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c6 thé tim th@iy cac ung dung trong nhiéu linh vuc bao g@)m tri liéu ung thu, viéc quy dinh
don thudc, chan doan, v.v..
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Linh vie k§ thuit dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén protein diic hidu kép vé6ity 16 dime hoa di loai cao va phuong phap

san xuét protein diic hidu kép.
Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Khéng thé dic hiéu kép (BsAb), 1a khang thé c6 hai paratop c6 kha ning nhan biét hai
loai khang nguyén dich khac nhau, 12 thuat ngir chung dé chi khang thé c6 kha nang lién két
ddng thoi v6i hai khang nguyén dich khac nhau hozic dé chi manh lién két khang nguyén coa
chiing. Dac diém nay cho phép xay dung chién lugc diéu tri ma khéng kha thi ddi véi cac khang
thé don dong thong thuong. Céc khang thé dic hidu kép hiém khi xuét hién mot cach tw nhién
va phén 16n duoc tao ra bang cach nhan tao dé lién két dong thdi véi hai loai dich sinh hoc khac
nhau. Kha ning gin dich kép c6 thé tao ra cac BsAb véi linh vire 4p dung méi ma chua duge
quan Iy bdi cac khang thé don dic hidu (MsAb). Khi khang thé nay duoc st dung cho muc
dich diéu tr, loi ich ddng k& bao gdm (1) d4m bao huy dong cac t& bao mién dich vao gin cac
t& bao dich, (2) e ché hodc hoat héa hai con dudng truyén tin hiéu riéng biét cach xa nhau
trong céc té bao dich dé tao ra tac dung hiép dong, va (3) phan phdi ddc hiéu va c6 kiém soat
céc dugc chét, thude, doc t6, v.v. vao té bao dich.

Nhiéu k§ thuat khéc nhau lién quan dén BsAb (45 dang khac nhau) d4 dugc phat trién.
Céc k¥ thuat ndy duoc phan loai thanh bén nhém theo ciu tric: thir nhét, k¥ thudt dic hidu kép
khéc loai c4c chudi ning bang nhiéu phuong phap khac nhau bao gdm bd sung chu tric, con
dugce bibt 1a nim-trong-15 hodc don gian la KiH, tac dung l4i tinh dién, va trén rdi mién CH3
(dugc goi 1a SEEDbody™); thir hai, nhidu dang doan khang thé khac nhau nhu Diabody™ (thé
kép: cac doan khang thé dime) BITE™ (BiTE: c4c chét gan két t bao T dic hiéu kép), va
DART™ (DART: khang thé dic hiéu kép gin dich lai 4i uc kép); thit ba, cong nghé str dung
mdt hogic nhidu mién chire ning két hop véi khang thé nguyén ven, nhu Modular Antibody™,
Zybody™, dAbs™ (dAb : c4c khang thé mién don), va DVD-IG™ (DVD-Ig: globulin mién
dich mién bién dbi kép); va thir tur, k§ thuét thu nhén so do twong tur IgG ¢6 do dai dy du nhu
Duobody™ (trao ddi nhanh Fab), CrossMab™, Azymetric™, va kI body™ da dugc phét trién.

Vi dy, patent My s§ 2013-892198 A ciia Zymeworks md ta cAu triic polyme khac loai
clia cac chudi globulin mién dich c6 céc dot bién trong mién Fc, chi ra cu thé 1a cac khang thé

¢ céu trac polyme khac loai ¢ thé duge tao ra bang cach bién doi cac goc xystein tham gia
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vao lién két disulfua thanh cAc axit amin tich dién dé gay ra twong tac dién.

C6 nhidu vAn d8 véi cac k§ thuét tao ra cic khéng thé dic hiéu kép théng thudng nhu
sau.

Thi nhét, ¢6 cée td hop chudi ning khong mong mubn. Khi cac chudi ning (A va B)
14n Iuot c6 ngudn gbe tir hai khang thé gén dich céc epitop khac nhau két hop ngdu nhién véi
nhau, hai td hop ctia cac ngudn gdc gidng nhau (AA va BB) va mdt t6 hop ciia cac ngudn gdc
khéac nhau (AB hodc BA) duogc tao ra. Cac tb hop gitra cac chudi ning tir cling mot ngudn gbc
1a cé4c tap chit khong mong muén trong qua trinh tao ra cac khang thé dic hiéu kép, 1am giam
d6 tinh khiét ctia cac khang thé dic hiéu kép va doi hoi qué trinh loai bo cAc t hop nay. Do d6
chiing c6 thé c6 cac tac dung bat loi, nhur gy khé khan trong viéc phan 13p va tinh ché khang
thé, gy ra cac dép tmg mién dich khéng mong mudn hoic truyén tin hiéu gay ra cAc tac dung
phy, v.v.. Do do, tdn tai nhu cau vé quy trinh chi tao ra cc t6 hop gitta cac chudi ning c6 ngudn
gdc khéc loai cho phép khong tao ra hodc tao ra & mirc do bj han ché dang ké cac t& hop giita
cac chudi ning c6 ngudn gbc cling loai.

Thit hai, mic du cac chudi nhe va chudi ning c6 ngudn gbc cting loai dugc két hop dic
hiéu véi nhau, van xay ra c4c trudng hop trong d6 cic chudi nhe va chudi ning két hop véi
nhau ¢6 ngudn gbc khac loai. Khang thé dic hidu kép gin dich hai loai epitop khéc nhau. Mdi
epitop ¢6 thé dugc nhan biét bdi mot khang thé trong d6 chudi nhe va chudi ning c6 cling
ngudn gdc duge két hop. Céc khang thé dugc tao ra bang céc td hop ctia chudi nhe va chudi
niing ¢6 ngudn gbc khéc loai c6 thé nhan biét cac epitop méi khac véi hai epitop mong mubn,
14 tap chét gay khé khin cho viéc phan 13p va tinh ché cac khang thé cin quan tim va giy ra
tac dung phu. Do d6, viéc tao ra cic khéng thé dac hiéu kép doi héi cac td hop ctia céc cap
chinh x4c ctia chudi nhe va chudi ning trong khi t6 hgp khéng dic hi¢u cia cac chudi nhe va

chudi ning khong xay ra hodc xay ra & mic d6 khéng dang ke.

Khi xem xét cac vin d& duogc dé cap trén dy cling v6i vide & xudt céc khang thé dic
hiéu kép, cic yéu cau vé viéc tao ra cac khéng thé dic hidu kép duoc tom tit nhu sau. Téng sb
mudi td hop 14 kha thi khi cac khang thé dic hiéu kép dugc tao ra véi cdc chudi nhe va chubi
ning tir hai loai khéng thé khac nhau 1in lugt nhén biét hai epitop khac nhau, nhu dugc thé hién
trong Fig. 1. Trong s6 chiing, t6 hop duoc danh déu bang duong tron chim chim dép Gmg yéu
cdu 1a (1) céc chudi ning thu dugc tr cac khang thé khéc nhau dugc két hop vé6i nhau va (2)
céc chudi nhe va chudi ning thu dugce tir cing mot khéng thé duge két hop véi nhau. Chin td
hop con lai khong nén dugc tao thanh hodc nén dugce tao thanh & muic do t6i thiéu.
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W02014142591, 14 cong bb don trude ddy cua tic gia sing ché, dua ra “protein trong
d6 tuong tac tinh dién dugc dua ra trong vi tri twong tac ky nudc va phuong phap san xuét
chung”. Don nay dé xuat protein hodc khéng thé ¢6 tuong tac tinh dién dugc duara trong vi tri
tuong tac ky nude clia nd trong do trrong téc tinh dién duoc tao ra béi dién tich duong va dién
tich Am trén cht c6 dién tich duwong va chét c6 dién tich m dugc thay dbi tir cap ky nudc cac
axit amin dwoc chon trong vi tri twong téc ky nudc. Dan dén sang ché, nghién ctru chuyén sau
va toan ven dugc tao ra bdi cac tic gid sng ché dan dén viéc tim ra khang thé dic hiéu kép co
thé dugc thuc hién bing cach st dung twong téc tinh dién & vi tri trong tac khong ky nude ma
khéng dugc xem xét trong cong b6 don trude d6 va c6 thé duogc tao ra véi ning suit cao ngay
ca boi lién két phu thudc kich c¢& va/hodc su thay ddi axit amin (hoan ddi) gitta céc cip di lién

két.
Tai liéu tham khao
Tai li€u patent

Tai liéu patent 1: Patent Han Qudc s6 10-2014-0019385 A (14, thang 2, 2014)
Ban chit ky thuit ciia sang ché
Vén dé k§ thuat

Dé giai quyét cac vAn dé néu trén, sang ché d& cap dén khang thé diic hiéu kép vai do
tinh khiét cao va phuong phép sén xuét chiing.

Mot phuong 4n dé xuét dime chita mién CH3 thir nhit va mién CH3 thit hai ctia khang
thé, hoic cac ving Fc chita céc mién CH3, trong d6

mién CH3 tht nhét va mién thir hai dugc gay dot bién sao cho it nhit mot cap axit amin
dwoc chon tir cAc cip axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 tht nhét
va mién CH3 thr hai duoc cai bién béi it nhit mot trong s6 cac dot bién néu dudi day:

(1) d6t bién trong d6 mot axit amin cia it nh4t mét cip axit amin gifta cac mién CH3
duoc thé béng axit amin c6 dién tich duong va axit amin con lai dugc thé bang axit amin c6
dién tich am;

(2) dot bién trong d6 c4c axit amin trong it nhat mot cip axit amin gifta cac mién CH3
dwoc hoan dbi v6i nhau; va

(3) dot bién trong d6 mot axit amin cia it nhit mot cip axit amin gitta céc mién CH3
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duoc thé bing axit amin ky nuéc 16n trong khi d6 axit amin con lai dugc thé bang axit amin ky

nudc nhd

Mién CH3 thtt nhit va mién CH3 thit hai ¢6 thé c6 ngudn gdc tir céc loai khang thé
giéng nhau hozc khéc nhau (globulin mién dich).

Phuong an khac d& xudt phan tir axit nucleic ma héa mién CH3 stra d6i hodc ving Fc
stra ddi chira mién CH3 stra d8i, vecto t4i td hop mang phén tir axit nucleic, va té bao t4i tb hop
bao gdm vecto tai tb hop trong do.

~, ¢C.

Nhu duoc str dung & ddy cac thuat ngit “mdt axit amin” va “axit amin khac” trong cach
biéu hién “cla it nhat mot cip axit amin, mot axit amin... va axit amin khac...” nghia 1a mot
axit amin va axit amin khac cta hai axit amin trong mdi cip axit amin ciia mdt hosic nhiéu cip
axit amin, tuong tmg (sau ddy dinh nghia twong tu s& duoc ap dung).

Phuong 4n khac dé& xuét protein ddc hiéu kép d& nhim t6i hai loai dich khéc nhau,
protein dic hidu kép chira mién CH3 thir nhét hoiic ving Fe thir nhét chira mién CH3 thtr nhat
va mién CH3 thir hai hosic ving Fe thtt hai chira mién CH3 th hai, trong d6 mién CH3 thér
nhit va mién CH3 thtr hai dugc gy dot bién sao cho it nhit mot cip axit amin duge chon tir
céc cap axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 thtr nhét va mién CH3

thi hai duge cai bién bai it nhat mot trong s cac dot bién néu dudi day:

(1) dot bién trong d6 mdt axit amin cua it nhét mot cip axit amin gitta céc mién CH3
duoc thé bing axit amin ¢6 dién tich dwong trong khi d6 axit amin con lai dugce thé bang axit
amin c6 dién tich am;

(2) dot bién trong d6 céc axit amin trong it nhit mot cip axit amin giita cac mién CH3

dugc hoan ddi véi nhau; va

(3) dot bién trong d6 mot axit amin cua it nhit mdt cip axit amin gitta cic mién CH3
duoc thé bang axit amin ky nudc 16n trong khi d6 axit amin con lai dugc thé bang axit amin ky

nudc nho

Cap axit amin dugc thé bing cAc axit amin c6 dién tich trai dAu trong budc (1) c6 thé 1
axit amin trong mdi trudng tuong téc ky nude va/hogc axit amin trong moi trudng tuong tac
khong ky nuéce. Theo mot phuong an, it nh4t mdt hai axit amin ciu thanh cip axit amin c6 thé
khong phai 13 axit amin ky nude (tire 13, axit amin wa nuéc). Tuong tac tinh dién dugc dua vao

bing bude (1) thé bing céc axit amin c6 dién tich trai ddu c6 thé gop phén cai thién sy hinh
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thanh heterodime gitta cic ving Fe.

Nhu duge sit dung & day, thuét ngtt “heterodime” c6 nghia la co thé dung hop trong d6
hai protein khac nhau c6 thé duoc lién két v6i nhau va dugc du dinh bao gém protein ddc higu
kép bt ky trong d6 hai protein gin voi cac dich khac nhau twong tmg dugc lién két v6i nhau
(vi dy, khang thé dic hidu kép), v.v..

Axit amin chuyén dbi (hoan dbi) trong bude (2) c6 thé duoc tién hanh trong cip axit
amin bt ky tao thanh lién két axit amin-axit amin trong céc ving Fc hodc mién CH3 va, vi du,
trong it nhét mot cdp axit amin dugc chon tlr toan bd cip axit amin, mbi cdp axit amin dugc
lién két thong qua twong tic khac véi twong tc tinh dién, trong tac ky nude, va twong tac dua
trén sy khéc nhau vé kich ¢ axit amin. Nhur vy, hai gdc axit amin turong tac v6i nhau (vi dy,
lién két v6i nhau) trong mdi cip axit amin (tirc 13, gbc axit amin ctia mién CH3 thit nhét va axit
amin khac ctia mién CH3 thir hai trong c#ip axit amin twong tac) ¢6 thé duoc trao dbi voi nhau
dé 1am giam kha niing hinh thanh homodime vi sir c6 mét clia axit amin gibéng nhau tai cac vi
trf twong phan d6i véi twong tic axit amin giita cac mién CH3 ¢6 ngudn gbc ddng nhat gay kho
khan cho su lién két gitra ching, do d6 gép phén cai thién ty 1& dime héa di loai (vi dy, khi cip
axit amin S364 va K370 trai qua dot bién S364K trong mién thir nhét va K370S dot bién trong
mién CH3 thi hai, khong c6 su tuong téc gitta cac mién CH3 vi ¢4 axit amin & c4c vi tri 364
va 370 tr&r thanh lysin (K) trong mién CH3 thtr nhét va serin (S) trong mién CH3 thi hai, nhung
sur trong tac xdy ra gitta mién CH3 khéc ngudn gbc dé chi tao thanh heterodime).

Bude (3) thé bang cac axit amin khéc nhau v& kich thudc céi thién sy phit hop vé ciu
triic gifta axit amin 16n va axit amin nho (nghfa 13, axit amin 16n dugc chén vao khoang khong
gian duoc thé hién bing axit amin nho, do d6 1am ting hiéu qua gin két), do viéc ting ty 18
dime héa di loai. Cu thé 13, cip axit amin twong tac dugc gdy dot bién sao cho mdt axit amin
duge thé bing axit amin ky nuéc 16n trong khi axit amin con lai dugc thé bang axit amin ky
nuéc nhéd, nhd d6 wu diém duogc dua ra tir khé khin trong viéce tao ra gin két gitra c4c axit amin
16n hoiic giita céc axit amin nho dé tdi thiéu héa ty 18 homodime héa (c4c axit amin 16n, néu
tdn tai trong tmg trong hai chudi d5i nhau, 1am cho hai chudi xa nhau dé can tré dime héa trong
khi hai c4c axit amin nho, néu tdn tai & hai chudi ddi nhau, twong tic v6i nhau tai kha nang thép
vi khoang céch xa gitta chiing va kh6 twong tac). Nguoc lai, axit amin ky nudce 16n trong mot
mién CH3 hodc Fc va axit amin ky nuéc nho trong mién CH3 hoic Fc khéc trai qua twong tac
ky nudc véi nhau véi khoang cach gan hon so véi truée khi duge gdy dot bién cac axit amin,

do d6 tao didu kién tét dé dime héa di loai. Do d6, axit amin 16n va axit amin nhd dugc thé
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trong budc thé bang cac axit amin khac nhau vé kich thudc c6 thé déu duoc chon tir axit amin
trong s cac axit amin ky nuée. Vi dy, axit amin 16n c6 thé 14 it nhit mot axit amin duoc chon
tir nhém bao gdm tryptophan va phenylalanin, déu ky nudce. Ngoai ra, axit amin nho c6 thé 1a

it nhAt mot axit amin duge chon tir nhém bao gdm alanin, glyxin va valin, toan b 1a ky nudc.

Protein ddc hi€u kép bao gf‘)m cac vung Fc hodc cac mién CH3 dot bién c6 thé duoc
chon tir mot trong s6 loai protein bat ky gén (vi du, nhan dién vavhodc gin dic hidu véi) hai loai
dich khac nhau. Dé gin dich, protein dc hiéu kép chira cac ving Fc hodc céc mién CH3 dot
bién c6 thé bao gdm hai mién dich c6 thé ghn (nhan dién vi/hodc gdn diic hiéu v6i) hai loai dich
khéc nhau, twong tmg (v dy, mién dich thir nhét dé gin dich thir nhit va mién dich thtr hai dé
gén dich thir hai). Cac mién dich c6 thé tao thanh mét lién két cong hoa tr hogic khong cong
héa tri (sw lién két) vdi cac viing Fe hodc céc mién CH3 dot bién, twong tmg, trong phuong
thie truc tiép hodc khong truc tiép (vi dy, thong qua mdi lién két). Vi du, protein dc hidu kép
chira cc ving Fe hodc cdc mién CH3 d6t bién c6 thé 13 it nhat mot dugc chon tir nhém bao
gdm khéng thé diic hiéu kép, manh lién két khang nguyén ctia khang thé dic hidu kép (vi dy,
(scFv-Fc)2, v.v.), tuong tyr khang thé dac hiéu kép (vi du, nanobody, peptibody, peptit, aptit,
v.v.), va protein dung hgp ctia polypeptit gén két dac hiéu dich va ving Fc dot bién hodc mién
CH3.

Polypeptit gin két dic hiéu dich co thé 14 polypeptit bat k¥ lién két dic hidu vé6i hop
chét dich sinh hoc (bt ky hop chét c6 trong co thé bao gdm protein, axit nucleic, va trong ti)
va c6 thé 13 it nhit mot polypeptit duge chon tir, vi du, nhém bao gdm paratop (vi dy, vi dy,
CDR hoic viing bién ddi cta chudi ning vvhodc chudi nhe), Fv chudi don (scFv), protein
mang (vi du, cac thy thé khéac nhau, v.v.), protein mang ving ngoai bao, va phdi tir (vi du, céc
nhén 6 ting trudng khac nhau, xytokin, v.v.). Theo mdt phuong 4n, protein dung hop cua
polypeptit gén két dic hiéu dich va ving Fe dot bién hodc mién CH3 ¢ thé 13 it nhit mot duoc
chon tir nhém bao gbm protein dung hop cua protein mang va ving Fc dot bién hodc mién
CH3, protein dung hop cua protein mang ving ngoai bao va ving Fe dot bién hodc mién CH3,
protein dung hop cta phdi tir va viing Fc dot bién hodc mién CH3, va protein dung hop cua
scFv va ving Fc dot bién hogc mién CH3.

Khi protein dZc hiéu kép chira ving Fc dot bién hogic mién CH3 1a khang thé, manh lién
két khang nguyén ctia khang thé, hodc trong trr khang thé, mién dich c6 thé 1 paratop (vi dy,
CDR hoic viing bién dbi ciia chudi ning vivhoic chudi nhe). Ddi véi protein dung hop duge

dé cap néu trén cta polypeptit gin két dic hidu dich va ving Fc dot bién hodc mién CH3,
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polypeptit gin két dic higu dich c6 thé 12 it nhét mot duge chon tir nhom bao gdm protein mang
(vi dy, céc thy thé khac nhau), protein mang ving ngoai bao, phdi tir (vi du, cac yéu td ting
trudng khac nhau, xytokin, v.v.), va paratop (vi du, CDR hodc vung bién dbi ctia chudi ning
va/hodc chudi nhe).

Hai kiéu dich khac nhau c6 thé dé cap dén hai loai chét sinh hoc khac nhau (vi du,
protein) hodc cac ving khdc nhau trong mot chét sinh hoc (vi du, mot protein). Protein dic hiéu
kép chira vung Fec 4ot bién hoic mién CH3 dugc dic trung béi viéc ting ty 1€ dime héa di loai,
giam homodime héa, va/hodc tinh dn dinh, so véi protein dic hiu kép chira ving Fe dt bién

(kiéu hoang) hozic mién CH3.

Phwong 4n khéc dé xuét khang thé dac hiéu kép hoic manh lién két khang nguyén cia
n6, khéng thé dic hidu kép chita mién CH1 thtt nhét va mién C1 thtt nhét (ving héng dinh cta
chudi nhe) bit ngudn tir chudi ning va chudi nhe trong ting ctia khang thé nhan dién epitop
th nhét va mién CH1 tht hai va mién CL tht hai bit ngudn tir chudi ning va chudi nhe twong
tmg ctia khang thé nhan dién epitop th hai, trong d6 mién CH1 va mién CL dugc gy dot bién

@8 chira it nhat mot trong sé cac dot bién néu duéi day:

dot bién trong d6 trong s hai axit amin cAu thanh mdi c3p ctia mdt hoic nhiéu cip axit
amin thr nhat dugc chon tir céc cdp axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin twong tmg
gitta mién CH1 tht nhét va mién CL tht nhét, mot axit amin dugc thé bang axit amin c6 di¢n

tich duong va axit amin con lai dugc thé bang axit amin c6 dién tich m; va

dot bién trong d6 trong s6 hai axit amin cAu thanh mdi cip ctia mot hodc nhiéu cip axit
amin thir hai dugc chon tir cdc cdp axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin tuong (mg
gilta mién CH1 thit hai va mién CL thi hai, mdt axit amin duoc thé b%\ng axit amin c6 dién tich

dwong va axit amin con lai dugc thé bang axit amin c6 di¢n tich am.

Epitop thit nhét va epitop thtt hai c¢6 thé tdn tai trong céc protein khac nhau twong ing
(khang thé) hodc trong céc ving khac nhau (phéan biét) ctia mét protein (khang nguyén).

Trong khéng thé dic hi¢u kép hogc méanh lién két khang nguyén cua nd theo mot
phuong én, axit amin dugc thé mdt cach twong tmg trong mién CHI thr nhét va mién CH1 thtr
hai c6 dién tich trai dau, axit amin dugc thé mot cach twong tmg trong mién CL th nhét va
mién CH1 thér nht c6 dién tich tréi d4u, va axit amin dugc thé mot cach twong Gmg trong mién

CL tht hai va mién CH1 th hai 6 dién tich trai dAu.
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Trong khéng thé dic hiéu kép hodc manh lién két khang nguyén ctia nd, vi dy,

axit amin, dugc dat trong mién CH1 thir nht, 1a mot thanh phén cta {t nhit mot cdp axit
amin thtr nhit dugc chon tir cip axit amin trong sd céc cdp axit amin tao thanh lién két axit
amin-axit amin twong (mg gitta mién CH1 thtr nhét va mién CL thi nhét ¢6 thé dugc thé bing
axit amin c6 dién tich duong trong khi thanh phéan khéc dugc dit trong mién CL th nhét ¢6
thé dugc thé bing axit amin c6 dién tich khac tir axit amin dugc thé trong mién CHI thir nhét,
nghia 13, dién tich am, va

axit amin, dugc dat trong mién CH1 th hai, 12 mot thanh phén cia it nhit mét ciip axit
amin thi hai duoc chon tir cdp axit amin trong s6 céc cap axit amin tao thanh lién két axit amin-
axit amin tuong tmg gitta mién CHI thtr hai va mién CL th hai c6 thé dugc thé bing axit amin
c6 dién tich khac tr axit amin dugc thé trong mién CHI thir nhét, nghia 13, dién tich 4m trong
khi thanh phén khac dugc trong mién CL thtt hai ¢6 thé dugc thé bing axit amin c6 dién tich
Kkhéc tir axit amin dugc thé trong mién CH1 thit hai, nghia 13, dién tich duong.

Trong khang thé dic hi¢u kép hodc manh lién két khang nguyén clia n6 chira mién CL
CH1 d6t bién, cap axit amin thi nhét va thit hai duoc thé c6 thé giéng hodc khic nhau, cac axit
amin dién tich duong duoc thé trong cip axit amin thi nhét va thir hai c6 thé giéng hodc khac
nhau, va céc axit amin dién tich &m dugc thé trong cip axit amin thi nhét va thtr hai c6 thé
giéng hodc khic nhau. Manh lién két khang nguyén cta khang thé dic hiéu kép chira mién
CHI1 dbt bién va mién CL dot bién c6 thé 1, vi du, manh F(ab')2. Khéng thé d#ic hiéu kép chira
mién CH1 dot bién va CL hodc méanh lién két khang nguyén ctia nd gén epitop twong ty nhu
d6i v6i khang thé dic hicu kép chira mién CH1 va CL khong dot bién (kiéu hoang) va thé hign
ty 1€ dime hoa chudi ning (hodc ving bién dbi chudi nang-CH1)-chudi nhe va/hodc tinh on
dinh cao hon, so véi khing thé dic hidu kép chua mién CHI1 va CL khong dot bién (kiéu
hoang).

Khéng thé dic hidu kép chita mién CH1 va CL dot bién c6 thé chira cac mién CH3 sira
dbi gdm ca mién CH3 thir nhit c6 ngudn gée tir khang thé nhan dién epitop thtr nhét va mién
CH3 thir hai c6 ngudn géc tir khéng thé nhan dién epitop thir hai, hogc viing Fe chita mién CH3
stra ddi, trong d6 midn CH3 thtt nhét va mién CH3 thit hai ¢6 it nhat mot trong sb cac dot bién
néu dudi day:

(1) dot bién trong d6 mot thanh phén ciia it nhit mot cip axit amin gitta cac mién CH3

dugc thé bing axit amin ¢6 dién tich duong va mot thanh phan khac duoc thé bang axit amin
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c6 dién tich am;
(2) dot bién trong d6 cac thanh phén cua it nhét mot cip axit amin gitta cAc mién CH3

duogc chuyén d6i v4i nhau; va

(3) dot bién trong d6 mét thanh phan ca it nhit mot cdp axit amin gita cac mién CH3
duoc thé bing axit amin 16n (vi dy, céc axit amin ky nude 16n nhu tryptophan, phenylalanin,
v.v.) va thanh phan khac dugc thé bing axit amin nhé (vi dy, axit amin ky nuéc nho nhu alanin,
glyxin, valin, v.v.).

Protein dic hidu kép hodc khang thé dic hiéu kép chira mién CH1 dot bién, mién CL
dot bién, va vung Fc dot bién hodc mién CH3 stra dbi c6 thé thé hién sy cai thién trong ty 1&
dime héa di loai, ty 1& dime héa giita chudi ning (hogc ving bién dbi chudi ning-CH1) va chudi
nhe, ¢4 hai déu gén v6i epitop, va/hodc tinh bn dinh twong i, so v6i protein dic hiéu kép hogc

khang thé chira mién CHI, mién CL, va viing Fc hoic mién CH3, khong vimg nao 1a dot bién.

Khang thé ddc hiéu kép chira mién CHI va CL dot bién hogc manh lién két khang
nguyén cua nd gin véi epitop giéng nhau nhur dbi voi khang thé dac hiéu kép chira mién CH1
va CL dot bién (kiéu hoang) va thé hién ty 1€ dime héa chudi ning (hoic ving bién dbi chudi
ning-CH1)-chudi nhe va/hodc tinh n dinh cao hon, so v6i khang thé dic hidu kép chira mién
CH1 va CL khong dot bién (kiéu hoang ).

Phwong 4n khac dé xut phuong phép ting cudng sy dime héa di loai ctia protein dac
hiéu kép dé nham t6i cc dich khac nhau, protein ddc hiéu kép chira cac mién CH3 sira doi
hodc ving Fc chira cac mién CH3 stra ddi, phuong phép niy bao gdm mot trong s6 dot bién
sau dugc dua vao cac budc:

(1) thé mot axit amin trong s6 hai axit amin trong it nhat mot cip axit amin dugce chon
tlr cac cdp axit amin tao thanh cic lién két axit amin-axit amin giita cdc mién CH3 bang axit
amin c6 dién tich duong va axit amin con lai bang axit amin c6 dién tich 4m;

(2) chuyén dbi hai axit amin trong it nhit mot cip axit amin dugc chon tir cac cip axit
amin tao thanh c4c lién két axit amin-axit amin gifra min CH3 thir nhét va mién CH3 thtt hai
véinhau; va

3) thé mot axit amin trong s6 hai axit amin trong it nhit mot cp axit amin dugc chon
tir c4c cdp axit amin tao thanh cic lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 tht nhét va mién

CH3 thtt hai bang axit amin ky nudc 16n (vi dy, tryptophan, phenylalanin, V.V.) Va axit amin
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con lai bing axit amin ky nude nhé (vi dy, alanin, glyxin, valin, v.v.).

Phuong 4n khac dé xuét phuong phép tao thanh khéng thé dac hiéu kép hodc manh lién
két khang nguyén ctia né hodc dé ting cudng ty 1& dime héa giita chudi nang (hozic ving bién
ddi chubi ning-CHI1) va chudi nhe, ca hai déu gin véi epitop giéng nhau, phuong phap bao

gbm cac budc dot bien mién CH1 va CL sau:

thé mot gbc axit amin trong hai gbc axit amin cAu thanh it nh4t mot cip axit amin dugc
chon tlr c4c cdp axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 thi nhét ¢6
ngudn gbe tir chudi ning va mién CL tht nhét ciia khang thé nhan dién epitop tht nhét bing
axit amin c6 dién tich duong va axit amin con lai bing axit amin c6 dién tich m; va

thé mot gdc axit amin trong hai gdc axit amin chu thanh it nhAt mot cip axit amin dugc
chon tir c4c cdp axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin giita mién CH3 thir hai ¢6
ngudn gdc tir chudi ning va mién CL thir hai ciia khang thé nhan dién epitop thit hai bang axit
amin c6 dién tich duong va axit amin con lai bang axit amin c6 dién tich am.

Phuong phép tao thanh khéng thé dac hiéu kép hodc manh lién két khang nguyén clia
n6 hodc dé tang cuong ty 1 dime hoa gitta chudi ning (hodc ving bién ddi chudi nang-CH1)
va chudi nhe ¢6 thé bao gdm, ngoai cac budc dot bién CH1 va mién CL, it nhét mot budc dot

bién mién CH3 trong s c4c budc sau:

(D thé mot axit amin trong s6 hai axit amin trong it nhit mot cip axit amin dugc chon
tlr cac cdp axit amin tao thanh cac lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 thtr nhét c6
ngudn gdc tir chudi ning ctia khang thé nhan dién epitop thir nhét va mién CH3 thtt hai c6
ngudn gbc tir chudi ning cta khang thé nhén dién epitop thit hai bang axit amin c6 dién tich
duwong va axit amin con lai béng axit amin c6 dién tich m;

(2) chuyén dbi hai axit amin trong it nhét mot cép axit amin dugc chon tir cac cdp axit
amin tao thanh céc lién két axit amin-axit amin giita mién CH3 thtt nhét va mién CH3 thir hai

v0Oinhau; va

(3) thé mdt axit amin trong s hai axit amin trong ft nhat mot cp axit amin dugc chon
tir c4c cdp axit amin tao thanh c4c lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 thér nhét va mién
CH3 thtt hai bang axit amin ky nuée 16n (vi dy, tryptophan, phenylalanin, V.V.) Va axit amin

con lai bang axit amin ky nu6c nho (vi dy, alanin, glyxin, valin, v.v.).

Phuong 4n khac d& xuit phuong phép tao thanh khéng thé dc hiéu kép hoge ménh lién
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két khang nguyén ciia n6 va dé ting cudng sy dime hoa di loai cuia khang thé dac hiéu kép hodc
ménh lién két khang nguyén ciian6 dé gin véi cac dich khac nhau, phuong phép bao gdm mot
trong s6 cac budc dua dot bién vao néu dudi ddy dé dua it nhat mot dot bién vao it nhét mot
cap axit amin dugc chon tlr cac cip axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin gitra mién

CH3 thir nhét va mién CH3 thir hai:

(1) thé mot axit amin trong s6 hai axit amin trong it nht mét cdp axit amin dugc chon
tlr cic cdp axit amin tao thanh céc lién két axit amin-axit amin gifta mién CH3 thit nhét c6
ngudn gdc tir chudi ning clia khéng thé nhan dién epitop thir nhét va mién CH3 tht hai c6
ngudn gdc tir chudi ning ctia khang thé nhan dién epitop thtr hai bang axit amin c6 dién tich

duong va axit amin con lai bang axit amin c6 dién tich am;

(2) chuyén dbi hai axit amin trong it nhét mot clip axit amin dwgc chon tir cAc cp axit
amin tao thanh céc lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 thir nhét va mién CH3 thit hai

voinhau; va

(3) thé mot axit amin trong s hai axit amin trong it nhat mdt cip axit amin dugc chon
tlr cac cap axit amin tao thanh céc lién két axit amin-axit amin giita mién CH3 thr nhét va mién
CH3 thir hai bing axit amin ky nuéc 16n (vi dy, tryptophan, phenylalanin, v.v.) va axit amin

con lai bing axit amin ky nuéc nho (vi dy, alanin, glyxin, valin, v.v.).

Phuong phép tao thanh khéng thé dic hiéu kép hoic manh lién két khang nguyén clia

n6 cling c6 thé bao gdm céac bude dot bien CH1 va mién CL sau:

thé mot géc axit amin trong hai géc axit amin cAu thanh it nhat mot cip axit amin dugc
chon tir céc cap axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 thir nhét c6
ngudn gbc tir chudi ning va mién CL tht nhét ciia khang thé nhén dién epitop tht nhét bang
axit amin c6 dién tich duong va axit amin con lai béng axit amin c6 dién tich am; va

thé mot gdc axit amin trong hai gbc axit amin cAu thanh it nhét mdt cip axit amin dugc
chon tir c4c cdp axit amin tao thanh lién két axit amin-axit amin gitta mién CH3 tht hai c6
ngudn gdc tir chudi ning va mién CL tht hai ciia khang thé nhan dién epitop tht hai bing axit
amin c6 dién tich duong va axit amin con lai béng axit amin c¢6 dién tich am.

Phuong phép tao thanh khing thé dac hiéu kép hodc manh lién két khang nguyén clia
n6 ¢6 thé ting cudng su dime hoa di loai gifta céc mién CH3 hodc cc ving Fe c6 ngudn gbe

tir khang thé nhan dién epitop khéc nhau ciing nhu gitta cic mién CHI (chudi ning) va mién
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CL (chudi nhe) c6 ngudn gdc tir khang thé nhan dién epitop twong tu.
Phuong phép k¥ thuét
Bén dudi, sang ché duge mo ta chi tiét.

Sang ché d& cap dén protein dic hidu kép chira ving hing dinh Fc v&hoic ving hing
dinh Fab va nhdm t4i cac dich khac nhau va phuong phép tao thanh né, trong d6 axit amin dot
bién dugc dua vao ving hing dinh Fc (cic mién CH3) d4 lién két (dung hop) twong tmg véi
cac mién dich khéc nhau dé tang su lién két gitta viing hang dinh Fc lién két v6i mién dich khac
nhau, do d6 ting ty 1€ dime hoda di loai gitta ving hing dinh Fc lién két v6i cac mién dich khac
va lam gidm ty 1€ homodime héa gitra ving hing dinh Fc lién két véi mién dich twong t;
va/hodc

axit amin dot bién dugc dua vao ving hing dinh Fab lién két v6i cac mién dich khac
nhau dé im ting sy lién két gitta ving hing dinh Fab lién két véi cac mién dich khéc nhau, do
d6 ty 1 dime hoa gilta céc mién dich twong tw va giita viing hing dinh Fab lién két vdi no,

trong do protein déc hiéu kép co cac mién dich khac nthau c6 thé dugc san xuét véi hiéu

suat cao.

Céc vi tri ctia axit amin trong khang thé (chudi ning va chudi nhe), mién CH1, mién
CL, cac vung Fc, va mién CH3 dugc dé cép trong ban mo ta dugc dua ra toan bd nhu dugc
d4nh sb theo hé thdng danh s EU [chi s6 EU dugc quy dinh trong “Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD. (1991)”’] va khac véi cac s6 duoc tinh d6i véi cac vi tri clia cée trinh tr trong
danh sach trinh tu.

Khang thé c6 thé 1 it nhit mét loai dwoc chon tir cac loai trong s toan b loai globulin
mi2n dich c6 ngudn gdc tir dong vat c6 vi hode chim. Vi dy, khang thé duoc sir dung trong
phén mo ta c6 thé 13 it nhat mot duoc chon tir nhém bao gdm IgG (vi dy, IgG loai 1 (IgG1),
IgG loai 2 (IgG2), IgG loai 3 (IgG3), va IgG loai 4 (IgG4)), IgA (vi dy, IgA loai 1 (IgAl) va
TgA loai 2 (IgA2)), IgD, IgE, va IgM. Khang thé c6 thé 1a globulin mién dich c6 ngudn gdce tir
dong vat ¢4 vi nhu dong vat linh trudng bao gdm ngudi, khi, v.v. va loai ngam nh4m bao gbm
chudt nhét, chudt céng, v.v. vac6 thé 13, vi dy, globulin mién dich c6 nguén géc tr nguoi. Theo
mdt phuong én, khang thé c6 thé 1 it nhAt mot khang thé dugc chon tir khéang thé trong s6 IgG1
& nguoi (vung hang dinh; protein: s truy cép ngan hang gen AAC82527,1, gen: s truy cap
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ngan hang gen J00228,1), IgG2 & nguodi (ving hing dinh; protein: s truy cip ngén hang gen
AAB59393,1, gen: sb truy cdp ngin hang gen J00230,1), IgG3 & ngudi (ving hang dinh;
protein: s6 truy c4p ngan hang gen P01860, gen: s truy cdp ngén hang gen X03604,1), [gG4
& ngudi (ving hang dinh; protein: s truy cap ngan hang gen AAB59394,1, gen: s truy cép
ngin hang gen K01316,1), IgA1 ¢ ngudi (ving hing dinh; protein: sb truy cdp ngan hang gen
AAT74070,1, gen: sb truy cap ngén hang gen AY647978,1), IgA2 & ngudi (ving hing dinh;
protein: s truy cap ngén hang gen AAB59396,1, gen: s truy cép ngén hang gen J00221,1),
IgD & ngudi (ving hing dinh; protein: s6 truy cap ngén hang gen AAA52771,1, AAA52770,1),
IgE & ngudi (ving hing dinh; protein: s truy cip ngAn hang gen AAB59395,1, gen: sb truy
cip ngan hang gen J00222,1), va IgM & ngudi (ving hing dinh; protein: sb truy cip ngan hang
gen CAB37838,1, gen: sb truy cap ngan hang gen X57086,1). Theo mdt phuong 4n, khang thé
¢6 thé 13 it nhét mot duge chon tir nhém bao gdm IgG1, IgG2, IgG3, va IgG4 ¢6 ngudn gbc tir
ngudi, nhung khong bi gidi han boi cc khang thé nay. Dot bién duoc dua vao toan bd mién
CH3 thir nhét va mién CH3 th hai, mién CH1 thtt nhét va mién CL thir nhét, v mién CH1
thtr hai va mién CL thtt hai, mdi mién doc 1ap duge chon tir cic loai globulin mién dich giéng
hodc khac nhau.

Nhu c6 thé duoc thiy trong Fig. 33amo ta két qua sép xép thang hang trinh ty ctia IgG1
& ngudi ving hing dinh chudi nang (SEQ ID NO: 33) va vimg hiing dinh chudi ngng IgA1 &
nguoi (SEQ ID NO: 34) va trong Fig. 33b md ta két qua sép xép thang hang trinh tur ctia viing
hing dinh kappa (SEQ ID NO: 35) va ving hang dinh lambda (SEQ ID NO: 36) ciia chudi nhe
globulin mién dich & ngudi, ving h%lng dinh chudi ning va ving hing dinh ctia chudi nhe thé

hién trinh tu céc axit amin dugc duy tri cao gitta cac kiéu phu.

Ngoai ra, cac trinh tu globulin mién dich duoc duy tri cao trong sb céc trinh tu bit ngudn
tir cac loai va kiéu phu. Vi dy, nhu dugce thé hién bang céc két qua sip xép thang hang trinh ty
cta ving hang dinh chudi ning trong s6 ngudi, chudt nhét, va chudt cong trong Fig. 33c (su
sép xép thing hang trinh tw midn CH1) va Fig. 33d (su sdp xép thing hang trinh tu mién CH3),
trinh tu axit amin cia ving hing dinh chudi ning ctia globulin mién dichla su duy tri gifta cac
loai khac nhau cao.

Trong phin mé 4, do db, tai liéu tham khao dua ra déi v6i IgG1 & ngudi dé chi dinh
céc vi tri axit amin trong midn CHI va cac midn CH3 va dbi véi ving hang dinh kappa ctia
ngudi dé chi dinh cac vi trf axit amin trong mién CL. Céc vi tri axit amin dugc chi dinh bang

IgG1 & ngudi va vung hing dinh kappa clia ngudi dong vai tro nhur tai liéu tham khao cho phép
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c4c vi tri axit amin twong ing trong globulin mién dich ctia céc kiéu phu va globulin mién dich
khéc ctia cic loai khong phai 1a ngudi dugc chi dinh rd rang thong qua cdc phuong tién sap xép
thing hang trinh tw (vi du, https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (xem bang 1).

Ngoai ra, vi tri cla axit amin trong mién CH1, mién CL, va mién CH3, dugc dé cap

trong phin mé t4, duoc dai dién theo hé théng danh s6 EU, va dbi véi cac chi tiét cua no, tai

litu tham khao c6 thé duoc thure hién voi
“http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu IGHGnberhtml ~ (ving hing
dinh chudi ndng)”,

“http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu_IGLCnber.html (chudi nhe viing
lambda)” va “http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu _IGKCnber.html
(viing kappa chudi nhe)”.

Str dung IgG1 & ngudi lam tai liéu tham khéo, hé théng d4nh s6 EU dénh sb nhu sau:

(1) mién CH1 (SEQ ID NO: 1) lién tiép, voi gbc axit amin thit nhét (Ala) tao ra vi tri
118 (tirc 13, 108 gbc axit amin cia mién CHI1 ctia SEQ ID NO: 1 tuong tng lan lugt véi céc vi
trf tir 118 dén 215 trong IgG1); va

(2) mién CH3 (SEQ ID NO: 15) lién tiép, v6i gbc axit amin thtr nhat (Lys) tao ra vi trf
340 (tirc 13, 108 gbe axit amin ctia midn CH3 ctia SEQ ID NO: 15 tuong tmg v6i vi trf 340 dén
447 trong IgG1) (xem,
http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu_IGHGnber.html).

Trong phdn md ta ndy, vi tri cta axit amin trong mién CH1 va CH3 va c4c loai axit
amin duoc md ta twong tng, véi IgG1 & ngudi dong vai tro tai li¢u tham Khéo.

Ngoai ra, theo cach ddnh s6 EU,

mién CL (SEQ ID NO: 10) ciia ving hing dinh kappa ctia ngudi (protein: s truy cap
ngan hang gen AAA58989,1 gen: s6 truy cap ngn hang gen J00241,1) duogc dénh s6 lién tiép,
v6i gbe axit amin thir nhét (Val) tao ra vi trf 110 (ttc 13, 105 gdc axit amin clia mién CL cta
SEQ ID NO: 10 tuwong ung lin lwot v6i cac vi tri 110 dén 214; xem
http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu_IGK Cnber.html); va

mién CL (SEQ ID NO: 11 (Lambdal), SEQ ID NO: 12 (Lambda2), SEQ ID NO: 13
(Lambda3), va SEQ ID NO: 14 (Lambda7)) ctia vung hing dinh lambda ngudi duge danh sb
lién tiép, v6i gbe axit amin thi nhét (Lys) tao ra vi trf 110 (dbi véi ving hang dinh lambda, cac
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Vi tri 169, 201, va 203 dugc bo qua tir s thir tr dugc thiét 1ap; nghia 13, gbe axit amin 103 cta
mién CL ctia SEQ ID NO: 11 hoic 12 dugc danh 6 tir vi tri 110 dén vi trf 168, tir vi trf 170
d#n vi ti 200, va tr vi ti 203 dn vi ti 215 xem
http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu_IGLCnber.html). Trong phan md
ta, cc Vi tr axit amin trong mién CL va loai axit amin dugc md ta trong tmg, véi ving hing

dinh kappa clia nguoi déng vai trd 1dm tai liéu tham khao.

Viing hing dinh Fab c6 thé chita mot ving hing dinh chudi ning (ttrc 13, mién CHI)
duge chon tir nhém bao gdm ving hing dinh chudi ning cia cdc manh Fab cta IgG (IgGl,
IgG2, IgG3, va IgG 4), IgA (IgAl va IgA2), IgD, IgE, va IgM va mét ving hang dinh cta
chudi nhe (tirc 13 mién CL) dugc chon tir nhém bao g0m loai kappa va loai lambda (vi dy, loai

lambda 1, loai lambda 2, loai lambda 3, va loai lambda 7) cia chubi nhe globulin mién dich.

Biing c4ch 14y vi du, mién CH1 ctia IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE, va
TeM, 12 mdi mién c6 sin nhu vimg hing dinh chudi ning (mién CH1) ctia méanh Fab c6 thé
chira trinh fur céc axit amin clia SEQIDNO: 1 (twongtmg v&ivitri 118 dén 215 theo cach danh
s6 EU), SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, va SEQ ID NO: 9, twong tmg. Ngoai ra, mién CL cua loai kappa,
loai lambda 1, loai lambda 2, loai lambda 3, va loai lambda 7 c6 sin nhu ving h?mg dinh cia
chudi nhe (mién CL) va ¢6 thé chira trinh tw cic axit amin ciia SEQ ID NO: 10 (twong tmg v6i
vi tri 110 dén 214 theo cach d4nh s6 EU), SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,
va SEQ ID NO: 14, twong Gng. Theo mdt phuong an, ving hing dinh Fab mién CH1 (SEQID
NO: 1) ctia IgG loai 1 va ving hing dinh ciia chudi nhe (mién CL) (SEQ ID NO: 10) ciia loai
kappa. Dé ting cuong dime hoa giita cic phan tir gin vé6i dbi tuong giéng nhau, axit amin dugc
thé biing axit amin dién tich Am hofc axit amin dién tich duong trong mién CH1 c6 thé 12 it
nhAt mot gbe, vi du, mét, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hoic nhiéu hon (vi dy, ba), hodc
bbn hodc nhiéu hon (vidy, bén) géc duoc chon tir nhdm bao g@)m leuxin & vi tri 145, lysin & vi
trf 147, phenylalanin & vi trf 170, serin & vi trf 183 va valin & vi trf 185 trong IgG loai 1 (SEQ
ID NO: 1) nhu duge danh sb theo hé théng danh s6 EU. Theo phuong an khac, axit amin dugc
thé bing axit amin dién tich Am hogc axit amin dién tich duong trong mién CHI c6 thé 1a it
nhét mot gbc dugc chon tir nhém bao g0m céc axit amin cua kiéu phu IgG khac (IgG2, IgG3,
va [gG4), IgAl, IgA2, IgD, IgE, va IgM (twong ing SEQ ID NO: 2 dén 9) & cac vi tri tuong
Umg v6i leuxin & vi trf 145, lysin ¢ vi tri 147, phenylalanin & vi tri 170, serin ¢ vi tri 183 va valin

& vi tri 185 trén trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 1.
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Nhu duoc sir dung & day, “axit amin ¢ vi tri twong g v6i” ¢6 thé duoc x4c dinh bing
cach sip xép thang hang trinh ty dic trung cla trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 1 véi trinh
tu cac axit amin dich (t&c 13, SEQ ID NO: 2 dén 9) khong c6 kho khin gi (sau day, cac dinh
nghia trong tu s& duoc 4p dung).

Axit amin c6 dién tich duong (axit amin dién tich duwong) c6 thé duoc chon tir céc axit
amin co ban va c6 thé 13, vi du, lysin hodc arginin. Khi axit amin c6 dién tich duong duogc dua
vao mién CHI, it nh4t mot géc, vi du, mot, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc nhiéu hon
(vi dy, ba), hodc bbn hodc nhiéu (vi du, bén) gc“')c duogc chon tir nhdm bao gém leuxin & vi tri
145, lysin & vi tri 147, phenylalanin & vi tri 170, prolin & vi tri 171, serin & vi tri 183 va valin &
vi trf 185 trén trinh tw axit amin cia SEQ ID NO: 1, va c4c axit amin & c4c vi tri twong Gmg trén
trinh tu c4c axit amin ctia mdi SEQ ID NO: 2 dén 9 doc 1ap c6 thé duoc thé bing axit amin co

ban, vi du, lysin hodc arginin.

Vi du, d& dwa axit amin c6 dién tich dwong vao, mién CH1 c6 thé chira it nhat mét, hai
hoac nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bdn hodic nhiéu hon (vi du, bén)
c4c dot bién sau (trén trinh tir axit amin cia SEQ ID NO: 1; va ciing dugc ap dung cho gdc axit
amin & cac vi tri twong Umg trén trinh ty c4c axit amin cia SEQ ID NO: 2 dén 9):

d6t bién thé leuxin & vi trf 145 bé.ng lysin hogc arginin (vi du, lysin);

d6t bién thé serin & vi tri 183 bang lysin hozc arginin (vi dy, lysin);

dot bién thé lysin & vi tri 147 bang arginin;

dot bién thé phenylalanin & vi tri 170 bang lysin hogc arginin (vi du, lysin);

ot bién thé prolin & vi tri 171 bing lysin hodc arginin (vi du, lysin); va

dot bién thé valin & vi tri 185 bang lysin hoc arginin (vi dy, arginin).

Axit amin c6 dién tich 4m c6 thé dugc chon tir gbc axit amin trong s gbc axit amin c6
tinh axit va c6 thé 13, vi du, axit aspartic hogc axit glutamic. Do d6, khi axit amin c6 dién tich
am duoc dwa vio midn CHI, it nhit mt, vi du, mot, hai hogc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hoge
nhidu hon (vi dy, ba), hogc bén hogc nhiéu hon (vi dy, bén) gdc duge chon tir nhém bao gom
leuxin & vi trf 145, lysin & vi trf 147, phenylalanin & vi trf 170, prolin & vi tri 171, serin & vi tri
183 va valin & vi tri 185 trén trinh tur axit amin ciia SEQ ID NO: 1, va céc axit amin & cac vi tri
firong tmg trén trinh tir céc axit amin ciia mdi SEQ ID NO: 2 dén 9 doc lap c6 thé duge thé

bang axit amin ¢ tinh axit, vi dy, axit aspartic hodc axit glutamic. Vi du, dé dua axit amin c6
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dién tich duong vao, mién CH1 c6 thé chira it nhét mét, hai hogc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hoc
nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bdn hodc nhiéu hon (vi dy, bén) clia cac dot bién sau (trén trinh tu
axit amin ctia SEQ ID NO: 1; va cling dugc ap dung cho gbc axit amin & cc vi trf tvong Gng
trén trinh tw c4c axit amin cia SEQ ID NO: 2 dén 9):

dot bién thé leuxin & vi tri 145 bing axit aspartic hogc axit glutamic (vi dy, axit

glutamic);
dot bién thé lysin & vi tri 147 bing axit aspartic hodc axit glutamic (vi du, axit aspartic);
dot bién thé serin & vi tri 183 bing axit aspartic hogc axit glutamic (vi du, axit glutamic);
dot bién thé valin & vi tri 185 bang axit aspartic hogc axit glutamic (vi du, axit aspartic);

dot bién thé phenylalanin & vi tri 170 bing axit aspartic hofc axit glutamic (vi dy, axit

aspartic); va
dot bién thé prolin & vi tri 171 bang axit aspartic hodc axit glutamic (vi dy, axit aspartic).

Dé ting cuong dime héa gitra cac phén tir ghn v6i dbi tuong gidng nhau, axit amin dugc
thé b?mg axit amin dién tich 4m hodc axit amin dién tich duong trong ving hing dinh ctia chudi
nhe (mién CL) c6 thé 13 it nhét mot géc, vi du, mot, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc
nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bbn hodc nhiéu hon (vi dy, bén) géc duoc chon tir nhdm bao gém
serin & vi trf 131, valin & vi tri 133, leuxin & vi tri 135, serin & vi tri 162, va threonin & vi tri 180
trong loai kappa (SEQ ID NO: 10). Theo phuong 4n khéc, axit amin dugc thé bang axit amin
dién tich 4m hodc axit amin di¢n tich duong trong mién CL c6 thé 12 it nhét mot gbc duge chon
tr nhom bao gém axit amin ctia mién CL cta céc loai lambda (loai lambda 1, loai lambda 2,
loai lambda 3, va loai lambda 7) (twong tmg SEQ ID NO: 11 dén 14) & cac vi tri twong tmg v6i
serin & vi tri 131, valin & vi tri 133, leuxin & vi tri 135, serin & vi tri 162, va threonin & vi tri 180

trén trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 10.

Axit amin c6 dién tich dwong (axit amin dién tich duong) ¢ thé duge chon tlr c4c axit
amin co ban va c6 thé 13, vi dy, lysin hoic arginin. Do d6, khi axit amin ¢6 dién tich duong
duoc dua vao mién CL, it nhét mot géc, vi du, mot, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc
nhidu hon (vi dy, ba), hoae bén hodic nhidu hon (vi dy, bén) gbe dugc chon tir nhom bao gom
serin & vi trf 131, valin & vi trf 133, leuxin & vi tri 135, serin & vi tri 162, va threonin & vi tri 180
trén trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 10, va céc axit amin & cac vi trf twong img trén trinh ty

cAc axit amin cia mi SEQ ID NO: 11 dén 14 doc 14p duoc thé bang axit amin co ban, vi dy,
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lysin hodc arginin.

Béng céch 14y vi du, dé dua axit amin c6 dién tich duong véo, mién CL c6 thé chra it
nhét mdt, vi du, mot, hai hogic nhiéu hon (vi du, hai), ba hogc nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bbn
hoac nhiéu hon (vi du, bén) ctia dot bién sau (déi vo6i trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 10;
va ciing dugc 4p dung cho axit amin & c4c vi tri twong tmg trén trinh ty céc axit amin ciia SEQ
IDNO: 11 dén 14):

dot bién thé serin ¢ vi tri 131 bang lysin hozc arginin (vi dy, lysin);

dot bién thé valin & vi tr 133 béng lysin hogc arginin (vi dy, lysin);

dot bién thé leuxin & vi trf 135 b?mg lysin hogc arginin (vi dy, arginin);
d6t bién thé serin & vi tri 162 bé‘mg lysin hodc arginin (vi dy, lysin); va
dot bién thé threonin & vi tr 180 bang lysin hozc arginin (vi dy, arginin).

Dé ting cudong thém homodime hoa, mién CH1 dét bién va/hodc mién CL dbt bién c6

thé chtra ddng thoi hai hodc nhiéu hon dot bién.

Vi dy, lysin & vi trf 147 va valin & vi tri 185 trong mién CH1 c6 thé dugc thé bang axit
amin c6 dién tich duong hodc dién tich am. B'?mg cach 14y vi dy, lysin & vi tri 147 va valin & vi
trf 185 trong mOt midn ctia mién CHI thtr nhét va thtr hai c6 thé duoc thé bing axit amin c6
dién tich duong (vi du, lysin hodc arginin) trong khi lysin & vi tri 147 va valin & vi trf 185 trong
mién CHI khac c6 thd duogc thé bang axit amin c6 dién tich 4m (axit glutamic hogc axit
aspartic). Ngoai ra, leuxin & vi tri 135 va threonin & vi tri 180 trong mién CL c6 thé duoc thé
bang axit amin c6 dién tich duong hoc dién tich am. Bang cach Iay vi dy, leuxin & vi trf 135
va threonin & vi tri 180 trong mot mién ctia midn CH1 tht nhat va tht hai c6 thé dugc thé béng
axit amin c6 dién tich duong (vi duy, lysin hoic arginin) trong khi leuxin & vi trf 135 va threonin
& vi tri 180 trong mién CL khac c6 thé dugc thé bing axit amin ¢4 dién tich am (axit glutamic

hodc axit aspartic).

Theo phwong 4n khac, phenylalanin ¢ vi tri 170 va prolin & vi tri 171 trong mién CH1
6 thé duge thé béng axit amin c6 dién tich duong hozc dién tich am. Béng cach léy vi di_l,
phenylalanin & vi trf 170 va prolin ¢ vi trf 171 trong mot mién ctia mién CH1 thir nhit va mién
CH1 thtt hai c6 thé dugc thé béng axit amin c6 dién tich duwong (vi dy, lysin hogc arginin) trong
khi phenylalanin & vi trf 170 va prolin ¢ vi tri 171 trong mién CH1 khéc ¢6 thé dugc thé bang

axit amin ¢6 dién tich 4m (axit glutamic hodc axit aspartic). Ngoai ra, thé bang axit amin c6

-19-



36940

dién tich duong hodc dién tich &m c6 thé dugc thuc hién déi véi leuxin & vi tri 135 va serin &
vitri 162 trong mién CL. Béng cach 14y vi d, leuxin & vi tri 135 va serin & vi trf 162 trong mot
mién ctia mién CL thit nhat va mién CL tht hai c6 thé dugc thé b??mg axit amin c6 dién tich
duwong (vi du, lysin hojc arginin) trong khi leuxin & vi tri 135 va serin ¢ vi tri 162 trong mién

CL khac c6 thé dugc thé bing axit amin c6 dién tich am (vi dy, axit glutamic hodc axit aspartic).

Axit amin ¢6 dién tich 4m c6 thé duoc chon tir axit amin trong s6 cac axit amin c6 tinh
axit va c6 thé 13, vi du, axit aspartic hogc axit glutamic. Do dd, khi axit amin ¢6 dién tich 4&m
duoc dua vao mién CL, it nhit mot géc, vi du, mot, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hozc
nhiéu hon (vi du, ba), hodc bbn hodc nhiéu hon (vidy, bén) géc duoc chon tir nhém bao gém
serin & vi tri 131, valin & vi tri 133, leuxin & vi tri 135, serin ¢ vi tri 162, va threonin & vi tri 180
trén trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 10, va céc axit amin & céc vi tri twong Umg trén trinh tu
cAc axit amin ctia mdi SEQ ID NO: 11 dén 14 doc 1ap c6 thé dugc thé bang axit amin co ban,
vi du, axit aspartic hodc axit glutamic. Béng c4ch 14y vi du, dé dwa axit amin c6 dién tich duong
vao, mién CL ¢ thé bao gém it nhat mot, vi dy, mot, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc
nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bbn hodc nhiéu hon (vi dy, bén) clia cac dot bién sau (trén trinh tu
axit amin cua SEQ ID NO: 10; va cling duoc 4p dung cho gdc axit amin & c4c vi tri twong ing

trén trinh tu céc axit amin ciia SEQ ID NO: 11 dén 14);
d6t bién thé serin & vi tri 131 bang axit aspartic hodc axit glutamic (vi dy, axit glutamic);
dot bién thé valin & vi tri 133 bang axit aspartic hodc axit glutamic (vi du, axit glutamic);
dot bién thé leuxin & vi trf 135 bing axit aspartic hogc axit glutamic (vi du, axit aspartic);
dot bién thé serin & vi tri 162 bang axit aspartic hogc axit glutamic (vi dy, axit aspartic);
va
dot bién thé threonin & vi tri 180 bing axit aspartic hoic axit glutamic (vi dy, axit
aspartic).

Theo mot phuong én, mot bo gdm hai axit amin tao thanh c3p axit amin giita mién CH1
va mién CL dugc thé béng cdp céc axit amin c6 dién tich trai dAu co thé 14 it nhit mot, vi dy,
mdt, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc nhiéu hon (vi du, ba), hozic bbn hodc nhidu hon
(vi du, bbn) cip duge chon tir nhom bao gdm cip leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va serin
& vi trf 131 trong mién CL, ciip leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va valin & vi tri 133 trong

mién CL, cip lysin & vi tri 147 trong mién CHI va threonin & vi tri 180 trong mién CL, cip
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serin & vi tri 183 trong mién CH1 va valin ¢ vi trf 133 trong mién CL, cip valin & vi tri 185
trong mién CHI va leuxin & vi tri 135 trong mién CL, cip phenylalanin & vi tr 170 trong mién
CHI1 va leuxin & vi trf 135 trong mién CL, va cip prolin & vi trf 171 trong mién CH1 va serin &
vi tri 162 trong mién CL, nhu duge danh sb trén co s¢ clia trinh tur c4c axit amin cia SEQ ID
NO: 1 (mién CH1) va SEQ ID NO: 10 (mién CL). Vi dy, dot bién dugc dua vao cp axit amin
gilta mién CHI va CL ¢6 thé 12 mot hozc hai hozic nhiéu hon (vi duy, hai) cip dugc chon tir
nhém bao gdm cip leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va serin & vi tri 131 trong mién CL, c3p
leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va valin & vi trf 133 trong mién CL, cip lysin & vi tri 147
trong mién CH1 va threonin & vi trf 180 trong mién CL, cip serin & vi tri 183 trong mién CH1
va valin & vi trf 133 trong mién CL, va cdp valin & vi trf 185 trong mién CHI va leuxin & vi tri
135 trong mién CL, nhu duoc danh s6 trén co s cua trinh tu cac axit amin cua SEQ ID NO: 1
(mién CH1) va SEQ ID NO: 10 (mién CL).

Dot bién duoc dua vao cac cip axit amin gitta mién CH1 thtr nhét va mién CL tht nhét

c6 thé gidng hodc khéc cac cip axit amin gitra mién CH1 thtr hai va mién CL thir hai.

Theo mot phuong 4n, axit amin c6 dién tich dwong dugc dua vao mién CH1 thir nhit
(voi viée dua axit amin c6 dién tich am vao mién CL thir nhit) trong khi axit amin c¢6 dién tich
am dugc dua vao mién CH1 th& hai (v6i viéc dua axit amin c6 dién tich duong vao mién CL
thir hai).

bé tang cuong sy dime héa di loai, it nhét mot, vi du, mdt, hai, hoic ba cua cac dot bién

sau c6 thé duge dua vao ving Fe clia chudi ning, cu the 13, mién CH3 trong ving Fe:

(1) dot bién trong d6 mot gbc axit amin cua it nhat mét cip axit amin (it nhét mot gbe
axit amin trong hai gbc axit amin khong ky nudc) giita cac mién CH3 dugc thé bing axit amin
¢ dién tich duong trong khi géc khac dugc thé bang axit amin c6 dién tich am (sau ddy goi tét

13 “dot bién duoc gy ra béi tuong tac tinh dién”);

(2) dot bién trong d6 gdc axit amin trong it nhat mét cap axit amin gifta céc mién CH3

2
A3%Y

duoc trao ddi véi nhau (sau day goi tat 13 “dot bién hodn d6i”); va

(3) dot bién trong d6 mot gbc axit amin trong it nhit mot cép axit amin gifta cac mién
CH3 dugc thé bang axit amin 16n (vi dy, axit amin ky nudc 16n nhu tryptophan, phenylalanin,
v.v.) trong khi axit amin khac gbc duge thé bing axit amin nho (vi du, axit amin ky nuéc nho

nhu alanin, glyxin, valin, v.v.) (sau ddy goi tit 1 “dot bién kich ¢3”).
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Nhur vy, dot bién duoc dua vao mién CH3 c6 thé duoc chon tir nhém chia mién CH3
ctia IgG1 & ngudi (SEQ ID NO: 15; twong tmg v6i vi tri 340 dén 447 theo céch dénh s6 EU),
mién CH3 cua IgG2 & ngudi (SEQ ID NO: 16), mién CH3 ciia IgG3 & ngudi (SEQ ID NO:
17), mién CH3 ctia IgG4 & nguoi (SEQ ID NO: 18), mién CH3 ciia IgA1 & ngudi (SEQ ID
NO: 19), mién CH3 ctia IgA2 & ngudi (SEQ ID NO: 20), mién CH3 ctia IgD & nguoi (SEQ
ID NO: 21), midn CH3 ctia IgE & ngudi (SEQ ID NO: 22), va mién CH3 cta IgM & ngudi
(SEQ ID NO: 23).

Dot bién duogc dua vao mién CH3 tht nhit va mién CH3 thir hai ¢6 thé c6 ngudn géc
tir c4c loai globulin mién dich giéng nhau hoc khéc nhau, mdi loai doc lap dugc chon tir nhém
bao gdm IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE, va IgM. Theo mét phuong 4n, mién
CH3 tht nhét va mién CH3 thit hai déu c6 thé 1a mién CH3 ctia IgG1 & ngudi ¢6 trinh ty axit
amin cia SEQ ID NO: 15, nhung khong gi6i han & do.

Céc cp axit amin giita mién CH3 thir nhét vA mién CH3 thit hai sau dugc dya trén
mién CH3 ctia IgG1 & ngudi c6 axit amin cia SEQ ID NO: 15, va co s6 1a dung dbi véi cac
cdip axit amin tuong Ung gitta cac mién CH3 cua IgG2, IgG3, 1gG4, IgA 1, IgA2, IgD, IgE, va
IgM (tuong tmg, SEQ ID NO: 16 dén 23).

Mot dot bién trong s6 cac dot bién duoc dua vao cip axit amin gitra mién CH3 thtr nhét
va thit hai c6 thé I3 it nhét mot, vi dy, mot, hai hogic nhidu hon (vi dy, hai), ba hogc nhiéu hon
(vi dy, ba), hodc bbn hoic nhiéu hon (vi du, bén) céc cdp axit amin duge chon tir nhém bao
gdm cAc cip axit amin gifta cac mién CH3 va céc cip axit amin & vi tri tuong Ung giita cac
mién CH3 cita gG2, IeG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgE, va IgM (twong tmg, SEQ ID NO: 16 dén
23), dugc liét ké trong bang 1, bén dudi.

Bang 1
S6 thiilgG (1-4) [gAl [gA2 IeE [gM
;“'Xitcap Chudi |Chudi lChudi [Chudi IChudi |Chudi |Chudi |Chudi [Chudi |Chudi

A B A B A B A B A B

1 Q347 [K360 [E347 [L360 [E347 [L360 [E444 [R457 |Q347 [K360
2 Y349 [S354 [H349 [P354 |H349 [P354 [Y446 [P451 [Y349 [S354
3 Y349 |E357 [H349 [E357 [H349 [E357 [Y446 [P454 [Y349 [E357
4 Y349 [K360 [H349 [L360 |[H349 [L360 [Y446 |[R457 [Y349 [K360
5
6
7

1351 [L351 |[L351 [L351 |L351 |[L351 [F448 |[F448 |L351 [L351
P352 [P352 [P352 [P352 [P352 [P352 [A449 |A449 |P352 |P352
S354 [Y349 [P354 [H349 [P354 [H349 [P451 Y446 |S354 |Y349
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8 D356 [K439 |E356 [K439 [E356 [K439 [W453 [R539 [D356 |K439
9 E357 Y349 [E357 [H349 [E357 |H349 [P454 [Y446 [E357 [Y349
10 [E357 [K370 [E357 |R370 [E357 |[R370 [P454 |Q467 [E357 [K370
11 K360 [Q347 |L360 [E347 |[L360 [E347 [R457 [E444 [K360 [Q347
12 [K360 [Y349 [L360 |H349 [L360 [H349 [R457 [Y446 [K360 [Y349
13 S364 |L368 [T364 [L368 ([T364 [L368 [T461 [L465 |S364 [L.368
14 S364 |[K370 [T364 [R370 ([T364 [R370 [T461 |Q467 |S364 [K370
15 T366 [T366 [T366 [I366 [T366 [T366 |A463 |A463 [T366 [T366
16 [T366 [Y407 [T366 [T407 [T366 ([T407 |A463 [F506 [1366 [Y407
17  [L368 [S364 |L368 [T364 |[L368 [T364 [L465 [T461 |L368 [S364
18 [L368 [K409 [L368 [1409 [L368 [[409 [L465 |RS08 [L368 [K409
19 [K370 [E357 |R370 |[E357 [R370 [E357 Q467 |P454 K370 [E357
20 K370 [S364 |R370 [T364 |[R370 [T364 Q467 [T461 [K370 [S364
21 K370 [T411 [R370 [R411 [R370 [R411 |Q467 [ES10 |K370 [T411
22 [N390 [S400 |L390 [S400 [L390 [S400 [R489 K499 [N390 [S400
23 K392 [L398 |L392 [Q398 [L392 [Q398 [S491 [K497 [K392 L3938
24 [T394 [T394 [W394 [W394 |[W394 [W394 [T493 [T493 [1394 [T39%4
25 T394 (V397 |[W394 [R397 [W394 [R397 [T493 |[R496 [I394 [V397
26  [P395 [P395 |A395 |A395 |A395 |A395 Q494 Q494 [P395 |P395
27  [P395 [V397 |A395 [R397 |A395 [R397 [Q494 [R496 |P395 V397
28  [V397 [T394 [R397 [W394 [R397 [W394 [R496 [T493 |V397 |T394
29  [V397 [P395 [R397 |A395 [R397 [A395 [R496 Q494 [V397 [P395
30 [L398 (K392 [Q398 [L392 |Q398 [L392 [K497 [S491 |L398 [K392
31 S400 [N390 [S400 [K390 [S400 [K390 [K499 [R489 [S400 [N390
32 [F405 [K409 |A405 [1409 |A405 [409 [F504 |RS08 |F405 K409
33 Y407 |T366 [T407 [T366 ([T407 [T366 [F506 |A463 [Y407 [T366
34 [Y407 [Y407 [T407 [T407 [T407 [T407 [F506 [F506 [Y407 [Y407
35 Y407 [K409 [T407 1409 [T407 [1409 [F506 |R508 [Y407 [K409
36 K409 [L368 1409 [L368 [409 [L368 [R508 [L465 [K409 [L368
37  [K409 [F405 [1409 |A405 [1409 |A405 [R508 [F504 K409 [F405
38 [K409 [Y407 [1409 [T407 [1409 [T407 [R508 [F506 [K409 Y407
39 [T411 [K370 [R411 [R370 [R411 [R370 [ES10 Q467 [T411 [K370
40  [K439 |D356 [K439 [K439 [K439 |K439 [R539 [W453 [K439 [D356

dot bién trong s céc dot bién sau: (1) dot bién géy ra bdi twong tc tinh dién (dai dién béi dién
tich (J) trong bang 2 va Fig. 2); (2) dot bién hoan déi (dai dién boi hoén ddi (O) trong bang 2
va Fig. 2); va (3) dot bién kich ¢ (dai dién boi kich thudce (B) trong bang 2 va Fig. 2) ¢6 thé 1a
it nhit mét, v du, mot, hai hoc nhidu hon (vi du, hai), ba hoge nhiéu hon (vi dy, ba), hogc bon

hogic nhidu hon (vi du, bdn) c4c cip axit amin dugc chon tlr cac cap axit amin gitta cdc mi€n
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CH3 ctia IgG1 (SEQ ID NO: 15) va céc cdp axit amin & vi tri twong ing gitta cac mién CH3
cliaIgG2, IgG3 IgG4 IgA1 IgA2 IgD, IgE, vaIgM (twong tng, SEQ ID NO: 16 dén 23), duoc
goi y trong bang 2 va Fig. 2:

Bang 2

S6 thir tyr cap{Pién tich (J) Hoéan ddi (O) Kich co (B)
axitamin  [ChudiA |ChudiB |[ChudiA [ChubiB [ChudiA [ChudiB
1 Q347 K360 Q347 K360 Q347 K360
2 Y349 S354 Y349 S354
3 Y349 E357 Y349 E357
4 Y349 K360 Y349 K360
5 1351 351 1351 351
6 P352 P352 P352 P352
7 S354 Y349 S354 Y349 S354 Y349
8 D356 K439 D356 K439
9 E357 Y349 E357 Y349 E357 Y349
10 E357 K370 E357 K370 E357 K370
11 K360 Q347 K360 Q347
12 K360 Y349 K360 Y349 K360 Y349
13 S364 1.368 S364 1368 S364 1368
14 S364 K370 S364 K370 S364 K370
15 T366 T366 T366 T366
16 T366 Y407 T366 Y407
17 368 S364 [.368 S364
18 1.368 K409 1.368 K409 1.368 K409
19 K370 E357 K370 E357
20 K370 S364 K370 S364
21 K370 T411 K370 T411
22 IN'390 S400 IN'390 S400 IN'390 S400
23 K392 1.398 K392 1.398
24 T394 T394 T394 T394
25 T394 V397 T394 V397 T394 V397
26 P395 P395 P395 P395
27 P395 V397 P395 V397
28 V397 T394 V397 T394
29 V397 P395 V397 P395
30 1.398 K392 1.398 K392 398 K392
31 S400 IN'390 S400 N390
32 F405 K409 F405 K409 F405 K409
33 Y407 T366 Y407 T366 Y407 T366
34 Y407 Y407 Y407 Y407
35 Y407 K409 Y407 K409
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36 K409 [.368 K409 1.368
37 K409 F405 K409 F405
38 K409 Y407 K409 Y407
39 1411 K370 1411 K370 T411 K370
40 K439 D356

(ChuBi A: mién CH3 thtr nhat; chudi B: mién CH3 thtr hai; c4c dot bién dugo liét ké
trong bang 2 dugc dua dén céc vi tri dwa trén IgG1, nhung duge dp dung cho céc vi tri tuong
{ing trong mién CH3 ctia IgG2, 1gG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE, va IgM).

Nhu dugc st dung & day, vi dy, “Q347” dung dé chi glutamin & vi tri 347 trén trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 15 trong mién CH3 ctia IgG1 & ngudi, va ky hiéu nhu véy 1 ding
v6i gde axit amin & céc vi trf twong g trong mién CH3 cua IgG2, IgG3 IgG4, IgAl, IgA2,
IgD, IgE, va IgM (tuong tmg, SEQ ID NO: 16 dén 23) (sau day, dinh nghia twong ty dugc ap
dung).

Sau ddy, dot bién dugc dwa vao cic cip axit amin gifra cac mién CH3 dugc d4nh sb
trén co s& cua trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 15 va trir khi duge m6 ta khéc, viéc danh )
duoc hidu 13 4p dung cho céc axit amin tai cac vi tri dwoc ky higu trong IgG1 cling nhu & céc
vi tri tuong ing trong mién CH3 ctia loai globulin mién dich khac (IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl,
IgA2, IgD, IgE, va IgM).

Dot bién gy ra béi tuong tic tinh dién dugc du dinh dé thé axit amin dién tich duong
d6i voi mot gde axit amin cuia it nhit mét cip axit amin gitta cac ving Fe hodc cac mién CH3
(it nh&t mot gbc clia hai axit amin da bt cip khong ky nuéc) va axit amin dién tich am d6i voi
axit amin khac gdc dé dua twong tac tinh dién vao vi tri thiéu twong tac ky nudc, do d6 gop

phén tang luc lién két gay ra boi twong téc tinh dién.

Axit amin ky nudc cd thé dugc chon tir nhém bao gém glyxin, alanin, valin, leuxin,

isoleuxin, methionin, prolin, phenylalanin, va tryptophan.

Axit amin c6 dién tich am c6 thé dugc chon tir axit amin trong s6 céc axit amin ¢6 tinh
axit va c6 thé 13, vi dy, axit aspartic hodc axit glutamic. Axit amin c6 dién tich duong c6 thé
duoc chon tir axit amin trong s axit amin co ban va c6 thé 13, vi du, lysin hogc arginin.

Cap axit amin gitta mién CH3 thtr nhat va mién CH3 thir hai ¢6 thé 4p dung dugc véi
6t bién c6 dua trong tAc tinh dién vao c6 thé Ia it nhét mat, vi dy, mot, hai hogc nhiéu hon (vi
du, hai), ba hogic nhidu hon (vi dy, ba), holic bén hoge nhiéu hon (vi dy, bon) dugc chon tir axit

amin trong s6 cdp axit amin danh s6 1 dén 39 trong bang 2 va co thé 12 it nhit mét, vi du, mot,
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hai hoac nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bbn hodic nhiéu hon (vidy,
bén) duogc chon tir nhdom bao g@)m, vi du, cdp serin & vi tri 364 va leuxin & vi tri 368, cap threonin
& vi tri 394 va threonin & vi tri 394, cap axit glutamic & vi tri 357 va lysin & vi tri 370, cap axit
glutamic & vi tri 357 va tyrosin & vi trf 349, cdp threonin & vi tri 366 va tyrosin & vi tri 407, va
ciip threonin & vi tri 394 va valin & vi tri 397.

Nghia 13, dot bién c6 dua tuong tic tinh dién vao trong mién CH3 c6 thé bao gdm viéc
thé axit amin c6 dién tich dwong cho mot gdc axit amin clia mdi axit amin trong sb cac cap axit
amin, vi du, mot, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bn hogc
nhiéu hon (viduy, bén) duoc chon tir axit amin trong sd cd@p axit amin ddnh sotir 1 dén 39 trong
bang 2; va axit amin c6 dién tich &m cho axit amin khac gbc. Bang cach 14y vi du, trong mdi
axit amin trong s cac cdp axit amin, vi du, mot hodc nhiéu hon (vi du, mot), hai hodc nhiéu
hon (vi dy, hai), ba hodc nhidu hon (vi du, ba), hogc bén hogc nhiéu hon (vi dy, bon) cc cip
axit amin dugc chon ttr nhom bao gém cdp serin & vi tri 364 va leuxin & vi tri 368, cap threonin
& vi trf 394 va threonin & vi tri 394, cip axit glutamic & vi trf 357 va lysin & vi tri 370, c@p axit
glutamic & vi tri 357 va tyrosin 6 vi tri 349, cép threonin & vi tri 366 va tyrosin & vi tri 407, va
cip threonin & vi tri 394 va valin & vi trf 397, mot géc axit amin duoc thé be“mg axit amin co

dién tich duong trong khi axit amin khéc géc dugc thé bang axit amin c6 dién tich 4m.

Vi du, dot bién c6 dua tuong tac tinh dién vao trong mién CH3 c6 thé chra it nhét mot,
vi du, mot, hai hodc nhiéu hon (vi du, hai), ba hoic nhiéu hon (vi du, ba), hoic bbn hodc nhiéu
hon (vi dy, bén) dot bién sau:

dot bién thé serin & vi tri 364 bing axit amin c6 dién tich dwong va leuxin & vi trf 368
bang axit amin c6 dién tich am;

d6t bién thé threonin & vi tri 394 bing axit amin ¢6 dién tich dwong va threonin & vi trf
394 bang axit amin ¢6 dién tich am;

dot bién thé axit glutamic & vi trf 357 bang axit amin ¢6 dién tich duwong va lysin & vi tri
370 béng axit amin c6 dién tich am;

dt bién thé axit glutamic & vi tri 357 bing axit amin ¢4 dién tich duong va tyrosin & vi
trf 349 bang axit amin c6 dién tich am;

d6t bién thé threonin & vi trf 366 bing axit amin c6 dién tich duong va tyrosin & vi tri

407 bang axit amin c6 dién tich 4m;
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d6t bién thé threonin & vi tri 394 bang axit amin c6 dién tich dwong va valin & vi tri 397
bing axit amin c6 dién tich 4m; va

dot bién thé tyrosin & vi tri 349 bing axit amin c6 dién tich dwong va axit glutamic & vi
trf 357 bing axit amin c6 dién tich am.

Viéc dua tirong tac tinh dién nay vao trong mién CH3 c6 thé dat duoc ty 18 dime hoa di
loai 14 60% hodc cao hon, 65% hodc cao hon, 70% hodc cao hon, 73% hodc cao hon, 75%

hoiic cao hon, 78% hodc cao hon, 80% hodc cao hon, 85% hodc cao hon, 90% hodc cao hon,

95% hoic cao hon, hodac 100%.

Dot bién hoén ddi nghia 1a d6t bién trong d6 hai gbc axit amin cAu thanh c3p axit amin

duoc trao dbi (hoan ddi) véi nhau.

Nhu dugce md ta trong bang 2 va Fig. 2, dot bién hoan dbi dwoc 4p dung cho cip axit
amin gitta mién CH3 thir nhit va midn CH3 thtt hai c6 thé 13 it nht mét, vi du, mot, hai hodc
nhiéu hon (vi du, hai), ba hodc nhiéu hon (vi dy, ba), hodc bbn hoic nhiéu hon (vi dy, bén)
duge chon tir nhém bao gdm cip glutamin & vi tri 347 va lysin & vi trf 360, cp axit glutamic &
vi trf 357 va tyrosin & vi tri 349, cap serin & vi tri 354 va tyrosin & vi tri 349, cap axit glutamic
& vi trd 357 va lysin & vi tri 370, cdp lysin & vi trf 360 va tyrosin & vi trf 349, cip serin & vi tri
364 va leuxin ¢ vi tri 368, cip serin & vi tri 364 va lysin & vi tr 370, cgip leuxin & vi tri 368 va
lysin & vi tri 409, cip asparagin & vi trf 390 va serin ¢ vi tri 400, c@p threonin & vi tri 394 va
valin & vi trf 397, ciip leuxin & vi tri 398 va lysin & vi trf 392, cép phenylalanin ¢ vi tri 405 va
lysin & vi trf 409, cdp tyrosin & vi tri 407 va threonin ¢ vi tri 366, va cép threonin & vitri 411 va
lysin & vi trf 370 va cu thé tir nhém bao gdm cap serin & vi trf 364 va lysin & vi trf 370, cap
tyrosin & vi trf 407 va threonin ¢ vi trf 366, céip axit glutamic & vi tri 357 va lysin & vi tri 370,
cip phenylalanin & vi tri 405 va lysin & vi trf 409, va cap axit glutamic ¢ vi trf 357 va tyrosin &

vi tri 349.

Nghia la, dot bién hoén déi trong mién CH3 ¢6 thé bao gdm viéc thé trong do trao doi
(hoan ddi) dugc tao ra gitta hai gbc axit amin dugc bt cp trong mdi cip axit amin cua it nhét
mot, vi du, mot, hai hoic nhidu hon (vi dy, hai), ba hogc nhiéu hon (vi dy, ba), hotic bon hogc
nhiéu hon (vi du, bbn) céc cap axit amin duoc chon tir nhém bao gém cé@p glutamin & vi tri 347
va lysin & vi tri 360, cdp axit glutamic & vi tri 357 va tyrosin & vi trf 349, cdp serin & vi tri 354
va tyrosin & vi tri 349, cap axit glutamic & vi tri 357 va lysin & vi tri 370, cdp lysin & vi tri 360

va tyrosin & vi trf 349, cip serin & vi tri 364 va leuxin & vi tri 368, cap serin ¢ vi trf 364 va lysin
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& vi tri 370, cip leuxin & vi tri 368 va lysin & vi tr 409, cép asparagin & vi tri 390 va serin & vi
tri 400, cip threonin & vi trf 394 va valin & vi trf 397, c@p leuxin & vi tri 398 va lysin & vi tri 392,
cap phenylalanin & vi tri 405 va lysin & vi trf 409, cép tyrosin & vi tri 407 va threonin & vi tri
366, va ciip threonin & vi tri 411 va lysin ¢ vi tri 370; va vi dy, tir nhém bao gﬁ‘)m cép serin & vi
tri 364 va lysin & vi tri 370, cip tyrosin & vi tri 407 va threonin ¢ vi trf 366, c@p axit glutamic &
vi trf 357 va lysin & vi tri 370, cdip phenylalanin & vi tri 405 va lysin & vi trf 409, va cdp axit
glutamicd vi tri 357 va tyrosin & vi tri 349.

Vi dy, dot bién hoén ddi trong mién CH3 ¢6 thé bao gém it nhit mot, vi dy, mt, hai
hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc nhiéu hon (vi dy, ba), hoic bbn hodc nhiéu hon (vidy, bén)
clia cac dot bién sau:

dot bién thé serin & vi trf 364 bang lysin vi lysin & vi trf 370 bang serin;

dot bién thé phenylalanin & vi tri 405 bang lysin va lysin & vi trf 409 béng phenylalanin;

dot bién thé tyrosin & vi tri 407 bing threonin va threonin & vi tri 366 bang tyrosin;

d6t bién thé axit glutamic & vi trf 357 bang lysin va lysin & vi trf 370 béng axit glutamic;
va |

d6t bién thé axit glutamic & vi tri 357 bang tyrosin va tyrosin & vi tri 349 bang serin.

Dot bién hoén ddi ndy trong mién CH3 c6 thé dat duge ty 16 dime hoa di loai 1a 60%
hoiic cao hon, 65% hoic cao hon, 70% hodc cao hon, 73% hodc cao hon, 75% hodc cao hon,
78% hodc cao hon, 80% hoiic cao hon, 85% hodc cao hon, 90% hodc cao hon, 95% hodc cao
hon, hodc 100%.

Dot bién kich ¢ nghia 12 dot bién trong d6, trong s6 hai axit amin da bét cap trong it
nhit mot ciip axit amin gitta cac mién CH3, mot gbe duge thé bang axit amin ky nudc 16n (vi
dy, tryptophan, phenylalanin, v.v.) va gdc con lai duoc thé bang axit amin ky nuéc nho (vi dy,
alanin, glyxin, valin, v.v.) sao cho axit amin 16n dugc khép vao khoang khong gian duoc kep
boi axit amin nho, tir d6 gop phan vao sy dime hoéa dj loai.

Axit amin 16n ¢6 thé chira gbc vong va c6 thé dugc chon tir nhém bao gdm tryptophan
va phenylalanin, va cu thé 14 tryptophan. Axit amin nho c6 thé duge chon tir nhém bao gdm
alanin, glyxin va valin va c6 thé 13, vi dy, alanin.

Pt bién kich ¢ duoc &p dung cho cip axit amin gitta mién CH3 thir nhét va mién CH3

tht hai c6 thé 1a it nhit mdt, vi dy, mot, hai hodc nhiéu hon (vi dy, hai), ba hodc nhiéu hon (vi
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du, ba), hoac bén hodc nhiéu hon (vi du, bén) dugc chon tir axit amin trong s6 cap axit amin
d4nh sé tir 1 dén 40 trong bang 2 va c6 thé 13, vi du, cap lysin & vi trf 409 va tyrosin & vi tri 407,
cap lysin & vi tri 409 va phenylalanin & vi tri 405, hodc t6 hop cta chiing,

Nighta 13, d6t bién kich c& c6 thé 12 dot bién thé trong d6, hai gbe axit amin dugc bt cip
trong mdi axit amin cua it nhit mot, vi du, mdt, hai hoic nhiéu hon (vi dy, hai), ba hoic nhiéu
hon (vi du, ba), hodc bdn hogic nhiéu hon (vi dy, bén) céc cip axit amin dugc chon tir axit amin
trong s6 ciip axit amin danh sd tir 1 dén 40 trong bang 2, mot axit amin dugc thé bang axit amin
ky nuée 16n (vi dy, tryptophan, phenylalanin, v.v.), vi du, tryptophan trong khi d6 axit amin
con lai duoc thé b%mg axit amin ky nuéc nho (vi dy, alanin, glyxin, valin, v.v.), vi dy, alanin.
Béng cach 4y vi du, trong cip lysin & vi tri 409 va tyrosin & vi tri 407 hodc cdp lysin ¢ vi tri
409 va phenylalanin & vi trf 405, hodc trong mdi cip, mot gbc cb thé duoc thé bing axit amin
ky nuée 16n, vi dy, phenylalanin hodc tryptophan trong khi gbc khac c6 thé dugc thé bang axit

amin ky nuéc nho, vi dy, alanin, glyxin, hogc valin.

Vi dy, dot bién kich c& trong mién CH3 c¢6 thé 13 it nhit mot trong s céc dot bién néu
dudi day:

d6t bién thé lysin & vi tri 409 bing tryptophan va tyrosin & vi trf 407 béng alanin; va

dot bién thé lysin & vi tri 409 bang tryptophan va phenylalanin & vi tri 405 bang alanin.

Céc midn CH3 stra d6i c6 thé chira it nhat mét, vi du, mot hoc hai dot bién trong s6 ba
dot bién dugc mé ta ¢ trén, nghia 13, dot bién c6 dua tuong tic tinh dién véao, dot bién hoéan ddi,
v dot bién kich c.

Dé phat huy tac dung c6 loi nhét trén dime héa, cac mién CH3 sira ddi c6 thé chira it
nhét mot, vi du, mot, hai, hodic ba dot biéns duoc chon tir nhém bao gém viée thé mot géc trong
cap serin & vi tri 364 va leuxin & vi tri 368 béng axit amin c6 dién tich duwong va axit amin con
lai béng axit amin c6 dién tich am (dot bién c6 dua tuong tac tinh dién vao), trao dbi hai géc
cita cip serin & vi tri 364 va lysin & vi trf 370 v6i nhau (d6t bién hoan dbi), va trao dbi hai goc
clia cip phenylalanin & vi trf 405 va lysin & vi tri 409 v6i nhau (46t bién hoén dof).

Viduy, cac mién CH3 stra ddi c6 thé bao gém mdt, hai, hodc ba ciia cac dot bién sau:

(2) dot bién thé serin & vi tri 364 bing axit amin ¢6 dién tich duong va leuxin & vi trf
368 bing axit amin 6 dién tich am;

(b) d6t bién thé serin & vi trf 364 bing lysin va lysin & vi tr 370 bang serin; va
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(c) dot bién thé phenylalanin & vi tri 405 bang lysin va lysin & vi tri 409 bing

phenylalanin.

Dé giam ty 16 monome héa, nhung 1am ting ty 1& dime hoa, sy sira ddi axit amin bd
sung c6 thé dugc dwa vao sau ba dot bién da chon ((2)-(c)). Nhu vdy, axit amin dt bién bd sung
c6 thé dugc dua vao axit amin c6 thé 13 serin & vi tri 364, phenylalanin & vi trf 405, va/hodc
lysin & vi trf 409. Vi du, trong cgp serin & vi tri 364 va leuxin & vi tri 368 8 trai qua dot bién
gfy ra béi tuong tac finh dién, khi leuxin & vi tri 368 ¢6 thé dugc thé bang axit amin 6 dién
tich 4m (axit aspartic hodc axit glutamic, vi du, axit aspartic), serin & vi tri 364 ¢ thé dugc thé
bing axit amin c6 dién tich duong (lysin hogc arginin) (S364K hodc S364R; dot bién c6 dua
tuong tac finh dién vao) hodc véi asparagin (S364N). Ngoai ra, trong cip lysin ¢ vi tri 370 va
serin & vi tri 364, d& trai qua dot bién hodn dbi, lysin & vi tri 370 c6 thé dugc thé bang serin va
serin & vi tri 364 c6 thé dugc thé bing lysin (S364K; dot bién hoan dbi) hodc bang arginin hogic
asparagin (S364R hodc S364N).

Ngoai ra, trong cdp lysin & vi tri 409 va phenylalanin & vi tri 405, dé trai qua dot bién
hoén dbi, lysin & vi trf 409 c6 thé dugc thé bing phenylalanin (d6i véi dot bién hoan dbi) hodc
biing tryptophan va phenylalanin & vi trf 405 c6 thé dugc thé bang lysin (F405K; dbi voi dot
bién hoan d6i) hoic bing arginin, glutamin hoic asparagin (F405R, F405Q, hogic F405N).

Theo mot phuong an, cdc mién CH3 stra d6i ¢6 the bao gom it nhat mot trong so cac

dot bién néu dudi day:
dot bién thé serin & vi tri 364 béng lysin va leuxin & vi tri 368 béng axit aspartic;
dot bién thé serin & vi tri 364 bing lysin va lysin & vi trf 370 bang serin;
dot bién thé phenylalanin & vi tri 405 bang lysin va lysin & vi trf 409 bang phenylalanin;

dot bién thé phenylalanin & vi trf 405 bing arginin vi lysin & vi tri 409 bing

phenylalanin;

dot bién thé phenylalanin & vi tri 405 bang lysin va lysin & vi tri 409 bang tryptophan;

va
d6t bién thé phenylalanin & vi tri 405 bing arginin va lysin & vi tri 409 béng tryptophan.
Theo mot phuong an, cac mién CH3 cai bién c6 thé bao gbm it nhat mot dot bién kép
sau.

-30-



36940

d6t bién thé serin & vi trf 364 trong mién CH3 thtr nhét bang lysin va leuxin & vi tr 368
trong mién CH3 thit hai bang axit aspartic, va dot bién thé lysin & vi tri 409 trong mién CH3
tht nhét bang phenylalanin va phenylalanin & vi tri 405 trong mién CH3 thr hai bang lysin;

d6t bién thé serin & vi tri 364 trong mién CH3 thtr nhét bang lysin va leuxin & vi tri 368
frong midn CH3 thit hai bing axit aspartic, va d6t bién thé lysin & vi tri 409 trong mién CH3
thtr nhit bang phenylalanin va phenylalanin & vi trf 405 trong mién CH3 tht hai bang arginin;

d6t bién thé serin & vi trf 364 trong mién CH3 thir nhit bang lysin va lysin & vi tr 370
frong mién CH3 th hai bing serin, va dot bién thé lysin & vi tri 409 trong mién CH3 thir nhat
bing phenylalanin va phenylalanin & vi trf 405 trong mién CH3 thir hai bang lysin;

d6t bién thé serin & vi trf 364 trong mién CH3 th nhit bang lysin va lysin & vi tr 370
frong mién CH3 thtt hai bing serin, va dot bién thé lysin & vi tri 409 trong mién CH3 thit nhét
bing phenylalanin va phenylalanin & vi trf 405 trong mién CH3 thr hai bing arginin;

@6t bién thé serin & vi tri 364 trong mién CH3 thir nhét bang lysin va leuxin & vi trf 368
trong mién CH3 thir hai bang axit aspartic, va dot bién thé lysin & vi tri 409 trong mién CH3
thtr nhét bang tryptophan va phenylalanin & vi tri 405 trong mién CH3 tht hai bang lysin;

6t bién thé serin & vi tri 364 trong mién CH3 tht nhét bang lysin va leuxin & vi trf 368
trong mién CH3 thir hai bang axit aspartic, va dot bién thé lysin & vi tri 409 trong mién CH3
thi nhét bang tryptophan va phenylalanin & vi trf 405 trong mién CH3 thtr hai bing arginin;

d6t bin thé serin & vi trf 364 trong mién CH3 th nhét bang lysin va lysin & vi tri 370
frong mién CH3 thir hai biing serin, va dot bién thé lysin & vi trf 409 trong mién CH3 thir nhét
bang tryptophan va phenylalanin & vi tri 405 trong midn CH3 thir hai bang lysin; hogc

d6t bién thé serin & vi trf 364 trong mién CH3 th& nhét bang lysin va lysin & vi tri 370
trong mién CH3 thit hai bang serin, va dot bién thé lysin & vi tri 409 trong mién CH3 thir nhét
bang tryptophan va phenylalanin & vi tri 405 trong mién CH3 thr hai bing arginin.

Dot bién kép nay trong mién CH3 c6 thé din dén ty 1¢ dime hoa Ia 70% hodc cao hon,
75% hodc cao hon, 80% ho#c cao hon, 85% hodc cao hon, 90% hodc cao hon, 92% hodéc cao
hon, 93% hoic cao hon, 94% hodc cao hon, 95% hodc cao hon, hodc 96% hoac cao hon.

Khia canh khéac cua sang ché d xuét khang thé khang cim B bao gdm ving bién dbi
chudi nang bao gdm trinh tyr axit amin cia SEQ ID NO: 27 va ving bién doi chudi nhe bao
gdm trinh tr axit amin cia SEQ ID NO: 31, hodc manh lién két khang nguyén cta n6. Khia
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canh khac ciia sang ché dé xuit khang thé khang cim A bao gbm ving bién dbi chudi ning
bao gdm trinh tyr axit amin cia SEQ ID NO: 29 va ving bién ddi chudi nhe bao gdm trinh t
axit amin cia SEQ ID NO: 31, hodic manh lién két khang nguyén cta no.

Khia canh khac ctia sang ché dé xuét khang thé khang cim A/khéng ctim B dic higu
kép bao gdm khang thé khang cim B bao gbm ving bién ddi chudi ning bao gbdm trinh tir axit
amin cua SEQ ID NO: 27 va ving bién dbi chudi nhe bao gbm trinh tir axit amin ctia SEQ ID
NO: 31, va khang thé khang cim A bao gdm ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh tir axit
amin ctia SEQ ID NO: 29 va viing bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tir axit amin cia SEQ ID
NO: 31, hogc manh lién két khang nguyén ctia né. Khang thé khang cim A/ khang cim B dic
hiéu kép c6 thé bao gdm (1) mién CH3 stra ddi (nhu dugc dé cap & trén, cap dot bién ctia CH3-
CH3 di dua vio); (2) mién CH1 dot bién va mién CL dot bién (nhu dugc dé cép & trén, cdp dot
bién ciia CH1-CL d4 dua vao); hodc (3) ca mién CH3 sira ddi, va mién CH1 dot bién va mién

CL dot bién.

Protein ddc hiéu kép hodc khing thé dic hiéu kép theo séng ché 13 chét dic hidu kép
dugc tao thanh theo phuong phép dot bién mit phan cach tuong quan va hai hoa gitra cac tiéu
don vi protein (Correlated va Harmonious Interfacial Mutation between Protein Subunits) (sau
day goi tit 12 “Chimps”).

A

Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngit “khang thé” d& cap dén 16p glycoprotein c6 lién
quan v& mit cu triic bao gdm hai cip chudi polypeptit, mdt cap chudi nhe (L) c6 khéi lugng
phan tir thip va mdt cap chudi ning (H), toan bd bén chudi duge lién két véi nhau bing céc
lién két disulfia. CAu tric cta céc khang thé d3 duge mo ta 10 rang (xem, vi du, [Fundamental
Immunology Ch. 7 (Paul, W., xuét ban 14n thir hai. Raven Press, N. Y. (1989)]). N6i ngén gon,
mdi chudi ning thudng bao gdm ving bién ddi chudi nang (viét tht 1a VH) va ving hing dinh
chudi ning. Ving hing dinh chudi ning thudng bao gdm ba mién chitc nang, CH1, CH2 va
CH3. C4c chudi ning dugc lién két véi nhau qua céc lién két disulfua trong viing goi 1a “ving
ban 18”. M5i chudi nhe thudng bao gdm ving bién di chudi nhe (duge viét tit 14 VL) va ving
hing dinh chudi nhe. Ving hing dinh chudi nhe thudng bao gdm mot mién chirc nang, CL.
Thong thuong, viéc danh sb cac gbc axit amin trong ving hing dinh dugc thuc hién theo chi
s6 EU nhu duoc mé ta trong tai liéu [Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, xuét ban 14n thr 5 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)]. Céc ving VH va VL ¢o thé duoc chia thém thanh céc ving c6 kha nang siéu bién

(ho3c viing siéu bien ma c6 the siéu bién vé trinh tw va/hodc dang cua céac vong dugc xac dinh
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v& mat cAu tric), con duoc goi la ving quyét dinh bd sung (CDR), drgc dit rai rac v6i cac ving
duoc bao tdn nhidu hon, duoc goi 14 ving khung (FR). M&i VH va VL thudng bao gdm ba
CDR va bdn FR, dugc sép xép tir dau cling amino dén dAu cing carboxy theo trat tw sau day:
FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (ciing xem tai liéu [Chothia va Lesk J. Mol. Biol.
196,901 917 (1987))).

Nhu duge st dung & déy, thuat ngit “nhanh Fab” & cap dén mot cap chudi nang-chudi
nhe.

Thuat ngit “ving Fc”, nhu dugc st dung & day, d& cap dén ving khang thé chira mién
CH2 va mién CH3 va c6 thé tiy ¥ chira thém ving ban 1.

Nhu duoc sit dung ¢ day, thuat ngtt “khang thé dic hiéu kép” dé cap dén khang thé ¢6
tinh ddc hiéu kép vdi it nhat hai epitop khéc nhau, thudng 14 cac epitop khong chong 14p.

Thuét ngit “khéang thé c6 do dai day @i, nhur duge st dung & day, d& cap dén khang
thé chira tAt ca cac mién bién déi va hing dinh ciia chudi ning va chudi nhe twong tng véi cac
mién thudng dugc tim thiy trong khang thé thudc isotyp d6. Trong mot phuong an, khang thé
¢6 d6 dai ddy di chira hai chudi ning c6 d6 dai ddy du va hai chudi nhe c6 do dai ddy du. Nhu
dugc sir dung & day, “isotyp” d& cap dén 16p khang thé (vi du IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgD,
IgA, IgE, hodc IgM) dugc ma héa bdi cac gen vung hing dinh chudi ning.

Thuét nglt “ménh lién két khang nguyén” dugc du dinh c6 nghia 1a phin khéng thé
chtta mién bién ddi ctia khang thé nay va c6 thé duoc chon tir Fab, F(ab*)2, scFv, (scFv)2, scFv-

Fc, (scFv-Fc), v.v. nhung khong bi gidi han vao do.

Thuét ngft “epitop” c6 nghia la quyét dinh protein c6 kha nang lién két dac hiéu véi
khéng thé. CAc epitop thudng bao gdm céc nhém bé mit ctia cic phén tit nhu amino axit hodc
chudi bén cta dudng va thuong co céc dac diém cAu trac ba chidu dic hiéu ciing nhur cac dic
diém dién tich dic hiéu.

Thut ngit “khéng thé dic hiéu kép” 1a chung d6i v6i khang thé nhan dién va/hodic lién
két v6i hai khang nguyén khac nhau hodc hai epitop khic nhau (khong chdng 1én nhau) 1én mot
khéang nguyén. Theo m¢t phuong 4n, khang thé ddc hiéu kép c6 thé bao g0m mat vi trf lién két
khang nguyén chdng lai truc tiép khang nguyén té bao u va vi tri lién két khéng nguyén khac
chdng lai truc tiép phan tir gy ra doc hai t& bao. Bang cach l4y vi du, khéng thé dic hiéu kép
¢6 thé dugc chon tir nhém bao gbm khéng thé khang FcyRU/khang CD15, khang thé khang
p185HER2/khéng FoyRII (CD16), khéng thé khang CD3/khéng té bao ung thu B (1D10),
khing thé khang CD 3/khing pl8SHER?2, khang thé khang CD3/khéng p97, khing
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CD3/khang thé khang caxinom té bao than, khéng thé khang CD3/khang OVCAR-3, khéng
thé khang CD3/khéng L-D1 (chéng lai ung thu rudt gi), khang thé khang CD3/khéng hocmon
tuong tu kich thich melanin bao, khang thé khang EGF thu thé/khdng CD3, khéng thé khéng
CD3/khdng CAMA1, khéng thé khang CD3/khang CD19, khéng thé khang CD3/MoV18,
khang thé khéng phan tir bam dinh té bao day than kinh (NCAM)/khdng CD3, khéng thé khéng
folat gén két protein (FBP)/khang CD3, khang thé khang caxinom pan lién quan t6i khang
nguyén (AMOC-31)/khang CD3, nhung khéng gi6i gian ¢ d6. Theo phuong an khac, khang
thé dic hidu kép v6i mot vi tri lién két khang nguyén lién két dic hiéu voi khéng nguyén u va
vi tr lién két khang nguyén khac lién két véi doc td c6 thé bao gdm, nhung khdng gi6i han 8,
khang thé khang saporin/khéng Id-1, khdng thé khang CD22/khéng saporin, khéng thé khang
CD7/khéng saporin, khéng thé khang CD38/khang saporin, khang thé khang CEA/khang chudi
rixin A, khang thé khéang interferon-o, (IFN-0))/khang hybridoma idiotyp, va khéng thé khang
CEA/khéng vinca alkaloid. Theo phwong 4n khéc, khéng thé dic hiéu kép c6 thé dugc chon tir
khang thé trong s§ khang thé dé chuyén hoa tién dugc chit hoat héa enzym nhu khang
CD30/khéang alkalin phosphataza (xuc tac chuyén ddi tién duogc chit mitomyxin phosphat
thanh regu mitomyxin), nhung khong gi6i han ¢ d6. Theo phwrong 4n khac, khéng thé dic hiéu
kép c6 thé dugce chon tir khang thé trong s6 cac khang thé c6 thé duoc sir dung 1am chét phan
huy fibrin nhu khang fibrin/khang chét kich hoat plasminogen & mé (tPA), khang fibrin/khéng
chét kich hoat plasminogen loai urokinaza (uPA), v.v., nhung khong gidi han & d6. Theo
phuong 4n khac, khéng thé dic hiéu kép c6 thé duoc chon tir khang thé trong s cac khang thé
d& ghn phitc hop mién dich v6i cac thy thé b mit t€ bao nhu khéng thu thé lipoprotein v6i mét
d6 thap (LDL)/khang Fc (vi dy. FeyRI, FeyRIT hodc FeyRIIT), nhung khong gidi han & do6. Theo
phuong &n khéc, khang thé dic hiéu kép c6 thé duoc chon tir khang thé dé sir dung diéu tri cac
bénh lay nhiém (vi dy, bénh nhiém virut) nhu khang cim A/khang cim B, khang CD3/khéng
virut ecpet (HSV), khang thu thé t& bao T : phitc hop CD3/khang ctim, khéng FeyR/khéng
HIV, v.v., nhung khong gii han & d6. Theo phwong 4n khéc, khang thé dac hidu kép c6 thé
dugc chon tir khéng thé dé phat hién u in vitro hogc in vivo nhu khang CEA/khéng EOTUBE,
khéng CEA/khéang DPTA, khang p185 HER2/khéang hapten, v.v., nhung khong giéi han & do.
Theo phuong én khéc, khang thé dic hiéu kép c6 thé duge chon tir khéng thé dé st dung nhu
cong cu chin doan nhu khang IgG ¢ tho/khéng ferritin, khang peroxidaza tir cdi ngua
(HRP)/khéng hocmon, khang somatostatin/khang chit P, khang HRP/khang FITC, khang
CEA/khéng B-galactosidaza, v.v. Theo phuong én khac, cac vi du vé khang thé dic higu kép
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bao gdm, nhung khéng gi6i han &, khang thé gdm ca vi trf lién két khang nguyén thir nhét
chéng lai truc tiép CD30 va vi tri lién két khang nguyén chéng lai truc tiép erbB2; khéng thé
gdm ca vi tri lién két khang nguyén thtr nhét chbng lai truc tiép CD30 va vi tri lién két khang
nguyén tht hai chéng lai truc tiép Pseudomonas exotoxin (PE); khang thé gdm ca vi trf lién két
khéang nguyén thir nhat chéng lai truc tiép CD30 va vi trf lién két khang nguyén thit hai chéng
lai true tiép streptavidin.

Theo phuong 4n khac, mién dich ctia protein ddc hiu kép c6 thé bao gdm it nhat mot
polypeptit lién két ddc hidu dich duge chon tir nhém bao gdm céc protein mang khac nhau, vi
du, céc thy thé khac nhau (vi du, thu thé tyrosin kinaza (RTK), v.v.), viing ngoai bao (mién
ngoai bao) clia céc thu thé, va céc phdi ttr khac nhau (vi du, cic nhan t6 tang trudng khac nhau,
xytokin, v.v.). Cac vi du vé thu thé bao gém, nhung khong giéi han &, thu thé ctia yéu t6 hoai
tir khéi u (INFR) (vi du, TNFR1, TNFR2, v.v.), thu thé coa yéu t6 tang trudng thugng bi
(EGFR) (vi dy, Her1 (thu thé ciia yéu td tang trudng thugng bi 1), Her2 (thy thé cia yéu t6 tang
trudng thuong bi 2 & ngudi), Her3 (thu thé clia yéu t6 ting trudng thuong bi 3 & ngudi), v.v.),
thy thé angiopoietin (vi du, Tiel, Tie2, v.v.), thu thé cta yéu t6 tang truéng chuyén héa (vi du,
TGFbR1, TGFbR2, TGFbR3, TGFaR1, v.v.), thu thé cta protein hinh théi xuong (vi dy,
BMPR 1b), thy thé interleukin (vi dy, cAu tréic siéu phan ti cia thy thé interleukin 12 beta 1 (IL-
12R-b1)), IL-4Ra, IL-12A, IL-4, IL-1R1L, IL-17RA, IL-17A, IL-12R-b2, IL-13Ral, IL-12B,
IL-13, IL-1RAP, IL-17RC, IL-17F, v.v.), integrin (vi dy, integrin alpha 4 (ITGA4), cAu triic
siéu phan tit integrin alpha 2b (ITGA2B), ITGB1, ITGB3, v.v.), thu thé interferon (vi dy, thu
thé interferon-alpha/beta 1 IFNAR1), IFNAR2, IFNGR, v.v.), Fas (thanh vién cta siéu ho thy
thé clia yéu t6 hoai tir khéi u 6; TNFRSF6), thy thé VEGF (vi dy, Flt1 (fms lién quan dén
tyrosin kinaza 1), v.v.), thu thé ctia yéu t6 tang trudng té bao gan (vi du, Met, v.v.), va thu thé
interferon gama (IFNGR). Phéi tir c6 thé 1a it nhat mot dugc chon tir nhom bao gdm yéu t6
hoai tir khdi u (INF), yéu t tang truéng thuong bi (EGF), yéu td ting truéng t& bao ndi mac
mach méu (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, v.v.), angiopoietin (vi dy, Angl, Ang2,
v.v.), yéu t ting truong chuyén ddi (TGF), yéu td tang trudng t& bao gan (HGF), protein hinh
thai xwong (vi du, BMP2, BMP7, v.v.), interleukin, va interferon, nhung khong gidi han & do.

Thuét ngit “té bao chi”, nhur dugc sir dung & day, duge ding dé chi mt t€ bao trong
d6 mot vecto biéu hién da duge dua vao, vi du. vecto biéu hién ma hoa khang thé ctia sang ché.
Té bao chu téi td hop bao gdm, vi dy, transfectomas, nhu t& bao CHO, té bao HEK293, té bio
NS/0, va té bao mach huyét.
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Mién CL, mién CH1, va cac viing Fe (vi dy, céc mién CH3) trong khéng thé theo sang
ché c6 thé duge thu tir khéng thé bt ky nhu IgG1, 1gG2, IgG3, hogic kidu phy IgG4, IgA, IgE,
IgD, hodc IgM. Khang thé c6 thé c6 ngudn gdc tir dong vat c6 vii bao gdm dong vét linh truéng
nhu nguoi, khi, v.v. valoai ngdm nhim nhu chuot nhét, chudt céng, V;V.. Vikhéng thé c6 ngu@)n
gdc tir dong vat ¢ v thé hién tinh twong dong vé trinh tr va tinh tuong ddng vé cAu truc cao
gitta cac loai, mgt 10 gidi thich duara v& mién CL, mién CH1, va mién CH3 trong phin md ta
thudng ap dung cho khang thé c6 ngudn gdc tir dong vat c6 vi. Theo mt phuong an, mién
CL, mién CH1, va mién CH3 c6 thé c6 ngudn gdc tir IgG (vi dy, IgG1), nhung khéng giéi han
& d6. Nhu dugc d& cap & trén, ving Fe trong khéng thé dugc md ta trong sang ché bao g0m hai
chudi ning khac nhau (vi dy, sy khac nhau trong trinh tur cua mién bién dbi). It nhit mot axit
amin trai qua dot bién dé ting kha ning én dinh hinh thanh heterodime gitta hai chudi ning
khéc nhau, nhung lam gidm kha ning én dinh hinh thanh homodime gitta hai chudi ning gibng

nhau ctia hai chudi ning khac nhau.

Protein dic hi€u kép, khang thé dic hicu kép, va manh lién két khang nguyén cua nd dé
cap trong phén md ta c6 thé dugc tao thanh bang céch sir dung céc phuong tién va, vi du, bang
phuong phép tdng hop héa hoc hoic phuong phap téi t hop. Protein, khéng thé, va cac manh
c6 thé khong c6 trong tw nhién.

Vi trf dot bién cAn dé dime héa Fo theo sang ché dugc mo ta trong Fig. 2. Dich én dén
39 vi trf d6i v6i dot bién c6 dua tuong téc tinh dién vao va 14 vi trf dbi v6i dot bién hoan dbi,
va 40 vi tr d6i véi dot bién kich ¢&. Trong Fig. 2, gdc axit amin dugc thé hién dudi dang chit
in hoa theo phuong phap dién hinh. Viéc dénh s6 gc axit amin trong vimg hang dinh dugc
thuce hién theo chi s6 EU nhu duge mo ta trong tai liéu [Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD. (1991)].

Khia canh khac cta sang ché dé xuét duoc phdm bao gdm protein ddc hiu kép hoac
khéng thé dic hiéu kép da noi trén va chit mang duogc dung tiy y. Khia canh khac & cap dén
viéc str dung protein diic hi¢u kép hodc khang thé dic hiéu kép da néi trén trong qua trinh bao
ché dugc pham. Khia canh khac & cap dén phuong phép bao ché duge phdm bao gdm protein
dc hiéu kép hoic khang thé ddc hiéu kép da ni trén.

Khéng thé va ché pham chirané (vi dy, dugce phim) c6 thé dugc &p dung d& chan doan

va didu tri, va nhu vy, c6 thé dugc bao gdm trong bd kit didu tri hogc chéan doan.
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Nhu duge sit dung & ddy, “chit mang dugc dung” bao gdm bét ky va toan bd dung moi
thich hop vé mit sinh 1y hoc, méi trudng phén tan, 16p pht ngoai, chét khang khuén va khang
nam, chét déng truong, chét tri hodn hép thy, chét mang dién hinh dugc str dung dé bao ché cac
loai thudc, t4 duoc, va chét phu gia khéc. Tét hon 13, chit mang c6 thé thich hop cho st dung
trong tinh mach, trong co, dudi da, ngoai dudng ti€u hoa, trong cot séng, hoac & biéu bi (vi dy,

bang cach tiém hodc truyén).

Ché phdm theo sang ché c6 thé dugc st dung bang cac phwrong phap da biét khac nhau
trong linh vire k§ thuat nay. Nhu s& duge danh gid cao bdi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vure k¥ thuét ndy, con dudng va/hodc cach thirc st dung s€ thay dbi phu thude vao céc két
qua mong mudn. Dé st dung hop chét theo sang ché bang c4c dudng st dung nhét dinh, ¢6 thé
cAn phit hop chét bing, hodic ddng sir dung hop chét bing, vat liéu dé ngan chiin sy bt hoat cia
né. Vi du, hop chét c6 thé duge st dung cho dbi twong trong chit mang thich hop, vi du,
liposom, hodc chit pha loang. Chét pha lodng dugc dung bao gdm dung dich nuéc mudi va
dung dich dém chra nude. Chéit mang duoc bao gdm dung dich chira nuéc vo tring hogic phan
tan va bot vo tring dé san xut ngay tirc thi dung dich c6 thé tiém dugc v tring hogic phén tan.
Viéc str dung mdi trudng va chit nay dbi vé6i chét c6 hoat tinh dugc duge biét trong linh vurc

k¥ thuat nay.

Cum tir “sir dung ngoai dudng tiéu hoa” va “dugc sir dung ngoai dudng tiéu héa”, nhur
dugc str dung & ddy, c6 nghia 14 cac cch thie st dung khong phai 1 sir dung trong rudt va tai
chd, thudng bing cach tiém, va bao gdm trong tinh mach, trong co, trong dong mach, ndi tuy
mac, trong vo, trong b mét, trong tim, trong da, trong mang bung, qua khi quéan, dudi da, du6i
biéu bi, trong khép, dudi bao, dudi mang nhén, trong cot sdng, trén mang cimg va tiém va

truyén trong xuong Uc.

Céc ché phdm nay cfing c6 thé bao gdm chét phu nhu chét bao quan, chat lam udt, chét
nhii hoa va chét phan tan. Qua trinh ngén chin sy c6 mat cta vi sinh vat co thé dugc dam bao
c4 bang céc quy trinh khit tring, supra, va bang cach bao g0m céc chét khang khuén va khang
nam khéc nhau, vi du, paraben, clobutanol, phenol, axit sorbic, va chét trong tw. Cling c6 thé
duge mong mudn bao gdm céc chét déng truong, nhu dudng, natri clorua, va chét trong tr vao
ché phdm. Ngoai ra, su hép thu kéo dai clia dang thubc tiém c6 thé dugc dua vao bang cach
bao gdbm chét tri hoan hip thu nhw nhdm monostearat va gelatin. Lién quan dén duong str dung
duoc chon, hop chét theo sang ché, c6 thé duogc str dung & dang hydrat hoa phi hop, vahodc

dugc phim theo sang ché, dugc bao ché vao dang lidu duge dung bing c4c phuong phép thong
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thuong da biét dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay.

Lidu lwong thuc té cia céc thanh phén hoat chét trong duoc pham theo sang ché c6 thé
dugc thay d6i dé thu duge mot lwong thanh ph?m hoat chét c6 hiéu qua dé dat duogc dép Uimg
didu tri mong muébn cho bénh nhan cy thé, ché phim va cach thie sir dung, ma khong géy doc
cho bénh nhan. Mitc liéu Iugng dugc lua chon phy thude vao céc yéu t6 duoc dong hoc bao
gdm hoat tinh ctia céc ché phim cu thé theo sang ché dugc sir dung, duong st dung, thoi gian
str dung, téc do bai tiét ciia hop chét cy thé dang duogc str dung, thdi gian didu tri, cac thude,
hop chét vivhodc vat lidu khéc duge sir dung trong t6 hop v6i cac ché phém cy thé dugc str
dung, do tudi, gi6i tinh, cAn ndng, tinh trang, sttc khoe chung va lich str bénh trude d6 ctia bénh

nhan duge didu tri, va nhu cac yéu t6 da biét rd trong linh vuc y té.

Déi tuong str dung c6 thé dugc chon tir among ddng vat c6 vi bao gém dong véat linh
truong nhu ngudi, ngudi, v.v., loai ngdm nham nhu chudt nhét, chudt céng, v.v., va loai turong
tu, phén lap tir bao g?)m té bao, md, va dich co thé (vi dy, méu, v.v.), va sén phém duoc nudi

cdy cua ching.
Téac dong c6 loi

Sang ché dé cap dén protein heterodime c6 d9 tinh khiét cao nhur protein Chimps (vi
du, khéng thé), khong c6 chét 6 nhidm nhu homodime hodic monome, va k¥ thuat tao ran6. Uu
diém khéc cua sang ché 12 @ 1am ting d9 tinh khiét ctia khang thé dic hiéu kép va dé dua mot
56 luong tbi thidu cc dot bién vao khang thé ty nhién, do d6 khong gdy ra thay ddi dang ké vé
cu triic ctia khang thé tir nhién va 1am giam nguy co tao ra khang thé dé trai qua qua trinh mét
chtrc ndng hodc tinh bét thudng va/hodc dé suy ra viéc loai bo mién dich.

M6 ta vén tit cac hinh vé

Fig. 1 1a mot so dd chi hién thi mot khang thé dic hiéu kép di dime hoan chinh (dudng
tron d4nh déu chim) trong s rit nhiéu dang khéng thé c6 thé cAu thanh cta khang thé dic hiéu
kép (10 trong tdng s6). A va B dai dién cho céc chudi ning tuong tmg khac nhau va ava b dai
dién cho céc chudi nhe khac nhau.

Fig. 2 thé hién c4c vi tri gdc ctia khang thé dugc sir dung trong twong tac tinh dién, hoan
ddi, va phuong phap kich thude dé tao ra sw dime héa dj loai trong ving hang dinh Fe theo mot
phuong an, va céc vi tri gdc lién quan.

Fig. 3 12 profil SDS-PAGE thé hi¢n cac két qua dime héa di loai tir dot bién gay ra boi
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tuong tac tinh dién duoc liét ké trong bang 4.

Fig. 4 14 profil SDS-PAGE thé hién céc két qua dime héa dj loai tir dot bién lién quan
dén hoan dbi duoc liét ké trong bang 5.

Fig. 5 1 profil SDS-PAGE thé hién céc két qua dime hoa dj loai tir céc dot bién lién
quan dén kich thuéc duoc liét ké trong bang 6.

Fig. 6a thé hién su so sanh ctia 12 dot bién cho phép su dime hoéa di loai nbi bat trong

sb cac dot bién don duoc liét ké trong bang 7.

Fig. 6b thé hién cac két qua dime héa di loai sau S364K ctia hai dot bién chia khod dugc

thé bang céc axit amin khac theo mdt phuong 4n.

Fig. 6¢ thé hién cdc dime hoéa di loai sau FA05K ciia hai dt bién chia khoa dugc thé

bang céc axit amin khéc theo mdt phuong an.

Fig. 6d thé hién céc dime hoa dj loai sau additional dot bién bd sung duoc dua vio ba
cdp dot bién chia khéa- khéa duge chon S364K-L368D, S364K-K3708, va F40SK-K409F
theo mot phuong an, trong d6 tryc x 1a khéi lwong phén tix (kD).

Fig. 7 thé hién hiéu qua dime héa di loai cia cac dot bién don S364K-1.368D, S364K-
K370S, va F405K-K409F so véi cac k¥ thuat thong thudng (d6i chimg KiH, CPC, va AzS).
Khi gbc axit amin twong tmg véi mdi dot bién chia khoa dugc thay doi thanh céc axit amin
khac nhau khéc, K 13 tdt nhit cho S364 va K va R (arginin) cho thdy hiéu qua gin nhu tuong
tu d6i v6i F405. Céc vi tri tai céc dot bién don duoc thuc hién trén céc chudi A va B dugc chi

ra va sO lugng dime hoa di loai dugc the hién bang so.

Fig. 8 thé hién hiéu qua dime héa di loai ctia toan b bbn cap dot bién kép so véi cac k§
thujt thong thudng (d6i chimg KiH, CPC, AzS), trong d6 bbn dot bién kép dugc thu bing cach
chon hai cip dot bién kép tir td hop clia ba cip dot bién S364K-L368D, S364K-K3708, va
F405K-K409F v bién dbi F405 thanh hai loai K va R cho mdi cip.

Fig. 9a dén 9c 14 profil SDS-PAGE sau L368, K370, va K409 tuwong ing voi dot bién
khoa trong céc cép dot bién kép duoc thé bang cac axit amin khac nhu dugc chi ra trong bang
6 dé x4c dinh hiéu qua t6t hon khi gdc axit amin twong ing voi dot bién khoa dugc thay ddi
thanh cac dot bién khac.

Fig. 10 th hién céc vi trf clia céc dot bién lién quan dén tuong thc tinh dién, dot bién

lién quan dén kich c&, va dét bién lién quan dén hoan ddi trong Fab cita khéng thé.
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Fig. 11 1a mét so dd ciia quy trinh thir nghiém bét cp canh tranh (CPP).

Fig. 12 thé hién céch thirc bt ciip duoc thiét 14p thong qua quy trinh cta Fig, 11 gitta
chudi ning va chudi nhe va dugc nhin trén SDS-PAGE sau 4D9 va 2B9 ¢6 cac cap dot bién
théng thudng C1, DuetMab, va V23 giita chudi ning va chudi nhe duge tach dong va dong
biéu hién.

Fig. 13 12 profil SDS-PAGE thé hién céc cach thirc bét cip khi dot bién lién quan dén
twong tc tinh dién gitta chudi ning va chudi nhe dugc thiét 1ap bang cach thé K(lysin) dbi voi
céc axit amin dich trén chudi A (chudi niing 2B9) va D (axit aspartic) d6i véi cc axit amin dich
trén chudi B (chudi ning 4D9).

Fig. 14 thé hién cach thirc bt ciip ctia dot bién & vi tri 30 do viéc thé chudi nang L145
va chudi nhe V133 bing K va D, twong (mg, thé hién do chinh x4c kha cao khi bét cap véi dot
bién trong s cac cap dot bién nhu khang thé 4D9 va 2B9 dugc so sanh trén SDS-PAGE.

Fig. 15 va 16 thé hién cach thirc bt cp sau dot bién & vi tri 29 S131D vavhodc S131K
duogc dua vao chudi nhe cia khéng thé trong d6 chudi nang L.145 duge thé bang E hodc D va
chudi nhe V133 dugc thé bing R, nhu dugc phan tich bing SDS-PAGE.

Fig. 17 thé hién cach thtc bét cap cua cac cip dot bién & vi tri 48 (chudi nang S183 va
chudi nhe V133 dugc thé bing K(R) va D(E), twong tmg), nhu duge phan tich bang SDS-
PAGE.

Fig. 18 thé hién céch thirc bét cg@ip dugc phan tich bing SDS-PAGE sau cip dot bién
29¢30c48F D29£30£48 thé hién trong bang 19 va céc bién thé clia chung dugc dua vao.

Fig. 19 thé hién c4ch thirc bét cip dugc phén tich bing SDS-PAGE sau céc cgp ddt bién
cua bang 20 duoc dua vao.

Fig. 20 thé hién cach thirc bt cip dwoc phan tich bing SDS-PAGE sau c4c cap dot bién
cua bang 21 dugc dua vao.

Fig. 21 thé hién ty 1¢ bt cip clia céc chudi sau tb hop clia céc cip dot bién & vi tri 34 va
51 dugc chon tir cac cap dot bién trong s cac cép dot bién chudi nang va chudi nhe duoc dua
vao theo mot phuong an.

Fig. 22 thé hién ty 1€ bét cdp cua cac chudi sau caip dot bién c34®f51 dugce chon tir cp

d6t bién trong sb céc cap dot bién chudi ning va chudi nhe dugc dwa vao theo mot phuong an.
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Fig. 23 thé hién ty 16 bt ciip clia cac chudi sau cip dot bién c40Df44 duge chon tir cip
dot bién trong sb cac cap dot bién chubi ning va chudi nhe duge dua vao theo mot phuong 4n.

Fig. 24 13 so d0 ctia khang thé dic hiéu kép trong d6 chudi niing va chudi nhe duge gy
dot bién theo mdt phuong én.

Fig, 25 1 mot biéu dd thé hién do bén nhiét cia chudi A va chudi B dbi véi chudi ning
va chudi a va chudi b déi vé6i chudi nhe trong khéng thé dugc tao thanh theo mdt phuong an.

Fig. 26 1a m¢t ban dd phan cét ctia pcADN3.

Fig, 27 13 biéu d thé hién céc két qua séc ky twong tac ky nuée (HIC) ctia khang thé
dac hidu kép Trabev va Adabev dugc tao thanh theo mdt phuong an, c6 cap dot bién
¢'29¢'30c48®f 291 30148 va cép dot bién AWBB duoc dua vao.

Fig, 28 13 bidu d thé hién cac két qua phén tich séc ky réy phan tir (SEC) ctia khang the
dic hiéu kép Trabev, dugc tao thanh theo mét phuong an, co cdp dot bién
¢'29¢'30c48®1 291 30148 va cdp dot bién AWBB dugc dua vio.

Fig. 29 12 biéu d thé hién cac két qua phan tich sc ky réy phan tir (SEC) clia khéng thé
dic hiéu kép Trabev va Adabev duge tao thanh theo mot phuong an, c6 cdp dot bién
¢'29¢30c48Df 29f 30£ 48 va cip dot bién AWBB dot bién duoc dua vao.

Fig. 30 thé hién c4ch thirc dime hoa cia khang thé dic hiéu kép Trabev va Adabev dugc
tao thanh theo mdt phuong 4n, cé cdp dot bién ¢'29¢'30c48Df 2930148 va cap dot bién
AWBB dugc dua vao.

Fig. 31 12 bidu dd thé hién i lyc ddi véi khéng nguyén (Her2 va VEGF) ctia khéng thé
dic hiéu kép Trabev, dugc tao thanh theo mot phuong an, cO cap dot bién
¢'29¢"30c48®f 291 301 48 va cap dot bién AWBB duoc dua vio.

Fig. 32 1a biéu dd thé hién i luc dbi voi khang nguyén (TNF-alpha va VEGF) cua
khéng thé dic hiéu kép Adabev, dugc tao thanh theo mot phuong én, c6 cap dot bién
¢29¢30c48DF 29 30f 48 va cip dot bién AWBB dugce dua vao.

Fig. 33a thé hién su sip xép thang hang trinh tr gita ving hing dinh chudi ning IgG1
& ngudi va ving hing dinh chudi ning IgA1 & ngudi (ving héng dinh chudi nang IgG1 &
nguoi: SEQ ID NO: 33; vung hing dinh chudi ning I[gA1 & ngudi: SEQ ID NO: 34).

Fig. 33b thé hién sy sip xép thing hang trinh ty gitta ving hing dinh kappa va ving
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hiing dinh lambda ctia chudi nhe globulin min dich & ngudi (viing héng dinh kappa ciia chudi
nhe globulin mién dich & ngudi: SEQ ID NO: 35; va ving hing dinh lambda cua chudi nhe
globulin mién dich & ngudi: SEQ ID NO: 36).

Fig.33cva33d thé hién su sép xép thing hang trinh tur clia ving hang dinh chudi ning
trong sb cac kiéu phu IgG & ngudi, chudt nhét, va chudt cdng (trinh ty mién CH1 trong Fig.
33¢ va trinh tw mién CH3 trong Fig. 33d) (IgG1 & ngudi: SEQ ID NO: 1, 1gG2 & nguoi: SEQ
ID NO: 2, IgG3 & ngudi: SEQ ID NO: 3, IgG4 ¢ nguoi: SEQ ID NO: 4, 1gG1 & chudt nhit:
SEQ ID NO: 37, IgG2ab & chudt nhét: SEQ ID NO: 38, IgG2a® & chudt nhét: SEQ ID NO: 39,
IgG2b & chudt nhét: SEQ ID NO: 40, IgG3 & chudt nhit: SEQ ID NO: 41,1gG1 & chudt cbng:
SEQ ID NO: 42, IgG2a & chudt céng: SEQ ID NO: 43, 1gG2b & chudt cong: SEQ ID NO: 44,
TeG2¢ & chudt cdng: SEQ ID NO: 45 trong Fig. 33¢ (mién CH1); va IgG1 & ngudi: SEQ ID
NO: 15, IgG2 & nguoi: SEQ ID NO: 16, IgG3 ¢ nguoi: SEQ ID NO: 17, IgG4 ¢ ngudi: SEQ
ID NO: 18, IgG1 & chudt nhit: SEQ ID NO: 46, IgGZab dchudt nhét : SEQ ID NO: 47,1gG2a*
& chudt nhit: SEQ ID NO: 48, IgG2b & chudt nhit: SEQ ID NO: 49, IgG3 & chudt nhét: SEQ
ID NO: 50, IgG1 & chudt cdng: SEQ ID NO: 51, 1gG2a ¢ chudt cbng: SEQ ID NO: 52,1gG2b
& chudt cbng: SEQ ID NO: 53, va IgG2c & chudt céng: SEQ ID NO: 54 trong Fig. 33d (mién
CH3)).

Fig. 34 thé hién mtrc o bt caip gitta chudi nhe va chudi ning trong khang thé, dugc tao
thanh theo mot phuong én, c6 cép dot bién c34®f51 dugc dua vao.

Fig. 35 1a biéu dd thé hién két qua HIC clia khang thé dic hiéu kép Trabev, dugc tao
thanh theo mdt phuong an, c6 cip dot bién c34®f51 va cap dot bién AWBB.

Fig. 36 thé hién biéu dd két qua ctia HIC clia khdng thé dic hiéu kép Adabev, duge tao
thanh theo mot phuong an, c6 cédp dot bién c34Df51 va cap dot bién AWBB.

Fig. 37 thé hién céch thirc dime héa cia khang thé dic hiéu kép Trabev va Adabev,
dugc tao thanh theo mdt phuong an, c6 cap dot bién c34Pf51 va cap dot bién AWBB dugc
dua vao.

Fig. 38 thé hién muc do bét cdp gitta chudi nhe va chudi ning trong khang thé, dugc tao
thanh theo mot phuong én, c6 cédp dot bién c40Df44 duge dua vao.

Fig. 39 thé hién biéu db két qua ctia HIC clia khéng thé dic hidu kép Trabev, duge tao
thanh theo mot phuong an, ¢6 cép dot bién c40Df44 va cip dot bién AWBB.
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Fig. 40 thé hién bidu dd két qua cua HIC cta khéng thé dac hiéu kép Adabev, dugc tao
thanh theo mdt phuong &n, c6 cip dot bién c40df44 va cip dot bién AWBB.

Fig. 41 thé hién céch thirc dime héa clia khang thé ddc hiéu kép Trabev va Adabev,
dugc tao thanh theo mét phuong an, ¢ cdp dot bién c40Df44 va cip dot bién AWBB duogc

dua vao.

Fig. 42 1a profil SDS-PAGE thé hién mirc d6 homodime héa khi chuyén nhiém don Ié
Enb-Fc va Fas-Fc, riéng 1§, theo vi du thir nghi¢ém.
MG ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon bang cach tham chiéu 6i cac vi du. Tuy
nhién, duoc hiéu réng cac vi du nay chi c6 myc dich mo ta va khong dugc hiéu 1a giéi han
pham vi cua sang ché.

Déi véi thyc tidn ciia sang ché, toan b mau duge chuén bi theo quy trinh sau,
Su biéu hién protein

1. Gen dich duge tach dong vao vecto biéu hién (pcADN3 (Invitrogen).

2. Té bao HEK293E (ATCC) dugc nudi cdy trong DMEM c6 mtc glucoza cao (moi
truong Eagle stra dbi cia Dulbecco) duge bb sung bing 5% FBS (huyét thanh thai bd) trong ti
4p CO, dugc 1am am.

3. ADN plasmid da chun bi duoc dua vao bang céch chuyén nhiém nhét thoi vao té
bao HEK393E phat tridn dé hop dong hoan toan. Trude khi chuyén nhiém, té bao dugc rira
bang PBS (nuéc mubi duge dém phosphat) va, sau d6 14 trao dbi moi trudng nudi cdy véi
DMEM ¢6 mitc glucoza cao khong co huyét thanh.

4. Sau khi U trong 1 tun, mdi truong da quy dinh duoc sir dung dé thu duoc protein
duoc loc sau d6. Protein dung hop Fc va khéng thé duoc phan lap bang séc ky protein A.

5. Protein da phan 1ap duoc x4c dinh dinh lugng nhu dugc phén tich tai 280nm.

Vi du thue hién sang ché
Vidu 1: Lua chon dot bién cho qua trinh dime héa dj loai ciia hai ving Fe

Céc vi tri dot bién dé dime héa di loai hai ving Fc (mién CH3; SEQ ID NO: 15) (dya

rén co s& TgG1) duge md ta trong Fig. 2. Mot phan duge tao ra tir 39 vi trf dbi v6i dot bién lién

quan tGi twong tac tinh dién (dot bién c6 dua twong tac tinh dién vao) (dai dién béi “dién tich
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1), 14 vi tri cho dot bién lién quan t6i hoan di (dot bién hoan dbi) (dai dién boi “hoén ddi 0”),
va 40 vi tri cho dot bién lién quan t6i kich ¢ (dot bién kich c&) (dai dién boi “kich ¢ B”). Vi
trf dwge Iyra chon cubi ciing trong mién CH3 va céc axit amin dugc gdy dot bién tai d6 dugc
tom tit trong bang 3. Mdi dot bién trong s cac cip dot bién duge ap dung cho hai ving Fc
(twong Gmg dai dién boi chudi A va chudi B) c6 ngudn gbc tir khang thé khéc nhau, sau d6 tach
dong dé déng biu hién. Dbi voi dot bién lién quan dén twong tac tinh dién, dot bién duoc thuc
hién dé thé céc axit amin trong ing 1én chudi A bang K (lysin) dai dién cho c4c axit amin c6
dién tich dwong va 1én B chudi bing D (axit aspartic) dai dién cho céc axit amin c6 dién tich
am. Dot bién lién quan dén hoan dbi duoc thuc hién dé trao dbi cAc axit amin tuong tng 1én
chudi A va chudi B véi nhau. D8i v6i dot bién lién quan dén kich @, cAc axit amin twong (mg

duoc thé bing W (tryptophan) 1én chudi A va véi axit amin A c6 kich ¢& nho (alanin) 1én chudi

Béng 3

S4 tht tu capiDién tich (7) Hoén dbi (O) Kich ¢ (B)

axitamin  [ChudiA |ChudiB |ChudiA |ChudiB |Chudi A |ChudiB
1 Q347K [K360D [Q347K  [K360Q  |Q347W _ [K360A
2 V349K [S354D Y349W  [S354A
3 V349K  [E357 Y349W  [E357A
4 Y349K  [K360D Y349W  [K360D
5 351K [L351D [351W [L351A
6 P352K  [P352D P352W  [P352A
7 S354K  [Y349D  [S354Y  [Y349S  [S354W  [Y349A
8 D356K  [K439D D356W  [K439A
9 E357K [Y349D [E357Y [Y349E |[E357W  [Y349A
10 E357K  [K370D |[E357K  |[K370E  |[E357W  [K370A
11 K360K |Q347D K360W  |Q347A
12 K360K [Y349D [K360Y [Y349K [K360W [Y349A
13 S364K  [L368D  [S364L  |L368S  [S364W  [L368A
14 S364K  [K370D  [S364K  [K370S  [S364W  [K370A
15 T366K  [T366D T366W  [T366A
16 T366K  [Y407D T366W  |[Y407A
17 368K  [S364D [368W  [S364A
18 [368K |K409D |L368K  |[K409L  [L368W  [K409A
19 K370 E357D K370W [E357A
20 K370 S364D K370W  [S364A
21 K370 T411D K370W [T411A
22 N390K  [S400D  [N390S  [S400N  [N390W  [S400A
23 K392 1.398D K392W  [L398A
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24 T394K  |T394D T394W  [T394A
25 T394K  |[V397D [T394V  |V397T  [T394W  [V397A
26 P395K  [P395D P395W  [P395A
27 P395K (V397D P395W  [V397A
28 V397K  [T394D V397W  [T394A
29 V397K [P395D V397W  [P395A
30 398K [K392D [L398K  [K392L  |L398W  [K392A
31 S400K  N390D S400W  [N390A
32 F405K  [K409D  [F405K  [K409F  [F405W  [K409A
33 Y407K  [T366D  [Y407T  [T366Y  [Y407W  [T366A
34 Y407K  [Y407D Y407W  [Y407A
35 Y407K  [K409D Y407W  [K409A
36 K409 .368D K409W  [L368A
37 K409 F405D K409W  [F405A
38 K409 Y407D K409W  [Y407A
39 T411K [K370D [T411K  [K370T  [T411W  [K370A
40 K439W  [D356A

Dé x4c dinh mét cach d& dang homodime hodc heterodime cuia protein dung hgp Fc
thong qua SDS-PAGE, viéc dung hgp dugc tao ra tir viing ngoai bao (trinh tyr mé hoa clia ving
1-771 cua SEQ ID NO: 24) ctia thu thé TNF-alpha (TNFRSF1B: NP_001057,1 (gen ma hoa:
CDS cia NM_001066,2; SEQ ID NO: 24)) d6i véi Fe (gen ma hoa: SEQ ID NO: 26) 1én mét
chudi (chudi A: Enbrel) va viing ngoai bao (trinh ty ma héa ctia ving 1-519 cua SEQ ID NO:
25) cta thy thé Fas (NP_000034.1 (gen ma hoa: CDS ctia NM_000043,5; SEQ ID NO: 25))
d6ivé6i Fe (gen ma hoa: SEQ IDNO: 26) lén chudi khéc (chudi B: Fas), st dung vecto pcADN3
(xem Fig. 26; Invitrogen) nhu mét tryc chinh. Monome cua chudi A c6 kich ¢ 1a 53 kD trong
khi monome cia chudi B ¢6 kich c& 1a khoang 44 kD. Vi cac chudi A va B, m&i chudi ¢6 dung
hop viing ngoai bao Fc, khic nhau vé kich ¢, hai homodime (AA va BB) va mdt heterodime
(AB) ¢6 thé dugc phan biét mt céch d€ dang trén SDS-PAGE.

Phin trim (%) dime hoa gitta chudi A va gitra chubi B (homodime héa) dugc biéu hién
12 Saa va Sgg, trong ing trong do Sas chiém phén trim (%) cua dime héa giita cac chudi A va
B (su dime hoéa di loai). '

Khi cac cach thic cua dime héa dugc quan sat bing SDS-PAGE, ty 1& (%) cua
homodime hoa (AA va BB) va su dime héa di loai (AB) gilta cac chudi A va B c6 dot bién cia
bang 3 dua vao dugc so voi ty I¢ gitta cac chudi A va B ma khong dugc gy dot bién (dai dién
boi WT). Cac két qua duge ra trong bang 4 va Fig. 3 dbi véi dot bién gy ra béi twong téc tinh

dién, bang 5 va Fig, 4 dbi véi dot bién kich ¢, va bang 6 va Fig. 5 d6i v6i dot bién lién quan
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dén hoan dbi.
Béang 4
W Y349 Y349 E357 T366 |T394 |T394
A [V Y39 P9 lesag maser P37 [R3STRSIGK T p S [T41IK
W K360 1Y349 K439 [Y349 [K370 |L368 [Y407 V397 K370
B [V [E3s7po00 [13 67 IS ST ISOR P irseap i
fA st 5 k7 o hs 2 b o [ po |15
Swd6 060 |63 o4 55 i8 10 [75 |19 713 |67
6 19 B5 |10 126 1o 1o o 5 10 17 |18
Béang 5
A [E357YE357K |S364L[S364KIF405K]Y407T]T411K
B V349EK370E |L368S|K370SK409FT366YK370T
S8 |4 s 0 o [0 |3
Sell 180 I 90 70 183 |60
Skl 16 Bl [0 B0 |7 |27
Béang 6
W
A [ k409w [Ka09W
B ‘TN F405A  |Y407A
San 22 I3 2
Sas 156 160 85
Son 123 137 13

Trong bang tir 4 dén 6, dot bién chiém ty 18 dime héa di loai (%) 1 70% hodc cao hon

duoc thé hién bing chit in dam. Nhu dugc hiéu tir s6 lidu ciia cdc bang tir 4 dén 6, cc cp dot

bién d4 thir nghiém thé hién ty 16 dime héa di loai 1a 60% hoéc cao hon.

Thong qua két qua, viéc lya chon duge thue hién tir 12 cap dot bién d3 duara ty 1& dime

héa di loai cao hon homodime héa, véi ty 1€ dime hda di loai 12 70% hoac cao hon (dot bién c6
dua twong tac tinh dién vao: Y349K-E357D, E357K-Y349D, E357K-K370D, S364K-L368D,
T366K-Y407D, T394K-T394D, T394K-V397D; va dot bién hoan dbi: E357Y-Y349E,
E357K-K370E, S364K-K370S, F405K-K409F, Y407T-T366Y) (duoc thé hién bang chit in

dam trong bang 4 va 5).

M3di dot bién trong sb 12 dot bién gdc axit amin bao gdm trong 12 cdp axit amin da

chon dugc dua vao protein dung hop Fas-Fc d8 biéu hién protein dung hop Fas-Fc dot bién ma
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bao gém dot bién don & vi trf axit amin, tuong tmg. O didu kién tuong tu, ty 1€ séng sOt cua
homodime va monome (Sy»; 1=100%) dugc so sanh, va cac két qua dugc mb ta trong bang 7

va Fig. 6a.

Bang 7

SM Ssm
E357Y 10,03
'Y349D 0,03
K370D 0,06
1.368D (0,06
S364K (0,77
K370S (0,05
S400N (0,05
T394D |0,11
F405K [0,67
K409F 0,05
T366A (0,09
T366Y (0,46

Trong bang 7 va Fig. 6a, hai dot bién S364K va F405K, c6 ty 1¢ homodime héa thip

nhung ty 18 sdng s6t monome cao (50% hodc cao hon), duoc lua chon.

Puoc cho rang hai dét bién da chon d6ng vai tro 1a dot bién “chia khéa” trong khi cac
vi tri midn CH3 tuwong tac vé6i ching trén chudi khac 13 dot bién “6 khéa”. Nhu td hop gitta
chung, ba cé@p chia khéa-0 khoa S364K-1.368D, S364K-K370S, va F405K-K409F dugc chon.
Cac cdp dot bién nay duoc dwa vao chudi A (dot bién chia khéa) va chudi B (dot bién 6 khoéa)

d8 tao ra ba cap dot bién don khac nhau (xem bang 8).

Béang 8
Dot bién loai Maiu | Dot bién don chiakhéa | Dot bién don  khoa
Dua twong téc tinh dién vao | J13 S364K 1.368D
Hoén dbi 014 S364K K370S
Hodan dbi 032 F405K K409F

Axit amin tai céc vi tri dot bién chia khéa twong img dugc thé bang gdc axit amin khac
nhau va thir nghiém ddi véi hiéu qua dime héa di loai géy ra béi dot bién don, nhur duge mo ta
& trén, dé x4c dinh hiéu qua ctia cac loai dot bién cho su dime héa di loai tai cac vi tri. Déi voi
S364, viée thé bing K (lysin) duge quan sat d& mang lai hiéu qua dime héa dj loai cao nhét.

Hiéu qua ndi bat duoc phat hién khi thé bing N (asparagin) va R (arginin) (xem Fig. 6b). F405
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thé hién hiéu qua dime héa di loai tvong ty xuét séc khi thé bang K va R va hiéu qua dime héa
di loai ndi bat khi thé bang N va Q (glutamin) (xem Fig. 6¢).

Chc dot bién bd sung S364N, S364R, F405R, F405N, va F405Q, dugc xéc dinh trong
FIG. 6b va 6¢, dugc ap dung cho ba cdp dot bién 6 khoa-chia khéa S364K-1.368D, S364K-
K370S, va F405K-K409F, dé dua dot bién b khoa vao chudi A (TNFR2-Fc) va dot bién chia
khoa vao chudi B (Fas-Fc), sau d6 phén tich hiéu qua dime hoa di loai trén SDS-PAGE.

Do d6, cac két qua thu dugc duge mo ta trong bang 9 va Fig. 6d:

Bang 9
M3u A (TNFR2) Blas) Saa | Sas | Sen
Dot bién don chia khda | Dot bien don 6 khoa

J13(K:D) | S364K L368D 8 192 |0
JI3(N:D) | S364N L368D 8 (82 |9
JI3(R:D) | S364R L368D 20 |79 1
014(K:S) | S364K K370S 25 |65 9
O14(N:S) | S364N K370S 13 |84 |3
O14(R:S) | S364R K370S 23 |76 1
032(K:F) | F405K K409F 0 |75 |25
O32(N:F) | F405N K409F 21 |62 17
032(Q:F) | F405Q K409F 5 |68 |27
O32(R:F) | F405R K409F 5 (8 |6

(Saa: ty 1 homodime hoa AA (%);
Sas: ty 1& dime hoa di loai AB (%);
Spa: ty 1€ homodime hoa BB (%))
Vi du 2: Thir nghiém cho sy dime héa di loai ctia ving Fc bang d6t bién don

Ba cp dot bién chia khoa-0 khoa S364K-1.368D, S364K-K3708S, va F405K-K409F,
dugc chon trong vi du 1, va cdp dot bién F405R-K409F, do viéc thay thé F405 bing R ngoai
trr K, duoc thir nghiém cho sy dime héa di loai trén SDS-PAGE. Hi¢u qua dime hoéa di loai
dugc so vai ching thu dugc bang cac cip dot bién Fc heterodime thong thuong KiH, CPC, va
AzS duoc st dung 1am d6i ching,

S6 lidu SDS-PAGE trong vi du nay va toan b cac vi du sau dugc thu bang cach dinh

lwong cudng dd dai bang véi sy trg gitip ctia phan mém GelQuant NET.

Céc két qua dugc md ta trong bang 10 va Fig. 7:
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Bang 10
MAu | Chudi A (¢INFR2) | ChudiB (eFas) SaB | Sa SB Sm Tm
J13 S364K L368D 093 | 0,86 | 0,10 | 0,48 | 66,8
014 | S364K K370S 0,87 | 0,86 | 0,07 | 0,47 | 67,6
032 | F405K K409F 0,72 1 0,91 | 0,08 | 0,49 | 65,2
032' | F405R K409F 0,72 | 091 | 0,08 | 0,49 | 65,2
KiH 3\3/66S/L368A/Y40 T366W 0,90 | 0,68 | 0,64 | 0,66 | 67,4
CPC | K392D/K409D E356K/D399K 0,74 1 0,85 | 0,30 | 0,58 | 66,4
T350V/T366L/K39 | T350V/L351Y/F
AzS L /T394W A0SA/VA0TV 0,84 | 0,84 | 0,64 | 0,74 | 69,2

(Sas: ty 1& dime héa di loai AB (%); Sa: ty 1€ homodime héa AA (%);
Sg: ty 16 homodime héa BB (%); Sm: tj 1€ séng s6t monome (%))

Tm duogc do nhu sau:

Chét thir: B kit nhudm Invitrogen 4461146 "Protein Thermal Shift™"

Cong cu: Chromo4-PTC200 (MJ Research)

Hon hop phan tmg: 20 @ trong tdng s6

Protein 10wl
DW 3ul
Pém Protein Thermal Shift™ 5ul

Thudc nhudm Protein Thermal Shift™

dugc pha lodng véi ty 1€ 1/100 2ul

Quy trinh:

1. U tai nhiét d6 50,0°C trong 30 gidy;

2. Pudng cong néng chdy ndm trong khoang tir 50,0°C dén 90,0°C, doc tai mdi 0,2°C,

gitt trong 2 gidy;

3. U tai nhiét d 90,0°C trong 2 phiit
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4. U tai nhiét 46 10,0°C sudt

5. Két thuc

Nhu duge thé hién trong bang 10 va Fig. 7, khi m&i chudi A va chudi B dugc biéu hién
riéng 1&, chudi A giit lai dot bién chia khoa khong tao thanh homodime, nhung dugc biéu hién

nhu monome. Mau do viéc dong biéu hién duge quan sat d€ bao gom khong ¢6 homodime,

nhung chti yéu 13 heterodime (xem Fig. 7).

Vi du 3: Su dime héa dj loai ctia ving Fc boi dot bién kép

Homodime héa do sy ton tai ctia cac dot bién chia khoa trén c hai chudi A va B c6 do
tin cdy ft hon trén m3i chudi. Hai cip dot bién kép duoc tao ra tir t hop cia ba cdp dot bién
duoc chon trong vi du 1. Dbi voi mbi cap dot bién kép, F405 bi bién di thanh hai loai K vaR.
Do d6, toan bd bbn cip dot bién kép duge thu. Cap dot bién kép da tim thdy nay dugc phan

tich dé dime héa di loai trén SDS-PAGE va hiéu qua dime héa dugc so véi hi€u qua dime hoa

cta dbi chung KiH, CPC, va AzS.

Céc két qua duoc dua ra trong bang 11 va Fig. 8:

Bang 11
Chubi A|Chubi B
DMP (€INFR2) (cFas) SAB Sa SB Sm Tm
S364K/K40 | L368D/F4
J13/032 OF 05K 0,96 1,00 | 0,74 | 087 | 582
.| S364K/K40 | L368D/F4
J13/032 OF 05R 0,95 1,00 | 0,73 | 087 | 615
S364K/K40 | K370S/F4
014P032 oF 05K 0,95 1,00 | 0,72 | 086 | 64,1
. | S364K/K40 | K370S/F4
014/032 oF 05R 0,93 1,00 | 0,71 | 086 | 644
. T366S/1.368
KiH ANYAOTV T366W 0,91 0,64 | 061 |063 | 674
K392D/K40 | E356K/D3
CPC D 99K 0,73 0,81 030 | 0,58 | 664
T350V/T36 | T350V/L3
AzS 6L/K3921/T | 51Y/F405 | 0,84 082 0,62 |072 | 692
394W A/Y407V

Nhu duoc thé hién trong bang 11 va Fig. 8, cac dot bién chia khéa c6 trong cac chudi
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cho phép homodime héa cac chudi khong xay ra dbi v6i bdn cip dot bién khi bidu hién riéng
r&. Toan bd protein trong mot mau do viéc dbng biéu hién duoc quan sat 13 heterodime (xem
Fig. 8). Ngoai ra, 40 bén nhiét duogc do trong cap dot bién kép c6 F405R dugc dua vao cao hon
F405K dugc dua vao (bang 11).

DPé kiém tra xem c6 dat duoc hiéu qua t6t hon khong khi cac axit amin twong ing véi
d0t bién 6 khoa duge thé bing céc gbe khac, 1368, K370, va K409, 1a dot bién 6 khoa trong
céc cip dot bién kép, duoc thé bang gbc axit amin khac. Té hop dot bién thu dugc bang cach
bién ddi khac nhau 1.368, K370, va K409 duge tom tt trong bang 12. TS hop dot bién dugc
kidm tra dé dime hoéa di loai trén SDS-PAGE (NR: 8% gel SDS-PAGE; mAu: 24ul lugng nap),

va céc két qua duoc mb ta trong Fig, 9a dén 9c.

Bang 12
Bién thé 6 khoa
X | ChudiA | ChudiB [Y |ChudiA |ChudiB |Z Chudi AlChubi B
UA S364K/ | L368A/ |, , S364K/ [K370A/ |, S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F [F405R K409A [F405R
ue S364K/ | L368C/ |, S364K/ [K370C/ |, S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F [F405R K409C [F405R
UD S364K/ | L368D/ D S364K/ [K370D/ D S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F [F405R K409D [F405R
UE S364K/ | L368E/ |, S364K/ [K370E/ |, S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F [F405R K409E [F405R
UF S364K/ | L368F/ - S364K/ [K370F/ p S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F  [F405R K409F [F405R
UG S364K/ | L368G/ |, S364K/ [K370G/ |, - S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F [F405R K409G [F405R
UH S364K/ | L368H/ 1 S364K/ [K370H/ - S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F [F405R K409H [F405R
I S364K/ | L368UF |, S364K/ [K370U |, S364K/ [K370S/
K409F | 405R K409F [F405R K409T [F405R
UK S364K/ | L368K/ K S364K/ [K370/ | S364K/ [K370S/
K409F | F405R K409F [F405R K409K [F405R
UL S364K/ | L368/F |\ S364K/ [K370L/ |, S364K/ [K370S/
K409F | 405R K409F [F405R K409L [F405R
UM | S364K/ | 1L368M/ [XM [S364K/ [K370M/ [ZM  [S364K/ [K370S/
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K409F | F405R K409F [F405R K409M[F405R
e | s3eaks | L3eN [ lsseais [kaTon [ fs3eak[kaTosy
K409F | F405R K409F  [F405R K409N [F405R
o | S04/ | Lassey [ lssears k3700 1, [S364K/K3708)
K409F | F405R KA09F  [F405R K4090 [F405R
| S364Ks | LaesR/ | [s36ars fk3ToRy | IS364K [K3T0S)
K409F | F405R K409F  [F405R K409R [F405R
s | S364K/ | L36ss/ [ Jsaears 3708/ | IS364K/[K3708/
K409F | F405R KAO9F  [F405R K409S [F405R
p | sseas | LesT [ sssars k3ony | ls364k k3708
K409F | F405R KA09F  [F405R K409T [F405R
oy | sseas | L3esv [ sasars fksows [ fsseats 3708/
K409F | F405R K409F  [F405R K409V [F405R
S364K/ | L368W/ S364K/ [K370W/ S364K/ K370/
UW | ca00F | F40sR XV [K409F [Fa0sR [©  [K409W|F405R
oy | sseas | Lassyr [ lsseats ksrovy | fsseatcs k370s)
K409F | F405R K409F  [F405R K400Y [F405R

Céc tb hop dugc do d6i v6i do bén nhiét (xem vi du 2) va cac két qua duoc dua ra trong
bang 13.

Bang 13

Chudi A ChudiB | Tm
UC | S364K/K409F | L368C/F405R | 63,8
UD | S364K/K409F |L368D/F405R | 60,8
UL | S364K/K409F | L368/F405R | 63,0
UW | S364K/K409F |L368W/F405R| 61,2
UY | S364K/K409F |L368Y/F405R | 61,2
ZF | S364K/K409F |K370S/F405R| 65,6
7H | S364K/K409H |K370S/F405R | 64.4
71 | S364K/K4091 |K370S/F405R | 62,4
7N | S364K/K409N |K370S/F405R | 61,0
7R | S364K/K409R |K370S/F405R | 62,8
7T | S364K/K409T |K370S/F405R | 65,4
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ZV | S364K/K409V |K370S/F405R | 66,0

ZW |S364K/K409W|K370S/F405R| 67,0

ZY |S364K/K409Y |K370S/F405R | 63,8

Phan tich cho thiy d6 bén nhiét ctia K409W (tryptophan) cao hon K409F.

Dua trén sb lidu thu dugc & trén, cc dot bién duge tao ra tir S364K va K409W vao
chudi A va K370S va F405R vio chudi B dé san xut cap dot bién kép, cip dot bién AWBB
da chi dinh, dé st dung trong thir nghiém dime hoa di loai Fc sau ciia mién CH3.

Vi du 4: Lua chon dot bién cho chudi nang va chudi nhe trong khang thé Fab

Dé lya chon dot bién trong chudi ning va chudi nhe ctia khéng thé, dot bién lién quan
dén trong tac tinh dién, dot bién lién quan dén kich c&, va dot bién lién quan dén hoan déi dugc

thuc hién. C4c vi tri twong tac tai chudi ning va chudi nhe dugc md ta trong Fig. 10.

P& xéc dinh mot cach dB dang céc dot bién trong chudi ning va chudi nhe, khang thé
¢6 chudi nhe gidng nhau dugc tach dong. Khang thé 4D9 (khang thé khang cim A) va khang
thé 2B9 (khang thé khang ctim B), d&u 12 khang thé khang ctim, c6 cling chubi nhe (chudi nhe
thong thuong: CLC). Vi ching ¢ cung chudi nhe, phén tich SDS-PAGE cho phép su trong
t4c giita chudi ning va chudi nhe dé hiéu duge mot cach d& dang. Méc dit dong nhét trong trinh
twr axit amin ctia chudi nhe, hai khéng thé 4D9 va 2B9 khéc nhau vé trinh ty va kich ¢& cla
chudi ning (chudi ning ctia 2B9 ¢6 nhiéu gbc axit amin glp 6 1an so v6i 4D9 va kich ¢
(50130,62 Daltons) 16n hon 4D9 (49499,98 Daltons): chung c6 thé dugc phan biét mot cach rd
rang trén SDS-PAGE). Do d6, phan tich kich ¢ trén SDS-PAGE giup cho viéc hiéu duoc

chudi nao trong hai chudi nay twong tc véi chudi nhe.

Trinh tw c4c axit amin va trinh ty axit nucleic ma hoa cta n6 trong viung bién ddi chudi
niing va viing bién ddi chudi nhe ciia hai khéng thé 4D9 va 2B9 dugc liét ké trong bang 14, bén

dudi.

Bang 14

Trinh tu axit amin Trinh tu axit nucleic
EVQLVESGGGLVQPGK | GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCT
SLRLSCAATGFTFDDYA | GGGGGAGGCTTGGTACAGCCT
MHWVRQAPGKGLEW | GGCAAGTCCCTGAGACTCTCCT
VSSLNWKGNSVDYADS | GTGCAGCCACTGGATTCACATT
VRGRFTMSRDNAKKLYV | TGACGATTACGCCATGCACTG
YLQMNGLRGDDTAVY | GGTCCGCCAAGCTCCAGGGAA

Ving bién
doi chuoi
néng 2B9
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FCAKDNKADASMDYY
YHHGMDVWGQGTTVT
VSS (SEQ ID NO: 27)

GGGCCTGGAGTGGGTCTCAAG
TCTTAATTGGAAGGGAAATAG
TGTAGACTACGCGGACTCTGTG
AGGGGCCGATTCACCATGTCC
AGAGACAACGCCAAGAAACTA
GTGTATCTGCAAATGAACGGT
CTGAGAGGTGACGACACGGCC
GTCTATTTTTGTGCAAAAGATA
ATAAAGCGGATGCATCTATGG
ACTACTACTACCACCACGGTAT
GGACGTCTGGGGCCAAGGGAC
CACGGTCACCGTCTCCTCG
(SEQ ID NO: 28)

Ving bién
doi chuoi
ning 4D9

QVTLRESGPGLVKPSET
LSLTCTISGASINTDYW
SWIRQPPGKGLEWIGYI
YYRGRTNYNPSLRSRV
TISVDTSKNQFSL
QMTSMTAADTAVYYC
ARDVTGISRENAFDIWG
QGTLVTVSS (SEQ ID
NO: 29)

CAGGTCACCTTGAGGGAGTCG
GGCCCAGGACTGGTGAAGCCT
TCGGAGACCCTGTCCCTCACCT
GCACTATCTCCGGTGCCTCCAT
CAATACTGACTACTGGAGCTG
GATCCGGCAGCCCCCAGGGAA
GGGACTGGAGTGGATTGGCTA
TATCTATTACAGAGGGCGCAC
CAACTACAACCCCTCCCTCAGG
AGCCGAGTCACCATATCAGTA
GACACGTCCAAGAATCAATTC
TCCCTG
CAGATGACGTCTATGACCGCT
GCTGACACGGCCGTATATTACT
GTGCGAGAGATGTGACTGGCA
TCAGTCGAGAAAATGCTTTTGA
TATCTGGGGCCAAGGCACCCT
GGTCACCGTCTCCTCG (SEQ ID
NO: 30) -

Ving bién
dbi chudi
nhe
(CLC)

AIRMTQSPSSLSASVGD
RVTITCRASQSISGYLN

WYQQKPGKAPKLLIYA
ASSLQSGVPSRFSGSGS

GTDFTLTISSLQPEDFAT
YYCQQSYSIPTTFGQGT
RLEIK (SEQ ID NO: 31)

GCCATCCGGATGACCCAGTCTC
CATCCTCCCTGTCTGCATCTGT
AGGAGACAGAGTCACCATCAC
TTGCCGGGCAAGTCAGAGCAT
TAGCGGCTATTTAAATTGGTAT
CAGCAGAAACCAGGGAAAGCC
CCTAAGCTCTTGATCTATGCTG
CATCCAGTTTGCAGAGTGGGG
TCCCATCAAGGTTCAGTGGCA
GTGGATCTGGGACAGATTTCA
CTCTCACCATCAGCAGTCTGCA
ACCTGAAGATTTTGCAACTTAC
TACTGTCAACAGAGCTACAGT
ATCCCCACCACCTTCGGCCAAG
GGACACGACTGGAGATTAAA
(SEQ ID NO: 32)
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Hai khang thé 4D9 va 2B9 st dung ving hing dinh ctia IgG1 1am ving hang dinh chudi
niing va ving hing dinh kappa 1am viing hang dinh ctia chudi nhe.

Viée kiém tra da duge thuc hién dé xem liéu chudi nhe c6 dot bién dugc dua vao cac
cip chi véi chudi ning c6 dot bién twong tac voi dot bién ctia chudi nhe. V& vén dé nay, chudi
nhe, chudi ning bét cip véi chudi nhe, va chubi ning tao thanh sy bét cip nham véi chudi nhe
duge ddng biéu hién ¢ tao ra khang thé. Phan tich SDS-PAGE ciia khang thé trong tinh trang
gidm c6 thé x4c dinh mirc d6 ma cac ciip duoc tao thanh chinh xac. Pé thuan tién, chudi ning
4D9 duogc goi 1a chudi A va chudi nhe bt cip véiné 14 chudi a, va chudi ning 2B9 dugc goi

14 chudi B va chudi nhe bét cip v6iné 1a chudi b (xem hinh minh hoa dudi day).

Chudinang A {
0 .
i

Chudinhea () % b(+)
Chudingng B A+) !
0

N2
San phém ' 1 San phAm
: Ll [t
bét cip L bt cgp nhim bt cip ——L——bét cip nhim —

Plu tién, 4D9 va 2B9 ¢6 cc cip dot bién thong thudng gitta chudi nang va chudi nhe,
da duoc bidt 14 ¢6 hiéu qua, dugc tach dong va ddng biéu hién. Céch thirc bét cip duogc thuc
hién thong qua viéc canh tranh gitta chudi dot bién thu dugc, do d6, hai chudi ning va mot
chudi nhe dugc kidm tra trén SDS-PAGE. (Thir nghiém bt cgp canh tranh (CPP)). Qua trinh
fhue hién thir nghiém bét ciip canh tranh (CPP) duge minh hoa bang so do trong Fig. 11, va do
d6 két qua thu duogc duge mo ta trong Fig. 12. Nhu duge thé hién trong Fig. 12, tit ca cic cip
dot bién da biét déu ddng thei trai qua viéc bt cap binh thudng va bt cip nham bt thuong.

Déi v6i dot bién lién quan dén twong tac tinh dién gitta chudi nang va chudi nhe, khang

thé trong d6 c4c cap dot bién khéc nhau duge dua vao bing cach thé cAc axit amin twong tng
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- trong chudi B (chudi ning 2B9) véi K (lysin) va trong chudi A (chudi ning 4D9) v6i D (axit
aspartic) dugc dua vao thir nghiém CPP trén SDS-PAGE (xem Fig. 11).

Két qué 13, bay cap dot bién tmg vién duogc xac dinh @8 trai qua sw bét cip chinh xac
mot cach twong dbi duge sang loc trong nhém dot bién lién quan dén twong téc tinh dién. Cac
két qué thir nghiém CPP trén SDS-PAGE ctia khéng thé ma bay cap dot bién da sang loc dugc

dua vao d6 duoc dua ra trong bang 15 va duge md ta trong Fig. 13.

Béng 15

S6 thir tu 39.1) (Cdc cp trye glaoly 4ng)p ()RY)[a b oCPP (BCPP |SCPP
01 xing)

c cOf 145 |L145 |S131  [S131

1 29029 145D |L145K [SI31K |S131D |58  [50  [54

2 30Df30 145D |L145K [V133K [V133D[50 [79 65

3 C34Df34 K147D [K147K [T180K [T180D [49 [87 |68

4 CA0DF40 F170D [F170K |L135K 135D [59  [61 60

5 cA4DF44 P171D [P171K [S162K  |S162D [59  [51  [55

6 ASDEAS S183D [S183K [VI33K |[V133D |62 [80  [72

7 c510f51 V185D [VI8SK |L135K |L135D |67 73 [10

(S5 diém CPP (SP) = Va(aF® + b°PF)
a® = 100(Can)/(Caat+C:B) = 100(Ca)/(Ca+Cs)
b = 100(CeB)/(Coa+Coa) = 100(Cs)/(CatCs))

So sanh trén SDS-PAGE da tim thiy mot vai cip dot bién trai qua sy bét cip chinh xac
mdt céch trong ddi trong danh sach cua céc cip dot bién st dung khang thé 4D9 (chudi A) va
2B9 (chudi B) (duoc thé hién bing chit in dam trong bang 15). Dé nghién clu thém, dot bién
& vi tri 30 (bidu hién 1a c300£30) dugc sira ddi nhu trong bang 16.

Bang 16

Dot bién c300£30
Chudining | Chudinhe | Do chinh x4c khi bét cip
Aa(4D9) |L145D V133R 75%
Bb (2B9) | L145R V133D 60%

Dot bién & vi trf 30 do viée thé chudi ning L145 va chudi nhe V133 v6i K va D, tuong

{mg, Nhu duogc hidu tir s6 liu ctia bang 16, higu qua (d9 chinh xac khi bit cap: ty 16 bét cip Aa
hoac ty 1€ bét cap Bb) dugc quan sat 1a t6t (d6 chinh xac khi bét cap Aa 75%, do chinh xé4c khi
bét cap Bb: 60%) dbi v6i cac bién thé trong d6 chudi nang L145 va chudi nhe V133 dugc thé
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bing R va D, tuong Gng (xem Fig. 14).

B sung dot bién S131D trén chudi nhe (dot bién & vi tri 29 da chi dinh) vao dot bién &
vi tri 30 hodc cac bién thé ctia n6 (chudi ning L145 va chudi nhe V133 dugc thé béng K hodc
R, va D hoic E, twong img) cai thién d chinh xéac khi bét ciip (xem bang 17 va Fig. 15 (két qua
c29cR30D1R30; d6 chinh x4c khi bt cip Aa: 80% va d6 chinh x4c khi bat cip Bb: 70%) va Fig.
16 (két qua R29cRE30DR29RE30; d¢ chinh xéc khi bt cap Aa: 90% va dd chinh x4c khi bét
cip Bb: 80%)).

Bang 17
| Chubi niing | Chudi nhe | Do chinh x4c khi bt cip

c29¢R300R30

Aa(4D9) |L145D V133R 80%

Bb(2B9) |LI145R S131D/V133D | 70%
cR29cRE30DR29RE30

Aa(4D9) |LI145E S131K/V133R | 90%

Bb(2B9) |LI145R S131D/V133E | 80%

Nhu ¢6 thé duoc thiy trong Fig. 14 va 15, d chinh x4c ndi bat khi bit cp duge phét
hién trong cac truong hop ma trong do chudi ning 1145 va chudi nhe V133 dugc thé bang R
va D, twong Gng va trong d6 viéc thé cac chudi nhe S131 va V133 duoc tao ra twong tmg boi
K va R, hodc D va E cling nhu trong dot bién & vi tri 30 trong d6 chudi ning 1145 va chudi
nhe V133 dugc thé bang K va D, tuong tmg.

Ngoai ra, cép dot bién trong do chudi ning S183 va chubdi nhe V133 duogc thé mot cach
twong tmg bang K (hoc R) va D (hoac E) (dot bién & vi tri 48 d3 chi dinh) cling dugc quan sét
14 c6 hiéu qua (bang 18 va Fig. 17 (d6 chinh x4c khi bt cip Aa (dai dudi): 45%, do chinh xac
khi bét cap Bb (dai trén): 95%).

Bang 18
LC V133K (a) |V133D (b)
Chudi nang 2B9 (B) S183K
Chudi nang 4D9 (A) S183D
mg/L 2,6 2,4

Khang thé bao gdm 6 hop ctia dot bién & vi trf 29, dot bién & vi trf 30, va ot bién & vi
trf 48 da noi trén (c29c30c48F®29f30f48) hodc céc bién thé ciia ching dugc tao thanh (xem
bang 19) va sau do kidm tra di v6i do chinh x4c khi bét cgp. Céc két qua dugc mo ta trong Fig.
18 (dai dudi: bét cip Aa; va dai trén: bt cip Bb):
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Bang 19

| Chudi ning | Chudi nhe | P6 chinh xéc khi bt cap
cR29cRE30c48DIR29RE30148
Aa(4D9) | L145E/S183D | S131K/V133R 100%
Bb(2B9) |LI145R/S183K | S131D/V133E 90%
Dot bién 1
Aa(4D9) |L145D/S183D | S131K/V133K 85%
Bb(2B9) |LI145K/S183K | S131D/V133D 90%
Dot bién 2
Aa(4D9) |L145D/S183D | S131D/V133K 95%
Bb(2B9) | L145K/S183K | S131K/V133D 95%

Ngoai ra, khang thé bao gbm cap dot bién khéc nhau cta it nhit mot dot bién & vi tri 29,

d6t bién & vi tri 30, va dot bién & vi trf 48 (xem bang 20) dugc kiém tra dbi voi do chinh xac

khi bét cap va cac két qua duoce md ta trong Fig. 19 (dai dudi: bét ciip Aa; va dai trén: bt cip

Bb):
Bang 20
S5 thir ty |1 2 3 4 >
| TP |F29cE30H8D
R

c B00B0  [FR00M30 [29eR300M30 [T te ' roomesops
o R V133 133 | [S13ID/ [SIBIKYSIID/SISIRY S131D/

<y ROP V133D [VI33R [VI33E [V133R [VI33E
33)9 145D  [L145D  |L145D [145E 1.145E/S183D
%;9 145K [145R L145R L145R L145R/S183K
A2 [19% 67% 80% 90% 100%
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Bb 50% 62% 70% 80% 90%

(Aa: d) chinh x4c khi bt cip Aa; Bb: d6 chinh xac khi bét cip Bb)
Negoai ra, td hop ctia dot bién & vi tri 29, dot bién & vi tri 30, va dot bién & vi tri 48 duge

hoén dbi gittaD va E @8 tim kiém cac td hop cho phép bét cip chinh xac mét cach twong dbi
(bang 21 va Fig. 20).

Béng 21

Séthetr |A B a b Aa Bb

0 [145K/S183K|.145D/S183D|S131D/V133D|S131K/V133K|65%  {100%
ab 1.145K/S183K|L145F/S183E [S131D/V133D|S131K/V133KI95%  [95%
gh 1.145K/S183K|[.145D/S183D|S131E/V133E [S131K/V133K|100% {100%
abgh 1.145K/S183K|145E/S183E [S131E/V133E [S131K/V133K|100% [100%

(Aa: do chinh xéc khi bét ciip Aa; Bb: do chinh x4c khi bét cip Bb)

Nhu c6 thé thiy dugc trong bang 21 va Fig. 20, toan bd cac cp dot bién d4 thir nghiém
ab, gh, va abgh thé hién d6 chinh x4c khi bét cdp 1a 65% hodc cao hon, hodc 95% hodc cao
hon. Trong sb chiing, abgh dugc chon v chi dinh 1a cp dot bién ¢'29¢'30c480f 29 30 48.

Céc t hop ctia cc cip dot bién & vi trf 34 va 51 dugc chon tir cap dot bién trong s cac
cap dot bién dot bién duoc nhan dang trong bang 15 dugc dwa vao cac chubi dugce thir nghiém

d8 bt cap va céc két qua dugc dua ra trong bang 22 va Fig. 21.

Béng 22

LC L135K/T180K (a) |L135D/T180D (b)
Chudi ning 4D9 (A) |K147D/V185D

Chudi ning 2B9 (B) |[K147/V185K

Aa (%) 95%

Bb (%) 62%

Nigodi ra, dot bién & vi tri 34 va dot bién & vi tri 51 ctia céng 15 dugc dua vao dé thay

ddi tir K sang R va tir D sang E, sau d6 thir nghiém bit cip dé phét hién t6 hop c6 d6 chinh x4c
khi bt cap duoc cai thién. Do véy, t6 hop trong d6 mbi L135 va T180 trén chudi nhe dugc thé
bing E c6 do chinh x4c khi bét cip dugc cai thién va chi dinh 1 cap dot bién c34®f51 (xem
bang 23 va Fig. 22).

Bang 23
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LC L135K/TI80K (a) _ |LI35E/T180E (b)
Chudi ning 4D9 (A) K147D/V185D

Chudi ning 2B9 (B) K147/V185K

Aa(%) 95%

Bb(%) 86%

Tim thiy nhiéu cip dot bién khac nhau trong bang 15, t6 hop clia dot bién ¢ vi tri 40 va

d6t bién & vi tri 44 ciing dugc dua ra dé cai thién do chinh xéc khi bét cip.

Ngoai ra, toan bd cac cdp dot bién dugc dua vao dé trao dbi gitta K vaR va gitta D va
E dé tim kiém t hop cho phép ghép doi chinh xac nhét. T6 hop 1a cip dot bién trong d6 chudi
nhe L135 duoc thé bing R va E, va duoc goi la cip dot bién c400f44 (xem bang 24 va Fig,
23):

Bang 24

LC L135R/S162K (a) |L135E/S162D (b)
Chudi niing 4D9 (A) F170D/P171D

Chubi ning 2B9 (B) F170K/P171K

Aa(%) 95%

Bb(%) 84%

Vi du 5: Su hinh thanh khang thé dic higu kép bang céch lién két gitta chudi nang va gitta chudi

niing va chudi nhe
5.1. Khéng thé dic hiéu kép c6 cap dot bién ¢'29¢30c48Df 291 30f 48 duge dua vao
5.1.1. Kiém tra sy lién két gitra chudi ning va chudi nhe bing cach stt dung khang thé 4D9/2B9

Khéng thé duoc tao ra bang cach lién két chudi niing va chudi nhe bao gdm cip dot bién
¢'29¢°30c48®f 29 30 48 (xem bang 25):

Béang 25

Khang thé | Ving hing dinh chui ngng (HC: CHI1) | Ving héng dinh chudi nhe (LC)
4D9 (Aa) | L145E/S183E S131K/V133K
2B9 (Bb) | L145K/S183K S131E/V133E

Pé kiém tra tinh chinh xé4c ctia viéc ghép doi gitra chudi A, chudi B, chudi a, va chudi

b trong khang thé dic hiéu kép, chudi ning va chubi nhe riéng 1& dugc déng biéu hién trong
toan bd & hop c6 thé c6 ctia céc cap binh thudng va céc 16i sai bét thudng. Mirc d6 biéu hién
duoc do bing SDS-PAGE dugc thu trong bang 26, bén dudi. D bén nhiét (Tm) clia cée t6

hop duge do va cac két qua dugc dua ra trong bang 27 va Fig. 25:

Bang 26
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HC A B
LC a b a b
Luong biéu hién | 89,8mg/l | 18,8 mg/l | 24,5 mg/l | 68,5 mg/l

Béng 27

Caccdp | Tm
4D9 WT | 69,9+2,00
2B9 WT | 69,1+1,50

Aa 70,3 +1,70
Ab 58,5+11,96
Bb 68,7 +£0,92
Ba 58,6 +0,53

D6 bén nhiét (Tm) duoc do bang cach tham chiéu dén phuong phap dugc giai thich
trong vi du 2.

Nhu duge thé hién trong cac bang 26 va 27 va Fig. 25, khang thé dic hidu kép c6 cap
dot bién ¢29¢ 30c48DF 297 30148 da dua vao dugc tim thdy ¢ mére 40 biéu hién va do bén
nhiét dbi v6i viée ghép doi binh thudng (Aa/Bb) cao hon so véi viée ghép doi bat thuong
(Ab/Ba).

5.1.2. Khang thé dic hiéu kép Trastuzumab/Bevacizumab hodc khang thé dic hiéu kép

Adalimumab/Bevacizumab

Trastuzumab  (Herceptin®; Roche), Bevacizumab (Avastin™; Roche), va
Adalimumab (Humira®; AbbVie) dugc mua va dua vao sép xép theo chudi axit amin (Vién
khoa hoc co ban Han Qudc, Han Qudc). cADN tuong g v6i trinh tir cac axit amin dugc téng
hop va sir dung d tao thanh khang thé dic higu kép ma cip dotbién ¢ 29¢'30c48DF 29f 30 48
va cdp dot bién AWBB cla mién CH3 dugc chon trong vi du 3 dugc dua vao trong céc t6 hop

thé hién trong bang 28, bén dudi (vecto pcADN3 (xem Fig. 26) da sir dung).

Bang 28
o Ving hing dinh chufining (HC) | <o o5 o o oo
Khang the CH1 IE Vung hang dinh ctia chudi nhe (LC)
Trabev
Trastuzumab (Aa) | L145E/SI83E | S364K/K409W [ S131K/V133K
gg“mmab L145K/S183K | K370S/F405R | SI31E/V133E
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Adabev
Adalimumab (Aa) | L145E/SI83E | S364K/K409W [ S131K/V133K
('fg;‘c‘z“mab L145K/S183K | K370S/F405R | S131E/V133E

Khéng thé diic hiéu kép Trabev va Adabev dugc dua vao sic ky twong tac ky nudc
(HIC) trong diéu kién sau dy va cac két qua dugc mo ta trong Fig. 27 (truc y: gid tri (mAU);
va truc x: thoi gian (phut)):

Dung cy: HPLC-U3000

Cot: MAbPac Hic-20

Téc @ chay: 0,2mL/phut

Quaé trinh do: UV, 280nm

Pha dong: amoni axetat 0,10 M, do pH="7,0

Puong din cta protein thu dugc thong qua cot HIC tao thanh cac diém & céc diém thoi
gian khéc nhau phy thudc vao tinh ky nuéc cua protein, trong do viéc tao ra khang thé dic hiéu
kép chinh x4c ¢6 thé duge tinh, Nhu 6 thé duge thy trong Fig. 27, céc dinh ddi v6i khang thé
dac hidu kép duoc heterodime héa (Trabev va Adabev) dugc quan sat rd rang giita cac dinh
cua khang thé homodime khac nhau (Trastuzumab va Bevacizumab, hogc Adalimumab va
Bevacizumab), chi ra vi€c tao thanh t6t khang thé diic hidu kép, mdi khéng thé bao gé‘)m mot
nira tir hai khang thé khac nhau.

Ngoai ra, khang thé dic hidu kép Trabev va Adabev do do thu dugc duge dua vao phan
tich séc ky ray phan tit (SEC), va céc két qua duoc dua ra trong bang 29 va Fig. 28 va 29 (truc
x: thoi gian (phut)):

Dung cy: HPLC-U3000

Cot: sic ky ray phan tr T SKgel G3000SWXL Tosoh Bioscience

Téc do chay: 1,0mL/phit

Qua trinh do: UV, 280nm

Pha d6ng;: Tris-HC1 25mM (d pH = 8,5), NaCl 150 mM
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Béng 29

WT (Khang thé dc hiéu don) | BsAb (Khang thé dic hiéu kép)
1A.Trastuzumab 8,007 phut 1" Trabev 7,847 phut
1B.Bevacizumab 7,743 phat | 2" Adabev 7,833 phit
2A.Adalimumab 7,987 phut

Trong phén tich SEC, céc dinh dugc phat hién theo kich thudc protein va co thé lam
séng t6 su két cum protein. Nhu dugce thé hién trong bang 29 va Fig. 28 va 29, cac dinh d6i voi
khéng thé dic hiéu kép c6 mit giita c4c dinh cta hai khing thé twong tmg trén truc thoi gian,
chi ra su hinh thanh t&t ctia khang thé dic hidu kép.

Ngoai ra, cach thie heterodime hoa khang thé diic hiéu kép Trabev va Adabev trén
SDS-PAGE dugc md ta trong Fig. 30. Nhu 6 thé dugc thiy trong Fig. 30, khang thé diic hiéu
kép Trabev v Adabev, 1 heterodime, dugc phat hién dudi dang cac dai don kich ¢& trung gian
gitta Trastuzumab va Bevacizumab va gitta Adalimumab va Bevacizumab, tvong tmg. Céc két
qua ndy c6 nghia 1a khang thé dic hidu kép khong phai 1a homodime, nhung dugc tao ra chi
nhu két qua ciia viéc bt cip binh thurong.

Thong qua ELISA, thir nghiém dugc thue hién d8 kiém tra xem BsAb c6 lién két hiéu
qua véi cac khéng nguyén twong tmg (Trastuzumab: Her2), Bevacizumab (VEGF), va
Adalimumab (TNF-alpha).

Ai luc d6i véi khang nguyén dugc do nhu sau:

Chat thir

Phat hién khang thé: kappa-HRP cua dé khang nguoi (southern biotech, 2060-05)
Dung dich don TMB (LIFE TECHNOLOGY, 002023)

Cong cu

May doc khay vi thé chinh x4c Emax (thiét bi phan tir)

Quy trinh

Dém phu: dém cacbonat, @ pH=9,6

Dém phong bé: dém phong bé khong c6 protein (TBS) (Thermo scientific)

Dém rira: 0,05%(khdi luong/thé tich) Tween20 trong TBS, 4o pH = 7,4 (TBST)
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Pha loing; 0,05%(khéi lrong/thé tich) Tween20 trong TBS, d6 pH =7,4

Pém dimng: dung dich axit clohydricIN (HCI)

Quy trinh

L6p pht: pha lodng khang nguyén trong dém pht, nap100 ul pha loang cho mbi giéng,
va U tai nhiét 6 4°C qua dém (Her2, VEGEF: 50ng/! giéng, TNF-alpha: 100ng/ giéng);

Rira 3 1An bang dém rira;

Phong bé: nap 300 ul d&ém phong bé, U tai nhiét do trong phong (RT) trong 1 gio;

Rira 3 l4n bang dém rira;

Gén két: nap khang thé tai phan uéc cuia 100ng/ giéng, va il 3 nhiét d9 trong phong trong

1 gio;

Rira 3 lan bang dém rua;

Phat hién khéng thé: pha loang kappa-HRP ctia dé khang ngudi trong TBST tai ty 1€ la

1:4000 va 0 & nhiét do trong phong trong 1 gio;

Rira 3 14n bang dém rira

Detection: tai 100 ul dung dich TMB méi giéng, 0 & nhiét do trong phong trong 3 phuit

trong bong tdi;

Dung dich dung: tai 100 ul HCI IN mbi giéng;

Doc: doc ¢ mat d§ quang 1a 450nm

Do d6, cac két qua thu dugc duge dua ra trong bang 30 va Fig. 31 (d6i véi Trabev) va

trong bang 31 va Fig. 32 (d6i v6i Adabev):

Béang 30
Khang nguyén{Her2 VEGF
Khéangthé  [TrastuzumabBevacizumabTra-bev Trastuzumab [Bevacizumab [Tra-bev
0.D 2,50 0,05 2,54 0,65 2,89 2,04
2,96 0,05 2,60 0,70 2,88 2,25
2,58 0,04 2,49 0,60 3,12 2,36
Trung binh 2,68 0,05 2,54 0,65 2,96 2,22
Trong 0,05 0,05




36940

Béang 31
Khéng nguyén [TNF-alpha VEGF
Khéng thé Adalimumab [Bevacizumab |Ada-bev |Adalimumab |Bevacizumab [Ada-bev
0.D 1,24 0,23 0,93 0,07 2,24 2,37
1,26 0,22 1,16 0,06 2,27 2,28
1,19 0,27 1,09 0,07 2,60 2,47
Trung binh  |1,23 0,24 1,06 0,07 2,37 2,37
Trong 0,06 0,06

Nhu dugc thé hién trong bang 29 va Fig. 31, khéng thé dac hiéu kép Trabev duge tim
thdy dé gén két v6i ca Her2 va VEGEF, 1a cac khang nguyén twong tng cua Trastuzumab va
Bevacizumab. Tuong tu, s6 liéu trong bang 30 va Fig. 32 chimg minh rang khang thé dic hidu
kép Adabev gin két v6i TNF-alpha va VEGF, 1a cic khdng nguyén tuong Umg cia
Adalimumab va Bevacizumab. Cac két qua ndy xac nhan ring hai khang thé dic hiéu kép st

dung cac chirc ndng mong muén thong thudng dugc tao ra thanh cong.
5.2. Khéang thé dic hidu kép c6 cap dot bién c34®f51 duge dua vao

Tham chiéu t0‘1 vi du 5.1.1, khang thé co cap dot bién c34®f51 (xem bang 23) dua vao
4D9 (Aa) va 2B9 (Bb) clia n6 dugc tao ra. Dbi v6i mdi chudi ning, céc chudi nhe a va b duge
ddng bidu hién, va ty 1& bt cp gitra chudi nang va chudi nhe duge do trén SDS-PAGE (tién
hanh d6i véi mdi chubi ning A va B). Tm duoc do nhu trong vi du 2, va cac két qua duoc dua

ra trong bang 32, bén dudi va Fig. 34.

Bang 32
Thir nghiém 1 Thir nghiém 2
HC | A (K147D/V185D) B (K147/V185K)
LC | a(L135K/T180K) | b(L135E/T180E) | b(L135E/T180E) | a(L135K/T180K)
q 90% 10% 89% 11%
Tm | 65,8 N/A 65,8 N/A

(q: ty 1€ bét cip chudi nhe/chudi ning (%); N/A: khong c6 sin)

Nhu duge thé hién trong bang 32 va Fig. 34, céc cap chudi ning/chudi nhe binh thuong
(Aa va Bb) duoc tao thanh tai ty 1¢ 1a cao bing 90% va 89%, twong (mg, va thé hién do bén

nhiét cao.

Ngoai ra, khang thé dac hidu kép Trabev (Aa: Trastuzumab; Bb: Bevacizumab) va
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Adabev (Aa: Adalimumab; Bb: Bevacizumab) ma mdi cip dot bién c34Df51 va ciip dot bién
AWBB mién CH3 (Aa: S364K/K409W; Bb: K370S/F405R) dugc chon trong vi du 3 dugc
dua vio dé, duge tao ra bang cach sir dung Trastuzumab (Herceptin®; Roche), Bevacizumab
(Avastin™; Roche), va Adalimumab (Humira®; AbbVie) theo cach twong tu nhu quy trinh chu
thanh khang thé diic hiéu kép cta vi du 5.1.2.

Khéng thé dic hiéu kép Trabev va Adabev d tao thanh, mdi khang thé ¢ cip dot bién
c34®f51 va cip dot bién AWBB dugc dua vao d6 dugce phén tich sir dung sic ky twong tac ky
nude (HIC) bang cach tham chiéu t6i phuong phap cta vi du 5.1.2.

S6 liéu phan tich thu dugc duoc dua ra trong bang 33 va Fig. 35 (461 véi Trabev) va

trong bang 34 va Fig. 36 (461 voi Adabev).

Bang 33

#Bo 1 | Khang thé Thoi gian (phut)
Aa Trastuzumab | 23,41
Bb Bevacizumab | 38,05
1AB Trabev 29,13

Bang 34

#B02 | Khang thé Thoi gian (phut)
Aa Adalimumab | 22,07
Bb Bevacizumab | 38,05
2AB Adabev 30,21

Nhu c6 thé thiy dugc trong bang 33 va Fig. 35 va trong bang 34 va Fig. 36, dinh cua
mdi khéng thé dac hiéu kép di dime (Trabev va Adabev) dugc quan st rd rét giita cac dinh cua
hai khang thé dc hiéu don twong img (Trastuzumab va Bevacizumab, hodc Adalimumab va
Bevacizumab). Céc két qua ngu y viéc tao thanh t6t ctia khang thé déc hidu kép c6 cap dot bién
34Df51 va cip dot bién AWBB duge dua vao, mi khang thé bao gom cac nira tir hai khang
thé khéc nhau.

Ngoai ra, cach thirc heterodime héa cia khang thé dic hiéukép c6 cip dot bién c34®f51
va cip dot bién AWBB duoc dua vao dugc md ta trong Fig. 37 (SDS-PAGE gel 6%, diéu kién
khong giam). Nhu ¢ thé dugc thiy trong Fig. 37, dua ddng thoi cap dot bién c34Pf51 va cip
dot bién AWBB vao khang thé da biét duoc tim thiy dé tao ra heterodime tinh khiét nhu duge
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phén tich bang SDS-PAGE.
5.3. Khéng thé dic hidu kép c6 cap dot bién c40Df44 duoc dua vao

Tham chiéu t6i vi du 5.1.1, khang thé c6 cap dot bién c40Df44 (xem bang 24) dua vao
4D9 (Aa) va 2B9 (Bb) ctia né dugc tao thanh. Déi véi mbi chubi ning, chudi nhe a va b duge
ddng ddng bidu hién, va ty 1¢ bt cip giita chudi ning va chudi nhe dugc do trén SDS-PAGE
(thuc hién d6i v6i mdi chudi ning A va B). Tm dugc do nhu trong vi du 2, va cac két qua duoc

dua ra trong bang 35, bén dudi va Fig. 38.

Bang 35

HC | A (F170D/P171D) B (F170K/P171K)

LC | a(LI35R/S162K) | b(L135E/S162D) | b(L135E/S162D) | a(L135R/S162K)
g | 99% 1% 99% 1%

Tm | 65,0 N/A 63,4 N/A

(q: ty 18 bt cip chudi nhe/chudi ngng (%); N/A: khong c6 sén)

Nhu duoc thé hién trong bang 35 va Fig. 38, cac cip chudi ning/chudi nhe binh thuong
(Aava Bb) ddu duoc tao thanh tai ty 18 12 cao bing 99%, va thé hién d bén nhiét cao.

Ngoai ra, khing thé dic hidu kép Trabev (Aa: Trastuzumab; Bb: Bevacizumab) va
Adabev (Aa: Adalimumab; Bb: Bevacizumab) duoc dua vao cdp dot bién c40Df44 va cip dot
bién AWBB (A: S364K/K409W; B: K370S/F405R) dugc tao thanh st dung Trastuzumab
(Herceptin®; Roche), Bevacizumab (Avastin™; Roche), va Adalimumab (Humira®;
AbbVie) theo cach twong tu nhu quy trinh tao thanh khang thé dc hiéu kép ctia vi du 5.1.2.

Khéng thé dic hiéu kép Trabev va Adabev da tao thanh, mdi khang thé ¢6 cap dot bién
c40Df44 va cip dot bién AWBB dua vao do, dugc phén tich sir dung séc ky tuong tac ky nude
(HIC) bang cach tham chiéu t6i phuong phap cta vi dy 5.1.2.

S6 liu phan tich thu dugc dugc dua ra trong bang 36 va Fig. 39 (461 véi Trabev) va

trong bang 37 va Fig. 40 (46 voi Adabev).

Béang 36
#Bo1 | Khangthé Thoi gian (phit)
Aa Trastuzumab | 23,41
Bb Bevacizumab | 38,05
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1AB Trabev 26,11

Bang 37

#B02 | Khangthé Thoi gian (phtt)

Aa Adalimumab | 22,07
Bb Bevacizumab | 38,05
2AB Adabev 31,97

Nhu c6 thé thiy duge trong bang 36 va Fig. 39 va trong bang 37 va Fig. 40, dinh cia
mdi khing thé dac hiéu kép di dime (Trabev va Adabev) duoc quan st rd rét gitra cac dinh ciia
hai khang thé dic hiéu don twong mg (Trastuzumab va Bevacizumab, hodc Adalimumab va
Bevacizumab). Céc két qua ngu ¥ viéc tao thanh t6t ctia khang thé dzic hiéu kép c6 cdp dot bién
c40DF44 va cip dot bién AWBB dugc dura vao, mbi khéng thé bao gdm céc nira tir hai khing
thé khac nhau. Ngoai ra, chi mdt dinh xuét hién rd rét gitta hai khang thé dc hiéu don chi ra
rf?mg chi c6 mdt loai bét cip binh thudng dugce thuc hién ma khong c6 sy nham 14n giita hai
chudi niing va giita chui ning va chudi nhe.

Ngoai ra, cach thitc heterodime héa khang thé dac hiéu kép c6 cip dot bién c40Df44
va cdp dot bién AWBB duogc dua vao duoc mo ta trong Fig. 41 (SDS-PAGE gel 6%, diéu kién
khéng giam. Nhu ¢6 thé dugc thiy trong Fig. 41, viéc dua dong thoi cip dot bién c40Df44 va
cip dot bién AWBB vao khang thé da biét duoc tim thiy dé tao thanh heterodime tinh khiét
nhu dugc phén tich bing SDS-PAGE.

Vi du thir nghiém 1

Ty 1€ dime hoa di loai dugc kidm tra d6i véi cac trudng hop trong d6 cac dot bién cua
mién CH3 dugc dé xuit & ddy, khac véi cac dot bién duoc goi y trong cac vi dy tir 1 dén 3 mic
du céc cap axit amin dong nhét, dugc dua vao.

D4 so sanh, cac dot bién clia bang 38 dugc dua vao protein dung hgp TNFRSF1B-Fc
(Enbrel; Enb) va protein dung hop Fas-Fc (Fas) dugc tao thanh bing cach tham chiéu t6i vi du
1 (th& hién nhu BEAT-A va BEAT-B).

Béng 38
Enb Fas
AW BB
AWBB | o364k/K409W) |(K370S/F405R)
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BEAT-A | S364K/K409W [K370T/F405A
BEAT-B | S364T/K409R [K370T/F405S

Protein dung hgp TNFRSF1B-Fc (chudi A) va protein dung hgp Fas-Fc ¢6 dot bién
mién CH3 duoc chon trong vi du 3, dai dién cho céc dot bién mién CH3 dugc d& xuét trong
phinmd ta (vi dy, chudi A c6 S364K va K409W dugc dua vao va chudi B c6 K370S vaF405R
duoc dua vao) (thé hién nhu AW/BB trong bang 38) dugc tao ra.

Khi Enb-Fc va Fas-Fc ¢ céc cép dot bién dugc liét ké trong bang 38 dugc dua vao qua
trinh chuyén nhiém don, c4ch thitc homodime héa dugc quan sét trén SDS-PAGE. Cac két qua
duoc dua ra trong Fig. 42.

Nhu c6 thé dugc thiy trong Fig. 42, AW/BB thé hién pham trim homodime cao hon
monome dugc phét hién trong BEAT-A va BEAT-B. Trén co s¢ cla két qua, BEAT-A va
BEAT-B c6 nhidu kha ning hinh thanh homodime hon AW/BB khi ¢6 sy khac biét vé muc do
bidu hién gitta chudi A va chudi B. Néu mét lugng 16n homodime dugc tao ra khi chudi ning
va chudi nhe duge két hop dé tao ra khang thé ddc hiéu kép, heterodime chinh xac khé tach
khoi homodime vi hdu nhu khong khéc biét vé tinh chit vat Iy giita heterodime va homodime.
Do d6, t6i thiéu héa homodime héa rAt quan trong dé tao ra khéng thé dac hidu kép c6 o tinh
khiét cao. T6 hop cia cac dot bién cho phép su dime héa di loai cang it cang t6t 12 wu diém dé

tao ra cia khang thé dic hiéu kép.

S6 liéu thé hién ring BEAT-A va BEAT-B ¢6 kha ning dime héa di loai thap do tj 18
homodime héa cao so véi AW/BB va gy khé khin cho viéc phén 13p heterodime mét cach

chinh xac.
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YEU CAUBAO HQ
1. Protein diic hiéu kép d& nhém t6i hai loai dich khac nhau, trong dé protein dic hi¢u kép nay
chira mién CH3 thit nhét hoic ving Fe thit nhét chira mién CH3 thr nhét va mién CH3 thir hai
hodc ving Fc thi hai chua mién CH3 tht hai, trong d6

mién CH3 thit nh4t v mién CH3 thtr hai dwoc gy dot bién sao cho ciip axit amin tao
thanh lién két axit amin-axit amin twong ¢mg gitta mién CH3 tht nhét va mién CH3 thir hai
duoc céi bién nhu néu dudi day;

mdi midn CH3 tht nhit va mién CH3 tht hai doc 1ap c6 ngudn gbe tir globulin mién

dich dugc chon tir nhdm bao gdm IgG1, IgG2, [gG3, va IgG4; va
midn CH3 dot bién bao gdm:

(1) lysin & vi tri 405 va phenylalanin & vi tri 409; hodc

(2) lysin & vi tri 364 va serin & vi tri 370, va phenylalanin hogc tryptophan & vi trf 409
va lysin ho#c arginin & vi trf 405,

trong d6 vi tri dya trén co s& mién CH3 cta IgG1, IgG2, 1gG3, hodc IgG4 (danh sb
EU).

2. Protein diic hiéu kép theo diém 1, trong d6 mién CH3 bao gdm:

lysin & vi tri 364 va serin & vi tri 370; va

phenylalanin & vi trf 409 va lysin hodc arginin & vi tri 405, hodc tryptophan & vi tri 409
va arginin & vi trf 405,

trong d6 vi tri dya trén co sG& mién CH3 ctia IgG1, IgG2, 1gG3, hodc IgG4 (danh sb
EU).
3. Protein dic hi€u kép theo diém 1, trong d6 mién CH3 bao gdm:

phenylalanin & vi trf 409 va lysin ¢ vi tri 405,

trong d6 i trf dua trén co s mién CH3 cta IgG1, IgG2, 1gG3, hodc IgG4 (danh sb
EU).
4. Protein dc hiéu kép theo diém 3, trong d6

mién CH3 ciing bao gém dot bién c6 dua twong tac tinh dién vao, va

dot bién c6 dua twong tac tinh dién vao la dot bién trong do, cip axit amin cua serin &
vi tri 364 va leuxin & vi trf 368 dua trén co s¢ mién CH3 cua IgG1, 1gG2, IgG3, hodc IgG4

(d¢anh s6 EU), mdt axit amin dugc thé bang axit amin c6 dién tich dwong va axit amin con lai
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duoc thé bang axit amin c6 dién tich am.
5. Protein dic hiéu kép theo diém 4, trong d6 axit amin c6 dién tich 4m 12 axit aspartic hogc axit
glutamic, va axit amin c6 dién tich duwong 1a lysin hoac arginin.
6. Protein diic hidu kép theo diém 3, trong d6 ddt bién c6 dua tuong thc tinh dién vao la dot bién
trong d6, dya trén co s& mién CH3 ctia IgG1, IgG2, IgG3, hodc IgG4 (danh s6 EU), serin & vi
tri 364 duoc thé bing axit amin c6 dién tich duwong duoc chon tir lysin va arginin, va leuxin ¢
vi tri 368r dugc thé bing axit amin c6 dién tich &m duoc chon tir axit aspartic va axit glutamic.
7. Protein dic hiéu kép theo diém 6, trong d6 axit amin c6 dién tich 4m 12 axit aspartic hodc axit
glutamic, va axit amin c6 dién tich dwong 14 lysin hogc arginin.
8. Protein diic hiéu kép theo diém 2, trong d6 mién CH3 bao gdm:

lysin & vi tri 364 va serin & vi tri 370; va

tryptophan & vi tri 409 va arginin & vi tri 405,

dua trén co s& midn CH3 cta IgG1, 1gG2, 1gG3, hoic IgG4 (danh s6 EU).
9. Protein dic hiéu kép theo diém bét ky trong s cac didm tir 1 dén 7 va 8, trong d6 protein dc
hiéu kép 12 it nhat mot duge chon tir nhém bao gdm khéng thé ddc hiéu; manh lién két khang
nguyén cua khing thé dic hiéu, chit twong tu khéng thé dac hiéu, va protein dung hop cia
polypeptit lién kbt diic hidu dich va viing Fc hoic mién CH3,
10. Protein dic hiéu kép theo diém 9, trong d6 polypeptit lién két dic hiéu dich duoc chon tir
nhém bao gdm thy thé, viing ngoai bao, va phdi ti. |
11. Protein déc hiéu kép theo diém bét ky trong s cac didm tir 1 dén 7 va 8, trong d6

protein dic hiéu kép 1a khang thé dic hiéu hoge ménh lién két khang nguyén cta n
chita midn CHI thtr nhét va mién CL th&r nhit (ving hing dinh chudi nhe) c6 ngudn gdc trong
{mg tir chudi nang va chudi nhe clia khéng thé nhan dién epitop thir nhét va mién CH1 thit hai
va mién CL tht hai c6 ngudn gdc tuong ing tir chudi ning va chudi nhe ctia khang thé nhan
dién epitop thtr hai, va

khéng thé dic hiéu hodc manh lién két khang nguyén ctia né ciing bao gdm dot bién
trong d6, trong d6 hai axit amin chu thanh cdp axit amin nhu sau, mot axit amin dugc thé béng
axit amin c6 dién tich dwong va axit amin con lai dugc thé b%mg axit amin c6 dién tich m, dya
rén co s midn CHI ciia IeG1, IgG2, IgG3, hodc eG4, va mién CL ctia logi kappa (dénh s
EU):

cap leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va serin & vi tri 131 trong mién CL hoic axit

amin turong Gmg ctia nd ctia mién CL ctia logi lambda,
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cdp leuxin ¢ vi tri 145 trong mién CHI va valin & vi trf 133 trong mién CL hodc axit
amin twong Gmg cua nd cua mién CL ctia loai lambda,

ca@p serin ¢ vi tri 183 trong mién CH1 va valin & vi trf 133 trong mién CL hoic axit amin
tuong Uing cuia nd cua mién CL ctia loai lambda,

ca@p lysin & vi tri 147 trong mién CH1 va threonin & vi trf 180 trong mién CL hodc axit
amin tuong Gng cua né cua mién CL cta loai lambda,

cdp valin & vi tri 185 trong mién CH1 va leuxin & vi trf 135 trong mién CL hodc axit
amin twong Gng cia nd cua mién CL cta loai lambda,

cé@ip phenylalanin ¢ vi tri 170 trong mién CH1 va leuxin & vi tri 135 trong mién CL hozc
axit amin twong Umg cua no cua mién CL cua loai lambda,

cdp prolin & vi tri 171 trong mién CH1 va serin & vi trf 162 trong mién CL hodc axit
amin trong Gng ciia nd cua mién CL ctia loai lambda,

cdp leuxin & vi tri 145 trong mién CHI va serin & vi tri 131 trong mién CL hoic axit
amin tuong (img cua nod cua mién CL cua loai lambda, va cip leuxin & vi tri 145 trong mién
CHI1 va valin & vi trf 133 trong mién CL hodc axit amin twong tmg ciia n6 clia mién CL ctia
loai lambda,

cdp leuxin & vi tri 145 trong mién CHI1 va serin & vi tri 131 trong mién CL hoic axit
amin trong Gng cia nd cia mién CL cua loai lambda, va cip serin & vi tri 183 trong mién CH1
va valin & vi trf 133 trong mién CL hogc axit amin twong tmg clia n6 ctia mién CL ctia loai
lambda, hodc

cap phenylalanin & vi tri 170 trong mién CH1 va leuxin & vi tri 135 trong mién CL hogc
axit amin twong Ung ctia n6 cia mién CL cua loai lambda, va cg@p prolin ¢ vitri 171 trong mién
CHI va serin & vi tri 162 trong min CL hofc axit amin twong tmg clia né ctia mién CL clia
loai lambda,

trong d6 axit amin c6 dién tich dwong 14 lysin hogc arginin, va axit amin cd dién tich &m
13 axit aspartic hodc axit glutamic.
12. Protein dic hiéu kép theo diém 11, trong do:

céc axit amin duoc thé mét cach twong Gmg trong mién CH1 thir nhét va mién CHI tht
hai ¢6 dién tich tréi dau,

céc axit amin duogc thé mot cach twong Gmg trong mién CL tht nhét va mién CH1 tht
nhat ¢6 dién tich trai dau, va

céc axit amin duoc thé mot cach twong (mg trong mién CL th hai va mién CH1 thir
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hai c6 dién tich trai dau.
13. Protein dic hiéu kép theo diém 11, chira mién CH1 duogc céi bién va mién CL dugc céi
bién, trong d6, hai axit amin cAu thanh cgp axit amin nhu sau, mot axit amin dugc thé b%mg axit
amin c6 dién tich dwong dugc chon tir lysin va arginin va axit amin con lai duoc thé bang axit
amin ¢ dién tich &m dugc chon tir axit aspartic va axit glutamic, dya trén co s¢ mién CH1 coa
IgGl, 1gG2, 1gG3, hodc IgG4, va mién CL ca loai kappa (danh s EU):

cdp leuxin & vi tri 145 trong midn CH1 va serin & vi tri 131 trong mién CL hodc axit
amin trong Gmg cua né cua mién CL cua loai lambda,

cd@p leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va valin & vi tri 133 trong mién CL hoic axit
amin trong Gng cua nd cua mién CL ctia loai lambda, hogc

cdp serin & vi tri 183 trong mién CH1 va valin & vi tri 133 trong mién CL hodc axit amin
twong Gng cta nd cua mién CL ctia loai lambda.
14. Protein dic hiéu kép theo diém 11, chira mién CH1 dugc cai bién va mién CL duoc cai
bién, trong d6, hai axit amin chu thanh cap axit amin nhu sau, mot axit amin dugc thé béng axit
amin c6 dién tich dwong dugc chon tir lysin va arginin va axit amin con lai dugc thé bing axit
amin ¢6 dién tich am duoc chon tlr axit aspartic va axit glutamic, dua trén co' s& mién CHI cta
IgG1,1gG2, IgG3, hodc IgG4, va mién CL cta loai kappa (d4nh sb EU):

cdp leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va serin & vi tri 131 trong mién CL hodc axit
amin trong tng cua né cua mién CL cta loai lambda, va

cé@p serin & vi tri 183 trong mién CH1 va valin & vi tri 133 trong mién CL hoc axit amin
tuong ung ctia nd cua mién CL cua loai lambda.
15. Protein dac hiéu kép theo diém 11, chura:

mién CH3 duoc ci bién chura lysin & vi tri 364 va serin & vi tri 370; va tryptophan & vi
tri 409 va lysin hodc arginin & vi trf 405, dya trén co s& mién CH3 cta IgG1, IgG2, IgG3, hodc
IgG4 (danh s6 EU); va

mién CH1 dugc cai bién va mién CL duoc cai bién, trong d6, hai axit amin chu thanh
cip axit amin nhu sau, mdt axit amin dugc thé bang axit amin c6 dién tich dwong dugc chon tir
lysin va arginin va axit amin con lai dugc thé béng axit amin c6 dién tich &m dugc chon tir axit
aspartic va axit glutamic, dua trén co s¢ mién CHI ctiaIgG1, IgG2, 1gG3, hodc IgG4, va mién
CL cuia loai kappa (dénh s6 EU):

ca@p leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va serin & vi tri 131 trong mién CL hodc axit

amin tuong tmg cta n6 ciia mién CL clia loai lambda, va
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cdp serin & vi tri 183 trong mién CH1 va valin & vi tri 133 trong mién CL hoic axit amin

tuong Umg clia n6 cua mién CL ciia loai lambda.
16. Phuong phap tao ra protein dgc hiéu kép chira mién CH3 dugc cai bién hodc ving Fe dugc
cai bién chira mién CH3 duoc cai bién va céc dich khéc nhau nhim t6i, phuong phap bao gdm
budc dura dot bién vao cip axit amin néu dudi ddy tao thanh lién két axit amin — axit amin gitra
mién CH3 thir nhit va mién CH3 thu hai:

(1) thé axit amin & vi trf 405 bang lysin v axit amin & vi trf 409 bing phenylalanin;

(2) thé axit amin & vi tri 364 bing lysin va axit amin & vi tri 370 bang serin, va thé axit
amin & vi trf 409 bang phenylalanin ho3c tryptophan va axit amin & vi trf 405 bang lysin hoic
arginin; hodc

(3) thé axit amin & vi tri 409 bing phenylalanin va axit amin & vi tri 405 bang lysin, va
thé mot axit amin ctia serin & vi tri 364 va leuxin 6 vi tri 368 béng axit amin c6 dién tich duong
duoc chon tir lysin va arginin va axit amin con lai bing axit amin c6 dién tich am dugc chon tir
axit aspartic va axit glutamic,

dua trén co s& midn CH3 ctia IgG1, IgG2, 1gG3, hodc IgG4 (danh s6 EU).

17. Phuong phép theo diém 16, trong d6

protein dédc hiéu kép la khang thé dic hiéu hogic manh lién két khang nguyén cua n6
chita mién CH1 tht nhét va midn CL thtr nhit (ving hing dinh chudi nhe) c6 ngudn gbc twong
{mg tir chudi ning va chudi nhe cia khang thé nhan dién epitop thir nhét va mién CH1 thit hai
va mién CL tht hai c6 ngudn gbe twong tmg tir chudi ndng va chudi nhe cia khing thé nhan
dién epitop thr hai, va

phuong phép cling bao gdm cAu thanh dot bién trong d6, hai axit amin tao thanh cap
axit amin néu sau day, mot axit amin dugc thé bang axit amin c6 dién tich duong dwgc chon tir
lysin va arginin va axit amin con lai dugc thé b%mg axit amin c6 dién tich 4m dugc chon tlr axit
aspartic va axit glutamic, dya trén co s mién CHI ctia IgG1, 1gG2, 1gG3, hotic IgG4, va mién
CL cuia loai kappa (danh s6 EU):

cap leuxin & vi tri 145 trong mién CH1 va serin & vi tri 131 trong mién CL hoic axit
amin twong Umg ciia nd cua mién CL ctia loai lambda,

cdp leuxin & vi tri 145 trong midn CHI va valin & vi trf 133 trong mién CL hofc axit
amin tuong Gmg clia nd cia mién CL ctia loai lambda,

cap serin & vi tri 183 trong mién CH1 va valin & vi trf 133 trong mién CL hoic axit amin

twong tmg cua n6 cua mién CL cua loai lambda,
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céap lysin & vi tri 147 trong mién CHI1 va threonin & vi tri 180 trong mién CL hodc axit
amin twong Gmg cta nd cua mién CL cia loai lambda,

cg@p valin & vi tri 185 trong mién CHI va leuxin & vi trf 135 trong mién CL hoc axit
amin twrong Gng cta nd cua mién CL ctia loai lambda,

ciip phenylalanin & vi tri 170 trong mién CH1 va leuxin & vi trf 135 trong mién CL hozc
axit amin trong g cua nd cua mién CL ctia loai lambda,

cd@p prolin & vi tri 171 trong mién CHI1 va serin & vi trf 162 trong mién CL hoic axit
amin tuong Gng cia nd cua mién CL ctia loai lambda,

cép leuxin & vi tri 145 trong mién CHI va serin & vi tri 131 trong mién CL hoic axit
amin tuwong Umg cla nd cua mién CL cta loai lambda, va cip leuxin & vi tri 145 trong mién
CHI1 va valin & vi trf 133 trong mién CL hoic axit amin tuong tmg clia né ctia mién CL ciia
loai lambda,

cdp leuxin & vi tri 145 trong mién CHI1 va serin & vi tri 131 trong mién CL hoic axit
amin tuong tng cuia nd cua mién CL cta loai lambda, va cip serin & vi tri 183 trong mién CH1
va valin & vi trf 133 trong mién CL hodc axit amin tuong Gmg ctia né clia mién CL cia loai
lambda, hodc

cdp phenylalanin & vi tri 170 trong mién CHI va leuxin & vi tri 135 trong mién CL hoc
axit amin twong (g ctia nd cua mién CL ctia loai lambda, va cdp prolin & vi trf 171 trong mién
CHI1 va serin & vi tri 162 trong mién CL hodc axit amin twong timg clia nd clia mién CL cla
loai lambda.
18. Phuong phép theo diém 17, trong do:

céc axit amin dugc thé mot cch twong Umg trong mién CH1 thir nhét va mién CHI thir
hai ¢6 dién tich trai dau,

céc axit amin dugc thé mot cach twong Gmg trong mién CL thir nhét va mién CH1 tht
nhét c6 dién tich trai dau, va

c4c axit amin dugc thé mdt cach trong (mg trong mién CL thir hai va mién CH1 thir
hai ¢6 dién tich trai dau.
19. Protein dic hiéu kép theo diém 11, trong d6

khéng thé nhan dién epitop thit nhét 13 khang thé khing cfim B chita ving bién doi
chudi ning SEQ ID NO: 27 va ving bién ddi chudi nhe SEQ ID NO: 31; va

khéng thé nhan dién epitop thir hai Ia khang thé khang ctim A chita ving bién doi chudi
ning SEQ ID NO: 29 va viing bién dbi chudi nhe SEQ ID NO: 31.
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20. Protein dic hiéu kép theo diém 15, trong d6

khang thé nhén dién epitop thir nhét 12 khang thé khang cim B chira vimg bién doi
chudi nang SEQ ID NO: 27 va viing bién di chudi nhe SEQ ID NO: 31; va

khang thé nhén dién epitop thit hai 1a khang thé khang ctim A chira viing bién doi chudi
nang SEQ ID NO: 29 va ving bién d6i chudi nhe SEQ ID NO: 31.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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Pro

Lys

Val

Val

Pro

55

Thr

Val

Val

Val

Ile

Thr

40

Ser

Leu

Lys

Pro

Phe

Ala

25

Trp

Gln

Pro

His

Ser

105

Pro

10

Cys

Ser

Asp

Ala

Tyr

90

Thr
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Leu

Leu

Glu

Ala

Thr

75

Thr

Pro

Ser

Val

Ser

Ser

60

Gln

Asn

Pro

Leu

Gln

Gly

45

Gly

Cys

Pro

110

Cys

Gly

30

Gln

Asp

Leu

Ser

Ser

15

Phe

Gly

Leu

Ala

Gln
95

Thr

Phe

Val

Tyr

Gly

80
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Ala

Pro

Pro

Thr

Thr
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Lys
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Gln
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Ala

50

Thr

Ser

Thr
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36940

Homo sapiens mién CH1 cta IgA2

6

Pro

Asp

Glu

35

Arg

Ser

Val

Val
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Thr

Gly

20

Pro

Asn

Ser

Thr

Pro

100

Ser

Asn

Leu

Phe

Gln

Cys

85

Cys

Pro

Val

Ser

Pro

Leu

70

His

Pro

Lys

Val

Val

Pro

55

Thr

Val

Val

Val

Val

Thr

40

Ser

Leu

Lys

Pro

Phe

Ala

25

Trp

Gln

Pro

His

Pro

105

Pro

10

Cys

Ser

Asp

Ala

Tyr

90

Pro
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Leu Ser

Leu Vél

Glu Ser

Ala Ser
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Thr Gln

75

Thr Asn

Pro Pro

Leu

Gln

Gly

45

Gly

Cys

Pro

Asp

Gly

30

Gln

Asp

Pro

Ser

Ser

15

Phe

Asn

Leu

Asp

Gln

95

Thr

Phe

Val

Tyr

Gly

80
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<213>
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Ala

His

Tyr

Gln

Met
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Glu

Ile

Pro

Pro

His
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50

Thr

Tyr

Phe
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Thr

Lys

Pro

35

Gln

Ser

Lys

Arg

8
110

PRT

Lys

Asp

20

Thr

Arg

Ser

Cys

Trp
100

Ala

Asn

Ser

Thr

Gln

Val

85

Pro

Pro

Ser

Val

Phe

Leu

70

Val

Glu

Asp

Pro

Thr

Pro

55

Ser

Gln

Ser

Val

Val

Val

40

Glu

Thr

His

Pro

Phe

Val

25

Thr

Ile

Pro

Thr

Lys
105

Pro

10

Leu

Trp

Gln

Leu

Ala

90

Ala

Ile

Ala

Tyr

Arg

Gln

75

Ser

Gln

Ile

Cys

Met

Arg

60

Gln

Lys

Ala
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Ser

Leu

Gly

45

Asp

Trp

Ser

Ser

Gly

Ile

30

Thr

Ser

Arg

Lys

Ser

110

Cys

15

Thr

Gln

Tyr

Gln

Lys
95

Arg

Gly

Ser

Tyr

Gly

80

Glu
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Ala

1

Asn

Gly

Asn

His

65

Gln

Val

Ser Thr

Ile Pro

Tyr Phe

35

Gly Thr

50

Tyr Ala

Met Phe

Asp Asn

<210> 9

<211> 110

<212> PRT

<213>

<400> 9

Gln

Ser

20

Pro

Thr

Thr

Thr

Lys
100

Ser

Asn

Glu

Met

Ile

Cys

85

Thr

Pro

Ala

Pro

Thr

Ser

70

Arg

Phe

Ser

Thr

vVal

Leu

55

Leu

Val

Ser

vVal

Ser

Met

40

Pro

Leu

Ala

vVal
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Phe

Val

25

val

Ala

Thr

His

Cys
105

Pro

10

Thr

Thr

Thr

Val

Thr

90

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr

Ser

75

Pro

Arg
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Thr Arg

Gly Cys

Asp Thr

45

Leu Thr

60

Gly Ala

Ser Ser

Asp Phe

Cys

Leu

30

Gly

Leu

Trp

Thr

Thr

110

Cys

15

Ala

Ser

Ser

Ala

Asp
95

Lys

Thr

Leu

Gly

Lys

80

Trp

Gly Ser Ala Ser Ala Pro Thr Leu Phe Pro Leu Val Ser Cys Glu Asn

1

5

10
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Ser Pro

Phe Leu

Asp Ile

50

Tyr Ala

65

Gly Thr

Lys Glu
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<211>
<212>

<213>

<400>

Ser

Pro

35

Ser

Ala

Asp

Lys

10

105

PRT

Asp

20

Asp

Ser

Thr

Glu

Asn

100

Thr

Ser

Thr

Ser

His

85

val

Ser

Ile

Arg

Gln

70

Val

Pro

Ser

Thr

Gly

55

Val

Val

Leu

Val

Leu

40

Phe

Leu

Cys

Pro
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Ala

25

Ser

Pro

Leu

Lys

Val

105

Val

Trp

Ser

Pro

Val

90

Ile
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val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro

1

5

10

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu

20

25
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Gly Cys Leu Ala Gln Asp

30

Lys Tyr Lys Asn Asn Ser

45

Val Leu Arg Gly Gly Lys

60

Ser Lys Asp Val Met Gln

75 80

Gln His Pro Asn Gly Asn

95

Ala Glu Leu Pro

110
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Pro Ser Asp Glu Gln Leu

15

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
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Arg Glu Ala

35

Asn Ser Gln

50

Ser Leu Ser

65

Lys Val Tyr

Thr Lys Ser
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<212>

<213>

<400>

11

103

PRT

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

100

Val Gln

Ser Val

Thr Leu

70

Cys Glu

85

Asn Arg

Trp

Thr

55

Thr

Val

Gly
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Lys Val Asp

40

Glu Gln Asp

Leu Ser Lys

Thr His Gln

90

Glu Cys

105
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Lys Ala Asn

1

Gln Ala Asn

Gly Ala Val

35

Pro

Lys
20

Thr

Thr Val Thr Leu Phe Pro

5

10

Ala Thr Leu Val Cys Leu

25

Val Ala Trp Lys Ala Asp

40
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Asn Ala Leu Gln Ser Gly

45

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
60

Ala Asp Tyr Glu Lys His

75 80

Gly Leu Ser Ser Pro Val

95

lambda 1 & ngudi

Pro Ser Ser Glu Glu Leu

15

Ile Ser Asp Phe Tyr Pro
30

Gly Ser Pro Val Lys Ala
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Gly Val

50

Ala Ser

65

Ser Tyr

Val Ala
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<211>
<212>
<213>

<400>

Lys Ala

Gln Ala

Gly Ala

Gly Val
50

Glu

Ser

Ser

Pro

12

103

PRT

Thr

Tyr

Cys

Thr

100
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Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala

55

60

Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg

70

Gln Val Thr His Glu Gly

85 90

Glu Cys Ser
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Ala

Asn

Val

35

Glu

Pro

Lys
20

Thr

Thr

Ser Val Thr Leu Phe Pro

Ala Thr Leu Val Cys Leu

25

Val Ala Trp Lys Ala Asp

40

Thr Thr Pro Ser Lys Gln

55
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75

80

Ser Thr Val Glu Lys Thr

lambda 2 & nguodi

Pro

Ile

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

60

Ser

Asp

Pro

45

Asn

Glu

Phe

30

Val

Lys

95

Glu

15

Tyr

Lys

Tyr

Leu

Pro

Ala

Ala



Ala Ser

65

Ser Tyr

Val Ala
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<211>
<212>
<213>

<400>

Lys Ala

Gln Ala

Gly Ala

Gly Val

50

Ala Ser

65

Ser Tyr

Ser Cys

Pro Thr

100

13

103

PRT

Leu

Gln
85

Glu

Ser

70

Val

Cys
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Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg
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Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr

Ser

90
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Ala Pro

Asn Lys
20

Val Thr

35

Glu Thr

Ser Tyr

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

val

Thr

Ala

Thr

Ser

70

Thr

Leu

Trp

Pro

55

Leu

Leu

Val

Lys
40

Ser

Thr

Phe

Cys

25

Ala

Lys

Pro
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Pro

10

Leu

Asp

Gln

Glu

95

lambda 3 & nguoi

Pro Ser Ser Glu Glu Leu

15

Ile Ser Asp Phe Tyr Pro
30

Ser Ser Pro Val Lys Ala

45

Ser Asn Asn Lys Tyr Ala
60

Gln Trp Lys Ser His Lys

75 80
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Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr

85

Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys Ala

Gln Ala

Gly Ala

Gly Val

50

Ala Ser

65

Ser Tyr

14

103

PRT

100

90
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Ala

Asn

Val

35

Glu

Ser

Ser

Pro

Lys

20

Thr

Thr

Tyr

Cys

Ser

Ala

vVal

Thr

Leu

Arg
85

Val

Thr

Ala

Lys

Ser

70

val

Thr

Leu

Trp

Pro

55

Leu

Thr

Leu

Val

Lys

40

Ser

Thr

His

Phe

Cys
25

Pro

10

Leu

Ala Asp

Lys

Pro

Glu
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Gln

Glu

Gly

90

lambda 7 & nguoi

Pro

Val

Gly

Ser

Gln

75

Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

60

Trp

Thr

Ser

Asp

Pro

45

Asn

Lys

Val

Glu

Phe

30

Val

Lys

Ser

Glu

95

Glu

15

Tyr

Lys

Tyr

His

Lys
95

Leu

Pro

vVal

Ala

Arg

80

Thr



Val Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys Gly

Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

50

Phe Phe

65

Gly Asn

Tyr Thr
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Pro Thr Glu Cys Ser

100

15
108
PRT
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Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu

20 25

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp

35 40

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

55

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
70

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

85 90

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

100 105
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Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

75

Glu

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

60

Ser

Ala

Lys

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Arg

Leu

Pro

val

30

Gly

Asp

Trp

His

Ser

15

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

95

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

80

His



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Lys Gly

Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

50

Phe Phe

65

Gly Asn

Tyr Thr
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Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu

20 25

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp

35 40

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met

55

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
70

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

85 90
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

100 105

17
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4 nguoi

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

75

Glu

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

60

Ser

Ala

Lys

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

30

Gly

Asp

Trp

His

Ser

15

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

95

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

80

His



<211>

<212>

<213>

<400>

Lys Gly

Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

50

Phe Phe

65

Gly Asn

Phe Thr
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<212>

108

PRT
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17

Gln

Met

Pro

35

Asn

Leu

Ile

Gln

18

108

PRT

Pro

Thr

20

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
100

Arg

Lys

Asp

Asn

Ser

Ser

85

Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

70

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

Thr

55

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

Val

40

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Ser

25

Glu

Pro

Val

Met

Ser

105

Tyr

10

Leu

Trp

Met

Asp

His

90

Pro
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& nguodi

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

75

Glu

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

60

Ser

Ala

Lys

Pro

Leu

Ser

45

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

30

Gly

Asp

Trp

His

Ser

15

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

95

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

80

Arg



<213>

<400>

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

65

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

Asn

50

Phe

Asn

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>
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18

Gln Pro

Met Thr

20

Pro Ser

35

Asn Tyr

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

100

19
120

PRT

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

85

Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

70

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

Thr

55

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

Val

40

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Ser

25

Glu

Pro

Val

Met

Ser

105

Tyr

10

Leu

Trp

Val

Asp

His

90

Leu

& nguoi

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

75

Glu

Gly

Leu Pro Pro

Cys Leu Val

30

Ser Asn Gly

45

Asp Ser Asp

60

Ser Arg Trp

Ala Leu His

Lys
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Ser

15

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

95

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

80

His



<400>

Gly

Glu

Phe

Leu

Gln

65

Glu

Ala

Lys

Asn

Leu

Ser

Pro

50

Gly

Asp

Leu

Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

19

Thr

Ala

Pro

35

Arg

Thr

Trp

Pro

Thr

115

20
120

PRT

Phe

Leu

20

Lys

Glu

Thr

Lys

Leu

100

His

Arg

Asn

Asp

Lys

Thr

Lys

85

Ala

Val

Pro

Glu

vVal

Tyr

Phe

70

Gly

Phe

Asn

Glu

Leu

Leu

Leu

55

Ala

Asp

Thr

vVal

Val

Val

Val

40

Thr

vVal

Thr

Gln

Ser

120
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His

Thr

25

Arg

Trp

Thr

Phe

Lys
105

Leu

10

Leu

Trp

Ala

Ser

Ser

90

Thr

Leu

Thr

Leu

Ser

Ile

75

Cys

Ile

Pro

Cys

Gln

Arg

60

Leu

Met

Asp
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Pro

Leu

Gly

45

Gln

Arg

Val

Arg

Pro

Ala

30

Ser

Glu

Val

Gly

Leu

110

Ser

15

Arg

Gln

Pro

Ala

His

95

Ala

Glu

Gly

Glu

Ser

Ala

80

Glu

Gly
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Gly

1

Glu

Phe

Leu

Ile

65

Cys

Ile

Lys

Asn

Leu

Ser

Pro

50

Leu

Met

Asp

Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

20

Thr

Ala

Pro

35

Gln

Arg

vVal

Arg

Thr

115

21
119

PRT

Phe

Leu

20

Lys

Glu

Val

Gly

Leu

100

His

Arg

Asn

Asp

Pro

Ala

His

85

Ala

Val

Pro

Glu

Val

Ser

Ala

70

Glu

Phe

Asn

Glu

Leu

Leu

Gln

55

Glu

Ala

Thr

Val

Val

Val

Val

40

Gly

Asp

Leu

Gln

Ser

120

36940

His

Thr

25

Arg

Thr

Trp

Pro

Lys
105

Leu

10

Leu

Trp

Thr

Lys

Leu

90

Thr

Leu

Thr

Leu

Thr

Lys

75

Ala

Ile

Pro

Cys

Gln

Phe

60

Gly

Phe

Asp
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Pro

Leu

Gly

45

Ala

Asp

Thr

Arg

Pro

Ala

30

Ser

Val

Thr

Gln

Leu

110

Ser

15

Arg

Gln

Thr

Phe

Lys

95

Ala

Glu

Gly

Glu

Ser

Ser

80

Thr

Gly
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Ala Ala

1

Asp

Ser

Asn

Thr

65

Pro

Thr

His

Pro

Pro

Thr

50

Thr

Gln

Leu

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

21

Gln

Pro

Pro

35

Ser

Phe

Pro

Leu

Pro

115

22
120

PRT

Ala

Glu

20

Asn

Gly

Trp

Ala

Asn

100

Met

Pro

Ala

Ile

Phe

Ala

Thr

85

Ala

Lys

Val

Ala

Leu

Ala

Trp

70

Tyr

Ser

Val

Lys

Ser

Leu

Pro

55

Ser

Thr

Arg

Lys

Leu

Trp

Met

40

Ala

Val

Cys

Ser
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Ser

Leu

25

Trp

Arg

Leu

Val

Leu

105

Leu

10

Leu

Leu

Pro

Arg

val

90

Glu

Asn

Cys

Glu

Pro

Val

75

Ser

Val

Leu

Glu

Asp

Pro

60

Pro

His

Ser
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Leu

Val

Gln

45

Gln

Ala

Glu

Tyr

Ala

Ser

30

Arg

Pro

Pro

Asp

Val

110

Ser

15

Gly

Glu

Arg

Pro

Ser

95

Thr

Ser

Phe

Val

Ser

Ser

80

Arg

Asp
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Ala

Arg

Asp

Arg

Val

65

Glu

Val

Val

Ala

Asp

Ile

His

50

Phe

Phe

Gln

Glu

<210>

<211>

<212>

<213>

22

Pro

Lys

Ser

35

Ser

Ser

Ile

Arg

Glu

115

23
120

PRT

Glu

Arg

20

Val

Thr

Arg

Cys

Ala

100

Ala

Val

Thr

Gln

Thr

Leu

Arg

85

Val

Glu

Tyr

Leu

Trp

Gln

Glu

70

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

Leu

Pro

55

Val

Val

Val

Glu

Phe

Cys

His

40

Arg

Thr

His

Asn

Ala

120
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Ala Thr

10

Leu Ile

25

Asn Glu

Lys Thr

Arg Ala

Glu Ala

90

Pro Gly

105

Pro

Gln

Val

Lys

Glu

75

Ala

Lys

Glu

Asn

Gln

Gly

60

Trp

Ser

Glu
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Trp

Phe

Leu

45

Ser

Glu

Pro

Leu

Pro

Met

30

Pro

Gly

Gln

Ser

Asp
110

Gly
15

Pro

Asp

Phe

Lys

Gln

95

Val

Ser

Glu

Ala

Phe

Asp

80

Thr

Cys
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Lys Gly
1

Arg Glu

Thr Gly

Gln Pro

50

Pro Gln

65

Glu Glu

Ala Leu

Lys Pro

<210>
<211>
<212>

<213>

23

Val Ala

Gln Leu

20

Phe Ser

35

Leu Ser

Ala Pro

Glu Trp

Pro Asn

100

Thr Leu

115

24
1386

ADN

Leu

Asn

Pro

Pro

Gly

Asn

85

Arg

Tyr

His

Leu

Ala

Glu

Arg

70

Thr

val

Asn

Arg

Arg

Asp

Lys

55

Tyr

Gly

Thr

Val

Trinh tyu nhédn tao

Pro

Glu

Val

40

Tyr

Phe

Glu

Glu

Ser

120

36940

Asp

Ser

25

Phe

Val

Ala

Thr

Arg
105

-148-

Val

10

Ala

Val

Thr

His

Tyr

90

Thr

Tyr

Thr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

val

Leu

Ile

Trp

Ala

60

Ile

Cys

Asp

Leu

Thr

Met

45

Pro

Leu

Val

Lys

Pro

Cys

30

Gln

Met

Thr

Ala

Ser

110

Pro

15

Leu

Arg

Pro

Val

His

95

Thr

Ala

Val

Gly

Glu

Ser

80

Glu

Gly



<220>

<223>

CDS cua TNFRSF1B

md hdéa vung ngoai bao

<400> 24

atggcgcccg

cacgccttgce

cggctcagag

caacatgcaa

agcacataca

agctctgacc

aggcccggcet

cgcaagtgcc

tgcaagccct

ccccaccaga

acgtccacgt

tccacacgat

ttcctgcectcce

tcgcegtcetg

ccgcccaggt

aatactatga

aagtcttctg

cccagctcetg

aggtggaaac

ggtactgcgc

gcccgggcett

gtgcceeggg

tctgtaacgt

cccccecaccceg

CCcaacacac

caatgggccc

36940

ggccgcgcetg

ggcatttaca

ccagacagct

taccaagacc

gaactgggtt

tcaagcctgce

gctgagcaag

cggcgtggcece

gacgttctcc

ggtggccatc

gagtatggcc

gcagccaact

cagccccceca

(Enbrel

gccgtcggac

ccctacgccc

cagatgtgct

tcggacaccg

cccgagtgcet

actcgggaac

caggaggggt

agaccaggaa

aacacgactt

cctgggaatg

ccaggggcag

ccagaaccca

gctgaaggga

-149-

tggagctctg

cggagcccgg

gcagcaaatg

tgtgtgactc

tgagctgtgg

agaaccgcat

gccggctgtg

ctgaaacatc

catccacgga

caagcatgga

tacacttacc

gcactgctcc

gcactggcga

NM 001066), trong dé vung 1-771

ggctgcggcg

gagcacatgc

ctcgccgggce

ctgtgaggac

ctccecgetgt

ctgcacctgc

cgcgccgcectg

agacgtggtg

tatttgcagg

tgcagtctgc

ccagccagtg

aagcacctcc

cttcgctcectt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ccagttggac

tgtgtcatca

cctcacttgce

atcacagcgc

agggcgccca

gceccgggeca

gtcacctgca

gccagctcca

gtccccttcet

ctggggagca

agttaa

<210> 25
<211> 10
<212>

<213>

<220>

<223>
ngoai bao

tgattgtggg

tgacccaggt

ctgccgataa

cgagctccag

ctcggaacca

gcaccgggag

tcgtgaacgt

caatgggaga

ccaaggagga

ccgaagagaa

08

ADN

36940

tgtgacagcc

gaaaaagaag

ggcccggggt

cagcagctcc

gccacaggca

ctcagattct

ctgtagcagc

cacagattcc

atgtgccttt

gccectgecce

Trinh tuy nhén tao

ttgggtctac

cccttgtgece

acacagggcc

ctggagagct

ccaggcgtgg

tccecectggtyg

tctgaccaca

agcccctcegg

cggtcacagc

cttggagtgc

-150-

taataatagg

tgcagagaga

ccgagcagcea

cggccagtgce

aggccagtgg

gccatgggac

gctcacagtg

agtccccgaa

tggagacgcc

ctgatgctgg

agtggtgaac

agccaaggtg

gcacctgctg

gttggacaga

ggccggggag

ccaggtcaat

ctcctcccaa

ggacgagcag

agagaccctg

gatgaagccc

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1386

CDS clia thu thé& Fas (NM_000043), trong dé vung 1-519 mad hda vung



<400> 25

atgctgggca

aaaagtgtta

gttactacag

aagccctgtce

gactgcgtgc

tgcagaagat

cggacccaga

gaacactgtg

agcaacacca

cttttgccaa

aagcacagaa

gcaataaatt

acactaagtc

gagatcaaga

tggcatcaac

tctggaccct

atgcccaagt

ttgagactca

ctccaggtga

cctgccaaga

gtagattgtg

ataccaagtg

acccttgcac

agtgcaaaga

ttccactaat

aggaaaacca

tatctgatgt

aagttaaagg

atgacaatgt

ttcatggaaa

36940

cctacctctg

gactgacatc

gaacttggaa

aaggaaagct

agggaaggag

tgatgaagga

cagatgtaaa

caaatgtgaa

ggaaggatcc

tgtttgggtyg

aggttctcat

tgacttgagt

ctttgttcga

ccaagacaca

gaaagaagcg

gttcttacgt

aactccaagg

ggcctgcatc

agggactgca

tacacagaca

catggcttag

ccaaactttt

catggaatca

agatctaact

aagagaaagg

gaatctccaa

aaatatatca

aagaatggtg

gcagaacaga

tatgacacat

-151-

ctgttgctag

gattggaatt

atgatggcca

cagtcaatgg

aagcccattt

aagtggaaat

tttgtaactc

tcaaggaatg

tggggtggcet

aagtacagaa

ctttaaatcc

ccactattgce

tcaatgaagc

aagttcaact

tgattaaaga

attatcgtcc

gaggaagact

attctgccat

ggatgaacca

ttcttccaaa

aaactgcacc

tactgtatgt

cacactcacc

ttgtcttctt

aacatgcaga

tgaaacagtg

tggagtcatg

caaaatagat

gcttcgtaat

tctcaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



36940

gccaatcttt gtactcttgc agagaaaatt cagactatca tcctcaagga cattactagt

gactcagaaa attcaaactt cagaaatgaa atccaaagct tggtctag

<210> 26

<211> 68

<212> AD

<213>

<220>

<223> CD

<400> 26

gacaaaactc

ttcctecttcece

tgcgtggtgg

ggcgtggagyg

cgtgtggtca

tgcaaggtct

gggcagcccce

aaccaggtca

4

N

S cua Fc &

acacatgccc

cCcccaaaacc

tggacgtgag

tgcataatgc

gcgtcctcac

ccaacaaagc

gagaaccaca

gcctgacctyg

Trinh ty nhén tao

ngudi (tir globulin mién dich G & ngudi)

accgtgccca

caaggacacc

ccacgaagac

caagacaaag

cgtcctgcac

cctcccagcece

ggtgtacacc

cctggtcaaa

gcacctgaac

ctcatgatct

cctgaggtca

ccgcgggagyg

caggactggc

cccatcgaga

ctgccceccat

ggcttctatc

-152-

tcctgggggy

cccggacccce

agttcaactg

agcagtacaa

tgaatggcaa

aaaccatctc

cccgggagga

ccagcgacat

accgtcagtc

tgaggtcaca

gtacgtggac

cagcacgtac

ggagtacaag

caaagcCcaaa

gatgaccaag

cgccgtggag

960

1008

60

120

180

240

300

360

420

480



tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcececgt gctggactcece

gacgg

aacgt

ctctc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

36940

ctcct tcttectcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg

cttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagce

cctgt ctccgggtaa atga

27
127
PRT

Trinh ty nhan tao

ving bién ddi chudi ndng cta khéng

27

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1

Ser L

5 10

eu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Thr Gly Phe

20 25

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

Ser S

35 40

er Leu Asn Trp Lys Gly Asn Ser Val Asp

50 55

-153-

thé

Val

Thr

Gly

Tyr
60

khadng cum B,

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Gly

15

Asp

Trp

Ser

2B9

Lys

Tyr

vVal

Val

540

600

660

684



36940

Arg Gly Arg Phe Thr Met Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Leu Val Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Gly Leu Arg Gly Asp Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

85 90 95

Ala Lys Asp Asn Lys Ala Asp Ala Ser Met Asp Tyr Tyr Tyr His His
100 105 110

Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 28
<211> 381

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu axit nucleic m& héa ving bién ddi chudi ndng cta 2B9

<400> 28

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggcaagtc cctgagactc 60
tcctgtgcag ccactggatt cacatttgac gattacgcca tgcactgggt ccgccaagct 120
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaagt cttaattgga agggaaatag tgtagactac 180

-154-



36940

gcggactctg tgaggggccg attcaccatg tccagagaca acgccaagaa actagtgtat 240
ctgcaaatga acggtctgag aggtgacgac acggccgtct atttttgtgc aaaagataat 300
aaagcggatg catctatgga ctactactac caccacggta tggacgtctg gggccaaggg 360
accacggtca ccgtctcctc g 381
<210> 29

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> viing bién ddi chudi ning cua khang thé khang cum A, 4D9
<400> 29

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Ile Ser Gly Ala Ser Ile Asn Thr Asp

20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35 40 45

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

-155-



Ser Arg

65

Gln Met

Arg Asp

Gln Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Val

Thr

Val

Thr

115

30
363

DNA

Thr Ile

Ser Met

85

Thr Gly

100

Leu Val

Ser Val

70

Thr Ala

Ile Ser

Thr Val

Trinh ty nhan tao

36940

Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe

75

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

90

Arg Glu Asn Ala Phe Asp Ile
105 110
Ser Ser

120

Ser Leu

80

Cys Ala

95

Trp Gly

Trinh tu axit nucleic ma héa viing bién ddi chudi ndng cua khang thé
khadng cum A, 4D9

30

caggtcacct tgagggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac

acctgcacta tctccggtgc ctccatcaat actgactact ggagctggat

ccagggaagg gactggagtg gattggctat atctattaca gagggcgcac

ccctcectca ggagccgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaatca

-156-

cctgtccctce

ccggcagcecce

caactacaac

attctccctg

60

120

180

240



cagatgacgt ctatgaccgc tgctgacacg gccgtatatt actgtgcgag agatgtgact

ggcatcagtc gagaaaatgc ttttgatatc tggggccaag gcaccctggt caccgtctcc

tcg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Ile

1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

31
107

PRT

Trinh ty nhé&n tao

Chudi nhe théng thudng

31

Arg Met

Val Thr

20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

36940

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

vdi

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

-157-

4D9

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

va 2B9

Ser Ala

Ser Ile

Pro Lys
45

Ser Arg

60

Ser Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Val

15

Gly

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

300

360

363



36940

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ile Pro Thr

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys

<210> 32

<211> 321

<212> DNA

<213>

<220>

<223>
2B9

<400> 32

gccatccgga tgacccagtc

atcacttgcc

gggaaagccc

aggttcagtg

gaagattttyg

gggacacgac

gggcaagtca

ctaagctctt

gcagtggatc

caacttacta

Trinh ty nhan tao

tccatcctcc

gagcattagc

gatctatgct

tgggacagat

ctgtcaacag

tggagattaa a

105

Trinh tu axit nucleic m& héa chudi

ctgtctgcat

ggctatttaa

gcatccagtt

ttcactctca

agctacagta

-158-

95

nhe théng thudng dbi véi 4D9 va

ctgtaggaga

attggtatca

tgcagagtgg

ccatcagcag

tccccaccac

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

tctgcaacct

cttcggccaa

60

120

180

240

300

321



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

‘Leu

65

Tyr

Lys

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Ile

Val

33
330

PRT

Trinh ty nhan tao

ving hdng dinh

33

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Gly

Gly

Val

Phe

vVal

vVal

85

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

36940

chudi ning IgGl

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
105

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

-159-

& ngudi

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys



Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
260

Thr

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

val

Pro

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

36940

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
265

Leu

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

-160-

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
270

Ser

Pro Pro

Thr Cys

Asn Trp
160

Arg Glu

175

Val Leu

Ser Asn

Lys Gly

Asp Glu

240

Phe Tyr

255

Glu Asn

Phe Phe



Leu Tyr

290

Val Phe

305

Gln Lys

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

<220>
<223>

<400>
Ala Ser

1

36940

275 280

285

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

295

300

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

310

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

34
335
PRT

Trinh ty nhén tao

Ving hing dinh chudi nidng IgAl

34
Pro Thr Ser Pro Lys Val Phe Pro

5 10

Gln Pro Asp Gly Asn Val Val Ile Ala Cys

Pro Gln

20 25

Glu Pro Leu Ser Val Thr Trp Ser

35 40

-161-

315

& ngudi

Leu Ser

Leu Val

Glu Ser

320

Leu Cys Ser Thr
15

Gln Gly Phe Phe

30

Gly Gln Gly Val

45



Thr

Thr

65

Lys

Val

Ser

Leu

Leu

145

Thr

Arg

Ala

Ala

50

Thr

Ser

Thr

Thr

His

130

Thr

Trp

Asp

Glu

Arg

Ser

Val

Val

Pro

115

Arg

Cys

Thr

Leu

Pro

195

Asn

Ser

Thr

Pro

100

Pro

Pro

Thr

Pro

Cys

180

Trp

Phe

Gln

Cys

85

Cys

Thr

Ala

Leu

Ser

165

Gly

Asn

Pro

Leu

70

His

Pro

Pro

Leu

Thr

150

Ser

Cys

His

Pro

55

Thr

Val

Val

Ser

Glu

135

Gly

Gly

Tyr

Gly

Ser

Leu

Lys

Pro

Pro

120

Asp

Leu

Lys

Ser

Lys
200

36940

Gln

Pro

His

Ser

105

Ser

Leu

Arg

Ser

Val

185

Thr

Asp

Ala

Tyr

90

Thr

Cys

Leu

Asp

Ala

170

Ser

Phe

-162-

Ala

Thr

75

Thr

Pro

Cys

Leu

Ala

155

Val

Ser

Thr

Ser

60

Gln

Asn

Pro

His

Gly

140

Ser

Gln

Val

Cys

Gly

Cys

Pro

Thr

Pro

125

Ser

Gly

Gly

Leu

Thr

205

Asp

Leu

Ser

Pro

110

Arg

Glu

Val

Pro

Pro

190

Ala

Leu

Ala

Gln

95

Ser

Leu

Ala

Thr

Pro

175

Gly

Ala

Tyr

Gly

80

Asp

Pro

Ser

Asn

Phe

160

Glu

Cys

Tyr



Pro

Thr

225

Ala

Pro

Arg

Thr

Trp

305

Pro

Glu

210

Phe

Leu

Lys

Glu

Thr

290

Lys

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

Ser

Arg

Asn

Asp

Lys

275

Thr

Lys

Ala

35

228

PRT

Lys

Pro

Glu

Val

260

Tyr

Phe

Gly

Phe

Thr

Glu

Leu

245

Leu

Leu

Ala

Asp

Thr

325

Pro

Val

230

Val

Val

Thr

Val

Thr

310

Gln

Leu

215

His

Thr

Arg

Trp

Thr

295

Phe

Lys

Trinh ty nhan tao

36940

Thr Ala

Leu Leu

Leu Thr

Trp Leu

265

Ala Ser

280

Ser Ile

Ser Cys

Thr Ile

Thr

Pro

Cys

250

Gln

Arg

Leu

Met

Asp
330

-163-

Leu

Pro

235

Leu

Gly

Gln

Arg

Val

315

Arg

Ser

220

Pro

Ala

Ser

Glu

Val

300

Gly

Leu

Lys

Ser

Arg

Gln

Pro

285

Ala

His

Ala

Ser

Glu

Gly

Glu

270

Ser

Ala

Glu

Gly

Gly

Glu

Phe

255

Leu

Gln

Glu

Ala

Lys

335

Asn

Leu

240

Ser

Pro

Gly

Asp

Leu

320



36940

<220>
<223> Chudi nhe globulin mi&n dich & ngudi (Kapa)
<400> 35

vVal Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser Gly Thr Cys Gly Asp Ile

1 5 10 15

Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu Arg

20 25 30

Val Ser Phe Ser Cys Arg Ala Ser Gln Phe Val Gly Ser Ser Ile His

35 40 45

Trp Tyr Gln Gln Arg Thr Asn Gly Ser Pro Arg Leu Leu Ile Lys Tyr

50 55 60

Ala Ser Glu Ser Met Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65 70 75 80

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Thr Val Glu Ser Glu Asp

85 90 95

Ile Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser His Ser Trp Pro Phe Thr Phe

100 105 110

Gly Ser Gly Thr Asn Leu Glu Val Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser

115 120 125

Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala

130 135 140
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Ser

145

Gln

vVal

Leu

Glu

Arg
225

Val

Trp

Thr

Thr

Val

210

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Val

Lys

Glu

Leu

195

Thr

Glu

36

226

PRT

Cys

Val

Gln

180

Ser

His

Cys

Leu

Asp

165

Asp

Lys

Gln

Leu

150

Asn

Ser

Ala

Gly

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

215

Trinh tu nhdn tao

Asn

Leu

Asp

Tyr

200

Ser

36940

Phe Tyr

Gln Ser

170

Ser Thr

185

Glu Lys

Ser Pro

Pro

155

Gly

Tyr

His

Val

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

220

Glu

Ser

Leu

Val

205

Lys

Ala

Gln

Ser

190

Tyr

Ser

Chudi nhe globulin mién dich & ngudi (Lambda)

36

Lys

Glu

175

Ser

Ala

Phe

Val

160

Ser

Thr

Cys

Asn

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

1

5

10

-165-
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Glu

Ser

Tyr

Asn

65

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Val

Leu

Ile

Gln

50

Arg

Asn

Glu

Gly

Val

130

Thr

Ala

Thr

Thr

35

Leu

Arg

Thr

Tyr

Gly

115

Thr

Leu

Trp

Gln

20

Cys

Lys

Pro

Ala

Tyr

100

Thr

Leu

Val

Lys

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

85

Cys

Lys

Phe

Cys

Ala

165

Pro

Gly

Gly

Gly

70

Leu

Gln

Leu

Pro

Leu

150

Asp

Leu

Asp

Gln

55

Ile

Thr

Ala

Thr

Pro

135

Ile

Ser

Val

Lys

40

Ser

Pro

Ile

Trp

Val

120

Ser

Ser

Ser

36940

Ser

25

Leu

Pro

Glu

Ser

Asp

105

Leu

Ser

Asp

Pro

Val

Gly

val

Arg

Gly

90

Ser

Gly

Glu

Phe

Val

170
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Ser

Asp

Leu

Ile

75

Thr

Ser

Gln

Glu

Tyr

155

Lys

Pro

Asn

Val

60

Ser

Gln

Thr

Pro

Leu

140

Pro

Ala

Gly

Tyr

45

Ile

Gly

Ala

Ser

Lys

125

Gln

Gly

Gly

Gln

30

Ala

Tyr

Ser

Met

Trp

110

Ala

Ala

Ala

Val

Thr

Cys

Gln

Asn

Asp

95

vVal

Ala

Asn

vVal

Glu
175

Ala

Trp

Asp

Ser

80

Glu

Phe

Pro

Lys

Thr

160

Thr



36940

Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr

180 185 190

Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys
195 200 205

Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr

210 215 220
Glu Cys
225
<210> 37
<211> 97

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> mién CH1 cua IgGl & chudt

<400> 37
Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala

1 5 10 15

Ala Gln Thr Asn Ser Met Val Thr Leu Gly Cys Leu val Lys Gly Tyr

20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser

35 40 45
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36940

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Asp Leu Tyr Thr Leu

50 55 60

Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Pro Arg Pro Ser Glu Thr Val

65 70 75 80

Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys

85 90 95
Ile
<210> 38
<211> 97
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223> mién CH1 cua IgG2ab & chudt

<400> 38
Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Val Cys Gly
1 5 10 15

Gly Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr
20 25 30
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36940

Phe Pro Glu Pro Val Thr Leu Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser

35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Leu Leu Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Leu

50 55 60

Ser Ser Ser Val Thr Val Thr Ser Asn Thr Trp Pro Ser Gln Thr Ile

65 70 75 80

Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys

85 90 95
Ile
<210> 39
<211> 97
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> midn CH1 cua IgG2aa & chudt
<400> 39

Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Val Cys Gly
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr
20 25 30
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36940

Phe Pro Glu Pro Val Thr Leu Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser

35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Asp Leu Tyr Thr Leu

50 55 60

Ser Ser Ser Val Thr Val Thr Ser Ser Thr Trp Pro Ser Gln Ser Ile

65 70 75 80

Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys

85 90 95
Ile
<210> 40
<211> 97
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> mién CH1 cua IgG2b & chudt
<400> 40

Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Cys Gly

1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Ser Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr

20 25 30
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36940

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser

35 40 45

Ser Val His Thr Phe Pro Ala Leu Leu Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Met

50 55 60

Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Pro Ser Gln Thr Val

65 70 75 80

Thr Cys Ser Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Thr Val Asp Lys Lys

85 90 95
Leu
<210> 41
<211> 96
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mi&n CH1 cua IgG3 & chudt

<400> 41
Thr Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Val Pro Gly Cys Ser Asp

1 5 10 15

Thr Ser Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe
20 25 30
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36940

Pro Glu Pro Val Thr Val Lys Trp Asn Tyr Gly Ala Leu Ser Ser Gly

35 40 45

Val Arg Thr Val Ser Ser Val Leu Gln Ser Gly Phe Tyr Ser Leu Ser

50 55 60

Ser Leu Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Pro Ser Gln Thr Val Ile

65 70 75 80

Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Lys Thr Glu Leu Ile Lys Arg Ile

85 90 95
<210> 42
<211> 97
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Midn CH1 cua IgGl & chudt cbng
<400> 42

Ala Glu Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Thr Ala

1 5 10 15

Leu Lys Ser Asn Ser Met Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr

20 25 30
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36940

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly Ala Leu Ser Ser

35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Leu

50 55 60

Thr Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Ser Ser Gln Ala Val

65 70 75 80

Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys

85 90 95
Ile
<210> 43
<211> 97
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Midn CH1 clha IgG2a & chudt cbng

<400> 43
Ala Glu Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Thr Ala

1 5 10 15
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36940

Leu Lys Ser Asn Ser Met Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr

20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly Ala Leu Ser Ser

35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Leu

50 55 60

Thr Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Pro Ser Gln Thr Val

65 70 75 80

Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys

85 90 95
Ile
<210> 44
<211> 95
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Midn CH1 cua IgG2b & chudt cdng
<400> 44

Ala Gln Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Cys Gly
1 5 10 15
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Asp

Phe

Asp

Thr

65

Asn

Thr

Pro

Val

50

Ser

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Thr

Glu

35

His

Ser

Ala

45
97

PRT

Ser

20

Pro

Thr

Val

His

Ser

Val

Phe

Thr

Pro

85

Thr

Thr

Pro

Ser

70

Ala

Val

Val

Ala

55

Ser

Ser

Trinh ty nhén tao

Miédn CH1 cuia IgG2c & chudt céng

45

Thr

Thr

40

vVal

Thr

Ser

36940

Leu Gly

25

Trp Asn

Leu Gln

Trp Pro

Thr Lys

90

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Val

Leu

Gly

Gly

60

Gln

Asp

Val

Ala

45

Leu

Thr

Lys

Lys

30

Leu

Tyr

vVal

Lys

Gly Tyr

Ser Ser

Thr Leu

Thr Cys

80

val
95

Ala Thr Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Val Pro Gly Cys Ser

1

5

10

15

Gly Thr Ser Gly Ser Leu Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr
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36940

20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Lys Trp Asn Ser Gly Ala Leu Ser Ser

35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Leu

50 55 60

Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Ser Ser Gln Thr Val

65 70 75 80

Thr Cys Ser Val Ala His Pro Ala Thr Lys Ser Asn Leu Ile Lys Arg

85 90 95
Ile
<210> 46
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Mi&n CH3 cua IgGl & chudt

<400> 46
Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Lys Glu

1 5 10 15

Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Asp Phe
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36940

20 25 30

Phe Pro Glu Asp Ile Thr Val Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gln Pro Ala

35 40 45

Glu Asn Tyr Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asn Thr Asn Gly Ser Tyr

50 55 60

Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp Glu Ala Gly

65 70 75 80

Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu His Asn His His

85 90 95

Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
100 105
<210> 47

<211> 107

<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Mi&n CH3 cua IgG2ab & chudt

<400> 47
Gly Pro Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Ala Glu

1 5 10 15

Glu Met Thr Lys Lys Glu Phe Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Gly Phe
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36940

20 25 30
Leu Pro Ala Glu Ile Ala Val Asp Trp Thr Ser Asn Gly Arg Thr Glu
35 40 45
Gln Asn Tyr Lys Asn Thr Ala Thr Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr
50 55 60
Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Gln Lys Ser Thr Trp Glu Arg Gly
65 70 75 80
Ser Leu Phe Ala Cys Ser Val Val His Glu Val Leu His Asn His Leu
85 90 95
Thr Thr Lys Thr Ile Ser Arg Ser Leu Gly Lys
100 105
<210> 48
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Miédn CH3 cua IgG2aa & chudt
<400> 48

Gly Ser Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu

1

5

10 15

Glu Met Thr Lys Lys Gln Val Thr Leu Thr Cys Met Val Thr Asp Phe
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36940

20 25 30

Met Pro Glu Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu

35 40 45

Leu Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr
50 55 60

Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu Arg

65 70 75 80

Asn Ser Tyr Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn His His
85 90 95

Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys
100 105
<210> 49

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Midn CH3 cua IgG2b & chudt
<400> 49

Gly Leu Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Pro Ala Glu

1 5 10 15

Gln Leu Ser Arg Lys Asp Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Val Gly Phe
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36940

20 25 30

Asn Pro Gly Asp Ile Ser Val Glu Trp Thr Ser Asn Gly His Thr Glu

35 40 45

Glu Asn Tyr Lys Asp Thr Ala Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr
50 55 60

Phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asn Met Lys Thr Ser Lys Trp Glu Lys Thr

65 70 75 80

Asp Ser Phe Ser Cys Asn Val Arg His Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr
85 90 95

Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg Ser Pro Gly Lys
100 105
<210> 50

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Mién CH3 cua IgG3 & chudt
<400> 50

Gly Arg Ala Gln Thr Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Arg Glu

1 5 10 15

Gln Met Ser Lys Lys Lys Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Thr Asn Phe
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Phe

Gln

Phe

65

Glu

Thr

Ser

Asp

50

Leu

Ile

Gln

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu

35

Tyr

Tyr

Phe

Lys

51

107

PRT

20

Ala

Lys

Ser

Thr

Asn

100

Ile

Asn

Lys

Cys

85

Leu

Ser

Thr

Leu

70

Ser

Ser

Val

Pro

55

Thr

Val

Arg

Trinh ty nhé&n tao

Glu

40

Pro

Val

Val

Ser

36940

25

Trp

Ile

Asp

His

Pro

105

Glu

Leu

Thr

Glu

90

Gly

Midn CH3 cla IgGl & chudt cbng

51

Gly Arg Thr Gln Val Pro His Val Tyr Thr

1

5

10

Glu Met Thr Gln Asn Glu Val Ser Ile Thr

20

25
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30

Arg Asn Gly Glu Leu Glu

45

Asp Ser Asp Gly Thr Tyr
60

Asp Ser Trp Leu Gln Gly
75 | 80

Ala Leu His Asn His His

95

Lys

Met Ser Pro Thr Lys Glu

15

Cys Met Val Lys Gly Phe
30



36940

Tyr Pro Pro Asp Ile Tyr Val Glu Trp Gln Met Asn Gly Gln Pro Gln

35 40 45

Glu Asn Tyr Lys Asn Thr Pro Pro Thr Met Asp Thr Asp Gly Ser Tyr

50 55 60

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Asn Val Lys Lys Glu Lys Trp Gln Gln Gly

65 70 75 80

Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu His Asn His His

85 90 95

Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
100 105

<210> 52

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Miédn CH3 cua IgG2a & chudt cbng
<400> 52

Gly Thr Pro Arg Gly Pro Gln Val Tyr Thr Met Ala Pro Pro Lys Glu

1 5 10 15

Glu Met Thr Gln Ser Gln Val Ser Ile Thr Cys Met Val Lys Gly Phe
20 25 30
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Tyr Pro

Glu Asn

50

Phe Leu

65

Asn Thr

Thr Glu

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

<220>

<223>

<400>

Pro

35

Tyr

Tyr

Phe

Lys

53

107

PRT

Asp

Lys

Ser

Thr

Ser

100

Ile

Asn

Lys

Cys

85

Leu

Tyr

Thr

Leu

70

Ser

Ser

Thr Glu
40

Pro Pro

55

Asn Val

Val Leu

His Ser

Trinh ty nhédn tao

36940

Trp

Thr

Lys

His

Pro

105

Mi&n CH3 cua IgG2b & chudt

53

Gly Leu Val Arg Lys Pro Gln Val Tyr

1

5

Gln Leu Thr Glu Gln Thr Val Ser Leu

20

25

Lys Met Asn Gly Gln

45

Met Asp Thr Asp Gly
60

Lys Glu Thr Trp Gln

75

Glu Gly Leu His Asn

90

Gly Lys

cbng

Val Met Gly Pro Pro

10

Thr Cys Leu Thr Ser

30

-183-

Pro Gln

Ser Tyr

Gln Gly
80

His His

95

Thr Glu

15

Gly Phe



36940

Leu Pro Asn Asp Ile Gly Val Glu Trp Thr Ser Asn Gly His Ile Glu

35 40 45

Lys Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro Val Met Asp Ser ASp Gly Ser Phe

50 55 60

Phe Met Tyr Ser Lys Leu Asn Val Glu Arg Ser Arg Trp Asp Ser Arg
65 70 75 80

Ala Pro Phe Val Cys Ser Val val His Glu Gly Leu His Asn His His

85 90 95

Val Glu Lys Ser Ile Ser Arg Pro Pro Gly Lys
100 105
<210> 54

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> Midn CH3 cua IgG2c & chudt cbng
<400> 54

Gly Lys Ala Arg Thr Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Arg Glu

1 5 10 15

Gln Met Ser Lys Asn Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Val Thr Ser Phe

20 25 30
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Tyr

Gln

Phe

65

Asp

Thr

Pro

Asp

50

Leu

Ile

Gln

Ala

35

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Lys

Ser

Thr

Asn

100

Ile

Asn

Lys

Cys

85

Leu

Ser

Thr

Leu

70

Ser

Ser

Val

Leu

55

Ser

Val

Arg

Glu

40

Pro

Val

Val

Ser

36940

Trp

Val

Asp

His

Pro

105

Glu Arg Asn Gly

45

Leu Asp Ser Asp
60

Thr Asp Ser Trp
75

Glu Ala Leu His

90

Gly Lys

-185-

Glu Leu

Glu Ser

Met Arg

Asn His

95

Glu

Tyr

Gly

80

His





