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Linh vue k§ thuét dwoce dé cap

Séng ché dé cap dén khang thé khang CD79B ctia ngudi va doan gin két véi
khang nguyén, khang thé kham va khang thé duogc lam twong thich v6i ngudi chaa
(cac) ving CDR cuia khang thé khang CD79B, dugc phdm chira khang thé khang
CD79B cua ngudi hodc doan gin két véi khéngé nguyén cia no, cling nhu la st dung

n6 lam thude chéng ung thu, cy thé 1a thube didu tri u lympho (DLBCL).

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

U é4c tinh (bénh ung thu) la nguyén nhan ding tht hai giy tir vong trén toan
thé gisi, chi xép sau bénh tim. U lympho 12 mdt bénh u 4c tinh bit ngudn tir hé tao
huyét lympho va 12 bénh u mau phd bién nhét trén thé gisi. Ty 18 mic u lympho &
Trung Quédc dang ting trong nhiing nam gin day, va ty 1é mic hién nay 13 khoang
6,68 ca trén 100.000 nguoi.

U lympho dugc chia lam hai loai, u lympho khong Hodgkin (non-Hodgkin’s
lymphoma-NHL) va u lympho Hodgkin (Hodgkin’s lymphoma-HL). U lympho
khong Hodgkin 1a mot thuét ngit chung ctia modt nhém cac bénh ting sinh té bao
lympho bat thuong véi tinh khong ddng nhit manh. Ty 1é méc bénh niy cao hon
nhidu so véi u lympho Hodgkin, chiém khoang hon 80% trong sd cic bénh u
lympho. Trong sé ching, bénh u lympho té bao B 16n lan toéa (diffuse large B-cell
lymphoma-DLBCL) 14 loai u lympho phd bién & nguoi 16n, chiém khoang 32,5%
trong s6 toan bd cac bénh u lympho khéng Hodgkin; & chau A, ty 18 nay thdm chi
con cao hon, gin bing 40%. Bénh nay phd bién hon & ngudi gia, v6i d6 tudi trung
binh khéi phat bénh la 60-64 tudi. Cac bénh nhan nam nhiéu hon mét chut so véi
bénh nhan nft.

Hién phéac dd diéu tri chudn hang ddu dé diéu tri bénh u lympho té bao B lan
téa (diffuse large B-cell lymphoma-DLBCL) 1 rituximab két hop véi hoa tri
(R-CHOP). Truéc khi rituximab dugc dua ra thi truong, phac dd CHOP dua trén
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anthraxyclin (xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin va prednison) 13 phac db
diéu tri chudn hang ddu @& didu tri DLBCL. Phéc dd didu tri R-CHOP d4 cai thién
dang ké ty 1¢ sdng trong thoi gian dai & cic bénh nhan DLBCL. Cac két qua thir
nghiém 14m sang da chi ra ring: so v6i phac @6 CHOP truyén théng, phac dd R ¢c6
thé kéo dai dang ké tong thoi gian séng trung binh & cac bénh nhan méc DLBCL
khoang 4,9 nim, thdi gian séng khong con bénh trung binh 13 hon 6,6 ndm, va ty 1€
sdng khong con bénh trong 5 nim da ting tir 30% dén 54%. Tuy nhién, vin con
khoang 10% dén 15% bénh nhan méc bénh dai déng khéng dap ung véi li€u phép,
va 20% dén 30% bénh nhan tai phat bénh va khoéng phai toan bd cac bénh nhén
DLBCL déu thich hop v6i phéc dd R-CHOP, nhu cdc bénh nhan cao tudi trén 80
tudi ma thé trang ciia ho khong cho phép phuong phép didu tri R-CHOP chuin; mét
vi du khéc 1a c4c loai u lympho manh hon va u lympho tai phét, phac d6 R-CHOP
6 thé kh@ng c6 gia tri. Do d6, rat can phat trién thé hé lidu phap mién dich méi véi
céc tac dung phu it hon dé diéu tri DLBCL.

Theo cach phan loai té bao lympho theo ngudn gdc, u lympho té bao B lan téa
(DLBCL) thudc u lympho té bao B. Phirc hop thu thé t& bao B (BCR) 14 phén tir
phd bién nhit trén bé mit té bao B. Phirc hgp BCR bao gdm globulin mién dich
mang (mlg) nhan dién va gin két véi khang nguyén va cac heterodime Igo (CD79a)
va IgB (CD79B) truyén tin hidu kich thich khang nguyén. Igo, va Igp 1an luot 13 cac
glycoprotein 47kDa va 37kDa, va thudc siéu ho globulin mién dich. Cac gen ma
hoa Igo va IgB 1an lugt duge goi 1a mb-1 va B29. Ca Iga va IgB déu c6 mién gidng
Ig & dau amino ctia viing ngoai bao. Ca Iga va Igp c¢6 thé duge sir dung 1am céc co
chit cho céc protein tyrosin kinaza va tham gia vao viéc truyén tin hiéu BCR. BCR
duoc biéu hién nhiéu trén cac u lympho té bao B va céc té bao B thong thuong. Dua
vao thanh cong 1am sang va dd an toan dang tin cdy rituximab nhim vao CD20,
viéc phét trién cac phuong phap didu tri nhim vao BCR ciing phai ¢ hiéu quéa diéu
tri va do an toan tot.

Pép lai nhu cau y hoc ¢6 lién quan dén CD79B chua dugc dép Gng, nhidu cong
ty dugc trén thé gidi, ké ca Roche Pharmaceuticals, dd chi dong phat trién cac
khéng thé khang CD79B va céc san pham c6 lién quan. Cac sang ché c6 lién quan la
US9085630, WO2009012256, W0O2009012268, W0O2009099728, W0O2014011519,
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W02014011521, W02016090210, W02016205176, W02016040856,
W02016021621, W0O2017009474, W02014177615 ching han, v.v..

Dua trén su biéu hién ctia CD79B, viéc tao ra céc khang thé diéu tri khang
khéng nguyén CD79B 14 c6 loi. Van con nhu cu chua duoc dap tng trong linh vuc
k¥ thuat nay vé viéc phat trién cac khang thé khang CD79B cta ngudi hitu hicu dé

di€u tri cdc bénh u méau hodc lam chim su tién trién bénh.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Séng ché dé xudt khang thé khang CD79B hodc doan gin két véi khang
nguyén cla né, axit nucleic ma héa khing thé nay, vecto, té bao chu, thé tiép hop
khéng thé-dugc cht va duge phidm chta khang thé nay, va phuong phap st dung
khéng thé nay dé didu tri hodc lam chdm bénh ung thu, dic biét 1a u méu.

Theo khia canh tht nhét, sing ché @& xuit khang thé khang CD79B ctia ngudi
hodc doan gin két v6i khang nguyén cta n6, ma chira ving bién ddi chudi ning cua
khang thé va ving bién dbi chudi nhe cua khang thé, trong do:

ving bién ddi chudi ning cta khang thé chira it nhit mot ving quyét dinh bd
sung (HCDR) nhu duoc thé hién trong cac trinh ty dugc chon tir cac trinh tu sau:
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 va SEQ ID NO: 25; va/hodc

ving bién dbi ctia chudi nhe ciia khang thé chua it nhit mot ving quyét dinh
bd sung (LCDR) nhu duogc thé hién trong céc trinh ty dugc chon tr céc trinh tu sau:
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 16 va SEQ ID NO:
26.

Theo mot vai phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé khang CD79B cua ngudi
hodc doan gan két véi khang nguyén ciia né, trong do:
ving bién ddi chudi ning bao gdm:

(I) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9, tuong tng; hodc

(II) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 15, tuong ung; hoac

(ITI) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 23,
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SEQ ID NO: 24 va SEQ ID NO: 25, tuong Ung;

va/hoic ving bién ddi chudi nhe bao gbm:

(I) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong Ung; hoac

(I) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong ting; hodc

(II) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 26,
SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong ung.

Theo mdt s6 phuong 4n cu thé, sang ché dé xuit khang thé khang CD79B cua
ngudi hodc doan gin két v6i khang nguyén ciia no, ma chtra viing bt ky duge chon
tir cac vung (I) dén (I1I) sau:

(I) ving bién dbi chudi ning, bao gdbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9, twong tng; va

vung bién d6i chudi nhe, bao gdbm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong Ung;

(II) ving bién dbi chudi ning, bao gdm HCDRI, HCDR2 va HCDR3 nhu
dugc thé hién trong SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 15, twong
ung; va

ving bién ddi chudi nhe, bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong tng;

(III) ving bién ddi chudi ning, bao gdm HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 nhu
duge thé hién trong SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 va SEQ ID NO: 25, tuong
ung; va

ving bién ddi chudi nhe, bao gdm LCDRI, LCDR2 va LCDR3 nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong ung.

Theo mét s& phuong 4n cu thé sang ché dé xudt khang thé khdng CD79B ciia
ngudi hodc doan gin két voi khang nguyén cia né, trong dé:

vung bién d6i chudi ning bao gdm:

(I) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3 hogc trinh tu c6 it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% tuong doéng véi SEQ ID NO: 3;

hoac
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(IT) trinh tu nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 5 hodc trinh tu ¢6 it nhat
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% tuong ddng véi SEQ ID NO: 5;
hodc

(IID) trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 17 hodc trinh tu c6 it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% twong déng v6i SEQ ID NO: 17;

va/hodc ving bién dbi chudi nhe bao gdm:

() trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu ¢6 it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% tuong ddng véi SEQ ID NO: 4;
hodc |

(ID) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 6 hodc trinh ty c0 it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% tuwong ddng véi SEQ ID NO: 6;
hodc

(II) trinh tu nhu dwgc thé hién trong SEQ ID NO: 18 hoic trinh tu ¢6 it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% twong déng véi SEQ ID NO: 18.

Theo mot s6 phuong 4n cu thé, ving biénvdéi chudi ning cta khang thé khéang
CD79B cua ngudi hodic doan gén két voi khang nguyén 13 nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO: 3, va ving bién dbi chudi nhe 13 nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:
4.

Theo mdt sé phwong 4n cy thé khac, ving bién dbi chudi nang cua khang thé
khang CD79B ciia ngudi hodc doan gén két v6i khang nguyén 13 nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 5, va ving bién dbi chudi nhe 1a nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 6.

Theo mdt sé phwong 4n cu thé khac, ving bién dbi chudi ning cta khang thé
khang CD79B cuia ngudi hodc doan gén két v4i khang nguyén 1a nhu duge thé hién
trong SEQ ID NO: 17, va ving bién ddi chudi nhe 14 nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 18.

Theo mét s6 phuong an cy thé, khang thé khang CD79B cuia ngudi hoic doan
gin két voi khang nguyén cia no, trong do:

chudi ning bao gdm:

(D) trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 19 hodc trinh ty c6 it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% tuong déng v6i SEQ ID NO: 19;
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hoidc

(IT) trinh tw nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 21 hodc trinh tu ¢6 it nht
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% twong ddng véi SEQ ID NO: 21;
hoac

va/hoic chudi nhe bao gdm:

(I) trinh tw nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 20 hodc trinh tw ¢6 it nht
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% tuong déng v6i SEQ ID NO: 20;
hodc

(IT) trinh ty nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 22 hogc trinh ty c¢6 it nhét
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% twong ddng véi SEQ ID NO: 22;

Theo mét sb phuong 4n cu thé, chudi nang cia khang thé khang CD79B cua
ngudi hodc doan gin két voi khang nguyén 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:
19, va chudi nhe 13 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 20.

Theo mot s phuong an cy thé khac, chudi ning cta khang thé khang CD79B
ctia ngudi hodc doan gén két voi khang nguyén 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 21, va chudi nhe 13 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 22.

Theo mot vai phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé khang CD79B clia ngudi
hodc doan gin két voi khang nguyén cua né nhu dugc mo ta trén déy, ma 1a khang
thé chudt hodc doan cua no.

Theo mét sd phuong an cu thé, ving bién d6i chudi nhe cta khang thé chudt
khang CD79B hoic doan gin két v6i khang nguyén cia nd bao gbém ving FR chudi
nhe va/hodic ving ¢b dinh chudi nhe cua chudi «, A cua chudt hoidc bién thé cua
chung.

Theo mét s6 phuong an cu thé, khang thé chudt khang CD79B hoic doan gin
két voi khang nguyén ctia né bao gdm ving FR chudi ning va/hodc ving cb dinh
chudi niing ciia IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 cua chudt hodc bién thé ctia ching.

Theo mdt vai phwong an, sang ché dé xuét khang thé khang CD79B clia ngudi
hodic doan gén két v6i khang nguyén ciia né nhu duoc mé ta trén ddy, ma 1a khang
thé kham hodc doan cta né. Theo mot sé phuong an cu thé, khang thé kham khang
CD79B hogc doan gin két voi khang nguyén cia né bao gdm ving FR chudi nhe

va/hodc vung ¢o dinh chuodi nhe cua chuodi k, A clia ngudi hodc bién theé cua no,
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va/hodc viung FR chudi ning va/hogsic ving ¢b dinh chudi niang cua IgGl, 1gG2,
IgG3, IgG4 ciia ngudi hodc bién thé cia no.

Theo mot vai phuong 4n, sing ché dé xuét khang thé khang CD79B ciia ngudi
hodc doan gin két véi khang nguyén cta n6 nhu duoc md ta trén ddy, ma la khang
thé dugc lam tuwong thich véi ngudi, khang thé ngudi hodc doan cia no.

Theo mét vai phuong 4n, sang ché dé cip dén khang thé dwoc 1am twong thich
v6i ngudi khang CD79B ctia ngudi hodc doan gin két véi khang nguyén cta né nhu
duoc mo ta trén day, trong d6 trinh tu chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO:
20 hodc trinh tu bién thé cia né; trinh ty bién thé bao gém 1,2,3,4,5,6,7,8,9
hodc 10 axit amin thay dbi trong chudi nhe, hoic co it nhit 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% hodc 99% tuong déng véi SEQ ID NO: 20. Trinh tu chudi ning
duogc thé hién trong SEQ ID NO: 19 hodc trinh tu bién thé ctia né; trinh tu bién thé
bao gém 1,2,3,4,5,6,7, 8,9 hodc 10 axit amin thay dbi trong chudi ning, hodc cb
it nhit 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% twong ddéng véi SEQ ID
NO: 19.

Theo mot vai phuong 4n, sang ché d& cip dén khang thé dugc 1am tuong thich
v6i ngudi khang CD79B cta ngudi hodc doan gin két véi khang nguyén clia né nhu
duge mo ta trén ddy, trong d6 trinh tu chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO:
22 hodgc trinh ty bién thé clia né, hogc ¢ it nhét 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% hoiic 99% tuong ddng voi SEQ ID NO: 22; trinh tu bién thé bao gom 1, 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9 hodc 10 axit amin thay dbi trong chudi nhe. Trinh tu chudi ning duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 21 hodc trinh ty bién thé cta né; trinh tu bién thé bao
g(‘A)m 1,2,3,4,5,6,7, 8,9 hodc 10 axit amin thay dbi trong chudi ndng, hodc cf it
nhit 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% twong ddng véi SEQ ID
NO: 21.

Theo mét vai phuong an, khang thé khang CD79B clia ngudi hodc doan ciia nd
nhu dugce mb ta trén day, khang thé nay con bao gdm ving ¢b dinh cia IgG1, IgG2,
IgG3 hodc IgG4 ngudi hodc bién thé cta ching. Theo mot s phuong 4n cu thé,
khang thé khang CD79B cta ngudi hodc doan clia né bao gém ving cb dinh cua
IgG1 hodc IgG2 cua nguoi.

Theo mdt vai phwong 4n, khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi khang
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CD79B ctia ngudi hodc doan ciia né nhu duoc mo ta trén ddy, khang thé nay con
bao gdm ving cb dinh chudi nang cia IgG1, 1gG2, IgG3 hoic IgG4 ngudi hodc
bién thé cta chung, t6t hon 12 bao gém ving FR chudi ning cta IgG1, IgG2 hodc
IgG4 ctia ngudi, tot hon nita 14 bao gdbm ving FR chudi ning ciia IgG1 hoic IgG2
clia nguoi.

Theo mdt vai phuong an, khang thé khang CD79B ciia ngudi hodc doan gin
két v6i khang nguyén cia né nhu duge md ta trén ddy, trong d6 doan gin két véi
khang nguyén dugc chon tir nhém bao gdm Fab, Fv, sFv, F(ab")2, khang thé tuyén
tinh, khéng thé chudi don, scFv, sdAb, sdFv, nanobody, peptibody, khang thé mién
va khang thé da dic hiéu (khang thé dic hiéu kép, diabody, triabody va tetrabody,
di-scFv ndi tip va tri-scFv néi tiép.

Theo mdt vai phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong phan lap
hodc doan gin két v6i khang nguyén cta n6, ma c6 thé canh tranh véi khang thé
don dong néu trén hodc doan gin két véi khang nguyén ctia n6 dé gin két voi
CD79B cua nguoi hodc epitop cia nd.

Cac gbc axit amin ciia CDR VH/VL ciia khéng thé khang CD79B clia ngudi
theo sang ché dugc xac dinh va dugc dit tén theo hé théng danh sb Chothia.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé xuit polynucleotit ma héa khang thé
khang CD79B ciia ngudi hodc doan gin két v6i khang nguyén ctia né nhu duge mo
ta trén ddy, ma c6 thé 1a ADN hodc ARN.

Theo khia canh thir ba, sang ché d& xuét vecto biéu hién chua polynucleotit
nhu dugc md ta trén day, ma cd thé 1a vecto biéu hién nhan thuc, vecto biéu hién
nhan so hodc vecto virut.

Theo khia canh thir tu, sang ché @& xuét té bao chu duoc bién nap vecto biéu
hién nhu dugc mo ta trén day, ma co thé 1a té bao nhan thuc hoic té bao nhan so.

Theo mdt vai phuong an, té bao chu 1a t& bao vi khuén, nAm men hoic dong
vat ¢6 va. Theo mdt sb phuong &n cu thé, té bao chu 13 Escherichia coli, Pichia
pastoris, t& bao trimg chudt hang Trung Qudc (Chinese hamster ovary-CHO) hodc
té bao phoi than ciia ngudi (human embryonic kidney-HEK) 293.

Theo khia canh thir 5, sdang ché dé xuit thé tiép hop khang thé-duoc chit.

Thé tiép hop khang thé-dugc chat theo sang ché bao gdm hodc gbm c6 thanh
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phan sau: khang thé, yéu t6 lién két va duoc chét.

Theo mdt phuong an cu thé, thé tiép hop khang thé-dugc chét theo sang ché 1a
khang thé duoc lién két cong hoa tri v6i duge chit thong qua yéu té lién két.

Theo mdt vai phuong én, thé tiép hop khéng thé-dugce chit chira chét gay doc
té bao. Theo mot sd phuong an cu thé, chat gdy doc té bao dugc chon tir nhém bao
gdm doc td, chit hoa tri liéu, khang sinh, ddng vi phéng xa va enzym phan cét lién
két nucleotit-nucleotit.

Theo khia canh tht sdu, sang ché dé& xudt phuong phép san xuit khang thé
khang CD79B ctia ngudi hodc doan gin két véi khang nguyén ctia nd, bao gébm céc
budce: biéu hién khang thé hodc doan gén két véi khang nguyén cia né trong té bao
cht nhu dwoc mo ta trén ddy, va phan 14p khang thé hodc doan gin két véi khang
nguyén ctia no tir té bao chu.

Theo khia canh thir bay, sdng ché dé xuét ché phém, vi du duoc phém, ma chira
mot luong hitu hiéu dé diéu tri cua khang thé khang CD79B ciia ngudi néu trén
hodc doan gén két véi khang nguyén cua né va ta duge, chit pha lodng hodc chit
mang dugc dung.

Theo mdt sb phuong 4n cu thé, lidu don vi ciia duge phim chira khang thé
khang CD79B ctia ngudi hodc doan gin két voi khang nguyén ciia né véi lugng
nim trong khoang tir 0,01% dén 99% khdi lugng, hoic luong khang thé khang
CD79B hoic doan gin két véi khang nguyén ciia no trong lidu don vi cia dugc
phdm 14 ndm trong khoang tir 0,1 mg dén 2000 mg, va theo mot s6 phuong 4n cu
thé ndm trong khoang tir 1 mg dén 1000 mg.

Theo khia canh thr tdm, sang ché con mo ta viée sir dung thanh phﬁn bat ky
hodc dang két hop cua ching duge chon tir cac thanh phan sau dé san xuét thude:
khéng thé khang CD79B ciia ngudi hodc doan gin két véi khang nguyén ctia né
theo sang ché, dugc phdm theo sang ché, thé tiép hop khang thé-dugc chit theo
sang ché; trong d6 thude hay dugc pham duoc dung dé diéu tri bénh ting sinh hoic
lam cham sy tién trién bénh tang sinh; bénh tdng sinh nay cd thé 13 bénh ung thu
hodc khéi u. Theo mdt vai phuong an, bénh ung thu hoic khéi u 13 u lympho hoic
bénh bach cdu. Theo mot phuong an cu thé, u lympho dugc chon tir nhém bao gém:

u lympho té bao B 16n lan toa, u lympho khong Hodgkin, u lympho té€ bao lympho
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nhé va u lympho t& bao v6 ndo. Theo mét phwong 4n cu thé, u lympho khong
Hodgkin dugc chon tir nhém bao gém: NHL tién trién nhanh, NHL tién trién nhanh
tai phat, NHL khong dau tai phat, NHL dai ddng va NHL khong dau dai ding. Theo
mot phwong 4n cu thé, bénh bach cdu dugc chon tir nhém bao gém: bénh bach ciu
dong lympho man tinh, bénh bach cau té bao téc va bénh bach ciu dong lympho cip
tinh.

Theo khia canh thtr chin, sang ché con dé xuit phuong phap diéu tri hodc
phong ngira bénh ting sinh hozic lam cham su tién trién ciia bénh ting sinh, trong d6
phuong phap nay bao gdm cho dbi twong sir dung mot lwong hitu hidu dé didu tri
hoac mot lwong hitu hiéu d& lam cham su tién trién bénh cta khang thé khang
CD79B cuia ngudi hodc doan gin két vai khang nguyén ctia né theo sang ché, hoic
duoc phim theo sang ché, hoic thé tiép hop khang thé-dugce chit theo sang ché;
trong d6, bénh tang sinh c6 thé 12 bénh ung thu hoic khdi u. Theo mdt vai phuong
an, bénh ung thu hoic khéi u 13 u lympho hozc bénh bach ciu. Theo mdt phwrong 4n
cu thé, u lympho dugc chon tir nhém bao gém: u lympho t& bao B 16n lan toa, u
lympho khéng Hodgkin, u lympho té bao lympho nhé va u lympho té€ bao vo nio.
Theo mdt phuong an cu thé, u lympho khéng Hodgkin duge chon tir nhém bao
gbém: NHL tién trién nhanh, NHL tién trién nhanh tai phat, NHL khong dau tai phat,
NHL dai ding va NHL khéng dau dai déng. Theo mdt phuwong &n cu thé, bénh bach
cdu duoc chon tir nhom bao gém: bénh bach ciu dong lympho man tinh, bénh bach

ciu t& bao toc va bénh bach ciu dong lympho cép tinh.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig.1: Thé hién cac két qua phat hién bing ELISA cua hiéu gia huyét thanh ctia
chudt Balb/c duge gdy mién dich bang protein EDC CD79B ngudi-hFc.

Fig.2: Thé hién céc két qua phat hién bing FACS cua hiéu gia huyét thanh clia
chudt Balb/c dugce gdy mién dich bang protein EDC CD79B ngudi-hFc.

Fig.3: Thé hién céc két qua phat hién bang ELISA cua hiéu gia huyét thanh cua
chudt SJL duoc giy mién dich bang protein EDC CD79B ngudi-hFec.

Fig.4: Thé hién cac két qua phét hién bing FACS cua hiéu gia huyét thanh cta
chudt SIL duogc giy mién dich bang protein EDC CD79B ngudi-hFc.
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Fig.5: Thé hién cac két qua phat hién bang ELISA cia hiéu gia huyét thanh cia
chudt SJL duogc giy mién dich bang protein EDC CD79B ngudi-his.

Fig.6: Thé hién cac két qua phat hién bing FACS cua hiéu gia huyét thanh cua
chuét SIL dugce gay mién dich bang protein EDC CD79B ngudi-his.

Fig.7: Thé hién céc két qua phat hién bang ELISA cua khang thé don dong cua
chuét khang CD79B ctia ngudi, trong d6 higG1 1a khang thé dbi chtng 4m va SN8
1a khang thé d6i ching duong.

Fig.8: Thé hién cac két qua phat hién bang FACS ciia cac khang thé don dong
ctia chudt khang CD79B ctia ngudi, trong d6 hIgGl 13 khang thé dbi ching 4m va
SN8 1a khang thé dbi ching duong.

Fig.9: Thé hién cac két qua phat hién bing FACS vé& kha ning phan Gng chéo
ctia cac khang thé don dong ciia chudt khang CD79B clia ngui, trong d6 mIgG 1a
khang thé dbi ching 4m; khang thé don dong cia chudt khang HR008 ctia khi cyno,
khang CD79B cua khi cyno, trinh tw khang thé cua ching ¢6 ngudn gbc tir khang
thé don dong cta chudt khang CD79B cta khi cyno (s dong 10D10) trong patent
WO02009012268A1, 1a khang thé dbi chiung duong.

M5 ta chi tiét sang ché

Céc thuat ngit

Dé d& dang hiéu hon vé sang ché, cac thuét ngir khoa hoc va k¥ thuét duoc
dinh nghia mot cach cu thé dudi day. Trr khi dugc dinh nghia r6 rang & doan khéac
trong tai liéu ndy, toan bd cac thuat ngtt khoa hoc va k¥ thuat dugce st dung & day céd
nghia thudng duoc hiéu boi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vure k§ thuat
ma sang ché dé cap dén.

Céac ma ba chit cai va ma mdt chit céi cia cac axit amin dugc st dung trong
sang ché 12 nhu duge mo ta trong tai lidu J. Biol. Chem, 243, p3558 (1968).

"CD79B" dugc ding dé chi CD79B bat ky c¢6 ngudn gbc tir ddng vat co xuwong
séng, ké ca dong vat cé vu, nhu dong vat linh trudng (vi du nguoi va khi Macaca
(cyno)) va loai gam nhdm (vi du chudt nhét va chudt céng). Thuat ngit "CD79B"
bao gdm CD79B chua xir 1y, "c6 chidu dai day du" va dang bat ky ctia CD79B dugc

xir 1y tir céc té bao. Thuat ngir nay ciling bao gdm cac bién thé CD79B c¢6 ngudn gbe
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trong tw nhién, vi du céc bién thé ghép nbi, cac bién thé alen va cac phén tir ddng
dang. Polypeptit CD79B dugc md ta & ddy c6 thé dwoc phan lap tir nhidu ngudn
khéc nhau, nhu céc loai md ctia ngudi hodc cac nguén khéc, hoac duoc tao ra béng
cac phuong phap tai té hop hoic téng hop.

Thuat ngit "khang thé" duoc mé ta trong sang ché dugc dung dé chi globulin
mién dich, ma 1a mot cu triac chudi tetrapeptit gdbm hai chudi ning gidng nhau va
hai chudi nhe giéng nhau duoc lién két véi nhau bang (céac) lién két disulfua lién
chudi. Thanh phan va trinh tu axit amin cta ving c¢d dinh chubi ning cua globulin
mién dich 14 khac nhau, vi thé tinh khang nguyén ctia chiing ciing khac nhau. Theo
dinh nghia nay, c6 thé chia globulin mién dich thanh nim loai, hodc nim isotyp cia
globulin mién dich, cu thé 1a IgM, IgD, IgG, IgA va IgE, va cac chudi ning twong
ng ctia chung 13 chudi p, chudi §, chudi y, chudi a va chudi ¢, twong ing. Cung
mot loai Ig co thé duoc chia thanh céc nhém phu khéc nhau theo mic khac nhau vé
thanh phan axit amin cia ving ban 18 va sb va vi tri ciia cac lién két disulfua trong
chudi nang. Vi du, IgG c6 thé dugc chia thanh IgG1, 1gG2, IgG3 va IgG4. Chudi
nhe duoc chia thanh chudi x hodc chudi & theo mirc khac nhau cua ving cb dinh.
M3i loai trong s& ndm loai cua Ig ¢6 thé ¢6 chudi k hodc chudi A. Trinh tw gém
khoang 110 axit amin gin dau N cila cdc chudi nhe va chudi ning ctia khéng thé rat
khac nhau va dugc goi 13 ving bién ddi (ving V); trinh tw axit amin con lai gin dau
C 1a twong ddi 6n dinh va duogc goi 1 ving ¢ dinh (ving C). Ving bién ddi bao
gbm 3 ving siéu bién (hypervariable region-HVR) va 4 ving khung (framework
region-FR) v&i céc trinh tu twong déi bao toan. Ba ving siéu bién quyét dinh tinh
dac hiéu cua khang thé, va ciing duoc bién dén 1a ving quyét dinh bd sung (CDR).
M3i ving bién déi chudi nhe (VL) va ving bién dbi chudi ning (VH) bao gbm 3
vung CDR va 4 vung FR. Trinh tu tu dau amino dén dau carboxy 1a: FR1, CDRI,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Ba vung CDR cua chudi nhe duogc dung dé chi
LCDR1, LCDR2 va LCDR3; 3 ving CDR cua chudi ning dugc dung dé chi
HCDR1, HCDR2 va HCDR3. Sb va vi tri ctia cac gbc axit amin trong CDR viing
VL va ving VH cua khang thé hodc doan gin két v6i khang nguyén tuan theo quy
thc danh s6 Chothia (ABM) da biét.

Thuéat ngit "khang thé ngudi" hodc "khang thé nguoi tai t6 hop" bao gdm cac
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khang thé ngudi dugc chuin bi, biéu hién, tao ra hodc phan lap bing cic phuwong
phap tai t6 hop, va cac ky thuat va phuong phap c6 lién quan di biét ro trong linh
vuc k¥ thuit nay, nhu:

(1) khang thé duoc phén 1ap tir dong vét chuyén gen va dong vét chuyén nhidm
sdc thé (vi du chudt nhit) mang cic gen globulin mién dich ciia nguoi, hoic dugc
phan 14p tir té bao lai dugc chudn bi tir d6;

(2) khang thé duogc phén 1ap tir t& bao chu (nhu cac khdi u chuyén nhiém) duoc
bién nap dé biéu hién cac khang thé;

(3) khang thé duoc phan 14p tir thu vién khang thé nguoi td hop tai td hop; va

(4) khang thé duoc chuén bi, biéu hién, tao ra hoic phan lap béng cac k¥ thuat
khic ma duogc str dung dé ghép nbi céc trinh tu gen cla globulin mién dich cta
nguoi thanh céc trinh tyw ADN khéc.

Céc khang thé nguoi tai tb hop nhu vay khong nhitng chira cc ving bién ddi
va cdc vung cb dinh, ma s dung céc trinh tu globulin mién dich dic hiéu dong
mam cta ngudi duge ma héa boi cac gen dong mam, ma con bao gdm ca cac dang
sap xép lai sau d6 va cac dot bién nhu cac dang xudt hién trong qué trinh truéng
thanh cuia khang thé.

Thuét ngit "khang thé cta chudt" theo sang ché 1a khang thé don dong khang
CD79B ciia ngudi hodc epitop ciia ching duoc tao ra bang kién thirc va k§ ning
trong linh vuc k§ thuét nay. Trong qua trinh san xuét, d6i twong thir nghiém dugc
tiém khang nguyén CD79B hoic epitop cia né, va sau d6 t& bao lai biéu hién khang
thé c6 trinh tu hodc cac dic tinh chirc ning mong mudn duge phan 1ap. Theo mot
phuong an cu thé cua séng ché, khang thé chuot khang CD79B hodc doan gén két
v6i khang nguyén cia né c6 thé con chira viing ¢b dinh chudi nhe ctia chudi «, A ciia
chudt hodc bién thé cua chung, hodc con chtra vung ¢ dinh chudi nang cua IgGl,
IgG2, IgG3 hoic IgG4 cta chudt hodc bién thé ctia chung.

Thuét ngit "khéng thé ngudi" bao gdm céc khang thé ¢6 cac ving bién dbi va
c¢b dinh cta c4c trinh tu globulin mién dich dong mam cia ngudi. Cac khing thé
ngudi theo sang ché c6 thé bao gdm céac gbc axit amin ma khong duge ma héa béi
céc trinh tu globulin mién dich dong mam cta ngudi (nhu cac dot bién duoc dua

vao ngau nhién hodc gdy dot bién diac hi¢u vi tri in vitro hodc dot bién soma in
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vivo). Tuy nhién, thut ngit "khang thé ngudi” khong bao gdm céc khang thé trong
d6 céc trinh ty CDR thu duoc tir dong mam cla céc loai dong vat ¢6 vi khac (nhu
chu6t) duoc ghép 16n cac trinh ty khung ctia ngudi (goi 13 "khang thé duoc lam
twong thich v6i nguoi").

Thuat ngft "khang thé dugc lam tuong thich v6i nguoi", cling dugc bién dén 1a
khang thé dugc ghép CDR, duoc ding dé chi khang thé dugc tao ra bing cach ghép
céc trinh ty CDR cua céc loai khong phai ngudi vao khung cia cac ving bién dbi
ctia khang thé ngudi. Khang thé nay c6 thé khic phuc duge cac phan Gng dép tmg
mién dich manh duoc giy ra bdi khang thé kham vi né mang mdot lugng 16n cac
thanh phn protein cta céc loai khong phai ngudi. P& tranh lam giam hoat tinh do
giam tinh mién dich, viing bién dbi ctia khang thé nguoi ¢6 thé duoc gy dot bién
nguoc téi thidu dé duy tri hoat tinh.

Thuét ngtr "khang thé kham" 1a khang thé dugc tao thanh bing céch dung hop
ving bién dbi ciia khang thé cta loai thi nhit v&i ving ¢b dinh cia khang thé cia
loai tht hai, khang thé nay c6 thé lam giam dép tng mién dich do khang thé cta
loai thtr nhét gay ra. Viéc tao ra khang thé kham doi hoi phai tao ra té bao lai tiét cac
khang thé don dong dic hiéu cia loai thir nhét, sau d6 tach dong gen ving bién ddi
tlr c4c té bao lai cua loai thir nhat (nhu chudt nhit), va sau d6 tach dong gen ving cb
dinh cta khang thé cta loai thir hai (nhu ngudi), lién két gen ving bién dbi cia loai
thr nhit voi gen ving ¢b dinh ciia loai thi hai dé tao thanh gen kham ma duoc chén
vao vecto biéu hién, va cudi cung biéu hién phén tir khang thé kham trong hé nhan
thuc sir dung trong cong nghiép hodc hé nhin so st dung trong cong nghié€p. Vung
c¢b dinh cta khang thé cta loai th hai (vi du nguoi) c6 thé dugc chon tir nhém bao
gdm: ving ¢ dinh chudi ning cia IgG1, 1gG2, 1gG3, hodc 1gG4 cia ngudi hodc
bién thé cia ching, t&t hon 13 bao gdm ving ¢ dinh chudi ning cia IgG2 hoic
IgG4 cta nguoi, hodc st dung IgG1l ma khong cé hoat tinh ADCC (tinh doc qua
trung gian té bao phu thudc khang thé) sau khi gy dot bién axit amin.

"Poan gin két véi khang nguyén" duge ding dé chi doan ma van giit dugc
hoat tinh gin két v6i khang nguyén ciia khang thé nguyén ven. Cu thé 13, thuit ngtr
nay c6 thé bao gdm, nhung khéong chi gisi han &, doan Fab, doan Fab, doan F(ab")2,

va doan Fv hodc doan sFv gin két véi CD79B clia ngudi. Doan Fv chtta ving bién
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d6i chudi ning cta khang thé va ving bién dbi chudi nhe, nhung khong bao gdm
ving cb dinh, va c¢6 doan khang thé nhé nhit voi toan bd céc vi tri gén két véi
khang nguyén. N6i chung, khang thé Fv ciing chira yéu td lién két polypeptit ndm
gitta cac ving VH va VL, va c6 thé tao thanh cdu triic cdn dé& gén két véi khang
nguyén. Cac yéu tb lién két khac nhau cling c6 thé duogc st dung dé lién két hai
ving bién ddi ctia khang thé thanh chudi polypeptit, ma c¢6 thé dwoc goi 14 khang
thé chudi don hoic Fv chudi don (sFv).

Thuét ngit "gin két véi CD79B" theo sang ché duoc dung dé chi kha ning
tvong tac véi CD79B hodc epitop cia né. CD79B hoidc epitop cta né co6 thé cb
ngudn gbc tir ngudi. Thudt ngir "vi tri gin két véi khang nguyén" theo sing ché
duge dung dé chi vi tri tuyén tinh hodc vi tri ba chiéu gidn doan trén khang nguyén,
dugc nhéan dién boi khang thé hodic doan gén két voi khang nguyén theo sang ché.

Thuat ngit "epitop" duoc ding dé chi mot vi tri trén khang nguyén ma gén két
dic hiéu v6i globulin mién dich ho#c khang thé. Epitop co thé duogc tao thanh nho
axit amin lién k& hoic axit amin khong lién k& ma duoc dem dén gin nhau nho gép
bac ba protein. Céc epitop duoc tao thanh boi axit amin lién ké thudng van con sau
khi cho tiép xtc v6i dung méi gdy bién tinh, trong khi d6 céc epitop duoc tao thanh
nho gip bic ba thuong bién mat sau khi xir Iy bang dung moi gay bién tinh. Céc
epitop thuong bao gdm it nhét 3-15 axit amin & mdt ciu hinh khong gian duy nhét,
Céc phuong phéap dé xac dinh epitop nao duoc lién két voi khang thé nhit dinh 13 da
biét o trong linh vuc k¥ thuit nay, bao gdbm thim tach mién dich, phéan tich phat
hién bang két taa mién dich, v.v.. Cac phwong phap xac dinh céu hinh khong gian
clia epitop bao gdm cac k§ thuat trong linh vuc k¥ thuat nay va cic k§ thuét duoc
md ta & day, vi du phén tich tinh thé tia X, cong hudng tir hat nhan hai chiéu, v.v..

"G4n két ddc hidu" va "gin két chon loc" dugc ding dé chi viéc gin két cua
khang thé vdi epitop trén khang nguyén tién dinh. N6i chung, khi CD79B ctia ngui
tai t& hop hodc epitop ctia né dugc sir dung 1am chét phén tich va khang thé duoc st
dung 1am phdi tir, khi duge do bang céng nghé cong hudng plasmon bé mit (surface
plasmon resonance-SPR) trén thiét bi, khang thé gin két véi khang nguyén tién dinh
hoic epitop clia n6 v6i hing sb phan ly (Kp) x4p xi dudi 107 M hodc tham chi nho

hon, va &i lyc gan két cua n6 véi khang nguyén tien dinh hodc epitop cla né it nhat
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bang hai 14n 4i lyc gén két v6i khang nguyén khong diic hidu (nhu BSA, v.v.) ngoai
trir khang nguyén tién dinh (hoic epitop clia n6) hoic cic khang nguyén c6 lién
quan gan.

"Kha ning phan tmg chéo" dugc dung d& chi kha ning khang thé theo sang ché
ghn két voi CD79B tir cac loai khac nhau. Vi du, khang thé theo sang ché gin két
v6i CD79B nguoi ciing ¢ thé gin két véi CD79B cua céc lodi khac nhau. Phan tng
chéo dugc x4c dinh bang cach phat hién kha ning phan ung dic hiéu v6i khang
nguyén tinh khiét trong cac thir nghiém gén két (vi du SPR va ELISA), hoic gin két
hodc trong tac chic ning vdi cac t& bao bidu hién sinh ly. Cac phuong phip xac
dinh kha ning phan Gng chéo bao gdm cac thir nghiém gin két chudn nhu dugc mb
ta & day, vi du phan tich cong hudng plasmon bé mit hozc k§ thuat dém té bao dong
chay.

"Uc ché" hodc "phong bé" duoc st dung thay cho nhau va bao gbm ca trc
ché/phong bé mot phan va hoan toan. Tt hon 13, trc ché/phong bé CD79B 1am giam
hodc thay dbi murc hodc loai hoat tinh thong thudng ma xay ra khi CD79B gn két
ma khong bi trc ché hodc phong bé. Uc ché va phong bé ciing dugc du dinh 14 bao
gbm cé viée 1am giam dang ké 4i luc gin két v6i CD79B khi tiép xtic voi khang thé
khang CD79B, so véi CD79B khong tiép xtc voi khang thé khang CD79B.

"Uc ché su phat trién" (vi dy khi dé cap dén céc té bao) duoc du dinh hiéu 1a
lam giam dang ké sy phat trién cta té bao.

Phuong phap san xudt va tinh ché khang thé hoic doan gin két v6i khang
nguyén 13 da biét r5 va c6 thé dugc tim thiy trong giai phap k¥ thuat da biét, nhu
Antibody: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor (chapters 5-8 va 15). Vi du,
CD79B cuta ngudi hodc doan cta né co thé duogc str dung dé giy mién dich chudt,
va cac khéng thé thu dugc c6 thé duge phuc hdi dic tinh, tinh ché va giai trinh tu
axit amin c6 thé duogc tién hanh bang cac phwong phép thong thuong. Doan gan két
v6i khang nguyén ciing c6 thé duoc bao ché bing cac phuong phap thong thuong.
Khéng thé hodc doan gin két v6i khang nguyén theo séng ché duogc thao tac di
truyén dé dwa mot hodc nhidu ving FR ciia ngudi vao ving CDR khong phai clia
ngudi. Cac trinh tu dong mim FR ciia ngudi c6 thé dwgc iy tir trang web

ImmunoGeneTics (IMGT) http://imgt.cines.ftr, hodc tir tai liéu The Immunoglobulin
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FactsBook, 2001ISBN012441351.

Khang thé da thao tac di truyén hoic doan gin két voi khang nguyén theo sang
ché c6 thé dugc san xut va tinh ché bing cac phuong phap théng thuong. Vi du,
céc trinh tu cADN ma héa chudi niang (SEQ ID NO: 20) va chudi nhe (SEQ ID NO:
21) ¢6 thé duoc tach dong va tai td hop trong vecto biéu hién GS. Vecto biéu hién
globulin mién dich t4i td hop c¢6 thé dwgc chuyén nhiém &n dinh vao té bao CHO.
Theo giai phap k§ thuat duoc dé xudt nhiéu, cac hé biu hién cia dong vét c6 vii co
thé khién khang thé bi glycosyl héa, dic biét 1a & ddu N duge bao toan cao ciia ving
Fc. Céac dong dn dinh duoc tao ra béng cach biéu hién khang thé ma gén két dic
hiéu vdi cac khang nguyén cua nguoi. Cac dong duong tinh dugc nhan rdng trong
mdi trudong khong chira huyét thanh trong binh phan Gng sinh hoc dé san xuat khang
thé. Moi trrong nudi cly ma khang thé dugc tiét vao c6 thé duoc tinh ché va thu
gom bing cac k§ thuat thong thuong. Cac khang thé c6 thé dugc loc va duge cd
bing cac phuong phap théng thudng. Hon hop hoa tan va polyme cling c6 thé dugc
loai bé bing cac phuong phap thong thuong, vi du rdy phan tir va trao ddi ion. San
phém thu dugc can dugc dong lanh ngay 1ap tirc, nhu & nhiét d -70°C, hodc duoc
dong kho.

Khang thé theo sang ché duoc dung dé chi khang thé don dong. Khang thé don
dong (mAb) dwgc md ta trong sang ché dugc ding dé chi khéng thé thu duoc tir
dong té bao dong don, dong té bao nay khong bi gi6i han & té bao nhén thuc, té bao
nhan so hodc dong té bao dong thuc khuén thé. Khang thé don dong hodc doan gén
két voi khang nguyén c6 thé duoc tao ra bang cach tai t6 hop st dung, vi du, cong
nghé té bao lai, céng nghé tai td hop, cong nghé bidu hién trén thé thuc khuén, cong
nghé tong hop (nhu ghép CDR), hodc céc cong nghé khac hién cé.

Céc k§ thuat thong thuong da biét dbi voi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuét nay co thé duogc sit dung dé sang loc khang thé dé canh tranh gén
két v6i cing mot epitop. Vi du, cac nghién ctru v& canh tranh va canh tranh chéo c6
thé duoc tién hanh dé tao ra khang thé canh tranh ho#ic canh tranh chéo véi nhau dé
gin két voi khang nguyén. Mot phuong phép véi ning suét cao tao ra khang thé gén
két voi ciing mot epitop dua trén su canh tranh chéo clia ching dugc md té trong

cong b don qudc té s6 W003/48731. Vi vay, cac k¥ thuat thong thuong da biét dbi
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v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay c6 thé duge st dung
dé tao ra cac khang thé va doan gén két véi khang nguyén cia nd canh tranh véi cac
phan tir khang thé theo sang ché @& gin két vdi ciing mot epitop trén CD79B.

Céc thuat ngt "cho", "str dung" va "didu tri", néu dugc st dung cho dong vit,
nguoi, dbi tuong thir nghiém, té bao, mo, co quan hodc dich sinh hoc, dugc dung dé
chi viéc cho thube ngoai sinh, chét diéu tri, chit chdn doan hoic ché phém tiép xuc
v6i ddng vat, nguoi, dbi tuong, té bao, md, co quan hodc dich sinh hgc. "Cho", "st
dung" va "diéu tri" ¢6 thé duoc dung dé chi vi du cdc phuong phap diéu tri, nghién
ctru duge dong hoc, chin doan, nghién ctru va phuong phap thir nghiém. Piéu trj té
bao bao gdm cho céac chit tiép xuc véi té bao, va cho cac chét tiép xic véi dich ma
lan lugt tiép xtic voi té bao. "Cho", "str dung" va "diéu tri" cling dugc dung dé chi
viéc diéu tri vi du céac té bao béng cac chét, ché phém chin doan, ché phém ge"ln két
hodic bang té bao khéc in vitro va ex vivo. "Diéu tri" khi st dung cho ngudi, thu y
hoic dbi tuong nghién ctru duge ding dé chi didu tri chita bénh, diéu tri phong bénh
hozc didu tri du phong, nghién ctru va cac tng dung chan doan.

"Diéu tri" dugc dung dé chi viéc cho chét diéu tri bén trong hodc bén ngoai,
nhu ché phdm chtra khang thé bt ky trong sé cac khang thé hodc doan gan két voi
khang nguyén cua chung theo sang ché, vao dbi tuong ma di méc, nghi ngd miéc
hodc d& mic mot hodic nhiu bénh hoidc céc tridu chimg ciia bénh, va chét diéu tri
dugc biét dén 1a c6 tac dung didu tri trén céc triéu ching nay. N6i chung, chét didu
tri dugc dua vao véi lugng hitu hi¢u dé lam thuyén gidm mot hodc nhiéu tridu
ching bénh & dbi tuong hodc nhom dbi tuong dugc diéu tri, d& lam thoai lui cac
triéu chung nay hodc (rc ché su phat trién céc triéu ching nay dén muc danh gia
duoc vé& mit 14m sang. Luong chét didu tri ma hiru hidu dé lam thuyén gidm tri€u
chimg bénh dic hiéu bit ky (ciing duoc goi 1a "lwong hitu hidu dé diéu tri") c6 thé
khéc nhau tuy thudc vao nhiéu yéu td, vi du tinh trang bénh cua dbi tuong, do tudi
va thé trong, va kha nang tao ra tac dung diéu tri mong mudn ciia thube & ddi twong.
Diu sao céc triéu chimg bénh da duoc 1am thuyén giam c6 thé duge danh gia bing
cac phwong phép thir nghiém 14m sang bat ky thuong duge st dung boi bac sy hodc
chuyén gia chdm soc strc khoe dé déanh gid muic do ndng hodc sy tién trién cta céc

triéu chung. Mic du cac phuong an theo sang ché (vi du phuong phap diéu tri hodc
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san pham) c6 thé khong hiéu qua trong viée 1am thuyén giam triéu ching bénh dich
& dbi tuong nhit dinh, song nhu dugc x4c dinh theo cac phuong phap kiém dinh
thdng ké bt ky da biét trong linh vuc k¥ thut nay nhu kidm dinh t Student, kiém
dinh chi binh phuong, kiém dinh U cta Mann va Whitney, kiém dinh
Kruskal-Wallis (kiém dinh H), kiém dinh J onckheere-Terpstra va kiém dinh
Wilcoxon, chiing can 1am gidm triéu ching bénh dich trén mot sé dbi twong co y
nghia théng ké.

Thuat ngit "luong hitu hiéu" bao gdm luong da dé 1am thuyén giam hoic ngan
ngtra cac tri€u ching hodc tinh trang ctia bénh. Luong hitu hi€u cling dugc dung dé
chi lugng du dé cho phép hodc tao diéu kién thuan loi cho viéc chin doan. Luong
hitu hiéu dung cho déi twong cu thé hoic dbi twong thi y ¢6 thé khac nhau tiy thude
vao cac yéu t§ sau: nhu tinh trang bénh dugc diéu tri, tinh trang strc khée chung cia
dbi twong, phuong phap, duong ding va liéu ding, va mic do ning cua cac tac
dung phu. Luong hiru hiéu c6 thé 1a liéu t6i da hodc phac db dung liéu ma tranh
duoc cac tac dung phu déng ké hodc cac tac dung gy doc.

Thuat ngit "twong ddng" dugc ding dé chi sy twong dong trinh ty gitta hai trinh
tu polynucleotit hodc gitta hai polypeptit. Khi cac vi tri trong hai trinh ty so sanh
duge chiém bai cung mot tiéu don vi monome axit amin hodc bazo, vi du néu mdi
vi tri ctia hai phan tit ADN dugc chiém bai adenin, thi cac phéan tir ndy tuong dong
& vi tri d6. Ty 18 phén tram twong dong giita hai trinh tu 1a mdt ham cta sb vi tri bt
cap hodc twong ddng c6 chung boi hai trinh tw chia cho tdng sd vi trf can so sanh x
100%. Vi du, trong truong hop sép thing thang trinh tu t&i wu, néu c6 6 vi tri bat
cdp hodc trong ddng trong sb 10 vi tri & hai trinh tu, thi hai trinh tu d6 twong ddng
60%. N6i chung, so sanh dugc tién hanh khi hai trinh tu duoc sip thing hang dé thu
duoc ty 16 phan tram tuong dong tbi da.

Thuat ngit "té bao", "dong té bao" va "ching té bao nudi cdy” nhu dugc st
dung & day c6 thé dugc sir dung thay ddi cho nhau, va toan bd cac thuit ngit nay
bao gdm ca té bao con ctia chiing. Do d6, cac thuat ngit "té bao bién nap" va "té bao
da bién nap" bao gém céc té bao thir nghiém so cip va cac ching nudi cdy thu dwoc
tir d6, bat ké sb 14n cdy chuyén. Ciing cn hiéu ring do cac dot bién c¢b y hoic

khong cd v, toan bd thé hé con khong thé gidng nhau hoan toan vé ham lugng ADN.
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Té bao con dot bién dugc sang loc v6i hoat tinh sinh hoc hodc chiic ndng giéng nhu
hoat tinh sinh hoc hodc chirc ning cia céc té bao da bién nap ban dau dugc bao gém
trong pham vi ciia thuat ngit nay. Khi mét thuat ngit dwgc dé cap dén cac chi din
khéac nhau, thuit ngit nay s€ rd rang dua vao ngit canh.

Thuat ngt "tuy y" hodc "mdt cach tuy y" c6 nghia la sy ki€n hodc hoan canh
dugc md ta sau thuat ngt "ty y" ¢6 thé (nhung khéng nhét thiét) xay ra, va sy mod
t4 bao gém cic truong hop ma sy kién hodc hoan canh xay ra hoic khéng xay ra. Vi
du, "ty y bao gdm 1 dén 3 vung bién d6i chudi ning ctia khang thé" c6 nghia 1a
ving bién dbi chudi ning cua khang thé c6 céc trinh tu cu thé c6 thé (nhung khong
nhét thiét) c6 miit.

Thuat ngit "dugc phAm" ¢6 nghia 12 mot hdn hop chira mot hodc nhidu khang
thé hodc doan gin két véi khang nguyén, hoic thé tiép hop duoc mo ta & day, hoic
mubi duge dung/chép nhan dugc vé mat sinh ly hodc tién dugc chét cua chung, va
(c4c) thanh phdn hoéa hoc khéc, ciing nhu 13 cac thanh phan khac nhu (c4c) chét
mang va (cac) t& dugc duoc dung/chdp nhin dugc vé mit sinh 1y. Muc dich cta
dugc phém 1a dé thiic ddy viée st dung cho co quan, ma tao diéu kién thuén loi cho

viéc hép thu hoat chét va nho d6 dem lai hoat tinh sinh hoc.

Vi du thuwe hién siang ché

Céc vi du sau dugc dua vao day dé mo ta thém vé sang ché, tuy nhién céc vi du
nay khong lam gigi han pham vi cia sang ché.

Céc phuong phép thtr nghiém ma khong chi 13 cac diéu kién cu thé trong céac
vi du hodc vi du thir nghiém theo sang ché thuong theo diéu kién théng thudng,
hodc cac didu kién duge dua ra boi nha san xuét nguyén liéu thé hodc san phim.
Xem tai liéu Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor; Current Protocols Molecular Biology, Ausubel et al., Greene
Publishing Associates, Wiley Interscience, NY. Céc chit phan tmg ma khong chi 1&
ngudn cu thé 12 cdc chét phan tmg thong thudng duge mua trén thi trudng.

Vi du 1. Tach dong va biéu hién cac khéang nguyén protein

Céc khang thé (bao gdm chudi nhe va chudi ning) va cac khang nguyén dugc

tao ra bing cac phuong phap PCR mé rong chdng chéo da biét trong linh vuc k§
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thuit nay, va cac doan ADN dugc tao ra béng PCR mé rong chéng chéo dugc chén
vao vecto biéu hién pEE6.4 (Lonza Biologics) bang cach st dung hai vi tri phan cét
enzym HindIII/BstBI, va céc khang thé va khang nguyén dwogc bidu hién trong cac
té bao 293F (Invitrogen, Cat# R790-07). Protein tai td hop thu duge dugce st dung
dé gdy mién dich hoic sang loc. Trinh tuy gen CD79B cta nguoi dugce thu tir NCBI
(NP _000617.1), va vung ngoai bao cia n6é6 (ECD) chra 159 axit amin
(Met1-Aspl59).
> Trinh ty axit amin ctia protein dung hop ctia mién ngoai bao CD79B ctia ngudi
(ECD) va vung FC ctia ngudi (ECD CD79B cuia nguoi-hFc):
ARSEDRYRNPKGSACSRIWQSPRFIARKRGFTVKMHCYMNSASGNVSWLW
KQEMDENPQQLKLEKGRMEESQNESLATLTIQGIRFEDNGIYFCQQKCNNTS
EVYQGCGTELRVMGFSTLAQLKQRNTLKDGIIMIQTLLIILFIIVPIFLLLDKD
DSKAGMEEDHTYEGLDIDQTATYEDIVTLRTGEVKWSVGEHPGQEEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 1).
> Trinh tu axit amin ctia protein dung hop cta mién ngoai bao CD79B ctia ngudi
(ECD) va dudi His (ECD CD79B cua nguoi-His):
ARSEDRYRNPKGSACSRIWQSPRFIARKRGFTVKMHCYMNSASGNVSWLW
KQEMDENPQQLKLEKGRMEESQNESLATLTIQGIRFEDNGIYFCQQKCNNTS
EVYQGCGTELRVMGFSTLAQLKQRNTLKDGIIMIQTLLIILFIIVPIFLLLDKD
DSKAGMEEDHTYEGLDIDQTATYEDIVTLRTGEVKWSVGEHPGQEHHHHH
H (SEQ ID NO: 2).

Vi du 2. San xuét khang thé don dong cua chudt

1. Gay mién dich chudt va phat hién hiéu gia huyét thanh

Protein dung hop clia mién ngoai bao CD79B cila ngudi (ECD) va ving FC
cta ngudi (ECD CD79B cia nguoi-hFc), va protein dung hgp cua viing ngoai bao
CD79B cua nguoi (ECD) va dudi His (ECD CD79B cta nguoi-His) dugce st dung

lam céc chit gy mién dich @& gdy mién dich cho chu6t Balb/c va SIL bing cach
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tiém trong mang bung, twong tmg, dé kich thich chudt san sinh khang thé chéng lai
mién ngoai bao (extracellular domain-ECD) ctia CD79B ciia ngudi in vivo.

Cac budce thtr nghi€ém la nhu sau:

1) Gay mién dich bing cach tiém trong mang bung. Luong khang nguyén can
dé gdy mién dich duoc tinh toan theo quy trinh gdy mién dich. Khang nguyén
protein dugc pha lodng bing PBS dén ndng d6 khang nguyén tuwong tng néu can, va
sau d6 khang nguyén dugc nhii hda. Hon hop da nhii héa chira khang nguyén va ta
dugc dugc chuyén vao bom tiém vo trung ¢6 dung tich 2,0 mL, luu ¥ dén viéc ddy
bot khi ra. Pudi cia chudt dugc tim béng tay phai va da dau va cd cua chudt duge
tim nhe bing ngén cai va ngoén trd cua tay trai. V6i khoang bung huéng 1én trén, vi
tri tiém trén bung phai cta chudt dugc lau bang cuc boéng tAm c¢dn 75%. Nap duogc
chét khang nguyén vao bom tiém trude, véi goc xién ctia dau kim tiém huéng 1én
trén va déu cua chudt huéng xubng duéi. Pau kim tiém duoc xuyén qua da theo
phuong ngang, bom ti€ém dugc xuyén vao khoang bung cia chudt & géc bang 45 do
so voi khoang bung, va hdn hop chira khang nguyén va ta duge dugc tiém tir tir. Sau
khi hoan tt viéc gy mién dich, tién hanh theo d&i trong it nhit 2 gio.

2) Thu gom huyét thanh cta chudt. S6 éng huyét thanh duge danh dau tuong
tmg véi mdi chudt va 36 tai cua chudt duge kiém tra. Chudt dugc tim bing mot tay
va khoang 100 pl mau toan phan duge liy ra qua dudng tinh mach duéi ham dudi.
MAu mau toan phan di thu gom duoc dé yén & nhiét d6 trong phong trong khoang 2
gid; sau d6 huyét thanh & phan trén cua éng ly tim duge thu gom bing céach ly tam.
Huyét thanh c¢6 thé duge bao quan trong ti lanh & nhiét d§ 4°C trong mot tudn dé
phat hién hidu gi4 khang thé va cac thir nghiém c6 lién quan khéc. Huyét thanh c6
thé duoc bao quan trong ti lanh ¢ nhiét do -80°C dé bao quan trong mot thoi gian
dai dé tranh sy dong lanh va ra dong lap lai.

3) Phét hién hiu gia huyét thanh cta chudt da gdy mién dich bing thir nghiém
ELISA. Trudc khi bt dau thir nghiém, dia c¢6 96 16 duoc dén nhin va duoc phil
khang nguyén ¢ ndng do 1 pg/mL, 50 ul mdi 16 qua dém trong ti lanh & nhiét do
4°C. Ngay tiép theo, dia khang nguyén da phu ngay trude do duge ldy ra va ria
bang dung dich rira dia (dung dich rira: 1xPBST). Sau khi rtra, dia dugc phong bé
bang dung dich phong bé BSA 1% duoc diéu ché trong 1xPBST & nhiét do 37°C
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trong 1 gid. Sau khi rira dia bang dung dich rira 1xPBST ba l4n, c4c dung dich
huyét thanh pha lodng khéc nhau cén thir nghiém dugc bd sung va u trong ti G 37°C
trong 1 gid. Sau khi rira dia bang dung dich rira 1xPBST 3 14n, 100 pl khang thé thu
cip cia dé khang chudt da pha loang theo ty 1& 1:5000 duoc bd sung va 1 trong ti &
¢ nhiét do 37°C trong 0,5 gio. Sau khi rira dia, dung dich sinh mau TMB A va B
duogc tron theo ty 18 1:1 va sau d6 tién hanh hién mau. Phan ¢ng hién mau duoc két
thiic bang axit clohydric 1 N sau 15 phat. Cac gia tri huynh quang & budc séng
450nm dugc phat hién trén thiét bi doc dia da chuc ndng Spectra Max MS.

4) Phat hién hiéu gia huyét thanh bing FACS & chudt d3 gay mién dich. Céc
dich ndi té bao DoHH2 hoic té bao don nhan mau ngoai vi cta khi duge ly tim va
céc té bao duge tai huyén phi trong PBS chita 0,1% BSA va dugc dém. Huyét
thanh can thir nghiém cta mdi nhém chudt da gay mién dich duge bd sung. Sau 60
phat ¢ & nhiét d6 trong phong, cac té bao duoc rira ba 1an va sau d6 khang thé thir
chp khang Fc Ig ciia chudt-FITC duoc bd sung. Sau 30 phit G & nhiét d§ trong
phong trong bong tbi, cac té bao dwoc rira ba 1in va duge tai huyén phi nhe trong
PBS chtra 0,1% BSA dé phat hién trén thiét bi.

Céc két qua phat hién hiéu gia huyét thanh bang thir nghiém ELISA va FACS
cta mdi nhom chudt duge thé hién trén Fig.1 dén Fig.7.

Nam con chudt Balb/c duge gdy mién dich bang protein EDC CD79B cia
ngudi-hFe, dwoc danh sb 5491, 5492, 5493, 5494 va 5495. Cac két qua cua thir
nghiém phat hién hiéu gia huyét thanh bang ELISA dugc thé hién trén Fig.1. Céc
két qua chi ra ring hiéu gia huyét thanh & chudt da gay mién dich da dat t6i mutrc 16n
hon 1:100K. Céc két qua cua thir nghiém phat hién hiéu gia huyét thanh bang FACS
cta chudt dugc thé hién trén Fig.2. C6 thé thdy ring cac khang thé duge sinh ra
trong huyét thanh cta chudt c6 thé nhan dién dic hidu protein CD79B trén bé mit
clia cac té bao DoHH2.

Nam con chudt SJL dugc gdy mién dich bing protein EDC CD79B ngudi-hFc,
dugc danh sb 5496, 5497, 5498, 5499 va 5500. Céc két qua cua viéc phat hién hiéu
gia huyét thanh bang ELISA duoc thé hién trén Fig.3. Cac két qua chi ra ring hiéu
gia huyét thanh & chudt duoc gdy mién dich dat dén murc 16n hon 1:100K. Cac két

qué cua viéc phat hién hiéu gia huyét thanh bang FACS & chudt duge thé hién trén
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Fig.4. C6 thé thdy ring cac khang thé dugc sinh ra trong huyét thanh ctia chuét c6
thé nhan dién dic hiéu protein CD79B trén bé mit cua té bao DoHH2.

Nam con chudt SIL dugc giy mién dich protein EDC CD79B ngudi-his, dugc
danh sb 5726, 5727, 5728, 5729 va 5730. Cac két qué cua viéc phat hién hiéu gia
huyét thanh bang ELISA duoc thé hién trén Fig.5. Cac két qua chi ra ring hiéu gia
huyét thanh & chudt da gay mién dich dat t6i mirc 16n hon 1:10K. Céac két qua cia
viéc phat hién hiéu gid huyét thanh biang FACS duoc thé hién trén Fig.6. C6 thé
thdy rang cac khang thé san sinh trong huyét thanh cia chudt c6 thé nhan dién dic
hiéu protein CD79B trén bé mit cua té bao DoHH2.

Tir céc két qua trén day, co6 thé thiy ring chudt dugce gdy mién dich s& san sinh
khéng thé dic hiéu chéng lai CD79B, va chuft trén day co thé dugc st dung dé
dung hop té€ bao dé tao ra cac dong té€ bao lai c¢6 kha ning tiét cac khang thé dic
hiéu chdng lai CD79B.

2. Chuén bi té bao lai va sang loc khang thé

Dung hop té bao 14 hoat dong tw phat hodic duoc tién hanh nhan tao dé thiic dy
s dung hop ctia cac té bao lympho ctia chudt va cac té bao u tay SP2/0 (ATCC,
CCL-121™) thanh cac té bao lai, ma c6 chirc nang tiét khang thé va co thé tang sinh
v6 han. Céc t& bao lympho ctia nhém chudt da gdy mién dich va cac té bao u tay
dugc dung hop bang cach st dung phuong phéap dién dung hop, va céc té bao lai
duoc sir dung dé sang loc khang thé tiép theo.

1) Thir nghiém dién dung hop. M6t tudn trudc khi dung hop, cac t€ bao SP2/0
dugc nhén rong trong moi trudng DMEM 10%. Cac hach lympho va 14 nach dugce
loai bd khoi chudt da gay chét trong ti an toan v& mat sinh hoc, rira va nghién trong
dfa petri, va cac té bao lympho dugc thu gom. SP2/0 va cac té bao lympho dugc
trén voi nhau theo ty 18, va tién hanh dung hop trong thiét bi dién dung hop, va
chuong trinh dung hop duge cai dat. Sau khi dung hop, cac té bao duoc dit vao dia
¢6 96 15 va nudi cdy trong tii i 37°C, 5% CO,. Tinh trang té bao duoc theo doi hang
ngay, va ty 1é dung hop té bao dugc tinh 5 ngay sau khi dung hop. Céc té bao lai da
dung hop duoc sang loc ¢ thoi diém 9-14 ngay sau khi dung hop, va céc t& bao
trong 16 duong tinh dugc chon dé nhén 1én trong dia c6 24 16.

2) Téach dong phu bang phuong phép pha lodng gidi han. Cac dong té bao cin
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tach dong phu duoc tai huyén phu tir cac 18 nudi cdy c6 24 18 va duoc dém. Mdi
dong t& bao dugc pha lodng dén ndng do6 té bao bang 5-10 t& bao/mL. Dich ndi té
bao da pha lodng duoc bd sung vao dia nudi cdy dung mot 1an c6 duong kinh bang
15 cm va 0,2 mL dugc bd sung vao mdi 16 cia dia nudi cdy cé 96 13, voi mdi 15
chira 1-2 t& bao. Dia c¢6 96 156 da ciy té bao duoc dit vao ti i 37°C, 5% CO: dé nudi
cdy. Sau 7-10 ngay, dia tach dong phu dwoc phat hién va sang loc theo tinh trang
phat trién cua té bao, va cac dong duong tinh dugc chon loc va dugc chuyén vao 24
16 @& xac nhan dwong tinh tiép.

3) Sang loc ELISA. Trudc khi bt déu thir nghiém, dia 96 18 dugc dénh dau va
dugc phu khang nguyén & ndng do 1 pg/mL, 50 pl mdi 16 qua dém trong ti lanh &
nhiét o 4°C. Ngay tiép theo, dia khang nguyén di phil ngdy trude d6 dugc 14y ra va
rira bing dung dich rira dia (dung dich rira: 1xPBST). Sau khi rira, dia duge phong
bé bang dung dich phong bé 1% BSA dugc diéu ché trong 1xPBST & 37°C trong 1
gidr. Sau khi rira dia bing dung dich rira 1xPBS ba lan, 50 pl dich nbi t& bao can thir
nghiém dugc bd sung va u trong ti 1 37°C trong 1 gid. Sau khi rira dia bing dung
dich rira 1xPBS ba 1dn, 100 ul khang thé thir cAp ctia dé khang chudt da pha loang
theo ty 16 1:5000 dugc bd sung va 1 trong ti & 37°C trong 0,5 gid. Sau khi rira dia,

dung dich sinh mau TMB A va B dugc tron & ty 1€ 1:1 va sau do tién hanh hién mau.

Phén Gng hién mau duge két thic bang axit clohydric IN sau 15 phut. Céc gié tri
huynh quang & budce séng 450nm dugce phat hién trén thiét bi doc dia da chiic ning
Spectra Max MS5.

4) Sang loc bang FACS. Cac huyén phu té bao DoHH2 duogc ly tm va céac té
bao duoc tai huyén phu trong PBS chira 0,1% BSA va dugc dém. Dich ndi té bao
can thir nghiém duge bd sung. Sau 60 phut 0 & nhiét @ trong phong, cac té bao
duoc rira ba 14n va sau d6 khang thé thir cAp khang Fc cua IgG cia chudt-FITC
dugc bd sung. Sau 30 phiit G & nhiét do trong phong trong béng tb1, cac té bao duoc
rtra ba 1an va tai huyén phu nhe trong PBS chtra 0,1% BSA dé phat hién trén thiét
bi.

5) Xéc dinh cac dong té bao lai duong tinh. Sau khi dung hop va sang loc dong
phu cua céc té bao 14 nach ctia chudt, cac tac gia sang ché da thu dwoc mot sé khang

thé dic hiéu chdng lai khang nguyén CD79B clia nguoi. Trong s6 céc té bao nay, 17
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té bao lai ¢6 kha nang gin két trong thir nghiém ELISA va FACS tdt nhit duoc st
dung dé san sinh va tinh ché khang thé. Cac két qua phat hién bing thir nghiém
ELISA ctia dich ndi nudi cdy cua cic dong té bao lai duong tinh khang CD79B ciia
ngudi duge thé hién trong Bang 1. Cac két qua phat hién bang FACS cua dich nbi
nudi cdy cua cac dong té bao lai duong tinh khang CD79B clia ngudi duge thé hién
trong bang 2. mIgG duoc sir dung 1am d6i chimg am trong ca thir nghiém ELISA va
FACS.
Bang 1. Céac két qua phat hién bing thir nghiém ELISA ctia cac dong té bao lai
duong tinh khang CD79B cuia ngudi

Khéng thé s6 Dong sb Céc ket qua phét hién
(0D450)
Pbi ching 4m mlgG 0,05
mADb001 12A11-1G1 3,26
mADb002 19F10-1D7 3,69
mADb003 51E5G6 3,02
mAb004 67B10C1 3,41
mAb005 78A9F4 3,73
mADb006 48F11D6 3,34
mAb007 61A11F1 3,40
mAb008 63G2A2 3,56
mAb009 75F1E2 3,57
mAb010 66G3E7 3,83
mAb011 66E12H3 3,41
mAb012 73A8F3 3,45
mAb013 74C4F3 3,31
mAb014 70B8B3 3,10
mAb015 83B2G2 3,41
mAb016 83C2D4 3,46
mAb017 86F11F6 3,80
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CD79B cua ngudi

Khing thé s Dong s Céac gia tri huynh quang trung
binh
D51 chimg am mlaG 58

mAb001 12A11-1Gl1 13032
mAb002 19F10-1D7 5943

mAb003 51E5G6 33918
mAb004 67B10Cl1 26000
mADb005 78 A9F4 24454
mAb006 48F11D6 20120
mAb007 61A11F1 18039
mAb008 63G2A2 16453
mAb009 75F1E2 16001
mAb010 66G3E7 15897
mADbO11 66E12H3 14688
mAb012 73A8F3 14073
mADbO13 74CA4F3 12894
mAbO014 70B&B3 8776

mADbO15 83B2G2 10036
mAbO016 83C2D4 9990

mAb017 86F11F6 8132

3. San xuét, tinh ché va xé4c dinh cac khang thé don dong cta chudt

1) San xuét va tinh ché khang thé don dong ctia chudt. Cac té bao lai dugc sir
dung dé san xut khang thé duoc quan sat dudi kinh hién vi. Céc té bao dugc thu
gom khi phat trién dén hon 70% va & trang thai té bao tdt, va dugc dém bing thiét
bi dém t€ bao Countstar IC1000. Nong do té bao dugc didu chinh dén muc nim
trong khoang tir 1x103 dén 5x10° t& bao/mL bing méi trudng dugce chudn bi ky, va

cac t€ bao dugc chuyén vao lo lan. Cac lo ldn chira céc té bao dugc chuyén vao
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dugce dua lén ti U lo lin dé 0 & nhiét d6 37°C trong 10-15 ngay. Tinh trang phat
trién ctia té bao dugc theo doi hang ngay. Mbi trudong nudi cdy duoc ldy ra dé tinh
ché sau khi mdi truong chuyén sang mau cam va trong subt. Cac khang thé duoc
tinh ché béng cach cho dich ndi té bao di qua cdt protein A, qué trinh tinh ché duoc
tién hanh theo cac phuong phap thong thudng.

2) Phét hién cac khing thé don dong cia chudt khang CD79B clia ngudi bang
thir nghiém ELISA. Trudc khi bit ddu thtr nghiém, dia ¢6 96 16 duge danh du va
dugc pha khang nguyén & ndng do 1 pg/mL, 50 pl mdi 16 qua dém trong ti lanh &
nhiét d6 4°C. Ngay tiép theo, dia khang nguyén da pht ngay trudc dé duoc 1ay ra va
rira bang dung dich rira dia (dung dich rira: 1xPBST) trong mdt 1an. Sau khi rira, dia
dugc phong bé bing dung dich phong bé 1% BSA dugc diéu ché trong 1xPBST &
37°C trong 1 gid. Sau khi rira dia bang dung dich rira 1xPBS ba 1an, 50 pl khang thé,
duoc pha loang dén 100 nM (theo ty 18 1:10), dugc bd sung va o trong ta a 37°C
trong 1 gid. Sau khi rira dia bing dung dich rira xPBST trong 3 14n, 100 pl khang
thé thur cdp cia dé khang chudt da pha lodng theo ty 1& 1:5000 duoc bd sung va o
trong ti 4 37°C trong 0,5 gio. Sau khi rira dia, dung dich sinh mau TMB A va B
dugc tron ¢ ty 1€ 1:1 va sau do tién hanh hién mau. Phan ung hién mau dugce két
thiic bang axit clohydric IN sau 15 phut. Cac gi4 tri huynh quang & budc séng
450nm duogc phat hién trén thiét bi doc dia da chirc ning Spectra Max MS5. Trong s
cac khang thé, ba khang thé don dong cia chudt khang CD79B clia ngudi c6 kha
ning gin két manh nhit trong thir nghiém ELISA, bao gdm mAb015, mAb016 va
mAbO17 (xem Fig.7 dé biét s liéu cu thé). Trong sb cac khang thé, hIgG1 13 khang
thé d6i chimg am va SN8 1a khang thé dbi chimng duong. SN8 14 khang thé dugc su
dung trong thubc polatuzumab vedotin dugc tiép hop khang thé do Roche
Pharmaceuticals san xudt (d6i v6i trinh ty, tham khao ngudn trinh tu:
US20170362318A). Hién tai, polatuzumab vedotin da dugc phé duyét boi FDA dé
dua ra thi truong. Tir cac két qua trong thir nghiém ELISA c6 thé thdy ring, kha
ning gin két cua ba khang thé don dong cua chudt khang CD79B ciia nguoi
mAb015, mAbO16 va mAbO17 t6t hon 1a duge chon loc béi sang ché 1a tuong tu
v6i kha nang gin két cia SN8.

3) Phét hién cc khang thé don dong cta chudt khang CD79B cia ngudi bang
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FACS. Sau khi ly tdm dich ndi té bao DOHH2, c4c té bao dugc tai huyén phu trong
PBS chta 0,1% BSA va dugc dém. 100 pl khang thé dugc pha loang dén 100 nM
(theo ty 1& 1:10) duge bd sung va 1 trong 1 gid & nhiét d6 trong phong. Sau khi rira
céc té bao ba lan, khang thé thir cdp khang Fc cia IgG cua chudt-FITC duoc bd
sung. Sau 30 phiit 0 & nhiét d trong phong trong béng tdi, cac t& bao duoc rira ba
1an va tai huyén ph nhe trong PBS chita 0,1% BSA dé thir nghiém trén thiét bi.
Trong s cac khang thé, ba khang thé don dong khang CD79B cuia ngudi c6 kha
ning gin két manh nhét trong thir nghiém FACS, bao gdm mAbO015, mAbO16 va
mAb017 (xem Fig.8 dé biét s6 liéu cu thé). Trong sb cac khang thé, hIgG1 1a khang
thé d6i ching 4m va SN8 14 khang thé dbi ching dwong. Tir cAc két qua c6 thé thdy
rang trong thir nghiém FACS, ai luc gin két ctia ba khang thé don dong cua chudt
khang CD79B cua ngudi mAbO1S, mAb016 va mAbO017 tdt hon 1a duoc chon loc
b&i sang ché 13 t6t hon ca 4i luc gén két ciia SNB.

4) Phat hién cac khang thé don dong cta chudt khang CD79B ciia ngudi bang
thir nghiém FACS. Céc té bao 293F-cynoCD79B dugc tao ra bang phwong phap
chuyén nhiém tam thoi. Sau khi huyén phu té bao dugc ly tdm, cac té bao duogc tai
huyén phu trong PBS chira 0,1% BSA va duge dém. 100 pl khang thé dugc bd sung
& ndng d6 bang 10 pg/mL va 1 pg/mL, twong tmg. Cac té bao duge U trong 1 gid &
nhiét do trong phong. Sau khi rira cc té bao ba lan, khang thé thir cdp khang Fc cia
IgG cta chudt-FITC duge bd sung. Sau 30 phit G & nhiét do trong phong trong
bong tbi, cac té bao dwoc rira ba ldn va tdi huyén phu nhe trong PBS chira 0,1%
BSA dé& phat hién trén thiét bj. Cac két qua cia viéc phat hién bing thir nghiém
FACS cho thiy phan ung chéo giita cac khang thé don dong clia chudt khang
CD79B ctia ngudi dugce thé hién Fig.9, trong d6 mIgG1 14 khang thé dbi chimg 4m,
khang HRO08 cyno 13 khang thé don dong ciia chudt khang CD79B cyno, trinh tu
khang thé cua n6 thu duoc tir khang thé don dong ctia chudt khang CD79B cyno
(dong s6 10D10) trong coéng bd don quéc té sb WO02009012268A1. Tir cac két qua
c¢6 thé thiy rang tit ca cac khang thé don dong ciia chudt khang CD79B ciia ngudi
duoc sang loc trong sang ché khong nhéan dién dugec CD79B cyno.

5) Phat hién khang thé don dong cua chudt khang CD79B ciia ngudi bang thir
nghiém SPR. Ai luc gitta khang thé khang CD79B ctia ngudi va khdng nguyén ctia
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n6 CD79B ngudi-His duoc phét hién bang thir nghiém cong huéng plasmon bé mit
(surface plasmon resonance-SPR). Protein khdng nguyén CD79B nguoi-His dugce
¢b dinh vao chip CM5. Muc gin két dugc dé & 100 RU. Dung dich dém chay 1a
HBS-EP+ (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, 0,05% dich nbi P20).
Khang thé da pha loang chay qua kénh thtr nghiém va kénh di ching & toc d6 dong
30 pl/phit trong 3 phut, va tién hanh phén ly trong 5 phut. Sau d6 dung dich dém tai
tao (dung dich dém glyxin 10 mM, pH 1,5) duoc chay & téc do dong 30 pl/phut
trong 30 gidy. S6 lidu duoc phan tich bing phan mém danh gia Biacore 8K.

Vi du 3. Xac dinh trinh ty axit amin cda vung bién ddi cua khang thé don dong
cua chudt

Cac dong té bao lai don dong 4i luc cao thu duge trong vi du 2 duge xé4c dinh
trinh tu axit amin cda viung bién dbi. Sau d6, céc khang thé kham cta chudt va
ngudi (cAb) duge bidu hién tai td hop, va sau d6 tién hanh xac dinh tiép khang thé.
Céac ving bién dbi cua chudi nhe va chudi ning ctia gen khang thé dugc khuéch dai
béng PCR phién ma nguge, dugce ndi véi vecto va dugce gidi trinh tu dé thu duoc
trinh tu chudi nhe va chudi niang ctia khang thé don dong. Pau tién, toan bd ARN té
bao cua dong té bao don c6 hoat tinh tbt trong vi du 2 dugc chiét bing cach st dung
kit tinh ché ARN (Qiagen, sd san phém 74134, xem cac budc trong quy trinh tinh
ché). Sau d6 cADN mach don duoc tao ra bang cach st dung kit tong hop cADN
(Invitrogen, s6 san pham 18080-051), tirc 1a phién ma nguge cADN st dung moi
Oligo-dT. cADN duogc str dung lam khudn mau dé tdng hop céc trinh ty ving bién
ddi chudi nhe va chudi ning cua khang thé bing cach st dung phuong phap PCR,
va san phdm PCR dugc tich dong trong vecto pMD-18T TA va sau d6 dugce chuyén
sang budc giai trinh ty. Cac trinh tw chudi nhe va chudi ning cia khéng thé thu
duoc duge tich dong tuong tng trong vecto biéu hién (xem vi du 1 dé biét phuong
phap), khang thé don dong tai t6 hop duge biéu hién, va hoat tinh dugc kiém tra
(xem vi du 2 d& biét phuong phép), va sau d6 tién hanh thao téc lam tuong thich véi
nguoi.

Céac gbe axit amin cia VH/VL CDR ctia khéng thé khang CD79B clia nguoi
theo sang ché dugc xac dinh va duoc ky hiéu theo h¢ danh sb6 Chothia.

> Vung bién dbi chudi ning cua khang thé don dong tur té bao lai cia chudt

30

30/61



49025

mAb015:
QVQLQQSGAELARPGASVKLSCKASGSSFTSYGINWVKQRTGQGLEWIGEI
FPRSGNTYYNEKFEGKATLTADKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYFCAKGDLGD
FDYWGQGTTLTVSS (SEQ ID NO: 3).
> Ving bién dbi chudi nhe cia khang thé don dong tir t& bao lai ctia chudt mAbO15:
DFLMTQTPLSLPVRLGDQASISCRSSQSIVHSDGNTYFEWYLQKPGQSPKLLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPWTFG
GGTKLEIK (SEQ ID NO: 4).
> Vung bién dbi chudi ning cua khang thé don dong tir t& bao lai cia chudt
mAbO17:
QVQLQQSGAELARPGASVKLSCKASGYTFTTYGINWVKQRTGQGLEWIGEI
YPRSGNIYYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYFCARGSDYD
GDFAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 5).
> Vung bién ddi chudi nhe ctia khang thé don dong tir té bao lai ciia chudt mAb017:
DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHHDGNTYLEWYLQKPGQSPKLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPWTFG
GGTQLEIK (SEQ ID NO: 6).
> Ving bién dbi chudi ning cia khang thé don dong tir té bao lai cia chudt
mAb016:
QVQLQQSGAELARPGASVKLSCKASGYIFTNYGIIWVKQRTGQGLEWIGDIF
PGSGNTYYNENFKGKATLTADKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYFCSRGELGDF
DYWGQGTTLTVSS (SEQ ID NO: 17).
> Vaung bién ddi chudi nhe ctia khang thé don dong tir t& bao lai ctia chuét mAb016:
VVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQNIVHSDGTTYLEWYLQKPGQSPKLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPWTFG
GGTKLEIK (SEQ ID NO: 18).

CA4c trinh ty CDR cua chudt theo quy tdc danh sd Chothia dugc thé hién trong
bang 3:

Bang 3. Céc trinh ty CDR cta khang thé chudt khang CD79B ctia ngudi

CDR mAbO15 mADb016 mAbO17

CDRI1 cua | GSSFTSY GYIFTNY GYTFTTY
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chudi ning | (SEQ ID NO: 7) (SEQIDNO:23) [(SEQID NO: 13)

CDR2 cua FPGSGN YPRSGN
| FPRSGN
chudi (SEQIDNO: 24) | (SEQID NO: 14)
] (SEQ ID NO: 8)
nang
CDR3 cua | GDLGDFDY GELGDFDY GSDYDGDFAY

chudi nang | (SEQ ID NO: 9) (SEQ ID NO: 25) | (SEQ ID NO: 15)
RSSQSIVHSDGNT | RSSQNIVHSDGTT | RSSQSIVHHDGN

CDRI1 cua

~ YFE YLE TYLE
chuoi nhe

(SEQID NO: 10) |(SEQIDNO:26) |(SEQID NO: 16)

CDR2 ctia KVSNRFS
chudi nhe (SEQ ID NO: 11)
CDR3 ctia FQGSHVPWT
chudi nhe (SEQ ID NO: 12)

Vi du 4. Lam twong thich v6i ngudi cac khang thé khang CD79B clia ngudi

Sau khi so sanh murc twong ddng cla céc trinh tur chudi nhe va chudi ning cla
khang thé don dong ctia chudt khang CD79B thu duoc trong vi du 3 véi co s& dit
liéu khang thé, mé hinh khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi duge thiét 1ap.
Theo md hinh nay, cac khang thé don dong khang CD79B duoc 1am tuwong thich véi
ngudi ti wu duge chon 1am cac phan ti dugc uu tién bing céach sang loc dot bién
ngugc. Phuong phép nay bét du tir viéc tra ctru co s dit liéu mo hinh ciu tric tinh
thé ctia Fab ctia chudt da cong bd (nhu co sé dit liéu PDB) dbi véi céc cdu tric tinh
thé tuong ty hodc tuong ddng voi cdu tric cia cac phan tir du tuyén ciia chudt thu
duge, va cac cdu trac tinh thé Fab c6 do phéan giai cao (nhu < 2,5A) duge chon dé
thiét 1ap mo hinh Fab cua chugt. Céc trinh ty chudi nhe va chudi niing ctia khang thé
chudt dugc so sanh vdi céc trinh tu trong mé hinh. Céc trinh tu phu hop véi céc
trinh ty khang thé ctia chudt trong mo hinh dugc giit lai dé tao ra mod hinh cu trac
ctia khang thé chubt; axit amin khong twong thich 1a cac vi tri dot bién nguoc tiém
4n. M6 hinh c4u tric khang thé chudt duoc chay voi phan mém quan st Swiss-pdb
dé t6i wu hoa ning lwong (t6i thiéu héa). Cac vi tri axit amin khéc trong mo hinh

(ngoai trr cdc CDR) dugce giy dot bién ngugc, va cac khang thé dot bién thu duoc
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(dugc lam twong thich v&i ngudi) duge so sanh véi cac khang thé trude khi lam
tuong thich véi ngudi dé phat hién hoat tinh. Cac khang thé duoc lam twong thich
v6i ngudi ¢ hoat tinh t6t dugc gitt lai. Sau d6, cac ving CDR duoc 1am t6i wu, bao
gbm tranh cac vi tri glycosyl hoa, khir amit va oxy héa. Cac khang thé dugc md ta
trén day duogc tach dong, biéu hién va tinh ché bing cac phuong phap biéu hién tai
t6 hop va tach dong gen. Sau khi phat hién bang SPR, v.v., cac khang thé dugc lam
turong thich véi ngudi hAb015 va hAb017 ma van gitt dugc hoat tinh tét nhét cudi
cung dugc chon. Xem bang 4 dé biét sb lidu cu thé. Cac khéang thé dugc lam tuong
thich v6i ngudi hAb015 va hAb017 van giit duge 4i luc twong tw va cdc chiic ning
¢6 lién quan giéng nhu cic khang thé don dong cia chuot.

Bang 4. Cac két qua xac dinh cta cac khang thé khang CD79B dugc 1am twong

49025

thich véi ngudi

Phuong phép phat ,
. Protein/dong t€ bao SN8 hAbO15 | hAb017
hién
Phat hién SPR (Kd, Protein CD79B
_ 5,98 0,43 3,77
nM) nguoi-His
Thtr nghiém giét té | Cacté bao DoHH2 | 4229,0 | 473,5 /
bao (ICso, ng/ml) Té bao Raji >10000 | >10000 /
Protein CD79B
. Co Co Céo
nguoi-His
Kha néng phan tng Protein CD79B
Khong Khong Khong
chéo gifra céc loai cyno-His
Protein CD79B cua
Khong Khong Khong
chuot-His
Phat hién d6 6n dinh DSC (Tm, °C) 63 60 65
nhiét DLS (Tagg, °C) 61 62 67

(Luu y: / c6 nghia 12 khong dugc tién hanh phat hién)
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Trinh tu cia cdc khang thé dugc 1am twong thich v6i ngudi hAbO1S va
hAb017 duoc thé hién dudi day.

>Trinh tu chudi ning cta khéng thé duoc lam twong thich v6i ngudi hAbO15:

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGSSFSSYGINWVKQAPGQGLEWIGEI
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FPRSGNTYYNEKFEGRATLTADKSTSTAYMELRSLRSEDTAVYYCAKGDLG
DFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 19).
>Trinh tw chudi nhe cta khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi hAb015:
DFVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSDGNTYFEWYLQKPGQSPKLLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPWTFG
GGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD
NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 20).
>Trinh tu chudi ning cta khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi hAb017:
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTTYGINWVKQAPGQGLEWIGEI
YPRSGNIYYNEKFKGKATLTADKSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARGSDY
DGDFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 21).
>Trinh tw chudi nhe ctia khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi hAb017:
DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHHDGNTYLEWYLQKPGQSPQLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPWTEFG
GGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYVD
NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 22).

Vi du 5. Qué trinh nhép bao cua cac khang thé khang CD79B
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Pé thir nghiém lidu cac khang thé CD79B theo sang ché c6 thé duoc nhdp bao
vao cac té bao cung vdi CD79B ctia ngudi sau khi gin két véi CD79B ciia ngudi
hay khéng, thir nghiém nhép bao duoc tién hanh véi cac té bao DOHH-2 (DSMZ,
ACC 47) véi mic biéu hién cao cua protein CD79B cua ngudi dé danh gia kha
nang khang thé dugc nhap bao.

Céc té bao DOHH-2 dugc nudi cdy theo phuong phap thong thudng thich hop
v6i cac t& bao huyén phi. Thanh phan ctia méi trudng ddy da 1a: méi trudng RPMI
1640 (GIBCO, Cat No.: 11835-030), cing v6i 10% (thé tich/thé tich) huyét thanh
bao thai bo (FBS) (GIBCO, Cat No.: 10099-141) va penixilin/streptomyxin
(GIBCO, Cat No.: 15070-063).

Trong thir nghiém nay, cac t& bao nay dugc thu gom bang cach ly tAm & nhiét
do thap & 4°C, 1000 vong/phut trong 5 phat. Cac té bao dugc tai huyén phu trong
10-15 ml dung dich dém FACS da lam lanh so b trén da. Thanh phan cta dung
dich dém FACS 1a: dung dich nuéc mudi dém phosphat (PBS), pH 7,4, cing véi
2% huyét thanh bao thai bd (FBS). Trong sudt toan bd qua trinh thit nghiém, dung
dich dém FACS duogc lam lanh so bd trén dd. Sau khi ly tdm va dém, cac t& bao
duoc bd sung vao dia ¢6 96 16 & ty 18 300.000 té bao/13. Sau khi ly tim va gan dich
ndi, 12,5 pg/ml dung dich phong bé Fc (BD, Cat No.: 564220) dugc bd sung & nong
d6 100 pl/15. Cac té bao duge phong bé & nhiét do trong phong trong 10 phit. Sau
d6 20 pg/ml khang thé CD79B can thir nghiém dugc bd sung vao 13 twong tmg va
& nhiét do 4°C trong bong ti trong 1 gidr. Cac té bao duge rira hai 1an bang dung
dich dém PBS da lam lanh so bd dé loai bd cac khang thé khong gin két. Moi
truong nudi cdy té bao ddy du (moi truong RPMI 1640 véi 10% huyét thanh bao
thai bo) duogc bd sung va cac té bao dugce U & nhiét @6 37°C va 5% COz trong 0 gio,
1 gi0, 2 gio hoac 4 gio. Sau khi ly tdm va gan dich nbi, dung dich dém PFA 2%
duoc bd sung v6i luong 100 pl/1d. Cac té bao dwoc tai huyén phi va dé yén trong
10 phut. Sau do, cac té bao duoc rira bang dung dich dém FACS 3 14n, sau do 100
ul dung dich khang thé thir cdp (khang thé thir cép ctia dé khang ngudi duge dédnh
ddu huynh quang: pha lodng theo ty 18 1:250 v6i ndng d6 bang 2 pg/ml, Biolegend,
Cat#409304) duge bd sung va & nhiét do 4°C trong bong tdi trong 0,5 gid. Dung
dich dém PBS da lam lanh so bd duoc bd sung va ly tam ¢ 4°C dé gan dich ndi, lap
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lai budc nay ba lan. Cac té bao duge tai huyén phu trong dung dich dém FACS véi
lwgng 200 pl/Id va dwge phat hién bang phép do dong chay té bao (BD FACS
Calibur).

Cac két qua da chi ra ring khong khang thé nao trong sb ba khang thé nay,
SN8, hAb015 va hAb017, ¢ thé dugc nhép bao bang cac t& bao DOHH-2 khi duoc
U & nhiét d6 4°C. Trong khi d6, néu & & nhiét d6 37°C, hiu hét cac khang thé da
dugc nhap bao bdi cac té bao DOHH-2 sau 1 gid, va sy nhap bao khang thé dat dén

murc t6i da sau 4 gidr. Toan bd 3 khang thé dwgc nhép bao twong ddi tét.
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé khang CD79B ctia ngudi hodc doan gin két véi khang nguyén cia
n6, ma chira viing bit ky dwoc chon tir cac vang (I) dén (11I) sau:

(I) ving bién dbi chudi nang, bao gdbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 7 hoic 27, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9, twong Ung;
va

ving bién d6i chudi nhe, bao gdbm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong Gng;

(II) ving bién @i chudi ning, bao gdbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 15, twong mg; va

ving bién dbi chudi nhe, bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhw duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, tuong Ung;

(IIT) ving bién ddi chudi ning, bao gbm HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 nhu
duge thé hién trong SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 va SEQ ID NO: 25, tuong
ung; va

viing bién dbi chudi nhe, bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 nhu duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12, twong ung.

2. Khéang thé khang CD79B cua ngudi hodc doan gin két voi khang nguyén
clia n6 theo diém 1, trong do:

ving bién d6i chudi ning bao gdm:

trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3 hoac trinh ty ¢6 it nhét 90%,
95%, 98%, 99% tuong déng voi SEQ ID NO: 3; hoac

trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 5 hogc trinh ty ¢0 it nhéf 90%,
95%, 98%, 99% tuong ddéng v4i SEQ ID NO: 5;

trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 17 hoic trinh ty c6 it nhét 90%,
95%, 98%, 99% tuong doéng vi SEQ ID NO: 17;

va/hodc ving bién dbi chudi nhe bao gdm:

trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 4 hoic trinh tu c6 it nhét 90%,
95%, 98%, 99% tuong déng v6i SEQ ID NO: 4; hoac
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trinh ty nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 6 hogc trinh ty c¢6 it nhit 90%,
95%, 98%, 99% tuong déng v6i SEQ ID NO: 6;

trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 18 hoic trinh tu ¢6 it nhit 90%,
95%, 98%, 99% tuong ddng véi SEQ ID NO: 18.

3. Khang thé khang CD79B ctia ngudi hodc doan gin két véi khang nguyén
ciia n6 theo diém 1, trong do:

ving bién ddi chudi nang cua khang thé khang CD79B cta ngudi hoic doan
gén két v6i khang nguyén 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va viing bién
d6i chudi nhe 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 4; hoic

ving bién dbi chudi ning ciia khang thé khang CD79B ciia ngudi hodc doan
gin két v6i khang nguyén 12 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5, va viing bién
dbi chudi nhe 1a nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6; hoéc

vung bién d6i chudi ning cta khang thé khang CD79B clia ngudi hodc doan
gén két v6i khang nguyén 1a nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 17, va ving bién
d6i chudi nhe 13 nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 18.

4. Khang thé khang CD79B cia ngudi hodc doan gin két v6i khang nguyén
cta n6 theo diém 1, ma 1a khang thé chudt, khang thé kham, khang thé ngudi hoic

khéang thé dugc lam tuong thich v&i ngudi hode doan cua no.

5. Khang thé khang CD79B ctia ngudi hoic doan gén két v6i khang nguyén
ctia n6 theo diém 4, trong d6 khang thé nay 1a khang thé dugc lam twong thich véi
ngudi voi chudi ning cia n6 bao gdm: trinh tw nhu duge thé hién trong SEQ ID
NO: 19 hodc trinh tw ¢6 it nhét 90%, 95%, 98%, hoidc 99% twong ddng véi SEQ ID
NO: 19; hoac

trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 21 hoéc trinh tw c6 it nhét 90%,
95%, 98%, hoic 99% twong dong véi SEQ ID NO: 21;

va/hodc chudi nhe bao gém: trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 20
hodc trinh tu ¢6 it nhit 90%, 95%, 98%, hoiic 99% twong ddéng véi SEQ ID NO: 20;

hodc
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trinh tw nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 22 hoic trinh tu ¢6 it nhit 90%,
95%, 98%, hodc 99% twrong ddng véi SEQ ID NO: 22.

6. Khang thé khang CD79B ctia ngudi hoidc doan gin két véi khang nguyén
ctia n6 theo diém 35, trong d6 chudi ning cta khang thé khang CD79B hoic doan
gin két voi khang nguyén 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 19, va chudi nhe
14 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 20; hoic

chudi ning ctia khang thé khang CD79B hoic doan gin két véi khang nguyén
1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 21, va chudi nhe 14 nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 22.

7. Khang thé khang CD79B cta ngudi hoic doan gin két véi khdng nguyén
ctia n6 theo diém bt ky trong s cac diém tir 4 dén 6, trong d6:

ving bién ddi chubi ning cta khang thé dugc lam twong thich véi ngudi bao
gbm viung khung chudi ning cia IgG1, IgG2, IgG3 hoic IgG4 cia ngudi hodc bién
thé cua chung;

doan gén két véi khang nguyén duoc chon tir nhém bao gbm Fab, Fab’-SH, Fv,

scFv va/hodc doan (Fab’),.

8. Khang thé khang CD79B cta ngudi hoic doan gin két voi khang nguyén
clia né theo diém 7, trong d6 vung bién ddi chudi ning cia khéng thé dugc 1am
twong thich v6i ngudi bao gdm ving khung chudi ning cta IgG1, IgG2 hoic IgG4

clia nguoi.

9. Khang thé khang CD79B ciia ngudi hodc doan gén két voi khang nguyén
ctia n6 theo diém 8, trong d6 ving bién dbi chudi nang ciia khang thé dugc 1am
twrong thich v6i ngudi bao gém ving khung chudi ning cia IgG1 hodc IgG2 cla

nguoi.

10. Khang thé khang CD79B cua ngudi hodc doan gin két v6i khang nguyén

ctia nd, bao gdm chudi ning va chudi nhe, trong d6 chudi ning ctia khang thé khéng
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CD79B hoic doan gin két v6i khang nguyén 1a nhu duge thé hién trong SEQ ID
NO: 19, va chudi nhe 14 nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 20.

11. Thé tiép hop khang thé-duogc chét, trong d6 khang thé bao gdm khang thé
khang CD79B cua ngudi hodc doan gin két voi khang nguyén cia né theo diém bt

ky trong sb cac diém tir 1 dén 10,

12. Thé tiép hop khang thé-dugc chét theo diém 11, trong d6 thé tiép hop
khang thé-duoc chit bao gdm chét gay ddc té bao.

13. Thé tiép hop khang thé-dugc chit theo diém 12, trong d6 chét gay doc té
bao dugc chon tir nhém bao gém doc td, chit hoa tri, khang sinh, chét déng Vi

phong xa va enzym phan cit lién két nucleotit-nucleotit.

14. Polynucleotit md héa khang thé khang CD79B ciia ngudi hodc doan gén

két v6i khang nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 10.

15. Vecto chira polynucleotit theo diém 14, ma 1a vecto biéu hién nhan thyc,

vecto bi€u hién nhan so hoac vecto virut.
16. T€ bao chu chira vecto theo diém 15.

17. Té bao cht theo diém 16, trong do té bao chu 12 té bao vi khuén, ndm men,

hodc dong vat co vu.

18. Té bao chu theo diém 16, trong d6 té bao chu 1a Escherichia coli, Pichia

pastoris, té bao triung chudt hang Trung Quéc hodc té bao phoi than cia nguoi 293.
19. Phuong phap san xudt khang thé khang CD79B ciia ngudi hodc doan gan

két véi khang nguyén cia nd, bao gom budce:

biéu hién khang thé khang CD79B ctia ngudi hodc doan gin két v6i khang

40



49025

nguyén clia né trong té bao chi theo diém bt ki trong s cac diém tir 16 dén 18, va
phan 1ap khang thé khang CD79B cuia ngudi hodc doan gin két véi khang nguyén

cua no tu t€ bao nudi cay.

20. Dugc pham, trong d6 dugc phim nay chira:

thanh phan bat ky hodc dang két hop bit ky cia ching dwoc chon tir nhém sau:
khang thé khang CD79B hoic doan gén két voi khang nguyén cia né theo diém bt
ky trong sb cac diém tir 1 dén 10, thé tiép hop khang thé-dugc chat theo diém bat ky

trong s céc diém tir 11 dén 13, polynucleotit theo diém 14, vecto theo diém 15.

21. Dugc pham theo diém 20, trong d6 dugc phidm nay con chira ta dugc, chit

pha loang hoic chit mang duoc dung.
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<110>

<120>
PHUONG

<130>

<150>
<151>

<160> 2

<170>

<210> 1
<211>
<212>
<213>

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

<400> 1

Ala Arg Ser Glu

1

Arg Ile Trp Gln
20
Val Lys Met His

7

433
PRT
Trinh ty nhén tao

35

Leu Trp Lys Gln

50
Lys
65
Ile

Lys

Arg Val

Gly Arg Met
Gln Gly Ile

Cys Asn Asn

702007CPCT

PEPTIT
(0)..(433)
ECD CD79B ngudi-hFc

Asp
5
Ser

Cys
Glu

Glu
70
Arg
85
Thr

100

Met

115

Leu Lys
130
Ile Ile
145
Gly Met

Ala Thr

Ser Val

Asp
Val
Glu

Tyr

Gly Phe

Gly Ile

Pro Ile

49025

DANH MUC TRINH TU

201910083330.4
2019-01-28

Arg Tyr

Pro Arg
Met
40

Asp

Tyr

Met
55
Glu Ser

Phe Glu

Ser Glu
Thr
120
Met

Ser

Ile
135
Phe Leu

150

Glu Asp
165
Glu Asp

180
Gly Glu His Pro Gly Gln Glu Glu Pro

His Thr

Ile Val

TUOJIE BIOTECH (SHANGHAI) CO.,

Danh muc trinh ty SIPO 1.0

Arg Asn
10
Phe Ile

25
Asn Ser

Glu Asn

Gln Asn

75

Asp Asn
90
Val Tyr
105
Leu Ala

Ile Gln

Leu Leu

LTD.

Pro Lys

Ala Arg

Ala Ser
45
Pro Gln

60
Glu Ser

Gly Ile

Gln Gly

Gln Leu

125

Thr Leu
140
Asp Lys

155

Tyr Glu

170
Thr Leu
185

Gly Leu

Arg Thr

Gly Ser
15
Lys Arg
30
Gly Asn

Gln Leu

Leu Ala
Phe
95
Cys Gly
110

Lys Gln

Tyxr

Leu Ile
Asp Asp

Asp Ile
175
Gly Glu
190
Lys Ser

Ala
Gly
val
Lys
Thr
80
Cys
Thr
Arg
Ile
Ser
160
Asp

Val

Cys

Cys
Phe
Ser
Leu
Leu
Gln
Glu
Asn
Leu
Lys
Gln
Lys

Asp

KHANG THE KHANG CD79B, THE TIEP HOP KHANG THE-DUQC CHAT,
PHAP SAN XUAT VA DUQC PHAM CHUA CHUNG

Ser
Thr
Trp
Glu
Thr
Gln
Leu
Thr
Phe
Ala
Thr
Trp

Lys
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195
Thr His Thr
210
val

200
Cys Pro Pro Cys
215
Leu Phe Pro
230
Glu val
245
Val Lys Phe
260
Lys Thr Lys
275
Ser Val
290
Lys

Ser Phe
225

Arg

Pro Lys Pro

Thr Thr Val Vval
250
Trp Tyr Val

265

Glu

Pro Cys

Pro Glu Asn

Ala Glu
280

Leu

Pro Arg Gln

vVal val His Gln

295
Ser

Leu Thr
Val
310
Lys Ala Lys
325
Pro Ser Arg Glu
340
Leu Val Lys Gly Phe
355
Asn Gly Gln Pro Glu
370 375
Ser Asp Gly Ser Phe
390
Arg Trp Gln Gln Gly
405
Leu His Asn His Tyr
420

Tyr Ala
305

Thr

Cys Lys Asn Lys

Ile Gln Pro
330

Met Thr

345

Pro Ser

Ser Gly

Leu Pro Glu

Cys Tyr
360
Ser Asn
Asp Phe
385
Ser

Leu Tyr

Val Phe

410
Gln Lys
425

Asn

Ala Thr

Lys

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

2

207

PRT

Trinh ty nh8n tao

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

PEPTIT
(0)..(207)
ECD CD79B ngudi-His

<400> 2

Ala Arg Ser Glu Asp Arg Tyr Arg Asn

1 5 10

Arg Ile Trp Gln Ser Pro Arg Phe Ile
20 25

Val Lys Met His Cys Tyr Met Asn

35 40
Leu Trp Lys Gln Glu Met Asp Glu
50 55
Lys Gly Arg Met Glu Glu Ser Gln

Ser

Asn

Asn

205

Pro Ala Pro Glu Leu

220
Lys Asp

235

Val Asp

Asp Gly
Asn
285
Asp Trp
300
Leu Pro

Tyr

315

Arg Glu
Lys Asn

Asp Ile
365

Asn Tyr Lys Thr Thr

380
Ser Lys

395

Ser Cys

Ser Leu

Pro Lys
Ala Arg

Ala Ser

45

Pro Gln
60

Glu Ser

Leu

Thr Leu

Val Ser
255
Val Glu
270
Ser Thr

Leu Asn

Ala Pro
Gln
335
Val

Pro

Gln
350
Ala Val
Pro

Leu Thr

Val
415
Leu

Ser

Ser
430

Gly Ser
15

Lys Arg

30

Gly Asn

Gln Leu

Leu Ala

Gly
Met
240
His
Val
Tyr
Gly
Ile
320
Val
Ser
Glu
Pro
vVal
400

Met

Ser

Ala
Gly
Val
Lys

Thr

Gly
Ile
Glu
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
His

Pro

Cys
Phe
Ser
Leu

Leu

Pro
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

Gly

Ser
Thr
Trp
Glu

Thr
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65 70

Ile Gln Gly Ile Arg

85

Lys Cys Asn Asn
100

Arg Val Met Gly
115

Leu Lys Asp

130

Ile Ile

145
Gly Met

Thr
Phe

Gly TIle

Ile
150

Glu Asp
165

Tyr Glu Asp
180

Ser Val Gly Glu His

195

Val Pro

Glu

Ala Thr

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

3

117

PRT

Trinh tu nhén

<220>
<221>
<222>
<223>
duoc tu té bao lai c

CHUOI
(0)..(117)

<400> 3
Gln Val Gln Leu Gln
1 5
Ser Val Lys Leu Ser
20
Gly Ile Asn Trp Val
35
Gly Glu Ile Phe Pro
50
Glu Gly Lys Ala Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Ser
85
Ala Lys Gly Asp Leu
100
Leu Thr Val Ser Ser
115

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

4

112

PRT

Trinh tu nhin
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Phe

75

90

Glu Vval
105
Leu

Ser

Thr
120
Met

Ser

Ile
135
Phe

Ile
Leu Leu

His Thr

Tyr
Ala
Gln

Leu

Gln Gly

Gln Leu

125

Thr Leu
140
Asp Lys

155

170

Ile Vval

185
Pro
200

tao

tla chudbt

Gln Ser Gly

Ala

10

Cys Lys Ala
25
Lys Gln Arg
40
Arg Ser
55
Leu Thr Ala

Leu Thr

Ser

Thr

Gly Asn

Asp
75

Ser Glu Asp

90

Gly Asp
105

tao

Phe Asp Tyr

Tyr Glu Gly Leu
Thr Leu Arg Thr

Gly Gln Glu His His
205

Glu Leu

Gly Ser
Gln
45
Tyr

Gly
Thr

60
Lys Ser
Ser

Trp

80

Glu Asp Asn Gly Ile Tyr Phe Cys

95
Cys Gly Thr
110
Lys Gln Arg

Leu Ile Ile

Asp Asp Ser
160
Asp Ile Asp
175
Gly Glu Vval
190
His His His

Ala Arg Pro

15
Ser Phe
30

Gly Leu

Thr
Glu

Tyr Asn Glu

Thr

80

Ala Vval Tyr
95

Gly Gln Gly

110

Ser Ser

Gln
Glu
Asn
Leu
Lys
Gln
Lys

His

Gly
Ser
Trp
Lys
Ala
Phe

Thr

Gln
Leu
Thr
Phe
Ala
Thr

Trp

Ving bién ddi chudi ning ctia khadng thé don déng mAbO15 thu

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Thr
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<220>

<221> CHUOI
<222> (0)..(112)
<223>

49025

duoc tu té bao lai ciia chudt

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly

70

Ala

Trp

<400> 4
Asp Phe Leu Met
1 5
Asp Gln Ala Ser
20
Asp Gly Asn Thr
35
Pro Lys Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65
Ser Arg Val Glu
85
Ser His Val Pro
100
<210> 5
<211> 119
<212> PRT
<213>
<220>
<221> CHUOI
<222> (0)..(119)
<223>

Gln
Ser
Phe
Tyr
55
Ser

Glu

Thr

Trinh tu nhdn tao

Thr Pro Leu
10
Cys Arg Ser
25
Glu Trp Tyr
40
Lys Val Ser

Ser
Ser
Leu

Asn
60
Gly Ser Gly Thr
75
Asp Leu Gly Val
90
Phe Gly Gly Gly
105

dugc tu té bao lai cua chuét

<400> 5

Gln Val Gln Leu

1 5

Ser Val Lys Leu
20

Gly Ile Asn

35
Gly Glu Ile
50

Lys Gly Lys

65

Met Glu Leu

Trp
Tyr
Ala

Arg
85
Ala Arg Gly Ser
100
Thr Leu Val Thr
115

Gln
Ser
Val
Pro
Thr

70
Ser

Asp

vVal

Gln
Cys
Lys
Arg
55
Leu
Leu

Tyr

Ser

Ser Gly Ala Glu
10
Lys Ala Ser
25
Gln Arg Thr
40

Ser

Gly
Gly
Ile

60
Lys

Gly Asn

Thr Ala Asp
75

Ser Glu Asp

90

Gly Asp Phe

105

Ala

Thr

Asp

Leu
Gln
Gln
45
Arg
Asp

Tyr

Thr

Leu
Tyr
Gln
45
Tyr
Ser

Ser

Ala

Pro Val Arg
15

Ser Ile Vval

30

Lys Pro Gly

Phe Ser Gly

Phe Thr Leu
80
Cys Phe

95
Lys Leu Glu
110

Tyr

Ala Arg Pro
15

Thr Phe Thr

30

Gly

Leu Glu

Tyr Asn Glu
Thr
80
Val Tyr
95

Tyr Trp Gly
110

Ser Ser

Ala

Leu
His
Gln
Val
Lys
Gln

Ile

Gly
Thr
Trp
Lys
Ala
Phe

Gln

ving bién dbi chudi nhe cta khdng thé& don dédng mAb015 thu

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
Gly

Lys

ving bién db4i chudi ni&ng ctia khdng thé don ddéng mAb017 thu

Ala
Tyxr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Gly
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<210> 6

<211> 112

<212> PRT

<213>

<220>

<221> CHUOI
<222> (0)..(112)
<223>

Trinh ty nhdn tao

49025

dugc tu té bao lai cua chudt

<400> 6
Asp Val Leu
1

Asp Gln Ala

20

Asp Gly Asn
35
Pro Lys Leu
50
Asp Arg Phe
65
Ser Arg Val

Ser His Val

Met
5
Ser
Thr
Leu

Ser

Glu
85
Pro

100

<210> 7
<211> 7
<212> PRT
<213>

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

MIEN
(0) ..

<400> 7

(7)

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly

70

Ala

Trp

Gln
Ser
Leu
Tyr
55
Ser

Glu

Thr

Trinh ty nhdn tao

Thr Pro

Leu Ser

10

Cys Arg
25
Glu Trp

40
Lys Val

Gly Ser

Asp Leu

Ser Ser

Tyr Leu
Asn

60
Thr

Ser

Gly
75
Gly val

90
Phe Gly Gly Gly

105

Gly Ser Ser Phe Thr Ser Tyr

1

<210> 8
<211l> 6
<212> PRT
<213>

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

MIEN
(0)..

5

(6)

Trinh ty nhdn tao

CDR1 chudi ning cua mAbO1S5

CDR2 chudi ning cua mAbO1l5

Leu
Gln
Gln
45
Arg
Asp

Tyr

Thr

Pro Val
15
Ser Ile
30
Lys

Ser
val

Pro Gly

Phe Ser Gly

Phe Thr Leu
80
Cys Phe
95

Gln Leu Glu

110

Tyr

Leu
His
Gln
Val
Lys
Gln

Ile

ving bién d8i chudi nhe cua khdng thé don ddng mAb017 thu

Gly
His
Ser
Pro
Ile
Gly

Lys
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<400> 8

Phe Pro Arg Ser Gly Asn
1 5

<210> 9

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> MIEN
<222> (0)..(8)

<223> CDR3 chudi ning cua mAbO015

<400> 9
Gly Asp Leu Gly Asp Phe Asp Tyr
1 5

<210> 10

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (0)..(16)

<223> CDR1 chudi nhe cua mAb015

<400> 10
Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Phe Glu
1 5 10 15

<210> 11

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (0)..(7)

<223> CDR2 chudi nhe ctia mAb015 mAb016 mAb017

<400> 11

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 12

<211> 9

<212> PRT


CVH140
Textbox


<213>

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

<400>

49025

Trinh ty nhdn tao

MIEN
(0)..(9)
CDR3 chudi nhe ctia mAb01l5 mAb0l6 mAbO17

12

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Trp Thr

1

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

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

<400>

5

13

7

PRT

Trinh ty nhin tao

MIEN
(0) .. (7)
CDR1 chudi ndng cua mAb01l7

13

Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr

1

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

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

<400>

5

14

6

PRT

Trinh tu nhdn tao

MIEN
(0)..(6)
CDR2 chudéi ndng cua mAb017

14

Tyr Pro Arg Ser Gly Asn

1

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

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

5

15

10

PRT

Trinh tu nhin tao

MIEN
(0) .. (10)
CDR3 chudi nang cua mAb017
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<400> 15
Gly Ser Asp Tyr Asp Gly Asp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> MIEN
<222> (0)..(16)

<223> CDR1l chudi nhe cua maAb017

<400> 16

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His His Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 17

<211> 117

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<221> CHUOI
<222> (0)..(117)

<223> ving bién dbi chudi ning cua mAb016

<400> 17
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala
1 5 .10 15
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr
20 25 30
Gly Ile Ile Trp Val Lys Gln Arg Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Asp Ile Phe Pro Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Glu Asn Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ser Arg Gly Glu Leu Gly Asp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110
Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 18

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh ty nhidn tao


CVH140
Textbox


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

<400>

Val vVal Leu Met

1

Asp Gln Ala Ser
Asp Gly Thr Thr

Pro Lys Leu Leu

50

Asp Arg Phe Ser

65

Ser Arg Val Glu

Ser His Val Pro

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

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

<400>

Glu Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Val
Gly Ile Asn Trp

Gly Glu Ile Phe

50
Glu
65
Met

Ala

val

Ala
130

Gly Arg Ala
Glu Leu Arg
Lys Gly Asp
Thr Val Ser

Pro Ser Ser

CHUOI
(0)..(112)

49025

ving bién d8i chudi nhe cta mAb01le6

18

Thr
5

Ile
20

Tyr
35

Ile

Gly

70
Ala
85
Trp
100

19
447
PRT

Gln Thr Pro

Leu Ser

10

Ser Cys Arg
25
Leu Glu Trp
40
Tyr Lys Val
55
Ser Gly Ser

Glu Asp Leu

Ser Ser

Tyr Leu
Asn

60
Thr

Ser

Gly
75
Gly Ile

90

Thr Phe Gly
105

Trinh tu nhédn tao

cHUOI
(0)..(447)

trinh tu chudi ning cta khang
hAbO15

19

val
5

Ser
20

val
35

Pro

Thr
70

Ser

85

Leu

100

Ser

115

Lys

Gln

Ser Gly Ala

Gly Gly

D»

th

Glu

10

Cys Lys Ala
25
Gln Ala

40

Lys
Arg
55

Leu

Leu

Ser Gly Asn

Thr Ala Asp

Ser Gly

Pro Gly
Thr

60
Lys
75

Arg Ser Glu Asp

90

Gly Asp Phe
105
Ala

120

Asp Tyr

Leu
Gln
Gln
45
Arg
Asp

Tyr

Thr

dugc lam tuong thich véi

Val
Ser
Gln
45
Tyr
ser

Thr

Trp

Ser Thr Lys Gly Pro
125

Pro Val
15
Ile

Ser
Asn val
30
Lys

Pro Gly

Phe Ser Gly

Phe Thr Leu
80
Cys Phe
95

Lys Leu Glu

110

Tyr

Lys Lys Pro
15
Ser Phe

30

Gly Leu

Ser
Glu

Tyr Asn Glu
Thr
80
Ala Val Tyr
95

Gly Gln Gly
110

Ser Val Phe

Thr Ser

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
140

135

Leu
His
Gln
val
Lys
Gln

Ile

Gly
Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr
Thr
Pro

Gly

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
Gly

Lys

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
Thr
Leu

Cys
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Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val

145

150

155

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile

180

195

Thr Lys

210
Thr Cys
225
Phe Leu

Pro Glu

Val Lys

val
Pro Pro

Phe Pro

Asp Lys Lys Val

215
Cys Pro
230

Pro Lys

245

Val Thr
260
Phe Asn

275

Thr Lys
290
Val Leu
305
Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

Pro Arg

Thr Val

Val Ser

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu
295
Leu His
310

Asn Lys

325

Ala Lys
340
Arg Glu

355

Val Lys
370
Gly Gln
385

Asp Gly
Trp Gln

His Asn

Gly Phe
Pro Glu

Ser Phe

Gly Gln

Glu Met
Pro
375
Asn Asn
390
Phe Leu

Tyr

405
Gln Gly Asn Val

420
His Tyr

435

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

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

<400>

20

219
PRT
Trinh tu nhdn tao

CHUOI

Thr Gln

(0)..(219)

20
Asp Phe Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

170

185
Cys

200

Glu

Ala Pro

Pro Lys

val
Asn Val

Pro Lys

Thr Val
Pro Ala

Thr Val

190

Asn His
205

Ser Cys

220

Glu Leu
235
Asp Thr

250

val
265
Asp

Val

Val
280
Gln Tyr

Gln Asp

Ala Leu

Asp Val
Gly val

Asn Ser

Leu Gly

Leu Met
His
270
Val

Ser

Glu
285

Thr Tyr

300

Trp Leu
315
Pro Ala

330

Pro Arg
345
Thr Lys
360
Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala

Asn Gly

Pro Ile

Val
350
Ser

Gln

Val
365
val Glu

380

Thr Thr
395
Lys Leu

410

Phe Ser
425
Lys Ser

440

Cys Ser

Leu Ser

Pro Pro

Thr Vval

Val Met

430

Leu Ser
445

Ser Trp
160

Val Leu

175

Pro Ser

Lys Pro
Asp Lys

Gly Pro

240
Ile Ser
255
Glu Asp

His Asn

Arg Val
Glu
320
Lys

Lys

Glu
335
Tyr Thr

Leu Thr

Trp Glu

Val Leu
400
Asp Lys
415

His Glu

Pro Gly

Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

Lys

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

Leu

trinh tu chudi nhe cua khidng thé dugc lam tuong thich véi
hAb015
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1 5
Glu Pro Ala Ser
20
Asp Gly Asn Thr
35
Pro Lys Leu
50
Asp Arg Phe
65
Ser Arg Val

Leu
Ser

Glu

85

Ser His Val Pro
100

Arg Thr Val Ala
115

Gln Leu Lys

130
Tyr Pro Arg
145
Ser Gly Asn Ser

Ser

Glu

165

Thr Tyr Ser Leu
180

49025

10

Ile
25
Phe Glu Trp
40
Tyr Lys Val
55

Tyr
Ile

Gly

70

Ala Glu Asp Val

Trp

105

Ala Pro Ser Val

120

Thr Ala
135

Lys Val

Gly Ser

Ala
150

Gln Glu Ser

Gln

Val

Ser Ser Thr
185

Ser Cys Arg Ser Ser

Tyr Leu

Ser Asn

75

60

Ser Gly Ser Gly Thr

Gly Vval
90

Thr Phe Gly Gly Gly

Phe Ile

val val
140

Trp Lys Val Asp Asn
155

Thr Glu

170
Leu Thr Leu

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr

195

200

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu

210

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

21
449
PRT

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

CHUOI

hAb017

<400> 21
Glu vVal Gln Leu
1 5
Ser Val Lys Val
20
Gly Ile Asn Trp
35
Gly Glu Ile Tyr
50
Lys Gly Lys Ala
65
Met Glu Leu Arg
85

215

Trinh ty nhdn tao

(0)..(449)
trinh tyu chudi n&ng ctia khadng thé

val

Ser

Val

Pro

Thr

70
Ser

Gln
Cys
Lys
Arg
55

Leu

Leu

Ser Gly Ala Glu
10
Lys Ala Ser Gly
25
Gln Ala Pro Gly
40
Ser Gly Asn Ile
60
Thr Ala Asp Lys
75
Arg Ser AsSp Asp
90

15

Gln Ser Ile Val
30

Gln Lys

45

Arg

Pro Gly

Phe Ser Gly

Phe Thr Leu
80

Phe

Asp

Tyr Tyr Cys
95
Lys Val
110
Phe Pro Pro
125

Cys Leu Leu

Thr Glu

Ser
Asn

Ala

160

Gln Asp Ser Lys

175
Ser Lys Ala Asp
190

His Gln Gly Leu
205

Cys

dugc lam tuong thich véi

Val Lys Lys Pro

15
Thr Phe
30

Gly Leu

Tyr Thr

Gln Glu
45
Tyr Tyr Asn Glu
Thr
80

Ala Val Tyr

95

Ser Thr Ser

Thr

His
Gln
Val
Lys
Gln
Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

Ser

Gly
Thr
Trp
Lys
Ala

Tyr

Ser
Ser
Pro
Ile
Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

Ser

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyxr

Cys
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Ala Arg Gly Ser

Thr Leu Val

100
Thr

115

Pro Leu
130

Gly Cys

145

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala

Asp Tyr
Val Ser

Ser Ser

135

Lys Asp
150

Leu Thr

165

Ser Gly
180
Leu Gly

195

Ser Asn

210
Thr His
225
Ser Val

Arg Thr

Pro Glu

Thr Lys

Thr Cys

Phe Leu

Leu Tyr
Thr Gln

Val Asp

215

Pro Pro
230

Phe Pro

245

Pro Glu
260
Val Lys

275

Ala Lys
290
Val Ser
305
Tyr Lys

Thr Ile

Leu Pro

Thr Lys

Val Leu

Cys Lys

Val Thr

Phe Asn

Pro Arg
295

Thr Vval
310

Val Ser

325

Ser Lys
340
Pro Ser

355

Leu
370
Ser Asn
385

Asp Ser

Cys

Ser Arg

Ala Leu

Val Lys
Gly Gln

Asp Gly

Ala Lys

Arg Glu
Phe
375
Glu

Gly

Pro
390
Ser Phe

405

Trp Gln
420
His Asn

435

Lys

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

<220>

22

219
PRT
Trinh ty nhin tao

Gln Gly

His Tyr

49025

Asp Gly

105
Ser Ala
120
Lys Ser

Tyr Phe

Ser Gly

Asp Phe

Ser Thr

Thr Ser

Ala Tyr

110

Lys Gly
125

Gly Gly

140

Pro Glu
155
Vval His

170

Leu
185
Tyr

Ser

Thr
200
Lys Lys

Cys Pro

Pro Lys

Ser Ser

Ile Cys

val Glu

Pro Val
Thr Phe

val val

190

Asn Val
205

Pro Lys

220

Ala Pro
235
Pro Lys

250

Val
265
Tyr

Cys

Trp
280
Glu Glu

Leu His

Asn Lys

val val
Val Asp

Gln Tyr

Glu Leu

Asp Thr
Val
270
Val

Asp

Gly
285

Asn Ser

300

Gln Asp
315
Ala Leu

330

Gln
345
Met

Gly

Glu
360
Tyr Pro

Asn Asn

Phe Leu

Pro Arg

Thr Lys

Ser Asp

Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro
350
Asn Gln
365

Ile Ala

380

Tyr Lys
395
Tyr Ser

410

Val
425
Thr Gln
440

Asn

Phe Ser

Lys Ser

Thr Thr

Lys Leu
Ser
430
Ser

Cys

Leu
445

Trp Gly
Pro Ser
Thr Ala

Thr Vval

160
Pro Ala
175
Thr Vval

Asn His

Ser Cys

Leu Gly
240
Leu Met
255
Ser His

Glu Vval

Thr Tyr

Asn Gly
320
Pro Ile
335
Gln Val

Val Ser

Val Glu
Pro
400
Thr Vval
415

Val Met

Pro

Leu Ser

Gln
Val
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
His

Pro

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

Gly
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<221> CHUOI
<222> (0)..(219)
<223> trinh ty chudi nhe cta khadng thé dugc lam tuong thich voi
nguoi hAb017
<400> 22
Asp Val val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Vval
20 25 30
Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe
85 90 95
Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
100 105 110
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
115 120 125
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
130 135 140
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
145 150 155 160
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
165 170 175
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
180 185 190
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
195 200 205
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 23
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> MIEN
<222> (0)..(7)
<223> CDR1 chudi ndng cua mAb01l6
<400> 23
Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr
1 5
<210> 24

<211> 6

49025

Pro
His
Gln
Val
Lys
Gln
Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

Ser

Gly
His
Ser
Pro
Ile
Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

Ser
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<212>
<213>

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

<400>

49025

PRT
Trinh ty nhan tao

MIEN
(O)..(6)~
CDR2 chudéi nhe cua maAbOl6e

24

Phe Pro Gly Ser Gly Asn

1

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

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

<400>

5

25

8

PRT

Trinh ty nhan tao

MIEN

(0)..(8)
CDR3 chudéi ndng cua mAb01l6

25

Gly Glu Leu Gly Asp Phe Asp Tyr

1

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

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

<400>

Arg Ser Ser Gln Asn Ile Val His Ser Asp Gly Thr Thr Tyr Leu Glu

1

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

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

5

26

16

PRT

Trinh ty nhadn tao

MIEN
(O)..(lGZ
CDR1 chudi nhe cua mAb01l6

26
5 10

27

7

PRT

Trinh ty nhidn tao

MIEN
(0) .. (7)
CDR1 chudi ndng cta hAb015
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<400> 7
Gly Ser Ser Phe Ser Ser Tyr
1 5 10


CVH140
Textbox




