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Linh vie ky thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén phuwong phap cai thién duqé d6ng hoc cia phan tir lién két
khéng nguyén va phuong phép lam ting s6 14n lién két v6i khang nguyén cia phén tir lién
két khang nguyén, ciing nhu aé cap dén phan tir lién két khang nguyén c6 duoc déng hoc
duoc cai thién, phén tir lién két khang nguyén c6 thoi gian lién két véi khang nguyén gia

tang va phuong phap sén xuit cic phan tir ndy.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Khéng thé duoc sir dung 1am duge phdm do ching ¢6 tinh én dinh cao trong huyét
twong va it ¢6 tac dung phu. Hién nay, nhiéu loai dugc phdm khang thé kiéu IgG dugc ban
trén thi truong va nhidu loai khang thé khéc dang duogc phat trién (cAc tai liéu phi séng ché
1 va 2). Trong khi d9, céc k¥ thuat khac nhau cé thé ap dung cho céac dugc phém chira
khang thé thé hé 2 dd dugc phat trién, bao gdm cac k¥ thuat ting cuong chﬁchéng tac
dAng, kha ning lién két véi khang nguyén, duge dong hoc va tinh n dinh, va cac k¥ thuat -
lam gidm nguy co gdy mién dich (Tai liéu phi séng ché 3). N6i chung, lidu yéu cau dbi voi
dugc phdm chira khang thé 12 rét cao. Didu nay din dén nhidu vin d&, nhu chi phi san xuét
cao cling nhu khé san xuat dugc cac ché phim str dung qua dudong dudi da. V& mit ly
thuyét, 1idu duoc phdm chira khang thé c6 thé dugc lam giam bang céch cai thién duogc
d6ng hoc ctia khang thé hodc cai thién ai luc gitta khang thé va khang nguyén.

Tai liéu chuyén nganh di bao cao cac phuong phap cai thién duge dong hoc cta
khang thé bang cach thay thé nhén tao céc axit amin & cdc ving 6n dinh (Cac tai lidu phi
sang ché 4 va 5). Tuong tu, su trudng thanh ai luc da dugce bao cdo 1a k¥ thuat dé tang
cudng 4i luc lién két v6i khang nguyén va hoat tinh trung hoa khang nguyén (Tai lidu phi
sang ché 6). K§ thudt nay cho phép ting cudng ai luc lién két v6i khang nguyén bang cach

dua cac dot bién axit amin vao ving CDR (complementarity determining region - viing Xac
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dinh tinh b tro) ctia ving bién déi hodc ving tuong tu. Viée ting cudng kha ning lién két
v6i khang nguyén cho phép cai thién hoat tinh sinh hoc in vitro hodc lam gidm liéu, va cling
cho phép cai thién tac dung in vivo (Tai liéu phi sdng ché 7).

Kha ning trung hoa khang nguyén ctia phan tir khang thé don phu thudc vao 4i luc |
clia n6. Bang cach lam ting 4i luc, khang nguyén c6 thé bi trung hoa bang mot lwong nho
hon cia khang thé. Cac phuong phap khac nhau c6 thé duoc st dung dé tang cuong 4i luc
cua khang thé. Ngoai ra, néu 4i luc co thé duoc tao ra v han bﬁng cach lién két cong hoda tri
khang thé v6i khang nguyén thi phén tir khéang thé don c6 thé trung hoa mot phan tir khang
nguyén (khang thé ¢ héa tri hai c6 thé trung hoa hai phén tir khang nguyén). Tuy nhién,
viéc trung hoa theo h¢ ) ty lugng ctia mdt khang thé ddi véi mot khang nguyén (mot
khang thé c6 hoa tri hai dbi véi hai khéng nguyén) 1a giéi han ctia cac phuong phép ¢6 tir
trude, va do d6 khong thé trung hoa hoan toan khdng nguyén bang luong khang thé nho
hon so véi luong khang nguyén. Noi cdch khac, tac dung tdng cudng ai luc la c6 han (Tai
liéu phi séng ché 9). D& kéo dai tic dung trung hoa clia khéng thé trung hoa trong khoang
thoi gian nhit dinh, khéng thé phai dugc st dung véi liéu cao hon so vdi luong khéng
nguyén dugc tao ra trong co thé trong ciing mot khoang thoi gian. Do do, néu chi bang cach
cai thién dugc dong hoc ctia khang thé hoic k§ thuat truong thanh 4i luc duge md ta & trén,
thi viéc lam giam liéu khang thé yéu cdu s& bi han ché.

Do d6, dé duy tri tic dung trung hoa khang nguyén ctia khang thé trong khoang
thoi gian dich véi lugng khang thé nho hon so véi luong khang nguyén, khang thé don phai
trung hoa nhidu khang nguyén. Phuong phap trung hoa nhidu khéng nguyén bing khang
thé don bao gdbm budc bit hoat khdng nguyén st dung céc khang thé xuc tac - 1a cac khang
thé duogc tao ra c6 chirc ning xuc tac. Khi khdng nguyén 1a protein, n6 c6 thé bi lam bét
hoat bang céch thity phan céc lién két peptit ctia n6. Khang thé ¢6 thé trung hoa ldp lai céc
khéang nguyén bang cach xuc tac qua trinh thity phan nay (Tai liéu phi sang ché 8). Pi c6
nhidu bio cio duoc cong bd vé cac khang thé xuc tac va céc k§ thut dé san xut ching.
Tuy nhién, chua ¢ bao c4o nao vé cac khang thé xtc tac ¢ hoat tinh xtc tac dt 1am duoc
chét. Cu thé, trong nghién cru vé khang thé in vivo dbi v6i khang nguyén nhat dinh, chua

c6 cong bd nao ve cac khang thé xuc tdc ma cd the tao ra tidc dung cé thé so sanh dugc hodc
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manh hon ngay ca & lidu thap hoic tao ra tic dung kéo dai hon ngay ca & cing lidu so véi
khéng thé trung hoa khong xtic tic thong thudng.

Nhu duge mo ta ¢ trén, chua c6 bao cdo nao vé cac khang thé ¢6 kha ning tao ra tac
dung in vivo tot hon so véi khang thé trung hoa thong thudng thdng qua khang thé don
trung hoa nhiéu phan tir khang nguyén. Do dé, tir quan diém vé& su giam lidu va kéo dai thoi
gian tac dung, cin c6 cac k§ thuat méi cho phép san xuét céc phan tir khang thé méi c6 tac
dung in vivo manh hon so v6i cac phan tir khang thé trung hoa thdng thudng bang cach
trung hoa riéng 1& nhiéu phan tir khdng nguyén.

Cac tai lidu trong tinh trang k¥ thuat lién quan dén sang ché dugc néu dudi day:
[Tai liéu trong tinh trang k¥ thuit]

[Céc tai lidu phi sang ché]

Tai liéu phi sang ché 1: Monoclonal antibody successes in the clinic. Janice M Reichert, .
Clark J Rosensweig, Laura B Faden & Matthew C Dewitz, Nature Biotechnology 23,

1073-1078 (2005)

Tai liéu phi sang ché 2: Pavlou AK, Belsey MJ. The therapeutic antibodies market to 2008.

Eur J Pharm Biopharm. 2005 Apr;59(3):389-96

Tai lidu phi sang ché 3: Kim SJ, Park Y, Hong HJ. Antibody engineering for the

development of therapeutic antibodies. Mol Cells. 2005 Aug 31;20(1):17-29. Review

Tai li€u phi séng ché 4: Hinton PR, Xiong JM, Johlfs MG, Tang MT, Keller S, Tsurushita

N. An engineered human IgG1 antibody with longer serum half-life. J Immunol. 2006 Jan

1;176(1):346-56

Tai li€u phi sang ché 5: Ghetie V, Popov S, Borvak J, Radu C, Matesoi D, Medesan C,

Ober RJ, Ward ES. Increasing the serum persistence of an IgG fragment by random

mutagenesis. Nat Biotechnol. 1997 Jul;15(7):637-40

Tai li€u phi sang ché 6: Rajpal A, Beyaz N, Haber L, Cappuccilli G, Yee H, Bhatt RR,

Takeuchi T, Lerner RA, Crea R. A general method for greatly improving the affinity of
antibodies by using combinatorial libraries. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Jun

14;102(24):8466-71. Epub 2005 Jun 6



32200

Tai liéu phi séng ché 7: Wu H, Pfarr DS, Johnson S, Brewah YA, Woods RM, Patel NK,
White WI, Young JF, Kiener PA. Development of Motavizumab, an Ultra-potent Antibody
for the Prevention of Respiratory Syncytial Virus Infection in the Upper and Lower
Respiratory Tract. ] Mol Biol. 2007, 368, 652-665

Tai liéu phi sang ché 8: Hanson CV, Nishiyama Y, Paul S. Catalytic antibodies and their
applications. Curr Opin Biotechnol. 2005 Dec;16(6):631-6

Tai li€u phi sang ché 9: Rathanaswami P, Roalstad S, Roskos L, Su QJ, Lackie S, Babcook
J. Demonstration of an in vivo generated sub-picomolar affinity fully human monoclonal

antibody to interleukin-8. Biochem Biophys Res Commun. 2005 Sep 9;334(4):1004-13

Ban chét k§ thuit cla sing ché
Céc véAn dé cAn dugc giai quyét boi sang ché

Cac trudng hop duoc luu ¥ trén ddy din dén cac phat hién cia sang ché. Do do,
muc dich cta sang ché 1a d& xudt phuong phap lién két phan tir lién két khang nguyén véi
khang nguyén nhidu l4n va phuong phép cai thién duge déng hoc cta phan tir lién két
khang nguyén, cling nhu phan tr lién két khang nguyén c6 kha ning lién két nhiéu lan véi
khang nguyén, phan tir lién két khang nguyén c6 dugc dong hoc duge cai thién, duoc phdm
chira phan tir lién két khang nguyén nay, va phuong phép séan xudt phén tr va duge phim
nay.
Cac phuong phap giai quyét van dé

Céc nghién ciru chuyén nganh vé phuong phép lién két cac polypeptit c6 kha ning
lién két khang nguyén, nhu phan ti lién két khang nguyén, v6i khdng nguyén nhiéu 1an, va |
phuong phap cai thién thoi gian ban thai cuia cac phén tir nay trong huyét tuong (mau) (cai
thién duge dong hoc clia chung) dugce thuc hién & ddy. Két qua 1a da phét hién ra ring néu
hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir 1ién két khang nguyén & d6 pH thé nhan sém 1a
thip hon so véi hoat tinh lién két khang nguyén ctia né & d6 pH clia huyét tuong (méu), thi
c6 thé lién két nhiéu 1An v6i khéng nguyén va c6 thoi gian ban thai trong huyét tuong 1au

hon.
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Do d6, sang ché d& xut phuong phap lién két phan tir lién két khang nguyén véi
khang nguyén nhiéu lan, phwong phap cai thién duge dong hoc ctia phén tir lién két khang
nguyén va phuong phap san xuit phan tir lién két khang nguyén c¢6 dugc dong hoc duoc cai
thién; sang ché cling dé xuét phan tir lién két khang nguyén ma c6 kha ning lién két nhiéu
1an v&i khang nguyén va phan tir lién két khang nguyén cé duoe dong hoc duge cai thién.
Cu thé hon, sang ché d& xuit:

[1] phén tir lién két khang nguyén c6 tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4), duoc x4c dinh 1a ty |
18 ctia KD déi v6i khéng nguyén & do pH=5,8 va KD d6i v6i khang nguyén & d6 pH=7,4,
bang 2 hoic 16n hon;

[2] phan tir lién két khang nguyén theo muc [1], trong d6 tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4)
béng 10 hoac 16n hon;

[3] phan tir lién két khang nguyén theo muc [1], trong d6 tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4)
béng 40 hoac 16n hon;

[4] phén tir lién két khang nguyén theo muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [3], trong d6
it nhAt mdt axit amin ctia phan tir 1ién két khéng nguyén niy di dugc thay thé bang histidin,
hodc it nhit mot histidin da duoc cai vao phan tir lién két khang nguyén nay;

[5] phén ti lién két khang nguyén theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [4], trong d6
phén tir lién két khang nguyén nay c6 hoat tinh d6i khéang;

[6] phén tir lién két khang nguyén theo muc bét ky trong s cac muc tir [1] dén [5], trong d6 -
phan tir lién két khang nguyén nay lién két v6i khang nguyén mang hoic khdng nguyén hoa
tan;

[7] phan tit lién két khang nguyén theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [6], trong d6
phan tir 1ién két khang nguyén nay 1a khang thé;

[8] dugc phim chira phén tir lién két khang nguyén theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1]
dén [7];

[9] phuong phap cai thién dugc ddng hoc ctia phén tir lien két khang nguyén bang cach lam
suy giam hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén nay & do
pH=5,8 so v6i hoat tinh & d6 pH=7,4;
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[10] phuong phép lam ting s6 14n lién két khang nguyén dbi v6i phan tir lién két khang
nguyén bang cach 1am suy giam hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang
nguyén nay ¢ do pH=5,8. so v6i hoat tinh ¢ d6 pH=7.4;

[11] phuong phép lam ting s& luong khang nguyén c6 thé dugc lién két bang phan tir lién
két khang nguyén bang cach lam suy giam hoat tinh lién két khdng nguyén ctia phan t lién
két khéang nguyén nay & d6 pH=>5,8 so v&i hoat tinh & d6 pH=7,4;

[12] phuong phap phan ly bén trong té bao dbi v6i khang nguyén tir phan tir lién két khang
nguyén da duoc lién két ngoai bao bang cach 1am suy giam hoat tinh lién két khang nguyén
ctia phan tir lién két khang nguyén nay & d6 pH=5,8 so v6i hoat tinh & d6 pH=7,4;

[13] phuong phap giai phéng phan tir lién két khang nguyén, phan tir nay di duogc lién két
v6i khang nguyén va duge hip thu vao té bio, & dang khong chira khang nguyén ra khoi té
bao bang cach lam suy giam hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang
nguyén nay ¢ do pH=>5,8 so v&i hoat tinh ¢ d6 pH=7,4;

[14] phuong phap lam ting kha ning phén tir lién két khang nguyén loai bo khang nguyén
trong huyét tuong bang cach lam suy giam hoat tinh lién két khdng nguyén ctia phan tir lién
két khang nguyén nay & d6 pH=5,8 so v&i hoat tinh & d6 pH=7,4;

[15] phuong phép theo muc bt ky trong sb cac muc tir [9] dén [14], trong d6 tri s&
KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4), dugc xac dinh 1a ty 1€ cia KD d6i v6i khang nguyén & do
pH=5,8 va KD dbi v6i khang nguyén & d6 pH=7,4, bang 2 hodc 1én hon;

[16] phuong phap theo muc bt ky trong sb cac muc tir [9] dén [14], trong d6 tri sb
KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) biang 10 hoic 16n hon;

[17] phuong phap theo muc bét ky trong sb céc muc tir [9] dén [14], trong d6 tri sb
KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) bang 40 hodc 16n hon;

[18] phuong phép cai thién duoc dong hoc ctia phan tir lién két khang nguyén bang cach
thay thé it nhat mot axit amin ctia phan tr lién két khang nguyén nay bang histidin, hozc cai
it nhat mét histidin vao phan tir lién két khdng nguyén nay;

[19] phuong phap lam ting s6 1an lién két khéang nguyén ddi véi phan tir lién két khang
nguyén bang céch thay thé it nhit mot axit amin ctia phén tir lién két khang nguyén nay

béng histidin, hodc cai it nhat mdt histidin vao phén tir lién két khang nguyén nay;
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[20] phuong phap lam tang s& luong khéng nguyén c6 thé duoc lién két boi phan tir lién két
khang nguyén bang cach thay thé it nhit mot axit amin ctia phan tir lién két khang nguyén
nay bang histidin, hozc cai it nhét mdt histidin vao phan tir lién két khang nguyén nay;
[21] phuong phap phén ly bén trong té bao dbi voi khang nguyén tir phan tir lién két khéng
nguyén di duoc lién két ngoai bao bang cach thay thé it nhét mét axit amin ctia phan ti lién
két khang nguyén nay bing histidin, hodc cai it nhit mdt histidin vao phan tit lién két khang
nguyén nay;

[22] phuong phép giai phéng phan tir lién két khéang nguyén, phan tir nay da duoc lién két
v6i khéng nguyén va duge hip thu vao trong té bao, & dang khong chira khang nguyén ra
khoi té bao, bing cach thay thé it nhit mot axit amin ctia phén tir lién két khdng nguyén nay
bang histidin, hodc cai it nhit mot histidin vao phan tit lién két khang nguyén nay;

[23] phuong phép lam tdng kha ndng phan tir lién két khang nguyén loai bd khang nguyén
trong huyét trong, bang cach thay thé it nhAt mot axit amin ctia phan tir lién két khang
nguyén ndy bing histidin, hodc cai it nhit mot histidin vao phan tir lién két khang nguyén |
nay;

[24] phuong phép theo muc bat ky trong s cac muc tir [18] dén [23], trong d6 viéc thay thé
hodc cai histidin lam tang tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4), dugc xac dinh la ty 1¢ cua hoat
tinh lién két khang nguyén & &6 pH=>5,8 va hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=7,4, so
véi tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) trudc khi thay thé hogc cai histidin;

[25] phuong phép theo muc bt ky trong sb cic muc tir [9] dén [24], trong d6 phén tr lién
két khang nguyén c6 hoat tinh d6i khang;

[26] phuong phép theo muc bét k¥ trong s6 cdc muc tir [9] dén [25], trong d6 phén ti lién
két khéng nguyén lién két voi khang nguyén mang hodc khang nguyén hoa tan;

[27] phuong phép theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [9] dén [26], trong d6 phan tir lién
két khang nguyén 1 khang thé; '

[28] phuong phap sang loc phén tir lién két khang nguyén, phuong phép nay bao gdm céc
budec:

(a) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén cta phéan tir lién két khang nguyén & do pH

nam trong khoang tir 6,7 dén 10,0;
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(b) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén & d6 pH
nam trong khodng tir 4,0 dén 6,5; va

(¢) chon phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim
trong khoang tir 6,7 dén 10,0 16n hon hoat tinh lién két khang nguyén & 6 pH nim trong
khoéng tir 4,0 dén 6,5;

[29] phuong phéap sang loc theo muc [28], trong d6 phuong phap nay bao gdm budc Iva
chon khang thé ma hoat tinh lién két khang nguyén ctia n6 & d6 pH nam trong khoang tir
6,7 dén 10,0 gép hai 1an hodic cao hon so véi hoat tinh lién két khang nguyén & do pH ndm
trong khoang tur 4,0 dén 6,5;

[30] phuong phép sang loc phan tir lién két khang nguyén, phuong phép niy bao gém cac
budc: |

(a) cho phan tir lién két véi khang nguyén voi khang nguyén trong diéu kién do pH nam
trong khoang tir 6,7 dén 10,0;

(b) dat phan t lién két khdng nguyén ma lién két v6i khdng nguyén néu & budc (a) trong
diéu kién do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5; va

(¢) thu phan tir lién két khang nguyén ma dugc phén ly trong diéu kién d6 pH nim trong
khoang tir 4,0 dén 6,5;

[31] phuong phép sang loc phén tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két & do pH thir
nhét cao hon so v6i hoat tinh lién két & d6 pH thi hai, phuong phép nay bao gdm céc bude:
(a) cho phén tir lién két khang nguyén lién két v6i cot duoc cb dinh khang nguyén trong
diéu kién d6 pH thi nhat;

(b) giai hdp phan tir lién két khéang nguyén ma lién két vi cot & do pH thir nhat ra khoi cot
trong diéu kién do pH thtt hai; va

(c) thu gom phén tr lién két khang nguyén da duge giai hép;

[32] phuong phép sang loc phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két & do pH thir
nhit cao hon so vé6i hoat tinh lién két & d6 pH thit hai, phuong phap nay bao gdm céc budc:
(a) cho thu vién phan tir lién két khang nguyén lién két véi cot dugc cb dinh khéng nguyén
trong diu kién d6 pH th nhét;

(b) giai hip phan tir lién két khang nguyén ra khoi ¢t trong diéu kién do pH thu hai;
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(c) khuéch dai gen ma héa phén tir 1ién két khang nguyén di dugce giai hép; va

(d) thu phan tir lién két khéang nguyén da duoc giai hap;

[33] phuong phap sang loc theo muc [31] hodc [32], trong d6 d6 pH thu nhit nim trong
khoang tir 6,7 dén 10,0 va do pH thtr hai nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5;

[34] phuong phéap sang loc theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [28] dén [33], trong d6 it
nhit mot hodc nhiéu axit amin cta phan tir lién két khang nguyén duogc thay thé bang
histidin, hoac it nhét mdt histidin duoc cai vao phan tir lién két khang nguyén;

[35] phuong phap sang loc theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [28] dén [33], dé thu phan
tir lién két khang nguyén c6 thoi gian luu trong huyét thanh 1au hon; "
[36] phuong phap sang loc theo muc bét ky trong s6 cac muyc tir [28] dén [33], dé thu phan
tir lién két khang nguyén c6 kha nang lién két v6i khang nguyén hai hodc nhiéu lan;

[37] phuong phap sang loc theo muc bt ky trong s6 cac muc tir [28] dén [33], dé thu phan
tir lién két khang nguyén c6 kha nang lién két véi nhidu khang nguyén hon so véi nhiéu vi
tri 1ién két khang nguyén ctia no;

[38] phuong phap sang loc theo muc bat ky trong s6 cac muyc tir [28] dén [33], dé thu phan
tir lién két khang nguyén ma phan ly khdng nguyén dugc lién két ngoai bao bén trong té
bao.

[39] phuong phap sang loc theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [28] dén [33], dé thu phan
tir lién két khang nguyén duoc lién két voi khang nguyén va duoc hép thu vao trong té bao,
va dugc giai phong ra khoi té bao dudi dang khong chira khang nguyén;

[40] phuong phép sang loc theo muc bét ky trong s8 cdc muc tir [28] dén [33], dé thu phan |
ttr lién két khang nguyén duoc gia ting kha ning loai b khang nguyén trong huyét thanh;
[41] phuong phép sang loc theo muc bét ky trong s cac muc tir [28] dén [40], trong d6
phén tir lién két khang nguyén duoc sir dung 1am duge pham;

[42] phuong phap sang loc theo muc bét ky trong sb cac muc tir [28] dén [41], trong d6
phan tir lién két khang nguyén 1a khang thé;

[43] phuong phép san xuit phéan tir lién két khang nguyén, trong d6 phuong phap nay bao

gom cac budc:
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(a) xac dinh hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tit lién két khang nguyén & d6 pH
nam trong khoang tr 6,7 dén 10,0;

(b) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén & d6 pH
nam trong khoang tur 4,0 dén 6,5;

(c) lua chon phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim
trong khoang tir 6,7 dn 10,0 cao hon so v&i hoat tinh & d6 pH nim trong khoang tir 4,0 d&n -
6,5;

(d) thu gen ma hoa phén tir lién két khang nguyén duoc lya chon & budc (c); va

(e) san xuit phén tir lién két khang nguyén bang cach str dung gen thu duge & bude (d);
[44] phuong phép san xuét phén tir lién két khang nguyén, trong d6 phuong phap nay bao
gbm cac bude:

(a) cho phén tir ién két khang nguyén lién két v6i khéng nguyén trong diéu kién d6 pH nim
trong khoang tir 6,7 dén 10,0;

(b) d& cho phén tir lién két khéng nguyén duoc lién két véi khang nguyén néu & budc (a)
trong diéu kién do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5;

(¢) thu gom phén tir lién két khdng nguyén da phén ly trong diéu kién d6 pH nam trong
khoang tir 4,0 dén 6,5; |

(d) thu gen ma héa phan tir lién két khang nguyén thu dugc & buédce (c); va

(e) san xuat phan tir lién két khang nguyén bang cach sir dung gen thu duge & bude (d);
[45] phuong phép san xuit phan tit 1ién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két & do pH thir
nhét cao hon so véi hoat tinh lién két & dé pH thit hai, trong d6 phuong phép nay bao gdm
cac budc:

(a) cho phén t lién két khang nguyén lién két véi cot da duge ¢ dinh khang nguyén trong
didu kién do pH thi nhét;

(b) giai hép phéan tir lién két khang nguyén ma dugc lidn két véi cot & d6 pH thi nhit ra
khoi cot trong didu kién d pH th hai;

(c) thu gom phén tir lién két khang nguyén di duoc giai hap;

(d) thu gen ma hda phan tir lién két khang nguyén thu dugc & bude (c); va

(e) san xuAt phan tr lién két khang nguyén bang cach st dung gen thu dugce & bude (d);
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[46] phuong phép san xuét phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két & d6 pH thir
nhét cao hon so vé6i hoat tinh lién két & d6 pH thit hai, trong d6 phuong phép niy bao gom
cac budc:
(a) cho thu vién phan tr lién két khang nguyén lién két véi cot da duge cb dinh khéng‘
nguyén trong diéu kién d6 pH thir nhat;
(b) giai hép phan tir lién két khéang nguyén ra khoi cot trong didu kién d6 pH thit hai;
(c) khuéch dai gen mi hoa phan tir lién két khang nguyén da duoc giai hép;
(d) thu gom phan tur lién két khang nguyén di duoc giai hip;
(¢) thu gen ma héa phan tir lién két khang nguyén thu gom dugc & budce (d); va
(f) san xudt phan tir lién két khang nguyén bang cach st dung gen thu dugce & bude (e);
[47] phuong phép san xuét theo muc [45] hodc [46], trong d6 d6 pH tha nhét ndm trong
khoang tir 6,7 dén 10,0 va do pH thtr hai nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5.
[48] phuong phap san xuit theo muc bét ky trong sb cac muc tir [43] dén [47], trong d6
phuong phéap nay con bao gbm budc thay thé it nhit mot axit amin cia phan tir lién két
khang nguyén bing histidin, hodc cai it nhAt mot histidin vao phén tir lién két véi khang
nguyén;
[49] phuong phap san xuit theo muc bét ky trong sb cac muc tir [43] dén [48], trong d6
phan tir 1ién két khang nguyén 12 khang thé;
[50] dwoc phdm chira phan tir lién két khéng nguyén dugc sin xuét bang phuong phép san
xuét theo muc bt ky trong s6 cac muc tir [43] dén [49].
Hiéu qua cua sang ché

Sang ché dé xuét cac phuong phép tao ra phén tir lién két khang nguyén dé lién két
1ap lai v6i nhiéu phan tir khéng nguyén. Khi phén tir lién két khang nguyeén lién két véi
nhiéu phan tir khang nguyén, thi dugc dong hoc ctia phan tir lién két khang nguyén c6 thé
dugc cai thién va phén tir nay co thé tao ra céc tac dung in vivo t8t hon so véi cac tac dung

clia cac phén tir lién két khang nguyén théng thuong.

Mo ta van tat cac hinh vé
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FIG. 1 13 so db thé hién con dudng phan huy cac khang thé dugc lién két v6i khang
nguyén lién két mang.

FIG. 2 13 so d thé hién co ché ma céc phan tir IgG duge thu héi bang FeRn.

FIG. 3 1 so dd khai luoc thé hién viée lién két lai ctia cAc phan tir IgG véi khang
nguyén mai sau khi phan ly khéi khang nguyén lién két mang bén trong cac thé nhan.

FIG. 4 12 so dd khéi luge thé hién viée lién két lai ctia cdc phan tir IgG véi khang
nguyén mdi sau khi phén ly khoi khang nguyén hoa tan bén trong céc thé nhan.

FIG. 5 13 so dd thé hién quy trinh dai mAu bing c4ch st dung ¢t duge ¢b dinh
khang nguyén.

FIG. 6 12 d3 thi thé hién c4c két qua ELISA thé thuc khuin d6i véi cac dong vo tinh
thu dugc bing cach dai cot. D thi phia trén thé hidn WT va db thi phia dudi thé hién CLS5.

FIG. 7 14 db thi thé hién hoat tinh trung hoa sinh hoc ctia cac khéng thé khang thu
thé IL-6 lién két phu thude vao do pH. |

FIG. 8 12 d thi thé hién céc két qua ctia cam bién dd Biacore d6i véi su lién két ctia
cac khang thé khang thu thé 1L-6 lién két phu thude vao do pH véi thu thé TL.-6 hoa tan & d6
pH=7,4. D4 thi trén cing thé hién WT; db thi thi hai tir trén xubng thé hién H3pI/L73; dd
thi tht ba tir trén xudng thé hién H170/L82; va d thi duéi cing thé hién CLHS/L73.

FIG. 9 12 d thi thé hién céc két qua ciia cam bién dd Biacore d6i véi sy lién két ctia
cc khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu thude vao d6 pH véi thu thé IL-6 hoa tan & do
pH=5,8. D) thi trén cing thé hién WT; db thi thir hai tir trén xudng thé hién H3pl/L73; dd
thi thir ba tir trén xudng thé hién H170/L.82; va dd thi dudi cing thé hi¢n CLHS/L73.

FIG. 10 1a dd thi thé hién c4c két qua ctia cam bién db Biacore d6i voi su két hop
(d6 pH=7,4) va phéan ly (d6 pH=5,8) clia cac khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu
thudc vao d pH véi thy thé IL-6 kiéu mang. D4 thi trén cling thé hién WT; d0 thi thit hai tir
trén xuéng thé hién H3pl/L73; dd thi thi ba tir trén xubng thé hién H170/L82; va dd thi
dudi cung thé hién CLHS/L73.

FIG. 11 14 cam bién dd Biacore thé hién sy lién két lap lai ctia cac khang thé khéng

thu thé IL-6 lién két phu thudc vao d6 pH véi SR344.
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FIG. 12 14 d0 thi thé hién tdng luong khang nguyén dugce lién két trong thir nghiém
lién két canh tranh ca cac khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu thude vao d6 pH véi
SR344.

FIG. 13 12 db thi thé hién cac khoang thoi gian theo ndng d6 khang thé trong huyét
tuong cta cac khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu thude vao do pH & chudt nht
chuyén gen thu thé IL-6 ctia ngudi.

FIG. 14 14 dd thi thé hién c4c khoang thoi gian theo ndng d6 khang thé trong huyét
tuong cia cée khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu thudc vao do pH & khi dau ch.

FIG. 15 14 db thi thé hién cac khoang thdi gian theo ndng d6 CRP & khi dau chd,
lin quan dén cac khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu thudc vao do pH. |

FIG. 16 13 db thi thé hién c4c khoang thoi gian theo ndng do ctia thu thé IL-6 clia
khi dAu ché kidu khong duoc lién két & khi dAu cho, lién quan dén céc khang thé khang thu
th8 TL-6 lién két phu thude vao d pH.

FIG. 17 12 dd thi thé hién cac két qua cta cam bién dd Biacore dbi véi su két hop
(d6 pH=7.4) va phan ly (d6 pH=5,8) ctia cac khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu
thude vao do pH véi thu thé IL-6 kiéu mang. Theo thir tu tir trén xudng, cdc két qua ddi
véi WT, H3pl/L73-IgG1, Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 1an luot duoc thé hién. |

FIG. 18 1a dd thi thé hién cac khoang thoi gian theo ndng d6 ctia khang thé trong
huyét tuong ctia céc khéng thé khang thu thé IL-6 lién két phy thude vao d6 pH (WT,
H3pl/L73-IgG1, Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1) & chudt nhat chuyén gen thy thé IL-6 ciia nguoi.

FIG. 19 1a db thi thé hién c4c két qua cta cam bién db Biacore dbi véi su két hop
(d6 pH=7,4) va phén ly (46 pH=5,8) clia cac khang thé khéng thu thé IL-6 lién két phu
thudc vao do pH véi thu thé TL-6 kiéu mang. Theo th{ tu tir trén xuéng, cac két qua dbi véi
WT, Fvd-IgG1, Fv4-IgG2 va Fv4-M58 lan luot duge thé hién.

FIG. 20 13 db thi th hién cc khoang thoi gian theo ndng d6 ctia khang thé trong
huyét tuong ctia cic khang th8 khang thu thé IL-6 lién két phu thudc vao @ pH (WT,
Fv4-IgG1, Fv4-IgG2 va Fv4-M58) & chudt nhit chuyén gen thu thé IL-6 clia ngudi.

FIG. 21 12 dd thi thé hién céc két qua ctia cam bién dd Biacore dbi véi su két hop

(d6 pH=7,4) va phan ly (d6 pH=5,8) ctia cac khang thé khang thu thé TL-6 lién két phu
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thude vao dd pH véi thu thé IL-6 kidu mang. Theo thi tu tir trén xudng, cac két qua ddi véi
Fy1-M71, Fv1-M73, Fv3-M71 va Fv3-M73 lan luot dugc thé hién.

FIG. 22 13 & thi thé hién cac khoang thdi gian theo ndng dd ctia khang thé trong
huyét tuong ctia cac khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu thudc vao d6 pH & khi dau
cho, trong qua trinh st dung H3pl/L73-IgG1, Fv1-M71, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M73 va
Fv4-M73 & lidu 0,5mg/kg va trong qua trinh st dung Ab ¢6 4i luc cao & lidu 1,0mg/kg.

FIG. 23 12 dd thi th hién cac khoang thoi gian theo ndng do ctia CRP & khi dau
ché, lién quan dén céc khéng thé khang thu thé IL-6 lién két phu thudc vao do pH (cac
nhém duoc st dung H3pl/L73-IgGl-, Fvl-M71-, Fvl-M73-, Fv2-IgG1-, Fv3-M73-,
Fv4-M73- va Ab c6 ai luc cao).

FIG. 24 12 db thi thé hién c4c khoang thoi gian theo ndng d6 ctia thy thé TL-6 clia
khi dAu cho kidu khong duoc lién két & khi ddu cho, lién quan dén céc khang thé khang thy
thd 1L-6 lién k&t phu thudc vao do pH (cdc nhém duoc sit dung H3pl/L73-IgGl-,
Fv1-M71-, Fv1-M73-, Fv2-IgG1-, Fv3-M73-, Fv4-M73- va Ab c6 4i luc cao).

FIG. 25 1a @3 thi thé hién FR1, FR2, FR3 va FR4 cting véi CDR1, CDR2 va CDR3
ctia cac chudi nang (VH1, VH2, VH3, VH4) va cac chudi nhe (VL1, VL2, VL3). Céc dau
hoa thi dung dé chi céc vi tri xay ra dot bién axit amin trong trinh tu duoc sap hang.

FIG. 26 14 cam bién dd Biacore thé hién sy lién két phu thudc do pH clia khang thé
khéng IL-6, khang-IL6 dong 2, v6i IL-6 & d6 pH=7,4 va d6 pH=5,5. Céc dudng cong trong
cam bién d6 & do pH=7,4 tuong tmg v&i 100, 50, 25, 12,5 va 6,25ng/mL IL-6, tinh tir trén '
Xuéng.

FIG. 27 13 c4m bién dd Biacore thé hién su lién két phu thude d6 pH ctia khéng thé
khéang thu thé IL-31, khang-IL31R dong 1, véi thu thé IL-31 & d6 pH=7,4 va d6 pH=5,5.
Céc duong cong trong cam bién db & 46 pH=5,5 tuong tng véi 100, 50, 25 va 12,5ng/mL
thu thé IL-31, tinh tir trén xubng.

FIG. 28 thé hién khoang thdi gian theo ndng d6 ctia khéng thé trong huyét tuong
sau khi cho chu6t nhit sir dung qua duong trong tinh mach dung dich hdn hop chira SR344
va khang thé khang thu thé IL-6 ctia nguoi.
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FIG. 29 th& hién khoang thoi gian theo ndng d6 ciia SR344 trong huyét twong sau
khi cho chudt nhét str dung qua dudng trong tinh mach dung dich hdn hop chira SR344 va
khang thé khang thu thé IL-6 ctia nguoi.

MO té chi tiét sang ché

Séng ché d& xuét phuong phap lam ting s6 14n lién két khang nguyén trong céc
phéan tir lién két khang nguyén. Cu thé hon, séng ché d& xuit phuong phap lam ting s6 1an
lién két khang nguyén trong cac phan ti lién két khing nguyén bang cach 1am suy giam kha
nang lién két khang nguyén cua phén tir lién két khang nguyén & d6 pH axit so v&i & d6 pH
trung tinh. Hon nita, sang ché dé xuét phuong phap lam ting s6 14n lién két khang nguyén
trong cac phan tir lién két khang nguyén bang cach thay thé histidin bang it nhit mot axit
amin trong phén tir lién két khang nguyén hodc cai it nhat mét histidin vao phan tir lién két
khang nguyén. Ngoai ra, sang ché cling dé xuét phuong phap lam ting s6 14n lién két khang
nguyén trong cac phén tir lién két khang nguyén bang cach thay thé, 1am khuyét, thém
va/hodc cai céc axit amin trong ving 6n dinh cta khéng thé ctia phan tir lién két khéng
nguyén.

Sang ché ciing dé xuét phuong phap lam ting s6 lugng khang nguyén ¢ thé duoc |
lién két bang phan tir lién két khang nguyén. Cu thé hon, sang ché dé xuat phuong phap lam
tang s6 luong khang nguyén c6 thé duoc lién két bing phan tir lién két khang nguyén bang
cach lam suy gidm kha nang lién két khang nguyén ctia phan tit lién két khang nguyén & do
pH axit so v6i kha ning lién két & d6 pH trung tinh. Hon nita, sang ché @& xuat phuong
phap 1am ting sé lugng khang nguyén c¢6 thé dugc lién két bang phan tir lién két khang
nguyén bing céch thay thé histidin bing it nhit mot axit amin trong phan tir lién két khang
nguyén hodc cai it nhé4t mét histidin vao phan tir lién két khang nguyén. Ngoai ra, séng ché
cling dé xuit phuong phap lam ting s6 luong khang nguyén c6 thé dugc lién két bang phan
tir lién két khang nguyén bang cach thay thé, lam khuyét, thém va/hodc cai cic axit amin &
ving 4n dinh cta khéng thé ctia phén tir lién két khang nguyén.

Sang ché cling dé xut phuong phap phan ly bén trong té bao d6i voi khang nguyén

tir phén tir lién két khéang nguyén duoc lién két ngoai bao. Cu thé hon, sang ché @& xuét
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phuong phap phan ly bén trong té bao dbi véi khang nguyén tir phan tir lién két khang
nguyén duogc lién két ngoai bao bang cach lam suy gidm kha ning lién két v6i khang
nguyén cua phan tir lién két khéang nguyén & do pH axit so véi kha ning lién két & d6 pH |
trung tinh. Hon nita, sang ché dé xuit phuong phap phan ly bén trong té bao d6i v4i khang
nguyén tir phén tir lién két voi khang nguyén duoc lién két ngoai bao bing cach thay thé
histidin bing it nhit mdt axit amin trong phén tir lién két v6i khéang nguyén hodc cai it nhat
mot histidin vao phan tir lién két khang nguyén. Ngoai ra, séng ché ciing dé xuit phuong
phap phan ly bén trong t& bao dbi véi khang nguyén tir phan tir lién két khang nguyén da
duoc lién két ngoai bao béng cach thay thé, 1am khuyét, thém va/hodc cai cac axit amin &
ving dn dinh cta khang thé ctia phan tir lién két khéng nguyén.

Séang ché ciing d& xut phuong phap gidi phéng phan tir lién két khdng nguyén,
phan t&r nay da dugc lidn két véi khang nguyén va duoc hép thu vao té bao, & dang khong
chtta khéng nguyén ra khoi t& bao. Cu thé, sang ché d& xut phuong phép giai phong phan
tir lién két khang nguyén, phan tir nay da dugc lién két véi khang nguyén va dugc hép thu .
vao té bao, & dang khong chira khang nguyén ra khoi té bao bang cach lam suy giam kha
ning lién két véi khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén & do pH axit so v6i kha
nang lién két & do pH trung tinh. Hon nira, sang ché dé xuat phuong phap giai phéng phan
tir lién két khang nguyén, phan tir nay da dugc lién két voi khang nguyén va duge hép thu
vao té bao, & dang khong chira khang nguyén ra khoi té bao bang cach thay thé histidin
bing it nhét mot axit amin trong phén tir lién két khang nguyén hodc cai it nhit mot histidin
vao phén tir lién két khang nguyén. Ngoai ra, sdng ché ciing dé xuit phuong phép giai
phéng phan tir lién két khang nguyén, phan ti nay di dugc lién két véi khéng nguyén va
duoc hip thu vao té bao, & dang khong chira khang nguyén ra khoi té bao bang cach thay
thé, 1am khuyét, thém va/hodc cii c4c axit amin & ving n dinh ctia khang thé ctia phan tir
lién két khang nguyén.

Sang ché ciing dé xuit phuong phap lam ting khé nang phan tir lién két khang
nguyén loai boé khang nguyén trong huyét tuong. Cu thé hon, sang ché d& xuét phuong
phép lam tang kha nang phan tir lién két khang nguyén loai bé khédng nguyén trong huyét

twong bang cach 1am suy giam kha ning lién két khang nguyén ctia phén tir lién két khéng
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nguyén ¢ do pH axit so v6i kha néng lién két & 6 pH trung tinh. Hon nita, sing ché d& xuat
phuong phap lam tang kha nang phén tir lién két khang nguyén loai bo khang nguyén trong
huyét tuong bing cach thay thé histidin bing it nhét mét axit amin trong phan tir lién két
khéng nguyén hodc cai it nhat mot histidin vao phan tir lién két khang nguyén. Ngoai ra,
sang ché ciing dé xuat phuwong phap lam ting kha ndng phan tir lién két khang nguyén dé
loai bo khang nguyén trong huyét tuong bang cach thay thé, 1am khuyét, thém va/hoic cai
c4c axit amin & ving n dinh ctia khang thé ctia phan tir lién két khang nguyén.

Sang ché cling dé xuit phuong phép cai thién dugc dong hoc clia phan tir lién két
khéng nguyén. Cu thé, sang ché dé xut phuong phép cai thién duge dong hoc cua phén tir
lién két khang nguyén (kéo dai thoi gian luu trong huyét trong) bang cach 1am suy giam
kha ning lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén & d6 pH axit so v6i kha
ning lién két & d6 pH trung tinh. Hon nita, séng ché @ xuét phuong phap cai thién duge
dong hoc ctia phan tir lién két khang nguyén bing cach thay thé histidin bang it nhat mét
axit amin trong phén tir lién két khang nguyén hoc cai it nhét mot histidin vao phan tir lién
két khang nguyén. Ngoai ra, sing ché ciing dé xuét phuong phap cai thién duge dong hoc
ctia phén tir lién két khang nguyén béng céch thay thé, 1am khuyét, thém va/hodc cai cic
axit amin & ving 6n dinh ctia khang thé ctia phan tir lién két khang nguyén.

Séang ché dé xudt phuong phép 1am ting kha ning phén tir lién két khang nguyén dé
loai b khang nguyén trong huyét tuong. Cu thé hon, sang ché dé xuit phuong phap lam
tang kha nang phan tir lién két khang nguyén dé loai bo khdng nguyén trong huyét twong
bang cach lam suy giam kha ning lién két voi khang nguyén cta phan tir lién két khang
nguyén ¢ do pH axit so v6i kha nang lién két & 6 pH trung tinh. Hon nita, séng ché @& xuat
phuong phép lam tang kha ning phén tir lién két khang nguyén dé loai bd khéng nguyén
trong huyét twong bing cach thay thé it nhit mot axit amin trong phan tir lién két khéng'.
nguyén bing histidin hodc cai it nhit mot histidin vao phan tir lién két khdng nguyén.
Ngoai ra, sang ché d& xuit phuong phap 1am ting kha ning phan tir lién két khang nguyén
d8 loai bo khang nguyén trong huyét tuong béng cach thay thé, 1am khuyét, thém va/hoic

cai c4c axit amin & viung On dinh ctia khang thé ctia phén tlr lién két khang nguyén
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O day, “cai thién duge dong hoc”, “lam giam dugce dong hoc”, “duge ddng hoc tt
hon” 14n luot ¢6 thé thay thé bang “cai thién thdi gian luu trong huyét twong (méu)”, “lam
giam thoi gian luu trong huyét twong (mau)” va “thoi gian luu t6t hon trong huyét twong
(mau)”, mdt cach tuong Gmg, va cac cum tir nay la ddng nghia véi nhau.

O day, lam suy giam kha ning lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang
nguyén ¢ d6 pH axit so véi kha nang lién két & d6 pH trung tinh c6 nghia 1a kha ning lién
két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén
6,5 duoc lam suy giam so véi kha ning lién két & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0,
t5t hon 1a kha nang lién két khang nguyén ctia phén tir lién két khang nguyén & d6 pH ndm
trong khoang tir 5,5 &én 6,5 duoc lam suy giam so v6i kha nang lién két & d6 pH nam trong
khoang tir 7,0 dén 8,0, va tdt hon 1a kha ning lién két khing nguyén clia phan tir lién két
khang nguyén & d6 pH=5,8 duoc lam suy giam so véi kha nang lién két & 46 pH=7,4. Do
do, theo sang ché, d6 pH axit nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5, tot hon 12 nim trong khoang
tir 5,5 dén 6,5, va tdt hon nita 13 & do pH=5,8. Theo cach khac, theo sang ché, 46 pH trung
tinh nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0, tdt hon 13 ndm trong khoang tir 7,0 dén 8,0, va tt
hon la & d6 pH=7.4.

O day, cum tir "1am suy gidm kha ning lién két khang nguyén ctia phan tt lién két
khang nguyén & d6 pH axit so v6i kha nang lién két & do pH trung tinh" c6 thé thay thé
bang cum tlr "lam ting kha ning lién két khang nguyén ctia phan tit lién két khang nguyén
& d6 pH trung tinh so v6i kha ning lién két & 6 pH axit". N6i cach khéc, theo sang ché, su
khéc biét vé kha nang lién két khang nguyén clia phan tir lién két khang nguyén nén dugc
lam ting gitta @6 pH axit va do pH trung tinh. Vi du, tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) nén
duoc 1am tang, nhu dugc md ta dudi day. Sw khac biét vé kha nang lién két khang nguyén
clia phan tir lin két khang nguyén gitta d6 pH axit va d6 pH trung tinh c6 thé dugc 1am
tang, vi du, b%mg mdt trong hai cach hodc ca hai cach, 1am suy giam kha ning lién két
khang nguyén & do pH axit va lam tang kha ning lién két khang nguyén & d6 pH trung tinh.

Céc didu kién khong phai d pH dé xac dinh hoat tinh lién két khing nguyén c6 thé
duoc lua chon thich hop bai ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay, va céc

didu kién nay khong duoc giéi han cu thé. Hoat tinh lién két khang nguyén c6 thé duoce xac
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dinh, vi dy, trong cac diéu kién dung dich d&&m MES va nhiét do 37°C nhu dugc md ta & day
trong phan Vi du thyc hién sang ché. Hon nira, hoat tinh lién két khdng nguyén ctia phan tit
lién két khang nguyén c6 thé dugc xé4c dinh bing céc phuong phap di duge biét bai ngudi
¢6 hiéu biét trung binh v& linh vyc k§ thudt ndy, vi du, bang cach st dung Biacore (GE
Healthcare) hodc phuong phap tuong tu, nhu duoc mo ta ¢ day trong phén Vi du thuc hién
sang ché. Khi khdng nguyén 1a khing nguyén hoa tan, thi hoat tinh lién két khang nguyén .
hoa tan niy ¢6 thé duoc danh gia bing céch tiém khang nguyén nay duéi dang chat phan
tich 1én chip duoc ¢b dinh bing phan tir lién két khang nguyén. Theo cach khac, khi khéng
nguyén 1a khang nguyén mang, thi hoat tinh lién két v6i mang nay c6 thé duoc danh gia
bing cach tiém phan tit lién két khéng nguyén du6i dang chét phan tich 1én chip dugc cd
dinh khang nguyén.

Theo séng ché, su khac biét v& hoat tinh lién két khang nguyén gitra o pH axit va
do pH trung tinh khong bi gidi han cu thé mién 13 hoat tinh lién két khang nguyén & do pH
axit la thép hon so véi hoat tinh lién két & d6 pH trung tinh. Tuy nhién, tri sd
KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4), 1a ty 1¢ gitta hing s phan ly (dissociation constant - KD) ddi
v6i khang nguyén & do pH=5,8 va hiing s6 phan ly dbi voi khing nguyén & do pH=7,4, tot
hon 12 bing 2 hodc 16n hon, tt hon nita 1a bang 10 hozc 16n hon, va tét hon 1a bang 40 hodc
16n hon. Gi6i han trén ctia tri s KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4j khong bi giéi han cu thé, va c6
thé 13 tri sb bt ky, vi du, 400, 1000 hodc 10000, mién la phan tir nay ¢6 thé duoc san xuét
bing céc k§ thut duoc ngudi ¢ hiéu bibt trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay biét rd.
Khi khang nguyén nay 1a khang nguyén hoa tan, thi hoat tinh lién két khang nguyén c6 thé
duoc thé hién theo hing sb phan ly (KD). Theo cach khac, khi khang nguyén nay 1a khang
nguyén mang, thi hoat tinh lién két khang nguyén c6 thé duoc thé hién theo hang s6 phan ly
bidu kién. Hing s phan ly (KD) va hing sé phén ly biéu kién (KD biéu kién) ¢6 thé duoc
xéc dinh bing cac phuong phap da biét boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuce k§
thuat nay, vi du, bi“mg cach str dung Biacore (GE healthcare), dd thi Scatchard, hoic FACS.

Theo céch khéc, c6 thé sir dung, vi du, kg, hing s6 tdc d6 phén ly, lam yéu t6 chi thi
d6i v6i su khac biét vé hoat tinh lién két khang nguyén gita do pH axit va do pH trung tinh.

Khi hing sb tdc d6 phan ly (kg) dugc st dung lam yéu t6 chi thi d6i véi su khéc biét vé hoat
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tinh lién két thay vi hing s6 phan ly (KD), thi tri s6 ky(pH=5,8)/ks(pH=7.4), 1a ty 1& gifta
hiing 6 tde do phan ly (kg) dbi v6i khang nguyén & do pH=5,8 so v6i & 46 pH=7,4, tét hon
12 bing 2 hozc 16n hon, tét hon nita 1a bing 5 hodc 16n hon, thim trf tdt hon nita la bang 10
hodc 16n hon, va tot hon nira 1a béng 30 hodc 16n hon. Gi6i han trén cua tri s6
ky(pH=5,8)/kg(pH=7,4) khong duoc giéi han cu thé va c6 thé 1a tri s6 bat ky, vi dy, 50, 100
hodc 200, midn 12 phan tit ndy ¢6 thé san xuét dugc bing céc ky thuat da biét béi ngudi c6
hidu biét trung binh v& linh vuc k§ thuat nay.

Khi khang nguyén nay la khang nguyén hoa tan thi hoat tinh lién két khang nguyén
c6 thé duoc thé hién theo hing s6 toc d6 phan ly (kq). Theo cach khéc, khi khang nguyén
nay 1a khang nguyén mang thi hoat tinh lién két khéang nguyén c6 thé dugc thé hién theo
hing sb téc 4o phan ly biéu kién. Hang s6 téc d6 phan ly (kg) va hing s téc d6 phén ly biéu
kién (kg biéu kién) c6 thé xéc dinh dugc bing cac phuong phap da duoce biét bsi nguoi ¢6
hiéu biét trung binh vé linh vuc ky thuat nay, vi du, béng cach sir dung Biacore (GE
healthcare) hoac FACS.

Theo sang ché, khi hoat tinh lién két khang nguyén cta phan tir lién két khang
nguyén duogc xac dinh ¢ cac d§ pH khéc nhau, wu ti€n cac didu kién do ngoai trir 46 pH la '
khéng dbi.

Phuong phép 1am suy giam hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két
khang nguyén & d6 pH=5,8 so vdi hoat tinh lién két & d6 pH=7,4 (phuong phép tao ra kha
ning lién két phu thudc vao do pH) khéng dugc gidi han cu thé va ¢6 thé 1a phuong phap
bat ky. Vi du, cac phuong phéap ndy bao gdm cac phuong phap lam suy giam hoat tinh lién
két khang nguyén & d6 pH=5,8 so vdi hoat tinh lién két & do pH=7.4 bang cach thay thé
histidin bang cac axit amin trong phan tt lién két khang nguyén hoic cai histidin vao phan
it lién két khang nguyén. D4 biét ring khang thé ¢6 thé duoc tao ra véi kha nang lién két
khang nguyén phu thudéc vao d6 pH bing céch thay thé histidin bing cac axit amin trong
khéng thé nay (FEBS Letter, 309(1), 8588 (1992)). Céc vi tri dot bién (thay thé) hodc cai
histidin nay khong duoc giéi han cu thé, va vi tri bat ky c6 thé chip nhan dugc mién 1a hoat
tinh lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 thip hon so v6i hoat tinh lién két & d6 pH=7.4 (tri |
s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) 16n hon) so véi trudc khi dot bién hogc cai. Khi phén tir lién
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két khang nguyén 1a khang thé, thi cac vi tri nay bao gdm, vi dy, c4c vi trf nim trong ving _
bién ddi cia khang thé. S6 luong thich hop cta céc vi tri dot bién hodc cai histidin ¢6 thé
duoc xac dinh béi ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay xac dinh mét cach
thich hop. Histidin c6 thé dugc thay thé hodc cai & vi tri duy nhét hodc hai hoge nhiéu vi tri.
Ddng thoi, c6 thé dua vao dot bién khong phai histidin (46t bién bang céc axit amin khong
phai histidin). Ngoai ra, dot bién histidin c6 thé duoc dua vao déng thoi véi cai histidin. Co
thé thay thé hodc cai histidin mot cach ngAu nhién bang cach st dung phuong phép quét
histidin, phuong phép nay st dung histidin thay cho alanin trong phuong phap quét alanin
ma d4 bidt béi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Theo cach khac, phan
it lién két khang nguyén 6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) ting so vdi trude khi dot bién c6 thé
duoc lua chon tir thu vién phan tir lién két khang nguyén voi viée dot bién hoc cai histidin
ngAu nhién.

Khi histidin duoc thay thé bang cac axit amin ciia phan tir lién két khang nguyén
hoc dugc cai giita cée axit amin clia phan tir nay, t6t hon 13, nhung khong nhat thiét, hoat
tinh lién két khang nguyén ctia phan tit lién két khang nguyén nay & d6 pH=7,4 sau khi thay
thé hodc cai histidin tuong duong so v6i hoat tinh & d6 pH=7,4 truée khi thay thé hoic cai
histidin. "Hoat tinh lién két khdng nguyén ctia phan tur lién két khang nguyén nay & do
pH=7,4 sau khi thay thé hodc cai histidin twong duong v6i hoat tinh & d6 pH=7,4 trude khi
thay thé hodc cai histidin" c6 nghia 12 ngay ca sau khi thay thé hodc cai histidin, phan tir
lién két khang nguyén nay van giit duge 10% hoic nhidu hon, tdt hon 14 50% hozc nhiéu
hon, tét hon 13 80% hodc nhiéu hon, va tdt hon nira 1a 90% hozc nhiéu hon, hoat tinh lién
két khang nguyén trude khi thay thé hodc cai histidin. Khi hoat tinh lién két khang nguyén
ctia phén tir lién két khéhg nguyén dugc lam suy giam do thay thé hoic cai histidin, hoat
tinh lién két khang nguyén nay c6 thé dugc didu chinh bing cach dua dot bién thay thé, dot
bién khuyét, d6t bién thém va/hodc dot bién cai ctia mot hodc nhidu axit amin vio phan ti -
lién két khang nguyén dé cho hoat tinh lién két khang nguyén c6 thé so sanh dugc voi hoat
tinh lién két trude khi thay thé hodc cai histidin. Sang ché cling d& cap dén phan tir lién két
khang nguyén ¢6 hoat tinh lién két so sanh dugc do thay thé, lam khuyét, thém va/hodc cai

mdt hodc nhiéu axit amin trude khi thay thé hoic cai histidin.
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Céc phuong phéap khac lam suy gidm hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir
lién két khang nguyén & do pH=5,8 so v6i hoat tinh lién két & d6 pH=7,4 bao gdm céc
phuong phéap thay thé cac axit amin khong c6 trong tw nhién bang céc axit amin trong phan
tir lién két khang nguyén hodc cai cac axit amin khong c6 trong tw nhién vao c4c axit amin
ctia phan tir lién két khang nguyén. i biét ring pKa c6 thé kiém soét dugce theo cach nhan
tao st dung céc axit amin khéng c6 trong tu nhién (Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 34;
Chem Soc Rev. 2004 Sep 10;33(7):422-30; Amino Acids. 1999;16(3-4):345-79). Do do,
theo sang ché, cac axit amin khéng cé trong tu nhién c6 thé duoc st dung thay cho histidin
dugce mo ta & trén. Viéc thay thé va/hodc cai axit amin khdng c6 trong tu nhién c6 thé duogc
dua vao déng thoi véi viée thay thé va/hodc cai histidin dugc md ta & trén. Cac axit amin
khong c6 trong tu nhién bat ky c¢6 thé dugce sir dung theo séng ché. C6 thé sir dung céc axit |
amin khong ¢6 trong tu nhién da duoc biét boi ngudi ¢ hidu biét trung binh vé linh vue k§
thuét nay.

Hon nita, khi phan tir lién két khang nguyén la chét c6 ving 8n dinh khang thé, cac
phuong phap khac lam suy giam hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang
nguyén & do pH=5,8 so v6i hoat tinh lién két & 46 pH=7,4 bao gdm cac phuong phép cai
bién ving 6n dinh khéng thé chita trong phan tir lién két khang nguyén nay. Vi du, céc
phuong phép cai bién viing 6n dinh khéng thé bao gdbm cac phuong phap thay thé ving 6n
dinh duge md ta & ddy trong phin Vi du thuc hién sang ché.

Vi du, céc phuong phap khéac cai bién ving n dinh khang thé bao gdm céc phuong
phép danh gia céc isotyp cluia vung 6n dinh khac nhau (IgG1, 1gG2, IgG3 va IgG4) va lya
chon isotyp lam suy gidm hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 (lam téng tbe d6
phén ly & do pH=5,8). Theo cach khac, cac phuong phap nay bao gdm cac phuong phap |
lam suy giam hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=>5,8 (lam ting téc do phan ly & do
pH=5,8) bang cach thay thé céc axit amin trong trinh tu axit amin cta isotyp kiéu dai (trinh
tu axit amin ctia IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4 kiéu dai). Trinh tu ving ban 1& clia ving 6n
dinh khang thé c¢6 su khac biét dang ké gitta cac isotyp (IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4), va su
khéc biét vé trinh tu axit amin ctia ving ban 1& nay ¢6 anh huéng 16n dén hoat tinh lién két

khang nguyén. Do d6, c6 thé Iua chon cac isotyp thich hop dé 1am suy giam hoat tinh lién
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két khang nguyén & do pH=5,8 (dé lam tang téc d6 phan ly & 6 pH=5,8) bang céch xem
xét loai khang nguyén hodc epitop. Hon nita, do su khéc biét vé trinh tu axit amin ctia vung
ban 12 ¢6 anh hudng dang k& dén hoat tinh lién két khang nguyén, nén céc vi tri thay thé
axit amin duoc wu tién trong trinh ty axit amin cla isotyp kidu dai duoc cho 14 nam trong
ving ban 18. _

Khi hoat tinh lién két khang nguyén ciia chét lién két khang nguyén & do pH=5,8
duoc lam suy gidm so véi hoat tinh lién két & d6 pH=7,4 (khi tri s6
KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) tang) bang céc phuong phap duge md ta & trén va cac phuong '
phép tuong tu, tri sé KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) t6t hon la cao gip hai lan hogc nhiéu hon,
t6t hon 1a cao gip nam 1an hodc nhiéu hon, t&t hon 12 cao gp 10 1an hodc nhiéu hon, so véi
tri s6 KD ctia khang thé ban dAu, mic di sang ché khong bi giéi han cu thé & cac gi6i han
nay.

 day, "cai thién duge dong hoc" ¢6 nghia 1a kéo dai thoi gian can d€ loai bo phan
tir lién két khang nguyén ra khoi huyét tuong (vi du, dat téi trang thai ma & d6 phén tir lién
két khang nguyén khong thé tro lai huyét tuong do su phan hiy trong té bao, hoic céc ly do
khéc) sau khi st dung cho dng vat nhu ngudi, chudt nhét, chudt thudng, khi, thd hodc cho,
cling nhu kéo dai thoi gian luu trong huyét tuong clia phan tir lién két khéng nguyén & dang
¢6 kha nang lién két v6i cac khang nguyén (vi dy, & dang khong chira khéng nguyén) trong
sudt khoang thoi gian ny cho dén khi né duge loai bo ra khoi huyét tuong sau khi st dung.
Tham chi néu phan tir lién két khang nguyén duoc tudn hoan trong huyét trong, né khong |
thé lién két v6i khéang nguyén khi n6 da lién két véi khang nguyén khac. Do do, khoang
thoi gian ma phan tir lién két khang nguyén c6 thé vira méi lién két v6i khang nguyén khac
s& duoc kéo dai (co hoi lién két véi khéang nguyén khic gia téng) bang cach kéo dai khoang
thoi gian ma phan tir lién két khang nguyén & dang khong chira khang nguyén. Diéu nay c6
thé it ngén khoang thoi gian ma khéng nguyén khong lién két véi phan tir lién két khang
nguyén in vivo (néi cach khac, dé kéo dai khoang thai gian ma khang nguyén duoc lién két
bdi phan tir lin két khang nguyén). Vi du, ty 18 ctia cac khang nguyén duoc lién két véi cac
phan tir 1ién két khang nguyén va cac khang nguyén trong co thé trong huyét tuong (tbng sb

cdc phan tir khang nguyén duoc lién két va khong lién két véi cac phan tir lién két véi
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khang nguyén) thuong lam giam trong khoang thoi gian nhét dinh sau khi str dung cac phan
ttr lién két khang nguyén nay.

Tuy nhién, viéc 1am giam nhu vy c¢6 thé bi e ché (vi du, mic d6 gidm c6 thé duge
tién hanh it hon) bang cach kéo dai thoi gian luu ctia phan tir lién két khang nguyén & dang
c6 kha nang lién két v6i khang nguyén. Két qua nay lam téng ty 1€ cta khang nguyén lién
két voi phan tir lién két khang nguyén so véi khang nguyén trong co thé trong khoang thoi
gian nhét dinh sau khi str dung khang thé.

Cu thé, theo séang ché, "cai thién duogc dong hoc" khong nhat thiét ¢ nghia 13 kéo
dai khoang thoi gian cin dé loai bd phan tir lién két khang nguyén sau khi sit dung. Tham
chi néu thoi gian cin dé loai bo phan tir lién két khang nguyén sau khi sir dung van khong
thay ddi, thi duoc dong hoc nay c6 thé coi 1a "dugc cai thién" theo sing ché néu:

thoi gian luu trong huyét twong ctia phan tir lién két khdng nguyén & dang c6 kha
ning lién két voi khang nguyén (vi du, phan tir lién két véi khang nguyén & dang khong
chira khang nguyén) dugc kéo dai;

khoang thoi gian ma khéng nguyén khong lién két voi phan tir lién két khéng
nguyén trong co thé duge rit ngin (ndi cach khac, khoang thoi gian ma phén tir lién két
khang nguyén dugc lién két v6i khang nguyén duoc kéo dai); va

ty 16 ctia cac khang nguyén dugc lién két véi cac phén tir lién két khang nguyén d6i
v6i cac khang nguyén trong co thé duoc gia ting. Do d6, theo sdng ché, "cai thién duoc
d6ng hoc" it nhat 14 bao gdm cac budc:

(1) kéo dai thoi gian cAn dé loai bo phén tir lién két khang nguyén ra khoi huyét
tuong sau khi st dung phan tir lién két khang nguyén;

(2) kéo dai thoi gian luu trong huyét twong ctia phan tir lién két khang nguyén &
dang c6 kha ning lién két véi khang nguyén sau khi st dung phan tit lién két khang
nguyén;

(3) rat ngén khoang thoi gian ma khang nguyén khong lién két véi phan tir lién két
khéng nguyén trong co thé sau khi str dung phan tir lién két khang nguyén (kéo dai khoang
thoi gian ma phan tir lién két khang nguyén dugc lién két véi khang nguyén trong co thé);

va
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(4) lam gia tang ty 1& cua céc khang nguyén dugc lién két véi cac phan tir lién két
khang nguyén va khang nguyén trong co thé.

Khi khang nguyén nay la khang nguyén hoa tan cd trong huyét tuong, thi thdm chi
néu dugc dong hoc ctia phan tir lién két khang nguyén (t6¢ d6 loai bo ra khdi huyét twong)
la tuong duong, thi ¢6 nhiéu truong hgp ma viée loai bé khang nguyén duoc lién két véi
phan tir 1ién két khang nguyén duoc gia ting. Viéc lam gidm duoc dong hoc ciia khang
nguyén (gia tang viéc loai bo khoi huyét trong) din dén vide cai thién tuong ddi duoc dong
hoc ctia phan ttr lién két khang nguyén, va do d6, dan dén viéc kéo dai thoi gian phan tir lién
két khang nguyén c6 & dang c6 kha ning lién két v4i cac khang nguyén. Do d6, theo mot
phuong an, "cai thién duge dong hoc "ctia céc phan tir lién két khang nguyén theo sang ché
bao gdm viée lam ting tdc d6 loai bo céc khang nguyén hoa tan ra khoi huyét tuong sau khi
sir dung cac phan tir lién két khang nguyén (kha ning phan tt lién két khang nguyén loai bo
céc khang nguyén ra khoi huyét twong).

Theo sang ché, khi khang nguyén nay la khdng nguyén mang, thi liéu viéc phan tir
lién két khang nguyén don lién két véi nhidu khang nguyén cé thé dnh gia duoc bing cach
kiém tra xem liéu dugc dong hoc ctia phan tir lién két khang nguyén c6 dugce cai thién hay
khong. “Dugc ddng hoc dugce cai thién” ¢ thé danh gia duogc béng phuong phap sau. Vidu,
liéu thoi gian can dé loai bé phan tir lién két khang nguyén sau khi st dung dugc kéo dai co
thé danh gia duoc bing céch xéc dinh mdt trong cc théng sb bit ky trong s6 cac thong sb
d6i v6i phan tir lién két khang nguyén nay, nhu thoi gian ban thai trong huyét twong, thoi
gian luu trung binh trong huyét tuong va muirc thanh thai trong huyét tuong
(“Pharmacokinetics: Enshu-niyoru Rikai (Understanding through practice)” Nanzando).
Vi du, thoi gian bén thai trong huyét trong hoic thoi gian lwu trung binh trong huyét tuong
cta phan ttr lién két khang nguyén dugc st dung cho chudt nhét, chudt thuong, khi, tho,
cho, ngudi hodc cac dong vat khéc, duge kéo dai, duge dong hoc ctia phén tir lién két véi
khang nguyén niy duoc danh gia 1a dugc cai thién. Cac théng s6 niy c6 thé dugc xac dinh
bang céc phuong phap da bibt bai ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thut nay. Vi |

du, céc thong s nay c6 thé duoc danh gia mot cach thich hop bang phép phan tich khong
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phén 6 bang cach sir dung phin mém phan tich duge dong hoc WinNonlin (Pharsight) theo
s6 tay huéng dan kém theo.

Theo céach khac, liéu thoi gian luu trong huyét tuong ciia phan tir lién két khang
nguyén & dang c6 kha nang lién két voi cac khang nguyén sau khi st dung phén tir lién két
khang nguyén nay duoc kéo dai cd thé danh gia duoc bang cach do ndng do trong huyét
tuong cta phan tir lién két khang nguyén khong chita khdng nguyén va xac dinh mét théng
s& bat ky trong s céc thong sb ctia phan tir lién két khang nguyén khong chira khang
nguyén, nhu thoi gian ban thai trong huyét tuvong, thoi gian luu trung binh trong huyét
twong va mic thanh thai trong huyét twong. Nong d6 ctia phan tir lién két khéang nguyén
khong chira khang nguyén trong huyét tuong c6 thé do duge béng cac phuong phap da biét
boi nguoi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat ndy. Vi du, cac phép do nay dugc md
ta trong 4n phim Clin Pharmacol. 2008 Apr;48(4):406-17.

Ngoai ra, liéu khoang thoi gian ma khang nguyén khong li€n két voi lién két khang
nguyén trong co thé sau khi str dung phan tir lién két khang nguyén duoc rit ngin (khoang
thoi gian ma phan tir lién két khang nguyén dugc lién két véi khang nguyén trong co thé
duoc kéo dai) c6 thé danh gia duge bang cach xac dinh ndng do trong huyét twong cia
khang nguyén khong duogc lién két ma khong lién két véi cac phan tir lién két khang
nguyén, va xem xét khoang thoi gian ma ndng d6 cta khang nguyén tu do trong huyét
tuong hodc ty 1€ \(é lugng ctia khang nguyén tu do d6i véi tdng luong khang nguyén van &
muc thip. Nong do ctia khang nguyén tu do trong huyét trong hodc ty 18 vé lugng ciia
khang nguyén tu do va tdng lwong khing nguyén c¢6 thé xac dinh duoc bing céc phuong
phap da biét rd ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuce kg thuat nay. Vi dy, céc phép do
nay dugc mo ta trong 4n phim Pharm Res. 2006 Jan;23(1):95-103. Theo cach khac, khi
khang nguyén c6 chitc nang xac dinh in vivo, khidng nguyén nay c6 duoc lién két boi phan -
ttr lién két khang nguyén ma trung hoa chitc ning ctia khang nguyén (phan tir d6i khang) c6
thé dénh gi4 duoc béng cach kiém tra xem chirc ning ctia khang nguyén c6 duoc trung hoa
hay khong. Chtrc nang ctia khang nguyén duoc trung hoa c6 thé danh gia duoc bang cach
thir nghiém in vivo chat chi thi phan 4nh chirc nang ctia khang nguyén nay. Liéu khéng

nguyén nay cé duoc lién két boi phén tir lién két khang nguyén hoat héa chitc ning cla
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khang nguyén nay (phéan tir cht van) cé thé danh gia duoc bang céach thir nghiém in vivo
chét chi thi phan anh chitc ning ctia khang nguyén nay.

Khoéng c6 gidi han cu thé ddi véi viée xac dinh néng do trong huyét tuong cla
khang nguyén tu do va ty 1é vé luong cia khang nguyén tu do d6i véi téng lugng khang
nguyén, va thir nghiém chét chi thi in vivo, nhung viéc xac dinh nay t5t hon 1a duoc thuc
hién sau khoang thdi gian nhat dinh sau khi sir dung chét lién két khang nguyén. Theo sang
ché, khoang thoi gian sau khi st dung chét lién két khang nguyén khong duoc giéi han cu
thé, va khoang thdi gian thich hop c6 thé dugce xac dinh boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
vé linh vuc k¥ thuat nay xac dinh dua trén céc ddc tinh cita chit lién két khang nguyén va
chét twong tu duoc sir dung. Vi du vé khoang thoi gian nay 1a: 1 ngay sau khi sit dung chat
lién két khang nguyén; 3 ngay sau khi sit dung chét lién két khang nguyén; 7 ngdy sau khi
sir dung chét lién két khang nguyén; 14 ngay sau khi st dung chét lién két khang nguyén;
va 28 ngay sau khi str dung chét lién két khang nguyén.

Theo sang ché, t5t hon 14 cai thién duge dong hoc & nguoi. Ngay ca khi thoi gian
luu trong huyét tuong la rat khé xac dinh & nguoi, co thé duoc du doan dua trén thoi gian
lwu trong huyét twong & chudt nhit (vi du, chudt nhit binh thuong, chudt nhat chuyén gen
biéu hién khang nguyén & ngudi va chudt nhét chuyén gen biéu hién FeRn & ngudi) hodc
khi (vi du, khi déu cho).

Cac phuong phép xac dinh thoi gian luu trong huyét tuong khong duge gi6i han cu
thé. Viéc xéc dinh nay c6 thé duoc thuc hién, vi dy, theo cac phuong phap dugce mo ta & day
trong phan Vi du thuc hién sang ché.

Lidu phan tir lién két khang nguyén c6 kha nang lién két nhiéu lan véi khang
nguyén cé thé danh gia duoc bang cach kiém tra xem khang nguyén c6 duoc lién két voi
phan tir lién két khang nguyén trong ciing diéu kién trung tinh hay khéng khi huyét tuong
phén ly trong ciing didu kién axit giéng nhu thé nhan hay khéng va phan tir lién két véi
khéng nguyén c6 thé lién két lai v&i bao nhiéu khang nguyén trong diéu kién trung tinh. Cu
thé, viéc danh gi4 nay c6 thd thuc hién duge bing céch cho phép phan tir lién két khang
nguyén va khang nguyén tao thanh phirc hop trong didu kién trung tinh, cho phttc hop nay

tiép xtic v6i dicu kién axit trong khoang thoi gian dinh trude, va sau d6 kiém tra xem liéu
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phan tir lién két khang nguyén c¢6 thé lién két lai v6i khang nguyén trong diéu kién trung
tinh hay khong, bing céch st dung thiét bi dé thir nghiém céc phan tmg ctia phan tir lién két
khang nguyén-khang nguyén, nhu Biacore. Khi kha ning lién két khang nguyén ctia phan
tir lién két khang nguyén c6 kha ning lién két phu thudc vao do pH da dugce cai thién glp
hai IAn so v6i kha ning lidn két ctia phan tir lién két khang nguyén trude khi cai bién, thi
thoi gian lign két ctia phan tir lién két khang nguyén c6 kha ning lién két phu thudc vao do
pH 6 thé duge xac nhan 1a duoc gia ting gép hai 14n so v6i kha nang lién két ctia phén tir
lién két khang nguyén truée khi cai bién. Theo cach khac, khi khang nguyén la khang
nguyén mang va do d6 phan tir lién két khang nguyén duogc loai bd ra khoi huyét twong
thong qua su hdp thu va phan hity qua trung gian khang nguyén trong lysosom, thoi gian
lién két ctia phan tir lign két khang nguyén c6 kha ning lién két phu thudc vao do pH c6
duoc gia ting so véi truée khi cai bién hay khong c6 thé danh gia duge bang cach so sanh
duoc dong hoc hodc khoang thdi gian lién két voi khéng nguyén giita phan tir lign két véi
khang nguyén c6 kha ning lién két phu thudc vao d6 pH va phan tir lién két véi khang
nguyén trude khi cai bién. Vi du, khi khoang thi gian lién két khang nguyén cta phan tir
lién két khang nguyén c6 kha ning lién két phu thude vao do pH dugce kéo dai gép hai lan
so v&i khoang thoi gian lién két ciia phan tir lién két khang nguyén trude khi cai bién, thoi
gian lién két ctia phén tir lién két khang nguyén c6 kha nang lién két phu thudc vao d6 pH
duoc xéc dinh 14 duge gia ting hai lin so v6i thoi gian lién két ctia phén tir lién két khang |
nguyén trudc khi cai bién. Theo cach khéc, khi ndng d6 trong huyét tuong ctia khang
nguyén khéng duoc lidn két, tire 1a khang nguyén khong lién két v6i phan tir lién két khang
nguyén, dugc xac dinh va khoang thoi gian ma ndng do trong huyét tuong cta khang
nguyén ty do hoac ty 1€ vé luong gita khang nguyén tu do va tdng lugng khdng nguyén van
thap duoc kéo dai gAp hai 1n, thi thoi gian lién két ctia phan tir lién két khang nguyén c6
kha nang lién két phu thudc vao do pH duoc xac dinh la duoc gia tang hai 14n so véi thoi
gian lién két cia phan tir lién két v6i khang nguyén truée khi cai bién,

Khi khang nguyén la khang nguyén hoa tan, néu khang nguyén nay duoc lién két
v6i phén tir lién két khang nguyén trong diéu kién trung tinh trong huyét twong phéan ly

trong thé nhan, va phan tir lién két khang nguyén quay tré lai huyét tuong, thi phan tir lién
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két khang nguyén nay c6 thé lién két lai v6i khdng nguyén trong diéu kién trung tinh trong
huyét twong. Do d6, phén tir lién két khang nguyén ma c6 cdc dic tinh phan ly khang
nguyén trong didu kién axit ctia thé nhan c6 kha ning lién két véi cac khang nguyén nhiéu
14n. So v6i khi khéng nguyén duoc lién két véi phan tir lién két khang nguyén khéng phan-
ly trong thé nhan (khdng nguyén nay van dugc lién két v6i phn tir lién két khdng nguyén
khi tro lai huyét twong), khi khéng nguyén duoc lién két véi phan tir lién két khang nguyén
phan ly trong thé nhan thi khang nguyén nay duoc phan phdi téi lysosom va tiép theo dugc
phén hiy, va do do, tdc do loai bo khang nguyén ra khoi huyét tuong tang 1én. Cé nghia la
cling c6 thé x4c dinh dugc phén tir lién két khang nguyén c6 kha ning lién két véi cac
khéng nguyén nhiéu 1an hay khong bing cach st dung tdc d6 loai bo khang nguyén ra khoi
huyét trong dudi dang chi sb. Téc do loai bd khang nguyén khoi huyét trong cé thé duge
xé4c dinh, vi du, bang cach st dung cac khang nguyén (vi dy, khang nguyén mang) va cc
phén tir lién két khang nguyén in vivo, va tiép theo do ndng d6 cuia cac khang nguyén trong
huyét tuong. Khi khang nguyén (vi dy, khang nguyén mang) dugc san sinh hodc tiét ra in
vivo, ndng d6 khang nguyén trong huyét twong s& giam néu téc d6 loai bé khang nguyén ra
khoi huyét twong tang 1én. Do d6, ciing c6 thé x4c dinh duge phan tir lién két khang nguyén
c6 kha ning lién két véi cac khang nguyén nhidu 1an hay khéng bing céch st dung nng do
khang nguyén trong huyét twong 1am chi s6.

O day, “lam tang sb 1an lién két v6i khéang nguyén ctia phan tir lign két véi khang
nguyén” ¢6 nghia 12 s6 chu ky duoc ting 1&n khi thuc hién duéi dang quy trinh mét chu ky
ma & d6 phén tir lién két khang nguyén dugc st dung cho ngudi, chudt nhét, khi hogc loai
twong tu, hodc lién két véi khang nguyén va dugc hip thu vao té bao. Cu thé, & ddy, “phén
tir lién két khéng nguyén lién két hai 1an v6i khang nguyén” c6 nghia 1a phan tir lién két
khang nguyén duoc lién két bang khang nguyén dugc hép thu vao té bao va giai phéng &
dang khong chira khang nguyén ra khoi té bao, va phan tir lién két khang nguyén duoc giai
phéng nay lién két lai véi khang nguyén khac va duoc hdp thu lai vao té bao.

Khi phan ti lién két v6i khang nguyén dugc hép thu vao té bao, né c6 thé & dang

duoc lién két bang mot khang nguyén, hozc hai hodc nhiéu khang nguyén.
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O day, “s 1an lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén dugc ting
16n” khong nhit thiét c6 nghia 12 s6 14n lién két khdng nguyén ting 1én & moi phan tir lién’
két khang nguyén. Vi du, trong sd cac phén tir lién két khang nguyén trong ché phim chira
phan tir lién két khdng nguyén, ty 1é ctia cac phén tir lién két khang nguyén ma lién két véi
khang nguyén hai 1in hodc nhiéu lan cé thé tang 1én, hoic s6 luong trung binh clia cac
trudmg hop lién két ctia phén tir lién két khang nguyén trong ché phdm chira phan tir lién két
khang nguyén c6 thé ting 1én.

Theo séng ché, t6t hon néu sb 14n lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khéng
nguyén tang 1én khi phan tir nay duoc st dung cho ngudi. Tuy nhién, rit khé xac dinh s6
14n lién két v6i khang nguyén & ngudi, sé 1dn nay & ngudi c6 thé duge du doén dua trén cac
két qua thu dugc bang thir nghiém in vitro hoic phép do béng céch str dung chudt nhét (vi
du, chu6t nhit chuyén gen biéu hién khang nguyén va chudt nhit chuyén gen biéu hién
FcRn ctia ngudi) hodc khi (vi du, khi dau cho).

Theo sang ché, t&t hon néu phan tir lién két khéng nguyén lién két voi khéng
nguyén hai 1an hodc nhidu 1an. Vi du, dugc wu tién ring cic phan tir lién két khang nguyén
trong ché phim phan ttr lién két khang nguyén, it nhit 14 10% hoc 16n hon, t5t hon 1a 30%
hodc 16n hon, tdt hon 12 50% hoéc 16n hon, va t5t hon nita 1a 80% hodc 16n hon (vi du, 90%
hoic 16n hon, 95% hodc 16n hon, v.v..) lién két v6i céc khang nguyén hai 1an hodc nhidu
lan.

) day, "lam tang sb luong khang nguyén ma c6 thé dugc lién két bang phan tir lién
két khang nguyén" ¢ nghia la 1am tang sd lugng khéng nguyén ma c6 thé dugc lién két
bing phan tir lién két khang nguyén trong sudt khoang thoi gian cho dén khi phan tir lién
két khang nguyén nay bi phan hiy trong lysosom ctia té bao sau khi str dung phén tir lién
két khang nguyén cho ddng vat nhu nguoi, chudt nhét hoic khi.

N6i chung, c4c khang thé nhu IgG c6 hai mién lién két, va do d6 mot khéng thé lién
két vé6i tdi da hai khang nguyén. Khéng thé duoc lién két vi (cac) khang nguyén duge hip |
thu vao t& bao, va khang thé va (cac) khang nguyén duoc phin hiy trong lososom. Néi
chung, céc khang thé nhu IgG c6 thé lién két t6i da voi hai khang nguyén. Khi hoat tinh lién
két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén nhu khéng thé & 6 pH thé nhén bi suy
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giam so véi hoat tinh & d6 pH huyét trong bang céc phuong phap theo sang ché, phan tir
lién két khang nguyén nhu khéng thé dugc hép thu vao té bao 1am phan ly khang nguyén va
duoc giai phong ra khoi té bao, va do d6 co thé 1ién két lai v6i mot khang nguyén khac. No6i
cach khac, cac phuong phap theo sang ché cho phép phén tir lién két khang nguyén lién két
v6i nhiéu khang nguyén hon so véi nhiéu vi trf lién két khang nguyén cia né. Cu thé, bang
céch st dung céc phuong phap theo sang ché, vi du, IgG c6 hai vi tri lién két khang nguyén
c6 thé lién két voi ba khang nguyén hodc nhiéu hon, tét hon la bbn khéng nguyén hoic
nhiéu hon, trong sudt khoang thoi gian cho dén khi khang thé nay bi phan hiy sau khi st
dung. Vi du, khi khéng thé 12 khang thé trung hoa, "lam ting sb luong khdng nguyén ma cé
thé duoc lién két boi phan tir lién két khang nguyén" c6 thé thay thé bing "lam ting s6
luong khang nguyén ma phan ti lién két khang nguyén c6 thé trung hoa". Do d6, "lién két"
¢6 thé duoc thay bang "trung hoa" khi khang thé 1a khéng thé trung hoa.

Theo sang ché, "lam ting s luong khang nguyén ma c6 thé duoc lién két boi phan
tir lién két khang nguyén" khong nhét thiét phai c6 nghia la lam tang s6 lugng khéng
nguyén ma c6 thé duoc lién két boi moi phan tir lién két khang nguyén. Vi dy, sd luong
khang nguyén trung binh ma c6 thé duoc lién két boi phan tir lién két khang nguyén trong
ché phim phan tir lién két khang nguyén c6 thé tang 1én, hoic ty 1 clia céc phan tir lién két
khang nguyén ma c6 thé lién két v6i nhidu khang nguyén hon so vi nhiéu vi tri lién két
khang nguyén ctia né c6 thé ting 1én.

Theo sang ché, tot hon néu sé lugng cac khédng nguyén ma cé thé duoc lién két boi
phan tir lién két khang nguyén tang 1én khi phan tir nay duge st dung cho ngudi. Tuy nhién;
khi rat khé x4c dinh dugc sé luong nay & ngudi, c6 thé duge du doan dua trén cac két qua
thu duoc bang thir nghiém in vitro hodc phép do b%lng cach -st dung chudt nhét (vidy, chudt
nhit chuyén gen biéu hién khang nguyén hozc chudt nhit chuyén gen biéu hién FcRn clia
nguoi) hodce khi (vi du, khi diu ch6). Khi khang thé 1a khang thé trung hoa, thoi gian lién
két v6i khang nguyén duoc md ta & trén clia phan tir lién két v6i khdng nguyén thuong
duoc cho 1a tuong quan véi s6 lugng khang nguyén ma c6 thé dugc trung hoa boi phén tir

lién két khéng nguyén. Do d6, sé lugng khang nguyén ma c6 thé dugc trung hda bdi phan
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tir lién két khang nguyén c6 thé xac dinh duoc bang cling phuong phap duge md ta & trén
d8 x4c dinh s6 14n 1ién két cia phan tir lién két khang nguyén.

Hon nita, sang ché dé xuat phuong phap lién két phan tr lién két khang nguyén véi
céc khang nguyén hai 14n hogc nhiéu 1an trong co thé, bing cach sir dung phan tir lién két
khéng nguyén c¢6 hoat tinh lién két khang nguyén & do pH axit thip hon so véi hoat tinh &
do pH trung tinh.

Séng ché ciing d& cép dén phuong phép trung hoa cc khang nguyén voi s6 luong
16n hon so v&i nhiéu vi tri lién két khdng nguyén ctia phan ti lién két khang nguyén c6 hoat
tinh trung hoa, bing cach str dung phan tir lién két khéang nguyén c6 hoat tinh lién két khéng
nguyén ¢ do pH axit thép hon so v6i hoat tinh & d6 pH trung tinh. Tt hon néu sang ché dé
cép dén phuong phap trung hoa ba khang nguyén hodc nhiéu hon, t&t hon 1 bén khéng
nguyén hodc nhiéu hon bang cach str dung IgG c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH
axit thdp hon so v6i hoat tinh & d pH trung tinh.

Séng ché cing dé cép dén phuong phap phén ly khéang nguyén trong té bao ra khoi
phan tir lién két khang nguyén duoc lién két ngoai bao bang cach lam suy giam hoat tinh
lién két khang nguyén ciia phén tir lién két khang nguyén & d6 pH axit so v6i hoat tinh & d6
pH trung tinh. Theo sang ché, khang nguyén nay c6 thé dugc phén ly ra khoi phan tir lién
két khang nguyén & vi tri bét k¥ bén trong té bao; tuy nhién, t5t hon 1a khang nguyén duge
phan ly bén trong thé nhan sém. Theo sang ché, "khang nguyén duoc phan ly bén trong té
bao ra khoi phan tir lién két khang nguyén duoc lién két ngéai bao" khong nhét thiét phai c6
nghia la moi khang nguyén duoc hép thu vao té bio thong qua viée lién két v6i phan tir lién
két khéang nguyén duoc phan ly khoi phan tir lién két voi khang nguyén niy bén trong t&
bio. C6 thé chép nhan ring ty 18 cua khéng nguyén dugc phén ly khoi phan tir lién két
khang nguyén bén trong té bao tang 16n so véi trude khi lam suy gidm kha ning lién két
khang nguyén cua phan tir lién két khang nguyén & dd pH axit so véi kha nang & d6 pH
trung tinh.

Hon nita, séng ché dé cap dén phuong phép ting cudng sy lién két ndi bao cla
phén tr lién két khang nguyén khong chira khang nguyén véi FcRn bing cach lam suy

giam kha nang lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén & d6 pH axit so
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v6i kha nang & d6 pH trung tinh. No6i chung, fcRn lién két v&i phan tir lién két khang
nguyén bén trong thé nhén. Tuy nhién, phan tir lién két khang nguyén duoc lién két voi
khang nguyén mang dugc cho 1a khong lién két véi FeRn. Do d6, theo phuong 4n duge uu
tién, khi khang nguyén 1'2\1 khang nguyén lién két mang, sing ché bao gdm phuong phép
tang cuong su phan ly trong thé nhan cta cac khang nguyén ra khoi cdc phén tir lién két
khang nguyén va do d6 tang cuong su lién két v6i FcRn clia cac phan tir lién két khang
nguyén, bing céch lam suy giam kha ning lién két khang nguyén ctia phan tir lién két
khéng nguyén & do pH thé nhan (d0 pH axit) so v6i kha ning & d pH huyét twong (d6 pH
trung tinh). Khi khang nguyén la khang nguyén hoa tan, phan tir lién két khang nguyén c6
thé lién két v6i FcRn voi su c6 mit hoic khong cé mit cia khang nguyén nay. Néu sy phan
ly khang nguyén ra khoi phén tir lién két khéng nguyén bén trong thé nhan ¢6 thé duge thuc
dy bing cach lam suy giam kha ning lién két khing nguyén ctia phan tir lién két khang
nguyén & d6 pH noi thé nhan (axit) so voi kha ning & o pH huyét tuong (trung tinh), su
lien két véi FcRn ctia phan tir lién két khéang nguyén ma "khong chira khéng nguyén" ¢6 thé
duoc tang cudng bang cac phuong phép theo sang ché.

BAt ké khang nguyén 1 khang nguyén lién két mang hozc hoa tan, néu phan tir lién
két khang nguyén ma khong chtta khang nguyén c6 thé quay trd lai huyét twong c6 FcRn,
thi phén tir lién két khang nguyén nay c6 thé lién két lai véi khang nguyén. Bang cach lap
lai quy trinh ndy, phan tir lién két khang nguyén c6 thé lién két véi khang nguyén nhiéu lan,
Theo séng ché, "tang cuong su lién két voi FcRn ctia phén tir lién két khang nguyén bén
trong té bao" khong nhét thiét phai c6 nghfa 1a moi phan tir lién két khang nguyén déu lién
két voi FeRn. C6 thé chAp nhéan réng ty 18 phén tir lién két khang nguyén khong chira khéng
nguyén ma lién két véi FcRn bén trong té bao ting 1én so vé&i trude khi lam suy giam kha
ning lién két khang nguyén ciia phan tit lién két khang nguyén & do pH thé nhan so v6i kha
ning & d6 pH huyét twong. C4c phén tir lién két khang nguyén dugc uu tién trong phuong
phép theo séng ché dé tang cuong lién két ni bao gitta phan tir lién két khang nguyén va
FcRn bao gdm, vi dy, cac phan tir lién két khang nguyén ma lién két v6i cac khang nguyén

duoc lién két voi mang (cac khang nguyén mang) nhu cac protein mang. Cac phén tir lién
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két khang nguyén dugc uu tién khéc bao gbm cac phan tir lién két khang nguyén lién két
véi cac khang nguyén hoa tan nhu cac protein tan.

Phuong phép tang cuong su lién két ctia phan tir lién két khang nguyén va FcRn '
bén trong t& bao con duoc thé hién dusi dang phuong phép thic ddy sw lién két véi FeRn
ctia phan tir lién két khang nguyén bén trong té bao, vi du, bén trong thé nhan.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén phuong phap giai phong phan tir lién két khéng
nguyén, phan tir ndy d& duoc lién két véi khang nguyén va duge hip thu vao té bao, ¢ dang
khong chira khang nguyén ra khoi té bao, bang cach lam suy giam kha ning lién két khang
nguyén cia phan tir lién két khang nguyén nay & d6 pH axit so voi kha nang & d6 pH trung
tinh. Theo sang ché, "giai phong phan tir lién két khang nguyén, phan t& nay da dugc lién
két v&i khang nguyén va duoc hép thu vao té bio, & dang khong chira khang nguyén ra khoi
té bao" khong nhét thiét phai ¢6 nghia 14 moi phan tir lién két khang nguyén, phan tir nay da
duoe lign két véi khang nguyén va duoc hép thu vao té bao, déu dugce giai phéng & dang
khong chira khang nguyén ra khoi t& bao. C6 thé chip nhén ring ty 1& ctia phan tir lién két
khang nguyén dugc giai phong ra khoi té bao ting 1én so f/éi trude khi lam suy gidm kha
ning lién két khang nguyén ctia phan tr lién két khang nguyén & do pH axit so véi kha ning
& d6 pH trung tinh. Tét hon néu phan tir lién két khang nguyén duoc giai phong ra khoi té
bao van gitt duoc kha ning lién két khang nguyén. Hon nita, phuong phép giai phong phan
tir lién két khang nguyén, phén tir nay dugc lién két voi khang nguyén va duoc hap thu vao
té bao, & dang khdng chita khing nguyén ra khoi té bao, cling c6 thé dugc goi la phuong
phap tao ra cho phén tir lién két khang nguyén mot dic tinh ma phan tir lién két khang
nguyén tr& nén duge gidi phéng dé dang ra khoi té bao & dang khong chira khang nguyén
khi phan tit lin két khang nguyén nay duoc lién két voi khang nguyén va duge hap thy vao
té bao.

Hon nita, sang ché dé cap dén phuwong phép 1am ting kha nang cac phan tir lién két
khang nguyén loai bd cac khang nguyén trong huyét tuong bang cach lam suy giam kha
nang lién két khang nguyén ctia phén tir lién két khang nguyén & d6 pH axit so v6i kha ning -
& d6 pH trung tinh. Theo sang ché, “kha ning loai bo cic khéang nguyén trong huyét trong”

dimg dé chi kha ning loai bo ra khoi huyét twong cac khdng nguyén c6 mit trong huyét
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tuong, khi cac phan tir lién két khdng nguyén duogc sit dung in vivo hogc duge tiét ra in vivo.
Do d6, theo sang ché, “lam ting kha ning cic phén tir lién két khang nguyén loai bo cac
khang nguyén trong huyét tuong” c6 nghia 14 tbc do loai bo cac khang nguyén ra khoi
huyét twong khi cac phan tir lién két khang nguyén duoc sir dung in vivo duge gia ting so
vé6i tde dd trude khi lam giam kha ning lién két khang nguyén clia cic phan tir lién két
khang nguyén & d6 pH axit so v4i kha nang & do pH trung tinh. Kha néng céc phan tir lién
két khang nguyén loai bo cac khang nguyén trong huyét twong c¢6 dugce ting 1én hay khong
6 thé duge xé4c dinh, vi du, béng cach st dung céac khang nguyén hoa tan va cac phan tir
lién két khang nguyén in vivo, va tiép theo do nong do cac khdng nguyén hoa tan trong
huyét tuong. Khi ndng d6 ciia cac khang nguyén hoa tan trong huyét tuong sau khi sir dung
cac khang nguyén hoa tan va cac phan tir lién két khang nguyén duoc lam giam bang cach
lam giam kha ning lién két khang nguyén ctia cdc phan tir lién két khang nguyén & d6 pH
axit so véi kha nang & d pH trung tinh, c6 thé xéc dinh dugc ring kha ning phan tir lién két
khéang nguyén dé loai bo cac khang nguyén trong huyét tuong duoc ting 1én.

Séang ché ciing dé cdp dén phuong phap cai thién duge dong hoc cia phan tir lién
két khang nguyén bang cach thay thé histidin hozc axit amin khong cé trong tw nhién bang
it nhit mot axit amin trong phan tir 1ién két khang nguyén hodc cai histidin hodc axit amin
khong c6 trong tu nhién vao phan tir nay.

Ngoai ra, sang ché dé xuét phuong phép lam ting s6 14n 1ién két khang nguyén ctia
phan tir 1ién két khéang nguyén bang cach thay thé histidin hozc axit amin khong c6 trong tu
nhién bang it nhit mot axit amin trong phan tir lién két khang nguyén hodc cai histidin hodc
axit amin khong co trong tu nhién vao phén tir nay.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén phuong phép lam ting s6 Iuong khang nguyén c6 thé
duoc lién két bai phan tir lién két khang nguyén bang cach thay thé histidin hogc axit amin
khéng c6 trong tu nhién bang it nhit mét axit amin trong phan tir lién két khdng nguyén |
hodc cai histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién vao phéan tr nay.

Séang ché ciing dé xuit phuong phap phan ly khang nguyén trong té bao ra khoi

phan tir lién két khang nguyén duoc lién két ngoai bao béng céach thay thé it nhat mot axit
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amin trong phén tir lién két khang nguyén bang histidin hozc axit amin khéng ¢ trong tu
nhién, hodc cai histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién vao phén tlr nay.

Séang ché ciing dé xuat phuong phép giai phong phan tt lién két khang nguyén ma
duoc lien két voi khang nguyén va duge hap thu vao té bao, & dang khong chira khang
nguyén ra khoi t& bao bing cach thay thé it nhét mot axit amin trong phan tit lién két khang
nguyén bé‘mg histidin hodc axit amin khéng c6 trong tu nhién, hodc cai histidin hodc axit
amin khong c6 trong tu nhién vao phén tir nay.

Séng ché ciing dé xuét phuong phap lam ting kha ning phan tir lién két khang
nguyén dé loai bé khdng nguyén trong huyét tuong bang cach thay thé it nhit mot axit amin
trong phan tr lién két khang nguyén bang histidin hodc axit amin khong cé trong tu nhién, -
hoic cai histidin ho#c axit amin khong c6 trong tu nhién vao phan tir nay.

Vi tri ctia dot bién histidin ho#c axit amin khong c6 trong tu nhién (thay thé, cai,
v.v.) khong bi giéi han cu thé. Histidin hodc axit amin khong c6 trong tw nhién c6 thé duogc
thay thé hodc cai & vi tri bat ky. Cac vi trf thay thé hodc cai histidin hodc axit amin khong ¢6
trong tu nhién dugc wu tién bao gém, vi du, céc vi tri ndm trong vung ¢ anh huéng dén kha
ning lién két khang nguyén ciia phén tir lién két khang nguyén. Vi du, khi phan tir lién két
khang nguyén 1a khang thé, thi cac vi tri nay bao gdm ving bién dbi khang thé hozic CDR.
Sd lugng ctia dot bién histidin hodc axit amin khong cé trong tu nhién khdng bi gi¢i han cu
thé. Histidin hodc axit amin khong ¢6 trong tw nhién c6 thé dugc thay thé hoic cai & mot vi
tri, hodc & hai hodc nhidu vi tri. Ngoai ra, viéc lam khuyét, thém, cai va/hodc thay thé céc
axit amin khéc ¢6 thé duoc dua vao ddng thdi véi viée thay thé hogc cai histidin hogc axit
amin khong c6 trong tu nhién.

Theo séng ché, khi phén tir lién két khang nguyén 1 khang thé, cac vi tri thay thé
histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién cé thé ¢6 bao gém, vi du, cdc vi tri nam
trong trinh tw CDR hoc trinh tyr ddm nhiém céu trac CDR ctia khang thé. Céc vi tri nay bao
gdm, vi du, cac vi tri duoc néu dudi ddy. Cac vi tri axit amin dugc danh sd dua trén cach
danh sé Kabat (Kabat EA et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
NIH). |
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Chudi ning: H27, H31, H32, H33, H35, H50, H58, H59, H61, H62, H63, H64,
H65, H99, H100b va H102

Chudi nhe: 1.24, 127, 1.28, 1.32, L53, L54, L56, 1.90, .92 va L.94

Trong sb céc vi tri trén ddy, H32, H61, L53, L90 va L.94 c6 thé 1a cac vi tri cai bién
phd bién.

Khi khang nguyén 1a thu thé IL-6 (vi du, thu thé IL-6 clia ngudi), cac vi tri cai bién
duoc wu tién bao gdm cac vi tri sau ddy. Tuy nhién, cac v1 trf cai bién bi dugc gidi han cu
thé & cac vi tri ndy.

Chudi ning: H27, H31, H32, H35, H50, H58, H61, H62, H63, H64, H65, H100b
va H102

Chudi nhe: 1.24, 127, 1.28, 1.32, L53, L56, L90, 1.92 va 1.94

Khi histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién dugc thay thé & nhiéu vi tri,
céc t& hop vi tri thay thé dugc wu tién bao gdm, vi du, t6 hop gdm H27, H31 va H35; t6 hop
odm H27, H31, H32, H35, H58, H62 va H102; td hop gdbm 132 va L.53; va t& hop gom
1.28, 132 va L53. Ngoai ra, cac t6 hop vi tri thay thé dwoc uu tién gdm chudi ning va chudi
nhe bao gdm t6 hop gébm H27, H31, L32 va L53.

Khi khang nguyén la IL-6 (vi dy, IL-6 ctia nguoi), cac vi tri cai bién duoc wu tién
bao gém céc vi tri sau ddy. Tuy nhién, céc vi tri cai bién khong duoc gidi han cu thé & céc
vi tri nay.

Chudi nang: H32, H59, H61 va H99

Chudi nhe: 153, 154, 1L90 va L94

Khi khang nguyén 1a thu thé IL-31 (vi du, thu thé TL-31 clia ngudi), cée vi tri cai
bién duoc ru tién bao gdm H33. Tuy nhién, cac vi tri cai bién khong duge giéi han cu thé &
Vi tri nay.

Lién quan dén céc vi trf néu trén, mot vi tri duy nhét c6 thé duogc thay thé ba?mg
histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién. Theo cach khac, nhiu vi trf ¢ thé duoc
thay thé bang histidin hozc axit amin khéng ¢ trong tu nhién.

Cac phuong phap theo sang ché c6 thé 4p dung cho phan tir lién két khang nguyén
bét ky, khong ké loai khang nguyén dich.
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Céc phan tir lién két khang nguyén theo sang ché khong bi gi6i han cu thé mién 1a
ching c6 hoat tinh lién két dic hiéu voi khang nguyén dang néi dén. Cac phén tir lién két
khang nguyén dugc uu tién theo sang ché bao gdm, vi du, cac chét c6 mién lién két khang
nguyén cua khang thé. Mién lién két khang nguyén ctia khang thé bao gdm, vi du, CDR va
ving bién ddi. Khi mién lién két khang nguyén cta khang thé 13 CDR, phan tir lién két’
khang nguyén c6 thé bao gbm ca 6 CDR ctia khang thé nguyén ven, hozc mot, hai hodc
nhiéu CDR trong s8 cdc CDR nay. Theo cch khéc, khi phan tir lién két khang nguyén bao
gdm CDR duéi dang mién lién két ciia khang thé, CDR ndy c6 thé bao gdm  lam khuyét,
thay thé, thém va/hodc cai axit amin, hodc c6 thé 13 CDR mdt phan.

Hon nita, khi phén tir lién két khang nguyén bao gdm ving 6n dinh khéng thé, séng
ché d& cap dén phuong phép cai thién dugc dong hoc ctia phan tir lién két khang nguyén
bang cach cai bién (vi du, thay thé, khuyét, thém va/hodc cii axit amin) ving 6n dinh ctia
khang thé trong phan tir lién két khang nguyén nay.

Ngoai ra, khi phan tir lién két khang nguyén bao gbm ving dn dinh khang thé, sang
ché dé cap dén phuong phap lam ting s6 14n lién két khang nguyén ctia phén t lién két
khang nguyén bing su cai bién (vi dy, thay thé, khuyét, thém va/hodc cai axit amin) ving
bn dinh cta khang thé trong phan tir 1ién két khang nguyén nay. |

Hon nita, khi phan tt lién két khang nguyén bao gdm ving on dinh khang thé, sang
ché dé cap dén phuong phap lam ting s6 lwong khang nguyén ma c6 thé duoc lién két bing
phan tir lién két khang nguyén bang su cai bién (vi du, thay thé, lam khuyét, thém va/hodc
cai axit amin) viing dn dinh khang thé trong phén tir lién két khang nguyén nay.

Hon nita, khi phan tir lién két khéng nguyén bao gbm ving 6n dinh khang thé, séng
ché @& cap dén phuong phap phan ly khang nguyén trong té bao ra khoi phan tir lién két
khang nguyén ma dugc lién Kkét ngoai bao béng su cai bién (vi du, thay thé, lam khuyét,
thém va/hodc cai axit amin) ving 6n dinh khéng thé trong phan tir lién két khang nguyén
nay.

Hon nita, khi phan ti lién két khang nguyén bao gdm ving én dinh khang thé, sang
ché d& cap dén phuong phap giai phong phan tir lién két khang nguyén ma duoc lién két véi

khang nguyén va duoc ndi hoa vao té bao, & dang khong chira khang nguyén ra khoi t€ bao,
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bing su cai bién (vi du, thay thé, lam khuyét, thém va/hodc cai axit amin) ving 6n dinh
khang thé trong phan tir lién két khang nguyén nay. |

Hon nita, khi phan tir lién két khang nguyén bao gdm ving 6n dinh khéng thé, sang
ché dé cap dén phuong phép lam ting kha ning phén tur lién két khang nguyén loai bd
khang nguyén trong huyét twong bang su cai bién (vi du, thay thé, lam khuyét, thém
va/hodc cai axit amin) ving 6n dinh khang thé trong phén tir lién két khang nguyén nay.

Theo phuong éan dugc uu tién, chét lién két khang nguyén theo sang ché bao gdbm
céc chit lién két khang nguyén bao gdm ving lién két véi FcRn. Sau khi dugc hip thu vao
t& bao, cac chat lién két khang nguyén bao gdbm ving lién két v6i FcRn ¢6 thé quay trd lai
huyét twong bang con duong thu hdi FeRn. Tt hon néu ving 1ién két vi FcRn 14 mién lién
két truc tiép vdi FeRn. Vung lién két véi FeRn duoc uwu tién gém, vi du, céc vung Fc cua
khang thé. Tuy nhién, ving lién két voi FcRn theo sang ché ¢6 thé 1a viing ma c6 thé lién
két véi polypeptit ¢6 kha ning lién két véi FcRn nhu albumin hoge IgG, do viing nay c6 thé
lién két véi polypeptit c6 kha ning lién két véi FcRn ¢6 thé lign két gién tiép v6i FcRn -
thong qua albumin, IgG, v.v..

Céc khang nguyén dugce nhén dién bdi cac phén tir lién két khang nguyén nhu céc
khang thé dang n6i dén trong cac phuong phép theo sang ché khong bi gi6i han cu thé. Cac
khang thé dang néi dén nay c6 thé nhan dién khéng nguyén bét ky. Céc khang thé c6 dugce
d6ng hoc can dugc cai thién béang céc phuong phap theo séang ché gdm, vi dy, cac khang thé
nhan dién céc khéng nguyén mang nhu cac protein thu thé (cac thu thé lién két mang va cac
thu thé hoa tan) va cac chit chi thi bé mit t& bio va céc khang thé nhan dién céc khang
nguyén hoa tan nhu cac xytokin. Céc vi du duge uu tién vé khang nguyén mang theo sing
ché bao gdm cac protein mang. Cac vi du vé khang nguyén hoa tan theo sdng ché bao gém
protein hoa tan. Cac khéﬁg nguyén dugc nhédn dién boi cac khang thé c6 duge ddng hoc can
duoc cai thién béng cac phuong phép theo sang ché bao gém, vi duy, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-15, IL-31, IL-23, thu thé IL-2, thu thé -
IL-6, thu thé OSM, gp130, thu thé IL-5, CD40, CD4, Fas, osteopontin, CRTH2, CD26,
PDGF-D, CD20, yéu t6 hoa huéng dong bach cdu don nhan, CD23, TNF-a, HMGB-1, a4
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integrin, ICAM-1, CCR2, CD11a, CD3, IFNy, BLyS, HLA-DR, TGF-f, CD52, va thu thé
IL-31. Céac khang nguyén dugc uu tién ddc biét bao gém thu thé IL-6.

Hon nita, phan tir lién két khang nguyén dang néi dén trong cac phuong phap theo
sang ché bao gdm cac phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh d6i khang (céc phan tir
lién két khang nguyén dbi khang) va cac phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh chu
vén (cac phan tir lién két khang nguyén chu vén). Theo phuong dn duogc uu tién, phén tir
lién két khang nguyén bao gdm cac phén tir lién két khang nguyén déi khéng, cu thé 1a céc
phan tu lién két khang nguyén ddi khang nhan dién cic khang nguyén mang nhu thu thé,
hodc cac khang nguyén hoa tan nhu xytokin. Vi du, phan tir lién két khang nguyén dbi
khang ma nhan dién thu thé G ché sur lién két phdi tir - thy thé bing cach lién két véi thu
thé nay, va do do6 e ché su truyén tinh hiéu duoc trung gian théng qua thu thé nay.

Theo sang ché, phén tir lién két khang nguyén dang néi dén khong bi giéi han cu’
thé, va c6 thé 1a phéan tir lién két khang nguyén bét ky. TSt hon néu phén tir lién két khang
nguyén theo sang ché bao gdm c4 hoat tinh lién két khang nguyén (ving lién két khang
nguyén) va ving lién két véi FcRn. Cu thé, phan ti lién két khang nguyén dugc uu tién
theo sang ché bao gdm ving lién két véi FcRn & ngudi. Phan ti lién két khang nguyén bao
gdm ca hoat tinh lién két khang nguyén va ving lién két v6i FcRn bao gdm, vi dy, cac
khang thé. Cac khang thé dugc uu tién trong trudng hop cua sang ché bao gdm, vi du, cac
khéng thé IgG. Khi khéng thé duogc st dung 1a khang thé IgG, typ IgG nay khong dugc gioi
han; TgG nay thudc isotyp (16p phu) bit ky nhw IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4 c6 thé duoc st
dung. Hon nita, céc dét bién axit amin (nhw M73) c6 thé duge dua vao ving 6n dinh cua
isotyp bét ky trong sb cac isotyp IgG nay. Céc dot bién axit amin duge dua vao bao gom, vi
du, cic d6t bién lam ting cuong hodc lam suy giam su lién két v6i thu thé Fey (Proc Natl
Acad Sci U S A. 2006 Mar 14;103(11):4005-10) va cac dot bién 1am ting cudng hodc lam |
suy giam sy lién két v6i FcRn (J Biol Chem. 2001 Mar 2;276(9):6591-604), nhung khong
chi gi6i han & cc vi du ndy. Theo cach khac, ciing ¢6 thé 1am bién di su lién két phu thude
vao do pH béng cach lua chon vung 4n dinh thich hop nhu ving dn dinh cua IgG2.

Khi phan tir 1ién két khang nguyén dang n6i dén theo sang ché 1a khang thé, thi n6

¢6 thé 1a khang thé c6 ngudn gdc tir dong vat, nhu khang thé chudt nhit, khéng thé ngudi,
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khang thé chuét thuong, khang thé tho, khang thé dé hodc khéng thé lac da. Hon nita,
khang thé nay c6 thé 1a khang thé dugc cai bién, vi du, khang thé kham, va cu thé 1a khéng
thé duoc cai bién bao gém dot bién thay thé axit amin trong trinh tu ctia khdng thé dugc
lam gidng nhu ctia nguoi, v.v.. Cac khang thé nay ciing bao gébm khang thé ddc hidu kép,
cdc san phim cai bién ciia khang thé dugc lién két voi cac phéan tir khac nhau, va céc
polypeptit bao gdm cac manh khang thé.

“Khéng thé kham" 1a cac khang th8 duoc tao ra bang cach két hop cac trinh tu thu
dugc tir cac dong vat khac nhau. Cu thé, khang thé kham bao gém, vi du, khang thé 6 cac
ving bién di (V) ctia chudi ning va chudi nhe tir khang thé chugt nhat va cdc ving 6n dinh-
(C) ctia chudi ning va chudi nhe tir khang thé nguoi.

“Khang thé duge lam giéng nhu ctia ngudi”, con duge goi 14 khang thé ngudi dugce
tao lai hinh dang, 1a khang thé trong d6 cic ving quyét dinh bd thé (complementarity
determining region (CDR)) ctia khang thé thu duoc tir dong vat c6 via khong phai ngudi, vi
du, chudt nhét, dugc ghép vao cac CDR cua khang thé ngudi. Cac phuong phép nhan biét
cac CDR d3 duoc biét (Kabat et al., Sequence of Proteins of Immunological Interest (1987),
National Institute of Health, Bethesda, Md.; Chothia et al., Nature (1989) 342:877). Cac k¥
thuat tai t6 hop di truyén néi chung thich hop cho muc dich nay ciing da duoc biét (xem
don xin cAp patent chau Au s6 EP 125023; va WO 96/02576).

Khéng thé dic hidu kép dung dé chi khang thé c6, trong ciing phan tir khang thé,
che ving bién dbi nhan dién céc epitop khac nhau. Khang thé dic higu kép c6 thé 1a khang
thé nhan dién hai hodc nhidu khang nguyén khac nhau, hodc khang thé nhan dién hai hodc
nhiéu epitop khac nhau trén cung khéng nguyén.

Hon nita, cac polypeptit bao gbm cac manh khéng thé bao gdm, vi du, cac manh
Fab, cic manh F(ab’)2, scFv (Nat Biotechnol. 2005 Sep;23(9):1126-36), cac khiang thé
mién (dAb) (WO 2004/058821, WO 2003/002609), scFv-Fc (WO 2005/037989), dAb-Fc,
va céc protein dung hop vai Fe. Trong d6, cac phan tir chira mién Fc ¢6 hoat tinh lién két
v6i FcRn, va do d6 thich hop dé sir dung trong céc phuong phép duge phét hién theo sang

che.
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Ngoai ra, phéan tir lién két khang nguyén kha thi theo sang ché c6 thé 14 phan tir
gidng khang thé. Phén tir gidng khang thé 1a phan tir ¢6 thé biéu hién cac chic nang bang
cach lién két voi phan tir dich (Current Opinion in Biotechnology 2006, 17:653-658;
Current Opinion in Biotechnology 2007, 18:1-10; Current Opinion in Structural Biology
1997, 7:463-469; Protein Science 2006, 15:14-27), va bao gém, vi du, DARPins (WO
2002/020565), Affibody (WO 1995/001937), Avimer (WO 2004/044011; WO
2005/040229), va Adnectin (WO 2002/032925). Néu céc phan tir gibng khang thé niy c6
thé lién két vi cac phan tir dich theo cach phu thude vao do pH, thi mot phan tir don ¢6 thé
lién két v&i nhiéu phan tir dich.

Hon nita, phin tir lién két khang nguyén cé thd 1a protein thu thé hodc thu
thé-protein dung hop véi Fc lién két v6i dich, bao gdm, vi du, TNFR- protein dung hop véi
Fc, IL1R- protein dung hop véi Fc, VEGFR- protein dung hop véi Fc, va CTLA4-protein
dung hop v6i Fe (Nat Med. 2003 Jan;9(1):47-52; BioDrugs. 2006;20(3):151-60). Néu
protein thu thé va thu thé-protein dung hop véi Fe nay c6 thé lién két voi cac phan tir dich
theo cach phu thudc vao do pH, thi phén tir don c¢6 thé lién két v6i nhidu phan tr dich.

Ngoai ra, phan tir lién két v&i khang nguyén c6 thé 14 protein phdi tir nhan tao hodc
protein dung hop phdi tir nhan tao ma lién két véi dich va 6 tac dung trung hoa, va bao
gdm, vi du, IL-6 ddt bién (EMBO J. 1994 Dec 15;13(24):5863-70). Néu céc protein phbi tir
nhén tao va protein dung hop phdi tir nhan tao nay c¢6 thé lién két véi cac phan tir dich theo
cach phu thude vao do pH, thi phan tir don c6 thé lién két v6i nhidu phan tr dich.

Hon nita, khéng thé theo sang ché c6 thé bao gdm céc chudi duong duge cai bién.
Khéng thé ¢é cac chudi duong duge cai bién bao gbm, vi du, khang thé ¢6 su glycosyl hoa
duoc cai bién (WO 99/54342), khéng thé khuyét fucoza ma dugc bd sung vao chudi dudng
(WO 00/61739; WO 02/31140; WO 2006/067847; WO2 006/067913), va khang thé ¢6 cac
chudi dudng voi GleNAc chia d6i (WO 02/79255).

Mac du cac phuong phép theo sang ché khong bi gidi han & ly thuyét cu thé bat ky,,
nhung mdi lién hé gitra viéc lam suy giam kha ning lién két khang nguyén & d6 pH axit so
v6i kha nang & d6 pH frung tinh, viéc c&i thién dugc dong hoc va viée lién két nhidu 1an voi

khéang nguyén c6 thé duoc giai thich nhu sau.
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Vi du, khi khang thé 14 khang thé lién két voi khang nguyén mang, khéng thé nay
duoc str dung trong co thé s& lién két véi khang nguyén va tiép theo dugc hap thu thong qua
su ndi hoa vao thé nhan trong céc t& bao cling v6i khang nguyén nay va trong khi khang thé
van duoc lién két v6i khang nguyén nay. Tiép theo, khang thé di chuyén vao lysosom trong
khi vAn duoc lién két véi khéang nguyén, va khang thé duoc phan hity bdi lysosom cung véi
khang nguyén. Viéc loai bo thong qua viéc ndi hoa ra khoi huyét tuong duoc goi 1a loai bod
phu thudc vao khang nguyén, va viéc loai bo nay da duoc bao cdo véi nhiu phén tir khang
thé (Drug Discov Today. 2006 Jan;11(1-2):81-8). Khi mt phan tir cia khang thé IgG lién
két véi cac khang nguyén bang hoa tri hai, thi phan tir khang thé don niy dugc ndi héa
trong khi khéng thé van duoc lién két v6i hai phan tir khang nguyén, va duge phan hity
trong lysosom. Do d6, trong truong hop cac khang thé thong thuong, mot phan tir ciia
khéng thé IgG khong thé lién két v6i 3 phan tir khang nguyén hogc nhiéu hon. Vi dy, phan
ttr khang thé IgG don c6 hoat tinh trung hoa khdng thé trung hoa 3 phan tir khang thé hoic
nhiéu hon.

Thoi gian luu duge kéo dai twong dbi (loai bé tir tir) cia phan tir [gG trong huyét
tuong 14 do chite nang ctia FcRn ma duoc bidt 1a thu thé thu hdi ctia céc phan ti IgG. Khi
duoc hdp thu vao thé nhan théng qua sy 4m bao, cc phan tit IgG s& lién két véi FeRn duoc
bidu hién trong thé nhan trong diéu kién axit ctia thé nhan. Khi céc phan tir IgG khong lién
két v6i FeRn chuyén t6i lysosom tai d6 ching duge phan hity, cac phan tir IgG duoc lién
két v&i FeRn s& chuyén toi bé mit té bao va quay trd lai trong huyét twong bang cach phan
ly ra khoi FcRn trong diéu kién trung tinh ctia huyét tuong.

Theo cach khac, khi khang nguyén 1a khang nguyén lién két voi khang nguyén hoa
tan, khang thé dugc st dung trong co thé s& lién két v6i khang nguyén nay va sau d6 duge
hép thu vao té bao trong khi khéng thé van dugc lién két voi khang nguyén. Nhiéu khang
thé duoc hip thu vao t bao dugc giai phong ra khoi té bao thong qua FcRn. Tuy nhién, do
khang thé duoc giai phong ra khoi t& bao, v6i cac khang thé van duge lién két véi khang
nguyén, thi khang thé khong thé lién két lai voi khang nguyén. Do d6, giéng nhu khang thé
lién két voi khéang nguyén mang, trong trudng hop ctia khang thé thong thudong, mot phan |

tir khang thé IgG khong thé lién két v6i 3 phén tir khang nguyén hosc nhigu hon.
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Céc thc gia sang ché dua ra Iy do ring khi khang thé duoc lién két v6i khang
nguyén nhu khang nguyén mang dugc hép thu vio thé nhan bing sy ndi héa, trong khi
khang thé vin dugc lién két v6i khang nguyén chuyén t6i lysosom va duge phan huy,
khang thé IgG ma khang nguyén ctia né dugc phén ly trong th8 nhan c6 thé lién két véi
FcRn duge biéu hién trong thé nhan. Cu thé, céc tac gia sang ché phat hién ra rang khang
thé ma lién két manh vé&i khang nguyén trong huyét tuong nhung lién két yéu véi khang
nguyén trong thé nhan c6 thé lién két v6i khang nguyén trong huyét trong va duoc hép thuy
trong khi van tao phirc v6i khang nguyén trong thé nhan trong té bao thong qua su ndi hda;
phan ly tir khang nguyén trong thé nhan; sau d6 lién két véi FcRn va chuyén t6i bé mat t&
bao; va quay tr¢ lai huyét twong & trang thai khong duge lién két voi khang nguyén dé
trung hoa nhiéu khang nguyén dugc lién két voi mang. Hon nita, cAc tac gia sang ché da
phét hién ra rang khang thé c6 dic tinh lién két khang nguyén manh trong huyét twvong
nhung lién két yéu véi khang nguyén trong thé nhan c6 thé phéan ly ra khoi khadng nguyén
trong thé nhan ngay ca khi khang thé da duoc lién két véi cac khang nguyén nhu cac khang
nguyén hoa tan; do do, ching duoc giai phong lai vao huyét twong & trang thai khong duge
lién két voi khang nguyén va c6 thé trung hoa nhiéu khang nguyén hoa tan.

Cu thé, céc téc gia sang ché da luu ¥ rang d6 pH trong huyét twong 14 khac v&i do
pH trong thé nhan, va do d6 phat hién ra ring cic khang thé lién két manh véi khang
nguyén trong diéu kién d6 pH huyét tuong nhung lién két yéu v6i khang nguyén trong didu
kién d6 pH thé nhin cao hon khi luu trong huyét tuong, do mot phan tir khéng thé ¢6 thé
lién két v6i nhiéu khang nguyén.

Thé nhan, 14 thi mang, tao thinh mang ludi trong té bao chit cta té bio c6 nhin
dién hinh va chiu trach ﬁhiém chuyén hoa céc dai phan tir trong qua trinh tir mang té bao
dén lysosom. D6 pH trong thé nhan da dugc béo céo thuong 1a d6 pH axit nam trong
khoang tur 5,5 dén 6,0 (Nat Rev Mol Cell Biol. 2004 Feb;5(2):121-32). Trong khi d6, 46 pH -
trong huyét trong dugc biét hau nhu 14 trung tinh (binh thudng, d6 pH=7,4).

Do d6, phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH
axit yéu hon so v6i hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH trung tinh s& lién két véi khéang

nguyén trong huyét trong c6 dd pH trung tinh, duoc hép thu vao té bao, va sau d6 phan ly
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ra khoi khang nguyén trong thé nhan ¢6 d6 pH axit. Phan tir lién két khang nguyén ma duoc
phan ly ra khoi khang nguyén sé& lién két véi FcRn, chuyén t6i bé mat t bao, va quay tré lai
huyét trong & trang thai khong duoc lién két véi khang nguyén. Két qua 14, phan tir lién két
khang nguyén c¢6 thé lién két v6i cac khang nguyén nhiéu lan, va duge dong hoc dugce cai

thién.

Céc chat phén tr lién két khang nguyén

Sang ché con d& xuit phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang
nguyén & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5 thip hon so v&i hoat tinh & d6 pH nam
trong khoang tir 6,7 dén 10,0, t6t hon 13 phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két
khéng nguyén & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0 thap hon so v&i hoat tinh & d6 pH
nim trong khoang tir 7,0 dén 8,0. Cu thé, phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién
két khang nguyén & do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5 thap hon so véi hoat tinh & do
pH nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0 bao gbm, vi du, phan tir lién két khdng nguyén cé
hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 thip hon so v&i hoat tinh & d6 pH=7,4. Phan
tur lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 thip hon so véi
hoat tinh & d6 pH=7,4 ciing c6 thé dugc biéu hién dudi dang phén tir lién két khang nguyén
c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=7,4 cao hon so v&i hoat tinh & 46 pH=5,8.

Dbi voi cac phan tir lién két khang nguyén theo sang ché ¢c6 hoat tinh lién két
khéng nguyén & d6 pH=5,8 thép hon so v6i hoat tinh & d6 pH=7,4, mién 13 hoat tinh lién
két khang nguyén & do pH=5,8 1a thp hon so véi hoat tinh & d6 pH=7.4, thi khong c6 gi6i
han nao dbi voi su khac biét vé hoat tinh 1ién két, va hoat tinh 1ién két khéng nguyén & do
pH=5,8 chi cin thdp hon, tham chi 1 khong dang ké.

Theo phuong an dugc wu tién, phan tir lién két khang nguyén theo sang ché ¢ hoat
tinh lién két khéng nguyén & d6 pH=5,8 thdp hon so v&i hoat tinh & d6 pH=7,4 bao gém
phén ti lién két khang nguyén c¢6 hoat tinh lién két khang nguyén & 46 pH=7,4 cao gip hai
1an hodc 16n hon so vé6i hoat tinh & d@& pH=5,8. Theo phuong 4n dugc uu tién hon, phan tir
lién két khang nguyén nay bao gdm phén tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két

khang nguyén & d6 pH=7.,4 cao gép 10 14n hodc 16n hon so v&i hoat tinh & d6 pH=5,8. Theo
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phuong 4n duoc vu tién hon, phan tir lién két khang nguyén niy bao gdm phan tir lién két
khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=7,4 cao gip 40 14n hoic 16n hon
so vo1 hoat tinh & d6 pH=5,8.

Cu thé, theo phuong 4n dugc wu tién, phéan tir lién két khang nguyén theo séang ché
¢6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=>5,8 thap hon so véi hoat tinh & d6 pH=7.4,
trong d6 tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4), 13 ty 1& cua KD d6i voi khang nguyén & do
pH=5,8 va KD dbi v6i khang nguyén & d6 pH=7,4, t6t hon 1a bang 2 hodc 16n hon, tt hon
nita 1a bang 10 hodc 16n hon, va t6t hon nita 12 bang 40 hodc 1én hon. Gi6i han trén cua tri -
s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) khong bi gi6i han cu thé, va c6 thé 14 tri s6 bat ky, vi dy, 400,
1000 hodc 10000, min 1a c6 thé san xuit duoc biang cach st dung céc k§ thuat da biét bai
ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc ky thuit ndy.

Theo phuong an dugc vu ti€n khac, phan tir lién két khang nguyén theo séng ché c6
hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 thép hon so v6i hoat tinh & d6 pH=7,4, c6 tri
56 kq(pH=5,8)/ka(pH=7,4), 1a ty 18 giita kq d6i v&i khang nguyén & 4o pH=5,8 va kq d6i véi
khang nguyén & do pH=7,4, t5t hon 1a bﬁng 2 hoic 16n hon, tt hon 1a béng 5 hoac 16n hon,
tham tri tdt hon 1a bing 10 hoic 16n hon, va t5t hon nita 14 bang 30 hodc 16n hon. Giéi han
trén clia tri s KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) khong bi gi6i han cu thé, va c6 thé 1a tri s bat ky,
vi du, 50, 100 hodc 200, mién 14 c6 thé san xut duoc bang cach st dung céc k¥ thuat da
bit bdi ngudi 6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay.

Cac didu kién khong phai d6 pH ma hoat tinh lién két khang nguyén dugc do c6 thé
duoc lua chon thich hop bdi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuit ndy, va cac
diéu kién nay khong bi gi6i han cu thé; tuy nhién, cac phép do nay c¢6 thé dugc thuc hién, vi
du, trong cac diéu kién dung dich d&m MES va nhiét do 37°C, nhu dugc mo ta trong phén
Vi du thuc hién séng ché. Hon nita, hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két
khang nguyén c6 thé duoc xac dinh bang cic phuong phap da biét boi ngudi ¢ hiéu biét
trung binh vé& linh vuc k§ thuat nay, vi du, bang cich st dung Biacore T100 (GE
Healthcare) hodac phuong phap twong tu, nhu duge mo ta trong phan Vi du thuc hién sang

che.
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Gia thiét ring phan tir lién két khang nguyén nay, lién két yéu v6i khang nguyén &
d6 pH axit, d& dang phén ly ra khoi khang nguyén trong diéu kién axit ctia thé nhén, va sau
khi ndi héa vao t& bao, n6 lién két v6i FcRn va d& dang duogc giai phong ra khéi té bao.
Phén tir lién két khang nguyén dugc giai phéng ra khoi té bao ma khong bi phan hity bén
trong té bao c6 thé lién két lai vi cac khdng nguyén khéc. Do d6, vi du, khi phan tir lién két
khéng nguyén 12 phan tir trung hoa lién két v6i khang nguyén, thi phan tir lién két khang
nguyén ma d& dang phan ly ra khoi khang nguyén trong diéu kién axit ctia thé nhan c6 thé
lién két va trung hoa cac khéng nguyén nhidu 1dn. Két qua 13, cac phan tir lién két khang
nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5 thap
hon so véi hoat tinh & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0 s& ¢ thoi gian luu trong
huyét tuong t&t hon.

Theo phuong 4n duoc wu tién, phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két
khéng nguyén & do pH=>5,8 thip hon so v6i hoat tinh & d6 pH=7,4 bao gdm phan tir lién két
khang nguyén trong dé it nhit mot axit amin trong phan tir lién két khang nguyén nay duoc
thay thé bang histidin hodc axit amin khong c¢6 trong tw nhién, hogc trong d6 it nhit mot
histidin ho#c axit amin khong c6 trong ty nhién dugc cai vao. Vi tri ma dot bién histidin
ho#c axit amin khong ¢ trong tu nhién dugc dua vao khéﬁg duoc gidi han cu thé va c6 thé _
1 vi tri bt ky, mién 1a hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=>5,8 1a yéu hon so véi hoat
tinh & d6 pH=7,4 (tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) 16n hon hodc tri sb
ky(pH=5,8)/kg(pH=7,4) 16n hon) so v&i trudc khi thay thé. Vi du vé cic ving bién dbi va
céc CDR ctia khéng thé trong trudmg hop phan tir lién két khang nguyén nay 1a khang thé.
S8 luong axit amin duoc thay thé bang histidin hodc axit amin khong c6 trong tw nhién va
s luong axit amin duoc cai vao c6 thé duoc xac dinh mét cach thich hop béi nguoi c6 hiéu
biét trung binh v& linh vuc k§ thuat nay. Mot axit amin c6 thé dugc thay thé bang histidin
ho#c axit amin khdng c6 trong tu nhié€n, hodc mot axit amin cd thé duge cai, hoac hai hodc
nhidu axit amin ¢6 thé duoc thay thé bang histidin hozc axit amin khong c¢6 trong tw nhién,
hodc hai hodc nhidu axit amin c6 thé dugc cai. Hon nita, ngoai viéc thay thé histidin hozc
axit amin khong c6 trong tu nhién hoac vi€c cai histidin hqéc axit amin khong cé trong tu

nhién, viéc lam khuyét, thém, cai va/hodc thay thé céac axit amin khéc cling cé thé duoc .
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thuc hién mdt cach déng thoi. Vigce thay thé histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién
ho#c viéc cai histidin hodc axit amin khong cé trong tu nhién ¢6 thé duge thuc hién mét |
cach ngiu nhién bang cach sir dung cac phuong phap nhu quét histidin sir dung histidin
thay cho alanin trong phuong phap quét alanin da duoc biét boi ngudi ¢ hidu biét trung
binh v& linh vuc k§ thuat ndy. Céc phan tir lién két khang nguyén cé tri sé
KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) hoac k4(pHS5,8)/k4(pH7,4) tang lén so véi trude khi dot bién c6
thé duoc chon tir cac phén tir lién két khang nguyén trong d6 dot bién histidin hoic axit
amin khéng cé trong tu nhién da dugc dua vao mot cach ngAu nhién.

Cac phan ttr lién két khang nguyén dugc uu tién cé dot bién histidin hodc axit amin
khong c6 trong tu nhién va cé hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 1a thip hon so
v6i hoat tinh & d6 pH=7,4 bao gbm, vi du, cac phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh
lién két khang nguyén & 46 pH=7,4 sau khi dt bién thanh histidin hogc axit amin khong c6
trong tu nhién 1a twong duong véi hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=7,4 trudc khi
dot bién thanh histidin hodc axit amin khong cé trong tu nhién. Theo sang ché, "phan tir
lien két khang nguyén sau khi dot bién thanh histidin hoic axit amin khong c6 trong tu
nhién c6 hoat tinh lién két khang nguyén twong duong vé6i hoat tinh lién két ctia phan tir
lién két khang nguyén truée khi dot bién thanh histidin hodc axit amin khong c6 trong tu
nhién" c¢6 nghia 1a, khi hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén
trude khi dot bién thanh histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién dugc coi la 100%,
thi hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén sau khi dot bién
thanh histidin hodc axit amin khong c6 trong tw nhién it nhit 1 10% hoc 16n hon, tot hon
14 50% hodc 16n hon, t6t hon 1a 80% hode 16n hon, tot hon 1a 90% hozc 16n hon. Hoat tinh
lién két khang nguyén & d6 pH=7,4 sau khi dot bién thanh histidin hodc axit amin khéng c6
trong tu nhién c6 thé 16n hon so véi hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=7,4 trudc khi
d6t bién thanh histidin hoic axit amin khong c6 trong tu nhién. Khi hoat tinh lién két khang
nguyén cia phén tir lién két khang nguyén giam di do viéc thay thé hodc cai histidin hoic -
axit amin khong c6 trong tu nhién, thi hoat tinh lién két khang nguyén nay c6 thé diéu chinh
duoc bing cach dua dot bién thay thé, khuyét, thém va/hodc cai clia mot hodc nhiéu axit

amin vao phéan tur lién két khang nguyén dé cho hoat tinh lién két khang nguyén tré nén
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twong duong véi hoat tinh lién két khang nguyén trudc khi thay thé hodc cai histidin. Séng
ché ciing bao gdm céc phén tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két da duoc tao ra
tuong duong do viéc thay thé, lam khuyét, thém va/hodc cai mot hodc nhiéu axit amin sau
khi thay thé hoic cai histidin.

Ngoai ra, khi phan tir lién két khang nguyén 14 chat bao gdm ving 6n dinh khang
thé, theo mot phuong an duoc wu tién khac vé phén tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh
lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 1a thip hon so v&i hoat tinh & d6 pH=7,4, sang ché bao
¢dm phuong phép cai bién cac ving dn dinh ctia khang thé chira trong céc phan tir lién két
khéng nguyén nay. Céc vi du cu thé v& cac ving 6n dinh ctia khang thé sau khi cai bién bao
gbm céc ving 6n dinh duge md ta trong phan Vi du thuc hién sang ché.

Khi hoat tinh lién két khang nguyén ctia chét lién két khang nguyén & do pH=5,8
duoc lam suy giam so v&i hoat tinh & @0 pH=7,4 (khi tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) ting '
1én) bang cac phuwong phap duge mo ta & trén va cac phuong phap twong tu, néi chung, tbt
hon néu tri s6 KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4) cao gip hai lin hogc 16n hon, t6t hon 14 5 1an hogc
16n hon, thdm tri tbt hon nira 1a 10 14n hodc 16n hon, so véi tri s6 ctia khang thé ban dau,
nhung khong duoc gidi han cu thé & do.

Phan tir lién két khéng nguyén theo sang ché c6 thé con c6 dic tinh bét ky khac,
mi&n 13 hoat tinh lién két khang nguyén cta chung & d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén
6,5 thip hon so v6i hoat tinh & d6 pH ndm trong khoang tlr 6,7 dén 10,0. Vi dy, phan ti lién
két khang nguyén c6 thé 1a phéan tir lién két khang nguyén chit van hodc dbi khang. Phan tir
lién két khang nguyén dugc uu tién theo sang ché bao gdm, vi du, phan tir lién két khang
nguyén d6i khang. N6i chung, phan tir lién két khang nguyén d6i khang trc ché su truyén
tin hidu ndi bao duge trung gian béi thu thé bing cach wre ché sur lién két gitta phéi tir (chat
chu van) va thu thé. |

Hon nfta, séng ché @& xuét khéng thé trong d6 axit amin & it nhat mot vi tr duoc chi
ra duéi day duoc thay thé bang histidin hodc axit amin khéng c6 trong tw nhién. Céc vi tri
axit amin duoc chi ra dua trén cach dénh s Kabat (Kabat EA et al., (1991) Sequences of

Proteins of Immunological Interest, NIH).
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Chudi ning: H27, H31, H32, H33, H35, H50, H58, H59, H61, H62, H63, H64,
H65, H99, H100b va H102

Chudi nhe: 124, 1.27, 128, 1.32, .53, 154, 156, 1.90, L92 va 1.94

Trong sb céc vi tri trén day, H32, H61, 153, .90 va 194 ¢6 thé 1a c4c vi tri cai bién
phé bién.

Khi khéng nguyén 1a thu thé TL-6 (vi dy, thu thé IL-6 ctia ngudi), cac vi tri cai bién
duoc vu tién bao gém cac vi tri sau day. Tuy nhién, céc vi tri cai bién khong duoc gidi han
cu thé & céc vi tri nay.

Chudi ning: H27, H31, H32, H35, H50, H58, H61, H62, H63, H64, H65, H100b
va H102 |

Chudi nhe: 1.24, 127, L28, 1.32, 153, 156, .90, 192 va 1.94

Khi histidin hodc axit amin khdng c6 trong tu nhién duoc thay thé & nhiu vi tri,
cac t6 hop vi tri thay thé duge wu tién bao gdm, vi du, tb hop gdm H27, H31 va H35; t6 hop
odm H27, H31, H32, H35, H58, H62 va H102; t5 hop gdm 132 va L53; va td hop gom
1.28,1.32 va L53. Ngoai ra, cac td hop vi tri thay thé dugc wu tién gém chudi niang va chudi
nhe bao gdm t6 hop gdbm H27, H31, L32 va L53.

Khi khang nguyén la IL-6 (vi du, IL-6 ctia nguoi), cac vi tri cai bién duoc wru tién
bao gém céc vi tri sau day. Tuy nhién, cac vi tri cai bién khéng duoc giéi han cu thé & céc
Vi tri nay.

Chudi nang: H32, H59, H61 va H99

Chudi nhe: 153, L54, L90 va 1.94

Khi khang nguyén la thu thé IL-31 (vi du, thu thé IL-31 clia nguoi), cc vi tri cai
bién duoc wu tién bao gdm H33. Tuy nhién, cac vi tri cai bién khong dugc gisi han cu thé &
vi tri nay.

Cac phan tir lién két khang nguyén theo sang ché c6 thé nhan dién khang nguyén
bét ky. Cac khang nguyén duge nhén dién béi cac khang th8 theo sang ché cu thé bao gdm
céc protein thu thé duoc d& cap & trén (céc thu thé lién két mang hodc céc thu thé hoa tan),
cac khang nguyén mang nhu chét chi thi bé mit mang, va cac khang nguyén hoa tan nhu

céac xytokin, vi du, IL-1, IL-2, IL-3, TL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12,
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IL-15, IL-31, IL-23, thu thé IL-2, thu thé IL-6, thu thé OSM, gp130, thu thé TL-5, CD40,
CD4, Fas, osteopontin, CRTH2, CD26, PDGF-D, CD20, yéu td hoa hudng dong bach cau
don nhan, CD23, TNF-0, HMGB-1, a4 integrin, ICAM-1, CCR2, CD11a, CD3, IFNy,
BLyS, HLA-DR, TGF-B, CD52 va thu thé IL-31.

Céc khang nguyén duoc vu tién dic biét 1 thu thé IL-6.

Céc phan tir lién két khang nguyén theo sang ché dwoc mé ta & trén.

Theo phuong 4n dugc uu tién cla sang ché, phan tir lién két khdng nguyén bao
odm khéng thé. Céc khang thé c6 hoat tinh lién két khang nguyén va c6 ving lién két véi
FcRn bao gdm, vi du, khéng thé IgG. Khi khéng thé nay dugc sir dung 1a khang thé TgG, thi
khong ¢6 han ché vé typ ctia né. C6 thé sir dung IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4 va typ tuong tu.

Ngudn gbc cia khang thé theo sang ché khong bi giéi han cu thé, va cé thé c6
ngudn gde batky. Vi du, c6 thd sir dung khang thé chudt nhét, khang thé nguoi, khang thé
chuot thuong, khang thd tho, khang thé dé, khang thé lac da, cdc khang thé khac. Hon nita,
vi du, céc khang thé c6 thé 1a khang thé kham duoc mé ta & trén, va cu thé 13, cic khéng thé
duoc cai bién c6 cac dot bién thay thé trinh tu axit amin, nhu khang thé duoc lam giéng nhur
ctia ngudi. Khang thé ciing c6 thé 13 khang thé dic hi¢u kép duge mé ta & trén, cac san
phim cai bién ctia khang thé d3 duoc lién két v6i cac phan tir khac nhau, polypeptit chira
cac manh khéng thé, va khang thé c6 céc chudi dudng duge cai bién.

Viéc tao ra khang thé kham da duogc biét. Trong trudng hop khang thé kham |
ngudi-chudt nhit, vi du, ADN m3 héa ving V ctia khang thé c6 thé dugce lién két véi ADN
m4 héa ving C ctia khang thé ngudi; ADN nay c6 thé duogc cai vao vecto biéu hién va dua
vao vat chi dé san xuét khang thé kham.

“Khang thé dwoc lam gibng nhu ctia ngudi” cling dugc goi 1a khang thé ngudi
dugc tao lai hinh dang, la cac khang thé trong d6 vung quyét dinh bd thé (complementarity
determining region - CDR) ctia dong vat c6 vl khong phai nguoi, vi du, chudt nhit, duoc
ghép v6i CDR ciia khang thé ngudi. Cac phuong phap nhan biét CDR da duoc biét (Kabat
et al., Sequence of Proteins of Immunological Interest (1987), National Institute of Health,
Bethesda, Md.; Chothia et al., Nature (1989) 342:877). Céc k¥ thuét tai t5 hop di truyén

chung thich hop cho muc dich nay cling da dugc biét (xem don xin cip patent Chau Ausb
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EP 125023; va WO 96/02576). Khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi ¢6 thé san xuét
duoc béng cac phuong phap da biét, vi du, CDR cua khang thé chudt nhit c6 thé duoc xéc
dinh, va ADN mi héa khang thé trong d6 CDR nay duoc lién két véi ving chu trac
(framework region - FR) ctia khang thé nguoi duge thu. .Tiép theo, khang thé duoc lam
gidng nhu cta ngudi c6 thé san xuét dugc bang cach str dung hé théng c6 str dung vecto
bidu hién thong thuong. Cac ADN nay c6 thé duoc tong hop bang PCR, bang cach st dung
céc doan mdi, mét vai oligonucleotit dwoc tao ra c6 cac phdn ma chdng lap véi cic ving
cudi cuing ctia ca CDR va FR (xem phuong phép duge mo ta trong WO 98/13388). Cac FR
ctia khang thé ngudi duge lién két théng qua cac CDR duoge lya chon sao cho cac CDR nay
tao thanh vi trf 1ién két khang nguyén thich hop. Néu cén, c4c axit amin trong cic FR cia
ving bién ddi cta khéng thé c6 thé dugc thay thé dé cho cic CDR clia khang thé ngudi
duoc tao lai hinh dang c¢6 thé tao thanh vi tri 1ién két khang nguyén thich hop (Sato, K. et
al., Cancer Res. (1993) 53:10.01-6). Cac gbc axit amin trong cac FR c6 thé dugc cai bién
bao gdm céc phan lién két truc tiép véi khang nguyén thdng qua céc lién két khong cong
héa tri (Amit et al., Science (1986) 233: 747-53), cac ph?lﬂ_ c6 anh huong hodc co6 tac dong
dén cu trac CDR (Chothia ef al., J. Mol. Biol. (1987) 196: 901-17), va c4c phan c6 lién .
quan dén cac twong tic VH-VL (EP 239400).

Khi khang thé theo sang ché 14 khang thé kham hodc khéng thé dugc lam giéng
nhu cta ngudi, cac ving C cta cac khéng thé nay tét hon 14 thu duoc tir khang thé ngudi.
Vidy, Cyl, Cy2, Cy3 va Cy4 co thé duoc st dung cho chudi H, trong khi Cx va CA ¢6 thé
duoc str dung cho chudi L. Hon nita, néu cn, cac dot bién axit amin c6 thé duoc dua vao
ving C cta khang thé ngudi dé ting cudng hodc lam giam kha nang lién két v6i thu thé Fey
hodc FcRn hogc dé cai thién d6 6n dinh hozc kha ning san xuét clia khéng thé. Khang thé
kham theo séng ché t&t hon 12 bao gdm ving bién ddi ctia khéng thé thu dugc tir dong vit
¢6 v khong phai ngudi va ving 6n dinh thu dugc tir khang thé ngudi. Trong khi d6, khéng
thd duoc lam gibng nhu ctia ngudi t6t hon 14 bao gdm cic CDR clia khang thé thu duoc tir
dong vat cé va khdng phai nguoi va cac FR va vung C thu dugc tir khang thé nguoi. Céc
ving n dinh thu duoc tir khang thé ngudi tdt hon 14 bao gdm ving lién két véi FeRn. Céc
khang thé nay bao gdm, vi du, cic IgG (IgGl, IgG2, IgG3 va IgG4). Cac ving 6n dinh
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duoc st dung cho khang thé duoc lam gidng nhu ctia nguoi theo séng ché c6 thé 1a cac
ving 4n dinh cua khang thé thudc isotyp bét ky. T6t hon néu ving 6n dinh ctia IgG ngudi
duoc str dung, mic du khong chi duge gidi han ¢ d6. Cac FR thu duoc tir khang thé nguoi,
duoe st dung cho khéng thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi, khéng dugc gisi han cu thé, va
¢6 thé thu duoc tir khang thé thudc isotyp bat ky.

Cac vung bién ddi va ving 6n dinh ctia khéng thé kham va khang thé duogc lam
gidng nhu clia ngudi theo sang ché ¢6 thé cai bién duge bing cach lam khuyét, thay thé, cai
va/hoic thém, v.v., mién 12 tinh dac hiéu lién két cia khéng thé ban dau dugc biéu hién.

Do kha ning giy mién dich trong co thé ngudi duge lam giam, nén khéng thé kham
va khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi stt dung céc trinh ty thu duoc tir nguoi duge
cho la hitu ich khi dugc str dung cho nguoi nhim muc dich diéu tri hodc muc dich tuong tu.

Khéng thé theo sang ché c6 thé duge san xut bang phuong phap bat ky. Vi du,
khang thé c6 hoat tinh lién két khang nguyén & do pH=5,8 ban dAu 16n hon hoic ¢6 thé so
sanh duoc véi hoat tinh & d6 pH=7,4 c6 thé dugc cai bién theo cach nhan tao théng qua
viéc thay thé histidin duoc md ta & trén hodic céc cach twong tu d& cho hoat tinh lién két
khang nguyén cua chung & do pH=5,8 tré nén thdp hon so véi hoat tinh & d@6 pH=7,4. Theo
cach khac, cac khang thé c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=5,8 thap hon so véi
hoat tinh & d6 pH=7,4 ¢6 thé lua chon dugc bang cach sang loc nhiéu khang thé thu dugc tir
thu vién khang thé hodc céc té bao lai nhu duoc mo ta dudi day.

Khi histidin dugc thay thé bang cac axit amin trong khang thé, céc trinh tu da biét
6 thé dugc st dung cho trinh tu axit amin chudi H hoic chudi L cua khéng thé nay trudce
khi dua c4c d6t bién histidin vao, hodc céc trinh tu axit amin ctia cac khéng thé méi thu
duoc bing céc phuong phép da biét boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat
nay cling co thé duoc st dung. Vi du, cac khang thé c6 thé_thu duoc tir thu vién khang thé,
hodc chung c6 thé thu duge bang cach tach dong cac gen ma héa khéng thé tir c4c té bao lai .
tao ra khang thé don dong.

Lién quan dén thu vién khang thé, nhidu thu vién khang thé di dugc biét, va cic
phuong phép tao ra thu vién khang thé ciing dugc biét; do d6, ngudi cé hiéu biét trung binh

vé linh vuce k§ thudt nay c6 thé thu dwoc mét cach thich hop cac thu vién khang thé. Vi dy,
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lién quan dén thu vién thé thuc khuin khang thé, c¢6 thé tham khao tai lifu chuyén nganh
nhu Clackson et al., Nature 1991, 352: 624-8; Marks et al., J. Mol. Biol. 1991, 222:
581-97; Waterhouses et al., Nucleic Acids Res. 1993, 21: 2265-6; Griffiths ef al., EMBO J.
1994, 13: 324.0-60; Vaughan et al., Nature Biotechnology 1996, 14: 309-14; va Japanese
Patent Kohyo Publication No. (JP-A) H20-504970 (cong b don Nhét chua dugce xét
nghiém tuong g véi cong bd don qudc té khong phai Nhat). Ngoai ra, ¢6 thé str dung céc
phuong phap da biét, nhu cac phuong phap st dung té bao c6 nhan dién hinh lam thu vién
(WO 95/15393) va phuong phép biéu 16 ribosom. Hon nita, cdc k¥ thuat dé thu khang thé
ngudi bang cach quét ¢6 sir dung thu vién khang th8 nguoi ciing da dugc biét. Vi du, céc
ving bién ddi cua khang thé ngudi ¢ thé duge bidu hién trén bé mit thé thuc khuan dudi
dang khang thé chudi don (single chain antibodie - scFv) bang céach str dung phuong phap
bidu hién thé thuc khudn, va cac thé thuc khuén 1ién két voi khang nguyén ¢ thé dugce lua
chon. Viéc phan tich di truyén céc thé thuc khuén d lya chon c6 thé x4c dinh trinh ty ADN
ma héa céc ving bién d6i ctia khang thé ngudi lién két véi cac khang nguyén nay. Ngay khi
trinh tu ADN ctia scFv lién két v6i khang nguyén nay duge bidu 16, vecto biéu hién thich
hop ¢6 thé tao ra dua trén cac trinh tw nay d8 thu dugc cac khang thé ngudi. Cac phuong
phap nay da duoc biét 3, va c6 thé tham khao WO 92/01047, WO 92/20791, WO
93/06213, WO 93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438 va WO 95/15388.

D6i voi cac phuong phép thu gen md hoa khang thé tir cc té bao lai, céc k¥ thuat
d3 biét vé co ban c6 thé duoc sir dung, bao gém viéc st dung cac khang nguyén hodc té bao
mong mudn biéu hién cic khang nguyén mong mudn duéi dang cac khdng nguyén giy man
cam, st dung cac khang nguyén nay dé gy mién dich theo céc phuong phap giy mién dich
thong thudng, dung hop cac t€ bio mién dich thu duoe véi cac té bao gbe da biét bing céc
phuong phap dung hop té bao théng thudng, sang loc cac té bao san xuét khang thé don
dong (cac té bao lai) bing cac phwong phap sang loc thong thuong, tdng hop ADN b trg
cla cac ving bién dbi (c4c ving V) ctia khang thé tir ARN thong tin clia céc té bao lai thu
duoc bang cach st dung enzym phién mi nguoc, va ndi chiing véi ADN ma héa cac ving

dn dinh (cac vimg C) cua khang thé mong mudn.
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Cu thé hon, cac khang nguyén gdy man cam dé thu cac gen khang thé duoc md ta &
trén ma hoa cac chudi H va chudi L bao gdm ca khang nguyén day @ c6 kha nang gdy mién
dich va khang nguyén khong ddy du bao gdbm cac hapten va cac thanh phin twong tur ma
khdng ¢6 tinh khang nguyén; tuy nhién, cac khang nguyén khong bi gidi han & cac vi du
nay. Vi du, c6 thé sir dung cic protein nguyén ven va cc peptit mot phin ctia cac protein
dang néi dén. Ngoai ra, dugc biét ring céc chit bao gdbm polysacarit, axit nucleic, lipit, va
céc chit trong tu c6 thé 1a khang nguyén. Do d6, khang nguyén clia khang thé theo sang
ché khéng duoc gi6i han cu thé. Khéng nguyén nay c6 thé duoc tao ra bang cac phuong
phép da biét béi ngudi ¢ hidu bibt trung binh v& linh vuc k§ thudt nay, vi dy, bang cic
phuong phap dua trén baculovirut (vi du, WO 98/46777) va cac phuong phap tuong tu.
Céc té bao lai c6 thé duge san xudt, vi du, bing phuong phép ctia Milstein va cdc dong tac
gia (G. Kohler and C. Milstein, Methods Enzymol. 1981, 73: 3-46) va cac phuong phap
tuong tu. Khi kha ning gay mién dich ctia khang nguyén 1a thap, thi viéc gy mién dich c6
thé duoc thuc hién sau khi cho khang nguyén lién két voi dai phan tir c6 kha nang gdy mién
dich, nhu albumin. Theo cach khéc, néu can, khéang nguyén c6 thé duoc chuyén hoa thanh
khéng nguyén hoa tan béng cach cho chung lién két v6i cac phan tir khac. Khi cac phan tir
xuyén mang nhu khang nguyén mang (vi du, thu thé) duoc st dung 1am khéng nguyén, thi
céc phan clia cac ving ngoai bao ctia khdng nguyén mang nay ¢ thé duoc str dung duéi
dang manh, hoic céc té bao biéu hién céc phan tir xuyén mang trén bé mat té bao ctia ching
¢6 thé dugc st dung lam chit gy midn dich. |

Té& bao san xuét khang thé c6 thé thu duoc béng cach gy mién dich cho dong vat
bang cach str dung cac khang nguyén gdy man cam thich hop duoc md ta & trén. Theo cach
khéc, té bao san xuét khang thé c6 thé duoc tao ra biang cach gdy mién dich in vitro cac té
bao lympho c6 thé san xudt khang thé. Nhidu dong vét c6 vii c6 thé dugc sit dung dé gay
mién dich; cac dong vat duoc sit dung phd bién nay bao gom loai gam nhim, dong vat gam
nhim va ddng vat linh trudng. Cac loai dong vat nay bao gém, vi duy, loai gam nhdm nhu
chudt nhit, chudt thuong va chudt dong; dong vat gam nhim nhu thé; va dong vit linh
trudng bao gdm khi nhu khi dau cho, khi rhesus, khi mdm ché va tinh tinh. Ngoai ra, dong

vét chuyén gen mang ngudn gen khéng thé ctia ngudi cling dugc biét dén, va khang thé
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ngudi c6 thé thu duoc bang cach sir dung cac dong vat nay (xem WO 96/34096; Mendez et
al., Nat. Genet. 1997, 15: 146-56). Vi dy, thay vi st dung cac dong vat chuyén gen nay, cac
khang thé ngudi mong mudn ¢6 hoat tinh lién két d6i voi khang nguyén cé thé thu duoc
béng cach gdy mén cam in vitro céc té bao lympho ctia ngudi bang cac khang nguyén mong
mudn hoic cc t& bao biéu hién céc khang nguyén mong mudn, va sau d6 dung hop céc té
bao da gay min cam bing cac té bao u tily ctia ngudi nhu U266 (xem cdng bb don xin cap
patent Nhat s§ (JP-B) H01-59878. Hon nita, cic khang thé ngudi mong mudn c6 thé thu
duoc bang cach gdy mién dich cho cic dong vat chuyén gen mang ngudn gen khang thé
ngudi ddy du, bang cac khang nguyén mong mudn (xem WO 93/12227, WO 92/03918,
WO 94/02602, WO 96/34096 va WO 96/33735).

Viéc gdy mién dich cho dong vt c6 thé thuc hién duoc béng cach pha loang va tao
hdn dich mdt cach thich hop cho khang nguyén gy man cam trong dung dich nuée mudi
dém phosphat (phosphate buffered saline - PBS), nuéc mubi sinh Iy hoic dung dich tuong
tu, va trén nd véi chét phu tro dé nhil hoa, néu can. Tiép theo, hdn hop nay duge tiém vao
dong vat qua dudng trong mang bung hodc qua duong dudi da. Tiép theo, t6t hon néu
khang nguyén gy man cam dugc tron voi chit phu tro khéng day di ctia Freund dugce st
dung vai 14n ctr mi khoang thoi gian tir 4 dén 21 ngdy. Viée san xuit khang thé c6 thé xac
nhan duoc bang cach do hiéu gia khang thé dang néi dén trong huyét thanh ctia dong vat
bang cach sir dung cac phuong phip thong thuong.

Céc té bao san xudt khang thé thu duoc tir cac té bao lympho hoac ddng vat dugc
gdy mién dich bang khang nguyén mong mudn c6 thé duge dung hop véi cac té bao u tiy
dé tao ra cac té bao lai bang cach str dung cac tic nhan dung hop thong thudng (vi du,
polyetylen glycol) (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic
Press, 1986, 59-103). Néu can, c4c t& bao lai c6 thé dugc nudi cdy va sinh truéng, va tinh
dac hiéu lién két ctia khang thé duoc san xudt tir cac té bao lai nay co thé do duoc béng cach
str dung cac phuong phép phén tich da biét, nhu két tia mién dich, thit nghiém mién dich
phong xa (radioimmunoassay - (RIA), va thtr nghiém chit hip phu mién dich gin enzym

(enzyme-linked immunosorbent assay - (ELISA). Sau 496, cac té bao lai san xuit khang thé
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dang no6i dén ¢6 tinh dic hiéu, i luc hodc hoat tinh duoc x4c dinh ¢6 thé duoc tao dong phu
bang céc phuong phap nhu pha lodng giéi han.

Tiép theo, gen ma hoa khang thé d3 lua chon c6 thé duoc tach dong tir té bao lai’
hoic té bao san xuét khang thé (€ bao lympho di dugc gdy min cam, va té bao twong tu)
bang cach st dung cc doan do c6 thé lién két dic hiéu voi khang thé nay (vi du, céc
oligonucleotit b tro cho cac trinh tr ma hoéa cac ving dn dinh cta khang thé nay). Ciing c6
thé tach dong céc gen tir ARN thong tin bing cach st dung RT-PCR. C4c globulin mién
dich duoc phin thanh 5 16p khac nhau, IgA, IgD, IgE, IgG va IgM. Céc 16p nay dugc chia
tiép thanh cac 16p phu khac nhau (cac isotyp) (vi dy, IgG-1, IgG-2, IgG-3 va IgG-4; IgA-1
va IgA-2; v.v.). Cac chudi H va L dugc st dung theo sédng ché dé san xuét khang thé khong
duoc gidi han cu thd va ¢6 thd c6 ngudn gde tir cac khang thé thude 16p hogc 16p phu bat ky
trong sb céc 16p hodc 16p phu nay; tuy nhién, IgG duge wu tién déc biét.

O day, c6 thé cai bién cc gen ma héa chudi H va cac gen mi héa chudi L bang
cach sir dung céc k§ thuat di truyén. Cac khang thé dugc cai bién vé mit di truyén, nhu
khang thé kham va khang thé duoc lam gidng nhu clia nguodi ma dugc cai bién bang con |
dudng nhan tao nhim lam giam tinh gdy mién dich khac loai, va dbi véi nguoi, c thé san
xuét duge mot cach thich hop dbi véi céc khang thé nhur khang thé chudt nhat, khang thé
chudt thuong, khang thé tho, khang thé chudt ddng, khang thé clru va khéng thé lac da.
Khéng thé kham 1 khéng thé bao gdm céc viing bién ddi ctia chudi H va chudi L cia khang
thé dong vat c6 vii khong phai ngudi, nhu khang thé chudt nhat, va cic ving 6n dinh cta
chudi H va chudi L ctia khang thé ngudi. Khang thé kham c6 thé thu dugc bang céch gin
ADN mi hoéa viing bién dbi ctia khéng thé chuodt nhit véi ADN ma hoéa ving 6n dinh ctia
khang thé nguoi, cai ching vao vecto bidu hién va dua vecto ndy vao vat ch dé san xuat
khang thé. Khang thé duoc 1am gidng nhu ciia ngudi, con goi 1a khéng thé ngudi dugc tao
lai hinh dang, c6 thé tong hop dwoc bang PCR bang cach sir dung mdt vai oligonucleotit
duoc san xuit sao cho chiing ¢6 cac phan chdng gen & cac dau ctia cac trinh ty ADN dugce
thiét k& d8 lién két véi cac ving quyét dinh bd thé (complementarity determining region - |
CDR) ctia khang thé ctia dong vit c6 vi khdng phai ngudi nhu chudt. ADN thu duoc ¢6 thé

duoc gén véi ADN ma hoa viing dn dinh ctia khéng thé ngudi. ADN dé gén ¢6 thé duoc cai
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vao vecto biéu hién, va vecto niy c6 thé duoc dua vao vt chu dé san XuAt khang thé (xem |
EP 239400 va WO 96/02576). Céc FR ctia khang thé nguoi dugc gén v6i nhau théng qua
CDR duge chon khi CDR nay tao ra vi tri lién két khang nguyén thich hop. Néu can, cac
axit amin trong vung khung cta vung bién dbi ctia khang thé c6 thé dugc thay thé sao cho
CDR ctia khéng thé ngudi d tao lai hinh dang tao ra vi trf lién két khang nguyén thich hop
(K. Sato et al., Cancer Res. 1993, 53: 10.01-10.06).

Ngoai viée 1am cho khang thé gibng nhu ctia ngudi duge mé td & trén, cac khang
thé c6 thé duoc cai bién dé cai thién cac dic tinh sinh hoc ctia ching, vi du, viée lién két véi
khéng nguyén. Theo sang ché, cac cai bién nay c6 thé dat duoc bang cac phuong phép nhu
gay dot bién dinh huéng diém (vi du, xem Kunkel (1910.0) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
488), gay dot bién PCR, va gdy dot bién caset. N6i chung, cac khang thé dot bién 6 cac ddc
tinh sinh hoc d4 duoc cai thién thé hién do twong ddng va/hodc tuong tu vé trinh tu axit
amin 1a 70% hodc cao hon, t6t hon 12 80% hodc cao hon va thdm chi t5t hon 12 90% hoac
cao hon (vi du, 95% hodc cao hon, 97%, 98% hodc 99%) so véi trinh tu axit amin cia vung
bién ddi clia khang thé ban dau. O day, do twong ddng va/hodc twong tu vé trinh tu duoc
xéc dinh 12 ty 18 cia céc gbe axit amin 14 tuong ddng (ciing gbc) hodc twong tur (cac gbc axit
amin dugc phén vao cung nhém dua trén cac dac tinh chung cua cac chudi bén axit amin)
vO1 cac géc khéng thé ban dau, sau khi gi4 tri twong déng vé trinh tu da duge t61 da hoa
bang sy sép hang trinh tu va dua vao khoang trbng, néu can. N6i chung, cdc gdc axit amin
tu nhién dugc phan thanh cac nhom dua trén cac dic tinh chudi bén ctia ching nhu sau:

(1) ky nuéec: alanin, isoleuxin, valin, methionin va leuxin;

(2) wa nudc trung tinh: asparagin, glutamin, Xystein, threonin va serin;
(3) axit: axit aspartic va axit glutamic;

(4) bazo: arginin, histidin va lysin;

(5) cac gbc anh hudng dén hudng ctia chudi: glyxin va prolin; va

(6) thom: tyrosin, tryptophan va phenylalanin.

N6i chung, tdng s§ 6 ving quyét dinh tinh bd thé (CDR; ving sidu bién) c6 mit
trén cac ving bién ddi ctia chudi H va chudi L trong tic v&i nhau dé tao thanh vi trf lién két

khang nguyén ciia khang thé. Riéng ving bién d6i con duge biét dén 14 c6 kha ning nhan
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dién va lién két véi khang nguyén, mac du ai luc cuiand la thép hon so véi ai luc trong vi tri
lién két nguyén ven. Do d6, cac gen khang thé ma héa chudi H va chudi L theo sang ché ¢o
thé ma hoa cac manh ma mdi manh bao gém vi tri lién két khang nguyén ctia chudi H va
chudi L, mién 1a polypeptit duoc ma hda bi gen ndy van gift duge hoat tinh lién két khang
nguyén mong mudn.

Nhu dugc md ta & trén, ving bién dbi cia chudi ning thudng dugc tao cu tric boi
ba CDR va bén FR. Theo phuong an dugc uu tién ciia sang ché, cac gdc axit amin can
“dugc cai bién” ¢6 thé duoc chon mdt cach thich hop tir cac géc axit amin, vi du, trong
CDR hoic FR. Néi chung, cac cai bién cac gdc axit amin trong CDR c6 thé lam giam kha
nang lién két khang nguyén. Do d6, céc gdc axit amin thich hop can “dugc cai bién” theo
sang ché t6t hon 1a dugc chon tir cac gbc axit amin trong FR, nhung khdng bi giéi han & cac
gbc nay. C6 thé chon cac axit amin trong CDR mién 1a viée cai bién nay duoc xac nhan 1a
khéng lam giam kha ning lién két. Theo cach khéc, bang cach str dung céc co so dit lidu da
cong b hogc dit liéu twong tw, ngudi ¢ hidu biét trung binh vé linh vuc k§ thudt nay c6 thé
thu duoc céac trinh tu thich hgp c6 thé duoc st dung 1am FR ciia viing bién ddi cua khang
thé ctia sinh vat nhu ngudi hodc chudt nhit.

Hon nita, sang ché d& xuit gen ma héa khéng thé theo sang ché. Gen ma hoa khang
thé theo sang ché c6 thé 1a gen bit ky, va c6 thé 1a ADN, ARN, chit tuong tu axit nucleic,
céc chat twong tu.

Hon nita, sang ché ciing dé xuat t& bao chit mang céc gen duge md ta & trén. Té bao
chit nay khong duge gi¢i han cu thé va bao gdm, vi dy, E. coli va cac té bao dong vét khic
nhau. Té bao chii ¢6 thé duge str dung, vi du, duéi dang hé théng san xult dé san xuat va
bidu hién cac khang thé theo sang ché. Cac hé thdng san xuét in vitro va in vivo hién san c6
dé dung lam hé théng san xuét polypeptit. Cac hé san Xudt in vitro nay bao gém, vi du, cac
hé san xudt c6 sit dung té bao c6 nhan dién hinh hoic t& bao khong c6 nhan dién hinh.

Té bao c6 nhan dién hinh c6 thé duoc sir dung 1am té bao chi bao gdm, vi dy, t&
bao dong vat, té bao thuc vat va té bao ndm. Té bao dong vét bao gbm: té bao dong vat co
v, vi du, CHO (J. Exp. Med. (1995) 108: 94.0), COS, HEK293, 3T3, u ty, BHK (baby

hamster kidney: than chudt ddng con), HeLa va Vero; té bao dong vét ludng cu nhu té bao
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trang Xenopus laevis (Valle et al., Nature (1981) 291: 338-340); va té bao con tring nhu
Sf9, Sf21 va TnS. Tét hon néu céc té bao CHO-DG44, CHO-DX11B, COS7, HEK293 va
BHK dugc str dung dé biéu hién khang thé theo sang ché. Trong sb cac té bao dong vat, té
bao CHO duoc uu tién dic biét dé bidu hién trén quy mé 16n. Vecto c6 thé duge dwa vao té
bao chu, vi du, bang phuong phép canxi phosphat, phuong phdp DEAE-dextran, phuong
phap st dung DOTAP liposom cation (Boehringer-Mannheim), k¥ thudt xung dién va
phuong phép bién nap lipit. |

Déi v6i té bao thuce vat, vi du, t& bao thu duoc tit Nicotiana tabacum va béo tAm
(Lemna minor) dugc biét 1a hé théng san xuét protein. Mo seo c6 thé duoc nudi céy tr cac
té bao nay dé san xut khang thé theo sang ché. Dbi vai t& bao ndm, cac hé théng biéu hién
protein da biét 1a cac hé théng str dung t& bao ndm men, vi duy, té bao thudc gibng
Saccharomyces (nhu Saccharomyces cerevisiae va Saccharomyces pombe); va té bao cla
nim soi, vi du, gibng Aspergillus (nhu Aspergillus niger). Céc té bao nay c6 thé duoc s
dung lam t€ bao chu d& san xuit khang thé theo sang ché.

Té bao vi khudn c6 thé duoc sir dung trong hé thdng san xudt khong c6 nhan dién
hinh. D&i véi té bao vi khudn, hé théng san xuit st dung Bacillus subtilis da duoc biét
ngoai cc hé thdng san xudt sit dung E. coli dugc mé ta & trén. Céc hé théng nay c6 thé

dugc st dung dé san xuat cac khang the theo sang cheé.

Phuong phép sang loc

Sang ché d& xuit phuong phép sang loc cac phén tir lién két khang nguyén c6 hoat
tinh lién két khang nguyén & d6 pH axit thip hon so v&i & d6 pH trung tinh. Sang ché ciing
d& xudt phuong phép sang loc cc phan tir lién két khang nguyén ma c6 thé lién két riéng ré
v6i nhiéu khéng nguyén. Séng ché ciing dé xuit phuwong phép sang IQC céc phan tir lién két
khéng nguyén c6 thoi gian luu trong huyét tuong t6t hon. Sang ché cling dé xuét phuong
phap sang loc phén tir lién két khang nguyén ma phan ly bén trong té bao ra khoi khang
nguyén duge lién két ngoai bao. Sang ché cling d& xuat phuong phap sang loc phan ti lién
két khang nguyén duoc lién két véi khang nguyén va duoc ndi héa vio té bao, va duge giai

phéng ra khoi t bao & dang khong chita khéang nguyén. Séng ché cling dé xuit phuong
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phap sang loc phan tir 1ién két khang nguyén c6 kha ning loai bé khang nguyén trong huyét
tuong duoc gia ting. Hon nita, sang ché ciing dé xudt phuong phap sang loc phan tir lién
két voi khang nguyén dic biét hitu ich khi duoc str dung lam duoc phim.

Cu thé, sang ché dé xuit phuong phap sang loc phan tir lién két khéang nguyén,
phwong phép nay bao gdm cac bude:

(a) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén cta phan tir lién két khang nguyén & d6 pH
nam trong khoang tir 6,7 dén 10,0;

(b) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén cia phan tir lién két khang nguyén & d6 pH
nam trong khoang tur 4,0 dén 6,5; va

(c) lua chon phén tir lién két khang nguyén ¢6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nam
trong khoang tir 6,7 dén 10,0 cao hon so vé6i hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nam
trong khoang tir 4,0 dén 6,5.

Trong phuong phap sang loc theo sang ché, hoat tinh lién két khang nguyén ctia
phan tir lién két khang nguyén ¢ d6 pH nam trong khoéng tir 6,7 dén 10,0 khong dugrc gidi
han cu thé, mién 1a n6 13 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nam trong khoang tlr 6,7
dén 10,0. Tuy nhién, vi du, hoat tinh lién két khang nguyén t5t hon 1a hoat tinh lién két
khéng nguyén & d6 pH nim trong khoang tir 7,0 dén 8,0, tét hon 12 hoat tinh lién két khéng
nguyén 1a hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH=7,4. Hon nita, hoat tinh lién két khéng
nguyén cua phan tir 1ién két khang nguyén & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5 khong
duoc giéi han cu thé, mién 14 nd 1a hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nam trong
khoang tir 4,0 dén 6,5. Tuy nhién, vi dy, hoat tinh lién két khang nguyén t6t hon 14 hoat tinh
lién két khang nguyén & do pH ndm trong khoang tir 5,5 dén 6,5, t6t hon 12 hoat tinh lién két
khéng nguyén ¢ d6 pH=5,8 hodc 5,5.

Hoat tinh lién két khéang nguyén ctia phan tir lién két khang nguyén c6 thé xac dinh
duoc bing cac phuong phap da duoc biét boi ngudi ¢é hidu biét trung binh vé linh vuc k¥
thuét nay. Cac diéu kién khong phai d6 pH c6 thé duogc ngudi c¢6 hidu biét trung binh vé
linh vuc k§ thudt ndy xac dinh mot cach thich hop. Hoat tinh lién két khang nguyén ctia
phan tir lién két khang nguyén c6 thé danh gia dwoc du6i dang hang sé phan ly (KD), hing
s6 phén ly bidu kién (KD bidu kién), téc d6 phan ly (ka), tbc d6 phan ly bidu kién (kg bidu
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kién), v.v.. Cac hing s nay c6 thé xac dinh duoc bang cac phuong phap da dugce biét boi
nguoi ¢ hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt nay, vi dy, béng cach st dung Biacore
(GE healthcare), dd thi Scatchard, hoac FACS.

O day, “budc lya chon phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang
nguyén & d6 pH nam trong khoang tir 6,7 dén 10,0 cao hon so v6i hoat tinh lién két khang
nguyén & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5” ¢6 cling nghia véi “budc chon phén tir
lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khéang nguyén & d6 pH nim trong khoang tir 4,0
dén 6,5 thip hon hoat tinh lién két khéang nguyén & d6 pH ndm trong khoang tir 6,7 dén
10,0”.

Su khac biét gifta hoat tinh lién két khang nguyén & &6 pH nam trong khoang tit 6,7
dén 10,0 va hoat tinh lién két khang nguyén & do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5
khéng duoc gi6i han cu thd mién 13 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim trong
khoang tir 6,7 dén 10,0 cao hon so véi hoat tinh lién két khang nguyén ¢ d6 pH ndm trong
khoang tir 4,0 dén 6,5. Tuy nhién, hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH ndm trong
khoang tir 6,7 dén 10,0 t&t hon 14 bang hai 14n hogc hon, t6t hon 1a cao gép 10 1an hodc hon,
va t6t hon 14 cao gép 40 14n hodc hon so véi hoat tinh lién két khéng nguyén & d6 pH nim
trong khoang tir 4,0 dén 6,5.

Hon nita, séng ché ciing d& xuat phuong phép sang loc phan tit lién két khang
nguyén, phuong phap nay bao gdm céc bude:

(a) cho phén tir lién két khang nguyén lién két véi khang nguyén & d6 pH nim trong
khoang tu 6,7 dén 10,0;

(b) dé phan tir lién két khang nguyén da lién két v6i khang nguyén & bude (a) trong diéu
kién d6 pH ndm trong khoang tir 4,0 d&én 6,5; va

(c) thu phan tir lién két khang nguyén phan ly trong diéu kién d6 pH nam trong khoang tir
4,0 dén 6,5.

Ngoai ra, sang ché ciing d& xuét phuong phap sang loc phan tir lién két khéngi
nguyén, phuong phéap niy bao gém céc budc:

(a) lua chon phan tir lién két khang nguyén khong lién két v6i khang nguyén trong diéu

ki€n do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5;
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(b) cho phén ttr lién két khang nguyén di chon & bude (a) lién két véi khang nguyén & do
pH nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0; va
(c) thu phan tir lién két khéang nguyén da lién két voi khang nguyén trong didu kién do pH
nam trong khong ttr 6,7 dén 10,0.

Ngoai ra, sang ché ciing d& xuit phuong phap sang loc phan tir lién két khang
nguyén, phuong phap nay bao gbm cac budc:
(a) cho phan tu lién két khang nguyén lién két voi khang nguyén & do pH nim trong
khoang tir 6,7 dén 10,0;
(b) d& phan tir lién két khang nguyén da lién két voi khang nguyén & budc (a) trong diéu
kién do pH nam trong khoang tur 4,0 dén 6,5;
(¢) thu phén tir lién két khang nguyén phan ly trong diéu kién d6 pH ndm trong khoang tir
4,0 dén 6,5;
(d) khuéch dai gen ma hoa phan tir lién két khang nguyén da phan ly; va
(e) thu phan ti lién két khang nguyén da duoc giai hip.

Cac bude tir (a) dén (d) c6 thé duoc l3p lai hai 1an hodc nhiéu lan. Do d9, séng ché
d& xuét céc phuong phép duge md ta & trén con bao gdm bude 1dp lai cic bude tir (a) dén
(d) hai 14n hodc nhiéu 1an. S 14n lap lai cac bude tir (a) dén (d) khong duge giéi han cu thé;
tuy nhién, sb 1an nay thuong 1a 10 hoic it hon.

Ngoai ra, sang ché ciing dé xuét phuong phap sang loc phén tr lién két khang
nguyén, phuong phap nay bao gbm céc bude:
(a) lua chon phan tir lién két khang nguyén khong lién két véi khang nguyén trong diéu
kién d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5;
(b) cho phén tir lién két khang nguyén di chon & budc (a)'lién két voi khang nguyén & d6 |
pH nam trong khoang tur 6,7 dén 10,0;
(c) thu phan tir lién két khang nguyén da lién két voi khang nguyén trong didu kién do pH
nam trong khoang ttr 6,7 dén 10,0 ;
(d) khuéch dai gen ma hoa phan tir lién két khang nguyén di phan ly; va

(¢) thu gom phan tir lién két khéang nguyén di duogc giai hap.
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Céc buéc tir (a) dén (d) c6 thé duoc Lip lai hai 1dn hodc nhiéu 1an. Do d6, sang ché
dé xuét cac phuong phap duge mé ta & trén con bao gbm bude lap lai cac budc tir (a) dén
(d) hai 14n hodc nhiéu 1an. S6 14n lap lai cac budce tir (a) dén (d) khéng duoc gidi han cu thé;
tuy nhién, s6 14n nay thuong 1a 10 hodc it hon.

Khi thu vién thé thuc khuin hodc dang twong tur dugc str dung trong phuong phap
sang loc theo sang ché, thi bude khuéch dai gen méa hoa phan tir lién két khang nguyén ciing
c6 thé 1a bude khuéch dai thé thuc khuan.

Trong cac phuong phap theo sang ché, viéc lién két ctia phan tir lién két khang
nguyén va khang nguyén c6 thé thuc hién dugc & trang thai bat ky, ma khong c6 giéi han cu -
thé. Vi du, viéc lién két ctia phan tir lién két khang nguyén va khang nguyén c6 thé thuc
hién duoc bing cach cho khang nguyén tiép xtc véi phan tir 1ién két khang nguyén da dugc
c¢b dinh, hodc bing cach cho phén tir lién két khémg nguyén tiép xtc voi khang nguyén da
duoc ¢b dinh. Theo cach khac, viée lién két cia phan tir lién két khang nguyén va khéng
nguyén c6 thé duge thuc hién bang cach cho khang nguyén tiép xtic voi phén tir lién két
khéng nguyén trong dung dich.

Hon nita, sang ché ciing d& xuét phuong phap sang loc phan tir lién két khang
nguyén c6 hoat tinh lién két & d6 pH thir nhat cao hon so véi hoat tinh lién két & d6 pH thi
hai, phuong phap nay bao gdm cac budc:

(a) cho phan tir lién két khang nguyén lién két voi cot da duoc ¢ dinh khang nguyén trong
didu kién d6 pH th nhit;

(b) giai hdp phén tir lién két khang nguyén d lién két v6i cot & d6 pH thi nhat tir cot nay
trong didu kién do pH thtr hai; va

(c) thu phén tir lién két khang nguyén da duoc giai hap.

Hon nita, sang ché ciing d& xuit phuong phap sang loc phan tir lién két khang
nguyén c6 hoat tinh lién két & d6 pH thir nhit thap hon so v6i hoat tinh lién két & d6 pH thut
hai, phuong phap nay bao gém cac budc:

(a) cho phén tir lién két khang nguyén di qua cot duoc ¢b dinh khéng nguyén trong diéu
kién d6 pH thir nhét;

(b) thu phan tir lién két khang nguyén giai hip dugc ma khéng lién két véi cot & bude (a);
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(¢) cho phan tir 1ién két khang nguyén thu duoc & bude (b) lién két véi cot trong diéu kién
d6 pH thir hai; va
(d) thu phan tir 1ién két khang nguyén da lién két v6i cot & budc (¢).

Hon nita, sang ché ciing dé xuit phuong phép sang loc phén tir lién két khéng
nguyén ¢6 hoat tinh lién két & d6 pH thir nhit cao hon so véi hoat tinh lién két & d6 pH thir
hai, phuong phap nay bao gdm céc bude:

(a) cho thu vién phén tir lién két khang nguyén lién két v&i cot da duoc cd dinh khang
nguyén trong diéu kién d6 pH thtr nhat;

(b) giai hap phan tir lién két khang nguyén ra khoi cot trong diéu kién d6 pH thi hai;

(c) khuéch dai gen ma hoa phan tir lién két khang nguyén di duoc giai hip; va

(d) thu phan tir lién két khang nguyén da dugc giai hip.

Céc budce tir (a) dén (c) c6 thé dwoc lap lai hai 14n hodc nhiéu 1an. Do d6, sang ché
d& xuét cac phuong phép duge md ta & trén con bao gdm budc lip lai cac bude tir (a) dén
(¢) hai 14n hodc nhiéu 14n. S& 14n lap lai cta cac bude tir (a) dén (c) khéng dugc gm han cu
thé; tuy nhién, sb 1an nay thuong 1a 10 hozc nho hon.

Theo sang ché, mdi d6 pH thi nhit va th hai c6 thé 1a d6 pH bat ky, mién 1a ching
khong giéng nhau. Theo t& hop duoc wu tién gdm d6 pH thi nhat va d6 pH thi hai, vi du,
d6 pH thir nhit nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0 va d6 pH thr hai nim trong khoang ti 4,0
dén 6,5; theo t6 hop duoc wu tién hon, d6 pH thir nhit ndm trong khoang tir 7,0 dén 8,0 va
do pH th hai ndm trong khoang tu 5,5 dén 6,5; va theo td hop dugc vu tién hon nita, do pH
th nhat bang 7,4 va d6 pH thir hai bang 5,8 hoic 5,5.

Theo t6 hop duge wu tién khéc gdm d6 pH tha nhat va do pH thit hai, vi du, d6 pH
thtr nhat nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5 va do pH tht hai nam trong khoang tir 6,7 dén
10,0; theo t6 hop dwoc wu tién hon, d6 pH thir nhit ndm trong khoang tir 5,5 dén 6,5 va do
pH thtr hai nam trong khoang tir 7,0 dén 8,0; va theo td hop duoc uu tién hon nira, d6 pH
th nhét bang 5,8 hodc 5,5 va d6 pH thit hai bing 7,4.

Phén tir lién két khang nguyén duoc sang loc bang cac phuong phap theo sang ché
¢6 thé 1a phan tir 1ién két khang nguyén bét ky. Vi du, c6 thé sir dung céc phan tir lién két

khang nguyén duoc mé ta & trén trong phuong phap sang loc theo sang ché. Vi du, c6 thé
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sang loc cac phan tir 1ién két khéng nguyén bao gdm trinh tu tw nhién hozc phan tir lién két
khéng nguyén chira cac trinh tw axit amin v6i cac dot bién thay thé. Cac phén tir lién két
khang nguyén duoc vu tién duoc sang loc theo sang ché bao gém, vi du, phan tir lién két
khang nguyén trong d6 it nhit mot axit amin dugc thay thé hodc cai histidin hodc it nhat
mdt histidin dwoc cai vao. Vi tri dua dot bién thay thé hoic dot bién cai histidin khong duge
gi6i han cu th8, va c6 thé dugc dua vao & vi tri bat ky. Hon nita, d6t bién thay thé hoic cai
histidin ¢6 thé duoc dua vao & mot vi tri, hode ¢6 thé duge dua vao & hai hode nhidu vi tri.
Hon nita, c4c phan tir lién két khang nguyén duoc ru tién dugce sang loc theo séng ché bao
gbm, vi du, cic phan tir lién két khang nguyén chira céc ving 6n dinh duoc cai bién ctia
khang thé.

Céc phan tir lién két khang nguyén duoc sang loc bang cac phuwong phap theo sang
ché ¢6 thé 1a nhiu phan tir lién két khang nguyén khac nhau dugc dua dot bién thay thé
hoac cai histidin vao & cac vi tri khac nhau, vi du, bﬁng phuong phap quét histidin.

Do do, phuong phap sang loc theo sang ché con ¢6 thé bao gdm bude thay thé it
nhit mot axit amin trong phan tir lién két khang nguyén bing histidin hodc cai it nhit mot
histidin vao phan tir 1ién két khang nguyén.

Trong phuong phap sang loc theo sang ché, céc axit amin khéng c6 trong tur nhién
¢6 thé duoc st dung thay cho histidin. Do d6, sang ché cfing c6 thé bao gdm viéc thay thé
histidin néu trén bang cac axit amin khong c6 trong tu nhién.

Hon nita, phuong phap sang loc theo sang ché c6 thé con bao gdm budce cai bién
céc axit amin thudc cac ving 6n dinh ciia khang thé.

Céc chét lién két khang nguyén duoc sang loc bang cac phuong phép theo sang
ché ¢6 thé tao ra duoc bing phuong phép bét ky. Vi du, ¢6 thé str dung céc khang thé ¢6
trude do, cac thu vién cé trude do (thu vién thé thuc khuén, v.v.), cac khang thé va thu vién
bao ché dugc tao ra tir té bao lai thu dugc bang cach gay mién dich cho dong vat hoic tir céc
té bao B clia cac dong vat da dugc gay mién dich, cac khéng thé va thu vién (cé4c thu vién
cé luong histidin hodc axit amin khéng cé trong tu nhién cao, cac thu vién dua histidin -

hodc axit amin khong c6 trong tu nhién vao & cac vi tri ddc hiéu), cac thu vién tuong tu)
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duoc tao ra bﬁng cach dua cac dot bién histidin hodc cac dot bién axit amin khéng ¢6 trong -
tu nhién voa trong cac khang thé va thu vién dugc md ta & trén, v.v..

Céc phan tir lién két khang nguyén lién két nhiéu 1an v6i khang nguyén, do d6 c6
thoi gian luu trong huyét thanh t6t hon, c6 thé thu duoc bang phuong phép sang loc theo
sang ché. Do dé, phuong phap sang loc theo sang ché c6 thé duoc sir dung lam phuong
phap sang loc dé thu cac phan tir lién két khang nguyén c6 thoi gian luu trong huyét thanh
t6t hon.

Hon nita, phén tir lién két khang nguyén c6 thé lién két v&i khang nguyén hai hoic
nhidu 14n khi duoc stt dung cho ddng vat nhu ngudi, chudt nhit hodc khi, ¢6 thé thu duge
bang phuong phap sang loc theo séng ché. Do d6, phuong phap sang loc theo sdng ché ¢6
thé dugc st dung dé thu phan tr lién két khang nguyén ma c6 thé lién két véi khang nguyén
hai hodc nhiéu lan.

Hon nita, cac phan tir lién két khang nguyén c6 thé lién két v&i nhidu khang nguyén |
hon so véinhiéu vi trf lién két khang nguyén ctia ching khi duoc sir dung cho dong vat nhu
ngudi, chudt nhat hozc khi cé thé thu dugc bang cac phuwong phap sang loc theo séang ché.
Do d6, cac phuong phap sang loc theo sang ché c6 thé duogc sir dung lam phuong phap sang
loc dé thu cac phén tir lién két khdng nguyén c6 kha ning lién két v6i nhiéu khang nguyén
hon so véi nhidu vi tri lién két khang nguyén ctia ching. Vi du, khi khéng thé nay 14 khang
thé trung hoa, phuong phép sang loc theo sang ché 6 thé duge st dung dé thu céc phan tir
lién két khang nguyén ma c6 thé trung hoa nhiéu khang nguyén hon so véi s6 i tri lién két
khang nguyén cua céac phan tir lién két khang nguyén nay.

Hon nita, phan tir lién két khang nguyén c6 kha niang phén ly bén trong té bio ra
khoi khang nguyén da duoc lién két ngoai bao khi dugc str dung cho dong vat nhu ngudi,
chudt nhit hoic khi, c¢6 thé thu dugc bang phuong phap sang loc theo sang ché. Do do,
phuong phép sang loc theo sang ché c¢6 thé duge st dung 1am phuong phép sang loc dé thu
phan tir lién két khdng nguyén c6 kha ning phéan ly bén trong té bao ra khoi khang nguyén
duoc lién két ngoai bao.

Hon nita, phan tir 1ién két khang nguyén duoc lién két v6i khéang nguyén va dugc

ndi hoa vao t€ bao va dugc gidi phong ra ngoai té bao & dang khong chtra khang nguyén khi
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duge stt dung cho dong vat nhu ngudi, chudt nhit hodc khi, ¢6 thé thu duge bang phuong
phép sang loc theo sang ché. Do d6, phuong phép sang loc theo sang ché c6 thé duogc sir
dung d& thu phén tir 1ién két khdng nguyén duoc lién két v6i khang nguyén va duoc ndi hoa
vao té bao va duge giai phong ra ngoai té bao & dang khong chira khang nguyén.

Hon nita, phén tir lién két khéang nguyén c6 thé loai bo nhanh khang nguyén trong
huyét twong khi duoc st dung cho dong vat nhu ngudi, chudt nhit hogc khi, ¢6 thé thu
duoc bang phuong phap sang loc theo séng ché. Do d6, phuong phap sang loc theo sang
ché c6 thé duoc st dung dé thu phén tir lién két khéang nguyén c6 kha nang loai bo khéng
nguyén trong huyét tuong ting lén (cao).

Hon nita, c4c phén tir lién két khang nguyén niy duoc mong doi 13 dac biét tot hon '
14 1am duoc phm, do lidu luong va tAn sut str dung cho bénh nhan ¢6 thé giam va do d6
tdng lidu luong ¢ thé giam. Do d6, phuong phap sang loc theo sdng ché c6 thé duge sir
dung lam phuong phap sang loc cac phan tir lién két khang nguyén dé str dung lam duoc
phém.

Ngodi ra, sang ché dé xuét thu vién trong d6 lugng histidin ting 1én so véi thu vién
ban dau. Thu vién chtra cac phén tir 1ién két khang nguyén c6 ham lugng histidin ting c6
thé duoc sir dung trong cac phuong phép sang loc dugc mé ta & trén va cac phuong phap
san xuét duge mo ta dudi day.

Thu vién ¢é ham lugng hisitdin tang co thé tao ra duoc bang cac phuong phap da
dugc biét bdi ngudi c6 hidu biét trung binh v linh vuc ky thuat niy, bao gdbm phuong phap
sau. 20 loai codon bo ba (trinucleotit) ma héa 20 loai axit amin ¢6 thé dugc két hop véi tin
sé nhu nhau khi tdng hop céc axit nucleic dé tao ra thu Viéh bing phuong phép trinucleotit
(J Mol Biol. 2008 Feb 29; 376(4): 1182-200). Két qua 13, vi tri dugc dot bién dbi véi thu

vién ndy c6 thé duge tao ra dé chira 20 loai axit amin v&i xac suat nhu nhau.

Phuong phap san xuat phan tir lién két khang nguyén
Séang ché dé xuat phuong phép san xudt phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh
lién két khéng nguyén & d pH thé nhan thip hon so véi hoat tinh lién két khang nguyén &

d6 pH huyét trong. Sang ché ciing dé xut phuong phap san xuit phan tir lién két khang
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nguyén c6 thoi gian luu trong huyét tuong tot hon. Sang ché ciing dé xuit phuong phap san

xut phén tir 1ién két khang nguyén dic biét hitu ich khi duoc st dung lam dugc pham.
Cu thé, sang ché d& xuAt phuong phap san xuét phan tir lién két khang nguyén,

phuong phép nay bao gém cac buée:

(a) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén ctia phén tir lién két khang nguyén & d6 pH

ndm trong khoang tr 6,7 dén 10,0;

(b) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khéng nguyén & d6 pH.

nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5;

(c) lua chon phan tir lién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim

trong khoang tir 6,7 dén 10,0 cao hon so véi hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim

trong khoang tur 4,0 dén 6,5;

(d) thu phan tir lién két khang nguyén chon dugc & budc (c); va

(¢) sén xuét phén tir 1ién két khang nguyén bang cach st dung gen thu dugce & budc (d).
Sang ché ciing d& xuit phuong phéap san xut phén tir lién két khang nguyén,

phuong phap nay bao gdm cac budc:

(a) cho phén tir lién két khang nguyén lién két voi khang nguyén & d6 pH nam trong

khoéng tir 6,7 dén 10,0;

(b) d& phan tir lién két khang nguyén da lién két v6i khang nguyén & bude (a) trong didu

kién do pH nim trong khoang tir 4,0 dn 6,5; |

(c) thu phan tir lién két khang nguyén phan ly trong diéu kién d6 pH nim trong khoang tir

4,0 dén 6,5;

(d) thu gen ma hda phan tir lién két khang nguyén thu duoc & budce (c); va

(e) san xuit phan tir lién két khang nguyén bang cach sir dung gen thu duge & budc (d).
Hon nita, sang ché ciing dé xuét phuong phép san xuat phan tir lién két khang

nguyén, phuong phap nay bao gdm céc budc:

(a) lwa chon phén tir lién két khang nguyén khong lién két v6i khang nguyén trong diéu

kién d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5;

(b) cho khéng nguyén trong diéu kién o pH nam trong khoang tir 6,7 dén 10,0 lién két voi

phan tir lién két khdng nguyén chon duge & budc (a);
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(¢) thu phén tir lién két khang nguyén di lién két v6i khdng nguyén trong didu kién d6 pH
nam trong khoang tir 6,7 dén 10,0;
(d) thu gen ma hoa phén tir lién két khang nguyén thu dugc & bude (c); va
(e) san xudt phan tir 1ién két khang nguyén bang cach str dung gen thu duogce & budc (d).
Ngoai ra, sang ché ciing dé xuit phuong phap san xuét phén tir lién két khéng
nguyén, phuong phap nay bao gdm cac budc:
(a) cho phén tir lién két khang nguyén lién két v6i khang nguyén & do pH nim trong
khoang tir 6,7 dén 10,0;
(b) d& phén tir lién két khang nguyén di lién két véi khang nguyén & bude (a) duoc giit
trong diéu kién d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5;
(¢) thu phén tir 1ién két khang nguyén phan ly trong diéu kién d6 pH nim trong khoang tir
4,0 dén 6,5;
(d) khuéch dai gen ma hoa phén tir lién két khang nguyén di phan ly;
(e) thu phan tir lién két khang nguyén da giai hap;
(f) thu gen ma hoa phén tir lién két khang nguyén thu duoc & budce (e); va
(g) san xuét phén tir lién két khang nguyén bing céach str dung gen thu duoe & budc ().
Céc buéce tir () dén (d) c6 thé dwoc 13p lai hai 14n hozc nhiéu 1dn. Do d6, sang ché
dé xuét cac phuong phap duge mb ta & trén con bao gdm budc 1ap lai cac budc tir (a) dén
(d) hai 1an ho#c nhiéu lan. S 14n lap lai cac bude tir (a) &én (d) khong duoc gidi han cu thé;
tuy nhién, s6 1an nay thuong 1a 10 hoc it hon.
Hon nita, sang ché ciing d& xuit phuong phép sang loc phéan tir lién két khang
nguyén, phuong phap niy bao gdm céc budc:
(a) lua chon phan tir lién két khang nguyén khong lién két v6i khang nguyén trong didu
kién d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5;
(b) cho khang nguyén trong diéu kién d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0 lién két véi
phan tir lién két khang nguyén chon duge & budc (a);
(c) thu phan t lién két khang nguyén da lién két véi khang nguyén trong diéu kién d6 pH
nam trong khoang tir 6,7 dén 10,0;

(d) khuéch dai gen ma hoa phén tir lién két khang nguyén da phan ly;
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(e) thu phéan tir lién két khang nguyén di giai hip;
(f) thu gen ma hoa phan tir lién két khang nguyén thu duge & budc (e); va
(g) san xuat phén tir lién két khang nguyén bang cach sir dung gen thu dugc & bude ().

Cac bude tir (a) dén (d) ¢6 thé duoc ap lai hai 14n hodc nhidu lan. Do d6, séng ché
dé xudt cac phuong phép duge mé ta & trén con bao gdm budc lap lai cc bude tir (a) dén
(d) hai 14n hodc nhiéu 1an. S8 14n lap lai cac budc tir (a) dén (d) khong duoc gidi han cu thé;
tuy nhién, s6 1an nay thuong 1a 10 hoic it hon.

Hon nita, sang ché d& xuit phuong phap san xuat phan tir lién két khéang nguyén c6
hoat tinh lién két & d6 pH th nhit cao hon so v&i hoat tinh lién két & d6 pH thit hai, phuong
phap nay bao gdm cac bude:

(a) cho phéan tir lién két khang nguyén lién két voi cot da duoc cb dinh khang nguyén trong
diéu kién d6 pH thi nhét;

(b) giai hdp phan tir lién két khang nguyén, phan tir nay da lién két véi cot trong diéu kién
d6 pH thir nhét, ra khoi cot trong didu kién d6 pH th hai;

(¢) thu phan tir lién két khéang nguyén d giai hép;

(d) thu gen m3 hoa phén tir lién két khang nguyén thu duge & bude (c); va

(e) san xuét phan tir lién két khang nguyén bang cach st dung gen thu dugc & bude (d).

Hon nita, sang ché dé xut phuong phép san xut phan tir lién két kha’mg nguyén co
hoat tinh lién két & d6 pH thir nht cao hon so v6i hoat tinh lién két & d6 pH thit hai, phuong
phap nay bao gdm cac bude:

(a) cho thu vién phén tir lién két khang nguyén lién két véi cot di duge ¢ dinh khang

nguyén trong didu kién d6 pH thit nhit;

(b) giai hdp phén tir lién két khang nguyén ra khoi cot trong diéu kién d6 pH th hai;

(¢) khuéch dai gen ma hoa phan tir lién két khang nguyén da giai hap;

(d) thu phan tir lién két khéang nguyén da giai hap;

(e) thu gen ma hoa phan tir lién két khang nguyén thu duoc & budc (d); va

(f) san xuat phén tir lién két khang nguyén bang cach sir dung gen thu duoc & bude (e).
Céc buéc tir (a) dén (c) c6 thé duoc lap lai hai 1dn hodc nhiéu 1an. Do d6, sing ché

d& xuét cac phuong phép duge mb ta & trén con bao gdm budc lip lai cac bude tir (a) dén
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(c) hai 14n hodc nhidu 1dn. Sé 14n l3p lai cac budc tir (a) dén (c) khong dugc gisi han cu thé;
tuy nhién, s6 1an nay thuong 1a 10 hodc it hon.

Khi thu vién thé thuc khudn hodc thu vién tuong tu duoc sir dung trong phuong
phép san xuét theo sang ché, budc khuéch dai gen ma héa phan tir lién két khang nguyén c6
thé 14 budc khuéch dai thé thuc khuan.

Céc chit lién két khang nguyén dugc st dung trong phuong phap san xuét theo
séng ché c6 thé duoc tao ra bing phwong phap bét ky. Vi du, c6 thé sir dung cac khang thé
¢o trude dd, cac thu vién co trude do (thu vién thé thuc khudn, cac thu vién tuong tu), cac
khang thé va thu vién duoc tao ra tir t€ bao lai thu dugc bang cach gay mién dich cho déng
vat hoac tur cac té bao B cﬁa cac dong vat da duoc gay mién dich, cac khang thé va thu vién
(c4c thu vién c6 luong histidin hodc axit amin khong c6 trong tu nhién cao, cic thu vién
duoc dua histidin hodc axit amin khéng c6 trong tu nhién vao & cac vi tri ddc hiéu), cac thu
vién tuong tu) dugc tao ra bang cach dua céc dot bién histidin hoic dot bién axit amin
khong c6 trong tu nhién vao trong cac khang thé va thu vién duoc mb ta & trén, v.v..

Trong phuong phép san xudt duge mo ta & trén, hoat tinh lién két khang nguyén
ctia phén tir lién két khang nguyén & d6 pH nidm trong khoang tlr 6,7 dén 10,0 khong dugc
giéi han cu thé, mién 1 hoat tinh lién két khang nguyén 1a hoat tinh & d6 pH ndm trong
khoang tir 6,7 dén 10,0. Tét hon néu hoat tinh lién két khang nguyén ndy 1a hoat tinh lién
két khéang nguyén & do pH ndm trong khoang tir 7,0 dén 8,0, t&t hon 1& hoat tinh lién két
khang nguyén la hoat tinh & d6 pH=7,4. Theo cach khéc, hoat tinh lién Kkét khang nguyén
clia phén tir lién két khang nguyén & d6 pH nam trong khoéng tir 4,0 &n 6,5 khong dugc
gi6i han cu thé, mién 12 n6 1a hoat tinh lién két khing nguyén nay la hoat tinh & d6 pH nam
trong khoang tir 4,0 dén 6,5. T6t hon néu hoat tinh lién két khéng nguyén nay 1a hoat tinh
lién két khang nguyén & do pH nim trong khoang tir 5,5 dén 6,5, t6t hon 12 hoat tinh lién két
khang nguyén & do pH=5,8 hoac 5,5.

Hoat tinh lién két khang nguyén ctia phan tir lién két khéang nguyén c6 thé x4c dinh
duoc bing cac phuong phap da duoc biét boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥
thuat nay. Cac diéu kién ngoai trir 46 pH co thé duoc x4c dinh mot cach thich hop béi

ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay.
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Budc lua chon phén tir 1ién két khang nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén &
d6 pH nam trong khoang tir 6,7 dén 10,0 cao hon so v6i hoat tinh lién két khang nguyén &
b pH nam trong khoang tix 4,0 dén 6,5 1a trong ddng véi bude chon phan tir lién két khang
nguyén c6 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,5 thap
hon so véi hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 10,0.

Su khac biét gitta hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim trong khoang tir 6,7
dén 10,0 va hoat tinh lién két khang nguyén & do pH niam trong khoang tir 4,0 dén 6,5
khong duoc gidi han cu thé mién 1 hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nim trong
khoang tir 6,7 &én 10,0 cao hon so v6i hoat tinh lién két khéng nguyén & d6 pH nam trong _
khoang tir 4,0 dén 6,5. Tét hon néu hoat tinh lién két khang nguyén & d6 pH nam trong
khoang tir 6,7 &én 10,0 cao gép hai 14n hoic nhiéu hon, t6t hon 14 cao gip 10 1an hoic nhidu
hon, va tét hon nita 1a cao gép 40 1dn hodc nhiéu hon so v&i hoat tinh lién két khang nguyén
o do pH nam trong khoang tur 4,0 dén 6,5.

Trong cac phuong phap san xut duge mo ta & trén, phan tir lién két khang nguyén
c6 thé dugce lién két v6i khang nguyén trong didu kién bét ky, va diéu kién nay khong dugc
gidi han cu thé. Vi du, phan tir lién két khang nguyén c6 thé duoc lién két véi khang nguyén
bing cach cho khang nguyén nay tiép xuc v6i khang nguyén da dugc ¢b dinh hoic bang
cach cho phan tir lién két khang nguyén nay tiép xtic voi khang nguyén da duoc c¢b dinh.
Theo céch khac, phan tir lién két khang nguyén c6 thé dugc lign két véi khang nguyén bang
cach cho khang nguyén nay tip xtic v6i phan tir lién két khéang nguyén trong dung dich.

Trong céc phuwong phép san xuat duge md ta & trén; mdi trong s6 d6 pH thir nhét va |
tht hai c6 thé 1a d pH bat ky, mién la chung khong gidng nhau. Theo tb hop duge uu tién
ctia d6 pH thit nhét va d6 pH tht hai, vi du, do pH thit nhit nim trong khoang tir 6,7 dén
10,0 va 49 pH th hai ndm trong khoang tir 4,0 dn 6,5; theo t6 hop dwoc wu tién hon, do
pH tht nhét ndm trong khoéang tir 7,0 dén 8,0 va d6 pH thir hai ndm trong khoang tir 5,5 dén
6,5; va theo td hop duoc wu tién hon nita, do pH thi nhit bing 7,4 va d6 pH thit hai bang
5,8 hodc 5.,5.

Theo tb hop dugc uvu tién khéac cua do pH thir nhét va do pH th{ hai, vi du, d6 pH
thit nhit nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5 va d6 pH thir hai nim trong khoang tir 6,7 dén
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10,0; theo t6 hop duoc uu tién hon, d§ pH thu nhét nim trong khoang tur 5,5 dén 6,5 va do
pH thr hai nam trong khoang tur 7,0 dén 8,0; va theo td hop dugce uu tién hon nita, do pH
thir nhat bang 5,8 hodc 5,5 va d6 pH thi hai bang 7,4.

Phan ttr lién két khang nguyén duogc san xuét bang cac phuong phép san xuét duoc
mo td & trén c6 thé 1a phan ti lién két khang nguyén bét ky. Cac phéan tir lién két khang
nguyén duoc wu tién bao gdm, vi du, phan tir lién két khéng nguyén trong do it nhit mot
axit amin duoc thay thé bang histidin hodc it nhat mét histidin dwoc cai vao. Vi tri tai d6 dot |
bién histidin nay duoc dua vao khdng duoc giéi han cu thé va c6 thé duge dua vao & vi tri
bat ky. Hon nita, dot bién histidin ¢6 thé dugc dua vao & mét vi tri, hodc ¢ hai hodc nhiéu vi
tri.

Do d6, phuong phap san xuét theo sang ché con ¢6 thé bao gdm budc thay thé it
nhét mdt axit amin trong phén ttr lién két khang nguyén bang histidin hozc cai it nhit mot
histidin vao phén tir 1ién két khang nguyén.

Trong phuong phap san xuét theo sang ché, céc axit amin khong c6 trong tu nhién
c6 thé duoc sir dung thay cho histidin. Do d6, sang ché ciing c6 thé bao gdm viée thay thé
histidin néu trén ddy bang cac axit amin khong c6 trong tu nhién.

Hon nita, theo mdt phuong an khac, phan tir lién két khang nguyén duoc san xudt
bing cac phuong phap san xut dugc md ta & trén bao gdm, vi du, cdc phan tir lién két
khang nguyén chita céc ving dn dinh dugc cai bién ctia khang thé. Do d6, phuong phap sdn
xudt theo sang ché con c6 thé bao gdm budc cai bién cac axit amin thudc céc ving 6n dinh
ctia khang thé.

Phén tir lién két khang nguyén dugc san xuat bang phuong phap san xuét theo sang
ché c6 thoi gian luu trong huyét trong t5t hon. Do d6, phuong phép san xuét theo sang ché
¢6 thé duoc sir dung dé san xuét phéan tir lién két khang nguyén c6 thdi gian luu trong huyét
tuong tt hon.

Hon nita, phan tir 1ién két khang nguyén dugc san xut bang cic phuong phap san
xuét nay dugc mong doi 1a ¢6 kha ning lién két v6i khang nguyén hai hodc nhiéu lan khi

duoc stt dung cho dong vat nhu ngudi, chudt nhit hodc khi. Do d6, phuong phap san XUt
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theo sang ché c6 thé dugc st dung lam phuong phap san xuit phan tir lién két khang
nguyén c6 kha ning lién két v6i khang nguyén hai hodc nhiéu Ian.

Hon nita, phén tir lién két khang nguyén duoc san xuit bang cac phuong phap san
xuit theo sang ché duge mong doi 13 ¢6 kha nang lién két véi nhidu khdng nguyén hon so
v6i nhidu vi tri lién két khang nguyén cta né khi duoc sir dung cho ddng vat nhu ngudi,
chudt nhit hodc khi. Do d6, phuong phap san xuit theo sang ché ¢6 thé duoc sir dung 1am
phuong phap san xuit phén tir lién két khang nguyén c¢6 kha ning lién két v6i nhidu khang
nguyén hon so véi s6 vi tri 1ién két khang nguyén ctia né.

Hon nita, phén tir lién két khang nguyén duogc san xuit bang cic phuong phap san
xudt theo sang ché dugc cho 14 ¢6 kha ning phan ly bén trong t& bio ra khoi khang nguyén
da duoc lién két ngoai bao khi dugc sir dung cho déng vat nhu nguoi, chudt nhét hodc khi.
Do d6, phuong phap san xuét theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am phuong phap san Xuét
phan tir lién két khang nguyén c6 kha ning phén ly bén trong té bao ra khoi khang nguyén
da duoc lién két ngoai bao.

Hon nita, phén tir 1ién két khang nguyén dugc san xuét bang cac phuong phap san
xuét theo sang ché duoc cho 14 c6 kha niang dugc lién két voi khang nguyén va dugc noi |
hoéa vao t& bao ciing nhu duoc giai phong ra khoi té bao & dang khong chira khang nguyén,
khi dugc str dung cho dong véat nhu nguoi, chudt nhét hoic khi. Do do6, phuong phép san
xuét theo sang ché c6 thé duoc sir dung lam phuong phap san xuét phan tir lién két khang
nguyén c6 kha niang dugc lién két v6i khang nguyén va duge ndi héa vao t& bao va dugce
giai phong ra khoi té bao & dang khong chira khang nguyén.

Hon nita, phan tir 1ién két khang nguyén duoc san xut bang cac phuong phap san
xudt theo séang ché duoc cho 13 ¢6 kha niang loai bd nhanh khang nguyén ra khoi huyét
tuong khi dugc st dung cho ddng vat nhu nguoi, chudt nhét hodc khi. Do do, phuong phap
san xut theo sang ché c6 thé dugc sir dung lam phuong phép san xuét phan tir lién két
khéng nguyén c6 kha ning loai bé khéang nguyén trong huyét twong ting lén (cao).

Hon nita, cic phén tir lién két khang nguyén nay cé thé 1am giam sé liéu & bénh

nhan va duoc cho 1a dic biét tot hon lam duge phdm. Do d6, phuong phap san xuit theo
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sang ché c6 thé dugc st dung lam phuong phép san xut phan tir 1ién két khang nguyén aé
st dung lam dugc phém. |

Céc gen thu dugc bang cic phuong phép san xuit theo sang ché thuong dugc mang
boi (duoce cai vao) cac vecto thich hop, va tiép theo dugc dua vao té bao chi. Céc vecto ndy
khong duoc gioi han cu thé mién 1 ching van gitt duge mét cach on dinh céc axit nucleic
da cai vao. Vi du, khi Escherichia coli (E. coli) dugc st dung lam vat chu, céc vecto tach
dong duoc vu tién bao gdbm vecto pBluescript (Stratagene); tuy nhién, cic vecto ¢ ban trén
thi trudng khéc nhau c¢6 thé dugc str dung. Khi st dung céc vec to d& san xuét cac phan tir
lién két khéng nguyén theo séng ché, vecto biéu hién 1a dic biét hitu ich. Cac vecto biéu
hién nay khong dugc gidi han cu thé mi&n 1a cac vecto ndy bidu hién phan tir lién két khang
nguyén in vitro, trong E. coli, trong té bao nudi céy hoac trong co thé sinh vat. Vi du, vecto
pBEST (Promega) duoc uu tién dé biéu hién in vitro; vecto pET (Invitrogen) duge uu tién
d6i v6i E. coli; vecto pME18S-FL3 (S6 hidu luu gitt ngan hang gen s6 AB009864) duge wu
tién dbi véi t& bao nudi ciy; va vecto pME18S (Mol Cell Biol. 8:466-472 (1988)) duoc uu
tién ddi véi cac co thé sinh vét. Cac ADN theo sang ché ¢6 thé duoc cai vao cac vecto nay
bang cac phuong phép thong thuong, vi du, bang cach gin sir dung cac vi tri enzym giéi
han (Current protocols in Molecular Biology, edit. Ausubel et al., (1987) Publish. John
Wiley & Sons, Section 11.4-11.11).

Céc té bao chu & trén khong dugc gidi han cu thé, va céc té bao chu khac nhau ¢
thé duge st dung tiry theo muc dich. Vi du vé c4c t& bao ding d& bidu hién phan tir lién két
khang nguyén bao gdm té bao vi khuin (nhu Streptococcus, Staphylococcus, E. coli,
Streptomyces va Bacillus subtilis), té bao ¢4 nhan dién hinh (nhw ndm men va Aspergillus),
té bao con trung (nhu Drosophila S2 va Spodoptera SF9), t& bao dong vat (nhu CHO,
COS, HeLa, C127, 3T3, BHK, HEK293, va té bao u hic sic té Bowes), va té bao thuc vat.
Vecto ¢6 thd duoc dua vao té bao cha bing cac phuong phap di biét, vi du, phuong phap .
két tha canxi phosphat, phuong phap bién nap dién (Current protocols in Molecular
Biology edit. Ausubel et al. (1987) Publish. John Wiley & Sons, Section 9.1-9.9), phuong

phép bién nap lipit va phuong phép vi tiém.
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Té bao chii ¢6 thd duge nudi ciy bing cac phuong phap di biét. Vi dy, khi st dung
t& bao dong vat lam té bao cht, DMEM, MEM, RPMI 1640 hodc IMDM c6 thé dugc st
dung 1am mdi trudng nudi cdy. Ching c6 thé duge sit dung véi cac thanh phan bd sung
trong huyét thanh nhu FBS hodc huyét thanh bao thai bd (fetal calf serum - FCS). Cac té
bao nay c6 thé dugce nubi ciy trong mbi trudng khong chira huyét thanh. D6 pH duge uu
tién ndm trong khoang tir 6 dén 8 trong sudt qua trinh nuoi cdy. Viéc i thuong duogc thuc
hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 30 dén 40°C trong khoang thdi gian tir 15 dén 200 gid.
MOoi trudng co thé dugc trao di, suc khi hodc khuéy, néu can.

Céc tin hidu bai tiét thich hop ¢6 thé duoc két hop polypeptit dang néi dén dé cho
phan tir lién két khang nguyén nay duogc bidu hién trong té bao chi duge bai tiét vao
khoang ludi ndi chét, vao khoang chu chat hodc vao moi trudng ngoai bao. Céc tin hiéu ndy .
c6 thé 12 ndi sinh dbi v6i phan tir lién két khang nguyén dang néi dén hogc c6 thé 1a céc tin
hiéu khac loai.

Miit khac, vi du, cc hé théng san xudt c6 sir dung dong vat hodc thyuc vat ¢6 the
duoc st dung 1am céc hé théng dé san xuét polypeptit in vivo. Polynucleotit dang ndi dén
duoc dua vao dong vat hodc thuc vat va polypeptit duoc san xuét trong co thé dong vat
hoac thuc vat nay, va tiép theo dugc thu gom. "Vat cht" theo sang ché bao gém dong vat va
thue vat.

Hé théng san xuét st dung dong vat bao gém hé théng san xuét c6 st dung dong
vét c6 va va con trung. Co thé st dung ddng vat c6 vi nhu dé, lon, clru, chudt nhét va bo
(Vicki Glaser SPECTRUM Biotechnology Applications (1993)). Cac dong vat c6 vu nay
c6 thé 1a cac dong vat chuyén gen.

Vi du, polynucleotit ma héa phan tir lién két khéang nguyén theo sang ché dugc tao -
ra dudi dang gen dung hop véi gen mé hoa polypeptit dugc san xuét dic hiéu trong sita,
nhu B-casein cua dé. Tiép theo, phdi dé dugc tiém cdc manh polynucleotit chira gen dung
hop va tiép theo cdy vao dé c4i. C4c phan tir lién két khang nguyén mong muén c6 thé duoc
thu tir stra dugc tao ra bdi dé chuyén gen, dé nay duoc sinh ra tir dé da tiép nhén phoi, hodc

tir con chéu ctia chiing. Cac hormon ¢6 thé dugc str dung néu thich hop d& lam ting thé tich
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stta chtra phan tr lién két khang nguyén dugc tao ra bdi dé chuyén gen (Ebert et al.,
Bio/Technology (1994) 12: 699-702).

Cén tring nhu tim ¢6 thé dugc sir dung dé san xuat phan tir lién két khang nguyén
theo sang ché. Khi tam duoc st dung, baculovirut mang polynucleotit ma hoa phén tir lién
két khang nguyén dang néi dén c6 thé dugc sir dung dé gdy nhidm tdm, va phan tir lién két
khang nguyén c6 thé thu duoc tir dich thé cia chung.

Hon nita, khi thuc vat duoc sir dung dé san xuét phan tir lién két khang nguyén theo
séng ché, thude 14 c6 thé duge sir dung. Khi thude 14 duge sir dung, polynucleotit ma hoa
phén tir lién két khang nguyén dang néi dén dugc cai vao vecto biéu hién thuc vat, vi du,
pMON 530, va tiép theo vecto ndy dugc dua vao vi khudn nhu Agrobacterium
tumefaciens. Tiép theo, vi khuin nay dugc gay nhiém vao thubc 14 nhu Nicotiana tabacum,
va céc phan tir lién két khang nguyén mong mudn ¢6 thé thu duogc tir 14 ctia ching (Ma et
al., Eur. J. Immunol. (1994) 24: 131-138). Theo céch khac, c6 thé gdy nhiém béo tAm
(Lemna minor) bang cac vi khuin tuong tu. Sau khi tich dong, cdc phan tir lién két khang
nguyén mong mudn c6 thé thu dugc tir cac té bao béo tAm nay (Cox KM et al., Nat.
Biotechnol. 2006 Dec; 24(12):1591-1597).

Cac phan tir lién két khang nguyén thu dugc theo cach nay ¢6 thé dugc phan 14p tu
bén trong hodc bén ngoai (nhu moi truong hodc sita) cua té bao chu, va dugce tinh ché dudi
dang céac phan tir lién két khang nguyén gan nhu tinh khiét hodc ddng nhit. Phuong phap
phéan 1ap va tinh ché phan tir lién két khéang nguyén khong duoc giéi han cu the, va cac
phuong phéap phan lap va tinh ché thudng duoc sir dung d8 tinh ché polypeptit c6 thé dugc |
st dung. Cac phan tir lién két khang nguyén c6 thé dugc phén 14p va tinh ché, béng cach lua
chon va két hop mot cach thich hop, vi du, cot séc ky, loc, sidu loc, két tia bang mubi, két
tha dung dich, chiét dung mdi, chung cét, két tia mién dich, dién di trén gel
SDS-polyacrylamit, sic ky déng dién, thim tach va tai két tinh.

Phuong phép séc ky bao gdm, vi du, sic ky i luc, sic ky trao ddi ion, sdc ky ky
nuée, loc gel, sic ky nguoc pha dao va sac ky hap phu (Strategies for Protein Purification
and Characterization: A Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., (1996)
Cold Spring Harbor Laboratory Press). Cac phuong phap sic ky nay c6 thé duogc thuc hién
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bang céch sir dung phuong phép sic ky pha long nhu HPLC va FPLC. Cac cdt dugc su
dung cho sic ky ai luc bao gém cOt protein A va cot protein G. Céc cdt sir dung protein A
bao gém, vi dy, Hyper D, POROS va Sepharose F. F. (Pharmacia).

Néu cén, phén tir lién két khang nguyén c6 thé duoc cai bién mot cach tiy ¥, va céc
peptit ¢6 thé duoc lam khuyét mot phin bang céch cho enzym cai bién protein thich hop tac
dong trude hodc sau khi tinh ché phan tir lién két khang nguyén. Cac enzym cai bién
protein nay bao gom, vi du, trypsin, chymotrypsin, lysyl endopeptidaza, protein kinaza va

glucosidaza.

Khang thé khang thu thé IL-6

Hon nita, sang ché dé xuét khang thé khang thu thé IL-6 theo muc bét ky trong s6
céc muc tir (a) dén (m) sau day:
(2) khang thé bao gdbm ving bién dbi ctia chudi ning chira trinh tu axit amin, trong d9 it
nhét mot Tyr & vi tri 27, Asp & vi tri 31, Asp & vi tri 32, Trp & vi tri 35, Tyr 6 vi tri 51, Asn
& vi tri 59, Ser & vi tri 63, Met & vi tri 106 va Tyr & vi tri 108 trong trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1 (ving bién dbi H53) di dugc thay thé bang His;
(b) khang thé bao gdm ving bién dbi ctia chudi ning (H3pl) c6 trinh tu axit amin, trong d6
Tyr & vi tri 27, Asp & vi tri 31 va Trp & vi tri 35 trong trinh tir axit amin néu trong SEQ ID |
NO: 1 (ving bién dbi H53) da dugc thay thé bang His;
(¢) khang thé bao gém ving bién ddi ctia chudi ning cé trinh tir axit amin, trong d6 Tyr & vi
tri 27, Asp & vi tri 31, Asp & vi tri 32, Trp 6 vi tri 35, Asn & vi tri 59, Ser ¢ vi tri 63 va Tyr
& vi tri 108 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 (ving bién d6i H53) da dugc
thay thé bang His;
(d) khang thé bao gém ving bién dbi ctia chudi nang (H170) c6 trinh tu axit amin, trong do
Tyr & vitri 27, Asp & vi tri 31, Asp & vi tri 32, Trp & vi tri 35, Asn & vi tri 59, Ser ¢ vi tri 63
va Tyr & vi tri 108 d& duoc thay thé bing His, va trong d6 Ser ¢ vi tri 99 da duogc thay thé
bang Val va Thr & vi trf 103 d4 duoc thay thé bang Ile trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1 (viung bién dbi H53);
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(¢) khang thé bao gém ving bién dbi ctia chudi ning chira trinh tur axit amin, trong d6 Asp
& vitri 31, Tyr & vi tri 51, Ser ¢ vi tri 63, Met ¢ vi tri 106 va Tyr & vi tri 108 trong trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 (viing bién dbi H53) dé dugc thay thé bang His;
(f) khang thé bao gdm ving bién dbi ctia chudi ning (CLHS) chira trinh tur axit amin, trong
do Asp 6 vitri 31, Tyr & vitri 51, Ser & vi tri 63, Met & vi trf 106 va Tyr ¢ vi tri 108 da duoc
thay thé bﬁng His, va trong d6 Ser & vi tri 99 da duogc thay thé béng Phe va Thr & vi tri 103
d3 duoc thay thé bang Ile trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 (ving bién ddi
HS53);
(g) khang thé bao gdm ving bién di ctia chudi nhe chra trinh tw axit amin, trong d6 it nhét
mot trong s6 Asp 6 vitri 28, Tyr ¢ vi tri 32, Glu ¢ vi tri 53, Ser ¢ vi tri 56 va Asn & vi tri 92
trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 (viing bién ddi PF1L) dd duogc thay thé
bang His;
(h) khéang thé bao gébm ving bién ddi ctia chudi nhe (L73) c6 trinh tu axit amin, trong d6
Asp & vi tri 28, Tyr ¢ vi tri 32 va Glu ¢ vi tri 53 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2 (ving bién dbi PF1L) da dugc thay thé bang His;
(i) khéng thé bao gdbm ving bién dbi ctia chudi nhe (L.82) c6 trinh tu axit amin, trong d6 Tyr
& vi tri 32 va Glu ¢ vi tri 53 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 (vung bién dbi
H53) da duoc thay thé bang His;
(j) khéng thé bao gdm ving bién dbi ctia chudi nhe (CLLS) c6 trinh tu axit amin, trong d6
Tyr & vi tri 32, Glu & vi tri 53, Ser ¢ vi tri 56 va Asn ¢ vi tri 92 trong trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2 (viing bién ddi PF1L) da duoc thay thé biang His;
(k) khang thé bao gdbm ving bién dbi ctia chudi ning cia (b) va ving bién ddi ctia chudi nhe
cua (h);
(1) khang thé bao gdm viing bién dbi ctia chudi ning ctia (d) va viing bién do6i ctia chudi nhe
cua (1); va
(m) khang thé bao gdm ving bién dbi ctia chudi ning cta (f) va ving bién d6i ctia chudi
nhe cta (h).

Céc vi du cu thé vé ving bién dbi ctia chudi nang c6 trinh tu axit amin trong d6 it

nhit mot trong s6 Tyr & vi tri 27, Asp & vi tri 31, Asp & vi tri 32, Trp & vi tri 35, Tyr & vi tri

-81-



32200

51, Asn & vitri 59, Ser & vi tri 63, Met & vi tri 106 va Tyr & vi tri 108 trong trinh tu axit amin -
néu trong SEQ ID NO: 1 (ving bién dbi H53) da dugc thay thé bang His bao gém, vi du,
céc ving bién dbi ctia chudi ning sau.
ving bién ddi ctia chudi nang c6 trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 (H3pl)
ving bién ddi ctia chudi ning c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 4 (H170)
vung bién dbi ctia chudi ning c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5 (CLHS5)
Céc vi du cu thé v& ving bién dbi ctia chudi nhe c6 trinh tur axit amin trong d6 it
nhét mot trong sb Asp 6 vitri 28, Tyr & vi tri 32, Glu & vi tri 53, Ser & vi tri 56 va Asn & vi
tri 92 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 (ving bién dbi PF1L) d4 duoc thay
thé bang His bao gom, vi du, c4c ving bién d6i ctia chudi nhe sau.
vung bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO: 6 (L.73)
ving bién ddi ctia chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 7 (L82)
ving bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 8 (CLL5)
Céc vi trf axit amin va c4c axit amin duoc thay thé trong mbi trong s6 céc khang thé
dugc md ta ¢ trén H3pl, H170, CLHS, L73, L82 va CLLS5 duoc thé hién dudi day trong

Bang 1. Céc vi tri axit amin nay dugc thé hién dua trén cach danh s6 Kabat.

Bang 1
vitri 127131 [32)33]35[50|58 (61 |62|63(64|65(85[989]1008B|102
H3d | H|H H|H
H70 |H|H|H|H|H H H v 1 v
CLHS H H H H Fl1 H H
vitri |24]27|28]32|53]55]56|90(92 |84
L73 H{H|H|H
L82 H|HJH
CLLS HIH|HIH H

* Trong WT, chudi H ¢6 histidin & vi tri 33, trong khi chudi L ¢6 histidin & vi trf 55.

Sang ché dé xuat khang thé chia it nhat mot trong sb cac dot bién thay thé axit
amin dugc mé ta & trén trong muc tir (a) dén (j), va phuong phap san xuat khang thé nay.
Do d6, khang thé theo sang ché ciing bao gdm khang thé khéng chi chira dot bién bét ky

trong s cac dot bién thay thé axit amin duoc md ta & trén trong muc tir (a) dén (j) ma con
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chitta (c4c) dot bién thay thé axit amin khéc véi cac dot bién thay thé axit amin dugc mé ta
& trén trong muc tir (a) dén (j). Cac dot bién thay thé axit amin khac v6i cac dot bién thay
thé axit amin duoc mo ta & trén trong muc tir (a) dén (j) bao gdm, vi du, céc dot bién thay
thé, khuyét, thém va/hodc cai trong trinh tu axit amin ctia CDR va FR.

Hon nita, sng ché dé xut khang thé khang thu thé IL-6 theo muc bét ky trong sb
céc muc tir (1) dén (28) sau day:
(1) khang thé bao gdm ving bién dbi ctia chudi ning (ving bién d6i VH1-IgG1) c6 trinh tu
axit amin tir cac vi trf tir 1 dén 119 néu trong SEQ ID NO: 21 (VH1-IgG1);
(2) khang thé bao gdm ving bién dbi ciia chudi ning (ving bién d6i VH2-IgG1) ¢ trinh tu
axit amin tlr cac vi trf tir 1 dén 119 néu trong SEQ ID NO: 22 (VH2-IgG1);
(3) khéng thé bao gdm ving bién dbi ciia chudi nang (ving bién d6i VH3-IgG1) ¢6 trinh tur |
axit amin tir cac vi tri tir 1 dén 119 néu trong SEQ ID NO: 23 (VH3-IgG1);
(4) khang thé bao gdm ving bién dbi cia chudi ning (ving bién d6i VH4-IgG1) ¢6 trinh tu
axit amin tlr cac vi tri tir 1 dén 119 néu trong SEQ ID NO: 24 (VH4-1gG1);
(5) khang thé bao gdm ving bién déi ciia chudi nhe (ving bién d6i VL1-CK) c6 trinh tu
axit amin tir cac vi tri tir 1 dén 107 néu trong SEQ ID NO: 25 (VL1-CK);
(6) khéng thé bao gdm ving bién ddi ciia chudi nhe (ving bién dbi VL2-CK) ¢6 trinh tu
axit amin tir cac vi tri tir 1 dén 107 néu trong SEQ ID NO: 26 (VL2-CK);
(7) khang thé bao gdm ving bién dbi cia chudi nhe (ving bién dbi VL3-CK) c6 trinh tu
axit amin tlr cdc vi tri tir 1 &én 107 néu trong SEQ ID NO: 27 (VL3-CK);
(8) khang thé (Fv1-IgG1) bao gdm ving bién dbi ctia chudi nang trong muc (2) va ving
bién ddi cta chudi nhe trong muc (6); '
(9) khang thé (Fv2-IgG1) bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning trong muyc (1) va ving
bién dbi ctia chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7 (L82);
(10) khéang thé (Fv3-IgG1) bao gbm ving bién ddi ctia chudi ning trong muc (4) va viing
bién ddi ctia chudi nhe trong muc (5);
(11) khang thé (Fv4-IgG1) bao gdm ving bién d6i ctia chudi ning trong muc (3) va ving

bién ddi cta chudi nhe trong muc (7);
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(12) khéng thé (VH3-IgG2AGK) bao gdbm chudi ning c6 trinh tr axit amin néu trong SEQ
ID NO: 33;

(13) khang thé (VH3-M58) bao gdm chudi niang c¢6 trinh tir axit amin néu trong SEQ 1D
NO: 34;

(14) khang thé (VH3-M73) bao gébm chudi ning c6 trinh ti axit amin néu trong SEQ ID
NO: 35; _

(15) khang thé (Fv4-IgG2AGK) bao gdm chudi ning trong muc (12) va chudi nhe ¢6 trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 27 (VL3-CK);

(16) khang thé (Fv4-M58) bao gdm chudi ning trong muc (13) va chudi nhe ¢ trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 27 (VL3-CK);

(17) khang thé (Fv4-M73) bao gdm chudi nang trong muc (14) va chudi nhe c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 27 (VL3-CK);

(18) khang thé (VH2-M71) bao gdm chudi nang c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 36 (VH2-MT71);

(19) khang thé (VH2-M73) bao gbm chudi ning c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID
NO: 37 (VH2-M73);

(20) khang thé (VH4—M71) bao gdbm chudi ning c6 trinh tir axit amin néu trong SEQ ID
NO: 38 (VH4-MT71);

(21) khéng thé (VH4-M73) bao gébm chudi ning c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 39 (VH4-MT73);

(22) khéang thé (Fv1-M71) bao gdm chudi ning trong muc (18) va chudi nhe ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 26 (VL2-CK);

(23) khang thé (Fv1-M73) bao gdm chudi ning trong muc (19) va chudi nhe c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 26 (VL2-CK);

(24) khang thé (Fv3-M71) bao gbm chudi nzng trong muc (20) va chudi nhe c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 25 (VL1-CK);

(25) khéng thé (Fv3-M73) bao gdm chudi ning trong muc (21) va chudi nhe 6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 25 (VL1-CK);
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(26) khang thé bao gdm chudi nhe c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 25
(VL1-CK);
(27) khang thé bao gdm chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 26
(VL2-CK); va
(28) khéng thé bao gém chudi nhe ¢ trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 27
(VL3-CK).
Hon nfta, sang ché dé xuét cac FR va CDR trong cac muc tir (a) dén (v) sau day:
(a) chudi nang CDR1 c6 trinh trr néu trong SEQ ID NO: 40 (VHI, 2, 3, 4);
(b) chudi nang CDR2 ¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO: 41 (VHI, 2);
(¢) chudi ning CDR2 ¢ trinh tir néu trong SEQ ID NO: 42 (VH3);
(d) chudi ning CDR2 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 43 (VH4);
(e) chudi nang CDR3 ¢6 trinh tr néu trong SEQ ID NO: 44 (VH1, 2);
(f) chudi nang CDR3 ¢6 trinh tur néu trong SEQ ID NO: 45 (VH3, 4);
(g) chudi ning FR1 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 46 (VHI, 2);
(h) chudi nang FR1 c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 47 (VH3, 4):
(i) chudi nang FR2 c¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 48 (VHI, 2, 3, 4);
(j) chudi nang FR3 c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 49 (VH1);
(k) chudi nang FR3 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 50 (VH2);
(1) chudi niang FR3 ¢6 trinh tur néu trong SEQ ID NO: 51 (VH3, 4);
(m) chudi ning FR4 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 52 (VH1, 2, 3, 4);
(n) chudi nhe CDR1 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 53 (VL1, 2);
(0) chudi nhe CDR1 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 54 (VL3);
(p) chudi nhe CDR2 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 55 (VL1, VL3);
(q) chudi nhe CDR2 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 56 (VL2);
(r) chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tur néu trong SEQ ID NO: 57 (VL1, 2, 3);
(s) chudi nhe FR1 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 58 (VL1, 2, 3);
(1) chudi nhe FR2 ¢6 trinh tir néu trong SEQ ID NO: 59 (VLI1, 2, 3);
(u) chudi nhe FR3 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 60 (VL1, 2, 3); va
(v) chudi nhe FR4 ¢6 trinh t néu trong SEQ ID NO: 61 (VL1, 2, 3).
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Cac trinh tu tuong ng trong cac muc tir (a) dén (v) néu trén duoc thé hién trén Fig.
25. Hon nita, sang ché d& xuit polypeptit bao gdm FR va CDR bét ky trong s6 cac FR va
CDR trong c4c muc tir (a) dén (v) néu trén.

Khang thé khang thu thé IL-6 theo sang ché con bao gém cac méanh va cic san
phdm dugc cai bién cua khéng thé bao gdm cac dot bién bat ky trong sb cac dot bién thay
thé axit amin dugc mo ta & trén. Cac manh khang thé nay bao gém, vi dy, Fab, F(ab")2, Fv,
Fv (scFv) chudi don trong d6 Fv ctia cac chudi H va L duoc lién két v6i nhau thong qua
trinh tu lién két thich hop, chudi H mién don va chudi L mién don (vi dy, Nat. Biotechnol.
2005 Sep;23(9):1126-36), Unibody (WO 2007059782 A1) va SMIP (WO 2007014278
A2). Ngudn khéang thé nay khong dugc gidi han cu thé. Khang thé nay bao gdm khang thé
clla ngudi, chudt nhét, chudt thuong va tho. Khang thé theo sang ché ciing c6 thé 1a khang
thé kham, khang thé duoc lam giéng nhu clia ngudi, khang thé duoc lam giéng nhu ctia
nguoi hoan toan, v.v..

Cu thé, cac manh khang thé nay thu dugc bang cach xir Iy cic khang thé bang
enzym, vi du, papain hodc pepsin, hodc béng cach tao cAu tric cac gen ma hoa cdc manh
khang thé nay, tip theo cai ching vio vecto biu hién, va sau d6 biéu hién chiing trong té
bao chu thich hgop (vi du, xem 4n phém Co, M.S. et al., J. Immunol. (1994) 152,
2968-2976; Better, M. & Horwitz, A. H. Methods in Enzymology (1989) 178, 476-496;
Plueckthun, A. & Skerra, A. Methods in Enzymology (1989) 178, 497-515; Lamoyi, E.,
Methods in Enzymology (1989) 121, 652-663; Rousseaux, J. et al., Methods in
Enzymology (1989) 121, 663-66; Bird, R. E. et al., TIBTECH (1991) 9, 132-137).

Sang ché dé xuit phuong phéap san xuét (i) polypeptit theo sang ché hoic (ii)
polypeptit dwoc ma héa bang gen ma hoa polypeptit theo séng ché, trong d6 phuong phap
nay bao gdm budc nudi cdy t& bao chi chira vecto ma dugce dua polynucleotit ma hoa
polypeptit theo sang ché vao.

Cu thé hon, sang ché d& xut phuong phap san xudt polypeptit theo sang ché,
phuong phép nay bao gdm céc budc:

(a) nudi cdy té bao chu chira vecto ma dugce dua gen ma héa polypeptit theo séng ché da

duoc dua vao; va
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(b) thu polypeptit dwoc ma hoa bang gen nay.

scFv duogc thu bing cach lién két céc ving V ctia cac chudi H va chudi L ciia khang
thé. Trong scFv nay, ving V ctia chudi H duge lién két véi ving V cha chudi L thong qua
trinh tu lién két, tdt hon 1a trinh tu lién két peptit (Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. (1988) 10.0, 5879-5883). Céc ving V ctia chudi H va chudi L trong scFv ¢6 thé
duoc thu tir khang thé bit ky trong sb céc khang thé duge mé ta & trén. Trinh tw lién két
peptit dé lién két cac ving V nay bao gdm, vi du, céc peptit chudi don tily y gdm tir 12 dén
19 gbc axit amin.

Khi khang thé khang thu thé IL-6 theo sang ché chira ving én dinh, thi ving 6n
dinh nay c6 thé thude loai bat ky, vi du, IgG1, IgG2 hodc IgG4 c6 thé duge sir dung. Tt
hon néu ving 6n dinh nay 1a viing 8n dinh cta khéng thé nguoi. Theo cach khac, ving 6n
dinh nay co thé 1a dang duogc cai bién bao gém cac dot bién thay thé, khuyét, thém va/hoac -
cai trong trinh ty axit amin cta cac vung 6n dinh ctia IgG1 ctia ngudi, IgG2 ctia ngudi hodc
IgG4 cla nguoi.

Thu thé TL-6 dugc wu tién dé lién két v6i khang thé khang thy thé TL-6 theo sang
ché 1a thu thé IL-6 ctia nguoi.

Khéng thé khang thu thé IL-6 theo sang ché c6 thoi gian luu trong huyét tuong 6t
hon, va chiing ton tai trong khoang thoi gian kéo dai trong huyét tuong & dang c6 kha ning
lién két véi khang nguyén, tirc 1a cac thy thé IL-6 hoa tan hodc dugc lién két mang. Do do,
khéng thé khang thu thé IL-6 lién két in vivo véi céc thu thé IL-6 hoa tan hogc thy thé IL-6
duoc lign két véi mang trong khoang thdi gian kéo dai. Hon nita, khang thé khang thu thé
TL-6 c6 kha nang lién két véi cac thu thé IL-6 hai 1an hogc nhiéu lan, va do d6 dugc cho 1a

¢6 kha nang trung hoa ba thu thé IL-6 hodc nhiéu hon.

Duogc pham

Séng ché ciing d& cap dén duoc phim bao gdm phan it lién két khang nguyén theo
sang ché, phan tir lién két khang nguyén niy duoc phan lap bang phuong phap sang loc
theo sang ché hodc phan tir lién két khang nguyén dugc sin xuat bang phuong phap sin

xudt theo séng ché. Phan tir lién két khang nguyén theo sang ché va phén tir lién két khang
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nguyén san xudt duoc bang phuwong phap san xuét theo sang ché c6 thoi gian luu trong
huyét tuong t5t hon, va do d6, dugc cho 1a lam gidm tan sb sir dung phan tir lién két khéng
nguyén, va do do, hitu ich lam duoc phdm. Dugc phdm theo sang ché c6 thé chira cac chit
mang dugc dung.

Theo sang ché, duoc phdm thudng dung dé chi cac chit dung dé diéu tri hodc ngin
ngtra, hoic thir nghiém hodc chin doan bénh.

Dugc phidm theo sang ché c¢6 thé duoc bao ché bing cac phuong phap da duoc biét
bdi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vue k§ thuat nay. Vi dy, duge phim nay c6 thé
dugc str dung ngoai duong tiéu hoa, & dang thudc tiém dung dich hoic hdn dich v6 trung
bao gém nude va chat l16ng dugce dung khac. vi du, cac duoc phém nay co thé duogc bao ché
béng cach tron & dang lidu don vi duoc yéu cu trong thuc tién san xuét thube duoc chép
nhén chung bing céch phdi hop mét cach thich hop véi cac chit mang hodc moi truong
duoc dung, cu thé 1a v6i nude vo tring, nude mudi sinh ly, diu thue vat, nhil tuong, hén
dich, chét hoat dong bé mit, chit lam dn dinh, chat didu vi, ta dugc, chit dan thude, chat
bao quan, chét lién két, v.v.. Trong cdc ché phim nay, lugng hoat chit dugc diéu chinh dé
thu dugc luong thich hop nam trong khoang dinh trudec.

Cac thanh phan vo tring ding d tiém c6 thé dugc bao ché bing céch sir dung céc
chit dAn thudc nhu nude cat dung dé tiém, theo thuc tién bao ché chun.

Cac dung dich nuéc dung dé tiém bao gdm, vi dy, nudc mudi sinh Iy va céc dung
dich déng truong chtra dextroza hodc cac chét phu tro khac (vi du, D-sorbitol, D-manoza,
D-manitol va natri clorua). Cling c6 thé sir dung phéi hop céc chit hoa tan thich hop, vi du, |
ruou (ethanol, v.v.), ruou da chirc (propylen glycol, polyetylen glycol, v.v.), chét hoat dong
bé mit khong ion (polysorbat 80(TM), HCO-50, v.v.).

DAu c6 thé 12 diu mé hodc diu dau nanh. Benzyl benzoat va/hodc ruou benzylic ¢6
thé dugc str dung phéi hop 1am chit hoa tan. Ciing c6 thé str dung phdi hop cac dung dich
dém (vi du, dung dich dém phosphat va dung dich dém natri axetat), chét lam mém (vidy,
procain hydroclorua), chit 1am on dinh (vi du, rugu benzylic va phenol) va/hodc chét

chéng oxy hoa. Céc dng thudc tiém thich hop s& duge nap thudc tiém bao ché duoc.
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Tét hon néu duge phim theo sang ché duge st dung ngoai dudng tiéu hoa. Vi dy,
duoc phém nay co thé & dang lidu dung dé tiém, st dung qua duong mii, s dung qua
duong phéi hodc st dung qua da. Vi du, ching c6 thé duoc str dung qua dudng toan thin
hodc khu tra b?mg c4ch tiém vao tinh mach, tiém vao co, tiém vao mang bung, tiém dudi da,
V.V..

Cac phuong phap sir dung c6 thé duoc lva chon mot cach thich hop c6 xem xét dén
d6 tudi va tridu chiing ctia bénh nhan. Lidu dwgce phdm chira phén tir lién két khdng nguyén
¢6 thé, vi du, nam trong khoang tir 0,0001 dén 1000mg/kg ddi v6i mdi lan sit dung. Theo
cach khac, lidu nay c6 thé, vi dy, nim trong khoang tir 0,001 dém 100000mg/bénh nhén.
Tuy nhién, sang ché khong bi gidi han boi cac tri s6 duoc md ta & trén. Lidu va phuong
phép str dung phu thude vao thé trong, d6 tudi, triéu chiing, v.v., clia bénh nhan. Nguoi ¢6
hiéu biét trung binh v& linh vuc k§ thuat nay c6 thé xéc dinh dugc liéu va phuong phép st
dung thich hop c6é xem xét cac yéu td duoc mé ta & trén.

Céc axit amin chtra trong trinh tu axit amin theo sang ché c6 thé duoc cai bién sau
dich mi. vi du, viéc cai bién gc glutamin (Gln) & ddu tdn cing N thanh gc axit
pyroglutamic (pGlu) bang cach pyroglutamyl héa da duoc biét boi nguoi c6 hidu biét trung
binh vé linh vuc k¥ thuat nay. TAt nhién, c4c axit amin dugc cai bién sau dich ma nay duoc
bao gdm trong cac trinh tir axit amin theo séng ché.

TAt cé cac tai liéﬁ tinh trang k¥ thudt duoc néu trong ban md ta nay duoc dua vao

day theo cach vién dan.

Vi du thuc hién sang ché
Sang ché s& dugc mo ta chi tiét bang cac vi du dudi ddy, nhung cac vi du nay khong

duoc coi 1a lam gidi han pham vi clia sang che.

Vi du 1: San xuét khang thé PM1 dwgc lam giéng nhw ciia nguoi duge ci bién
Bao ché thu thé IL-6 hoa tan tai t5 hop ctia nguoi (SR344)
Thu thé TL-6 ctia nguoi téi td hop & ngudi tir thy thé IL-6 ctia ngudi, déng vai trd 1a

khang nguyén, dugc bao ché nhu duge mé ta sau ddy. Dong té bao CHO biéu hién 6n dinh

-89-



32200

thu thé IL-6 hoa tan ctia ngudi (sau day duge ky hiéu 1a SR344) (Yamasaki, et al., Science
1988; 241: 825-828 (Ngan hang gen #X12830)) gdm trinh ti axit amin tit axit amin thir
nhét dén axit amin tht 344 & phia du tin cing N nhu duge bo céo trong 4n phim J.
Biochem., 108, 673-676 (1990), duoc san xuit.

SR344 duoc tinh ché tir dich ndi nudi cdy thu duoc tir cac t& bao CHO biéu hién
SR344 bang cach sir dung 3 phuong phép sdc ky cot: Séc ky cot Blue Sepharose 6 FF, sac
ky 4i luc bing cach str dung cot trong d6 khang thé dic hidu véi SR344 duge cb dinh, va
sic ky cot loc gel. Phan doan nay dugc giai hép duédi dang dinh chinh dugc sir dung lam
thanh phdm dugc tinh ché.

Tao ra thu thé IL-6 hoa tan tai t6 hop & khi déu ché (cIL-6R)

Céc doan mdi ADN oligonucleotit Rhe6Rfl (SEQ ID NO: 16) va Rhe6Rr2 (SEQ
ID NO: 17) duoc san xuét dua trén trinh ty gen cta thu thé IL-6 cta khi rhesus c¢6 thé st
dung cdng khai (Birney et al., Ensemble 2006, Nucleic Acids Res., 2006, Jan. 1; 34
(Database issue): D556-61). Bing cach sir dung ADN bb trg duoc tao ra tir tuy khi d4u cho
Jam khu6n, manh ADN ma héa toan b chiéu dai ctia gen thu thé IL-6 ctia khi dau ché dugce
tao ra bang PCR st dung cac doan mdi Rhe6Rfl va Rhe6Rr2. bang cach sSir dung manh
ADN thu dugc lam khudn, doan ADN c6 chidu dai 1131bp (SEQ ID NO: 20) ma héa
protein trong d6 6xHis dugc bd sung vio d4u tin ciing C ctia ving tan (Met1-Pro363) chira |
ving tin hiéu ctia gen thy thé IL-6 ciia khi du ché, dugc khuéch dai bang PCR c¢6 sit dung
cac doan mdi ADN oligonucleotit CynoILL6R N-EcoRI (SEQ ID NO: 18) va CynoIL6R
C-Notl-His (SEQ ID NO: 19). Poan ADN thu dwoc dugc cit bang EcoRI va Notl va dugc
cai vao vecto biéu hién té bao dong vt c6 v, va tiép theo duogc st dung dé san xudt dong té
bao CHO bidu hién n dinh (t& bao CHO san xuét cyno.sIL-6R).

Mbi truong nudi cdy € bao CHO san xudt cyno.sIL-6R duoc tinh ché bang cot
HisTrap (GE Healthcare Biosciences), duoc cd b%lng cach st dung b6 loc Amicon Ultra-15
Ultracel-10k (Millipore), va tinh ché tiép bang c6t loc gel Superdex 200 pg 16/60 (GE
Healthcare Biosciences) dé thu dugc thanh phém duoc tinh ché thu thé IL-6 hoa tan ctia khi

dAu ché (sau ddy duoc ky hiéu 14 cIL-6R).
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Tao ra IL-6 tai t6 hop cua khi dau ché (cIL-6)

IL-6 cta khi ddu cho duoc bao ché nhu sau. Trinh tu nucleotit ma hoa 212 axit
amin duogc luu gilt trong co s¢ dit liéu SWISSPROT véi sb hiéu luu git P79341 duoc tao ra,
duoc tach dong thanh vecto biéu hién té bao dong vét ¢6 v, va duoc dua vao té bao CHO |
dé tao ra dong t& bao biéu hién én dinh (té bao CHO tao ra cyno.IL-6). Mbi trudng nudi ciy
té bao CHO tao ra cyno.IL-6 duoc tinh ché bang cdt SP-Sepharose/FF (GE Healthcare
Biosciences), duoc ¢b bang cach st dung bd loc Amicon Ultra-15 Ultracel-5k (Millipore),
va tiép theo tinh ché tiép bang c6t loc gel Superdex 75 pg 26/60 (GE Healthcare
Biosciences). San phém nay dugc c6 béng cach st dung bd loc Amicon Ultra-15
Ultracel-5k (Millipore) @& thu dugc thanh phim duge tinh ché IL-6 cia khi ddu ché (sau
day dugc ky hiéu 1a cIL-6).

Thiét 14p dong t& bao BaF3 biéu hién gp130 clia ngudi

Dong té bao BaF3 biéu hién gp130 ctia ngudi duoc thiét 1ap nhu duoc chi ra dudi
ddy d8 thu dong & bao bidu hién sy sinh truéng phu thude vao IL-6. ,

ADN b6 tro gpl30 ciia nguoi ¢6 chiéu dai ddy du (Hibi et al., Cell 1990; 63:
1149-1157 (Ngan hang gen #NM_002184)) dugc khuéch dai bang PCR va dugce tich dong
trong vecto biéu hién pCOS2Zeo, vecto nay duoc bao ché bang cach loai bo vi tri biéu hién
gen DHFR ra khoi pCHOI (Hirata, et al., FEBS Letter 1994; 356: 244-248) va cai vi tri
biéu hién gen khang Zeocin, dé tao cdu tric pCOS2Zeo/gp130. ADN bb trg IL-6R cla
ngudi ¢6 chiéu dai diy da duge khuéch dai bang PCR va tich dong thanh pcDNA3.1(+)
(Invitrogen) dé tao c4u triac hIL-6R/pcDNA3.1(+). 10ug pCOS2Zeo/gp130 duge trdn vao
cac t& bao BaF3 (0,8 x 107 té bao) di duogc tao hdn dich trong PBS, va duoc truyén xXung
bang cach str dung Gene Pulser (Bio-Rad) & dién 4p 0,33kV va dién dung 950uFD. Cac té
bao BaF3 d3 ¢ gen duoc dua vao bing cach bién nap dién dugc nudi cdy trong mot ngay
dém trong mdi trudng RPMI1640 (Invitrogen) chira 0,2ng/mL interleukin-3 ctia chudt nhét
(Peprotech) va 10% huyét thanh bao thai bd (sau ddy duoc ky hiéu 1a FBS, HyClone), va

tiép theo dugc sang loc bang cich bd sung méi truong RPMI1640 chirta 100ng/mL
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interleukin-6 cua nguodi (R&D Systems), 100ng/mL thu thé interleukin-6 hoa tan ctia nguoi
(R&D Systems) va 10% FBS dé thiét 1ap dong té bao BaF3 biéu hién gp130 (sau day duoc .
ky hiéu 1a BaF3/gp130). Do dong té bao BaF3/gp130 ting sinh khi c6 mit interleukin-6 ctia
ngudi (R&D Systems) va SR344, nén né ¢6 thé duge st dung dé danh gia hoat tinh tc ché
sinh truéng (cu thé, hoat tinh trung hoa thu thé IL-6) ctia khang thé khang thu thé IL-6.

San xuit khang thé khang thu thé IL-6 duoc lam gidng nhu ctia ngudi

Trong phén vi du va ban md ta, thuat ngft “kiéu dai” duoc viét tit 13 WT, thuit ngit
“chudi H kiéu dai” dugc viét tit 1a H(WT) (trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9), va
thuét ngtt “chudi L kiéu dai” dugc viét tit 1a L(WT) (trinh ty axit amin: SEQ ID NO. 10).
Trong truong hop nay, cac dot bién dugc dua vao trinh tu khung va trinh tu CDRa cua
khéng thé PM1 cia chudt nhit duoc lam gidng nhu ctia ngudi duge md ta trong 4n pham
Cancer Res. 1993, Feb. 15; 53(4): 851-6, dé tao ra cac chudi H dugc cai bién H53 (trinh tu
axit amin: SEQ ID NO: 1) va PF1H (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 11), va cac chudi L-
duoc cai bién L28 (trinh ty axit amin: SEQ ID NO: 12) va PF1L (trinh tu axit amin: SEQ
ID NO: 2). Cu thé hon cac thé dot bién duogc tao ra bang cach sir dung bo kit gay dot bién
dinh huéng diém QuikChange (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene))
theo phuong phéap dugc mé ta trong huéng dan di kém, va cac doan plasmit thu duge dugce
cdi vao vecto biéu hién té bao dong vatco va dé san xudt cac vecto biéu hién chudi H va céc
vecto biéu hién chudi L mong mudn. Trinh tu nucleotit ctia cac vecto biéu hién thu duoc
duoc xé4c dinh bang cach sir dung céc phuong phéap thong thuong di duoc biét bai ngudi co

hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuét nay.

Biéu hién va tinh ché khang thé khang thu thé IL-6 duoc lam gidng nhu ctia nguoi

Khéng thé nay dugc bidu hién bing phuwong phap duge md ta dudi ddy. Dong té
bao HEK293H thu dugc tir t& bao ung thu than phoi nguoi (Invitrogen) dugc tao hdn dich
trong mdi truong DMEM (Invitrogen) cé b sung 10% FBS (Fetal Bovine Serum)
(Invitrogen). Céc t& bao nay dugc dan 1én dia véi thé tich 10ml/dia trong céc dia dé két dinh
céc t& bao (c6 dudng kinh 10cm; CORNING) v&i mat d6 € bao tir 5x 10° dén 6 x 10° té
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bao/ml va duoc nudi cdy trong thiét bi t CO, (37°C, 5% CO,) trong ca mdt ngay dém. Tiép
theo, moi truong duge loai bo béng cach hut, va 6,9ml moéi truong CHO-S-SFM-II
(Invitrogen) duoc bd sung vao. Plasmit thu dugc dugc dua vao t& bao bang phuong phap
bién nap lipit. Dich ndi nuéi cdy thu dugc duoc thu gom, ly tim (khoang 2000g, 5 pht,
nhi¢t do trong phong) dé loai bo té bao, va vo triung bﬁng cach loc qua b loc 0,22um
MILLEX®-GV (Millipore) d& thu dich ndi. Khéng thé dugc tinh ché tir dich ndi nudi cdy
thu duoc nay bing phuong phap da dugc biét bsi ngudi cé hidu biét trung binh vé linh vuc
k§ thuit niy bang cich st dung rProtein A Sepharose™ Fast Flow (Amersham
Biosciences). Dé xac dinh ndng d6 khang thé da tinh ché, d6 hap thu dugc do & budce song
280nm bang c4ch st dung quang phd ké. Nong d6 khang thé dugc tinh tir céc tri s6 da xéc
dinh bang cach st dung hé s6 hép thy tinh duoc bang phu:ohg phap PACE (Protein Science .
1995; 4:2411-2423).

Vi du 2: San xuit khéng thé H3pI/L73 su lién két phu thudc vao do pH
Phuong phap tao khang thé c6 kha ning trung hoa khéng nguyén nhiéu lan

Do céc phén tir IgG c6 hda tri hai, nén phén tir IgG don c6 thé trung hoa 1én t6i hai
khéang nguyén khi hai vi tri nay lién két voi khang nguyén; tuy nhién, né khong thé trung
hoa ba khang nguyén hodc nhidu hon. Do d6, dé duy tri tac dung trung hoa ctia khéng thé
trung hoa trong khoang thdi gian x4c dinh, thi can str dung lwong khéng thé bang hoic 16n
hon lugng khang nguyén dugc tao ra trong khoang thoi gian nay. Do do, néu c6 thé trung
hoa hai hodc nhidu phan tir khang nguyén bing phan tit IgG don thi liéu nay ¢6 thé cai thién
khoang thoi gian tac dung trung hoa, hodc theo cach khac lidu khang thé cin dé dat duoc
khoéng thdi gian nay c6 thé giam.

Dbi v6i khang thé trung hoa, cé hai loai khdng nguyén dich: khang nguyén kiéu
hoa tan, khang nguyén nay c6 trong huyét twong, va khdng nguyén duoc lién két mang,
khéng nguyén nay duoc biéu hién trén bé mit cta té bao.

Khi khang nguyén 12 khang nguyén lién két mang, khang thé da sir dung s& lién két
v6i khang nguyén mang nay trén bé mit té bao, va khang thé nay sau dé dugc hip thu vao

thé nhan bén trong té bao bing cach ndi héa cing v6i khang nguyén mang da duge lién két
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v6i khang thé. Tiép theo, khang thé van con lién két v6i khang nguyén s& chuyén téi
lysosom tai d6 né bi phan huly lysosom bai ciing v6i khang nguyén. Viéc loai bé khang thé
ra khoi huyét tuong dugc trung gian bai sy ndi hoa boi khang nguyén mang duoc goi 1a sy
loai bo phu thudc khang nguyén, va diéu nay duoc bao cdo dbi voi nhidu phan tir khang thé
(Drug Discov. Today, 2006 Jan; 11(1-2): 81-8). Do phén tir khang thé IgG don lién két vé6i
hai phan tir khang nguyén khi né lién két hoa tri hai v6i cac khang nguyén, va tiép theo
duoc ndi hoa va duge phan huy truc tiép bdi lysosom, khang thé IgG don binh thudng
khong thé trung hoa hai hodc nhidu phan tir khang nguyén (Fig. 1).

Ly do ¢6 sy kéo dai thoi gian luu (su loai bo cham) clia cac phan tr [gG trong huyét _
tuong 1& & cac chitc ning cta FcRn, con duoc goi 1a thy thé thu hdi phan tir IgG (Nat. Rev.
Tmmunol. 2007 Sep; 7(9): 715-25). Cac phén tir IgG da dugc hép thu vao thé nhan bang
qué trinh 4m bao s& lién két voi FeRn duoce bidu hién trong thé nhan trong diéu kién axit noi
thé nhan. Cac phén tir IgG da lién két v6i FcRn s& chuyén dén bé mait té bao tai d6 chung
phén ly ra khoi FcRn trong diéu kién trung tinh trong huyét twong va quay tré lai huyét
tuong, trong khi cac phan tir IgG khong th8 lién két v6i FeRn s& tiép tuc di vao lysosom tai
do6 ching bi phan huy (Fig. 2).

Céc phan tir IgG d lién két véi khang nguyén mang dugce hip thu vao thé nhan ndi
bao bing qué trinh ndi hoa, chuyén vao lysosom trong khi duoc lién két v6i khang nguyén,
va trai qua qua trinh phan hiy. Khi khang thé IgG lién két hoa tri hai véi cac khdng nguyén,
né trung hoa hai phan tir khang nguyén va trai qua qud trinh phan huy cing v6i cac khang
nguyén nay. Néu khang thé IgG, khi dugc hap thu vao thé nhén ndi bao bang qué trinh ndi .
héa, c6 thé phan ly ra khéi khang nguyén trong diéu kién axit ndi thé nhan, thi khang thé da
phan ly ¢6 thé lién két v6i FcRn duge biéu hién trong thé nhan. Phan tir IgG da dugc phan
ly ra khoi khang nguyén va duoc lién két véi FeRn s& duge chuyén t6i bé mat té bao va tiép
theo duoc phan ly ra khéi FcRn trong didu kién trung tinh trong huyét twong, do d6 quay
trés lai huyét twong. Phan tir IgG da quay tro lai huyét tuong c6 thé lai lién két v6i khang
nguyén mang méi. Viée 13p lai qua trinh nay cho phép phan tlr IgG don lién két lap lai véi
cac khang nguyén mang, nho d6 cho phép trung hoa nhidu khang nguyén bang phan tir IgG
don (Fig. 3).
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Trong truong hop khang nguyén hoa tan, khang thé duoc sir dung dé lién két voi
khang nguyén nay trong huyét tvong, va van & trong huyét tuong & dang phirc hop khéng
nguyén-khéng thé. Binh thuong, trong khi thdi gian luu ctia khang thé trong huyét twong 1a
rat dai (téc dd loai bo rat chdm) do chirc nang ctia FcRn nhu dugc md ta & trén, thoi gian
luu ctiia khang nguyén trong huyét twong 12 ngén (tbc a6 loai bo nhanh). Do d6, cac khang
nguyén da dugc lién két v&i khang thé c6 thoi gian luu trong huyét twong tuong dwong véi -
thoi gian luu ctia khéng thé (tdc do loai bo rat chdm). Cac khang nguyén duoc san xuat
trong co thé véi tbe d6 khong ddi va, khi khong c6 mit khang thé, c6 mit trong huyét tuong
& ndng do tai d6 tbe d6 san xuat khang nguyén va tdc d6 loai bo khang nguyén 1a twong
duong. Khi c6 mit khang thé, hau hét cac khang nguyén déu duoc lién két v6i khang thé,
dAn dén viéc loai bo rat chdm cac khang nguyén. Do d6, ndng d6 khdng nguyén trong huyét
twong tang 1én so v&i ndng d6 khang nguyén khi khong ¢ mat khang thé (Kidney Int. 2003,
64, 697-703; J. National Cancer Institute 2002, 94(19), 1484-1493; J. Allergy and Clinical
Immunology 1997, 100(1), 110-121; Eur. J. Immunol. 1993, 23; 2026-2029). Ngay ca khi
4i luc ca khang thé dbi véi khang nguyén 1a v6 han, thi ndng d6 khang nguyén s& ting cao
khi khang thé dugc loai B(’) cham ra khoi huyét twong, va tac dung trung hoa ctia khang thé
két thuc sau khi ndng d6 khang thé va khang thé tré nén bang nhau. Mic dii céc khang thé
¢6 hing s phan ly (KD) cao hon ¢6 thé trung hoa cac khing nguyén hoa tan & ndng do-
khéng thé thip hon, cic khang thé c6 ndng do bang mot nira hoic it hon ndng d6 khang
nguyén c6 mit khong thé trung hoa cac khang nguyén bt ké i luc ctia khéng thé manh &
murc nao (Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005 Sep 9; 334(4): 1004-13). Nhu trong
treong hop cac phan tir IgG khong dugce lién két v6i khang nguyén, cac phan tir IgG duge
lién két véi khang nguyén trong huyét twong ciing duge hép thu vao thé nhan bing quéi
trinh 4m bao, va lién két v6i FcRn duoc bidu hién trong thé nhan trong diéu kién axit ndi
thé nhan. Céc phén tir IgG duoc lién két v6i FcRn di chuyén t6i bé mit t€ bao trong khi
khang thé nay van dugc lién két véi khang nguyén va tiép theo phan ly ra khoi FcRn trong
diéu kién trung tinh trong huyét twong. Do cic phén tir IgG quay trd lai huyét tuong trong
khi van duoc lién két véi khang nguyén, nén ching khong thé lién két voi cac khang

nguyén maoi trong huyét tuong. Trong trudng hop nay, néu céc phén tir IgG ¢ thé phan ly
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ra khoi khang nguyén trong diéu kién axit ndi thé nhan thi khéang nguyén da duge phan ly
s& khong thé lién két voi FeRn va do d6 ¢6 thé bi phan hity trong lysosom. Mt khéc, cac
phén tir IgG c6 thé quay tré lai huyét twong bang cach lién két v6i FeRn. Do céc phan ti
IgG quay tro lai huyét twong d4 phan ly ra khoi khing nguyén trong thé nhan nén ching c6 |
thé lién két voi khang nguyén méi trong huyét twong. Viée lap lai qua trinh nay cho phép
phan tir [gG don lién két 13p lai véi cac khang nguyén hoa tan. Diéu nay cho phép phan tir
IgG don trung hoa nhiéu khang nguyén (Fig. 4).

Do d6, bat ké khang nguyén mang hay khang nguyén hoa tan, néu viéc phan ly
khéang thé IgG ra khoi khang nguyén c6 thé xay ra trong didu kién axit noi thé nhan, thi
phan tr IgG don co thé trung hoa lap lai cac khang nguyén. Dé khang thé IgG phan ly ra
khoi khang nguyén trong diéu kién axit ndi thé nhan, sy lién két khang nguyén-khéng thé
can phai yéu hon déng ké trong diéu kién axit so v6i trong didu kién trung tinh. Do khang
nguyén mang trén bé mit té bao can duoc trung hoa, khang thé phai lién két manh véi
khang nguyén & do pH bé mit té bao, tirc 1a d6 pH=7,4. Do d6 pH ndi thé nhan da duoc bao
c4o 12 thuong ndm trong khoang tir 5,5 dén 6,0 (Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2004 Feb; 5(2):
121-32), nén khéng thé lién két yéu voi khéng nguyén & d6 pH nim trong khoang tir 5,5
dén 6,0 duoc coi 1 phén ly ra khoi khang nguyén trong didu kién axit noi thé nhan. Cu thé
hon, phén tir IgG don lién két manh véi khang thé & d6 pH bé mit té bao (7,4) va lién két
yéu v6i khang nguyén & d6 pH ndi thé nhan (nim trong khoang tir 5,5 dén 6,0) c6 thé trung
hoa nhidu khang nguyén va do do cai thién dugc dong hoc.

No6i chung, cac tuong tac protein-protein gbm tuong tac ky nudc, tuong tac tinh
dién va lign két hydro, va cuong do lién két thuong dugc thé hién dudi dang hing s lién
két (4i luc) hodc hing sb lién két bidu kién (4i tinh). Sy lién két phy thudc vao do pH, ma
cudng b lién két ciia n6 thay ddi giita diéu kién trung tinh (d6 pH=7,4) va didu kién axit
(46 pH nam trong khoang tir 5,5 dén 6,0), c6 mat trong cic twong tic protein-protein c6
trong tu nhién. Vi du, lién két d& cap & trén gitta cc phan tir [gG va FcRn dugc biét la thu
thé thu hdi dbi véi cac phan tit IgG 13 manh trong didu kién axit (46 pH nim trong khoang
tir 5,5 dén 6,0) nhung rat yéu trong didu kién trung tinh (d6 pH=7,4). Hau hét cc tuong tac

protein-protein thay ddi theo d6 pH nay déu lién quan dén cac gbc histidin. Do d6 pKa ctia
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gbc histidin 1a & gin d6 pH nim trong khoang tir 6,0 dén 6,5 nén trang thai phan ly proton
ctia cac gde histidin thay d6i ndm trong khoang tir diu kién trung tinh (46 pH=7,4) va didu
kién axit (d6 pH nam trong khoang tir 5,5 dén 6,0). Cu thé, cac gbc histidin khong tich dién
va hoat dong dudi dang thé nhan nguyén tir hydro trong diéu kién trung tinh (d6 pH=7,4),
khi chiing tr¢ nén tich dién duong va hoat dong duéi dang thé cho nguyén tir hydro trong
didu kién axit (d6 pH nim trong khoang tir 5,5 dén 6,0). P4 dugc béo cao ring lién két phu
thudc vao d6 pH cua twong tac IgG-FcRn dugc mo ta ¢ trén cling lién quan dén céc gbe
histidin ¢6 mat trong IgG (Mol. Cell. 2001 Apr; 7(4): 867-77).

Do d9, su phu thudc vao do pH co thé anh hudng dén céc twong tac protein-protein
bing cach thay thé gdc axit amin lién quan dén céc tuong tac protein-protein bang gbc
histidin, hodc bang cach dua gbc histidin vao vi tri tuong téc. Céc nd luc nay cling da duge
thuc hién & cac tuong tac protein-protein gitta khang thé Vfl. khang nguyén, va khang thé dot
bién c6 kha ning lién két véi khang nguyén giam trong diéu kién axit da thu duoc thanh
cong bang cach dua histidin vao trinh tw CDR ctia khang thé khang lysozym trong long
tring trimg (FEBS Letter (vol. 309, No. 1, 85-88, 1992)). Ngoai ra, khang thé tao ra dugc
bing cach dua histidin vao trinh tr CDR va lién két dic hiéu véi khang nguyén ¢ do pH
thép ctia mé ung thu nhung lién két yéu trong diéu kién trung tinh d& dugc béo cédo (WO
2003-105757).

Mic du phuong phép dua sy phu thudc vao do pH vao cic phan Ung khang
thé-khang nguyén di duoc bdo cdo nhu dugc md ta & trén, nhung phén tir IgG trung hoa
nhiéu khéng nguyén bing céch lién két manh véi cac khang nguyén & d6 pH dich thé (7.,4)
nhung lién két yéu véi cac khéng nguyén & d6 pH ndi thé nhan (ndm trong khoang tir 5,5
dén 6,0) chua dugc béo cdo. Noi cach khac, chua cé bao cdo bat ky lién quan dén cac cai
bién lam giam déang ké sur lién két trong diéu kién axit ma van giit dugc su lién két trong -
didu kién trung tinh nhu vy, so v&i khéng thé khong duge cai bién, khang thé dugc cai
bién lién két véi khang nguyén nhiéu 14n in vivo va do d6 thé hién duoc dong hoc dugc cai
thién cling nhu thoi gian tac dung trung hoa duoc cai thién & lidu tuong tu.

Thu thé TL-6 ¢ mat trong co thé & dang thu thé IL-6 hoa tan hodc thu thé IL-6 kiéu

mang (Nat. Clin. Pract. Rheumatol. 2006 Nov; 2(11): 619-26). Khang thé khéng thu thé
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IL-6 lién két v6i ca thu thé IL-6 hoa tan va thu thé IL-6 kiéu mang, va trung hoa tdc dung
sinh hoc ctia chung. Xét thiy ring sau khi lién két voi thu thé IL-6 kidu mang, khang thé
khang thu thé IL-6 dwoc hip thu vao thé nhan ndi bao bang qué trinh ndi héa trong khi
duoc lién két voi thy thé IL-6 kiéu mang, tiép theo di chuyén vao lysosom trong khi khang
thé nay van duoc lién két v6i thu thé IL-6 kiéu mang, va trai qua qua trinh phan hiy boi
lysosom cling v&i thu thé TL-6 kiéu mang. Thuc té, da dugce bao céo rang khang thé khang
thu thé IL-6 duge lam gidng nhu ctia ngudi biéu hién mic thanh thai khong tuyén tinh, va
viéc loai b phu thudc vao khang nguyén cia n6 gép phan 16n vao viée loai bo khang thé
khang thu thé IL-6 dwoc 1am giéng nhu ctia ngudi (The Journal of Rheumatology, 2003,
30; 71426-1435). Do d6, mot khang thé khang thu thé IL-6 dwoc 1am gidng nhu ctia ngudi -
lién két v6i mot hodc hai thu thé IL-6 kiéu mang (hda tri mot hodic héa tri hai), va tiép theo
dugce ndi hda va phan huy trong lysosom. Do do, ¢6 thé san xut khang thé duoc cai bién co
kha nang lién két giam déng ké trong didu kién axit nhung van giit duoc kha ning lién két
twong tu nhu khang thé khang thu thé IL-6 dugc lam giéng nhu ctia ngudi kiéu dai trong
diéu kién trung tinh (khéng thé khang thu thé IL-6 lién két phu thudc vio do pH), nhiéu thu
th8 IL-6 c6 thé duoc trung hoa bing khang thé don khang thu thé IL-6 dugc lam giéng nhu
ctia ngudi. Do d6, so v6i khang thé khang thu thé IL-6 dugc 1am gidng nhu ctia ngudi kiéu
dai, khéng thé khéng thu thé IL-6 c¢6 su lién két phu thudc vao do pH c6 thé cai thién

khoang thoi gian tac dung trung hoa in vivo & cung lidu.

San xuét khéng thé khang thu thé IL-6 duoc lam gidng nhu ctia ngudi lién két phu thude
vao d6 pH (H3pl/L73):

Viéc dua histidin vao CDR da dugc bao cao la phuong phap dua su lién két phu
thudc vao d6 pH vao phan ung khang nguyén-khang thé (FEBS Letter (vol. 309, No. 1,
85-88, 1992)). Dé tim céc gbc axit amin 18 ra trén bé mit ving bién ddi ctia H53/PF1L
duoc san xuét trong Vi du 1 va cac gbe co thé ¢é tuong tac véi khang nguyén, md hinh
vung Fv cia H53/PF1L da dugc tao ra bang cach 14p mo hinh twong ddng bang cach sir
dung phin mém MOE (Chemical Computing Group Inc.). Md hinh ba chidu duoc tao ciu
tric dua trén thong tin trinh tu cia HS3/PF1L duoc st dung dé lua chon H27, H31, H35,
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128, 132 va 153 (Kabat numbering, Kabat, E.A. et al., 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, NIH) lam céc vi trf dot bién c6 thé tao ra su lién két phu thudc vao
@6 pH bing cach dua histidin vao. San phdm trong d6 cic gbe & H27, H31 va H35 trong
H53 duoc san xudt trong Vi du 1 duoc thay thé bing céc histidin duge ky hiéu 1a H3pl
(trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 3), va san phém trong d6 c4c gde & 128, L32 va L53 trong
PF1L duoc san xuét trong Vi du 1 dugc thay thé bang céc histidin dwoc ky hiéu 1a L73
(trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 6). |

San xudt, biéu hién va tinh ché vecto biéu hién H3pl/L73

Viéc cai bién axit amin duoc thuc hién dé tao ra khang thé duoc cai bién & cac vi tr
da chon. Cac dot bién duoc dua vao H53 (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 13) va PFIL
(trinh tu nucleotit: SEQ ID NO: 14) duoc san xuét trong vi du 1 dé tao ra H3pl (trinh tu axit
amin: SEQ ID NO: 3) va L73 (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 6). Cu thé, bot kit gay dot
bién dinh huéng diém QuikChange (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene)) dugc st dung theo phuong phap dugc mo ta trong hudng dan di kém, va cac
manh plasmit thu duge duge cai vao vecto biéu hién té bao dong vat c6 vi dé tao ra vecto
bidu hién chudi H va vecto biéu hién chudi L. mong mudn. Trinh tu nucleotit ctia cac vecto
biéu hién thu duoc duoc xac dinh bing cach sit dung phuong phap di dugce biét boi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuit nay H3pl/L73 St dung H3pl d6i v6i chudi Hva
173 dbi v&i chudi L duoe bidu hién va tinh ché bang phuong phap duoc md ta trong Vi du
1.

Vi du 3: Tao kha ning lién két véi khang nguyén phu thude vao 49 pH bang cai bién
His & CDR bing cach sir dung k§ thuit biéu hién thé thue khuén
Séan xuét phan tir scFv ctia khang thé PM1 duogc lam giéng nhu ctia ngudi

Khang thé PM1 duoc lam gidng nhu cta nguoi, 1a khang thé khang IL-6R dugc
lam gidng nhu ctia ngudi (Cancer Res. 1993 Feb 15; 53(4): 851-6), dugc bién dbi thanh
scFv. Cac ving VH va VL dugc khuéch dai bing PCR, va HL scFv cua PM1 duoc lam
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gibng nhu clia ngudi ¢6 trinh tr lién két GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO. 15) gitta

VH va VL duoc san xuat.

Lua chon vi trf ¢6 thé dua histidin vio bang phuong phap quét histidin

PCR duoc thuc hién béng cach st dung ADN ma héa HL scFv ctia PM1 da lam -
gidng nhu ctia nguoi duge tao ra lam khudn dé san xuét thu vién histidin trong d6 axit amin
bét ky trong sb céc axit amin CDR dugc thay thé bang histidin. Cac phan thu vién nay dugc
tao cAu truc béng PCR c¢6 str dung cac doan mdi trong d6 codon ctia axit amin cin duoge dot
bién dé c6 thu vién nay duoc thay thé bang CAT, mot codon tuong tmg véi histidin, va cac
phan khéc duogc tao cdu triic bang PCR binh thuong. Tiép theo, cac phan nay dugc lién két
v6i nhau bang PCR ghép. Thur vién da chu tric duoc nay duoc cét bang Sfil, cai vao vecto
phagemit pELBG lacl cling da duoc cat bang SAil, va tiép theo dugc st dung & bién nap
XL1-Blue (Stratagene). C4c khuén lac thu duge dugc str dung d& dénh gia su lién két véi
khang nguyén bang ELISA d6i voi thé thuc khudn va phan tich trinh tw ctia HL scFv.
ELISA thé thuc khuén duge thuc hién biang cach sir dung tm c6 phtt SR344 & 1pg/mL
theo J. Mol. Biol. 1992; 227: 381-388. C4c dong vo tinh dugc phat hién lién két véi SR344
duoc st dung dé phan tich trinh tu bing cach sir dung cac doan mdi dic hiu.

Hiéu gid thé thuc khuin duoc xac dinh bing ELISA v6i khéng thé khéng Etag (GE
Healthcare) va khang thé khang M13 (GE Healthcare). Tiép theo, tri s6 nay dugc st dung
& chon céc vi tri noi ma viée thay thé géc CDR bang histidin khéng 1am bién d6i dang ké
kha nang lién két so véi HL scFv ctia PM1 dugce 1am gidng nhu ctia ngudi, dua trén két qua
ELISA thé thuc khuin dbi véi SR344. Céc vi tri chon duoc dugce thé hién trong Bang 2.
Viéc dénh s mdi gdc 1a theo cach danh sé Kabat (Kabat, et al., 1991, Sequences of

Proteins of Immunological Interest, NIH).

Bang 2: Céc vi tri thay thé histidin khong dnh hwéng déng ké dén 4i tinh lién két
H31, H50, H54, H56, H57, H58, H59, H60, H61, H62, H63, H64, H65, H100a, H100b,
H102

1.24,1.26,1.27,1.28, 130, L31, 132, L52, 153, L54, 156, 190, 1.92, 1.93, 94
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Céu tric ca thu vién CDR dugc cai bién bang histidin

Thu vién duoc thiét ké trong d6 cac axit amin ctia cac gbc CDR khdng anh huéng
déng ké dén kha ning lién két khi dwoc thay thé bang histidin nhu dugc thé hién trong Bang
2 (ce vi tri ¢6 thé dua histidin vao) 13 trinh tu ban diu ctia ching (trinh tw kiéu dai) hogc
histidin. Thu vién nay dugc tao cAu trac dua trén céc trinh tu ctia PF1H cta chudi H va
PF1L cua chudi L dugc san xuét trong Vi du 1 sao cho céac vi tri da dot bién dbi vé6i thu vién
ndy 6 trinh tu ban dAu hozc histidin.

Céc phan thu vién nay duoc tao chu tric bang PCR bang cach sir dung cac doan
mbi duoc thiét ké sao cho vi tri cAn dot bién dé c6 thu vién nay c6 codon axit amin ban dau
hoic codon histidin, va cac phan khac duoc tao ra bang PCR binh thudng, hodc bang PCR
¢6 str dung céc doan mdi tong hop nhu trong cic phin thu vién nay. Tiép theo, cac phén nay
duoc lién két v6i nhau bang PCR ghép (J. Mol. Biol. 1996; 256: 77-88).

Thu vién nay duge sit dung dé tao ciu tric thu vién biéu 1§ ribosom theo J.
Immunological Methods 1999; 231: 119-135. Pé thuc hién viéc dich ma in vitro khong
chira t& bao Escherichia coli, trinh tu SDA (vi trf lién két ribosom) va gen khéi dau ctia T7
duge bd sung vao phia ddu 5', va mét phin trinh tu gene3 déng vai tro trinh tu lign két doi

v6i su bidu 16 ribosom duge gin vao phia ddu 3' bang cach sir dung Sfil.

Thu duoge scFv cé su lién két phu thude vao do pH tir thu vién bang phuong phép dai hat

D4 thu duoc duy nhit scFv ¢6 kha ning lién két voi SR344, viée dai duoc thyc hién
hai 14n bang cach sir dung phuong phép biéu 16 ribosom theo Nature Biotechnology 2000
Dec; 18: 1287-1292. SR344 dugc tao ra dugc biotin hoda béng cach s dung
NHS-PEO4-Biotin (Pierce) dé thu khang nguyén. Viéc dii dugc thuc hién bang cach sir
dung 40nM khang nguyén da dugc biotin hoa.

Béng cach str dung hon hop ADN thu duge lam khudn, HL scFv dugc phuc hdi |
béng PCR béng cach st dung céc doan mdi dic hiéu. Sau khi cat b%lng Sfil, HL scFv da cét
duoc cai vao vecto phagemit pELBG lacl cling da dugc cat b%mg Sfil, va tiép theo duoc sur

dung dé bién nap XL1-Blue (Stratagene).
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Céc té bao Escherichia coli mang plasmit mong mudn duoc sinh trudng t&i mat do
nim trong khoang tir 0,4 dn 0,6 O.D./mL trong mdi trudng 2YT chira 100pg/mL
ampixilin va 2% glucoza. Thé thuc khuan giap do (M13K07, 4,5 x 10" pfu) dugc bd sung
v&o, nudi cdy tinh trong thdi gian 30 phit & nhiét do 37°C, va tiép theo nudi cay Jic trong
thoi gian 30 phut & nhidt d 37°C. Méi truong nudi cdy ndy duge chuyén sang dng Falcon
¢6 dung tich 50mL, ly tdim trong thoi gian 10 phut & tbc d6 3000vong/phut, duge tao hon
dich lai trong mdi truong 2Y T chira 100pg/mL ampixilin, 25pg/ml kanamyxin va 0,5mM
IPTG, va tiép theo 0 qua dém & nhiét d6 30°C.

Mbi truong nudi cdy da 1 qua dém duoc két tiia bang dung dich NaCl2,5M va 10%
PEG, va tiép theo pha lodng bang PBS dé thu dugc dung dich thu vién thé thuc khuan.
M-PBS 10% (PBS chira 10% sita khong kem) va Tris-HC1 1M dugc bd sung vao dung dich
thu vién thé thuc khuén t6i ndng d6 cudi ciing bang 2,5% M-PBS va d6 pH=7,4. Viéc gan
duoc thue hién bang phuong phap gan thong thudng bang cach st dung khang nguyén da
duoc ¢b dinh trén cac hat tir tinh (J. Immunol. Methods 2008 Mar 20; 332(1-2): 2-9; J.
Immunol.- Methods 2001 Jan 1; 247(1-2): 191-203; Biotechnol. Prog. 2002 Mar-Apr;
18(2): 212-20). Cu thé hon, 40pmol SR344 da danh d4u biotin duge bd sung vao thu vién
thé thuc khuin da tao ra va thu vién nay duoc tiép xtc véi khang nguyén trong thoi gian 60
phut & nhiét d6 37°C. Céac hat da phu Streptavidin (Dynal M-280) duoc rua bang 5%
M-PBS (PBS chtta 5% stta khong kem) dugc bd sung vao va dé lién két trong thoi gian 15
phut & nhiét do 37°C. Céc hat duoc rira 5 1an ca bang 0,5mL PBST (PBS chua 0,1%
Tween-20, d6 pH=7,4) va PBS (d6 pH=7,4). Tiép theo, c4c hat nay duoc tao hdn dich trong
1mL PBS (d6 pH=5,5) & nhiét d6 37°C, va thé thuc khuan duge thu hdi ngay. Dung dich
thé thuc khuén thu hdi duoc dugc bd sung vao 10mL XL1-Blue & pha sinh truéng ham s6
mil (OD600 nim trong khoang tir 0,4 dén 0,5) va dé trong thoi gian 30 phtit & nhiét do 37°C
dé gay nhidm. E. coli i gy nhiém dugc cly 1én dia 225mm x 225mm chtta 2 YT,
100pg/mL ampixilin va 2% glucoza. E. coli nay duoc st dung d8 bat dAu nubi cdy thé thuc

khuén bd sung theo cach turong tur nhu duge md ta & trén va lap lai bude gan 8 lan.

Danh gi4 bing ELISA thé thuc khuin
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Céc khun lac don trén ddy duoc cdy vao 100pL 2YT, 100pg/mL ampixilin, 2%
glucoza va 12,5ng/mL tetraxyclin va nudi cdy qua dém & nhiét d6 30°C. 2uL mdi trudong
nudi cdy nay duoc cy vao 300uL 2YT, 100pug/mL ampixilin va 2% glucoza, va tiép theo
nudi cdy trong thoi gian 4 gidr & nhiét d6 37°C. Thé thuce khuén gitp d& (M13KO07) duge bd
sung vao mdi trudng nudi cdy nay & mat do 9 x 10® pfu, dé trong thoi gian 30 phit & nhiét
d6 37°C va tiép theo lc trong thdi gian 30 phit & nhiét d6 37°C dé gay nhidm. Tiép theo,
mdi trudong dugc thay bang 300uL 2 YT, 100pg/mL ampixilin, 25pg/mL kanamyxin va
0,5mM IPTG. Sau khi nudi cdy qua dém & nhiét d6 30°C, dich ndi da ly tim duoc thu hdi.
360uL PBS 50mM (d pH=7,4) duoc bd sung vao 40uL dich ndi di ly tim va dung dé phan
tich ELISA. TAm vi chuin d6 loai 96 15 StreptaWell (Roche) dwoc phu qua dém bang
100uL PBS chtra 62,5ng/mL SR344 di danh déu biotin. Sau khi loai bé khang nguyén
bang cach rira bing PBST, viéc phong bé dugc thuc hién bang 250pL. BSA-PBS 2% trong
thoi gian 1 gid hodc 1au hon. Sau khi loai bo BSA-PBS 2%, dich ndi nuéi cdy bao ché duoc
duoc bd sung vao va dé trong thoi gian 30 phit & nhiét do 37°C dé lién két v6i khang thé.
Sau khi rira, PBS 50mM (d6 pH=7,4) hozc PBS 50mM (d6 pH=5,5) duoc bd sung vao va
bing cach dé trong thoi gian 30 phut & nhiét d6 37°C. Sau khi rira, viéc phat hién duoc thuc
hién bang khang thé khang M13 lién hop véi HRP (Amersham Pharmacia Biotech) duge
pha loing bing BSA-PBS 2% va dung dich don TMB (Zymed), tiép theo bd sung axit
sulfuric vao dé 1am ding phan tng, va do d6 hép thu & budc séng 450nm.

Tuy nhién, khong thu dugce dong v6 tinh bit k¥ biéu hién kha ning lién két phy
thudc vao do pH bang phuong phép gan nay bang cach sir dung khdng nguyén dugc cb dinh |
trén cac hat tir tinh. Cac dong v6 tinh dugc phat hién c6 kha ning lién két phu thudc vao do
pH yéu dugc phan tich trinh tu béng cach sir dung cac doan mdi dic hiéu. Cac vi tri & cac

dong nay noi histidin ¢6 mét vai ty 1€ cao dugc thé hién trong Bang 3.

Bang 3: Cic vi tri thay thé histidin dwgc phat hi¢n bing cich sir dung thwr vién thé
thwe khuén (dai hat tir tinh)

H50, H58, H61, H62, H63, H64, H65, H102

124,127,128, 132, L53, L56,1.90, .92, .94
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Thu duoc scFv c6 su lién két phu thue vao do pH tir thu vién bang phuong phép dai cot

Khéng thu duoc dong vo tinh bat ky c6 kha nang lién két phu thude vao do pH
manh bang phuong phap dii thong thudong c6 st dung khéng nguyén duoc c¢b dinh trén hat
tir tinh. Pidu nay c6 thé 1a do cac ly do sau. Trong phuong phap ddi c¢6 sir dung khang
nguyén duoc ¢ dinh trén cac hat tir tinh hodc tAm, tAt ca c4c thé thuc khuin phén ly ra khoi
cac hat tir tinh hodc tAm trong diéu kién axit déu duoc thu gom. Do d6, céc dong thé thuc
khuin ¢6 su phu thudc vao d6 pH yéu thu hdi duoc déu lam giam kha ning cac dong v tinh
¢6 su phu thude vao d¢ pH manh c6 duoc trong cdc dong dugc tao ra cudi cung.

Do d6, phuong phap dai c6 str dung cot duoc cb dinh khang nguyén dugc kiém tra
duéi dang phuong phép dai nghiém ngat hon (Fig. 5). Trudce dd, chua c6 bao cao bat ky vé
viée tao ra céc dong c6 kha nang lién két phu thude vao d6 pH bang cach str dung phuong
phap dai vaéi cot duoc c¢b dinh khang nguyén. Trong phuong phéap dai véi cdt duge c¢b dinh
khang nguyén, khi cac thé thuc khudn di duoc lién két trong didu kién trung tinh dugc giai
hép trong didu kién axit, cac dong c6 su phu thude vao d pH yéu lién két lai v6i khang
nguyén bén trong cdt va do d6 dugc giai hép it hon, cho phép cac dong phu thude vao do
pH manh lién két lai it hon bén trong cOt can dugc giai hép chon loc ra khoi cdt. Ngoai ra,
mic du "tAt ca" céc thé thuc khuén d3 phan ly trong didu kien axit déu duoc thu hdi bang .
phuong phép déi c¢6 sir dung cot duoc ¢b dinh khéng nguyén cho phép thu hdi chon loc cac
thé thue khudn c6 kha ning lién két phu thudc vao d6 pH manh bang cch cho phép dung
dich dém axit chay qua cot dé bit diu giai hdp va chi thu hdi "cac phan doan thich hop".

Trude hét, cot duge ¢ dinh khéng nguyén SR344 dugc chudn bi. 200ul
Streptavidin Sepharose (GE Healthcare) duoc rira bang 1mL PBS, duoc tao hdn dich trong
500uL PBS, va duoc tiép xtc véi 400pmol SR344 di danh dAu biotin trong thoi gian 1 gid
& nhiét d6 trong phong. Tiép theo, cot réng (Amersham Pharmacia Biotech) duoc nap
sepharoza trén day va rira bang 3mL PBS. Céc thé thuc khuén trong thu vién da duoc két
tha bang PEG trén dy dugc pha lodng t6i 1/25 bang BSA-PBS 0,5% (d6 pH=7,4), qua bd
loc 0,45nm, va tiép theo duoc bd sung vio cot. Sau khi rira bang 6mL PBS (d6 pH=7.4),
MES-NaCl 50mM (dd pH=5,5) dugc chay qua cot d& giai hip cac khang thé phan ly & do
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pH thép. Céc phéan doz_m_ giai hép dugc thich hgp duge thu gom, va dung dich thé thuc
khudn thu hdi duoc duge bd sung vao 10mL XL1-Blue & pha sinh truéng theo ham s6 mii
(OD600 nim trong khoang tir 0,4 dén 0,5) va d trong thoi gian 30 phit & nhiét dd 37°C.
E. coli were d3 gy nhifm duoc cdy 1én dia 225mm x 225mm chta 2YT,
100pg/mL ampixilin va 2% glucoza. E. coli ndy duoc sit dung dé bat dAu nudi cdy thé thuc

khuén b sung theo cach tuong tu nhu duge mo ta & trén va lap lai budc gan 6 lan.

Pénh gi4 bang ELISA thé thuc khuan

Céc thé thuc khuln thu duoc duge danh gid bing ELISA thé thuc khuan. Cac dong
v6 tinh duoc tim thiy c6 su phu thude d6 pH manh duge phén tich trinh tu bang cach st
dung céc doan mdi dic hiéu. Két qua 13, mot sb dong vo tinh bidu hién sy lién két phu thude
vao d6 pH manh so v&i kiéu dai dugce thu. Nhu duoc thé hién trén Fig. 6, dong CL5 (chudi
H: CLHS, chudi L: CLL5) (CLHS: trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, CLL5: trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 8) dugc phat hién 14 biéu hién sy lién két phu thude vao
d6 pH dic biét manh so v6i kidu dai. Do d6, da xac nhén duge ring cac khang thé biéu hién
su lién két phu thudc vao d6 pH manh, trong khi khong thé thu dugc bang phuong phap dai |
thong thuong c6 st dung khang nguyén duge c¢b dinh trén cac hat tir tinh, ¢6 thé thu duge
bang phuong phap dai cé sir dung c6t duge c6 dinh khang nguyén. Do d6, phuong phép dai
c6 str dung cot duoc ¢b dinh khang nguyén duge phat hién 1a phuong phap rat hitu hiéu dé
thu cac khang thé 6 su lién két phu thudc vao d6 pH tr thu vién. trinh ty axit amin ctia cac
dong biéu hién su lién két phu thudc vao dd pH dugc phén tich, va cac vi tri noi histidin c6

mat véi ty 1€ cao trong cac dong tao ra dugc duoc thé hién trong Bang 4.

Béng 4: Céc vi tri thay thé histidin dwoc phat hién bing thw vién thé thye khuan (dai
cot)

H31, H50, H58, H62, H63, H65, H100b, H102

124,127,128, L32, 153, L56, 1.90, L.92, 1.94
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Vi du 4: Bidu hién va tinh ché khang thé khang thu thé IL-6 dwgc lam giong nhw ciia -
ngudi dwge cai bién bing histidin

San xudt, biéu hién va tinh ché vecto biéu hién khang thé khang thu thé IL-6 dugc lam
gibng nhu ctia ngudi duoc cai bién bang histidin

bé chuyén hoa cac dong vo tinh biéu hién su phu thude vao d¢ pH manh trong
ELISA thé thuc khudn thanh IgG, VH va VL l4n lugt duge khuéch dai bang PCR, cit bing
Xhol/Nhel va EcoRI, va cai vao vecto biéu hién té bao dong vat c6 vi. Trinh tu nucleotit
ctia mdi doan ADN duoc x4c dinh bing phuong phép da duoc biét bai ngudi c6 hidu biét
trung binh vé linh vuc k§ thuat nay. CLH5/L73, trong d6 CLHS duge sit dung cho chudi H
va L73 thu duoc trong Vi du 2 duge sir dung cho chudi L, duge biéu hién va tinh ché dudi
dang IgG. Viéc bidu hién va tinh ché dugc thuc hién bang phuong phép duge md ta trong
Vidu 1.

Khéng thé c6 su phu thudc vao d6 pH thim chi cao hon dugc san xudt bing cach 6
hop céc vi tri dot bién. Dua trén céc vi tri noi histidin dugc tao ra trong thu vién thé thuc
khuén cling nhu thong tin vé cAu tric, v.v., H32, H58, H62 va H102 trong H3pl thu dugc
duéi dang chudi H trong Vi du 2 dugc thay thé bing histidin, va H95 va H99 ciing lan luot
duoc thay thé bing valin va isoleuxin, dé tao ra H170 (SEQ ID NO: 4). Viéc san xuét thé
bién di nay duoc thuc hién bang cach sir dung phuong phép dwoc md ta trong Vi du 1.
Ngoai ra, L82 (SEQ ID NO: 7) duoc san xuit bang cach thay thé histidin tht 28 ctia L73,
duoc tao ra dudi dang chudi L trong Vi du 2, béng axit aspartic. Vi€c san xuAt bién thé nay
duoc thue hién bang cach sir dung phuong phap dugc md ta trong Vi du 1. H170/L82, trong
d6 H170 duoc str dung cho chudi H va L82 dugc stt dung cho chudi L, dugc biéu hién va

tinh ché dudi dang IgG bang cach sir dung phuong phép duge mé ta trong Vi du 1.

Vi du 5: Pénh gia hoat tinh trung hoa IL-6R ciia khéng thé 6 sy lién két phu thuge
vao do pH

Danh gid hoat tinh trung hoa thu thé IL-6 ctia ngudi clia cac dong vo tinh di dwoc chuyén
hoa thanh IgG
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Hoat tinh trung hoa thu thé IL-6 dugc dénh gia dbi véi 4 khang thé: khang thé PM1
duoc lam giéng nhu ctia ngudi (WT) va H3pl/L73, CLHS5/L73 va H170/L82 san xuit dugc
o cac Vidu?2 va4.

Cu thé hon, hoat tinh trung hoa thu thd IL-6 dwoc danh gid bang cich st dung
BaF3/gp130 biéu hién su sinh truéng phu thude vao IL-6/thu thé IL-6. BaF3/gp130 duoc
rira 3 1An bing méi trudng RPMI1640 chita 10% FBS, tiép theo tao hdn dich & mat do 5 x
10* t& bao/mL trong mdi truong RPMI1640 chira 60ng/mL interleukin-6 cla ngudi
(Toray), 60ng/mL thu thé IL-6 hoa tan tai t& hop ctia ngudi (SR344) va 10% FBS. 50uL
hdn dich niy duoc phan tan vao mdi 18 cua tAm loai 96 15 (Corning). Tiép theo, khang thé
tinh ché dugc duge pha lodng bang RMPI1640 chira 10% FBS, va 50 ul khang thé nay dugc
tron vao mdi 18. Sau khi ¢ duge 3 ngy & nhiét do 37°C va 5% CO,, thube thir WST-8 (Cell
Counting Kit-8, Dojindo Laboratories) da pha lodng 2 1in bang PBS dugc bd sung vao
20uL/16, va tiép theo do ngay do hap thu & budc séng 450nm (bude séng quy chiéu:
620nm) bang cach sir dung Sunrise Classic (Tecan). Sau khi u duoc 2 gio, do hép thu o
buéc song 450nm lai duge do (budce song quy chiéu: 620nm). Hoat tinh trung hoa thu thé
IL-6 duoc danh gia dua trén sy thay di do hip thu sau thoi gian 2 gio. Két qua 14, nhu duge
thé hién trén Fig. 7, H3pl/L73, CLHS5/L73 va H170/L82 c6 hoat tinh trung hoa tuong

duong so v6i khang thd PM1 dugc lam giéng nhu ctia ngudi (WT).

Vi du 6: Phén tich Biacore d6i véi khang thé ¢6 s lién két phu thue vao df pH
Phan tich su lién két cta cac dong c6 su phu thude vao d6 pH v6i thu thé IL-6 hoa tan
Viéc phén tich dong hoc ctia cac phan tng khang nguyén-khang thé & d6 pH=5,8

va 7,4 duoc thuc hién bing céch st dung Biacore T100 (GE Healthcare) ddi véi 4 khang
thé: khang thé PM1 duoc lam gidng nhu ctia ngudi (WT) va H3pl/L73, CLH5/L73, va
H170/1.82 san xuét duoc & cac Vidu 2 va 4 (dung dich d&m: MES 10mM (d6 pH=7,4 hodc
5,8), NaCl 150mM va Tween 20 0,05%). Cac khang thé khac nhau duoc lién két trén chip
cam bién di duoc ¢d dinh recomb-protein A/G (Pierce) bing phuong phép lién hop amin.
SR344 d3 diéu chinh t6i ndng d ndm trong khoang tir 9,8 dén 400nM duoc tiém vao chip

nay lam chét phan tich. Sy két hop va phén ly ctia cac dong c6 su lién két phu thude vao do
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pH véi SR344 duoc ghi lai theo thoi gian thuc (cac Fig. 8 va 9). Tt ca cac phép do déu
duoc thu hién & nhiét d6 37°C. Hang sb tdc d6 két hop k, (1/Ms) va hing sd téc d6 phan ly
kq (1/s) duoc tinh bing phin mém danh gi4 Biacore T100 (Biacore T100 Evaluation
Software (GE Healthcare)), va hang s6 phan ly KD (M) dugc tinh dya trén céc tri s6 nay
(Bang 5). Hon nita, ty 1€ &i luc & d6 pH=5,8 va 7,4 duoc tinh cho mdi dong dé danh gia su
lién két phu thudc vao do pH. T4t ca cac phép do déu dugce thu hién & nhiét d6 37°C.

Theo két qué tinh ty 18 4i luc ctia 46 pH=5,8 va 7,4 d6i v6i mdi dong, mae lién két
phu thude vao 4 pH (4 luc) ctia H3pI/L73, H170/1.82 vi CLHS/L73 véi SR344 1an luot 1a -
41 13n, 394 14n va 66 14n, mdi khang thé nay c6 mirc lién két phu thude vao d pH cao hon
15 14n so v&i WT.

Céc khéng thé khang thu thé TL-6 lién két manh véi khang nguyén & d6 pH huyét
tuong (7,4) nhung lién két yéu voi khang nguyén & dd pH noi thé nhén (nim trong khoang
tlr 5,5 dén 6,0) da khong duoc béo cdo. Trong nghién ciru nay, cac khang thé thu duoc van
gift hoat tinh trung hoa sinh hoc twong duong véi khang thé khang thy thé IL-6 dugc lam
giéng nhu ctia ngudi (WT) va éi lue & do pH=7,4, nhung c6 4i luc & d6 pH=5,8 duge giam

té1 hon 10 14n.

Béang 5: So sanh su lién két ciia cac dong vo tinh lién két phu thuge vao do pH dugc

dinh hwéng khang SR344 d6i véi thu thé TL-6 hoa tan

pH=7,4 pH=5,8
ka(1/Ms) kd(1/s) KDM) ka(1/Ms) kd(1/s) KDM) KD(pH=5,8)/KD(pH=7,4)
WT 5,1E+05 1,0E-03 2,1E-09 7,6E-05 3,8E-03 5,0E-09 2,4
H3pl/L73  5,4E+05 7,4E-04 14E-09 1,7E-05 9,7E-03 5,7E-08 41,3
H170/L82 6,8E+05 1,1E-03 1,6E-09 2,6E-04 1,7E-02 6,4E-07 393,5
CLH5/L73 17,1E+05 7,9E-04 1,1E-09 - 3,8E-05  2,8E-02 7,4E-08 66,1

Phan tich su lién két ctia cac dong vo tinh lién két phu thude vao d6 pH déi véi thu the IL-6

ki€u mang

-108-



32200

Céc phan (g khang nguyén-khang thé v6i thy thé IL-6 kiéu mang & d6 pH=5,8 va
pH=7,4 dugc ghi nhan dbi v6i cac dong vo tinh lién két phu thude vao do pH da tao ra &
trén, bang cach sir dung Biacore T100 (GE Healthcare). Su lién két v6i thu thé IL-6 kiéu
mang duge danh gid bing cach danh gia sy lién két v6i thu thé IL-6 duoc cé dinh trén chip
cam bién. SR344 duoc biotin héa bing phuong phép di biét béi ngudi c6 hiéu biét trung |
binh v& linh vuc k¥ thuat nay, va SR344 di biotin hoa nay dugc c6 dinh trén chip cam bién
thong qua streptavidin bang cach str dung 4i luc gitta streptavidin va biotin. T4t ca céc phép
do déu duoc thuc hién & nhiét @6 37°C, va dung dich dém pha dong chira MES 10mM (d6
pH=5,8), NaCl 150mM va Tween 20 0,05%. Cac dong v6 tinh lién két phu thudc vao do
pH duge tiém vao dé trong diéu kién d6 pH=7,4 va cho lién két v6i SR344 (dung dich dém
mau tiém: MES 10mM (dd pH=7,4), NaCl 150mM, Tween 20 0,05%), va su phén ly phu
thudc vao d6 pH ctia mdi dong vo tinh & d6 pH pha dong (5,8) duoc quan sat (Fig. 10).

Tée d6 phan ly (ke(1/s)) & d6 pH=5,8 dugc tinh toan bang cach sir dung phan mém
danh gia Biacore T100 (Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare)) bang céach chi
cAn chinh t6i pha phan ly & do pH=5,8, tai d6 0,5pg/mL miu duoc lién két trong MES
10mM (46 pH=7,4), NaCl 150mM, va Tween 20 0,05%, va duoc phan ly trong MES
10mM (dd pH=5,8), NaCl 150mM va Tween 20 0,05%. Tuong tu, tbc do phan ly (kq(1/s))
& d6 pH=7,4 duoc tinh toan bing cach sir dung phin mém dénh gid Biacore T100 (Biacore
T100 Evaluation Software (GE Healthcare)) bang cach chi can chinh t&i pha phan ly & d
pH=7.4, tai d6 0,5ng/mL mAu duoc lién két trong MES 10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM,
va Tween 20 0,05%, va dugc phén ly trong MES 10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM va
Tween 20 0,05%. H?mg s6 toc d6 phén ly phu thudéc vao 46 pH cua mdi dong v6 tinh dugc

thé hién trong Béang 6.

Bang 6: So sanh hiing sb téc do phén ly cia cac dong v6 tinh lién két phu thude vao do pH
khéng lai SR344 ra khoi thu thé IL-6 kiéu mang
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Kd(1/s) Ty 1€ kd
pH=7.4 pH=5,8 pH=5,8/pH=7,4
WT 4,84E-04 7,15E-04 1,5
H3pl/L73 3,44E-04 3,78E-03 11,0
H170/L82 7,70E-04 1,44E-03 1,9
CLHS5/L73 1,04E-03 5,67E-03 5,5

Su phu thuc vao d6 pH cao nhit ciia ty 18 phan ly duge ghi nhan & H3pI/L73 tiép
theo CLH5/L73 va H170/L82 theo thi tu gidm dan, va mdi dong v6 tinh duge ching minh
¢6 su phén ly phu thudc vao d6 pH ra khoi thu thé IL-6 kiéu mang cao hon so vé1 WT. Tuy
nhién, mtc dd két hop/phén ly phu thude vao do pH 1a khac nhau gifta thu thé IL-6 hoa tan
va thu thé TL-6 kiéu mang. D4 phat hién thdy ring H170/L82, khéng thé nay c6 su lién két
phu thudc vao do pH cao nht trong phép phan tich vé su lién két v6i thy thé IL-6 hoa tan,
¢6 su lién két phu thude vao d6 pH thip nhit trong phép phan tich vé su lién két v6i thy the
IL-6 kiéu mang. N6i chung, biét ring trong khi céc phan tir IgG lién két don tri v6i khéng
nguyén hoa tan (ai luc), ching lién két hoéa tri hai v6i cac khang nguyén mang (ai tinh). '
Didu nay dé xuét rang su khéc biét vé kidu lién két gitra khang nguyén hoa tan va khang

nguyén mang da anh hudng téi su lién két phu thudc vao d6 pH ctia H170/L82.

Vi du 7: Xac nhén sw da lién két voi khang nguyén béi khang thé lién két phu thude
vao do pH

Nhu duge mé ta trong vi du 2, cac khang thé lién két phu thude vao do pH c6 kha
ning lién két véi khang nguyén nhiéu 1in. Cu thé, khéng thé lién két phu thudc vao do pH
ma di lién két véi khang nguyén duge hip thu khong dic higu vao thé nhan, nhung duoc
phén ly khoi khang nguyén hoa tan trong diéu kién axit ndi thé nhan. Khang thé nay lién két
v6i FeRn va nho d6 quay trd lai huyét tuong. Do khéng thé nay da quay trd lai huyét twong
khong duogc lién két véi khang nguyén, nén khang thé nay c6 thé lién két lai voi mot khang
nguyén méi. Viéc lap lai quy trinh nay c6 kha ning lam cho khang thé lién két phu thude |
vio d6 pH lién két véi khéng nguyén nhidu lan. Tuy nhién, d6i véi cdc khang thé IgG ma

khong c6 kha ning lién két phu thude vao do pH, thi khong phai tat ca cac khédng nguyén
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déu duoc phén ly khoi khang thé trong diéu kién axit ndi thé nhan. Do d6, cac khéng thé
nhu vay duoc quay tré lai huyét twong bang FeRn con lai duoc lién két v6i khdng nguyén,
va do d6 khong thé lién két v6i cac khang nguyén méi. Do d6, trong hau hét cac trudng hop,
mdi phén tir don ciia cic khang thé IgG chi cé kha ning trung hoa hai khang nguyén (trong
trudmg hop lién két héa tri hai).

Do d6, céc tac gia sang ché da danh gia xem lidu ba khang thé lién két phu thudc vao
d6 pH (H3pl/L73, CLH5/L73 va H170/L82) dugc tao cAu truc trong cac Vidu 2 va 4 cé
kha ning lién két v&i khang nguyén SR344 nhidu 14n so v6i khang thé PM1 dugc lam giéng
nhu ctia ngudi (kiéu dai, WT) hay khong.

Biacore (GE Healthcare) dugc sir dung dé danh gia cac khang thé lién két & do
pH=7,4 va phan ly & d6 pH=5,8 c6 kha nang lién két véi khang nguyén nhiéu lan. Khéng
thé nay can dugc dénh gia duoc lién két véi chip cam bién di cd dinh protein téi tb hop A/G
(Pierce) (recomb-protein A/G (Pierce)) bang phuong phép lién hop amin, va pha dong c6
d6 pH=7,4 duogc cho phép chay qua (budc 1). Dung dich SR344 duoc diéu chinh téi d6
pH=7.4 sau d6 dugc chay du6i dang chat phan tich dé lién két SR344 v6i khang thé & do
pH=7.4 (budc 2). Viée lién két nay & d6 pH=7,4 mo phong su lién két véi khéng nguyén
trong huyét tvong. Tiép theo, riéng dung dich dém (khong chira SR344) dugc diéu chinh
t61 o pH=5,8 duoc bd sung dudi dang chét phén tich dé cho khang nguyén da dugc lién
két v6i khang thé duoc tiép xtc véi cac didu kién axit (bude 3). Viée phan ly nay & do
pH=5,8 mé phong trang thai lién két cta céc phirc hop khang nguyén-khang thé trong thé
nhan. Tiép theo, budc 2 dugce lap lai. Bude ndy mb phong su lién két lai ctia khang thé da
quay trd lai huyét tuong bang FcRn v6i khang nguyén méi. Tiép theo, bude 2 duoc lap lai
d& cho phuc hop khang nguyén-khéng thé duoc tiép xtic véi céc didu kién axit. Viée lap lai
"t bude 2 dén bude 3" nhidu 1an & nhiét d6 37°C nhu duge mé ta & trén c6 thé moé phong
trang théi in vivo trong d6 cac khang thé dugc hap thu lip lai tir huyét twong vao thé nhan
bing qua trinh 4m bao va quay trd lai huyét tuong bang FcRn (Nat. Rev. Immunol. 2007
Sep; 7(9): 715-25).

Cac dong vo tinh lién két phu thudc vao d6 pH da san xuét duge md ta & trén duge

phén tich bang cach st dung Biacore T100 (GE Healthcare) vé kha ning lién két voi
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SR344 nhidu 1an cta ching & d6 pH=5,8 va pH=7,4. Cu thé hon, viéc phan tich nay dugc
thuc hién nhu sau. TAt ca cac phép do ddu duge thue hién & nhiét do 37°C. Trude hét, cac
khang thé mAu d mé ta & trén duoc lién két trén chip cam bién da ¢6 dinh protein tai to hop
A/G (Pierce) (recomb-protein A/G (Pierce)) bang phuong phap lién hop amin, trong dé
dung dich dém pha dong 1a MES 10mM (d6 pH=5,8), NaCl 150mM va Tween 20 0,05%
(budc 1). SR344 da didu chinh t6i ndng d6 bang khoang 40nM dugc tiém vao dudi dang
chét phan tich trong thoi gian 3 phit & d6 pH=7,4 va dé lién két (dung dich dém ding cho
SR344 d3 tiém 1a MES 10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM va Tween 20 0,05%) (budc 2).
Tiép theo, viéc tiém SR344 dugc gidn doan va pha dong c6 do pH=5,8 duoc cho chay qua
trong thodi gian khoang 70 gidy dé phitc hop khang thé/SR344 tiép xtc véi cae diéu kién
axit (budc 3). Mudi cong doan cta quy trinh lién két (bude 2)/tiép xtc véi didu kién axit
(bude 3) duoc lp lai lién tuc dé ghi lai cam bién dd theo thdi gian thuc, cam bién dd nay
duoc thé hién trén Fig.11. WT thé hién muic phan ly SR344 thip hon trong qué trinh tiép
xtic véi axit trong bude 3, va do d6 ty 18 khang thé ctia khang thé c6 kha ning lién két véi
cac khang nguyén méi trong bude 2 tiép theo 1a rit thap. Trai lai, 44 phat hién ra rdng céc
dong vé tinh lién két phu thudc vao d6 pH, cu thé 1a F170/1.82 va CLH5/L73, chimg minh
rang muc phan ly qua manh trong qua trinh tiép xuc véi axit trong bude 3 ma hau hét
SR344 da lién két déu duoc phan ly, va do d6 gin nhu tét ca cac khang thé déu c6 kha ning
lién két véi cac khang nguyén méi trong bude 2 ké tiép. Trong viée ldp lai mudi cong doan
clia quy trinh lién két (bude 2) va tip xuc véi diéu kién axit (budce 3), hdu nhu tht ca cac
khéng thé H170/L.82 va CLH5/L73 déu c6 kha nang lién két Vi céc khang nguyén méi &
mdi cong doan.

Cac cam bién dd thu duoc duoc sir dung dé tinh toan luong lién két cia SR344
trong mdi cong doan dbi véi mdi mAu bang cach sir dung phan mém danh gia Biacore T100
(Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare)). Cac tri sb tich hop trong khoang
thoi gian ctia 10 cong doan dugc thé hién trén Fig.12. Céc tr1 s6 RU d4 tich hop thu dugc &
cdng doan thir 10 1a tuong duong véi téng luong khang nguyén di lién két trong subt mudi
chu ky nay. Cac dong vo tinh lién két phu thudéc vao do pH, cu thé 1a H170/1.82 va
CLH5/L73, déu thé hién tdng luong khang nguyén lién két 16n nhéit so véi WT, va duge
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chiimg minh 1a c6 kha nang lién két lap lai v&i khoang 4 1an luong khang nguyén dugce lién
kbt boi WT. Do d6, chimg 6 ring bang cach tao cho WT kha ning lién két phu thudc vao
d6 pH, céc khang thé nay c6 thé lién két 1ap lai voi cac khang nguyén va do d6 trung hoa

duoc nhiéu khang nguyén.

Vi du 8: Thir nghiém PK/PD vé khang thé lién két phu thudc vio 30 pH bing cich sir
dung chuot nhit chuyén gen thu thé IL-6 ciia nguoi

Céc thu thd IL-6 c6 mit trong co thé ca & dang thu thé IL-6 hoa tan va dang thu thé
I1-6 kiéu mang (Nat. Clin. Pract. Rheumatol. 2006 Nov; 2(11): 619-26). Céc khang thé
khéng thu thé IL-6 lién két v6i thu thé IL-6 hoa tan va thu thé TL-6 kiéu mang va trung hoa
tac dung sinh hoc ctia ching. Duoc tin rang khang thé khang thu thé TL-6 lién két véi thu
thd TL.-6 kidu mang, tiép theo dugc hip thu vao thé nhan bén trong té bao bang qué trinh ngi
héa trong khi khang thé nay vin duwoc lién két v6i thu thé IL-6 kiéu mang, va tiép theo
chuyén vio thé nhan trong khi vin dugc lién két voi thu thé IL-6 kiéu mang noi n6 duoc
phén hity bing thé nhan cung véi thy thé IL-6 kiéu mang. Néu H3pl/L73, CLH5/L73 va
H170/L82, 1 cic khang thé khéng thy thé IL-6 c6 su lién két phu thude vao do pH dugce
danh gia trong vi du 6, cé thé quay tro lai huyét tvong thong qua FcRn do su phan ly trong
didu kién axit bén trong thé nhan, thi cc khang thé d& quay trd lai huyét twong c6 thé lai -
lien két v6i khéng nguyén. Didu nay cho phép trung hoa nhiéu thu thé IL-6 kiéu mang bang
phén t&r khang thé don. Viéc quay tré lai huyét twong théng qua FcRn do su phén ly trong
didu kién axit bén trong thé nhan ¢6 dat dugc hay khong bing cac khang thé khang thu thé
I1-6 lién két phu thude vao d6 pH da tao chu tric ¢6 thé xac dinh duoc bang cich danh gid
dugce dong hoc cua céac khang thé nay c6 duoc cai thién so véi WT hay khong.

Do d6, duge déng hoc & chudt nhat chuyén gen thy thé TL-6 ciia ngudi (chudt nhat
hIL-6R tg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995 May 23; 92(11): 4862-6) dugc dénh gid doi
v6i bén loai khang thé, tire 1a khang thé PM1 duoc 1am giéng nhu ctia ngudi (kicu dai: WT)
va H3pl/L73, CLH5/L73, va H170/L82 dugc tao cAu tric trong cac Vi du 2 va 4. WT,
H3pl/L73, CLH5/L73, hbéc H170/L82 duogc st dung bing cach cho chudt nhit hIL-6R tg

st dung qua dudng trong tinh mach lidu duy nhét 25mg/kg, va cic mau mau duoc thu gom,
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trude khi st dung va theo thoi gian. Mau da thu gom dugc ly tAm truc tiép trong thoi gian
15 phut & tbe d6 15000 vong/phtt va nhiét do 4°C d& thu huyét twong. Huyét twong da tach
duoc bao quan trong ngian dé & nhiét do t6i -20°C hoac thép hon cho dén khi thuc hién céc
phép do.

Viée do ndng o trong huyét twrong chudt duoc thue hién bang ELISA. Cac méau
diing dé tao dudng cong hidu chinh duge bao ché ¢ cac ndng do huyét twong 6,4, 3,2, 1,6,
0,8, 0,4, 0,2 va 0,1pg/mL. Cac mau duong cong hiéu chinh va mau do huyét tuong cua
chudt nhat duoc phéan tan vao tAm mién dich (Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp (Nalge Nunc
International)) duoc ¢ dinh bing F(ab')2 khang IgG & ngudi (ddc hiéu véi chudi y)
(Sigma), va duoc dé yén khong khudy tron trong thoi gian 1 gid & nhiét do trong phong.
BIOT ¢ dé khang IgG ngudi (Southern Biotechnology Associates) va thé lién hop
streptavidin-phosphataza kiém (Roche Diagnostics) dugc phan tng tuan tu véi nhau, va
phan mg tao mau duoc thyc hién béng cach st dung hé co chét BluePhos Microwell
Phosphatase (BluePhos Microwell Phosphatase Substrates System (Kirkegaard & Perry
Laboratories)) 1am co chéat. Do hép thu & bude séng 650nm duge do bang may doc vi dia.
Nong d6 trong huyét twong ctia chudt dugc tinh toan tir do hép thu theo dudng cong hiéu |
chinh bang cach st dung phin mém phan tich SOFTmax PRO (Molecular Devices).
Khoang ndng do trong huyét tuong theo thdi gian cia WT cling nhu H3pI/L73, CLHS/L73
va H170/L82 duoc thé hién trén FIG. 13.

Duoc dong hoc duoc cai thién déi véi tat ca ba H3pl/L73, CLH5/L73 va H170/L.82
so v&i WT. Cu thé, dugc dong hoc ctia H3pl/L73 va CLH5/L73 dugc cai thién dang ké.
Khéng thé khang thu thé TL-6 kidu dai (WT) da lién két v6i thu thé IL-6 kiéu mang duoc
hép thu vao thé nhan bén trong t bao bing qua trinh ndi héa, di chuyén t6i lysosom trong
khi khang thé nay van duoc lién két voi khang nguyén, va tiép theo dugc phén hiy; do do,
n6 ¢6 thoi gian luu trong huyét trong ngén. Tréi lai, do duge dong hoc clia cac khang thé
khang thy thé IL-6 lién két phu thudc vao do pH duoc cai thién déng ké, nén cac khéng thé
khéng thy thé IL-6 lién két phu thude vao do pH ny duoc tin 1a quay tré& lai huyét tuong
thdng qua FcRn do sy phén ly ra khoi khang nguyén, thu thé TL-6 kiéu mang, trong diéu |

kién axit bén trong thé nhan.
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Mic du duoc déng hoc dugc cai thién d6i v6i ca ba H3pl/L73, CLH5/L73 va
H170/1.82 so voi WT, tac dung kéo dai thoi gian luu trong huyét twong cia H170/L.82 Ié.
yéu hon so véi H3pl/L73 va CLHS/L73. Do céc phén tir IgG dugc tin 1a lién két hoa tri hai
véi khang nguyén lién két mang, nén tin rang cac khang thé khang thu thé IL-6 ciling lién
két hoa tri hai (4 tinh) v6i cac thu thé IL-6 kiéu mang va tiép theo dugc ndi hoa. Nhu duge
chi ra trong vi du 6, viéc phan tich bang cach str dung Biacore cho thdy rang H170/L82
phan ly nhanh ra khoi thy thé IL-6 & d6 pH=5,8 khi lién két v6i thu thé IL-6 hoa tan (FIG.
9), nhung t5c d6 phan ly ctia né ra khoi thu thé IL-6 & d6 pH=5,8 khi lién két véi thy thé
IL-6 kidu mang 1a rét chdm (FIG. 10). Tir két qua nay, tac dung yéu clia viéc kéo dai thoi
gian luu trong huyét turong ciia H170/L82 dwoc tin 12 do khang thé nay khong thé phén ly
hoan toan bén trong thé nhan sau khi d3 duoc ndi héa do su phan ly chdm cua n6 ¢ do
pH=5,8 khi lién két voi thu thé IL-6 kiéu mang. Cu thé, nhu ddi véi truong hop lién quan
dén cac khang nguyén mang, di xac dinh dugc rang dé phén tir IgG don trung hoa nhiéu _
khang nguyén mang, su phu thudc vao do pH ctia su phén ly ra khoi lién két héa tri hai (i

tinh) 12 quan trong hon so véi su phu thudce vao dé pH cua lién két don tri (4i luc).

Vi du 9: Thit nghiém PK/PD vé khang thé lién két phu thude vao d§ pH bing cach sir
dung khi diu ché

Do duoc ddng hoc ctia céc khang thé khang thu thé TL-6 lién két phu thude vao do
pH duoc cai thién dang ké trong vi du 8, céc khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu
thudc vao d6 pH duogc cho la quay tré lai huyét tuong théng qua FcRn do viéc phan ly khoi
khéng nguyén, thu thé IL-6 kiéu mang, trong didu kién axit bén trong thé nhan. Néu céc
khéng thé da quay tré lai huyét twong c6 thé lai lién két voi cac thu thé IL-6 kiéu mang, thi
viéc trung hoa khang nguyén, thu thé TL-6 kiéu mang, béng céc khang thé khang thu thé
IL-6 lién két phu thudc vao d6 pH duoc cho 1a kéo dai 1au hon so véi viée trung hoa bing -
khéng thé khang thu thé IL-6 kiéu dai, & cing lidu ding. Ngoai ra, do thy thé IL-6 hoa tan
cling c6 mat trong s6 céc thu thé TL-6, nén khoang thoi gian trung hoa cling dugc cho 1a 1au

hon déi véi cung lidu dung véi thu thé TL-6 hoa tan.
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Duoc dong hoc & khi ddu ché duoc danh gia d6i véi WT va H3pI/L73. WT hoic
H3pl/L73 dugc st dung cho khi dAu ché bang cach str dung qua dudng trong tinh mach véi
liéu duy nhat 1mg/kg, va cac miu mau dugc thu gom, trude khi str dung va theo thoi gian.
Mau da thu gom duoc ly tam truc tiép trong thoi gian 15 phut & tbc dd 15000 vong/phiit va
nhiét do 4°C dé thu huyét tuong. Huyét twong da tach duge bao quéan trong ngan da & nhiét
d6 t61 -20°C hodc thip hon cho dén khi thuc hién céc phép do.

Viéce do néng doé trong huyét tuong khi dau ché duoc thuc hién bz\“mg cach su dung
ELISA. Truéc hét, manh khang thé F(ab")2 khing IgG & nguoi (dac hiéu voi chudi )
(Sigma) duge phan tdn vao Nunc-ImmunoPlate MaxiSorp (Nalge Nunc International) va
dé yén qua dém khong khuéy tron & nhiét d6 4°C dé tao ra cac tAm duoc cb dinh khang IgG
& ngudi. Cée miu dudng cong hiéu chinh c6 ndng do trong huyét tuong bang 3,2, 1,6, 0,8, -
0,4, 0,2, 0,1 va 0,05pg/mL va cac miu do huyét twong & khi d4u ché da pha lodng 100 lan
hozc nhiéu hon dwoc chuan bi; 200pL IL-6R ctia khi dAu ch6 20ng/mL duoc bd sung vao
100 puL mAu dudng cong hiéu chinh va mau do huyét twong; va tiép theo ching dugce dé yén
khong khudy tron trong thoi gian 1 gio nita & nhiét do trong phong. Khang thé khéng IL-6R
& nguoi dugce biotin héa (Biotinylated Anti-Human IL-6R Antibody (R&D)) dugc cho
phan tUng trong thoi gian 1 gid & nhiét do trong phong, va tiép theo
Streptavidin-PolyHRP80 (Stereospecific Detection Technologies) dugc phan Gng trong
thoi gian 1 gio. Phan Gmg tao mau duge thuc hién b%lng cach str dung co chit TMP One
Component HRP Microwell (TMP One Component HRP Microwell Substrate (BioFX
Laboratories)) lam co chét, tiép theo phan tng niy duogc dép tat bang axit sulfuric 1N
(Showa Chemical) va d9 hép thu & budc séng 450nm duge do bing méy doc vi dia. Nong
6 trong huyét trong ctia khi du ché dugc tinh toan tir @ hap thu theo dudng cong hiéu
chinh bang cach sir dung phin mém phan tich SOFTmax PRO (Molecular Devices).
Khoang ndng db trong huyét twong theo thdi gian cia WT va H3pl/L73 sau khi st dung
qua duong trong tinh mach dugc thé hién trén FIG. 14. Két qua la, dugc dong hoc cla
H3pl/L73 dugc cai thién dang ké so v&i WT & khi dau ché theo cach twong tu nhur & chudt
nhét chuyén gen thu thé IL-6 ctia ngudi. Do dugc dong hoc ctia khang thé khang thu thé
IL-6 lién két phu thudc vao dd pH, duoc cai thién dang Ké, H3pl/L73 dugc cho la quay tré
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lai huyét twong théng qua FcRn do su phan ly ra khoi khang nguyén, thu thé IL-6 kiéu
mang, trong didu kién axit bén trong thé nhan.

Dé danh gia mic d6 ma thy thé IL-6 kiéu mang ctia khi dau ché duoc trung hoa bsi
viéc st dung qua dudng trong tinh mach WT va H3pl/L73, tic dung ctia khang thé mau déi
véi protein phan tmg C cua huyét twong (C-reactive protein - CRP) do IL-6 ctia khi dAu ché
oy ra duoc nghién ctu. Do CRP duge tiét ra khi IL-6 lién két voi cac thu thé IL-6 kiéu
mang, nén CRP déng vai trd lam chat chi thi cho viéc trung hoa thu thé IL-6 kiéu mang.
IL-6 cta khi dau ché (cyno.IL-6 dugc tao ra trong vi du 1) chira 1% huyét tuong bt hoat
clia khi dAu ché duoc sir dung qua dudng dudi da vao ving thit lung ctia dong vat nay hing
ngay voi lidu Sug/kg tir ngay 3 dén ngay 10 sau khi stir dung WT hodc H3pl/L73. Cac mau
mau duoc thu gom tir tinh mach ndi ngay trude khi bét ddu str dung IL-6 ctia khi dau cho
(ngay 3) va sau khi sur dung & khoang cach 24 gio (ngay 4 dén ngay 11), tiép theo duogc tach
thanh huyét tvong. Nong do CRP ctia cic dong vat riéng 1& duge do bing Cias R CRP
(Kanto Chemical) bang cach st dung mdy phan tich tu dong (TBA-120FR, Toshiba
Medical Systems). Khoang ndng d6 CRP theo thoi gian sau khi cam tng béang IL-6 ctia khi
dAu ché lién quan dén WT va H3plI/L73 dugc thé hién trén FIG. 15. Két qua 14, khoang thoi
gian trc ché CRP duoc kéo dai dang ké bang H3pl/L73 so v6i bang WT. Dua trén phat hién
nay, khang thé khang thu thé IL-6 lién két phu thudc vao d6 pH, H3pI/L73, duge cho 1a
quay tro lai huyét twong théng qua FcRn do sy phan ly khoi khang nguyén cta nd, thu thé
IL-6 kiéu mang, trong diéu kién axit bén trong thé nhan; va trung hoa thu thé IL-6 kiéu
mang bing cach lién két lai v6i khang nguyén ndy; va nhd d6 e ché su san xuit CRP trong
khoang thoi gian 1au hon so v6i WT. N6i cach khéc, H3pl/L73 cho thiy kha ning lién két
véi va trung hoa thy thé IL-6 kidu mang nhidu hon mét 1dn, dudi dang phan tir khéng thé
don. Do khoang thdi gian trc ché su san xuit CRP bai H3pI/L73 duge kéo dai so véi boi
WT, khoang thoi gian ma khéng thé lién két v6i khang nguyén va thu thé IL-6 kiéu mang
duoc chi ra 1a dugc kéo dai d6i voi H3pl/L73 so vé1 WT.

Dé danh gid mic d6 thy thé IL-6 hoa tan ctia khi ddu ché duge trung hoa bai viée
stt dung WT va H3pl/L73 qua duong trong tinh mach, néng d6 thu thé IL-6 hoa tan ctia khi

dAu cho khong duge lién két trong huyét trong ctia khi dAu ch6 duoc do. Tat ca cac khang
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thé kidu IgG (IgG cua khi ddu cho, khang thé khang thu thé TL-6 clia ngudi va phirc hop
odm khang thé khéng thu thé IL-6 ctia ngudi va thu thé IL-6 hoa tan ctia khi ddu ché) c6
mit trong huyét trong duge hip phu lén Protein A bang cach bd sung 30uL huyét twong
ctia khi du ché véi luong thich hop ctia dong nhanh rProtein A Sepharose (rProtein A
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)) da duoc sdy kho trong cbe loc 0,22pum (Millipore).
Sau khi ly tAm bang méy ly tAm tdc dd cao, dung dich da di qua (sau ddy dugc goi 12 "dung |
dich di qua") duoc thu hdi. Do dung dich di qua nay khéng chita phttc hop gém khéng thé
khang thu thé IL-6 clia ngudi va thu thé IL-6 hoa tan ctia khi ddu ché, thu thé nay dugc lién
két v&i protein A, ndng d6 ctia IL-6 hoa tan khong dugce lién két c6 thé do duoc bang cach
do ndng d6 cta thu thé TL-6 hoa tan cta khi dAu ché trong dung dich di qua. Khang thé
khéng IL-6R & nguoi don dong (Monoclonal Anti-human IL-6R Antibody (R&D)) dé
duoc danh diu ruteni bang Sulfo-Tag NHS Ester (Meso Scale Discovery) va khang thé
khang IL-6R & ngudi duge biotin hoa (Biotinylated Anti-human IL-6R Antibody (R&D))
duoc tron véi cac mau dudng cong hiéu chinh thy thé IL-6 ctia khi dau ché duoe didu chinh
t6i cac ndng dd 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125 va 62,5pg/mL va cac mau huyét tuong da
xtt ly bang Protein A nhu dwgc mb ta & trén. Céc hdn hop nay dugc dé phan mg trong thoi
gian 1 gio ¢ nhiét d6 trong phong. Tiép theo, cac hdén hop nay duoc phin tin vao dia 96 15 .
SA-Coated Standard MA2400 (Meso Scale Discovery). Sau khi dé cho phan ng thém
trong thoi gian 1 gid nita va rira, Read Buffer T (x4) (Meso Scale Discovery) dugc phén
tan. Ngay sau do, viéc do bang bo tao anh hinh quat 2400 (Sector Imager 2400) (Meso
Scale Discovery) duoc thuc hién. Nong do thu thé IL-6 ctia khi dau ché duoc tinh tir dap
ung theo duong con hi¢u chinh bang cach sir dung phan mém phan tich, SOFTmax PRO
(Molecular Devices). Khoang ndng d6 cta thu thé TL-6 hoa tan cta khi ddu ché khong
duoc lign két dbi voi WT va H3pl/L73 duoc thé hién trén FIG. 16. Két qua 13, khoang thoi
gian trung hoa thy thé IL-6 hoa tan ctia khi diu ché bai H3pI/L73 dugce kéo dai déng ké so
véi boi WT. Dua trén phat hién nay, khang thé khang thu thé TL-6 6 su lién két phu thudc
vao d6 pH, H3pl/L73 duoc cho la phan ly khéi khang nguyén, thu thé IL-6 hoa tan, trong
didu kién axit trong thé nhan; va quay tro lai huyét tuong théng qua FcRn; va lién két lai

v6i va trung hoa thy thé IL-6 hoa tan. Do khoang thoi gian te ché thu thé IL-6 hoa tan clia

-118-



32200

khi ddu ché khong duoc lién két boi duge kéo dai so véi bsi WT nén khoang thoi gian aé
c4c khang thé lién két v6i khang nguyén va thu thé IL-6 hoa tan dugc chi ra 1a dugc kéo dai
d8i v6i H3pI/L73 s0 véi WT. |

Tir cac phat hién nay, thoi gian cho dén khi khang thé khong con trong huyét twong
cling nhu thoi gian dé khang thé lién két vdi cac thy thé IL-6 hoa tan va kiéu mang trong co
thé duoc phat hién la duoc kéo dai déng ké dbi véi cac khang thé khang thu thé IL-6 c6 su
lién két phu thude vao do pH san xuat duoc dé lién két manh véi khang nguyén & do
pH=7,4 (1a d6 pH trong huyét tvong) nhung lién két yéu véi khdng nguyén & do pH=>5,8 (1
d6 pH trong thé nhan) so v6i khang thé khang thu thé 11.-6 kidu dai. Piéu nay c6 thé lam
giam lidu lugng va tan sb st dung cho bénh nhan, va sau d6 13, tdng liéu luong st dung. Do
d6, khang thé khang thy thé TL-6 ¢6 su lién két phu thudc vao do pH duge cho 1a dic biét

hitu ich 1am duge phdm dé str dung 1am chét ddi khang IL-6.

Vi du 10: Cai thién sy lién két phu thudc vao d9 pH véi thu thé IL-6 kiéu mang biing
cich t8i wu héa viing bién daoi
Téi wu hoa cac ving bién d6i H3pI/L73 va CLH5/L82

Céc khéng thé ¢6 kha ning lién két phu thudc vao d6 pH duge cho thdy 1a c6 tac
dung t&t hon trong vi du 9. Do do, dé cai thién hon nita kha ning lién két phu thudc vao do
pH nay, céc dot bién di duoc dua vao trinh tu CDR ctia CLHS5 thu dugc trong vi du 3 dé tao
cdu tric VH1-IgG1 (SEQ ID NO: 21) va VH2-IgG1 (SEQ ID NO: 22). Ngoai ra, cac dot
bién dd duoc dua vao trinh tu khung va trinh ty CDR ctia H3pl dé ciu tric céc chudi H
duoc cai bién VH3-IgG1 (SEQ ID NO: 23) va VH4-IgG1 (SEQ ID NO: 24). Céc dot bién
da duoc dua vao trinh tu CDR ctia L73 va 182 dé tao cdu tric cac chudi L duge cai bién
VL1-CK (SEQ ID NO: 25), VL2-CK (SEQ ID NO: 26) va VL3-CK (SEQ ID NO: 27). Cu
thé, cac thé dot bién duge tao chu tric bing céch sit dung bd kit gay dot bién dinh huéng
diém QuikChange (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)) bang phuong
phap duoc mo ta trong huéng dan di kém, va cac doan plasmit thu duge duoc cai vao vecto
biéu hién té bao dong vt c6 vi dé tao céu truc céac vecto biéu hién chudi H va vecto biéu

hién chudi L mong mudn. Trinh ty nucleotit clia cac vecto bicu hién thu dugc dugce xac
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dinh bing céc phuong phép da bibt bsi nguoi ¢6 hidu biét trung binh vé linh vyc k¥ thudt
nay.

Khéng thé c6 VH2-IgG1 (SEQ ID NO: 22) lam chudi H va VL2-CK (SEQ ID NO:
26) lam chudi L duge ky hiéu 1a Fv1-IgG1, khang thé c6 VH1-IgG1 (SEQ ID NO: 21) 1am
chudi H va 182 lam chudi L duoc ky hiéu 1a Fv2-IgG1, khéng thé c6 VH4-IgG1 (SEQ ID
NO: 24) lam chudi H va VL1-CK (SEQ ID NO: 25) lam chudi L dugc ky hiéu la Fv3-IgG1,
va khang thé ¢6 VH3-IgG1 (SEQ ID NO: 23) lam chudi H va VL3-CK (SEQ ID NO: 27)
lam chudi L duogc ky hidu 1a Fv4-IgG1. Trong do, Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 duoc biéu hién
va tinh ché. Viéc biéu hién va tinh ché dugc thuc hién bang phuong phap duoc mo ta trong

vidu 1.

Phan tich su lién két cta cac dong vo tinh lién két phu thu@;: vao d6 pH véi thu thé TL-6 hoa
tan

Viéc phan tich dong hoc ctia cac phan ing khang nguyén-khang thé & 46 pH=7,4
duoc thuc hién déi véi 4 loai khéng thé, tic 1a khang thé PM1 duge lam gibng nhu cia
ngudi (kiéu dai: WT), va WT, H3pl/L73-IgGl1, Fv2-IgGl, va Fv4-IgG1 da tao chu tric
trong cac Vidu2va 10, bang céch sir dung Biacore T100 (GE Healthcare) (dung dich d¢m:
MES 10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM, Tween 20 0,05%). Mi khéng thé duoc lién két
trén chip cam bién ma trén d6 F(ab), dac hiéu véi chudi y khang IgG (Pierce) dugc cb dinh
bing phuong phap lién hop amin, va tiép theo, SR344 duoc diéu chinh t6i nong d ndm
trong khoang tir 9,8 dén 40nM duoc tiém vao 1am chét phan tich. Sy két hop va phén ly ra
khoi SR344 duge ghi lai dua trén thdi gian thuc ddi véi céc dong vo tinh ¢ sy lién két phy
thude vio do pH. Tt ca cac phép do déu duoc thuc hién ¢ nhiét do 37°C. Hang s6 tbe do
két hop k, (1/Ms) va hing sé tdc d6 phan ly k, (1/s) duge tinh bing céch st dung phan mém -
d4nh gia Biacore T100 (Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare)), va héng sb
phan ly KD (M) duoc tinh dva trén cac tri s nay (Bang 7).

Bang 7: So sanh hing sb tdc do phan ly ctia cac dong c6 su lién két phy thudce vao do pH ra

khéi thu thé IL-6 hoa tan, SR344
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Miu  K,(1/Ms) Kq(1/s) KD (M)
WT 4,0E+05  1,1E-03 2,7E-09
H3pl/L73 4,1E+05  5,9E-04 1,4E-09
Fv2-IgGl 3,9E+05  7,7E-04 2,0E-09
Fv4-IgGl 72E+05  1,0E-03 1,4E-09

Tu két qua tinh ton 4i luc & 4o pH=7,4 dbi v&i mdi dong v6 tinh, hang s6 phan ly
(4i luc, tri s6 KD) cia WT, H3pl/L73-IgG1, Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 véi SR344 lan luot 1a
2,70M, 1,4nM, 2,0nM va 1,4nM, va chiing gan nhu twong duong. Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1
duge chimg minh 13 ¢6 kha ning lién két vi thu thé IL-6 hoa tan bang hodc 16n hon kha

nang lién két ctia WT.

Phan tich su lién két ctia cac dong vé tinh ¢6 sy lién két phu thude vao d6 pH véi thy thé
IL-6 kiéu mang

Cac phan ing khang nguyén-khang thé dbi véi thu thé IL-6 kiéu mang dugc ghi
nhén & d6 pH=5,8 va 7,4 dbi véi 4 dong vé tinh duoc tao cau tric, WT, H3pl/L73-IgG1,
Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 bang cach st dung Biacore T100 (GE Healthcare). Su lién két voi
thu thé TL-6 kidu mang duoc danh gia bang cach danh gia sur lién két véi thu thé TL-6 kicu
mang duoc ¢ dinh trén chip cam bién. SR344 dugc biotin hoa bing phuong phap da biét
bdi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vue k§ thuat nay, va SR344 da biotin héa duoc cd
dinh trén chip cam bién théng qua streptavidin bang cach su dung ai luc gitta streptavidin
va biotin. T4t c& cac phép do ddu duoc thuc hién ¢ nhiét d6 37°C. Dung dich dém pha dong
14 MES 10mM (d6 pH=5,8), NaCl 150mM va Tween 20 0,05%. Cac dong v6 tinh lién két
phu thudc vao do pH dugc tiém vao trong diéu kién d6 pH=7,4 dé ching lién két véi SR344
(dung dich dém mau tiém: MES 10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM, Tween 20 0,05%), tiép
theo su phan ly phu thudc vao do pH cta mdi dong dugc ghi lai & do pH ctia pha dong (5,8)
(FIG. 17).

Nbng d6 mAu duoc didu chinh t6i 0,25ug/mL. viéc lién két duge thuc hién & MES
10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM, va Tween 20 0,05%. Viéc phén ly duoc thuc hién &
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MES 10mM (d6 pH=5,8), NaCl 150mM, va Tween 20 0,05%. Trong truong hop nay, hing
s8 téc d6 phan ly (ky(1/s)) & d6 pH=5,8 dugc tinh toan bang cach chi higu chinh pha phan ly
& do pH=5,8 bang cich st dung phdn mém danh gia Biacore T100 (Biacore T100
Evaluation Software (GE Healthcare)). Tuong tu, néng dd mau duoc diéu chinh téi
0,25ug/mL, viée lién két dugc thuc hién & MES 10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM, va
Tween 20 0,05%, viéc phan ly duge thuc hién 6 MES 10mM (d6 pH=7,4), NaCl 150mM,
va Tween 20 0,05%, va hing sé téc d6 phan ly (ke(1/s)) & d6 pH=7,4 dugc tinh béng cach -
chi hiéu chinh pha phan ly & do pH=7,4 bing cach st dung phin mém danh gi4 Biacore
T100 (Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare)). Héng sb toc d6 phan ly phu

thudc vao do pH cua mdi dong vo tinh duoc thé hién trong Bang 8.

Bang 8: So sanh hing s6 tdc @0 phan ly ciia cic dong c6 sw lién két phu thudc vao do

pH ra khéi thu thé IL-6 kiéu mang, SR344

pH=7,4 pH=5,8 Phu thudc do pH
Miu  kd (1/s) kd (1/s) kd(pH=5,8)/kd(pH=7.4)

WT 2,5E-04 2,5E-04 1,0
H3pl/L73 2,6E-04 6,7E-04 2,59
Fv2-IgGl 3,4E-04 2,4E-03 7,18
Fv4-IgGl 4,7E-04 2,6E-03 5,56

Tur két qua tinh toan sy phu thude vao d6 pH déi véi mdi dong vo tinh, mirc phu thude
vao d pH cta su lién két voi thu thé IL-6 kiéu mang, SR344, cua 4 dong v6 tinh WT,
H3pl/L73-IgG1 Fv2-IgG1, va Fv4-IgG1 lan luot 1a 1,0 1dn, 2,59 14n, 7,18 14n va 5,56 lan.
Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 cho thiy murc phu thudc vao dd pH cao hon trong viéc phan ly ra
khoi thu thé IL-6 kiéu mang so v&i H3pl/L73-IgG1.

Dua trén co s& d6, Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 duoc chimg minh 1a ¢6 su lién két véi
thy thé IL-6 kiéu mang phu thudc vao d6 pH manh hon so v6i H3pl/L73-IgG1 trong khi

van duy tri duoc 4i luc voi thy thé IL-6 hoa tan bing hodc manh hon 4i luc ciia WT.
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Vi du 11: Thit nghiém PK/PD vé khéng thé lién két phu thude vao dé pH c6 cac ving
bién dbi da dwoe t6i wu hoa bing cach st dung chudt nhit chuyén gen thu thé IL-6
cia nguoi

Dugc dong hoc cta Fv2-IgG1 va Fv4-1gGl, cling nhu WT va H3pl/L73-1gG1 da
tao ra va danh gia trong vi du 10, dugc danh gia béng cach st dung chuot nhét chuyén gen
thu thé IL-6 ctia nguoi da str dung trong vi du 8. WT, H3pI/L73-IgG1, Fv2-IgG1 hodc
Fv4-IgG1 duoc st dung bing cach cho chudt nhit hIL-6R tg s dung liéu duy nhét
25mg/kg qua duong trong tinh mach, va ndng d6 ctia mdi khang thé trong huyét tvong
duoc do theo cach tuong tu nhu trong vi du 8. Khoang ndng d6 trong huyét trong theo thoi
gian cia WT, H3pl/L73-IgG1, Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 duoc thé hién trén FIG. 18.

Dugc dong hoc ctia H3pI/L73-IgG1 dugc cai thién so vai WT theo cach tuong tu
nhu trong vi du 8, trong khi dugc dong hoc ctia Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 con dugc cai thién
so v&i H3pI/L73-IgG1. Viéc do nhu di véi ndng do thu thé IL-6 khong lién két, nhu duoc
do & khi dau ché trong vi du 9, duoc thuc hién & chudt nhét hIL-6R tg trong thir nghiém nay
bing cach sir dung ciing phuong phép. Két qua 13, viéce kéo dai thoi gian trung hoa thu thé
IL-6 hoa tan dugc x4c nhan d6i v6i Fv2-IgG1 va FV4-IgGi so v&i H3pl/L73-1gG1 (s6 litu
khong duoc thé hién). Nhu da chi ra trong vi du 10, su lién két phu thude vao do pH véi thu
thé TL-6 kiéu mang duoc cai thién déi véi Fv2-IgG1 va Fv4-IgG1 so véi H3pl/L73-IgGl.
Diéu d6 chi ra rang c6 thé cai thién hon nita duge dong hoc va thoi gian trung hoa thu thé
IL-6 hoa tan so véi H3pI/L73-IgG1 bing cach cai thién sw lién két phu thude vao do pH véi

thu thé IL-6 kiéu mang.

Vi du 12: Cai thién sy lién két phu thudc vao d9 pH véi thu thé IL-6 kiéu mang béing
céch t§i wu héa ving 6n dinh
Ti vu héa vung 6n dinh ctia Fv4-IgG1

N6i chung, su lién két voi céc khang nguyén lién két mang duogc béo céo 1a thay
d6i thly theo ving én dinh cta khang thé (J. Immunol. Methods 1997 Jun 23; 205(1):

67-72). Cac vung 6n dinh cta khang thé 6 su lién két phu thudc vao d6 pH dugc taora &
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trén 1a thudc isotyp IgG1. Do d6, mét nghién ctru da duoc thuc hién dé t6i vu hoa vung on
dinh d& cai thién su lién két phu thudc vao d6 pH v&i thu thé TL-6 kiéu mang. |

Dot bién da duge dua vao ving dn dinh c6 trong tw nhién, tic 1a ving 4n dinh cua
IgG2 (SEQ ID NO: 28), dé tao céu triic ving dn dinh IgG2AGK (SEQ ID NO: 29). Dot
bién khac duoc dua vao ving n dinh IgG2AGK dé tao ciu trac ving 6n dinh M58 (SEQ
ID NO: 30). Cac dot bién cling duoc dua vao cac vung 4n dinh IgG2 va M58 dé tao céu trac
céc ving 6n dinh M71 (SEQ ID NO: 31) va M73 (SEQ ID NO: 32).

VH3-IgG2AGK (SEQ ID NO: 33) dugc tao céu tric bing cach thay thé ving 6n
dinh ctia VH3-IgG1 duogc tao ra trong vi du 10 béng IgG2AGK, VH3-M58 (SEQ ID NO:
34) duoc tao cAu tric bang cach thay thé ving én dinh nay bang M58, va VH3-M73 (SEQ
ID NO: 35) duoc tao ciu tric bang cach thay thé ving 6n dinh nay bing M73. Cu thé, cac
vecto biéu hién trong dé'phén ving 6n dinh cia VH3 dugc st dung trong vi du 10 duoc
thay thé bang ving 6n dinh mong muén bing cach cit va gén Nhel/Notl duoc tao cAu tric.
Trinh tu nucleotit cia cac vecto biéu hién thu dugc dugce xac dinh bing phuong phép da-
duoc biét bai nguoi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt nay.

Viéc biéu hién va tinh ché duoc thuc hién nhu sau: Fv4-IgG2 st dung
VH3-IgG2AGK (SEQ ID NO: 33) lam chudi H va VL3-CK (SEQ ID NO: 27) lam chudi L;
Fv4-M58 stt dung VH3-M58 (SEQ ID NO: 34) lam chudi H va VL3-CK (SEQ ID NO: 27)
lam chudi L; va Fv4-M73 ¢6 st dung VH3-M73 (SEQ ID NO: 35) lam chudi H va
VL3-CK (SEQ ID NO: 27) lam chudi L. Viéc biéu hién va tinh ché dugc thuc hién bang

phuong phap dugc mo ta trong vi du 1.

Phén tich sw lién két cia Fv4 c6 ving én dinh da duoc t6i wu hoa voi thy the IL-6 hoa tan

Su két hop véi va phan ly ra khéi SR344 duoc ghi nhan dua trén thoi gian thuc
bang cach st dung phuong phap nhu trong vi du 10 dbi véi Fv4-IgG1, Fv4-1gG2, Fv4-M58
va Fv4-M73 d3 dugc tao ra cling nhu WT. Hz‘“mg s6 tbe do két hop k, (1/Ms) va hﬁng sb toc
d6 phan ly kq (1/s) duoc tinh toan sau khi phan tich theo cach twong tu, va tiép theo, hang sb
phén ly KD (M) dugc tinh toan dya trén cdc tri s6 nay (Bang 9).
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Bang 9: So sanh hing s6 toc d9 phan ly ciia cic dong vé tinh lién két phu thude vao dd

pH ra khéi thu thé IL-6 hoa tan, SR344

Mau ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
Fv4-IgGl  7,2E+05 1,0E-03 1,4E-09
Fv4-IgG2  9,6E+05 1,2E-03 1,3E-09
Fv4-M58  8,3E+05 1,1E-03 1,4E-09
Fv4-M73  7,5E+05 1,0E-03 1,4E-09

Tur két qua tinh toan 4i luc & 6 pH=7,4 d6i véi mdi dong v6 tinh, hang sé phan ly
(& luc, tri s6 KD) ctia Fv4-IgG1, Fv4-1gG2, Fv4-M58 va Fv4-M73 v§i SR344 14n luot 1a
1,4nM, 1,30M, 1,4nM va 1,4nM, va chting hiu nhu twong duong. Diéu nay chi ra ring kha
nang lidn két ctia cac dong vo tinh ¢6 sur lién két phu thude vao d6 pH véi thu thé IL-6 hoa
tan, SR344, khong thay ddi ngay cé sau khi cai bién viing 6n dinh. Dya trén co s& phat hién
ndy, kha ning lién két véi thy thé IL-6 hoa tan dugc cho 14 khong thay déi déi véi Fvl, Fv2

va Fv3 ngay ca khi ving dn dinh duoc cai bién theo cach tuong tu.

Phan tich su lién két ctia Fv4 c¢6 ving dn dinh da duoc t6i wu héa véi thu thé TL-6 kiéu
mang

Céc phan tng khang nguyén-khang thé voi thy thé IL-6 kiéu mang & d6 pH=5,8 va
d6 pH=7,4 dugc ghi nhan dbi voi Fv4-IgG1, Fv4-1gG2, Fv4-M58 va Fv4-M73 da dugc tao
ra cling nhu WT, theo cach tuong tu nhu trong vi du 10 bang cach st dung Biacore T100
(GE Healthcare). Két qua thu dugc bing cach tiém dong vé tinh lign két phu thudc vao do
pH trong didu kién d6 pH=7,4 cho phép lién két véi SR344, va bang cach ghi lai su phan ly .
phu thude vao d6 pH cua mdi dong & pha dong c¢6 d6 pH=5,8, duoc thé hién trén FIG. 19.
Céc phuong phép phén tich khac duge thuc hién theo cach tuwong tu nhu trong vi du 10, va

téc d6 phén ly phu thudc vao do pH ctia mdi dong vo tinh duge thé hién trong Bang 10.

Bang 10: So sanh hing s6 tbc @0 phan ly clia cac dong vé tinh lién két phu thude vio

d0 pH ra khéi thy thé IL-6 kiéu mang, SR344
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pH=7,4 pH=5.8 Phu thude d6 pH
Mau  kd(1/s) kd(1/s) kd(pH=5,8)/kd(pH=7,4)

Fv4-IgGl 4,7E-04 2,6E-03 5,56
Fv4-1gG2 1,0E-03 1,8E-02 16,99
Fv4-M58 5,4E-04 9,5E-03 17,64
Fv4-M73 5,1E-04 5,1E-03 10,06

Tir két qua tinh toan mirc phu thude vao dd pH cla mdi dong vo tinh, mic phu
thudc vao do pH cta Fv4-IgGl, Fv4-IgG2, Fv4-M58 va Fv4-M73 v6i SR344 1an luot 1a
5.6 13n, 17,0 14n, 17,6 14n va 10,1 1in; do d6, Fv4-IgG2, Fv4-M58 va Fv4-M73 déu cho
thdy mtc phan ly phu thudc vao do pH ra khoi thu thé IL-6 kiéu mang cao hon so véi
Fv4-IgG1.

Dua trén két qua phan tich su lién két v6i thu thé IL-6 hoa tan va su lién két véi thu
thé TL-6 kiéu mang bing cach st dung ving bién déi ctia Fv4, d4 phat hién ra rang viée
thay thé ving én dinh tir IgG1 dén 1gG2, M58 hodc M73 c6 thé cai thién su lién két phu
thudc vao d6 pH véi thu thé IL-6 kiéu mang, ma khong lam thay dbi ai luc véi thu thé IL-6

hoa tan. Didu nay duoc coi 14 dugce duy tri gibng nhu d6i véi Fv1, Fv2 va Fv3.

Vi du 13: Thir nghiém PK/PD vé khéng thé lién két phu thudc viao dd pH c6 ving 6n
dinh da dwoe t6i wu hoa bing cach sir dung chudt nhit chuyén gen thu thé IL-6 caa
nguwoi
Duoc dong hoc cua Fv4-IgG1, Fv4-1gG2 va Fv4-M58 duoc tao ra trong vi du 13 '

duoc danh gia bing cach st dung chudt nhit chuyén gen thu thé I1.-6 clia ngudi (chudt nhat
hIL-6R tg) duoc st dung trong vi du 8 dé kiém tra tac dung ctia vimg on dinh d6i v6i duoc
dong hoc. WT, Fv4-IgGl, Fv4-IgG2 hodc Fv4-M58 duge sir dung cho chudt nhét hIL-6R
tg voi lidu duy nhét 25mg/kg qua dudng trong tinh mach, va tiép theo, viéc do nong do
trong huyét tuong ctia mdi khéng thé duoc thuc hién theo cach tuong tu nhu trong vi du 8.
Khoang ndng d6 trong huyét tuong theo thdi gian ctia WT, Fv4-IgGl, Fv4-IgG2 va
Fv4-M58 duge thé hién trén FIG. 20.
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Tuong tu nhu trong vi du 11, duge ddng hoc ctia Fv4-IgG1 duogc cai thién so voi
WT, va duge ddng hoc ciia Fv4-IgG2 va Fv4-M58 con duoc cai thién so voi Fv4-IgGl.
Viée do nhu déi v6i ndng dé thu thé IL-6 khong duoc lién két, nhu duge do & khi dau ché
trong vi du 9, dugc thuc hién & chudt nhit hIL-6R tg trong thir nghiém nay b%lng cach sur
dung phuong phap tuong ty. Két qua 13, viée kéo dai thoi gian trung hoa thu thé IL-6 hoa
tan duoc xac nhin di véi Fva-IgG2 va Fv4-M58 so v6i Fv4-IgG1 (s6 liéu khong dugc thé
hién). Nhu d chi ra trong vi du 10, s lién két phu thudc vao d6 pH véi thu thé IL-6 kiéu
mang duge cai thién déi v6i Fv4-IgG2 va Fy4-M58 so véi Fv4-IgGl. Diéu d6 chi ra ring
c6 thé cai thién dugc dong hoc va thoi gian trung hoa thu thé IL-6 hoa tan bang cach thay
thé ving 6n dinh tir IgG1 dén IgG2 hodc M58. Dua trén phat hién nay, tin rang duoc dong
hoc va thoi gian trung hoa thu thé I1.-6 hoa tan, khong chi trong truong hop Fv4, ma con
trong trudng hop Fvl, Fv2 va Fv3, ¢6 thé duoc céi thién so véi IgG1 bang cach thay thé
ving 6n dinh tir [gG1 dén IgG2 hodc M58,

Vi du 14: Ciu tric cac khang thé lién két phu thudce vao do pH c6 cic ving bién dbi
va ving én dinh da dwoc toi wa hoa

VH2-M71 (SEQ ID NO: 36) va VH2-M73 (SEQ ID NO: 37), ¢6 M71 va M73 lam
ving 6n dinh ctia VH2-IgG1, va VH4-M71 (SEQ ID NO: 38) va VH4-M73 (SEQ ID NO:
39), ¢6 M71 va M73 lam ving n dinh ctia VH4-IgG1, duge tao ciu triic bang cach su
dung phuong phéap tuong tu nhu duge moé ta & trén.

Fv1-M71 st dung VH2-M71 lam chudi H va VL2-CK lam chudi L, Fv1-M73 ¢6
stt dung VH2-M73 lam chudi H va VL2-CK lam chudi L, Fv3-M71 st dung VH4-M71
Jam chudi H va VL1-CK 1am chudi L, va Fv3-M73 st dung VH4-M73 lam chudi H va
VL1-CK lam chudi L, dugc bidu hién va tinh ché. Viéc bidu hién va tinh ché duoc thuc

hién bang cach sir dung phuong phap duge md ta trong vi du 1.

Phan tich su lién két ctia cac khang thé lién két phu thude vio do pH c¢6 cac ving bién doi

va ving dn dinh d3 duoc 61 wu héa véi thu thé TL-6 hoa tan
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Su két hop v6i va phan ly ra khoi SR344 duoc ghi lai dua trén thoi gian thuc bang
cach str dung phuong phap nhu trong vi du 10 di v6i 11 loai khéng thé, khéng thé PM1
duoc 1am gidng nhu ctia ngudi (kiéu dai: WT) va H3pl/L73-IgG1, Fvl-M71, Fv1-M73,
Fv2-IgGl, Fv3-M71, Fv3-M73, Fv4-1gGl, Fv4-1gG2, Fv4-M58 va Fv4-M73, dugc tao
cAu tric nhu duge md ta & trén. Hang sé tc do két hop k, (1/Ms) va hang s6 toc do phan ly
kq (1/s) duorc tinh toan bing céch phan tich theo cach tuong tu, va hing sb phan ly KD (M)

duoc tinh toan dua trén cac tri s6 nay (Bang 11).

Bang 11: So sanh hing s6 toc dd phan ly ciia cic dong 6 su lién két phu thude vao do

pH vé6i thu thé IL-6 hoa tan, SR344

Miu ko (I/Ms)  kq(I/s) KD (M)

WT 4,0E+05 1,1E-03 2,7E-09
H3pl/L73 4,1E+05 5,9E-04 1,4E-09
Fvl-M71 5,5E+05 5,4E-04 9,7E-10
Fvl-M73  6,1E+05 5,5E-04 9,1E-10
Fv2-IgGl 3,9E+05 7,7E-04 2,0E-09
Fv3-M71 7,8E+05 8,2E-04 1,1E-09
Fv3-M73 8,5E+05 8,7E-04 1,0E-09
Fv4-1gGl  7,2E+05 1,0E-03 1,4E-09
Fv4-IgG2 9,6E+05 1,2E-03 1,3E-09
Fv4-M58 8,3E+05 1,1E-03 1,4E-09

Fv4-M73  7,5E+05 1,0E-03 1,4E-09

Ca 10 dong vo tinh lién két phu thude vao do pH thu duge déu duoc phat hién1a c6
hiing s6 phan ly (4i luc, tri s KD) véi thu thé IL-6 hoa tan bing hogc cao hon so véi hing

s6 phan ly cia WT.

Phan tich su lién két clia céc khang thé lién két phu thude vao d6 pH c6 céc ving bién doi
va vung dn dinh d& duoc t61 vu héa véi thu thé IL-6 kiéu mang
Céc phan tng khang nguyén-khang thé voi thu thé IL-6 kiéu mang & d6 pH=5,8 va

do pH=7.4 dugc ghi lai theo cach tuong tu nhu trong vi du 10 béng cach st dung Biacore
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T100 (GE Healthcare) dbi véi 11 loai khang thé, khéng thé PM1 dugc lam gidng nhu cta
ngudi (kidu dai: WT) va H3pI/L73-IgGl1, Fvl-M71, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M71,
Fv3-M73, Fv4-IgG1, Fv4-1gG2, Fv4-M58 va Fv4-M73, dugc tao ra nhu dugc md ta ¢ trén.
Céc dong vo tinh lién két phu thude vao d6 pH duoc tiém trong diéu kién do pH=7,4 d€ cho
phép chiing lién két véi SR344, va tiép theo, sw phan ly phu thudc vao d6 pH cta moi dong
& d6 pH pha dong, 46 pH=5,8, duoc ghi lai. Két qua dugc thé hién trén FIG. 21 (két qua doi
voi Fvl-M71, Fy1-M73, Fv3-M71 va Fv3-M73 duoc thé hién trén FIG. 21, trong khi két
qua ddi véi cac dong con lai duoc thé hién trén cac hinh v& FIG. 17 va FIG. 19). C4c phan
tich duogc thuc hién theo cach twong tu nhu trong vi du 10 va su phu thudc vao d6 pH cua

hing sb tdc d6 phan ly cta tét ca 11 dong nay duge thé hién trong Bang 12.

Béng 12: Sy phu thudc vao do pH ciaa hing sb toc do phén ly ciia cic dong vo tinh c6

sir lién két phu thude vao dé pH véi thu thé IL-6 kiéu mang, SR344

pH=7,4 pH=5,8  Phu thudc do pH
Miu  kd (1/s) kd(l/s) kd(pH=5,8)/kd(pH=7,4

WT 2,5E-04  2,5E-04 1,00
H3pl/L73 2,6E-04  6,7E-04 2,59
Fvl-M71 6,1E-04  6,9E-03 11,29
Fvl-M73 3,7E-04  3,2E-03 8,80
Fv2-IgGl 3,4E-04 2,4E-03 7,18
Fv3-M71 9,1E-04  9,7E-03 10,74
Fv3-M73 4,9E-04 5,3E-03 10,88
Fv4-IgGl 4,7E-04  2,6E-03 5,56
Fv4-IgG2 1,0E-03  1,8E-02 16,99
Fv4-M58 5,4E-04  9,5E-03 17,64
Fv4-M73 5,1E-04  5,1E-03 10,06

Mudi kidu dong v6 tinh lidn két phu thudc vao d6 pH thu dugce déu cho thay kha ning
lién két v6i thu thd IL-6 kidu mang. Hon nita, tit ca Fv1-M71, Fv1-M73, Fv2-IgGl,
Fv3-M71, Fv3-M73, Fv4-1gGl, Fv4-IgG2, Fv4-M58 va Fv4-M73 déu duoc phéathién la co

muc lién két phu thudc vao d6 pH duoc cai thién so voi H3pl/L73-IgG1, trong khoang thoi
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gian cho dén khi khang thé khong con trong huyét twong cling nhu khoang thoi gian ma thu
thé TL-6 hoa tan va thu thé IL-6 kiéu mang duogc lién két boi khang thé trong co thé duogc
phét hién 1a duoc kéo dai déng k& so véi WT, nhu duoc thé hién & khi dau ché trong vi du
9.

Vi du 15: Thir nghiém PK/PD vé cdc khang thé lién két phu thude vao d§ pH cé cac
vung bién ddi va ving 6n dinh da dwoc t6i wu hoa bang cach sir dung khi diu ché
Chu tric khang thé khang thu thé IL-6 c6 4i luc cao da biét

Vecto bidu hién t& bao dong vat c6 vii duge tao cdu tric dé bidu hién khéng thé
khang thu thé IL-6 ¢6 ai luc cao VQ8F11-21 higG1 duge mb ta trong US 2007/0280945 ‘
A1 (US 2007/0280945 A1, cac trinh ty axit amin 19 va 27), duéi dang khang thé khang thu
thé TL-6 c6 4i luc cao da biét. Vung bién ddi ciia khang thé da dugc tao cdu triic bang PCR
bang cach td hop cac oligo-ADN tdng hop (PCR ghép). Ving 6n dinh di duoc khuéch dai
bing PCR tir vecto bidu hién da st dung trong vi du 1. Ving bién ddi ctia khang thé va
ving én dinh ciia khang thé nay dugc gan véi nhau bang PCR ghép va dugc cai vao vecto
d2 bidu hién ¢ dong vat c6 vi. Cac doan ADN ctia chudi H va chudi L thu dugc dugce cai
vao vecto biéu hién té bao dong vat cé vu dé tao cAu tric vecto biéu hién chudi H va vecto
biéu hién chudi L dang néi dén. Trinh tw nucleotit cia cic vecto biéu hién thu duge dugc
x4c dinh bing phuong phap da biét boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vue k§ thuat
ndy. Viéc bidu hién va tinh ché duge thuc hién bang cach st dung cac vecto biéu hién da
tao cAu triic. Vidc bidu hién va tinh ché dugc thuc hién bang cach st dung phuong phap
duoc mb ta trong vi du 1 dé thu khang thé khang thu thé IL-6 ¢4 4i luc cao (Ab ¢ 4 luc |

cao).

Thir nghiém PK/PD & khi dau ché

Duge dong hoc va tac dung duoc ly dugc danh gia & khi diu ché dbi véi cc khang
thé lién két phu thude vao do pH H3pl/L73-IgGl va Fvl-M71, Fvl-M73, Fv2-IgGl,
Fv3-M73, va Fv4-M73 va khang thé khang thu thé IL-6 c6 &i luc cao da biét (Ab &i luc
cao). H3pIl/L73-IgG1, Fv1-M71, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M73 hodc Fv4-M73 dugc st
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dung cho khi dau ché v6i lidu duy nhat 0,5mg/kg qua dudng trong tinh mach, trong khi Ab
c6 &l luc cao duoc st dung véi lidu duy nhit 1,0mg/kg qua dudng trong tinh mach. Cac
mAu mau dugc thu gom trude khi sit dung va theo thoi gian. Nong d6 trong huyét tuong ctia
mdi khang thé dugc do theo cach tuong tu nhu trong vi du 9. Khoang thoi gian theo néng
d6 trong huyét tuong cta H3pl/L73-IgG1, Fvl-M71, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M73 va
Fv4-M73 cling nhu Ab ¢6 4i luc cao dugc thé hién trén FIG. 21. P& danh gia tac dung dugc
Iy v& murc d6 trung hoa thu thé TL-6 kidu mang ctia khi dau ché, IL-6 ctia khi diu ché duoc
str dung qua dudng dudi da & ving thit lung cia dong vat nay hing ngay véi lidu Spg/kg tir
ngay 3 dén ngay 10 (tir ngay 6 dén ngay 10 v6i Ab 4i luc cao) sau khi sir dung khéng thé,
theo cach twong tu nhu trong vi du 9. Nong d6 CRP cta mdi dong vat duge do & thoi diém
24 git sau m&i 14n sir dung. Khoang ndng d6 theo thoi gian ctia CRP voi mbi khang thé st
dung duoc thé hién trén Fig.22. D& danh gi4 tic dung duoc 1y v& mic d6 trung hoa thu thé
IL-6 hoa tan cta khi ddu ché, ndng d6 thu thé IL-6 hoa tan ctia khi diu ché khong lién két
trong huyét twong ctia khi dau ché duoc do theo cach twong tu nhu trong vi du 9. Khoang
ndng do theo thodi gian cta thu thé IL-6 hoa tan cia khi ddu ché khéng lién két véi mbi
khang thé sir dung duoc thé hién trén Fig.23.

Két qua 13, ndng d6 khang thé trong huyét tuong dugc duy tri & mirc cao ddi véi
mdi Fvl-M71, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M73 va Fv4-M73 so véi H3pl/L73-IgG1, trong
khi ndng d6 CRP va ndng do thu thé IL-6 hoa tan ctia khi dAu ché khéng lién két dugc duy
tri & mirc thap. Cu thé, két qua nay cho thdy ring thoi gian cac khang thé nay lién két voi
thu thé TL-6 kiéu mang va thu thé IL-6 hoa tan (hay néi cach khac 1a khoang thoi gian trung
hoa) duoc kéo dai so voi H3pl/L73-1gG1.

Ngoai ra, cac khang thé khang thu thé TL-6 c6 su lién két phu thudce vao do pH nay
duoc x4c nhan vé tac dung trung hoa va tac dung kéo dai cua ching la béng hodc cao hon
so v6i tac dung ctia khang thé khang thu thé IL-6 ¢6 &i luc cao da biét (Ab c6 4i luc cao)
duoc str dung vé6i lidu 1,0mg/kg, chi & mot nira lidu nay, tirc 13 0,5mg/kg. Do d6, cac khang
thé 6 su lién két phu thudc vao d¢ pH nay dugc chirng minh la c6 tac dung trung hoa va tac

dung én dinh t&t hon so v&i tic dung ctia khang thé khang thu thé IL-6 ¢6 4i luc cao d4 biét.
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Céc khang thé dugc thé hién trong Bang 12 khong dugc str dung trong thir nghiém
PK/PD bang céch st dung khi diu ché nhur trong thir nghiém nay ciing da duge xac nhan la
¢6 muec lién két phu thudc vao d6 pH vé6i thu thé IL-6 kiéu mang dugc cai thién so véi
H3pl/L73-IgG1. Do d6, thoi gian céc khang thé nay lién két vai thu thé I1-6 kidu mang va
thu thé IL-6 hoa tan (hay néi cach khac 1a khoang thdi gian trung hoa va tac dung trung hoa
kéo dai) cling dugc tin la dugce kéo dai so voi H3pl/L73-IgGl.

Trong vi du 9, d6i v&i H3pI/L73-IgG1, thoi gian dé khéng thé khong con trong
huyét twong cling nhu thoi gian dé khang thé trong co thé lién két v6i thu thé IL-6 hoa tan
va thu thé IL-6 kiéu mang (tac dung trung hoa kéo dai) dugc phét hién la duoc kéo dai dang
ké so voi WT. Do do, Fv1-M71, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M71, Fv3-M73, Fv4-IgGl,
Fv4-IgG2, Fv4-M58 va Fv4-M73, c¢6 tac dung trung hoa kéo dai tbt hon so véi
H3pl/L73-IgG1, duge cho la ¢ tac dung trung hoa kéo dai dugc cai thién dang ké so véi
WT.

Khac véi khéng thé khang thy thé TL-6, cic khéng thé khang thu thé IL-6 ¢4 su lién
két phu thude vao d6 pH dugc tao ra dé lién két manh vé6i khang nguyén & d6 pH huyét
tuong (d6 pH=7,4) nhung chi lién két yéu véi khang nguyén & d6 pH thé nhan (46 pH=5,8),
c6 thé lam giam lidu luong va tin sb sir dung cho bénh nhén, va do d6, ching c6 thé lam
giam dang ké tong lidu luong sir dung. Do d6, khang thé khang thu thé IL-6 c6 su lién két
phu thude vao d pH duge cho 1a dic biét hiru ich 1am dugc phdm dé st dung lam chat déi

khang IL-6.

Vi du 16: CAu tric khang thé khang IL-6 lién két phu thudc vao d pH
Biéu hién va tinh ché khang thé khang IL-6

Trong cac Vidutir 1 dén 15, nhiéu khang thé khang thu thé IL-6 duoc lam gidng nhu
clia ngudi c6 su lién két phu thude vao do pH véi thu thé IL-6 déu dugc tao ra thanh cong
béng cach tac dong t1 su phu thudc nay thong qua viéc dua doan thay thé histidin va doan
tuong tu vao ving bién ddi, cu thé 1a cac trinh ty CDR ctia cac khang thé khang thu thé TL-6
duoc 1am gidng nhu ctia ngudi. D3 phat hién ra rang tit c cac khang thé nay déu lién két

lap lai v6i thu thé IL-6 va ching t6 mic cai thién dang ké vé PK/PD.
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Do d6, da xac nhan duoc ring kha ning phu thudc vao dd pH cua khang thé lién két
v6i khang nguyén c6 thd duoc 4p dung cho khang thé khac lién két v6i khang nguyén
khéng phai thu thé IL-6 bang cach sir dung phuong phap tuong tu. IL-6 cua ngudi duge |
chon lam khang nguyén nay, va khang thé khang IL-6 bao gdm chudi H (WT) (trinh tr axit
amin: SEQ ID NO: 62) va chudi L (WT) (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 63), khang thé
nay lidn két véi IL-6 nhu duge md ta trong WO 2004/039826, (“Khang thé khang IL6 kiéu
dai”) da duoc tao cdu triic. Bing cach sit dung phuong phap da biét boi  ngudi ¢6 hiéu biét
trung binh vé Iinh vuc k¥ thudt nay, cdc manh gen mé hoa cac trinh tu axit amin cua khang
thé dang noi dén duoc cai vao vecto biéu hién té bao dong vat co vu dé tao céu tric vecto
bidu hién chudi H va vecto biéu hién chudi L dang néi dén. Trinh tu nucleotit ctia vecto
biéu hién thu duge duoc xac dinh bing phuong phéap di biét bai ngudi c6 hidu biét trung
binh vé linh vuc k§ thuat nay. Khang thé khang IL6 kiéu dai dugc biéu hién va tinh ché

bang phuong phép duoc md ta trong vi du 1.

CAu tric cta khang thé khang IL-6 phu thudc vao do pH

Dé tao ra kha nang phu thudc vao do pH cta khang thé lién két véi IL-6, cac doan
thay thé histidin d& dugc dua vao cac axit amin trong CDR ctia khang thé khang IL6 (khang
116 kidu dai) bao gdm chudi H (WT) (trinh tw axit amin: SEQ ID NO: 62) va chudi L (WT)
(trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 63). Bang cach thay thé histidin trong cac axit amin clia
CDR va sau d6 sang loc, mét s6 dong v6 tinh ¢ su lién két phu thudc vao d6 pH dugc thu.
Mirc lién két & 4 pH=5,5 giam déng k& so v&i mire lién két & @6 pH=7,4. Céc vi tri thay thé
histidin trong cac dong vo tinh phu thudc vao d6 pH dugc thé hién trong Bang 13. Céc vi du
bao gdbm “Khang thé khang IL6 dong v6 tinh 17 bao gom chudi H (c1) (trinh ty axit amin:
SEQ ID NO: 64) va chudi L (c1) (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 65), va “Khéng thé khang
IL6 dong vé tinh 2” bao gdm chudi H (c1) (trinh tur axit amin: SEQ ID NO: 64) va chudi L
(c2) (trinh ty axit amin: SEQ ID NO: 66). Khang thé khang' IL6 dong vo tinh 1 va khang thé
khéang IL.6 dong vo tinh 2 dugc bidu hién va tinh ché bang phuong phép duge mo ta trong vi
dul.
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Bang 13: Vi tri thay thé histidin trong cic dong phu thuge vao d§ pH
H32, H59, H61, H99
1.53, L54,1L.90, L9%4

Phan tich su lién két ctia cac dong phu thude vao do pH véi IL-6 ciia ngudi

Viéc phan tich ddng hoc cta cac phan ung khang nguyén-khang thé & 46 pH=5,5 va
do pH=7,4 da dugc thuc hién b??lng cach stir dung Biacore T100 (GE Healthcare) dbi vé6i 3
loai khang thé bao ché duoc nhu duge md ta & trén: khang thé khang IL6 kiéu dai, khang
thé khang IL6 dong vo tinh 1 va khéng thé khang TL6 dong vé tinh 2 (dung dich dém:
DPBS(-) (d6 pH=7,4 hoic 5,5), NaCl 150mM). Khang thé dugc lién két véi chip cam bién
da duoc ¢b dinh protein tai tb hop A/G (recomb-protein A/G (Pierce)) béng phuong phép
lién hop véi amin, va tiép theo IL-6 ctia ngudi (Toray) duge diéu chinh téi ndng do thich
hop duoc tiém lén chip 1am chit phan tich. T4t c4 cac phép do déu dugce thyc hién & nhigt
d6 37°C. Hing sb tdc d6 két hop k, (1/Ms) va hang s6 téc d6 phan ly kg (1/s) dugc tinh todn
bang cach sir dung phan mém danh gia Biacore T100 (Biacore T100 Evaluation Software
(GE Healthcare)), va héng s phan ly KD (M) duoc tinh dya trén céc tri s6 nay (Bang 14).
Hon nita, ty 16 & luc & d pH=5,5 va do pH=7,4 dugc tinh toan dbi v6i mdi dong dé danh

gid sy lién két phu thudc vao do pH.

Bang 14: So sanh su lién két ciia cac dong phu thude vao do pH voi IL-6

Mau pH |ka(1/Ms)| kd(1/s) | KDM) |KD(pH=5,5)/KD(pH=7,4)
. .. |pH=742,05E+07 | 3,91E-04 | 191E-11 |

Kiéu dai 0,8

pH=5,5 | 1,52E+07 | 2,45B-04 | 1,61E-11

Dong vo | pH=7,4 | 1,07E+07 | 4,71E-03 | 4,38E-10 103

tinh1 | pH=5,5 | 2,05E+06 | 9,26E-03 | 4,52E-09 ’

Dong v | pH=7,4 | 8,96E+06 | 2,63E-03 | 2,94E-10 135

tinh 2 | pH=5,5 | 2,76E+06 | 1,10E-02 | 3,98E-09 ’

Ty 18 4 luc & 46 pH=5,5 va d6 pH=7,4 (KD)(d6 pH=5,5)/(KD)(d6 pH=7,4)) dugc

tinh toan, ty 1€ nay chi ra murc lién két phu thudc vao d6 pH véi IL-6 ctia nguoi 1a 0,8, 10,3

va 13,5 1an luot d6i véi khang thé khang IL6 kidu dai, khéng thé khéang IL6 dong vo tinh 1
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va khang thé khang IL6 dong v tinh 2. Nghia 12 kha nang lién két phu thudc vao do pH ctia
mdi dong cao gap 10 1an so v&i kha ning cia WT. Cam bién dd ctia khéng thé khang TL6
dong vo6 tinh 2 & d6 pH=7,4 va do pH=5,5 dugc thé hién trén FIG. 26.

Do d6, nhan thdy réng nhu trong trudng hop khéng thé khang thu thé IL-6, khang thé
khang IL-6 lién két phu thudc vao d6 pH, ma lién két manh véi khang nguyén trong diéu
kién trung tinh ctia huyét twong nhung lién két yéu trong didu kién axit ndi thé nhan, ¢6 thé
duoc tao cu tric béng cach dua doan thay thé histidin hodc doan twong tu chii yéu vao cac
trinh tu axit amin ctia CDR. Nhu dugc chi ra & cac Vi du tir 1 dén 15, khang thé khang thu
thé TL-6 ¢ kha ning lién két phu thudc vao do pH s& lién két lap lai v6i thu thé IL-6 va
PK/PD duoc cai thién dédng ké. Nghia 13 thiy ring khéng thé khang IL6 dong v6 tinh 1 va
khang thé khang IL6 dong vé tinh 2, ¢6 kha ning lién két phu thude vao do pH, lién két lap
lai v6i nhiéu khang nguyén véi PK/PD dugc cdi thién dang ké so v6i khang thé khang IL6

kiéu dai.

Vi du 17: CAu tric ctia khéng thé khang thu thé IL-31 lién két phu thuge vao do pH
Biéu hién va tinh ché khang thé khang thu thé IL-31

Trong céc vi du tir 1 dén 15, nhiéu khang thé khang thu thé IL-6 dugc lam giéng nhu
ctia nguoi lién Kkét phu thudc vao do pH vai thu thé IL-6 déu duoc tao ra thanh cong béng
cé4ch tao ra su phu thudc nay thong qua viéc dua cac doan thay thé histidin va doan tuong
tu, vao viing bién dbi, cu thé 1a cac trinh ty CDR ciia cac khang thé khéng thu thé IL-6 duoc
lam gibng nhu ctia ngudi. DA phét hién ra rang tt ca cac khang thé nay déu lién két lap lai |
v6i thu thé TL-6 va ching t6 muc cai thién dang ké vé PK/PD.

Do d6, d4 x4c nhan duoc ring kha nang phu thudc vao d6 pH ciia khang thé lién két
v6i khéng nguyén c6 thé dugc tao cho khang thé khac ma lién két v6i khdng nguyén khong
phai thu thé IL-6 bing céch sir dung phwong phap twong tu. Thy thé IL-31 ctia chudt nhat
duoc lua chon lam khéng nguyén, va khang thé khang thu thé IL-31 bao gdém chudi H
(WT) (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 67) va chudi L (WT) (trinh tu axit amin: SEQ ID
NO: 68), khang thé nay lién két v6i thu thé TL-31 ctia chudt nhét nhu duge md ta trong WO
2007/142325, (“Khang thé khang IL31R kiéu dai”) d dugc tao cdu tric. Bang cach st
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dung phuong phép da duoc biét boi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuét nay,
cac doan gen ma hoda céac trinh ty axit amin cua khang thé nghién ctru dugce cai vao vecto
biéu hién té bao dong vat c6 vi dé chu tric vecto bidu hién chudi H va vecto biéu hién
chudi L dang néi dén. Trinh tu nucleotit ctia vecto biéu hién thu dugc duge xac dinh bang
phuong phéap da biét bdi  ngudi c6 hiu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay. Khéng thé
khéng IL31R kiéu dai dugc bidu hién va tinh ché bang phuong phap dugc mo ta trong vi du
1.

CAu tric cta khang thé khang thu thé IL-31 phu thudc vao dé pH

Pé c6 kha nang phu thudc vao do pH cta khang thé lién két voi thu thé IL-31, cac dot
bién thay thé histidin dugc dua vao cic axit amin trong CDR ctia khéng thé khang thu thé
IL-31 (khang IL31R kiéu dai) bao gdm chudi H (WT) (trinh tur axit amin: SEQ ID NO: 67)
va chudi L (WT) (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 68). Bang cach céc dot bién thay thé
histidin trong céc axit amin ctia CDR va sau do6 sang loc, mot sb dong vo tinh cé su lién két
phu thudc vao d6 pH duge thu. Mirc lién két & d6 pH=5,5 giam dang ké so v6i mirc lién két
& d6 pH=7,4. Vi tri ctia dot bién thay thé histidin trong cac dong v6 tinh phu thude vao do
pH duoc thé hién trong Bang 15. M6t vi du 1a “Khang thé khang TL31R dong v6 tinh 1 bao
gdm chudi H (c1) (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 69) va chudi L (WT). Khang thé khéng |
IL31R dong vo tinh 1 duoc bidu hién va tinh ché bing phuong phép dugc mé ta trong vi du
1.

Bang 15: Vi tri ciia dot bién thay thé histidin trong cic dong v6 tinh phu thugc vio do
pH
H33

Phén tich lién két cua céc dong v6 tinh phu thude vao d6 pH véi thu thé IL-31 hoa tan
Viéc phén tich dong hoc ctia cac phan tng khang nguyén-khang thé & d6 pH=5,5 va
d0 pH=7,4 da duoc thuc hién bing cach str dung Biacore T100 (GE Healthcare) d6i véi 2

loai khéng thé dugc tao ra nhu duge md ta & trén: khang thé khang IL31R kiéu dai va khéng
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thé khang IL31R dong v6 tinh 1 (dung dich dém: DPBS(-) (46 pH=7,4 hoic 5,5), NaCl
150mM, Tween 20 0,01%, NaN; 0,02%). Khéng thé duoc lién két v&i chip cam bién da
duge ¢b dinh protein tai t& hop A/G (recomb-protein A/G (Pierce)) bing phuong phép lién
hop v&i amin, va tiép theo thu thé IL-31 hoa tan ctia chudt nhét (duoc tao ra bang phuong -
phép dugce md ta trong WO 2007/142325) dwoc diéu chinh t6i ndng d6 thich hop duge tiém
vao d6 1am chat phén tich. T4t ca cac phép do déu dugce thuce hién & nhiét d6 25°C. Hang s6
téc d6 két hop k, (1/Ms) va hing sb tbe d6 phan ly kg (1/s) dugc tinh bang cach st dung
phin mém dénh gia Biacore T100 (Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare)),
va hing s6 phan ly KD (M) duoc tinh dua trén cac tri s6 nay (Bang 16). Hon nita, ty 1§ 4i
luc & d6 pH=5,5 va d6 pH=7,4 duoc tinh dbi v&i mbi dong dé dénh gia su lién két phu

thudc vao do pH.

Béng 16: So sanh sw lién két ciia cac dong phu thude vao d pH véi thu thé IL-31 clia

chudt nhit

Mau pH ka(1/Ms) | kd(1/s) KD(M) | KD(pH=5,5)/KD(pH=7,4)
" . | pH=7,4 | 1,A0E+05 | 3,40E-03 | 2,30E-08
Kiéu dai 3,2
pH=5,5 | 5,10E+05 | 3,80E-03 | 7,40E-08
Dong vo | pH=7,4 | 1,70E+05 | 3,30E-03 | 2,20E-08 1000.0
tinh 1 | pH=5,5 | 1,10E+03 | 2,40E-02 | 2,20E-05 ’

Ty 18 4i luc & 46 pH=5,5 va d6 pH=7,4 (KD)(d6 pH=5,5)/(KD)(d6 pH=7,4)) duoc
tinh toan, ty 1€ nay chi ra muc lién két phu thudc vao d§ pH véi thu thé TL-31 cta chudt
nhit, 1a 3,2 va 1000 14n luot ddi v6i khang thé khang IL31R kiéu dai va khang thé khang
IL31R dong vo tinh 1. Nghia la, kha nang lién két phu thudc vao d6 pH cia khang thé
khang IL31R dong vo tinh 1 cao gép 300 14n kha ning lién két ctia WT. Cam bién d6 cta
khéng thé khéng IL31R dong vé tinh 1 & d6 pH=7,4 va d6 pH=5,5 dugc thé hién trén FIG.
27.
Do d6, nhén thdy ring, nhu trong trudng hop khéng thé khang thu thé IL-6 va khang

thé khang IL-6, khang th khang thu thé IL-31 lién két phu thudc vao d6 pH , ma lién két
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manh v6i khéang nguyén trong diéu kién trung tinh cta huyét tuong nhung lién két yéu
trong didu kién axit noi thé nhan, c6 thé duoc tao cAu trac b?ing cach dua cac dot bién thay |
thé histidin hodc dot bién twong tir chti yéu vao cac trinh tw axit amin cia CDR. Nhu duge
chi ra trong cac Vidu tu 1 dén 15, khang thé khang thu thé IL-6 ¢6 kha nang lién két phu
thude vao d6 pH sé& lién két lap lai véi thu thé IL-6 va PK/PD duoc cai thién dang ké. Nghia
13, d& xut ring khang thé khang IL31R dong vé tinh 1, c6 kha ning lién két phu thude vao
do pH, lién két lap lai v6i nhiéu khang nguyén véi PK/PD dugce céi thién dang ké so véi
khéng thé khang IL31R kiéu dai.

Vi du 18: Lién két Lip lai véi khang nguyén bing khang thé c6 sw lién két phu thuje
vao do pH

Biéu hién va tinh ché khang thé duoc str dung cho chudt nhét

Bén khéng thé khang thu thé IL-6 dwoc lam giéng nhu clia ngudi duge md ta dudi

day da duoc tao ra. Do cac khang thé lién két khong phu thude vao d6 pH véi thu thé IL-6,
WT-IgG1 bao gébm H (WT) (trinh tw axit amin: SEQ ID NO: 9) va L (WT) (trinh tur axit
amin: SEQ ID NO: 10), va H54/L.28-IgG1 bao gbém H54 (trinh ty axit amin: SEQ ID NO:
70) va 1.28 (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 12) dwoc bidu hién va tinh ché bang phuong
phép duge chi ra trong vi du 1. Khi cac khang thé lién két phu thudc vao do pH véi thu thé
IL-6, H170/1.82-IgG1 trong vi du 3 bao gdm H170 (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 4) va
L82 (trinh tu axit amin: SEQ ID NO: 7), va Fv4-IgG1 trong vi du 10 bao gbm VH3-IgG1
(SEQ ID NO: 23) va VL3-CK (SEQ ID NO: 27), dugc biéu hién va tinh ché bang phuong

phép duogc chi ra trong vi du 1.

Phan tich su lién két ciia mdi loai khang thé véi thu thé TL-6 hoa tan

Viéc phan tich dong hoc cta cac phan tng khang nguyén-khang thé & d6 pH=7,4 va
5 pH=5.8 duoc thuc hién bing cach sir dung Biacore T100 (GE Healthcare) d6i véi 4 loai
khang thé duoc tao ra: WT-IgG1, H54/1.28-1gG1, H170/L.82-1gG1 va Fv4-IgGl (dung
dich dém: MES 10mM (d6 pH=7,4 hodc do pH=5,8), NaCl 150mM, chét hoat déng bé

mat-P20 0,05%). Céc khéng thé nay duoc lién két trén chip cam bién di duge ¢b dinh
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recomb-protein A/G (Pierce) bang phuong phap lién hop amin, va SR344 duoc diéu chinh
t61 ndng do thich hop dwoc tiém vao d6 1am chét phan tich. Viéc két hop véi va phan ly ra
khoi SR344 ctia mdi loai khang thé duoc ghi lai dua trén thoi gian thuc. Tt ca cac phép do
ddu duoc thuc hién & nhiét d6 37°C. Hing sb téc do két hop k, (1/Ms) va hang sb toc do
phan ly kg (1/s) duoc tinh bing cach sit dung phin mém d4nh gia Biacore T100 (Biacore
T100 Evaluation Software) (GE Healthcare), va hiang s phan ly KD (M) dugc tinh dua

trén cac tri s6 nay (Bang 17).

Bang 17: So sanh tc do két hop (ky), tbe d6 phén ly (kg), va hing sb phan ly ctia mdi loai
khang thé khang thu thé IL-6 hoa tan (SR344)

pH=7,4 pH=5,8 Phu thude dé pH
Miu ka(1/Ms) kd(1l/s) KDM) ka(1/Ms)  kd (1/s) KD(M) kd(pH=5,8)/  kd(pH=5,8)/
kd(pH=7,4) kd(pH=7,4)

WT-IgG1 49E+05 9,4E-04  1,9E-09 8,9E+05  2,7E-03  3,1E-09 2,9 1,6
H54/1.28-1gG1 8,3E+05 1,4E-03  1,7E-09 2,4E+06  2,7E-03  1,1E-09 2,0 0,7
H170/L28-1gG1 6,7E+05 1,1E-03  1,6E-09 1,2E+05  1,3E-02  1,0E-07 11,4 61,9
Fv4-1gG1 9,8E+05  9,5E-04  9,7E-10 1,4E+06  3,7E-02  2,6E-08 38,8 27,3

Ty 18 4i luc (KD) & d6 pH=>5,8 va d6 pH=7,4 d6i v6i mdi khang thé dugc tinh. Ty 1¢
KD, ty 1€ nay chi ra sy lién két phu thude vao d6 pH véi SR344, 14 1,6, 0,7, 61,9 va 27,3 lan
lugt d6i véi WT-IgG1, H54/L28-IgG1, H170/L82-IgG1 va Fv4-IgG1. Ngoai ra, ty 1¢ toc
6 phén ly (kg) & 46 pH=5,8 va 46 pH=7,4 d6i v6i mdi khing thé da dugc tinh. Ty 18 kg, ty
18 nay chi ra tdc do phan ly phu thude vao do pH véi SR344, 12 2,9, 2,0, 11,4 va 38,8 lan’
luot dbi véi WT-IgG1, H54/1.28-1gG1, H170/1.82-IgG1 va Fv4-1gG1. Do d6, da xac nhan
duoc rﬁng H170/L82-IgG1 va Fv4-IgG1 c6 su lién két phu thudc vao d6 pH, trong khi céc
khéng thé thong thuong WT-IgG1 va H54/1.28-IgG1 it c6 kha nang nay. Ngoai ra, do &i luc
(KD) ctia cac khang thé nay & d6 pH=7,4 14 hau nhu twvong duong nén kha ning ching lién

két v6i SR344 trong huyét twong duogc cho 1a tuong duong.

Thir nghiém dugc dong hoc in vivo stt dung chudt nhét
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Dugc dong hoc ctia SR344 va khang thé khang thu thé IL-6 ctia nguoi duge danh gia
sau khi chi sir dung SR344 (thu thé IL-6 ctia ngudi, bao ché duoc trong Vi du 1) hodc st
dung ddng thoi SR344 va khang thé khang thu thé IL-6 cia ngudi cho chudt nhat khong
bidu hién thu thé IL-6 clia ngudi (C57BL/6J; khang thé khang thu thé TL-6 clia nguoi
khong lién két v6i thu thé IL-6 ciia chudt nhat). Dung dich SR344 (Spg/mL) hodc dung
dich hdn hop chtta SR344 va khang thé khang thu thé IL-6 ctia ngudi (1an luot 1a Spg/mL
v4 0,1mg/mL) duoc sit dung vao tinh mach dudi vé6i lidu duy nhit 10mL/kg. Do khang thé
khang thu thé IL-6 clia ngudi 6 mat véi lugng du da so voi SR344 nén cho rang héu nhu .
tAt ca céc phén tir SR344 ddu duoc lién két bang khéng thé nay. C4c mau mau da thu & thoi
diém 15 phut, 2 gio, 8 gio, 1 ngdy, 2 ngdy, 3 ngdy, 4 ngdy, 7 ngay, 14 ngay, 21 ngay va 28
ngay sau khi str dung. Cac miu méu da thu dugc ly tAm ngay trong thoi gian 15 phut & tbe
d5 15000 vong/phut va & nhiét d6 4°C dé thu dugc huyét tuong. Huyét tuong da tach duoc
bdo quan trong ngan da ¢ nhiét do -20°C hodc thip hon cho dén khi do. WT-IgGl1,
H54/1.28-1gG1, H170/1.82-IgG1 va Fv4-IgG1 duoc mo ta & trén duoc st dung lam khéang
thé khang thu thé IL-6 clia ngudi.

Do ndng do trong huyét trong ctia khang thé khang thu thé IL-6 ctia nguoi bang ELISA
Nong d6 khang thé khang thu thé IL-6 clia ngudi trong huyét tuong ctia chudt nhit
dugc do bang ELISA. Manh khang thé F(ab")2 khang IgG ctia ngudi (dic hiu véi chudi v)
(Sigma) duoc phén tén trén Nunc-ImmunoPlate MaxiSorp (Nalge Nunc International) va -
d& qua dém & nhiét do 4°C dé tao ra c4c dia da dugc b dinh khéng IgG cta nguoi. Cac mau
dudng cong hi€u chinh co6 néng do trong huyét twong 1a 0,8, 0,4, 0,2, 0,1, 0,05, 0,025 va
0,0125pg/mL, va cdc mAu huyét twong chudt nhit d& pha loing 100 1an hogc nhiéu hon
duoc bao ché. 200uL dung dich SR344 20ng/mL duge b6 sung vio 100pL mau dudng
cong hiéu chinh va miu huyét tuong, va tiép theo cac mau nay duoc dé trong thoi gian 1
gi0 & nhi€t do trong phong. Tiép theo, cdc mAu dugc phan tan vao céc dia da dugc c¢b dinh
khang IgG ctia ngudi, va dé trong thoi gian 1 gidr & nhiét do trong phong. Tiép theo, khéng
thé khang IL-6R ctia ngudi duoc biotin hoa (Biotinylated Anti-Human IL-6R Antibody)
(R&D) dugc bd sung vao dé phan tmg trong thoi gian 1 gidy & nhiét d¢ trong phong. Tiép
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theo, Streptavidin-PolyHRP80 (Stereospecific Detection Technologies) dugc bd sung vao
dé phan tng trong thoi gian 1 gi & nhiét do trong phong, va phan tng tao mau dugc thuc
hién bang cach st dung TMP One Component HRP Microwell Substrate (BioFX
Laboratories) 1am co chat. Sau khi dép tit phan tng bang dung dich axit sulfuric IN
(Showa Chemical), d6 hap thu & bude séng 450nm duoc do bang may doc vi dia. Nong do
trong huyét trong ctia chudt nhit duoc tinh tir d6 hip thu ctia dudng cong higu chinh bang
céch str dung phan mém phan tich SOFTmax PRO (Molecular Devices). Khoang thoi gian
theo ndng do trong huyét twong sau khi str dung qua dudng trong tinh mach nhu do dugc

bing phuong phap nay dugc thé hién trén FIG. 28.

Do ndng dd SR344 trong huyét tuong bang phuong phép phat quang dién hoa

Nong d6 SR344 trong huyét trong chudt nhit dugce do bang phwong phap phat quang
dién héa. Cac mau duong cong hidu chinh ctia SR344 di didu chinh téi néng do 2000,
1000, 500, 250, 125, 62,5 va 31,25pg/mL, va cac mau huyét tuong chudt nhét da pha lodng
50 14n hodc hon dugce chuin bi. Cac miu nay duoc tron véi dung dich chira khéng thé
khang IL-6R cta ngudi don dong (Monoclonal Anti-human IL-6R Antibody) (R&D) da
dugce danh dAu ruteni bang Sulfo-Tag NHS Ester (Meso Scale Discovery), khang thé khéng
IL-6R ctia nguoi duge biotin hda (Biotinylated Anti-human IL-6R Antibody) (R&D) Vé-
WT-IgG1, va tiép theo dé phan ting qua dém & nhiét d§ 37°C. Nong d6 cudi cling ctia
WT-IgG1 1a 333ug/mL, 12 ndng d6 du cta khang thé khang thu thé IL-6 ctia nguoi chira
trong c4c mau, nhim muc dich lién két véi hau hét cac phan tr SR344 trong mau véi
WT-IgG1. Tiép theo, cic mau duge phan tan vao dia MA400 PR Streptavidin (MA400 PR
Streptavidin Plate) (Meso Scale Discovery), va dé phan Umg trong thoi gian 1 & nhiét do
trong phong, va rira. Ngay sau khi phéan tdn Read Buffer T (x4) (Meso Scale Discovery),
viéc do duoc thuc hién béng cach str dung may doc Sector PR 400 (Sector PR 400 Reader)
(Meso Scale Discovery). Nong do ctia SR344 dugc tinh dua trén dap tng theo duong cong
hidu chinh bing cach st dung phdn mém phéan tich SOFTmax PRO (Molecular Devices).
Khoang thdi gian theo ndng d6 SR344 trong huyét twong sau khi st dung qua dudng trong

tinh mach nhu do duoc béng phuong phép nay duoc thé hién trén FIG. 29.
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Téc dung cia su lién két phu thudce vao d6 pH

Déi v6i khoang thoi gian theo ndng d6 khang th WT-IgG1 va H54/1.28-1gG1, cic .
khang thé nay khong ching to su lién két phu thudce vao d6 pH, va H170/L82-IgG1 va
Fv4-IgG1, cac khang thé nay chimg to su lién két phu thudc vao d6 pH, khoang thoi gian
theo ndng d6 1a hiu nhu gidng nhau d6i véi WT-IgG1, H54/L.28-IgG1 va Fv4-IgG1, trong
khi H170/L82-IgG1 duoc loai bd nhanh hon khéng dang ké. S6 lidu vé khoang thoi gian
theo ndng do trong huyét trong dugc phan tich bang phan mém phén tich dugc ddng hoc
WinNonlin (Pharsight). Thoi gian ban thai trong huyét tuong ctia WT-IgGl,
H54/1.28-1gG1, Fv4-IgG1 va H170/L28-IgG1 1an luot 14 21,0, 28,8, 26,2 va 7,5 ngay.

Nhu duge mé ta trong vi du 2, khi khang nguyén la khang nguyén hoa tan, khiang thé
duoc st dung s& lién két v6i khang nguyén trong huyét twong, va duge giit lai trong huyét
tuong dudi dang phtic hop khang nguyén-khang thé. N6i chung, khac véi thoi gian luu
khang thé trong huyét twong rat dai (tdc d6 loai bo 14 rit thap) do chitc ning ctia FeRn, thoi
gian luu khéang nguyén trong huyét twong la ngin (tc d6 loai bé 1a cao). Do d6, khang -
nguyén dugc lién két voi khang thé ¢ thoi gian luu trong huyét trong duoc kéo dai gidng
nhu thdi gian luu ciia khang thé (t5c d6 loai bo 1a rat thip). Tuong tu, khi khang nguyén ctia
khéng thé thu thé IL-6 dugc lam gibng nhu ctia ngudi, SR344 (thu thé IL-6 hoa tan cla
ngudi), duge st dung mot minh, SR344 dugc loai bod rat nhanh (thoi gian ban thai trong
huyét twong: 0,2 ngay). Tuy nhién, trong truong hop st dung dong thoi SR344 véi khéng
thé thong thuong, WT-IgG1 hodc H54/1.28-IgG1, c4c khéng thé nay khong chimg to sur
lién két phu thudc vao do pH, tbe do loai bo ctia SR344 giam dang ké, va thoi gian luu
trong huyét trong ctia SR344 dugc kéo dai (thoi gian ban thai trong huyét tuong: 5,3 ngay
dbi véi WT-IgG1, 6,3 ngay ddi véi H54/1.28-IgG1). Piéu nay 1a do hdu nhu tit ca céc phan
tr SR344 molecules déu duoc lién két boi cac khang thé duoc sir dung cliing nhau, va do d6
SR344 duoc cac khang thé nay lién két c¢6 thoi gian luu trong huyét tuong duge kéo dai
gibng nhu thdi gian lwu ctia khang thé, do chiic ning ctia FcRn nhu duge mé ta & trén.

Trong trudng hop st dung ddng thoi SR344 véi khang thé H170/L82-IgG1 hodc
Fv4-IgG1, cac khang thé nay chimg t6 su lién két phu thudc vao d6 pH, viéc loai bd SR344
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14 rét nhanh (thoi gian ban thai trong huyét twong: 1,3 ngay dbi véi H170/1.82-IgG1, 0,6
ngay ddi véi Fv4-IgGl), so véi trudng hop sit dung dong thoi véi WT-IgG1 hodc
H54/1.28-IgG1. Xu huéng nay la ddc biét ro rét dbi véi Fv4-1gG1. Do éi lyc cua Fv4-I1gGl
6 do pH=7,4 1a twong duong hoac manh hon ai luc cia WT-IgG1 va H54/1.28-1gG1, dugc
cho rang gin nhu tit ca céc phén tir SR344 déu duoc lién két véi Fv4-IgGl. Ngay ca khi
Fv4-IgG1 ching to thoi gian luu trong huyét trong twong dwong hozc 14u hon khong dang
ké va tbc d6 loai bd chdm hon so véi WT-IgG1 va H54/1.28-IgG1, thi viée loai bd SR344
da lién két v6i Fv4-IgG1 1a rt nhanh. Diéu nay c6 thé giai thich duge bang k§ thuit theo
sang ché nhu dugc thé hién trén FIG. 4. Trong trudng hop céc khang thé thong thuong
khong chimg to su lién két phu thude vao d6 pH, thi phirc hop khéng thé-khang nguyén hoa
tan dugc hip thu vao thé nhan bing qua trinh 4m bao trong huyét tuong, va lién két voi
FcRn duoc bidu hién trong thé nhan trong diéu kién axit ni thd nhan. Do phite hop khéng
thé-khang nguyén hoa tan da lién két vi FcRn chuyén téi bé mit té bao nhu thuong 18, va
lai quay vé huyét tuong, khang nguyén di lién két voi khang thé ¢ thoi gian lwu trong
huyét twong duoc kéo dai gidng nhu thoi gian lwu ctia khang thé (viée loai bo 1a rat cham).
Mat khéc, trong truong hop céc khang thé ¢6 su lién két phu thudéc vao dd pH, khéang
nguyén s& phan ly ra khoi khéang thé trong diéu kién axit ndi thé nhan, va do dé chi c6
khang thé 1ién két voi FcRn va quay tré lai huyét tuong. Do khang nguyén da phan ly ra
khoi khang thé bi phan hity trong lysosom ma khong quay tré lai huyét tuong nén viée loai
bo khang nguyén 13 rit nhanh so véi trudng hop cac khang thé khong chimg t6 su lién két
phu thudc vao d6 pH. Tirc 14 trong truong hop sir dung ddng thoi SR344 véi khang thé
WT-IgG1 hoic H54/1.28-IgG1, céc khang thé nay khong chimg to su lién két phu thudc
vao d6 pH, viéc loai bo SR344 véi mirc d6 twong tu nhu khéng thé, do SR344 lién két véi
WT-IgG1 hoic H54/L28-IgG1 ca trong huyét tuong l?ln. trong thé nhan. Trai lai, trong .
trudong hop st dung ddng thoi SR344 v6i khang thé H170/L.82-IgG1 hodc Fv4-IgGl, cac
khang thé nay chimg t6 su lién két phu thude vao d6 pH, viéc loai bd SR344 14 rat nhanh,
do SR344 phan ly ra khoi khéng thé trong méi trudmg c6 d6 pH thap néi thé nhan. Nghia 14,
do cac khang thé H170/L.28-IgG1 va Fv4-IgG1, cac khang thé ching to su lién két phu

thudc vao do pH, phan ly ra khoi SR344 trong moi truomg ¢ d6 pH thip noi thé nhan nén
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phan 16n H170/1.82-1gG1 hodc Fv4-IgG1 da quay trd lai huyét twong bang FcRn dugc tin
1a khong dugc lién két véi SR344. Do d6, nhu duoc thé hién trén FIG. 4, cho thiy rang
bang cach phan ly ra khoi khang nguyén trong mdi trudng c6 d6 pH thdp noi thé nhan va
quay trd lai huyét twong bang FcRn ma khong lién két v&i khang nguyén, khang thé ching
t6 su lién két phu thude vao d6 pH c6 thé lai lién két voi khang nguyén trong huyét twong.
Cling d4 biét rang bang cach lap lai quy trinh niy, khang thé chimg té su lién két phu thude
vao do pH c6 thé lién két lap lai v6i nhidu khang nguyén. Diéu nay ph hop véi s6 lidu
Biacore duoc thé hién trong vi du 7, cho théy réng céac khang thé phu thude vao do pH cé
thd lién két lap lai v6i céc khang nguyén. Do d6, bang cach ting cuong su lién két phu
thudc vao do pH cta khang thé véi khang nguyén, s6 1an lién két véi khang nguyén 1ap lai |
c6 thé tang 1én.

Khi khang nguyén la khang nguyén hoa tan, va khang nguyén nay lién két voi khang
thé trong diéu kién trung tinh ctia huyét trong, nhung phén ly ra khoi khang thé trong thé
nhén va khang thé quay tré lai huyét twong bing FcRn, khang thé nay lai c6 thé lién két véi
khang nguyén trong diéu kién trung tinh ctia huyét tuong. Do d6, khang thé c6 kha ning
phan ly ra khoi khang nguyén trong didu kién axit noi thé nhan c6 thé lién két véi khang
nguyén nhiéu 1an. So v&i khi khéang nguyén di lién két voi khang nguyén khong phan ly ra
khoi khang thé nay trong thé nhan (tirc 1a khang nguyén da lién két voi khang thé s& quay
tré lai huyét twong), néu khang nguyén da lién két voi khang thé phan ly ra khoi khang thé
nay trong thé nhan thi tbc d6 loai bo khdng nguyén trong huyét twong gia ting, do khéng
nguyén nay dugc chuyén téi lysosom va bi phan hity. Do dé, tdc d6 loai bo khang nguyén '
trong huyét twong ¢ thé dugc sit dung lam chi sb dé xac dinh khang thé nao lién két véi
khang nguyén nhidu lan. Viéc xéc dinh tdc d6 loai bd khang nguyén trong huyét twong ¢6
thé thuc hién duoc, vi du, bang cach sir dung khang nguyén va khang thé in vivo, va tiép
theo do ndng d6 khang nguyén trong huyét tuong sau khi str dung, nhu dugc thé hién trong
phan Vi du thuc hién sang ché.

Khang thé ¢6 su lién két phu thude vao d6 pH c6 thé lién két lap lai voi nhidu khang

nguyén khac véi truong hop khang thé thong thuong khong chimg to sy lién két phu thude
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vao d6 pH. Do d6, luong khang thé dugc sir dung c6 thé giam dang ké, va khoang thoi gian
str dung c6 thé kéo dai hon.

Su lién két 1ap lai v6i nhidu khéng nguyén trong co ché nay 1a dua trén phan tng
khang nguyén-khang thé phu thudc vao do pH. Do 4o, bét ké loai khang nguyén nao, néu
khéng thé chimg t6 sy lién két phu thude vao do pH lién két véi khang nguyén & d6 pH=7,4
ctia huyét twong nhung phan ly ra khéi khang nguyén & d pH axit ndi thé nhan c6 thé dugc
tao cAu truc, tiép theo khang thé nay c6 thé lién két lp lai v6i nhiéu khang nguyén. Do d6,
k¥ thuét theo sang ché hitu ich & chd n6 ¢6 thé 4p dung khong chi cho céc khang thé khang
thu thé IL-6, IL-6 va thu th8 IL-31, ma con dbi v6i khang thé bat ky khang khang nguyén
bét ky, bat ké loai khang nguyén.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuwong phép san xuét duoc chét, trong d6 phuong phép nay bao gém céc budc:

(a) xé4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén ctia khang thé & do pH nam trong
khoang tir 6,7 dén 10,0;

(b) x4c dinh hoat tinh lién két khang nguyén cua khang thé & d6 pH nam trong
khoang tir 4,0 dén 6,5;

(©) chon khéng thé ¢6 hoat tinh lién két khang nguyén & do pH niam trong khoang tir
6,7 dén 10,0 16n hon so vé6i hoat tinh lién két v&i khang nguyén & d6 pH nim trong
khoang ttr 4,0 dén 6,5;

(d) thu gen ma hoa khang thé chon duoc trong budc (¢); va

(e) san xudt khang thé bang cach sir dung gen thu dugc trong buédce (d),

trong d6 duoc chit chira khang thé bt ky trong s céc khang thé dudi day:

(1) khéng thé ¢6 thoi gian luu trong huyét thanh 14u hon;

(ii) khang thé ¢ kha ning lién két v&i khang nguyén hai hogc nhiéu lan khi dwoc do &
dong vat bao gdm té bao biéu hién FcRn;

(iii) khéng thé c6 kha ning lién két voi nhidu khéang nguyén hon so voi sb vi tri lién két
khang nguyén cua né khi duge do & dong vt bao gdm té bao biéu hién FcRn;

(iv) khang thé ma phén ly khang nguyén da duoc lién két ngoai bao bén trong té bio;

(v) khang th8 duogc lién két voi khang nguyén va duogc hip thu vao té bao, va duoc giai
phoéng ra khoi té bao dudi dang khong chira khang nguyén; hodc

(vi) khang thé duoc gia ting kha ning loai bo khdng nguyén trong huyét thanh.

2. Phuong phép san xuit duoc chét, trong d6 phuong phap nay bao gbm cac budc:
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(a) cho khang thé lién két v6i khang nguyén trong didu kién d6 pH nim trong
khoang tir 6,7 dén 10,0;

(b)  dé khang thd d lién két v6i khang nguyén néu trong budc (a) trong diéu kién d6
pH nam trong khoang tur 4,0 dén 6,5;

(c) thu gom khéng thé da phén ly trong diéu kién d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén
6,5;

(d) thu gen ma héa khang thé thu dugc trong bude (c); va

(e) san xuit khang thé bang cach st dung gen thu dugc trong buée (d),

trong d6 duoc chit chira khang thé bét ky trong sb cac khang thé dusi day:

(1) khang thé c6 thoi gian luu trong huyét thanh 14u hon;

(ii) khang thé c6 kha ning lién két v6i khang nguyén hai hozc nhiéu lan khi duoc do &
dong vat bao gém té bao biéu hién FcRn;

(iii) khang thé c¢6 kha ning lién két v6i nhidu khang nguyén hon so véi s6 vi trf lién két
véi khang nguyén ctia n6 khi duge do ¢ dong vat bao gém té bao biéu hién FcRu;

(iv) khang thé ma phan ly khéang nguyén da duoc lién két ngoai bao bén trong té bao;

(v) khang thé duoc lién két voi khang nguyén va duoc hép thu vao t& bao, va duoc giai
phéng ra khoi t bao dudi dang khoéng chira khéng nguyén; hogc

(vi) khang thé duoc gia ting kha ning loai bd khang nguyén trong huyét thanh.

3. Phuong phap san xut dugc chat, trong d6 phuwong phép nay bao gdm cac budc:

(a) cho khang nguyén lién két véi cot da duge ¢ dinh khéng nguyén trong diéu kién
d6 pH thir nhét;

(b)  giai hip khang thé, khang thé nay da dugc lién két véi cot & do pH thir nhit, ra
khoi cot trong didu kién pH thit hai;

(c) thu gom khang thé da duoc giai hap;

(d)  thu gen ma hoa khang thé thu dugc trong buédce (c); va
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(e) san xuit khang thé bang cach sir dung gen thu dugc trong bude (d),

trong d6 dugc chét chira khang thé ¢6 hoat tinh lién két & d6 pH thir nhit cao hon so véi
hoat tinh lién két & d6 pH thu hai, trong d6 do pH thir nh4t ndm trong khoang tir 6,7 dén
10,0 va do pH thir hai nim trong khoang tir 4,0 dén 6,5, va khang thé theo muc bat ky
trong sb cac muc dudi day:

(i) khang thé c¢6 thoi gian luu trong huyét thanh 1au hon;

(ii) khang thé c6 kha ning lién két v6i khang nguyén hai hozc nhiéu 14n khi duoc do &
dong vat bao gom té bao biéu hién FcRn;

(i) khang thé c6 kha ning lién két v6i nhidu khang nguyén hon so véi sb vi trf lién két
véi khang nguyén cua n6 khi duge do & dong vat bao gém té bao bidu hién FcRn;

(iv) khéng thé ma phan ly khang nguyén da dugc lién két ngoai bao bén trong té bao;

(v) khéang thé duoc lién két voi khang nguyén va dugc hap thu vao té bao, va duoc giai
phéng ra khoi t& bao duéi dang khdng chira khang nguyén; hogc

(vi) khang thé duoc gia ting kha niang loai bé khang nguyén trong huyét thanh.

4. Phuong phap san xuit dugc chét, trong d6 phuong phép nay bao gbm céc budc:

(a)  cho thu vién khang thd lién két v6i cot da dugc ¢ dinh khdng nguyén trong diéu
kién pH thir nhit;

(b)  giai hip khang thé ra khoi cot trong diéu kién d6 pH thit hai;

(c)  khuéch dai gen ma hoa khang thé da dugc giai hip;

(d)  thu gom khang thé da duoc giai hip;

(e) thu gen ma hoa khang thé thu gom dugc trong bude (d); va

63) san xuit khang thé st dung gen thu dugc trong budc (e),

trong d6 duoc chét chira khang thé ¢6 hoat tinh lién két & d6 pH thir nhit cao hon so véi

hoat tinh lién két & do pH thér hai, trong d6 d6 pH thir nhit nim trong khoang tir 6,7 dén
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10,0 va do pH tht hai ndm trong khoang tir 4,0 dén 6,5, va khang thé 1a khang thé theo
muc bét ky trong s6 cac muc dudi day:

(i) khéng thé c6 thoi gian luu trong huyét thanh 1au hon;

(ii) khang thé c6 kha ning lién két v6i khédng nguyén hai hodc nhidu 14n khi dugce do &
dong vit bao gdm té bao biéu hién FcRn;

(iii) khang thé c6 kha ning lién két v&i nhidu khéang nguyén hon so véi s6 vi tri lién két
véi khang nguyén ctia n6 khi duoc do ¢ dong vét bao gérri té bao biéu hién FcRn;

(iv) khang thé ma phan ly khang nguyén da duoc lién két ngoai bao bén trong té bao;

(v) khéng thé duoc lién két v6i khang nguyén va dugc hip thu vao té bao, va dugc giai
phong ra khoi té bao dudi dang khong chita khang nguyén; hodc

(vi) khang thé duoc gia ting kha ning loai bé khang nguyén trong huyét thanh.

5. Phuong phap san xut theo diém bét ky trong sb cac diém 1 dén 4, trong d6 phuong
phap nay con bao gdm budc thay thé it nhét mot axit amin ctia khang thé bang histidin,

hodc cai it nhit mot histidin vao khang thé nay.
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<150> JP 2009-068744
<151> 2009-03-19

<160> 70

<170> PatentIn version 3.4
<210> 1

<211> 119

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdng hop bi3ng con dudng nhadn tao

<400> 1

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

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Asp Asp
20 25 30

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

Ile Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

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

Ala Arg

Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Ser

Leu Ser

Ser Leu
100

Val Thr
115

107
PRT
Nhén tao
Trinh tu

2

Gln Met

Val Thr
20

Leu Asn Trp Tyr

Tyr Tyr
50

35

Gly Ser

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>

Ala Ala

Gly Gln
100

3
119
PRT

32200

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ala Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly

Val Ser Ser

peptit dugc

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Glu Leu His
55

Thr Asp Phe
70

Thr Tyr Tyr
85

Gly Thr Lys

105

tdng hop b3ng con dudng

Pro Ser Ser Leu Ser Ala
10

Gln Ala Ser Gln Asp Ile
25

Pro Gly Lys Ala Pro Glu
40 45

Ser Gly Val Pro Ser Arg
60

Thr Phe Thr Ile Ser Ser
75

Cys Gly Gln Gly Asn Arg
90

Vval Glu Ile Glu
105

-151-

110

nhin tao

Ser Val Gly
15

Ser Ser Tyr
30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Glu Ala
80

Leu Pro Tyr
95



<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu

<400> 3

Gln Vval Gln Leu

1

Thr Leu Ser Leu

20
His Ala His Ser
35

Ile Gly Tyr Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Lys

Ala Arg

Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Ser

Val
115

4
119
PRT
Nhan

Val

Ser

Leu

100

Thr

tao

Trinh tu

4

Gln Vval Gln Leu

1

Thr Leu Ser Leu

peptit duoc

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

val

Glu

Cys

Val

Tyr

Ile

70

val

Arg

Ser

Ser

Ala

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Thr

Ser

32200

tdng hop bdng con dudng

Gly Pro

Val Ser
25

Gln Pro

40

Gly Ile

Arg Asp

Ala Ala

Thr Ala
105

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp
90

Met

Leu

His

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Val

Ser

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Ala

Trp

nhén tao

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly
110

Ser

15

His

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Glu

Glu

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly

peptit duoc tdéng hop bang con dudng nhdn tao

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

5

10

15

Thr Cys Ala Val Ser Gly His Ser Ile Ser His His

-152-



His Ala His
35

Ile Gly Tyr
50

Lys Gly Arg
65

Leu Lys Leu

Ala Arg Val

Thr Leu Val
115

<210> 5
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223>

<400> 5

Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

His Ala Trp
35

Ile Gly His
50

Lys Gly Arg

20

Ser

Ile

val

Ser

Leu

100

Thr

tao

Trinh tu

Leu

Leu

20

Ser

Ile

val

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

val

Val

Tyr

Ile

70

Val

Arg

Ser

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Ile

Ser

peptit duoc

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Glu

Cys

Val

Tyr

Ile

Ser

Ala

Arg

Ser

55

Ser

32200

25
Gln Pro
40
Gly Ile
Arg Asp

Ala Ala

Thr Ala
105

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Met

Gly

His

Ser

75

Thr

Asp

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

His

Gly

45

Asn

Asn

Ala

Trp

tdng hop bang con dudng

Gly Pro

Val Ser
25

Gln Pro
40

Gly Ile

Arg Asp

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

-153-

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

Val

Ser

Glu

TyTr

60

Lys

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly
110

Glu

His

Phe

Tyr

95

Glu

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly

nhan tao

Pro

ser

30

Leu

Pro

Gln

Ser

15

His

Glu

His

Phe

Glu

Asp

Trp

Leu

Ser



65

Leu Lys

Ala Arg

Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Ser

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Leu Ser

Phe Leu
100

Val Thr
115

6

107

PRT

Nhin tao
Trinh tu

6

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Gly Ser

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>

Ala Ala

Gly Gln
100

7

70

32200

75

80

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ala Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Arg Ile Thr Ala His Asp His Trp Gly Glu Gly

Val Ser Ser

peptit duogc

Thr

Ile

Gln

His

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

105

tdng hop b3ng con dudng

Pro Ser Ser Leu Ser Ala
10

Gln Ala Ser Gln His Ile
25

Pro Gly Lys Ala Pro Glu
40 45

Ser Gly Val Pro Ser Arg
60

Thr Phe Thr Ile Ser Ser
75

Cys Gly Gln Gly Asn Arg
90 :

Val Glu Ile Glu
105

-154-

110

nhén tao

Ser Val Gly
15

Ser Ser His
30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Glu Ala
80

Leu Pro Tyr
95



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Ser

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Ser

107
PRT
Nhan tao
Trinh tu

7

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Gly Ser

Ser Gly

Ala Ala

Gly Gln
100

8

107

PRT
Nhin tao
Trinh tu

8

Gln Met

Val Thr
20

peptit dugc

Thr

Ile

Gln

His

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

32200

tdng hop bing con dudng

Pro Ser Ser Leu Ser Ala
10

Gln Ala Ser Gln Asp Ile
25

Pro Gly Lys Ala Pro Glu
40 45

Ser Gly Val Pro Ser Arg
60

Thr Phe Thr Ile Ser Ser
75

Cys Gly Gln Gly Asn Arg
90

Val Glu Ile Glu
105

peptit duoc tdng hop bidng con dudng

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

5

10

Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile

25

-155-

nhdn tao

Ser Val Gly
15

Ser Ser His
30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Glu Ala
80

Leu Pro Tyr
95

nhin tao

Ser Val Gly
15

Ser Ser His
30



Leu Asn Trp
35

Tyr Tyr Gly
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Ala

Thr Phe Gly

<210> 9
<211> 448
<212> PRT
<213> Nhéan

<220>
<223>

<400> 9

Gln VvVal Gln
1

Thr Leu Ser

His Ala Trp
35

Ile Gly Tyr
50

Lys Ser Arg
65

Leu Arg Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

tao

Trinh tu

Leu

Leu

20

Ser

Ile

val

Ser

Gln

His

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

peptit duoc

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser
85

Glu

Cys

vVal

Tyxr

Met

70

val

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Leu

Thr

32200

Pro Gly

40

His Gly

Thr Phe

Cys Gly

val Glu
105

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Glu

Pro

Ser

60

Ser

His

Glu
45
Arg

Ser

Arg

tdng hop b3ng con dudng

Gly Pro

Val Ser
25

Gln Pro

40

Gly Ile

Arg Asp

Ala Ala

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp
90
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Leu

Tyr

Gly

Thr

Ser

75

Thr

val

Ser

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Leu

Phe

Leu

Leu

nhén tao

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Ile

Gly

Ala

80

Tyr

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys
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Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Ser Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 _ 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

vVal Ser Val Leu Thr Vval Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
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305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 _ 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 : 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210> 10

<211l> 214
<212> PRT
<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Trinh ty peptit duoc téng hop bang con dudng nhidn tao

<400> 10

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
20 25 : 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
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35 40 45

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

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

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 11

<211> 119
<212> PRT
<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit duogc tdng hop bidng con dudng nhin tao
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<400> 11
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Asp Asp
20 25 30

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

Ile Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ala Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Val Leu Ala Arg Ile Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr val Ser Ser
115

<210> 12

<211> 107
<212> PRT
<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdng hop badng con dudng nhln tao

<400> 12

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

Asp Ser Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Glu Leu Leu Ile
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35

Tyr
50

Ser
65

Glu

Thr

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

13

DNA
<220>
<223>

<400> 13
atgggatgga

gtccaactgc
tgcgccgtgt
cctggagaag
ccatctctca
aaactcagca
cggactacgg
accaagggcc
gcggccctgg
tcaggcgccc
tactccctca
tgcaacgtga

tgtgacaaaa

Tyr Gly

Gly Ser

Asp Ala

Phe Gly

1404

Nhan

Trinh tu

Ser Glu

Gly Thr

Leu

Asp

40

His Ser

55

Phe Thr

70

Thr
85

Ala

Gln
100

Gly

tao

gctgtatcat
aggagagcgg
ctggctactc
gtcttgagtg
aaggcagagt
gcgtgacagce
ctatggacta
catcggtcett
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc

ctcacacatg

Tyr

Thr

Tyr Cys

Lys Val

cctecttettg
tccaggtcett
aattagcgac
gattggatac
gacaatatcg
cgccgacacc
ctggggtgaa
ccecectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacacc

cccaccgtgce

Gly

Phe

Gln

Glu
105

32200

val

Thr
75

Gln
90

Ile Glu

gtagcaacag
gtgaaaccta
gatcatgcct
attagttata
agagacacca
gcggcettatt
ggcaccctecg
ccctecteca
ttccccgaac
ttcceggetg
tccagcaget
aaggtggaca

ccagcacctg

-161-

45

60

Gly Asn Ser Leu

nucleotit dugc tdng hop bidng con dudng

ctacaggtgt
gcgagaccct
ggagctgggt
gtggaatcac
gcaagaacca
attgtgcaag
tcacagtctc
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaaagttga

aactcctggg

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ile Ser Ser Leu Glu Ala

80

Pro Tyr
95

nhé&n tao

ccactcccag
gagcctgacc
tcgccagcca
aaactataat
gttcagcctg
atccctagcet
ctcagcctcecc
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatcet

gggaccgtca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gtcttcctct
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct
agcctctcecce
<210>
<211>

<212>
<213>

14
321
ADN

<220>
<223>

<400> 14
gacatccaga

atcacctgtce
ggaaaggctc
agattcagcg
gaggacgccg

gggaccaagg

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

15
15
PRT

<220>

<223>

<400> 15

tccececccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctccaacaa
cccgagaacce
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcettect
tctcatgcete

tgtctccggg

Nhan tao

tgacccagag
aagccagcca
cagagctgct
gtagcggtag
ctacctacta

tggaaatcga

Nhén tao

acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctecca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaa

cccaagcagc
ggacatcagc
gatctactac
cggtaccgac
ctgcgggcag

a

32200

accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gcccccateg
accctgcccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctgc

ctgagcgcca
agttacctga
ggctccgaac
ttcaccttca

ggtaaccggc

-162-

tctccecggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcctcece
acaagagcag

acaaccacta

Trinh tu nucleotit dugc téng hop bang con dudng

gcgtgggtga
attggtacca
tgcactctgg
ccatcagcag

ttccatacac

ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

nhdn tao

cagcgtgacc
gcagaagcca
tgtgccaagc
cctcgaggca

gttcggccaa

Trinh tu peptit dugc tdng hop badng con dudng nhin tao

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1404

60

120

180

240

300

321



32200

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15
<210> 16
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu mdi duoc tdng hop bdng con dudng nhdn tao

<400> 16
ttcccaccag cctgtcecegece tctg

<210> 17

<211l> 24

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu mdi duoc tdng hop bidng con dudng nhédn tao

<400> 17
cgtgaagcca aaggccccac tccc

<210> 18
<211l> 32
<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu mdi duoc tdng hop bang con dudng nhin tao

<400> 18
tagaattcca ccatgctggc cgtcggctgce gc

<210> 19

<211> 57

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu mdi dugc tdng hop bdng con dudng nhin tao

<400> 19
attgcggceg cttatcagtg gtgatgatga tgatgtggta ccgaagaaga atcttge

<210> 20

-163-

24

24

32

57



<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 20
gaattccacc

ggcggcgcetyg
tctgccagga

tgttcactgg

gggaaggagg
ccgggecggce
ccagctctcc
gagcacccca
ggccgaagac
gttggcagtc
tgtcgggagc
tcecgectgcece
ctggcaagac
tcgagctgaa
tgtcatccac
gttcgggcaa
atccaggagt
taaagatgat
agattcttcect
<210>
<211>

<212>
<213>

21
449
PRT

<220>
<223>

1131

Nhén tao

atgctggccg
gccceccggggg
gacagcgtga
gttctcagga
ctgctgctga
cgcccggetg
tgcttccgga
tctccgacga
ttccaggagc
ccggagggag
aagctcagca
aacatcacag
ccccactcect
cggtcaaaga
gacgcctgga
ggcgagtgga
cctccagctg
gataatattc

tcggtaccac

Nhén tao

tcggectgcgce
gctgccctge
ctctgacctg
agccagctgt
ggtcggtgca
gaactgtgca
agagccccct
ccaaggctgt
cgtgccagta
acagctcttt
aaactcagac
tcactgcegt
ggaactcatc
cattcacaac
gcggcctgag
gcgagtggag
agaacgaggt
tctccagaga

atcatcatca

32200

gctgctgget
acaggaggtg
cccaggggga
aggctcccac
gctccatgac
cttgctggtg
cagcaacgtt
gctgttggtg
ttcccaggag
ctacatagtg
ctttcagggt
ggccagaaac
tttctacaga
atggatggtc
gcacgtggtg
cccggaggcec
gtccacccce
ttctgcaaat

tcaccactga

-164-

Trinh tu nucleotit duoc tdng hop bang con dudng

gccctgetgg
gcgagaggtg
gagccggaag
ctcagcagat
tctggaaact
gatgttcccce
gtttgtgagt
aggaagtttc
tcccagaagt
tccatgtgeg
tgtggaatct
ccecegetgge
ctacggtttg
aaggacctcc
cagcttegtg
atgggcacgc
acgcaggcac
gcgacaagcc

taagcggccg

nhidn tao

ccgcgccggg
tgctgaccag
acaatgccac
gggctggcgt
attcatgcta
ccgaggagcec
ggggtcctcg
agaacagtcc
tctcctgeca
tcgccagtag
tgcagcctga
tcagtgtcac
agctcagata
agcatcactg
cccaggagga
cttggacaga
ctactactaa
tcccagtgcea

C

Trinh tu peptit duoc tdng hop bdng con dudng nhan tao

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1131



32200

<400> 21

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

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser His Asp
20 25 30

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

Ile Gly His Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro His Leu
50 55 60

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

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ala Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Phe Leu Ala Arg Ile Thr Ala His Asp His Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

-165-



32200

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 . 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
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32200

420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

<210> 22

<211> 449
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdéng hop bang con dudng nhdn tao

<400> 22

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

. Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser His Asp
20 25 30

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

Ile Gly His Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro His Leu
50 55 60

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

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Phe Leu Ala Arg Ile Thr Ala His Asp His Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
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32200

130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

vVal Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

-168-



Leu Pro Pro
355

Cys Leu Val
370

Ser Asn Gly
385

Asp Ser Asp

Ser Arg Trp

Ala Leu His
435

Lys

<210> 23
<211> 449
<212> PRT
<213> Nhan

<220>
<223>

<400> 23
Gln Val Gln

1

Thr Leu Ser

His Ala Trp
35

Ile Gly Phe
50

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

tao

Trinh tu

Leu

Leu

20

Ser

Ile

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

peptit duogc

Gln

Thr

Trp

Ser

Glu

Cys

vVal

Tyr

Ser

Ala

Arg

Ser
55

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

32200

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr
395

Ser Lys
410

Ser Cys

Ser Leu

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

tdng hop badng con dudng

Gly

val

Gln

40

Gly

Pro

Ser

25

Pro

Ile

Gly Leu

10

Gly His

Pro Gly

Thr Asn

-169-

Val

Ser

Glu

Tyr
60

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

ser

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

nhdn tao

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Ser

15

His

Glu

Ser

Glu

Asp

Trp

Leu



32200

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

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

Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Glvaro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
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Ala

vVal

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

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

<220>
<223>

275

Thr Lys

Val Leu

Cys Lys

Ser Lys
340

Pro Ser
355

Val Lys

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln
420

His Asn
435

24

449

PRT
Nhé&n tao

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Arg

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
440

32200

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

285

Thr

Asn

Pro

Gln

vVal

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Trinh tu peptit dugc tdng hop bing con dudng nhin tao
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32200

<400> 24

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

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly His Ser Ile Ser His Asp
20 25 30

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

Ile Gly Phe Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Thr Leu
50 55 60

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

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

Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 : 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205
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32200

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
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32200

420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

LysS

<210> 25

<211l> 214
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdng hop bdng con dudng nhan tao

<400> 25

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

Asp Ser Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Arg Asp Ile Ser Ser His
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Glu Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Gly Ser His Leu Leu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala
65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gly Gln Gly Asn Arg Leu Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
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130

Lys Val Gln
145

Glu Ser Vval

Ser Thr Leu

Ala Cys Glu
195

Phe Asn Arg
210

<210> 26
<211> 214
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223>

<400> 26

Asp Ile Gln
1

Asp Ser Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Tyr Gly
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Ala

Trp

Thr

Thr

180

Vval

Gly

tao

Trinh tu

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

val

150

Gln

Ser

His

Cys

135

Asp

Asp

Lys

Gln

peptit duogc

Thr

Ile

Gln

His

Thr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Asn

Ser

Ala

Gly
200

32200

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gln

155

Ser

Glu

Ser

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

tdng hop bdng con dudng

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

-175-

Leu

Arg

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Glu

45

Arg

Ser

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Leu

175

vVal

Lys

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

nhdn tao

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

His

Ile

Gly

Ala

80

Tyr



Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

<220>
<223>

<400>

Gly

vVal
115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

27
214
PRT
Nhén

Gln

100

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

180

vVal

Gly

tao

Trinh tu

27

Asp Ile Gln Met

1

Asp Ser Val Thr

20

Leu Asn Trp Tyr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

peptit duogc

Thr Gln Ser

5

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

32200

90

Val Glu Ile Glu Arg Thr
105

Pro Ser Asp Glu Gln Leu
120 125

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
140

Asn Ala Leu Gln Ser Gly
155

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
170

Ala Asp Tyr Glu Lys His
185

Gly Leu Ser Ser Pro Val
200 205

tdng hop badng con dudng

Pro Ser Ser Leu Ser Ala
10

Gln Ala Ser Thr Asp Ile
25

Pro Gly Lys Ala Pro Glu

-176-

95

Val Ala
110

Lys Ser

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu
175

Lys Val
190

Thr Lys

nhdn tao

Ser Val
15

Ser Ser
30

Leu Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

His

Ile



32200

35 40 45

Tyr Tyr Gly Ser His Leu Leu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala
65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gly Gln Gly Asn Arg Leu Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Glu Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 , 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 28

<211l> 326

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

-177-



32200

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Vval Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr
65 70 75 ‘ 80

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
115 120 125

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
130 135 140

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
145 150 155 160

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn
165 170 175

Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His GIln Asp Trp
180 185 190

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro
195 200 205

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu
210 215 220

-178-



Pro Gln Vval
225

Gln Val Ser

Ala Val Glu

Thr Pro Pro
275

Leu Thr Val
290

Ser Val Met
305

Ser Leu Ser

<210> 29
<211l> 324
<212> PRT
<213> Nhén

<220>
<223>

<400> 29
Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu
35

Gly Vval His
50

Tyr

Leu

Trp

260

Met

Asp

His

Pro

tao

Trinh tu

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

peptit duoc

Gly

Ser

vVal

Phe

Pro

Thr

Thr

Pro

Ser

Ala

vVal

Ala
55

Pro

Val

Gly

Asp

280

Trp

His

32200

Ser Arg

Lys Gly
250

Gln Pro
265
Gly Ser

Gln Gln

Asn His

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Met
Pro
Asn
Leu
285

Val

Gln

tdng hop bdng con dudng

val

Ala

Ser

40

Val

Phe Pro
10

Leu Gly
25

Trp Asn

Leu Gln

-179-

Leu

Cys

Ser

Ser

Ala

Leu

Pro

val

Gly Ala

Ser Gly

60

45

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320

nhén tao

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Ser



Leu

65

TyTr

Thr

Pro

Thr

Val

145

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

Gln

Ala

Ser

Thr

Val

val

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

val

Val

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

val

Phe

Gly

195

Ile

Val

Ser

Glu

Val

Asn

Arg

100

Gly

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
260

val

vVal

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

Val

Tyxr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Val

His

Cys

val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Pro

Lys

vVal

Phe

120

Pro

Val

Thr

vVal

Cys

200

Ser

Pro

Val

Gly

32200

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
265

Ser

Ser

90

Cys

Phe

val

Phe

Pro

170

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

250

Pro

-180-

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Gly
Lys
Cys
Lys
125
vVal
Tyr
Glu
His
Lys
205
Gln
Met

Pro

Asn

Thr

vVal

Pro

110

Pro

val

vVal

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr
270

Gln

Asp

95

Ala

Lys

val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr



Thr Pro

Leu Thr
290

Ser Val
305

Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>
Ala Ser

1

Ser Thr

Phe Pro

Gly val
50

Leu Ser
65

Tyr Thr

Thr val

Pro Met Leu Asp Ser

275

Val Asp

Met His

Ser Pro

30

324

PRT
Nhin tao

Trinh tu
30

Thr Lys

Ser Gly
20

Glu Pro

35

His Thr

Ser Val

Cys Asn

Glu Arg
100

Lys Ser Arg

295

Glu Ala Leu

310

peptit duoc

Gly

Gly

val

Phe

val

Val

85

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Ser

Ser

Ala

val

Ala

55

vVal

His

Cys

32200

Asp Gly Ser Phe Phe Leu

280

285

Trp Gln Gln Gly Asn Val

300

His Asn His Tyr Thr Gln

315

tdng hop bdng con dudng

vVal

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

val

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu
105

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

-181-

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly

Lys

Cys

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

Lys Ser Leu

nhén tao

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro
110

Ser
15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro



32200

Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
115 120 125

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
130 135 140

Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
145 150 155 160

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn
165 170 175

Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp
180 185 190

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro
195 200 205

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu
210 215 220

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn
225 230 235 240

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
245 250 255

Ala Vval Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
260 265 270

Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
275 280 285

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys
290 295 300

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
305 310 315 320

Ser Leu Ser Pro

-182-



32200

<210> 31

<211> 326
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc téng hgp bdng con dudng nhln tao

<400> 31

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Vval Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Thr val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
115 120 125

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
130 135 140

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
145 150 155 160

val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn
165 170 175

-183-



Ser Thr

Phe

Leu Asn Gly

Ala Pro
210

Pro Gln
225

Gln Vval

Ala Val

Thr Pro

Leu Thr
290

Ser Val
305

Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>

195

Ile

val

Ser

Glu

Pro

275

Val

Met

Ser

32
324
PRT
Nhin

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

260

Met

Asp

His

Pro

tao

Trinh tu

32

Ala Ser Thr Lys

1

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

peptit dugc tdng hop bidng con dudng nhan tao

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Val

Cys

200

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

280

Trp

His

32200

Leu Thr
185

Lys Val
Lys Thr
Ser Arg
Lys Gly

250

Gln Pro
265
Gly Ser

Gln Gln

Ala His

vVal

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Val

Asn

Gly

His

Lys
205

Gln

220 -

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Met

Pro

Asn

Leu

285

vVal

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

5

10

-184-

15



Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val

145

Val

Ser

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

vVal

val

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
210

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

Gln

vVal

Phe

Gly

195

Ile

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Arg

100

Gly

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Gly

Val

Phe

val

val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

val

Glu

Lys

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Ser

Ser

Arg

Pro

150

Ala

val

Tyr

Thr

Ala

val

Ala

55

Val

His

Cys

val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
215

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Val

Phe

120

Pro

Val

Thr

vVal

Cys

200

Ser

32200

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

Val

Thr

-185-

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

val

Ser

Lys

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

125

Val

TyTr

Glu

His

Lys

205

Gln

220

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Pro

Val

vVal

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu



Pro Gln Val Tyr

225

Gln Val

Ala Vval

Thr Pro

Leu Thr
290

Ser Val
305

Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val

Thr Leu

His Ala

Ser Leu

Glu Trp
260

Pro Met
275

Val Asp

Met His

Ser Pro

33

443

PRT

Nhé&n tao
Trinh tu

33

Gln Leu

Ser Leu
20

Trp Ser
35

Ile Gly Phe Ile

50

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Leu

230

Cys

Ser

AsSp

Ser

Ala
310

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

peptit dugc

Gln

Thr

Trp

Ser

Glu

Cys

Val

Tyr

Ser

Ala

Arg

Ser
55

32200

Pro Ser

Val Lys

Gly Gln
265

Asp Gly
280

Trp Gln

His Ala

Gln Glu Glu
235

Gly Phe Tyr
250

Pro Glu Asn

Ser Phe Phe

Glu Gly Asn
300

His Tyr Thr
315

Met

Pro

Asn

Leu

285

vVal

Gln

téng hop bdng con dudng

Gly Pro

Val Ser
25

Gln Pro
40

Gly Ile

Gly Leu Val
10

Gly His Ser

Pro Gly Glu

Thr Asn Tyr
60

-186-

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Lys Asn
240

Asp Ile

255

Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

Ser Leu
320

nhdn tao

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Ser Glu

15

His Asp

Glu Trp

Ser Leu



32200

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

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

Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 . 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

Val Thr Cys Vval Vval Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

>% 187



Pro

Thr

305

val

Thr

Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

Arg

290

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

370

Glu

Phe

Glu

Val

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Gly Asn

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

Thr
435

34
443
PRT
Nhan

Glu

His

Lys

Gln

340

Met

Pro

Asn

Leu

val

420

Gln

tao

Trinh tu

34

Gln Val Gln Leu

1

Gln

Gln

Gly

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Phe

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

32200

Thr

Asn

Pro

Gln

345

vVal

val

Pro

Thr

Val

425

Leu

Phe

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

vVal

410

Met

Ser

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

Met

395

Asp

His

Pro

vVal

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

ser

Asp

Ser

Ala

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
430

Val

Cys

Ser

335

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

415

His

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn

peptit duoc téng hop bang con dudng nhin tao

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

5

10

-188-
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32200

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly His Ser Ile Ser His Asp
20 25 30

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

Ile Gly Phe Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

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

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

Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Ser Cys Val Glu
210 215 220

-189-



32200

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335

Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350

Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 : 430

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440

-190-



32200

<210> 35

<211> 443
<212> PRT
<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit duoc tdng hop bing con dudng nhin tao

<400> 35
Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly His Ser Ile Ser His Asp
20 - 25 30

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

Ile Gly Phe Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

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

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

Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 : 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175
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32200

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Ser Cys Val Glu
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

Val Thr Cys Val Val Vval Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr vVal Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335

Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350

Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380
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Pro Glu Asn Asn

385

Ser Phe Phe Leu

Glu Gly Asn Val

420

His Tyr Thr Gln
435

<210> 36

<211> 445

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> Trinh tu

<400> 36

Gln VvVal Gln
1

Thr Leu Ser

His Ala Trp
35

Ile Gly His
50

Gln Asp Arg
65

Leu Lys Leu

Ala Arg Phe

Leu

Leu

20

Ser

Ile

vVal

Ser

Leu
100

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Leu

peptit dugc

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

Glu

Cys

Val

Tyr

Ile

70

Val

Arg

Ser

Ala

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Ile

Thr

Leu

Ser

Ser
440

32200

Pro

Thr

Val

425

Leu

Pro

val

410

Met

Ser

Met

395

Asp

His

Pro

Leu Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu

tdng hop bdng con dudng

Gly

vVal

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Ala

Ala
105

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

His

-193-

Leu

Tyxr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Asp

vVal

Ser

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

His

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

val

Trp

430

nhdn tao

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gly
110

Asp

Trp

415

His

Ser
15

His

Glu

His

Phe

Tyr

95

Glu

Gly
400

Gln

Ala

Glu

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly



32200

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

Val Thr Cys Val Val Vval Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 ) 335

-194-



Thr

Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

His

Lys Gly

Glu Glu
355

Phe Tyr

370

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
435

<210> 37
<211> 443
<212> PRT

<213>

Nhan

<220>

<223>

<400> 37

Gln

1

Thr

His

Ile

Val Gln

Leu Ser

Ala Trp
35

Gly His
50

Gln

340

Met

Pro

Asn

Leu

val

420

Gln

tao

Trinh tu

Leu

Leu

20

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Sef

Ser

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Leu

peptit duogc

Gln

5

Thr

Trp

Ser

Glu

Cys

vVal

Tyr

Ser

Ala

Arg

Ser
55

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

32200

Gln

345

val

Val

Pro

Thr

Val

425

Leu

Val Tyr

Ser Leu

Glu Trp

Pro Met

395

Val Asp
410

Met His

Ser Pro

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
445

tdng hop bing con dudng

Gly

Val

Gln

40

Gly

Pro

Ser

25

Pro

Ile

Gly Leu

10

Gly Tyr

Pro Gly

Thr Asn

-195-

val

Ser

Glu

Tyr
60

Lys
Ile
Gly
45

Asn

Pro

350

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
430

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

415

His

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Ala

nhin tao

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Ser

15

His

Glu

His

Glu

Asp

Trp

Leu



32200

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

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Phe Leu Ala Arg Ile Thr Ala His Asp His Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Ser Cys Val Glu
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

vVal Thr Cys Val val Vval Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270

-196-



32200

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335

Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350

Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Ala
420 425 430

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440

<210> 38

<211> 445
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit duogc tdng hop bidng con dudng nhln tao

<400> 38
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32200

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

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly His Ser Ile Ser His Asp
20 25 30

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

Ile Gly Phe Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Thr Leu
50 55 60

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

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

Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu
210 215 220
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Cys

225

Phe

Vval

Phe

Pro

Thr

305

vVal

Thr

Arg

Gly

Pro

385

Ser

Gln

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

val

Ser

Lys

Glu

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Pro

Pro

Cys

Trp

275

Glu

val

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

Asn

Cys

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Met

Pro

Asn

Leu

Val
420

Pro

Pro

245

Val

val

Gln

Gln

Gly

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

TyTr

405

Phe

Ala

230

Lys

val

Asp

Phe

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Lys

Cys

Pro

Thr

Val

vVal

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

32200

Val

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

val

Pro

Thr

Val
425

Ala

Met

250

His

val

Phe

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

Val

410

Met

-199-

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

Met

395

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Ser
Arg
Pro
Ala
285
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
365
Ser
Asp

Ser

Ala

val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
430

Phe

Pro

255

val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

val

Gly

Asp

Trp

415

His

Leu

240

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Ala



His Tyr Thr Gln

435
<210> 39
<211> 443
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
<223> Trinh tu
<400> 39

Gln Val Gln

1

Thr

His

Ile

Gln

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly
145

Leu

Ala

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Trp

35

Phe

Arg

Met

Ser

Val

115

Ala

Leu

Leu

Leu

20

Ser

Ile

Val

Asn

Leu

100

Thr

Pro

val

32200

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

peptit dugc

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

85

Ala

vVal

Ser

Lys

Glu

Cys

Val

Tyr

Ile

70

Leu

Arg

Ser

Ser

Asp
150

Ser

Ala

Arg

Ser

55

Ser

Arg

Thr

Ser

Lys

135

Tyr

440

445

tdng hop bing con dudng

Gly Pro

Val Ser
25

Gln Pro
40

Gly Ile

Arg Asp

Ala Glu

Thr Ala

105

Ala Ser
120

Ser Thr

Phe Pro

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Asn

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

-200-

Leu

His

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro
155

val

Ser

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

nhin tao

Pro

Ser

30

Leu

Pro

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ser

15

His

Glu

Thr

Leu

Tyr

95

Glu

val

Ala

Ser

Glu

Asp

Trp

Leu

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp
160



32200

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr val Pro Ser
180 185 190

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Ser Cys Val Glu
210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

Val Thr Cys Val Vval val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 ' 335

Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350

Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380
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32200

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Ala
420 425 430

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440

<210> 40

<21l> 6

<212> PRT
<213> Nhin tao

<220>
<223> Trinh tu peptit duoc tdng hop bdng con dudng nhén tao

<400> 40

His Asp His Ala Trp Ser

1 5
<210> 41
<211> 16

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu peptit duoc tdng hop bdng con dudng nhln tao

<400> 41

His Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro His Leu Gln Asp

1 5 10 15
<210> 42
<211> 16

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu peptit duoc tdng hop bd3ng con dudng nhén tao

-202-



<400> 42

Phe Ile Ser Tyr
1

<210> 43

<211> 16

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 43

Phe Ile Ser Tyr
1

<210> 44

<211> 10

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 44

Phe Leu Ala Arg
1

<210> 45

<211> 10

<212> PRT
<213> ©Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 45
Ser Leu Ala Arg

1

<210> 46

<211> 30

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

32200

Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Gln Gly
5 10 15

peptit duoc tdng hop bidng con dudng nhén tao

Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Thr Leu Gln Gly
5 10 15

peptit duoc tdéng hop bang con dudng nhin tao

Ile Thr Ala His Asp His
5 10

peptit duoc tdng hop b3ng con dudng nhdn tao

Thr Thr Ala Met Asp Tyr
5 10
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<223> Trinh tu
<400> 46

Gln Val Gln Leu
1

Thr Leu Ser Leu
20

<210> 47

<211> 30

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 47

Gln Val Gln Leu
1

Thr Leu Ser Leu
20

<210> 48

<211> 14

<212> PRT
<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 48
Trp Val Arg Gln

1

<210> 49

<211> 32

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 49

32200

peptit dugc tdng hop bdng con dudng nhin tao
Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

5 10 15

Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser
25 30

peptit duoc téng hop bang con dudng nhdn tao
Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

5 10 15

Thr Cys Ala Val Ser Gly His Ser Ile Ser
25 30

peptit duoc tdng hop bang con dudng nhan tao

Pro Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Ile Gly
5 10

peptit duoc téng hop bang con dudng nhdn tao
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Arg Val Thr Ile
1

Leu Ser Ser Val
20

<210> 50

<211> 32

<212> PRT
<213> Nh3n tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 50

Arg Val Thr Ile
1

Leu Ser Ser Val
20

<210> 51

<211> 32

<212> PRT
<213> Nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 51
Arg Val Thr Ile

1

Met Asn Ser Leu
20

<210> 52

<211> 11

<212> PRT
<213> Nhin tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 52

32200

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
5 10 15

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ala Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

peptit duoc tdng hop b3ng con dudng nhin tao

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
5 10 15

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

peptit dugc tdng hop badng con dudng nhadn tao
Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

5 10 15

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
25 30

peptit duoc téng hop bang con dudng nhan tao
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Trp Gly Glu Gly
1

<210> 53

<211> 11

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 53

Gln Ala Ser Arg
1

<210> 54

<211> 11

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 54

Gln Ala Ser Thr
1

<210> 55

<211> 7

<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu

<400> 55

Tyr Gly Ser His
1

<210> 56

<211> 7

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu

32200

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

peptit duoc tdng hop bang con dudng nhdn tao

Asp Ile Ser Ser His Leu Asn
5 10

peptit dugc tdng hop b3ng con dudng nhan tao

Asp Ile Ser Ser His Leu Asn
5 10

peptit dugc téng hop bang con dudng nhin tao

Leu Leu Ser
5

peptit dugc tdng hop b3ng con dudng nhén tao
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<400>

56

Tyr Gly Ser His

1

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

<220>
<223>

<400>

57

9

PRT
Nhé&n tao

Trinh tu

57

Gly Gln Gly Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

58

23

PRT
Nhén tao

Trinh tu

58

Asp Ile Gln Met

1

Asp Ser Val Thr

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

<220>
<223>

<400>

20
59
15
PRT
Nhé&n tao
Trinh tu
59

Trp Tyr Gln Gln

1

<210>
<211>

60
32

Leu Glu Ser

Ile Thr Cys

32200

Arg Leu Pro Tyr Thr

10

10

-207-

peptit dugc tdédng hop bang con dudng nhdn tao

peptit dugc tdng hop bidng con dudng nhidn tao

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

15

peptit duoc téng hop bang con dudéng nhédn tao

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Glu Leu Leu Ile Tyr

15



32200

<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit duoc tdéng hop bang con dudng nhdn tao

<400> 60
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1 5 10 15

Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 61
<211> 10
<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdéng hop bang con dudng nhan tao

<400> 61

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Glu
1 5 10

<210> 62

<211l> 449
<212> PRT
<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdng hop b3ng con dudng nhan tao

<400> 62
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Lys Leu Leu Lys Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30

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

Ala Glu Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Val
50 55 60
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32200

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

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

Ala Arg Gly Leu Trp Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 ) 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250" 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

-209-
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Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

<210> 63

<211> 213
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>

-210-



<223>

<400>

63

Gln Ile Val

1

Glu

Tyr

Asp

Gly

65

Asp

Phe

Ser

Ala

val

145

Ser

Thr

Cys

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

val

Ser

130

Gln

val

Leu

Glu

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

115

val

Trp

Thr

Thr

vVal
195

Trinh tu

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

100

Ile

vVal

Lys

Glu

Leu

180

Thr

peptit duoc

Ile

Met

Gln

Leu

Ser

Tyxr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

32200

téng hop biang con dudng

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Ala

Ala

25

Ser

val

Thr

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

-211-

Met

Ser

Pro

Val

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Arg

Arg

60

Arg

Gly

Thr

Leu

Pro

Ala

Val

Leu

45

Phe

Met

Tyr

Val

Lys

125

Arg

140 -

Gly

Tyr

His

val

Asn

Ser

Lys

Thr
205

nhé&n tao

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

val

190

Lys

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe
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Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 64

<211> 449
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdng hop bidng con dudng nhin tao

<400> 64

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

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser His
20 25 30

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

Ala Glu Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr His Pro His Thr Val
50 55 60

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

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

Ala Arg Gly Leu Trp Gly His Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160
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Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 ) 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

-213-



Cys Leu Val Lys
370

Ser Asn Gly Gln

385

Asp Ser Asp Gly

Ser Arg Trp Gln

420

Ala Leu His Asn
435

Lys

<210> 65

<211> 213

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu

<400> 65

Gln Ile val

1

Glu

Tyr

Asp

Gly
65

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

peptit duoc

Ile

Met

Gln

His

Ser

Gln

Thr

Lyé

Ala

Tyr
70

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
440

32200

ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

val

Pro

Thr

Val

Leu
445

tdng hop bidng con dudng

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Ala

Ala

25

Ser

vVal

Thr

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

-214-

Met

Ser

Pro

Val

Ser
75

Ser

Ser

Arg

Arg

60

Arg

Ala

vVal

Leu

45

Phe

Met

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

nhdn tao

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Glu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Pro

15

TyTr

Ile

Gly

Ala

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu
80



Asp

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala

Gly

val

Ser

130

Gln

val

Leu

Glu

Arg
210

Ala

Gly

Phe

115

val

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

Thr

Gly

100

Ile

vVal

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

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

<220>
<223>

<400>

66

213

PRT
Nhdn tao

Trinh tu

66

Gln Ile Val Leu

1

Glu Lys Val Thr

20

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

vVal

Gln

165

Ser

His

Cys

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

32200

His

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Trp

90

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Gly

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

vVal

His

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

peptit duoc téng hop bang con dudng

Ile Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala

5

10

Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val

25

-215-

Pro Tyr
95

Ala Ala
110

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

Leu Ser
175

Val Tyr
190

Lys Ser

nhdn tao

Ser Pro
15

Ser Tyr
30

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Gly

Met



Tyr

Asp

Gly

65

Asp

Phe

Ser

Ala

val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

val

Ser

130

Gln

val

Leu

Glu

Arg
210

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

<220>

Tyr
35

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

115

val

Trp

Thr

Thr

val

195

Gly

67
456
PRT
Nhan

Gln

His

Thr

Thr

Gly

100

Ile

vVal

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

tao

Gln

His

Ser

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

vVal

Gln

165

Ser

His

Cys

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

32200

ser

Val

Thr

His

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

TyrY

185

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

-216-

Pro

val

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Arg

Arg

60

Arg

Gly

Thr

Leu

Pro

140

Gly

TyTr

His

val

Leu

45

Phe

Met

His

val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Ile

Gly

Ala

Tyr

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe
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<223> Trinh tu peptit duogc tdéng hop bidng con dudng nhén tao
<400> 67
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

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

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

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

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

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

Ala Arg Glu Asp Val Vval Pro Ala Ala Met Ser Phe Tyr Tyr Gly Met
100 105 . 110

Asp Val Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
115 120 125

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
130 135 140

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155 160

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170 175

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185 190

val val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
195 200 205
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Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
210 215 220

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
225 230 235 240

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
245 250 255

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
260 265 270

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
275 280 285

Gly Vval Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
290 295 300

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
305 310 315 320

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
325 330 335

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
340 345 350

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
355 360 365

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
370 375 380

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
385 390 395 ) 400

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
405 410 415
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Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
420 425 430

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
435 440 445

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly
450 455

<210> 68

<211l> 214
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc téng hop badng con dudng nhin tao

<400> 68

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

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Thr Val
20 25 30

Tyr Trp Tyr Gln Gln Glu Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Val Tyr
35 40 45

Asp Asp Thr Asp Arg Pro Ala Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ala
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Thr Asp His
85 90 95

Gly val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys
100 105 110

Ala Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln
115 120 125
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Ala

Ala

145

val

Ser

Tyr

Ala

Asn

130

vVal

Glu

Ser

Ser

Pro
210

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Thr

Thr

TyTY

Cys

195

Thr

69
456
PRT
Nhén

69

Gln val Gln

1

Ser

His

Gly

Gln
65

Val

Met

Trp

50

Gly

Lys

His

35

Ile

Arg

Ala

Val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

tao

Trinh tu

Leu

val

20

Trp

Asn

Val

Thr

Ala

Lys

165

Ser

vVal

Cys

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Ser

vVal

135

Lys

sSer

Thr

His

peptit duoc

val

Ser

Gln

Cys

Val Arg

Pro Asn

Thr

Met
70

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
200

32200

Leu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

Ile

Gly

Ser

170

Gln

Ser

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

Asp

140

Pro

Asn

Lys

val

Phe

Val

Lys

Ser

Glu
205

tdng hop bang con dudng

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

-220-

val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val

nhén tao

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80
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Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Asp Val Val Pro Ala Ala Met Ser Phe Tyr Tyr Gly Met
100 105 110

Asp Val Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
115 120 125

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
130 135 140

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155 160

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170 175

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185 190

val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
195 200 205

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
210 215 220

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
225 230 235 240

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
245 250 255

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval val
260 265 270

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
275 280 285

Gly Val Glu Vval His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
290 295 300
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Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
305 310 315 320

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
325 330 335

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
340 345 350

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
355 360 365

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
370 375 380

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
385 390 395 400

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
405 410 415

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
420 425 430

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
435 440 445

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly
450 455

<210> 70

<211> 449
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu peptit dugc tdng hgp bang con dudng nhan tao

<400> 70

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Asp Asp
20 25 30

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

Ile Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ala Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Glu Gly
100 105 ’ 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220
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Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Vval Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

vVal Ser Vval Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445
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Lys
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MACH MAU

NHAP NOI BAO QUA TRUNG GIAN KHANG NGUYEN (NOI HOA)

PO PH=7,4

. TE BAO BIEU HIEN
KHANG NGUYEN

~ e mm=

KHANG THE @ : KHANG NGUYEN . -FcRn

FIG. 1
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TRG LAI HUYET !
TUONG

PHAN LOAI
THE NHAN

J

FIG. 2
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CAC KHANG THE TU DO LIEN

MACH MAU Lo )
KET VOI CAC KHANG
NHAP NOI BAO QUA TRUNG GIAN NGUYEN KHAC
KHANG NGUYEN (NOI HAP) g @&%5

a«:a g,%
DO PH=7,4 .A

TE BAO BIEU
HIEN KHANG
NGUYEN

PHAN LY RA KHOI KHANG
NGUYEN TRONG PIEU KIEN AXIT
CUA THE NHAN

KHANG

*‘g’ KHANG THE @) -, @: FcRn |

NGUYEN

FIG. 3

-228-



32200

CAC KHANG THE TU DO LIEN

MACH MAU _. KET VOI CAC KHANG NGUYEN
: KHAC
gy G« B
§" TRG LAl HUYET %@i’% Sa

G
@ /\ TUONG o

__ TinHaxiT pH
4\ THE NHAN &
25, & @

PHAN HUY
KHANG NGUYEN

LYSOSOM :

w ] . . KHANG | PHANLYRA KHOI KHANG
. KHANG THE : ' : . P
3 HE @) '®¥:FcRn NGUYEN TRONG DIEU KIEN AXIT

NGUYEN X
CUA THE NHAN
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