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(57) Sang ché dé cap dén khang thé khang IgB ¢ ngudi ma tao lién két ngang véi thy thé té
bao B (BCR) va FcyRIIb va c¢6 chire nang ngan chan mién dich dugc ting cuong. Khang
thé khang Igp & ngudi theo sang ché bao gom vung bién d6i chudi ning gdm c6 CDR1
chira trinh ty axit amin c6 s6 axit amin tir 31 dén 35 ciia SEQ ID NO: 2, CDR2 chura trinh
tu axit amln c6 sb axit amin tir 50 dén 65 ctia SEQ ID NO: 2 va CDR3 chua trinh tr axit
amin c6 s6 axit amin tir 98 dén 108 cua SEQ ID NO: 2, vung bién d6i chudi nhe bao gdm
CDRI chura trinh tir axit amin c6 s6 axit amin tir 24 dén 38 ciia SEQ ID NO: 4, CDR2 chira
trinh tu axit amin c6 sd axit amin tir 54 dén 60 cua SEQ ID NO: 4 va CDR3 chira trinh tu
axit amin co sO axit amin tir 93 dén 101 cua SEQ ID NO: 4, va vung 6n dinh chudi ning la
vung 6n dinh Igyl & ngudi co cac dang dot bién axit amin S239D, H268D va L328W. Sang
ché ciing dé cap dén phuong phéap san xuit va duge pham chira khang thé nay.
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Linh vue ki thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé khang IgB & ngudi ma hiru dung lam thanh
phan hoat tinh ctia duge pham, phuong phép san xuit va duoc pham chua khang thé
nay.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Thu thé té bao B (B cell receptor - BCR) chtra céc phan tir globulin mién dich
trén mang (membrane immunoglobulin - mlg) dugc lap rap v6i cac dime khac nhau
(di dime) ctia Iga (CD79A) va IgP (CD79B). Khang nguyén duoc lién két vao mlg
va cho phép cac thu thé két tip va tiéu phan Igo/IgpB truyén tin hiéu vao bén trong té

bao B (Mol. Immunol., Vol. 41, p. 599-613, 2004).

Nhu d6i v6i ho protein cua thu thé Fey (FeyR) 1a thu thé Fc chdng lai khang
thé IgG, FeyRla (CD64A), FeyRIla (CD32A) va FeyRIlla (CD16A) ma c6 chic ning
hoat héa mién dich va FeyRIIb (CD32B) ma cé chiic ning ngin chin mién dich da
duogc bao cao. Pa ¢ bao céo réng, khi BCR va FcyRIIb trén té bao B duoc tao lién
két ngang thong qua phtrc mién dich IgG, hoat tinh cta té bao B duoc ngan chin va
do d6 viéc tang sinh cua té bao B va san xuat khang thé duoc ngin chin (Nat. Rev.
Immunol., Vol. 10, p. 328-343, 2010; Nat. Rev. Immunol., Vol. &, p. 34-47, 2008;
Nat. Rev. Immunol., Vol. 2, p. 580-592, 2002).

P ¢6 bdo cdo ring, viéc kiém soat hoat tinh cta té bao B thong qua FeyRIIb
nay c6 lién quan sdu sic trong bénh Iy hoc clia cac bénh tw mién dich nhu 14 viém da

khép dang thap va lupus ban dé hé thdng.

Nhu déi v6i mébi twong quan dén viém da khép dang thp, da c6 bio cao ring,
& chudt bat hoat bi FeyRIIb, mién dich thé dich khong duge kiém soat mot cach
thich dang (Nature, Vol. 379, p. 346- 349, 1996; J. Immunol., Vol. 163, p. 618- 622,
1999) va tinh nhay dbi véi viém khép duoc dan dén boi colagen 1a ting (J. Exp.
Med., Vol. 189, p. 187-194, 1999). Hon nita, d khang dinh dugc rang, biéu hién ctia
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FeyRIDb trong té& bao nhé B ciia ngudi bénh viém da khép dang thép 1a giam (J.
Immunol., Vol. 190, p. 6015-6022, 2013).

Nhu dbi voi mbi twong quan dén lupus ban do hé théng, da c6 bao c4o rang,
viéc khdi phat cua lupus ban do hé théng bénh dugc ngidn chan rd rét & chudt chuyén
gen trong do biéu hién ctia FeyRIIb duoc ting cudng cu thé 1a trong té bao B (J. Exp.
Med., Vol. 205, p. 883-895, 2008). P4 khing dinh dugc ring, khi xét dén chudt bat
hoat boi FeyRIIb, té bao B tu hoat hoa hoic céc té bao huyét tuong xuét hién va tinh
trang bénh lupus ban d6 hé théng phat trién dong thoi (Immunity, Vol. 13, p. 277-
285, 2000; J. Exp. Med., Vol. 207, p. 2767-2778, 2010). Hon nita, da c6 béo céo vé
viéc giam biéu hién ctia FeyRIIb trong té bao nhé B cua ngudi bénh lupus ban dé hé
thdng (J. Exp. Med., Vol. 203, p. 2157-2164, 2006; J. Immunol., Vol. 178, p. 3272-
3280, 2007) va su lién quan gitta da hinh di truyén trong viing Xuyén mang té€ bao
ctia FeyRIIb va tAn xuét khéi phat ciia lupus ban d6 hé thong (Arthritis Rheum., Vol.
46, p. 1242-1254, 2002).

Hon nita, viéc ngin chan san xuit khang thé bing cach kiém soét hoat tinh
cta t& bao B thong qua FeyRIIb c6 tac dung diéu tri bénh tu mién dich trong d6 tu

khang thé ¢6 lién quan dén diéu kién gay bénh.

Ban xuét huyét giam tiéu cau tu phat 1a bénh tu mién dich trong d6 tu khang
thé chéng lai tiéu cau cta nguoi bénh din dén huy hoai tiéu cau (Autoimmun. Rev.,
Vol. 13, p. 577-583, 2014). ba c6 bao cdo rang, & dong vat ma ding khang thé
khang tiéu cau cho né, s& dan dén giam lugng tiéu cau (Br. J. Haematol., Vol. 167, p.
110-120, 2014) va viéc giam tuy khang thé co tac dung diéu tri ban xudt huyét giam
tiéu cau tu phat (Ther. Apher. Dial. Vol. 16, p. 311-320, 2012; Lupus, Vol. 22, p.
664-674, 2013).

Do d6, néu khang thé don dong ma tao lién két ngang BCR va FeyRIIb va c6
thé phat trién viéc ting kha ning ngén chin mién dich cua FeyRIIb, mong doi ring
khang thé don dong nay 13 hitu dung @ ngin ngira hodc diéu tri cic bénh tu mién
dich nhu 14 viém da khép dang thap, lupus ban dé hé thdng va ban xuat huyét giam

tiéu cau tu phat.
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D4 c6 bdo céo ring, DART ma 1a khang thé hai ddc hiéu chdng lai IgB va
FcyRHb (Tai liéu sang ché 1 va Tai liéu khong phai 1a séng ché 1) va S267E/L.328F
khang CD19 ma c6 ving bién dbi lién két viao CD19 1a mét phan ciia phirc BCR va
ving Fe ma 4i luc ciia n6 déi véi FeyRIIb 1 tang (Tai liéu sang ché 2 va cac Tai liéu
khong phai 14 sang ché 2 va 3) ding lam khéng thé tao lién két ngang BCR va
FcyRIIb. Trong sb cac loai nay, S267E/L328F khang CD19 dugc xét nghiém cu thé
va da khéng dinh duoc 1a, tadc dong Grc ché ctia n6 khi xét dén hoat tinh cia té bao B
trong d6 BCR dugc kich thich va tdc dong cliia n6 ha thép néng d6 chuén do khang
thé clla mau ngudi trong chudt ma cac t¢ bao don nhan phin miu ngoai vi
(peripheral blood mononuclear cells - PBMC) cta nguoi dugc chy vao d6 (Tai lidu
séng ché 2 va cac Tai liéu khong phai 12 sang ché 2 va 3).

Céc tai li€u tinh trang k¥ thuat
Tai liéu sang ché

[Tai liéu sang ché 1] WO 2012/018687

[Tai liéu sang ché 2] WO 2008/150494
Tai liéu khong phai 1a sang ché

[Tai liéu khong phai 1a sang ché 1] Arthritis & Rheumatism (US) 2010; 62(7):
1933-1943

[Tai liéu khong phai la sang ché 2] Molecular Immunology (US) 2008;
45(15): 3926-3933

[Tai liéu khong phai 13 sang ché 3] The Journal of Immunology (US) 2011;
186(7): 4223-4233
Ban chét k§ thuit ciia sang ché
Vén dé ky thuat

Muc dich cua sang ché 1a dé xuét khéng thé khang Igp & ngudi ma tao lién két
ngang BCR va FcyRIIb va c6 kha nang ngén chin mién dich dugc ting cudng hon so
v6i loai khang thé trong tinh trang k¥ thuat hién nay.

Giai phéap cho van dé
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La két qua cta qué trinh nghién ctru siu rong dé tao ra khang thé khang Igp &
nguoi bdi cac tac gid sang ché, nhidu khang thé khang Igf & ngudi bao gdm ving
bién dbi chudi ning gdbm c6 CDR1 chira trinh tu axit amin cc’)vsc”') axit amin tir 31 dén
35 ciia SEQ ID NO: 2, CDR2 chira trinh ty axit amin ¢6 s axit amin tir 50 dén 65
ctia SEQ ID NO: 2 va CDR3 chira trinh tu axit amin c¢6 s6 axit amin tir 98 dén 108
cia SEQ ID NO: 2 va ving bién d6i chudi nhe bao gdm CDR1 chua trinh tu axit
amin c6 s6 axit amin tir 24 dén 38 ctia SEQ ID NO: 4, CDR2 chira trinh ty axit amin
¢6 sb axit amin tir 54 dén 60 ctia SEQ ID NO: 4 va CDR3 chira trinh ty axit amin ¢6
s axit amin tir 93 dén 101 cua SEQ ID NO: 4, trong d6 ving 6n dinh chudi ning ctia
khang thé 1a ving 6n dinh Igyl & ngudi c6 cdc dang dot bién axit amin S239D,
H268D va L328W duoc tao ra (cac vi du tir 1 dén 3) va phat hién ra ring cac khing
thé nay lién két vao IgB & nguoi trén té bao B & ngudi (cac vi du 4 va 5) va e ché
hoat dong cua té bao B & nguoi duge dan dén boi khang thé khang IgM (Vi du 6).
Két qua 13 tao ra khang thé khang IgB & ngudi duge md ta trén day, va do d6 hoan
thién sang ché. Hon nita, phét hién ra rang khang thé ngin chin chuin d6 khéng thé
& huyét twong ngudi trong mod hinh chudét NOG chuyén gen ngudi PBMC (Vi du 7)
va ngan chan khang thé dic hiéu khang nguyén khong bi anh hudng boi chuén do
khang thé tong trong huyét tuong trong moé hinh nhay khéng nguyén TTx & khi (Vi
du 8). |

Cu thé, sang ché dé xuat cac dau hiéu sang tao sau, do6 la vat liéu hodc phuong

phéap ma tmg dung dugc trong y hoc hogc trong cong nghiép.

(1) Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm ving bién dbi chudi ning gdm ¢6 CDR1
chira trinh ty axit amin c¢6 sb axit amin tir 31 dén 35 ctia SEQ ID NO: 2, CDR2 chita
trinh ty axit amin c6 s axit amin tir 50 dén 65 ctia SEQ ID NO: 2 va CDR3 chira
trinh tu axit amin c6 sb axit amin tir 98 dén 108 cua SEQ ID NO: 2, ving bién dbi
chudi nhe bao gém CDRI1 chtra trinh tu axit amin c6 sb axit amin tir 24 dén 38 cia
SEQ ID NO: 4, CDR2 chira trinh ty axit amin ¢6 s6 axit amin tir 54 dén 60 ctia SEQ
ID NO: 4 va CDR3 chtra trinh ty axit amin c6 sb axit amin tir 93 dén 101 ctia SEQ
ID NO: 4, va ving 6n dinh chudi ning 1a ving 6n dinh Igyl & nguoi co cac dang dot
bién axit amin S239D, H268D va L328W.
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(2) Khang thé khang IgB & ngudi theo muc (1), khang thé nay dugc chon tir nhém

chi gdm cac phan tir 1) dén 4) sau day:

1) khéng thé khang Igp & ngudi bao gdm viing bién dbi chudi ning chta trinh
tu axit amin co s6 axit amin tir 1 dén 119 caa SEQ ID NO: 6, ving bién dbi chudi
nhe chira trinh ty axit amin ¢6 sb axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 8, va ving
dn dinh chudi niang la ving 6n dinh Igyl & nguoi c6 céc dang dot bién axit amin

S239D, H268D va L328W,

2) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm ving bién d6i chudi nang chira trinh
tw axit amin c6 sb axit amin tr 1 dén 119 cua SEQ ID NO: 2, viing bién ddi chudi
nhe chira trinh tu axit amin c6 s6 axit amin tr 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 4, va ving
6n dinh chudi nang 13 ving 6n dinh Igyl & nguoi c¢6 cac dang dot bién axit amin

S239D, H268D va L328W;

3) khang thé khang Ig & ngudi bao gdm vung bién ddi chudi ning chira trinh
tir axit amin ¢6 s6 axit amin tir 1 dén 119 ctia SEQ ID NO: 10, ving bién d6i chudi
nhe chtta trinh ty axit amin c¢6 sd axit amin tir 1 d&én 112 ctia SEQ ID NO: 12, va
ving 6n dinh chudi nang 1a ving 6n dinh Igyl & ngudi c6 cac dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W; va

4) khang thé khang IgP & nguoi ma c6 nguén gbc tir bién ddi sau dich ma cua
khang thé khang IgB & nguoi theo phan bét k¥ trong s& cac phan tir (1) dén (3) trén
day.

(3) Khang thé khang IgB & nguoi theo muc (2), khang thé nay dugc chon tir nhém

chi gdm cac phan tir 1) dén 4) sau day:

1) khang thé khang IgB & nguoi bao gom chudi ning chira trinh ty axit amin
duge thé hién béi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin duge thé hién
bdi SEQ ID NO: 8;

2) khang thé khang IgB bao gdm chudi ning chia trinh ty axit amin dugc thé
hién b&i SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chua trinh ty axit amin dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 4;
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3) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chua trinh ty axit amin
dugc thé hién bai SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh ty axit amin duoc thé hién
bdi SEQ ID NO: 12; va

4) khang thé khang Igp & ngudi ma co ngudn gbc tir bién d6i sau dich ma cua
khang thé khang IgP & nguoi theo phin bat ky trong s& cac phan tir (1) dén (3) trén
day.

(4) Khéang thé khang IgB & nguoi theo muc (3), khang thé nay dugc chon tir nhém

chi gdm céc phan tir 1) dén 6) sau day:

1) khang thé khang Igp & ngudi bao gdm chudi ning chia trinh tu axit amin
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dwgc thé hién
b6i SEQ ID NO: 8;

2) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chua trinh tu axit amin
c6 sb axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cta axit amin sd 1
dugc bién dbi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chtra trinh tu axit amin dugc thé

hién béi SEQ ID NO:8;

3) khang thé khang Igf & nguoi bao gdm chudi ning chia trinh tu axit amin
duge thé hién béi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira trinh ty axit amin duge thé hién
bai SEQ ID NO: 4;

4) khang thé khang IgB & nguoi bao g6m chudi ning chua trinh tu axit amin
¢6 s6 axit amin tir 1 dén 448 ciia SEQ ID NO:2 va chudi nhe chira trinh tu axit amin
dugc thé hién boi SEQ ID NO:4;

5) khang thé khang Ig & nguoi bao gbm chudi ning chia trinh tu axit amin
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
boi SEQ ID NO: 12; va

6) khang thé khang IgB & ngudi bao g0m chudi ning chia trinh ty axit amin
6 sb axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO:10 va chudi nhe chira trinh ty axit amin

dugc thé hién bsi SEQ ID NO:12.
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(5) Khang thé khang IgB & ngudi theo muc (4), khang thé nay 1a khang thé khang Igp
& ngudi bao gdbm chudi nang chira trinh ty axit amin dugc thé hién bsi SEQ ID NO:

6 va chubi nhe chtra trinh tu axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 8.

(6) Khang thé khang IgB & nguoi theo muc (4), khang thé nay 1a khang thé khang Igp
& ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin c6 s axit amin tir 1 dén 448 cua
SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cua axit amin s§ 1 dwgc bién doi thanh axit
pyroglutamic va chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO:8.

(7) Polynucleotit dugc chon tir nhdm chi gdm céc phan tir 1) dén 2) sau day:

1) polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mi hoa chudi ning cua khang thé

khang IgP ¢ nguoi theo phan 1) dén 3) ctia muc (2); va

2) polynucleotit bao gbm trinh tu bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé khang

IgB & nguoi theo phén 1) dén 3) ctia muc (2).
(8) Polynucleotit dugc chon tir nhoém chi gdm céc phan tir 1) dén 2) sau day:

1) polynucleotit bao gdm trinh tw bazo mi héa chudi ning cia khang thé

khang Igf ¢ nguoi theo muc (5); va

2) polynucleotit bao gbm trinh ty bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé khang

Igf & nguoi theo muc (5).
(9) Vecto biéu hién bao gdm phan 1) va/hodc 2) sau day:

1) polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mi héa chudi ning cua khang thé

khang IgB & ngudi theo phan 1) dén 3) cia muc (2); va/hodc

2) polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé khang

IgB & nguoi theo phan 1) dén 3) ctia muc (2).
(10) Vecto biéu hién bao gdm phan 1) va/hogc phan 2) sau day:

1) polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mi héa chudi ning cua khang thé
khang Igp ¢ nguoi theo muc (5); va/hodc

2) polynucleotit bao gdm trinh tir bazo ma héa chudi nhe cta khang thé khang
Igp & nguoi theo muc (5).
(11). Té bao vat cha duge chon tir nhém chi gdm céc phén tir a) dén d) sau day:

-8
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a) té bao vat chi dugc bién nap béng vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c6 trinh tu bazo ma héa chudi ning ctia khéang thé khang IgP & nguoi theo phén
tir 1) dén 3) ctia muc (2) va polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma hoa chudi nhe

ctia khang thé;

b) t& bao vét chi dugc bién nap bing vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
g0m c6 trinh tu bazo ma hoa chudi ning ctia khéang thé khang IgP & nguoi theo phan
tir 1) dén 3) ctia muc (2) va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh tu

bazo ma hoa chudi nhe cua khang the;

¢) té bao vat chi duge bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c6 trinh tu bazo ma hoa chudi ning cta khang thé khang IgB & nguoi theo phan

tir 1) d&n 3) cia muc (2); va

d) té bao vat cha dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
¢dm c6 trinh tu bazo ma héa chudi nhe cia khang thé khang IgB & ngudi theo phan

tir 1) dén 3) ciia muc (2).
(12) Té bao vat chi duge chon tir nhém chi gdm cac phan tir a) dén d) sau day:

a) té bao vat chii dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c¢6 trinh tw bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang IgP & ngudi theo muc

(5) va polynucleotit bao g0m trinh ty bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé;

b) té bao vat chu dugc bién nap bang vecto bidu hién bao gdm polynucleotit
gdm c¢6 trinh tw bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang IgB & ngudi theo muc
(5) va vecto biéu hién bao g6m polynucleotit gdm c6 trinh tu bazo ma hoéa chudi nhe
ctia khang thé;

¢) té bao vat chii dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c¢6 trinh tw bazo ma héa chudi ning cia khang thé khang IgB & ngudi theo muc
(5); va

d) té bao vat chu dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c¢6 trinh tw bazo ma héa chudi nhe cua khang thé khang IgP & nguoi theo muc

(5).
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(13) Phuong phép san xuét khang thé khang IgP & nguoi, phuong phap nay bao gdm
viéc nudi cdy (cac) té bao vat chii duge chon tir nhém chi gdm céc phén tir a) dén c)

sau dé bidu hién khang thé khang IgB & ngudi:

a) t& bao vét chii dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gbm polynucleotit
g0m c6 trinh tu bazo ma héa chudi ning ctia khang thé khang IgB & ngudi theo phan
tir 1) dén 3) cia muc (2) va polynucleotit bao gbm trinh tir bazo ma héa chudi nhe

ctia khang thé;

b) té bao vat cha dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c¢6 trinh tu bazo ma hoéa chudi nang cua khang thé khang Igp & ngudi theo phan
tir 1) dén 3) cta muc (2) va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c¢6 trinh tur

bazo ma héa chuoi nhe ctia khang thé; va

¢) t& bao vat chii duoc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm ¢6 trinh ty bazo md hoa chudi ning cua khang thé khang IgB & ngudi theo phan
tr 1) dén 3) ciia muc 2 va té bao vat chu duogc bién nap béng vecto biéu hién bao

g6m polynucleotit gdm c6 trinh tw bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé.

(14) Phuong phap san xuét khang thé khang IgP & nguoi, phuong phéap nay bao g0m
viée nudi cdy (cac) té bao vat chii duoc chon tir nhém chi gdm céc phan tir a) dén c)

sau dé biéu hién khang thé khang IgB & nguoi:

a) té bao vat chu duoc bién nap béng vecto biéu hién bao gém polynucleotit
gbm ¢6 trinh ty bazo ma héa chudi ning ctia khang thé khang IgB & nguoi theo muc

(5) va polynucleotit bao gbm trinh tw bazo mi hoa chudi nhe cua khéng thé;

b) té bao vat chu duge bién nap bing vecto bidu hién bao gdm polynucleotit
gbm ¢ trinh ty bazo ma héa chudi ning cta khang thé khang Igp & ngudi theo muc
(5) va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm ¢ trinh tur bazo ma hoa chudi nhe
ctia khang thé; va

c) té bao vat chi duoc bién nap bing vecto biéu hién bao gém polynucleotit
gdm c¢6 trinh tw bazo ma hoéa chudi ning ctia khang thé khang Igf & nguoi theo muc
(5) va té bao vat chu duoc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdbm

c6 trinh ty bazo ma héa chudi nhe ctia khang the.
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(15) Duoc phim bao gdm khang thé khang Igp & ngudi duge chon tir nhém chi gdm

cac phan tir a) dén c) sau, va ta dugc dugce dung:

a) khang thé khang Igp & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
dugc thé hién béi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chita trinh ty axit amin dugc thé hién
bai SEQ ID NO: 8, va/hodc khang thé khang Igp & ngudi bao g0m chudi nang chta

‘trinh ty axit amin c¢6 sb axit amin tir 1 dén 448 ctia SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin
cla axit amin s6 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu

axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 8;

b) khang thé khang IgB & nguoi bao gdm chudi ning chta trinh tr axit amin
duoc thé hién bsi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira trinh ty axit amin dwoc thé hién
boi SEQ ID NO: 4, va/hoic khang thé khang Igp & nguoi bao gdm chudi ning chira
trinh tu axit amin cé s6 axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chtra

trinh tu axit amin duoc thé hién béi SEQ ID NO: 4; va

¢) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi nang chua trinh ty axit amin
dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh tur axit amin dwgc thé hién
b6i SEQ ID NO: 12, va/hoic khang thé khang IgB & nguoi bao g0m chudi ning chira
trinh ty axit amin c6 sb axit amin tir 1 dén 448 ciia SEQ ID NO: 10 va chudi nhe
chtra trinh tu axit amin duoc thé hién béi SEQ ID NO: 12.

(16) Dugc pham bao gém:

1) khang thé khang IgP & ngudi bao gdm chudi nang chua trinh ty axit amin
duoc thé hién véi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh ty axit amin duoc thé hién
bdi SEQ ID NO: 8; va/hodc

2) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh tw axit amin
c6 sb axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cila axit amin s6 1
duogc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé

hién boi SEQ ID NO: 8, va
ta dugc dugc dung.

(17) Duoc pham theo muc (16), 1 duge phim dé ngan ngira hodc diéu tri bénh tu

mien dich.
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(18) Dugc phim theo muc (17), trong d6 bénh tu mién dich 1a lupus ban d6 hé thong,

viém da khép dang thap, hodc ban xudt huyét giam tiéu cau tu phat.

(19) Khang thé khang Igp & nguoi bad gdm chudi ning chira trinh ty axit amin dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dwoc thé hién béi
SEQ ID NO: 8 dé sir dung nhdm ngin ngira hoic diéu tri bénh ty mién dich.

(20) Khang thé khang IgB & ngudi theo muc (19), trong d6 bénh tu mién dich Ia
lupus ban do hé théng, viém da khép dang thap, hoic ban xudt huyét giam tiéu cdu

tu phat.

(21) Khang thé khang Igf & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh tw axit amin c6 sb
axit amin tir 1 dén 448 cta SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cua axit amin s6 1 duge
bién dbi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tw axit amin dugc thé hién

bai SEQ ID NO: 8 dé sir dung nhdm ngin ngira hogc diéu tri bénh tu mién dich.

(22) Khang thé khang IgB & ngudi theo muc (21), trong d6 bénh tu mién dich la
lupus ban d6 hé thong, viém da khép dang thap, hodc ban xuat huyét giam tiéu cu
tu phat. ’

(23) Khéng thé khang IgB & ngudi theo muc (2), khang thé nay 12 ¢ dang dugc dung
hop ctia khéng thé va peptit hodc protein khac, hodc dang dugce bién dbi ma tac nhan
bién ddi lién két vao do.

Hi¢u qua dat dugc cua sang ché

Igp khang & nguoi theo sang ché c6 tac dung ngin chin mién dich rat tot bang
cach tc ché hoat hoa té bao B va co thé duoc st dung lam tdc nhan ngdn ngura hodc
didu tri cac bénh tu mién dich nhu 14 lupus ban do hé théng, viém da khép dang thap

va ban xuat huyét gidm tiéu cau tu phat.
M0o ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién hiéu qua tic ché cua khéng thé khang Igp duoc nhan hoa chéng
lai tang sinh té bao dugc din dén boi khang thé khang IgM & céc té bao B & ngudi.
Truc tung chi ra ty 1€ tdng sinh cua té bao B va truc hoanh chi ra néng d6 khang thé

duoc bd sung (ng/mL).
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Fig.2 thé hién tac dong trc ché ciia khang thé khang Igp duoc nhan héa chéng
lai viéc ting vé& chuan do khang thé IgM & ngudis trong huyét twong duoc din dén
nho viée chuyén PBMC & nguoi vao chudt NOG. Truc tung chi ra chuan do khang
thé IgM & nguoi trong huyét tuong (ug/mL) va truc hoanh chi ra thoi gian (ngay) tur
viéc chuyén PBMC & ngudi vao chudt NOG.

Fig.3 thé hién tac dong tc ché cua khang thé khang IgB dugc nhan héa chéng
lai viéc tang vé& chuin do khang thé IgE & ngudis trong huyét tvong dugc dan dén
nho viée chuyén PBMC & nguoi vao chudt NOG. Truc tung chi ra chuan do khang
thé IgE ¢ ngudi trong huyét trong (ng/mL) va truc hoanh chi ra thoi gian (ngay) tir
viéc chuyén PBMC & ngudi vao chudt NOG.

Fig.4 thé hién tac dong e ché ctia khang thé khang Ig dugc nhan hoa chéng
lai viéc ting vé khang bién doc t6 uén van dugc hép thu trong huyét twong duge din
dén boi viée tao mién dich bién doc t6 udn van dugc hép thu cho khi. Truc tung chi
ra chudn d6 khang thé khang bién doc t6 ubn véan duoc hép thu trong huyét twong
(U/mL) va truc hoanh chi ra thoi gian (ngay) tir viéc tao mién dich bién doc t6 udn

van duoc hép thu cho khi.

Fig.5 thé hién tac dong cla khang thé khang Igf dugc nhan hoa chéng lai
chudn do khang thé IgM tong trong huyét trong ctia khi dugc tao mién dich boi bién
doc td ubn van dugc hip thu. Truc tung chi ra chudn do khang thé IgM tong trong
huyét twong (U/mL) va truc hoanh chi ra thoi gian (ngay) tir viée tao mién dich bién

doc tb udn van duogc hép thu cho khi.

Fig.6 thé hién tic dong cla khing thé khang Igf dugc nhan hoa chéng lai
chuén do khang thé IgA téng trong huyét twong ciia khi dugc tao mién dich boi bién
doc t6 udn van duge hép thu. Truc tung chi ra chuén do khéng thé IgA téng trong
huyét twong (U/mL) va truc hoanh chi ra thoi gian (ngay) tir viéc tao mién dich bién

doc t6 udn van duoc hép thu cho khi.

Fig.7 thé hién tac dong cua khang thé khang IgB duoc nhan héa chéng lai
chuin d6 khang thé IeG tong trong huyét tuong ctia khi duoc tao mién dich boi bién

doc t6 udn van duogc hap thy. Truc tung chi ra chuin do khang thé IgG tong trong
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huyét twong (U/mL) va truc hoanh chi ra thoi gian (ngay) tir viéc tao mién dich bién

doc t6 ubn van duge hap thu cho khi.
M5 ta chi tiét cac phwong 4n thue hién sang ché
Tiép theo 1a phin mo ta chi tiét séng ché.

Co6 5 loai IgG, IgM, IgA, IgD va IgE trong khang thé. Céu tric co ban cla
phén tr khang thé dugc tao cAu hinh gdm chudi ning c6 trong lugng phén tir nim
trong khoang tir 50000 dén 70000 va chudi nhe c6 trong luong phén tir nim trong
khoang tir 20000 dén 30000 & timg loai trong sb cac loai chung. Chudi ning thuong
chtra chudi polypeptit bao gdm khoang 440 axit amin, c6 chu trac khéac biét dbi vaoi
timg loai trong s6 cac loai va d6 1a Igy, Igu, Iga, 1gd va Ige tuvong Gng voi IgG, IgM,
IgA, IgD va IgE, tuong ung. Hon nita, bbn phén loai 12 IgG1, 1gG2, 1gG3 va [gG4 ¢6
mit trong IgG va chudi ning twong Umg tuong tmg v6i n6d duge goi la Igyl, Igy2,
Igy3 va Igy4. Chudi nhe thudng chira chudi polypeptit bao gdm 220 axit amin, hai
dang trong s6 d6 la dang L va dang K da dugc biét dén va dugc goi 1a Igh va Igk.
Trong céu hinh peptit c6 bcéu triic co ban cta phan tr khang thé, hai chudi ning dong
dang va hai chudi nhe ddng dang dugc lién két boi lién két disulfit (lién két S-S) va
lién két khong hoa tri va trong luong phan tir cia né nam trong khoang tir 150000
dén 190000. Hai dang chudi nhe c6 thé duoc tao cip v6i chudi ning bat ky. Phan tir
khang thé twong tmg thuong chira hai chudi nhe dong dang va hai chudi ning dong

dang.

Déi véi lien két S-S trong chudi, bdn lién két S-S c6 mat trong chudi ning
(ndm trong cac chudi p va €) va hai trong s chiing c6 mit trong chudi nhe; mot
vong duoc hinh thanh cho mdi 100 dén 110 gdc axit amin va chu tric khong gian
(1ap thé) nay la twong tu trong s6 cac vong va duoc goi 1a don vi két cAu hodc ving.
Vung nim & phia dau tan cing amino (phia dau tan cung N) trong ca hai trong 56
chudi ning va chudi nhe, trinh ty axit amin ctia n6 khong phai 1a khong d6i tham tri
trong truong hop ciia miu tir cung loai (phan loai) cia cung dang ciia dong vat dugc
goi 1a ving bién ddi va ving twong tng duogc goi la ving bién doi chudi ning va

ving bién doi chudi nhe. Trinh tu axit amin cua phia dau tdn cing carboxy (phia dau
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tan cung C) tr ving bién dbi gin nhu 1 khong ddi trong timg loai hodc phén loai va

duoc goi 12 ving 6n dinh.

Vi tri lién két khang nguyén cia khang thé dugc tao cdu hinh ciia ving bién
ddi chudi ning va viing bién ddi chudi nhe va dic higu lién két phu thude vao trinh
tu axit amin cta vi tri nay. Mat khéc, hoat tinh sinh hoc nhu 1a lién két vao céac phén
bd tro va cac té bao khac nhau phan nh sy sai khac vé chu trac ving On dinh trong
s ting loai Ig. Puge hiéu ring, tinh bién thién ctia cac ving bién ddi ctia chudi nhe
va chudi ning hiu nhu 12 bj giéi han vao ba ving siéu bién dbi nho c6 mit trong ca
hai céc chudi va cac ving nay dugc goi 1a cdc ving xéc dinh bd trg (CDR: CDRI,
CDR2 va CDR3 tir phia dAu tan cing N). Phan duy tri ctia viing bién ddi dugc goi 1a

ving khung suon (FR) va 1a khong d6i mot cach twong ddi.
<Khang thé khang Igp & ngudi theo sang ché>

Khéng thé khang IgB & nguoi theo sang ché bao gdm khéng thé khang Igp &

nguoi c6 céc dac tinh sau.

Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm ving bién ddi chudi ning gdm co
CDRI1 chtra trinh tu axit amin co s6 axit amin tir 31 dén 35 cua SEQ ID NO: 2,
CDR2 chtta trinh ty axit amin c6 sb axit amin tir 50 dén 65 ciia SEQ ID NO: 2 va
CDR3 chira trinh tu axit amin ¢6 s6 axit amin tir 98 dén 108 ctia SEQ ID NO: 2,
vung bién dbi chudi nhe bao gém CDRI1 chtra trinh ty axit amin co sb axit amin tir
24 dén 38 ciia SEQ ID NO: 4, CDR2 chira trinh tu axit amin c6 sb axit amin tir 54
dén 60 cia SEQ ID NO: 4 va CDR3 chtra trinh ty axit amin ¢6 sb axit amin tir 93
dén 101 cua SEQ ID NO: 4, va ving én dinh chudi ning 1a ving 6n dinh Igyl &
ngudi c6 cac dang dot bién axit amin S239D, H268D va 1.328W.

Trong mdt phuong 4n, khang thé khang IgB & ngudi theo sang ché 1 khang
thé duoc nhan hoa. “Khang thé duoc nhan héa” trong ban mo ta nay la dé chi khang
thé & dang bao gdm CDRs ¢6 ngudn goc tir khang thé chudt va cac phan khang thé
khéac c¢6 ngudn gde tir khang thé nguoi. Phuong phép dé tao ra khang thé duoc nhan
hoa 1a da dugc biét dén trong nganh va co thé duoc tao ra véi viée tham khao dén

cac Patent My s 5225539, 6180370 va tuong tu.
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Trong mot phuong &n, khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché 1a khang
thé khang IgB & ngudi dugc md ta trong phan bat ky trong s& cac phan tir 1) dén 3)

sau day:

1) Khang thé khang Igp & ngudi bao gdm viing bién dbi chudi ning chita trinh
tu axit amin c6 sb axit amin tir 1 dén 119 ciia SEQ ID NO: 2, ving bién dbi chudi
nhe chira trinh tu axit amin ¢6 sb axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 4, va ving
én dinh chudi nang 13 ving 6n dinh Igyl & ngudi c6 cac dang dot bién axit amin

S239D, H268D va L328W;

2) Khéng thé khang IgB & nguoi bao gdm ving bién dbi chudi ning chira trinh
tu axit amin c6 sb axit amin tr 1 dén 119 ciia SEQ ID NO: 6, ving bién dbi chudi
nhe chtra trinh tu axit amin co s6 axit amin tr 1 dén 112 cua SEQ ID NO: 8, va ving
én dinh chudi ning 1a ving én dinh Igyl & nguoi c6 cac dang dot bién axit amin

S239D, H268D va L328W; va

3) Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm vung bién d6i chudi ning chira trinh
tu axit amin c6 sb axit amin tir 1 dén 119 ciia SEQ ID NO: 10, ving bién ddi chudi
nhe chira trinh tu axit amin c¢6 sb axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 12, va
ving 6n dinh chudi ning 1 ving 6n dinh Igyl & ngudi co cic dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W.

S6 lwong goc khi xem xét viée dua vao dot bién axit amin trong khang thé
ving on dinh dugc st dung trong ban mo ta ndy tuén thu chi s6 EU (Kabat et al.
1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5% Ed., United States Public
Health Service, National Institute of Health, Bethesda). $239D 1a sy thay thé cia
serin & vi tri thit 239 cua axit amin theo chi s6 EU ctia Kabat va cong su trong viing
én dinh Igyl & ngudi bing axit aspartic. H268D 1a sy thay thé ctia histidin ¢ vi tri
thir 268 cua axit amin theo chi sé EU cua Kabat va cong su trong ving 6n dinh Igyl
& ngudi bang axit aspartic. L328W 1a su thay thé cua leuxin & vi tri thir 328 cia axit
amin theo chi sé EU ciia Kabat va cong su trong ving 6n dinh Igyl & nguoi bang
triptophan. Cac vi du vé viing 6n dinh Igyl & ngudi c6 cac dang dot bién axit amin
S239D, H268D va 1328 W bao gdbm ving on dinh Igyl & ngudi chta trinh tu axit
amin c6 s axit amin tir 120 dén 449 ciia SEQ ID NO: 2.
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Mot ving bat ky bat ky trong sd cac ving 6n dinh 13 Igh va Igk c6 thé duogc
chon, nhung ving 6n dinh Igk & ngudi duge uu tién 1am ving 6n dinh chudi nhe ctia
khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché. Céac vi du v& ving 6n dinh Igk & nguoi
bao gdbm viung 6n dinh Igk & ngudi chira trinh ty axit amin co s§ axit amin tir 113

dén 218 ctua SEQ ID NO: 4.

Trong mdt phuong an, khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché 1a khang
thé khang IgB & ngudi duoc chon tir phan bét ky trong sb cac phan tir i) dén iii) sau
day:

i) Khang thé khang Igp & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin
dugce thé hién béi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira trinh tur axit amin dugc thé hién
b6i SEQ ID NO: 4;

ii) Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
duge thé hién béi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc thé hién
béi SEQ ID NO: 8; va

iii) Khang thé khang IgB & nguoi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
duoc thé hién bai SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
boi SEQ ID NO: 12.

D3 dugc biét 1a khi khang thé duoc biéu hién trong cac té bao, khang thé duoc
‘bién dbi sau khi dich ma. Céc vi du v& bién dbi sau dich ma bao gdm su chia cit clia
lysin & dau tan cing C cta chudi nidng bdi carboxypeptidaza; su. bién d6i cua
glutamin hodc axit glutamic ¢ dAu tan cung N cia chudi ning va chudi nhe thanh
axit pyroglutamic bang cach pyroglutamyl hoa; glycosyl hoa; oxy hoa; khir amin; va
olyxyl héa va da duoc biét 13, bién ddi sau dich ma nay xut hién trong céc khéng thé

khac nhau (Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 97, p. 2426-2447, 2008).

Khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché bao gdm khéng thé khang Igf &
ngudi ma da trai qua bién doi sau dich ma. Cac vi du vé khang thé khang Igp &
ngudi theo sang ché ma trai qua bién dbi sau dich ma bao gom khang thé khang Igp
& nguoi ma da trai qua pyroglutamyl hoa ¢ dAu tan cing N cta ving bién doi chudi
nang va/hodc viéc loai bd lysin ¢ dau tan cung C cua chudi nang. Pa duogc biét dén
trong nganh nay 13, bién do6i sau dich ma nay nho vao pyroglutamyl hoa & dau tan
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cung N va x6a bo lysin & dau tan cing C khong c6 anh hudng bét ky nao dén hoat

tinh ciia khang thé (Analytical Biochemistry, Vol. 348, p. 24-39, 2006).

Vi du, khang thé khang IgB & ngudi theo séng ché bao gdm khang thé khang
Igf & nguoi duge mo ta trong phan bét ky trong s cac phn tir 1) dén 3) sau day:

1) Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
cua SEQ ID NO: 2 trong d6 axit glutamic cua axit amin s6 1 dugc bién ddi thanh
axit pyroglutamic va/hodc lysin ctia axit amin s6 449 duoc x6a bo va chudi nhe chira

trinh tu axit amin duoc thé hién bai SEQ ID NO: 4;

2) Khang thé khang IgB & ngudi bao g0m chudi ning chira trinh ty axit amin
cua SEQ ID NO: 6 trong d6 axit glutamic cia axit amin s6 1 dugc bién ddi thanh
axit pyroglutamic va/hodc lysin cta axit amin s6 449 dugc x6a bé va chudi nhe chira

trinh tu axit amin duoc thé hién béi SEQ ID NO: 8; va

3) Khéng thé khang Igp & nguoi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
ctia SEQ ID NO: 10 trong d6 axit glutamic cia axit amin s& 1 dugc bién ddi thanh
axit pyroglutamic va/hodc lysin cua axit amin s6 449 dugc x6a bod va chudi nhe chira

trinh ty axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 12.

Trong mot phuong an, khang thé khang IgB & ngudi theo sang ché 14 khang
thé khang Igf & ngudi duoc chon tir phan bét ky trong s céc phan tir i) dén iii) sau
day:

i) Khang thé khang Igp & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin
6 sb axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira trinh ty axit amin

dugc thé hién béi SEQ ID NO: 4;

ii) Khang thé khang Igf & ngudi bao g0m chudi ning chira trinh ty axit amin
c6 sb axit amin tir 1 dén 448 cia SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cua axit amin s6 1
duoc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé

hién boi SEQ ID NO: 8; va

iii) Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
c6 sb axit amin tr 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chua trinh ty axit
amin duoc thé hién bai SEQ ID NO: 12.
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BAt ctr ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay cﬁng c6 thé
tao ra dugc dang dugc dung hgp cua khang thé va peptit hodc protein khac va con ¢
thé tao ra dang dugc bién ddi ma tac nhan bién ddi lién két vao dua trén co sé sang
ché va khang thé theo sang ché bao gdm khang thé & cac dang nay. Cac peptit hodc
céac protein khac duoc st dung dé dung hgp khong bi gidi han cu thé, chi can 14 hoat
tinh lién két cua khang thé khong giam va cac vi du v& n6 bao gdm albumin huyét
thanh ngudi, cac peptit co dudi khac nhau, peptit dang xodn nhén tao, protein lién két
maltoza, glutation S transferaza, cac toxin khac nhau, cic peptit hodc cac protein
khac ¢6 kha ning xtc tién phan nhiéu khiic va tuvong tu. Téc nhan bién doi duoc st
dung dé bién dbi khong bi gidi han cu thé, chi cn 12 hoat tinh lién két ctia khéng thé
khong giam va cac vi du v& n6 bao gdm polyetylen glycol, cac chudi duong,

phospholipit, liposom (thé m&), hop chit phan tir thap va twong tu.

“Khéng thé khang IgB & ngudi” trong ban md ta nay 1a dé chi khang thé lién
két vao IgP & ngudi. Viéc can nhic xem “khang thé khang Igp & nguoi” c6 lién két
vao IgP & nguoi hay khong dugc khing dinh bing cach st dung phuong phép do
hoat tinh lién két da dugc biét dén. Cac vi du vé phuong phap do hoat tinh lién két
bao gdbm phuong phép thir nghiém hép thu mién dich lién két v6i enzym (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay - ELISA) va tuong tu. Trong truong hop st dung
ELISA, vi du, protein IgB-Flag ¢ nguoi (vi du, dugc ma hoa béi trinh tu bazo cua
SEQ ID NO: 13) dugc héa rén trén Dia ELISA va khang thé thir nghiém dugc bo
sung vao d6 dé tao phan tmg. Sau khi phan Gng, khang thé thir hai nhu 1a khang thé
khang IgG, dugc danh d4u v6i enzym nhu 14 peroxidaza cua cai ¢ ven bién (HRP)
hodc twong tu, dugc phan Ung va rira va sau do co thé khing dinh xem khang thé thir
nghiém c6 lién két vao IgB & nguodi hay khong bing cich nhan dién lién két cia
khang thé tht hai thong qua viéc do hoat tinh st dung chat phan mg phat hién hoat
tinh (vi du, trong truong hgp danh dau HRP, ELISA phat quang héa bang chét nén
BM (POD) (Roche Diagnostics Inc.)). Lam mot phuong phap do cu thé, phuong

phap dugc mo ta trong vi du 4 dudi day co thé duoc sir dung.

Khang thé khang Igf & nguoi theo sdng ché bao gdm, ngoai lién két vao Igf &
nguoi, khang thé lién két vao IgP c6 ngudn gbc tir dong vat khac (vi du, IgB & khi),

chi can 1a khang thé nay lién két vao Igp & ngudi.
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Lam phuong phap danh gia hoat tinh cta khang thé khang Igp & nguoi theo
sang ché, hoat tinh lién két trén té bao B & nguoi hodc hoat tinh cuia tac dong trc ché
cta t& bao B & nguoi duoc din dén bing cach kich thich BCR c¢6 thé dugc dénh gia.
Lam phuong phéap danh gia hoat tinh nay, phuong phap dugc md ta trong cac vi du 5
va 6 dudi diy c6 thé duoc sir dung. Tét hon 13, khang thé khang IgB & ngudi theo
sang ché co hoat tinh lién két vao Igf & nguoi va tic dong tc ché cua té bao B &

ngudi duge din dén bang cach kich thich BCR.

Khéng thé khang Igp & ngudi theo sang ché c¢6 thé d& dang dugc tao ra boi
chuyén gia trong nganh nho st dung phuong phap da duoc biét dén trong nganh, dua
trén thong tin vé trinh tu & chudi ndng va chudi nhe cta khang thé theo sang ché, ma
duoc boc 16 trong ban mo ta nay. Khang thé khang IgB & ngudi theo séng ché khong
bi gi6i han cu thé, nhung c6 thé duoc tao ra theo phwong phip dugc md ta trong
phan <Phuong phép san xuét khang thé khang IgB & nguoi theo sng ché va khang

thé khang Igf & ngudi dugc tao ra bang phuong phap> duwoc md ta dudi day.

Khéng thé khang IgB & ngudi theo sang ché duoc tinh ché hon nira nhu cén
thiét, dugc bao ché theo phuwong phép thong thuong va co thé duoc s dung dé ngin
ngira hodc didu tri cac bénh ty mién dich nhu 14 lupus ban dé hé thong, viém da khép
dang thép, ban xuét huyét giam tiéu cau tu phéat, bénh nhugc co ning, bénh Grave,
viém tiy séng than kinh thi giac, thiéu méau do tan mau ty mién dich, pemphigut, hoi
ching khang thé khang phospholipit, viém mach két hop véi ANCA, hoi ching
Sjogren, bénh Hashimoto, bénh da than kinh hiy miélin viém man tinh, hodc hoi
ching mét man tinh.

<Polynucleotit theo séng ché>

Polynucleotit theo sang ché bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh tu bazo ma
hoa chudi nang cua khang thé khang IgB & ngudi theo sang ché va polynucleotit bao
gOm trinh tu bazo mi hoéa chudi nhe cua khédng thé khang Igp & nguoi theo sang ché.

Trong mot phuong an, polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma héa chudi
ning cta khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché 1a polynucleotit bao gdm trinh
tu bazo ma hoa chudi ning chira trinh ty axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 2,

polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa chudi ning chira trinh tu axit amin dugc
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thé hién bai SEQ ID NO: 6, hodc polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mi héa chudi
nang chtra trinh ty axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 10.

Cac vi du vé polynucleotit bao gém trinh tu bazo ma hoéa chudi ning chira
trinh tu axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 2 bao g@)m polynucleotit g61n co
trinh tu bazo duoc thé hién béi SEQ ID NO: 1 hodc 15. Céc vi du vé polynucleotit
bao gSm trinh tu bazo ma hoa chudi ning chira trinh tu axit amin dugc thé hién bai
SEQ ID NO: 6 bao gdm polynucleotit gdm ¢6 trinh ty bazo duge thé hién béi SEQ
ID NO: 5. Céc vi du vé polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa chudi ning chia
trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 10 bao gdm polynucleotit gbm c6
trinh tu bazo dugc thé hién boi SEQ ID NO: 9.

Trong mét phuong an, polynucleotit bao gbm trinh tu bazo mi héa chudi nhe
ctia khang thé khang IgB & nguoi theo séng ché 1a polynucleotit bao gdm trinh ty
bazo ma hda chudi nhe chua trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 4,
polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma hoa chudi nhe chta trinh ty axit amin dugc
thé hién boi SEQ ID NO: 8, hoic polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mi héa chudi
nhe chtra trinh ty axit amin duoc thé hién béi SEQ ID NO: 12.

Céc vi du vé polynucleotit bao gém trinh tu bazo ma hoa chudi nhe chtra trinh
tu axit amin duoc thé hién bai SEQ ID NO: 4 bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh tu
bazo duoc thé hién bai SEQ ID NO: 3. Céc vi du vé polynucleotit bao gdm trinh tu
bazo mi héa chudi nhe chtra trinh ty axit amin duge thé hién boi SEQ ID NO: 8 bao
g6m polynucleotit gdm c¢6 trinh tu bazo dugc thé hién boi SEQ ID NO: 7. Cac vi du
vé polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa chudi nhe chua trinh ty axit amin
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 12 bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh tu bazo dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 11.

Polynucleotit theo sang ché ¢ thé dé dang duoc tao ra bdi chuyén gia trong
nganh nho st dung phuong phap da dugce biét dén trong nganh dya trén trinh tyu
bazo. Vi du, polynucleotit theo sang ché ¢ thé duoc tong hop st dung phuong phap
tbng hop gen da dugc biét dén trong nganh. Lam phuong phap tong hop gen, c6 thé
st dung cac phuong phap khac nhau nhu la phuong phéap tbng hop gen khang thé
dugc mo ta trong W0O90/07861 da dugce biét dén boi chuyén gia trong nganh.
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<Vecto bicu hién theo sdng ché>

Vecto bidu hién theo sang ché bao gdm vecto biéu hién bao gém
polynucleotit gdm c6 trinh tu bazo ma héa chudi ning cta khang thé khang Igp &
nguoi theo sang ché, vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gbm ¢6 trinh ty bazo ma
hoéa chudi nhe cua khang thé khang Igp & ngudi theo sang ché va vecto biéu hién bao
gdm polynucleotit gdm c6 trinh tu bazo ma hoa chudi nang cua khang thé khang Igp
& ngudi theo sang ché va polynucleotit bao g0m trinh ty bazo ma héa chudi nhe clia

khang thé.

Vecto bidu hién duge sir dung dé biéu hién polynucleotit theo sang ché khong
bi giéi han cu thé, chi can 1a polynucleotit bao gdm trinh tur bazo ma héa chudi ning
ctia khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché va/hoic polynucleotit bao gdm trinh
tu bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé khang IgB & nguoi theo séng ché c6 thé
duoc biéu hién trong té bao vat chu khac nhau gém céc t& bao c6 nhan dién hinh (vi
du, cac té bao dong vat, cac té bao con trung, cac té bao thuc vat va ndm men)
va/hodc cac té bao chua c6 nhan dién hinh (vi du, Escherichia coli) va polypeptit
duoc ma hoa bédi céc té bao nay co thé duoc tao ra. Céac vi du vé vecto biéu hién bao
gé)m vecto plasmit, vecto virut (vi du, virut adeno hodc virut retro) va tuong tu. Tét

hon 1a, pEE6.4 hodc pEE12.4 (Lonza Biologics, Inc.) ¢6 thé duoc sir dung.

Vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gdm gen khéi diu ma duogc lién két
nho thao tac vao polynucleotit theo sang ché. Cac vi du vé gen khoi dau dé biéu hién
polynucleotit theo sang ché véi cac té bao dong vét bao gdm gen khéi diu c6 ngudn
géc tur virut nhu 1a CMV, RSV, hodc SV40, gen khéi dau actin, gen khéi dau 10 cta
EF (yéu t6 kéo dai) va gen khéi ddu sbc nhiét. Cac vi du vé gen khoi dau dé biéu
hién polynucleotit theo sang ché boi vi khuén (vi du, Escherichia) bao gdm gen khoi
dAu trp, gen khoi dau lac, gen khoi dau APL va gen khoi dau tac. Hon nita, cac vi du
vé gen khéi dau dé biéu hién polynucleotit theo sang ché béi ndm men bao gdm gen
khéi diu GALI1, gen khoi ddu GAL10, gen khoi ddu PHOS, gen khéi dau PGK, gen
khoi ddu GAP va gen khoi dau ADH.

Trong truong hop st dung t€ bao dong vét, t€¢ bao con trung, hodc ndm men

lam té bao vét chu, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gdbm codon khéi dau va
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codon két thic. Trong trudng hop nay, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gdm
trinh ty ting cuong, ving khong dich ma trén vi tri 5° va vi tri 3° cua cac gen ma hoa
khang thé theo séng ché hodc chudi nang hodc chudi nhe, trinh tw tin hi¢u tiét, néi
ghép, vi tri polyadenyl hoa, hodc don vi sao chép. Khi Escherichia coli dugc s dung
lam té bao vat chu, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gém codon khéi dau,
codon két thic, két thucator ving va don vi sao chép. Trong truong hop nay, vecto
biu hién theo sang ché c¢6 thé bao gdm gen danh d4u lya chon (vi du, cdc gen khang
tetraxyclin, cdc gen khang ampixilin, cidc gen khdng kanamyxin, cac gen khéang
neomyxin, hodc cdc gen dihydrofolat reductaza) ma thuong duoc s dung nhu can
thiét.
<Té bao vat chu dugc bién nap theo séng ché>

Té bao vat chu dugce bién nap theo sang ché bao gdm té bao vat chu dugc bién
nap bang vecto biéu hién theo sang ché, ma dugc chon tir nhém chi gom cac phan tur

(a) dén (d) sau day:

(a) té bao vat chu dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gém polynucleotit
gdm c¢6 trinh ty bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang IgB & nguoi theo sang

ché va polynucleotit bao gdm trinh tur bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé;

(b) té bao vat chu duoc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c6 trinh ty bazo ma hoéa chudi ning cta khang thé khéang Igf & nguoi theo sang
ché va vecto bidu hién bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh tw bazo ma hoa chudi nhe

ctia khang thé;

(c) té bao vat chu dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gbm polynucleotit
gdm c6 trinh trr bazo ma hoéa chudi ndng ctia khang thé khang IgB & nguoi theo sang

ché; va

(d) té bao vat chu duoc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm ¢6 trinh tu bazo ma héa chudi nhe cta khéng thé khang Igp & ngudi theo sang
ché.

Céc vi du vé té bao vat cha bién nap dugc wu tién theo séng ché bao gbdm té
bao vat chu duge bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm ¢6 trinh
tu bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang Igp & ngudi theo sang ché va
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polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma hoa chudi nhe cta khang thé va té bao vat
chu dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gbm ¢ trinh twr bazo
m3 hoa chudi ning cta khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché va vecto biéu

hién bao gdm polynucleotit gdm c¢6 trinh ty bazo ma hoa chudi nhe cia khang thé.

Té bao vét chil duge bién nap khong bi gidi han cu thé, chi can 1a té bao vat
chu thich hgp dé vecto biéu hién duoc stir dung, duoc bién nap béng vecto biéu hién
va ¢6 thé biéu hién khang thé. Cac vi du vé té bao vat chi duogc bién nap bao gém
cac té bao khac nhau nhu 12 cac té bao tu nhién hoic cac té bao duoc thiét 1ap nhan
tao ma thuong dugc st dung trong nganh theo sang ché (vi du, cac té bao dong vat
(vi du, céc té bao CHO-K1SV), céc t& bao con trang (vi du, S), vi khuén (vi du,
Escherichia), ndm men (vi du, Saccharomyces hodc Pichia) hodc twong tu). Tét hon
13, cac té bao dugc nudi cdy nhu 1a cac té bao CHO-K1SV, cac té bao CHO-DG 44,

céc té bao 293, hoic té bao NSO c6 thé duoc sir dung.

Phuong phép bién nap té bao vat chi khong bi giéi han cu thé, nhung, vi du,
phuong phép canxi phosphat hodc phuong phéap xung dién c6 thé duoc st dung.

<Phuong phép san xut khang thé khang Igf & ngudi theo sdng ché va khang
thé khang IgP & ngudi dugc tao ra bang phuong phap>

Phuong phap san xuat khang thé khang Igp & ngudi theo sang ché bao gdm
phuong phép san xuat khang thé khang Igp & nguoi bang cach nudi cdy (céc) té bao
vat chii dugc chon tir nhém chi gdm cac phan tir (a) dén (c) sau dé biéu hién khang

thé khang IgB & nguoi:

(a) té bao vat chu duoc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm ¢6 trinh tr bazo ma héa chudi nang cua khang thé khang IgB & ngudi theo sdng

ché va polynucleotit bao gdm trinh tir bazo ma hoéa chudi nhe cia khang thé;

(b) té bao vat chu duoc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit
gdm c¢6 trinh tur bazo ma héa chudi ning ctia khang thé khang IgB & nguoi theo sang
ché va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh ty bazo mi hoa chudi nhe
ctia khang thé; va

(c) té bao vat cha duoc bién nap bang vecto bidu hién bao gdm polynucleotit
gdm c¢6 trinh tr bazo ma héa chudi ndng ctia khang thé khang IgB & nguoi theo sang

-24-



34228

ché va té bao vat chu dugc bién nap bing vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit

gdm c¢o trinh tu bazo méa hoa chuodi nhe cia khang the.

Phuong phép san xuat khang thé khang IgB & nguoi theo séng ché khong bi
gi6i han cu thé, chi can 1a phuong phép nay bao gdm bude nudi cdy té bao vat chu
duogc bién nap theo sang ché dé ‘biéu hién khang thé khang IgB & ngudi. Cac vi du vé
t€ bao vat chi dugc uu tién duoc st dung trong phuong phap bao gOm té bao vat chit

bién nap dugc uvu tién theo sang ché nhu duge mo ta trén day.

Té bao vat chi duge bién nap c6 thé dugc nudi cdy bang phuong phap da
duoc biét dén. Diéu kién nudi céy, vi du, nhiét do, pH mdi trudong nudi céy va thoi
gian nudi cdy duge chon thich hgp. Trong truong hop ma té bao vat chi 1a té€ bao
dong vat, cac vi du vé moi truong nudi cdy bao gdm mdi truong nudi cdy MEM
duge bd trg huyét thanh bao thai bo véi luong nim trong khoang tir 5 dén 20%
(Science, Vol. 130, p. 432-437, 1959), mdi truong nudi cdy DMEM (Virology, Vol.
8, p. 396, 1959), moi truong nudi céy RPMI1640 (J. Am. Med. Assoc., Vol. 199, p.
519, 1967) va méi truong nudi cdy 199 (Exp. Biol. Med., Vol. 73, p. 1-8, 1950). Gia
tri d0 pH ctiia moi truong nudi cdy t6t hon 12 nam trong khoang tir 6 dén 8 va viéc
nuéi cdy thudong dugc tién hanh & nhiét do nim trong khoang tir 30 dén 40°C trong
khoang thoi gian tir 15 dén 72 gio trong khi quat thong gi6 va khudy néu can. Trong
truong hop ma té bao vat cha 1a té bao con tring lam mdi trudng nudi chy, vi dy,
moi truong nuodi céy Grace (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 82, p. 8404, 1985)
duoc bd tro huyét thanh bao thai bo c6 thé duoc st dung. Gia tri 40 pH cia moi
truong nudi ciy tot hon 1a nim trong khoang tir 5 dén 8 va viéc nudi cdy thuong
duoc tién hanh & nhiét do ndm trong khoang tir 20 dén 40°C trong khoang thoi gian
tir 15 dén 100 gio trong khi quat thong gi6 va khudy néu can. Trong truong hop ma
té bao vat chu la Escherichia coli hoac ndm men lam moi truong nuodi céy, vi du, moi
truong nudi cdy long duogc bd tro ngudn dinh dudng thich hgp. Pugc uu tién 13, moi
trudng nudi cdy dinh dudng bao gdm ngudn cacbon, ngudn nito v6 co, hodc ngudn
nito hitu co can thiét dé sinh trudéng té bao vat chu duge bién nap. Cac vi du vé
ngué)n cacbon bao gém glucoza, dextran, tinh bot hoa tan dugc va sucroza va cac vi
du vé ngudn nito vo co hoic ngudn nito hiru co bao gdm mudn amoni, mudi nitrat,

axit amin, rugu ngd, pepton, casein, dich chiét thit, bot dau tuong va dich chiét khoai
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tay. Céac chat dinh dudng khéc (vi duy, mudi vo co (vi dy, canxi clorua, natri dihydro
phosphat va magie clorua), vitamin) va khang sinh (vi dy, tetraxyclin, neomyxin,
ampixilin va kanamyxin) co thé ¢6 mit nhu mong mudn. Gia tri d6 pH clia moi
truong nudi cdy tot hon 1a nim trong khoang tir 5 dén 8. Trong trudng hop ma té bao
vat chu 13 Escherichia coli, cac vi du dugc uu tién v& méi truong nudi cdy bao gdbm
LB mdi trudng nudi cdy va M9 moi trudng nudi ciy (Mol. Clo., Cold Spring Harbor
Laboratory, Vol. 3, A2.2). Viéc nudi chy thuong duoc tién hanh ¢ nhiét do nam
trong khoang tur 14 dén 43°C trong khoang tir 3 dén 24 gid trong khi quat thong gi6
va khudy néu can. Trong trudng hop ma té bao vat cha 12 nAm men 1am mai truong
nuoi céy, vi du, moéi truong tdi thiéu Burkholder (Proc. Natl. Acad, Sci, USA, Vol.
77, p. 4505, 1980) c6 thé duge sir dung. Viée nudi cdy thuong duge tién hanh ¢ nhiét
d6 nim trong khoang tir 20 dén 35°C trong khoang tir 14 dén 144 gio trong khi quat
thong gi6 va khudy néu can. Bing cach tién hanh viéc nuoi cdy theo cach dugc mo ta

trén day, c6 thé biéu hién khang thé khang Igf & ngudi theo sang ché.

Phuong phép san xuét khang thé khang Igf & nguoi theo sang ché c6 thé bao
odm viée thu gom, t6t hon 1a tach hodc tinh ché khang thé khang IgB & nguoi tir té
bao vat chu duge bién nap ngoai viéc nuoi céy té bao vat chu duogc bién nap theo
sang ché dé biéu hién khang thé khang Igp & ngudi. Cac vi du vé phuong phap tach
hodc tinh ché bao gdm phuong phép sir dung tinh hoa tan nhw 1& phuong phéap khir
b6 bang mudi va két tia bing dung moéi, phwong phéap st dung sy chénh 1éch vé
trong luwong phéan t& nhu 1a tham tach, siéu loc va loc gel, phuong phap st dung dién
tich nhu 1a sic ky trao ddi ion va sic ky hydroxylapatit, phuong phap st dung 4i luc
riéng nhu 14 4i luc sic ky, phuong phap st dung sy chénh léch vé tinh ky nuéc nhu
1a sdc ky 16ng hiéu nang cao pha ddo va phuong phéap st dung su chénh léch vé diém
déng dién nhu 1a dién di tiéu diém ding dién tich. T6t hon 13, khang thé dugc tich tu
trong dich n6i bé mit ctia moi truong nudi cy c6 thé dugc tinh ché boi cac phép sic

ky khéc nhau, vi du, sdc ky cot sir dung cdt Protein hodc ¢t Protein G.

Khang thé khang IgB ¢ ngudi theo sang ché con bao gdm khang thé khang Igp
& ngudi dugc tao ra bing phuong phip san xuét khang thé khang IgB & nguoi theo
sang ché.

<Dugc pham theo sang ché>
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Dugc phdm theo sang ché bao gbm dugc pham bao gdm khéng thé khang Igf
& nguoi theo sang ché va ta dugc dugc dung. Dugce phdm theo sang ché ¢o thé duge
bao ché bang phuong phép thuong duge st dung véi ta duge, do 13, ta duge ding
Jam thudc hodc chit mang dung lam thubc thudng duge st dung trong nganh. Céc vi
du v& dang phén liéu ctia duoc phim bao gdm thudc dung ngoai duong tiéu héa nhu
1a thubc dé tiém va thudc pha dé nho giot va céc loai ndy c6 thé dugc ding bang
cach dung trong tinh mach, dung Ién da, hodc tuong tu. Trong thudc dé tao, ta duoc,
chat mang va cac phan b trg theo dang phan lidu c6 thé dugc stir dung trong pham vi

khoang gia tri dugc dung.

Duoc phim theo sdng ché c6 thé bao gdm nhiéu dang of khang thé khang Igf
& nguoi theo sang ché. Vi du, sang ché dé xuat dugc pham bao gdm khang thé ma
khong trai qua bién ddi sau dich ma va khéng thé ¢6 ngudn gdc tir bién dbi sau dich

ma cia khang thé.

Trong mdt phuong an, dugc phim theo sang ché bao gbém khang thé khang
IgB & nguoi duge chon tir nhém chi gbm cac phan tir (1) dén (3) sau va khang thé
khang Igp ¢ nguoi co ngudn gdc tir bién dbi sau dich ma cua khang thé khang Igp &

nguoi:

(1) Khang thé khéng IgB & ngudi bao gdm ving bién dbi chudi ning chira
trinh tu axit amin cé sb axit amin tir 1 dén 119 cua SEQ ID NO: 6, viung bién ddi
chudi nhe chira trinh ty axit amin c6 s6 axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 8, va
ving 6n dinh chudi nang 1a ving 6n dinh Igyl & ngudi c6 cac dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W;

(2) Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm ving bién ddi chudi ning chira
trinh ty axit amin cé s6 axit amin tr 1 dén 119 cia SEQ ID NO: 2, vung bién d6i
chudi nhe chira trinh ty axit amin ¢6 s6 axit amin tir 1 dén 112 cua SEQ ID NO: 4, va
ving 6n dinh chudi ning 1a ving 6n dinh Igyl & ngudi c6 cac dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W; va

(3) Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm ving bién ddi chudi nang chta
trinh ty axit amin co s6 axit amin tr 1 dén 119 cua SEQ ID NO: 10, vung bién dbi

chudi nhe chtra trinh tu axit amin c6 s6 axit amin tir 1 dén 112 cua SEQ ID NO: 12,

-27-



34228

va ving on dinh chudi ning Ia ving on dinh Igyl & ngudi ¢ cac dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W.

Duoc phdm theo sang ché bao gdbm dugc pham bao gdm khang thé trong d6
lysin & dau tan cling C cia chudi ning duge x6a bd, khang thé ma da trai qua bién
dbi sau dich ma cho du tan cing N, khang thé trong d6 lysin & dau tan cung C cua
chudi ning dugc x6a bé va ma da trai qua bién ddi sau dich ma cho dau tan cung N,
va/hodc khang thé ma c6 lysin & dau tan cung C cia chudi ning va khong trdi qua

bién doi sau dich ma cho dau tdn cung N.

Trong mot phuong an, dugc phim theo sang ché bao gdm khang thé khang
IgB & ngudi gdm c6 dugc phim bao gdm hai hozc nhidu khang thé khang IgB &

nguoi dugc chon tr cac phan tir (1) dén (4) sau day:

(1) Khang thé khang Igp & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin
6 sb axit amin tir 1 dén 448 ctia SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira trinh ty axit amin

duoc thé hién bai SEQ ID NO: 4;

(2) Khang thé khang IgB & ngudi bao g06m chudi ning chia trinh ty axit amin
cia SEQ ID NO: 2 trong d6 axit glutamic cla axit amin s& 1 duge bién ddi thanh
axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID

NO: 4;

(3) Khang thé khang Igp & ngudi bao gdm chudi nang chia trinh tur axit amin
6 sb axit amin tir 1 dén 448 cia SEQ ID NO: 2 trong d6 axit glutamic cta axit amin
s6 1 dugc bién d6i thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh ty axit amin
dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 4; va

(4) Khang thé khang Igf & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin
duge thé hién boi SEQ ID NO:2 va chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 4.

Trong mét phuong 4n, dugc phdm theo sang ché bao gdbm khang thé khing
IgB & nguodi gom c6 duoc phim bao gdm hai hozc nhiéu khang thé khang Igp &

nguoi dugc chon tir céc phén tir (1) dén (4) sau day:
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(1) Khang thé khang Ig & nguoi bao gbm chudi ning chira trinh ty axit amin
6 s6 axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh ty axit amin

dugc thé hién boi SEQ ID NO: 8;

(2) Khéang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
cua SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cta axit amin s6 1 dugc bién ddi thanh axit

pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: §;

(3) Khang thé khang Igp & ngudi bao g0m chudi ning chira trinh ty axit amin
¢6 sb axit amin tir 1 dén 448 ctia SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin ctia axit amin s6 1
duoc bién d6i thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin duoc thé

hién boi SEQ ID NO: 8; va

(4) Khang thé khang IgB & ngudi bao g6m chudi ning chira trinh tu axit amin
duge thé hién bdi SEQ ID NO:6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
boi SEQ ID NO: 8.

Trong mdt phuong an, dugc pham theo sang ché bao gdm khang thé khang
IgB & ngudi gdm c6 duge pham bao gdm hai hodc nhiéu khang thé khang Igp &
nguoi dugc chon tir cac phan tir (1) dén (4) sau day:

(1) Khang thé khang IgB & ngudi bao g6m chudi nang chira trinh tu axit amin
c6 s6 axit amin tr 1 dén 448 ciua SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chta trinh tu axit
amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 12;

(2) Khang thé khang IgB & ngudi bao gb6m chudi ning chia trinh tu axit amin
cua SEQ ID NO: 10 trong do6 axit glutamic cia axit amin s6 1 duogc bién dbi thanh
axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin duoc thé hién boi SEQ ID
NO: 12;

(3) Khang thé khang IgB & ngudi bao g6m chudi ning chira trinh ty axit amin
c6 sb axit amin tir 1 dén 448 cia SEQ ID NO: 10 trong d6 axit glutamic cua axit
amin s6 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit

amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 12; va
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(4) Khang thé khang Igp & nguoi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin
dugc thé hién béi SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh tu axit amin duoc thé hién
bdi SEQ ID NO: 12.

Hon nita, trong mdt phuong an, dugc phim theo sang ché 14 dugc phdm duoc
mo ta dudi day:

duoc phdm bao gdbm khéng thé khang IgB & nguoi gdm c¢6 chudi ning chia
trinh tu axit amin dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit
amin dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 8, khang thé khang IgB ¢ ngudi bao gdm chudi
nang chia trinh tu axit amin co s§ axit amin tir 1 dén 448 cta SEQ ID NO: 6 trong
do glutamin cta axit amin sd 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe

chtra trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 8 va ta dugce dugc dung.

Luong bd sung ctia khang thé khang IgP & ngudi theo sang ché trong ché
phém bién thién phu thudc vao mac do triéu ching cia ngudoi bénh, do tudi cua
nguoi bénh, dang phan lidu ctia thude d& duoc sir dung, chuan do lién két ctia khang
thé, hodc tuong tu va vi du, lugng bd sung nam trong khoang tir 0,001 dén 100mg/kg

c6 thé duoc st dung.

Duogc phém theo sang ché c6 thé dugc sir dung lam tac nhan dé didu tri cac
bénh tuw mién dich nhu 1 lupus ban d6 hé thdng, viém da khop dang thép, ban xuat
huyét giam tiéu cau tu phat, bénh nhugce co ning, bénh Grave, viém tiy sdng than
kinh thi gidc, thiéu méau do tan méau tw mién dich, pemphigut, hoi chimg khang thé
khang phospholipit, viém mach két hop véi ANCA, hdi chimg Sjogren, bénh
Hashimoto, bénh da than kinh huy miélin viém man tinh, hdi chimmg mét man tinh,

hoac tuong tu.

Sang ché dé xuat dugc phidm @ ngin ngira hodc diéu tri lupus ban d6 hé
thdng, viém da khép dang thp, hodc ban xuét huyét giam tiéu clu tu phét bao gdm
khang thé khang Igp & nguoi theo sang ché. Hon nita, sang ché dé xuit phuong phap
dé ngan ngira hodc diéu tri lupus ban d6 hé thdng, viém da khop dang thap, hodc ban
xudt huyét giam tiéu cau ty phat, phuong phép nay bao gdm viée dung lugng c6 tac
dung chita bénh cua khéng thé khang IgB & ngudi theo sang ché. Hon nira, sang ché
dé xuit khang thé khang Igf & nguoi theo séng ché dé st dung nham ngan ngira hodc
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diéu tri lupus ban d6 hé thng, viém da khép dang thap, hodc ban xuét huyét giam
tiéu cau tu phat. Ngoai ra, sang ché dé xuit viéc sir dung cua khang thé khang Igp &
ngudi theo sang ché dé san xuét dugc phdm nhim ngin ngira hodc diéu tri lupus ban

d6 hé théng, viém da khép dang thip, hodc ban xuat huyét giam tiéu cau ty phat.
Vi du thuc hién sang ché

Tiép theo 1a phan md sang ché thong qua céc vi du dé d& dang hiéu 18 sang

ché. Tuy nhién, sang ché khong chi gi6i han & cac vi du nay.

Déi voi cac phan sir dung céc kit ¢6 trén thi trudng hodc cac chit phan tng,
cac thu nghiém dugc tién hanh theo huéng din st dung kém theo trir khi dugc

huéng dan cu thé khac di.
Vi du 1: tao ra céc protein Igp-Flag & nguoi va ¢ khi

Protein trong d6 duoi Flag lién két vao IgP & ngudi (protein Igb-Flag & ngudi)
va protein trong dudi Flag lién két vao ma c6 duoc IgB khi (protein Igf-Flag & khi).
Gen IgB-Flag & nguoi (SEQ ID NO: 13) dugc dua vao trong vecto GS pEE6.4
(Lonza Biologics, Inc.). Gen IgB-Flag ¢ khi (SEQ ID NO: 14) dugc dua vao trong
vecto GS pEE6.4 (Lonza Biologics, Inc.). Vecto dugc chuin bi twong tmg duoc
chuyén gen vao céc té bao FreeStyle 293 (Life Technologies, Inc.) sit dung Chét
phan ung FreeStyle MAX (life Technologies, Inc.). Cac té bao tuong ung dugc nudi
ciy trong hé nuoi cay khong co huyét thanh st dung moi trudong FreeStyle 293
Expression (Life Technologies, Inc.) trong 1 tudn va dich n6i bé mit ctia moi trudng
nudi cdy tuong tng chira protein IgB-Flag & ngudi va protein IgB-Flag ¢ khi c6 dugc.
Protein dugc tinh ché sit dung gel 4i luc khang thé khang Flag M2 (SIGMA-
ALDRICH Corporation) tir dich ndi bé mit ciia moi trudng nudi cdy c6 duge va sau

do dugce sir dung cho thir nghiém sau do.
Vi du 2: tao ra khang thé khang IgB & ngudi

Pé c6 duoc khang thé khang IgB & ngudi, protein IgB-Flag ¢ nguoi va protein
Igp-Flag & khi c6 dugc trong vi du 1 dugc tiém vao chudt C3H/HeJImsSle-lpr/Ipr
(Japan SLC, Inc.) cing v6i chét bd tro dugc dé din dén phan tmg mién dich nham
thuc hién tao mién dich. Chuét dugc tao mién dich mt vai lan va tién hanh tao mién
dich cubi. Theo phwong phép thong thuong, lach va hach banh huyét cua chudt duge
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tao rhién dich dugc chiét va té bao lympho dugc thu duge va dugc dung hop té bao
véi cac té bao u tiy chudt SP2/0 (ATCC CRL-1581), do d6 tao ra khéi t€ bao lai.
Mau pha lodng giéi han cia khéi té bao lai duge chudn bi va khéi té bao lai dugc tao
dong vo tinh don. Dong v tinh twong ting dugc nhan rong va dugc nudi cdy, moi
truong nudi cdy duge thay doi thanh Khdi té bao lai SFM (Life Technologies, Inc.),
12 moi truong nudi cdy khong co huyét thanh va sau d6 nuoi chy dong vo tinh trong
tir 3 dén 5 ngay. Khéng thé dugc tinh ché st dung kit tinh ché khang thé (Protein G

Purification kit; Proteus, Inc.) tir dich ndi bé mit cia mdi truong nudi céy thu duoc.

Xét dén khang thé thu duoc tir dong vo tinh tuong Gng, hoat tinh lién két trén
protein IgB-Flag 6 nguoi va & khi va hoat tinh lién két trén té bao B & nguoi va & khi
duge danh gia. K&t qua 13, phat hién ra ring khéng thé dugc goi 1a CL6_40 dugc lién
két vao ca hai trong s6 protein IgB-Flag & ngudi va & khi va ¢6 hoat tinh lién két cao
xét dén ca hai trong sb té bao B & nguoi va & khi. Xét dén CL6 40, cac gen ma hoa
chudi ning va chudi nhe tir khéi t& bao lai duoc tao dong vo tinh va tién hanh xéc

dinh trinh tu.
Vi du 3: tao khang thé dugc nhan héa

CDRs cta chudi ning va chudi nhe cia CL6 40 dugc céy vao khéng thé
ngudi khac va nhidu gen cua chudi ning va chudi nhe cta khang thé duge nhan hoa
dugce chudn bi. Vecto biéu hién bao gém cac gen cua ca chudi ning va chudi nhe cua
khang thé dugc nhan hoa tuong ing duge tao ciu truc sit dung vecto GS (Lonza
Biologics, Inc.). Cu thé, trinh tu tin hiéu ma hoéa gen (N. Whittle et al., Protein Eng.,
Vol. 1, p. 499-505, 1987) va gen vung 6n dinh cua Igyl & ngudi (chura trinh tu bazo
c¢6 sd bazo ndm trong khoang tir 358 dén 1350 ctia SEQ ID NO: 1) ¢6 cac dang dot
bién axit amin S239D, H268D va L328W tuong ing dugc budc vao vi tri 57 va vi tr
3> clia c4c gen vung bién doi chudi ning cua khéng thé dugc nhan héa twong tmg va
sau d6 cac gen chudi niang duoc chén vao trong vecto GS pEE6.4. Hon nita, trinh tu
tin hiéu ma hoa gen (N. Whittle et al., dugc dé cap trén ddy) va cac gen ving 6n dinh
ctia chudi 0 & nguoi (chira trinh tu bazo ¢c6 36 bazo nam trong khoang tir 337 dén
657 cua SEQ ID NO: 3) tuong tmg dugc budc vao vi tri 5° va vi trf 3° cua cac gen

-Vl‘mg bién dbi cua chudi nhe cua khang thé dugc nhan héa twong tmg va sau do cac

gen chudi nhe dugc chén vao trong vecto GS pEE12.4.
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Trinh tu bazo cia chudi nafmg cua khang thé duoc nhan héa dugc tao ra
CL6 40m12 DDW duogc thé hién boi cac SEQ ID NO: 1 va 15, trinh tu axit amin
dugc ma hoa boi trinh tu bazo dugc thé hién bai SEQ ID NO: 2, trinh tu bazo cua
chudi nhe ctia khang thé duoc thé hién boi SEQ ID NO: 3 va trinh ty axit amin dugc
m3 héa béi trinh tu bazo duge thé hién béi SEQ ID NO: 4. Ving bién doi chudi
nang dugc thé hién boi SEQ ID NO: 2 chira trinh ty axit amin c6 sb axit amin tir 1
dén 119 cua SEQ ID NO: 2 va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning timg chudi
gém ¢6 trinh tu axit amin cé s6 axit amin tir 31 dén 35, 50 dén 65 va 98 dén 108 cua
SEQ ID NO: 2. Vung bién ddi chudi nhe dugc thé hién béi SEQ ID NO: 4 chita trinh
tir axit amin c6 s6 axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 4 va CDR1, CDR2 va
CDR3 cua chudi nhe timg chudi g6m ¢6 trinh tu axit amin co s6 axit amin tir 24 dén

38, 54 dén 60 va 93 dén 101 ctia SEQ ID NO: 4.

Trinh ty bazo cta chudi ning cta khing thé dugc nhan hoa dugc tao ra
CL6 40m14 DDW dugc thé hién bai SEQ ID NO: 5, trinh tu axit amin dugc ma
hoa boi trinh tu bazo dugc thé hién béi SEQ ID NO: 6, trinh tu bazo cua chudi nhe
ctia khang thé duoc thé hién béi SEQ ID NO: 7 va trinh tu axit amin dugc ma héa
boi trinh tu bazo dugc thé hién boi SEQ ID NO: 8. Ving bién ddi cia chudi ning
duoc thé hién béi SEQ ID NO: 6 chira trinh tu axit amin c6 s6 axit amin tir 1 dén 119
ctia SEQ ID NO: 6 va CDR1, CDR2 va CDR3 cuia chudi ning twong tmg chira trinh
tu axit amin c6 sb axit amin tir 31 dén 35, 50 dén 65 va 98 dén 108 ctia SEQ ID NO:
6. Vung bién ddi cia chudi nhe dwoc thé hién bdi SEQ ID NO: 8 chira trinh tu axit
amin c6 sb axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 8 va CDR1, CDR2 va CDR3 cta
chudi nhe twong tmg chira trinh ty axit amin c6 sd axit amin tir 24 dén 38, 54 dén 60

va 93 dén 101 cua SEQ ID NO: 8.

Trinh ty bazo cta chudi ning ctia khang thé duoc nhan héa duogc tao ra
CL6_40m16 DDW dugc thé hién béi SEQ ID NO: 9, trinh ty axit amin dugc ma
hoéa bai trinh tu bazo duoc thé hién bai SEQ ID NO: 10, trinh tu bazo cia chudi nhe
ctia khang thé dugc thé hién boi SEQ ID NO: 11 va trinh ty axit amin dugc ma hoa
boi trinh tu bazo duoc thé hién bsi SEQ ID NO: 12. Ving bién ddi ciia chudi ning
dugc thé hién boi SEQ ID NO: 10 chtra trinh ty axit amin ¢6 s6 axit amin tir 1 dén

119 ctia SEQ ID NO: 10 va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi ning tuong ung chira
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trinh tur axit amin c6 sb axit amin tir 31 dén 35, 50 dén 65 va 98 dén 108 ctia SEQ ID
NO: 10. Ving bién dbi ctia chudi nhe dugc thé hién béi SEQ ID NO: 12 chira trinh
tu axit amin co sb axit amin tr 1 dén 112 ciia SEQ ID NO: 12 va CDRI1, CDR2 va
CDR3 cutia chudi nhe twong tng chira trinh ty axit amin c6 s6 axit amin tir 24 dén 38,

54 dén 60 va 93 dén 101 cua SEQ ID NO: 12.

CDRI1, CDR2 va CDR3 cua ting chudi trong sb cac chudi niang duge thé hién
bdi cac SEQ ID NO: 6 va 10 la gibng nhu CDR1, CDR2 va CDR3 cta chudi ning
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 2 va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia ting chudi trong s6
cac chudi nhe duge thé hién boi cac SEQ ID NO: 8 va 12 1a gidng nhu CDR1, CDR2
va CDR3 cua chudi nhe duoc thé hién béi SEQ ID NO: 4.

Dé chuin bi timg khang thé dugc nhan héa, vecto GS duge md ta trén day,
ma cac gen cua chudi ning va chudi nhe cua ting khang thé tuong L’rhg dugc chen
vao trong d6, dugc chia cit bang enzym nghiém ngit bai Notl va Pvul va tién hanh
thit st dung Ligation-Convenience Kit (NIPPONGENE Co., Ltd.), do d6 cdu tao
nén vecto gen ddi ma ca hai gen ctia chudi ning va chudi nhe dugc chén vao do.
Tiép theo, vecto gen ddi dugc chuyén nhiém st dung ExpiFectamin 293 (Life
Technologies, Inc.) va dugc nuoi chy trong 5 ngdy xét dén cac té bao Expi 293 (Life
Technologies, Inc.) dugc nudi chy trong mdi truong Expi 293 Biéu hién (Life
Technologies, Inc.) & mtic khoang 3000000 té bao/mL. Tiép theo, khang thé dugc
tinh ché cta khang thé dugc nhan héa twong ting thu duge sir dung Protein G (GE
Healthcare Japan Corporation) tir dich n6i bé mit cia mdi truong nudi cdy thu duge.
Xét dén biéu hién ké tiép, khang thé duoc biéu hién nho viéc chuyén nhidém vecto
gen d6i dugc mo ta trén day vao cac té bao CHO-K1SV (Lonza Biologics, Inc.). Sau
d6, khang thé duoc tinh ché cua khang thé dugc nhan héa twong tmg thu dugc su
dung MabSelect SuRe (GE Healthcare Japan Corporation) tir dich ndi bé mit cua
mdi truong nudi cy. La két qua cia viéc phan tich bién ddi axit amin cia khang thé
dugc tinh ché dugc nhan hoa tuong ung, trong hau hét cac khéng thé duoc tinh ché,
viée loai bd lysin & dau tan cing C cia chudi nang xudt hién trong
CL6 40m12 DDW, pyroglutamyl hoa ¢ dau tan cung N cta chudi ning va x6a bo
lysin & dau tan cling C ctia chudi ning xuét hién trong CL6 40m14 DDW va x6a bd

lysin & d4u t4n cing C cua chudi ning xuét hién trong CL6 40m16 _DDW.
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Vi du 4: thir nghiém ELISA lién quan dén khang nguyén

D& do hoat tinh lién két khang nguyén ctia khéng thé dugc nhan hoéa, sir dung
ELISA khang nguyén. Protein IgfB-Flag ¢ nguoi c¢6 duoc trong vi du 1 duge chuan bi
v6i nude mudi duoc dém tris (TBS; Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) sao cho
¢6 ndng dd biang 5000ng/mL, dugc bd sung vao dia NUNC MaxiSorp white 384
(Maxisorp 384 plate: Nunc Corporation) véi lugng la 15ul. mdi giéng va sau d6 hoa
rin & nhiét do trong phong trong 1 giv. Rira phan tao thanh véi TBS-T (0,05% TBS
chira Tween-20: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) hai lén, bd sung 120pL chit
ngin chan (Blocking One: Nacalai tesque, Inc.) vao do, dé phan tao thanh & nhiét do
trong phong trong 1 gio va loai dung dich. Cdc mirc pha loang tudn tu (8 muc véi
ndng do cudi nim trong khoang tir 0,46ng/mL dén 1pg/mL) cua khang thé duoc
nhin héa twong Gng thu dugc trong vi du 3 dugc chun bi st dung dung dich dugc
pha loadng thu dugc bang cach bd sung cling luong cua chét ngan chan va TBS va sau
d6 dugc bd sung vao d6 véi luong 1a 15uL. Dé phan tao thanh & nhiét do trong
phong trong 1 gid, ria véi nuéc raa TBS-T ba lAn va bd sung vao d6 20uL
peroxidaza ctia khang thé Ig tho khang ngudi duge danh déu cdi 6c ven bién (HRP)
(Dako Ltd.) ma dugc pha lodng 3000 1an v6i dung dich dugc pha loang. Sau d6, dé
phan tao thanh & nhiét d6 trong phong trong 1 gio' va sau dé rira v6i nude rira TBS-T
ba lan. Tiép theo, bd sung vao d6 30uL ELISA phat quang hoa bing chit nén BM
(POD) (Roche Diagnostics Inc.) la chat phan l'rngbphét hién sy phat quang hoa va do
luong phat quang hoa cua no bing may dém EnVision (PerkinElmer, Co., Ltd.). St
dung cung phuong phap, tién hanh thir nghiém ELISA khang nguyén st dung
protein IgB-Flag & khi c¢6 dugc trong vi du 1. Khi hoat tinh lién két & cac ndong do
tuong ung cua khang thé thtr nghiém duoc tinh, do lugng cia giéng ma khang thé
thir nghiém vao d6 khong duge bd sung dugc cai dat dén 0% va gid tri hoi tu cua
hoat tinh ti da ctia khang thé thir nghiém dugc cai dat dén 100%. Phan tich hoat tinh
lién két tinh dugc va tinh gid tri EC50 ciia khang thé thir nghiém bang cach khép
dudng cong.

Két qua 13, gia tri EC50 KHI xét dén protein IgB-Flag & ngudi va ¢ khi cua
CL6 40m12 DDW tuong ung bang 128ng/mL va 183ng/mL. Gia tri EC50 xét dén
protein IgB-Flag & nguoi va ¢ khi cia CL6_40ml4_DDW tuong Ung bang
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100ng/mL va 106ng/mL. Gi4 tri EC50 xét dén protein IgB-Flag & nguoi va & khi cua
CL6 40m16 DDW tuong ting bing 132ng/mL va 118ng/mL. Khing dinh duoc rang
tAt ca cac khang thé dugc nhan hoa twong g c6 hoat tinh lién két cao khi xét dén ca .

hai trong sb protein Igp-Flag & nguoi va & khi.
Vi du 5: Phan tich FACS xét dén PBMC & ngudi va ¢ khi

Dé danh gi4 hoat tinh lién két ciia khang thé dugc nhan héa xét dén céc t€ bao
& ngudi va ¢ khi, tién hanh phén tich Phan loai Té bao Pugc hoat hoa Huynh quang
(FACS) trén PBMC & ngudi va ¢ khi v6i chi s6 CD20 1a chat danh déu € bao B st
dung té bao B ¢6 mit trong PBMC lam dich. PBMC ¢ khi dugc chudn bi bang cach
pha lodng mau cta khi voi cung lugng cia PBS (Life Technologies, Inc.), dat mong
mau duoc pha lodng trén cung lugng cua Ficoll (GE Healthcare Japan Corporation)
va thuc hién xitr Iy ly tAm ¢ nhiét do trong phong va ¢ 1500 rpm trong 30 phut. Tiép
theo, PBMC & ngudi (AllCells, Inc.) hoic PBMC ¢ khi dugc tao hat véi luong 1a
200000 mdi giéng trong dia 96 giéng (Greiner Bio-Mot) trong trang thai dugc tao
huyén phu trong 30uL chit dém Stain (Becton, Dickinson Company). B6 sung vao
do loat dung dich pha lodng (4 muc voéi ndng d6 cudi nim trong khoang tur
0,03ng/mL dén 30pg/mL) ciia timg khang thé trong s cac khang thé duge nhan hoa
¢ dugc trong vi du 3 duoc chuén bi st dung chit dém Stain va 30pL cua cic mirc
pha lodng tuan tu. Dé phan tao thanh trén dé4 lanh trong 30 phit, rira voi chat dém
Stain ba 14n va bd sung 40pL dung dich c6 doan IgG Fcg giu khang ngudi duge
dénh diu phycoerytrin (JACKSON, Inc.) ma dugc pha lodng 200 1an v6i chat dém
Stain va khang thé chudt khang CD20 duoc danh diu allophycoxyanin (Becton,
Dickinson Company) dugc pha loang 8 lan véi chit dém Stain vao d6. Pé phan tao
thanh trén dé lanh trong 30 phut va rira voi chat dém Stain hai lan, do cudng do
huynh quang stt dung FACSArray (Becton, Dickinson Company) va sau do6 tinh
cudong d0 huynh quang trung binh: MFI). St dung FlowJo (TOMY DIGITAL
BIOLOGY Co., Ltd.) dé phan tich.

Két qua, khing dinh dugc ring tAt ca cac khang thé dugce nhan héa turong tng

c6 hoat tinh lién két cao xét dén ca hai trong so t€ bao B & nguoi va ¢ khi.
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Vi du 6: danh gia hoat dong tang sinh té bao c6 dugc nhd khang thé khéng
IgM

Dé déanh gia hiéu qua Grc ché ctia khang thé dugc nhan hoa xét dén hoat dong
clia & bao B & ngudi nhd vao kich thich BCR, danh gia hoat dong tang sinh t€ bao
¢6 duge do khang thé khang IgM trong té bao B ¢ ngudi. Khang thé khang IgM hoat
héa té bao B bing céch dé cho BCR két tap. Khang thé lién két vao c hai trong sb
BCR va FeyRIIb van dong FeyRIIb dén BCR va do d6 viée ting sinh ca té bao B c6
thé dugc tre ché. Trong vi du nay, S267E/L328F khang CD19 (Tai liéu sang ché 2)
duoc str dung 1am khang thé so sanh. Lam khang thé kiém soat, khang thé IgG1 &
nguoi (Ab khang KLH) chéng lai KLH (hemoxyanin ha) la khdng nguyén khong ton
tai trong co thé séng duoc sir dung (WO 2013/094723). Tiép theo, té bao B & nguoi
(AllCells, Inc.) dugc tao hat voi luong 1a 30000 mdi giéng trong dia 96 giéng (Twaki,
Co., Ltd.) st dung 60ul. mo6i truong nudi cdy RPMI (SIGMA-ALDRICH
Corporation). Tiép theo, cac mirc pha loang tudn tu (3 muc voi ndng dd cubi nam
trong khoang tr 0,3ng/mL dén 30pg/mL) ciia khang thé ngudi toan bo do dai twong
tmg c6 dugc trong vi du 3, S267E/L328F khang CD19, hodc Ab khang KLH dugc
chuén bi va duoc bd sung vao d6 véi lugng 1a 20 pl st dung méi truong nudi cly
RPML B6 sung 20uL khing thé khang IgM (JACKSON, Inc.) dugc chuén bi sao
cho ndng do cudi ctia nd trong mdi trudng nudi cdy RPMI dugc diéu chinh dn
Spug/mL va U trong 10 G CO; trong 4 ngay. Tiép theo, tién hanh phan tich tang sinh té
bao st dung CellTiter-Glo (Promega K.K.). Ngoai ra, trong vi du & day, nhom khong
duoc bd sung khang thé thir nghiém/khong duge bd sung khang thé khang IgM va
nhém khong duge bd sung khéng thé thu nghiém/duge bd sung khing thé khang
IgM tuong img dugc chudn bi 1am kiém soat 4m tinh va kiém soat dwong tinh va sau
d6 tién hanh thir nghiém. Khéng thé thtr nghiém twong tng dugc thit nghiém hai lan.

Fig.1 thé hién cac két qua cua ty 1é ting sinh clia té bao B ¢ ngudi. Ty 1¢ ting
sinh ctia nhém dung khéng thé thir nghiém duoc tinh bang céch cai dat nhom khong
duoc bd sung khang thé thir nghiém/khong duoc bd sung khang thé khang IgM lam
kidm soat Am tinh (ty 1& tang sinh: 0%) va nhém khong dugc bd sung khang thé thir
nghiém/dugc bd sung khéng thé khang IgM lam kiém soat duong tinh (ty 1¢ ting
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sinh: 100%). Diéu nay c6 nghia 1a, hoat tinh trc ché xét dén BCR ciia khéng thé thr

nghiém 1 manh hon khi gia tri cua ty 1¢ ting sinh ctia n6 1a nho hon.

Nhu dugc thé hién trén Fig.1, trong khi ty 1€ tdng sinh trong 30pg/mL
S267F/L328F khang CDI19 bang 52,3%, ty 1§ ting sinh trong 30pg/mL
CL6 40m12 DDW, CL6 40ml14 DDW va CL6_40ml6_DDW tuong ung bang
2,8%, 20,2% va 23,2%. Do d6, hién nhién 1a tét ca cac khang thé nguoi toan bd do
dai dugc mo ta trén day cd hoat tinh trc ché manh xét dén tang sinh té bao dugc dan

dén khang thé khang IgM trong té bao B & ngudi so voi S267E/L328F khang CD19.

Vi du 7: danh gid hiéu qua cua thudc trong mo hinh chudét NOG chuyén gen
nguoi PBMC

Péi v6i muc dich khing dinh hiéu qua ciia khang thé dugc nhan héa xét dén
viéc tao ra khang thé in vivo, dénh gia tac dong cta cac khang thé khac nhau trong
viée ding dé didu tri xét dén viéc tang vé chun do khang thé ngudi duge dan dén
bing cach chuyén PBMC & nguoi vao chudt NOG. Trong md hinh nay, dugc xem la
té bao B & nguoi duge hoat héa manh boi dbi tuong la (chudt) nhédn dién phan hoa
thanh céc té bao (mim) cua huyét twong trong co thé cta chudt va md hinh nay thich
hop dé danh gia téc dong dugc 1y ciia thude thir nghiém khi xét dén hoat tinh cua cac
té bao loai B ¢ nguoi.

Tao huyén phi cho PBMC & nguoi (AllCells, Inc.) & mic 10000000 té
bao/mL trong PBS (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) va dugc dung cho tinh
mach dudi cua chudt NOG duc 11 tudn tudi (In-vivo Science, Inc.) voi luong 1a
0,25mL (2500000 t& bao). Vao ngay thir 34 (ngay thtr 34 sau khi chuyén PBMC), do
trong lugng va tao mau mau. Po chuin d6 khang thé IgM va IgE huyét twong &
ngudi sir dung ELISA (Betyl Laboratories, Inc.). Tién hanh phan nhém dua trén IgM
huyét tvong & ngudi, chuan do khang thé IgE va dit liéu trong luong.

Trong vi du nay, l1am khang thé so sanh, S267E/L328F khang CD19 dugc st
dung. Lam khang thé kiém soat, Ab khang KLH duoc sit dung. 10mg/10mL/kg cta
khang thé thir nghiém dugc dung cho chudt bang cach ding 1én da vao cc ngay tha
35 va thir 42. Tién hanh 14y mAu médu vao cac ngay thi 42 va 49 va do chuan do

khang thé IgM va IgE huyét tuong & ngudi st dung ELISA (Betyl Laboratories,
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Inc.). Tién hanh thir nghiém trong don vi nhom gdm 4 hodc 5 dong vat. Cac két qua
thir nghiém duge thé hién boi “gi tri trung binh + sai s6 tiéu chuan.” Chénh léch thir
nghiém rd rét ciia nhém Ab khang KLH va khéc nhau khang thé thir nghiém nhoms
tién hanh st dung thtr nghiém Student’s t va truong hop ma gia tri p nh6 hon 0,05
dugc xem la ro rét vé& mat théng ké. Tién hanh thir nghiém dugc mo ta trén day su

dung GraphPad Prism (Phién ban 5.04).

Fig.2 thé hién téc dong cua khang thé thir nghiém khi xét dén chuan do khéng
thé IgM huyét twong & ngudi. Chudn d6 khang thé IgM huyét trong & ngudi giam 1o
rét béi CL6_40m12 DDW va CL6_40m14 DDW so v6i Ab khang KLH. Téc dong
giam CL6 40m12 DDW va CL6 40m14 DDW xét dén chudn do khang thé IgM
huyét twong & ngudi duge biéu hién sém qua mirc va nhan thdy tir tudn thir nhat sau
khi bét dau ding (ngdy tht 42). Trong khi, trong S267E/L328F khang CD19, tac
dong giam xét dén chuan do khéng thé IgM huyét twong & ngudi 1a 16 rét chi sau 2
tudn sau khi bit ddu dung (ngay thi 49).

Tiép theo, Fig.3 thé hién tac dong ctia khang thé thir nghiém xét dén chuan do
khang thé IgE huyét twong & ngudi. Trong CL6_40ml12 DDW va
CL6 40m14 DDW, chuin do khang thé IgE huyét tuong & ngudi gidm nhanh va rd
rét so v6i Ab khang KLH. Trong khi, trong S267E/L328F khang CD19, chuin do
khang thé IgE huyét twong & ngudi khong giam.

Nhu duoc thé hién trén cac hinh v& Fig.2 va Fig.3, hién nhién 1a ca hai trong
s6 CL6 40mI12 DDW va CL6 40ml14 DDW dugc md ta trén ddy c6 hoat tinh tc
ché manh xét dén viéc tang vé chudn do khang thé ngudi so véi S267E/L.328F khéng
CD19.

Vi du 8: danh gi4 hi€u qua cua thudc trong mod hinh nhay khéng nguyén TTx
& khi

Tao ra IgG dac hi¢u khang nguyén TTx bang cach tao cam tmg khang nguyén
bién doc t6 ubn van duoc hap thu (TTx) cho khi mot 1an. Trong mé hinh nay, chuin
d6 khang thé tong trong huyét twong c6 thé duoc danh gid ngoai IgG dic hiéu khang
nguyén TTx trong huyét tuong. Do d6, trong mé hinh nay, tinh an toan c6 thé duoc

danh gid ngoai hiéu qua ctia n6 khi cac bénh tu mien dich dugc diéu tri.
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St dung khi duc duéi dai (khi dudi dai) (ving san xuét: China, 3 nam tudi
hoac gia hon), & muc dung 2 dén 5mg/kg (0,05mL/kg: USP Corporation) zolazepam
hydroclorua va 2,5 dén 5mg/kg tiletamin hydroclorua dugc trdn trong trang thai gy
mé va TTx dugc tao cam tGng (ngay tao cdm Ung dugc cai dat dén Ngay 0). Tién
hanh tao cdm tmg TTx bang cach tiém bién doc t6 udn van 0,6mL/khi (TTx, 10
Lf/mL, Denka Seika Co., Ltd.) vao bap dui va 0,6mL/khi (twong ing 50uL dén 12 vi
trf) vao phan trong da & lung. Lam nhém dugc diéu tri, nhém ding chat din thude
(dung méi (20mM chit dém natri xitrat/120mm, NaCl (pH: 6,0); KOHJIN BIO Co.,
Ltd.) ImL/kg, n = 3) va nhom dung khing thé (10mg/1mL/kg, st dung khéng thé
duoc nhan héa CL6 40m14 DDW (dugc pha lodng v6i dung mdi), n = 3). Vigc dinh
thoi gian cua viéc dung thube duoc cai dit dén ngay thir 14 sau khi tao cdm tng TTx

va tién hanh ding cho tinh mach véi liéu ding 1mIL/kg khi tinh.

Sau khi dung CL6_40m14 DDW cho khi du6i dai dugc mo ta trén déy, tao
mau mau vé6i thoi gian, vi du, sau khi 4 gio, 72 gio, 168 gio va 336 gio va dua vao
xt 1y ly tdm va sau d6 thu huyét twong. Po ndng do ctia thudc trong huyét tuong sir
dung Gyrolab™ xP workstation (Gyros AB). Lam phuong phép va dia, dia nén 200-
3W-001-A va Bioaffy 200 (Gyros AB) dugc sit dung. Ngoai ra, lam khang nguyén
héa rén va khang thé phat hién, sit dung CD79B tai t6 hop & ngudi duge danh dau
biotin (Novoprotein, Inc.) va IgG dé khang nguoi dugc danh ddu alexa (Southern
Biotechnology Associates, Inc.). Nhu dugc liét ké trong Bang 1, ndng do thude trong
huyét tuong cia CL6_40m14 DDW dugc duy tri trong qué trinh ddnh gid mo6 hinh

thir nghiém.

Bang 1: Chuyén tiép nong do ctia thudc trong huyét twong xét dén khang thé
khang Igf dugc nhan hoa ¢ khi
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[Bang 1]
Nong d6 cta thubc | Nong do cia thubc | Nong do ctia thude
trong huyét tvong | trong huyét tuong | trong huyét tuong
ctia ca thé 1 ctia cé the 2 cta ca thé 3
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
| Sau 4 gio 252,111 263,242 258,271
Sau 72 gio 143,586 144,095 114,605
Sau 168 gio 120,070 112,865 95,848
Sau 336 gio 76,854 62,281 53,305

Tao mau mau tir khi dudi dai dugc mo ta trén ddy vai thoi gian vao ngay thir
13 (13 ngay sau khi khi dudi dai dugc tao mién dich béi bién doc t6 udn van duoc
hép thu), ngay thtr 14, ngay thir 17, ngay thir 21 va ngay tht 28, tién hanh xt 1y ly
tdm va thu huyét tuong. Dé do mtic khang bién doc t6 ubn van duge hap thu (IgG
khang TTX) trong huyét twong thu duoc, st dung ELISA khang nguyén. B6 sung
bién doc td ubn van dugc hép thu (Denka Seika Co., Ltd.) duoc pha loang 20 14an vé6i
nudc mubi dém phosphat (PBS; Wako Pure Hoa hoc Industries, Ltd.) vao dia 96
Maxisorp NUNC (dia 96 Maxisorp: Nunc Corporation) véi luong 1a 100pL mdi
giéng va sau d6 hoa rin & 4°C trong mot dém. Rira phén tao thanh v6i PBS-T (PBS
chtra 0,05% Tween-20: Thermo Scientific, Inc.) bbn 1an, bd sung 200uL chét ngan
chin (Blocker Casein In PBS; Life Technologies, Inc.) vio d6, dé phén tao thanh &
nhiét do trong phong trong 2 gio va loai dung dich. Tiép theo, 100uL huyét tuong
thu duoc va 100pL ciia mau déi véi dudng cong hiéu chudn tuong tng duoc bd sung
vao d6. Lam mau ddi véi duong cong hiéu chuén, st dung mau dugc tron voi huyét
twong dugc thu 21 ngay va 23 ngay sau khi tao mién dich cho khi dudi dai bang bién
doc t6 ubn van duoc hap thy, lugng clia n6 dugc diéu chinh dén 100U/mL va cac
muc pha lodng tudn tu (0,488 dn 500mU/mL) dugc chuin bi sir dung chat ngin
chan lam dung dich dugc pha lodng dugc su dung. Dé phan tao thanh & nhiét do
trong phong trong 2 gio, ria v6i nudce rua PBS-T bén 1an va 100pL peroxidaza cla

khang thé IgG ghu khang khi dugc danh déu bang cai dc ven bién (HRP) (Nordic,
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Inc.) ma dugc pha loang 3000 1an v6i chét ngan chin Bb sung vao d6. Sau do, dé
phan tao thanh & nhiét d6 trong phong trong 1 git' va sau d6 rira v6i nude rira PBS-T
bén 1an. Tiép theo, tién hanh do st dung TMB Microwell Peroxidase Substrate
System (KPL, Inc.). Do hé ) hép thu cua no béng SpectraMax (Molecular Devices,
Inc.).

Fig.4 thé hién téc dong cua khang thé thir nghiém khi xét dén chuén do khéng
thé bién doc t& ubn van duoc hip thu trong huyét twong. Chuén do khang thé bién
doc t6 ubn van dugc hép thu trong huyét tuong (IgG khang TTX) la gidm vé CL6-
40m14 DDW so v6i nhom chi ding chét dan thude.

Do chuin do khang thé tong (IgM, IgA va IgG) trong huyét twong thu dugc tir
khi dudi dai vao ngay thir 14, ngay thtr 17, ngay thtr 21 va ngay thir 28 sir dung
phuong phap sau. Khang thé don dong IgM tho khang khi (COVANCE, Inc.) va tho
khang nguoi IgA polyclonal khang thé (Betyl Laboratories, Inc.) dugc pha lodng 100
1An, 500 1an va 1000 14n v&i nuée mudi dém phosphat (PBS: Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.), dugc bd sung vao dia 96 Maxisorp NUNC (dia 96 Maxisorp: Nunc
Corporation) v6i lugng 1a 100pL va sau d6 hoa ran & 4°C trong mot dém. Rira phan
tao thanh v&i PBS-T (PBS chira 0,05% Tween-20: Thermo Scientific, Inc.) bdn 14n,
bd sung 200puL chit ngan chin (Blocker Casein In PBS; Life Technologies, Inc.) vao
d6 va dé phan tao thanh & nhiét do trong phong trong 1 gidr va rira voi nude rira PBS-
T mot vai lan. Céc mirc pha lodng tuan tu cia mu ddi v6i dudng cong hidu chuan va
huyét trong thu duge ctia khi duge chudn bi st dung chit ngin chin lam dung dich
duoc pha loang va bo sung 100uL & cac mirc pha lodng tudn tu vao d6. Lam mau ddi
v6i duong cong hiéu chuan, huyét tvong duoc chuén bi tir khi dudi dai thong thudong
duoc pha loang va sau d6 dugc sir dung. Dé phin tao thanh & nhiét d6 trong phong
trong 2 gio, rira v6i nude ria PBS-T bbn 1an va peroxidaza ctia khang thé IgM khéng
khi duoc dénh déu cai dc ven bién (HRP) (KPL, Inc.), peroxidaza cua khang thé IgA
khang ngudi duoc danh dau cai bc ven bién (HRP) (Betyl Laboratories, Inc.) va
peroxidaza cua khang thé IgG khang khi dugc danh du bang cai dc ven bién (HRP)
(KPL, Inc.) tuong tng duoc pha loang 1000 lan, 5000 1in va 3000 1in v6i chit ngan
chin va dugc bd sung vao d6 véi lwong 1a 100uL tuong tmg. Sau do, dé phan tao

thanh & nhiét do trong phong trong 2 gio va sau d6 rua v6i nudce rira PBS-T bbn 1an.
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Tiép theo, tién hanh do sir dung TMB Microwell Peroxidase Substrate System (KPL,

Inc.). Po hé s6 hép thu cia no bang SpectraMax (Molecular Devices, Inc.).

Cc hinh v& Fig.5, Fig.6 va Fig.7 thé hién tic dong cta khang thé thir nghiém
xét dén chudn do khang thé tong (IgM, IgA va IgG) trong huyét tuong.
CL6 40m14 DDW khong anh huéng dén chuin do khéng thé tong (IgM, IgA va
IgG) trong huyét twong so v6i nhém chi dung chat dan thudc.

Tir céc két qua dugc mo ta trén day, hién nhién 12 CL6_40m14 DDW ngin
chin khang thé dac hiéu khang nguyén khong anh huéng dén chudn do khang thé
tbng trong huyét twong. Hon nita, ngoai hiéu qua & thoi diém diéu tri cic bénh tu
mi&n dich, con hién nhién 1a CL6 40m14 DDW c6 dic tinh rat t6t xét dén tinh an

toan.
Kha niang ung dung trong cong nghiép

Khang thé khang IgB & nguoi theo sang ché 1a hitu dung dé ngan ngira va didu
tri cac bénh tu mién dich. Hon nita, polynucleotit, vecto biéu hién, t& bao vat chu
dugc bién nap va phuong phap dé san xuét khang thé theo sang ché 14 hiru dung dé

san xudt khang thé khang Igp & nguoi.
Danh muc trinh tu

O tieu dé sb <223> cta danh muc trinh tu, viéc mo ta “Trinh tu nhén tao”
duogc thuc hién. Cu thé, cac trinh tu bazo dugc thé hién béi cac SEQ ID NO: 1 va 3
cia danh muc trinh tu 1a cac trinh ty bazo cua chudi ning va chudi nhe cua
CL6 40m12 DDW, tuong ung va céc trinh tu axit amin dugc thé hién boi cac SEQ
ID NO: 2 va 4 1a céc trinh tu axit amin cta chudi ning va chudi nhe dugc ma hoa boi
cac SEQ ID NO: 1 va 3, tuong ung. Céc trinh tu bazo dugc thé hién boi cac SEQ ID
NO: 5 va 7 cia danh muc trinh tu 1a cac trinh tu bazo cua chudi ning va chudi nhe
cia CL6 40ml4 DDW, tuong ung va céc trinh ty axit amin dugc thé hién béi cac
SEQ ID NO: 6 va 8 la céc trinh tu axit amin cta chudi ning va chudi nhe dugc ma
hoéa boi cac SEQ ID NO: 5 va 7, tuong Gng. Céc trinh ty bazo dugce thé hién boi cac
SEQ ID NO: 9 va 11 cta danh muc trinh tu 1a c4c trinh ty bazo cua chudi ning va
chudi nhe cia CL6_40m16 DDW, tuong ing va céc trinh ty axit amin duoc thé hién

boi cac SEQ ID NO: 10 va 12 ctia danh muc trinh tu la céc trinh tu axit amin cua

-43-



34228

chudi ning va chudi nhe dugc ma hoa boi cac SEQ ID NO: 9 va 11, tuong Gng.
Trinh tu bazo duéc thé hién bai SEQ ID NO: 13 ctia danh muc trinh ty 1 trinh tu
bazo cua gen IgB-Flag ¢ nguoi va trinh tu bazo dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 14
cla danh muc trinh tu 13 trinh tu bazo cia gen Igf-Flag & khi. Trinh ty bazo duoc thé
hién boi SEQ ID NO: 15 cua danh myc trinh tu 1a trinh tu bazo cua chubi nang cua
CL6 40m12 DDW.
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DANH MUC TRINH TU

110> Astellas Pharma Inc.

<120 Khang thé khang beta globulin mién dich & ngudi, phuong phap san xuét va duoc pham
chira khang the nay

<130> A15019A00

<150> JP2014-160141
<151>  2014-08-06

160> 15
<170> Patent & Phién ban 3.5

210> 1

211> 1350

- <212> ADN

<213> Trinhtw nhén tao

220> i ,
<223> Chuoi nang cua khang the Ig-beta & nguo1

<2207
221> GDS
222> (1).. (1350)

400> 1
. gag gtg cag atg gtc gag agc ggg ggg gec ctg gtg cag cot ggg ggt 48
?Iu Val GIn Met gal Glu Ser Gly Gly ?éy Leu Val GIn Pro ?éy Gly

tcc ctg aga ctg toct tgt gec gtg tec ggg ttt tca ctg tcc age tat 96
Ser Leu Arg Egu Ser Cys Ala Val ggr Gly Phe Ser Leu ggr Ser Tyr

agt gtg cac tgg gtc cga cag geca cca ggg aag ggt ctg gag tgg gtg 144
Ser Val gés Trp Val Arg Gln ﬁéa Pro Gly Lys Gly hgu Glu Trp Val

gca gga atc tgg tca gga gga toc att cat tat acc cct gec ctg tot 192
Ala géy Ile Trp Ser Gly géy Ser Ile His Tyr ggr Pro Ala Leu Ser

agt aga ttc aca gtg agc cge gac gat tct aaa aac aca gtc tac ctg 240
ggr Arg Phe Thr Val ggr Arg Asp Asp Ser %gs Asn Thr Val Tyr ggu ’

cag atg aat agec cfg agg gcc gag gac acc get gtc tac tat tge get 288
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

85 90 95
aga tac gac cgg tat gaa act tac gca atg gat tac tgg g 336
Arg Tyr Asp ?6% Tyr Glu Thr Tyr ?62 Met Asp Tyr Trp ?

— Q)
o B (e ]

gC C
ly G
10
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acc ctg gtc ace
Thr Leu ¥?é Thr

ccc ctg gea coe
Pro Leu Ala Pro
130

gge tge ctg gte
Gly Cys Leu Val
145

aac tca ggc gcc
Asn Ser Gly Ala

cag tcc tca gga
Gln Ser Ser Gly

agc age ttg gge
Ser Ser Leu Gly
195

agec aac acc aag
Ser Asn Thr Lys
210

act cac aca tgc
Thr His Thr Cys
225

gac gtc ttc ctc
Asp Val Phe Leu

cgg acc cct gag
Arg Thr Pro Glu
260

cct gag gtc aag
Pro Glu Val Lys
275

gcc aag aca aag
Ala Lys Thr Lys
290

gtc age gtc ctec
Val Ser Val Leu
305

tac aag tgc aag
Tyr Lys Cys Lys

acc atc tcc aaa

gtc tec
Val Ser

tce toc
Ser Ser

aag gac
Lys Asp
150

ctg acc
Leu Thr
165

ctc tac
Leu Tyr

acc cag
Thr Gln

gtg gac
Val Asp

cca ccg
Pro Pro
230

ttc ccc
Phe Pro
245

gtc aca
Val Thr

ttc aac
Phe Asn

ccg cgg
Pro Arg

acc gtc
Thr Val
310

gtc tcc
Val Ser
325

gcc aaa

tca goc toc
Ser Ala Ser
120

aag agc acc
Lys Ser Thr
135

tac ttc cce
Tyr Phe Pro

age gge gtg
Ser Gly Val

tcc ctt agt
Ser Leu Ser
185

acc tac atc
Thr Tyr Ile
200

aag aaa gtt
Lys Lys Val
215

tgc cca gca
Cys Pro Ala

cca aaa ccec
Pro Lys Pro

tgc gtg gtg
Cys Val Val
265

tgg tac gtg
Trp Tyr Val
280

gag gag cag
Glu Glu GIn
295

ctg cac cag
Leu His GIn

aac aaa gCC
Asn Lys Ala

gg8g - cag cco

34228

acc aag
Thr Lys

tot ggg
Ser Gly

gaa ccg

ggc
Gly

g8C
Gly
140

gtg

Glu Pro Val

155

cac acc
His Thr
170

age gtg

Ser Val

tgc aac
Cys Asn

gag ccc
Glu Pro

cct gaa
Pro Glu
235

aag gac
Lys Asp
250

gtg gac
Val Asp

gac ggc
Asp Gly

tac aac
Tyr Asn

gac tgg
Asp Trp
315

tgg cca
Trp Pro
330

Cga gaa

-46-

ttc
Phe

gtg
Val

gtg
Val

aaa
Lys
220

cte
Leu

acc
Thr

gtg
Val

—0Q

age
Ser
300

ctg
Leu

gCC .
Ala

CccCa

cca teg gte
Pro Ser Val
125 :

aca gecg gee
Thr Ala Ala

acg gtg teg
Thr Val Ser

ccg get gte
Pro Ala Val
175

acc gtg ccc
Thr Val Pro
190

aat cac aag
Asn His Lys
205

tct tgt gac
Ser Cys Asp

ctg ggg gga
Leu Gly Gly

ctc atg ate
Leu Met Ile
255

agc gac gaa
Ser Asp Glu
270

gag gtg cat
Glu Val His
285

acg tac cgt-
Thr Tyr Arg

aat ggc aag
Asn Gly Lys

ccc atc gag
Pro Tle Glu
335

cag gtg tac

ttc
Phe

ctg
Leu

tgg

Trp
160

cta
Leu

tce
Ser

cCo
Pro

aaa
Lys

ceg
Pro
240

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val

gag
Glu
320

aaa
Lys

acc

384
432
480
528
576
624
672
120
168
816
864
912
960
1008

1056



34228

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr
340 345 350

ctg ccc cca tec cgg gat gag ctg acc aag aac cag gtc age ctg acc
Leu Pro ggg Ser Arg Asp Glu %gg Thr Lys Asn Gln Xgé Ser Leu Thr

tge ctg gtc aaa ggec ttc tat ccc age gac atc gec gtg gag tgg gag
Cys %38 Val Lys Gly Phe g¥g Pro Ser Asp Ile éég Val Glu Trp Glu

agc aat ggg cag ccg gag aac aac tac aag acc acg cct ccc gtg ctg
Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

gac tcec gac gge teoc ttc tte cte tac age aag ctc acc gtg gac aag
Asp Ser Asp Gly igg Phe Phe Leu Tyr 2?6 Lys Leu Thr Val ﬁ?g Lys

agc agg tgg cag cag ggg aac gtc ttc tca tge toe gtg'atg cat gag
Ser Arg Trp 2%8 Gln Gly Asn Val zgg Ser Cys Ser Val Mgg His Glu

gct ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc tcc ctg tect ccg ggt
Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

aaa tga
Lys

210> 2

211> 449

212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Céu trac tong hop

<400> 2
?Iu Val GIn Met gal Glu Ser Gly Gly $6y Leu Val GIn Pro ?éy Gly

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

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

Ala Gly Ile Trp Ser Gly Gly Ser Ile His Tyr Thr Pro Ala Leu Ser
50 55 , 60

-47-

1104
1152
1200
1248
1296
1344

1350



34228

Ser Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80

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

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

ly
100 105 10
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe

Thr Leu Val
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 %gg Thr Ser Gly Val

— -

Thr Phe Pro Ala Val Leu
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 GIn 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

Asp 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 Asp Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285 :
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34228

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Trp Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn 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 AIaAVaI Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly GIn 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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

210> 3

211> 657

<212> ADN

<213> Trinh tir nhan tao

Q0> v o
<223> Chuoi nhe cua khang the Ig-beta & nguoi

<2207
<221> (DS
222> (1).. (657)
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<400> 3
gac atc cag ctg acc
?sp Ile GIn Leu ghr

gac aga gtg acc atc
Asp Arg Val ;gr Ile

ggc gac tcc tac atg
Gly Asp ggr Tyr Met

aag ctg ctg atc tac
Lys ggu Leu Ile Tyr

aga ttc tcc gge tec
égg Phe Ser Gly Ser

agc ctg cag ccc gag
Ser Leu GIn Pro géu

gag gac ccc ctg acc
Glu Asp Pro %88 Thr

acg gtg got gca cca
Thr Val ?{g Ala Pro

ttg aaa toct gga act
Leu %gg Ser Gly Thr

cCC aga gag gcc aaa
ﬁzg Arg Glu Ala Lys

ggt aac tcc cag gag
Gly Asn Ser Gin ?ég

tac agc ctc agc age
Tyr Ser Leu Ser Ser
180

cac aaa gtc tac gec
His Lys Ygé Tyr Ala

gtc aca aag agc ttc
Val ;?6 Lys Ser Phe

cag tcc

Gin

aca
Thr

aac
Asn

ggc
Gly
70

gac
Asp

ttec
Phe

tect
Ser

gce
Ala

gta
Val
150

agt
Ser

acc
Thr

tge
Cys

aac
Asn

Ser

tge
Cys

tgg
Trp

C gcce

Ala
55

tct
Ser

ttc
Phe

tct
Ser
135

cag
Gln

gte
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

agg

cce
Pro

aag
Lys

tat
Tyr
40

tce
Ser

ggc
Gly

gece
Ala

ca
GIn

¢ ttec

Phe
120

gtt
Val

teg
Trp

aca
Thr

acg
Thr

gte
Val
200

gea

34228

tcc age
Ser Ser
10

gee tee
Ala Ser
25

cag cag
Gln GIn

aac ctg
Asn Leu

acc gac
Thr Asp

acc tac
Thr Tyr
90

g ggC acc

Gly Thr
105

atc ttc
[le Phe

gtg tge
Val Cys

aag gtg
Lys Val

gag cag
Glu GIn
170

ctg age
Leu Ser
185

acc cat

Thr His-

gag tgt

Arg Gly Glu Cys

215

ctg
Leu

tte
Phe
75

tac
Tyr

aag
Lys

ceg
Pro

ctg
Leu

gat
Asp
155

gac
Asp

aaa
Lys

[Xe]
s
ju S
feplis]

tag
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tce

gec tet gtg ggc

Ser Ala Ser Val Gly

tce
Ser

cce
Pro

a tcc

Ser
60

ace
Thr

tge
Cys

gtg
Val

cca
Pro

ctg
Leu
140

aac
Asn

age
Ser

geca
Ala

15

gtg gac tac gac

Val Asp Tyr Asp
30

g2C aag goc cce
géy Lys Ala Pro

ggc gtg cce tee
Gly Val Pro Ser

ctg acc atc tcc
Leu Thr Ile ggr

cag cag tcc aac
Gln GIn Sgr Asn
9

gaa atc aag cgt
Glu {{8 Lys Arg

tct gat gag cag
Ser Asp Glu GIn
125

aat aac ttc tat
Asn Asn Phe Tyr

gec ctc caa teg
Ala Leu GIn Ser
160

aag gac agc acc
Lys Asp Ser Thr
175

gac tac gag aaa
Asp Tyr Glu Lys
190

¢ ctg age teg cce

Leu Ser Ser Pro
205

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

976

624

657



210> 4

211> 218
- <212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

Q20> i

<223> Cau truc tong hop

<400> 4

?sp Ile Gin Leu ghr Gln Ser Pro

Asp Arg Val ;Br Ile Thr Cys Lys

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr
35 40

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser
50 55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

65 70

Ser Leu GIn Pro géu Asp Phe Ala

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly GIn
100

Ala Pro Ser Val Phe

Thr Val A
1 120

la

15

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
130 135

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp
145 150

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr
165

Tyr Ser Leu ?86 Ser Thr Leu Thr

34228

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ala Ser GlIn Ser Val Asp Tyr Asp
25 30

GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro
45
Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
60
Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
75 80
Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn

90 95

Gly Thr Lys Val Glu
105 '

Ile Lys Arg

110

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
125

Val Cys Leu %Zg Asn Asn Phe Tyr

Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
155 160

Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
170 175

Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
185 190
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34228

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

210> 5

211> 1350

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Chuoi nang cta khang the Ig-beta & nguoi

<220>
<221> GDS
<222> (1).. (1350)

<400> 5
cag gtg cag atg cag gaa tcc ggt ccc ggg octg gtc cgt cct age
?In Val GIn Met gln Glu Ser Gly Pro ?éy Leu Val Arg Pro ?gr

act ctg tca ctg act tgt act gte téa ggg ttc tca ctg tecec age
Thr Leu Ser %Su Thr Cys Thr Val ggr Gly Phe Ser Leu ggr Ser

tcc gtg cac tgg gtc aga cag cca cct gga cga gga ctg gag tgg
Ser Val gés Trp Val Arg GIn Pgo Pro Gly Arg Gly kgu Glu Trp
X 4

gegc gga att tgg age ggg ggt tot atc cat tac aca cca got ctg
Gly géy Ile Trp Ser Gly géy Ser Ile His Tyr ggr Pro Ala Leu

agt cga gtg act gtc ctg agg gac acc agt aag aac cag gtg age
ggr Arg Val Thr Val’%gu Arg Asp Thr Ser %gs Asn GlIn Val Ser

aga ctg tca tocc gtc acc gcc got gat aca geca gtg tac tat tge
Arg Leu Ser Ser ggl Thr Ala Ala Asp ggr Ala Val Tyr Tyr ggs

aga tac gac cgg tat gaa acc tac gca atg gat tat tgg ggec cag
Arg Tyr Asp Arg Tyr Glu Thr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin
100 105 110
tet ctg gte acc gtc tecc tca gec tec acc aag gge cca teg gte
Ser Leu ¥?é Thr Val Ser Ser ?és Ser Thr Lys Gly ?ro Ser Val
25

ccc ctg goa ccc tec tcc aag age acc tet ggg ggc aca gog gec
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Pro

cag
GIn

tat
Tyr

tect
Ser

ctg
Leu
80

gce
Ala

tte
Phe

ctg

48

96

144

192

240

288

336

384

432



34228

Pro %gg Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu

135 140
ggc tge ctg gte aag gac tac ttc ccc gaa ccg gtg acg gtg teg tgg 480
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160
aac tca ggc gec ctg acc age gge gtg cac acc ttec ccg get gte cta 528
Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 v 170 175
cag tcc tca gga ctc tac tcc ctt agt age gtg gtg acc gtg cce tee 7 576
GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190
agc agc ttg ggc acc cag acc tac atc tge aac gtg aat cac aag ccc 624
Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205
agc aac acc aag gtg gac aag aaa gtt gag ccc aaa teot tgt gac aaa 672
Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220
act cac aca tgc cca ccg tgc cca gea cct gaa ctc ctg ggg gega ccg 720
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240
gac gtc ttc ctc ttc ccc cca aaa ccc aag gac acc ctc atg atc tce 768
Asp Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255
cgg acc cct gag gtc aca tge gtg gtg gtg gac gtg age gac gaa gac 816
Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Asp Glu Asp
260 265 270
cct gag gtc aag ttc aac tgg tac gtg gac ggec gtg gag gtg cat aat 864
Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn
: 275 280 285
gcc aag aca aag ccg cgg gag gag cag tac aac age acg tac cgt gtg 912
Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300
gtc agec gtc ctc acc gtc ¢tg cac cag gac tgg ctg aat ggec aag gag 960
Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320
tac aag tgc aag gtc tcc aac aaa gec tgg cca goc ccc atc gag aaa 1008
Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Trp Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335
acc atc tcc aaa gec aaa ggg cag ccc cga gaa cca cag gtg tac ace 1056
Thr [le Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350
ctg ccc cca tec cgg gat gag ctg acc aag aac cag gtc agc ctg acc 1104

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GlIn Val Ser Leu Thr
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34228

355 360 365

tgc ctg gtc aaa gge ttc tat ccc age gac atc gcc gtg gag tgg gag
Cys %38 Val Lys Gly Phe §¥g Pro Ser Asp Ile éég Val Glu Trp Glu

agc aat ggg cag cocg gag aac aac tac aag acc acg cct ccc gtg ctg
Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

gac tcc gac ggec tece ttc tte ctec tac age aag ctc acc gtg gac aag
Asp Ser Asp Gly igg Phe Phe Leu Tyr 2?6 Lys Leu Thr Val 2?2 Lys

agc agg tgg cag cag ggg aac gtc ttc tca tge tcc gtg atg cat gag
Ser Arg Trp 2;8 GIn Gly Asn Val zgg Ser Cys Ser Val %gg His Glu

gct ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc tcc ctg tet cog ggt
Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

aaa tga
Lys

210> 6

211> 449

<212> PRT

<{213> Trinh tu nhén tao

220> .
<223> Cau truc tong hop

<400> 6

?In Val GIn Met gln Glu Ser Gly Pro ?éy Leu Val Arg Pro ?gr Gln

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr
20 25 30
Ser Val His Trp Val Arg GIn Pro Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp [le
3B 40 45

Gly Gly Ile Trp Ser Gly Gly Ser Ile His Tyr Thr Pro Ala Leu Ser
50 55 60

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

1152

1200

1248

1296

1344

1350



Arg Leu Ser

Arg Tyr Asp
Ser Leu
Ala
Leu
Asn Ser Gly
Gln Ser

Ser

Leu
195

Ser Ser

Ser Asn Thr

210

Thr His
225

Thr

Asp Val Phe

Arg Thr Pro

Pro Glu Val
275

Ala Lys Thr
290

‘Val Ser Val

Ser Val Thr
85

Arg Tyr Glu
100 .

Thr Val Ser
Pro Ser Ser

Val Lys Asp
150

Ala Leu Thr
165

Gly Leu Tyr
180

Gly Thr Gin
Lys Val Asp

Cys Pro Pro
230

Leu Phe Pro
245

Glu Val Thr
260

Lys Phe Asn Trp Tyr

34228

Ala Ala Asp Thr
90

Thr

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro Lys

Cys

Tyr Ala Met
105

Ala Ser Thr
120

Ser Thr Ser
Phe Pro Glu

Gly Val His
170

Ser Ser
185

Leu

Tyr Ile Cys

200

Lys Val Glu

Pro Ala Pro

Pro Lys
250

Val Val Val

265

Val Asp
280

Ala Val

Asp Tyr

Tyr

Trp

Tyr Cys Ala
95

Gly GIn Gly
110

Lys Gly Pro Ser Val Phe

Gly Gly
140

Pro Val
155

Thr Phe

Val Val

Asn Val

Pro Lys

220

Glu Leu
235
Asp Thr

Asp Val

Gly Val

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser.

Glu
285

Ala Ala Leu

Val Ser Trp
160

Ala Val Leu
175

Val Pro Ser
190

His Lys Pro
Cys Asp Lys
Gly Gly Pro

240

Met Ile Ser
255

Asp Glu Asp
270 :

Val His Asn

Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
295 300

Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
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34228

305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Trp Pro Ala Pro Ile Glu Lys
: 325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn 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 GIn 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 GlIn Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu.
420 425 430 ‘

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

210> 7
211> 657

<{212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe cua khang thé Ig-beta & ngudi

<2207
<221> GDS
222> (1).. (657)

<400> 7

gac atc cag ctg acc cag tcc ccc tee age ctg toec gee tet gtg gge
Asp Ile GIn Leu ghr Gln Ser Pro Ser ?gr Leu Ser Ala Ser Ygl Gly
1 )
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gac aga gtg acc atc aca
Asp Arg Val ;gr [le Thr

ggc gac tcc tac atg aac
Gly Asp Ser Tyr Met Asn
35

aag ctg ctg atc tac goc
Lys %eu Leu Ile Tyr Ala
0

aga ttc tcec gge tece ggo
Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70

tgc
Gys

tgg
Trp

gce
Ala
55

tct
Ser

agc ctg cag ccc gag gat atce

Ser Leu GIn Pro Glu Asp
85

gag gac ccc ctg acc ttc
Glu Asp Pro %88 Thr Phe

acg gtg gct gea cca tot
Thr Val ?{g Ala Pro Ser

ttg aaa tct gga act gcc
Leu %gg Ser Gly Thr Ala

ccc aga gag gcc aaa gta
Pro Arg Glu Ala Lys Val
145 150

ggt aac tcc cag gag agt
Gly Asn Ser GIn ?ég Ser

tac agec ctc agc agc acc
Tyr Ser Leu.?gg Ser Thr

cac aaa gtc tac gcc tge
His Lys ¥Sé Tyr Ala Cys

gtc aca aag agc ttc aac
Val ;?6 Lys Ser Phe Asn

210> 8

211> 218

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

gtc
Val

tot

Ser
135

cag
GIn

gte
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

ageg

aag gcc
Lys Ala
25

tat cag
Tyr Gln
40

tcc aac
Ser Asn

ggc acc
Gly Thr

gCC acc
Ala Thr

cag ggc
Gln Gly
105

ttc atc
Phe [le
120

gtt gtg
Val Val

tgg aag
Trp Lys

aca gag
Thr Glu

acg ctg
Thr Leu
185

gtc acc

34228

tcc cag
Ser GIn

cag aag
GIn Lys

ctg gaa
Leu Glu

gac ttc
Asp Phe
75

tac tac
Tyr Tyr
90

acc aag
Thr Lys

ttec ccg
Phe Pro

tge ctg
Cys Leu

gtg gat
Val Asp
155

cag gac
Gln Asp
170

agc aaa
Ser Lys

cat cag

tcc gtg gac tac
Ser Val gsp Tyr

CCC ggc aag gcc
Pro géy Lys Ala

tec ggeo gtg cce
ggr Gly Val Pro

acc ttc acc atc
Thr Phe Thr [le

tgc cag cag tcc
Cys GIn GIn ggr

gtg gaa atc aag
Val Glu {{8 Lys

cca tct gat gag
Pro Ser Asp Glu
125

ctg aat aac ttc
Leu Asn Asn Phe
140

aac gcc ctc caa
Asn Ala Leu GIn

agc aag gac age
Ser Lys Asp Ser
175

gca gac tac gag
Ala Asp Tyr Glu
190

ggc ctg age tcg

gac
Asp

cce
Pro

tece
Ser

tce
Ser
80

aac

Asn

cgt
Arg

cag
Gln
tat
Tyr

teg
Ser
160

acc
Thr

aaa
Lys

CCC

Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro

200

gga gag

tgt tag

Arg Gly Glu Cys

215

-57-

205

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

657



220> )
<223> Cau trac tong hop

<400> 8
?sp Ile GIn Leu ghr Gln Ser Pro Ser

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala
20 25

Gly Asp‘Ser Tyr Met Asn Trp—Tyr Gln

35 40
Lys Leu Leu [le Tyr Ala Ala Ser Asn
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70

Ser Leu GlIn Pro géu Asp Ile Ala Thr

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly GIn G
100 1

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
115 120

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
130 135

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys
145 150

Gly Asn Ser Gln ?ég Ser Val Thr Glu

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
180 185

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
195 200

34228

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

Cys

Val

His

Leu Ser Ala Ser ¥§I Gly

GIn Ser Val Asp Tyr Asp
30
Lys Pro Gly Lys Ala Pro
45
Glu Ser Gly Val Pro Ser
60
Phe Thr Phe Thr [le Ser
75 80

Tyr Cys GlIn GIn Ser Asn
95

Lys Val Glu Ile Lys Arg
110

Pro Pro Ser Asp Glu GIn
125
Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
140

Asp Asn Ala Leu GIn Ser
155 160

Asp Ser Lys Asp Ser Thr
175
Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
190

GIn Gly Leu Ser Ser Pro
205

-58-



34228

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

2100 9

211> 1350

<212> ADN

<213> Trinhtw nhan tao

<220> _ .
<223> Chuoi nang cua khang the Ig-beta & ngudoi

<220>
<221> CDS
222> (1).. (1350)

<400> 9
gaa gtg cag ctg gtg gag toc ggg gea ggt ctg gtg cag ccc ggg ggt 48
?Iu Val GIn Leu gal Glu Ser Gly Gly ?éy Leu Val GIn Pro ?éy Gly

tot ctg cgt ctg tet tgt gee gtg tot ggg ttt agt ctg tcc age tat 96
Ser Leu Arg Egu Ser Cys Ala Val ggr Gly Phe Ser Leu ggr Ser Tyr

agt gtg cac tgg ttc cga aag get ccc gge aaa gga cotg gag tgg ctg 144
Ser Val gés Trp Phe Arg Lys ééa Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp Leu

ggc gga atc tgg tca ggg ggt toc att cat tat acc cct gea ctg tet 192
Gly géy Ile Trp Ser Gly géy Ser Ile His Tyr ggr Pro Ala Leu Ser

agt aga ctg aca gtg agc cgec gac atc tot aag aac aca gtc tac ctg 240
ggr Arg Leu Thr Val §8r Arg Asp Ile Ser %gs Asn Thr Val Tyr Egu

cag atg aat agc ctg agg gcc gag gat acc got gtc tac tat tec gea 288
GIn Met Asn Ser ggu Arg Ala Glu Asp ggr Ala Val Tyr Tyr 8§s Ala

aga tac gac cgg tat gaa act tac gocc atg gat tac tgg g
Arg Tyr Asp ?Bg Tyr Glu Thr Tyr ?62 Met Asp Tyr Trp ?

¢ cag gge 336
g Gin Gly

acc ctg gtc acc gtc tece teca goc toc acc aag gge cca teg gite tte 384
Thr Leu ¥?é Thr Val Ser Ser ?ég Ser Thr Lys Gly ?rg Ser Val Phe
2 )

ccc ctg gea ccc tec tee aag age acc teot ggg gge aca geg gec ctg 432
Pro %gg Ala Pro Ser Ser %gg Ser Thr Ser Gly ?A% Thr Ala Ala Leu

ggc tge ctg gtc aag gac tac ttc ccc gaa ccg gtg acg gtg tog tgg 480
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp

-50-



145

aac tca ggc gec ctg
Asn Ser Gly Ala %gg

cag tcc teca gga cte
GIn Ser Ser ?ég Leu

agc agce ttg gge acc
Ser Ser %gg Gly Thr

agc aac acc aag gtg
Ser 9?8 Thr Lys Val

act cac aca tgc cca
Thr His Thr Cys Pro
225

gac gtc ttc ctec ttc
Asp Val Phe Leu Phe
245

‘cgg acc cct gag gte
Arg Thr Pro Glu Val
260

cct gag gtc aag ttc
Pro Glu g?é Lys Phe

gCC aag aca aag ccg Cgg gag‘

Ala Lys Thr Lys Pro
290

gtc agc gtc ctc acc

150

acc age
Thr Ser

tac tcec
Tyr Ser

cag acc
Gln Thr

gac aag

Asp Lys

215
cecg tge
Pro Cys
230
ccc cca
Pro Pro

aca tgc

gge gtg
Gly Val

ctt agt
Leu Ser
185

tac atec
Tyr Ile
200

aaa gtt
Lys Val

cca gca
Pro Ala

aaa ccc
Lys Pro

gtg gtg

34228

cac
His
170
age
Ser

tgo
Cys

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys
250

gtg

155

acc ttc cecg got gtc
Thr Phe Pro Ala ¥?é

gtg gtg acc gtg cce
Val Val Thr Ysé Pro

aac gtg aat cac aag
Asn Val Asn His Lys
205

ccc aaa tct tgt gac
Pro Lys Ser Cys Asp
220

gaa ctc ctg ggg gga
gég Leu Leu Gly Gly

gac acc ctc atg atc
Asp Thr Leu Met Ile

gac gtg agc gac gaa

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Asp Glu

aac tgg
Asn Trp

Arg Glu
295

gtc ctg

Val Ser Val Leu Thr Val Leu

305

tac aag tgc aag gtc
Tyr Lys Cys Lys Val
- 325

acc atc tcc aaa goc
Thr Ile Ser Lys Ala
340

ctg ccc cca tecec ogg
Leu Pro Pro Ser Arg
355

tge ctg gtc aaa gge

310

tcc aac
Ser Asn

aaa ggg
Lys Gly

gat gag
Asp Glu

ttc tat

265

tac gtg
Tyr Val
280

gag cag
Glu GIn

cac cag
His GIn

aaa gcc
Lys Ala

cag ccc
Gln Pro
345

ctg acc
Leu Thr
360

CCC agce

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp

tgg
Trp
330

cga
Arg

aag
Lys

gac

270

gec glg gag gig cat
Gly Val gég Val His

aac agc acg tac cgt
Asn Ser Thr Tyr Arg
300

tgg ctg aat ggc aag
g;g Leu Asn Gly Lys

cca gec cce atc gag
Pro Ala Pro Ile Glu
335

gaa cca cag gtg tac
Glu Pro GIn Val Tyr
- 350

aac cag gtc agec ctg
Asn GIn Val Ser Leu
365

atc goc gtg gag tgg

160

cta
Leu

tce
Ser

cce
Pro

aaa
Lys

ccg
Pro
240

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val

gag
Glu
320

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu

370

375

380

-60-

528

576

624

672

120

168

816

864

912

960

1008

1056



34228

agc aat ggg cag ccg gag aac aac tac aag acc acg cct ccc gtg ctg
Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

gac tec gac ggc tec ttc ttc ctc tac agc aag ctc acc gtg gac aag

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

agc agg tgg cag cag ggg aac gtc ttc tca tge tec gtg atg cat gag

Ser Arg Trp Gin GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

gct ctg cac aac cac tac acg cag aag agce ctc tee ctg tot ccg ggt
Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

aaa tga
Lys

<210> 10

211> 449

212> PRT
<213> Trinhtu nhén tao

220> )
<223> Cau truc tong hop

<400> 10
?lu Val GIn Leu gal Glu Ser Gly Gly ?éy Leu Val Gln Pro ?éy Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr
20 25 30
Ser Val His Trp Phe Arg Lys Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Gly Ile Trp Ser Gly Gly Ser Ile His Tyr Thr Pro Ala Leu Ser
50 55 60

Ser Arg Leu Thr Val Ser Arg Asp Ile Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80

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

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

-61-

1200

1248

1296

1344

1350



. Thr Leu

—
—_—)
g1 —

Ala
Leu
Asn Ser Gly
Gln Ser

Ser

Leu
195

Ser Ser

Ser Asn Thr

210

Thr His
225

Thr

Asp Val Phe

Arg Thr Pro

Pro Glu Val

275

Ala Lys Thr
290

Val Ser Val
305

Tyr Lys Cys Lys ggé Ser Asn Lys Ala

100 106

Thr Val Ser Ser Ala Ser
120

Pro Ser Ser Lys Ser Thr
135

Val Lys Asp Tyr Phe Pro
150
Ala Leu Thr Ser Gly Val
165

Leu Tyr Ser Leu Ser

G
1 185

ly

80

Gly Thr GIn Thr Tyr Ile
200

Lys Val Asp Lys Lys Val
215

Cys Pro Pro Cys Pro Ala
230

34228

Thr

Ser

Glu

—t T

Ser

Cys

Glu

Pro

110

Lys Gly Pro Ser Val Phe
125
Gly Gly Thr Ala Ala Leu
140

Pro Val Thr Val Ser Trp
155 160

Thr Phe Pro Ala Val Leu
175

Val Val Thr Val Pro Ser
190

Asn Val Asn His Lys Pro
205

Pro Lys Ser Cys Asp Lys
220

Glu Leu Leu Gly Gly Pro
235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250

260

255

Glu Val Thr Cys Val ggé Val Asp Val Ser Asp Glu Asp

270

Lys Phe Asn Trp ;56 Val Asp Gly Val Glu Val His Asn

285

Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn 286 Thr Tyr Arg Val

295

Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
310 : 320

315

Trp Pro Ala Pro Ile Glu Lys

330

335

-62-



34228

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly GIn 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 GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lys

210> 1
211> 657

<212> ADN
<213> Trinh tw nhén tao

<220> . .
<223> Chuoi nhe cua khang theé Ig-beta & nguoi

<220>
<221> GDS
<222> (1)..(657)

<400> 11

gac atc gtg ctg acc cag tcc coc tec age ctg tee gee tot gtg gege
Asp Ile Val Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

gac aga gtg acc atc aca tgc aag gecc tcc cag tcec gtg gac tac gac
Asp Arg Val ;gr Ile Thr Cys Lys ééa Ser GIn Ser Val égp Tyr Asp

ggc gac tcc tac atg aac tgg tat cag cag aag ccc gge aag gec cece

-63-

48

96

144



34228

Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala
35 40 45

aag ctg ctg atc tac gecc goc tec aac
Lys Leu Leu Ile Tyr Ala ééa Ser Asn

50

aga ttc tcc gge tecc gge tot gge ace

65

Arg Phe Ser Gly Ser 9éy Ser Gly Thr

age ctg cag ccc gag gac ttc gec ace
Ser Leu GIn Pro géu Asp Phe Ala Thr

gag gac ccc ctg acc ttc gge cag gge
Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly GIn Gly

100 105

acg gtg get geca cca tot gtc ttc ate
Thr Val Ala-Ala Pro Ser Val Phe Ile

115 120

ttg aaa tot gga act gec tot gtt gig
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
130 135

CCC aga gag gocc aaa gta cag tgg aag
Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys

145

150

get aac tcc cag gag agt gtc aca gag
Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu

165

tac agc ctc agc agc acc ctg acg cig
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu

180 185

cac aaa gtc tac goc tge gaa gtc acc
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr

195 200

gtc aca aag agc ttc aac agg gga gag
Val ;?6 Lys Ser Phe Asn Q;E Gly Glu Cys

210>
Q211>
Q212>
213>

<220»
223>

<400>

12

218

PRT

Trinh ty nhén tao

Chu trac tong hop
12

ctg gaa toc ggec gtg ccc
Leu Glu ggr Gly Val Pro

gac ttc acc ctg acc atc
Asp ;Ee Thr Leu Thr Ile

tac tac tgc cag cag tcc
Tyr Tyr Cys Gln GIln Ser
90 95

acc aag gtg gaa atc aag
Thr Lys Val Glu %{8 Lys

ttc ccg cca tet gat gag
Phe Pro Pro ?gg Asp Glu

tge ctg otg aat aac ttc
Cys Leu %Zg Asn Asn Phe

gtg gat aac goc ctc caa
Val ?gg Asn Ala Leu GIn

cag gac agc aag gac age
GIn Asp Ser Lys Asp Ser
170 175

agc aaa gca gac tac gag

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
190

cat cag ggec ctg age tcg

His Gln Gly %gg Ser Ser

g tgt tag

-64-

Pro

tce
Ser

tece
Ser
80

aac
Asn

cgt
Arg

cag
Gln

tat
Tyr

teg
Ser
160

acc
Thr

aaa
Lys

cce
Pro

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

657



?sp Ile Val Leu ghr Gln Ser Pro Ser

Asp Arg'Va! Thr
20

Gly Asp Ser Tyr
35

Lys Leu Leu
50

Arg Phe Ser

65

Ser Leu GIn Pro

Glu Asp Pro Leu

100

Thr Val ? Ala

la
15

Leu Lys Ser Gly
130

Pro Arg Glu Ala
145

Gly Asn Ser GlIn

Ser
180

Tyr Ser Leu

His Lys Val
195

Tyr

Ile Thr Cys Lys

Met Asn Trp Tyr
40

Tyr Ala Ala Ser

55
Ser Gly Ser Gly
70

Glu Asp Phe Ala

85

Thr Phe Gly GIn

Pro Ser Val Phe

120

Thr Ala Ser Val
- 135

Lys Val Giln Trp
150

Glu Ser Val Thr
165

Ser Thr Leu Thr

Ala Cys Glu Val
200

34228

10

Ala Ser
25

GIn Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr
90

Gly Thr
105

Ile Phe

Val Cys

Lys Val

Glu GIn
170

Leu Ser
185

Thr His

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

215

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

15

GIn Ser Val Asp Tyr Asp
30

Lys Pro Gly Lys Ala Pro
45

Glu Ser Gly Val Pro Ser

60

Phe Thr Leu Thr [le Ser

15

80

Tyr Cys GIn GlIn Ser Asn

95

Lys Val Glu Ile Lys Arg

110

Pro Pro Ser Asp Glu GIn
125

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr

140

Asp Asn Ala Leu GIn Ser

155

160

Asp Ser Lys Asp Ser Thr

175

Lys Ala AsplTyr Glu Lys
190

GIn Gly Leu Ser Ser Pro

-65-

205



Q210> 13
11> 450

212> ADN
(213> Trinh tu nhan tao

<220>

34228

<223> Human Ig-beta-Flag fusion gene

<220>
<221> (CDS
222> (1).. (447)

<400> 13
gcc aga teg gag gac
?la Arg Ser Glu ésp

cgg atc tgg cag age
Arg Ile Trp gén Ser

gtg aaa atg cac tgc
Val Lys ggt His Cys

ctc tgg aag cag gag
Leu Trp Lys GIn Glu

aag ggc cgec atg gaa
%gs Gly Arg Met Glu

atc caa

gge atc cgg
Ile GIn Gly I

le Arg
85

aag tgc aac aac acc
Lys Cys Asn ?88 Thr

cga gtc atg gga ttec
Arg Val ¥?E Gly Phe

ctg aag gat tcg tca
Leu %gg Asp Ser Ser

gac gat gac gat aaa
Asg Asp Asp Asp Lys
14

<210> 14
211> 453

cgg

tac

cgg

aat

Arg Tyr Arg Asn

cca
Pro

tac
Tyr

atg
Met

gag
Glu
70

ttt
Phe

teg
Ser

age
Ser

gea
Ala

tga

cgt
Arg

atg
Met

gac
Asp
55

tce
Ser

acc
Thr

gac

tte
Phe

aac
Asn
40

gag
Glu

ttg
Leu
120

ctg

ata
Ile
25

age
Ser

aat
Asn

aac
Asn

aat
Asn

¢ tac

Tyr
105

gca
Ala

gtt

cce
Pro
10

gce
Ala

gee
Ala

cce
Pro

gaa
Glu

gge
Gly
920

cag
Gln

cag
Gln

CCg

daa
Lys

agg
Arg

tece
Ser

tect
Ser
15

atc
[le

ggc
Gly

ctg
Leu

CgC

Asp Leu Val Pro Arg

135

-606-

get
Gly

aaa
Lys

gegce
Gly

cag
GIn
60

cte
Leu

tac
Tyr

tgc
Cys

aag
Lys

gga
Gly
140

agt get tgt
Ser Ala ?gs

cgg ggec tte
Arg Gly Phe
30

aat gtg agc
Asn Val Ser
45

ctg aag ctg
Leu Lys Leu

gec acc cte
Ala Thr Leu

ttc tgt cag
Phe Cys GIn
95

ggc aca gag
Gly Thr Glu
110

cag agg aac
Gln Arg Asn
125

tce gac tac
Ser Asp Tyr

tcg
Ser

acg
Thr

teg
Trp

ctg
Leu

acg
Thr

aag
Lys

48

96

144

192

240

288

336

384

432

450



34228

<{212> ADN
<213> Trinh tv nhén tao

220>
<223> Monkey Ig-beta-Flag fusion gene

<220>
<221> (DS
222> (1).. (450)

<400> 14
gcc aaa tca gag gac ctg tac ccg aat ccc aaa ggt agt got tgt tot 48
?Ia Lys Ser Glu ésp Leu Tyr Pro Asn ?60 Lys Gly Ser Ala ?gs Ser

cgg atc tgg cag agc cca cgt ttc ata gecc agg aaa cgg gge tte acg 96
Arg Ile Trp gén Ser Pro Arg Phe éée Ala Arg Lys Arg géy Phe Thr

aaa atg cac tgc tac gtg acc aac agc acc ttc age atc gtg age 144
Lys ggt His Cys Tyr Val Igr Asn Ser Thr Phe igr Ile Val Ser

=207
—+
—0Q

a

tgg ctc cgg aag cgg gag acg gac aag gag ccc caa cag gtg aac ctg 192
Trp %gu Arg Lys Arg Glu ggr Asp Lys Glu Pro gén Gln Val Asn Leu

g
Glu GIn Gly His Met His GIn Thr Gin Asn Ser Ser Val Thr Thr Leu
65 70 75 80

gag cag ggc cac atg cat cag acc caa aac age toct gtc acc acc ctc 240
Gln Gly

atc atc caa gac atc cgg ttt gag gac aac ggc atc tac ttc tgt cag 288
[le Ile Gln Asp éée Arg Phe Glu Asp Sgn Gly Ile Tyr Phe ggs Gln

cag gag tgc agc aag acc tcg gag gtc tac cgg gge tgc ggc acg gag 336
GIn Glu Cys ?86 Lys Thr Ser Glu ¥8é Tyr Arg Gly Cys ?{3 Thr Glu

ctg cga gtc atg ggg ttc age acc tig gca cag ctg aag cag agg aac 384
Leu Arg ¥?é Met Gly Phe Ser {26 Leu Ala GIn Leu %52 GIn Arg Asn

acg ctg aag gat tcg tca geca gac ctg gtt ccg cge gga tee gac tac 432
Thr %gg Lys Asp Ser Ser ?ég Asp Leu Val Pro ?28 Gly Ser Asp Tyr

aag gac gat gac gat aaa tga 453
Lys Asp Asp Asp Asp Lys
145 150

210> 15

211> 1350

<{212> ADN

<{213> Trinh tu nhan tao

-67-



<220>

34228

<223> Chudi ning cua khang thé Ig-beta & ngudi

<220>
<221> (CDS
222> (1).. (1350)

<400> 15
gag gtg cag atg gtg gaa tce
?Iu Val GIn Met gal Glu Ser

tct otg aga ctg tcc tge goc
Ser Leu Arg Egu Ser Cys Ala

tce gtg cac tgg gtc cga cag
Ser Val gés Trp Val Arg GIn

gcc gge att tgg agec gge gge
Ala gly [le Trp Ser Gly géy
0

tcc cgg ttc acc gtg tcc cgg
ggr Arg Phe Thr Val §8r Arg

cag atg aac tcc ctg cgg gee
GIn Met Asn Ser %gu Arg Ala

cgc tac gac aga tac gag aca
Arg Tyr Asp ?6% Tyr Glu Thr

acc ctg gtg aca gtg tec teo
Thr Leu V?é Thr Val Ser Ser
1

cct ctg gce ccc tecec age aag
Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
130 135

gegc tegc ctg gtg aaa gac tac
Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
145 150

aac tct gge gec ctg acc tee
Asn Ser Gly Ala %gg Thr Ser

cag tcc tcec gge ctg tac tce
GIn Ser Ser ?éé Leu Tyr Ser

gec gga
Gly Gly

gtg tce
Val Ser
25

gcc oot
Ala Pro
40

tecc ate
Ser Ile

gac gac
Asp Asp

gag gac
Glu Asp

tac gcc
Tyr Ala
105

geo teoe
Ala Ser
120

tcc ace
Ser Thr

ttc ccc
Phe Pro

ggc gtg
Gly Val

ctg tce
Leu Ser
185

cac
His

tce
Ser

acec
Thr
90

atg
Met

acc
Thr

tet
Ser

gag
Glu

cac
His
170

age
Ser

ctg gtg cag
Leu Val Gln

¢ ttc agc ctg

Phe Ser Leu

¢ aag gga ctg

Lys Gly Leu
45

tac acc cct
Tyr Thr Pro
60

aag aac acc
Lys Asn Thr
75

gec gtg tac
Ala Val Tyr

gac tac tgg
Asp Tyr Trp

aag ggc cce
Lys Gly Pro
125

ggc ggc acc
Gly Gly Thr
140

ccc gtg acc
Pro Val Thr
155’

acc ttc cot
Thr Phe Pro

gtg gtg acc
Val Val Thr

-68-

cct gge gge
Pro ?éy Gly

tcc tec tac
Ser Ser Tyr
30

gaa tgg gtg
Glu Trp Val

gee otg toc
Ala Leu Ser

gtg tac ctg
Val Tyr Leu
80

tac tgc gco
Tyr Cys Ala
95

ggCc cag ggc
Gly GIn Gly
110

tcec gtg ttc
Ser Val Phe

gct gee ctg
Ala Ala Leu

gtg tec tgg
Val Ser Trp
160

gce gtg ctg
Ala Val Leu
175

gtg ccc toe
Val Pro Ser
190

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



ctg
Leu
195

agc tot
Ser Ser

tcc aac
Ser Asn
210

acc
Thr

acc cac
Thr His
225

acc
Thr

ttt
Phe

gat gtg
Asp Val

cgg acc
Arg Thr

ccC
Pro

cct gaa
Pro Glu

gtg
Val
275

gee aag
Ala Lys
290

acc
Thr

tece
Ser

gtg
Val
305

<=<0Q
+
—0Q

a

tgc
Cys

tac
Tyr

aag
Lys

tce
Ser

acc atc
Thr Ile

ctg cct

Leu

CCC

355

tgt
Cys

ctg gtg
Leu Val
370

tcc aac gge
Ser Asn Gly
385

gac tcc gac

acc
Thr

gec
Gly

gtg
Val

aag
Lys

tgt
Cys

cce
Pro

ttc
Phe
245

ctg
Leu

gtg
Val

gaa
Glu
260

tte
Phe

aag
Lys

cce
Pro

aag
Lys

ctg
Leu

acc
Thr

gtt
Val
325

aag
Lys

aag gcc
Lys Ala
340

agec cgg

aaa gge
Lys Gly

cag ccc
Glin Pro

ggc tea

cag
GIn

gac
Asp

cct
Pro
230

cCC
Pro

ace
Thr

aat
Asn

aga
Arg

gtg
Val
310

tee
Ser

aag
Lys

gac

Pro Pro Ser Arg Asp

tte
Phe

gag
Glu
390

tte

acc tac atc
Thr

200

aag gtg
Lys Val

aag
Lys
215

cct gee
Pro Ala

tgc
Cys

aag ccc
Lys Pro

cca
Pro

tgc gtg gte
Cys
265

tgg tac gtg
Trp
280

gag
Glu
295

gaa cag
Glu GIn

ctg
Leu

cac cag
His Gin

aac
Asn

aag gce
Lys Ala

ggc
Gly

cag cce
GIn Pro
345

ctg acc
Leu Thr
360

gag
Glu

tac ccc tco
Tyr Pro Ser
375

aac aac tac
Asn Asn Tyr

ttc ctg tac

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

405

gtg
Val Val Val Asp Val

Tyr Val Asp
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tgc aac

CCC
Pro

gaa
Glu

cct
Pro

gag
Glu
235

aag gac
Lys Asp
250

gac

gac ggc

Gly

aac
Asn

tac
Tyr

tgg
Trp
315

gac
Asp

cct
Pro

teg
Trp
330

cge
Arg

aag
Lys

gat atc
Asp

aag ace
Lys

395

tece

gtg

Tyr 1le Cys Asn Val

aag
Lys
220

ctg
Leu

acce
Thr

gtg

gte
Val

tce
Ser
300

ctg
Leu

gce
Ala

cCC
Pro

cag
Gln

gce
Ala
380

ace

aac
Asn
205

tce
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

tce
Ser

gaa
Glu
285

acc
Thr

aac
Asn

cce
Pro

cag
Gln

gtg
Val
365

gtg
Val

CCC

cce
Pro

cac aag
His Lys

tge gac
Cys Asp

aag
Lys

cCC
Pro
240

g8Cc gga
Gly Gly

tce
Ser

atg atc
Met Ile
255

gac gag gac
Asp Glu Asp
270

gtg cac aac
Val His Asn

tac cgg gig
Tyr Arg Val

ggc aaa gaa
Gly Lys Glu
320

atc gaa aag
Ile Glu Lys
335

gtg tac acc
Val Tyr Thr
350

tcc ctg acc
Ser Leu Thr

gaa tgg gag
Glu Trp Glu

cct gtg ctg

Thr Thr Pro Pro Val Leu

400

aag ctg acc gtg gac aag

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys

410

-69-

415

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



34228

tcc cgg tgg cag cag ggce aac gtg ttc tec tge teec gtg atg cac gag 1296
Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430
gcc ctg cac aat cac tac acc cag aag tcc ctg tcc ctg age ccc gge 1344
Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

aag tga 1350
Lys
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YEU CAU BAO HOQ

1. Khang thé khang IgB & ngudoi bao gdm ving bién d6i chudi ning gdm ¢6 CDR1
chura trinh.tu axit amin c6 s axit amin tir 31 dén 35 cua SEQ ID NO: 2, CDR2 chira
trinh tyr axit amin c6 s axit amin tir 50 dén 65 ciia SEQ ID NO: 2 va CDR3 chura
trinh tu axit amin ¢6 s axit amin tir 98 dén 108 cua SEQ ID NO: 2, ving bién dbi
chudi nhe bao gém CDRI1 chura trinh tu axit amin c6 s§ axit amin tir 24 dén 38 cua
SEQ ID NO: 4, CDR2 chira trinh tu axit amin c6 s axit amin tir 54 dén 60 ctia SEQ
ID NO: 4 v CDR3 chtta trinh ty axit amin c6 s6 axit amin tir 93 dén 101 ctia SEQ
ID NO: 4, va ving 6n dinh chudi ning 1a viing 6n dinh Igyl & nguoi ¢ cac dang dot
bién axit amin S239D, H268D va L328W.

2. Khéang thé khang IgB & nguoi theo diém 1, trong d6 khang thé nay dugc chon tir
nhém chi gdm cac phén tir (1) dén (4) sau day:

(1) khang thé khang IgB & nguoi bao gdm ving bién d6i chudi ning chira
trinh tu axit amin c6 s axit amin tir 1 dén 119 cia SEQ ID NO: 6, ving bién d6i
chudi nhe chira trinh tu axit amin c6 s6 axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 8, va
ving 6n dinh chudi ning 1a ving 6n dinh Igyl & nguoi co cac dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W;

(2) khang thé khéng IgB & ngudi bao gdm ving bién doi chudi nang chira
trinh tu axit amin c6 sb axit amin tr 1 dén 119 cia SEQ ID NO: 2, ving bién d6i
chudi nhe chira trinh tu axit amin c6 s6 axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 4, va
ving én dinh chudi ning 1a ving 6n dinh Igyl & nguoi c6 cac dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W;

(3) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm ving bién d6i chudi nang chua
trinh tu axit amin c6 sd axit amin tir 1 dén 119 ciia SEQ ID NO: 10, ving bién dbi
chudi nhe chira trinh ty axit amin c6 s6 axit amin tir 1 dén 112 cua SEQ ID NO: 12,
va ving 6n dinh chudi ning 1a ving n dinh Igyl & ngudi c6 cac dang dot bién axit

amin S239D, H268D va L328W; va

(4) khang thé khang IgB & ngudi ma co ngudn gbc tir bién ddi sau dich ma ciia
khang thé khang IgB ¢ ngudi theo phin bit k¥ trong sd céc phan tir (1) dén (3) trén
day, trong do bién d@di sau dich ma dugc chon tir su chia cit cia lysin & du tan cling
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C cua chudi ning béi carboxypeptidaza; sy bién dbi ctia glutamin hodc axit glutamic
& dau tn cing N cia chudi ning va chudi nhe thanh axit pyroglutamic bang cach

pyroglutamyl hoa; glycosyl hoa; oxy hoa; khir amin; va glyxyl hoéa.

3. Khang thé khang IgB & nguoi theo diém 2, trong d6 khang thé nay dugc chon tir

nhém chi gdm céc phén tir (1) dén (4) sau day:

(1) khang thé khang IgB & nguoi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin
dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
b6i SEQ ID NO: 8;

(2) khang thé khang Igp bao g6m chudi nang chira trinh tu axit amin dugc thé
hién boi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chtta trinh ty axit amin dugc thé hién bai SEQ
ID NO: 4;

(3) khang thé khang IgB & nguoi bao g0m chudi ning chia trinh ty axit amin
duge thé hién béi SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh tyr axit amin dugc thé hién
bai SEQ ID NO: 12; va

(4) khang thé khang IgB ¢ ngudi ma co ngudn gdc tir bién dbi sau dich ma cia
khang thé khang IgB ¢ ngudi theo phan bt ky trong sb cac phan tir (1) dén (3) trén
day, trong do bién d6i sau dich ma dugc chon tir su chia cit cua lysin & dau tan cung
C cua chudi ning béi carboxypeptidaza; su bién d6i cua glutamin hodc axit glutamic
& dau tan cung N cia chudi nang va chudi nhe thanh axit pyroglutamic bing cach

pyroglutamyl héa; glycosyl héa; oxy hoa; khir amin; va glyxyl hoa.

4. Khang thé khang IgB & nguoi theo diém 3, trong d6 khang thé nay dugc chon tir
nhém chi gdm cac phan tir (1) dén (6) sau day:

(1) khang thé khang IgB & ngudi bao g0m chudi ning chtra trinh ty axit amin
dugc thé hién boi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 8;

(2) khang thé khang IgB & ngudi bao g0m chudi ning chira trinh tu axit amin
¢6 sb axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin ctia axit amin s 1

duoc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé

hién béi SEQ ID NO:8;
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(3) khang thé khang IgB & nguoi bao g6m chudi ning chira trinh tu axit amin
duge thé hién béi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 4;

(4) khang thé khang IgB & nguoi bao g6m chudi ning chira trinh tu axit amin
6 sb axit amin tir 1 dén 448 ctia SEQ ID NO:2 va chudi nhe chia trinh tu axit amin

dugc thé hién bai SEQ ID NO:4;

(5) khang thé khang IgB & nguoi bao g6m chudi ning chira trinh tu axit amin
duoc thé hién bai SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh tw axit amin duoc thé hién
b&i SEQ ID NO: 12; va

(6) khang thé khang IgP & nguoi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin
¢6 s6 axit amin tir 1 dén 448 ciia SEQ ID NO:10 va chudi nhe chtra trinh ty axit amin
dugc thé hién bai SEQ ID NO:12.

5. Khang thé khang IgP & nguoi theo diém 4, trong d6 khang thé nay la khang thé
khang Igp & nguoi bao gdm chudi ning chira trinh tu axit amin dugc thé hién bai
SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chura trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO:
8.

6. Khang thé khang Igp & nguoi theo diém 4, trong d6 khang thé nay 1a khang thé
khang IgB & ngudi bao gdbm chudi ning chia trinh ty axit amin c6 s& axit amin tir 1
dén 448 cua SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cia axit amin s6 1 dugc bién ddi
thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ
ID NO:8.

7. Polynucleotit chi g6m cac phén tir (1) va (2) sau day:

(1) polynucleotit bao gbm trinh ty bazo ma héa chudi ning cta khang thé
khang IgP & ngudi theo phan (1) dén (3) cua diém 2; va

(2) polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa chudi nhe cua khang thé
khéang IgB & nguoi theo phan (1) dén (3) ctia diém 2.
8. Polynucleotit chi gém cac phén tir (1) va (2) sau day:

(1) polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mi héa chudi ning cia khang thé
khang IgP & nguoi theo diém 5; va
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(2) polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa chudi nhe cia khing thé
khang Igp & nguoi theo diém 5.
9. Vecto biéu hién bao gdm phén (1) va/hodc phan (2) sau day:

(1) polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa chudi nang ciia khang thé
khéng IgB & ngudi theo phin (1) dén (3) ctia diém 2; va/hodc

(2) polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mai héa chudi nhe cia khang thé
khéang IgB & ngudi theo phan (1) dén (3) cta diém 2.
10. Vecto biéu hién bao gdm phén (1) vi/hodc phan (2) sau day:

(1) polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa chudi ning cta khang thé
khang Igp & ngudi theo diém 5; va/hodc

(2) polynucleotit bao gdm trinh ty bazo mi héa chudi nhe cua khang thé
khang IgB & ngudi theo diém 5.
11. Té bao vat chu dugc chon tir nhém chi gdm cac phén tir (a) dén (d) sau day:

(a) t& bao vat chi bao gdbm vecto bidu hién bao gdm polynucleotit gdm c6
trinh tu bazo ma hoa chudi ning cia khang thé khang IgB & ngudi theo phan tir (1)
"dén (3) cua diém 2 va polynucleotit bao gbm trinh ty bazo ma héa chudi nhe cua
khang thé;

(b) té bao vat chi bao gdm vecto biéu hién bao gébm polynucleotit gdm ¢o
trinh tuw bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang Igp & ngudi theo phan tir (1)
dén (3) cua diém 2 va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gbm c6 trinh tu bazo
ma hoa chudi nhe cua khang thé;

(¢) t& bao vat chi bao gdm vecto bidu hién bao gdm polynucleotit gbm ¢6
trinh ty bazo ma hoa chudi nang cua khang thé khang IgB & ngudi theo phan tir (1)
dén (3) cua diém 2; va

(d) té bao vat chi bao gdbm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6
trinh tu bazo ma héa chudi nhe cua khang thé khang IgB & ngudi theo phan tir (1)

dén (3) cua diém 2.

12. Té bao vat chi dugc chon tir nhom chi gdm céc phan tir (a) dén (d) sau day:
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(a) t& bao vét chii bao gdm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6
trinh ty bazo ma héa chudi ning cia khang thé khang IgB & ngudi theo diém 5 va

polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma hoéa chudi nhe cuia khang thé;

(b) té bao vat chu bao gdm vecto bidu hién bao gdbm polynucleotit gdm co
trinh tu bazo ma héa chudi ning cta khang thé khang Igf & ngudi theo diém 5 va
vecto bidu hién bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh tu bazo ma héa chudi nhe ctia

khéng thé:

(c) té bao vat chii bao gdm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm ¢6

trinh tu bazo ma hoa chudi ning cia khang thé khang IgB & ngudi theo diém 5; va

(d) té bao vét chu bao gdbm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm ¢6

trinh tu bazo ma hoa chudi nhe cta khang thé khang IgB & ngudi theo diém 5.

13. Phuong phép san xuét khang thé khang IgB & nguoi, phuong phap nay bao gdm
viéc nudi ciy (cac) té bao vat chi duge chon tir nhém chi g0m cac phan tir (a) dén

(c) sau dé biéu hién khang thé khang Igp & nguoi:

(a) té bao vat chii bao gom vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6
trinh ty bazo ma hoa chudi ning ctia khang thé khang IgB & ngudi theo phéan tir (1)
dén (3) cua diém 2 va polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa chudi nhe cua

khang thé;

(b) t& bao vat chu bao gdm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6
trinh tu bazo ma hoa chudi ning ciia khéng thé khang IgB & ngudi theo phan tir (1)
dén (3) cua diém (2) va vecto biéu hién bao gbm polynucleotit gdm ¢6 trinh tu bazo

ma hoa chuoi nhe cia khéng thé; va

(c) té bao vat cha bao gdm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm cé
trinh ty bazo ma hoa chudi ning cia khang thé khang IgP & nguoi theo phan tir (1)
dén (3) ctia didm 2 va té bao vat chi dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gom

polynucleotit gdm c6 trinh tw bazo ma héa chudi nhe cua khang thé.

14. Phuong phép san xuét khang thé khéng IgB ¢ ngudi, phuong phap nay bao gdm
viéc nudi cdy (cac) té bao vat chi dugc chon tir nhém chi gdm cac phan tir (a) dén

(c) sau dé biéu hién khang thé khang Igp & ngudi:
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(a) té bao vat chi bao gdm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm co
trinh tu bazo ma héa chudi ning cia khang thé khang IgB & ngudi theo diém 5 va

polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa chudi nhe ctia khédng thé;

(b) té bao vét chi bao gdbm vecto bidu hién bao gdm polynucleotit gdm c6
trinh tu bazo ma héa chudi ning cta khang thé khang IgB & ngudi theo diém 5 va
vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh tu bazo ma héa chudi nhe ciia
khang thé; va

(c) t& bao vat chi bao gdm vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm ¢6
trinh tu bazo ma hoa chudi nang ciia khang thé khang IgB & ngudi theo diém 5 va té
bao vat chu dugc bién nap bang vecto biéu hién bao gdm polynucleotit gdm c6 trinh

tu bazo ma hoa chuoi nhe cia khang the.

15. Duoc pham bao gdm khang thé khang Igp & ngudi dugc chon tir nhém chi gbm

cac phan tir (a) dén (c) sau, va ta dugc duoc dung:

(a) khang thé khang IgB & nguoi bao g0m chudi ning chira trinh tu axit amin
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
bai SEQ ID NO: 8, va/hodc khang thé khang IgB & ngudi bao g6m chudi nang chua
trinh tu axit amin c¢6 s axit amin tir 1 dén 448 cia SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin
clia axit amin sb 1 dugc bién ddi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chua trinh tu

axit amin duoc thé hién bai SEQ ID NO: 8;

(b) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
duoc thé hién béi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
b&i SEQ ID NO: 4, va/hodc khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira
trinh tu axit amin c6 sd axit amin tir 1 dén 448 ctia SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chira
trinh tw axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 4; va

(c) khang thé khang IgB & nguoi bao g0m chudi ning chira trinh tu axit amin
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 10 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién
boi SEQ ID NO: 12, va/hogc khang thé khang Igh & nguoi bao gdm chudi ning chira
trinh tu axit amin c6 sd axit amin tir 1 dén 448 cua SEQ ID NO: 10 va chudi nhe
chtra trinh ty axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 12.
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16. Dugc pham theo diém 15, trong d6 dugc phdm nay bao gom:

(1) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
duge thé hién véi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh ty axit amin duge thé hién
bdi SEQ ID NO: 8; va/hodc

(2) khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi ning chira trinh ty axit amin
6 sb axit amin tir 1 dén 448 cia SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cua axit amin s6 1
duoc bién dbi thanh axit pyroglutamic va chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc thé

hién boi SEQ ID NO: 8.

17. Khang thé khang IgB & ngudi bao gdm chudi nang chira trinh ty axit amin dugc
thé hién boi SEQ ID NO: 6 va chudi nhe chira trinh tu axit amin dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 8, va/hodc khang thé khang IgB & nguoi bao gdm chudi nang chira trinh
tu axit amin c¢6 sb axit amin tir 1 dén 448 cia SEQ ID NO: 6 trong d6 glutamin cua
axit amin sb 1 dugc bién dbi thanh axit pyroglutamic va chudi ning chta trinh tu
axit amin duoc thé hién bai SEQ ID NO: 8 dé st dung trong phuong phép ngin nglra

hodc diéu tri bénh tw mién dich.

18. Khéang thé khang Igp & ngudi theo diém 2, trong d6 khang thé nay (i) & dang
duoc dung hop cua khéng thé va peptit hoic protein khéc, hogc (ii) 1a khang thé ma
tac nhan bién ddi duoc lién két voi né (dang dugc bién ddi), trong d6 hoat tinh lién
két cta dang duoc dung hop hodc dang dugc bién ddi cia khang thé khong bi giam,
trong d6 tac nhan bién dbi dugc chon tir polyetylen glycol, cac chudi duong, cic

phospholipit, cac liposom (thé m&), cac hop chét phan tir thap.

19. Khang thé khang IgB & ngudi dugc san xuit boi phuong phép theo diém 13 hoic
14.
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