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Linh vire ky thuét dwoc dé cap

Noi chung, séng ché dé cap dén khang thé khang BASIGIN dugc lam giéng

nhu cua nguoi va viée st dung né.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

BASIGIN (con dugc goi la EMMPRIN, Neurothelin va khang nguyén M6) 1a
glycoprotein xuyén mang c6 mirc d glycosyl héa cao c6 khéi luong phan tir nim
trong khoang tir 50 dén 60 kD va la thanh vién thudc lién ho globulin mién dich
(immunoglobulin superfamily - IgSF). G nguoi, BASIGIN ¢6 269 axit amin, ma ¢6
thé duoc chia vao céc ving ngoai bao, xuyén mang va ndi bao, trong d6 21 gdc dau
tién tir diém khéi dau dich ma dau tan cung N cdu thanh peptit tin hiu, céc géc
22-205 cAu thanh mién ngoai bao, cac gbe 206-229 ciu thanh ving xuyén mang co
cau tric khéa kéo leuxin dién hinh, cac gdc 230-269 & du tan cting C cdu thanh mién
ndi bao.

Di thdy rang BASIGIN dugc biéu hién qua mtic trong nhiéu loai khéi u rén cia
ngudi nhu bénh ung thu phéi, bénh ung thu gan, bénh ung thu ¢ tir cung, bénh ung
thur két trang, bénh ung thu va, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu thuc quan
hodc bénh ung thu da day. Céc nghién ctu truée ddy da cho thiy ring céc phan ti
BASIGIN la c4c protein mang chirc ning quan trong trong su tién trién cta khdi u va

tham gia trong nhiéu hién twong lién quan dén ung thu nhu sau:

i. BASIGIN diéu phéi sy bam dinh va su di cin cia cac té bao khéi u.
BASIGIN dugc biéu hién trén bé mit cia cac té bao khdi u twong tac véi vinclin dé
thiic ddy su tao thanh chan gia, m& rong va bam dinh cic té bao khdi u; trong téc véi
annexin II dé thic diy s tiét MMP-2 trong cac té bao khéi u; ting tdc su thodi hoa
ctia chét nén bao quanh va thuc ddy su di cian cua khéi u thong qua viéc kich thich cac

t€ bao khoi u va nguyén bao soi quanh t€ bao khéi u ti€t cac metalloproteinaza chat
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nén ngoai bao (MMP) khac nhau, vi du MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-11,
MTI1-MMP va MT2-MMP v.v..

ii. BASIGIN tham gia vao su trao dbi chit ki khi cta cac té& bao khéi u.
BASIGIN 1a chaperon phan tir quan trong cta chdt vin chuyén monocarboxylat
MCT-1 va MCT-4. BASIGIN c6 thé twong tac véi MCT-1 va MCT-4 d hd tro viéc
dinh vi chinh x4c ctia chung trén mang té bao va tiép tuc diéu hoa su van chuyén chét
chuyén héa lactat ctia chiing. Do cac t& bao khdi u chii yéu dwa vao su trao ddi chét ki
khi dé tao ra nang luong, BASIGIN diéu hoa su chuyén héa ning lugng va chiic ning

cda céc té bao khoi u mdt cach gian tiép thong qua sy bi€u hién cia MCT.

iii. BASIGIN thuc ddy tinh khang thudc clia céc té bao khdi u. BASIGIN 4nh
hwéng dén su phién ma cia gen khang nhiéu thude (multidrug resistance - MDR) va
thuc déy su biéu hién cta P-g béng co ché diéu hoa su déng biéu hién, va do do, gay
ra MDR ctia khdi u. Kanekura va cic ddng tac gia da chimg minh ring BASIGIN gay
ra MDR thong qua P-g, cho thdy BASIGIN c¢6 thé 13 dich c6 hidu qua tiém tang dé tic
ché MDR. Ngoai ra, BASIGIN thuc ddy su xac dinh vi tri nhan cta p-TFII-I va diéu
chinh ting su biéu hién cta Bip, yéu td then chdt trong d4p tmg protein khong gip
cudn (unfolded protein response - UPR), d4n dén su cing mang luéi noi chit va UPR
trong céc té bao khdi u, nhdr d6 wre ché su chét t& bao theo chuong trinh va gay ra tinh
khong man cam thudc. Sy e ché BASIGIN c6 thé thic ddy su chét té bao theo
chuong trinh cua céac té bao caxinom té bao gan va 1am ting tinh mAn cam cla cac té
bao khdi u vé6i cac thude chdng khébi u hién c6.

iv. BASIGIN diéu chinh ting su biéu hién ctia VEGF @ thiic dy su tao mach
khéi u. Do d6, viéc tc ché sy biéu hién ciia BASIGIN c6 thé trc ché mot cach déng ké

su tiét VEGF va nho do, tc ché su tao mach khoi u.

v. BASIGIN tuong tic véi nhidu phan tir. Ving xuyén mang cla protein
BASIGIN cé glutamat tich dién &m dugc bao toan cao, ma 1a co sé cAu trac cho su
tuong tac cua nd vai nhiu protein mang té bao, va con goi y rang BASIGIN c6 thé

anh huéng dén nhiu hoat tinh sinh 1y ctia té bao théng qua céc twong tic v6i nhidu
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protein. BASIGIN tuong tac véi CD98, Integrin, caveolin-1, cyclophilin (CyP) va cac
protein khic 1am anh huéng dén sy sinh trueéng va su di cin cia cac té bao khéi u
bing cach diéu bién cac chirc ning cua té bao nhu su chuyén hoa ning luong, su

tuong tac t€ bao-chat nén, sy tai nap tin hiéu v.v..

Ngoai ra, mot sb nghién ctru hdi ciru da thé hién su tuong quan gﬁn gifra mirc
6 bidu hién ciia BASIGIN trong mé khéi u va tién lugng bénh cia bénh nhan ung thu.
O céc bénh nhén bi bénh ung thu phdi khong té bao nhd, mic do biéu hién cia
BASIGIN va tién lugng bénh ctia bénh nhén ¢6 lién quan gan.

Do d6, BASIGIN d4 trd thanh dich méi @8 tri liéu khéi u, va su phat trién thanh
cong cta thudc khang thé "Licartin" d4 chimg minh d6 an toan va hiéu qué cta thude

huéng dich BASIGIN.

Ngoai ra, su tuong tac gitta BASIGIN duoc biéu hién trén hong cau va protein
rhoptry PfRh5 cla plasmodium falciparum theo céach phéi ti-thy thé didu phdi su
nhan dién xa ctia hong ciu béi plasmodium falciparum, ma 1a yéu t6 then chdt trong
su xam 14n cta plasmodium falciparum. Sy tuong tac gitta PfRh5 va BASIGIN trén
hdng cau 1a & ééc ching khac nhau gy bénh sét rét, goi y rang BASIGIN trén hong
ciu duoc ky vong 14 dich quan trong cho cac thudc chéng sét rét. Thude chéng sbt rét
méi dua trén BASIGIN cua ngudi trén hdng cau duoc st dung két hop véi cac thude

chéng sbt rét truyén thong dé khic phuc tinh khang c4c thudc hoéa tri liéu.

Khang thé don dong (Monoclonal antibody - McAb) da dugc sit dung rong rai
trong chén doan va diéu tri bénh. Tuy nhién, viéc tiém nthiéu 1an McAb cia chudt vao
trong co thé ngudi c6 thé giy ra phan tng clia ngudi khédng khang thé cta chudt nhit
(human anti-mouse antibody - HAMA) & bénh nhén, phan Ung di tng toan thén c6 thé
can tré hiéu qua cua khang thé. Do d6, khéng thé cta nguoi va khang thé dugc lam
gidng nhu cla nguoi dugc nghién ciru trong nghién ctru va phat trién thubc khang thé

dé khai thac cac vu diém tiém tang cda ching.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
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Séng ché @& xuét khing thé khang BASIGIN dugc 1am giéng nhu ciia ngudi c6

ai luc gén két cao, va hoat tinh sinh hoc duogc kiém tra thong qua cac thir nghiém.

Sang ché d& xuit khang thé khang BASIGIN dugc 1am gidng nhu cia ngudi

hodc manh gin két khang nguyén clia nd, ma chira viing bién doi cua chudi ning (V).

Theo mot ) phuong an, Vy ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1
(EVQLXESGGGLVQPGGSLRLSCXASGFTFSNFWMNWVRQAPGKGLEWVXEI
RLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKXXLYLQMNSLXTEDTXVYYCTSYD
YEYWGQGTLVTVSA), trong d6 X & vi tri i (i =5, 23, 49, 79, 80, 89, 94) ctia SEQ
ID NO: 1 duogc goi 18 X, mdi Xus, Xz, Xitaos Xer79, Xriso» Xragos Ko €0 thé 12 axit

amin bat ky.

Theo mot sb phuong an, Xgs 1a V hodc L. Theo mot sb phuong an, X3 1a A
hodc S. Theo mot ) phuong 4n, Xy 12 S, A hodc G. Theo mot sb phuong 4n, Xgy9 12
N hodc S. Theo mot sb phuong an, Xggo 12 T hodc 1. Theo mot ) phuong an, Xygg 12

K hoic R. Theo mét sd phuong an, X4 12 A hodc T.

Theo mot sb phuong an, (a) Xys 12 V, Xpp; 1a A; va/hodc (b) X 1a S hodc A;
Va‘x/hoz_‘lc (C) XH79 la N, XHSO la T, XHgg laK hOZ:iC R, XH94 la A.

Theo mdt s6 phuwong an, Vi chira ba CDR ctia chudi nang nhu dugc néu trong

SEQ ID NO: 9-11.

Theo mot sb phuong an, Vi chira cac vung khung (framework region - FR) nhu

dugc néu trong SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, va SEQ ID NO:15.

" Theo mét sd phuong 4n, Vg ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:5 hodc SEQ ID NO:7.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang BASIGIN duoc 1am gidng nhu cia
ngudi hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 con chira ving bién d6i cua chudi nhe

(Vo).

Theo mot ) phuong an, V 6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2
(DIQMTQSPXXLSXSVGDRVTXXCKASENVGTYVSWYQQKPGXXPKLLIYGA

-5
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SNRYTGVPXRFTGXGSGTDFTLTISSLQXXDXATYYCGQSYSYPFTFGSGTKL
EIK), trong d6 X & vi tri j (j =9, 10, 13, 21, 22, 42, 43, 60, 65, 80, 81, 83) ctia SEQ ID
NO: 2 duoc goi 1a Xy;, mdi Xro, Xr10, X113> X121, X122, X142, X143, X160> XL65» X180,

X181, X143 ¢6 thé 13 axit amin bat ky.

Theo mot sé phuong 4n, X, 13 S, P hodc A. Theo mot s6 phuong an, X912 T
hodc S. Theo mot ) phuong an, Xj 13 lé‘A, L hodc V. Theo mdt sb phuong 4n, Xj, 12
L hodc I. Theo mdt ) phuong an, X, 1a S hodc T. Theo mot sb phuong an, Xy4, la K
hodc Q. Theo mét sb phuong an, Xj43 12 A, T hodc S. Theo mdt sb phuong an, Xj 4 12
S hodc A. Theo mét sd phuong 4n, Xjes 1a S hodc T. Theo mot sb phuong an, Xjg 1a
P hodc S. Theo mdt sb phuong 4n, Xyg; 1a E hodc D. Theo mot sb phuong an, Xjg3 1a

F hoic I.

Theo mot sb phuong 4n, (a) Xpo 12 S hodc A, X012 T hogc S, Xi131a A, Xia;
1a L hodc I, Xi, 14 S hodc T; (b) Xi4, 1a K hodc Q, X453 12 A hodc T; va/hodc (¢) Xieo
l1a S, XL65 1aS hOéC T, XLSO la P, XL81 IaE hOéC D, XLg3 laF.

Theo mot sb phuong an, Vi chira ba CDR cua chudi nhe nhu dugc néu trong

SEQ ID NO: 22-24.

Theo mot sb phuong an, Vi chtra cac FR nhu duoc néu trong SEQ ID NO:25,
SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, va SEQ ID NO:28.

Theo mdt sé phuong 4n, Vi c6 trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:18 hoac SEQ ID NO:20.

Theo mét s6 phuong 4n, manh gén két khang nguyén 12 manh khang thé duoc
chon tir F(ab’),, Fab’, Fab, Fv, scFv, dsFv, dAb, va polypeptit ge"m két don chudi.

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu cua
ngudi hodc manh gin két khang nguyén ctia né chira ving 6n dinh ctia chudi ning IgG
ctia ngudi. Theo mot s phuong 4n, IgG clia ngudi 1a IgG2 cia ngudi. Theo mot sd
phuong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc lam gibng nhu ctia ngudi hoic manh gan

két khang nguyén cia n6 chira vung On dinh cta chudi x ciia nguoi.

-6-
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Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc 1am giéng nhu cia
ngudi hodc manh gin két khang nguyén ciia né gin két véi BASIGIN véi Kp nim
trong khoang tir 1x10""M dén 5x107°M hodc nam trong khoang tir 5x10M"M dén
1,1x107" M.

Theo mot khia canh, sang ché con dé xuét trinh ty axit nucleic phan lap ma hoa
khang thé khang BASIGIN dugc 1am gibng nhu cta nguoi hosc manh gan két khang

nguyén cia né dugc dé xuat trong ban mo ta nay.

Theo mét sé phuong 4n, trinh ty axit nucleic phan 14p bao gbém trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, hodc SEQ ID NO:21.

Theo mot khia canh khéc, sang ché con dé xuét vecto chira trinh tu axit nucleic
m3 héa khang thé khang BASIGIN duoc 1am gidng nhu ctia ngudi hodc manh gin két

khang nguyén cia né dugc dé xuat trong ban mo ta nay.

Theo mot khia canh khac, sang ché d€ xuat t€ bao vat chu chura vecto duge dé

xudt trong ban md ta nay. Theo mdt s phuong 4n, té€ bao vat chu 1a té bao CHO.

Theo mdt khia canh khac nita, sang ché d& xuit ché pham chira khang thé
khang BASIGIN duoc lam gidng nhu cia ngudi hogc manh gin két khang nguyén cia

n6 dugc dé xuat trong ban mo ta nay va chat mang dugc dung.

Theo mot khia canh khac, sang ché md ta phuong phép didu tri tinh trang bénh
lién quan dén BASIGIN & ddi tuong, ma bao gbm viéc cho d6i twong nay ding ché

pham dugc dé xuat trong ban mo ta nay v6i luong c6 hiéu qua.

Theo mot sd phuong 4n, tinh trang bénh lién quan dén BASIGIN 1a bénh ung
thu hodc bénh st rét. Theo mét sb phuong an, bénh ung thu 1a bénh ung thu phéi,
bénh ung thu gan, bénh ung thu ch tir cung, bénh ung thu két trang, bénh ung thu v,
bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu thuc quan hodc bénh ung thu da day. Theo

mdt sb phuong an, ddi tuong nay 12 ngudi.
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Theo mot khia canh khac, sang ché md ta viée st dung khang thé khéang
BASIGIN dugc lam gidng nhu ciia ngudi hodc manh gin két khang nguyén ctia né
duge d& xudt trong ban mb ta nay dé bao ché thubc ding dé diéu tri tinh trang bénh

lién quan dén BASIGIN & ddi tugng.
Mo ti vin tit cac hinh vé

Fig.1 13 so 0 minh hoa thé hién c4c bién dbi minh hoa nhit dinh & cac vi tr
axit amin cu thé trong cac FR cia chudi ning cua khéng thé khang BASIGIN dugc

lam giong nhu ctia nguoi.

Fig.2 13 so dd minh hoa thé hién c4c bién dbi minh hoa nhat dinh & cac vi tr
axit amin cu thé trong cac FR ciia chudi nhe cta khéng thé khang BASIGIN duoc lam
gibng nhur ctia ngudi.

Fig.3 thé hién su gin két phu thudc liéu ciia khang thé khang BASIGIN bao
gdm 6H8 ctia chudt nhét (hinh thoi dic), 6H8 kham (hinh tam gidc dic ngugc),
HP6HS-1 duoc 1am gidng nhu cia ngudi (hinh tron dic), HP6HS-2 duge lam gibng
nhu cta ngudi (hinh tam giac dic), HP6H8-3 dugc lam gidng nhu cta ngudi (hinh
vuong dic) véi BASIGIN cia ngudi khi dugce do bang phan tich ELISA.

Fig.4 1a so dd cdu tric clia vecto bidu hién gen cua chudi nhe ciia khang thé
khang BASIGIN pcDNA3.3-LC-N-229-205, trinh tuy ma hoa vang bién dbi ctia chudi
nhe duoc cai xen vao gifta cac vi tri Xba I va Bsi WI cua plasmit pcDNA3.3 tiép theo

13 trinh tw m hoa ving on dinh cta chudi kappa cua ngudi.

Fig.5 14 so dd cu triic clia vecto biéu hién gen ctia chudi ning cia khang thé
khang BASIGIN pOptivec-HC-D-229-205, trinh ty ma hoa ving bién d6i ctia chudi
ning duoc cai xen vao gitra cac vi trf Xba I va Nhe I clia plasmit pOptivec tiép theo 1a

trinh tu ma hoa ving 6n dinh ctia chudi ning IgG2 cua ngudi.

Fig.6 thé hién cac két qua v& murc do biu hién clia khang thé HP6HS-1 trong

dong t€ bao budng trimg chudt hamster Trung Quéc (Chinese Hamster Ovary - CHO).
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Fig.7 thé hién cac két qua nhuém héa md mién dich cia HP6HS-1 trong cac mod

4c tinh cua bénh ung thu két trang, gan va phdi.

Fig.8 thé hién cac két qua tic ché in vitro su xam 14n plasmodium falciparum
ctia hdng ciu boi khang thé duoc 1am gidng nhu clia ngudi HP6HS-1, trong d6 dit lidu

két qua dugc thé hién dudi dang trung binh + S.E.M.
M6 ta chi tiét sang ché

Phan md t4 sau cla sang ché chi dugc du dinh dé minh hoa céc phuong 4n khac
nhau cta sang ché. Nhu viy, céc cai bién cu thé dugc ban luan khong dugc hiéﬁ la
giéi han pham vi cia sang ché. S& hién nhién ddi v&i ngudi c6 hidu biét trung binh
trong 1inh vuc nay rang cic phuong 4n twong duong, cc thay dbi, va cac cai bién
khéac nhau c6 thé duge thuc hién ma khéng vuot qui pham vi clia sang ché, va can
phai hiéu rang cac phuong an twong dwong nay dugc bao gbm trong ban md ta nay.
T4t ca céc tai liéu tham khao duoc trich dan trong ban mod ta ndy, bao gbm céc cong
bd, cac patent va cac don yéu cau cp patent duge dwa vao ban mo ta nay bang cach

vién dan toan bJ.

Khéng thé khang BASIGIN duoc 1am oidng nhu cia negudi hoic manh oin két khang

nguyén cua nd

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét khang thé khang BASIGIN dugc lam

giong nhu cia ngudi hodc manh gan két khang nguyén cua no.

Khi dugc st dung trong ban md td nay, thuat nglt “khing thé” bao gdm
globulin mién dich, khang thé don dong, khang thé da hoa tri, khéng thé da dac hiéu,
hodc khang thé dic hiéu kép (hai hoa tri) bat ky. Khéng thé nguyén ven nguyén thé
chtra hai chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) dugc nbi v6i nhau bang lién két disulfua.
Mdi chudi ning cta khang thé bao gém ving bién ddi (Vy) va ving 6n dinh tht nhét, -
thit hai, va tha ba (1an luot 12 Cry, Crp, Cys), trong khi mdi chudi nhe ctia khang thé
bao gdm ving bién dbi (V1) va viing 6n dinh (Cp). Céc ving bién ddi cua cac chudi
nhe va chubi ning chiu trach nhiém vé viéc gin két khang nguyén. Céc ving bién dbi

trong ca hai chudi n6i chung dugc chia nho thanh ba ving c6 kha nang siéu bién duoc

-0
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goi la vung quyét dinh tinh bd tro (complementarity determining region - CDR) (trong
d6, cac CDR cua chudi nhe (L) bao gbm LCDR1, LCDR2 va LCDR3, va cac CDR
cua chudi ning (H) bao gbm HCDR1, HCDR2, HCDR3). Ranh gi6i CDR dbi véi cdc
khang thé va cic manh gin két khang nguyén dugc boc 10 trong ban mo ta nay cé thé
dwge xé4c dinh hodc dugc nhan dién biang cic quy udc cia Kabat, Chothia, hoic
Al-Lazikani (Al-Lazikani, B., Chothia, C., Lesk, A. M., J. Mol. Biol., 273(4), 927
(1997); Chothia, C. et al., J] Mol Biol. Dec 5;186(3):651-63 (1985); Chothia, C. and
Lesk, AM., J.MolBiol.,, 196,901 (1987); Chothia, C. et al, Nature. Dec
21-28;31(6252):877-83 (1989) ; Kabat E.A. et al., National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)). Theo mét sé phuong 4n, ranh giéi CDR cua khang thé duoc
x4c dinh theo co s& dit liéu Kabat. Ba CDR dugc dat xen gitra cac dai bén suon da
biét 13 cac ving khung (framework region - FR, trong @6 FR chudi ning (H) bao gbm
HFR1, HFR2, HFR3 va HFR4, va FR chudi nhe (L) bao gbm LFR1, LFR2, LFR3 va
LFR4), ma dugc bao toan cao hon so v6i cac CDR va tao ra gia do dé hd trg vong siéu
bién. Do d6, mdi Vi va Vy chira ba CDR va bbn FR theo tht tur sau (cac géc axit amin
dau tan cing N dén dau tan cing C): FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Céc
ving 6n dinh cua cac chudi ning va nhe khéng tham gia vao viéc gin két khang

nguyén, nhung biéu hién céc chirc ndng hiéu tng khac nhau.

Cac chudi ning ctia dong vat c6 v dugc phan loai 1a a, 3, €, y, va , va cac
chudi nhe cia ddng vat ¢ vii duoc phan loai 1a A hodc k. C4c khang thé dugc 4n dinh
va0 nam nhém chinh dua vao trinh ty axit amin cta ving on dinh ciia chudi nang cua
chung: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, ma lan lugt duoc dic trung boi sy cd mét cia céac
chudi ning a, 5, €, ¥, va p. Cac phan nhém ctia mot s6 nhom khang thé chinh 13, vi dy,
IgG1 (chudi ning y1), IgG2 (chudi ning y2), IgG3 (chudi ning y3), IgG4 (chudi ning
v4), IgA1 (chudi ning o1), hoic IgA2 (chudi ning a2).

Khéng thé hoic manh gin két khang nguyén ma c6 mot phan cua chudi ning
va/hodc chudi nhe c¢6 ngudn goc tir mdt lodi, va phan con lai cia chudi ning va/hoic

chudi nhe c6 ngudn goc tir lodi khac duoc goi 1a kham. Theo mot vi du minh hoa,
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khang thé kham c6 thé chira viing 6n dinh c6 ngudn goc tir nguoi va viung bién doi cé

ngudn gbc tir loai khong phai ngudi, nhu tir chudt nhit.

Khang thé hoic manh gin két khang nguyén dugc lam gidng nhu cia nguoi,
duoc ding dé chi khang thé hodc manh gin két khang nguyén ma chira céc CDR c6
ngudn gbc tir khang thé khéng phai ctia ngudi (vi dy, lodi gim nhim, tho, cho, dé,
ngua, hodc ga), va cac FR vung bién dbi va cac ving 4n dinh (néu c6) toan bo hoidc

hau hét 13 tir globulin mién dich ctia ngudi.

“Hau hét” dugc st dung trong ban mo t4 nay dé chi mtrc d6 tuong tu cao giita
hai muc duoc so sanh (vi du, cac trinh ty, cac tri sé), va nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vyc ndy s€ khong coi nhu c6 sy khac biét dang ké giira hai muc nay,
va/hoic s& thiy trude rang hai muc dugc so sanh c6 su khac biét nho vé cac dic tinh

cua chiang (vi du, cac dic tinh vat 1y, hodc hoat tinh sinh hoc).

Theo mét sé phuong 4n, trinh twr ciia khéng thé hoac manh gin két khang
nguyén dugc 1am gidng nhur ctia ngudi duge bién @i (vi du, duogc thay thé, duoc cai
xen hodc dugc lam mat doan) dé cai thién khang thé vé mot hodc nhiéu dic tinh, nhu
41 luc gén két, d6 bn dinh, kha nang sinh mién dich, thoi gian ban thai dugc dong hoc,
tinh man cam véi d6 pH, kha ning tuong hop véi viée tiép hop v.v.. Theo mét sd
phuong an, mot hoac nhiéu géc axit amin trong mgt hodc nhiéu CDR khong phai ctia
nguoi va’hodc FR clia nguodi duge bién dbi dé cai thién mot hodc nhidu dic tinh da
néu trén cia khang thé trong khi duy tri hodc cai thién 4i luc gan két cta khang thé,
trong d6 cac gde axit amin da dugc bién ddi 1a khong c6 tinh quyét dinh trong viéc
gén két dic hiéu hodc cac bién dbi 1a céc thay ddi bao toan, sao cho viée gén két cua

khang thé dugc lam gidng nhu ciia ngudi véi BASIGIN khong bi tic dong dang ké.

Theo mdt sb phuong 4n, CDR c6 ngudn gbc tir cac khéng thé khong phai cia
ngudi c6 thé bao gdm trinh tur axit amin gidng nhli CDR khong phai cua ngudi ma no
6 ngudn gbe tir d6, hodc n6 co6 thé bao gdm khdng qua 3, khong qua 2, hoic khong
qué 1 bién dbi axit amin. Theo mot s& phwong 4n, cac bién d6i nay 14 cic thay thé bao

toan.

-11-



41437

“Thay thé bao toan” lién quan dén trinh tu axit amin dugc dung dé chi viée
thay thé gbc axit amin bing gbc axit amin khac c6 mach bén c6 dic tinh sinh héa
tuong tu hodc su thay thé cia cac axit amin ma khoéng cé tinh quyét dinh dbi véi hoat
tinh cda polypeptit. Vi dy, cac thay thé bao toan c6 thé dugc thuc hién trong sb cac
géc axit amin c¢6 mach bén khéng phén cuc (vi du, Met, Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Phe va
Trp), trong s6 cac gdc c6 mach bén phan cuc khong tich dién (vi du, Cys, Ser, Thr,
Asn, Gly va Gln), trong sb cac géc c6 mach bén ¢ tinh axit (vi du, Asp va Glu), trong
sb cac axit amin c¢6 mach bén c6 tinh bazo (vi du, His, Lys va Arg), trong sb cac axit
amin ¢6 mach bén phin nhanh beta (vi du, Thr, Val va Ile), trong s6 céc axit amin c6
mach bén chira luu huynh (vi dy, Cys va Met), hodc trong sb cac gbc c6 mach bén
thom (vi du, Trp, Tyr, His va Phe). Theo mdt sb phuong én, cac thay thé, cac mat
doan hodc cac thém doan cling c6 thé duoc coi 1a “syu thay thé bao toan” mién 13 céac
thay thé, cac mét doan, hoidc cac thém doan nay khong giy ra su thay ddi dang ké vé
cAu trac cAu hinh riéng ctia protein, va do d6, c6 thé giit dugc hoat tinh sinh hoc ctia
protein. Sé lugng céac axit amin ma dugce cai xen hodc duoc lam mét doan dudi dang

thay thé bao toan c6 thé nim trong khoang tir 1 dén 3.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang BASIGIN duoc 1am gidng nhu cia
ngudi hodc manh gin két khang nguyén cua n6 chira ving bién d6i cia chudi ning
(Vg). Theo mét s6 phuong 4n, Vy chira cdc CDR dugce néu trong SEQ ID NO: 9-11.
Theo mét s6 phuong 4n, khéng thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu ctia ngudi
hodc manh gan két khang nguyén ctia né chira ving bién dbi ctia chudi nhe (V). Theo

mot sb phuong an, Vy chira cac CDR duge néu trong SEQ ID NO: 22-24.

Theo mot sb phuong 4n, phin mém may tinh ¢ thé duoc sir dung dé mo phong
thue t& viéc gian két cua cac khang thé hodc cac méanh gin két khang nguyén véi
BASIGIN cua nguoi, va do do, nhén dién céc vi tri axit amin trén cac khang thé/cac
manh (vi du, cac FR) ma khéng c6 tinh quyét dinh trong viéc gén két. Céc axit amin
khac nhau ¢6 thé dugc kiém tra cac vi trf nhu vay trong qué trinh mé phong dé nhan
dién céc axit amin khong 1am thay dbi cdu trac/cAu hinh riéng ctia phan gin két cia

khang thé hoic manh gin két khang nguyén, hodc tiy ¥ cai thién mot hodc nhiéu dic
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tinh cta céc khang thé hodc cac manh gin két khang nguyén, nhu mic d6 gin két
hodc ai luc gén két, d6 6n dinh, kha nang sinh mién dich, thoi gian ban thai dugc dong
hoc, tinh man cam véi do pH, kha ning twong hgp véi viée tiép hop v.v.. Cac vi du v&
phin mém méy tinh nhu viy bao gbm, nhung khéng chi giéi han &, SYBYL,
Discovery Studio, MOE, AMBER, GROMACS, NAMD, CONCOORD, DynDom,
Autodock, MODELER, MolMol v.v.. '

Theo mét sé phuong 4n, cac ving FR cia khang thé khang BASIGIN dugc lam
gidng nhu clia ngudi hoic manh gén két khang nguyén ciia né c6 thé chira mot sé bién
dbi axit amin &, vi du, khéng qua 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,12, 11, 10,9, 8,7, 6, 5,
4,3, 2, hodac 1 cac vi tri axit amin. Theo mdt sb phuong an, cac vung FR cua khéng
thé khang BASIGIN dugc lam giéng nhur ciia ngudi hodc méanh gin két khang nguyén

cta no6 1a tuong dong vai cac FR khong phdi cua nguoi.

Khi dwoc sit dung trong ban md ta ndy, “thé tuong dong” va “tuong ddng”
duoc st dung thay thé duoc cho nhau va chi céc trinh tu axit amin hodc c4c trinh tu
axit nucleic (hodc soi bd sung ctia né) ma c6 mic d6 déng nhét trinh tu 13 it nhat 80%
(vi du, it nhit 85%, 88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%) so
v6i cac trinh ty khac khi dugc bt cip tiy ¥.

Ty 18 phin trim (%) “mtc d6 dong nhat trinh tw” d6i v6i trinh ty axit amin
(hodc trinh ty axit nucleic) dugc xdc dinh 1a ty 1€ phén tram céc gbc axit amin (hodc
axit nucleic) trong trinh tu du tuyén ma gidng véi cac gbc axit amin (hodc axit nucleic)
trong trinh tu tham chiéu, sau khi bt cdp céc trinh ty va, néu can, dua céc khoang
tréng vao, dé dat dugc mirc do tuong ung 16n nhét. Su bit cap nhim cac muc dich xéac
‘dinh ty 1& phan trim mtrc do dong nhét trinh tu axit amin (hoic axit nucleic) ¢ thé dat
duoc, vi du, bing cach st dung cdc cong cu c6 sin cong khai nhu phin mém

BLASTN, BLASTp, ClustalW2, va ALIGN hoic Megalign (DNASTAR).

Theo mot s phuong an, Vy c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1
(EVQLXESGGGLVQPGGSLRLSCXASGFTFSNFWMNWVRQAPGKGLEWVXEI
RLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKXXLYLQMNSLXTEDTXVYYCTSYD
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YEYWGQGTLVTVSA), trong d6 X ¢ vi tri i (i =5, 23,49, 79, 80, 89, 94) cua SEQ
ID NO: 1 duoc goi 1a X, mdi Xus, Xz, Xraos Xuro, Xuagor Xrisos Xios €0 thé 12 axit
amin bat ky. Theo mot s6 phuong 4n, Vy ¢6 trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:
1
(EVQLXESGGGLVQPGGSLRLSCXASGFTFSNFWMNWVRQAPGKGLEWVXEI
RLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKXXLYLQMNSLXTEDTXVYYCTSYD
YEYWGQGTLVTVSA), trong d6 X & vi tri i (i =5, 23, 49, 79, 80, 89, 94) cia SEQ
ID NO: 1 dugc goi 1a Xy, mdi Xys, X3, Xeae, Xro, Xnaso, Xersos Xros €0 thé 13 axit
amin bat ky.

Theo mét sd phuong 4n, Xys 1a V hodc L. Theo mot sd phuong én, Xy 1a A
hodc S. Theo mét sb phuong an, Xpy9 12 S, A hodc G. Theo mdt s6 phuong an, Xy 12
N hoic S. Theo mét sé phuong 4n, Xygo 12 T hozic I. Theo mét s6 phuong 4n, Xy 12

K hodc R. Theo mot ) phuong an, Xyo4 12 A hodc T.

Theo mot sb phuong an, (a) Xys 1a V, Xvips 1a A; va/hodc (b) Xvyge 12 S hodc
A; Vél/hOElC (C) XVH79 la N, XHg() la T, XVHgg lak hOé,C R, XVH94 1a A.

Theo mét sd phuong an, Xys 12 V, Xvip; 1a A. Theo mot sb phuong an, Xy 12
S hodc A. Theo mot sb phuong an, Xyg9 12 S. Theo mot ) phuong 4n, Xy 12 A. Theo
mot sb phuong an, Xige 12 N, Xpugo 14 T, Xpso 12 K, Xppos 12 A. Theo mot s6 phuong 4n,

Ko 12 N, Xiggo 12 T, Xpgo 12 R, Xyo4 12 A.

Theo mot sb phuong 4n, Vg chira mt hodc nhiéu FR cta chudi nang dugc
chon tr SEQ ID NO: 12-15. Theo mot ) phuong an, Vg bao gé)m trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 hoic SEQ ID NO:7. Theo mdt s6 phuong é4n,
Vg ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 hodc SEQ ID NO:7.

Theo mdt s§ phwong an, khang thé khang BASIGIN duoc 1am giéng nhu cia
ngudi hodc manh gin két khang nguyén clia n6 chira ving bién d6i cta chudi nhe Vy.
Theo mot s& phuong 4n, Vy chita cic CDR dugc néu trong SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 23 va SEQ ID NO: 24.
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Theo mot s6 phuong 4n, VL ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2
(DIQMTQSPXXLSXSVGDRVTXXCKASENVGTYVSWYQQKPGXXPKLLIYGA
SNRYTGVPXRFTGXGSGTDFTLTISSLQXXDXATYYCGQSYSYPFTFGSGTKL
EIK), trong d6 X & vi trf j =9, 10, 13, 21, 22, 42, 43, 60, 65, 80, 81, 83) ciia SEQ ID
NO: 43 duoc g0i 12 X1, mdi Xy, Xp100 X135 Xio1> X122> X142, X143, X160> X165> X1805
XLgl,_ Xig3 €6 thé 12 axit amin bt ky. Theo mot ) phuong an, V c¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 2
(DIQMTQSPXXLSXSVGDRVTXXCKASENVGTYVSWYQQKPGXXPKLLIYGA
SNRYTGVPXRFTGXGSGTDFTLTISSLOQXXDXATYYCGQSYSYPFTFGSGTKL
EIK), trong d6 X & vitrij (j =9, 10, 13, 21, 22, 42, 43, 60, 65, 80, &1, 83) cua SEQ ID
NO: 43 duge goi 1a Xy, mdi Xrg, Xr10, Xr13 Xr21> X122, X142, X143, Xis0s Xiss> X180,

XLgl, XL83 c0 thé 1a axit amin bat k}"

Theo mét sb phuong &n, Xy 1a S, P hodc A. Theo mot 56 phuong &n, X012 T
hoédc S. Theo mot ) phuong an, Xj 3 1a A, L hodc V. Theo mot s6 phuong 4n, Xj,; la
L hoac I. Theo mdt sb phuong an, X, 1a S hodc T. Theo mot ) phuong én, X1 4, [a K
hodc Q. Theo mot sb phuong an, X;431a A, T hodc S. Theo mét sb phuong an, Xj ¢ lér
S hodc A. Theo mét s6 phuong 4n, X;es 1a S hodc T. Theo mot sd phuong 4n, X g 12
P hoac S. Theo mot sb phuong an, X g; 12 E hodc D. Theo mot s6 phuong an, Xjg¢; 1a

F hodc I.

Theo mdt sb phuong 4n, (a) X, 12 S hodc A, Xpj01a T hodc S, Xyj31a A, Xy
1a L hodc I, X;,, 1a S hodc T; (b) X4, 1a K hodc Q, X453 1a A hodc T; va/hodce (¢) Xieo
la S, XL65 1asS hOé,C T, XLSO la P, XL81 IaE hOé_iC D, XL83 IaF.

Theo mot s6 phuong 4n, Xjo 12 S, X101 T, Xy3 18 A, Xip 1A L, Xppp 12 S.
Theo mot s phuong 4n, Xio 13 A, X012 S, Xvpi3 1 A, Xia 12 1, Xy, 12 S. Theo mot
sé phuong 4n, X132 S, X1 10128, X318 A, X 121, Xy 12 T.

Theo mdt sd phuong an, Xy 4, 12 K, X143 12 A. Theo mot s6 phuong an, Xi4, 1a

Q, X143 12 T. Theo mdt s6 phuong 4n, X4 12 Q, Xy 43 12 A.
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Theo mC)t Sé) phuong é.l'l, XL60 la S, XL65 l1a S, XLSO la P, XL81 l1a E, XL83 laF.
Theo m@t Sé phUOTlg én, XL6O la S, XL65 la S, XLgo l1a P, XLSI l1a D, XL83 IaF.

Theo mdt ) phuong an, Vi chtra mot hodc nhiéu FR dugc chon tir cac trinh tu

néu trong SEQ ID NO: 25-28.

Theo mdt sé phuong 4n, Vi bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:16, SEQ ID NO:18 hodc SEQ ID NO:20. Theo mét sb phuong &n, Vi ¢ trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18 hoac SEQ ID NO:20.

Theo mot 56 phuong é&n, cac khing thé duoc 1am gidng nhu clia ngudi hoic
manh gin két khdng nguyén cta ching chua chudi ning chtra ving 6n dinh ctia chudi
ning IgA, IgD, IgE, IgG, hodc IgM cia ngudi. Theo mot sb phuong én, chudi nang
nay chtra ving 6n dinh cta chudi ning IgG cia ngudi. Theo mot sb phuong 4n, IgG
cua nguoi 1a IgGl, IgG2, IgG3, hodc IgG4 cla ngudi. Theo mot sd phuong 4n, IgG
cia nguoi 1a IgG2 cta ngudi. Theo mot s& phuong 4n, c4c khang thé duoc 1am gidng
nhur cia nguodi hoge manh ciia ching chira chudi nhe chtra viing 6n dinh cia chudi A
hodc « cua ngudi. Theo mot sé phuong an, chudi nhe nay chia ving én dinh cta

chudi « cua nguoi.

Theo mét sé phuong 4n, khéng thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu cia
ngudi duge dé xuét trong ban md ta nay chira: ba CDR cua chudi ning nhu dugc néu
trong SEQ ID NO: 9-11, céc trinh tu khung cta chudi ning 1a HFR1, HFR2, HFR3 va
HFR4 nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 12-15, cdc CDR cua chudi nhe nhu duge néu
trong SEQ ID NO: 22-24 va céc trinh ty khung cua chudi nhe 12 LFR1, LFR2, LFR3
va LFR4 nhu duogc néu trong SEQ ID NO: 25-28, trong d6 cic trinh tu cia vung bién
dbi ctia chudi nang 1a theo cdng thirc:
HFR1-HCDR1-HFR2-HCDR2-HFR3-HCDR3-HFR4, va céc trinh tw cia viing bién
@i ctia chudi nhe 1a theo cong thirc

LFR1-LCDRI1-LFR2-LCDR2-LFR3-LCDR3-LFR4.

Khéng thé hodc méanh gin két khang nguyén dugc 1am gidng nhu cta ngudi 1a

hitu ich 1am bién phép tri liéu cho ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, do n6 c¢6 kha ning
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sinh mién dich gidam hodc it c6 kha ning gy ra dap Gmg mién dich & ngudi, so véi
khéng thé cta loai khong phai nguoi. Theo mot sd phuong 4n, dong vat khdng phai
nguoi 1a dong vat c6 v, vi du, chudt nhét, chudt céng, tho, dé, ctru, chudt lang, chudt
hamster, hodc déng vt linh truong khong phai nguoi (vi du, khi (vi du, khi
cynomolgus hodc khi ndu) hodc khi hinh ngudi (vi dy, tinh tinh, khi d6t, khi khong
du6i hodc khi affen)).

Thuit ngi “on két dic hidu” hodc “gin két mot cach dic hidu” duoc sir dung
trong ban mo ta nay dé chi phan ting gén két khong ngiu nhién gifta hai phan tir, vi dy,
nhur gitra khang thé va khéng nguyén. Ai luc gin két c6 thé dugc biéu thi bang tri sb
Ky, ma dugc tinh dudi dang ty 18 cia tbe do phan ly (Kog) va toe d6 lién két (o), tirc
12 Kope/kons khi gén két gitta khang nguyén va khang thé dat &én su can bang. Tri s Kp
¢6 thé dugc xac dinh mot cach thich hop bing céch st dung céc phuong phép thich
hop da biét trong linh vuc nay, bao gém, vi du, thtt nghiém gén Két cong hudng
plasmon (SPR) bang cach str dung cac dung cu nhu Biacore (xem, vi dy, Murphy, M.

et al, Current protocols in protein science, Chapter 19, unit 19.14, 2006).

Theo mét s6 phuong 4n, cic khing thé khang BASIGIN va cac manh gin két
khéng nguyén cta ching dugc dé xuét trong ban md ta ndy c6 kha ning gin két dac
hiéu véi BASIGIN cua ngudi véi i lue gin két (Kp) khoang 107 M hodc nhé hon (vi
du, 10 M, 10°M, 10 M, 10™ M, 107 M) khi duogc do bang thir nghiém gin két
cong hudng plasmon. Theo mot sé phuong én, céc khéng thé hodc cac manh gin két
khang nguyén dugc dé xuat trong bin md ta nay gin két dic hiéu v6i BASIGIN ctia
nguoi va/hodc khong phai clia ngudi voi 4i luc gin két (Kp) nim trong khoéng tur
1x10™ M dén 1x107 M, nim trong khoang tir 1x10" M dén 1x10® M, nam trong
khoang tir 1x10"" M dén 5x10° M, nim trong khoang tir 1x10™M M dén 1x10° M,
nim trong khoang tir 1x10™"" M dén 1x10® M, ndm trong khoang tir 5x10" M dén
5x107'° M hodc nim trong khoang tir 5x10"1" M dén 1,1x10™ M. Theo mét s6 phuong
4n, khang thé khang BASIGIN dugc lam gibng nhu ciia ngudi hoic manh gin két
khang nguyén cua no gin két v6i BASIGIN véi Kp nam trong khoang tir 1x1071"M
dén 5x IO'IOM, hodc ndm trong khoang ttr 5x 101M dén 1,1x 1071°M.
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Theo mét sb phurong 4n, cac khang thé khang BASIGIN va cic manh gin két
khang nguyén cta ching gin két dic hiéu véi BASIGIN ciia ngudi nhung khong gin
két dic hidu v6i BASIGIN cia chudt nhit, vi dy, i luc gin két v6i BASIGIN ctia
chudt nhét 1a nhé hon 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, hodc 1% &i luc
gén két véi BASIGIN clia ngudi. |

Khi duogc st dung trong ban md ta nay, thuit ngtt “manh gan két khang nguyén”
chi manh khang thé duoc tao ra tir ménh cﬁa khéng thé chira mot hoic nhiéu CDR,
hodc phan khang thé khéc bat ky ma gin két voi khang nguyén nhung khong c6 ciu
trac khang thé nguyén thé nguyén ven. Cac vi du vé méanh gin két khang nguyén bao
gém, nhung khong chi gidi han &, Fab, Fab', F(ab'),, manh Fv, manh Fv dugc lam bn
dinh bang disulfua (disulfide stabilized Fv fragment - dsFv), (dsFv),, khang thé kép
(diabody - dAb), ds-khang thé kép dic hiéu kép (ds-dAb dic hitu kép), Fv don chudi
(single-chain Fv - scFv), scFv dime, polypeptit gin két don chudi, CDR tach dugc va
khang thé da dic hiéu. Manh gin két khang nguyén c6 kha ning gin két véi cing

khang nguyén ma khang thé gbc gén két voi.

“Fab” duoc dung dé chi méanh gin két khang nguyén hoa tri mot cua khang thé
duoc chu thanh tir mot chudi nhe (ca ving bién dbi va ving én dinh) dugc gin véi

ving bién déi va ving 6n dinh thtr nhat ciia mot chudi nang bang lién két disulfua.
“Fab” dugc dung dé chi manh gin két khang nguyén héa tri mot ma tuong ing

véi manh Fab con chira mt phan cta vung béan 1€.

“F(ab'),” duoc dung dé chi dime ctia hai manh Fab' ma dugc gan véi nhau bing
lién két disulfua.

“Fv” dugc cau thanh tir ving bién doi ciia mot chudi nhe dugc gin véi ving
bién ddi ciia mot chudi nang.

“dsFv” duoc dung d€ chi manh Fv dugc on dinh bang disulfua ma su lién két
gifta viing bién ddi ctia mot chudi nhe va viing bién doi cia mot chudi nang 1a lién két
disulfua. Theo mot s6 phuong an, “(dsFv),” bao gdm ba chudi peptit: hai goc Vi dugc

lién két bang cau noi peptit va dugce gan bang cau noi disulfua vo6i hai goc V. Theo
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mot sd phuong 4n, dsFv 1a dic hiéu kép trong d6 mdi chudi ning va chudi nhe duoc

ghép cip bang disulfua c6 tinh dic hiéu khdng nguyén khéc nhau.

“Khang thé kép” hoic “dAb” dugc ding d& chi cac manh nho c6 hai vi tri gin
két khang nguyén, trong d6 cic manh nay chira mién Vy dugc ndi v6i mién V; trong
mot chudi polypeptit (Vy-Vi hodc Vi-Vy) (xem, vi du, Holliger P. et al., Proc Natl
Acad Sci U S A.;90(14):6444-8 (1993); EP404097; W093/11161), bang céch sir dung
cAu nbi ma qud ngin @& cho phép ghép cip giita hai mién trén mot chudi, cic mién
nay bi budc ghép cip véi cic mién bd sung cia mot chudi khac, nhd d6 tao ra hai vi.

tri gin két khang nguyén.

Theo mdt sb phwong 4n, “khang thé kép ds dic hidu kép” chira V-V, (dugce
lien két bing cdu nbi peptit) duge gin v6i Vii-Vi, (ciing duge lién két bang ciu ndi

peptit) thong qua cau ndi disulfua gitta Vg va V.

“Fy don chudi” hodc “scFv” hodc "khang thé don chudi" dwoc ding dé chi cac
manh khéng thé duoc xir ly k§ thuat chira mot mién Vg va mot mién Vy cla khéang thé,
trong d6 cic mién nay dugc ndi véi nhau mot cach truc tiép hodc thong qua trinh tur
cu nbi peptit dé tao ra mot chudi polypeptit (Huston JS et al., Proc Natl Acad Sci
USA, 85:5879(1988)).

“scFv dime” dugc dung de€ chi dime cda hai scFv.

“Polypeptit gin két don chudi” duge ding @& chi polypeptit don chudi bat ky

ma c6 kha ning gin két v6i khang nguyén hoic epitop.

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, thudt ngt “khang nguyén” dugc dung
dé chi phan tr hoic mot phin cia phan tir c6 kha ning duoc gén két boi khang thé
hodic manh gin két khang nguyén, va con c6 kha ning dugc st dung trong dong vat dé
tao ra cac khang thé c6 kha ning gan két v6i khang nguyén d6. Khang nguyén c6 thé
c6 mot hodc nhidu epitop. Thuat ngit “epitop” dugc st dung trong ban md ta nay aé
chi nhém nguyén tr dac hiéu (vi du, mach bén cia dudng, cdc nhém phosphoryl, cac
nhém sulfonyl) hodc céc axit amin trén khang nguyén ma c6 kha nang tuong tac véi

céc khang thé hodc cic manh gin két khang nguyén.
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Theo mot sb phuong 4n, manh gin két khéng nguyén 12 manh khang thé duoc
chon tir Fab, Fab', F(ab"),, Fv, dsFv, dAb, scFv, va polypeptit gin két don chudi.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé don dong ciia chudt nhét
lam vi du HAb18GC2 (con dugce goi 1a 6H8), khéng thé kham cua né (tric 1a c6HS),
va cac khang thé duoc 1am giéng nhu ciia ngudi HP6HS-1, HP6HS-2, HP6HS-3.

Khéng thé don dong cua chudt nhit HAb18GC2 c6 ving bién ddi cia chudi
nang co trinh ty néu trong SEQ ID NO: 31, vung bién d6i cta chudi nhe ¢é trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 29. Khang thé kham c6HS chira ving 6n dinh clia ngudi thude

isotyp IgG1 dugc dung hgp véi vung bién dbi ctia chudt nhit dugce néu trén day.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu cua
nguoi duge chon tir nhém bao gém HP6H8-1, HP6H8-2 va HP6H8-3, ma 1an lugt cb
ving bién dbi ctia chudi ning c6 trinh trr néu trong SEQ ID NO: 3, 5 va 7 (1an Tuot
tuong Ung véi céac trinh ty ADN ma héa néu trong SEQ ID NO: 4, 6 va 8) va viung
bién ddi ciia chudi nhe 1dn luot ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 16, 18 va 20 (lan
lugt twong mg vai cac trinh tu ADN méa héa néu trong SEQ ID NO: 17, 19 va 21).

Phuong phap san xuit khing thé hoiic manh gin két khang nguyén duoc 1am oidng

nhu cua nguodi

Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc 1am gidng nhu cta
nguoi hodc cdc ménh gin két khang nguyén ciia n6 dugc tao ra bang cach sir dung céc
phwong phap tai td hop. Quy trinh tai t6 hop san xuét khang thé khang BASIGIN

dugce lam gidng nhu clia nguoi hodc cac manh gan két khang nguyén clia n6 bao gom:

1) Gay mién dich dong vat khong phéi ngudi thich hop bang protein BASIGIN
ctia nguoi hodc t€ bao san sinh hBASIGIN. Pong vt ndy c¢6 thé 1a chu6t nht, chudt
cbng, clru, dé, thd, hoic chudt lang. Tao té bao lai san sinh khang thé biang céach st
dung 14 l4ch hozic hach bach huyét tir dong vat khong phai ngudi, hodc gom t€ bao B
ctia dong vat khong phai nguoi da duge gdy mién dich va do ndng d6 khang thé khang
BASIGIN don dong khong phai cia ngudi. Phan 14p va gidi trinh ty ADN ‘ma hoa
khang thé don dong nay bang cach st dung céc quy trinh thong thuong (vi du, bing
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cach str dung cac mau do oligonucleotit ma c6 kha nang gan ket dac hiéu véi cac gen

ma héa cac chudi ndng va chudi nhe cia khéng the).

2) Tao dong cac polynucleotit ma hoéa khang thé khang BASIGIN don dong
khong phai cua nguoi cd néng do thich hop tir té bao lai duoc tao ra hodc cac dong vo
tinh t€ bao B gom dugc. Phan tich trinh tu cla cac polypeptit dugc ma héa bdi cac
polynucleotit dé nhn dién ranh giéi CDR d6i v6i cac khang thé don dong khong phai
ciia nguoi.

3) Thu gen tai td hop cua khang thé dugc 1am gidng nhu clia ngudi hodc manh
gin két khang nguyén ciia né bang cach ghép céc gen CDR cla khang thé c¢6 ngudn
gbc khoéng phai ctia ngudi vao trong gen cia globulin mién dich cia ngudi, sao cho
khung ving bién dbi va cac vung dn dinh 13, néu c6, toan bd hoic hau hét tir c4c trinh

tr globulin mién dich ctia nguoi.

4) Tay ¥ két hop gen tai t6 hop vao trong vecto thich hop, va dua vecto hogc
gen tai tb hop nay vao trong céc té bao vat chu @& tao ra khang thé dugc 1am gidng
nhu cta ngudi hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 dugce d& xuét trong ban mé ta

nay.

Khéng thé nay va cic méanh gin két khang nguyén cua né dugc dé xuét trong
ban md ta nay c6 thé thu duge & dang gin nhu tinh khiét v dong nhét bang cach nuéi
chy cac té bao vat chi, tiép theo tach va tinh ché céac té bao vat chi nay hodc dich nudi
cdy (vi du, dich ndi). Pé tach va tinh ché khang thé nay hoic cac méﬁh gan két khang
nguyén cua no, phuong phép thong thuong bét ky dé tinh ché polypeptit c6 thé duoc
dung.

Trinh tu axit nucleic phan lap

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét trinh tu axit nucleic phan 1ap ma héa
khang thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu ciia ngudi hoic ménh gin két khang

nguyén cia né dugce dé xuat trong ban mo ta nay.
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Chét “dugc phan 14p” 14 chit ma duoc bién dbi dudi ban tay ciia con ngudi tir
trang théi tg nhién cia nd, vi dy, mot chét c6 trong tu nhién dugce léy ra khéi moi
truong ban dau clia n6 c6 thé duge goi 13 chit dugc phan 1ap. Axit nucleic “phan 14p”
13 phan tir axit nucleic ma hau nhu khéng chita cic phan tir axit nucleic khéc, va
khong két hop v6i cac thanh phan c6 trong tir nhién kém theo axit nucleic ndy & trang
thai nguyén thé. “Trinh ty axit nucleic phan l4p” dugc ding dé chi trinh tw ctia phan tir

axit nucleic phéan 14p.

Theo mot sé phwong 4n, cac trinh tur axit nucleic phan 1ap bao gdm mét hoic
nhiéu trinh tu nucleotit ma hoéa cac trinh tt CDR dugc dé xuét trong ban mo ta nay.
Theo mot sb phuong 4n, trinh tu axit nucleic phén 1dp bao gém trinh tu nucleotit néu
trong SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 hoidc SEQ ID NO:8, hodc trinh tu twong déng cda
ching. Theo mdt s& phwong é4n, trinh ti axit nucleic phan ldp bao gdm trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19 hodc SEQ ID NO:21, hodc trinh

tu trong déng cia chung.

Khi duoc st dung trong ban md ta nay, “thé twong dong” va “tuwong dong”
dugce sir dung thay thé dugc cho nhau va chi céc trinh tu axit nucleic (hodc sgi ) sung
clia n6) hodc cac trinh ty axit amin ma c6 mirc do ddng nhét trinh tu 13 it nhit 80% (vi
du, it nhat 85%, 88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%) so

véi cac trinh ty khac khi dugce bat cdp mot cach t6i vu.

Ty 1€ ph?m tram (%) “muc do déng nhét trinh tw” ddi véi trinh ty axit nucleic
(hodc trinh tu axit amin) duoc x4c dinh 13 ty 18 phan tram cac gbe axit nucleic (hodc
axit amin) trong trinh tu du tuyén ma gidng véi cac ge axit nucleic (hodc axit amin)
trong trinh tu tham chiéu, sau khi bat cap céc trinh ty va, néu can, dua céc khoang
tréng vao, dé dat duge muc do teong tng 1én nhét. Su bét cap nham cac muc dich xéc
dinh ty 1€ phe‘”m tram muc 4o déng nhét trinh tr axit nucleic (hodc axit amin) c6 thé dat
dugc, vi du, bang cach st dung cac cong cu c6 sin cong khai nhu phin mém
BLASTN, BLASTp (c6 san trén trang web ctia Trung tAm thong tin cdng nghé sinh
hoc qubc gia (National Center for Biotechnology Information - NCBI) Hoa Ky, ciing
xem, Altschul S.F. et al, J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990); Stephen F. et al, Nucleic
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Acids Res., 25:3389-3402 (1997)), ClustalW2 (c6 san trén trang web ciia European
Bioinformatics Institute, cling xem, Higgins D.G. et al, Methods in Enzymology,
266:383-402 (1996); Larkin M.A. et al, Bioinformatics (Oxford, England), 23(21):
2947-8 (2007)), va ALIGN hoic Megalign (DNASTAR). Ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vic nay cé thé sir dung céc thong s6 mic dinh duoc cung cép boi cong
cu ndy, hodc c¢6 thé tuy bién cac thong sb dudi dang thich hop dé bat cap nhu, vi du,

b?lng cach lya chon thuét toan thich hop.
Vecto

Theo mdt khia canh khéc, séng ché con dé xuit vecto chira trinh tu axit nucleic
phan 14p ma hoa khang thé khang BASIGIN duoc 1am gibng nhu cia ngudi hodc

manh géan két khadng nguyén cta no.

Thuét ngit “vecto” duge st dung trong bin mo ta nay dé chi phuong tién mang
axit nucleic c6 kha ning bién nap hoic chuyén nap té bao va cho phép su biéu hién
gen trong té bao. Vecto co thé 14 vecto bidu hién hoic vecto tao dong. Sang ché dé
xuét cc vecto (vi du, vecto biéu hién) chtra trinh tu axit nucleic dugc dé xuit trong
ban md ta ndy ma hoa khang thé hodc manh gan két khang nguyén cta no, it nhit mot
trinh tg khéi dong (vi du, SV40, CMV, EF-10) dugc lién két hoat dong véi trinh tu
axit nucleic nay, va it nhét mot gen déanh dAu chon loc. Cac vecto biéu hién theo sang
ché c6 thé 1a cac vecto virut, cac plasmit, cac thé thuc khudn va cac cosmid. Cac vi du
bao gém, nhung khong chi gidi han &, retrovirut (ké ca lentivirut), adenovirut, virut
Kkét hop adeno, virut ecpet (vi dy, virut herpes simplex), poxvirut, baculovirut, virut
gdy u nhq, papovavirut (vi du, SV40), thé thuc khudn lamda, va thé thuc khuin M13,
plasmit pcDNA3.3, pOptivec, pCMV, pEGFP, pIRES, pQD-Hyg-GSeu, pALTER,
pBAD, pcDNA, pCal, pL, pET, pGEMEX, pGEX, pCl, pEGFT, pSV2, pFUSE,
pVITRO, pVIVO, pMAL, pMONO, pSELECT, pUNO, pDUO, Psg5L, pBABE,
pWPXL, pBI, pl5TV-L, pProl8, pID, pRS10, pLexA, pACT2.2,
pCMV-SCRIPT.RTM., pCDMS, pCDNA1.1/amp, pcDNA3.1, pRc/RSV, PCR 2,1,
pEF-1, pFB, pSGS5, pXT1, pCDEF3, pSVSPORT, pEF-Bos v.v..

Té bao vat chu
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Theo mdt khia canh khéc, sdng ché dé xuat t€ bao vat chu chira vecto dugc dé

xuat trong ban mo ta nay.

“Té bao vat chii” dugc sir dung trong ban mé ta ndy dé chi té bao ma axit
nucleic ngoai sinh va/hoic vecto d& dugc dua vao no dé bidu hién mot hoic nhiéu
protein ngoai sinh. Thudt ngit “t& bao vat chu” dy dinh dé chi ca té bao dbi tuong cu
thé va con chéu clia né. Té bao vat chii ¢6 thé 14 sinh vét chwa c6 nhan dién hinh, sinh
vat c6 nhan dién hinh, t& bao thuc vat, té bao dong vit hoic té bao lai. Cac té bao vat
chit khac nhau c6 thé ¢6 cac dic diém va co ché khac nhau dé xu ly sau dich mi va cai
bién cac protein va cac san phdm gen, do do6, cac dong té bao thich hop c6 thé duge
chon lam té bao vét chii dé bao dam su cai bién chinh x4c va xir Iy (nhu san phdm
phién ma cha yéu, su glycosyl hoa, va si phosphoryl hoa) khang thé khang BASIGIN
duoc 1am gidng nhu cta ngudi hosic manh gin két khang nguyén duoc biéu hién.

Theo mdt s6 phuong &n, céc t€ bao vat chu 1a cac té bao clia ddng vat cé vu.

Céc vi du vé céc dong t€ bao vat chi hitu ich cua dong vat c6 vu la dong CV1
than khi dugc bién nap béng SV40 (vi du, COS-7); dong than phoi ctia nguoi (vi duy,
cac t& bao 293 hoic 293T dugc tach dong phu d sinh trudng trong méi trudng huyén
pht nudi céy); cac té bao than cia chudt hamster méi dé (BHK, ATCC CCL 10);kcéc
té bao buff)ng tring chudt hamster Trung Quéc (vi du, CHO/-DHFR, CHO/-GS,
Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:116 (1980)); té bao sertoli ctia chudt nhat
(TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); cac t& bao than khi (CV1 ATCC
CCL 70); céac té bao than khi xanh chau Phi (VERO-76, ATCC CRL-1587); céc té bao
caxinom cd tu: cung cia ngudi (HELA, ATCC CCL 2); céc té bao than loai cho
(MDCK, ATCC CCL 34); cac té bao gan chudt cdng (BRL 3A, ATCC CRL 141); cac
té bao phdi ctia ngudi (W138, ATCC CCL 75); céc té bao caxinom té bao gan cua
ngudi (Hep G2, HB 8065); khdi u v ciia chudt nhat (MMT 060562, ATCC CCL51);
cac té bao TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); cac té bao
MRC 5; céc té bao FS4; PC12; dong té bao nguyén bao sgi phdi ctia chudt nhét (3T13);

cac té bao u tiiy NSO (dong té bio u tiy ciia chudt ma khong san sinh néi sinh chudi
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globulin mién dich chirc ning bét ky). Theo mdt s6 phuong 4n, céc t€ bao vat chu 1a

céc té bao CHO.

Céc té bao vat cha da duoc bién nap biang cic vecto hodc cac gen tai td hop
dugc md ta trén day c6 thé duoc nudi cdy trong mdi trurong chit dinh dudng thong
thuong, hodc méi truong chit dinh dudng thong thuong duge cai bién thich hop dé
cam Ung trinh tu khéi dong, lua chon thé bién nap, hodc khuéch dai cac gen ma hoa
cac trinh ty mong mubn. Theo mot sb phuong én, cac té bao vat cha co thé duoc dﬁ‘)ng
bién nap bing polynucleotit thir hai ma héa mot manh khac cta khéng thé. Theo mot
s& phuong 4n, cac t& bao vat chii c6 thé chira axit nucleic ngoai sinh nhung khong biéu
hién protein dugc ma héa béi axit nucleic ngoai sinh ndy & mitc @ mong muédn trir
khi mot chét didu hoa duge dua vao cac t& bao hodc mét trinh tir didu hoa dugc dua
vao céac té bao sao cho né duge lien két hoat dong vdi axit nucleic. Theo mot sb
phuong 4n, cac t& bao vat chu chira cac vecto d3 dugc bién nap co thé biéu hién khéng

thé khang BASIGIN mét cach tam thoi.

Duoc phém

Theo mét khia canh, sang ché dé xuét duoc pham chira mdt hogc nhiéu khang
thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu ctia ngudi hodc manh gin két khang nguyén

cia né dugce de xuat trong ban mo ta nay.

Duogc phim duoc dé xuit trong ban mo ta nay c6 thé & dang thong thudong bét
ky da biét trong linh vure ndy, bao gdbm, nhung khong chi giéi han &, dung dich léng,
huyén pht, nhii tuong, vién tron, vién nang, vién nén, san pham giai phéng kéo dai
hodc bot. Theo mét sb phuong 4n, duge phdm nay duoc bao ché thanh ché phim dé
tiém. Cac vi du vé ché phdm dé tiém bao gdm cac dung dich vo tring sin sang dé tiém;
huyén phtl v6 tring sin sang dé tiém; nhil twong vo tring sin sang dé tiém; san pham
kho hoa tan duoc vo trang, nhu bot déng khd, sin sang dé duoc hoan nguyén trong
dung mdi ngay trude khi sir dung va cac dang tuong trr nhu vay. Bot dong kho co thé
duoc bao quan trong cac diéu kién thich hop nhu & khoang 4°C dén nhiét do trong

phong. Cac dung dich hitu ich dé hoan nguyén c6 thé 14 dung dich nuéc hoic khong
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phai nude. Theo mét sb phuong an, ché phdm dé tiém lidu don vi duge bao géi trude
trong 6ng thube tiém, lo hodc bom tiém c6 kém kim. Theo mot sb phuong an, ché

phim dé tiém nhidu lidu duoc bao géi trude trong 6ng thudc tiém hoic lo.
Theo mdt sé phuong an, duoc phim nay con chira chit mang dugc dung.

Thuat nglt “dugc dung” dugc st dung trong ban mo ta nay cé nghia lé chit
'mang duoc chi dinh n6i chung trong hop vé mit héa hoc va/hoic vat Iy véi cac thanh
phan khac duge chira trong dugc phim, va trong pham vi danh gia y hoc ding dan,
thich hop d& st dung in vivo cho dbi twgng nhén (vi du, ngudi va cdc dong vét) ma
khéng c6 ddc tinh, su kich ng, dép Umg di ing, hodc van dé hodc bién ching khac
qua muc, tuong ng véi ty 1€ lgi ich/rui ro hop ly.

“Chét mang duoc dung” c6 thé bao gdm, vi du, chit din dang nudc, khong
phdi nude hodc dang rin dugc dung, chat khang vi sinh vat, chit ding trurong, chét
dém, chét didu chinh d6 pH, chét tao huyén phi/chit phan tan, chat tao phirc hozic chat
tao chelat, chat pha lodng, ta chét, ta dugc, hodc chit bd trg khong ddc, cac thanh phﬁn
khéc da biét trong linh vuc nay, hoic hdn hop bat ky ciia ching, ma c6 thé tao thuan
loi bho vi€c bdo quan va dung céc hoat chét cho dbi twong. Cac chit mang duoc dung
ma ¢6 thé duoc dung trong sang ché bao gém céc chét noi chung da biét trong linh
vuc nay, nhu cac chit duge mé ta trong “Remington Pharmaceutical Sciences” Mack

Pub. Co., New Jersey (1991), ma dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan.

P& minh hoa thém, cac chit mang dugc dung co thé bao gém, vi du, nudc vo
trung, natri clorua, dextroza, lactoza, fructoza, glucoza, trehaloza, sucroza, sorbitol,
manitol, xylitol, ruou etylic, polyetylen glycol, propylen glycol, phenol, cresol, rugu
benzylic, clo-butanol, glyxerol, prolin, histidin, arginin, axit clohydric, axit axetic, axit
xitric, axit lactic, axit sucxinic, axit ascorbic, axetat, Xitrat, axit sucxinic Xxitrat,
phosphat, sorbitat, sucroza phosphat, natri sucxinat, natri xitrat, etanol natri axetat,
natri hydroxit, metyl va este cua axit propyl p-hydroxybenzoic, thimerosal, benzalkoni
clorua, benzethoni clorua, sorbitan monolaurat, trietanolamin oleat, xyclodextrin,

‘, TWEEN-20, Tween-80, xird ngd, glyxerin, natri bisulfat, procain hydroclorua,
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Poloxam, natri carboxymetylxenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza, polyvinyl

pyrolidon, EDTA, EGTA hoic chat thich hop khac.

Theo mdt s phuong an, duge phdm chira khang thé khang BASIGIN duoc lam
gidng nhu ciia ngudi hodc manh gan két khang nguyén ciia n6 dugc dé xuit trong ban
mo ta nay, va mot hodc nhiéu chét tri liéu khac. Theo mot s phuong an, chéit tri liéu
khéc nay 1a chét duoc st dung trong xa tri, hoa tri li€u, tri liéu dich, tri licu béng gen,
tri liéu mién dich, tri liéu béng hormon, @c ché sy tao mach, chim séc 1am giam nhe,

phau thuat, thudc chdng sdt rét hodc két hop cia chiing.
Kit

Séng ché d& xuét kit chtra cac khang thé khang BASIGIN hoic cac manh gin
két khang nguyén cia ching duoc dé xuit trong ban mé ta nay. Theo mot sb phuong
&n, kit nay hiru ich dé phat hién su c6 mit hodc ham lugng cia BASIGIN trong mau

sinh hoc. Mau sinh hoc ¢6 thé 1a cac t€ bao hoac mo.

Theo mét sb phwong 4n, khang thé khang BASIGIN hozc manh gin két khang
nguyén cta n6 dugc chira trong kit dugc tiép hop véi chat danh ddu dé phat hién (vi
du, chét danh ddu huynh quang, phéng xa hodc enzym). Theo mot sé phuong an khac,
kit ndy chira khang thé khang BASIGIN hoic cac manh gin két khang nguyén cia nd
khong dugc danh déu va con chira khang thé dugc danh ddu thi hai ma c6 kha ning
gin két voi khang thé khang BASIGIN khong duoc danh dau. Kit nay c6 thé con chira
phuong tién phét hién chit danh ddu. Kit nay co thé chira chit phan (mg va chit dém
bd sung dugc ding dé thuc hién phwong phap cu thé. Kit nay ¢ thé con chira huéng
dan st dung, va bao g6i ma tach mdi trong sé cac thanh phan trong kit. Theo mot sd

phuong an, kit nay chira thir nghiém mién dich @ phat hién khang thé BASIGIN.

Theo mot s6 phuong an, kit nay dugc d& xuit & phat hién ham lugng protein
BASIGIN. Theo mét sé phuong 4n, kit nay duge dung dé du doan, chin do4n, phong
ngtra hodc diéu tri céc tinh trang bénh lién quan dén BASIGIN.

Phuong phép diéu tri
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Theo mot khia canh, sang ché mé ta phuong phap diéu tri tinh trang bénh lién
quan dén BASIGIN & dbi tuong, ma bao gém viéc cho dbi tugng nay dung dugc phém

dugc dé xuat trong ban mo ta nay vdi lugng c6 hi€u qua.

Theo mot khia canh khéc, sang ché mo ta viée s dung khang thé khang
BASIGIN duoc lam gidng nhu clia ngudi hoic manh gin két khang nguyén cia no6
duge d& xuit trong ban md ta nay dé bao ché thudc dung dé diéu trj tinh trang bénh

lién quan dén BASIGIN Y d6i tuong.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé xut khang thé khang BASIGIN duoc
lam gibng nhu cia ngudi hoic manh gin két khang nguyén clia né theo sang ché hiru

ich d& didu tri tinh trang bénh lién quan dén BASIGIN & dbi tuong.

Thuat ngt "ddi tuong" dwoc st dung trong ban md ta nay dé chi dong vat.
Thong thuong, dong vat nay 1a dong vat co vu, vi du cu thé bao g6m dong vat linh
truong (vi du, nguoi), cho, meo, ngua, bo, lgn, va ctru. Theo mot sb phuong an, dbi

tugng nay 1a nguoi.

“Tinh trang bénh lién quan dén BASIGIN” duoc st dung trong ban mo ta nay
dé chi tinh trang bénh bat ky ma dugc gy ra boi, dugc lam trdm trong bdi, hoic néu
khong dugc lién két véi mirc | d6 biéu hién hodc hoat tinh ting hodc gidm cua
BASIGIN (vi du, BASIGIN ctia ngudi). Theo mét s6 phuong 4n, tinh trang bénh lién
quan dén BASIGIN 1a bénh ung thu, bénh viém hodc bénh 14y nhiém.

“Bénh ung thu” dugc st dung trong badn mo ta nay dé chi tinh trang bénh bat
ky dugc déc trung béi sy phat trién t& bao hoic khéi u 4c tinh, su tdng sinh bét thuong,
su thAm nhi®m hodc sy di can, va bao gbém ca khéi u rén va ung thu khéng rén (bénh
mau 4c tinh) nhu bénh bach cau. Khi dugc st dung trong ban md ta nay “khéi u ran”
chi khéi rin cta céc té bao ung thu va/hodc 4c tinh. Cac vi dy vé bénh ung thu bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &, bénh ung thu phéi khong té bao nhé (hinh
vay/khong hinh vay), bénh ung thu phbi t& bao nhé, bénh ung thu té bao than, bénh
ung thu két-truc trang, bénh ung thu két trang, bénh ung thu budng tring, bénh ung

thu v (k€ ca caxinom vu té€ bao ddy, caxinom Ong tuyén va caxinom vu ti€u thuy),
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bénh ung thu tuyén tuy, caxinom da day, bénh ung thir bing quang, bénh ung thu thuc
quén, u trung bidu md, u melanin, bénh ung thu dau va cb, bénh ung thu tuyén giap,
sacom, bénh ung thu tuyén tién liét, u nguyén bao xbp, bénh ung thu c¢b tir cung,
caxinom tuyén rc, u melanin, u tiy, u sui dang ndm, bénh ung thu t€ bao merkel,
caxinom té bao gan (hepatocellular carcinoma - HCC), sacom sgi, sacom niém, sacom
md, sacom sun, sacom mo tao xuong, va ce_’lc sacom khac, u mang hoat dich, u trung
biéu mé, u Ewing, sacom co tron, sacom co van, khéi u limpho 4c tinh, caxinom té
bao d4y, caxinom tuyén, caxinom tuyén md héi, caxinom tuyén gidp thé tiy, caxinom
tuyén giadp thé nhu, u té bao wa crom, caxinom tuyén bd nhon, caxinom thé nhu,
caxinom tuyén thé nhi, caxinom thé tily, caxinom bit ngudn tir phé quan, u gan,
caxinom éng din mat, caxinom da con, u Wilms, bénh ung thu cb tir cung, u tinh hoan,
u tinh, u limphd Hodgkin kinh dién (classical Hodgkin lymphoma - CHL), u limpho té
bao B 16n trung thit nguyén phat, u limpho té bao T/té bao B gidu mo bio, bénh bach
ciu limphd cép, bénh bach cau tay cép, bénh bach cAu tao nén & tiy xuong cép tinh,
bénh bach ciu tuy bao (bach cAu hat) man tinh, bénh bach ciu tdy man tinh, bénh
bach cAu limph6 man tinh, bénh da hdng ciu nguyén phat, khdi u c6 ngudn gbc tir
dudng bao, PTLD duong tinh va am tinh v6i EBV, va u limpho té bao B 16n lan téa
(diffuse large B-cell lymphoma - DLBCL), u limphd nguyén tuong bao, u limphd té
bao NK/té bao T ngoai hach, caxinom miii-hong, u limphd lan téa nguyén phat lién
quan dén HHVS, u limpho khong Hodgkin, bénh da u tiy, macroglobulin huyét
Waldenstrom, bénh chudi ning, hdi ching loan sin tiy, bénh bach cau té bao long va
bénh loan san tdy, u limphd CNS nguyén phét, u cot séng, u than kinh dém than ndo,
u té bao hinh sao, u nguyén bio tiy, u so hiu, u mang nio that, u tuyén ting, u nguyén
bao mach mau, u diy thanh quan, u té bao than kinh dém it gai, u mang ndo, u
melanin, u nguyén bao thin kinh va u nguyén bao vong mac. Theo mét sé phuong 4n,

bénh ung thu 1a ung thu di can, dac biét 1a bénh ung thu di cdn biéu hién BASIGIN.

Theo mot s6 phuong 4n, cic tinh trang bénh lién quan dén BASIGIN 13 céc
bénh viém nhu bénh luput ban dé toan than (systemic lupus erythematosus - SLE),

chirng viém niém mac rudt, bénh hao mon lién quan dén bénh viém két trang, bénh da
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xo cimg, bénh nhiém virut, bénh viém khép dang thép, bénh viém xuong khdép, bénh
Cohn, vi bénh viém ruét, bénh vay nén, bénh cing bi toan than, bénh dai thao duong

ty mién va cac bénh tuong tu.

Theo mét sd phuong 4n, cac tinh trang bénh lién quan dén BASIGIN 14 bénh
1ay nhifm nhu bénh nhidm nim, bénh nhifm ky sinh tring/dong vat nguyén sinh hodc
bénh nhi€ém virut man tinh, vi du, bénh sét rét, bénh nim coccidioides immitis, bénh
ndm Histoplasma, bénh ndm mong, bénh ndm Aspergillus, bénh nim blatomyces,
bénh ndm candida albicans, bénh nim paracoccidioides, bénh nhiém vi bao tir triung,
bénh viém gidc mac do Acanthamoeba keratitis, bénh do amip gy ra, bénh giun diia,
bénh nhiém babesia, bénh Balantidium, bénh nhiém giun tron Baylisascaris, bénh
Chagas, bénh san 14 gan nhd, bénh nhiém Cochliomyia, bénh nhiém Cryptosporidium,
bénh s&n Diphyllobothrium, bénh giun dracunculus, bénh san Echinococcus, bénh
chén voi, bénh giun kim, bénh sén 14, bénh sén Fasciolopsis, bénh giun chi, bénh
nhiém khuin giardias, bénh giun gnasthostoma, bénh san hymenolepsis, bénh nhiém
Isospora, bénh sbt Katayama, bénh Leishmania, bénh Lyme, bénh giun metagonimus,
bénh doi, bénh giun chi u, bénh che“iy ran, bénh ghé, bénh sdn mang, bénh ngl, bénh
giun luon, tinh trang nhiém san, bénh toxocara, bénh nhiém Toxoplasma, bénh giun
x0dn, bénh giun tdc, bénh trypanosoma, bénh nhiém giun san, bénh nhiém virut viém
gan B (HBV), virut viém gan C (HCV), virut ecpet, virut Epstein-Barr, HIV, virut cu
bao, virut herpes simplex typ I, virut herpes simplex typ II, virut gdy u nhi & nguoi,
adenovirut, virut gy suy giam mién dich & ngudi I, virut gdy suy giam mién dich &
nguoi I, dich virut ecpet lién quan dén Kaposi West sacom, virut vong ménh (virut
Torque teno), virut hudng té bao limphé T & ngudi I, virut hudng té bao limpho T &
nguoi 11, virut varicella zoster, virut JC hodc virut BK. Theo mdt s6 phuong éan, tinh

trang bénh nay 1a bénh sdt rét.

“Viéc diéu tri”, “diéu tri” hodc “tri liéu” tinh trang bénh dugc st dung trong
ban md ta ndy c6 thé duge sir dung thay thé nhau, va bao gdm céc bién phap diéu tri
tri li€u, phong bénh hodc ngin ngira nhu ngén ngtra hodc lam thuyén gidm tinh trang

bénh, 1am chdm sy khéi phat hodc tbc do phat trién cia tinh trang bénh, lam giam
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nguy co phét trién tinh trang bénh, ngin ngira hoic 1am cham su phat trién cta cdc
triéu chung lién quan dén tinh trang bénh, lam gidm hodc lam hét cac tridu ching lién
quan dén tinh trang bénh, tao ra su thoai trién hoan toan hodc mot ph?m cua tinh trang

bénh, chira tri tinh trang bé&nh, hodc mot sb két hop cua ching.

Thuét ngir “luong co6 hiéu qua diéu tri bénh” dugc sir dung trong ban mo ta nay
dé chi 1iéu luong hoidc néng d6 cta dugc chit c6 hidu qua dé diéu tri bénh hoic tinh
trang bénh lién quan dén BASIGIN cia ngudi. Vi du, vé viéc st dung khang thé
khang BASIGIN dugc 1am giéng nhu ciia nguoi hoic cic manh gan két khang nguyén
dugc bdc 19 trong ban mo ta nay dé diéu tri bénh ung thu, lugng c6 hiéu qua diéu tri
bénh 12 lidu luong hodc né)ng dd cua khang thé hodc manh gén Két khéng nguyén co
kha ning lam giam thé tich khéi u, trc ché su sinh truéng hodc sy ting sinh cia cac té
bao ung thu, tc ché hodc 1am cham su sinh truéng khdi u hodc sy thAm nhidm té bao
ung thu vao trong cidc co quan khéc, tc ché hodc 1am cham su di can té bao ung thu,
cai thién triéu chimg bt ky lién quan dén ung thu, ngin ngira hodc 1am chim su phat
trién cua bénh ung thu, hoac mot sb két hop cda ching. Hodc, vé vi€c sir dung khang
thé khang BASIGIN.CTU’Q’C lam gidng nhu ciia ngudi hodc cac manh gin két khang
nguyén dugc bdc 10 trong ban md ta nay dé diéu tri bénh sbt rét, lugng c6 hi€u qua
diéu tri bénh 1a lidu lwgng hodc ndng do cia khéng thé hodc manh gian két khang
nguyén c6 kha ning @c ché bénh nhiém tring hodc sy ting sinh ctia plasmodium, cai
thién triéu ching bét ky lién quan dén tinh trang sbt rét, ngin ngira hodc 1am cham sy

phét trién ctia tinh trang st rét, hoic mot sé két hop cia chung.

Luong c6 hiéu qua didu tri bénh (khi dugc sir dung riéng r& hoic két hop voi
cac chit khac nhu tac nhan héa tri liéu) cda khang thé khang BASIGIN dugc lam
gibng nhu ciia ngudi hodc manh gin két khang nguyén nhu dugce dé xuét trong ban
mo ta nay s€ phu thudc vao cac yéu t6 khac nhau da biét trong linh vuc nay, vi du, loai
bénh can diéu tri, loai khang thé, thé trong, tudi, tién st bénh, cac thudc dang dung,
tinh trang sirc khoe ciia dbi tugng, tinh trang mién dich va kha nang phan tng chéo,
kha ning di tmg, min cam va céc tic dung phu bét loi, cling nhu dudng dung va loai,

muc dd nghiém trong va sy phat trién cta bénh va chu y cta bac s§ hodc bac s§ thu y.
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Theo mot sb phwong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc 1am giéng nhu ctia ngudi
hodc manh gin két khang nguyén nhu dugc dé xuit trong ban md ta nay c6 thé duge
dung & lidu c6 hiéu qué diéu tri bénh nim trong khoang tir 0,01 mg/kg dén 100 mg/kg
mot hoZc nhiéu 14n mdi ngay (vi du, khoang 0,01 mg/kg, khoang 0,3 mg/kg, khoang
0,5 mg/kg, khoéng 1 mg/kg, khoang 3 mg/kg, khoang 5 mg/kg, khoang 10 mg/kg, |
khoang 15 mg/kg, khoang 20 mg/kg, khodng 25 mg/kg, khodng 30 mg/kg, khoang 35
mg/kg, khoang 40 mg/kg, khoang 45 mg/kg, khoang 50 mg/kg, khoang 55 mg/kg,
khoang 60 mg/kg, khoang 65 mg/kg, khoang 70 mg/kg, khoang 75 mg/kg, khoang 80
mg/kg, khoang 85 mg/kg, khodng 90 mg/kg, khodng 95 mg/kg, hodc khoang 100
mg/kg mot hodc nhiéu 1an mdi ngay). Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang
BASIGIN duoc lam gibng nhu cta ngudi hodc manh gin két khang nguyén dugc
dung & lidu khoang 50 mg/kg hodc nhé hon, va theo mdt s phuong 4n, lidu nay 1a 20
mg/kg hodc nhé hon, 10 mg/kg hodc nhd hon, 3 mg/kg hodc nhd hon, 1 mg/kg hoic
nho hon, 0,3 mg/kg hoac nho hon, hodc 0,1 mg/kg hodc nho hon. Theo mot ) phuong
an, lidu dung cé thé thay ddi theo tién trinh diéu tri. Vi du, theo mét sb phuong an,
lidu ding ban dau c6 thé cao hon so véi cac lidu dung tiép theo. Theo mot sb phuong
an, lidu ding c6 thé thay dbi theo tién trinh didu tri phu thudc vao phan ting cia ddi

tuong.

Ché d0 1idu c6 thé dugc didu chinh dé tao ra déap tng mong mudn t6i wu (vi dy,
dap tmg tri liéu). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc 1am gidng
nhu ciia ngudi hodc méanh gin két khang nguyén nhu duoc d& xuit trong ban mo ta
nay dugc dung cho dbi trong & mot thoi diém hodc trong mot dot diéu tri. Theo mot
s& phuong 4n, khang thé khang BASIGIN dugc lam giéng nhu ciia ngudi hoic manh
gén két khang nguyén nhu duge dé xuit trong ban mé ta nay dugc ding cho dbi tugng
theo mdt hodc nhidu 1an ding riéng r&, hodc biang cach truyén lién tuc phu thudc vao
loai va mirc do nghiém.trc_)ng ctia bénh. Huéng dan c6 thé duogc tim thiy trong, vi du,

patent M§ ) 4,657,760; 5,206,344, 5,225,212.

Céc khang thé khang BASIGIN dugc 1am gidng nhu cia ngudi va cic manh _

gin két khang nguyén duogc boc 16 trong ban mo ta ndy c6 thé duge ding theo dudng
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bét ky d3 biét trong linh vure nay, vi dy, dudng ngodi dudng tiéu héa (vi dy, tiém dudi
da, trong mang bung, trong tinh mach, ké ca truyén trong tinh mach, trong co, hoic
trong da) hodc duong khong phai ngoai duong tiéu hoéa (vi dy, dung qua dudng miéng,

trong miii, trong mat, duéi ludi, truc tring, hodc tai chd).

Theo mot sé phuong 4n, cic khang thé khang BASIGIN duge 1am gidng nhu
ctia ngudi va cac manh gan két khang nguyén dugc boc 16 trong ban mo ta nay c6 thé
duoc ding theo cach giai phong ¢ kiém soat. Cac ché phdm ding ngodi dudng tidu
hoa giai phong c¢6 kiém soét c6 thé dugc bao ché dudi dang cdy duéi da, thudc tiém
dang dAu hodc hé hat phén tan (vi dy, vi cAu, vi hat, vi nang, nang nano, hat cau nano,
va hat nano) (xem Banga, A. J., Therapeutic Peptides and Proteins: Formulation,
Processing, and Delivery Systems, Technomic Publishing Company, Inc., Lancaster,
Pa., (1995); Kreuter, J., Colloidal Drug Delivery Systems, J. Kreuter, ed., Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., pp. 219-31 (1994); Tice & Tabibi, Treatise on
Controlled Drug Delivery, A. Kydonieus, ed., Marcel Dekker, Inc. New York, N.Y.,
pp- 315-339, (1992)). Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé khang BASIGIN dugc
lam giéng nhu cla ngudi va cdc manh gin két khang nguyén duoc dé xuét trong ban
md ta ndy c6 thé duge ding trong cic nén polyme dé bi phan hity hoic khong bi phan

hiy (xem Langer, Accounts Chem. Res. 26:537-51, 1993).

Trur khi dugce dinh nghia khac, tat ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc duogc
str dung trong ban md ta ndy c6 nghia gidng nhu thudng dugc hiéu béi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc clia sang ché nay.

Khi dugc st dung trong ban mod ta nay, cic dang sd it “mot * (“a”, “an” and
“the” trong ban mo ta tiéng Anh) duogc dy dinh con bao gém cd dang s6 nhiéu, trir khi

ngit canh chi rd khac. Con s& dugc hiéu rang cic thuét nglr “bao gdbm”, “gdbm”, “gdm

b

299 ¢

cd”, “ké ca”, “co” va/hoac “c6” néu dugc sir dung trong ban md ta nay, chi rd su co
mét ctia cac dau hiéu, cac budce, cac thao tac, cac yeu tdo va’hodc céc thanh phan da
dinh, nhung khong loai trir sy ¢6 mét hodc bd sung cia mdt hodc nhi€u dau hiéu, budc,

thao tac, yéu t, thanh ph?m va/hodc nhom khac cia ching. Khi dugce st dung trong
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ban mo6 ta nay, thuat ngt "khodng," khi dugc vién dan dén tri sb6 dugce néu cu thé, c6
nghia 12 tri s nay c6 thé thay ddi tir tri s6 dugce néu trong khoang khong qua 10%.
Moi tai lidu dugc trich din trong ban mo ta nay, ké ca patent hodc don dugc
vién din chéo hoic lién quan bét ky duge dua vao ban mo ta nay bang cach vién din
toan b trir khi bi tuyét dbi loai trir hodc bi giéi han khéc. Viéc trich dAn tai liéu bét ky
khong phai 14 thira nhan ring né 13 giai phap k¥ thuat da biét d6i v6i sang ché bét ky
dugce bde 16 hoac dugce bao hd trong ban mo ta nay hodc no riéng ré, hodc két hop bét
ky v6i tai lidu hodc cac tai lidu khac bat ky, hudng din, goi y hodc boc 19 sang ché bat
ky nay. Hon nita, & pham vi ma y nghia hodc dinh nghia bat ky ctia mot thuat ngir
trong ban md ta niy mau thuln véi y nghia hoic dinh nghia bét ky cta cing thuat ngir
trong tai liéu dugc dua vao bang cach vién din, thi y nghia hodc dinh nghia dugce gan

cho thuét ngft d6 trong ban md ta nay sé& chi phoi.
Vi du thye hién séang ché

Céc vi du sau dugce dua ra dé minh hoa thém sang ché va khong duoc hiéu 1a
gi¢i han pham vi cia sang ché. T4t ca cac ché phdm, nguyén lidu, va phuong phap cu
thé duge mo ta dudi day, nguyén ven hodc mot phén, la thudc pham vi cla sang ché.
Céc ché phim, nguyén liéu, va phuong phép cu thé nay khong duge du dinh giéi han
sang ché, ma chi dé minh hoa céc phuong 4n cu thé thudc pham vi cla sdng ché.
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy c6 thé phat trién cac ché pham,
nguyén li€u, va phuong phép twong duong ma khong cin rén luyén kha ning sang tao
va khong vuot qua pham vi ciia sang ché. Can phai hiéu ring nhiéu bién dbi c6 thé
dugc thuc hién trong céc quy trinh duoc md ta trong ban mé ta nay trong khi vin nam
trong pham vi ctia sang ché. Du dinh clia cac tic gia sang ché 14 cac bién ddi nay dugc

bao gbdm trong pham vi ctia sang ché.
Vi du 1: Tao chu tric vecto hién thi trén thé thuc khuin

Dong té bao lai HAb18GC2 dugc tao ra va dwoc luu giit & Bao tang gibng
chuén vi sinh vt Trung Qubc (China Center for Type Culture Collection) vio nim

2006, v6i sb hiéu luu gitr 14 CCTCC-C200636. Thong tin chi tiét vé dong té bao,



41437

khang thé dugc san sinh béi dong té bao nay va phwong phap didu ché duge mé ta
trong patent Trung Qudc ZL200710007452.2, ma dugc dua vao ban md ta nay bang

céach vién dan toan bd.

ARN toan phin dugc chibt tir t& bao lai HAb18GC2 bang cach sit dung kit
chiét ARN toan phan (Omega bio-tek) theo huéng dan cua kit. Trang thai nguyén ven

ctia ARN toan phén chiét dugc dugce phan tich bing cach dién di trén gel agaroza.

ADN b trg duge diéu ché bang cach 1dy 1pg ARN toan phén, tong hop soi thi
nhét cia ADN bd tro theo huéng dan cia kit phién ma ngugc PrimeScript RT reagent

Kit (TaKaRa) va dugc bao quan ¢ nhiét 46 -20°C cho cac thir nghiém tiép theo.

Céc manh gen VH va cdc manh gen VL duoc khuéch dai tir khuon miu ADN
bd tro béng cach 1an luot st dung céc by doan mdi dic hiéu véi gen VH va VL trong
phan ung PCR. ADN polymeraza cé d tin cdy cao Phusion® (NEB) dugc st dung
trong PCR, va hdn hop phan ung duge diéu ché theo huéng din cia NEB. Diéu kién
phan tmg PCR dugc thiét dat nhu sau: 94°C, 5 phit; (94°C, 15 gidy, 54°C, 30 gidy,
72°C, 1 phit) x 35 chu ky; 72°C, 10 phut. Kich thuéc cua cac manh da duge khuéch

dai dugc x4c dinh trong qua trinh dién di trén gel agaroza 1%.

Trinh tu ciu ndi va trinh tu bd sung ngugc cua no 14n luot dugc dua vao dau 3°
clia manh gen VH va dau 5° ctia manh gen VL thong qua cac doan mdi (cAu ndi nguoc
VH-R1: SEQ ID NO: 34, CAAAGTTGGAAATAAAAGCGGCCGCAGAACAAAA;
cau néi VL-F1: SEQ ID NO: 35,
TTTTGTTCTGCGGCCGCTTTTATTTCCAACTTTG) trong phan tmg PCR tiép.

Manh gen VH va manh gen VL c6 trinh tu cdu nébi hoic trinh tr bd sung nguoc
cta trinh tw ciu ndi dugce tron theo ty 16 1:1 (mol/mol) va gen scFv dugc khuéch dai
bang céach sir dung phuong phap PCR ¢bi nhau. Hé phan ting dugc chudn bi nhu sau:
1 pmol manh gen VH, 1 pmol manh gen VL, 100 pmol doan mdi pFL-6H8-F1 (SEQ
ID NO: 33 CCCAGCCGGCCATGGCCGAAGTGAAGCTTGAGGAGTCT), 100
pmol doan mdi pFL-6H8-R2 (SEQ ID NO: 36
TTTTGTTCTGCGGCCGCTTTTATTTCCAACTTTG), 10 pl 10x dung dich dém
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PCR. Diéu kién phéan tng PCR duogc thiét dat nhu sau: 95°C, 5 phut; (95°C, 15 giay,
56°C, 30 gidy, 72°C, 1 phut) x 35 chu ky; 72°C, 10 phut. Kich thuéc cia manh da

duoc khuéch dai dugce xac dinh trong qua trinh dién di trén gel agaroza 1%.

Dai & kich thuée ky vong duoc cit ra, va dugc thu béng cach st dung kit tinh
ché manh ADN (Omega bio-tek) dé thu dugc manh gen scFv chita céc vi tri cét gi6i
han lIa Nco I va Not L.

» Manh gen scFv chira vi tri phan cit Nco I va Not I va vecto plasmit vecto
pGEM-T (Promega) dugc do bing may do quang phd cuc tim, va sau d6, duge dem

phan cét bing enzym gi6i han.

Phén tmg nay dugc thiét dit nhu sau: tron 3ug manh gen scFv thu duge hoic
3ug vecto pGEM-T, 1pl Nco I-HF, 1pl Not I-HF céc endonucleaza gidi han
(restriction endonuclease - NEB), 5pul 10x dung dich dém CutSmart, va bd sung nudc
dén 50 pl. Hon hop phan umg phén cit duge @ & nhiét do 37°C trong 1 gio. Kich thuéce
cda cic san phém thu dugc dugc xac dinh trong qué trinh dién di trén gel agaroza 1%,
va dai & kich thude ky vong dugc cét ra, va duge thu bang cach sir dung kit tinh ché
manh ADN (Omega bio-tek) dé thu dugc manh gen scFv da dugc phan cét va vecto
pGEM-T d4 dugc phan cit.

Sau khi phan cit, manh gen scFv va vecto pGEM-T thu dugc duge ndi. Hon
hop phan Gng ndi duoc thiét dat nhu sau: 0,7 pg manh gen scFv da dugc phan cit, 1,4
ng vecto pGEM-T da dugc phan cat, 40 U T4 ligaza, 40 pl 5x dung dich dém ndi. Hon
hop phan tmg nbi dugc 1t & nhiét d6 16°C qua dém. Cac té bao ¢6 di kha ning TG1
duoc bién nap béng san phém ndi, sau d6, dugc rai trén cac dia thach LB va duoc 0 &
nhiét d6 37°C qua dém. Céac khuén lac riéng r& dugc lua chon va dugc sang loc cac
dong vo tinh tich cuc bang doan mdi van ning ddi véi vecto. Cac dong v tinh tich
cuc sau d6 dugc gidi trinh tu dbi v6i doan xen chinh xac, va cac dong dugc ching
minh 14 chtra doan xen chinh x4c (dugc goi 14 plasmit tai td hop pFL-6H8) dugc bao
quan & nhiét do -40°C dé sir dung tiép. Plasmit tai t6 hop pFL-6HS chira gen scFv ¢6

cac trinh ty viing bién d6i cua chuoi ndng va chuoi nhe day du.
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Vi dy 2: X4c dinh c4c CDR va FR cta khang thé don dong 6H8 ctia chudt nhit

Céc CDR trong ving bién ddi ctia chudi nhe va chudi ning cia khang thé
khang hBASIGIN don dong cua chudt nhit 6H8 (con dugce goi 1a HAb18GC2, xem
patent Trung Quéc: 71.200710007452.2) dugc xac dinh theo co s& dit liéu Kabat. Cac
trinh ty axit amin ctia ba CDR ctia chudi nhe 14n luot dugc néu trong SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23 va SEQ ID NO: 24 trong phan danh muc trinh tr. Céc trinh tir axit
amin ctia ba CDR ctia chudi nang 1an Iuot duoc néu trong SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
10 va SEQ ID NO: 11 trong phan danh muc trinh tu.

Vi du 3: Lua chon cac trinh tu khung globulin mién dich ctia nguoi thich hop

Céc trinh tu FR cua nguoi thu dugce tir co s¢ dir liu Kabat dugc ghép véi cac
CDR néu trén dé 1am cho khang thé nay gidng nhu ctia ngudi va cac ving bién dbi
ctia khang thé ghép duge sang loc v& mirc do twong dong va cu tric. Phén mém may
tinh ¢6 tén Discovery Vision (VIOVIA, phién ban 3.5) dugc st dung dé phan tich ciu
truc phan tir cta khang thé truée va sau khi 1am gidng nhu cia nguoi thong qua mod
hinh héa phan tr, m6 hinh héa muc do twong déng va su tdi wu hoa co hoc, va dé
kiém tra cac bién ddi co thé trong cac FR cia ngudi dé bao dam ring cac FR duoc
thay thé khong 1am thay dbi toan bd cAu trac khung cia VH va VL, dic biét 13 khong
pha hiy ciu tric bac hai cta soi B cia khang thé don dong cuia chudt nhit nhd d6 duy
tri hodc cai thién ai luc ciia khang thé ban du cia chudt nhit. Cac trinh tu FR bién dbi
rcﬁa chudi ning/nhe ctia nguodi duoc chon ¢ céac bién ddi c6 thé & cac vi tri dic hiéu
dugc liét ké song song voi céc trinh tu FR cua chudt nhit trén Fig.1 va Fig.2 cla sang

ché.
Vi du 4: Tao ciu trac va sang loc thu vién khéng thé khéang hBASIGIN dugc lam
gibng nhu ctia nguoi hién thi trén thé thuc khuin

Dua trén cac trinh tir cia cadc CDR xéc dinh dugc trong vi du 2 va céc trinh tu
FR dugc kiém tra trong vi du 3, trinh ty nucleotit trong tmg ma héa manh ScFv cla
khang thé dugc lam gibng nhu cta ngudi duge thu biang cach st dung cic codon

thuong duoc sir dung trong cac té bao clia dong vat c6 vii. Gen ma héa dugce thu bing
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phuong phap PCR gb6i nhau, sau d6, dugc tach dong vao trong vecto tao dong va dugc
khuéch dai, va cac dong vo tinh tich cuc duge dem phén tich gidi trinh tg. Viéc lam
giéng nhu cua ngudi cua cac FR dugce thuc hién béng cach dua cac thay dbi va cac
bién d6i vao & cac vi tri axit amin cu thé trong trinh tr ma héa cua cic FR cua chubi

neftng/nh@ bing cac doan mbi. Quy trinh chi tiét duge mé ta dudi day.

Nguyén liéu

Manh scFv ¢6 ngudn goc tir chudt nhat tir vi du 1 duge st dung 1am khudn mau.
Céc doan moi sau duoc sir dung @€ khuéch dai ving bien ddi cua chudi ning duge lam
gidng nhur ctia ngudi (hVH) va viing bién dbi ctia chudi nhe duge lam giong nhu ciia

ngudi (hVL):
Céc doan mdi xudi ciia hVH bao gdm:
1) 6H8-L1-F1: SEQ ID NO: 37
CAGCCGGCCATGGCCGAAGTGCAGCTTGTGGAGTCTG

2) 6H8-L1-F2: SEQ ID NO: 38 (6H8-L1-F2 14 hdn hop cac doan mdi, trong d6
R =Ghodc A, S=Ghodc C)

CGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTTGAGTGGGTTRSCGAAATTAGAT
TGAAATC

3) 6H8-L1-F3: SEQ ID NO: 39 (6H8-L1-F3 12 hdn hop cac doan mdi, trong d6
R=Ghodc A)

CAGATGAACTCCTTAARGACTGAAGACACTGCCGTGTATTACTGTAC
CAG

Céc doan moi nguge cia hVH bao gém:

1) 6H8-L1-R1: SEQ ID NO: 40 (6H8-L1-R1 1a hdn hop cac doan moi, trong do
M= A hodc C, Y =T hodc C)

GAAAGTGAATCCAGAGGCGGMACAGGAGAGCYTCAGGGATCCTCC
AGG
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2) 6H8-L1 R2: SEQ ID NO: 41

CCCTGGAGCCTGGCGGACCCAGTTCATCCAGAAGTTACTGAAAGTG
AATCCAG

3) 6H8-L1-R3: SEQ ID NO: 42 (6H8-L1-R3 13 hdn hop cac doan mdi, trong d6
R =G hoic A, K= G hoac T)

TAAGGAGTTCATCTGCAGGTACAGGRTGKTTTTGGAATCATCTCTTG
4) 6H8-L1-R4: SEQ ID NO: 43
GGGAGATTGGGTCATCTGAATGTCGCTAGCACCGCCAC

5) 6H8-L1 R5: SEQ ID NO: 44 (6H8-L1_R5 1a hén hop cac doan mdi, trong
d6R =G hoidc A, S=Ghoac C, W=A hodac T, V=G hoidc C hoac A)

GGTGACCCTGTCGCCCACTGAGRSGGACAGGGWGGVGGGAGATTG
GGTC

Céc doan moi xubi ciia hVL bao gom:

1) 6H8-L1 _F4: SEQ ID NO: 45 (6H8-L1 F4 1a hdn hop c4c doan moi, trong
d6 M = A hodc C, W = A hoic T) ’

GTGGGCGACAGGGTCACCMTCWCCTGCAAGGCCAGTGAG

2) 6H8-L.1 F6: SEQ ID NO: 46 (6H8-L1_F6 12 hdn hop cac doan mdi, trong
d6Y =T hoac C, S=Ghoiac C, W= AhodcT)

TCAGCAGTCTGCAGYCCGASGACWTCGCAACCTATTACTGTGGACA
GAGTTAC

3) 6H8-L1 F5: SEQ ID NO: 47

CCGGCAGTGGATCTGGCACAGATTTCACTCTGACCATCAGCAGTCTG
CAG

Céc doan moi nguge cua hVL bao gom:
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1) 6H8-L1 R6: SEQ ID NO: 48 (6H8-L1_R6 1a hon hop cac doan mdi, trong
d6H= A hodac Chodac T, K= G hodc T)

GTTGGATGCCCCGTATATCAGCAGTTTAGGGGHCTKGCCTGGTTTCT
GTTG

2) 6H8-L.1 R&: SEQ ID NO: 49
TTTGTTCTGCGGCCGCTTTTATTTCCAACTTTGTCCC

3) 6H8-L1 R7: SEQ ID NO: 50 (doan mdi 6H8-L1 R7 12 hdn hop cac doan
mdi, trong d6 W = A hodc T, M = A hodc C)

AGATCCACTGCCGGWGAAGCGGGMGGGGACCCCAGTGTACCGGTT
GGATGCCCC '

Phuong phap va két qua

Céc manh dich duoc khuéch dai béng so d0 khuéch dai nhu duge néu dudi day:

Khuéch dai bude th 1: nam cap doan mdi (6HS8-L1-F1+6H8-L1-R1,
6H8-L1-F2+6H8-L1-R3, 6H8-L1-F3+6H8-L1-R4, 6H8-L.1 F4+6H8-L1 R6,
6H8-L1 F6+6H8-L1 R8) dugc sir dung dé khuéch dai nim manh buéc thir 1 tir vecto
pFL-6H8 thu dugc trong vi du 1. Diéu kién phan tmg PCR dugc thiét dat nhu sau:
95°C, 3 phut; (95°C, 30 gidy, 55°C, 30 gidy, 72°C, 40 gidy) x 40 chu ky; 72°C, 10
phut. Sau khi PCR, kich thuéc ctiia cadc ménh di dugce khuéch dai dugc x4c dinh trong
qua trinh dién di trén gel agaroza 1% va sau do, dugc nbi vao trong vecto pMD18-T
(TaKaRa). Cac san phdm néi duoc bién nap vao trong céc té bao cé di kha ning, va
cac dong vo tinh dugc chon va dugc sang loc dbi v6i su cai xen chinh x4c. Dua trén
cac két qua giai trinh tg, cdc manh cé trinh tu chinh xéac 14n lugt duge goi la 6H8-L1-1,
6H8-L1-2, 6H8-L.1-3, 6H8-L.1-4 va 6H8-L1-5.

Khuéch dai bude thtr 2: nim manh bude tht 1 thu duoc trén day (6H8-L1-1,
6HR-L1-2, 6H8-L1-3, 6H8-L1-4 va 6H8-L.1-5) duogc st dung lam khudn mau, va bdn
cip doan mdi (6H8-L1-F1 + 6HS -L1_R2, 6H8-L1-F2 + 6H8-L1_RS5, 6H8-L1_F4 +
6H8-L1 R7, 6H8-L1 F5 + 6H8-L1_R8) duoc sir dung dé khuéch dai cac manh bude
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thir 2. Diéu kién phén tmg PCR 1a giéng nhu trong qué trinh khuéch dai budce thir 1.
Sau khi PCR, céc san phdm PCR dugc tinh ché bang cach dién di trén gel agaroza 1%,
va dugc ndi vao trong vecto pMDI18-T (TaKaRa) va dugc bién nap vio trong cac té
bao c6 du kha nang. Cac dong vo tinh tich cuc dugce chon va dugce sang loc d6i véi su
cai xen chinh xac. Dua trén cac Két qué giai trinh ﬁ,r, cac manh cé trinh tu chinh xéc

14n luot dugc goi la 6H8-L1-6, 6H8-L.1-9, 6H8-L1-7 Vé 6H8-1L.1-8.

Khuéch dai bude thir 3: theo quy trinh giéng nhu khuéch dai budc thir 1, hai
manh buéc thir 2 thu duge trén day (6H8-L1-6 va 6H8-L1-9) duoc sir dung lam khudn
mau, va mot cip doan moi (6H8-L1-F1+6H8-L.1 RS5) dugc st dung dé thu dugc manh
budc tht 3 (6H8-L.1-10); hai manh budc thir 2 thu dugc trén day (6H8-L1-7 va
6H8-L.1-8) dugc sir dyng lam khuén mau, va mdt cip doan mdi

(6H8-L1 F4+6H8-L1 R8) duoc sir dung dé thu duoc manh bude thir 3 (6H8-L1-11).

Khuéch dai budc thi 4: theo quy trinh giéng nhu khuéch dai bude thir 1, cac
manh budc thtr 3 thu duge trén day (6H8-L1-10 va 6H8-L1-11) dugc st dung lam
khuén mau, mét cap doan moi (6H8-L1-F1+6H8-L1 R8) duge s dung dé thu duoc
ménh buéc thir 4 (6H8-L1-12).

Manh 6H8-L1-12 duoc phin cit bang cac enzym giéi han Ncol-HF va NotI-HF
(NEB), tiép theo tach bang cach dién di trén gel agaroza 1%, va sau 6, manh da dugc
phan cét duge tinh ché bing Gel Extraction Kit (Omega bio-tek). Manh phan cit da
duoc tinh ché duoc ndi vaoi vecto thé thuc khuén pComb3Xss (bao gbdm protein dung
hop c-myc da duge xi Iy k§ thut trude vao trong khung cia vecto thé thuc khudn)
ma dugc phan cit bing cing bd enzym gi6i han (tic 1a Neol-HF va NotI-HF) thong
qua T4 ADN ligaza (TaKaRa). San phdm ndi dugc khir ion va sau d6, dwoc bién nap
vao trong céc t& bao TG1 c¢6 du kha ning thong qua xung dién. Cac té bao TG1 da
duoc bién nap dugce gdy nhiém trén cic dia LB dé sang loc dong v tinh. D6 16n cua
thu vién thé thuc khudn cta khang thé 6H8-L1 duge ghi lai, va thu vién nay duoc bao

quan & nhiét d6 -80°C dé st dung tiép.
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Viéc quét tinh dac hi¢u khang nguyén cua thu vién thé thuc khuén cta khéng

thé 6H8-L1 dugc thuc hién béng cach quét pha rn, v4i cac bude sau:

Thu vién thé thuc khuén cia khang thé 6H8-L1 dugc lam sbng lai trong 60 ml
mdi treong 2YT, va duge U trong tu 1 lic & nhiét do 37°C cho dén khi OD600 cta
mdi trudng nudi cdy dat t6i 0,3-0,4. Thé thuc khudn hd trg M13KO7 (Invitrogen)
duge bd sung vao, va mdi trudng nudi cdy dugc U trong 30 phit trong ti G yén va
duoc t trong 60 phut trong ti U lac & nhiét d6 37°C. Mbi truong nudi cdy dugc ly tam
& tbe d6 1500 vong/phut trong 10 phut, dich nbi duoc loai b, va céc té bao dugce tao
hén dich lai bang 60 ml mdi trudng 2YT chira kanamycin 50 pg/ml (ma khong chta
glucoza). Mbi trudng nudi cdy da duoc tao hdn dich lai duge 0 qua dém trong ti G lic
& nhiét d6 30°C, duoc ly tm & téc do 12.000 vong/phut trong 10 phut dé két tia thu
vién hién thi trén thé thuc khuén chira vi khuén. Dich ndi dugc chuyén vao trong 6ng
ly tim méi, dugc chia phin phén uéc thanh 16 30 ml/éng, 7,5 ml PEG/NaCl dugc bd
sung vao mdi 6ng ly tdm, duoc tron k¥, dugce dat trén da trong 1 gid, va dugc ly tdm &
tbc do 12000 vong/phut trong 5 phut, dich ndi duge loai bo, va cac thé thuc khuin
duoc tao hdn dich lai bang 2,2 ml dung dich chira PBS-5% BSA. Céc thé thyc khuin
da duogc tao hdn dich lai duge ly tAm & tde d6 12000 vong/phit trong 5 phat mot 1an

nita dé loai bd cac manh t€ bao vun.

Céc dia dugc phi BASIGIN ctia ngudi dugc str dung dé tién hanh quét ai luc
trong 5 chu ky quét (gan két-rira-khuéch dai), déi véi mdi chu ky quét, ndng d6 phu
ctia khang nguyén duoc giam dan (1 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,001 pg/ml,
0,0001 pg/ml). Thir nghiém quét duge két thuc khi ty sb tin hidu trén nhifu
(signal-to-noise - S/N) la dudi 10. 768 dong vo tinh duge chon va cac dong vo tinh da
chon dugc nudi ca‘iy va dugc cam Ung dé biéu hién cac khang thé scFv ma duoc st

dung dé phan tich ELISA.
Viduy 5: ELISA va phén tich gii trinh tu

BASIGIN ciia ngudi dugc pha lodng dén 1 pg/ml bing dung dich dém phu
(200 mM Na,CO3/NaHCOs, d6 pH=9,2), 50 pl hdn hop nay duoc bd sung vao mdi 13
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ctia dia 96 16 va dugc qua dém & nhiét d6 4°C. Dung dich phu trong mdi 18 dugc
loai bo va céc dia duge rira bing dung dich dém 1xPBS trong 3 1in, dugc phong bé
bang 200 pl dung dich dém phong bé (2% BSA/dung dich dém 1xPBS) mdi 16 & nhiét
d6 trong phong trong 1 gid, va sau d6, dugc rira bang 200 pl dung dich dém 1xPBS
mdi 15. Dich ndi clia méi truong nudi ciy té bao chira cic khang thé ScFv va dbi
chimg am tinh duge bd sung vao trong cic 16 riéng cua dia, va dugc G & nhiét do trong
phong trong 2 gid. Sau d6, cac dia dugce rira bang 200 pl dung dich dém 1x PBS trong
3 1an. Ab khang c-Myc (HRP) lam khang thé thtr cip (Abcam Cat # ab19312, 50 ul/13)
ma duoc pha lodng bang dung dich dém phong bé (1: 2500) duoc bd sung vao -trong
cac 10 riéng cia dia, va duoc @ & nhiét d trong phong trong 1 gid. Sau dé, cac dia
duoc rira bang 200 pl dung dich dém 1x PBS trong 6 1an. Dung dich co chit TMB (50
ul/16) duoc bd sung vao mbi 15 dé phan tng trong 10 phut, va dung dich 1dm ngimg (2
M HC, 50 pl/15) dugc bd sung vao dé két thuc phan tmg. Hé sd hap thu ¢ 450 nm
duoc doc trong may doc dia ELISA. Theo céac két qua ciia ELISA, 123 dong v tinh
c6 A450> 2,0 duoc chon dé phén tich giai trinh ty.

Cac trinh ty ADN thu dugc tir viéc giai trinh tu dugc dénh gia vé muc do giéng
nhu ctia ngudi dwa vao co sd dir liéu dong mam globulin mién dich ctia ngudi va trang

web http://www.bioinf.org.uk/abs/shab/. 26 phan tir scFV ¢6 mic d6 gidng nhu cia

nguoi cao nhét duoc chon dé phén loai ai luc.
Vidu 6: Xac dinh &i luc ge’ln két scFv béng SPR

Ai Iyc ctia khang thé nay dugc do bang ProteOn XPR36 (Bio-Rad). Chip GLC
(Bio-Rad, 1765011) dugc hoat héa bang 0,04 M EDC + 0,01 M sulfo-NHS (Bio-Rad).
BASIGIN ciia ngudi duoc pha lodng dén 10 mM bang 10 mM NaAc (46 pH=4,5) va
sau d6, duoc tiém 1én trén chip & tde d 30 pl/phut dé ghép khang nguyén véi chip da
duogc hoat hoa thong qua cic nhém amino. Cudi cing, chip nay dugc bt hoat bang 1
M etanolamin-HCI (Bio-Rad), va khi chip nay dugc lam quay 90 do, né dugc rua
bang dung dich dém (PBS/0,005% Tween 20) cho dén khi duong nén 6n dinh. Nam
dich ndi méi trudng nubdi cdy té bao chira khang thé scFv va mét ddi ching am tinh

1an luot duge tiém trén sdu ranh nim ngang & téc do nap 13 30 pl/phut. Thoi gian dé
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ghn két duoc thiét dat 12 60 gidy va thoi gian dé phan ly dwoc thiét dat 1a 900 gidy. Dit

liéu dugce phan tich béng cach sir dung mo hinh Kinetic-Langmuir.

SPR dugc sir dung dé giam sat thoi gian thuc cia gén két giitta BASIGIN ctia
ngudi véi dich ndi TG1 chira cac khang thé scFv. Hang s toc do lién két (K,,) cia tit
c4 cac khang thé da duoc sang loc 1 trong duong, do do, hing s6 tdc dd phan ly (Ko
dugc st dung dé xac dinh ai luc gin két ciia cac khang thé nay thay cho Kp. Ai luc
ghn két ciia BASIGIN ciia ngudi v6i céc khang thé scFv da dugc lam giéng nhu cla

nguoi dugce danh gia trude theo K, va céac két qua duge thé hién trong bang 1.

Bang 1 X4c dinh bang SPR cac két qua i luc ctia khang thé scFv

Dong vo tinh | Kog(x10°) | Dong vé tinh | Ko(x10”) | Dong vb tinh s6 Kotr
sb s6 : (x107)
11131 8,9 11205 35 11189 5,2
11135 32 11210 32 11193 5,5
11143 10 11211 5,3 11195 5,3
11149 9,5 11214 5,2 11198 30
11156 36 11230 39 11120 23
11182 40 11232 30 11203 9,3
11187 6,4 11233 27 11246 41
11188 4.4 11242 34 11305 6,9
11204 14 11245 4,1 6H8 cta chudt 114
nht

C6 tinh dén cac ddu hiéu khac, nam scFv dugc lam giéng nhu ciia ngudi (tirc 14
11188, 11214, 11242, 11245 va 11305) dugc chon tir cac khang thé co tri sb Koffthép

hon tuong d6i dé 1an luot tao cAu trac cac khang thé nguyén ven.
Vi du 7: Tao ciu tric khang thé duge 1am gidng nhu ctia ngudi nguyén ven

Theo cac két qua phén loai ai luc trude do, ndm dong vo tinh voi cac scFv duge
chon dugc gy nhiém qua dém. Cac plasmit duge chiét tir moi méi truong nudi cay

qua dém, va céc trinh tu ciia ching dugce xac nhan bang cach giai trinh tuy.
Céac doan moi sau dugc sir dung dé khuéch dai vung bién doi cua chudi ning

duoc lam gibng nhu cia ngudi (VH) va viing bién doi ctia chudi nhe duge 1am giong

nhu cta ngudi (VL) dé tao ra khang thé dugc 1am gidng nhu clia ngudi nguyén ven:
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Poan mdi xudi VL: PCI-wbp229 F1, SEQ ID NO: 51
GCTCCCCGGGGCGCGCTGTGACATTCAGATGACCCAATC
Poan mdi nguge VL: pCI-6H8 RS, SEQ ID NO: 52
GGTGCAGCCACCGTACGTTTTATTTCCAACTTTGTCCCCGAG
Céc doan mdi xudi VH bao gdm:

1) PCI-wbp229 F2: SEQ ID NO: 53
CTCTCCACAGGTGTACACTCCGAAGTGCAGCTTCTGGAGTC
2) PCI-wbp229 F3: SEQ ID NO: 54
CTCTCCACAGGTGTACACTCCGAAGTGCAGCTTGTGGAGTC
3) 6H8-L1 _R2: SEQ ID NO: 55

CCCTGGAGCCTGGCGGACCCAGTTCATCCAGAAGTTACTGAAAGTG
AATCCAG

4) 6H8-L1 R5: SEQ ID NO: 56

GGTGACCCTGTCGCCCACTGAGRSGGACAGGGWGGVGGGAGATTG
GGTC

Poan mdi nguoe VH: PCI-wbp229 R1, xem SEQ ID NO: 57
GGGCCCTTGGTCGACGCTGCAGAGACAGTGACCAGAGTC
Céc manh dich dugc khuéch dai bang so dd khuéch dai nhu duge néu duéi day:

Plasmit tor 11188 dugc st dung lam khudn mau, Ccéc cdp doan mdi
(PCI-wbp229 F1+pCI-6H8 R8 va PCI-wbp229 F2+PCI-wbp229 R1) dugc st dung
d8 khuéch dai cac ving VL va VH dbi véi khang thé duoc 1am giéng nhu cta ngudi

nguyén ven WBP229-201.

Plasmit tir 11214 duogc st dung lam khudn mau, cac cdp doan mdi

(PCI-wbp229 F1+pCI-6H8 R8 va PCI-wbp229 F2+PCI-wbp229 R1) dugc sir dung
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dé khuéch dai cac vung VL va VH d6i véi khang the dugce 1am giong nhu cua nguoi

nguyén ven WBP229-202.

Plasmit tr 11242 dugc st dung lam khudn maiu, céc cdp doan mdi
(PCI-wbp229 F1+pCI-6H8 R va PCI-wbp229 F3+PCI-wbp229 R1) dugc st dung
dé khuéch dai cac ving VL va VH d6i v6i khang thé dugc 1am gidng nhur ctia ngudi

nguyén ven WBP229-203.

Plasmit tir 11245 dugc st dung lam khudn mau, cac cdp doan mdi
(PCI-wbp229 F1+pCI-6H8 R8& va PCI-wbp229 F2+PCI-wbp229 R1) dugc st dung
dé khuéch dai cac ving VL va VH d6i véi khang thé duoc lam giéng nhu cta ngudi

nguyén ven WBP229-204.

Plasmit tir 11305 dugc st dung lam khudn mau, Ccac cdp doan mdi
(PCI-wbp229 F1+pCI-6H8 R8 va PCI-wbp229 F3+PCI-wbp229 R1) dugc sir dung
dé khuéch dai cac ving VL va VH dbi véi khang thé duge 1am giéng nhu cia ngudi

nguyén ven WBP229-205.

Sau khi PCR, cac manh da duoc khuéch dai duge tich ra trong qué trinh dién di

trén gel agaroza 1%, va cac dai ¢ kich thuéc ky vong dugc thu lai va duoc tinh ché.

Céc manh VL/VH d3 duoc tinh ché duoc phan cét bang NgoMIV va SnaBI, va
céc méanh da duoc phan cit duoc tinh ché bang kit tinh ché ADN, va sau d6, dugc nbi
vé6i vecto bidu hién cia dong vat ¢ vii pCl-vector ma chira gen (ving 6n dinh ciia
chudi ning hIgG2 hoic ving 6n dinh cta chudi k ctia ngudi) va duge phan cét bing
cflﬁg cac enzym. Céc san phdm ndi duoc bién nap vao trong cac té bao E. coli TOP10
(Invitrogen), va cac té bao da dugc bién nap duoc rai trén cac dia thach LB véi 100
ng/ml ampicillin. Sau d6, cac dong v6 tinh tich cuc duge gdy nhiém trong moi trudng
16ng LB bang 100 pg/ml ampicillin, va sau khi dong vo tinh nay dugc kiém tra bang
cach giai trinh tu, cidc plasmit dong vd tinh dugc chiét bang cach sir dung kit chiét
plasmit Midi-Prep (QIAGEN). Céic plasmit tao ra dugc lan lugt c¢6 tén 1a
pCI-WBP229-201L va pCI-WBP229-201H, pCI-WBP229-202L va
pCI-WBP229-202H, pCI-WBP229-203L va pCI-WBP229-203H, pCI-WBP229-204L
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va pCI-WBP229-204H, pCI-WBP229-205L va pCI-WBP229-205H, mdi plasmit nay
chira gen chudi nhe ddy du hodc gen chudi ning day du dé san xudt khang thé duoc

lam giéng nhu ciia ngudi nguyén ven.
Vi du 8: Chuyén nap tam thoi ciia cic t& bao va tinh ché khang thé

Céc té bao HEK293 (1,0x10° t& bao/ml) dugc déng chuyén nap bang fncf)t cap
plasmit chta moét gen chudi nhe va modt gen chudi ning twong tng (vi du,
pCI-WBP229-201L/H~205L/H) bing cach st dung chat phan ung chuyén nap
Freestyle Max Reagent tir Invitrogen. Cac té bao da dugc chuyén nap duogc giy nhiém
trong ti 0 lic & nhiét d6 37°C bing 5% CO,, va tdc dd xoay 1a 120 vong/phiit. Dich
ndi modi trudng nudi ciy duge gom lai sau 7 ngdy sau chuyén nap bang cach ly tam, va
cot sic ky 4i luc Protein A duge st dung dé tach va tinh ché cac khang thé dich tir
dich ndi. Ba méi trudng nudi ciy c6 mirc do tao ra khang thé dugc lam gidng nhu cta
ngudi cao nhét duge chon, cic khang thé nay la:

1) HP6H8-1 (twong tng véi pCI-WBP229-205L/H) ¢6 trinh ty axit amin cia
viing bién d6i ciia chudi ning néu trong SEQ ID NO: 3, va trinh tu axit amin cta ving
bién dbi ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 16.

2) HP6HS8-2 (twong tng véi pCI-WBP229-204L/H) c6 trinh tu axit amin cla
ving bién d6i ciia chudi nang néu trong SEQ ID NO: 5, va trinh tu axit amin cta ving
bién dbi ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 18.

3) HP6H8-3 (twong tng véi pCI-WBP229-203L/H) ¢6 trinh tur axit amin cda
ving bién ddi cﬁa'chu(z)i nang néu trong SEQ ID NO: 7, va trinh ty axit amin cua ving
bién dbi ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 20.

Vi du 9: X4c dinh 4i luc gin két cia cac khang thé khang hBASIGIN dwgc lam gidng
nhu ciia ngudi

200 ng protein tai t hgp BASIGIN ciia ngudi dugce phu trong dia ELISA va dé
yén qua dém & nhiét 46 4°C. Dia di phu dugc phong bé bang 0,1% BSA & nhiét do
trong phong trong 1 gi¢. Ba khang thé thu duoc trong vi du 8 cing véi khang thé 6H8
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don dong gbc cta chudt nhit va khang thé kham c6H8, mdi khang thé dugce chuén bi
thanh 5 dung dich ¢6 cac ndng dd gradien 14 10, 100, 1.000, 10.000 va 100.000 ng/ml.
100 pl mdi dung dich dugc bd sung vio trong céc 10 riéng va dia dugce dé yén & nhiét
do6 trong phong trong 1 gi¢. 100 pl vung én dinh cta chudi nhe cta dé khang ngudi
dugc danh diu bing peroxidaza cii cdi ngua, dugc pha lodng theo ty 1€ 1:4.000 lam
khang thé tha cip (Millipore) duge bb sung vao va dé yén & nhiét d6 trong phong
trong 1 gio. Sau d6, cac dia dugc rira bing 200 pl dung dich dém 1x PBS trong 3 1an,
dung dich co chat TMB (50 pl/18) duge bd sung vao mdi 18 dé phan tmg trong 10 phut,
va dung dich 1am ngimg (2 M HCI, 50 ul/1) dugc bd sung vao dé két thic phan tng.
Hé sb hép thu & 450 nm dugc doc trong méy doc dia ELISA.

Theo két qua, ba khang thé dugc 1am gidng nhu clia ngudi va khang thé kham
c6H8 thé hién 4i luc v6i BASIGIN ciia ngudi cao hon mdt cach dang ké khi so véi

khang thé gbc ctia chudt nhat 6H8 (Fig.3).

Ai lirc gén két ciia ba khang thé dugc 1am gidng nhu ctia ngudi, khang thé cia
chudt nhit 6H8 va khang thé kham c6HS cling dugc x4c dinh bang SPR (v& cac budc

chi tiét, xem phin mo ta trong vi du 6), dit liéu dugc thé hién trong bang 2.

Bang 2. Xéc dinh bang SPR 4i luc gin két ciia c4c khang thé duoc lam gibng

nhu cua ngudi

< K, Kq Rumax Chi*

Mau N o Kp (M)
(1/mgiay) (1/giay) RU) RU)
6H8 don dong ctia chudt 5,66E+04 | 6,64E-05 | 1,17E-09 | 175,08 3,20

nhit

c6H8 1,28E+05 | 5,81E-05 |4,52E-10| 98,59 4,00
HP6HS-3 531E+05 | 5,44E-05 |1,02E-10| 88,59 1,23
HP6HS-2 6,18E+05 | 3,60E-05 |5,83E-11| 120,50 2,29
HP6HS-1 548E+05 | 4,96E-05 |9,05E-11| 57,32 1,08
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Nhu dugc thé hién trén Fig.3 va bang 2, i luc gan két ciia cac khang thé duoc
lam giéng nhur ctia ngudi 14 cao hon so véi 4i luc gin két ctia khang thé gbc ctia chudt
nhét 6H8. Kha ning sinh mién dich cta c4c khang thé dugc 1am gidng nhu ctia nguoi
trong ngudi 1 thip hon so véi kha nang sinh mién dich cua khang thé gbc cua chudt
nhét 6H8 va d én dinh clia cac khang thé duoc lam giéng nhu ciia ngudi 12 t6t hon so

vé6i do 6n dinh cua khang thé gbe ctia chudt nhit 6HS.

Vi du 10: Tao cAu tric vecto biéu hién khang thé khing hBASIGIN dugc lam gidng

nhu cia ngudi c6 hiéu qua cao va sang loc cac dong t€ bao bi€u hién on dinh

Theo cac két qua ctia vi du 9, trinh tu gen ciia HP6HS8-1 dugce su dung dé tao

cu tric vecto bi€u hién khang thé dugce lam giong nhu ctia ngudi ¢ hiéu qua cao.
1. Tao cau truc vecto bi€u hién gen cua chuoi nhe

Trinh ty gen ma héa vung VL ctia HP6HS8-1 duoc tbng hop va duge bd sung
cac vi tri nhan biét enzym gi6i han cia Xbal va BsiWI lan luot & cac du 5' va 3' cia
trinh tu. Phén tir tdng hop dugc va plasmit pcDNA3.3-LC-104new-M c6 gen 6n dinh
cla chuéi nhe dugc phan cét bing cic enzym giéi han Xbal va BsiWI. Céc san phém
da dugc phan cit duge tach trong qud trinh dién di trén gel agaroza 1%, va cac dai &
kich thudc ky vong duge thu lai va duge tinh ché. Cac manh d3 dugc tinh ché (méanh
¢6 kich thuéc 416bp c6 ngudn gdec tir phan tir tdng hop va manh c6 kich thuédce
5.712bp ¢6 ngudn gbc tir plasmit pcDNA3.3-LC-104new-M) duge nbi bang céch sir
dung T4 ligaza va hdn hop phan tmg dugc gitt ¢ nhiét 4o 16°C trong 20 phit. 10 ul
trong s6 20 pul dung dich néi dugc sir dung dé bién nap cac té bao E. coli TOP10 c6 du
kha ning (Invitrogen). Sau khi cac khuan lac di duge bién nap dugc xac nhén bang
cach phan tich PCR, phéan tich phan cit enzym va giai trinh tu, m¢t dong vo tinh don
chinh xé4c dugc gdy nhiém qua dém trong 200ml mdi truong LB & nhiét do 37°C trong
to 0 lic véi tbe dd 220 vong/phut. Plasmit dugc chiét va duge dat tén

pcDNA3.3-LC-N-229-205 (dwgc thé hién trén Fig.4).

2. Tao cau tric vecto bi€u hién gen cia chudi ndng
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Tuong ty, trinh tr gen ma héa ving VH ciia HP6H8-1 duge tong hop va duge
bd sung cac vi tri nhan biét enzym gidi han ctia Xbal va Nhel 1an lugt & cac dau 5' va
3' ctia trinh tu. Phén tir tdng hop dugc va plasmit pOptivec-HC-208-M c6 gen én dinh
ctia chudi nang dugc phan cét bing cic enzym gidi han Xbal va Nhel. Cac san phim
da dugc phan cht dugc tach trong qué trinh dién di trén gel agaroza 1%, va céac dai &
kich thuéc ky vong duogc thu lai va dugce tinh ché. Cic manh da dugce tinh ché (manh
c¢6 kich thu6c 434bp c6 ngudn gbec tir phan tir tong hop va méanh cé kich thuée
5.364bp c6 ngudn gdc tir plasmit pOptivec-HC-208-M) duge ndi bang cach sir dung
T4 ligaza va hén hop phan tmg dugc gitt & nhiét do 16°C trong 20 phit. 10 pl trong sb
20 pl dung dich néi dugc sir dung dé bién nap cac té bao E. coli TOP10 c6 du kha
ning (Invitrogen). Sau khi céc khuén lac d3 duge bién nap dugc xac nhan bang cach
phéan tich PCR, phan tich phan cit enzym va giai trinh tu, mot dong vo6 tinh don chinh
x4c duge gy nhiém qua dém trong 200ml moi trudng LB & nhiét do 37°C trong ti
lic voi tbe d6 220 vong/phat. Plasmit duoc chiét va dugc dit tén

pOptivec-HC-D-229-205 (dugc thé hién trén Fig.5).
3. Tao cAu triic va sang loc cac dong té bao biéu hién on dinh CHO

Vecto biéu hién ctia chudi nhe cta khang thé duoc lam gidng nhu cia ngudi
pcDNA3.3-LC-N-229-205 va vecto biéu hién cia chudi ning ciia khang thé dugc lam
gibng nhu ciia ngudi pOptivec-HC-D-229-205 duge chuyén nap vao trong céc té bao
CHO/DHFR bing cach sir dung Freestyle Max Reagent (Invitrogen). 48 gid sau khi
chuyén nap, ban du cac té bao dugc cdy truyén va dugc sang loc bang méi truong
Opti CHO dugc bd sung 500 pg/ml G418 cho dén khi kha néng sdng cua té bao duge
khoi phuc dén trén 85%. Viéc sang loc 14n tht hai duge thuc hién trong moi trudng
sang loc chita 500 nM MTX. Dong v tinh don dugc chon bing ClonePix FL. Sau
7-10 ngay nuoi ca‘iy don dong, muc do biéu hién ctia HP6HS-1 trong dich ndi méi
trudng nudi cdy 1a 2,23 + 0,18 g/l khi duge do bang phuong phap HTRF (duoc thé
hién trén Fig.6).

Vi du 11: X4c dinh tinh dic hiéu cta khang thé khang hBASIGIN duogc 1am giéng

nhu clia nguoi

-50-



41437

Phuong phap hoéa mo mién dich dugc st dung dé phat hién viéc gén két dac
hiéu cua khang thé HP6H8-1 véi mé khdi u, va kha ning phan tng chéo héa mé mién
dich cia khang thé ndy duoc khao sat. Dung dich H,O, 3% dugc sir dung dé phong bé
va 1am bét hoat peroxidaza néi sinh, dung dich thir nghiém chtra huyét thanh ciru binh
thuong duoc sit dung dé phong bé, HP6HS-1 duge st dung lam khang thé so cip,
khang thé Fc cia thé khang nguoi dugc danh d4u bang biotin duge st dung 1am khéang
thé thir cdp, dung dich streptomycin albumin dwgc danh ddu bing peroxidaza cu cai
ngura duge st dung 1am chit phan tmg danh ddu, DAB dugc sir dung dé mau héa, va
hematoxylin dugc sir dung dé vnhuém lai. Sau khi miu dugc loai nuée, cac phién kinh

mang né duoc day dé kiém tra bang kinh hién vi.

Cac két qué dugce thé hién trén Fig.7, sy mau héa ddc hiéu cua khéang thé
HP6H8-1 dugc quan sat & bénh ung thu phdi, bénh ung thu gan, bénh ung thu két
trang va cac md khéi u 4c tinh khac, nhung hiém khi & cac md binh thuong, cac mirc
d6 mau hoa khac nhau duge danh ddu duéi dang "++" hogc "+++".

Céc két qua trén cho thay rang khang thé duoc lam gibng nhu ctia ngudi tao ra
dugc trong sang ché dua trén viéc ghép CDR c6 thé nhan biét mot cach dic hiéu

BASIGIN cua nguoi.
Vi du 12: Thir nghiém chéng sét rét in vitro bang khang thé HP6HS-1

Hoéng cdu ciia ngudi (typ O) lan luot duoc gdy nhiém bing Plasmodium
falciparum cic ching Dd2, 3D7, FCC1 va Nf54. Khi mrc d6 nhiém trung 13 >1% va
tiéu thé sbt rét hoa hdng (malarial roset) 1 >80%, thi thir nghiém chdng sét rét dugc
thwe hién. Méi truong nudi ciy dugc pha lodng bing khang thé don dong dé thiét dat
lwong ky sinh tring trong mau ban dau dén 0,5%, hong ciu méi duoc bd sung vao dé
thiét dit lwong hematocrit ban dau dén 2%, khang thé don dong HP6HS-1 1an luwot
duoc bd sung vao ¢ cac néng d©V100, 10, 1, 0,1, 0,01 pg/ml, mdi gradien nf‘)ng do
duogc thir nghiém ba 1an. Sau khi nuéi ciy trong 72 gid & nhiét d6 37°C, kinh phét mau

mong dugc chuén bi va dugc quan sat dudi kinh hién vi dau 100x dé tinh mtc do ky
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sinh trung. Thir nghiém nay dugc ldp lai mot cach doc 1ap ba 14n, cac két qua duoc

tinh trung binh, va dugc phéan tich bing SPSS dé théng ké.

Céc két qua duoc luc hoc in vitro ciia khang thé don dong HP6HS-1 dugc 1am
gibng nhu ctia ngudi d6i véi Plasmodium falciparum cac ching Dd2, 3D7, FCC1 va
Nf54 duge thé hién trén Fig.8. Sau 72 gid sau khi diing khang thé, khang thé don dong
duoc lam gibng nhw cia ngudi HP6HS-1 thé hién tac dung chéng st rét dang ké véi
tAt ca cac ching Plasmodium falciparum, V_él IC50 14n lugt 12 0,04, 0,02, 0,04, va 0,05

mg/ml.
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<221> trinh tu 181
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<223> Xaa c6é thé& 13 axit amin bit ky

<220>

<221> trinh tu 18i
<222> (94)..(94)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bat ky cé trong tu nhién

<400> 1

Glu Val Gln Leu
1 5

Ser Leu Arg Leu
20

Trp Met Asn Trp
35

Xaa Glu Ile Arg
50

Ser Val Lys Gly
65

Leu Tyr Leu Gln
85

Tyr Cys Thr Ser
100

Thr Val Ser Ala
115

<210> 2

Xaa

Ser

Val

Leu

Arg

70

Met

Tyr

Glu

Cys

Arg

Lys

55

Phe

Asn

Asp

41437

Ser Gly Gly Gly Leu
10

Xaa Ala Ser Gly Phe
25

Gln Ala Pro Gly Lys
40 45

Ser Asn Asn Tyr Ala
60

Thr Ile Ser Arg Asp
75

Ser Leu Xaa Thr Glu
90

Tyr Glu Tyr Trp Gly
105

cd trong tu nhién

Val Gln Pro
15

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu

Thr His Tyr

Asp Ser Lys
80

Asp Thr Xaa
95

Gln Gly Thr
110

Gly

Asn

Trp

Ala

Xaa

Val

Leu

Gly

Phe

Val

Glu

Xaa

Tyr

Val
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<223> Xaa cbd thé 1a axit amin blt ky cé trong tu nhién

<220>
<221> trinh tu 181
<222> (21)..(22)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin blt ky cé trong tu nhién

<220>
<221> trinh tu 18i
<222>  (42)..(43)

<223> Xaa c6 thé 1a axit amin bt ky cé trong tu nhién

<220>
<221> trinh tu 168i
<222> (60)..(60)

<223> Xaa cbé thé 13 axit amin bit ky cé trong ty nhién

<220>
<221> trinh tu 138i
<222> (65)..(65)

<223> Xaa cbé thé 13 axit amin bAt ky cé trong tu nhién

<220>
<221> trinh tu 18i
<222> (80)..(81)

<223> Xaa cb thé 13 axit amin bit ky cé trong tu nhién
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<220>
<221> +trinh tu 18i
<222> (83)..(83)

<223> Xaa c6 thé 1la axit amin bit ky cé trong tu nhién
<400> 2

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

Asp Arg Val Thr Xaa Xaa Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Gly Thr Tyr
20 25 30

Val Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Xaa Xaa Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Xaa Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Xaa Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Xaa
65 - 70 75 80

Xaa Asp Xaa Ala Thr Tyr Tyr Cys Gly Gln Ser Tyr Ser Tyr Pro Phe
85 90 95

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

<210> 3
<211> 116
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Trinh tu axit amin cta viung bién @i ctia chudi ning (VH) cua khang thé

duoc lam gidéng nhu cha ngudi HP6H8-1
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<400> 3

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

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

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

Tyr Cys Thr Ser Tyr Asp Tyr Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ala
115

<210> 4
<211> 348
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tuy axit nucleic cua vung bién &di cha chudi ndng (VH) cua

khang thé duoc lam gidng nhu cua ngudi HPGHS-1

<400> 4

-57-



gaagtgcagc

tcctgtgcecg

Cccagggaagg

cattatgcgg

ctgtacctgce

tatgattacg

<210> 5

<211> 116

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 5

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Lys Leu
20

Trp Met Asn Trp

35

Ala Glu Ile Arg

50

Ser Val Lys Gly

65

Trinh tu

Trinh tu

khang thé

ttgtggagtc

cctctggatt

ggcttgagtg

agtctgtgaa

agatgaactc

aatactgggg

Val

5

Ser

Val

Leu

Glu

Cys

Arg

Lys

41437

tggaggaggce

cactttcagt

ggtttccgaa

agggaggttc

cttaaagact

ccaagggact

nhan tao

Ser Gly

ttggtgcaac
aacttctgga
attagattga
accatctcag
gaagacactg

ctggtcactg

Gly Gly Leu

10

Ala Ala
25

Gln Ala
40

Ser Asn

55

Arg
70

Phe

Thr Ile

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys

45

Asn Tyr Ala

60

Ser Arg Asp
75

-58-

ctggaggatc
tgaactgggt
aatctaataa
gagatgattc
c;gtgtatta

tctctgca

duoc lam gibng nhu ctia ngudi HPG6H8-2

Val Gln
15

Pro

Thr Phe
30

Ser

Glu

Gly Leu

Thr His

Tyr

Asp Ser Lys
80

cctgaggctc
ccgccaggcet
ttatgcaaca
caaaaaca;c

ctgtaccagc

axit amin cha vtng bién &bi ctua chudi ning (VH) cua

Gly Gly

Phe

Asn

Val

Trp

Ala

Glu

Asn Thr

60

120

180

240

300

348



41437

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

85

90

95

Tyr Cys Thr Ser Tyr Asp Tyr Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

100

Thr Val Ser Ala

115

<210> 6

<211> 348
<212> ADN
<213>

<220>
<223>
<400> 6

gaagtgcagc
tcctgtgcecg
ccagggaagg
cattatgcgg
ctgtacctgc
tatgattacg
<210> 7

<211> 116
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

Trinh tu

Trinh tu

khang thé

Trinh tu

Trinh tu
khang thé

ttgtggagtc

cctctggatt

ggcttgagtg

agtctgtgaa

aaatgaactc

aatactgggg

105

nhé&n tao

tggaggaggce

cactttcagt

ggttgccgaa

agggaggttc

cttaaggact

ccaagggact

nhan tao

ttggtgcaac

aacttctgga

attagattga

accatctcaa

gaagacactg

ctggtcactg

-5O-

110

duoc lam gibéng nhu cha ngudi HP6H8-1

ctggaggatc

tgaactgggt

aatctaataa

gagatgattc

ccgtgtatta

tctctgca

duoc lam gidng nhu cua ngudi HP6HB8-3

cctgaagctc

ccgccaggcet

ttatgcaaca

Caaaaacacc

ctgtaccagc

axit amin cua vung bién &bi cta chudi n&ng (VH) cua

axit nucleic cia vung bién déi cua chudi ning (VH) cua

60

120

180

240

300

348



41437

<400> 7

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

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 ) 40 45

Ala Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

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

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

Tyr Cys Thr Ser Tyr Asp Tyr Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ala
115

<210> 8
<211> 348
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu axit nucleic cua viung bién ddi cta chudi ndng (VH) cua

khang thé& duoc lam gibng nhu cua ngudi HP6HB8-3

<400> 8

-60-



Gly Ala Ala Gly
1 5

Ala Gly Thr Cys
20

Gly Gly Thr
35

Gly

Thr Cys Cys
50

Cys

Gly Thr Gly
65

Cys

Thr
85

Cys Ala Cys

Thr Gly Gly Ala
100

Gly Cys Cys
115

Gly Gly Gly
130

Gly

Gly Cys Cys
145

Gly

Ala Ala Thr

Ala

Thr

Thr

Cys

Thr

Cys

70

Thr

Thr

Gly

Cys

Ala Ala Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

55

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

135

150

165

Cys Thr Ala Ala

41437

Cys Ala Gly Cys
10

Gly Ala Gly Gly
25

Ala
40

Cys Cys Thr

Ala Ala Gly Cys

60

Cys Cys Thr Cys

75

Cys Ala Gly Thr

90

Ala Ala Cys Thr
105

Cys
120

Thr Cys Cys

Thr Gly Ala Gly

Thr Thr Gly

15

Thr

Ala Gly Gly

30

Cys

Gly
45

Gly Ala Gly

Thr Cys Thr Cys

Thr Gly Gly Ala

80

Ala Ala Cys Thr

95

Gly Gly Gly Thr

110

Ala Gly Gly Gly
125

Thr Gly Gly Gly

140

Thr Thr Ala
155

Thr Ala Ala
170

-61-

Gly Ala Thr Thr
160

Thr Thr Ala Thr
175

Gly

Thr

Gly

Cys

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

Thr

Cys

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys



41437

Ala Ala Cys Ala Cys Ala Thr Thr Ala Thr Gly Cys Gly Gly

180

185

190

Thr Cys Thr Gly Thr Gly Ala Ala Ala Gly Gly Gly

195

200

205

Thr Cys Ala Cys Cys Ala Thr Cys Thr Cys Ala Ala

210

215

Thr Gly Ala Thr Thr Cys Cys Ala

225

230

Cys Thr Gly Thr Ala Cys Cys Thr

245

220

Ala Ala Ala Ala
235

Gly Cys Ala Gly

250

Ala Cys Thr Cys Cys Thr Thr Ala

260

265

Ala Gly Ala Cys Ala Cys Thr Gly

275

280

Thr Ala Cys Thr Gly Thr Ala Cys

290

295

Ala Thr Thr Ala Cys Gly Ala Ala

305

310

Ala Ala Gly Ala
270

Cys Cys Gly Thr
285

Cys Ala Gly Cys
300

Thr Ala Cys Thr
315

Cys Cys Ala Ala Gly Gly Gly Ala Cys Thr Cys Thr
330

325

Ala Cys Thr Gly Thr Cys Thr Cys Thr Gly Cys Ala

340

345

-62-

Ala Gly

Gly Ala

Cys Ala
240

Ala Thr
255

Cys Thr

Gly Thr

Thr Ala

Gly Gly

320

Gly Gly
335

Ala

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

Ala

Thr

Gly

Gly

Cys



41437

<210> 9
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> HCDR1
<222> (1)..(10)

<400> 9
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe Trp Met Asn

1 5 10

<210> 10
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> HCDR2

<222> (1)..(19)

<400> 10

Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser

1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 11
<211> 5
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

-63-



41437

<221> HCDR3
<222> (1)..(5)

<400> 11

Tyr Asp Tyr Glu Tyr
1 5

<210> 12
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANT

<222> (5)..(5)

<223> X= axit amin bit k¥

<220>
<221> trinh tu 16i
<222> (23)..(23)

<223> Xaa cé6 thé& la axit amin bit ky cé trong tu nhién
<400> 12

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Xaa Ala Ser
20 25

<210> 13
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> FR2 cua chudi ning cua ngudi
<222> (1)..(14)



41437

<400> 13

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Xaa
1 5 10

<210> 14
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> FR3 ctia chudi ning cla ngudi
<222> (1)..(32)

<400> 14
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Xaa Xaa Leu Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Xaa Thr Glu Asp Thr Xaa Val Tyr Tyr Cys Thr Ser
20 25 30

<210> 15
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FR4 cha chudi ning cta ngudi

<222> (1)..(11)

<400> 15

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

1 5 10

<210> 16

-65-



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41437

107
PRT

Trinh tu nhédn tao

Trinh tu axit amin cua ving bién ddi cua chudi nhe (VL) cua

khang thé dugc lam gibng nhu cua ngudi HP6H8-1

16

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5 10 15

Asp Arg Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Gly Thr Tyr

20 25 30

Val Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Thr Gly

50

55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65

70 75 80

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

85 90 95

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

<220>

100 105

17
321
ADN

Trinh tyu nhén tao

-66-



<223> Trinh tu axit nucleic cta vung bién d&bi cta chudi nhe (VL) cua

41437

khéng thé& dugc lam gibng nhu cua ngudi HP6H8-1

<400> 17

gacattcaga

ctctcctgca

ggcaaggccc

cgcttcaccg

gaggacttcg

gggacaaagt

<210>

<211>

<212>
<213>

18
107
PRT

<220>
<223>

<400> 18

Asp Ile Gln Met

1

Trinh tu

Trinh tu

khéng thé

tgacccaatc
gggccagtga
ctaaactgct
gcagtggatc
caacctatta

tggaaataaa

Thr
5

tccectecacc
gaatgtgggﬁ
gatatacggg
tggcacagat

ctgtggacag

nhan tao

10

ctgtccgcect

acttatgtat

gcatccaacc

ttcactctga

agttacagct

Gln Ser Pro Ala Ser Leu

Asp Arg Val Thr
20

Val Ser Trp Tyr
35

Tyr Gly Ala Ser
50

Ile

Gln

Asn

Ser Cys Lys
25

Gln Lys Pro
40

Arg Tyr Thr
55

Ala Ser Glu

Gly Gln Thr
45

Gly Val Pro
60

-67-

cagtgggcga

cctggtatca

ggtacactgg

ccatcagcag

atccattcac

dugc lam gibéng nhu cua ngudi HPGH8-2

Ser Ala Ser
15

Asn Val Gly
30

Pro Lys Leu

Ser Arg Phe

cagggtcacc

acagaaacca

ggtcccctcce

tctgcagccc

gttcggcectcg

321

axit amin cua viung bién d3i cua chudi nhe (VL) cua

Val Gly

Thr

Tyr

Ile

Leu

Ser Gly

60

120

180

240

300



41437

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65

70

75

80

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gly Gln Ser Tyr Ser Tyr Pro Phe

85

90

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

19
321
ADN

<220>
<223>

100

105

Trinh tyu nhé&n tao

95

khang th& duoc lam gibng nhu cua ngudi HP6H8-2

<400> 19

gacattcaga

atctcctgcea

ggccagaccc

cgcttctecg

gacgacttcg

gggacaaagt

<210>

<211>

<212>
<213>

20
107
PRT

<220>
<223>

Trinh tu

Trinh tu

khang thé

tgacccaatc

aggccagtga

ctaaactgct

gcagtggatc

caacctatta

tggaaataaa

tccecgectcee

gaatgtgggt

gatatacggg

tggcacagat

ctgtggacag

nhén tao

ctgtccgect

acttatgtat

gcatccaacc

ttcactctga

agttacagct

-68-

cagtgggcga

cctggtatca

ggtacactgg

ccatcagcag

atccattcac

duoc lam gibéng nhu cla ngudi HP6H8-3

Trinh tu axit nucleic cua viung bién ddi cua chudi nhe (VL) cua

cagggtcacc

acagaaacca

ggtcccctcece

tctgcagecce

gttcggctceg

321

axit amin cta ving bién ddi ctia chudi nhe (VL) cua

60

120

180

240

300



41437

<400> 20

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

Asp Arg Val Thr Leu Thr Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Gly Thr Tyr
20 25 ' 30

Val Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

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

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

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gly Gln Ser Tyr Ser Tyr Pro Phe
85 90 95

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

<210> 21
<211> 321
<212> - ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu axit nucleic cua vung bién ddi cfia chudi nhe (VL) cua

khédng thé& duoc lam gibng nhu cua ngudi HP6H8-3

<400> 21
gacattcaga tgacccaatc tccctcctce ctgtcegeet cagtgggcga cagggtcacce 60
ctcacctgca aggccagtga gaatgtgggt acttatgtat cctggtatca acagaaacca 120

-69-



41437

ggccaggccc ctaaactgct gatatacggg gcatccaacc ggtacactgg ggtcccctcece 180
cgcttcaccg gcagtggatc tggcacagat ttcactctga ccatcagcag tctgcagcecc 240
gacgacttcg caacctatta ctgtggacag agttacagct atccattcac gttcggctcg 300
gggacaaagt tggaaataaa a 321

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> LCDR1
<222> (1)..(11)

<400> 22

Lys Ala Ser Glu Asn Val Gly Thr Tyr Val Ser
1 5 10

<210> 23
<211> 7
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> LCDR2
<222> (1)..(7)

<400> 23
Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr

1 5

<210> 24
<211> 9
<212> PRT

-70-



41437

<213> Mus musculus

<220>
<221> LCDR3
<222> (1)..(9)

<400> 24

Gly Gln Ser Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 25
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> FR1 cla chudi nhe cua ngudi
<222> (1)..(23)

<400> 25
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Xaa Xaa Leu Ser Xaa Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Xaa Xaa Cys
20

<210> 26
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> FR2 cha chudi nhe cua ngudi

<222> (1)..(15)

<400> 26

-71-



41437

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Xaa Xaa Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 27
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> FR3 cta chudi nhe cua ngudi
<222> (1)..(32)

<400> 27

Gly Val Pro Xaa Arg Phe Thr Gly Xaa Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Xaa Xaa Asp Xaa Ala Thr Tyr Tyr Cys
- 20 25 30

<210> 28
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> FR4 ctia chudi nhe cha ngudi
<222> (1)..(10)

<400> 28
Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1 ) 5 10

<210> 29
<211> 107
<212> PRT

-72-



41437

<213> Mus musculus

<220>
<221> Trinh tu axit amin cta vung bién ddi ctia chudi nhe cua 6HS8
<222> (1)..(107)

<400> 29
Asn Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Lys Ser Met Ser Met Ser Val Gly

1 5 10 15

Glu Arg Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Gly Thr Tyr
20 25 30

Val Ser Trp Tyr GIln Gln Lys Pro Glu Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Asp Tyr His Cys Gly Gln Ser Tyr Ser Tyr Pro Phe
85 ‘ 90 95

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

<210> 30
<211> 321
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

-73-



41437

<221> Trinh tu axit nucleic cua vung bién ddi ctua chudi nhe cha 6HS

<222> (1)..(321)
<400> 30
aacattgtaa tgacccaatc tcccaaatcc atgtccatgt cagtgggcga gagggtcacc 60
ttgagctgca aggccagtga gaatgtgggt acttatgtat cctggtatca acagaaacca 120
gagcagtctc ctaaactgct gatatacggg gcatccaacc ggtacactgg ggtccccgat 180
cgcttcacag gcagtggatc tgcaacagat ttcactctga ccatcagcag tgtgcaggct 240
gaagaccttg cagattatca ctgtggaéag agttacagct atccattcac gttcggctcg 300
gggacaaagt tggaaataaa a 321
<210> 31
<211> 116
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> Trinh tu axit amin ctia viing bidn ddi cta chudi ning cua 6HS
<222> (1)..(11le6)
<400> 31
Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 ' 15
Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ala Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu

50 55 60

-74-



Ser
65

Val

Tyr

Thr
115

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

32
348
ADN

Mus

<220>
<221>
<222>

<400> 32

gaagtgaagc

tcctgtgttg

ccagagaagg

cattatgcgg

gtctacctgc

tatgattacg

<210> 33

<211> 38
<212> ADN

70

85

100

Val Ser Ala

musculus

. (348)

ttgaggagtc

cctctggatt

ggcttgagtg

agtctgtgaa

agatgaacaa

aatactgggg

41437

75

90

105

tggaggagge

cactttcagt

ggttgctgaa

agggaggttc

cttaagaact

ccaagggact

ttggtgcaac

aacttctgga

attagattga

accatctcaa

gaagacactg

ctggtcaccg

-75-

80

95

110

ctggaggatc
tgaactgggt
aatctaataa
gagatgattc
gcatttafta

tctctgca

Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser

Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Thr Glu Asp Thr Gly Ile Tyr

Cys Thr Ser Tyr Asp Tyr Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

catgaaactc
ccgccagtct
ttatgcaaca
caaaagtagt

ctgtaccagc

Trinh tu axit nucleic céia vung bién dbi ctia chudi ning cia 6HS
(1) .

60

120

180

240

300

348



41437

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> pFL-6H8-F1

<400> 33
cccagccggce catggccgaa gtgaagcttg aggagtcet 38

<210> 34

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> cau nbi-R1

<400> 34

caaagttgga aataaaagcg gccgcagaac aaaa 34

<210> 35
<211> 34
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> cdu nbi-F1

<400> 35
ttttgttctg cggccgettt tatttccaac tttg ' 34

<210> 36
<211> 34
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> pFL-6H8-R2

<400> 36
ttttgttctg cggccgettt tatttccaac tttg ) 34

-76-



41437

<210> 37

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> 6H8-L1-F1

<400> 37
cagccggcca tggccgaagt gcagcecttgtg gagtctg

<210> 38

<211> 53

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> 6H8-L1-F2

<220>

<221> trinh tu 181

<222> (34)..(35)

<223> R = G hodc A, S = G hodc C

<400> 38
cgccaggctc cagggaaggg gcttgagtgg gttrscgaaa ttagattgaa atc

<210> 39
<211> 50
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> 6H8-L1-F3

<220>
<221> trinh tu 168i
<222> (17)..(17)

<223> R = G hodc A

-77-
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<400> 39
cagatgaact ccttaargac tgaagacact gccgtgtatt actgtaccag

<210> 40
<211> 48
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> 6H8-L1-R1

<220>

<221> trinh tu 18i
<222> (21)..(21)
<223> M = A ho#c C

<220>

<221> trinh tu 18i
<222> (32)..(32)
<223> Y = T hoadc C

<400> - 40
gaaagtgaat ccagaggcgg macaggagag cytcagggat cctccagg

<210> 41
<211> 53
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> 6H8-L1 R2

<400> 41
ccctggagec tggcggaccc agttcatcca gaagttactg aaagtgaatc cag

<210> 42

<211> 47

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

taaggagttc atctgcaggt acaggrtgkt tttggaatca tctcttg

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

<220>
<223>

<400>

41437

6H8-L1-R3

trinh tu 181
(36) .. (36)
R = G hodc A

trinh tu 1581
(39)..(39)
K =G hodac T

42

43
38
ADN

Trinh tyu nhdn tao

6H8-L1-R

43

gggagattgg gtcatctgaa tgtcgctagc accgccac

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

44
49
ADN

Trinh tu nhé&n tao

6HB-L1 R5

trinh tu 181
(23)..(24)
R = G hodc A, S = G hoac C
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ggtgaccctg tcgcccactg agrsggacag ggwggvggga gattgggtce

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gtgggcgaca gggtcaccmt cwcctgcaag gccagtgag

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

<220>

trinh tu 1581

(
W = A hodac T

trinh tu 181
(36)..(36)
V = G hodc C hoadc A

44

45
39
ADN

Trinh tu nhédn tao

6H8-L1_F4

trinh tu 18i
(19)..(19)
M = A hoac C

trinh tu 18i

46
53
ADN

Trinh ty nhén tao

41437
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<223> 6H8-L1 F6

<220>
<221> trinh tu 138i
<222> 15)..(15)

(
<223> Y =T hoac C

<220>
<221> trinh tu 18i
<222> 20)..(20)

(
<223> S = G hoac C

<220>

<221> trinh ty 18i
<222> (24)..(24)
<223> W = A hodc T

<400> 46
tcagcagtct gcagyccgas gacwtcgcaa cctattactg tggacagagt tac

<210> 47

<211> 50

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 6H8-L1 F5

<400> 47

ccggcagtgg atctggcaca gatttcactc tgaccatcag cagtctgcag

<210> 48
<211> 51
<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> 6H8-L1_R6

<220>
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gttggatgcc ccgtatatca gcagtttagg gghctkgect ggtttctgtt g

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

<220>
<223>

<400>

41437

trinh tu 18i
(33)..(33)
H = A hodc C hodac T

trinh tu 158i

48

49
37
ADN

Trinh tu nhédn tao

6HB-L1 R8

49

tttgttctgc ggcecgetttt atttccaact ttgtccc

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

50
54
ADN

Trinh ty nhédn tao

6H8-L1 R7

trinh tu 138i
(15)..(15)
W = A hodc T

trinh tu 181
(24)..(24)
M = A hodc C
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<400> 50
agatccactg ccggwgaagc gggmggggac cccagtgtac cggttggatg cccc

<210> 51
<211> 39
'<212> RADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> PCI-wbp229 F1

<400> 51
gctccccggg gcgegcectgtg acattcagat gacccaatce

<210> 52
<211> 42
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> pCI-6H8 R8

<400> 52
ggtgcagcca ccgtacgttt tatttccaac tttgtccccg ag

<210> 53
<211> 41
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> PCI-wbp229 F2

<400> 53
ctctccacag gtgtacactc cgaagtgcag cttctggagt c

<210> 54

<211> 41

<212> ADN

'<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223>

<400>

41437

PCI-wbp229 F3

54

ctctccacag gtgtacactc cgaagtgcag cttgtggagt ¢

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

<220>
<223>

<400>

ccctggagece tggcggaccc agttcatcca gaagttactg aaagtgaatc cag

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

<220>
<223>

<400>

55
53
ADN

Trinh ty nhén tao

6H8-T.1_R2

55

56
49
ADN

Trinh ty nhédn tao

6HB-L1 R5

56

ggtgaccctg tcgcccactg agrsggacag ggwggvggga gattgggtce

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

<220>
<223>

<400>

57
39
ADN

Trinh ty nhédn tao

PCI-wbp229 R1

57

gggcccttgg tcgacgctgc agagacagtg accagagtce

41

39

53

49
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Yéu cau bao ho

1. Khang thé khang BASIGIN duoc lam gibng nhu & ngudi hoic manh gin két
khéng nguyén cua no, bao gém cac trinh tir axit amin ctia CDR ciia chudi ning nhu
dugc néu trong SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 va SEQ ID NO:11 va céc trinh tir
axit amin ctia CDR ctia chudi nhe nhu duge néu trong SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23
va SEQ ID NO:24, va bao gbm: |
trinh tir axit amin cda Vﬁng bién dbi cta chudi nhe nhu duge néu trong SEQ ID NO:16
va trinh tyr axit amin cta ving bién ddi cta chudi ning nhu duge néu trong SEQ ID
NO:3,

trinh tu axit amin ctia ving bién ddi cua chudi nhe nhu duge néu trong SEQ ID NO:18
va trinh tu axit amin ctia ving bién d6i ctia chudi ning nhu duge néu trong SEQ ID
NO:5, hodc

trinh ty axit amin cia ving bién dbi cta chudi nhe nhu dugc néu trong SEQ ID NO:20
va trinh tu axit amin cta ving bién dbi ctia chudi ning nhu duge néu trong SEQ ID

NO:7.

2. Khéng thé khang BASIGIN dugc l1am giéng nhu & ngudi hoic manh gan két khang
nguyén cia n6 theo diém 1, trong d6 manh gin két khang nguyén 1a manh khang thé

duoc chon tir F(ab’),, Fab’, Fab, Fv, scFv, dsFv hodc dAb.
3. Khéng thé khang BASIGIN duoc 1am gidng nhu & ngudi hodc manh gin két khang
nguyén cia né theo diém 1, trong d6 n6 bao gébm ving 6n dinh ctia chudi nang IgG

clia nguoi.

4. Khang thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu & nguoi hodc manh gin két khang

nguyén ctia n6 theo diém 3, trong d6 IgG ciia ngudi 1a IgG2 clia ngudi.
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5. Khang thé khang BASIGIN dugc lam gidng nhu & nguoi hodc manh gan két khang

nguyén clia né theo di€ém 1, trong d6 né bao gdbm vung o6n dinh cta chudi k cia nguoi.

6. Trinh tu axit nucleic phan 1dp ma hoa khang thé khang BASIGIN duoc lam gidng
nhu ¢ nguoi hodc manh gin két khang nguyén clia né theo diém bét ky trong sb cac

diém tir 1 t6i 5.

7. Trinh tu axit nucleic phan lap theo diém 6, trong do trinh ty nay bao gom:

trinh tu axit nucleic ma hoa vung bién ddi cua chudi nang nhu duge néu trong SEQ 1D
NO:4 va trinh tu axit nucleic ma héa vung bién dbi caa chudi nhe nhu dugc néu trong
SEQ ID NO:17,

trinh tu axit nucleic ma héa vung bién ddi cua chudi nang nhu dugc néu trong SEQ ID
NO:6 va trinh tu axit nucleic ma hoa vung bién ddi ctia chudi nhe nhu dugc néu trong
SEQ ID NO:19, hoac

trinh ty axit nucleic ma héa vung bién ddi cta chudi nang nhu dugc néu trong SEQ 1D
NO:8 va trinh ty axit nucleic ma hoa vung bién dbi cua chudi nhe nhu dugce néu trong

SEQ ID NO:21.

8. Trinh tu axit nucleic phan lap theo diém 7, trong do trinh ty nay con bao gbm trinh
tu nucleotit ma hoa ving 6n dinh ciia chudi nang IgG cla nguoi hoac chudi « cta
nguoi.

9. Vecto chtra trinh tu axit nucleic theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 6 t6i 8.

10. Té bao vat cht chira vecto theo diém 9.

11. Té bao vat chi theo diém 10, trong do té bao nay 1a té bao CHO.
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