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Linh vwe k¥ thuat dwgce dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé dugc nhan tinh héa dac hiéu dbi véi yéu t6 bo thé
Bb, dugc pham chira khéng thé nay va vat chira vo trung chaa dugce phdm nay. Sang ché
cling dé cap dén phuong phap tc ché qua trinh phan cat C3 do C3b/Bb lam trung gian &
c4 thé can dén phuong phap nay va phuong phap trc ché kha nang lién két yéu té H vao
C3b/Bb & c4 thé can dén phuong phap nay bang khang thé va dugc phim chira khang thé

nay néu trén.

Tinh trang ky thuit cua sang ché

Hé théng bd thé 1a mot phan cua hé mién dich bam sinh. Vai trd chinh yéu ctia né
1a dé “bd sung” kha nang cua cac khang thé va cac té bao thuc bao trong viéc don sach
cdc mam bénh co hai khoi sinh vat. Tuy nhién, sy hoat héa léch lac clia hé thong bo thé
X4y ra va gy tac hai cho md vét chu trong mot loat rAt nhiéu hoan canh bénh ly, nam
trong khoang tir bénh tu mién dich dén tinh trang cdy ghép co quan. Mot s6 liéu phap
khang bd thé thi dang trong qua trinh phat trién 1am sang dé phong ngira sy hu hai do qué
trinh hoat hoa 1&ch lac hé théng bd thé gay ra.

Heé théng b thé bao gdbm ba con dudng hoat hoa phia dau ngudn tach biét, tit ca
hoi tu v& mot con duong tan cung chung. Hai con duong trong s6 cac con dudng nay
duoc kich thich bang cac co ché khac biét va cu thé: con dudng cb dién (classical
pathway-CP) bat ddu tham gia khi cac khang thé 1ién két vao cac khang nguyén, va con
dudng lectin (lectin pathway-LP) dugc hoat hoa bang cac gdc carbohydrat trén bé mat
ctia cac mam bénh. Con duong thay thé khéc (alternative pathway-AP) la doc ddo & chd
né hoat dong mot cach lién tuc & mire day, duoc goi la “hoat dong chay khong cua AP”;
¢6 thé lam tang manh hoat tinh cta n6 béng mdt loat tin hi¢u trén cac bé mat ngoai lai va
cac t& bao bi hu hai thong qua vong khuéch dai hdi tiép duong tinh. Yéu té thuc day
chinh yéu cta vong khuéch dai AP 1a AP convertaza (C3bBb). Enzym nay duoc tao ra
khi tién enzym yéu t6 B dugc phan cét dé tao ra san phdm tach {Bb, phan nay két hop
mot cach nhanh chong vdi C3b da duoc lién két vao bé mat dé tao enzym cO hoat tinh
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C3bBb. Sau d6, C3bBb tiép tuc phan cét cac phén tir phu thém ctia protein C3 trung tam,
din dén qua trinh tao cac opsonin (C3b, iC3b), cac doc td phan vé (C3a va CSa) va phuc
hop phén giai tan cung (MAC; C5b-9).

Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché nay d& xuét cac khang thé khang yéu to bé thé Bb, va cac ché pham chia
chc khang thé nay. Céc khang thé khang Bb 1a hiru ich cho vice diéu tri céc rbi loan do bd
thé 1am trung gian. Sang ché nay dé xuét cdc phuong phéap didu trj cac rdi loan do bd thé
lam trung gian.

Sang ché nay dé xuét khing thé duoc nhan tinh hoa dac hi¢u dbi voi yéu td bod thé
Bb, trong d6 khang thé nay duoc chon lya tir nhom gdm: a) khang thé bao gém cac ving
quyét dinh tinh bd trg (CDR) ctia chudi nhe cta ving bién dbi ciia chudi nhe (VL) khang
thé bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:7; b) khang thé bao gdm c4ac CDR cua chudi
nhe cua vung bién ddi cta chudi ning (VH) khang thé bao gdm trinh tu axit amin SEQ
ID NO:38; ¢) khang thé bao gébm céac CDR clia chudi nhe cta ving VL cua khang thé bao
gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:15; d) khang thé bao gbm cac CDR clia chudi ning
cua ving VH cua khang thé bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO:16; ¢) khang thé bao
gdm cac CDR cla chudi nhe cua vung VL cua khang thé bao gdm trinh ty axit amin SEQ
ID NO:23; f) khang thé bao gém cac CDR cua chudi nang cua ving VH cua khang thé
bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:24; g) khang thé bao gém cic CDR cua chudi
nhe ciia ving VL ciia khang thé bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO:31; h) Kkhang thé
bao gdm cac CDR cua chudi nang ctia ving VH ctia khang thé bao gdm trinh ty axit amin
SEQ ID NO:32; i) khang thé bao gdm cac CDR ciia chudi nhe cta ving VL cua khang
thé bao g&n trinh tu axit amin SEQ ID NO: 39; j) khang thé bao gom cac CDR cia chudi
ning cta vang VH cta khang thé bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:40; k) khang
thé bao gdbm cac CDR cla chudi nhe cua vung VL cua khang thé bao gdm trinh tu axit
amin SEQ ID NO:47; va I) khang thé bao gdm cac CDR cua chudi ning cua vung VH
cia khang thé bao gom trinh ty axit amin SEQ ID NO:48. Trong mot s6 truong hop,
khéng thé nay dugc chon lua tir nhom gom: a) khang thé bao gébm cac CDR cua chudi
nhe cta vung VL cua khang thé bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:7 va cac CDR
ctia chudi nang cua vang VH cta khang thé bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:8&; b)
khéng thé bao gém cac CDR cia chudi nhe cta vung VL cua khang thé bao gdm trinh tu

axit amin SEQ ID NO:15 va cac CDR cua chudi nang cta ving VH cua khang thé bao
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gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO:16; ¢) khang thé bao gdm cac CDR cua chudi nhe cua
ving VL ctia khéng thé bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:23 va cdc CDR cutia chudi
nang cla ving VH cia khang thé bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO:24; d) khang
thé bao gbm cac CDR cua chudi nhe cta vung VL cua khing thé bao gdm trinh ty axit
amin SEQ ID NO:31 va cac CDR cta chudi nang cua ving VH cia khang thé bao gdm
trinh ty axit amin SEQ ID NO:32; e) khang thé bao gdm cac CDR cua chudi nhe cua
vung VL cua khang thé bao gdm trinh tw axit amin SEQ ID NO:39 va cac CDR cua chudi
nang ctia ving VH ctia khang thé bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:40; va 1) khang
thé bao gdm cac CDR cla chudi nhe cua vung VL cua khang thé bao gdm trinh tu axit
amin SEQ ID NO:47 va cac CDR cua chudi ning cua vung VH cua khang thé bao gdom
trinh tu axit amin SEQ ID NO:48. Sang ché nay dé xudt khang thé duoc nhan tinh hoa
dac hi¢u ddi voi yéu t5 bd thé Bb, trong d6 khang thé nay duoc chon lya tir nhém gém: a)
khang thé bao gébm ving bién dbi ciia chudi nhe bao gdm cac trinh ty axit amin SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:3; b) khéng thé bao gom vung bién d6i cua chudi
nang bao gém cac trinh tu axit amin SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO:6; ¢)
khang thé bao gdbm vung bién dbi ctia chudi nhe bao gdm cac trinh ty axit amin SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, va SEQ ID NO:11; d) khang thé bao gom ving bién ddi cua chudi
nang bao g@)m cac trinh tu axit amin SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, va SEQ ID NO:14;
¢) khang thé bao gbm ving bién dbi ctia chudi nhe bao gdm cac trinh tu axit amin SEQ
ID NO:17. SEQ ID NO:18, va SEQ ID NO:19; f) khang thé bao gdm ving bién dbi cla
chudi ning bao gém céc trinh ty axit amin SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, va SEQ ID
NO:22; g) khang thé bao gdm ving bién dbi ctia chudi nhe bao gdm cdc trinh tu axit
amin SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, va SEQ ID NO:27; h) khang thé bao gdm ving
bién doi cua chudi ning bao g@)m cac trinh tu axit amin SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29,
va SEQ ID NO:30; i) khang thé bao gdm ving bién doi ctia chudi nhe bao gém cac trinh
tu axit amin SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, va SEQ ID NO:35; j) khang thé bao gém
ving bién ddi cua chudi nang bao gdm cac trinh ty axit amin SEQ ID NO:36, SEQ ID
NO:37, va SEQ ID NO:38; k) khang thé bao gébm ving bién ddi cua chudi nhe bao gdm
céc trinh ty axit amin SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, va SEQ ID NO:43; va ) khang
thé bao gébm ving bién dbi cua chudi ning bao gbm cdc trinh tu axit amin SEQ ID
NO:44, SEQ ID NO:45, va SEQ ID NO:46. Trong mét sO truong hop, khang thé nay

dugce chon lya tr nhom gdm: a) khang thé bao gdbm CDR-L1 ¢ trinh ty axit amin SEQ
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ID NO:1, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:2, CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:3, CDR-H1 ¢¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:4, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:5, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:6; b) khang thé bao
gém CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:9, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:10, CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:11, CDR-H1 c¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:12, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:13, va CDR-H3 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:14; ¢) khang thé bao gbm CDR-L1 c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:17, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:18, CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:19, CDR-HI ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:20, CDR-H2 ¢6 trinh tyr axit
amin SEQ ID NO:21, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:22; d) khang thé bao
gém CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:25, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:26, CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:27, CDR-HI ¢o trinh tu axit amin
SEQ ID NO:28, CDR-H2 ¢0 trinh tu axit amin SEQ ID NO:29, va CDR-H3 ¢O trinh tu
axit amin SEQ ID NO:30; ¢) khang thé bao gdm CDR-L1 6 trinh tyr axit amin SEQ ID
NO:33, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:34, CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:35, CDR-H1 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:36, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:37, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:38; va f) khang thé
bao gém CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:41, CDR-L2 c6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:42, CDR-L3 ¢¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:43, CDR-HI c¢ trinh ty axit
amin SEQ ID NO:44, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:45, va CDR-H3 ¢o
trinh tu axit amin SEQ ID NO:46. Trong mot sd truong hop, khang thé nay lién két
protein Bb bd thé ctia ngudi vai 4l luc la it nhat 10" M. Trong mot s6 truomg hop, khang
thé nay (e ché qua trinh phan cit C3 do C3b/Bb lam trung gian. Trong mot s truong
hop, khang thé nay bao gém vung khung chudi nhe dugc nhan tinh hoa. Trong mot s6
truong hop, khang thé nay bao gém vung khung chudi ning dugc nhén tinh héa. Trong
mdt sb trudong hop, khang thé nay bao gdm vung khung chudi nhe duoc nhén tinh hoa va
vung khung chudi nang dugc nhan tinh hoa. Trong mot sb truong hop, khang thé nay
duoc chon lya tr nhom gém monome Ig, doan Fab, doan F(ab’)2, doan Fd, scFv, scAb,
dAb, Fv, khang thé chi c6 chudi nang mién don l¢, va khang thé chi c6 chudi nhe mién
don 1¢. Trong mot sé truong hop, khang thé nay bao ¢dm ving chudi nhe va ving chudi
nang ma c6 mit & cac polypeptit tach biét. Trong mot s6 truong hop, khang thé nay bao

gdm ving chudi nhe va ving chudi nng ma c6 mat & mot polypeptit don 1¢.

4



45138 5/163

Sang ché nay dé xuét duoc phém chtra khang thé nhu duge md ta trong doan van
trude, hodc noi khac trong ban md ta nay; va td duge duge dung. Sang ché nay dé xuat
vat chira vO trung chira dugc phim nay.

Sang ché nay dé xuét phuong phép Grc ché qué trinh phan cat C3 do C3b/Bb lam
trung gian ¢ ca thé can dén phuong phép nay, phuong phap nay bao gdm viéc cho cé4 thé
nay dung lugng hiru hig¢u cta khang thé nhu duoc mo ta trén ddy, hodc noi khac trong
ban md ta nay, hodc mot luong hitu hi¢u cua duoc phém nhu dugc mo ta trén day, hodc
noi khac trong ban mé ta nay. Trong mot s6 truong hop, phuong thuc cho dung da néu la
trong tinh mach. Trong mot sé truong hop, phuong thire cho dung da néu la dudi da.
Trong mot sd trudng hop, phuong thire cho dung da néu la trong co. Sang ché nay dé
xuét phuong phap didu tri ca thé co bénh hodc rdi loan do bd thé lam trung gian, phuong
phép nay bao gdm viéc cho ca thé nay dung luong httu hiéu cua khang thé nhu duge md
ta trén day, hodc noi khac trong ban mo ta nay, hodc mot lugng hitu hiéu cta dugc pham
nhu duoc mé ta trén day, hodc noi khac trong ban mo ta nay. Trong mot sd trudng hop,
phuong thic cho dung da néu la trong tinh mach. Trong mot s6 truomg hop, phuwong thirc
cho dung di néu la dudi da. Trong mot sb truong hop, phuong thic cho dung dé néu la
trong co. Trong mot s& truong hop, phuong thire cho dung nay dem lai mot két qua dugc
chon lya tir nhém gdm: a) sy e ché hoat tinh cua con dudng thay thé khac ciia b thé
(AP); b) su urc ché qua trinh hinh thanh phtrc hop tAn cong mang; ¢) su Uc ché qua trinh
phan cit C3 do C3b/Bb lam trung gian; d) lam giam mic caa C3a va/hodc C3b trong chét
dich hodc mo; e) su uc ché qua trinh phan cét yéu t6 B; f) su trc ché hién tuong phan giai
té bao do AP lam trung gian; g) su (¢ ché chimg tan huyét do AP lam trung gian; h) su
(rc ché qué trinh két lang C3b, C3d, hodc san pham tach C3 khac do AP lam trung gian
trén t& bao hodc md; i) su e ché qua trinh két lang C3b do AP lam trung gian trén cac
hdng cau; j) lam giam lugng cla yéu t6 Bb trong hé tudn hoan & cé thé; k) lam giam
luong cua yéu t6 Bb trong huyét tuong & ca thé; va 1) su rc ché qua trinh san xuét doc to
phan vé.

M3 ta vin tit cac hinh v&

Hinh 1: trinh bay kha nang lién két ciia cac khang thé don dong (mAb) khang yéu
t6 Bb vao yéu t6 Bb cla nguoi bang thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym
(ELISA).

Hinh 2: trinh bay ECS0 ciia kha nang lién két ciia cac mAb khang yéu td Bb vao
5
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yéu td Bb.

Hinh 3: trinh bay ty 1€ cta kha nang lién két ca cic mAb khang yéu to Bb vio
yéu td Bb tan duoc so voi yéu td B tan duoc.

Hinh 4: trinh bay ty 1é clia kha ning lién két clia cac mAb khang yéu t6 Bb vao
yéu t5 Bb tan duogc so véi yéu td B tan duogc; va kha nang lién két ctia cac mAb khang
yéu t6 Bb vao yéutd B bang sic ky loai trir theo kich ¢&.

Hinh 5: trinh bay 4i luc lién két cia cac mAb khang yéu t6 Bb vao yéu to Bb va
yéu t& B ctia khi dudi dai.

Hinh 6: trinh bay sy trc ché hoat tinh ctia con duong thay thé khac cia bd thé (AP)
(nhu duoc xéc dinh bing céch sir dung kit ELISA cila Wieslab) bang cac mAb khang yéu
t6 Bb.

Hinh 7: trinh bay sy Gc ché ching tan huyét hong clu cua thd do AP lam trung
gian bdi cac mAb khang yéu to Bb.

Hinh 8: trinh bay su ¢ ché qua trinh két lang C3b do AP lam trung gian trén cac
hdng ciu ctia thd (RBC) boi cie mAb khang yéu t6 Bb.

Hinh 9: trinh bay su trc ché hoat tinh AP ciia b4 thé boi cac mAb khéng yéu t6 Bb.

Hinh 10: trinh bay su tre ché hoat tinh AP clia bd thé cua khi dudi dai va hoat tinh
AP cia bé thé ctia nguai (kit ELISA clia Wieslab) boi mAb khang yéu t0 Bb.

Hinh 11: trinh bay su (rc ché chimg tan huyét hong cau cia tho do AP khi dudi dai
lam trung gian b&i cac mAb khang yéu to Bb.

Hinh 12A-12F: dua ra Bang 1, bang nay dua ra cac trinh ty axit amin cua viung
VH va vung VL, cling nhu cac vung quyét dinh tinh bd trg (CDR) cua cac vi du vé cac
mADb khang Bb theo sang ché nay.

Hinh 13: dua ra mdt trinh tu axit amin cua yéu td Bb cua nguoi (SEQ ID NO:49).

Hinh 14 trinh bay sy ¢ ché chung tan huyét do con duong AP lam trung gian boi
céc khang thé khang yéu t6 Bb theo sang ché nay ddi véi cac RBC ctia nguoi dugce diéu
tri trude bang cac khang thé CD55/CD59.

Hinh 15: trinh bay su tc ché con dudng thay thé khac clia bO thé (AP) boi céc
khéang thé thé kham khang yéu t6 Bb 1a M10 thé kham va M4 thé kham.

Hinh 16: trinh bay su ¢ ché chimg tan huyét do con duong AP lam trung gian boi
khang thé thé kham khéng yéu t6 Bb 1a M10 thé kham trén cdc RBC tr bénh nhén co

bénh huyét sic tb niéu kich phat vé& dém (Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria-PNH).
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Hinh 17: trinh bay duoc dong hoc (pharmacokinetics-PK) cta cac khang thé thé
kham khang yéu t5 Bb 1a M10 thé kham va M4 the kham ¢ khi dudi dai.

Hinh 18: trinh bay duogc luc hoc (pharmacodynamics-PD) cua khang thé thé kham
M10 khéng yéu t6 Bb & khi dudi dai.

Hinh 19: trinh bay dugc luc hoc cua khang thé thé kham M4 khang yéu td Bb ¢
khi du6i dai.

Hinh 20: trinh bay su suy thodi C3 do M4 thé kham khang yéu t6 Bb thé kham
kich thich trong huyét thanh ctia ngudi in vitro.

Hinh 21: trinh bay su suy thoai C3 do M10 thé kham khéang yéu to Bb thé kham
kich thich (6 trén) va su suy thodi C3 do M4 thé kham khang yéu t5 Bb thé kham kich
thich (6 dudi) 6 khi dudi dai in vivo.

Hinh 22: trinh bay su phong bé cta khéng thé M4 khang yéu 5 Bb dbi vdi hoat
tinh Yéu td Tang téc Hién tugng Phén ra (Decay Accelerating Factor-DAF) cua yéu t6 H.

Hinh 23: trinh bay tic dung ctia M4 khang yéu td Bb d6i véi hoat tinh DAF cua
CD5S5.

M3 ta chi tiét sang ché

Céc dinh nghia

o
A%

Céac thuat ngir “cdc khang thé” va “globulin mién dich” bao gdbm cac khang thé
hodc cac globulin mién dich thudc kiéu twong duong bét ky, cac doan cua cac khang thé
ma gift lai kha nang lién két dac hiéu vao khang nguyén, bao gbm, nhung khong chi gidi
han &, cac doan Fab, Fv, scFv, va Fd, cac khang thé thé kham, cac khang thé dugc nhan
tinh héa, cac khang thé chudi don 1¢ (scAb), céc khang thé mién don 1é (dAb), cac khang
thé chudi ning mién don 1€, cac khang thé chudi nhe mién don 1é, cac khang thé song dic
hiéu, cac khang thé da ddc hiéu, va cac protein dung hop bao gdbm phan lién két vao
khang nguyén (con dugc goi trong ban md ta nay 1a phan lién két khang nguyén) cua
khang thé va protein khong khang thé. Cac khang thé co thé dugc danh diu theo kiéu co
thé phat hién dugc, vi du, bing chét dong vi phong xa, enzym ma tao ra san pham c6 thé
phat hién dugc, protein huynh quang, va cac chit tuong tu. Cac khang thé con co thé
duoc tiép hop vé1 céac géc khac, nhu cac thanh vién cua cic cdp lién két dac hiéu, vi du,
biotin (thanh vién cua cap lién két dac hiéu biotin-avidin), va cac chéit twong tu. Céc

khang thé ciing c6 thé duoc lién két vao gia do rén, bao gdbm, nhung khong chi gi¢i han
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&, cac hat hoac tAm polystyren, va cac vat liGu tuong tu. Cling dugc bao quat bdi thuat
ngilt nay la Fab’, Fv, F(ab’)a, va/hodc cac doan khang thé khac ma gitt lai kha nang lién
két dac hidu vao khang nguyén, va cac khang thé don dong. Nhu duge st dung trong ban
mo ta nay, khang thé don dong 1a khang thé dugc tao ra bang nhém gbm cac té bao dong
nhét, tAt ca cac té bao nay dugc tao ra tir mot té bao don 1é bang phuong phap sao chép té
bao lap lai. D6 13, dong vo tinh cua cac té bao chi tao ra mot loai khang thé don 1&. Trong
khi khang thé don dong ¢ thé dugc san xuat bang cach su dung cong ngh¢ san xuét khoi
té bao lai, thi cdc phuong phap san xuét khac da biét ddi v6i chuyén gia trong linh vuce k§
thuét nay cling co thé duogc st dung (vi du, cac khang thé duoc tao ra tir cac thu vién thé
hién thé thuc khudn khang thé). Khang thé c6 thé 1a c6 héa tri mot hodc c6 héa tri hai.
Khang thé c¢6 thé 1a monome Ig, ddy 1a mdt phén tr “c6 hinh cht Y~ ma gbm bdn chudi
polypeptit: hai chudi nang va hai chudi nhe duge két ndi bang lién két disulfua.

Thuét ngir “globulin mién dich duge nhan tinh hoa” nhu dugc s dung trong ban
mo ta nay dugc dung dé chi globulin mién dich bao gbm céc phan ctia cac globulin mién
dich ¢6 ngudn gbc khac nhau, trong do it nhit mot phan bao gbm céc trinh ty axit amin
¢6 ngudn goc tir ngudi. Vi du, khang thé dugc nhan tinh hoa cé thé bao gém cac phan
duoc tao ra tur globulin mién dich ¢6 ngudn gbc khong phai tir ngudi co tinh déc hiéu cén
thiét, nhu chudt, va tir cac trinh tu globulin mién dich c6 nguén géc tr ngudi (vi du,
globulin mién dich thé kham), duoc ndi lién v&i nhau vé phuong dién hoa hoc bang cic
kv thuat thong thuong (vi du, tong hop) hodc duge didu ché & dang polypeptit lién tiép
bang cach sir dung cac ky thuat xir ly gen (Vi du, ADN mai hoa cac phan protein cua
khang thé thé kham c6 thé dugc bidu hién dé tao ra chudi polypeptit lién tiép). Mot vi du
khéc vé globulin mién dich dugc nhan tinh hoa la globulin mién dich chira mdt hodc
nhidu chudi globulin mién dich bao gdm CDR duoc tao ra tir khang thé ¢6 ngudn goc
khong phai tir ngudi va vung khung duge tao ra tu chudi nhe va/hodc chudi nang co
ngudn gde tir nguoi (vi du, cdc khang thé duoc ghép CDR c¢6 hodc khong c6 dang thay
dbi khung). Cac khang thé chudi don 1é dugc ghép CDR hodc thé kham thi cling dugc
bao quat boi thudt nglt globulin mién dich dugc nhén tinh héa. Vi dy, xem tai licu:
Cabilly et al., Patent My sb 4,816,567; Cabilly et al., Patent Chau Au 6 0,125,023 BI;
Boss et al., Patent My s6 4,816,397; Boss et al., Patent Chau Au sb6 0,120,694 B1;
Neuberger, M. S. et al., WO 86/01533; Neuberger, M. S. et al., Patent Chau Au sb
0,194,276 B1; Winter, Patent M§ s6 5,225,539; Winter, Patent Chau Aus6 0,239,400 B,
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Padlan, E. A. et al, Pon yéu cdu cip Patent Chau Au 6 0,519,596 Al. Xem thém tai
liéu: Ladner et al., Patent My s6 4,946,778; Huston, Patent My s6 5,476,786; va Bird, R.
E. et al., Science, 242: 423-426 (1988)), lién quan dén cac khang thé chudi don 1é.

Vi dy, cac globulin mién dich dugc nhén tinh hoa ¢ thé duoc san xudt béng cach
str dung axit nucleic tdng hop va/hodc axit nucleic tai t6 hop dé didu ché cac gen (vi du,
ADN bb trg) mi hoa chudi dugc nhén tinh hdéa mong mudn. Vi du, cdc trinh ty axit
nucleic (vi du, ADN) ghi ma cho céc ving bién dbi dugc nhan tinh hoa c6 thé durge kién
tao bang cach st dung cac phuong phap gay dot bién PCR dé thay dbi cdc trinh ty ADN
mi hoa chudi ciia ngudi hodc chudi duge nhan tinh hoa, nhu khudn mau ADN tr vung
bién ddi dugc nhan tinh héa trudce (vi dy, xem tai liéu: Kamman, M., et al., Nucl. Acids
Res., 17: 5404 (1989)); Sato, K., et al., Cancer Research, 53: 851-856 (1993); Daugherty,
B. L. et al., Nucleic Acids Res., 19(9): 2471-2476 (1991); va Lewis, A. P.val. S. Crowe,
Gene, 101: 297-302 (1991)). Biang cach st dung cac phuong phap nay hodc cac phuong
phap thich hop khac, ciing ¢6 thé tao ra cac bién thé mot cach dé dang. Vi du, céc ving
bién déi dugc tao dong vo tinh ¢6 thé duge gay dot bién, va céc trinh tu md héa cac bién
thé ¢o tinh dac hiéu mong mubn c6 thé duge chon lva (vi du, tir thu vién thé thurc khuén;
vi du, xem tai liéu: Krebber et al., Patent My s6 5,514,548; Hoogenboom et al., WO
93/06213, duoc cong bd ngay 1 thang 4 nam 1993)).

“Céc doan khang thé” bao gdm mot phan cua khang thé nguyén ven, vi dy, ving
lién két khang nguyén hodc vung bién ddi cua khang thé nguyén ven. Cac vi du vé doan
khang thé bao gébm cac doan Fab, Fab’, F (ab”)2, va Fv; cac song thé; cac khang thé tuyén
tinh (Zapata et al., Protein Eng. 8(10): 1057-1062 (1995)); cac khang thé mién (dAb; Holt
et al. (2003) Trends Biotechnol. 21:484); cac phan tir khang thé chudi don 1€; va cac
khang thé da dac hiéu duoc tao ra tir cac doan khang thé. Qu4 trinh phan giai bang papain
cac khang thé tao ra hai doan lién két khang nguyén ddng nhét, duge goi la cac doan
“Fab”, mdi doan c6 mdt vi tri lién két khang nguyén don l¢, va doan “Fc” ton du, mot tén
goi phan anh kha nang két tinh mot cach dé dang. Qua trinh xtr ly pepsin thu dugc doan
F(ab’) ma co hai vi tri két hop khang nguyén va van c6 kha nang lién két ngang khang
nguyeén.

“Fy” la doan khang thé ti thiéu ma chira vi tri nhén biét khang nguyén va vi tri
lien két khang nguyén hoan chinh. Ving nay gém dime cta mot mién bién ddi ctia chudi

nang va mot mién bién d6i cua chudi nhe trong dang két hop khong cong hoa tri, chat
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ché. Chinh trong dang két cAu ndy ma ba CDR ctia mdi mién bién dbi tuong tac dé dinh
ranh gidi vi tri lién két khang nguyén trén bé mat cua dime Vp-Vi. Xét chung thi, sau
CDR dem lai tinh dac hi¢u lién két khang nguyén cho khang thé. Tuy nhién, tham chi
mot mién bién dbi don 1é (hogec mot nira clia Fv bao gdm chi ba CDR dic hiéu ddi voi
khang nguyén) c6 kha nang nhan biét va lién két khing nguyén, méc du 6 4i luc théap hon
so véi toan bo vi tri lién két.

Doan “Fab” cling chtta mién hr?mg dinh ctua chudi nhe va mién héng dinh tht nhét
(CH)) ctia chudi nang. Cac doan Fab khac biét vi cac doan Fab’ bang cach bd sung mot
it gbc & dau tan cung carboxyl clia mién CH; ctia chudi ning bao gdm ca mot hodc nhiéu
xystein tir vung ban 18 cta khang thé. Fab'-SH 1a tén goi trong ban md ta nay dung cho
Fab' ma trong d6 (céc) gbc xystein cda cac mién hang dinh mang nhom thiol tw do. Céc
doan khang thé F(ab’), ban dau duoc tao ra & dang cdp cla cac doan Fab’ ma co cac
xystein ban 18 gitra chung. Cac phuong phap li€n hop hoa hoc khac cua cac doan khang
thé thi ciing da biét.

“Céac chudi nhe” cua cic khang thé (cac globulin mién dich) tir loai dong vat co
xuong sdng bat ky c6 thé duoc gan cho mot trong hai loai khéac biét mot cach rd rang,
duoc goi l1a kappa va lambda, dua trén cac trinh tu axit amin cua cac mién hing dinh cla
chung. Tuy thudc vao trinh tu axit amin cua mién hing dinh ctia chudi nang ciia chung,
cac globulin mién dich c6 thé dugc gan cho cac nhom khac nhau. C6 nam nhom chinh
cta cac globulin mién dich: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, va mot vai nhom trong s6 cac
nhom nay ¢o thé duoc chia thém thanh phan nhom (cac kiéu tuong duong), vi du, IgG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, va IgA2. Phan nhém c6 thé dugc chia thém thanh céc loai, vi du,
IgG2a va IgG2b.

Cac doan khang thé “Fv chudi don 1&” hodc “sFv” hoac “scFv” bao gém c4c mién
Vy va Vi cua khang thé, trong d6 cac mién nay la c6 mat & mot chudi polypeptit don I¢.
Trong mdt sd truong hop, polypeptit Fv con bao gdm gbe lién két polypeptit gifra céc
mién Vi va Vi, phan nay giup cho sFv tao dugc cAu trac mong mudn cho kha nang lién
két khang nguyén. Dé tim hidu vé& sFv, xem tai liéu: Pluckthun in The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New
York, pp. 269-315 (1994).

Thuat nglr “cac song thé” dugc dung dé chi cac doan khang thé nho c6 hai vi tri

lien két khang nguyén, cc doan nay bao gobm mién bién doi ctia chudi nang (Vu) duoc
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két ndi vao mién bién dbi cua chudi nhe (VL) trong cung mot chudi polypeptit (Vu-VL).
Bing cach st dung mot gdc lién két ma qua ngin nén khong cho phép ghép cap gitra hai
mién trén cung mot chudi, nén céc mién nay budc phai ghép cap véi cac mién bd tro cla
mot chudi khac va tao ra hai vi tri lién két khang nguyén. Vi du, cac song thé duge mo ta
mdt cach ddy di hon trong tai liéu: EP 404,097; WO 93/11161; va Hollinger et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat nglr “ai luc” dugc dung dé chi hang
s6 can béng dung cho kha ning lién két ¢o thé dao nguoc duge cla hai chit (vi du, khéng
thé va khéng nguyén) va dugc biéu dat ¢ dang hang so phan ly (Kp). Ai luc ¢6 thé 1a 16n
hon 4i luc cua khang thé d6i voi cac trinh tu axit amin khong lién quan it nhit 1 Ian, it
nhdt 2 1An. it nhét 3 an, it nhAt 4 lan, it nhét 5 1an, ft nhét 6 lan, it nhét 7 lan, it nhat 8 lan,
(t nhat 9 14n, it nhat 10 1an, it nhat 20 IAn, it nht 30 1an, it nhét 40 14n, it nhat 50 lan, it
nhét 60 14n, it nhat 70 Iin, it nhat 80 14n, it nhét 90 14n, it nhat 100 lan, hogc it nhat 1.000
lan, hodic 16n hon nita. Ai luc ciia khang thé ddi voi protein dich c6 thé 1a, vi du, tor
khoang 100 nanomol (nM) dén khoang 0,1 nM, tir khoang 100 nM dén khoang 1 picomol
(pM), hogc tir khoang 100 nM dén khoang 1 femtomol (fM) hodc 16n hon nita. Nhu duoc
str dung trong ban mo ta nay, thut ngfr “ai tinh” dugc dung dé chi stre dé khang ctia phuc
hop cua hai hodc nhidu chat hon nita d6i voi sy phan ly sau khi pha loang. Cac thudt ngir
“cé tinh phan ng mién dich” va “lién két wu tién” duge sir dung thay thé cho nhau trong
ban mo ta nay lién quan dén cac khang thé va/hodc cac doan lién két khang nguyén.

Thuét ngtr “kha nang lién két” dugc dung dé chi su két hop truc tiép gitta hai phan
tir, vi du, do cac twong tac cong hoa tri, tinh dién, ky nudge, va ion va/hodc lién két hydro,
bao gdm ca céac tuong tic nhu lién két ciu mubi va lién két cau nude. Khang thé khang
Bb theo sang ché nay lién két dac hiéu vao epitop trong protein Bb bd thé. “Kha ning lién
két diic hiéu” duge ding dé chi kha nang lién két voi & luc la it nhét khoang 107 M hodc
16n hon nira, vi du, 5x 107 M, 10 M, 5 x 10" M, va 16n hon nira. “Kha nang lién két
khong dac hi¢u” dugc dung dé chi kha ning lién két véi ai luc 1a nho hon khoang 107 M,
vi du, kha ning lién két vai i lyc 1a 100 M, 10° M, 10 M, v.v.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngit “CDR” hogc “vung quyét dinh
tinh bé tro” dugc du dinh 1a ¢6 ¥ chi cac vi tri két hop khing nguyén khong lién tiép
duoc tim thiy trong vung bién d6i cua ca polypeptit chudi ning va polypeptit chudi nhe.

Cac CDR da dugc md ta boi tai liéu: Lefranc et al. (2003) Developmental and
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Comparative Immunology 27:55 (con duoc goi trong ban md ta nay la “Lefranc 2003”);
Kabat et al., J. Biol. Chem. 252:6609-6616 (1977); Kabat et al., U.S. Dept. of Health and
Human Services, “Sequences of proteins of immunological interest” (1991) (con dugc
goi trong ban md ta nay la Kabat 1991); boi Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987) (con dugce goi trong ban mo ta nay 1a Chothia 1987); va MacCallum et al., J. Mol
Biol. 262:732-745 (1996), trong d6 cac dinh nghia nay bao odm dang chdng 14n hodc
phan nhom cua cac géc axit amin khi so sanh véi nhau. Tuy nhién, viéc ap dung mot
trong hai dinh nghia nay @& chi CDR ctia khang thé hodc cac khang thé duoc ghép hodc
cac bién thé cua ching dugce du dinh la trong pham vi cua thudt ngir nay nhu duoc dinh
nghia va dugc sir dung trong ban md ta nay. Cac gbc axit amin, ma bao quat cac CDR,
nhu duoc dinh nghia béi tai lifu: mdi tai liéu tham khao trong s cac tai liéu tham khao
dwoc trich dan trén day dugc néu ra dudi day trong Bang 2 ¢ dang so sanh. Cac CDR
duoc liét ké trong Bang 1 (duoc dua ra & Hinh 12A-12F) dugc dinh nghia theo Lefranc
2003.
Bang 2: Céc dinh nghia vé CDR

12/163

Kabat! Chothia? MacCallum’
Vi CDR-1 31-35 26-32 30-35
Vi CDR-2 50-65 53-55 47-58
Vi CDR-3 95-102 96-101 93-101
Vi. CDR-1 24-34 26-32 30-36
Vi CDR-2 50-56 50-52 46-55
Vi, CDR-3 89-97 91-96 89-96 |

Phuong phap danh s6 gbc tuan theo danh phép cua Kabat et al., trén day
Phuong phép danh s6 gdc tuan theo danh phap cua Chothia et al., trén day

3 Phuong phap danh s6 gbc tuan theo danh phép cua MacCallum et al., trén

day

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, cac thuat nglr “CDR-L1”, “CDR-L27”, va
“CDR-L3” lan luot dugc ding dé chi CDR thtr nhét, thtr hai, va thr ba trong vung bién
ddi cua chudi nhe. Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, cac thuat ngir “CDR-H17,
“CDR-H2”. va “CDR-H3” lan lugt dugc ding dé chi CDR thu nht, thu hai, va tha ba
trong vung bién ddi cua chudi nang. Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, cac thuat
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ngit “CDR-17, “CDR-2”, va “CDR-3"" lan lugt dugc dung d chi CDR thir nhat, thtr hai
va thir ba cia ving bién dbi ctia mot trong hai chudi.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thudt nglr “khung” khi dugc st dung li€n
quan dén ving bién dbi cia khang thé dugc dy dinh 1a c6 y chi tAt ca cac gdc axit amin
ndm ngoai cac vung CDR trong pham vi vung bién dbi cia khang thé. Khung viing bién
di thuong 1a trinh ty axit amin khong lién tuc ¢ chicu dai tir khoang100 dén 120 axit
amin nhung duogc dy dinh d& chi chi cac axit amin nam ngoai cac CDR ma thdoi. Nhu
duoc st dung trong ban md ta nay, thuét nglr “vung khung” dugc dy dinh la co y chi mdi
mién cua khung ma dugc phan cach béi cac CDR.

Khang thé “dugc phan lap” 1a khang thé ma di duoc nhan dién va dugc tach
va/hodc dugce thu hdi tir hop phan ctia mdi truong tu nhién cua néd. Cac hop phin giy ban
cua moi trudng tu nhién cia no la cac chét 1iéu ma thuong can tr¢ cach stir dung dé chan
doan hodc tri li¢u ctua khéng thé, va co thé bao gdm céc enzym, hormon, va chét tan ¢6
protein hodc chit tan khong c6 protein khac. Trong mot s6 truong hop, khang thé nay
duoc tinh ché (1) dén mirc 16n hon 90%, 16n hon 95%, hoac 16n hon 98%, theo trong
lugng cua khang thé nhu duoc xéac dinh bang phuong phap Lowry, vi du, nhiéu hon 99%
theo trong luong, (2) dén mot mirc do du dé thu duoc it nhét 15 géc cua trinh tu axit amin
dau tan cung N hodc trinh ty axit amin bén trong bang viéc str dung mdy giai trinh tu kiéu
cbe quay, hodc (3) dén tinh thuAn nhét bing qué trinh dién di trén gel natri dodexyl
sulfat-polyacrylamit (SDS-PAGE) trong diéu kién khtr hodc diéu kién khong khir bang
cach st dung phém xanh lam Coomassie hodc thudc nhudém bac. Khéang thé duoc phan
1ap bao gém khang thé in situ trong céc té bao tai to hop vi it nhat mot hop phan ctia moi
trudng ty nhién cua khang thé s& khong c6 mat. Trong mot s6 truong hop, khéng thé
dugc phan 1ap s€ dugc diéu ché b%mg it nhat mot bude tinh ché.

Céc thuat ngir “polypeptit,” “peptit,” va “protein”, dugc su dung thay thé cho nhau
trong ban mo ta nay, duoc dung dé chi dang polyme cta cic axit amin co chidu dai bt
ky, dang nay co thé bao gdm céc axit amin dugc ghi ma vé phuong dién gen va khong
dugc ghi ma vé phuong dién gen, cac axit amin duoc tao din xuit hodc dugc cai bién vé
phuong dién héa hoc hoac vé phuong dién hoa sinh hoc, va cac polypeptit co cac khung
chinh peptit dugc cai bién. Thuat ngit nay bao gdm cac protein dung hop, bao gbm,
nhung khong chi giéi han &, cac protein dung hop 6 trinh tu axit amin khac ngudn gc,

cac dang dung hop v6i cic trinh tu din dau khac ngudn gbc va tuong ddng, c6 hodc
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khong ¢6 gbe metionin dau tan cung N; céc protein dugc gan thé vé phuong dién mién
dich hoc; va cac chét tuong tu.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, cac thudt nglt “sy diéu tri”, “qua trinh
didu tri”, “diéu tri” va cac thuét nglr tuong tu, dugc dung dé chi viéc thu dugce tac dung
duoc ly va/hodc tac dung sinh ly hoc mong muén. Tac dung nay co thé 1a phong bénh vé
phuong dién phong ngira mot phan hogc hoan toan bénh hodc triéu chirg cia n6 va/hodc
¢6 thé 1a tri liu v& phuong dién chira 1anh mdt phan hogc hoan toan d6i v6i bénh va/hodc
tac dung co hai ¢ thé quy dugc cho bénh nay. “Su diéu tri”, nhu dugc st dung trong ban
mb ta nay, bao ham su diéu tri bat ky ddi voi bénh & dong vat ¢6 vi, cy thé 12 & ngudi, va
bao gom: (a) phong ngira bénh khoi xay ra & dbi tuong ma co thé ¢6 xu huéng bi bénh
nhung van chua dugc chin doan 1a c6 bénh nay; (b) Grc ché bénh, tirc 1a, kim hdm sy phat
(rién ciia n6; va (c) giam nhe bénh, tirc 14, gay ra sy thodi trién clia bénh.

Céac thuéat nglr “ca thé”, “d6i tugng”, “vat chi,” va “bénh nhan,” dugc st dung
thay thé cho nhau trong ban mo ta nay, duoc dung dé chi dong vat c6 va, bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, chudt (chudt cbng, chudt nhit), dong vat linh truong khong phai
ngudi, ngudi, cho, meo, dong vat c6 moéng guéc (vi du, ngua, bo, clra, lon, d€), v.v. Ciing
duoc bao quat bai cac thudt ngir nay la dong vat bat ky ma c6 hé thdng bd thé, nhu dong
vat ¢6 va, ca, va mot ) dong vat khong xuong séng. Nhu vay, cac thuat ngit nay bao
gom dong vat co vu, cd, va dong vat khong xuong song, dong vat dong hanh, dong vét
trong nganh ndng nghiép, dong vat cung clp stc lao dong, dong vét trong vuon thu, va
dong vt trong phong thi nghi¢ém chira hé théng bd thé.

“Luong hiru hiéu vé mit tri liéu” hodc “luong hi¢u nghiém” dugc dung dé chi
luong ctua khang thé khang b thé Bb ma, khi cho dong vét ¢6 v hoac dbi twong khac
dung dé didu tri bénh, 1a di dé tac dung dén phuong phép diéu tri nhu vay ddi véi bénh.
“Luong htru hiéu vé mit tri liéu” s& thay dbi tiy thudc vao khang thé khang b6 thé Bb,
bénh va muc do trAm trong cua no va do tudi, trong lugng, v.v., cua dbi tuong can duogc
diéu tri.

“Mau sinh hoc” bao quat mot loat loai méau thu duge tir cd thé va co thé duoc su
dung trong thtr nghiém chén doan hodc thtr nghiém theo doi. Dinh nghia nay bao quat
mau va cdc mau chit 16ng khac c6 ngudn gde sinh hoc, cac mAu md ran nhu mau sinh
thiét hodc cac moi trudong nudi céy mo hodac cac té bao duoc tao ra tir d6 va thé hé con

cta chung. Dinh nghia nay con bao gdm cac mau ma da dugc thao tac theo cach bat ky
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sau khi kiém duoc ching, nhu bang viéc xu ly bang céc chét phan tng, qué trinh hoa tan,
hodc qua trinh lam giau dé co duogc cac hop phan nhét dinh, nhu cac polynucleotit. Thuét
ngir “mau sinh hoc” bao quat mau 1am sang, va con bao gdm cac té bao trong moi trudng
nudi cdy, dich ndi & trén cta té bao, cdc san pham phan giai té bao, huyét thanh, huyét
twong, chat dich sinh hoc, va cac mau m6. Thudt ngir “mau sinh hoc” bao gdm nudc ticu,
nudc bot, dich ndo-tuy, chit dich ke, chét dich mit, hoat dich, cac ph?m mau nhu huyét
tuong va huyét thanh, va cac chat tvong ty. Thuét ngir “mAu sinh hoc” con bao gdm cac
mAu mo rén, miu nudi cdy md, va mau té bao.

Trude khi sang ché nay dugc mo ta thém, cén phai hiéu rang sang ché nay khong
bi gigi han ¢ cac phuong an cu thé dugc mo ta, nhu vy, tAt nhién, co thé thay doi. Ciing
can phai hiéu rang hé thuat ngtr dugc str dung trong ban md ta nay 1a vi muc dich mo ta
cac phuong an cu thé ma thoi, va khong dugce dy dinh la lam gioi han, vi pham vi cia
sang ché nay sé bi gi6i han chi boi cac diém yéu cau bao ho kém theo.

Truong hop mot khoang gbom cac tri sé duoc dé xudt, thi can phai hiéu rang moi
tri s6 xen gitra, dén mot phan mudi cia don vi clia gidi han dudi trir khi ngit canh quyét
dinh khac mot cch rd rang, gilta gioi han trén va gi¢i han dudi cia khoang dé va khoang
bat ky khac dugc néu ra hodc tri s6 xen gifta trong khoang dugc néu do, dugc bao quat
trong pham vi sang ché. Gi6i han trén va gi6i han dudi cua cdc khoang nho hon nay cé
thé dugc 14y mot cach doc lap vao cac khoang nhé hon, va ciing dugc bao quat trong
pham vi sang ché, tuy thudc vao gidi han bi loai trur mot cach cu thé bat ky trong khoang
duoc néu ra nay. Truong hop khoang duge néu ra bao gdbm mot hodc ca hai gi6i han
trong sb cac gioi han nay, cac khoang loai trur mot trong hai giGi han hodc cé hai gidi han
trong sb cac gioi han duge ldy vao do cling duoc ldy vdo trong sang ché.

Trir khi duoc dinh nghia khac, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va ky thuéat dugc su
dung trong ban md ta nay c6 cung moty nghia nhu thuong dugc hiéu bdi ngudi ¢6 trinh
d6 trung binh trong linh vuc k¥ thudt ma sang ché nay thudc vé. Mic du cac phuong phap
va céc chat lidu bat ky twong tu hodc twong duong voi nhitng loai dugc mo ta trong ban
mo ta nay cling ¢ thé dugc str dung trong viéc thuc hanh hodc thir nghiém sang ché nay,
nhung bay gio mo ta cac phuong phap va cac chét liéu dugc vu tién. T4t ca cac cong bd
duoc dé cép trong ban mo ta nay la dugc dua vao day bang cch vién dan dé boc 1o va
mb ta cac phuong phap va/hodc cac chét liéu ma céc cong bd duoc trich dan trong mdi
lién hé v&i ching.
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Phai luu y rang nhu duge st dung trong ban mo td nay va ¢ cac diém yéu cau bao
ho kém theo, cac dang sé it “mot” bao gdbm céc dang dé cap sb nhiéu trir khi ngit canh
quyét dinh khac mot cach rd rang. Vi vay, vi du, su dé cap dén “khang thé khang Bb” bao
gdm nhidu khang thé nhu vay va su dé cap dén “ché pham” bao gbm su dé cap dén mot
hodc nhidu ché pham va céc duong lwong cua ching da biét dbi vai chuyén gia trong linh
vuc k¥ thudt nay, v.v.. Can phai luu y thém rang cac diém yéu cau bao ho co thé dugc
phac thao dé loai trir phin tir thy y bat ky. Nhu vay, 16i trinh bay nay dugc du dinh lam
co s tién dé cho viée st dung hé thudt ngir ¢o tinh loai trir nhu “riéng chi”, “chi” va cac
thut ngtr tuong tu lién quan dén viéc liét ké cac phan ti cla diém yéu cau bdo ho, hodc
viéc st dung gidi han “am tinh”.

Dugc nhin nhén réng cac dac tinh nhét dinh cua sang ché, cac dac tinh nay, vi sy
rd rang, dugc mo ta trong nglt canh vé cac phuong an tach biét, cling ¢o thé dugc bd tri
trong dang két hop trong mot phuong an don le. Ngugc lai, cac ddc tinh khac nhau cua
séng ché, cac dic tinh nay, vi su ngén gon, dugc mo ta trong ngtr canh vé mot phuong an
don 1¢, ciing c6 thé dugc bd tri mot cach tach biét hodc ¢ dang két hop phu thich hop bt
ky. Tat ca cac dang két hop ctia cac phuong an thudce vé sang ché nay thi duoc bao quat
mdt cach cu thé béi sang ché nay va duoc bdc 10 trong ban mo ta nay chi nhu thé mdi va
moi dang két hop dugc boc 16 mot cach tuong minh va riéng biét. Ngoai ra, tat ca cac
dang két hop phu cua cac phuong an khac nhau va céc phén tir cia ching cling dugc bao
quat mot cach cu thé bai sang ché nay va dugc boc 19 trong ban mod ta nay chi nhu thé
mdi va moi dang két hop phu nhu vdy dugce boc 16 mot cach tuong minh va riéng bit
trong ban mo ta nay.

Céc cong bd dugce ban luén trong ban md ta nay duoc dua ra riéng chi vi phan boc
16 ctia chung trudc ngay nop don cua don nay. Khong co gi trong ban mo ta nay dé hiéu
14 mot su thira nhén rang sang ché nay khong dugc quyén ldy ngay truge cong bd nhu
vay vi sang ché truée. Hon nita, cdc ngay cdng bd duogc dua ra co thé khac voi cac ngdy
cong bd thuc té ma c6 thé can duoc xac nhan mot cach doc 1ap.

Sang ché nay d& xuét cac khang thé khang yéu t6 bd thé Bb, va cac ché pham chtra
céc khang thé nay. Céc khang thé khang Bb la hitu ich cho viée didu tri cac réi loan do bd
thé 1am trung gian. Sang ché nay dé xuét cac phuong phap diéu tri cac réi loan do b6 thé
lam trung gian.

Cac khang thé khang bd thé BB
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Sang ché nay dé xuét cac khang thé khang bd thé Bb va cac dugc pham chura cac
khang thé nhu vay. Khang thé khang bd thé Bb theo sang ché nay con duge goi trong ban
mo ta nay la khang thé “khang Bb” hodc khang thé “khang yéu t6 Bb”. Trong mot )
truong hop, khang thé khang bd thé Bb theo sang ché nay duoc nhén tinh héa. Trong mot
sb truong hop, khang thé khang b thé Bb theo sang ché nay bao gbm it nhét mot ving
khung viing bién di ctia chudi nhe (VL) dugce nhan tinh héa. Trong mot sd trudmg hop,
khang thé khang bd thé Bb theo sang ché nay bao gbm it nh4t mot ving khung vung bién
ddi dugc nhan tinh héa cia chudi nang (VH). Trong mot s truomg hop, khang thé khang
b6 thé Bb theo sang ché ndy bao gbm it nhét mot ving khung VL dugc nhén tinh hoa, va
it nhat mot ving khung VH dugc nhéan tinh hoa.

Qua trinh nhan tinh hoa (cdc) vung khung lam giam nguy co khang thé gay ra dap
ung khang thé cuoa nguoi khang cua chudt (human-anti-mouse-antibody-HAMA) ¢
ngudi. Cac phuong phap dugc cong nhén trong linh vuc k¥ thudt nay vé viée xéc dinh
dap Gmg mién dich c6 thé duoc thuc hién d& theo doi dap ing HAMA & mdt bénh nhén
cu thé hoac trong subt cac thir nghiém lam sang. Co thé thuc hién viéc danh gia tinh sinh
mién dich céc bénh nhéan da dugc cho dung khang thé dugc nhan tinh héa vao lic bat dau
va xuyén sudt qua trinh cho dung li¢u phap. Dap ng HAMA duoc do, vi du, bang cach
phat hién khang thé khang lai chit phan tng tri liéu dugc nhén tinh hoa, trong cic mau
huyét thanh tir bénh nhan bing cach st dung phuong phap da biét dbi voi chuyén gia
trong linh vuc ky thuét nay, bao gdm ca cong nghé cong huong plasmon bé mat
(BIACORE) va/hogc phép phan tich thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym
(ELISA) pha rén. Trong nhiéu truong hop, khang thé khang Bb dugc nhan tinh hoa theo
sang ché nay vé co ban khong gay ra dap ung HAMA ¢ d6i tuong 1a nguoi.

Cac axit amin nhat dinh tir gbc khung ving bién ddi ctia nguoi duge chon lya cho
qué trinh thay thé dua trén anh huong cé thé ¢6 clia ching d6i v6i hinh thé CDR va/hodc
khang nguyén li€n két. Vi tri canh nhau phi ty nhién cta cac vung CDR ctia chudt voi
vung khung bién dbi cua ngudi co thé dem lai nhirng su kidm ché hinh thé phi ty nhién,
trir khi dwoc chinh sira bing qué trinh thay thé cac gbe axit amin nhit dinh, diéu nay dan
dén hién tuong mat 4i luc lién két.

Qua trinh chon lya cac géc axit amin cho viéc thay thé c6 thé duoc xac dinh, mot
phan, bang phuong phap lap md hinh bang may vi tinh. Phan cung va phan mém mdy vi

tinh dung dé tao ra cac hinh anh khong gian ba chiéu ctia cdc phan t globulin mién dich
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1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Nhin chung, cac md hinh phan t&r dugc tao ra bt
dau tir cac cdu trac da dugce giai quyét ctia cac chudi globulin mién dich hodc cac mién
cta ching. Cac chudi can duoc 14p mo hinh duge so sanh vé do tuong dong trinh ty axit
amin v6i cac chudi hodc cac mién cua céc cAu trac khong gian ba chiéu da duge giai
quyét, va cac chudi hodc cac mién thé hién do tuong déng trinh tu 16n nhét dugc chon lua
lam diém bat ddu cho qué trinh kién tao mo hinh phén tu. Céc chudi hodc cic mién co
chung do ddng nhét trinh ty it nhat 50% dugc chon lya cho viée 1dp md hinh, vi dy,
nhitng loai c6 chung do ddng nhét trinh ty it nhat 60%, it nhét 70%, it nhit 80%, it nhét
90% hodc 16n hon nita duge chon lya cho viée 1ap md hinh. Cac cAu tric bat dau da dugc
giai quyét dugce cai bién dé cho phép c6 nhitng khéac biét gilta cdc axit amin thuc té trong
chudi globulin midn dich hodc cic mién dang dwgc 1ap mo hinh, va nhing loai trong cau
trac bit dau. Sau do, cac ciu tric da duge cai bién duogc lap rép vao globulin mién dich
da hop. Cudi cung, md hinh dugc tinh loc bang phuong phép giam thiéu ning lugng va
bang cach xac minh rang tat ca cac nguyén tir 1a trong pham vi cac khoang cach céach
nhau thich hgp va rang goc va chiéu dai lién két 1a trong pham vi gi¢i han c6 thé chip
nhén dugc vé phuwong dién hoa hoc.

CDR va cac vung khung la nhu duoc dinh nghia boi tai liéu: Lefranc et al. (2003)
Developmental and Comparative Immunology 27:55 (con dugc goi trong ban mo ta nay
1a “Lefranc 2003”); Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National
Institutes of Health, Bethesda, Md., 1987 va 1991). Mot dinh nghia vé cdu tric thay thé
khéc da duoc dé xudt bsi Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901 (1987); Nature 342:878
(1989); va J. Mol. Biol. 186:651 (1989) (dugc goi chung la “Chothia”). Khi gbc khung,
nhu duoc dinh nghia boi Kabat, trén day, cAu thanh géc vong cAu trac nhu duoc dinh
nghia béi Chothia, trén day, cac axit amin ¢0 mat & khang thé ctia chudt ¢ thé duoc chon
lua cho qué trinh thay thé vao khang thé dugc nhan tinh hoa. Gbéc ma “lién ké véi ving
CDR” bao gdm cac gbc axit amin ¢ cc Vi tri lién ké sat ngay voi mot hodc nhiéu CDR
trong s6 cac CDR trong trinh tu béc nhit ctia chudi globulin mién dich dugc nhén tinh
héa, vi du, & cac vi tri 1ién ké sat ngay voi CDR nhu dugc dinh nghia bai tai liéu: Kabat,
hodc CDR nhu dugc dinh nghia boi tai lidu: Chothia (vi dy, xem tai li¢u: Chothia and
Lesk JMB 196:901 (1987)). Cu thé 13, cAc axit amin nay chic chan tuong téc v6i cdc axit
amin trong cac CDR va, néu duoc chon tur dbi tuong nhan, thi lam bién dang cac CDR

ciia ddi twong cho va lam giam ai luc. Hon nita, cac axit amin lién ké c6 thé tuong tac
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mdt cach truc tiép v6i khang nguyén (Amit et al., Science, 233:747 (1986)) va viéc chon
lua céc axit amin nay tu d6i tuong cho ¢6 thé 1a thich hop dé gitt tAt ca cac tiép xtic khang
nguyén ma dem lai i lyc ¢ khang thé ban dau.

Trong mot sb trudong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdbm ving
bién dbi ctia chudi nhe bao gém mot, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M10, trong
d6 cac CDR 1a nhu duoc dinh nghia bai tai ligu: Lefranc 2003. Trong mot sd truong hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving bién dbi cta chudi ning bao gdm
mdt, hai, hoic ba CDR cta VH cua khang thé M10, trong d6 cac CDR la nhu duge dinh
nghia boi tai liéu: Lefranc 2003. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gbm ving bién d@di cua chudi nhe bao gdbm mot, hai, hoac ba CDR cua VL
cua khang thé M10; va vung bién ddi cua chudi ning bao g@)m mot, hai, hoac ba CDR
ciia VH cta khang thé M10, trong dé cdc CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai ligu:
Lefranc 2003. Theo mdt s6 phuong an trong sb cac phuong an nay, khang thé khang Bb
bao gdm vung khung (FR) Vi va/hodc Vi duoc nhan tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khéang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cta chudi nhe bao gém mdt, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M 10, trong
d6 cdc CDR la nhu duoc dinh nghia boi tai liéu: Kabat 1991. Trong mot sb truong hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm vung bién dbi ctia chudi nang bao gdm
mét, hai, hodc ba CDR ctiia VH cla khang thé M10, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh
nghia béi tai liéu: Kabat 1991. Trong mot sd truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gbém vung bién ddi cua chudi nhe bao gdm mdt, hai, hoac ba CDR cua VL
ctia khang thé M10; va vung bién ddi cta chudi ning bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR
cua VH cua khang thé M10, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai liéu: Kabat
1991. Theo mdt s phuong én trong sb cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdm
vung khung Vi va/hodc Vu dugce nhan tinh hoa.

Trong mot sb trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién ddi cta chudi nhe bao g@)m mét, hai, hodc ba CDR cua VL cua khéang thé M 10, trong
d6 céc CDR 14 nhu dwoc dinh nghia bai tai liéu: Chothia 1987. Trong mot sd truomg hop,
khang thé khang Bb theo sing ché nay bao gbdm vung bién ddi cua chudi nang bao gbm
mot, hai, hodc ba CDR ctia VH cua khang thé M10, trong d6 cac CDR la nhu duge dinh
nghia béi tai liéu: Chothia 1987. Trong mot sb trudong hop, khang thé khang Bb theo sang

ché nay bao gbm ving bién ddi cua chudi nhe bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cua VL
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cta khang thé M10; va vang bién ddi cua chudi ning bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR
cua VH cua khéng thé M10, trong dé cadc CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai liéu:
Chothia 1987. Theo mdt sb phuong an trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang Bb
bao gom ving khung Vi va/hodc Vi duoc nhan tinh hoéa.

Trong mot s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém mot, hai, hodc ba CDR ctia VL cua khang thé M4, trong
d6 cac CDR la nhu duoc dinh nghia bai tai liu: Lefranc 2003. Trong mot sd trudng hop,
khang thé khang Bb theo sing ché nay bao gbdm ving bién dbi ctia chudi nang bao gom
mot, hai, hodc ba CDR cta VH cta khang thé M4, trong d6 cac CDR 1a nhu duoc dinh
nghia boi tai liéu: Lefranc 2003. Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao géln vung bién ddi cua chudi nhe bao g6m mot, hai, hoac ba CDR cua VL
cla khang thé M4; va vang bién dbi ctia chudi ning bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cua
VH cta khang thé M4, trong do cac CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai liéu: Lefranc
2003. Theo mot s& phuong 4n trong s cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdm
ving khung Vi va/hodc Vu dugc nhan tinh hoa.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gdm mot, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M4, trong
d6 cac CDR 1a nhu duoc dinh nghia boi tai liéu: Kabat 1991. Trong mot sb truomg hop,
khang thé khang Bb theo sing ché nay bao gém ving bién ddi ctia chudi nang bao gdm
mét, hai, hodc ba CDR cua VH cua khang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh
nghia béi tai liéu: Kabat 1991. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gbém ving bién dbi cua chudi nhe bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cta VL
cua khang thé M4; va ving bién ddi cta chudi ning bao géln mot, hai, hoac ba CDR cua
VH cua khéng thé M4, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai liéu: Kabat
1991. Theo mét sd phuong én trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdm
ving khung Vi va/hodc Vu duge nhén tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém mdt, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M4, trong
d6 cac CDR 1a nhu duoc dinh nghia béi tai liéu: Chothia 1987. Trong mot sb truomg hop,
khang thé khang Bb theo séng ché nay bao gbém ving bién d6i ctia chudi ning bao gdm
mot, hai, hodc ba CDR cua VH cua khang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu duoc dinh
nghta béi tai liéu: Chothia 1987. Trong mot s truong hop, khang thé khang Bb theo sang
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ché nay bao gébm ving bién ddi cua chudi nhe bao gdm mot, hai, hoac ba CDR cua VL
cua khéang thé M4; va ving bién ddi cua chudi ning bao gém mot, hai, hoac ba CDR cua
VH cua khang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai liéu: Chothia
1987. Theo mot sd phuong 4n trong sb cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdm
ving khung Vi, va/hodc Vu dugc nhan tinh héa.

Trong mét s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién d6i cua chudi nhe bao g61n mot, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M4, trong
d6 cac CDR l1a nhu duoc dinh nghia béi tai liu: Lefranc 2003. Trong mot sd trudmg hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm vung bién dbi cua chudi ning bao gdm
mot, hai, hoic ba CDR ctia VH cta khang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh
nghia badi tai liéu: Lefranc 2003. Trong mdt sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gém vung bién ddi cua chudi nhe bao gém mot, hai, hodc ba CDR cua VL
ctia khang thé M4; va vung bién ddi cua chudi nang bao gbém mot, hai, hodc ba CDR cua
VH cua khang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai liéu: Lefranc
2003. Theo mét sd phuong én trong s cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdbm
vung khung Vi va/hodc Vi duge nhan tinh hoa.

Trong mot sb trudong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién déi cita chudi nhe bao gdm mot, hai, hodc ba CDR cita VL ctia khéng thé M4, trong
d6 cdc CDR la nhu duoc dinh nghia bdi tai liéu: Kabat 1991. Trong mot s6 trwrdng hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving bién dbi cua chudi nang bao gdm
mét, hai, hodc ba CDR ctiia VH cua khang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh
nghia boi tai ligu: Kabat 1991. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gdbm ving bién dbi ctia chudi nhe bao gdm mot, hai, hodc ba CDR cua VL
cua khang thé M4; va vung bién ddi cua chudi ning bao gé“)m mot, hai, hodc ba CDR cua
VH cua khéang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai li€u: Kabat
1991. Theo mét s phuong én trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdm
ving khung Vi va/hodc Vi duge nhén tinh héa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cta chudi nhe bao gdm mot, hai, hogc ba CDR cua VL cia khang thé M4, trong
d6 cac CDR la nhu duoc dinh nghia boi tai liéu: Chothia 1987. Trong mot s6 trudng hop,
khang thé khang Bb theo séng ché nay bao gbm ving bién dbi cua chudi nang bao gdm

mét, hai, hodc ba CDR cta VH cua khang thé M4, trong do cac CDR la nhu duoc dinh
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nghia béi tai liéu: Chothia 1987. Trong mot sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gdm ving bién déi ctia chudi nhe bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cua VL
cua khang thé M4; va ving bién ddi cua chudi ning bao gém mot, hai, hoac ba CDR cua
VH cua khéang thé M4, trong d6 cac CDR la nhu duoc dinh nghia bai tai liéu: Chothia
1987. Theo mot sd phuong an trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gom
ving khung Vi va/hodc Vi duge nhan tinh hoa.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ciia chudi nhe bao gém mdt, hai, hoac ba CDR ctua VL cua khang thé M20, trong
d6 céc CDR 1a nhu duoc dinh nghia bdi tai liéu: Lefranc 2003. Trong mdt sb trudng hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving bién dbi cta chudi ning bao gdm
mdt, hai, hoic ba CDR cta VH cua khang thé M20, trong d6 cac CDR Ia nhu duoc dinh
nghia béi tai liéu: Lefranc 2003. Trong mdt s truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gdm ving bién ddi cua chudi nhe bao gdm mdt, hai, hoac ba CDR cua VL
ctia khang thé M20; va ving bién ddi cua chudi ning bao gdm mot, hai, hodc ba CDR
cua VH cua khang thé M20, trong do cac CDR la nhu duoc dinh nghia boi tai ligu:
Lefranc 2003. Theo mdt s6 phuong an trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang Bb
bao gém ving khung Vi va/hodc Vu duoc nhan tinh hoa.

Trong mat sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cua chudi nhe bao gém mét, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M 20, trong
d6 céac CDR 1a nhu dugc dinh nghia bai tai ligu: Kabat 1991. Trong mot s6 trrong hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbém ving bién dbi ctia chudi nang bao gom
mdt, hai, hodc ba CDR cua VH cua khang thé M20, trong d6 cac CDR la nhu duoc dinh
nghia boi tai liéu: Kabat 1991. Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gdm ving bién dbi cta chudi nhe bao gdm mot, hai, hogc ba CDR clia VL
cua khang thé M20; va vung bién dbdi ctia chudi ning bao gém mot, hai, hodc ba CDR
ctia VH cua khang thé M20, trong d6 cac CDR 1a nhu duoc dinh nghia boi tai li¢u: Kabat
1991. Theo mdt s6 phuong 4n trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdm
ving khung Vi va/hodc Vi dugce nhén tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém mot, hai, hodc ba CDR cua VL cua khéng thé M20, trong
dé cac CDR la nhu dugc dinh nghia bai tai licu: Chothia 1987. Trong mot s6 truong hop,

khang thé khang Bb theo sng ché nay bao gbdm vung bién dbi cua chudi nang bao gdm
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mot, hai, hodc ba CDR cta VH ctia khang thé M20, trong d6 cac CDR 1a nhu dugc dinh
nghia boi tai liéu: Chothia 1987. Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gdm viing bién ddi ciia chudi nhe bao gom mot, hai, hodc ba CDR clia VL
cia khang thé M20; va vung bién dbi cua chudi ning bao gém mot, hai, hodc ba CDR
cia VH cua khang thé M20, trong d6 cac CDR la nhu dugce dinh nghia bdi tai liéu:
Chothia 1987. Theo mdt s6 phuong an trong sb cac phuong an nay, khang thé khang Bb
bao gdm vung khung Vi va/hodc Vi duge nhan tinh hoa.

Trong mot s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M17, trong
d6 cac CDR 14 nhu duge dinh nghia bdi tai liéu: Lefranc 2003. Trong mot s6 truomg hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving bién dbi cia chudi ning bao gdm
mot, hai, hodc ba CDR cta VH cta khang thé M17, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh
nghia boi tai liéu: Lefranc 2003. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gbém ving bién ddi ciia chudi nhe bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cta VL
clia khang thé M17; va vang bién doi cta chudi nang bao gdm mét, hai, hodc ba CDR
cia VH cta khang thé M17, trong d6 cac CDR la nhu duoc dinh nghia béi tai liéu:
Lefranc 2003. Theo mét s& phuong an trong sb cac phuong an nay, khang thé khang Bb
bao gdbm vung khung Vi va/hodc Vu duge nhan tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm viing
bién déi cua chudi nhe bao gdm mot, hai, hodc ba CDR cua VL cua khang thé M 17, trong
d6 cac CDR 1a nhu dugc dinh nghia bai tai liu: Kabat 1991. Trong mot s6 trudng hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving bién dbi cia chudi nang bao gdm
mdt, hai, hoac ba CDR cua VH cua khang thé M17, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh
nghia béi tai liéu: Kabat 1991. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gbém ving bién dbi cua chudi nhe bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cua VL
clia khang thé M17; va vung bién ddi cta chudi ning bao gém mot, hai, hoac ba CDR
ciia VH cua khang thé M17, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh nghia boi tai liéu: Kabat
1991. Theo mot sd phurong an trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao gdm
vung khung Vi va/hodc Vu duge nhén tinh hoa.

Trong mot sb trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gdm mot, hai, hodc ba CDR cta VL cua khang thé M17, trong
d6 cac CDR la nhu duoc dinh nghia bai tai ligu: Chothia 1987. Trong mot sb traong hop,
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khang thé khang Bb theo sing ché nay bao gdm vung bién dbi cua chudi nang bao gdm
mdt, hai, hodc ba CDR cua VH cua khang thé M17, trong d6 cac CDR la nhu dugc dinh
nghia béi tai liéu: Chothia 1987. Trong mdt sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang
ché nay bao gbm ving bién ddi cua chudi nhe bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR cta VL
cua khang thé M17; va vung bién ddi cta chudi ning bao gém mot, hai, hodac ba CDR
cua VH cuia khang thé M17, trong d6 cac CDR la nhu duoc dinh nghia bdi tai ligu:
Chothia 1987. Theo mdt s6 phuong an trong sb cac phuong an nay, khang thé khang Bb
bao gdm vung khung Vi va/hodc Vu duoc nhén tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
chudi nhe bao gém mot, hai, hodc ba CDR dugc chon lua tr SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, va SEQ ID NO:3. Trong mot s6 truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché
nay bao gdm vung chudi ning bao gdm mdt, hai, hoac ba CDR dugc chon lya tir SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO: 6. Trong mdt so truong hop, khang thé khang Bb
theo sang ché nay bao gbm: a) ving chudi nhe bao gdm mot, hai, hodc ba CDR duogc
chon lya tr SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:3; va b) vung chudi ning bao
géln mot, hai, hodc ba CDR duoc chon lua tr SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID
NO: 6. Theo mdt s6 phuong 4n trong sb cac phuong an nay, khang thé khang Bb bao
gdm vung khung Vi va/hodc Vi dugc nhén tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
chudi nhe bao g6m mdt, hai, hodc ba CDR dugc chon lya tr SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, va SEQ ID NO:11. Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché
nay bao gém vung chudi niang bao gf’)m mot, hai, hodc ba CDR dugc chon lya tir SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO:13, va SEQ ID NO: 14. Trong mot so trudng hop, khang thé khang
Bb theo sang ché nay bao gdm: a) vung chudi nhe bao gdbm mdt, hai, hodc ba CDR dugc
chon lya tr SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, va SEQ ID NO:11; va b) vung chudi ning
bao gém mot, hai, hodc ba CDR dugc chon lua tr SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, va
SEQ ID NO: 14. Theo mdt s6 phuong an trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang
Bb bao gdm vung khung Vi va/hodc Vi duge nhéan tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm vung
chudi nhe bao gém mdt, hai, hodc ba CDR duoc chon lua tir SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:18, va SEQ ID NO:19. Trong mdt sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché

nay bao gbém ving chudi nang bao gdm mdt, hai, hodc ba CDR dugc chon lya tir SEQ ID
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NO:20, SEQ ID NO:21, va SEQ ID NO:22. Trong mot sb truong hop, khang thé khang
Bb theo sang ché nay bao gdm: a) vung chudi nhe bao gdm mot, hai, hoac ba CDR dugc
chon lya tir SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, va SEQ ID NO:19; va b) ving chudi ning
bao gém mdt, hai, hodc ba CDR duoc chon lua tr SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, va
SEQ ID NO:22. Theo mdt s6 phuong an trong s cac phuong an nay, khang thé khang
Bb bao gdm ving khung Vi va/hodc Vi duge nhan tinh hoa.

Trong mat s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
chudi nhe bao gém mdt, hai, hodc ba CDR dugc chon lya tir SEQ ID NO:25, SEQ ID
NO:2, va SEQ ID NO:26. Trong mot sd truomng hop, khang thé khang Bb theo séng ché
nay bao gém vung chudi niang bao gém mdt, hai, hodc ba CDR dugc chon lua tr SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, va SEQ ID NO:29. Trong mot sb truomg hop, khang thé khang
Bb theo sang ché nay bao gbdm: a) vung chudi nhe bao gdm mot, hai, hoac ba CDR duoc
chon lua tir SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:26; va b) vung chudi ning
bao g@)m mdt, hai, hodc ba CDR dugc chon lya tr SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, va
SEQ ID NO:29. Theo mot s phuong 4n trong s6 cac phuong an nay, khang thé khang
Bb bao gdm ving khung Vi va/hodc Vu duge nhén tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khung Vi hodc khung Vi dugce nhan tinh héa 1a khung
lién ng cua ngudi. Khung lién tng dugc nhan tinh hoa c6 thé thé hién gdc axit amin
thuong c6 nhét trong qua trinh chon lua cac trinh tu khung Vi hodc VL cua globulin mién
dich cua nguoi.

Cac vi du khong gidi han vé ving khung Vy lién Gmg ctia ngudi thich hop cho viée
str dung v6i cac CDR ctia Vi nhu duge md ta trong ban md ta nay bao gdm (ving lién
rng phan nhom III):

a) Vi FR1: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:50);

b) Vu FR2: WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO:51);

¢) Vi FR3: RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO:52); va

d) Vu FR4: WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:54).

Trong mot sd trudng hop, Vi FR3 bao gdm dang thay thé axit amin & vi tri 71, 73,
vashodac 78; vi du, trong d6 R dugc boi ddm va duoc gach dudi trong
RETISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO:52) 1a axit amin 71 (cach
danh s Kabat)y N dugc bdi dam va dugc gach dudi  trong

RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO:52) 1a axit amin 73 (cach
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danh s6 Kabat); va L dugc Dboi dam va duoc gach dudi  trong
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO:52) la axit amin 738 (cach
danh sd Kabat). Vi duy, trong mot s6 trudong hop, axit amin 71 la A; va/hodc axit amin 73
la T; va/hodc axit amin 78 la A. Léay vi du, trong mot s6 truong hop, Vu FR3 1ién ung
dugc nhan tinh hoa  thich hop  bao gdbm trinh tw  axit amin:
RFTIS_A_D_’[_“SKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYC (SEQ ID NO:54).

Céc vi du khong gigi han vé vung khung Vu lién Gng cua nguoi thich hgp cho vige
str dung voi cac CDR ctia Vi nhu dugce md ta trong ban md ta nay bao gbdm (vung lién
g phan nhom I):

a) Vu FR1: QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS (SEQ ID NO:55);

b) Vi FR2: WVRQAPGQGLEWM (SEQ ID NO:56);

¢) Vu FR3: RVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC (SEQ ID NO:57); va

d) Vi FR4: WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:58).

Céc vi du khong gi6i han vé vung khung Vp lién ng cua nguoi thich hop cho viée
st dung véi cac CDR cua Vi nhu duge md ta trong ban md ta nay bao gdm (vung lién
g phén nhom II):

a) Vu FR1: QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVS (SEQ ID NO:59);

b) Vi FR2: WIRQPPGKGLEWI (SEQ ID NO:60);

¢) Vu FR3: RVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC (SEQ ID NO:61); va

d) Vi FR4: WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:62).

Céc vi du khong gidi han vé ving khung V1. lién Gmg cta nguoi thich hop cho viée
st dung véi cac CDR cta Vi nhu duoc mb ta trong ban mo ta nay bao gdm (vung lién
rng phan nhom I):

a) VL FR1: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:63);

b) VL FR2: WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:64);

¢) VL FR3: GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO:65); va

d) Vi FR4: FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:66).

Céc vi du khong gidi han vé vung khung Vi lién Umg cta nguoi thich hop cho vige
stt dung voi cac CDR clia Vi nhu duoc md ta trong ban mo ta nay bao gdm (vung lién
trng phan nhom II):

a) VL FR1: DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC (SEQ ID NO:67);

b) VL FR2: WYLQKPGQSPQLLIY (SEQ ID NO:68);
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¢) VL FR3: GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC (SEQ ID NO:69);
va

d) VL FR4: FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:70).

Céc vi du khong gidi han vé vung khung Vi lién img ctia ngudi thich hop cho viéc
str dung véi cac CDR cua Vi nhu duge mod ta trong ban mo ta nay bao gdém (vung lién
g phan nhém III):

a) VL FR1: DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC (SEQ ID NO:71);

b) Vi FR2: WYQQKPGQPPKLLIY (SEQ ID NO:72);

¢) Vi FR3: GVPDRF SGSGSGTDFTLTISSLQAEDFAVYYC (SEQ ID NO:73);
va

d) VL FR4: FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:74).

Cac vi du khong gidi han vé vung khung Vi lién tng ctia nguoi thich hop cho viéc
stt dung v6i cac CDR cua Vi nhu duge md ta trong ban md ta nay bao gbm (vung lién
rng phan nhém IV):

a) VL FR1: DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC (SEQ ID NO:71);

b) VL FR2: WYQQKPGQPPKLLIY (SEQ ID NO:72);

¢) VL FR3: GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDFAVYYC (SEQ ID NO:73);
va

d) VL FR4: FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:74).

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdém ving
bién d6i ciia chudi nhe bao gdm céc trinh ty axit amin SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, va
SEQ ID NO:3.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gom ving
bién ddi ctia chudi ning bao gdm céc trinh tw axit amin SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va
SEQ ID NO:6.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém cac trinh tu axit amin SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, va
SEQ ID NO:11.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ctia chudi ning bao gém céc trinh tu axit amin SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13,
va SEQ ID NO:14.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
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bién ddi ctia chudi nhe bao gdm cac trinh ty axit amin SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18,
va SEQ ID NO:19.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdbm ving
bién ddi cta chudi ning bao gém cac trinh tu axit amin SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21,
va SEQ ID NO:22.

Trong mot sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gébm ving
bién ddi cua chudi nhe bao gém cac trinh ty axit amin SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:2, va
SEQ ID NO:26.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cua chudi ning bao gém cac trinh tu axit amin SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28,
va SEQ ID NO:29.

Trong mdt sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm CDR-
L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:1, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:2,
CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:3, CDR-HI ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:4, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:5, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:6.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm CDR-
L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:9, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:10,
CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:11, CDR-HI ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:12, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:13, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:14.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm CDR-
L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:17, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:18,
CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:19, CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:20, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:21, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:22.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm CDR-
L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:25, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:2,
CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:26, CDR-HI ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:27, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:28, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:29.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
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bién dbi cua chudi nhe bao gém trinh tu axit amin ma dong nhat 85%, 86%, 87%, 88%,
89%. 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh tu axit amin
duoc chon lya tir nhom g6m SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:23, va SEQ ID
NO:30.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gébm ving
bién déi cta chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin ma dong nhét 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %, 96%., 97%, 98% hodc 99% véi trinh tw axit amin
dugc néu ra trong SEQ ID NO:7.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cta chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin ma ddng nhat 85%, 86%, 87%, 88%,
89%., 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh tyr axit amin
duoc néu ra trong SEQ ID NO:15.

Trong mot sb trudomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbém ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gém trinh tu axit amin ma d@)ng nhat 85%, 86%, 87%, 88%,
89%. 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%. 98% hodc 99% vdi trinh ty axit amin
duge néu ra trong SEQ ID NO:23.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm viung
bién dbi cta chudi nhe bao gém trinh tu axit amin ma déng nhat 85%, 86%, 87%, 88%,
89%. 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%. 98% hodc 99% vdi trinh ty axit amin
duoc néu ra trong SEQ ID NO:30.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbdm ving
bién ddi cua chudi ning bao g61n trinh tu axit amin ma déng nhét 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh tyr axit amin
duoc chon lya tir nhém gém SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:24, va SEQ ID
NO:31.

Trong mot sb truomg hop, khing thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cia chudi nang bao gdm trinh ty axit amin ma ddng nhét 85%, 86%, 87%, 88%,
89%. 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% voi trinh tu axit amin
duoc néu ra trong SEQ ID NO:8.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sing ché nay bao gdm vung
bién ddi ctia chudi ning bao gém trinh tu axit amin ma déng nhét 85%, 86%, 87%, 88%,

89%., 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% voi trinh tur axit amin
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duoc néu ra trong SEQ ID NO:16.

Trong mét s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién do6i cua chudi ning bao g61n trinh ty axit amin ma ddng nhét 85%, 86%, 87%, 88%,
89%. 90%. 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh tu axit amin
duoc néu ra trong SEQ ID NO:24.

Trong mdt sb trudng hop, khang thé khang Bb theo sdng ché nay bao gdbm ving
bién ddi cia chudi nang bao gdm trinh tw axit amin ma dong nhat 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% voi trinh ty axit amin
duoc néu ra trong SEQ ID NO:31.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién d6i ctia chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin ma ddng nhat 90% voi trinh ty axit
amin SEQ ID NO:7.

Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gém ving
bién ddi cua chudi nhe bao gém trinh ty axit amin ma déng nhat 90% véi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:15.

Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi nhe bao g@)m trinh tu axit amin ma déng nhét 90% véi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:23.

Trong mét sé trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cta chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin ma dong nhét 90% vai trinh tw axit
amin SEQ ID NO:30.

Trong mot s6 truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién d6i cua chudi nang bao gém trinh ty axit amin ma d@)ng nhét 90% vdi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:8.

Trong mot s6 truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién do6i cua chudi nang bao gém trinh tu axit amin ma déng nhét 90% véi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:16.

Trong mot s6 truong hop, khéang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién ddi ctia chudi nang bao gdém trinh ty axit amin ma ddng nhat 90% véi trinh ty axit
amin SEQ ID NO:24.

Trong mot sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving

bién ddi ctia chudi nang bao gdém trinh ty axit amin ma dong nhat 90% véi trinh tu axit
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amin SEQ ID NO:31.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gdém trinh ty axit amin ma ddng nhit 95% voi trinh ty axit
amin SEQ ID NO:7.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdbm ving
bién déi cta chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin ma dong nhat 95% véi trinh tur axit
amin SEQ ID NO:15.

Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm viing
bién ddi ctia chudi nhe bao gdém trinh ty axit amin ma ddng nhit 95% voi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:23.

Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin ma ddng nhit 95% voi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:30.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién d6i ctia chudi ning bao gbm trinh ty axit amin ma ddng nhat 95% véi trinh ty axit
amin SEQ ID NO:8.

Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi ctia chudi ning bao gém trinh ty axit amin ma déng nhét 95% v&i trinh tu axit
amin SEQ ID NO:16.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cua chudi ning bao gém trinh tu axit amin ma d@)ng nhat 95% v6i trinh tu axit
amin SEQ ID NO:24.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi ning bao gdm trinh ty axit amin ma ddng nhat 95% véi trinh ty axit
amin SEQ ID NO:31.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi nhe bao goém trinh tu axit amin SEQ ID NO:7.

Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi ctia chudi nang bao gom trinh ty axit amin SEQ ID NO:8.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién ddi cua chudi nhe bao g@)m trinh tu axit amin SEQ ID NO:15.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
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bién dbi ctia chudi ning bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO:16.

Trong mot s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cuia chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin SEQ ID NO:23.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién dbi ctia chudi ning bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:24.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gébm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gf“)m trinh tu axit amin SEQ ID NO:30.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi ctia chudi ning bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:31.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gdm trinh tur axit amin ma dong nhét 90% véi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:7 va vung bién ddi ctia chudi ning bao gbm trinh tu axit amin ma dong
nhét 90% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO:8.

Trong mot s6 truong hop, khéang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém trinh ty axit amin ma dong nhat 90% voi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:15 va vung bién ddi cia chudi ning bao gdm trinh ty axit amin ma
ddng nhat 90% vai trinh ty axit amin SEQ ID NO:16.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém trinh ty axit amin ma déng nhét 90% véi trinh ty axit
amin SEQ ID NO:23 va vung bién ddi cua chudi nidng bao gbm trinh ty axit amin ma
ddng nhat 90% vai trinh ty axit amin SEQ ID NO:24.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién déi cua chudi nhe bao gém trinh ty axit amin ma ddng nhat 90% vi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:30 va vung bién ddi cta chudi ning bao gdm trinh ty axit amin ma
ddng nhit 90% véi trinh tr axit amin SEQ ID NO:31.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém trinh tu axit amin ma dong nhét 95% voéi trinh ty axit
amin SEQ ID NO:7 va vung bién d6i ctia chudi ning bao gbm trinh ty axit amin ma dong
nhit 95% v&i trinh tu axit amin SEQ ID NO:8.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm vung
bién ddi cta chudi nhe bao gom trinh ty axit amin ma dong nhét 95% vdi trinh ty axit

amin SEQ ID NO:15 va vung bién ddi cua chudi nang bao gom trinh ty axit amin ma
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ddng nhat 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO:16.

Trong mdt s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi ctia chudi nhe bao gé“)m trinh ty axit amin ma déng nhat 95% véi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:23 va vung bién dbi cua chudi ning bao gém trinh tu axit amin ma
déng nhat 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO:24.

Trong mét sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cta chudi nhe bao g6m trinh ty axit amin ma dong nhit 95% véi trinh tu axit
amin SEQ ID NO:30 va vung bién ddi cua chudi ning bao gdm trinh ty axit amin ma
ddng nhat 95% v6i trinh tu axit amin SEQ ID NO:31.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi cua chudi nhe bao g6m trinh tuy axit amin SEQ ID NO:7 va ving bién ddi cua
chudi nang bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO:8.

Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién ddi ctia chudi nhe bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:15 va vung bién ddi cua
chudi ning bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:16.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
bién dbi cua chudi nhe bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:23 va ving bién dbi cua
chudi ning bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:24.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gém ving
bién ddi cta chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO:30 va vung bién dbi cta
chudi nang bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO:31.

Trong mdt sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két mot cach
dac hiéu epitop trong protein Bb bd thé, trong d6 khang thé nay canh tranh dé lién két
epitop nay voi mot khang thé ma bao gdm cdc CDR cua chudi nhe ctia vung bién d6i cua
khang thé ctia chudi nhe bao gdm trinh tir axit amin SEQ ID NO:7 va cac CDR cua chudi
nang cua vung bién dbi ciia khang thé cia chudi ning bao goém trinh ty axit amin SEQ 1D
NO:8.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két mot cach
dac hiéu epitop trong protein Bb bd thé, trong d6 khang thé nay canh tranh dé lién két
epitop nay voi mot khang thé ma bao gdm cac CDR cua chudi nhe cta vung bién ddi cla
khéang thé caa chudi nhe bao gf”)m trinh tu axit amin SEQ ID NO:15 va cac CDR cua

chudi ning cua ving bien ddi cua khang thé cua chudi ning bao gém trinh ty axit amin
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SEQ ID NO:16.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két mot cach
dic hiéu epitop trong protein Bb bd thé, trong do khang thé nay canh tranh dé lién két
epitop nay voi mot khang thé ma bao gdm cac CDR clia chudi nhe cta ving bién ddi cua
khang thé cta chudi nhe bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:23 va cac CDR cua
chudi ning cta ving bién doi cia khang thé cta chudi nang bao gdm trinh ty axit amin
SEQ ID NO:24.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két mot cach
dic hiéu epitop trong protein Bb bd thé, trong do khang thé nay canh tranh dé lien két
epitop nay véi mot khang thé ma bao gébm cdc CDR clia chudi nhe cua vung bién ddi ctia
khang thé cua chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:30 va cac CDR cua
chudi ning cla vung bién déi cua khang thé cua chudi ning bao gdm trinh ty axit amin
SEQ ID NO:31.

Trong mot s6 truong hop, khing thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm céc
CDR cua chudi nhe cua ving bién d6i ctia khang thé ctia chudi nhe bao gdm trinh ty axit
amin SEQ ID NO:7 va cac CDR cua chudi ning cta vung bién dbi cia khang thé cla
chudi nang bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:8.

Trong mat s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbdm cac
CDR cua chudi nhe cta ving bién ddi ctia khang thé ctia chudi nhe bao gom trinh ty axit
amin SEQ ID NO:15 va cac CDR cua chudi nang cla ving bién dbi cta khang thé cla
chudi ning bao gdm trinh tur axit amin SEQ 1D NO:16.

Trong mot s6 truomg hop, khing thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm cac
CDR cta chudi nhe ciia vimg bién dbi cta khang thé cua chudi nhe bao gom trinh ty axit
amin SEQ ID NO:23 va cac CDR cua chudi ning ciia vung bién dbi cua khang thé cua
chudi nang bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:24.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm cac
CDR cua chudi nhe cua ving bién dbi cta khang thé clia chudi nhe bao gbém trinh ty axit
amin SEQ ID NO:30 va cac CDR cuia chudi nang cla ving bién ddi cua khang thé cua
chudi ning bao g6m trinh ty axit amin SEQ ID NO:31.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két protein
Bb bd thé tir ¢4 thé ma c6 hé théng bd thé. Theo mot s phuong dn, khang thé khang Bb

theo sang ché nay lién két protein Bb bd thé tir dong vat co vu, ¢4, hodc dong vat khong
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xuong sdng ma c6 hé thdng bd thé. Theo mot s6 phuong an, khang thé khang Bb theo
sang ché nay lién két protein Bb bd thé cua dong vat c6 vi. Theo mot sd phuong 4n,
khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két protein Bb bd thé cua ngudi. Theo mot sd
phuong éan, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két protein Bb bd thé c6 cac axit
amin 26-259 cua trinh tu axit amin dugc trinh bay ¢ Hinh 13. Hinh 13 dua ra mdt trinh tu
axit amin cua protein Bb b thé cta Nguwoi khon ngoan; céc axit amin 26-259 la protein
trurdng thanh.

Trong mét sd truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két protein
Bb bb thé véi 4 luc 1a tir 10° M dén 10 M, tir 10 M dén 107°M, hodc tir 1071 M dén
1071 M.

Trong mot sé truong hop, khang thé khang Bb theo séng ché nay biéu hién kha
nang lién két rru tién déi voi yéu td Bb, so voi kha nang lién két ctia khang thé khang Bb
d6i voi yéu té B. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién
két vao yéu td Bb, nhung vé co ban khong lién két vao yéu td B tan duge. Trong mot 56
truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két vao yéu té Bb véi ai luc ma
ca0 hon 4i lyc ciia khéng thé nay déi voi yéu t6 B it nhat 2 lan, it nhat 2,5 lan, it nhat 3
lAn, it nhét 4 1an, it nhét 5 IAn, it nhat 7,5 1an, it nht 10 lan, it nhdt 15 14n, it nhat 20 lan,
it nh4t 25 14n, it nhat 50 14n, it nhat 75 14n, hodc it nhat 100 lan. Trong mot sd truong
hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két vao yéu t& Bb véi i luc ma cao hon
4i Tuc ciia khdng thé nay déi véi yéu t6 B tir 2 1an dén 2,5 lan, tir 2,5 lan dén 5 lan, tr 5
lAn dén 10 1dn. tir 10 1an dén 15 1an, tir 15 1an dén 20 1an, ti 20 lan dén 25 14n, tir 25 lan
dén 50 1an, tir 50 1an dén 75 14n, hodc tir 75 1an dén 100 lan. Trong mot s6 truong hop, ty
1¢ gira i) kha ndng lién két cia khang thé khang Bb theo sang ché nay vao yéu t5 Bb va
i) kha nang lién két cta khang th¢ khang Bb theo sdng ché nay vao yéu t6 B 1a it nhat
2.1, it nhét 5:1, it nhdt 10:1, it nhat 25:1, it nhét 50:1, it nhat 75:1, hodc it nhat 100:1.
Trong mot s6 truong hop, ty 1€ gitra i) kha nang lién két cua khang thé khang Bb theo
sang ché nay vao yéu t6 Bb va ii) kha nang lién két ciia khang thé khdng Bb theo sang
ché nay vao yéu t6 B 1a tir 2:1 dén 5:1, tir 5:1 dén 10:1, tir 10:1 dén 25:1, tir 25:1 dén
50:1, tir 50:1 dén 75:1, hogc tir 75:1 dén 100:1.

Trong mét sb trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két ca yéu to
B va yéu t Bb.

Trong mot sb trudong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché hoat tinh
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con duong thay thé khac (AP) 1a it nhat 10%, it nhat 20%, it nhat 30%, it nhat 40%, it
nhét 50%. it nhét 60%, it nhét 65%, it nhat 70%, it nhat 75%, it nhat 80%, it nhit 85%, it
nhét 90%, it nhit 95%, hodc 100%, so v6i mirc hoat tinh AP khi thiéu véng khang thé
khang Bb. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché hoat
tinh AP v6i [Cso 12 tir 107 M dén 10M, vi du, ICso la tir 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x 10°
7 M dén 10" M, tir 10® M dén 5 x 10-3 M, hodc tir 5 x 10°* M dén 10°M.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché qua trinh
tao thanh phtc hop tAn cong mang (MAC) la it nhat 10%, it nhit 20%, it nhat 30%, it
nhit 40%, it nhét 50%, it nhit 60%, it nht 65%, it nhat 70%, it nhat 75%, it nhit 80%, it
nhét 85%, it nhat 90%, it nhit 95%, hoac 100%, so vdi lugng ciia MAC dugc tao thanh
khi thiéu véng khang thé khéng Bb.

Trong mdt s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché qua trinh
phéan c&t C3 do C3b/Bb lam trung gian. C3b/Bb con duoc goi la “C3 convertaza”. Trong
mot s6 trudong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché qua trinh phan cit C3
do C3b/Bb lam trung gian 1a it nhat 10%, it nhit 20%, it nhat 30%, it nhét 40%, it nhat
50%, it nhét 60%, it nhét 65%, it nhét 70%, it nhat 75%, it nhat 80%, it nhét 85%, it nhat
90%, it nhat 95%, hodc 100%, so v6i qua trinh phan cat C3 khi thiéu ving khang thé
khang Bb. Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay uc ché qua
trinh phan cit C3 do C3b/Bb lam trung gian v&i ICso la tr 107 M dén 10°M, vi dy, ICso
1 tr 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x 107 M dén 108 M, tir 10* M dén 5 x 10"* M, hogc tir 5
x 10 M dén 10°M.

Trong mot s6 trudong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché qud trinh
phan cét C3 do C3b/Bb lam trung gian, nhd' d6 1am giam mirc san xuit san pham phan
cat C3. Vi dy, trong mdt s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché
qué trinh phén c&t C3 do C3b/Bb lam trung gian, nho d6 lam gidm muc san Xuét san
phim phan cit C3 (vi dy, C3a va/hodc C3b) la it nhét 10%, it nhat 20%, it nhat 30%, it
nhAt 40%, it nhat 50%, it nhét 60%, it nhét 65%, it nhat 70%, it nhat 75%, it nhét 80%, it
nhét 85%, it nhat 90%, it nht 95%, hodc 100%, so v&i muc san xuét san phdm phan cat
C3 khi thiéu ving khéng thé khang Bb. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb
theo sang ché nay ma uc ché qud trinh phan cit C3 do C3b/Bb lam trung gian bao gdm
céc CDR ciia VL va VH ¢6 mit 1an luot & VL va VH cia M17. Trong mdt s6 truong hop,
khang thé khang Bb theo sang ché ndy ma trc ché qué trinh phan cat C3 do C3b/Bb 1am
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trung gian bao gdbm céc CDR cuia VL va VH c6 mat 14n lugt & VL va VH ctia M10.

Trong mot s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay lién két yéu t6 B
va trc ché qua trinh phan cat yéu to B. Vi du, trong mot sb truong hop, khang thé khang
Bb theo sang ché nay Gc ché qué trinh phan cét yéu to B 1a it nhét 10%, it nhit 20%, it
nht 30%, it nhét 40%, it nhét 50%, it nhit 60%, it nhat 65%, it nhét 70%, it nhét 75%, it
nhat 80%, it nhét 85%, it nhat 90%, it nhét 95%, hodc nhiéu hon 95%, so véi qua trinh
phan cét yéu t6 B khi thiéu ving khang thé khang Bb. Trong mot sb truomg hop, khang
thé khang Bb theo sang ché nay trc ché hién tuong tao thanh C3b/Bb.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché hién
tuong phan giai té bao do AP bd the lam trung gian 1a it nhit 10%, it nhét 20%, it nhat
30%. it nhat 40%, it nhit 50%, it nhit 60%, it nhat 65%, it nhat 70%, it nhét 75%, it nhat
80%. it nhat 85%, it nhat 90%, it nhét 95%, hodc 100%, so v6i mire d phan giai té bao
khi thiéu véng khang thé khang Bb. Thir nghiém v& hién tuong phan giai té bao co thé
dugc su dung dé x4c dinh mare do (e ché hién tugng phan giai té bao do AP lam trung
gian. Trong mt s6 truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché hién tugng
phan giai t& bao do AP lam trung gian vé&i ICso 1a tur 107 M dén 10°M, vi dy, ICso la tir
107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x 107 M dén 10 M, tir 10°* M dén 5 x 10* M, hodc tir 5 x
108 M dén 10°M.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché chimg tan
huyét do AP bé thé 1am trung gian 14 it nhat 10%, it nhét 20%, it nhét 30%, it nhat 40%,
it nhat 50%. it nhét 60%, it nhat 65%, it nht 70%, it nhat 75%, it nhat 80%, it nhét 85%,
it nhét 90%, it nhit 95%, hodc 100%, so v6i mirc do cua chimg tan huyét khi thiéu ving
khéng thé khang Bb. Thi nghiém vé& chimg tan huyét hong ciu (RBC) tho ¢6 thé dugc sir
dung dé xac dinh muc do Gc ché chimg tan huyét do AP lam trung gian. Trong mdt s6
truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché chung tan huyét do AP lam
trung gian voi ICso 1a tir 107 M dén 10°M, vi du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x
107 M dén 10 M. tir 10 M dén 5 x 10" M, hodc tir 5 x 10 M dén 10°M.

Trong mot sb truong hop, khang the khang Bb theo sdng ché nay e ché qué trinh
két 1éng C3b, C3d, hodc san phém tach C3 khac do AP lam trung gian trén té bao hoadc
mo. Vi du, trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché qua
trinh két ling C3b, C3d, hodc san pham tach C3 khéc do AP lam trung gian trén té bao
hoac md 1a it nhit 10%, it nht 20%, it nhat 30%, it nhat 40%, it nhit 50%, it nhat 60%, it
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nhit 65%. it nhat 70%, it nhat 75%, it nhat 80%, it nhat 85%, it nhét 90%, it nhat 95%,
hodc 100%, so v6i lugng ctia qué trinh két 1ang ctia C3b, C3d, hodc sén phim tach C3
khac trén t& bao hodc mo khi thidu vang viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc trude
khi cho dung khang thé khang Bb. Trong mot s6 trudong hop, khang thé khang Bb theo
sang ché nay trc ché qua trinh két lang C3b, C3d, hodc san pham tach C3 khac do AP lam
trung gian trén té bao hodc md v6i ICs 1a tir 107 M dén 10°M, vi dy, ICs 1a ttr 107 M
dén's x 107 M. tir 5 x 107 M dén 10 M, tir 10 M dén 5 x 10 M, hoge tir 5 x 108 M
dén 10°M.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché qua trinh
két ling C3b do AP lam trung gian trén té bao hodc md la it nhét 10%, it nhit 20%, it
nhAt 30%, it nhat 40%, it nhét 50%, it nhit 60%., it nhat 65%, it nhét 70%, it nhat 75%, it
nhit 80%. it nhét 85%, it nhit 90%, it nhat 95%, hodc 100%, so voi lugng cua qua trinh
két lang C3b trén té bao hodc md khi thiéu vang khang thé khang Bb. Trong mot 5O
truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché qua trinh két ling C3b do AP
lam trung gian trén & bao hodc md vai ICs la tir 107 M dén 10°M, vi du, ICso 1a tir 107
M dén 5 x 107 M. tir 5 x 107 M dén 10 M, tir 10 M dén 5 x 10* M, hodc tr 5 x 108 M
dén 10°M.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay e ché qua trinh
két ling C3b do AP lam trung gian trén céc hong chu (RBC) 1a it nhét 10%, it nhét 20%,
{t nhét 30%. it nhéit 40%, it nhét 50%, it nhat 60%, it nhat 65%, it nhét 70%, it nhat 75%,
it nhét 80%, {t nhat 85%, it nhét 90%, it nhét 95%, hodc 100%, so Vi lugng cua qua trinh
két lang C3b trén cac RBC khi thiéu ving khéng thé khang Bb. Trong mot sb trurdong hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché qua trinh két lang C3b do AP 1am trung
gian trén cac RBC véi ICso 1a tr 107 M dén 10°M, vi du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107
M. tir 5 x 107 M dén 10 M, tir 10 M dén 5 x 10 M, hodc tir 5 x 108 M dén 10°M.

Trong mot sb trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay, khi cho ca thé
can dén khang thé nay dung theo mot hodc nhiéu liéu luong, thi 1am giam lugng cla yéu
t6 Bb trong hé tudn hoan & ca thé nay. Vi du, trong mot sb truomg hop, khang thé khang
Bb theo sang ché nay, khi cho c4 thé can dén khang thé nay dung theo mdt hogc nhiéu
lidu lwong, thi lam giam luong cua yéu tb Bb trong hé tudn hoan & ca thé nay 1a it nhét
10%, it nhét 20%, it nhét 30%, it nhit 40%., it nhat 50%, it nhat 60%, it nhat 65%, it nhét
70%. it nhéat 75%, it nht 80%, it nhit 85%, it nhit 90%, hodc it nhét 95%, so véi lugng
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ctia yéu td Bb trong hé tudn hoan & ca thé nay khi thiéu vang viéc cho dung khang thé
khang Bb, hodc so vdi lugng cua yéu t6 Bb trong hé tuan hoan ¢ ca thé nay trude khi cho
dung khang thé khang Bb.

Trong mat sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay uc ché su tuong
tac yéu & H (fH) vai C3bBb (C3 convertaza con duong thay thé khac cua bd thé). Trong
mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sing ché nay c ché su twong tac fH véi
C3bBb 14 it nhét 10%, it nhat 20%, it nhat 30%, it nhit 40%, it nht 50%, it nhat 60%, it
nhét 65%. it nhét 70%, it nhét 75%, it nhét 80%, it nhdt 85%, it nhat 90%, hodc it nhét
95%. so v6i su tuong tac cia fH ddi voi C3bBb khi thidu ving khang thé khang Bb.
Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma tc ché su tuong tac
fH v6i C3bBb bao gdbm cac CDR cua VL va VH ¢6 mat lin lugt & VL va VH cia M4.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché kha nang
yéu t& H (fH) lién két vao C3bBb (C3 convertaza con dudng thay thé khac cta bd thé).
Trong mot s6 trudong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché kha ning fH lién
K&t viio C3bBb 14 it nhét 10%, it nhAt 20%, it nhét 30%, it nht 40%, it nhat 50%, it nhat
60%. it nhét 65%, it nht 70%, it nhét 75%, it nhét 80%, it nhat 85%, it nhét 90%o, hogc it
nhit 95%, so v6i kha nang lién két cua fH vao C3bBb khi thiéu véng khang thé khang
Bb. Trong mdt s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma tc ché kha ning
fH lien két vao C3bBb bao gdm cdc CDR ciia VL va VH ¢6 mat 1in luot & VL va VH cia
M4.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma tc ché su
tuong tac fH voi C3bBb kich thich su suy thoai cua C3. Trong mot sb truong hop, khang
thé khang Bb theo sang ché nay ma tc ché su tuong tac fH voi C3bBb, khi cho ca thé can
dén dimg khang thé nay theo mt hogc nhiéu lidu lugng, thi lam giam lugng cla C3 trong
dich thé hodc mo ciia ca thé nay 1 it nhdt 10%, it nhét 20%, it nhat 30%, it nhat 40%, it
nhét 50%. it nhat 60%, it nhit 65%, it nht 70%, it nhét 75%, it nhat 80%, it nhét 85%, it
nhéat 90%, hoic it nhét 95%, so voi lugng cua C3 trong dich thé hoac mo khi thiéu Véng
viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc so v6i luong cua yéu td Bb trong hé tuan hoan &
¢4 thé nay trude khi cho dung khang thé khang Bb. Cdc dich thé bao gdm, vi du, huyét
thanh, huyét tuong, bach huyét, chét dich ngoai bao, mau, va cac chét tuong tu.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma e ché kha
nang fH lién két vao C3bBb kich thich sy suy thodi cia C3. Trong mot sb truong hop,
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khang thé khang Bb theo sang ché nay ma Gc ché kha ning fH lién két vao C3bBb, khi
cho ca thé cn dén dung khang thé nay theo mot hodc nhiéu liéu luong, thi [am giam
lwong cua C3 trong dich thé hodc md ciia ¢4 thé nay la it nhét 10%, it nhit 20%, it nhét
30%. it nhét 40%, it nhét 50%, it nhat 60%, it nhit 65%, it nhét 70%, it nhat 75%, it nhét
80%. it nhat 85%, it nhét 90%, hodc it nhat 95%, so voi lugng cua C3 trong dich thé hoic
moé khi thiéu véng viéc cho ding khang thé khang Bb, hodc so véi lugng cua yéu t6 Bb
trong hé tudn hoan & c4 thé nay trude khi cho dung khang thé khang Bb. Cac dich thé bao
gf“)m, vi du, huyét thanh, huyét tuong, bach huyét, chit dich ngoai bao, mau, va cac chét
tuong tu.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma (e ché su
twong tac fH voi C3bBb, khi cho ca thé ma c6 hoi chimg khang thé khang phospholipit
tham khéc dung khang thé nay theo mdt hodc nhiéu liéu lugng, thi lam giam luwong cua
C3 trong dich thé hodc md cua ca thé nay 1a it nhat 10%, it nhét 20%, it nhit 30%, it nhat
40%. it nhét 50%, it nhét 60%, it nhAt 65%, it nhit 70%, it nhét 75%, it nhat 80%, it nhit
85%. it nhat 90%, hodc it nhit 95%, so vdi lugng cua C3 trong dich thé hoiac mo khi
thidu véng viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc so voi lugng cua yéu t Bb trong hé
tudn hoan & cé thé nay trudc khi cho dung khang thé khang Bb.

Trong mot sb truomg hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma tc ché kha
nang fH lién két vao C3bBb, khi cho cd thé ma cé hoi chimg khing thé khang
phospholipit tham khéc ding khang thé nay theo mdt hodc nhidu lidu lwong, thi lam giam
lwong cua C3 trong dich thé hojc mo ciia cé the nay la it nhét 10%, it nhat 20%, it nhit
30%. it nhat 40%, it nhit 50%, it nhét 60%, it nhit 65%, it nhét 70%, it nhat 75%, it nhét
80%. it nhAt 85%, it nht 90%, hodc it nhit 95%, so vdi lugng ciia C3 trong dich thé hodc
mo khi thiéu véng viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc so véi lugng cua yéu t6 Bb
trong hé tuan hoan ¢ céa thé nay trugce khi cho dung khang thé khang Bb.

Séang ché nay d& xuét déi voi khang thé khang Bb bét ky theo cac phuong an can
duoc nhan tinh hoa. Trong mot s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao
gdm ving khung dugc nhan tinh hoa. Trong mot sb trudmg hop, khang thé khang Bb theo
sang ché nay bao gbém vung khung chudi nhe dugc nhan tinh héa. Trong mot sb truomg
hop, khéng thé khang Bb theo sang ché nay bao gbém vung khung chudi nang dugc nhan
tinh hoa. Trong mot s6 trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gom ving

khung chudi nhe dugc nhén tinh héa va vung khung chudi ning duoc nhén tinh hoéa.
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Trong mot s6 trudong hop, khang thé khang Bb déi tugng bao gdm mot hodc nhiéu
ving khung (cac FR) dugc nhan tinh hoa. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb
d6i twong bao gém vung bién ddi ctia chudi nhe bao g&n mot, hai, ba, hodc bdn FR chudi
nhe ma da duge dugc nhan tinh héa. Theo mot s6 phuong én, khang thé khang Bb dbi
tugng bao gdm ving bién dbi cia chudi nhe bao gom, theo thir tu tir dAu tan cing N dén
déu tan cung C: FR1 chudi nhe dugc nhan tinh hoa; CDR-L1 nhu dugc néu ra trong ban
mo ta nay; FR2 chudi nhe duge nhan tinh héa; CDR-L2 nhu dugc néu ra trong ban mo ta
nay; FR3 chudi nhe dugc nhan tinh hoa; CDR-L3 nhu dugce néu ra trong ban md ta nay;
va FR4 chudi nhe duogc nhan tinh héa. Trong mot sb truong hop, cac trinh tu axit amin
tuong mg cua CDR-L1, CDR-L2, va CDR-L3 la m4t dang két hop trong s6 cac dang két
hop sau day: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:3; SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, va SEQ ID NO:11; SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, va SEQ ID NO:19; va SEQ
ID NO:25, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:26.

Vi du, khang thé khang Bb theo sing ché nay c6 thé bao gdm ving bién ddi cia
chudi nhe ma bao gdm, theo thr ty tur d4u tan cang N dén dau tan cing C: FR1 chudi nhe
duogc nhan tinh hoa; CDR-L1 bao gf“)m trinh ty axit amin SEQ ID NO:1; FR2 chudi nhe
duoc nhéan tinh hoa; CDR-L2 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:2; FR3 chudi nhe
dugc nhéan tinh héa; CDR-L3 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:3; va FR4 chudi
nhe duoc nhan tinh hoa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gbém ving
bién dbi cua chudi ning bao g?)m mot, hai, ba, hodc bén FR chudi ning ma da dugc dugc
nhan tinh héa. Trong mot s6 truong hop, khang thé d6i tuong bao gbm ving bién ddi clia
chudi ning bao gbm, theo thir ty tir déu tan cung N dén dau tan cung C: FR1 chudi ning
dugc nhan tinh héa; CDR-H1 nhu dugc néu ra trong ban md ta nay; FR2 chudi ning
duoc nhan tinh héa; CDR-H2 nhu dugc néu ra trong ban mo ta nay; FR3 chudi ning
duoc nhan tinh héa; CDR-H3 nhu dugce néu ra trong ban mo ta nay; va FR4 chudi ning
duogc nhan tinh hoa. Vi dy, khang thé d6i trong c6 thé bao gbm vung bién ddi cua chudi
nang ma bao gém, theo tha tu tu dau tan cung N dén dau tan cung C: FR1 chudi ning
dugc nhan tinh héa; CDR-HI bao gé)m trinh tu axit amin SEQ ID NO:4; FR2 chudi ning
duoc nhan tinh hoa; CDR-H2 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:5; FR3 chudi ning
dugc nhan tinh héa; CDR-H3 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:6; va FR4 chudi

nang duoc nhén tinh hoa. Theo mdt s phuong an, céac trinh tu axit amin twong Gng cua
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CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3 1a mét dang két hop trong s6 cac dang két hop sau day:
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO:6; SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, va
SEQ ID NO:14; SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, va SEQ ID NO:22; va SEQ ID NO:27,
SEQ ID NO:28, va SEQ ID NO:29.

V1 dy, khang thé khang Bb theo sang ché nay co thé bao gdbm ving bién ddi cua
chudi ning ma bao gdm, theo tht ty tir dau tan cung N dén dau tan cung C: FR1 chudi
nang dugc nhén tinh hoa; CDR-L1 bao g@)m trinh ty axit amin SEQ ID NO:4; FR2 chudi
nang dugc nhén tinh hoéa; CDR-L2 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:5; FR3 chubi
niang duoc nhan tinh hoa; CDR-L3 bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO:6; va FR4
chudi ning duge nhén tinh hoa.

Theo mot s& phwong 4n, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma lién két protein
Bb bb thé cia ngudi ciing lién két protein Bb bd thé cua mot loai khac. Theo mot 56
phuong an, khang thé khang Bb theo sang ché nay ma lién két protein Bb bd thé cia
nguoi cling lién két protein Bb bd thé cua dong vat linh truéng khong phai ngudi. Theo
mot s6 phuong 4n, khéang thé khang Bb theo sang ché nay ma lién két protein Bb bd thé
cta nguoi cling lien két protein Bb bd thé cia dong vat gam nhdm. Céc vi du vé protein
Bb b thé cta dong vat gdm nhim bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, cac protein Bb
ctia chudt lang nha, cc protein Bb cta chudt t0i m4, cac protein Bb cta chudt nhit, va
céac protein Bb cia chudt cdng. Theo mdt s6 phuong én, khang thé c6 tinh phan ng chéo
nhu vay lién két protein Bb bd thé ctia mot loai khac vdi Kp ¢ mot bac dd 1on tuong tu
v6i khang thé nay lién két protein Bb b thé ctia nguoi.

Trong mot s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay 12 monome Ig
hoac doan lién két khang nguyén ciia né ma lién két protein Bb bd thé. Trong mot )
truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay 1a monome Ig. Trong mot sb truong
hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay 1a doan lién két khang nguyén cua monome
Ig ma lién két protein Bb bd thé.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay dugc chon lya tir
nhom g@)m monome Ig, doan Fab, doan F(ab’)2, doan Fd, scFv, scAb, dAb, Fv, khang thé
chi ¢6 chudi ning mién don 1, va khang thé chi c¢6 chudi nhe mién don 1é. Trong mdt sb
truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay 1a khang thé Fv chudi don 1€ (scFv).

Trong mét s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gém ving

chudi nhe va ving chudi nang ma c6 mit ¢ cac polypeptit tach biét.
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Trong mdt s trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
chudi nhe va ving chudi ning ma c6 mat & mot polypeptit don I¢.

Theo mdt s6 phuong an, khdng thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm céc CDR
cua chudi ning khang Bb va ciac CDR cua chubi nhe khing Bb trong mot chudi
polypeptit don 1¢&, vi dy, theo mot s6 phuong an, khang thé dbi tuong 1a scFv. Theo mot
sd phuong 4n, khéng thé khang Bb theo sang ché nay bao gom, theo thir tu tir dau tan
cung N dén dau tan cung C: trinh ty axit amin tht nhét ¢o chiéu dai tr khoang 5 axit
amin dén khoang 25 axit amin; CDR-LI; trinh ty axit amin thtt hai co chidu dai tir
khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-L2; trinh tu axit amin thir ba ¢co chiéu
dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-L3; trinh ty axit amin thir tu c6
chiéu dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-HI; trinh ty axit amin
thtt ndm c6 chidu dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-H2; trinh ty
axit amin tht sau c6 chiu dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-H3;
va trinh ty axit amin thr bdy co chiéu dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin.
Trong mot s6 trudong hop, céc trinh tu axit amin tuong tmg cua CDR-L1, CDR-L2, CDR-
L3, CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3 la mt dang két hop trong so cc dang két hop sau
day: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ
ID NO:6; SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, va SEQ ID NO:14; SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:21, va SEQ ID NO:22; va SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, va SEQ ID NO:29. Vi du, trong mdt sb truong
hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm, theo tha tu tir diu tan cung N dén
dau tan cung C: trinh ty axit amin thi nhét c6 chiéu dai tir khoang 5 axit amin dén
khoang 25 axit amin; CDR-L1 bao gbm trinh tu axit amin dugc néu ra trong SEQ ID
NO:1; trinh tu axit amin thr hai ¢6 chiéu dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit
amin; CDR-L2 bao g6m trinh tu axit amin dugc néu ra trong SEQ ID NO:2; trinh tu axit
amin thtr ba c6 chiéu dai tur khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-L3 bao
gém trinh ty axit amin dugc néu ra trong SEQ ID NO:3; trinh tu axit amin tht tu co
chiéu dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-H1 bao gdm trinh tu axit
amin dugc néu ra trong SEQ ID NO:4; trinh tu axit amin th(t nam c6 chiéu dai tir khoang
5 axit amin dén khoang 25 axit amin; CDR-H2 bao gdm trinh ty axit amin duwoc néu ra

trong SEQ ID NO:5; trinh ty axit amin thit sdu ¢0 chiéu dai tir khoang 5 axit amin dén
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khoang 25 axit amin; CDR-H3 bao gbdm trinh ty axit amin dugc néu ra trong SEQ ID
NO:6; va trinh ty axit amin thr bay co chiéu dai tir khoang 5 axit amin dén khoang 25
axit amin.

Theo mot sb phuong én, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm, theo thir
tu tir ddu tan cung N dén dau tan cung C: ving FR1 chudi nhe; CDR-L1; ving FR2 chudi
nhe; CDR-L2; ving FR3 chudi nhe; CDR-L3; tuy y la ving FR4 chudi nhe; ving gbe
lién két; tuy y 1a ving FR1 chudi nang; CDR-HI1; ving FR2 chudi nang; CDR-H2; ving
FR3 chudi ning; CDR-H3; va ving FR4 chudi nang. Theo mdt $6 phuong an, cac trinh tu
axit amin twong Ung cta CDR-LI, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3
14 mot dang két hop trong sé cac dang két hop sau day: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO:6; SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, va SEQ ID NO:14; SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, va SEQ ID
NO:22: va SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID
NO:28. va SEQ ID NO:29. Theo mot s6 phuong 4n trong s6 cic phuong &n nay, mot
hodc nhiéu ving trong sé cac vung FR nay 1a ving FR duoc nhén tinh hoéa. Theo mot s6
phuong an trong s6 cac phuong an nay, mdi viing trong s cac vung FR nay 1a vung FR
duoc nhén tinh hoa. Vung gbc lign kbt ¢ thé co chibu dai tir khoang 5 axit amin (aa) dén
khoang 50 axit amin, vi du, chiéu dai tir khoang 5 aa dén khoang 10 aa, tir khodng 10 aa
dén khoang 15 aa, tir khoang 15 aa dén khoang 20 aa, tir khoang 20 aa dén khoang 25 aa,
tir khoang 25 aa dén khoang 30 aa, tir khoang 30 aa dén khoang 35 aa, tir khodng 35 aa
dén khoang 40 aa, tir khoang 40 aa dén khoang 45 aa, hodc tir khoang 45 aa dén khoang
50 aa.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao 2dm, theo
thir tu tir ddu tan cung N dén dau tan cung C: vung FR1 chudi ning; CDR-HI; ving FR2
chudi ning; CDR-H2; ving FR3 chudi ngng; CDR-H3; tiy y la ving FR4 chudi nang;
gbc lien két; ty ¥ 1a ving FR1 chudi nhe; CDR-L1; vung FR2 chudi nhe; CDR-L2; ving
FR3 chudi nhe; CDR-L3; va vung FR4 chudi nhe. Theo mot s6 phuong an, cac trinh tu
axit amin twong ung cia CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3
la mot dang két hop trong sb cac dang két hop sau day: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO:6; SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, va SEQ ID NO:14; SEQ ID
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NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, va SEQ ID
NO:22; va SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID
NO:28, va SEQ ID NO:29. Theo m&t s6 phuong 4n trong s6 cac phuong an nay, mot
hodc nhiéu ving trong s6 cac vung FR nay 1a ving FR dugc nhan tinh héa. Theo mot sd
phuong an trong s6 cac phuong an nay, mdi ving trong s cac vung FR nay 1a ving FR
duge nhan tinh héa. Ving gbe lien két c6 thé co chieu dai tir khodng 5 axit amin dén
khoang 50 axit amin, vi du, chiéu dai tir khoang 5 aa dén khoang 10 aa, t khoang 10 aa
dén khoang 15 aa, tir khoang 15 aa dén khoang 20 aa, tir khoang 20 aa dén khoang 25 aa,
tir khoang 25 aa dén khoang 30 aa, tir khoang 30 aa dén khoang 35 aa, tir khodng 35 aa
dén khoang 40 aa, tir khoang 40 aa dén khoang 45 aa, hogc tir khoang 45 aa dén khoang
50 aa.

Céc gbe lién két thich hop cho viéc st dung khang thé ddi twong bao gdm “céc
gbc lien két linh dong”. Néu c¢6 mdt, cdc phan ti gbc lign két thuong c6 chidu dai di dé
cho phép mot sd chuyén dong linh dong gilra cac vung duoc lién két. Theo mot s6
phuong an, cdc phén tu gdc lién két thuong dai khoang 6-50 nguyén tu. Cac phan tu gbe
lien két cling ¢6 thé 13, vi du, aryl axetylen, cac oligome etylen glycol chtra 2-10 don vi
monome, diamin, diaxit, axit amin, hodc cac dang két hop cua chung. Cac phan tu géc
lien két khac ma c6 thé lién két cac polypeptit c6 thé dugc sir dung vi xem xét dén sang
ché nay.

Céc gbe lién két thich hgp ¢6 thé duge chon lya mot cach d2 dang va co thé ¢
chidu dai bat ky trong sé mot s chiéu dai thich hop, nhu tir 1 axit amin (vi du, Gly) dén
20 axit amin, tir 2 axit amin dén 15 axit amin, tir 3 axit amin dén 12 axit amin, bao gém
c4 4 axit amin dén 10 axit amin, 5 axit amin dén 9 axit amin, 6 axit amin dén 8 axit amin,
ho#c 7 axit amin dén § axit amin, va c6 thd1a 1,2, 3, 4,5, 6, hoac 7 axit amin.

Céc gbc lién két linh dong lam vi du bao gdm cac polyme glyxin (G)n, cac polyme
glyxin-serin (bao gbm ca, vi du, (GS)n, (GSGGS)n (SEQ ID NO:75) va (GGGS)n (SEQ
ID NO:76), trong d6 n la s& nguyén it nhit bang mot), cac polyme glyxin-alanin, cac
polyme alanin-serin, va cac gdc lién két linh dong khdc da biét trong linh vuc k¥ thuét
nay. Polyme glyxin va polyme glyxin-serin 1 dang dugc quan tam vi ca hai axit amin
trong s6 cdc axit amin nay la tuong dbi thiéu ciu trac, va do do co thé dong vai tro la day
két ndi trung tinh gifta cac hop phan. Cac polyme glyxin la dang dugc quan tdm dac biét

vi glyxin tiép can mot cach dang ké hon vao khong gian phi-psi so v6i tham chi 1a alanin,
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va it bi giéi han hon nhiéu so v6i gde co chudi bén dai hon (xem tai li¢u: Scheraga, Rev.
Computational Chem. 11173-142 (1992)). Cac gbe lién két linh dong lam vi du bao gom,
nhung khong chi gi¢i han & GGSG (SEQ ID NO:77), GGSGG (SEQ ID NO:78), GSGSG
(SEQ ID NO:79), GSGGG (SEQ ID NO:80), GGGSG (SEQ ID NO:81), GSSSG (SEQ
ID NO:82), va cac gbe lién két tuong tw. Chuyén gia c6 trinh do trung binh s&€ cong nhén
ring kiéu thiét ké cua peptit dugc tiép hop vao cac phan tir bét ky dugc md ta trén day co
thé bao gém cac géc lién k&t ma linh dong hoan toan hoac linh dong mot phﬁn, sao cho
gbc lién két nay c6 thé bao gdbm mot gbc lién két linh dong cling nhu mot hodc nhiédu
phan ma dem lai cAu tric kém linh dong hon.

Theo mét sé phuong én, khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm cac
multime scFv. Vi dy, theo mot s6 phuong én, khang thé khang Bb theo sang ché nay la
dime scFv (vi dy, bao gbm hai scFv ndi tiép (scFv)), trime scFv (vi du, bao gdm ba scFv
nbi tiép (scFv3)), tetrame scFv (vi du, bao gbém bdn scFv nbi tiép (scFvs)), hodc 1a
multime ¢6 nhiéu hon bdn scFv (vi dy, theo kiéu ndi tiép). Cac monome scFv c6 thé duge
lien két theo kidu néi tiép thong qua cac gbe lién két 6 chitu dai tir khoang 2 axit amin
dén khoang 10 axit amin (aa), vi dy, 2 aa, 3 aa, 4 aa, 5 aa, 6 aa, 7 aa, 8 aa, 9 aa, hodc 10
aa. Cac gbc lién két thich hop bao gdm, vi du, (Gly)x, trong do x la s6 nguyén tir 2 dén
10. Cac gbe lien két thich hop khac 1a nhing loai dugc ban luan trén ddy. Theo mot s6
phuong 4n, mdi monome trong sb cac monome scFv trong multime scFv d6i twong duge
nhan tinh hoa, nhu dugc md ta trén day.

Trong mot sé trudng hop, khang thé khéang Bb theo sang ché nay bao gdm ving
hang dinh cua globulin mién dich (vi du, vang Fc). Vung Fc, néu c6 mit, c6 thé 1a ving
Fc cta nguoi hodc ving Fe tr dong vat bét ky ma c6 hé théng bd thé. Theo mot sb
phuong an, vung Fc, néu ¢6 mat, 1a vung Fc cua nguoi. Trong mot sb truomg hop, ving
Fc bao g61n mot hoac nhiéu dot bién (vi du, cac dang thay thé axit amin) ma lam ting ai
luc cua Fc dbi voi thu thé Fe so sinh (FeRn); vi du, xem tai liéu: Monnet et al. (2015)
Front. Immunol. 6:39. Cac vi du v& cdc dang thay thé axit amin ma 1am tang &i luc cla
polypeptit Fc d6i voi FcRn bao gom, vi du, dang két hop cia M428L va N434S; dang két
hop ciia M252Y, S254T, va T256E. Néu cac ving hang dinh c6 mat, thi khang thé co thé
chra ca ving hang dinh cua chudi nhe va vung hing dinh cta chudi ning. Vung hang
dinh ctia chudi niang thich hop bao gdm cac viung CHI, ban 1&, CH2, CH3, va CH4. Céc

khang thé dugc md ta trong ban mo ta nay bao gdm cac khang thé c6 tat ca cac loai cla
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che ving hing dinh, bao gdm ca IgM, IgG, IgD, IgA va IgE, va kiéu twong duong bat ky,
bao gdm ca IgGl, 1gG2, 1gG3 va IgG4. Mot vi du vé& ving Fc chudi ndng thich hop 1a
kidu twong duong Fc IgG1 clia nguoi. Mot vi du khéac vé ving Fe chudi nang thich hop la
kidu tuong duong Fc 1gG2a clia ngudi. Con mdt vi du khac vé vung Fe chudi nang thich
hop 1a kiéu twong duong Fec IgG2b cua nguoi. Cac vung hang dinh cta chudi nhe co thé
1a lambda hoac kappa. Khang thé d6i tuong (vi dy, khang thé dbi tuong dugc nhén tinh
hoa) ¢6 thé bao gdm céc trinh ty tir nhiéu hon mdt nhom hodc kiéu twong dwong. Cac
khang thé ¢6 thé dugc biéu hién & dang céc tetrame chtra hai chudi nhe va hai chudi
ning, ¢ dang chudi ning, chudi nhe tach biét, & dang Fab, Fab' F (ab'), va Fv, hoac ¢
dang khang thé chudi don 1¢ ma trong do mién bién ddi cia chudi nang va mién bién doi
cua chudi nhe duoc lién két thong qua doan dém.

Trong mot sb truong hop, ving chudi ning la cua kiéu twong duong IgG4. Theo
mot sé phuong an trong s cac phuong an nay, vung ban 18 bao gdm dang thay thé
S241P. Vi du, xem tai liéu: Angal et al. (1993) Mol. Immunol. 30:105. Theo mot sb
phuong an trong sb cac phuong an nay, ving ban 1& bao gém dang thay thé 1.236E. Vi
du, xem tai liéu: Reddy et al. (2000) J. Immunol. 164:1925; va Klechevsky et al. (2010)
Blood 116:1685. Theo mdt s phuong an trong s6 cac phuong an nay, vung ban 1& bao
gdm dang thay thé S241P va dang thay thé L236E.

Khang thé dbi tuong c6 thé bao gdm nhém thiol tu do (-SH) 6 diu tan cing
carboxyl, trong d6 nhom thiol ty do ¢6 thé dugc st dung dé gin két khang thé vao mot
polypeptit thtr hai (vi du, mét khang thé khac, bao gom cé khang thé dbi tuong), khung,
chét mang, v.v.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé ddi tuong bao gém mot hodc nhiéu axit amin
khéng co trong tu nhién. Theo mot sb phuong 4n, axit amin dugc ma hoa theo kiéu phi tu
nhién bao gdm nhém carbonyl, nhom axetyl, nhém aminooxy, nhém hydrazin, nhom
hydrazit, nhém semicarbazit, nhom azit, hodc nhom alkyn. Vi du, xem tai liéu: Patent My
s 7,632,924 dé biét v& céc axit amin khong c6 trong tu nhién thich hop. Vige 14y vao
axit amin khong ¢6 trong ty nhién ¢ thé dem lai su lién két cho polyme, polypeptit thr
hai, khung, v.v. Vi du, ¢6 thé tao ra khang thé d6i tuong dugce lién két vao mot polyme
tan duoc trong nuoc bing cac polyme tan dugc trong nudc (vi du, PEG) ma bao gbm
nhoém carbonyl phan Gng v6i khang thé, trong d6 khang thé nay bao gdm axit amin dugc

ma hoa theo kiéu phi ty nhién ma bao gdbm nhém aminooxy, hydrazin, hydrazit hoéc
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nhom semicarbazit. Léy mot vi du khéc, ¢o thé tao ra khang thé dbi tuong dugc lién két
vao mdt polyme tan dugc trong nudc bang cach cho khang thé dbi twong ma bao gém
axit amin chtra alkyn phan tmg v6i polyme tan dugc trong nude (vi du, PEG) ma bao
gdm gde azit; trong mot s6 truong hop, nhom azit hodc nhém alkyn dugce lién két vao
phan tr PEG thong qua su lién két amit. “Axit amin dugc ma hoa theo kiéu phi tu nhién”
duoc dung dé chi axit amin ma khong phai 1a mot trong sé 20 axit amin phd bién hoic
pyrolysin hodc selenxystein. Céc thudt nglt khac ma co thé duoc sir dung theo kiéu dong
nghia v&i thudt nglt “axit amin dugc ma hoa theo kiéu phi tu nhién” 1a “axit amin khong
tu nhién”, “axit amin phi ty nhién”, “axit amin khong c6 trong tu nhién”, va phién ban
dugc gach ndi theo cach khac nhau va phién ban khong duoc gach ndi cua chiing. Thuat
ngit “axit amin dugc ma hoa theo kiéu phi ty nhién” con bao gdm, nhung khong chi gidi
han &, cac axit amin ma xay ra bﬁmg dang cai bién (vi du, cac dang cai bién sau dich ma)
cta axit amin dugc méa hda theo kidu tu nhién (bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, 20
axit amin phd bién hodc pyrolysin va selenxystein) nhung chinh chang khong duogc sap
nhdp theo kiéu tu nhién vao chudi polypeptit dang tang trudng bang phirc hop dich ma.
Céac vi du vé axit amin khong ¢6 trong ty nhién nhu v@y bao gdm, nhung khong chi gisi
han &, N-axetylglucosaminyl-L-serin, N-axetylglucosaminyl-L-threonin, va O-
phosphotyrosin.

Theo mot s& phuong an, khang thé ddi tugng duge lién ket (vi du, dugc lién két
theo kiéu cong hoa tri) vao polyme (vi du, polyme khong phai 1a polypeptit). Cac polyme
thich hop bao goém, vi du, cac polyme tuong hop sinh hoc, va cac polyme twong hop sinh
hoc tan dugc trong nude. Cac polyme thich hop bao gdm cac polyme tong hop va céc
polyme c6 trong ty nhién. Céac polyme thich hgp bao gdm, vi duy, cac polyme
polyalkylen, polyalkenylen hodc polyoxyalkylen duoc thé hodc khong dugce thé, mach
thang hodc mach phan nhanh hodc cac polysacarit phan nhéanh hodc khong phén nhanh, vi
du, homo-polysacarit hodc hetero-polysacarit. Cac polyme thich hop bao gbém, vi du,
copolyme rugu etylen vinyl (thuong dugc biét dén bang tén chung EVOH hoac bing tén
thwong mai EVAL); polybutylmetacrylat; poly(hydroxyvalerat); poly(axit L-lactic);
polycaprolacton; poly(lactit-co-glycolit); poly(hydroxybutyrat); poly(hydroxybutyrat-co-
valerat); polydioxanon; polyorthoeste; polyanhydrit; poly(axit glycolic); poly(axit D,L-
lactic); poly(axit glycolic-co-trimetylen carbonat); polyphosphoeste; polyphosphoeste

uretan;  poly(cac  axit  amin);  Xyanoacrylat; poly(trimetylen  carbonat);
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poly(iminocarbonat); copoly(ete-este) (vi du, cac co-polyme poly(etylen oxit)-poly(axit
lactic) (PEO/PLA)); polyalkylen oxalat; polyphosphazen; cac phéan tu sinh hoc, nhu
fibrin, fibrinogen, xenluloza, tinh bdt, colagen va axit hyaluronic; polyuretan; silicon;
polyeste; polyolefin; cac copolyme etylen-alphaolefin va polyisobutylen; cac copolyme
va cac polyme acrylic; cac copolyme va cac polyme vinyl halogenua, nhu polyvinyl
clorua; cac ete polyvinyl, nhu polyvinyl metyl ete; polyvinyliden halogenua, nhu
polyvinyliden florua va polyvinyliden clorua; polyacrylonitril; polyvinyl keton; cac
hydrocarbon thom polyvinyl, nhu polystyren; cac este polyvinyl, nhu polyvinyl axetat;
cac copolyme cua cac monome vinyl v&i nhau va cac olefin, nhu cac copolyme etylen-
metyl metacrylat, cac copolyme acrylonitril-styren, nhua ABS, va cac copolyme etylen-
vinyl axetat; cac polyamit, nhu Nylon 66 va polycaprolactam; nhua alkyt; polycarbonat;
polyoxymetylen; polyimit; polyete; nhua epoxy:; polyuretan; to nhan tao; to nhén tao-
triaxetat; xenluloza; xenluloza axetat; xenluloza butyrat; xenluloza axetat butyrat;
xenlophan; xenluloza nitrat; xenluloza propionat; xenluloza ete; Teflon vd dinh hinh;
poly(etylen glycol); va carboxymetyl xenluloza.

Céc polyme tong hop thich hop bao gdm poly(propylenglycol) poly(ruou vinyl),
poly(etylenglycol) mach thang hodc mach phén nhanh, dugc thé va khong dugc thé, va
cac din xudt cta chang, vi dy, poly(etylenglycol) dugc thé nhu
metoxypoly(etylenglycol), va cac din xuit cia ching. Cac polyme c6 trong tu nhién
thich hop bao gdm, vi dy, albumin, amyloza, dextran, glycogen, va cac dén xuit cla
chung.

Cac polyme thich hop cé thé ¢6 trong lugng phén tir trung binh nam trong khoang
i tir 500 Da dén 50.000 Da, vi dy, tir 5.000 Da dén 40.000 Da, hogc tir 25.000 dén
40.000 Da. Vi du, theo mdt s6 phwong an, trong d6 khang thé dbi twong bao gdm polyme
poly(etylen glycol) (PEG) hoac metoxypoly(etylenglycol), polyme PEG hoac
metoxypoly(etylenglycol) ¢co thé ¢o trong lugng phén tir ndm trong khoéang 1a tir khoang
0,5 kiloDalton (kDa) dén 1 kDa, tir khoang 1 kDa dén 5 kDa, tir 5 kDa dén 10 kDa, tir 10
kDa dén 25 kDa, tir 25 kDa dén 40 kDa, hoe tir 40 kDa dén 60 kDa.

Nhu dd néu trén day, theo mot s6 phuong an, khang thé d6i tuong duoc lién két
theo kiéu cong hoda tri vao polyme tdng hop khong peptit. Theo mot s6 phuong 4n, khang
thé ddi tuong dugce lién két theo kiéu cong hoa tri vao polyme PEG. Theo mot s6 phuong

an, multime sckFv dbi tuong dugce lién két theo kiéu cong hoa tri vao polyme PEG. Vi du,
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xem tai liéu: Albrecht et al. (2006) J. Immunol. Methods 310:100. Cac phuong phép va
cac chit phan Gng thich hgp cho qua trinh PEG hoa protein la da biét 1 trong linh vuc k¥
thuat nay va co thé duoc tim théy trong, vi du, Patent My s6 5,849,860. PEG thich hop
cho phuong phap tiép hop vao protein thuong 1a tan dugce trong nuoce & nhiét do trong
phong, va c6 cong thuc téng quat R(O-CH,-CH2):O-R, trong d6 R Ia hydro hodc mot
nhém bao vé nhu nhom alkyl hodc nhom alkanol, va trong do n la s6 nguyén tir 1 dén
1.000. Trudong hop R 1a nhém bao vé&, thi nhém nay thuong co tir | dén 8 carbon.

Theo mdt s6 phwong an, PEG duoc tiép hop vao khang thé déi trong 1a tuyén tinh.
Theo mot s phuong an, PEG dugc tiép hop vao khang thé dbi twong 1a phan nhénh. Cac
din xudt PEG phan nhanh nhu nhiing loai dugc mo ta trong tai liéu: Patent My sd
5,643,575, “star-PEG's” va cac PEG ¢6 nhiéu nhanh nhu nhitng loai dugc mo ta trong tai
liéu: Shearwater Polymers, Inc. catalog “Polyethylene Glycol Derivatives 1997-1998”.
Cac PEG ngdi sao duge md ta trong linh vue k¥ thuat nay bao gbém cé, vi dy, trong tai
licu: Patent M¥ s6 6,046,305.

Khéng thé ddi tugng c6 thé duge glycosyl hoa, vi dy, khang thé déi twong c6 the
bao gdm gdc polysacarit hodc carbohydrat dugc lién két theo kiéu cong hoa tri. Qua trinh
glycosyl hoa cac khang thé thong thuong la duoc lién két & N hodc duge lién két & O.
Pugc lién két 6 N dugc dung dé chi dang gin két gbc carbohydrat vao chudi bén cua goc
asparagin. Cé4c trinh ty tripeptit asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong do X la
axit amin bat ky ngoai trir prolin, 1a cdc trinh ty nhén biét dung cho dang gin két gbe
carbohydrat bang enzym vao chudi bén asparagin. Vi vy, s c6 mit cua mdt trong hai
trinh tu trong s céc trinh tu tripeptit ndy trong polypeptit tao ra vi tri glycosyl hoa tiém
ning. Qua trinh glycosyl hoa dugc lién két & O dugc dung dé chi dang gin két mot trong
s6 cac loai duong la N-axetylgalactosamin, galactoza, hoac xyloza vao axit amin
hydroxy, thong thuong nhét 1a serin hodc threonin, mdc du S-hydroxyprolin hoac 5-
hydroxylysin cling ¢co thé duge st dung.

Viéc bd sung cac vi tri glycosyl héa vao khang thé duoc thuc hién mot cach thudn
tién béng cach thay ddi trinh tu axit amin sao cho trinh tu nay chira mot hoac nhiéu trinh
tu trong sb cac trinh tu tripeptit dugc md ta trén day (dbi véi cac vi tri glycosyl héa duoc
lien két & N). Cling ¢6 thé tao ra su thay dbi béng viéc bd sung, hodc thay thé mot hoic
nhiéu géc serin hodc threonin vao trinh tu cua khéng thé ban dau (déi vGi cac vi tri

glycosyl hoa duoc lién két & O). Theo cach twong tw, ¢6 thé thyc hién viéc loai bo cac vi
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tri glycosyl hoa bing su thay ddi axit amin trong cac vi tri glycosyl héa nguyén thé cta
khéang thé.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé ddi tuong s& bao gdm chat danh ddu “chin buc
xa”, vi du, mot chit danh dédu ma c6 thé lam hién thi mot cach dé dang bang cach s
dung, vi dy, x quang. Cac chét lidu chén bire xa la da biét r6 dbi v6i chuyén gia trong linh
vuc k¥ thuat nay. Cac chét liéu chan buc xa thong thudong nhét bao gdbm cac mudi iodua,
bromua hodc bari. Cac chét liéu chan buc xa khac thi cling da biét va bao gém, nhung
khong chi giéi han & cac dan xuat bismut hitu co (vi du, xem tai li¢u: Patent My sb
5.939,045), cdc multiuretan chén birc xa (xem Patent My s6 5,346,981), cac chat da hop
bismut hitu co (vi du, xem tai liéu: Patent My $6 5,256,334), cac phirc hgp multime bari
chan buc xa (vi du, xem tai liéu: Patent My sb 4,866,132), va céac chét tuong ty.

Khéng thé déi tuong c6 thé duge lién két theo kiéu cong héa tri vao mdt goc thi
hai (vi du, lipit, polypeptit khong phdi la khang thé dbi tuong, polyme téng hop,
carbohydrat, va céac chét tuong tu) bang cach sir dung, vi du, glutaraldehyt, gbc lién két
ngang c6 hai nhéom chirc gidng nhau, hogc gbc lién két ngang c¢6 hai nhom chure khéc
nhau. Glutaraldehyt lién két ngang cac polypeptit thong qua cac gbc amin ctia ching.
Géc lién két ngang c6 hai nhom chirc gidng nhau (vi du, imiteste ¢6 hai nhém chire gidng
nhau, este N-hydroxysuxinimidyl (NHS) ¢6 hai nhom chue gidng nhau, hodc gbc lién két
ngang c6 tinh phan ang voi sulfhydryl ¢6 hai nhém chire gidng nhau) chtra hai gbc cb
tinh phan tng dong nhit hodc nhiéu hon nita va c6 thé duoc st dung trong quy trinh phan
g mdt budc ma trong do gbe lién két ngang dugc b sung vao dung dich chira hdn hop
cua cac polypeptit s¢ duoc lién két. Este NHS c6 hai nhom chtrc gidng nhau va cac este
imit lién két ngang céc polypeptit chira amin. Trong d6 pH kiém nhe, cac este imit phan
tmg chi vdi cac amin bac nhit dé tao cac imitamit, va dién tich téng thé cua cac
polypeptit da dugc lién két ngang khong bi anh huong dén. Géc lién két ngang c6 tinh
phan tmg voi sulfhydryl c6 hai nhém chirc gidng nhau bao gdm bismaleimidhexan
(BMH),  1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen  (DFDNB),  va 1,4-di-(3',2'-pyridyldithio)
propinoamit butan (DPDPB).

Céc gbe lién két ngang c6 hai nhom chue khac nhau ¢6 hai gbc c6 tinh phan Ung
khéc nhau hozc nhidu hon nira (vi du, gdc c6 tinh phan (mg v6i amin va gbc ¢6 tinh phén
ing vai sulthydryl) va duoc lién két ngang véi mot trong s6 cac polypeptit thong qua gbe

c6 tinh phan tng voéi amin hodc gbc ¢6 tinh phan Gmg voi sulfhydryl, sau do, dugc cho
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phéan (mg véi polypeptit khac thong qua gbc khong phan tng. Nhiéu gdc lién két ngang
haloaxetyl c6 hai nhém chirc khac nhau la sin ¢6, nhu 1a gbc lién két ngang pyridyl
disulfua. Céc carbodiimit 1a vi du dién hinh vé cac chat phan tmg lién két ngang c6 hai
nhém chirc khac nhau dung cho viéc lién hop cac carboxyl vao cac amin, diéu nay dem
lai mot lién két amit.

Khéang thé déi tuong c6 thé dugc lam bat dong trén gid do ran. Céc gia do thich
hop la da biét ro trong linh vue k¥ thuat nay va bao gdm, trong sé nhitng didu khac, cac
chét liéu cot co ban trén thi truong, cic hat polystyren, c4c hat latex, cac hat tur tinh, cac
hat kim loai chit keo, cdac manh thuy tinh va/hodc silicon va cac bé mit, cac dai
nitroxenluloza, cadc mang ni long, thm, duracyte, cac 16 ciia khay phan tng (vi dy, dia da
18), ng nhya, v.v. Gia d rén c6 thé bao gdm chét bat ky trong s6 mot loat chat, bao gdm
ca, vi dy, thuy tinh, polystyren, polyvinyl clorua, polypropylen, polyetylen, poly carbonat,
dextran, ni 16ng, amyloza, cac xenluloza dugc cai bién va tu nhién, polyacrylamit,
agaroza, va quang st tir. Cac phuong phép thich hop dung dé 1am bat dong khang thé dbi
tuong lén trén gia do rAn 1a da biét ro va bao gdm, nhung khong chi gidi han & cac
phuong phép tuong tac ion, ky nudc, cong hoa tri va cac phuong phap tuong tu. Céc gia
d5 rin co thé 1a tan duoc hodc khong tan, vi du, trong dung dich nudc. Theo mot sb
phuong an, gia do rén thich hop thuomng 1a khong tan trong dung dich nude.

Theo mdt s6 phuong én, khang thé ddi tuong s& bao gdm chét danh d4u co thé
phat hién dugc. Céac cht danh déu c6 the phat hién dugc thich hop bao gdm ché phdm
bét ky ¢ thé phat hién duge bang céc phuong tién kinh quang phd, quang hoa hoc, sinh
héa, hoa hoc mién dich, dién, quang hoc hodc hoa hoc. Chét dénh d4u thich hop bao gém,
nhung khong chi gi6i han ¢, cac hat tir tinh (vi du, Dynabeads™), cac thudc nhudm
huynh quang (vi du, floresxein isothioxyanat, chat Texas Red, rodamin, protein huynh
quang xanh luc, protein huynh quang do, protein huynh quang vang, va cac chét tuong
tw), cac chét danh diu phong xa (vi dy, 3H, 125, 38, *C, hodc **P), cac enzym (vi du,
peroxidaza cai ngya, phosphataza kiém, luxiferaza, va céc chéat khac thuong dugc sir
dung trong tht nghiém hAp thu mién dich lién két enzym (ELISA)), va cac chit danh diu
so mau nhu cac hat vang dang keo hodc thuy tinh dugc tao mau hodc nhua (vi du
polystyren, polypropylen, latex, v.v.).

Theo mot s6 phuong an, khang thé ddi twong bao gdm chét tuong phan hoac chat

ddng vi phong xa, trong do chét twong phan hoac chat dong vi phong xa nay 1a chit ma
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thich hop dé sir dung trong viéc xur Iy hinh anh, vi du, cac quy trinh xtr Iy hinh 4nh dugc
thuc hién & nguoi. Cac vi du khong gidi han v& chat danh diu bao gdm chat dong vi
phéng xa nhu 21 (iot), '*F (flo), *’T¢ (tecneti), '''In (indi), va 7Ga (gali), va chét twong
phan nhu gadolini (Gd), dysprosi, va sat. Céc chit dong vi Gd co hoat tinh phong xa
(13Gd) thi cfing sin c6 va thich hop cho cc quy trinh xr Iy hinh anh ¢ dong vat ¢6 vi
khéng phai ngudi. Khang thé d6i twong co thé dugc dénh diu bang cach st dung céc k¥
thuat tiéu chuan. Vi dy, khang thé ddi tuong co thé dugc iot hoa béng cach st dung
cloramin T hoac 1,3,4,6-tetraclo-3a,60-diphenylglycouril. Dbi v6i qué trinh flo hoa, flo
dugc bd sung vao khang thé ddi tuong trong sudt qua trinh téng hop bang phan (mg thé
ion florua. Xem tai liéu: Muller-Gartner, H., TIB Tech., 16:122-130 (1998) va Saji, H.,
Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 16(2):209-244 (1999) dé tim hiéu vé phuong phap
tbng hop cac protein bang c4c chat ddng vi phong xa nhu vdy. Khang thé dbi twgng cling
c6 thé duoc danh dau bing chit tvong phan thong qua cac ky thuat ti€u chuan. Vi du,
khang thé ddi tuong c6 thé dugc danh déu bang Gd bing cach tiép hop cac Gd chelat
phan tu thdp nhu Gd dietylen triamin pentaaxit axetic (GdDTPA) hodc Gd
tetraazaxyclododecantetraaxetic (GdADOTA) vao khang thé. Xem tai liéu: Caravan et al.,
Chem. Rev. 99:2293-2352 (1999) va Lauffer et al., J. Magn. Reson. Imaging, 3:11-16
(1985). Khang thé déi turgng c6 thé duge danh ddu bing Gd bang cach, vi du, tiép hop
polylysin-Gd chelat vao khang thé. Vi du, xem tai liéu: Curtet et al., Invest. Radiol.,
33(10):752-761 (1998). Theo céch khac, khang thé ddi tuong c6 thé duge danh d4u bang
Gd bang cach 1 cac liposom dugc polyme héa thuén tir ma bao goém lipit tao chelat Gd
v6i avidin va khang thé duoc biotin hoa. Vi du, xem tai liéu: Sipkins et al., Nature Med.,
4:623-626 (1998).

Céc protein huynh quang thich hop bao gdm, nhung khong chi gigi han &, protein
huynh quang xanh luc (GFP) hodc cac bién thé cta no, bién thé huynh quang xanh lam
ctia GFP (BFP), bién thé huynh quang xanh lo cia GFP (CFP), bién thé huynh quang
mau vang ctia GFP (YFP), GFP dugc tang cuong (EGFP), CFP dugc tang cuong (ECFP),
YFP dugc ting cuong (EYFP), GFPS65T, Emerald, Topaz (TYFP), Venus, Citrine,
mCitrine, GFPuv, EGFP duoc 1am mit on dinh (dEGFP), ECFP dugc lam mét 6n dinh
(dECFP), EYFP duoc lam mét 6n dinh (dEYFP), mCFPm, Cerulean, T-Sapphire, CyPet,
YPet, mKO, HcRed, t-HcRed, DsRed, DsRed2, monome-DsRed, J-Red, dime 2, t-dime
2(12), mRFPI1, pocilloporin, Renilla GFP, Monster GFP, paGFP, protein Kaede va
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protein nhen nhom, cac phycobiliprotein va cac thé tiép hop Phycobiliprotein bao gdm ca
B-Phycoerythrin, R-Phycoerythrin va Allophycocyanin. Cac vi du khéc vé cac protein
huynh quang bao gdbm mHoneydew, mBanana, mOrange, dTomato, tdTomato,
mTangerine, mStrawberry, mCherry, mGrapel, mRaspberry, mGrape2, mPlum (Shaner
et al. (2005) Nat. Methods 2:905-909), va cac chét tuong tu. Chat bat ky trong s6 mot loat
protein duge tao mau va huynh quang tir loai San ho, nhu dugc mo ta trong, vi du, Matz
et al. (1999) Nature Biotechnol. 17:969-973, la thich hgp dé sir dung.

Theo mot s6 phuwong 4n, khang thé déi twong duoc tiép hop véi tac nhan tri liéu.
Khang thé bat ky trong sé cac khang thé ddi tuong duge boc 19 trong ban md ta nay c6
thé duoc sir dung dé tao thé tiép hop khang thé-chit tri liéu. Chét nay c6 thé dugc gan két
vao dau tan cung N cua chudi nhe, ddu tan cung C cla chudi nhe, dau tan cung N cua
chudi nang, hodc dau tan cung C cta chudi nang. Theo mét sd phuong an, chit nay duoc
gfin két vao ban 1& ciia khang thé hodc vao mot hode nhiéu vi tri khac trén khng thé. Di
v6i khang thé chudi don ¢, chét nay c6 thé duoc gin két vao dau tan cung N hoidc dau
tan cung C cua khang thé chudi don 16 nay. Chét nay c6 thé dugc tiép hop vao khang thé
mot céch truc tiép hodc thong qua gde lién két bing cach st dung cdc k¥ thudt da biét doi
voi chuyén gia trong linh vyc ky thuét nay. Gbe lien két c6 thé 1a ¢6 thé phan cat duge
hodc khong thé phéan cit duge. Cac vi du veé cé4c tac nhan tri liéu nhu vay (vi du, dé su
dung trong liéu phdap) la da biét ddi v6i chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay.

Theo mdt s6 phuong an, khéng thé d6i tuong s& dugc lién két vao (vi du, duogc lién
két theo kiéu cong hoa tri hodc theo kiéu khong cong hoa tri) mot dbi tac dung hop, vi du,
phdi tir; thé epitop; peptit; protein khong phai la khang thé; va céc chét twong tu. Céc dbi
tac dung hop thich hgp bao gdm céc peptit va cac polypeptit ma dem lai tinh 6n dinh in
vivo dugc tang cuong (vi dy, thoi gian ban huy trong huyét thanh dugc ting cudng); dem
lai su dé dang tinh ché, vi du, (His)n, vi du, 6His, va cac chét tuong tu; dem lai su tiét
protein dung hop tur té bao; dem lai thé epitop, vi du, GST, hemagglutinin (HA; vi du,
YPYDVPDYA; SEQ ID NO:83), FLAG (vi dy, DYKDDDDK; SEQ ID NO:84), c-myc
(vi du, EQKLISEEDL; SEQ ID NO:85), va céc chat tuong tu; dem lai tin hi¢u c6 thé
phat hién duge, vi dy, mot enzym ma tao ra san phém c6 thé phat hién dugce (vi dy, B-
galactosidaza, luxiferaza), hodc protein ma chinh n6 1a co thé phat hién duoc, vi du,
protein huynh quang xanh luc, protein huynh quang do, protein huynh quang vang, v.v.;

dem lai qua trinh multime héa, vi du, mot mién multime héa nhu phém Fc cua globulin
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mién dich; va céc chét tuong tu.

Dang dung hop cling ¢co thé bao gdm mién 4i luc, bao gom ca céc trinh ty peptit
ma c6 thé twong tac voi dbi tac lin két, vi du, nhw mot doi téc lien két duge lam bat dong
trén gid do rén, hitu ich cho viéc nhan dién hodc tinh ché. Céc axit amin don 1¢ 1ién tiép,
nhu histidin, khi dugc dung hgp vao protein, ¢6 thé duge stir dung cho qua trinh tinh ché
mot budc protein dung hop béng kha nang lién két 4i luc cao vao cdt nhya, nhu niken
sepharoza. Cac mién ai lyc lam vi du bao g61n His5 (HHHHH) (SEQ ID NO:86), HisX6
(HHHHHH) (SEQ ID NO:87), C-myc (EQKLISEEDL) (SEQ ID NO:88), Flag
(DYKDDDDK) (SEQ ID NO:85), StrepTag (WSHPQFEK) (SEQ ID NO:89),
hemagglutinin, vi dy, Thé¢ HA (YPYDVPDYA; SEQ ID NO:90), glutathion-S-
transferaza (GST), thioredoxin, mién lién két xenluloza, RYIRS (SEQ ID NO:91), Phe-
His-His-Thr (SEQ ID N0:92), mién lién két chitin, peptit-S, peptit T7, mién SH2, thé
ARN diu mat C, WEAAAREACCRECCARA (SEQ ID NO:93), cac mién lién két kim
loai, vi du, cac mién lién két kém hoidc céc mién lién két canxi nhu nhitng loai tir cac
protein lién két canxi, vi du, calmodulin, troponin C, canxineurin B, chudi nhe myosin,
recoverin, S-modulin, visinin, VILIP, neurocalcin, hippocalcin, frequenin, caltractin, don
vi con 16n cua calpain, cdc protein S100, parvalbumin, calbindin D9K, calbindin D28K,
va calretinin, intein, biotin, streptavidin, MyoD, céc trinh tu khoéa kéo leuxin, va protein
lién két mantoza.

Theo mdt sb phuong an, khang thé khang Bb theo sang ché nay duoc tao dang ché
pham vo&i mot chit ma tao thudn loi cho qua trinh bang qua hang rao mau-nao (blood-
brain barrier-BBB). Theo mot s6 phuong an, khang thé nay duoc dung hop, mot cach
truc tiép hodc thong qua gbe lién két, vao mot hop chat ma thuc ddy qué trinh bang qua
BBB. Cac vi du vé& hop chat nhu vay bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, phén tir
mang, peptit, hodc protein. Theo mot s6 phuong an, khang thé khang Bb theo sang ché
ndy s& duge dung hop vao polypeptit ma lién két thy thé BBB ndi sinh. Viée lién két
khang thé khang Bb theo sang ché nay vao polypeptit ma lién két thu thé BBB ndi sinh
tao thuan loi cho qua trinh bang qua BBB, vi dy, trong phuong phap diéu tri dbi tugng
(xem dudi day) lién quan dén viéc cho ca thé can dén phuong phéap nay dung khang thé
khéng Bb theo sang ché nay. Céc polypeptit thich hop ma li€n két thu thé BBB noi sinh
bao gdm cac khéang thé, vi du, cac khang thé don dong, hodc cac doan lién két khang

nguyén clia ching, ma lién két dac hiéu thu thé BBB ndi sinh. Céc thy thé BBB noi sinh
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thich hop bao gém, nhung khong chi gi6i han ¢, thu thé insulin, thu thé transferin, thu thé
leptin, thu thé lipoprotein, va thu thé yéu t6 ting trudng gibng nhu insulin. Vi du, xem tai
lieu: Cong bd Patent My s 2009/0156498.

LAy vi du, khang thé khang Bb ddi tuong co thé 1a khang thé song dic hiéu bao
gdm phan lién két khang nguyén thir nhat ma lién két mot cach dic hiéu epitop & protein
Bb bé thé; va phin lién két khang nguyén thi hai ma lién két thy thé BBB ndi sinh. Vi
dy, trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb ddi tuong 1a khang thé song dic hiéu
bao gdm phan lién két khang nguyén thi nhat ma lién két mot cach dic higu epitop &
protein Bb; va phn lién két khang nguyén thir hai ma lién két thu thé transferin.

Vi du, khang thé khang Bb theo sang ché nay c6 the duge dung hop vao peptit ma
tao thuan loi cho qué trinh bang qua BBB, peptit ¢o chiéu dai 1a tir khoang 15 axit amin
dén khoang 25 axit amin, va bao gdm trinh ty axit amin ma ddng nhat it nhat khoang
85% vé trinh tu axit amin v6i mot trong s6 cac peptit sau ddy: Angiopep-1
(TFFYGGCRGKRNNFKTEEY) (SEQ D NO:93); Angiopep-2
(TFFYGGSRGKRNNFKTEEY) (SEQ D NO:94); cys-Angiopep-2
(CTFFYGGSRGKRNNFKTEEY) (SEQ ID NO:95); Angiopep-2-cys
(TFFYGGSRGKRNNFKTEEYC) (SEQ ID  NO:96); va doan  aprotinin
(TFVYGGCRAKRNNFKS) (SEQ ID NO:97). Vi dy, xem tai liéu: cac Cong bd Patent
My s6 2011/0288011; va 2009/0016959. Peptit ma tao thuan loi cho qua trinh bang qua
BBB ¢6 thé dugc dung hop vao dau tan cung N cta vung chudi nhe khang Bb, vao diu
tan cing C cta ving chudi nhe khang Bb, vao dau tan cing N cia ving chudi ning
khang Bb, vao dau tan cung C cda ving chudi nang khang Bb, vao dau tan cung N cua
khang thé chudi don 1¢ khang Bb dbi tuong, vao d4u tan cung C cua khang thé chudi don
1¢ khang Bb ddi tuong, v.v.

Theo mdt sé phuong an, khang thé d6i tugng bao gdm dang céi bién polyamin.
Dang cai bién polyamin cta khang thé dbi tuong ting cuong do thAm ctia khang thé dugc
cai bién & BBB. Khang thé dbi tuong c6 thé duoc cai bién bang cic polyamin ma c6
trong ty nhién hodac tong hop. Vi du, xem tai liéu: Patent My $b 5,670,477. Cac polyamin
¢6 trong tu nhién hiru ich bao gdm putrescine, spermidin, spermin, 1,3-diaminopropan,
norspermidin,  syn-homospermidin,  thermin, thermospermin,  caldopentamin,
homocaldopentamin, va canavalmin. Putrescine, spermidin va spermin thi dac biét hitu

ich. Cac polyamin tdng hgp duge hop thanh tir cdng thire thuc nghiém CxHyNz, ¢6 thé 1a
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cac chudi hydrocarbon dang vong hodc dang khong vong, phan nhanh hodac khdng phén
nhanh c6 3-12 nguyén tr carbon ma con bao gdm cac gbc 1-6 NR hodc N(R)y, trong d6 R
la H, (C1-Cs) alkyl, phenyl, hodc benzyl. Cac polyamin c6 thé duogc lién két vao khang
thé bang cach stir dung phuong phép lién két ngang tiéu chuén bat ky.

Theo mot s& phuong é4n, khang thé ddi tuong dugce cai bién dé bao gdm gbc
carbohydrat, trong do gbc carbohydrat ¢6 thé duoc lién két theo kiéu cong hoa tri vao
khang thé. Theo mot s§ phuong an, khang thé doi twgng duge cai bién dé bao gdm gdec
lipit, trong do gbc lipit nay c6 thé dwoc lién két theo kidu cong hoa tri vao khang thé. Cac
gbe lipit thich hop bao gbm, vi du, nhom N-axyl béo nhu N-lauroyl, N-oleoyl, v.v.; amin
béo nhu amin dodexyl, amin oleoyl, v.v.; lipit béo chudi dai C3-C16; va cac chat tuong
tr. Vi du, xem tai lidu: Patent M§ s6 6,638,513). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé d6i
tugng dugc sap nhap (vi du, duge dong nang) vao liposom.

Céac phuong phap san xut khang thé déi tuong

C6 thé san xuét khang thé déi twong (khang thé khang Bb theo sang ché nay) bang
phuong phap da biét bit ky, vi du, cac phuong phap tong hop thong thuong ding cho qué
trinh tdng hop protein; cac phuong phap ADN tai td hop; v.v. Theo mot s6 phuong 4n,
khang thé déi tugng dugc tao ra bang phuong phéap dugc chon lua tir nhom gém phuong
phép san xudt tai t6 hop va phuong phap téng hop hoa hoc.

Truong hop khang thé dbi tugng 1a polypeptit chudi don 1&, thi c6 thé tong hop
khang thé nay bang cach st dung cac ky thuét tbng hop peptit héa hoc ti€u chuén.
Truong hop polypeptit dugc téng hop vé phuong dién hoa hoc, thi qua trinh tébng hop nay
¢6 thé dién tién thong qua pha long hodc pha ran. Phuong phép tébng hop polypeptit pha
rén (solid phase polypeptide synthesis-SPPS), ma trong do axit amin dau tan cting C cta
trinh tu nay duoc gin két vao gia do khong tan, sau do la bd sung tudn tu cac axit amin
con lai trong trinh tyu, 1a mot vi du vé& phuong phap thich hop dung cho viée tong hop hoa
hoc dbi v6i khang thé ddi tuong. Cac dang khac nhau cia SPPS, nhu Fmoc va Boc, la san
¢6 cho viée tong hop khang thé dbi tuong. Cac k¥ thuét cua phuong phap tbng hop pha
rén duoc md ta boi Barany and Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis; pp. 3-284
trong The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2: Special Methods in Peptide
Synthesis, Part A., Merrifield, et al. J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963); Stewart et
al., Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed. Pierce Chem. Co., Rockford, T1l. (1984); va
Ganesan A. 2006 Mini Rev. Med Chem. 6:3-10 va Camarero JA et al. 2005 Protein Pept
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Lett. 12:723-8. Noi mdt cach vin gon, céc hat x6p nho, khong tan dugc xir ly bang cac
don vi chirc nang ma cac chudi peptit dugc xdy dung trén do6. Sau khi xoay vong lap lai
qué trinh lién hgp/khtr bao vé, thi amin dau tan cung N tu do cta pha ran dugc gan két
duoc lién hop vao mot don vi axit amin dugce bao vé & N don [€. Sau do, don vi nay duoc
khtt bao vé, biéu 16 mot amin dau tan cuing N md&i ma mdt axit amin khac nira c6 thé
duoc gin két vao d6. Peptit nay van con bat dong trén pha ran va trai qua quy trinh loc
trude khi duoc phén cét ra,

Cac phuong phap tai td hop tiéu chuén ¢6 thé duge sir dung cho viéc san xuét
khang thé déi twong. Vi du, cdc axit nucleic ma héa ving bién doi cua chudi nhe va ving
bién ddi cua chudi ning, ty y dugc lién két vao cac ving hang dinh, duge chén vao vat
truyén biéu hién. Chudi nhe va chudi niang c6 thé duoc tao dong vo tinh trong cung mdt
vat truyén biéu hién hodc cac vat truyén biéu hién khac nhau. Cac doan ADN mai hoa
chudi globulin mién dich duoc lién Kkét theo kiéu c6 thé hoat dong duoc vao cac trinh ty
kiém soét trong (cac) vét truyén biéu hién ma dam bao qua trinh biéu hién cla cic
polypeptit globulin mién dich. Céc trinh tu kiém soat qua trinh biéu hién bao gdm, nhung
khong chi gigi han &, cac gen khoi dau (vi du, gen khai dau gén lién theo kiéu tu nhién
hodc gen khoi dau khac ngudn gde), cdc trinh tu tin hiéu, cac yéu td tang cuong, céc yéu
t6 4p ché, va cic trinh tu chdm dut qua trinh phién ma. Céc trinh tu kiém soat qua trinh
biéu hién c6 thé 1a cac hé théng gen khoi dau sinh vat nhan thyc trong vat truyén c6 kha
nang bién nap hodc chuyén nhidm céc té bao nhan thue chi (vi dy, céc té bao COS hodc
CHO). Mot khi vat truyén dd dugc sap nhap vao vat chi thich hop, thi vat cha nay dugc
duy tri trong céc diéu kién thich hop cho qua trinh biéu hién ¢ muc cao cua cac trinh tyu
nucleotit, va qué trinh thu gom va qua trinh tinh ché cac khang thé.

B&i vi sy thoai hoa ciia md, nén mdt loat trinh ty axit nucleic ¢o thé ma hoa mdi
trinh tu axit amin cua globulin mién dich. C6 thé san xuét cac trinh tu axit nucleic mong
mudn bang phuong phap tong hop ADN pha rAn moi hoan toan hodc biang phuong phap
gdy dot bién bang phan Gng chudi polymeraza (PCR) mot bién thé duogc didu ché sém
hon cta polynucleotit mong mudn nay. Phuong phap gy dot bién do oligonucleotit lam
trung gian 1a mot vi du vé phuong phép thich hop cho viée diéu ché céc bién thé thay thé,
x6a bd va chén cua polypeptit ADN dich. Xem tai liéu: Adelman et al., DINA 2:183
(1983). N6i mot cach van gon, polypeptit ADN dich dugc thay ddi bang cach lai

oligonucleotit ma hoa dot bién mong muén véi khudon mau ADN c6 dai don 1€. Sau khi
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lai, ADN polymeraza dugc sir dung dé tdng hop toan bd dai bd tro thir hai ctia khuon
mau ma sap nhip doan mdi oligonucleotit, va ma hoa dang thay dbi da duoc chon lua
trong polypeptit ADN dich.

Vat truyén biéu hién thich hop thuong la c6 thé sao chép dugc trong cac sinh vt
cht hoidc ¢ dang episom hodc ¢ dang phan khong thé tach roi ctia ADN nhiém séc thé vat
chi. Thong thuong 1a, vat truyén biéu hién chta céc gen danh dau chon lya (vi du, gen
danh dau khang ampixilin, khdng hy gromyxin, khang tetraxyclin, khang kanamyxin hodc
khang neomyxin) dé cho phép phét hién cac té bao duoc bién nap bang céc trinh ty ADN
mong mudn.

Escherichia coli 1a mdt vi du v& té bao nhan so chi ma c6 thé dugce str dung cho
viéc nhan tinh héa polynucleotit ma hoéa khang thé d6i tugng. Céac vat chi vi sinh vat
khac thich hop dé st dung bao gdm cac loai bacillus, nhu Bacillus subtilis, va ho truc
khuén duong rudt khac, nhu Salmonella, Serratia, va cac loai Pseudomonas khac nhau.
Trong cé4c vat chu nhan so ndy, ta cing ¢ thé tao ra vat truyén biéu hién, vat truyén nay
thuong s& chura céc trinh tu kiém soat qua trinh biéu hién tuong hop véi té bao chu (vi du,
diém khoi du sao chép). Ngoai ra, sb bét ky trong s6 mot loat gen khoi dau da biét ro sé
¢6 mat, nhu hé théng gen khoi dAu lactoza, hé théng gen khai dau tryptophan (trp), hé
théng gen khéi du beta-lactamaza, hodc hé thong gen khoi diu trr thé thyuc khuén
lambda. Céc gen khoi diu thuong sé kiém sodt qué trinh biéu hién, tiy ¥, bang trinh tu
vung chi huy, va ¢6 cac trinh tu vi tri lién két ribosom va cac trinh ty twong tw, dung dé
khéi ddu va hoan thanh qué trinh phién mé va qué trinh dich ma.

Céac vi sinh vat khac, nhu nam men, thi cling hitu ich cho qué trinh biéu hién.
Saccharomyces (vi du, S. cerevisiae) va Pichia la cac vi du vé t& bao chi nAm men thich
hop, ma cac vat truyén thich hop ¢é céc trinh tu kiém soat qua trinh biéu hién (vi du, cac
gen khai dau), diém khoi dau sao chép, cac trinh tu chidm dut va cdc trinh tu tvong tu nhu
mong mudn. Cac gen khdi diu dién hinh bao gdm 3-phosphoglyxerat kinaza va céc
enzym phan giai dudng khac. Cic gen khoi dAu nidm men c6 thé kich thich dugc bao
gbm, trong sé cac thé loai khac, cac gen khéi dau tir dehydrogenaza rugu, dang séc to té
bao C, va cac enzym chiu trach nhiém vé viéc s dung mantoza va galactoza.

Ngoai céac vi sinh vt ra, cac té bao dong vat co va (vi du, céc té bao dong vt c6
vl dugc lam tang trudng trong moi truong nudi céy té bao in vitro) ciing ¢6 thé dugc st

dung dé biéu hién va san xuit khang thé khang Bb theo sang ché nay (vi du, céc
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polynucleotit ma hoa khang thé khang Bb dbi tugng). Xem tai liéu: Winnacker, From
Genes to Clones, VCH Publishers, N.Y., N.Y. (1987). Cac té bao dong vat ¢6 va chu
thich hop bao g@)m cac dong té bao CHO, cac dong té bao Cos khac nhau, cac té bao
HelLa, cac dong té bao u tdy, va cac té bao B duoc bién nap hoac cac khdi té bao lai. Vit
truyén biéu hién dung cho céc té bao nay c6 thé bao gdm céc trinh tu kiém so4t qua trinh
biéu hién, nhu diém khoi du sao chép, gen khoi dau, va yéu td tang cudong (Queen et al.,
Immunol. Rev. 89:49 (1986)), va vi tri xi Iy thong tin can thiét, nhu vi tri lién két
ribosom, vi tri tdch ghép vung ndi ARN, vi tri polyadenyl héa, va trinh tu chdm dut phién
ma. Céac vi du vé trinh tu kiém so&t qué trinh biéu hién thich hgp 1a cac gen khéi dau
dugc tao ra tir cac gen globulin mién dich, SV40, adenovirut, virut gdy u nha & bo, virut
cu bao va cac gen tuong tu. Xem tai li¢u: Co et al., J. Immunol. 148:1149 (1992).

Mot khi duoc tdng hop (hodc vé& phuong dién hoa hoc hodc theo kicu téi td hop),
c4c khang thé nguyén, cac dime cia ching, chudi nhe va chudi ning riéng biét, hodc cac
dang khac cua khang thé ddi tugng (vi du, scFv, v.v.) ¢6 thé duoc tinh ché theo cac quy
trinh tiéu chuén thudc linh vuc k¥ thuat nay, bao gdm ca qué trinh két tha amoni sulfat,
ot ai lue, sic ky cdt, qua trinh tinh ché sic ky long hiéu sudt cao (high performance
liquid chromatography-HPLC), quéa trinh dién di trén gel, va cdc phuong phép tuong tu
(nhin chung, xem tai liéu: Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, N.Y., (1982)).
Khéng thé dbi trong vé co ban c¢6 thé 1a tinh khiét, vi du, tinh khiét it nhat khoang 80%
dén 85%, tinh khiét it nhat khoang 85% dén 90%, tinh khiét it nhat khoang 90% dén
95%, hodc tinh khiét 98% dén 99%, hoic cao hon nita, vi dy, khong c6 cac chat gay ban
nhu manh v té bao, cac dai phan tir khong phai la khang thé d6i tuong, v.v.

Céc ché pham

Sang ché nay dé xuét ché pham bao gém khéng thé khang Bb theo sang ché nay.
Ché pham khang thé ddi tugng co thé bao gdm, ngoai khang thé d6i tuong ra, mot hosc
nhiéu chét trong s6: mudi, vi du, NaCl, MgCl,, KCI, MgSOs4, v.v.; chét dém, vi du, dung
dich dém Tris, N-(2-Hydroxyetyl)piperazin-N'-(axit 2-etansulfonic) (HEPES), axit 2-(N-
Morpholino)etansulfonic (MES), mudi natri cta axit 2-(N-Morpholino)etansulfonic
(MES), axit 3-(N-Morpholino)propansulfonic (MOPS), axit N-tris[Hydroxymetyljmetyl-
3-aminopropansulfonic (TAPS), v.v.; chét lam tan; chét téy, vi du, chét téy khong ion
nhu Tween-20, v.v.; chit Grc ché proteaza; glyxerol; va cac chét tuong tu.

Phan tir axit nucleic, vat truyén bi€u hién, va té bao chu
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Sang ché nay dé xuit cdc phan tir axit nucleic bao gdm cac trinh tu nucleotit ma
hoa khang thé khang Bb theo sang ché nay.

Theo mot s& phwong 4n, axit nucleic theo sang ché nay bao gdm trinh ty nucleotit
ma mé hoa khang thé khang Bb ddi tuong bao gém ving bién ddi cua chudi nhe ma dong
nhét v& trinh tu axit amin it nhit 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh ty axit amin dugc chon lya tir nhém gém
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:23, va SEQ ID NO:30. Theo mot s6 phuong
4n, axit nucleic theo sang ché nay bao gdm trinh ty nucleotit ma ma hoa khang thé khang
Bb déi twong bao gdm ving bién dbi cua chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin dugc chon
Iya tir nhom gdm SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:23, va SEQ ID NO:30.

Theo mdt sé phuong an, axit nucleic theo sang ché nay bao gdm trinh tw nucleotit
ma ma hoa khang thé khang Bb ddi twong bao gdm ving bién d6i cua chudi ning ma
ddng nhét vé trinh tu axit amin it nhit 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh ty axit amin dugc chon lya tu
nhém gédm SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:24, va SEQ ID NO:31. Theo mdt
s6 phuong 4n, axit nucleic theo sdng ché nay bao gom trinh tw nucleotit ma méa hoa khang
thé khang Bb ddi tugng bao gdm vung bién ddi ctia chudi ning bao gém trinh ty axit
amin dugc chon lya tr nhom gém SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:24, va
SEQ ID NO:31.

Theo mdt sé phuong 4n, axit nucleic theo sang ché nay bao goém trinh tw nucleotit
ma ma hoa khang thé khang Bb déi tuong bao gdm vung bién doi clia chudi nhe bao gdém
CDR-L1, CDR-L2, va CDR-L3 & mét dang két hop trong sd cac dang két hop sau day:
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:3; SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, va SEQ
ID NO:11; SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, va SEQ ID NO:19; va SEQ ID NO:25, SEQ
ID NO:2, va SEQ ID NO:26.

Theo mdt sé phuong 4n, axit nucleic theo sang ché nay bao gbém trinh tw nucleotit
ma ma hoa khang thé khang Bb d6i tugng bao gdm ving bién dbi ctia chudi nang bao
gdbm CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3 ¢ mdt dang két hop trong sd cac dang két hop sau
day: SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO:6; SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, va
SEQ ID NO:14; SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, va SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:27,
SEQ ID NO:28, va SEQ ID NO:29.

Theo mdt s& phuong an, axit nucleic theo sang ché nay bao goém trinh tw nucleotit
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ma ma hoa khang thé khang Bb déi tugng bao gdm ving bién doi cua chudi nhe va ving
bién ddi cuia chudi nang.

Axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit md héa khang thé dbi twong co thé duoc
lién két theo kiéu c6 thé hoat dong dugc vao mot hodc nhiéu yéu t6 diéu hoa, nhu gen
khoi ddu va yéu td tang cuong, ma cho phép bidu hién trinh tu nucleotit trong cdc té bao
dich duoc du dinh (vi du, té bao ma duoc cai bién gen dé téng hop khéng thé da dugc ma
héa).

Gen khoi dau va yéu té ting cudng thich hop 1 da biét trong linh vuc kg thuat
nay. Céc gen khéi dau thich hop dé s dung trong cac té bao nhan so chi bao gom,
nhung khong chi gi¢i han ¢, gen khoi diu ARN polymeraza thé thuc khuén T7; gen khoi
dau T3; gen khoi dau T5; gen khoi dau P lambda; gen khoi dau trp; gen khoi dau operon
lac; gen khoi dau lai, vi du, gen khoi dau lai lac/tac, gen khéi dau lai tac/trc, gen khai dau
trp/lac, gen khai dau T7/lac; gen khoi dau tre; gen khoi dau tac, va céc gen tuong ty; gen
khoi ddu gpt; gen khai dau araBAD; cac gen khoi déu da duogc diéu hoa in vivo, nhu gen
khéi dau ssaG hodc gen khai ddu c6 lién quan (vi dy, xem tai liéu: Cong b6 Patent My sb
20040131637), gen khoi ddu pagC (Pulkkinen and Miller, J. Bacteriol., 1991 : 173(1):
86-93; Alpuche-Aranda et al., PNAS, 1992; 89(21): 10079-83), gen khoi dau nirB
(Harborne et al. (1992) Mol. Micro. 6:2805-2813), va céc gen tuong tu (vi du, xem tai
liéu: Dunstan et al. (1999) Infect. Immun. 67:5133-5141; McKelvie et al. (2004 ) Vaccine
22:3243-3255; va Chatfield et al. (1992) Biotechnol. 10:888-892); gen khdi dau sigma70,
vi du, gen khéi dau sigma70 lién Gng (vi du, xem: cic S6 Truy cap GenBank:
AX798980, AX798961, va AX798183); gen khoi du pha tinh, vi du, gen khoéi dau dps,
gen khoi dau spv, va cac gen tuong tyu; gen khoi dau duogc tao ra tir dao co tinh sinh bénh
SPI-2 (vi du, xem tai liéu: WO96/17951); gen khoi dau actA (vi du, xem tai liéu:
Shetron-Rama et al. (2002) Infect. Immun. 70:1087-1096); gen khdi dau rpsM (vi du,
xem tai liéu: Valdivia and Falkow (1996). Mol. Microbiol. 22:367); gen khoi dau tet (vi
du, xem tai liu: Hillen,W. and Wissmann, A. (1989) trong tai liu: Saenger,W. and
Heinemann, U. (eds), Topics in Molecular and Structural Biology, Protein-Nucleic Acid
Interaction. Macmillan, London, UK, Vol. 10, pp. 143-162); gen khoi dau SP6 (vi du,
xem tai liéu: Melton et al. (1984) Nucl. Acids Res. 12:7035); va cac chit tuong tu. Cac
gen khoi ddu manh thich hop dé sir dung & cac sinh vat nhén so nhu Escherichia coli bao

gE‘)m, nhung khong chi gi¢i han & Tre, Tac, TS, T7, va Prambda. Céc vi du khong gigi han
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vé vung chi huy dé sir dung ¢ céc té bao vi khuan chu bao gdm vung chi huy gen khéi
dau lactoza (protein &p ché Lacl thay dbi hinh thé khi tiép xtic véi lactoza, nho d6 phong
nglra protein 4p ché Lacl khoi lién két vung chi huy), ving chi huy gen khoi dau
tryptophan (khi dugc tao phirc hop véi tryptophan, protein ap ché TrpR ¢6 hinh thé ma
lién két vung chi huy; khi thiéu ving tryptophan, protein ap ché TrpR c6 hinh thé ma
khong lién két ving chi huy), va vung chi huy gen khoi dau tac (vi du, xem tai lidu:
deBoer et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:21-25).

Theo mot sb phuong éan, vi du, dbi véi qua trinh biéu hién ¢ té bao ndm men, gen
khéi ddu thich hop 1a gen khéi ddu co hitu nhu gen khoi ddu ADHI, gen khéi ddu PGK 1,
gen khoi dau ENO, gen khéi dau PYK1 va cac gen tuong ty; hodc mot gen khoi dau c6
thé diu hoa dugc nhu gen khoi ddu GALI, gen khoi ddu GAL10, gen khai ddu ADH2,
gen khéi dau PHOS, gen khoi ddu CUP1, gen khéi ddu GAL7, gen khéi ddu MIET25, gen
khéi ddu MET3, gen khéi ddu CYC1, gen khoi dau HIS3, gen khéi ddu ADHI, gen khéi
ddu PGK, gen kh&i ddu GAPDH, gen khoi ddu ADC1, gen khoi dau TRP1, gen khéai dau
URA3, gen khoi diu LEU2, gen khai dau ENO, gen khéi ddu TP1, va AOX1 (vi du, dé
st dung & Pichia).

D6i voi qua trinh biéu hién & t& bao nhan thuc, cac gen khéi dau thich hgp bao
gdm, nhung khong chi gi¢i han &, céc yéu t tang cuong va gen khdi dau globulin mién
dich chudi nhe va/hodc chudi nang; gen khai dau sém tire thi ctia virut cu bao; gen khoi
dAu kinaza thymidin cta virut herpes simplex; cic gen khéi dau SV40 sém va mudn; gen
khéi diu c6 mat & cac doan lap lai dau tan cung dai tur retrovirut; gen khoi dau
metallothionein-I ctia chudt; va cac gen khoi dAu dac hiéu voi mé khac nhau da biét trong
linh vuc k¥ thuat nay.

Viée chon lua vat truyén va gen khoi dau thich hop 1a ndm trong pham vi trinh do
k¥ nang thong thuong trong linh vuc k¥ thuét nay.

Axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit ma hoa khang thé ddi twong c6 thé co mat
g vat truyén biéu hién va/hodc vit truyén tao dong vo tinh. Sang ché nay dé xuét vat
truyén tai t6 hop, vét truyén nay bao gdm axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit ma hoa
khang thé ddi tuong & vat truyén tao dong vo tinh. Sdng ché nay con dé xudt phan tir tai
t6 hop, phan tir ndy bao gdm axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit ma hoa khéng thé d6i
tuong duoc lién két theo kiéu c6 tinh hoat dong vao (cac) trinh tu diéu hoa thich hop o

vat truyén biéu hién dé dam bao qua trinh biéu hién khang thé da dwgc ma hoa. Truong
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hop khang thé dbi twong bao gdm hai polypeptit tach biét, thi axit nucleic bao gdm (cac)
trinh tw nucleotit ma hoa hai polypeptit co thé dugce tao dong vo tinh & cing mot vat
truyén hoac cac vat truyén tach biét dé tao mot hoac nhiéu vat truyén tai to hop. Vat
truyén tai to hop c6 thé bao gdbm gen danh déu co thé chon lua dugce, diém khoi dau sao
chép, va cac dac tinh khac ma dem lai qua trinh sao chép va/hodc duy tri vat truyén tai to
hop.

Nhitng con sb 16n vé cac vat truyén va gen khoi déu thich hop 1a da biét dbi vai
chuyén gia trong linh vyc k¥ thuat nay; nhidu vat truyén va gen khoi dau nay 1a c6 ban
trén thi trudng dung dé tao phén tir tai to hop dbi tuong. Céc vt truyén sau ddy dugc dé
xuét bang cach 14y vi du. Thudc vi khuan: pBs, phagescript, PsiX174, pBluescript SK,
pBs KS, pNH8a, pNHI6a, pNHI18a, pNH46a (Stratagene, La Jolla, Calif., MY);
pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, va pRITS (Pharmacia, Uppsala, Thuy bién).
Thudc sinh vat nhan thuc: pWLneo, pSV2cat, pOG44, PXR1, pSG (Stratagene) pSVK3,
pBPV, pMSG va pSVL (Pharmacia).

Vit truyén biéu hién thuong c6 cac vi tri gidi han thuén tién nam gén trinh ty gen
kh&i ddu dé dem lai hoat dong chén cac trinh ty axit nucleic ma hoa cac protein khac
nguén géc. Gen danh diu c6 thé chon lua dugc cé tinh hoat dong & vat chi biéu hién c6
thé c6 mat. Vit truyén biéu hién thich hop bao gém, nhung khong chi giéi han &, céc vt
truyén virut. Cac vi du v& vét truyén virut bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac vat
truyén virut dya trén: virut bénh diu mua; virut bénh bai liét; adenovirut (vi du, xem tai
liéu: Li et al., Invest Opthalmol Vis Sci 35:2543 2549, 1994; Borras et al., Gene Ther
6:515 524, 1999; Li and Davidson, PNAS 92:7700 7704, 1995; Sakamoto et al., H Gene
Ther 5:1088 1097, 1999; WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938;
WO 95/11984 va WO 95/00655); virut gan lién v6i adenovirut (vi du, xem tai liéu: Ali et
al., Hum Gene Ther 9:81 86, 1998, Flannery et al., PNAS 94:6916 6921, 1997; Bennett et
al., Invest Opthalmol Vis Sci 38:2857 2863, 1997, Jomary et al., Gene Ther 4:683 690,
1997, Rolling et al., Hum Gene Ther 10:641 648, 1999; Ali et al., Hum Mol Genet 5:591
594, 1996; Srivastava trong WO 93/09239, Samulski et al., J. Vir. (1989) 63:3822-3828,
Mendelson et al., Virol. (1988) 166:154-165; va Flotte et al., PNAS (1993)
90:10613-10617); SV40; virut herpes simplex; vét truyén retrovirut (vi du, Virut Gay
Bénh Bach cau Chudt, virut hoai tir 14 lach, va céc vat truyén duoc tao ra tlr cac retrovirut

nhu Virut gdy Ung thu M6 Trung bi Rous, Virut gdy Ung thu M6 Trung bi Harvey, virut

64



45138 65/163

gy bénh tang sinh mo tao bach cAu gia cam, virut gy tinh trang suy giam mién dich &
ngudi (vi du, xem tai liéu: Miyoshi et al., PNAS 04:10319 23, 1997; Takahashi et al., J
Virol 73:7812 7816, 1999), virut gdy ung thu mo trung bi tang sinh tuy, va virut gay khoi
u vi); va cac virut tuong tu.

Nhu da néu trén déy, axit nucleic d6i twong bao gdm trinh tu nucleotit ma hoa
khang thé khang Bb theo sdng ché nay. Theo mot s6 phuong 4n, axit nucleic ddi tuong
bao g@)m trinh tu nucleotit ma héa CDR chudi nang va CDR chudi nhe cia khang thé d6i
twong, trong d6 cac trinh ty ma héa CDR la xen 1an v&i cac trinh tu nucleotit ma héa FR.
Theo mdt sé phuong 4n, cic trinh ty nucleotit ma hoa FR la cac trinh tu nucleotit ma hoa
FR cta nguoi.

Té bao chu

Sang ché nay dé xuét cac té bao chu duoc cai bién gen dugc phan lap (vi du, cac té
bao in vitro) ma dugc cai bién gen bang axit nucleic déi tuong. Sang ché nay dé xudt cic
té bao chi duoc cai bién gen dugc phan lap (vi du, cac té bao in vitro) ma dugc cai bién
gen bang (cac) vat truyén biéu hién tai td hop d6i tugng (bao gdm axit nucleic bao gdm
(cac) trinh tu nucleotit ma hoéa khang thé khang Bb theo sang ché nay). Theo mot s6
phuong an, té bao chu duoc cai bién gen dugc phan 14p dbi tuong co thé san xuét khang
thé ddi twong. Té bao nhu vay duoc goi 1a té bao tai td hop hoic té bao dugc cai bién gen
hodc té bao chu dugc cai bién gen. Té bao tai t6 hop bao gdbm (céc) axit nucleic tai t6 hop
(vi du, vat truyén biéu hién tai to hop) bao gbm (céc) trinh ty nucleotit ma hoa khang thé
d6i tuong.

Céc té bao chu thich hop bao gém céc t& bao nhan thuc chi, nhu té bao dong vat
¢ va, té bao chi con trung, té bao ndm men; va céac té bao nhan so, nhu té bao vi khuén.
C6 thé thuc hién viée dua axit nucleic dbi tuong vao té bao chu, vi du, béng phuong phap
két tha canxi phosphat, phuong phéap chuyén nhiém do DEAE dextran lam trung gian,
phuong phap chuyén nhiém do liposom lam trung gian, bién nap bang xung dién, hodc
phuong phap da biét khac.

Céac té bao dong vat co v thich hop bao gdm céc té bao so cdp va cac dong té bao
bAt tir. Cac dong té bao dong vat c6 vi thich hop bao gbm cac dong té bao clia nguoi, cac
dong té bao dong vat linh trudng khong phai ngudi, cac dong té bao dong vat gam nhim
(vi du, chudt nhét, chudt céng), va cac dong té bao tuong tu. Céc dong té bao dong vat co

vu thich hop bao gdm, nhung khong chi gidi han o, cic té bao HeLa (vi du, B Suu tép
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Gidng Chuan cia M§ (American Ty pe Culture Collection-ATCC) s6 CCL-2), céac té bao
Budng tring Chudt Tai mé Trung Qubc (CHO) (vi du, cac ATCC sb CRLI618, CCL6],
CRL9096), té bao 293 (vi du, ATCC s6 CRL-1573), cac té bao Vero, t& bao NIH 3T3 (vi
du, ATCC s§ CRL-1658), té bao Huh-7, céc té bao BHK (vi du, ATCC s6 CCL10), té
bao PC12 (ATCC s CRL1721), cac t& bao COS, té bao COS-7 (ATCC s6 CRL1651),
céc té bao RATI, céc té bao L cta chudt (ATCC sé CCLI.3), céc té bao than phdi thai
cta ngudi (HEK) (ATCC s6 CRL1573), té bao HLHepG2, va céc té bao twong tu. Trong
mot sb truomg hop, cac té bao nay la té bao HEK. Trong mot sb truong hop, céc té bao
nay 1a céc té bao CHO, vi du, t& bao CHO-K1 (ATCC sb CCL-61), té bao CHO-M, té
biao CHO-DG44 (ATCC sb PTA-3356), va céc té bao tuong tu. Theo mot sé phuong én,
té bao chu nay 1a t& bao COS. Theo mét s6 phuwong an, té bao chui nay la té bao 293. Theo
mdt s6 phuong an, té bao chi nay 1a té bao CHO.

Céac t& bao ndm men thich hop bao gdm, nhung khong chi giéi han &, Pichia
pastoris, Pichia  finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae,  Pichia
membranaefaciens, Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia
guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiptis, Pichia metanolica, Pichia sp., Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces sp., Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp.,
Kluyveromyces lactis, Candida albicans, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei, Chrysosporium l[ucknowense, Fusarium sp.,
Fusarium gramineum, Fusarium venenatum, Neurospora crassa, Chlamydomonas
reinhardtii, va cac loai twong tw. Theo mot sd phuong an, t&¢ bao chu nay la
Saccharomyces. Theo mot s6 phuong én, té bao chu nay 1a Pichia.

Céc t& bao nhan so thich hop bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, chiing bat ky
trong s6 mot loat chung phong thi nghiém ctua Escherichia coli, Bacillus (vi du, B.
subtilis), Lactobacillus sp., va cac chung twong tu. Vi du, xem tai liéu: Carrier et al.
(1992) J. Immunol. 148:1176-1181; Patent My sb 6,447,784; va Sizemore et al. (1995)
Science 270:299-302. Thong thuong la, ching phong thi nghiém la chung ma khong c6
tinh gdy bénh. Theo mdt s6 phuong an, té bao cht nay 1a Escherichia coli. Theo mot sb
phuong 4n, té bao chu nay 1a Bacillus subtilis.

Céac duoc pham

Sang ché nay dé xuit cic ché phdm, bao gdm ca cac dugc pham chira khang thé

khang Bb theo sang ché nay. Nhin chung, dugc pham, con duoc goi trong ban md ta nay
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la dang ché phém, bao g@)ln mot luong hitu hiéu cia khang thé dbi tuong. “Lugng hitu
hi€éu” c6 nghia la lidu luong du dé tao ra két qud mong mudn, vi duy, su giam vé triéu
chimg ¢6 hai gin lién v6i bénh hoac réi loan do bd thé lam trung gian, sy thuyén giam
triéu chirng ctia bénh hodc rdi loan do bd thé lam trung gian, 1am cham su tién trién cia
bénh hodc ri loan do bd thé lam trung gian, v.v. Nhin chung, két qua mong mudn it nhat
la sy gidm vé triéu ching cta bénh hoac rdi loan do bd thé 1am trung gian, khi so voi dbi
chimg. Theo mot s6 phuong an, khang thd ddi tuong duoc tao dang ché pham va/hoic
duoc cai bién dé giup khang thé bang qua dugc hang rao mau-ndo. Theo mot s& phuong
an, khang thé dbi tuong duge phan phdi theo mot phuong thare ma tranh dugc hang rao
méu-ndo. Theo mot s phuong an, khang thé khang Bb theo sang ché nay duogc tao dang
ché phdm véi mot chat ma tao thuan lgi cho qua trinh bang qua hang rao mau-n&o. Theo
mot sb phuong éan, khang thé d6i twong dugc dung hop, mot cach truc tiép hodc thong
qua gbc lién két, v6i hop chat ma thic ddy qua trinh bang qua hang rao mau-nio.

Dang ché pham

Trong phuong phép theo sang ché nay, c6 thé cho vat chu dung khéng thé khang
Bb theo sang ché nay bang cach st dung cac phuong tién thuén tién bat ky ¢6 kha nang
dem lai tac dung tri liéu hodc tac dung chin dodn mong mudn. Vi vay, khang thé khang
Bb c6 thé dugc sap nhap vao mdt loat dang ché phdm dung cho viéc cho dung tri ligu. Cu
thé hon 1a, khéng thé dbi tuong co thé duoc tao dang ché phém thanh cac durogc phém
béng su két hop vai chét mang dugc dung, chét pha loang dugc dung, hodc cac ta dugc
dugc dung thich hop khéac va co thé dugc tao dang ché phém thanh céac ché phém ¢ dang
rén, ban ran, long hodc dang khi, nhu vién nén, vién nang, bdt, hat, thudc ma, dung dich,
vién thudc dan, thudc tiém, chét x6ng hit va sol khi. Theo mdt ) phuong an, dugc phém
chtra khang thé doi tuong va ta dugc dugc dung.

O cac dang liéu lugng dugc phém, khang thé ddbi tuong co thé duoc cho dung duéi
dang mudi duogc dung cua ching, hodc chung ciing ¢6 thé duogc su dung chi mdt minh
hodc ¢ dang két hop thich hop, ciing nhu & dang két hop, v6i cac hop chét co hoat tinh vé
mat duoc ly khac. Cac phuong phap va ta dugce sau day thudn tay 1a 1am vi du va 4t han
khong lam gi&i han pham vi sdng ché.

Déi vai cac ché pham ding qua duong miéng, khéng thé dbi tuong co6 thé duge str
dung mgt minh hodc ¢ dang két hop véi cac chét phu gia thich hop dé tao vién nén, bot,

hat hoac vién nang, vi dy, vdi cac chét phu gia thong thuong, nhu lactoza, manitol, tinh
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bot ngd hodc tinh bot khoai tdy; vdi cac chit két dinh, nhu xenluloza tinh thé, cac dan
xuét xenluloza, acacia, tinh bot ngd hodc gelatin; vdi cac chét gay rd, nhu tinh bot ngd,
tinh bot khoai tdy hoac natri carboxymetylxenluloza; vdi cac chét lam tron, nhu talc hodc
magie stearat; va néu mong mudn, voi cac chét pha lodng, chét dém, chit 1am ém, chét
bao quan va chit tao huong vi.

Khang thé ddi tuong c6 thé dugc tao dang ché phdm thanh cac ché pham dung dé
tiém bang cach hoa tan, tao huyén phu hogc nhil hoa khéng thé trong dung mdi nudce hoic
dung méi khong nuée, nhu dau thue vat hodc cac dau tuong tu khéc, propylen glycol,
glyxerit axit béo tong hop, cic este hitu co dung dé tiém (vi du, etyl oleat), cac este cua
cac axit béo cao hodc propylen glycol; va néu mong mubn, véi cac chit phu gia thong
thuong nhu chét lam tan, chét déng truong, chét tao huyén phu, chét nhii hoa, chét 1am 6n
dinh va chédt bao quan. Cac chit dan ngoai duong tiéu hoa bao gdbm dung dich natri
clorua, dextroza Ringer, dextroza va natri clorua, thudc tiém Ringer dugc lactat hoa, hodc
diu khong bay hoi. Cac chat dan trong tinh mach bao gdm céc chét bd sung durdng chét
va chét dich, cac chét bd sung chét dién phan (nhu nhiing loai dua trén dextroza Ringer),
va cac chat twong tu. Ngoai ra, dugc pham theo sang ché nay co thé bao gdm céc chat
khac nita nhu dopamin hoac cac thubc tam than dugce hoc, tuy thudc vao cach sir dung
duoc du dinh cua dugc phém nay.

Céc duge pham chira khang thé dbi twong duoc didu ché bang cach tron khang thé
d6i tuong co mue do tinh khiét mong muén véi cac chat mang c6 thé chdp nhan dugc vé
mat sinh ly tuy y, ta duoc, chit 1am &n dinh, chit hoat dong bé mat, dung dich dém
va/hodc chét truong luc khac. Céc chét mang, cac td dugc khac va/hodc chit 1am &n dinh
¢6 thé chip nhan duge 1a khong doc hai dbi véi dbi tugng tiép nhan & lidu lugng va ndng
d6 duoc st dung, va bao gdbm cac dung dich dém nhu phosphat, xitrat, va cac axit hiru co
khac; cac chit chéng oxy hoa bao gdm ca axit ascorbic, glutathion, xystein, metionin va
axit xitric; chét bao quan (nhu etanol, rugu benzyl, phenol, m-cresol, p-clo-m-cresol,
metyl hoac propyl paraben, benzalkoni clorua, hodc cac dang két hop clia chung); cac
axit amin nhu arginin, glyxin, ornitin, lysin, histidin, axit glutamic, axit aspartic,
isoleuxin, leuxin, alanin, phenylalanin, tyrosin, tryptophan, metionin, serin, prolin va cac
dang két hop ciia chung; monosacarit, disacarit va cac carbohydrat khéc; cac polypeptit
trong luong phan tir thap (it hon khoang 10 gbc); cac protein, nhu gelatin hogc albumin

huyét thanh; céc chit tao chelat nhu EDTA; céac loai duong nhu trehaloza, sucroza,
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lactoza, glucoza, manoza, mantoza, galactoza, fructoza, sorboza, rafinoza, glucosamin,
N-metylglucosamin, galactosamin, va axit neuraminic; va/hoac céac chét hoat dong bé mit
khong ion nhu Tween, Brij Pluronics, Triton-X, hodc polyetylen glycol (PEG).

Duoc pham c6 thé 1a du6i dang chét long, dang duge déng khé hodc dang chét
16ng duoc hoan nguyén tir dang dugc dong kho, trong do ché pham duge dong kho nay la
dé hoan nguyén véi dung dich vo tring trude khi cho ding. Quy trinh tiéu chuén ding dé
hoan nguyén ché pham dugc dong kho 1a dé bd sung trd lai mot thé tich nude tinh khiét
(thong thudng twong dwong voi thé tich bi loai bo trong sudt qué trinh 1am khé lanh); tuy
nhién dung dich bao gém céc chat khang khuin c6 thé duoc sir dung cho viée san xudt
c4c dugc phdm dung cho phuong thirc ding ngoai duong tiéu hoa; xem thém tai lieu:
Chen (1992) Drug Dev Ind Pharm 18, 1311-54.

Céc ndng d6 khang thé 1am vi du & duge pham déi twong c¢6 thé nim trong khoang
tr khoing Img/ml dén khoiang 200mg/ml hodc tir khoang 50mg/ml dén khoang
200mg/ml, hodc tir khoang 150mg/ml dén khoang 200mg/ml.

Dang ché phdm nuéc cia khang thé ¢ thé duge diéu ché trong dung dich duoc
dém pH, vi du, & d6 pH nam trong khoang tir khoang 4,0 dén khoang 7.0, hoac tir khoang
5,0 d&én khoang 6,0, hodc theo cach khac, khoang 5,5. Céc vi du vé dung dich dém ma
thich hgp cho d6 pH trong pham vi khoang nay bao gdm dung dich dém phosphat, dung
dich dém histidin, dung dich dém xitrat, dung dich dém suxinat, dung dich dém axetat va
céc dung dich dém axit hiru co khac. Nong do dung dich dém c6 thé 1a tir khoang 1 mM
dén khoang 100 mM, hodc tir khoang 5 mM dén khoang 50 mM, vi duy, tuy thudc vao
dung dich dém va truong luc mong muén cta dang ché pham.

Chat truong luc ¢6 thé duoc 14y vao dang ché phdm khang thé dé diéu bién truong
luc clia dang ché pham. Céc chét trwong lyc lam vi du bao gdm natri clorua, kali clorua,
glyxerin va hgp phan bét ky tir nhém gdm céc axit amin, cac loai dudng cling nhu céc
dang két hop ctia chung. Theo mét sé phuong an, dang ché phdm nuée 1a déng truong,
mdc du dung dich uu truong hodc dung dich nhuoc truong ¢é thé 1a thich hop. Thuat ngit
“dr?mg truong” biéu thi mot dung dich ¢6 cung mot truong luc vai mot ) dung dich khéc
ma né dugc dem so sanh, nhu dung dich mudi sinh Iy hogc huyét thanh. Cac chét truong
luc c6 thé duoc sir dung theo luong 1a khoang 5 mM dén khoang 350 mM, vi du, theo
lwong 1a 100 mM dén 350 nM.

Chat hoat dong bé mat cling c¢6 thé duoc bd sung vao dang ché phidm khang thé dé
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lam giam murc két tu ctia khang thé da duoc tao dang ché phim va/hodc gidm thiéu muc
hinh thanh dang hat trong dang ché pham va/hodc lam gidm muc hép phu. Chat hoat
dong bé mat 1am vi du bao gdm céc este axit béo cla polyoxyetylensorbitan (Tween), cac
ete polyoxyetylen alkyl (Brij), cdc ete alkylphenylpolyoxyetylen (Triton-X), copolyme
polyoxyetylen-polyoxypropylen (Poloxamer, Pluronic), va natri dodexyl sulfat (SDS).
Céc vi du vé este axit béo-polyoxyetylensorbitan thich hop 1a polysorbat 20, (dugc ban
dudi nhan hiéu Tween 20™) va polysorbat 80 (dugc ban dudi nhan hiéu Tween 80T™).
Céc vi du vé cac copolyme polyetylen-polypropylen thich hop la nhiing loai dugc ban
dudi cac tén Pluronic® F68 hoac Poloxamer 188™. Cac vi du vé cac ete polyoxyetylen
alkyl thich hop 1a nhitng loai dugc ban duéi nhan hi¢u Brij™. Cac muc nong do lam vi
du cua chéit hoat dong bé mit co thé nam trong khoang tir khoang 0,001% dén khoang
1% trong luong/thé tich.

Chét bao vé dong khé cling c6 thé dugce bd sung dé bao vé thanh phén ¢6 hoat tinh
khong bén (vi du, protein) chéng lai cac didu kién lam mét 6n dinh trong subt quy trinh
lam kho lanh. Vi du, cac chét bao vé dong kho da biét bao gém cac loai duong (bao gém
ca glucoza va sucroza); cac polyol (bao gdm ca manitol, sorbitol va glyxerol); va céac axit
amin (bao gdm ca alanin, glyxin va axit glutamic). Céc chét bao vé dong kho co thé dugc
liy vao theo mot lugng 1a khoang 10 mM dén 500 nM.

Theo mdt s6 phuong an, dang ché phim ddi tugng bao gbm khang thé déi tuong,
va mot hodc nhiéu chét trong s cac chit dugc nhan dién trén day (vi du, chat hoat dong
bé mat, dung dich dém, chit 1am dn dinh, chét truong luc) va vé co ban khong c6 mot
hodc nhiéu chit bao quan, nhu etanol, rugu benzyl, phenol, m-cresol, p-clo-m-cresol,
metyl hodc propyl paraben, benzalkoni clorua, va cdc dang két hop ctia chiing. Theo cac
phuong an khac, chat bao quan duoc liy vao dang ché pham, vi du, & cac muc ndng do
nim trong khoang tr khoang 0,001 dén khoang 2% (trong lwong/thé tich).

Vi du, dang ché pham déi tuong c6 thé 1a dang ché pham léng hodc dang ché
pham dugc dong kho thich hgp cho phuong thirc ding ngoai duong tiéu hoa, va co thé
bao gdm: khoang Img/ml dén khoang 200mg/ml cta khang thé dbi tuong; khoang
0,001% dén khoang 1% cua it nhat mot chét hoat dong bé mat; khoang 1 mM dén khoang
100 mM cua dung dich dém; tuy y khoang 10 mM dén khoang 500 mM cua chét lam 6n
dinh; va khoang 5 mM dén khoang 305 mM cuia chét truong luc; va ¢6 do pH 1a khoang
4,0 dén khoang 7.,0.
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Lay mot vi du khic, dang ché phdm ngoai dudng tiéu hoa déi tuong 14 dang ché
phim 16ng hodc dang ché pham dugc dong kho bao gdm: khoang Img/ml dén khoang
200mg/ml cia khéng thé ddi twong; Tween 20 0,04% trong luong/thé tich; L-histidin 20
mM; va sucroza 250 mM; va c6 do pH 1a 5,5.

L4y mdt vi du khac, dang ché pham ngoai dudng tiéu hoa d6i tugng bao gdm dang
ché phdm dugc dong kho bao gébm: 1) 15mg/ml cua khéang thé d6i tuong; Tween 20
0,04% trong hrqng/thé tich; L-histidin 20 mM; va sucroza 250 mM; va c6 do pH 1a 5,5;
hodc 2) 75mg/ml cua khang thé dbi tuong; Tween 20 0,04% trong luo’ng/thé tich; L-
histidin 20 mM; va sucroza 250 mM; va c6 do pH 1a 5,5; hodc 3) 75mg/ml ctia khang thé
dbi tuong; Tween 20 0,02% trong lu’(_mg/thé tich; L-histidin 20 mM; va sucroza 250 mM;
va c6 do pH l1a 5.5; hodc 4) 75mg/ml cua khéng thé doi twong; Tween 20 0,04% trong
luong/thé tich; L-histidin 20 mM; va trehaloza 250 mM; va c¢6 do pH la 5,5; hoac 5)
75mg/ml ciia khang thé dbi twong; Tween 20 0,02% trong lugng/thé tich; L-histidin 20
mM; va trehaloza 250 mM; va ¢6 do pH 1a 5,5.

Lay mot vi du khac, dang ché pham ngoai duong tiéu hoa d6i tuong 1a dang ché
pham 1ong bao gdbm:1) 7,5mg/ml cua khang thé dbi twong; Tween 20 0,02% trong
lu’Q’ng/thé tich; L-histidin 120 mM; va 250 sucroza 125 mM; va c6 do pH la 5,5; hodc 2)
37,5mg/ml cua khang thé dbi tuong; Tween 20 0,02% trong lu’Qng/thé tich; L-histidin 10
mM; va sucroza 125 mM; va ¢6 do pH 1a 5,5; hodc 3) 37,5mg/ml cta khéng thé d6i
tugng; Tween 20 0,01% trong luc_mg/thé tich; L-histidin 10 mM; va sucroza 125 mM; va
c6 do pH 1a 5.5; hodc 4) 37,5mg/ml cla khang thé doi tuong; Tween 20 0,02% trong
luc_mg/thé tich; L-histidin 10 mM; trehaloza 125 mM; va ¢6 do pH la 5,5; hodc 5)
37,5mg/ml cua khang thé dbi tuong; Tween 20 0,01% trong lu’(_mg/thé tich; L-histidin 10
mM; va trehaloza 125 mM; va ¢6 dd pH 1a 5,5; hodc 6) Smg/ml cua khang thé ddi tuong;
Tween 20 0,02% trong hrqng/thé tich; L-histidin 20 mM; va trehaloza 250 mM; va c6 do
pH 1a 5,5; hoac 7) 75Smg/ml cta khéng thé dbi tuong; Tween 20 0,02% trong luong/thé
tich; L-histidin 20 mM; va manitol 250 mM; va c6 do pH la 5,5; hodc 8) 75mg/ml cua
khang thé ddi twong; Tween 20 0,02% trong lugng/thé tich; L histidin 20 mM; va natri
clorua 140 mM; va c6 do pH 1a 5,5; hoac 9) 150mg/ml cua khang thé d6i tuong; Tween
20 0,02% trong lu(mg/thé tich; L-histidin 20 mM; va trehaloza 250 mM; va c¢6 do pH la
5,5; hodc 10) 150mg/ml cia khang thé dbi tugng; Tween 20 0,02% trong luqng/thé tich;
L-histidin 20 mM; va manitol 250 mM; va ¢6 d6 pH la 5,5; hodc 11) 150mg/ml cua
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khang thé dbi tuong; Tween 20 0,02% trong luong/thé tich; L-histidin 20 mM; va natri
clorua 140 mM; va c6 do pH 1a 5,5; hodc 12) 10mg/ml ctia khéng thé ddi tugng; Tween
20 0,01% trong lu’qng/thé tich; L-histidin 20 mM; va natri clorua 40 mM; va c6 dd pH la
5.5, |

Khang thé dbi tuong co thé duge str dung trong dang ché pham sol khi s& dugc
cho dung thong qua phuong phép xo6ng hit. Khang thé ddi tuong co6 thé duge tao dang
ché phadm thanh cac khi ddy co thé chdp nhan duoc duoc didu 4p nhu diclodiflometan,
propan, nito va cac chat twong tu. Cac dang ché pham sol khi nhu cic dang ché phdm
thude xit miii bao gém dung dich nuéc duge tinh ché hoic dung dich khac cua chét co
hoat tinh véi chét bao quan va céac chit dang truong. Cac dang ché phidm nhu vay dugc
diéu chinh dén do pH va trang thai dang truong tuong hop véi cdc mang nhay mui.

Ngoai ra, khang thé dbi tuong cbd thé duoc tao thanh vién thudc dan béng cach tron
v6i mot loat bazo nhu cac bazo nhii hoa hoac cac bazo tan dugce trong nuée. Co thé cho
dung khang thé déi tuong qua duomg truc trang thong qua vién thudc dan. Vién thude dan
c6 thé chira cac chit din nhu bo cacao, céc carbowax va polyetylen glycol, cac chat nay
nong chay & nhiét do co thé, nhung duge ran hoa & nhiét do trong phong.

Cac dang lidu lugng don vi dung cho phuong thue dung qua duong miéng hodc
truc trang nhu xi rd, cdn ngot, va huyén phi ¢ thé duoc bd tri trong d6 mbi lidu lugng
don vi, vi du, thia ca phé déy, thia canh déy, vién nén hoac vién thudc dan, chira mot
luong dugce xac dinh trude cua ché phém. Theo cach tuong tu, cac dang lidu lugng don vi
ding dé tiém hodc dung cho phuong thirc cho dung trong tinh mach c6 thé bao gdm
khang thé d6i tugng trong ché pham & dang dung dich trong nuge vo trung, dung dich
mudi déng truong hodc mat chét mang dugc dung khac.

Thuat ngit “dang liéu lugng don vi”, nhu duge sir dung trong ban mo ta nay, dugc
dung dé chi cac don vi riéng r& vé mit vat 1y thich hop ¢ dang lidu lugng don nhét ding
cho dbi tuong la nguoi va dong vat, mdi don vi chira mot s6 lugng dugc xé4c dinh truge
cua khang thé khang Bb theo sang ché nay, duoc tinh todn theo lugng du dé tao ra tac
dung mong mudn gan lién v6i chit pha lodng, chit mang hodc chat dan duoc dung. Cac
thong s6 k¥ thuat vé khang thé dbi tugng c6 thé phu thudc vao khang thé cu thé dugc sir
dung va tac dung can dat duoc, va duoc luc hoc gén lién v6i mdi khéng thé & vat chu.

Céac phuong thirc cho dung khéc ciing s€ tim dugc cach dung bang phuong phép

theo sang ché nay. Vi du, khang thé ddi tuong c6 thé duoc tao dang ché phdm thanh vién
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thudc dan va, trong mdt s truong hop, cac ché pham sol khi va trong miii. Péi véi vién
thubc dan, ché phdm chét din s& bao gdm céc chit két dinh va chit mang truyén théng
nhu, polyalkylen glycol, hoac triglyxerit. Cac vién thubc dan nhu vy co6 thé dugc tao ra
tir cac hdn hop chira thanh phin ¢6 hoat tinh nim trong khoang 1a khoang 0,5% dén
khoang 10% (trong lugng/trong luong), vi du, khoang 1% dén khoang 2%.

Céc dang ché pham ding trong miii thuong sé chira cac chat dAn ma khong gy ra
su kich tng cho niém mac mii va cling khong lam xdo trdn mot cach dang ké chirc nang
thé mi. C6 thé st dung cac chit pha lodng nhu nuéc, dung dich mubi nudc hodc cac chit
da biét khac. Céc dang ché phdm dung qua duong miii cling ¢6 thé chta chat bao quan
nhu, nhung khdng chi gidi han &, clobutanol va benzalkoni clorua. Chat hoat dong bé mit
¢6 thé c6 mat dé tang cuong kha nang hap thu khang thé dbi twong béi niém mac mii.

C6 thé cho dung khang thé ddi twong & dang ché phdm ding dé tiém. Thong
thuong 13, cac ché pham dung dé tiém duoc diéu ché ¢ dang dung dich 1ong hoac huyén
phi; cac dang ran thich hop cho dung dich, hodc huyén phu trong cac chét dan 16ng trudce
khi tiém ciing c6 thé duoc didu ché. Ché pham nay ciing c6 thé dugc nhil héa hozc khang
thé duoc dong nang trong céc chit dan liposom.

Céc chat dan ta duoc thich hop 1a, vi dy, nudc, dung dich mudi, dextroza,
glyxerol, etanol, hodc cac chit tuong tu, va cac dang két hop cta chiing. Ngoai ra, néu
mong mudn, chat ddn c6 thé chtra cac luong nho cua cac chét phu tro nhu chit lam u6t
hodc chit nhii hoa hoac chat dém do pH. Cac phuong phép thuc té ctia qua trinh diéu ché
cac dang lidu luong nhu vay la da biét, hodc s& sang to, déi v6i chuyén gia trong linh vuc
k¥ thudt nay. Vi du, xem tai liéu: Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Company, Easton, Pennsylvania, 17th edition, 1985. Trong truong hop bat ky, ché pham
hodc dang ché pham can dugc cho dung sé chira s6 lwong cua khang thé ddi tugng thich
hop dé dat duoc tinh trang mong mubn & d6i tuong dang dugc diéu tri.

Cac ta dugc dugce dung, nhu chat dan, chit phu trg, chét mang hodc chat pha
loang, la d& tim ddi véi cong chung. Hon nfra, cac chét phu tro dugc dung, nhu chét diéu
chinh d pH va chat dém, chét diéu chinh trurong luc, chat lam 6n dinh, chat thAm uét va
cac chét tuong tu, 1 d& tim dbi v6i cong ching.

Trong mét s6 truong hop, khéng thé d6i tuong dugc tao dang ché phdm thanh
dang ché pham giai phong c6 kiém soat. Cac ché pham giai phong cham c6 thé duoc diéu

ché bang cach st dung cac phuong phap da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac vi du
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thich hgp vé& ché pham giai phong chim bao gdm co chit ban thim cla cac polyme ky
nuGe dang rin chira khéng thé ma trong dé cac co chét nay 1a duéi dang vat dung dugc
tao hinh, vi du, mang méng hodc vi nang. Cac vi du v& céc co chat giai phong cham bao
gdm céc polyeste, cdc copolyme cuia L-axit glutamic va etyl-L-glutamat, etylen-vinyl
axetat khong phéan hiy dugc, hydrogel, polylactit, cic copolyme axit lactic-axit glycolic
c6 thé phan hity duge va axit poly-D-(-)-3-hydroxybutyric. Hién tugng mét hoat tinh sinh
hoc ¢6 thé c6 va cac thay ddi co thé ¢6 vé tinh sinh mién dich cta cac khang thé dugc
chira dung trong cac ché phim giai phong cham c6 thé duoc phong ngira bang céach st
dung céc chét phu gia thich hop, bang cach kiém soat ham lugng hoi 4m va bang cach
phat trién cac ché phim co chét polyme cu thé.

Giai phong ¢6 kiém soat trong pham vi cua sang ché nay c6 thé duoc dua ra dé chi
dang liéu luong bét ky trong s6 mot s6 dang lidu luong giai phong duge kéo dai. Céc
thudt ngir sau ddy vé co ban ¢6 thé duoc xem la twong duong voi gidi phong co kiém
so4t, vi cac muc dich cta sang ché nay: giai phong lién tuc, giai phong c6 kiém soat, giai
phong co tri hoan, kho chira, giai phong duoc kéo dai, giai phong dan dén, giai phong
ngay lap tic, giai phong dai han, giai phong duoc 18p trinh, gidi phong dugce kéo dai thoi
gian, giai phong theo ty 1€, gidi phong lau dai, dang kho tich tri¥, tri hodn, giai phong
cham, giai phong cach quang, giai phong chim, 16p phu theo thoi gian, gidi phong dugce
dinh gio, tac dung dugc tri hoan, tdc dung dugc kéo dai, tac dung theo thoi gian timg 16p,
tac dung kéo dai, tdc dung dugc kéo dai thoi gian, tdc dung duoc lap lai, tac dung lam
cham, tac dung chdm, va cac phuong thubc tac dung cham. Cac phén ban luan thém vé
cac thudt ngir nay co thé duoc tim thdy trong tai lidu: Lesczek Krowczynski, Extended-

Release Dosage Forms, 1987 (CRC Press, Inc.).

Cac cong nghé¢ gidi phong cé kiém soat khac nhau bao ham mét loat rat nhiéu
dang 1idu luong thudc. Cac cong nghé giai phong co kiém soét bao gdm, nhung khong
chi gi6i han & hé théng vt ly va hé théng héa hoc.

Heé thdng vt 1y bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac hé théng bé chira ¢ cac
mang kiém soat tde do, nhu hé théng dong nang thanh phan kich ¢& nhé, hé thong dong
nang thanh phéan kich ¢& 16n, va céc hé théng mang; cac hé théng bé chira khong c6 cac
mang kiém soat téc do, nhu cac sgi réng, xenluloza triaxetat si€u xép ¢d micro, va cac
chit nén polyme x6p va bot; cac hé thdng khéng 10, bao gbm ca nhitng hé théng dugc

hoa tan vé mat vat ly trong céac co chét khong x6p, dang polyme, hodc polyme dan hoi (vi
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du, khong cé tinh bao mon, c6 tinh bao mon, sy xdm thuc cta tdc nhdn moi trudng, va co
thé phan hiy duoc), va cc chat liu dugc phan tan vé mit vat ly trong cac co chat khong
x6p, dang polyme, hodc polyme dan hdi (vi du, khong c6 tinh bao mon, ¢6 tinh bao mon,
su x4m thuc cta tdc nhan moi trudng, va co thé phan huy duoc); cac cdu truc theo 16p
mong, bao gém ca cac 1op bé chira vé phuong dién hda hoc tuong tu hodc khac biét véi
cac 16p kiém soat ngoai; va cac phuong phap vat ly khac, nhu bom thim thiu, hoic
phuong phap hip phu 1én trén nhua trao di ion.

Hé thdng héa hoc bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, phuong phap an mon hoa
hoc cac co chét polyme (vi du, an mon khong thuan nhat, hodc thuan nhét), hoic phuong
phap n mon sinh hoc co chit polyme (vi du, khong thuén nhét, hodc thuan nhét). Cac
phén ban luin phu thém vé cac ching loai hé théng ding cho phuong phap giai phong co
kiém soat c¢6 thé dugc tim thdy trong tai liéu: Agis F. Kydonieus, Controlled Release

Technologies: Methods, Theory and Applications, 1980 (CRC Press, Inc.).

C6 mdt sb dang ché phdm thude giai phong cé kiém soat ma dugc phat trién cho
phuong thirc dung qua dudong miéng. Cac dang ndy bao gdm, nhung khong chi gi¢i han
&, cac hé théng phan phdi da day-rudt duoc kiém soat bang ap sudt tham thau; cac hé
thdng phan phdi da day-rudt duoc kiém soat bang ap suét thily dong; céc hé thdng phan
phéi da day-rudt duge kiém soat bang su thdm mang, hé thong nay bao gdm cac thiét bi
phan phdi da day-rudt duoc kiém soat bang sy thim mang x6p ¢& micro; cac thiét bi phén
phéi da day-rudt giai phéng céd kiém soat duoc hudng dich dén rudt khéang lai dich vi; cac
hé théng phan phdi da day-rudt dugc kiém soat bang qua trinh khuéch tan gel; va cac hé
thdng phan phéi da day-rudt duoc kiém soét bang qua trinh trao doi ion, hé théng nay bao
gbm thubc dang cation va thudc dang anion. Thong tin phu thém lién quan dén cac hé
théng phan phéi thube giai phong cé kiém soat co thé dugc tim thdy trong tai lidu: Yie

W. Chien, Novel Drug Delivery Systems, 1992 (Marcel Dekker, Inc.).

Céac muc lidu luong

Liéu lugng thich hop c6 thé duoc xac dinh béi béc si diéu tri hodc nhan vién y té
du tu cach trinh do khéc, dua trén cac yéu td 1am sang khac nhau. Nhu 1a da biét 1o trong
linh vuc k¥ thuét y té, lidu lugng dung cho mdt bénh nhén bat ky phu thudc vao nhiéu
yéu td, bao gém ca kich ¢& ciia bénh nhén, dién tich bé mat co thé, do tudi, hop chét cu
thé s& duge cho dung, giGi tinh cta bénh nhan, thoi gian, va duong dung, sirc khée tong

quat, va céc loai thudc khac dang duge cho ding mot cach dong thoi. Co thé cho dung
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khang thé khang Bb dbi twong theo lugng tr 1 ng/kg thé trong dén 20mg/kg thé trong cho
mdi liéu lugng, vi dy, tir 0,1mg/kg thé trong dén 10mg/kg thé trong, vi du, tr O,5mg/kg
thé trong dén 5mg/kg thé trong; tuy nhién, cdc mirc lidu luong dudi hodc trén khoang lam
vi du nay duogc dy liéu, c6 xem xét dic biét dén cac yéu t6 dugc dé cap trén day. Trong
mdt sb truong hop, khang thé khdng Bb theo séng ché nay duoc cho dung theo luong la
tir 20mg/kg thé trong cho mdi lidu luong dén 100mg/kg; vi dy, trong mot sd trwdng hop,
khang thé khang Bb theo sang ché nay dugc cho dung theo lugng la tir 20mg/kg dén
25mg/kg, tir 25mg/kg dén 30mg/kg, tr 30mg/kg dén 35mg/ke, tr 35mg/kg dén 40mg/kg,
tir 40mg/kg dén 45mg/kg, tr 45mgkg dén S0mg/kg, tr S0mg/kg dén S5mg/kg, tir
55mg/kg dén 60mg/kg, tir 60mg/kg dén 65mg/ke, tir 65mg/kg dén 70mg/kg, tir 70mg/kg
dén 75mg/kg, tr 75mg/kg dén 80mg/kg, tr 80mg/kg dén 85mg/kg, tr 85mg/kg dén
90mg/kg, tr 90mg/kg dén 95mg/kg, hodc tir 95mg/kg dén 100mg/kg thé trong cho mdi
liéu luong. Trong mét sb trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay duoc cho
dung theo lugng la tir 20mg/kg dén 40mg/kg thé trong cho mdi lidu luong. Trong mot sb
trudng hop, khang thé khang Bb theo séng ché nay dugc cho dung theo lugng la tur
40mg/kg dén 60mg/kg thé trong cho mdi lidu lvong. Néu ché do 1a su tiém truyén lién
tuc, thi ché do nay ciing c6 thé l1a nam trong khoang tir 1 pg dén 10 mg cho mdi kilogam
thé trong cho mdi phut. Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay
dugc cho dung theo lugng ma doc 14p véi trong luong. Trong mot s6 truong hop, khang
thé khang Bb theo sang ché nay duoc cho dung theo luong la tir 50 mg dén 500 mg cho
mdi lidu luong, hodc cho mdi tong lidu luong hang ngay; vi du, tr 50 mg dén 75mg, tir
75 mg dén 100mg, tir 100 mg dén 150mg, tir 150 mg dén 200mg, tir 200 mg dén 250mg,
tir 250 mg dén 300mg, tir 300 mg dén 400mg, hodc tir 400 mg dén 500mg, cho mdi licu
lwong, hodc cho mdi tong liéu lwong hang ngay.

Trong mdt s6 trudng hop, lidu luong cua khang thé khang Bb theo sang ché nay la
nam trong khoang tir 0,001 pg dén 1000 pg; tuy nhién, cdc muc lidu luong dudi hodc trén
khoang lam vi du nay dugc dy lidu, c6 xem xét dac biét dén cac yéu t6 dugc dé cap trén
day. Trong mot sé trudng hop, lidu luong nay c6 thé ndm trong khoang, vi du, tir khoang v
0,0001 dén 100mg/kg, hodc tir khoang 0,01 dén Smg/kg (vi du, 0,02mg/kg, 0.25mg/ke,
0,5mg/kg, 0,75mg/kg, lmg/kg, 2mg/kg, v.v.) thé trong. Vi du, cac murc lidu luong c6 thé
la 1mg/kg thé trong hodc 10mg/kg thé trong hodc trong khoang tir 1-10mg/kg, hodc it

nhit Img/kg. Cac muc liéu lugng & gifta trong cac khoang trén day cling dugc du dinh la
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trong pham vi cua sang ché.

C6 thé cho cac ca thé ding mirc lidu luong nhu vay hing ngay, cach ngay, hang
tudn hoac theo lich trinh bét ky khac dugc xéac dinh bang phép phan tich thuc nghiém.
Phuong phap diéu tri 1am vi du bao gdm phuong phéap cho dung theo nhiéu liéu luong
trong mot khoang thoi gian duoc kéo dai, vi du, it nhét sau thang. Cac ché do diéu trj lam
vi du phu thém bao gdm phuong phép cho dung hai tuAn mot 14n hodc mdi thang mot lan
hodc cu 3 dén 6 thang mot lan. Cac lich trinh lidu luong lam vi du bao gém 1-10mg/kg
hodc 15mg/kg vao cac ngay lién tiép, 30mg/kg vao cac ngay xen k& hoac 60mg/kg hang
tudn. Theo mot s& phuong phéap, hai khang thé don dong hogc nhieu hon nita ¢6 cée tinh
dac hiéu lién két khac nhau dugc cho dung mdt cach déng thoi, trong trudng hop nay,
lidu lugng ciia mdi khang thé duoc cho ding roi vao cac khoang dugc chi dinh. Tién do
¢6 thé duoc theo doi bang phuong phap danh gia dinh ky.

Chuyén gia c6 trinh do trung binh s& dé dang nhin nhan rang cac muc lidu lugng
va céc lich trinh cho dung co thé thay ddi & dang ham sé cua khang thé cu thé, muc do
trdm trong clia céc triéu ching va tinh d& bi anh hudng cua dbi tuong dbi véi cac tac
dung phu. Cac mic lidu lwong va céc lich trinh cho dung dugc wu tién cia mot hop chét
dd cho 1a ¢o thé xac dinh duoc mot cach dé dang boi chuyén gia trong linh vire k¥ thuat
ndy bang mot loat phuong tién.

Céac duong dung

Khang thé ddi tuong cho ca thé dung bang cach s dung phuong phdp va duong
ding san c6 bat ky thich hgp cho phuong phép phén phoi thudc, bao gém ca cac phuong
phap in vivo va ex vivo, ciing nhu dudng dung toan than va duong dung cuc bd.

Céac dudong dung dugc dung va thong thudng bao gdm cac duong dung trong miii,
trong co, trong khi quan, trong nuGc cua cot than kinh, trong so, dudi da, trong da, khu
tra bén ngoai, trong tinh mach, trong mang bung, trong dong mach (vi du, thong qua
dong mach canh), phén phdi qua cdt séng hodc ndo, qua duong truc trang, qua duong
miii, qua dudng miéng, va qua duong rudt va ngoai duong tiéu héa khac. Cac duong
dung co thé dugc két hop, néu mong mudn, hoac duoc diéu chinh, tuy thudc vao khang
thé va/hoac tac dung mong mudn. C6 thé cho dung ché phim khéng thé d6i tuong theo
mot liéu lugng don 1é hodc theo nhiéu lidu luong. Trong mot sb trudng hop, ché phém
khang thé d6i tuong duge cho dung bang dudong miéng. Trong mot sb trudong hop, ché

pham khéng thé ddi twong dugc cho dung thong qua duong xdng hit. Trong mot 56
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trurong hop, ché pham khéang thé dbi tuwong dugc cho dung theo kiéu trong mai. Trong
mot sb truong hop, ché pham khang thé dbi tugng dugc cho dung theo kiéu cuc bd.
Trong mot s6 truong hop, ché pham khang thé dbi tugng duge cho dung theo kiéu trong
so. Trong mot sb truong hop, ché pham khang thé d@bi tugng duge cho dung theo kiéu
trong tinh mach. Trong mot s6 trudong hop, ché pham khang thé dbi twong duge cho dung
theo kidu trong khoang dich néo tiy. Trong mot s6 truomg hop, ché pham khang thé dbi
tuong dugce cho dung theo kiéu dudi da. Trong mot s6 truomg hop, ché pham khang thé
déi twong duge cho dung theo kiéu trong co.

Co thé cho vat chu dung khang thé theo sang ché nay bang cach st dung céc
dudng dung va phuong phép thong thudng san co bét ky thich hgp cho viéc phén phdi
thudc thong thuong, bao gbm céa cac dudong dung toan than hodc cuc bd. Nhin chung, cac
duong dung dugc dy li€u boi sdng ché bao gém, nhung khong nhAt thiét gioi han 0, qua
duong rudt, ngoai duong tidu hoa, hodc duong xdng hit.

Céc duong dung ngoai duong tiéu hoa khong phai 12 duong dung x6ng hit bao
gdm, nhung khong nhét thiét gi¢i han ¢, khu trd bén ngoai, qua da, dudi da, trong co,
trong hbc mat, trong nang, trong cot song, trong xuong U, trong nuée cta cot than kinh,
va trong tinh mach, tic la, duong dung bt ky khong phai la thong qua duong ti€u hoa.
Phuong thirc dung ngoai duong tiéu hoa co thé dugc thuc hién dé dem dén qua trinh phan
phdi toan than hodc cuc bd khang thé dbi tuong. Truong hop mong mudn qué trinh phan
phdi toan than, phuong thire cho dung thuong li€n quan dén qua trinh cho dung xam l4n
hodc khu trG bén ngoai hodc qua niém mac dugc hép thu theo kiéu toan than céac ché
pham dugc.

Cling c6 thé phan phdi khang thé ddi tugng cho dbi twong bang phuong thire dung
qua duong rudt. Cac duong ding qua dudng rudt bao gbm, nhung khong nhAt thiét gi6i
han &, phuong phép phéan phdi qua duong miéng va qua duong truc trang (vi du, bang
cach sir dung vién thudc dan).

N6i 1a diéu tri c6 nghia la it nhét mot sy thuyén giam cac triéu ching gin lién véi
tinh trang bénh ly gdy hai cho vat chu, trong d6 sy thuyén giam nay duoc str dung theo
nghia rong dé chi it nhat mot sy giam vé d6 16n ctia mdt thong sb, vi duy, triéu chimg, gan
lidn voi tinh trang bénh ly dang duoc diéu tri, nhu bénh hodc roi loan do bd thé lam trung
gian. Nhu vay, viéc diéu tri con bao gdm céc tinh hubng trong d6 tinh trang bénh ly, hodc

it nhit 1a cac triéu ching gan lién voi no, duoc e ché mot cach hoan toan, vi dy, duoc
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phong ngra khoi xdy ra, hodc dugc ngung lai, vi du, dugc chidm dut, sao cho vt chu
khong con hing chiu tinh trang bénh 1y nira, hodc it nhét 1 céc triéu chimg ma xac dinh
dac tinh tinh trang bénh 1y.

Trong mot sb truong hop, khang thé ddi twong dugc cho dung bing phuong phap
tiém va/hodc phuong phap phan phéi, vi du, dén mot vi tri trong dong mach n&o hodc
mot cach tryc tiép vao md ndo. Cling ¢6 thé cho dung khang thé ddi tugng mot cach truc
tiép dén mot vi tri dich, vi duy, bang phuong phap phén phéi dan dao sinh hoc dén vi tri
dich.

Mot loat vat chu (trong dé, trong ban md ta nay, thuat ngft “vat chi” duge su dung
thay thé cho cac thuat nglt “d6i tugng”, “cé th&”, va “bénh nhan”) 1a ¢6 thé didu tri duoc
theo cac phuong phép dbi tugng. Nhin chung, cc vat chi nhu vay la “ddng vat co va”
hodc “thudc dong vat c6 vu”, trong d6 cac thuat ngtt nay 1a dugc su dung mot cach rong
i dé& mo ta cac sinh vat ma trong pham vi 16p dong vat ¢6 vu, bao gém ca bd sinh vat an
thit (vi du, m&o), sinh vat an co (vi du, gia stc, ngua, va ctru), sinh vat an tap (vi duy, cho,
dé, va lgn), dong vat gam nhim (vi du, chudt nhat, chudt lang nha, va chudt céng), va
dong vat linh truong (vi dy, nguoi, tinh tinh, va khi). Trong mot sb truomg hop, vat chu
nay la ca thé ma c6 hé thdng bd thé, nhu dong vat c6 vu, ca, hodc dong vat khong xuong
séng. Trong mot sb truomg hop, vat chi nay 1a dong vat c6 v, ca, hoac dong vat khong
Xuong séng dong vat dong hanh, dong vat trong nganh ndng nghiép, dong vat cung cap
strc lao dong, dong vat trong vuon thu, hodc dong vit trong phong thi nghiém chira h¢
thdng bd thé. Trong mot s trudomg hop, vat chi nay la nguoi.

Sang ché nay dé xuét vat chura thich hop dé& chua ché pham bao gdm khang thé
khang Bb d6i tuong cho viée cho ca thé dung. Vi dy, khang thé ddi tuong c6 thé dugc bd
trf trong vét chtra thich hop dé chtra dugc phém. Vat chtra co thé 13, vi du, chai (vi du, voi
thiét bi dong, nhu nép), go6i dang vi (vi dy, dang nay co thé dem lai su bao léy mot hodc
nhiéu liéu luong cho mdi vi), lo, dang déng goi linh dong (vi du, tui nhya hodc tai Mylar
duoc bit kin), bng thube tiém (d6i véi cac lidu lugng don 1¢ trong dung dich), 6ng nho
giot, bom tiém, mang mong, 6ng va céac loai tuong tu. Trong mdt sb truong hop, vat
chira, nhu vat chira vo trung, bao gbdm duogc pham dbi twong. Trong mot sb trurong hop,
vat chira nay la chai hodc bom tiém. Trong mot s6 truong hop, vét chira nay la chai.
Trong mot sb truong hop, vét chira nay 12 bom ti€m.

Kit ¢6 cac lidu lugng don vi cta khang thé ddi twong, vi duy, theo liéu lugng qua
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dudng miéng hodc liéu lugng ding dé tiém, dugc dé xuét. Trong cac kit nhu viy, ngoai
vat chira chira cac lidu lugng don vi ra, con ¢6 to hudng dan thong tin st dung mo ta cach
st dung va cac 1¢i ich tham dy cua khang thé trong viéc diéu tri tinh trang bénh ly dang
duoc quan tam. Céac hop chét va cac lidu luong don vi duge uu tién la nhing loai dugc
md ta trén day trong ban md ta nay.

Céc phuong phap diéu tri bénh hodc rdi loan do bd thé 1am trung gian

Sang ché nay d& xuit cac phuong phap diéu tri bénh hodc ri loan do bd thé lam
trung gian. Cac phuwong phép nay nhin chung lién quan dén viéc cho cé thé can dén
phuong phap nay dung mét luong hiru hiéu cua khang thé khang Bb theo sang ché nay.
Trong mot s6 truomg hop, viéc cho dung khang thé khang Bb dbi twong diéu bién hoat
tinh cia AP & té bao, md, hodc chit dich cta ca thé, va diéu tri bénh hoac roi loan do bd
thé lam trung gian.

Trong mot sd trudong hop, mot lugng hiru hiéu cta khang thé khang Bb theo sang
ché nay 1a lugng ma hiru hiéu dé trc ché hoat tinh AP ¢ té bao, md, hodc chit dich cua ca
thé nay 12 it nhét 10%, it nhét 20%, it nhat 30%, it nhét 40%, it nhat 50%, it nhat 60%, it
nhét 65%. it nhét 70%, it nhAt 75%, it nhét 80%, it nhat 85%, it nhat 90%, it nhét 95%,
hodc 100%, so v&i mic hoat tinh AP & té bao, mo, hodc chét dich khi thiéu véng viéc cho
dung khang thé khang Bb, hodc trude khi cho dung khang thé khang Bb. Trong mot sd
truong hop, khang thé khang Bb {rc ché hoat tinh AP vi ICso 1a ti 107 M dén 10°M, vi
du. ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x 107 M dén 10% M, tir 10° M dén 5 x 10° M,
hodc tir 5 x 108 M dén 10°M.

Trong mdt s6 trudng hop, mot lugng hiru hicu cua khang thé khang Bb theo sang
ché nay 1a lugng ma hitu hi¢u dé tre ché qué trinh tao thanh MAC & té bao, mo, hodc chét
dich cta c4 thé nay 1a it nhdt 10%, it nhat 20%, it nhat 30%, it nhat 40%, it nhat 50%, it
nhét 60%. it nhét 65%, it nhAt 70%, it nhat 75%, it nhit 80%, it nhat 85%, it nhét 90%, it
nhét 95%, hodc 100%, so voi lugng cua MAC duoc tao thanh ¢ té bao, mo, hodc chét
dich khi thiéu vng viéc cho ding khang thé khing Bb, hogc truée khi cho dung khang
thé khang Bb.

Trong mot s6 truong hop, mot luong hitu hiu cua khang thé khang Bb theo sing
ché nay 1a luong ma hitu hi¢u d& trc ché qua trinh phan cat C3 do C3b/Bb lam trung gian
& t& bao, mé, hodc chit dich ciia c4 thé nay 1a it nhat 10%, it nhéit 20%, it nhat 30%, it

nhét 40%, it nhat 50%, it nhat 60%, it nhét 65%, it nhat 70%, it nhat 75%, it nhat 80%, it
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nhat 85%. it nhat 90%, it nhit 95%, hodc 100%, so v6i qué trinh phan cit C3 & té bao,
md, hogc chat dich khi thiéu vang viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc trude khi cho
dung khang thé khang Bb. Trong mdt sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché
nay uc ché qua trinh phan cht C3 do C3b/Bb lam trung gian véi ICs 1a tir 107 M dén 10-
9M, vi du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 X 107 M dén 10 M, tir 10® M dén 5 x
10* M, hogctir 5 x 108 M dén 10°M.

Trong mot sé trudong hop, mot lugng hiru hi¢u cua khang thé khang Bb theo séng
ché nay 1a lugng ma hiru hiéu dé irc ché qua trinh phan cat C3 do C3b/Bb lam trung gian,
va nho do, lam giam muc san xuAt san pham phén cat C3. Vi duy, trong mot s6 truong
hop, mdt lugng hitu hiu cua khang thé khdng Bb theo sing ché nay 1a lugng ma hiru
hiéu dé tc ché qué trinh phén cit C3 do C3b/Bb lam trung gian, nho d6 1am giam muc
san xudt san pham phan cit C3 (vi du, C3a va/hodc C3b), & té bao, md, hodc chét dich
cua cé thé nay la it nhat 10%, it nhét 20%, it nhét 30%, it nhét 40%, it nhét 50%, it nhét
60%, it nhét 65%, it nhét 70%, it nhét 75%, it nhéit 80%, it nhét 85%, it nhét 90%, it nhét
95%, hodc 100%, so vGi muc san xuAt san pham phéan cit C3 & té bao, mo, hodc chét dich
khi thiéu véng viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc trude khi cho dung khang thé
khang Bb.

Trong mot sé trudng hop, mot lugng hiru hidu cua khang thé khang Bb theo sang
ché nay 1a lugng ma hitu hiéu dé tc ché qua trinh phén giai t& bao do AP bd thé lam
trung gian ¢ ca thé nay 1a it nhét 10%, it nhat 20%, it nhét 30%, it nhat 40%, it nhéit 50%,
it nhat 60%, it nhit 65%, it nhit 70%, it nhéat 75%, it nhét 80%, it nhéat 85%, it nhét 90%,
it nhat 95%, hodc 100%, so voi mic do phan giai té bao khi thiéu ving viéc cho ding
khang thé khang Bb, hogc trugc khi cho dung khang thé khang Bb. Trong mdt s6 truong
hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché qua trinh phan gidi do AP lam trung
gian v6i ICso 1a tur 107 M dén 10°M., vi du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, t&r 5 x 107
M dén 108 M, tir 108 M dén 5 x 10 M, hode tir 5 x 10* M dén 10°M.

Trong mot sé trudng hop, mot luong hitu hiéu cua khang thé khang Bb theo sing
ché nay 1a lvgng ma hitu hi¢u dé rc ché ching tan huyét do AP bd thé 1am trung gian & té
bao, md, hodc chét dich (vi du, chét dich chira RBC) cua ca thé nay la it nhét 10%, it nhat
20%, it nhét 30%, it nhét 40%, it nhét 50%, it nhét 60%, it nhit 65%, it nhét 70%, it nhét
75%, it nhét 80%, it nhét 85%, it nhat 90%, it nhét 95%, hodc 100%, so v&i muc do cua

ching tan huyét & té bao, mod, hodc chét dich khi thiéu Véng viéc cho dung khang thé
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khang Bb, hoic trude khi cho dung khang thé khang Bb. Trong mot sb truong hop, khang
thé khang Bb theo sang ché nay trc ché chung tan huyét do AP 1am trung gian v6i ICso la
dr 107 M dén 109M. vi du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, tir § x 107 M dén 10" M, tir
10" M dén 5x 10" M, hodc tir 5 x 10® M dén 10°M.

Trong mot s6 truong hop, mot lugng hitu hig¢u cia khang thé khang Bb theo sang
ché nay 1a lugng ma hiru hiéu d& e ché su san xuét doc td phan vé. Vi du, trong mot 56
truong hop, mot lugng hiru hi¢u cua khang thé khang Bb theo sang ché nay 1a lwgng ma
hitu hicu dé @ ché sy san xudt C3a va C5a la it nhét 10%, it nhat 20%, it nhét 30%, it
nhat 40%, it nhat 50%, it nhat 60%, it nhit 65%, it nhat 70%, it nhat 75%, it nhit 80%, it
nhat 85%, it nhit 90%, it nhit 95%, hogc nhiéu hon 95%, so véi lugng cia C3a va Csa
duoc san xudt khi thiéu véng viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc trudc khi cho dung
khang thé khang Bb.

Trong mot sd trudng hop, mot luong hitu hiéu cta khang thé khang Bb theo sang
ché nay 13 lugng ma hiru hiéu dé rc ché qua trinh két lang C3b, C3d, hodc san pham tach
C3 khac do AP lam trung gian trén té bao hodc mo & ca thé nay 1a it nhét 10%, it nhat
20%, it nhat 30%, it nhit 40%, it nhit 50%, it nht 60%, it nhat 65%, it nhét 70%, it nhét
75%, it nhét 80%, it nhat 85%, it nhit 90%, it nhat 95%, hodc 100%, so v6i lwong cua
qua trinh két 1§mg cua C3b, C3d, hoac san phém tach C3 khac trén té bao hoic md khi
thiéu véng viée cho dung khang thé khang Bb, hogc trude khi cho dung khang thé khang
Bb. Trong mot sd truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché qué trinh két
lang C3b, C3d, hodc san phim tach C3 khac do AP lam trung gian trén té bao hodc md
v6i ICso 14 tir 107 M dén 10°M, vi du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x 10”7 M dén
10" M, tr 108 M dén 5 x 10 M, hodc tir 5 x 10 M dén 10°M.

Trong mot s truong hop, mot lugng hiru higu cia khang thé khang Bb theo sang
ché nay 1a lugng ma hitu higu dé e ché qua trinh két lang C3b do AP lam trung gian trén
t& bao hodic m6 & cé thé nay 1a it nhat 10%, it nhat 20%, it nhét 30%, it nhét 40%, it nhat
50%. it nhét 60%, it nhat 65%, it nhat 70%, it nhat 75%, it nhét 80%, it nhat 85%, it nhat
90%, it nhét 95%, hodc 100%, so v6i lugng ciia qué trinh két lang C3b trén té bao hodc
moé khi thiéu véng viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc trudce khi cho dung khang thé
khang Bb. Trong mot sb trudong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay rc ché qua
trinh két ling C3b do AP 1am trung gian trén t€ bao hogc md v&i ICso 1a i 107 M dén 10-
M. vi du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, tir § x 107 M dén 10 M, tir 10° M dén 5 x
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10 M, hogc tir 5 x 108 M dén 10°M.

Trong mdt s6 trudng hop, mot lugng hiru hiéu ctua khang thé khang Bb theo sang
ché nay 1a lugng ma hitu hiéu dé e ché qué trinh két ling C3b, C3d, hodc san pham téch
C3 khac do AP lam trung gian trén cic RBC ¢ ca thé nay la it nhét 10%, it nhat 20%, it
nhét 30%, it nhét 40%, it nhit 50%, it nhét 60%, it nhit 65%, it nhat 70%. it nhit 75%, it
nhit 80%. it nhét 85%, it nht 90%, it nhat 95%, hodic 100%, so vdi lugng cua qua trinh
két 1ing ciia C3b, C3d, hodc san pham tach C3 khéc trén cac RBC ¢ ca thé nay khi thiéu
vang viéc cho dung khang thé khang Bb, hodc trude khi cho dung khang thé khéng Bb.
Trong mdt sd trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay tc ché qua trinh két
ling C3b, C3d, hodc san phim tich C3 khac do AP 1am trung gian trén cdc RBC vi ICso
L ir 107 M dén 109M. vi du, ICso 13 tir 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x 107 M dén 10 M,
tr 10 M dén 5 x 10® M, hogc tir 5 x 108 M dén 10°M.

Trong mot sé truong hop, mot luong hitu hiéu cua khang thé khang Bb theo sang
ché nay 1a luong ma hitu higu dé e ché qua trinh két 1ang C3b do AP lam trung gian trén
céc RBC & c4 thé nay 1a it nhit 10%, it nhat 20%, it nhat 30%, it nhét 40%, it nhat 50%,
(t nhAt 60%. it nhét 65%, it nht 70%, it nhit 75%, it nhit 80%, it nhit 85%. it nhat 90%,
it nhat 95%, hodc 100%, so véi lugng clia qua trinh két lang C3b trén cac RBC & ca thé
nay khi thiéu vng viéc cho ding khang thé khang Bb, hodc trude khi cho dung khang thé
khang Bb. Trong mdt s6 truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay trc ché qua
trinh két ling C3b do AP lam trung gian trén cdc RBC v6i ICso 1a tu 107 M dén 10°M, vi
du, ICso 1a tir 107 M dén 5 x 107 M, tir 5 x 107 M dén 10 M, tir 10 M dén 5 x 10% M,
hodc tir 5 x 10 M dén 10°M.

Trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay, khi cho ca thé
can dén khang thé nay dung theo mot hodc nhiéu liéu lugng, 1am giam luong cua yéu tb
Bb trong hé¢ tudn hoan & ca thé nay. Vi du, trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb
theo sang ché nay, khi cho cd thé can dén khéng thé nay dung theo mot hodc nhiéu liéu
luong, 1am giam lugng cua yéu td Bb trong hé tudn hoan & ca thé nay la it nhat 10%, it
nhét 20%, it nhat 30%, it nhit 40%, it nhAt 50%, it nhit 60%, it nhat 65%, it nhét 70%, it
nhét 75%, it nhit 80%, it nhit 85%, it nhat 90%, hodc it nhét 95%, so v6i lugng cia yéu
t6 Bb trong hé tudn hoan & c4 thé nay khi thiéu vang viéc cho ding khing thé khang Bb,
hoidc so véi lugng cua yéu t6 Bb trong hé tuan hoan & cé thé nay trude khi cho dung

khang thé khang Bb.
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Trong mot sb trudng hop, khang thé khang Bb theo sang ché nay, khi cho ca thé
can dén khang thé nay dung theo mot hodc nhiéu lidu lugng, lam giam lugng cua yéu tb
Bb trong huyét tuong & ca thé nay. Vi dy, trong mot sb truong hop, khang thé khang Bb
theo sang ché nay, khi cho c4 thé cAn dén khang thé nay dung theo mot hodc nhidu lidu
lugng, lam giam lugng cua yéu 5 Bb trong huyét tuong & ca thé nay la it nhét 10%, it
nhét 20%, it nhét 30%, it nhat 40%, it nhat 50%, it nhéit 60%, it nhét 65%, it nhét 70%, it
nhét 75%, it nhat 80%, it nhit 85%, it nhit 90%, hodc it nhat 95%, so v4i lugng cua yeu
t5 Bb trong huyét twong & ca thé nay khi thiéu vang viéc cho dung khang thé khang Bb,
hoic so v&i lugng cua yéu t Bb trong huyét tuong & cé thé nay trude khi cho dung
khang thé khang Bb.

Trong mot sé truong hop, phuong phap theo sang ché nay dé didu tri ca thé co
bénh hoac rbi loan do bd thé 1am trung gian bao gbm viéc cho ca thé nay dung khang thé
khang Bb theo sang ché nay hodc dugc pham bao gdm: a) khang thé khang Bb theo séng
ché nay; vab) ta dugc dugc dung thich hgp cho viéc cho ca thé nhu vay dung. Trong mot
s6 truong hop, ca thé nay l1a dong vat co va. Trong mdt sd trudong hop, ca thé nay la
nguoi. Viée cho dung co thé 1a bang dudng dung bat ky da biét dbi vai chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat nay, bao gdm cé nhing loai dugc boc 10 trong ban mo ta nay. Trong
mdt sb truong hop, viée cho dung 1a trong tinh mach. Trong mot sb truong hop, viée cho
ding la trong nudc cia cot than kinh. Trong mot s6 truong hop, viée cho dung 1a trong
co. Trong mot s6 truomg hop, viée cho dung la dudi da. Trong mot sb truong hop, khang
thé dugc nhan tinh hoa.

Céc bénh va rbi loan do bd thé lam trung gian ma thich hop cho viée diéu tri bang
khéng thé khéng Bb theo sang ché nay bao gdm cac bénh va rbi loan gan lién véi con
duong bd thé thay thé khac.

Cac bénh va rbi loan do bd thé lam trung gian ma thich hop cho viée didu tri bang
khéng thé khang Bb theo sang ché nay bao gbm, nhung khong chi giGi han 0, huyét sdc
td niéu kich phat vé dém (PNH), Ban xuit huyét giam tiéu cdu vo can (ITP), Ban Xuét
huyét giam tidu cau huyet khdi (TTP), Hoi ching Tan huyét-tang Ure huyét (Hemolytic-
Uremic Syndrome-HUS), bénh dong mau rai rac trong mach (Disseminated Intravascular
Coagulation-DIC), Hoi ching khang thé khang phospholipit (Antiphospholipid
Syndrome-APS), Ban Xuét huyét Sau Truyén mau, va Ching giam tiéu cau di mién dich

ddng loai ¢ tré so sinh (Neonatal Allo-Immune Thrombocytopenia-NAITP), thiéu mau
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cuc bd/ton throng do tai tudi mau, va tinh trang thoéi hoa diém vang do tudi tic (AMD).

Céc bénh va rdi loan do b thé 1am trung gian ma thich hop cho viéc didu tri bang
khang thé khang Bb theo sing ché nay bao gdm, nhung khong chi gidi han &, hen suyén,
Hoi chung Tan huyét-Tang Ure Huyét khong dién hinh (atypical Hemolytic Uremic
Syndrome-aHUS), Hoi ching khang thé khang phospholipit tham khbc (Hoi chung
Asherson; hoic CAPS), bénh Cén lang Day dac ¢ Tiéu cau than (DDD), Viém théan tiéu
ciu than do C3 (C3GN), tinh trang thoai hoa diém vang do tudi tac (AMD), AMD kho,
AMD uét, bénh Bong biéu bi Bong nude do Méc phai, Viém Da Khép Dang Thap, viém
than tiéu cAu than tang sinh mang loai 11, va Huyét Sac td Niéu Kich phat vé bém (PNH).

Trong mot sb truong hop, bénh hodc roi loan do bd thé 1am trung gian dugc chon
lya tr nhom gbm ton thwong ngap lai-thiéu médu cuc b, hdi chung tan huyét-tang ure
huyét khong dién hinh, ban xuat huyét gidm tiéu cAu huyét khéi, huyét sdc td niéu kich
phat v& dém, bénh can ling day dic & tidu céu than, tinh trang thoai hoa diém vang do
tudi tac, hu thai tu phat, viém mach mién dich it, bénh bong biéu bi bong nudc, hu thai
tai phat, xo cirng rai rac, tdn thuong néo do chén thuong, nhugc co nang, bénh agglutinin
lanh, viém da-co, bénh Degos, bénh Graves, viém tuyén giap Hashimoto, bénh dai thao
duodng loai [, bénh vay nén, pemphigut, chimg thiéu mau tan huyét tu mién dich, ban xuét
huyét giam tidu cAu vo cin, hoi chimg Goodpasture, bénh day than kinh van dong da o,
viém tuy-thi than kinh, hoi ching khang thé khang phospholipit, va hoi ching khang thé
khang phospholipit tham khée.

Céc rbi loan gin lidn voi AP va céc rdi loan gin lidn v6i con dudng cd dién
(classical pathway-CP) bao gbm, vi du, tdn thuong ngép lai- thiéu mau cuc bd, hdi ching
tan huyét-tang ure huyét khong dién hinh, ban xuét huyét gidm tidu cdu huyét khéi, huyét
sic t niéu kich phat vé dém, bénh cin lang day dac ¢ tiéu cAu than, tinh trang thodi hoa
diém vang do tudi tac, hu thai tu phat, viém mach mién dich it, bénh bong biéu bi bong
nuéc, hu thai tai phat, xo cimg rai rac, tdn thuwong néo do chan thuong, nhugc co nang,
bénh agglutinin lanh, viém da-co, bénh Degos, bénh Graves, viém tuyén giap Hashimoto,
bénh dai thio duong loai I, bénh vay nén, pemphigut, chimg thiéu mau tan huyét ty mién
dich, ban xuit huyét giam tidu cAu vo can, Hoi chung Goodpasture, bénh day than kinh
van dong da b, viém tay-thi than kinh, hoi ching khang thé khang phospholipit, va hoi
chimg khang thé khang phospholipit tham khde.

Céc rdi loan gin lién v&i b thé con bao gdm céc rbi loan phdi gin lién voi bd thé

&5



45138

86/163

nhu, nhung khong chi gioi han 6, hen suyén, viém phé quan, bénh phoi tic ngh&n man
tinh (COPD), bénh phdi ke, tinh trang thiéu hut chit khang trypsin a-1, bénh tran khi,
bénh gian phé quén, viém tiéu phé quan tdc nghén, viém phé nang, bénh u hat phan thit,
chimg xo hoa ph01 va céc rdi loan mach méu colagen.

Céac bénh va rbi loan do bd thé lam trung gian ma thich hop cho viée diéu tri bang
khang thé khang Bb theo sang ché nay bao gdm, nhung khong chi giGi han ¢, tinh trang
thodi héa diém vang do tudi tac, bénh Alzheimer, bénh x0 cung cot bén teo co, hién
tugng phan vé, bénh sa sut tri tué c6 hat ua bac, viém khop (vi du, viém da khop dang
thdp), hen suyén, xo vita dong mach, hoi chimg tan huyét-ting ure huyét khong dién
hinh, cac bénh tu mién dich, hoi chimg Barraquer-Simons, bénh Behget, bénh mach mau
dang tinh bdt kiéu Anh, pemphigut bong, bénh Buerger, bénh than Clq, ung thu, hoi
ching khang phospholipit tham khéc, bénh mach mau ndo do thoai hoa dang tinh bot,
bénh agglutinin lanh, thoai hoa voé nio-ddy ndo, bénh Creutzfeldt-Jakob, bénh Crohn,
viém mach do globulin lanh trong mau, bénh sa sat tri tug¢ do chan dong ndo, bénh sa sut
tri tué co cac thé Lewy (dementia with Lewy Bodies-DLB), bénh vdi héa dam rdi soi
thin kinh phan tén, luput ban d6 dang dia, hdi chirmg Down, X0 cung tiéu cu than khu
tru ting vung, rdi loan tu duy chinh thirc, bénh sa sat tri tué do thodi hoa thuy tran-thai
duong (FTD), bénh sa sut tri tué¢ do thoai hoa thuy tran-thai duong c6 hdi ching
Parkinson lién quan dén nhidm séc thé 17, tinh trang thodi hoa thuy thai duong-thuy tran,
bénh Gerstmann- Straussler-Scheinker, hdi chung Guillain-Barré, bénh Hallervorden-
Spatz, hdi chimg Tan huyét-tang Ure huyét, chimg pht mach di truyén, chirng giam
phosphataza kiém, hoi chung viém phdi vo can, bénh phirc hop mién dich, viém co thé

ui, bénh lay nhiém (vi dy, bénh do vi khudn (vi du, Neisseria meningitidis hodc
Streptococcus) virut (vi du, virut gdy tinh trang suy giam mién dich & nguoi (HI'V)), hodc
cac tac nhan lay nhiém khéc gy ra), bénh viém, thiéu mau cuc bod / ton thuong do tai tuoi
mau, tinh trang st kém nhan thirc nhe, ban xuit huyét giam tiéu cAu mién dich (ITP),
tinh trang thiéu hut ddng yéu 6 molypden (MoCD) loai A, viém than tiéu cau than tang
sinh mang (MPGN) I, viém than tidu cau than ting sinh mang (MPGN) II (bénh can lang
day dac ¢ tidu cAu than), viém than mang, bénh sa sut tri tu¢ do ¢d nhidu 4 nhdi mau ndo,
luput (vi dy, luput ban do toan than (SLE)), viém thén tiéu ciu than, bénh Kawasaki,
bénh day than kinh van dong da 6 8, xo clng rai rac, teo da hé théng, nhugc co néng, nhoi

méu co tim, loan dudng truong luc co, viém tuy-thi than kinh, bénh Niemann-Pick loai
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C. bénh té bao thin kinh van dong c6 dam rdi soi than kinh khong phai kiéu ddo Guam,
bénh Parkinson, bénh Parkinson ¢ chimg sa st tri tug, huyét sic td niéu kich phat vé
dém, Pemphigut thé thong thuong, bénh Pick, hdi chung Parkinson sau viém ndo, viém
da co, bénh mach mau ndo do dang tinh bdt va protein prion, ting sinh than kinh dém
dudi vo ndo tién trién, liét trén nhan tién trién, bénh vay nén, nhiém trung mau, HuS do E
coli sinh doc t§ Shiga (STEC), ching teo co cit séng, dot quy, viém ndo toan bd xo hoa
ban cép, bénh sa sat tri tué chi do dam roi, sy dao thai miéng ghép, viém mach (vi du,
viém mach gén lién v6i ANCA), bénh tao u hat Wegner, bénh héng cAu hinh ludi liém,
ching globulin lanh trong méu, chung globulin lanh trong mau hdn tap, ching globulin
lanh trong mau thiét yéu hdn tap, ching globulin lanh trong méu hdn tap loai I, chimg
globulin lanh trong mau hdn tap loai I11, viém thén, luput viém than, dang pemphigut
bong, bénh bong biéu bi bong nudc do mdic phadi, phan mg tan huyét tri hodn sau truyén
mau, va tinh trang chai lon véi tiéu cau.

Liéu phap két hop

C6 thé cho c4 thé cAn dén dung khang thé khang Bb theo sang ché nay chi mot
minh (vi du, & dang liéu phap mot loai thudc); hodc trong liéu phap két hop voi mot hodc
nhiéu tac nhén tri liéu phy thém.

“(y dang két hop v6i” nhu duge sir dung trong ban md ta nay duogc dung dé chi cac
cach st dung trong d6, vi du, hop chét tht nhat dugc cho dung trong sudt toan b tién
trinh cho dung hop chét thtr hai; trong d6 hop chét thtt nhét duoc cho dung trong khoang
thoi gian ma chdng 14n voi qua trinh cho dung hop chét tht hai, vi du, trong d6 qué trinh
cho dung hop chit th nhét bat diu trude khi qué trinh cho dung hop chét thir hai va qué
trinh cho ding hop chét thu nhét két thuc trude khi qué trinh cho dung hop chét thir hai
két thuc; trong d6 qua trinh cho dung hop chét thir hai bat dau trude khi qua trinh cho
dung hop chét tht nhat va qua trinh cho dung hop chét tha hai két thuc truge khi qua
trinh cho dung hop chét thir nhit két thuc; trong d6 qué trinh cho dung hop chit thir nhét
bat ddu trudce khi cho dung hop chét thir hai bat du va qua trinh cho dung hop chét tht
hai két thac trude khi qua trinh cho dung hop chét tht nhét két thuc; trong d6 quaé trinh
cho diing hop chét thtr hai bt dau truge khi cho dung hop chét thi nhét bat dau va qua
trinh cho dung hop chat thir nhit két thac trude khi qué trinh cho dung hop chét thir hai
két thic. Nhu vay, <& dang két hop” ciing ¢6 thé duge dung d& chi ché do lién quan dén

viéc cho dung hai hop chét hogc nhiéu hon nia. “(3 dang két hop v6i” nhu dugc su dung
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trong ban md ta nay con duge dung dé chi qué trinh cho dung hai hop chét hoac nhidu
hon nita ma c6 thé duge cho dung trong cung mot dang ché pham hogc cac dang ché
phim khéc nhau, bing cung mdt duong dung hodc cac dudng dung khac nhau, va trong
cung mot loai dang liéu luong hodc cac loai dang liéu luong khac nhau.

Céc cé thé cAn duogc didu tri

Céc ca thé thich hop cho viée didu tri bing khang thé khang Bb d6i tuong bao
g61n cac ca thé ma da dugc duoc chan doan 1a c6 bénh hodc roi loan do bd thé 1am trung
gian; cac ca thé c6 nguy co 16n hon so voi quén thé chung dbi véi viee phét trién bénh
hogc rdi loan do bd thé lam trung gian (vi du, cac ca thé ¢6 t6 bam di truyén phat trién
bénh hodc rbi loan do bd thé lam trung gian); cac ca thé ¢c6 bénh Parkinson c6 ching sa
sut tri tué (PDD); céc c4 thé c6 bénh Alzheimer; cc cd thé ¢6 bénh huyét séc té nigu kich
phat vé dém (PNH); cac ca thé c6 bénh ban xuét huyét giam tiéu cdu vo can (ITP); céc ca
thé ¢6 bénh ban xuét huyét gidm tidu cau huyét khéi (TTP); céc ca thé c6 Hoi chtimg Téan
huyét-ting Ure huyét (HUS); céac ca thé c6 bénh dong mau rai rac trong mach (DIC); cac
c4 thé co Hoi chung khang thé khang phospholipit (APS); cac ca thé c¢6 bénh ban xuit
huyét sau truyén mau; céc cd thé ¢6 ching giam tidu cdu di mién dich ddng loai & tré so
sinh (NAITP); cac ca thé c¢6 chung thiéu mau cuc bd/ton thuong do tai tudi mau; va cac
¢4 thé co tinh trang thoai hoa diém vang do tudi tac (AMD). Ciing dugc liy vao 1a cac ca
thé c6 mot chimg bénh bét ky trong sé cac bénh hodc rdi loan do bd thé 1am trung gian
duoc liét ké trén day trong ban mo ta nay.

Trong mot sb trudong hop, cd thé nay 1a nguoi 16n. Trong mot s truong hop,
nguoi 16m 1a 20 tudi hodc cao tudi hon, 30 tudi hodc cao tudi hon; 40 tudi hodc cao tudi
hon, 50 tudi hodc cao tudi hon, 60 tudi hodc cao tudi hon, 70 tudi hodc cao tudi hon, hodc
80 tudi hodc cao tudi hon. Vi dy, ngudi 16n ¢6 the 1a tir 20 tudi dén 30 tudi, tir 30 tudi dén
40 tubi, 40 tudi dén 50 tudi, tir 50 tudi dén 60 tudi, tir 60 tudi dén 70 tudi, hodc cao tudi
hon 70 tudi. Trong mot sb truomg hop, cé thé nay la tré em. Trong mot sb truomg hop, tré

em nay 1a nhé hon 20 tudi, nho hon 10 tudi, hoge nho hon S tudi.
Vi du thwe hién sang ché

Cac vi du sau day dugc dua ra @ cung cip cho chuyén gia c6 trinh do trung binh
trong linh vuc k¥ thuat nay ndi dung boc 16 day du va sy mo ta vé cach tao ra va st dung
sang ché nay, va khong duge du dinh 1a gi¢i han pham vi cua nhimg gi cac tac gia sang

ché xem 1a sang ché cta ho va ching cling khong dugc du dinh dé thé hién ring céc thir
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nghiém dudi day la tt ca cac thir nghiém hodc céc thur nghiém duy nhat duoc thue hién.
Céc nd luc da duge thyc hién dé dam bao do chinh xédc lién quan dén con sb duoc st
dung (vi du, lugng, nhiét do, v.v.) nhung mot sb sai léch va sai sb thir nghiém s& duoc
tinh dén. Tru khi dugc thé hién khac, cdc phén 1a cac phan theo trong luong, trong luong
phan tt 12 trong luong phan tr trung binh trong luong, nhiét do 1a theo dd bach phan, va
ap sudt 1a & ap suét khi quyén hodc gan ap suét khi quyén. C6 thé sir dung céc chir viét tat
tiéu chudn, vi du, bp, (cac) cdp bazo; kb, (cac) kilobazo; pl, (cé4c) picolit; s hodc sec, (céac)
gidy; min, (cac) phut; h hogc hr, (cac) gio; aa, (céc) axit amin; kb, (cac) kilobazo; bp,
(cac) cip bazo; nt, (céc) nucleotit; i.m., (theo kiéu) trong co; i.p., (theo kiéu) trong mang
bung; s.c., (theo kiéu) dudi da; va cac loai tuong tu.

Vidu l: San xuét cac khang thé don dong khang yéu t6 Bb

Céc khang thé don dong khang yéu t0 Bb (“cac mAb khang yéu t6 Bb”) M4, M10,
M12, M17, M18, va M20 dugc san xuat nhu sau: Qua trinh gy mién dich chuot NZBW
bang protein yéu td Bb duoc tinh ché cta ngudi da tao ra thu vién khdi té bao lai ma
dwoc sang loc vé& kha nang lién két vao dich bing céch st dung céc ky thuat da biét dbi
v6i chuyén gia trong linh vye kY thuat nay (Antibody Solutions; Vi du, xem tai lidu:
Galfre et al., Methods in Enzymology 73:346 (1981)). Phuong phap dém té bao theo
dong chay dugc st dung dé tao ra cac dong vo tinh t& bao don 1&, va cac dich ndi & trén
tir cac dong vo tinh riéng biét nay dugc sang loc vé kha nang lién két wu tién vao yéu td
Bb so v6i yéu td B ¢o chidu dai day du bang thir nghiém hdp thu mién dich lién két
enzym (ELISA) truc tiép, nhu loai duoc bdc 19, vi du, trong tai liéu: Nix et al., trong
Immunoassays, A Practical Approach, editor J.P. Gosling, pp. 239-261, Oxford
University Press (2000). Hai muoi dong vo tinh duge chon lya ma da thé hién cac muc
do lién két dac hiéu khac nhau vao yéu t5 Bb hon yéu t§ B. Cac dong vo tinh nay dugc
phat trién trong moi truong nudi ciy, va cac khang thé don dong duoc tinh ché tir céc
dich nbi & trén cta khoi té bao lai. Cac mAb da dugc tinh ché duoc sang loc thém vé murc
trc ché hoat tinh con dudng thay thé khac (AP) bang cach st dung kit WIESLAB dung
cho Con duong Thay thé khac cta Heé thong Bo thé (Euro Diagnostica, Thuy Pién). Tu
cac két qua nay, 6 dong vo tinh duoc chon cho phép phan tich thém.

Vi du 2: Kha nang lién két cac mADb khang yéu t6 Bb vao yéu t6 Bb cia nguoi

Cac tri s6 ECso tuong dbi cua cac mAb khang yéu td Bb dugc xac dinh bang

ELISA. Yéu t6 Bb dugc tinh ché va chua duoc danh ddu cua nguoi (Complement
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Technologies; 1 pg/ml) duge phu lén trén dia ELISA co kha nang lién két cao, va dugc
véi cac luong tang dan cta cac mAb da dugc tinh ché (cac dung dich pha loang theo day
ndi tiép 3 1an bit dau ¢ mirc 10 pg/ml). Khang thé thir cdp cta dé khang cua chudt duge
tiép hop voi peroxidaza cai ngya (horse radish peroxidase-HRP) (Southern Biotech) dugc
st dung cho viéc phat hi¢n, va dugc cho phan Gng voéi Dung dich Chét nén Siéu TMB-
ELISA 1-Bué6c 3.3°,5,5 -Tetrametylbenzidin (TMB) (Thermo Scientific). Cac phan tmg
dugce két thuc bang mot thé tich ngang bang cla axit sulfuric IN; va do hép thu & OD450mm
dugc do. D liéu nay dugc thé hién & Hinh 1. ECso cta mdi khang thé don dong dugc
tinh toan béng cach str dung phén meém PRISM; céc tri sd ECso duoc liét ké ¢ Hinh 2. TAt
ca cac mAD da thé hién 4i luc tot voi hau hét c6 ECso trong khoang dudi nanomol.

Hinh 1. Kha nang lién két ciia cdc mAb khang yéu t6 Bb dugc tinh ché vao yéu to
Bb clia nguoi.

Hinh 2. Ai luc lién két ctia cac mAb khéng yéu t6 Bb vao yéu té Bb cua nguoi

Vi du 3: Tinh dic hiéu cua cdc mAb khang yéu t6 Bb dbi voi yéu té Bb da duoc
hoat hoa

Kha nang lién két vu tién cua céac khang thé khang yéu t6 Bb vao yéu t6 B da duogc
hoat hoa so véi tién enzym yéu t0 B co chiéu dai ddy du dugc xdc dinh trong dang thirc
ELISA bat khang nguyén dugc t6i wu hoa dé danh gia kha nang lién két vao cac protein
tan dugc dich. 1 ug/ml ctia khang thé da duoc lién két vao cac dia duge phu bang IgG cla
dé khang cua chudt (Pierce; Thermo Scientific), sau d6 1a qua trinh 0 voi yéu t6 B hoic
yéu t6 Bb dugc biotin hoa 1 pg/ml (Complement Technologies). Cac protein yéu t6 Bb/B
da duoc lién két duoc phat hién bing streptavidin-HRP va dugc cho phan Umg v6i Dung
dich Chat nén Siéu TMB-ELISA 1-Budec TMB (Thermo Scientific). Cac phan ang duoc
két thuc bang mot thé tich ngang bang cta axit sulfuric IN; va d6 hap thu & OD4sonm dugc
do. Ty 18 ciia d6 hép thy kha nang lién ket boi yéu td Bb so vai yéu td B (ty 1& fBb/B)
duoc tinh todn va cac két qua dugc thé hién & Hinh 3. M17 hau nhu da thé hién tinh dic
hiéu hoan toan dbi voi yéu t6 Bb, ma khong ¢ hién tuong lién két c6 thé phat hién dugc
nao vao yéu té B trong thir nghiém nay. M10 va M18 da thé hién sy vu tién tuong tu
trong thir nghiém nay (ty 1¢ fBb/B 14n luot 1a 5,5 va 8,4), trong khi M4, M12 va M20 da
khong thé hién sy wu tién nao (ty 1¢ fBb/B >1).

Khé ning lién két ciia cac mAb khang yéu t6 Bb vao yéu t6 B c6 chidu dai day du

trong dung dich dugc danh gia bang sic ky loai trr theo kich c@ (size exclusion
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chromatography-SEC). péi véi SEC, 100 pg/ml cua yéu td B da dugc tinh ché dugc U
v6i lugng du theo mol 1€n dén 3 1an cua cac mAb da dugc tinh ché. Sau khi 0 trong 1 gid
& nhiét do trong phong (RT), céac mAu dugc nap 1én trén cot loc gel TSKgel G3000SWxl.
Su ¢6 mit cta dinh trong lugng phan tir cao hon méi trong phd sdc ky, va sy giam cla
dinh yéu t6 B tr do va dinh khang the tu do, da thé hién hién twong hinh thanh phirc hop
khang nguy én:khang thé. Céc két qua cua SEC tuong quan chat ché voi tinh ddc hiéu lién
két duoc xéc dinh trong ELISA bat khang nguyén (Hinh 4). M10, M17 va M18, khang
thé nay da thé hién tinh dac hiéu dbi voi yéu t6 Bb bang ELISA, cling da khong lién két
vao yéu td B ¢o chiéu dai day du trong SEC; M4, M12 va M20 da khong thé hién tinh
dic hiéu lién két nao bang ELISA, va theo cach tuong ty, tAt ca lién két vao yéu t6 B ¢6
chidu dai ddy du trong SEC.

Hinh 3. Kha néng lién két cia cac mADb khang yéu t6 Bb dugc tinh ché vao yéu t6
Bb va yéu t6 B tan dugc.

Hinh 4. Tinh dac hiéu cua kha nang lién két ciia cac mADb khang yéu t6 Bb vao yéu
t6 Bb so véi yéu td B duoc xac dinh bing ELISA (Hinh 3) so vdi cac két qua thu dugc
bang sic ky loai trir theo kich ¢& (SEC).

Vi du 4: Kha nang lién két cua cac mAb khang yéu t5 Bb vao céc protein cta khi
duoi dai

Cac mAb khang yéu 6 Bb duoc thir nghiém vé kha nang ctia chung trong viéc lién
két vao yéu t6 B hodc yéu t6 Bb cua khi dudi dai bang ELISA. 5 pg/ml cta mdi protein
da dugc tinh ché (Innovative Research; duoc tinh ché trong ndi bd td chire) duge phu 1én
(rén dia ELISA, dugc @ voi cac mAb khang yéu t6 Bb duge tinh ché (cac dung dich pha
loang theo day ndi tiép 3 lan bat dau & mic 10 pg/ml), va khang thé da dugc lién két
duoc phat hién nhu trong Vi du 2. Cac tri 56 ECso dbi vi yéu t Bb so véi yéu to B duge
tinh toan bing cach sur dung phan mém PRISM va duoc thé hién ¢ Hinh 5.

Hinh 5. Kha nang lién két ciia cdc mAb khang yéu t& Bb dugc tinh ché vao yéu tb
B hodc yéu td Bb da duge tinh ché cta khi dudi dai.

Vi du 5: Su ¢ ché con duong thay thé khac cta b thé (AP) bang cac mAb khang
yéu t6 Bb

Su (rc ché hoat tinh AP cua b thé boi cac mAb khang yéu t6 Bb dugc do bang
cach str dung kit WIESLAB® dung cho Con duong Thay thé khac cia Hé thong Bo thé.
Pay 1a thir nghiém duya trén dia ma st dung lipopolysacarit (LPS) dé hoat hoa dac hiéu

91



45138

92/163

con duong thay thé khac, va két qua doc duoc la murc két lang cua phuc hop tAn cong
mang (MAC) dau tan cung qua thoi gian. Huyét thanh ngudi binh thuong 11%
(Complement Technologies) duoc 0l v6i cac dung dich pha lodng theo day ndi tiép 2 lan
cta cac mAb hodc cac ddi ching kiéu tuong duong cta chudt bat dau & muc 200 pg/ml.
Vinax duroc xac dinh ddi voi mdi ndng do va cée két qua dugc thé hién & Hinh 6. Tét ca
c4c khang thé don dong khéng yéu t6 Bb c6 kha nang uc ché qu4 trinh két ling MAC do
AP lam trung gian, v6i M4/M12 > M20 > M10/M18 > M17.

Sy we ché chimg tan huyét do con duong AP lam trung gian va qud trinh két lang
C3b béi cac mAb khang yéu t Bb duoc xac dinh bang cach sir dung huyét thanh nguoi
va hdng cau thé trong dung dich dém chira EGTA dé Grc ché con duong ¢ dién. Cac
mAb khang yéu t Bb hodc cac d6i ching kiéu twong duong cua chudt (cac dung dich
pha loang 2 13n bit ddu & mic 100 pg/ml) dugc G véi 10% huyét thanh nguoi va cac
hdng cau cta thd (RBC) ¢ 37°C trong mot gio. Lugng phan gidi dugce xac dinh bang cach
do Asaonm ctia dich nbi & trén va trir do hap thu nén trong cac 16 dbi chimg chira etylen
diamin tetraaxit axetic (EDTA). Cac két qua duge thé hién ¢ Hinh 7. T4t cad cac mAb
khang yéu td Bb c6 kha ning tc ché chimg tan huyét do AP 1am trung gian, vdi M4/M12
>M20 > M10/M18 > M17.

Pé thir nghiém qua trinh két 1ang san phim tach C3 trén céc hdng cau (RBC), cac
vién két t& bao dugc nhudém bing khang thé khang C3b (6C9; Thermo Scientific), cac té
bao duong tinh dugc phat hién bang Alexa-647 cia dé khang cua chudt (Thermo
Scientific) va dugc phén tich bang phuong phéap dém té bao theo dong chay. Cac két qua
duge thé hién ¢ Hinh 8. Tét ca cac mAb khang yéu td Bb co kha nang e ché qué trinh
két lang C3 trén cac RBC, voi M4/M12 > M20 > M10/M18 > M17.

Cac tri s6 ICso cua sy tc ché hoat tinh AP boi cac mAb khang yeu td Bb trong tht
ca ba thur nghiém duoc tinh toan bang cach su dung phan mém PRISM va dugc thé hién
& Hinh 9. Céc tri s6 ICso duoc tao ra trong thu nghiém Wieslab thi cao hon mdt cach nhit
quan trong thir nghiém vé chimg tan huyét/qué trinh két 1ang C3b, c6 1& do sy thay d6i vé
ndéng do huyét thanh dugc st dung trong mdi thtt nghiém hodc nhing chénh l&ch vé sb do
chi tiéu. Cu thé 1a, M17 dac hiéu véi yeu td Bb thi khong hitu hi¢u 1&m trong tht nghiém
Wieslab so véi thir nghiém vé chung tan huyét (s chénh 1éch 17,7 lan vé ICso; cac mAb
khéc da thé hién nhitng chénh 1éch tir 4,4 dén 5.9 1an vé ICso gilra hai thir nghi¢m). Tuy

nhién, tit ca cac thir nghiém da ghi nhan cung mot do hiéu nghiém tuong dbi gitta cac
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mAb khang yéu té Bb, do hiéu nghiém nay ¢6 ty I8 nghich v6i tinh dac hiéu cia chung
dbi voi yéu t6 Bb.

Hinh 6. Su ¢ ché hoat tinh AP bang cac mAb khang yéu t6 Bb.

Hinh 7. Sy uc ché ching tan huyét do con dudong AP lam trung gian bang cac
mAb khang yéu t5 Bb.

Hinh 8. Su tc ché qué trinh két lang C3b do con duong AP 1am trung gian bing
cac mAb khang yéu t Bb.

Hinh 9. Su so sanh cac tac dung cta cac mAb khang yéu t6 Bb dbi voi hoat tinh
AP bang cach sir dung ba thtr nghiém khac nhau. Cac diém trung khdp duong cong
khong tuyén tinh va ICsos dugc tinh toan bang cach sur dung phan mém PRISM.

Vidu5: sy uc ché AP cua khi dudi dai bang cdc mAb khang yéu t6 Bb

Su uc ché hoat tinh con duong thay thé khac cua bd the (AP) bang mAb khang
yéu t6 Bb M10 dugc do bang cach sir dung kit WIESLAB® dung cho Con duong Thay
thé khéc cia He théng B thé. Huyét thanh ngudi binh thuong hodc huyét thanh khi dudi
dai (“cyno”) (Innovative Research; 5,5%) duge 0 véi cac dung dich pha loang theo day
ndi tiép 2 1An ctia M10 hodc céc dbi chang kiéu twong duong cta chudt bat dau & muc
100 pg/ml. Vimax dugc xac dinh d6i véi mdi ndng dd va cac két qua duoc thé hién & Hinh
10. ICso ctia M 10 trong thir nghiém nay 1a 9,79E-8 va 3,67E-7 M 1an luot dbi vai huyét
thanh nguoi va huyét thanh cyno.

Sy e ché ching tén huyét do con duong AP lam trung gian bang cac mAb khang
yéu t6 Bb duoc do bing cach s dung huyét thanh khi dudi dai va hdng cau tho trong
dung dich dém chua EGTA dé (rc ché con duong cd dién. Cac mADb khang yéu t6 Bb
hodc cac dbi ching kiéu tvong duong cua chudt (cac dung dich pha loang 2 lAn bat dau &
murc 100 pg/ml) duoc U voi huyét thanh khi dudi dai 5% va cac RBC cua tho ¢ 37°C
trong mot gio. Luong phén giai dugc xac dinh bang cach do As4onm cua dich ndi & trén va
trir d6 hép thu nén trong cac 10 d6i ching chira EDTA. Cac két qua duoc thé hién ¢ Hinh
11. M17 khong tc ché chimg tan huyét hdng cau cta tho do huyét thanh cyno lam trung
gian. Cac tri s0 ICso cua huyét thanh cyno 1a nhu sau: 2,497E-8 (M4), 2,202E-7 (M10),
2,824E-8 (M12), 2,319E-7 (M18) va 7,524E-7TM (M20).

Hinh 10. Sy ¢ ché hoat tinh AP Wieslab trong huyét thanh nguoi hodc huyét
thanh khi bang cac mAb khang yéu t6 Bb.

Hinh 11. Sy ¢ ché ching tan huyét RBC cua tho do con dudng AP ciia cyno lam

93



45138 94/163

trung gian bdi cac mAb khang yéu t6 Bb.

Vi du 6: Gidi trinh tu cac mAb khang yéu t6 Bb

Giai trinh ty axit amin ving VH va ving VL cua cac mAb khang yéu t6 Bb duoc
thuc hién bang cich st dung cac ky thudt da biét dbi véi chuyén gia trong linh vue k¥
thuat nay (LakePharma). Cu thé 1a, cac vién két té bao dugc didu ché tir cac dong té bao
khéi t& bao lai va ARN duge chiét. Cac ving V dugc khuéch dai bang phan Gmg chudi
polymeraza-phién ma nguoc (RT-PCR) bang cach st dung cac tap hop doan mdi thodi
héa dung cho céc trinh ty tin hi¢u khang thé ctia chudt cung vai cac doan mdi ving hing
dinh ding cho IgMVH, IgGVH, IgkVL va IgAVL. Céac san phim phan (ng chudi
polymeraza (PCR) thu dugc tu mdi 1an trong sd cac 1in khuéch dai thanh cong dugce tinh
ché va duoc tao dong vo tinh vao hé théng vat truyén tao dong vo tinh ‘TA’ ma thu duoc
céc trinh tu tir d6. Cac trinh ty axit amin dugc suy ra cua vung VH va vung VL, cling nhu
cic CDR, ciia cdc mAb khang yéu t6 Bb duoc dé xuit ¢ Hinh 12A-12F. M10 va MI18
VL va VH 1a ddng nhét v& trinh ty, va M4 vaM12 VH va VL la ddng nhat vé trinh tu.

Vi du 7: Qué trinh x4c dinh dac diém thém vé cic mADb khéng Bb

Su e ché chimg tan huyét do con dudong AP lam trung gian boi cac khang thé
khang yéu t6 Bb dbi vai cac RBC cia nguoi duge didu tri trude bang céc khang thé
CD55/CD59 (Hinh 14)

Céc bénh nhan ¢6 bénh huyét sic t6 niéu kich phat vé dém (PNH) mic chirng phan
giai cac hdng cau (RBC) cia ho do bd thé 1am trung gian do sy thiéu cac yéu t6 diéu hoa
bd thé (CD55 va CD59) trén bé mat té bao. Viéc didu tri trude bang cac khang thé trung
hoa khang CD55 va CD59 lam cho cac RBC khée manh dé bi anh hudng boi qua trinh
phén giai do bd thé 1am trung gian.

Céc hdng ciu nguoi binh thuong dugc didu tri trudc bang khang thé khang CD55
va khang thé khang CD59 dugc 0 véi huyét thanh nguoi binh thuong 20% chira cac mirc
ndng do khac nhau cia cac khang thé khang yéu td Bb 1a M4, M10, M17 va M20 cling
nhu IgG2a cua chudt (dbi ching kiéu tvong duong). Dung dich dém phan tng da chtra
Mg EGTA 10 mM dé phong bé cac con duong bd thé lectin va ¢ dién. Sau 120 phit &
37°C, cac té bao duge ly thm. Luong phan giai duogc xac dinh béng cach do Assonm cla
dich ndi & trén va trir do hép thu nén trong céc 10 dbi chimg chira EDTA. Céc két qua
dugc thé hién & Hinh 14. Chi thu dugc su trc ché hoan toan ching tan huyét bang khang

thé M10.
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San xuit cac khang thé thé kham khang yéu t6 Bb

Biang cach sir dung cac trinh tw ADN tir vi du 6, cic mién bién dbi clia cac dong
v6 tinh khdi t& bao lai M4 va M10 dugc tdng hop (DNA 2.0) cung véi céc trinh ty kep
hai bén phu thém can thiét cho qué trinh tao dong vo tinh. Cac mién bién doi dugce tao
dong v6 tinh vao vat truyén biéu hién ma tao ra khang thé thé kham dugc hop thanh tir
céc vung bién ddi ctia chudt va ving Fe/ving hang dinh cua IgG4 cla ngudi. Céc ciu
trac nay duoce chuyén nhiém vao té bao HEK293 va duoc tinh ché tir cac dich nbi & trén
cta moi trrong nudi cdy bang cach st dung Protein A Sepharoza. Khang thé thé kham
chira ving bién ddi ctia M10 thi duge goi 1a “M10 thé kham”. Khang thé thé kham chua
ving bién déi ciia M4 thi dugc goi 1a “M4 thé kham.”

Su tre ché con dudng thay thé khac cua bd thé (AP) boi cac khang thé thé kham
khang yéu t6 Bb (Hinh 15)

Su e ché hoat tinh AP clia bd thé boi cac khang thé thé kham khéng yéu t6 Bb 1a
M10 thé khim va M4 thé kham dugc do bang cach st dung kit WIESLAB® dung cho
Con duong Thay thé khac cua Hé théng B thé. Huyét thanh nguoi binh thuong 11%
(NHS; Complement Technologies) dugc 1 voi dung dich pha lodng theo day nbi tiép 2
1An cua cac khang thé thé kham hodc cac khang thé don dong cta chudt me cta chung,
bat diu & muc 300 pg/ml. Vao lac két thic thit nghiém nay, A405 duge do. Dit liéu nay
duge thé hién ¢ Hinh 15. A405 1a ty 1€ v6i lugng ctia phtc hop tAn céng mang
(membrane attack complex-MAC) dau tan cung dugc két lang trén dia. A405 duoc veé )
thi so voi ndng dd khang thé. Cac khang thé thé kham duogc phét hién 1a c6 cac do cong
hiéu twong tu trong thir nghi¢ém Con duong Thay thé khac Wieslab khi so véi cac khang
thé don dong ctia chudt me tuong ing clia ching.

Su trc ché chung tan huyét do con duong AP lam trung gian boi khidng thé thé
kham khang yéu & Bb trén cac RBC tir bénh nhan c6 bénh huyét sdc t6 niéu kich phat vé
dém (PNH) (Hinh 16)

Chc hdng cAu ngudi tir bénh nhan PNH dugc G v6i huyét thanh ngudi loai O+
20% chita cic mirc ndng do khac nhau cua M10 thé kham (thé kham ngudi/chudt cia
M10), khang thé khang C5 cua ngudi, hodc IgG4 cla nguoi (d6i chimg kiéu twong
duong). Dung dich dém phan Gmg da chira Mg EGTA 10 mM dé phong bé céc con dudng
bd thé lectin va cb dién. Sau 180 phut & 37°C, cac té bao duoc ly tdm. Lugng phan giai

duge xac dinh bang cach do Assonm cia dich ndi ¢ trén va trir 4o hap thu nén trong céc 16
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déi chimg chira EDTA. Céc két qua duge thé hién & Hinh 16. Chi thu dwgc sy Gc ché
hoan toan ching tan huyét biang khang thé thé kham M10.

Duoc dong hoe clia cac khang thé thé kham khang yéu t& Bb & khi duoi dai (Hinh
17)

Pé xac dinh cac thudc tinh dwoe dong cta c4c khang thé khang yéu t5 Bb & khi
dudi dai, mdi khang thé M10 thé kham va M4 thé kham dugc tiém theo kiéu trong tinh
mach vao 3 con khi & mtrc 30mg/kg. Vo cac thoi diém khac nhau sau tiém, 14y cac mau
huyét tuong cho phép phan tich. M10 thé kham hogic M4 thé kham tu do trong cdc mau
huyét tuong da dugc pha lodng duoc bt bang protein yéu t Bb (fBb) trén dia vi chuén
d6 thir nghiém mién dich enzym (ETA) c6 kha nang lién két cao. Khang thé da dugc bat
duoc phat hién bang khang thé thu cép IgG cua dé khang cua nguoi dugce tiép hop voi
enzym peroxidaza cai ngya (HRP). Céc dia vi chuan do duoc rira d8 1oai bo cac chat phan
Umg chua lién két bt ky va sau do, cho chét nén tetrametylbenzidin (TMB) phan tng voi
HRP da dugc 1am bat dong d8 thu dwoc san phdm tao mau. Do hép thu cta san phém tao
mau ndy & bude song 1a 450 nm la ty 1& thuan voi ndng dd ctia M10 thé kham hoac M4
thé kham trong méu. Dt liéu tir ELISA dugc phén tich bang cach str dung ham sb ve do
thi XY va ham s6 hdi quy tuyén tinh Logistic 4-Tham sb (4PL) trong phan mém
GraphPad Prism dé x4c dinh lugng ctia M10 thé kham hodc M4 thé kham ty do c6 mét &
m&i thoi diém sau khi cho dung theo lidu. Dir liéu nay dugc thé hién & Hinh 17.

Duge luc hoc ctia cac khang thé thé kham khéng yéu t6 Bb & khi dudi dai (Hinh
18 va Hinh 19)

Pé xac dinh céc thudc tinh duge luc ciia cac khang thé khang yéu t5 Bb & khi
dudi dai, mdi M10 thé kham va M4 thé kham duoc tiém theo kiéu trong tinh mach vao 3
con khi & mic 30mg/kg. Vao cac thoi didm khac nhau sau tiém, 14y céc mAu huyét thanh
cho phép phén tich. Cac hoat tinh cua con duong thay thé khac ctia bd thé (CAP) va con
duong ¢ dién cia bd thé (CCP) cua céc mAu huyét thanh duge xc dinh 1An luot bing
cach st dung kit WIESLAB® dung cho Con duong Thay thé khéc cua Hé théng Bd thé
va kit WIESLAB® dung cho Con duong Cd dién, theo cac hudng dan duoc khuyén nghi
ctia nha san xuit. Nong do huyét thanh 12 5,5% va 0,99% dugc str dung 1an luot trong thir
nghiém con duong thay thé khac va thtr nghiém con duong b dién. Cac biéu dd dugc
dua ra & Hinh 18 va Hinh 19 dugc chuén hoa theo hoat tinh cua huyét thanh truge khi
tiém khang thé. Nhu duoc thé hién ¢ Hinh 18, M10 thé kham tc ché hoat tinh CAP,
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nhung khong phai hoat tinh CCP. Nhu duoc thé hién ¢ Hinh 19, M4 thé kham tc ché
hoat tinh CAP, va trc ché hoat tinh CCP dén mét mirc do thap hon so véi sy e ché hoat
tinh CAP.

M4 thé kham kich thich sy suy thoai C3 trong huyét thanh nguoi in vitro (Hinh
20)

M4 thé kham dugc bd sung véo huyét thanh nguoi binh thuong & nong do la
0,1mg/ml va duge u & 37°C. Vao cac thoi diém khac nhau, 14y mau cho phép phan tich
thdm tach phuong Tay voi khang thé da dong C3 cua tho khang cla ngudi. Trong vai tro
1a dbi chung 4m, dung dich dém dugc bd sung vao huyét thanh. Trong vai tro la a6i
chimmg duong, yéu td noc doc rén hd mang (cobra venom factor-CVF), mot protein da biét
la ¢6 tac dung kich thich sy suy thoai C3, duoc bd sung vao huyét thanh nguoi binh
thuong. Nhu dugc thé hién & Hinh 20, twong tu voi yéu td noc doc ran hd mang, M4 thé
kham da kich thich su suy thoai C3 theo phuong thirc phu thudc vao thoi gian.

M4 thé kham kich thich su suy thoai C3 & khi dudi dai in vivo (Hinh 21)

Céc mu huyét thanh ciia khi dudi dai tir mtc tiém 30mg/kg cia M10 thé kham va
M4 thé kham duoc thir nghiém vé céc mirc C3 béng céch sir dyng ELISA banh kep. No6i
mdt cach vin gon, khang thé C3 cta dé khang ctia ngudi da duoc tinh ché dugc phu 1én
trén dia ELISA c6 kha ndng lién két cao. Sau khi phong bé, cac dia dugc G voi céac mau
huyét twong dugc 14y & cc thoi diém khéc nhau sau khi tiém M10 thé kham va M4 thé
kham vao cac con khi. Sau khi rira, sau do, cac dia duoc u vdi khang thé C3a cta thod
khang cta nguoi dugc biotin hoa. Sau mot lAn rira phu thém, cic dia dugc u voi
Streptavidin-peroxidaza céi ngua (HRP). Cac dia vi chuén do duoc rira dé loai bo cac
chét phan tng chua lién két bat ky va sau do, cho chat nén tetrametylbenzidin (TMB)
phan tng vi HRP da dugc lam bt dong dé thu duoc san phim tao mau. Do hap thu cta
san phim tao mau nay ¢ budc song ]a 450 nm la ty 1€ thuan voi ndng do cua C3 trong
mau. Nhu dugc thé hién & Hinh 21 (6 trén), khong ¢o su thay dbi nao vé muc C3 dugc
quan st sau khi tiém M10 thé kham. Nhu duge thé hién & Hinh 21 (6 dudi), da quan sat
thdy hién tuong mét C3 nhanh sau khi tiém M4 thé kham.

Khéng thé M4 khang yéu t6 B/Bb phong bé hoat tinh Yéu td tang téc hién tuong
phan rd (DAF) cta yéu to H (Hinh 22)

Bing cach s dung Hé théng Octet (Pall ForteBio), tac dung cua khang thé M4
khang yéu 5 B/Bb ddi véi tbe do phan ly ctia C3 Convertaza boi yéu t6 H (FH) dugc
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kiém tra. Noi mot cach vén gon, properdin d& duoc biotin héa dugc didu ché va duoc lién
két vao cac mau do Octet dugc phu bang Streptavidin. Sau do, cac mau do properdin da
dugc lién két dugc U trong dung dich chira C3 convertaza ma dugc didu ché b%mg cach
tron C3b, Yéu t6 B (FB), va Yéu t& D (FD). Khi ma C3 convertaza lien két mau do
properdin, murc két hop duge do. Sau do, miu do duoc chuyén sang dung dich chi chira
dung dich dém dé do muc phan ly cia C3 convertaza tu miu do da dugc lién két
properdin. Nhu dugc thé hién & Hinh 22, khi véu t& H dugc bd sung trong sudt budce
phan ly, hién tugng phan ly nhanh cta C3 convertaza tir mau do properdin ¢o thé duoc do
(phia trén cung bén phai). Nhu dugc thé hién & Hinh 22, khi C3 convertaza duoc didu ché
khi sy c6 mit M4, da khong quan sat thdy hién tuong phén ly nhanh cua C3 convertaza
boi yéu to H.

Khang thé M4 khang yéu t6 B/Bb khong phong bé hoat tinh DAF cua CD55 (Hinh
23)

Bang cach st dung Hé théng Octet (Pall ForteBio), tac dung cua khang thé M4
khang yéu 6 B/Bb dbi véi toc do phan ly ciia C3 Convertaza boi CDS5 dugce kiém tra.
No6i mdt cach vén gon, properdin da dugc biotin hoa dwoc diéu ché va dugce lién két vao
cac mau do Octet dugc phu bang Streptavidin. Sau do, cac mau do properdin da dugc lién
két duogc u trong dung dich chira C3 convertaza (v6i khang thé M4 khang yéu t6 B/Bb da
duoc lien két) ma dugc didu ché bang cach tron C3b, Yéu té B, khang thé M4 khang yéu
t6 B/Bb va Yéu t D. Khi ma C3 convertaza (voi khang thé da dugc lién két) lién két
mau do properdin, thi mirc két hop dugce do. Sau do, mAu do duge chuyén sang dung d;ch
chi chira dung dich dém dé do muc phan ly ctia C3 convertaza (v6i khang thé da duoc
lien két) tir mau do da duoc lién két properdin. Nhu duge thé hién & Hinh 23, khi CD55
duoc bd sung trong sudt bude phan ly, hién tuong phan ly nhanh ctia C3 convertaza (voi
khang thé da dugc lién két) tir miu do properdin co thé duoc do (day). Dit li€u nay thé
hién rang kha ning lién két ciia khang thé khang yéu t6 B/Bb vao C3 convertaza khong
phong bé khéa nang ctia CD55 trong viée phén ly phirc hop C3 convertaza.

Trong khi sang ché nay da dugc mo ta lién quan dén cac phuong an cu thé cta no,
thi chuyén gia trong linh vue k¥ thuat nay can phai hiéu rang co thé tao ra cac thay doi
khéc nhau va c¢6 thé thé cac phuong an tuong duong ma khong di tréch khoi tinh than va
pham vi thuc sy cua sang ché. Ngoai ra, ¢6 thé tao ra nhiéu dang cai bién dé 1am cho mot

tinh hudng, chat liéu, thanh phin cua vt chét, quy trinh, budc hodc cac budc cia quy
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trinh, thich tng véi muc tiéu, tinh than va pham vi ctia sang ché nay. Tat ca cac dang cai

bién nhu vay dugc du dinh la trong pham vi clia cac diém yéu chu bao ho kém theo day.
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YEU CAUBAO HQ

1. Khang thé duge nhén tinh hoa ma lién két dac hiéu voi yéu to bd thé Bb, trong do
khang thé nay bao gom:

cac ving quyét dinh tinh bd tro (complementarity determining region-CDR) chudi
nhe cua vung bién dbi chudi nhe (VL) cta khang thé bao gom trinh tu axit amin SEQ ID
NO:7 va

chc CDR chudi ning ctia ving bién ddi chudi nang (VH) cua khang thé bao gém

trinh tu axit amin SEQ ID NO:8.

2. Khang thé dugc nhén tinh hoa theo diém 1, trong do khang thé nay lién két v6i protein

Bb bé thé ciia ngudi véi 4i luc it nhat bang 107° M.

3. Khang thé dugc nhan tinh hoa theo diém 1, trong d6 khang thé nay trc ché qua trinh
phan cét C3 do C3b/Bb lam trung gian.

4, Khang thé duoc nhéan tinh héa theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao gdm ving

khung chudi nhe dugc nhan tinh hoa.

5. Khéng thé dugc nhan tinh héa theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao gdm ving

khung chudi ngng dugc nhan tinh hoa.

6. Khang thé dugc nhan tinh hoa theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao gdm ving

khung chudi nhe duge nhén tinh héa va ving khung chudi nang duge nhan tinh hoa.

7. Khéang thé duoc nhan tinh héa theo diém 1, trong d6 khang thé nay dugc chon lua tur

nhém gém monome Ig, doan Fab, doan F(ab’),, doan Fd, sckv, scAb, va Fv.

8. Khang thé dugc nhan tinh héa theo diém 1, trong d6 khang th8 bao gdm viing chudi

nhe va ving chudi nang ma c6 mat ¢ cac polypeptit tach biét.

9. Khang thé dugc nhén tinh hoéa theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao gdm ving
100
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chudi nhe va ving chudi nang ma c6 mit ¢ mot polypeptit don le.
10. Duogc phém chtra khang thé dugc nhan tinh hoa theo diém 1 va ta duoc dugce dung.
11. D) chtra vo trung chira duge pham theo diém 10.

12. Khéng thé bao gdm vung bién dbi chudi nhe ma bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID

NO:7 va vung bién dbi chudi ning ma bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:8.
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2128

Kha nidng lién két cla mAb khang yéu té Bb

, 3 ning lien két vaayi‘ut&“ 5h
| Long vé tinh {E‘:mw}
M4 : 8,738¢-010:
M10 3,3456-010
Mi12 | 7.6120-010
m17 3,140%-009
Mi18 3.3600-010
M20 i 5.4616-010

Hinh 2



104/163

45138

3/28

€ YulH

OuN B LIW ZIA OTW i

(11

YEI113 0941 QE £ npA Busgyy Budp
HOP guI Bupyy 090 202494 URl NG 9%D YuIL

51

0z
oy
09
08

oSy GO © Giagl 81 8L



105/163

45138

4/28

v yuid

+ 05'00 0z

- or's0 s

- 99'02 av

+ zo'on 71w

- v ot

+ 89'00 -
onamion | oo | mamsom
| amugy Bupuguy | BRARIBIAL. T

qg 01 naA 104 0S g 01 N2A OBA 19% ua1| NdIY SBP yYul)



106/163

45138

5/28

S YyuiH
80-3694'2 | 01-388Y'v |600-36£9'2~| 60-3€05°Z | 60-3b86'7 | 01-388'Y | q@ o1nvA
- | obnpud | . \ - |
'80-3185C | 60-3S86'Y |ypyd Buoyy B0-ICIBL | 60-3£95's | 60-FE6PE | HOIN2A
ozn | sIw aw | v | ozw | omw

(W) 193 uan oy 1y

ouho eno g 01 nak
eA qg 01 naA oA qg 01 nahk Bueyy qyw eno 19y ugl Bugu ey




107/163

45138

6/28

9 YuiH

e loww] yuebey

aumarm e Bohp ns o Bugy e o1 ngA Bugyy
Buop upp pus Bumps e dy Yus 1804 s o Bugy pyy

QEycsia uop Hi) ¥BUIA



108/163

45138

7/28

mn

28]

Fi7 ]

ZiM

M

i
22501 5y
V9B s

«
t‘l

L Yuiy

{uyBrd) gyl Bupyy

*ﬂ&*tl!‘l&t‘x*k*.*li'il!‘

dy 0P puIens ey Aoy un Bupwy

[ i IaAD JP-BASTNSIG 193 38AD syw)]



109/163

45138

8/28

8 yulH

{uyBd) au) Bugyy

B ¥8 Tt 91r 8 k4 A &

pTH
p:387
rat .
TV
Liis ]

i
22651 84
181 s

Ii!l&‘xkﬁn-nwn‘&l*ifz's:ﬁ,

srtt et e

911 ¥02 DGH 999 UL JY 0P GED Bug) 19% Budm udIH

ag 01 nak Bueyy Buop

upp gui Bueyy 080 10g QUi eNd Ogy uaJ) uelb Buniy
we| 4y op qg0 bugl 19y budny usiy gyo on Bugu By

i

08

2l
"33

{35} DEY +9LD



110/163

45138

9/28

ag 91 neA bueuy Buop uop gyi

6 YULH
80-31b'S 80-361°8 200-321%") o0z
80-389°2 80-398°C 200-3862°2 I
20-32°4 g0-3¥e'Y 200-390L°L ~ Fal
80-327'4 80-321°) 800-3085'S ra ()
80-382'2 80-3v8'c 200-3182°C o1
80-3p'L 80-32¢'1 £00-3060°9 v
| v op whny wn Byl ARSI M 0} Y IOTI——

Bugyy 082109 Ul 94 BNO 4y Yull 8oy ayo on bueu ey




111/163

45138

10/28

0L YyuiH

M [y 1eboy

& 9 r 3 o oL

GUAD YUBUY IBANY BUCH DI e
510 Bugip qyw g
§ 75 T, I IVMIIN e o . o W 06

SHN Buos o1 e~ 004
“01i

o
A
{1ondyia unp grul Xewa

qg 01 ngA Bueyy Buop uop gui Bueyy ogo
199 0ukd © 8U} 0 BNO dY Yul jeoy ayd on Bueu ey



112/163

45138

11/28

oz
8N
LT
e
oA
20
eyndiw
198w

L1 YyuiH

{puyBr} suy Bugyy

9s¢ 811 9 FE 91 B

s 1. i i

trtttoasd

ouks yuey) jaing

01
-2
3
O
05
09
0L

+ 08

(6

001

Buoay uw B Bunay wel dy op oUl BN DAY eAny ug Bupyd

95 oLy yun yehnyg ucy onpy



113/163

45138

12/28

R AR IR LIS AW

NS IAANREASOI AAEAB0UNET

THARTTOARIIOUARSHMANS 1228

Vel YuiH

QLA BOOHA

SV T RROAMA TSRS AN AT LAstanny YENSALAS
RION O S 90 (11 DI N CH OIS § N CF M8
Eteabinis
PHANTANSERDHS LAY ISR
LA IEEEDLINCAAIHELEY
GLP B0 A
AT ERDSI BRI 0008
P TRANGOAST R SHEEnH EE ] YIHDAOD

N 1 S

W DS

T Oa%

R —

A Buoa

THOD

THAD

131D

2y Bueuy

g4 o) nghk Bugwy g Busiy Niyupy o0 14 Bugg



114/163

45138
13/28

gd¢l yulH

AEHYLER

R EEhNI TYADNATNE
¥ EDD HA

73

RAIBTIIGLIE D

DB AR AT RES AT DAY

HOiAARY PRALIERE

SLIONCIDNS | FLIONOLDES $1ION 01008 21 oM g10Es

LA TARRE A

EARFTWILA

BE0E FHAGEADEYINSWIA

RIS A

BEDSTBHELHTLAANSLROINALY S AEIONEWTIey

CFrmNardas |

BEION QI0ES

3 ION (1 OHS

"o buzyy

iy

ary day 4 Bugg



115/163

45138

14/28

MALAONEDDRL

TRFIRADSIOE LUDANIRI LRI A%

PLION O OER

021 Yuiy

T ON O 0%

L0808

SYEENEL

Wi

R

670N 1 088

DT BOS HA

Ay adetagb g
L EETALS

DOAIMATARHEOOX Y

g gy p
FEIBIL

_BLONaIDIS

_ LLONGLDES

5210 8)

02w =02 A

21 Bugyy

ony degy *y Bueg




45138 116/163

15/28

Béang 1, tidp tue

L = o5 i iy = e
moboee B € i
e d E & 98 %2 3
6 & X = i =
ol b
2 & 2 & & g 8 k& 4 3
2 hox w4 & B om o
Ea ¢ ] & o ¥ wm h
= By oo
@ &8 N LR
b W 1F @ i b S
§z: :;; -~ o 2 = 1
fad i fed e ‘g’f e o
e b ,,;3 = [ £y
3 g %2 8 3 2 8 F
z,é
& IR
i y! 3
g Z 9 Q
oo o
& L
5 <
F—
< X
L]
=3 &
= o
= £
b E
- -
& 3
= g =
~ +L =~ ?2’
= ;ﬁ
&op
s fas
| #® s
“qg R i i
il | - b
O k el o
jo 23 P
g § & R
Xk R >




117/163

45138

16/28

3¢t YuiH

@y

NGRS ABIIARIA LA L 8

TRANETH AN TR ANEELES
SRS TATSDLMINTYODETATIAZ

§ 0N s

o ens
HA A P GUE
yosu funo oo}

BLIM BOZ HA

YANEALED

N I OAs

e iy s
CHERR TR e et R g i

ERGRE AN R DR R RS ORE

BATTIHAS AR

tpswene
TAEPA I e
ipusBuno oo}

i Bnaa

o) BuBLy |
[ RILLS) W,,xﬁ :Eﬁm

21 dgn 't Bugg



118/163

45138
17/28

4¢1 YulH

FUASLE IR A ] L) w0 svo whin sl g0 Bulp 13 ofnp 10w 9% wip Bupw du

AOEDIFES £4758 2 v e

PEALATRADORAL AR

EREERAES Citith o) CLEE P
SYTORLANT ENS et
i Bups po)

SACAIIIVADEIE0NE

’3

EDIMETSHOHEGAMINTATLIBAD
SL BN WA

SEARVRABYDIRAIREDENOTTNG

THAON G108

910N OUS FUONQEDES | £10 g1 0Y

HIATHINDHAL

i B2
LA R
Yorke Buann )

FEHOBRENE

Oaalnd iy AL AL SR

TR BN A

IASEETROY

L SON d1OAS

RIS

aroas L
. auy Bugyyy

i

oty deiy *) Bupg

: ) i HAD




119/163

45138

18/28

TEBT
GugTabnabity aawmsyﬂamw
shuyp Buyth a&xuu

SAUTEUIHDD ANIOUTEITA
wlnrsyebes prubizapeT
sxdeyapubr Lrrprospra

s
bresyiuabe yyyupsiure
axwsTruaToy wediygussby
FTE v¢i9,w%£um

[_—
LS

paphTEeyTa
Bapbasgudy w
THuspeasgy
Lreapindye
heusanles o
UBURRAY FaY

wa&%m 1sxﬁ

& oo
RGO

4
%

drabgruruy
whdealbynt
wyrpbedyrs
&w%@¢4¢wmw

sybundatas
ﬁ%%e; BTE

mugbedpTat
shbabhryash
Afraiiyauy
Dphaxraems

romdyysabfh

preyndabnb
FrdyasesTp
aybboynad
shudugrass
21 yehstdboey
wynabaadl

Jaunbaddap

yudiouloay
wxubbofidby
shrrathren
wmwwn»mﬁm
Gasaoaaah

mﬁwﬁmmﬁ

aubaryoanan
ampdbdelh
drarwagibe
raypayshba
m§4wxgm$z&
.&mw;m ak

Bhadyabley
w%mﬁkaﬁﬂf

gAzagpeT/
YpErandau

w dAdAI6s uJ
orbhderusbu

Va, ,-\.

s I IR S B ]

wF ot O % 0 P S W WD kG P

oy g up

ok wnd ekl st s sl el gl s e et e

a8 9 ng s

€L YuiH



120/163

45138

19/28

juyBr [ Bueyy]

9’002 s 2% y*L. oo

i b ) 1 i “ “ i

AL
Lin
0N
i
22961

PLAAAR BN CERRERFIBEATEFH O 4R R

Féetod

6500/5509 Bugg oonii in ng1p odnp 1enBu
eno 9y 29 Buoyd o0np ++dV-BAD/SHN %0Z

o o8y yuig 3gAny uey onp

b1 yuiy



121/163

45138

20/28

juyBr [auy Bueyy]

000} 001 0t v iy
T\ AL ST o OO
b G240
- 05D W
4
PN - - 03
520 3
weyy syl YN~
OLN e " 00k
we i o ®
e 9l O LW - 52'1

%8s Bugnuyl yuig 1onbu yuey; 194ny
qe|saim end ey
au1 Aeyy Bugnp uop ga weybu nyy

Sl YulH



122/163

45138
21/28

/Bt [auyy Bueyy] -2
0001 001 (] z
£
g o
5
5
lN ‘-‘W‘
B
Ly 3
:
Q
g0 Bugyy sy Bupyy —e— -9 #
Buonp Buom ngp BUNY 19D e g m
Wew oul 0L e m
Lol 2

%2 HNd ueyu yuaq eno ogy 19Any uej onpy

91 yutH



123/163

45138

22128

{016) ue|B 104y
ooy 0og ooz oL

{agyga4d Bueyy) weyy v -m- ¥ 000
(ags Bueyy) weyy syl oL 1
Yo08
0001

oufo BNo Hd New 080 O OPp N1 WBYYN UL pIN BA WEBLD SUI OLIN

(wy/B Y} gyl

L} YuiH



Hinh 18

kham

au PD M10 thé

Hoat tinh CCP va CAP clacéc m

45138

23128

Hogt tinh CCP tinh theo % {ODy
chufin héa theo hoat tinh huyét
thanh truée khi 1ém khing thé)

o <

0 & <

- - w0y L

E ¥ 3 &
—

a O

QO

3o o

¢4 “N
-

o < 3 e
0 < uy
- -

(pus Bucwyt wen 1y sony
yueyy igdng eno yuy jeoy osyy voy
UBNY ' go) % oouws YUl dvo YUl JtoH

Ngay

124/163



Hinh 19

am

%

du PD M4 thé kh

uacacm

a

Hoat tinh CCP va CAP ¢

45138 125/163

24/28

Hogt tinh COP tinh theo % (0D,
chudn hoa theo hoat tinh huyét
thanh trude khl tism khing thé)
& &
- = 2 o
3 ¥ k 4

i

18

-9~ CAP
-u- CCP

Ngay

150~

(pus Bueuy wen (1 sony
yueys yeinyg eno yug jioy oeyj toy
upnys Qo) % 08Ul YUl dvo YUl 1o



126/163

45138

O OL

- Y et
-0z
0452

25/28

O L€

-OA 08

Q¥ 5L
- Q% 001
@Y 05T
- 01052

£0 120 upyd weyd ueg
{uaa usdnBu uoo) eydie £0 19NYD

YL
o
o

£

o umb
bl
91
o
i 3
Q
R
il
o usib (ul
NI NED Yupp us

02 YutH



127/163

45138

26/28

9E 98 QVE 6L YPK 96 &F O

£ 05 0uko 0 WBYY BYL YN -
¢ 98 ouko pweyy oUl YW B
1 98 OUAD p WBYY BYI PN -8

{m1B) ueib UL

{(Juydrd) ¢

M oo

-~ 006k

weyy 943 i Bugg i) nip 20Np 1UY © O oNW DBD

e 8BT OV 8L Wb 98 By O

{215) wmB 1ouL

1 1 m

£ 08 0uAD O LWBYY DU DLW ~w
2 08 oukd o WEY BY OLW &
b 98 0uAD R WEYY Y OLN @~

wew gu

01 Bugg

- (D8

Ly ngp 20NP 1YY 9 €0 SpW 28D

L YuiH



128/163

45138
27/28

B A SR8 e ; FHAGIEB U e

053 214 093 11 Wy 1233 i 9L 268 295 ay g
fig 5] WAEAD
R T — oseed BRSNS
Sy "
# it - SO ; \ :
SRS ] — vm\& WSN
- Bueyy +
faig e d
PR SRS
SR sossnenont SRR
y v, : . S . B
Ho H 91 ng A Buns oq Buouy
ngA Buns og BOTR . , I B
4 S A upud I doy 19
2] i i ] iy o amt oo mmm, Wk i g B
e , S ' e oW
) i i 1
EEINY
sy

oy} bueyy
00 Buoyy

o s

s

s los sl SOBINY

ek RN

v
Ha
ngA buns og

SRR . MPENYE

,. ﬁ_
H o} naA Buns oq Buouy 2¢ YulH



129/163

45138

28/28

A ugyd yu nbions Buok 5500+ N + 04 + 84 4 9 wme

Lrelns

095

8L

095

3

7

b w

/

yd

S20

GET
Yoo

§5@0 Buns og

D Q4+ G+ OED e

.

& .m&

a8

495

e

A ueyd

65a0 Buns gq Buoyy

vIN Bul
Bueyy +

PN 2U
Bueyyy +

£2 Yyuiy



<110>

<120>

<130>

<140>
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<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45138
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DANH MUC TRINH TU
Panicker, Sandip
Parry, Graham
Christopherson, Karen S
Byun, Sangyoung
KHANG THE KHANG YEU T6 BO THE BB VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
TNRX-900WO

PCT/US17/25784
03-04-2017

62/317,897
04-04-2016

98

Patent phién badn 3.5
1

6

PRT

Trinh tu Nhé&n tao

Trinh tu Téng hop

1

Gln Asp Val Gly Thr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

2

3

PRT

Trinh ty Nhan tao

Trinh tu Téng hop

2

Trp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

3

9

PRT

Trinh ty Nhan tao

Trinh tu Tédng hop



<400> 3

His Gln His Ser
1

<210> 4
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 4
Gly Phe Thr Phe

1

<210> b5

<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 5

Ile Ser Asn Arg
1

<210> 6
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> 'Trinh tu

<400> 6

Ala Arg Glu Arg
1

<210> 7
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

45138

Ser Asn Pro Leu Thr

5
Nhén tao

Téng hop

Ser Asn Tyr Ala

5

Nhé&n tao

Téng hop

Gly Ser Tyr Thr

Nhan tao

Téng hop

Pro Met Asp Tyr

5

Nhan tao

Tédng hop
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<400>

Asp Ile

Asp Arg

Val Ala

Tyr Trp

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Thr
50

"

Val Met

Val Ser
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Leu Ala

Gly Ala
100

8

115

PRT
Trinh tu
Trinh tu

8

Gln Leu

Lys Leu
20

Ser Trp
35

Ile Ser

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Thr Arg His

Thr Asp Phe

70

Val Tyr Phe

Gly Thr Lys

Nhé&n tao

Téng hop

Val Glu Ser

5

~

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Asn Arg Gly

45138

His Lys

Lys Ala

25

Pro Gly

40

Thr Gly

Thr Leu

Cys His

Leu Glu

105

Gly Gly

Ala Ser

25

Thr Pro

Ser Tyr

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Leu

Ala

10

Gly

Glu

Thr

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Thr

Ser

Val

Thr

Arg

Tyr
60

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Ser

Gly

30

Leu

Phe

vVal

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

95

Asn

Trp

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Gly

Tyr

Val

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

65

70 75

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala lLeu Tyr

85 90

Ala Arg Glu Arg Pro Met Asp 'l'yr Trp Gly Gln Gly Thr Ser

100 105

Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

9

11

PRT

Trinh tu Nhan tao

Trinh tu Tdédng hop

9

Lys Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

10

3

PRT

Trinh tu Nhan tao

Trinh tu Tdéng hop

10

Arg Mel Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

11

9

PRT

Trinh tu Nhan tao

I'rinh ty Tdng hop

11

Ala Gln Met Leu Glu Arg Pro Trp Thr

110

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

vVal Thr
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1

<210> 12

<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 12

Gly Tyr Ser Phe
1

<210> 13

<211> 8

<212> PRT
<213> "Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 13

Ile Asn Pro Tyr
1

<210> 14

<211> 11

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> 'I'rinh tu
<400> 14

Ala Arg Leu Glu
1

<210> 15

<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 15

Asp lle Val Met

45138

Nhén tao

Tédng hop

Thr Asp Tyr Leu
[

o]

Nhén tao

Tédng hop

Asn Gly Asp Ala

Nhé&n tao

1Iéng hop

Asn Asp Tyr Gly Phe Thr Tyr

5 10

Nhén tao

Téng hop

Thr Gln Ala Ala

Phe Ser Asn

Pro

Val

Thr

Leu Gly
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Thr

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Ser

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Ile

35

Leu

Phe

Val

Arg

16
118
PRT

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu

Trinh tu

16

Glu Val Gln

1

Ser

Leu

Gly

Lys
65

Val

Met

Arg

50

Gly

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ile

Lyr

Ile

Gly

Ala
85

Trp

Nhén tao

Gln

[

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Tédng hop

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu
70

Cys

Tyr

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

45138

ser

Trp

40

Met

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Pro

Ser

His

Asp

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Lys

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Tyr

Lys

Phe

Ser
75

Ser

Arg

Ala
60

Phe '

Tyr

Lys

Val T

Ser

ser

Tyr

60

Ser

Leu

Pro

45

Ser

Cys

Leu

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

His

Gln

Val

Arg

ITle

Gly

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Met

Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe

His
80
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Met Glu

Ala Arg

Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Leu Tyr Tyr Cys

Leu Glu
100

Thr Val
115

17

6

PRT
Trinh tu

Trinh tu

17

Gln Gly Ile Asn

1

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

<220>
<223>

<400>
Tyr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>
Gln Gln

1

<210>

18

3

PRT
Trinh tu

Trinh tu

18

ser

19

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu
19
His Ser
20

85

Asn Asp Tyr Gly Phe Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

Ser Ala

Nhéan tao

Téng hop

Asn Tyr

)

Nhan tao

Tdéng hop

Nhéan tao

Tédng hop

45138

90

105

Lys Leu Pro Trp Thr

110

95
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<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 20

Gly Phe Ser Leu
1

<210> 21
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 21

Ile Trp Trp Asn
1

<210> 22
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> "Trinh tu

<400> 22

Val Gln Ile Pro
1

<210> 23
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 23
Thr His Tyr Arg

1

Asp Arg Val Thr

45138 137/163

Nhé&n tao

Tédng hop

Ser Thr Phe Gly Leu Gly
5 10

Nhén tao

Téng hop

Asp Asp Lys

5

Nhén tao

Téng hop

Tyr Gly Ser Arg Asn Gly Phe Asp Tyr
5 10

Nhén tao

Tédng hop

Ala Ser Ser Gly Ile Asn Ala Glu 'l'yr Met Gly Gly
5 10 15

Tle Ser Cys Ser Ala Ser Gln Gly lle Asn Asn Tyr



Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Thr Leu

Gly Leu

Trp Leu
50

Leu Lys
65

Phe Leu

20

Trp Tyr
35

Thr Ser

Ser Gly

Val Ala

Gly Gly
100

24
121
PRT
Trinh tu

Trinh tu
24

Thr Leu

Ser Leu
20

Gly Val

35

Ala Ser

Arg Arg

Lys Ile

Gln Gln Lys

Ser Leu His
55

Thr Asp Tyr
70

Thr Tyr Tyr

Gly Thr Lys

Nh&n tao

Tédng hop

Lys Glu Ser

5

Thr Cys Ser

Gly Trp 1Ile

Ile Trp Trp
55

Pro Thr Ile
70

Ser Ser Val
85

45138

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Gly

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Asp Gly

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Pro Gly
10

Ser Gly

25

Gln Pro

Asp Asp

Arg Asp

Thr Ala
90

Thr

Pro

Ile
75

His

Lys

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Val

Ser

60

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Asn

Lys

Gln

Leu

LyS

45

Tyr

Asn

Ala

30

Leu

- Phe

Leu

Leu

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Ser
15

Thr

Leu

Ser

Gln

Tyr
95

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gln

Phe

Glu

Asp

Val

80

Phe
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Cys Val Gln Ile

100

Gln Gly Thr Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

25

6

PRT
Trinh tu

Trinh tu

25

Gln Asp Val Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

26

9

PR
Trinh tu

Trinh tu

26

Gln Gln Tyr Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

277

38

PRT
Trinh tu

Trinh tu

277

Gly Phe Thr Phe

1

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

28

8

PRT
Trinh tu

Pro Tyr Gly Ser Arg Asn Gly Phe Asp Tyr Trp Gly

Leu Thr Vval

Nhén tao

Téng hop

Ser Ala

Nhén tao

Téng hop

45138

105

Ser Ser
120

Ser Tyr Pro Tyr Thr

o)

Nhén tao

Téng hop

Ser Asn Phe Ala

Nhan tao

10
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<220>
<223> Trinh tu
<400> 28

Ile Ser Asn Gly

1

<210> 29

<211> 15

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> Trinh tu
<400> 29

Ala Arg Ile Tyr

1

<210> 30

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Trinh tu

<400> 30

Asp lle Val Met

1

Asp Arg Val Ser

20
Val Ala Trp Tyr
35

Phe Trp Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Leu Ala

Tdng hop

45138

Gly Gly Tyr Thr

5

Nhéan tao

1'6ng hop

Tyr Gly Ser Ser Tyr Glu Asp Trp Phe Ala Tyr

5

Nhén tao

Tédng hop

Thr
5

Ile

Cln

Thr

Thr

AsSp
85

Pro

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Phe

[Tis

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

10

Phe
10

Lys

Ala Ser

25

Gly His

Gly Vval

Leu Thr

Gln Gln
90

11

Met:

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

ser

Thr

Val

Lys
45

Arg

Asn

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Val

Tyr

15

Val

15

Ser

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Tyr
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Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser lLeu

Ala Met

Ala Thr
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

Gly Gly
100

31

122

PRT
Trinh tu
Trinh tu
31

Gln Leu

Lys Leu
20

Ser Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Mel Ser

Ile Tyr
100

Gly Thr
115

32

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

32

45138

Gly Thr Arg Leu Glu Tle Lys

105

Nhan tao

Téng hop

Val Glu Ser Gly Gly

[6p]
mn
©
-

Ser Cys Ala Ala

NSRS
-

val Arg Gln Thr Pro
40

Asn Gly Gly Gly Tyr
55

Thr Ile Ser Arg Asp
70

Ser Leu Arg Ser Glu

Tyr Gly Ser Ser Tyr
105

L,eu Val Thr Val Ser
120

Nhan tao

Téng hop

12

Val

10

Gly

Ala

Thr

Asn

Asp

90

Glu

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Val

Thr

Arg

Tyr

60

Asn

Ala

Trp

Lys Pro
Phe Ser
30
Leu Glu
Pro Asp
Asn Thr

lleu Tyr

Phe Ala
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp
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Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

33

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

33

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

34

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

34

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

35

4
PRT
Trinh tu

Trinh tu

35

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

36

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

36

45138

Nhé&n tao

Téng hop

Nhén tao

1746ng hop

Nhén tao

Tédng hop

Nhén tao

Téng hop

13
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45138

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

37

4

PRT

Trinh tu Nhén tao

Trinh tu Tédng hop

37

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

38

4

PRT

Trinh ty Nhan tao

Trinh tu Téng hogp

38

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

39

4

PRT

Trinh ty Nhé&n tao

Trinh tu 7déng hop

39

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

40

il

PRT

Trinh tu Nhén tao

Trinh tu Téng hop

40

14
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Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

41

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

41

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

42

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

42

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

43

al

PRT
Trinh tu

Trinh tu

43

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

44

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

44

Nhédn tao

Téng hop

Nhé&n tao

Téng hop

Téng hop

Tédng hop

45138

15

144/163



45138

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

45

4

PRT

Trinh ty Nhan tao

Trinh tyu Téng hop

45

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

46

4

PRT

Trinh ty Nhdn tao

Trinh tu Tdéng hop

46

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

47

4

PRT

Trinh tyu Nhé&n tao

Trinh ty 1éng hop

477

Ala Ala Ala Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

48

4

PRT

Trinh ty Nhé&n tao

Trinh tu Téng hop

48

16
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Ala Ala Ala Ala

1

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

<400>

49
764
PRT

Ngudi khon ngoan

49

Met Gly Ser

1

Gly

Pro

Phe

Gly

65

Ser

Glu

Glu

Phe

Cys

145

Gly

Leu

Gln

Arg

50

Phe

Trp

Cys

Tyr

His

130

Gln

Ala

Leu

Gly

35

Leu

Tyr

Ser

Arg

Trp

115

Cys

Val

Gly

Asn

Ser

20

Ser

Leu

Pro

Thr

Ala

100

Pro

Tyr

Asn

Tyr

Leu

Gly

Cys

Gln

Tyr

Leu

85

Ile

Arg

Asp

Gly

Cys
165

Ser

Gly

Ser

Glu

Pro

70

Lys

His

Ser

Gly

Arg

150

Ser

Pro

Val

Leu

Val

Thr

Cys

Pro

Tyr

135

Trp

Asn

45138

Gln

Thr

Glu

40

Gln

Gln

Gln

Pro

Tyr

120

Thr

Ser

Pro

Leu

Thr

25

Gly

Ala

Thr

Asp

Arg

105

Tyr

Leu

Gly

Gly

17

Cys

10

Thr

val

Leu

Arg

Gln

90

Pro

Asn

Arg

Gln

Ile
170

Leu

Pro

Glu

Glu

Thr

75

Lys

His

Val

Gly

Thr

155

Pro

Met

Trp

Ile

Tyr

60

Cys

Thr

Asp

Ser

Ser

140

Ala

Ile

Pro

ser

Lys

45

Val

Arg

Val

Phe

Asp

125

Ala

Ile

Gly

Phe

Leu

30

Gly

Cys

Ser

Arg

Glu

110

Glu

Asn

Cys

Thr

Ile

15

Ala

Gly

Pro

Thr

Lys

Asn

Ile

Arg

Asp

Arg
175

Leu

Arg

Ser

Ser

Gly

80

Ala

Gly

Ser

Thr

Asn

160

Lys
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Val

Arg

Gly

Asp
225

Thr

Gln

Leu

Ala

Val

305

Trp

Lys

Thr

Pro

Ile
385

Gly

Gly

Ser

210

Thr

Ile

Lys

Val

Lys

290

Lys

Val

Gln

Asn

Asp
370

Leu

Ser

Leu

195

Trp

Pro

Glu

Arg

Leu

275

Lys

Pro

Lys

Leu

Thr

355

Asp

Met

Gln

180

Thr

Ser

Gln

Gly

Lys

260

Asp

Cys

Arg

Val

Asn

340

Lys

Val

Thr

Tyr

Leu

Gly

Glu

Val

245

Gly

Tyr

Ser

325

Lys

Pro

Asp

Arg

Arg

Thr

Val

230

Asp

Val

Ser

Val

Gly

310

Glu

Ile

Ala

Pro

Gly
390

Leu

Glu

215

Ala

Ala

Leu

Asp

Asn

295

Leu

Ala

Asn

Leu

Glu

375"

Leu

45138

Glu

Ser

200

Pro

Glu

Glu

Asp

Ser .

280

Leu

Val

AsSp

Tyr

Gln

360

Gly

Asp

185

Gln

Ser

Ala

Asp

Pro

265

Ile

Thr

ser

Glu

345

Ala

rFrp

5 Asn

18

Ser

Arg

Cys

Phe

Gly

250

Ser

Gly

Glu

Tyr

Ser

330

Asp

vVal

Asn

Met

Val

Arg

Gln

Leu

235

His

Gly

Ala

Lys

Ala

315

Asn

His

Tyr

Arqg

Gly
395

Thr

Thr

Asp

220

Ser

Gly

sSer

Ser

Val

300

Thr

Ala

Lys

Ser

Thr

380

Gly

Tyr

Cys

205

Ser

Ser

Pro

Met

Asn

285

Ala

Tyr

Asp

Leu

Met

365

Arg

Asp

His

190

Gln

Phe

Leu

Gly

Asn

270

Phe

Ser

Pro

Trp

Lys

350

Met

His

Pro

Cys

Glu

Met

Thr

Glu

255

Thr

Tyr

Lys

Val

335

Ser

Ser

Val

Ser

Gly

Tyr

Glu

240

Gln

Tyr

Gly

Gly

Ile

320

Thr

Gly

Trp

Ile

Thr
400
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Val

Asn

Leu

Glu

Phe

465

Val

Ala

Gly

Thr

Lys

545

Ile

Val

Arg

Leu

Ile

Pro

Val

Gln

450

Trp

Lys

Ala

Val

530

Arg

Asn

Ala

Pro

Pro
610

Asp

Arg

Asn

435

His

Gln

Glu

Ile

Val

515

Asp

Asp

Gly

Leu

Ile

595

Pro

Glu

Glu

420

Gln

Val

Met

His

Ser

500

Val

Asp

Leu

Lys

Ile
580

Cys 1

Thr

Ile

405

Asp

Val

Phe

Ile

Arg

485

Val

Ser

Lys

Glu

Lys

565

Lys

Thr

Arg

Tyr

Asn

Lys

Asp

470

Lys

Ile

Glu

Glu

Ile

550

Glu

Leu

Pro

Thr

Asp

Leu

Ile

Val

455

Glu

Gly

Arg

Tyr

His

535

Ala

Lys

Cys
615

45138

Leu
Asp
Asn
440

Lys

Thr

Pro

Phe
520

w2
®
ae

Val

Gly

Asn

5 'Thr

600

Gln

Leu

Val

425

Ala

Asp

Gln

Asp

Ser

505

Val

Ile

Val

Ile

Lys

585

Glu

Gln

19

Tyr

410

Tyr

Leu

Met

Ser

Tyr

490

Lys

Leu

Lys

Leu

Pro

570

Leu

Gly

Gln

Ile

Val

Ala

Glu

Leu

475

His

Gly

Thr

Val

Phe

555

Glu

Lys

Lys

Gly

Phe

Ser

Asn

460

Ser

Lys

[is

Ala

Ser

540

His

Phe

Tyr

Thr

Glu
620

Lys

Gly

Leu

Leu

Gln

Glu

Ala

525

Val

Pro

Tyr

Gly

ATg

605

Glu

Asp

Val

430

Lys

Glu

Cys

Pro

Ser

510

His

Gly

Asn

Asp

Gln

590

Ala

Leu

Arg

415

Gly

Asp

Asp

Gly

Trp

495

Cys

Cys

Gly

Tyr

Thr

Leu

Leu

Lys

Pro

Asn

Val

Met

480

Gln

Met

Phe

Glu

Asn

560

Asp

Ile

Arg

Pro
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Ala

625

Thr

Glu

Ser

Tyr

Val

705

Val

His

Lys

Gln

Arg

Arg

Glu

Ala

690

His

Val

Ala

Glu

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Lys

Asp

Val

675

Asp

Lys

Asp

Arg

50
25
PRT

Ile

Glu

Ala

660

Val

Pro

Arg

Val

Asp
740

5 Leu

Trinh tu

Trinh tu

50

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

<210>
<211>

51
13

20

L VS

Val

645

Gln

Thr

Asn

Q- ~
oCr

Cys

125

Phe

Gln

Nhén tao

Tédng hop

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

5

Ala

630

Tyr

Tyr

Pro

Thr

Arg

710

Lys

His

Asp

Leu

Ala

Arg

Cys

695

Phe

Asn

Glu

45138

Phe

Lys

Pro

Phe

680

Arg

Gln

Asn

Asp
760

Val

Asn

Gly

665

Leu

Gly

Gln

Lys

Leu

745

Leu

Ser Cys Ala Ala Ser

25

20

Ser

Gly

650

Tyr

Cys

Asp

Val

Arg

730

Phe

Gly

10

Glu
635
Asp
Asp
Thr
Ser
Gly
715
Gln
Gln

Phe

Glu

Lys

Lys

Gly

Gly

700

Val

Lys

Val

Leu

Glu Lys

Lys Gly

Val Lys

670

Gly Val

685

Gly Pro

ITle Ser

Gln Val

Leu Pro
750

Lys

Ser

655

Asp

Ser

Leu

Trp

bPro
735

Trp

15

Leu

640

Cys

Ile

Pro

Ile

Gly

720

Ala

Leu
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<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 51

Trp Val Arg Gln
1

<210> 52
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 52
Arg Phe Thr Ile

1

Met Asn Ser Leu
20

<210> 53
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 53

Trp Gly Gln Gly
1

<210> 54
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 54

Arg Phe Thr Ile
1

Nhén tao

Téng hop

Ala Pro Cly Lys Gly Leu Glu Trp Val

5

Nhan tao

Tdéng hop

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

5

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Vval Tyr Tyr Cys

Nhédn tao

Téng hop

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

o)

Nhén tao

Téng hop

Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln

5

45138

10

10

25

10

10

21

30

Leu Gln
15

15
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Met Asn Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>

20
55
25
PRT
Trinh tu
Trinh tu
55

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Val

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

<220>
<223>

<400>

20
56
13
PRT
Trinh tu

Trinh tu

56

Trp Val Arg Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

57

30

PRT
Trinh tu

Trinh tu

57

Arg Val Thr Ile

1

Leu Ser Ser Leu

20

Arg Ala Glu

Nhén tao

Tédng hop

Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
10

5

45138

25

Ser Cys Lys Ala Ser

Nhéan tao

Téng hop

Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
10

5

Nhan tao

T6ng hop

Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Mct Glu
10

5

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
30

25

25

22

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58

11

PRT
Trinh tuy

Trinh tu

58

Trp Gly Gln Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

59
25
PRT
Trinh tu

Trinh tu

59

Gln Val Gln Leu

1

Thr Leu Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>

20
60
13
PRT
Trinh tu
Trinh tu
60

Trp Ile Arg Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

6l

30

PRT
Trinh tu

Trinh tu

61

Nhdn tao

Téng hop

Thr Leu Val

5

Nhan tao

Téng hop

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

5

45138

Thr Val Ser Ser

10

10

Thr Cys Thr Val Ser

Nhén tao

Tédng hop

Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp

5

Nhén tao

1Téng hop

25

10

23

Ile

15
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Arg Val Thr Ile
1

Leu Ser Ser Val
20

<210> 62
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 62

Trp Gly Gln Gly
1

<210> 63
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 63
Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr
20

<210> 64
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 64
Trp Tyr Gln Gln

1

<210> 65
<211> 32

45138

Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys
5 10 15

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
25 30

Nhé&n tao

Téng hop

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5 10

Nhén tao

Tédng hop

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
5 10 15

Ile Thr Cys

Nhén tao

Téng hop

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

[

5 10 15

24
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<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 65
Gly Val Pro Ser

1

Leu Thr Ile Ser
20

<210> 66
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 66

Phe Gly Gln Gly
1

<210> 67
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 67
Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser
20

<210> 68
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

45138

Nhé&n tao

Téng hop

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
5 10 15

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

Nhén tao

Téng hop

Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

Nhén tao

Téng hop

Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
5 10 15

I'le Ser Cys

Nhén tao

Tédng hop

25
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<400>

68

Trp Tyr Leu Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

69
32
PRT
Trinh tu

Trinh tu

69

Gly Val Pro Asp

1

Leu Lys Ile Ser

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

<220>
<223>

<400>

20
70
10
PRT
Trinh tu
Trinh tu
70

Phe Gly Gln Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

71
23
PRT
Trinh tu

Trinh tu

71

Asp Ile Val Met

1

Glu Arg Ala Thr

20

I.ys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr
e 10

5

Nhén tao

Tédng hop

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly "Thr Asp Phe Thr
10

S

Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys

Nhén tao

Téng hop

Thr Lys Val Glu

5

Nhén tao

Téng hop

Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
10

5

lle Asn Cys

45138

25

26

I'le Lys
10

30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

72
15
PRT
Trinh tu

Trinh tu

72

Trp Tyr Gln Gln

1

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

<220>
<223>

<400>

73

32

PRT
Trinh tu

Trinh tu

13

Gly Val Pro Asp

1

Leu Thr Ile Ser

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

<220>
<223>

<400>

20
74
10
PRT
Trinh tu

Trinh tu

74

Phe Gly Gln Gly

1

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

<220>
<223>

<220>

75
-

PR'T
Trinh tu

O

Trinh tu

Nhén tao

Téng hop

45138

Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

5

Nhé&n tao

Téng hop

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

5

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Phe Ala Val

Nhén tao

Téng hop

Thr Lys Val Glu Ile Lys

5

Nhén tao

Téng hop

10

10

25

10

27

15

15

Tyr Tyr Cys
30
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<221>
<222>
<223>

<400>

bac tinh
(1) ..(5)

Khoang réng nay cua cac gbc cob thé dugc lap lai

75

Gly Ser Gly Gly

1

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

<220>
<223>

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

<400>

76

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

bac tinh
(1) ..(4)

Khoang réng nay cua cac gbc c6 thé dugc ldp lai.

76

Gly Gly Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

77

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

77

Gly Gly Ser Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

78

5

PRT
Trinh tu

Trinh tu

78

Gly Gly Ser Gly

1

pha tap

Ser

5

Nhé&n tao

Téng hop

pha tap

Nhan tao

Tdng hop

Nhan tao

Tdng hop

45138

28

157/163



<210> 79
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 79

Gly Ser Gly Ser
1

<210> 80
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 80

Gly Ser Gly Gly
1

<210> 81
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 81

Gly Gly Gly Ser
1

<210> 82
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 82

Gly Ser Ser Ser
1

45138

Nhé&n tao

Tédng hop

Gly
-

o)

Nhén tao

Tédng hop

Gly

Nhén tao

Téng hop

Gly

c

Nhédn tao

Téng hop

Gly

29
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

83

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu

83

Tyr Pro Tyr Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

84

8

PRT
Trinh tu

Trinh tu

84

Asp Tyr Lys Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

85
10
PRT
Trinh tu

Trinh tu

85

Glu Gln Lys Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

PRT
Trinh tu

Trinh tu

86

His His His His

1

45138

Nhan tao

Téng hop

Val Pro Asp lyr Ala

5
Nhén tao

Téng hop

Asp Asp Asp Lys

5

Nhén tao

Téng hop

Ile Ser Glu Glu Asp Leu

5 10

Nhé&n tao

Tédng hop

30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

87

6

PRT
Trinh tu

Trinh tu

87

His His His His

1

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

<220>
<223>

<400>

88

10

PRT
Trinh tu

Trinh tu

88

Glu Gln Lys Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

89

8

PRT
Trinh tu

Trinh tu

89

Trp Ser His Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

90

9

PRT
Trinh tu

Trinh tu

90

Tyr Pro Tyr Asp

1

Nhé&n tao

Téng hop

His His
5

Nhén tao

Téng hop

I'le Ser Glu Glu Asp Leu
10

5

Nhén tao

Téng hop

Gln Phe Glu

5

Nhé&n tao

Téng hop

45138

Lys

Val Pro Asp 'l'yr Ala

31
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

91

5

PRT
Trinh tu

Trinh tu

91

Arg l'yr Ile Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

Phe H

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

<220>
<223>

<400>

92

4

PRT
Trinh tu

Trinh tu

92

is His Thr

93

17

PRT
Trinh tu

Trinh tu

93

Trp Glu Ala Ala

1

Ala

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

<220>
<223>

94

19

PRT
Trinh tu

Trinh tu

45138

Nhédn tao

Tédng hop

Ser
|

Nhén tao

Téng hop

Nhén tao

Tédng hop

Ala Arg Glu Ala Cys Cys Arg Glu Cys Cys Ala Arg
5 10 15

Nhén tao

Tédng hop

32
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<400>

45138 162/163

94

Thr Phe Phe Tyr Gly Gly Ser Arg Gly Lys Arg Asn Asn Phe Lys Thr

1

5 10 15

Glu Glu Tyr

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

<220>
<223>

<400>

95

20

PRT

Trinh tu Nhan tao

Trinh ty Téng hop

95

Cys Thr Phe Phe Tyr Gly Gly Ser Arg Gly Lys Arg Asn Asn Phe Lys

1

5 10 15

Thr Glu Glu Tyr

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

<220>
<223>

<400>

20

96
20
PRT
Trinh ty Nhéan tao

I'rinh tu 14ng hop

96

Thr Phe Phe Tyr Gly Gly Ser Arg Gly Lys Arg Asn Asn Phe Lys Thr

1

5 10 15

Glu Glu Tyr Cys

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

<220>
<223>

<400>

20

97

16

PRT

Trinh tu Nhé&n tao

Trinh tu Téng hop

97

33



Thr Phe Val Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

98

19

PRT
Trinh tu

Trinh tu

98

Thr Phe Phe Tyr

1

Glu Glu Tyr

45138 163/163

Gly Gly Cys Arg Ala Lys Arg Asn Asn Phe Lys Ser
5 10 15

Nhén tao

Téng hop

GlLy Gly Cys Arg Gly Lys Arg Asn Asn Phe Lys Thr
5 10 15

34





