO1AJ) | 3,4x10° | 4,6x10° | 14x10° | 4,1x10* | 2,4x10™"
hBBOO1AA <107 - 3,0x10° | 1,4x10° | <3x107"
hBB001BB 3,7x10° | 34x10° | 2,7x10° | 1,3x10° | 1,4x107°
¢cDC001 <10® - 42x10° | 3,3x10° | 2,4x107"
+Ca”" <10” - 1,5x10* | 9,5x10° | <7x107"
cDHO001 - Ca™ 6,3x10° | 12x10° | 2,6x10* | 1,0x10* | 2,4x10°
+Ca* | 1,6x10° | 1,4x10° | 3,1x10* | 1,6x10* | 5,2x107°
cDD9001 - Ca?’ 4,1x10° | 1,6x10° | 4,6x10* | 1,3x10* | 8,9x10°™

Bang 26 thé hién sb lidu dong hoc thu duoc ddi voi TG2 ctia khi dau ché.

Trong do, t& d6 ko dugc tinh 12 nhé hon 10° s, céc tri sb duge dat dén 107 s dé
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phan tich, do céc tbc do chdm hon tri sd nay khong thé woc tinh duge mot cach

chinh xac.

Fig. 45 dén Fig. 47 cung cép bd sb liéu Biacore dugc 14y vi du. Nhu c6 thé
thdy, cac khang thé duoc 1am cho gidng nhu cta ngudi va dang kham cABO003,
¢cBB001, hAB004, hAB005, hBBOO1AA, hBB001BB, cDC001 d6i v6i TG2 c6 4i
luc rét cao véi TG2 cia ngudi va cda khi d4u cho, véi tri sb Kp 14120pM hoéc cao
hon. Céc khang thé dang kham ¢cDHO001 va ¢cDD9001 c¢6 tdc do t6 hop chdm hon
v6i TG2 ciia ngudi va cta khi ddu cho va 4i luc chung yéu hon. Viéc kiém tra tinh
‘ch(_)n loc ctia khang thé khi khéng c¢6 mat canxi cho thy ring it hodc khong cé tac
dung, ngoai trir trong trudng hop ciia cDHO01 va ¢cDD9001, & d6 su lién két 14 yéu
do tdc do phan ly (ko) nhanh hon.
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Yéu ciu bdo h{
L. Khang thé hozc doan lién két khang nguyén cua né lién két chon loc véi
epitop trong ving 18i clia transglutaminaza typ 2 (TG2) va trc ché TG2 ngudi lién
két chéo véi lysin va glutamin bang cac lién két Ne(y-glutamyl)lysin isopeptit,
trong d6 khéng thé hodc doan lién két khang nguyén ctia né chta céc trinh tu axit

amin sau:

() KASQDINSYLT (LCDRI1);
LVNRLVD (LCDR2);
LQYDDFPYT (LCDR3);
THAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); va
LISTY (HCDR3); hodc

(i) KASQDINSYLT (LCDRI);
LTNRLMD (LCDR2);
LQYVDFPYT (LCDR3);
SSAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); va
LISPY (HCDR3); hoic

(i) KASQDINSYLT (LCDRI1);
RTNRLFD (LCDR2);
LQYDDFPYT (LCDR3);
SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); va
LISLY (HCDR3).

2. Khang thé hodc doan lién két khang nguyén cia né theo didm 1, trong d6
khang thé hoic doan lién két khang nguyén cia no co:

(i)  vung bién dbi chudi nhe chira trinh ty
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DITMTQSPSSL SASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVN
RLVDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTK
VEIK, va ving bién d6i chudi ning chira trinh tur
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWVA
TISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYFCARLIS
TYWGQGTLVTVSS; hodc

(ii) ving bién d6i chudi nhe chira trinh tu
DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTN
RLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGTK
VEIK, va viing bién di chudi ning chira trinh tu
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVATI
SSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISP
YWGQGTLVTVSS:; hodc

(iii) viing bién ddi chudi nhe chira trinh tu
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKL
EIK, hoac
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKV
EIK,
va viing bién ddi chudi nang chira trinh tu
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVST
ISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLIS
LYWGQGTLVTVSS.

3. Khéang thé hodc doan lién két khang nguyén ctia n6 lién két chon loc vdi
epitop trong ving 18i clia transglutaminaza typ 2 (TG2) va trc ché TG2 ngudi lién

két chéo vai lysin va glutamin bing céc lién két Ne(y-glutamyl)lysin isopeptit, c6:

(a) viing bién d6i chudi nhe chura trinh tu
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWYLQKPGQSPKFL
[YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFG

-149-



31886

GGTKLEIK, va ving bién d6i chudi nang chtra trinh tir
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKQKSGQGLEWIGYINPYNDGA
KYNE KFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS;
hodc

(b) viing bién ddi chudi nhe chira trinh tu
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEW YLQKPGQSPKL
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTF
GSGTKLEIK, va ving bién dbi chudi ning chira trinh tur
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIG
FINPYNDGTK YNEKFKGKATLTSDKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFS
SGYWGQGTTLTVSS; hoic

(¢) ving bién dbi chudi nhe chtra trinh tu
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEW YLQKPGQSPKF
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTF
GGGTKLEIK, va ving bién ddi chudi ndng chtra trinh ty
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIG
YINPYNDGARYNEKFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARL
SSDYWGQGTTLTVSS; hodic

(d) ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTEGAGT
KLELK, va viung bién d6i chudi niang chira trinh tur
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAH
IYWDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTT
APFAFWGQGTLVTVSA; hoic

(e) ving bién dbi chudi nhe chua trinh tu
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTS
NLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATEYCQQWSSSPLTFGAGTK
LELK, va ving bién dbi chudi ning chira trinh ty

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAH
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IYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTT
APFAYWGQGTLVTVSA; hodc

(f) ving bién d6i chudi nhe chura trinh ty
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIA
GTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFG
GGTKVTVLG, va ving bién dbi chudi nang chira trinh tur
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWI
GYINPKNGVIYYNQKFKGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCAT
ALTYWGQGTLVTVSA; hodc

(g) ving bién ddi chubi nhe chira trinh tu
DVVMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRR
LIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPYT
FGGGTKLEIK, va viing bién d6i chudi nang chira trinh tu
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMTWVKQAPGKGLKWMG
WINTSSGVPTYADDFKGRFAFSLETSASTAYLQINNLKSEDTATYFCARPE
VAYWGQGTLVTVSA.

4. Khang thé hodc doan lién két khang nguyén ciia né theo mot diém bét ky
trong s& cac diém néu trén, trong do:

(a)  khang thé hodc doan lién két khang nguyén ctia n6 chira hodc bao
gbm khang thé nguyén ven;

(b)  khang thé hodc doan lién két khang nguyén ciia né chtra hodc bao
gom doan lién két khang nguyén duoc chon tir nhém bao gdm: doan Fv, vi du doan
Fv chudi don hodc doan Fv dugce lién két disulfua; doan Fab; va doan giéng Fab, vi
du doan Fab’ hodc doan F(ab),;

(c)  khang thé hoic doan lién két khang nguyén cta n6 1a IgG1, IgG2,
IgG3 hodc IgG4.

5. Polynucleotit ma héa khéng thé hodc doan lién két khang nguyén cia né

theo mot diém bét ky trong s cic diém tir 1 dén 4.
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6. Hop chét chira khang thé hodc doan lién két khang nguyén ciia n6 theo mot
diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4 va mot gde niva, vi du gbe c6 thé phét

hién dé dang, va/hoic gbe gay ddc té bao truc tiép hodc gian tiép.

7. Dugc pham chira khang thé hodc doan lién két khang nguyén ctia né theo
mdt diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, hodc polynucleotit theo diém 3,
hodc hop chét theo diém 6, trong hdn hop véi t4 duoc, chét phu gia, chit pha lodng
hodc chét mang dugc dung, tuy y chira thém mdt hodc nhiéu thanh phén hoat tinh
khac nita, wu tién 1a trong d6 dugc phim/ché phdm dugc nay dugc bao ché dé dung

trong tinh mach, trong co, hodc duédi da cho ngudi bénh.

8. B0 kit gdm c4c thanh phan chira khang thé hodc doan lién két khéng nguyén
ctia n6 theo mot diém bAt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, hodc polynucleotit theo

diém 5, hodc hop chét theo diém 6; va mdt tdc nhan khac.

9. Phuong phép in vitro dé 1am giam hodc tc ché hoat tinh enzym TG2,

phuong phap niy bao gdm budc ding khang thé hoic doan lién két khéng nguyén
ctia né theo mot diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 4, hodic polynucleotit theo
diém 5, hodc hop chét theo diém 6, vao mau chira TG2, vi du mau mé hoic té bao

chua TG2.
10.  Phwong phép san xuét khang thé hoaflé doan lién két khang nguyén cua nd

theo mot diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, hoac hop chit theo diém 6,

phurong phap nay bao gdm biéu hién polynucleotit theo diém 5.
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A: ELISA huyét thanh
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Vi tri lién két v6i Ca gia dinh
‘B§ ba xic tac (Cys 277, Asp 358, His 355)

vi tri lién két v6i DD-9)
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Khing thé AB-1

AB1YH

GAAGTACAGCTGGAGGAGTCAGGGGGGGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGARA
CTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGC
CAGACTCCGGACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCARCCATTAGTGTTGGTGGTGGTAAR
ACCCACTATCCAGACAGIGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAG
AACACCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTAC
TGTGCAARACTAATCAGTICTCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTICTCCTCA

AB1LYH
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGK
THYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS

AB1 YK
GACATCCAGATGACACAGACTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTC
ACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAG
AAACCAGGGAAATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGG
GTCCCATCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGC
AGCCTGGAATATGAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCG
TACACGTTCGGAGGGGGGACCAAACTGGARATAARA

31 N
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKTLIYRTNRLEFDG
VPSRFSGSGSGODFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 7
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IC50 hTG2 | IC50 rTG2 | IC50 mTG2 Ty 18 Ty 18 hTG2 | Ty 18 rTG2
(mg/ml (mg/ml (mg/ml | Ngudi/chudt IC50 véi chit e IC50 véi chat
IgG/ng TG2) |IgG/ng TG2) |IgG/ng TG2) cong ché ciia nguoi | e ché cia
tot nhit ngudi tot nhat
AB1 1,09x107 NI NI - 1 -
DC1 1,23x10° NI NI - - 1,1 -
BB7 1,59x10° 3,2x10™ NI 20 1,47 29,4
AG9 4,87x10° NI NI - 4,47 -
DD9 5,24x107° 3,03x10 NI 6 4,87 29,22
DH2 6,7x10° 2,23x10* NI - 6,2 38,13
EH6 6,9x107 4,03x10™ NI 5,8 6,33 36,714
AH3 7,8x107 NI NI - 7.1 -
JE12 12,3x10° NI NI - 11,3 -
FIG. 9
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Khing thé AB1

GRAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGGEGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGARACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTTCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGEG
ACAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTGTTGCTGGTGGTAAAACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGCTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTCTATCTGCAAAT
GAACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAARACTAATCAGTCTCTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AB1 VH
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCARSGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGGGKTYYPD
SVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLTVSS

GACATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCACTAT
CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGA
AATCTCCTAAGACCCTGATCTATCGTACAAATAGATTGTTTGATGGGGTCCCATCCAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTTTTTTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATATGAAGATAT
GGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAAC
TGGRAATAAAR

ARB1 VK
DIKMTQSPSSMYASLGERVT ITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDGVPSRF
SGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 18
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Khing thé BB-7

BB7 VH

GCAGTGCAACTGGTAGAGTCTGGGGGAGGCT TGGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAARCTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGAATCATTTTCAGITCCTCTGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
AARAGAGACTGGAGTGGGTCGCAACTATTAGTAGT GGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGATTCACCGTCTCCAGAGACAGTGCCAAGAACACCCTATACCTGCAAAT
GGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGCAAAACTAATCAGTICCCTACT
GGGGCCARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

BB7 VH
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVROTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPD

SVKGRFTVSRDSAKNTLYLOMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVSS

BR7 VK
GCCATCAAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCATCAT
CACTTGCRAGGCGAGTCAGGACATARATAGTTATTTAACCTGGTTCCAACAGAAACCAGGAA
AGTCTCCTAAGACCCTGATCTATCTTACAAATAGATTGATGGATGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGAATTTTTACTCACCATCAGCGGCCTGGAACATGAAGATAT
GGGCATTTATTATTGTCTCCAGTATGTTGACTTTCCGTACACGT TCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAARTAARA ‘

BBT VK
AIRMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQOKPGKSPKTLIYLTNRLMDGVPSRE
SGSGSGQREFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 19
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Khing thé DC-1

DC1 VH

GRAAGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCT TAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCACTCTCAGTACCCATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGG
AGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCAT TAGTAGTGGTGGTCGTTCCACCTACTATCCAGAC
AGTGTGAAGGGTCGATTCACTATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTGCAACT
GAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCAAGACTAATCAGTACCTACT
GGGGCCARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGRSTYYPD
SVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTVSS

DC1 VK
GACATCACGATGACCCAGTCTCCATCTTCCATATATGCATCTCTGGGAGAGAGAGTCACTAT
CACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATAGCTATTTAACCTGGTTCCAGCAGARACCAGGGA
AATCTCCTARGATCCTGATCTATCTTGTARATAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCAAGGTTC
AGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTATGCTCTCACCATCAGCAGTCTGGAATATGAAGATAT
GGGAATTTATTATTGTCTACAATATGATGACTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGC
TGGAAATAARA

DC1 VK
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASODINSYLTWFQOKPGKSPKILI YLVNRLYDGVPSRE
SGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 20
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Khiang thé JE-12

JE12 YH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC

CTGCARGGCTTCTGGATACAGATTCACTAGCTATGTTATGCACTGGGTGAAACAGAAGTCTG
GGCAGGGCCTTGAGIGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAAGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACARATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTATCTAGTGACTATT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

e rm \re
EVQLOQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKQKSGQGLEWIGYINPYNDGAKYNE

KFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS

GATGTTTTGATGACCCAARATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGAACATATTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCCTGATCTACRAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAAGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA

JE12 VK

DVLMTONPLSLPVSLGDQASISCRSSQSTEHINGNTYLEWYLOKPGOSPKFLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 21
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Khing thé EH-6

GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTAGTTATGTTATGCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATTTATTAATCCTTACAATGATGGTACTAAGTACAATGAG
AAGTTCARAGGCARGGCCACACTGACCTCAGACAAAGCCTCCACCACAGCCTACATGGAGCT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATTCTCCTCTGGGTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

EHG VH
EVQLOQSGPELVKPGASVKMSCKASGY TFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGF INPYNDGTKYNE
KFKGKATLTSDKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFSSGYWGQGTTLTVSS

EH6 VK
GATGTTTTGATGACCCAAARCTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCAGAGTATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACC
TGCAGAARACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAATCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGAT CAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGT
GGGGGCTGAGGATCTGGGAGT TTATTACTGCCTTCAAGTTTCACATGTTCCTTTCACGTTCG
GCTCGGGGACAARGTTGGARATAARA

s
DVIMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYRVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDEFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTFGSGTKLEIK

FIG. 22
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Khing thé AG-9

GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGTTGGTARAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAGGGCTTCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAGGTACAATGAG
AAGTTCARAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACARATCCTCCACCACAGCCTACATGGAACT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTTTCTAGTGACTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AGI VH
EVQLOQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGY INPYNDGARYNE
KFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLIVSS

AGY VK
GATGTTTTGATGACCCAARATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGCGATCAGGCCTCCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCGGAGCATTGAACATAGTAATGGARACACCTATTTGGAATGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGTTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGTGT
GGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCARGGTTCACATGITCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAARA

AGY VK
DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWY LOKPGOSPKFLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 23
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Khang thé AH-3

AH3 VH
GAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTARAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTC
CTGCAGGGCTTCTGGATACACATTCACTACCTATGTTATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTG
GGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTTACAATGATGGTGCTAGGTACAATGAG
AAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACARATCCTCCACCACAGCCTACATGGAACT
CAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGACTATCTAGTGACTACT
GGGGCCAARGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

AH3 VH
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGOGLER IGY INPYNDGARYNE

KFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS

AH3 VK .
GATGTTTTGATGACCCARRATCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAGGCCICCAT
CTCTTGCAGATCTAGTCGGAGCATTGAACATAGTAATGGAAACACCTATTTGGARTGGTACC
TGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCARAGTTCCTGATCTACAARGTTTCCAACCGATTTTCTGGG
GTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGTGT
GGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTTCACGTTCG
GAGGGGGGACCRAGCTGGAAATAAAA ‘

AH3 VK
DVIMTQNPLSLPVSLGDOASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKFLIYKVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK

FIG. 24
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Khing thé DD-9

DRI VH
CAGGTTACTCTGARAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAC

TTGTTCTTTTTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCGGGTATGGGTGTGAGTTGGATTCGTCAGT
CCTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACRAGCGCTATAAC
CCATCCCTGAAGAGCCGGATCACAATCTCCAAGGATTCCTCAAGCAACCAGGTATTCCTCAA
GATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATATTACTGTGCTCGAAGTTGGACTACGG
CCCCGTTTGCTTTCTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DR9 VH
QVILKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSCMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWDDDKRYN
PSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWITAPFAFWGQGTLVIVSA

DD9 VK

CARATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCAT
GACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAGATTACATGTACTGGTACCAGCAGARGCCAGGATCCT
CCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCCGAATGGGGGCTGARGATGCTGC
CACTTATTACTGCCAACAGTGGAATAGTTCCCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCRAGCTGG
AGCTGRAA

D09 VK

QIVLTQSPAIMSASPGEKVIMICSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRES
GSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCOQWNSSPLTFGAGTKLELK

FIG. 25
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Khing thé DH-2

DH2 VH ,
CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGAC
TTGITCTTTCTCTGGGTTTTCACTGAGCACT TCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTCGTCAGC
CTTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAAC
CCATCCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTCCAGCAACCAGGTATTCCTCAA
GATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCGAAGTGGGACTACGG
CCCCGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DH2 VH |
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLARIYWDDDKRYN
PSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA

DH2 YK
CAAATTGTTCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGRAGGTCACCAT
GACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGTACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCT
CCCCCAGACTCCTGATTTATGACACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGT
GGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCCGAATGGAGGCTGAAGATGCTGE

CACTTTTTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTTCCCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCARGCTGG
AGCTGAAA

DH2 VK
QIVLTQSPAIMSASPGEKVIMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVEVRES
GSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQOWSSSPLTFGAGTKLELK

FIG. 26
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Khing thé DD-6

DDé VH
GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGGCCTGARCTGGTGAAGCCTGEGECTTCAGTGARGATGTC
CTGCAAGGCTTCTGGATACAGATTCACTGACTACAACATGCACTGGGTGAAGCAGAACCTTG
GAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAACCCTAAARATGGTGTTATTTACTACAACCAG
AAGTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACAGTGAACAGGTCCTCCAACACAGCCTACATGGAGAT

CCGCAGCCTGACATCGGARGATTCTGCAGTCTATTACTGTGCAACAGCTCTGACTTACTGGG
GACAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

DD6 VH
EVQLOQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWIGY INPKNGVIYYND
KFKGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCATALTYWGOGTLVTVSA

DD6 VL -
CAGGCTGTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGAAACAGTCACACTCAC
TTGTCGCTCAAGTACTGGGGCTGTTGCAGCTAATAACTATGCCARCTGGATCCAAGARAARC
CAGATCATTTATTCACTGGTCTGATAGCTGGTACCAACAAGCGAGCTCCAGGTGTTCCTGCC
AGATTCTCAGGCTCCCTGATAGGAGACAAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGGCACAGACTGA
GGATGAGGCAATATATTTCTGTGCTCTATGGTACAGCAACTATTGGGTGTTCGGTGGAGGRA
CCAAAGTGACTGTCCTAGGC

RD6 VL
QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIAGTNKRAPGVPA
RFSGSLIGDKAARLTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFGGGTKVIVLG

FIG. 27
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Khéng thé TA-12

1A12 VH
CAGATCCAGTTGGTACAGTCTGGACCTGAGCTGAAGRAGCCTGGAGAGACAGTCRAGATCTC
CTGCARGGCTTCTGGGTATACCTTCACAACCTATGGAATGACCTGGGTGARACAGGCTCCAG
GARAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACACCTCCTCTGGAGTGCCAACATATGCTGAT
GACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAGCACTGCCTATTTGCAGAT
CAACAACCTCAAAAGTGAGGACACGGCTACATATTTCTGTGCAAGACCGGAAGTTGCTTACT
GGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

1A12 VH
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMTWVKQAPGKGLKWMGWINTSSGVPTYAD
DFKGRFAFSLETSASTAYLOINNLKSEDTATYFCARPEVAYWGQGTLVTVSA

1A12 YK
GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCTTTGGACAACCAGCCTCTAT

CTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATGATAATGGARAGACTTATTTGCATTGGTTAT
TTCAGAGGCCRGGCCAGTCTCCARGGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGA
GTCCCTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGAACAGATTTTACACTGAAARTCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATTTGGGAGTITTATTACTGCGTGCAAGGTACACATTTTCCGTACACGTTCG
GAGGGGGGACCAAACTGGAARTAAAA

1A12 VK
DVVMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRRLIYLVSKLDSG
VPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEREDLGVYYCVQGTHFPYTFGGGTKLEIK

FIG. 28
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