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Linh vue k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén khang thé lién két véi GARP va hitu ich 1am chét diéu trj
khdi u, va phuong phap didu tri khdi u bing cach sir dung khang thé nay.
Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Té bao T diéu hoa (Treg) 14 té bao nguyén nhan chinh cam tmg sy dung nap mién
dich duoc quan sat thiy & ving khéi u ciia bénh nhan ung thu. Tirc 13, & bénh nhan ung

thu, céc nhém té bao midn dich ma v& ban chit c6 tic dung tidu diét khdi u bi chuyén

u
hé mién dich béi Treg dugc hoat hda trong o khbi u nay, va diéu nay
din dén su tién trién 4c tinh cta khéi u [Tai liéu phi sang ché 1].

Glycoprotein-A wu thé sao chép (Glycoprotein-A Repetitions Predominant
(GARP)) 14 protein c6 ciu tric xuyén mang mot 14n [Tai liéu phi sang ché 2], va protein
ndy duoc biéu hién trén bé mit t& bao Treg va tao phirc chit v6i TGF-p tiém tang (mot
tién chit cia TGF-p 12 phan ti quan trong dé cam ung su dung nap mién dich) [Tai liéu
phi sang ché 3].

Do su tuong tac té bao-té bao giita Treg va cic té bao dich ma Treg cam ting su
tic ché mién dich dén ching, TGF-B duoc truong thanh tir TGF-B tiém tang bdi GARP
trén bé mat t& bao Treg va duoc tiét ra tir Treg, va cac tin hidu e ché mién dich cua
TGF-p duoc truyén truc tiép dén céac t& bao dich [Tai liéu phi sang ché 4, 5]. P4 ching
minh dugc ring GARP lién két mang dugc bidu hién trén bé mit té bao 1a can thiét cho
su trudng thanh nay cia TGF-p [Tai liéu phi sang ché 5]. Mt khac, cling da chirng minh
dugc rang GARP hoa tan thiéu ving xuyén mang tc ché su ting sinh cia céc té bao T
CD4-duong tinh khi né dugc bd sung truc tiép vao mdi trudng nuodi cAy té bao [Tai lidu
phi sang ché 6]. Do d6, khong thé loai trir rang c¢6 co ché e ché mién dich cia GARP
ma khong can sy trudng thanh ciia TGF-p trén mang té bao.

GARP khong nhitng duge biéu hién bi Treg tir méu ngoai vi khi chung duge
hoat hoa, ma con duge biéu hién trong méi trudng 1am sang boi cac t& bao thAm nhap

khéi u tai c4c vi khi khdi u cia bénh nhéan ung thu [Tai lidu phi sang ché 7], bdi Treg
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tdn tai trong céc cb truéng [Tai liéu phi séng ché 8], va con béi Treg tudn hoan trong
mau ngoai vi clia bénh nhan ung thu [Tai liéu phi sang ché 9].

Trong thong bdo nghién clru vé tac dung ciia viéc trc ché sy biéu hién GARP
dén chirc nang cta Treg, GARP huéng dich siARN da uc ché chirc nang trc ché mién
dich cua Treg d6i véi cac dap img ting sinh cua cac té bao T giup, song tac dung tc
ché nay 13 mot phan [Tai liéu phi séng ché 10].

Trong thdng béo khac, cac khang thé khang GARP (MHG-8 va LHG-10) ma
duoc ghi nhan 1a c¢6 kha nang e ché sy truong thanh TGF-B da tc ché chic ning trc
ché cia cac té bao A1, 1a dong té bao Treg [Tai lidu phi sang ché 11] x4c 1ap dugc tir
cac bénh nhan & dong sic td sét, di v6i cac dép Gng tang sinh cla cac té bao T gitip
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. Tuy nhién, khong rd cac khang thé
néu trén c6 hiu quéa biu hién cac tac dung tc ché nhu vay ddi véi Treg trong moi
truomg khéi u hay khong, va dén nay, khong c6 khang thé khang GARP nao c6 cic tac
dung nhu vay dugc thong bdo. Mot khang thé nhan biét ca GARP 1an TGF- ciing
dwoc biét dén [Tai liéu sang ché 2].

D3 ching minh dugce rang sy c6 mit du thira va sy hoat hoa Treg & cac bénh
nhan bi sdt rét va nhiém HIV biéu hién mbi twong quan véi tinh trang bénh [Tai liéu
phi sang ché 13 va 14], va viéc loai bo Treg din dén thoai trién tinh trang bénh trong
mo hinh chudt d6i v4i cac bénh nay [Tai liéu phi sang ché 15 va 16].
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Vén dé k¥ thuat

Muc dich cta sang ché 1a dé xuét khang thé, khang thé nay trc ché chirc ning
cua Treg trong khdi u va theo d6 dugc sir dung lam duoc pham c6 cic tac dung didu
tri, phuong phap diéu tri khdi u bang cach st dung khang thé néu trén, va khang thé
tuong tu.
Cach thirc giai quyét vin dé

Céc tac gia sang ché d3 thuc hién cac nghién ciru chuyén sau hudng dén dat
dugc muc dich néu trén. Két qua 13, cac tac gia sang ché da phat hién ra khang thé lién
két dac hiéu véi GARP va bidu hién hoat tinh trc ché chiic nang cua Treg qua tinh gay
doc té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cellular cytotoxicity: ADCC),
theo d6 tao ra sang ché. Cu thé, sdng ché bao gdm céc khia canh sau day.
(1) Khéng thé c6 cac dic tinh sau:
(a) lién két dac hiéu v6i Glycoprotein-A uu thé sao chép (Glycoprotein-A Repetitions
Predominant (GARP));
(b) c6 hoat tinh tre ché dbi v6i chirc nang e ché mién dich cta té bao T didu hoa;
(¢) ¢6 hoat tinh gay doc té bao phu thudc khang thé (ADCC); va
(d) ¢6 hoat tinh tri khdi u in vivo.
(2) Khang thé theo muc (1) & trén, trong d6 GARP la phéan tir gbm c6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 1.
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(3) Khéng thé theo muc (1) hodc (2) & trén, trong d6 khang thé nay lién két v6i:

(2) phan trinh tu axit amin tai cac vi trf axit amin 366 dén 377, 407 dén 445 va 456 dén
470 néu trong SEQ ID NO: 1,

(b) phan trinh ti axit amin tai cac vi tri axit amin 54 dén 112 va 366 dén 392 néu trong
SEQ ID NO: 1,

(c) phan trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 352 dén 392 néu trong SEQ ID NO:
1, hodc

(d) phan trinh tu axit amin tai cc vi tri axit amin 18 dén 112 néu trong SEQ ID NO: 1.
(4) Khéng thé theo muc bét k¥ trong s6 cac muc tir (1) dén (3) & trén, trong do6
khéng thé nay c6 hoat tinh trc ché canh tranh, dbi véi viée lién két véi GARP, so véi
khang thé cé:

(a) chudi nang gdm c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va chudi nhe gdbm
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3,

(b) chudi ning gbm c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4 va chudi nhe gdm
c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5,

(¢) chudi nang gdm c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 25 va chudi nhe gdbm
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 27, hodc

(d) chudi ning gbm c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 29 va chudi nhe gém
¢o trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 31.

(5) Khang thé theo muc bét k¥ trong s6 cac muc tur (1) dén (4) & trén, trong d6 khi
u la bénh ung thu.

(6) Khang thé theo muc (5), trong d6 bénh ung thu 1a bénh ung thu phdi, bénh ung
thu than, bénh ung thu biéu md niéu, bénh ung thu két trang, bénh ung thu tién ligt
tuyén, u nguyén bao dém da dang, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu tuyén tuy,
bénh ung thu vi, u héc sic td, bénh ung thu gan, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu da day, bénh ung thu thuc quan, hodc bénh ung thu mau.

(7) Khéng thé theo muc bét ky trong s& cac muc tir (1) dén (6) & trén, trong d6
khang thé nay co:

(a) CDRH1 gbm c6 trinh tw axit amin tai cac vi tri axit amin 26 dén 35 néu trong SEQ

ID NO: 2, CDRH2 gbm c6 trinh tu axit amin tai cic vi tri axit amin 50 dén 66 néu
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trong SEQ ID NO: 2 va CDRH3 gbm c6 trinh tir axit amin tai cac vi trf axit amin 99
dén 107 néu trong SEQ ID NO: 2, va CDRL1 gém c6 trinh tu axit amin tai cac vi tri
axit amin 23 dén 36 néu trong SEQ ID NO: 3, CDRL2 gbm ¢6 trinh ty axit amin tai
c4c vi tri axit amin 52 dén 58 néu trong SEQ ID NO: 3 va CDRL3 gdm c6 trinh tur axit
amin tai cac vi tri axit amin 91 dén 101 néu trong SEQ ID NO: 3,

(b) CDRH1 gbm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 26 dén 35 néu trong SEQ
ID NO: 4, CDRH2 gém ¢ trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 50 dén 66 néu
trong SEQ ID NO: 4 va CDRH3 gdm ¢6 trinh tyr axit amin tai cac vi tri axit amin 99
dén 112 néu trong SEQ ID NO: 4, va CDRL1 gém c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri
axit amin 23 dén 36 néu trong SEQ ID NO: 5, CDRL2 gdm ¢ trinh ty axit amin tai

e, X
céc vi trf axit amin 52 dén 5

o2e]
=
>
S_.

trong SEQ ID NO: 5 va CDRL3 gdm ¢6 trinh ty axit
amin tai cac vi tri axit amin 91 dén 100 néu trong SEQ ID NO: 5,

(c) CDRHI1 gdm c6 trinh tw axit amin tai cac vi tri axit amin 45 dén 54 néu trong SEQ
ID NO: 25, CDRH2 gém ¢c6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 69 dén 78 néu
trong SEQ ID NO: 25 va CDRH3 g@)m ¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 118
dén 125 néu trong SEQ ID NO: 25, va CDRLI gdm c6 trinh tu axit amin tai cac vi tri
axit amin 44 dén 54 néu trong SEQ ID NO: 27, CDRL2 gdm c6 trinh ty axit amin tai
c4c vi tri axit amin 70 dén 76 néu trong SEQ ID NO: 27 va CDRL3 gbm c6 trinh tu
axit amin tai cac vi tri axit amin 109 dén 117 néu trong SEQ ID NO: 27, hoac

(d) CDRH1 gbm c6 trinh ty axit amin tai cac vi trf axit amin 45 dén 54 néu trong SEQ
ID NO: 29, CDRH2 g@)m ¢ trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 69 dén 77 néu
trdng SEQ ID NO: 29 va CDRH3 gbm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 117
dén 128 néu trong SEQ ID NO: 29, va CDRLI gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi trf
axit amin 44 dén 54 néu trong SEQ ID NO: 31, CDRL2 gbm c6 trinh ty axit amin tai
céc vi tri axit amin 70 dén 76 néu trong SEQ ID NO: 31 va CDRL3 gdm ¢4 trinh tu
axit amin tai cac vi tri axit amin 109 dén 117 néu trong SEQ ID NO: 31.

(8) Khang thé theo muc bat ky trong s6 cac muc tr (1) dén (7) & trén, trong d6

khang thé nay co:
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(a) ving bién ddi ctia chudi ning gbm ¢ trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 1
dén 118 néu trong SEQ ID NO: 2, va ving bién déi ctia chudi nhe gdm c6 trinh tur axit
amin tai cac vi tri axit amin 1 dén 112 néu trong SEQ ID NO: 3,

(b) ving bién dbi cua chudi niing gbdm c6 trinh tu axit amin tai cdc vi tri axit amin 1
dén 123 néu trong SEQ ID NO: 4, va ving bién ddi cua chudi nhe gdm c6 trinh ty axit
amin tai cac vi tri axit amin 1 dén 111 néu trong SEQ ID NO: 5,

(c) ving bién ddi ctia chudi ning gbm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 20
dén 136 néu trong SEQ ID NO: 25, va ving bién dbi ctia chudi nhe gém co trinh ty
axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 27, hoac

(d) ving bién dbi ctia chudi ning g@)m ¢o trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 20
dén 139 néu trong SEQ ID NO: 29, va ving bién dbi cta chudi nhe gdm c6 trinh tu
axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 31.

(9) Khang thé theo muc bét ky trong sb cc muc tir (1) dén (8) & trén, trong d6 ving
4n dinh 13 ving 4n dinh dugc tao ra tir ngudi.

(10) Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc tr (1) dén (9) & trén, trong do6
khang thé nay co:

(a) chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va chudi nhe gom
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3,

(b) chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, va chudi nhe gbm
¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5,

(¢) chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 466 néu trong
SEQ ID NO: 25, va chudi nhe gém ¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén
234 néu trong SEQ ID NO: 27, hodc

(d) chudi ning gbm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 469 néu trong
SEQ ID NO: 29, va chudi nhe gém ¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén
234 néu trong SEQ ID NO: 31.

(11) Khang thé theo rriuc bat ky trong s& cac muc tr (1) dén (10) & trén, trong do
khang thé nay duoc nhan hoa.

(12) Khéng thé theo muc (11), trong d6 khang thé nay cé:
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ving bién d6i ciia chudi ning gdm c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm:
(a) trinh ty axit amin tai cac vi tri 20 dén 136 néu trong SEQ ID NO: 33,
(b) trinh ty axit amin tai c4c vi tri 20 dén 136 néu trong SEQ ID NO: 35,
(¢) trinh ty axit amin tai cac vi tri 20 dén 139 néu trong SEQ ID NO: 41,
(d) trinh tw axit amin c6 dd twong dong it nhat 95% hodc 16n hon Vi trinh ty viing
khung khong phai tai mdi trinh ty CDR trong cac trinh tu (a) dén (c), va
(e) trinh ty axit amin bao gém doan khuyét, doan thay thé hodc doan bd sung gém mot

hodc vai axit amin trong trinh ty ving khung khong phai tai mdi trinh tu CDR trong

m/

c4c trinh tu (a) dén (c), v

<
xr Mnoy
VUing

bién doi
gdm:

() trinh tu axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 37,

(g) trinh ty axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 39,

(h) trinh tu axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 43,

(1) trinh ty axit amin c¢6 4o twong ddng it nhat 95% hodc 16n hon vdi trinh tw ving
khung khéng phai tai mdi trinh tw CDR trong cac trinh tyr (f) dén (h), va

(j) trinh ty axit amin bao gém doan khuyét, doan thay thé hoic doan bd sung gé)rn mot
hodc vai axit amin trong trinh ty ving khung khong phai tai mdi trinh tu CDR trong
céc trinh tu (f) dén (h).

(13) Khang thé theo muc (11) hogc (12), trong d6 khéng thé nay co:

(a) ving bién d6i ctia chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 20
dén 136 néu trong SEQ ID NO: 33, va ving bién ddi cua chudi nhe gé)m ¢O trinh tu
axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 37,

(b) vung bién dbi cua chudi ning gém ¢6 trinh ty axit amin tai cac vi tr{ axit amin 20
dén 136 néu trong SEQ ID NO: 35, va ving bién ddi clia chudi nhe gdm c6 trinh tu
axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 39, hodc

(c) vung bién ddi ctia chudi ning gdm c6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 20
dén 139 néu trong SEQ ID NO: 41, va ving bién ddi ctia chudi nhe gom co trinh tu

axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 43.
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(14) Khang thé theo muc bét k¥ trong sb cac muc tir (11) dén (13), trong d6 khang
thé nay co:

(a) chudi ning duogc chon tir nhém bao gém chudi ning c6 trinh ty axit amin tai cac vi
tri 20 dén 466 néu trong SEQ ID NO: 33, chudi ndng c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri
20 dén 466 néu trong SEQ ID NO: 35, va chudi ning cé trinh ty axit amin tai cac vj tri
20 dén 469 néu trong SEQ ID NO: 41, va

(b) chudi nhe dugc chon tr nhém bao gbm chudi nhe c6 trinh tu axit amin tai cac vi tri
21 dén 234 néu trong SEQ ID NO: 37, chudi nhe c¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri 21
dén 234 néu trong SEQ ID NO: 39, va chudi nhe c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri 21
(15) Khiéngt
thé nay co:

(a) chudi ning c6 trinh tu axit amin tai cic vi tri 20 dén 466 néu trong SEQ ID NO: 33,
va chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin tai cac vi tri 21 dén 234 néu trong SEQ ID NO: 37,
(b) chudi ning c6 trinh ty axit amin tai cac vi trf 20 dén 466 néu trong SEQ ID NO:

35, va chudi nhe c6 trinh tu axit amin tai cac vi tri 21 dén 234 néu trong SEQ ID NO:
39, hoac

(c) chudi niing c6 trinh tu axit amin tai cac vi tri 20 dén 469 néu trong SEQ ID NO: 41,
va chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin tai cac vi tri 21 dén 234 néu trong SEQ ID NO: 43.
(16) Polynucleotit ma hoa khang thé theo muc bét ky trong sd cac muc tir (1) dén
(15).

(17) Polynucleotit theo muyc (16), trong d6 polynucleotit nay co:

(a) polynucleotit CDRHI gdm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri nucleotit 76 dén 105
néu trong SEQ ID NO: 6, polynucleotit CDRH2 gdm c6 trinh ty nucleotit tai cac i tri
nucleotit 148 dén 198 néu trong SEQ ID NO: 6 va polynucleotit CDRH3 gom c6 trinh
tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 295 dén 321 néu trong SEQ ID NO: 6, va
polynucleotit CDRL1 gdm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri nucleotit 67 dén 108 néu
trong SEQ ID NO: 7, polynucleotit CDRL2 gbm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri
nucleotit 154 dén 174 néu trong SEQ ID NO: 7 va polynucleotit CDRL3 gom ¢6 trinh

tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 271 dén 303 néu trong SEQ ID NO: 7,
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(b) polynucleotit ma héa CDRHI gbm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 76
dén 105 néu trong SEQ ID NO: 8, polynucleotit CDRH2 gbm c6 trinh tu nucleotit tai
cac vi tri nucleotit 148 dén 198 néu trong SEQ ID NO: 8 va polynucleotit CDRH3

: gém ¢6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 295 dén 336 néu trong SEQ ID NO: 8,
va polynucleotit CDRL1 gdm c6 trinh tw nucleotit tai cac vi tri nucleotit 67 dén 108
néu trong SEQ ID NO: 9, polynucleotit CDRL2 gém c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tﬁ
nucleotit 154 dén 174 néu trong SEQ ID NO: 9 va polynucleotit CDRL3 gdm c6 trinh
tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 271 dén 300 néu trong SEQ ID NO: 9,
(c) polynucleotit CDRHI1 gbm c6 trinh tw nucleotit tai cac vi tri nucleotit 133 dén 162
néu trong SEQ ID NO: 24, polynucleotit CORH2 gbm co6 trinh tu nucleotit tai cac vi

it 205 dén 234 néu tro ng SEQ ID NO: 24 va polynucleotit CDRH3 gom co
trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 352 dén 375 néu trong SEQ ID NO: 24, va
polynucleotit CDRL1 gbm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 130 dén 162 néu
trong SEQ ID NO: 26, polynucleotit CDRL2 gém c6 trinh tu nucleotit tai céc vi tri
nucleotit 208 dén 228 néu trong SEQ ID NO: 26 va polynucleotit CDRL3 gbm ¢6
trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 325 dén 351 néu trong SEQ ID NO: 26, hoac
(d) polynucleotit CDRHI1 gbm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 133 dén 162
néu trong SEQ ID NO: 28, polynucleotit CDRH2 gé)m c6 trinh tu nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 205 dén 231 néu trong SEQ ID NO: 28 va polynucleotit CDRH3 gbm c6
trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 349 dén 384 néu trong SEQ ID NO: 28, va
polynucleotit CDRL1 gbm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri nucleotit 130 dén 162 néu
trong SEQ ID NO: 30, polynucleotit CDRL2 gbm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri
nucleotit 208 dén 228 néu trong SEQ ID NO: 30 va polynucleotit CDRL3 gbm c¢6
trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 325 dén 351 néu trong SEQ ID NO: 30.

(18) Polynucleotit theo muc (16) hodc (17), trong d6 polynucleotit nay co:

(a) polynucleotit cua vung bién ddi ctia chudi nang gdm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi
trf nucleotit 1 dén 354 néu trong SEQ ID NO: 6, va polynucleotit cia ving bién dbi
ctia chudi nhe gém ¢6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 336 néu trong SEQ

ID NO: 7,
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(b) polynucleotit ciia vung bién dbi cua chudi nang gdm c6 trinh tw nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 1 dén 369 néu trong SEQ ID NO: 8, va polynucleotit cia ving bién d6i
ctia chudi nhe gém c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 333 néu trong SEQ
ID NO: 9,

(c) polynucleotit ciia ving bién d6i cta chudi ning gém c6 trinh tu nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 58 dén 408 néu trong SEQ ID NO: 24, va polynucleotit clia ving bién dbi
cta chudi nhe gdm c6 trinh tr nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 néu trong
SEQ ID NO: 26, hodc

(d) polynucleotit ciia vung bién dbi ctia chudi nang gdm co trinh tu nucleotit tai cac vi

tri nucleotit 58 dén 417 néu trong SEQ ID NO: 28, va polynucleotit ctia ving bién d6i

Y
r

On
=

ctia chudi nhe gém c6 trinh t nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 néu trong

(19) Polynucleotit theo muc bét k¥ trong s6 cac muc tir (16) dén (18), trong d6
polynucleotit nay co:

(a) polynucleotit ctia chudi ning gdm c6 trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 6, va
polynucleotit ctia chudi nhe gdm c6 trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 7,

(b) polynucleotit cua chudi nang goém c6 trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 8, va
polynucleotit ctia chudi nhe gdm c6 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 9,

(c) polynucleotit cia chudi ning gdm c6 trinh ty nucleotit tai cc vi tri nucleotit 58 dén
1398 néu trong SEQ ID NO: 24, va polynucleotit cia chudi nhe gém c6 trinh tu
nucleotit tai cdc vi tri nucleotit 61 dén 702 néu trong SEQ ID NO: 26, hodc

(d) polynucleotit cua chudi nang goém c6 trinh tw nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén
1407 néu trong SEQ ID NO: 28, va polynucleotit cia chudi nhe gbm c6 trinh ty
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 néu trong SEQ ID NO: 30.

(20) Polynucleotit theo myc (16) hodc (17), trong d6 polynucleotit nay co:

(a) polynucleotit cua vung bién ddi cua chudi ning dugce chon tir nhom bao gdm
polynucleotit ciia ving bién ddi ctia chudi ning gbém co trinh ty nucleotit tai cac vi tri
nucleotit 58 dén 408 néu trong SEQ ID NO: 32, polynucleotit cua vung bién dbi cua

chudi ning gdm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 408 néu trong SEQ

10
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ID NO: 34, va polynucleotit ciia vung bién ddi cua chudi nang gom c6 trinh ty
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 417 néu trong SEQ ID NO: 40, va

(b) polynucleotit ciia vung bién ddi cua chudi nhe dugc chon tir nhém bao gém
polynucleotit ctia viung bién ddi ctia chudi nhe gdm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri
nucleotit 61 dén 387 néu trong SEQ ID NO: 36, polynucleotit clia ving bién dbi coa
chudi nhe gé)m c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 néu trong SEQ
ID NO: 38, va polynucleotit cia vung bién d@di ctia chudi nhe gdm c6 trinh tu nucleotit
tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 néu trong SEQ ID NO: 42.

(21) Polynucleotit theo muc (16), (17) hodc (20), trong do polynucleotit nay co:

(a) polynucleotit cia vung bién ddi ctia chudi ning gém co trinh tu nucleotit tai cac vi
trf nucleotit 58 dén 408 néu trong SEQ ID NO: 32, va polynucleotit ctia v
cta chudi nhe gdm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 néu trong
SEQ ID NO: 36,

(b) polynucleotit cia vung bién ddi ctia chudi ning gdm co trinh tu nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 58 dén 408 néu trong SEQ ID NO: 34, va polynucleotit cia vung bién dbi
ctia chudi nhe gém ¢6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 néu trong
SEQ ID NO: 38, hodc

(¢) polynucleotit cua vung bién ddi ctia chudi nang gdm co trinh tu nucleotit tai cac vi
trf nucleotit 58 dén 417 néu trong SEQ ID NO: 40, va polynucleotit cia vung bién dbi
cta chudi nhe g@)m ¢6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 néu trong
SEQ ID NO: 42.

(22) Polynucleotit theo muyc (16), (17), (20) hodc (21), trong d6 polynucleotit nay co:
(a) polynucleotit cua chudi ning dugc chon tir nhém bao gdm polynucleotit ciia chudi
nang gém ¢6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 1398 néu trong SEQ ID
NO: 32, polynucleotit cia chudi ning gdm c6 trinh tu nucleotit tai cc vi tri nucleotit
58 dén 1398 néu trong SEQ ID NO: 34, va polynucleotit cua chudi ning gdm c6 trinh
tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 1407 néu trong SEQ ID NO: 40, va

(b) polynucleotit cua chudi nhe dugc chon tir nhém bao gdm polynucleotit cua chudi
nhe gém ¢6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 néu trong SEQ ID NO:

36, polynucleotit cia chudi nhe gém c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén

11
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702 néu trong SEQ ID NO: 38, va polynucleotit cia chudi nhe gbm ¢ trinh tu

nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 néu trong SEQ ID NO: 42.

(23) Polynucleotit theo muc bét ky trong sb cac muc tir trong s cac muc (16), (17)

va tir (20) dén (22), trong d6 polynucleotit ndy co:

(a) polynucleotit cuia chudi ning gém ¢ trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén
1398 néu trong SEQ ID NO: 32, va polynucleotit cua chudi nhe gdm ¢ trinh tu
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 néu trong SEQ ID NO: 36,

(b) polynucleotit cuia chudi ning gém ¢6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén
1398 néu trong SEQ ID NO: 34, va polynucleotit cia chudi nhe gdm ¢ trinh tu
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 néu trong SEQ ID NO: 38, hoic

dm c6 trinh tur nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén

g

1407 néu trong SEQ ID NO: 40, va polynucleotit cua chudi nhe gém c6 trinh ty
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 néu trong SEQ ID NO: 42.

(24) Vecto biéu hién chira polynucleotit theo muc bat ky trong sb cac muc tir (16)
dén (23).

(25) Té bao chi dugc bién nap vecto biéu hién theo muc (24).

(26) Phuong phép san xuét khang thé nghién ctru hodc doan cia no, trong d6 phuong
phép nay bao gb6m buéc nudi chy té bao chu theo muc (25), va budc thu khang thé
nghién cru tir moi trudng nudi ciy thu dugc bdi bude néu trén.

(27) Khang thé thu duoc bing phuong phép san xuét theo muc (26).

(28) Khang thé theo muc bt ky trong s6 cac muc tir (1) dén (15) va (27), trong do
khang thé nay bao gém mot hoac hai hoac nhidu cai bién dugc chon tir nhém bao gém
glycosyl hoa lién két voi N, glycosyl héa lién két véi O, xir Iy dau tan ciing N, xir Iy
déu tan cing C, loai amin, déng phan hoéa axit aspartic, oxy héa methionin, thém géc
methionin vao dau tn cing N, amit hoa géc prolin, va chudi ning bao gém doan
khuyét gdm mot hodc hai axit amin & d4u tan cing carboxyl.

(29) Khéang thé theo muc (28), trong d6 mot hodc hai axit amin bi khuyét doan & dau
tan cung carboxyl ciia chudi nang cta no.

(30) Khang thé theo muc (29), trong d6 mot axit amin bi khuyét doan & mdi dau tan

cung carboxyl cia ca hai chudi nidng cta nd.

12
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(31) Khang thé theo myc bét k¥ trong sd cac muc tir (28) dén (30), trong d6 gbc
prolin & dAu tan cling carboxyl cua chudi ning cua né tiép tuc dugc amit hoa.

(32) Khéng thé theo muc bt ky trong s cac muc tir (1) dén (15) va tir (27) dén (31),
trong do6 cai bién mach dudng duge didu hoa dé tang cudng tinh gy doc té bao phu
thudc khang thé.

(33) Dugc pham chira it nhat mot trong sd cac khang thé theo muc tir (1) dén (15) va
tir (27) dén (32).

(34) Dugc pham theo muc (33), trong d6 dugc pham nay 13 dé sir dung trong lidu

phap tri khoi u.
(35) Dugc pham theo muc (34), trong d6 khoi u la bénh ung thur.
(36) Dugec phém theo muc (35), trong d6 bénh ung thir 1a bénh ung thu phdi, bénh

ung thu thin, bénh ung thu biéu mé niéu, bénh ung thu Kkét trang, bénh ung thu tién liét
tuyén, u nguyén bao dém da dang, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén tuy,
bénh ung thu vu, u héc sic td, bénh ung thu gan, bénh ung thu bang quang, bénh ung
thu da day, bénh ung thu thuc quan, hodc bénh ung thu mau.
(37) Phuong phap didu tri khdi u, trong d6 phuwong phép nay bao gb6m budc st dung
it nhat mot trong sb cac khang thé theo muc (1) dén (15) va tr (27) dén (32) cho ca
thé.
(38) Phuong phap diéu tri theo muc (37), trong d6 khéi u 12 bénh ung thu.
(39) Phuong phap diéu tri theo muc (38), trong d6 bénh ung thu 1a bénh ung thu
phdi, bénh ung thu than, bénh ung thu biéu mo ni¢u, bénh ung thu két trang, bénh ung
thu tién liét tuyén, u nguyén bao dém da dang, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu tuyén tuy, bénh ung thu v, u hic sic td, bénh ung thu gan, bénh ung thu bang
quang, bénh ung thu da day, bénh ung thu thyc quan, hoac bénh ung thu mau.
Hiéu qua cta sang ché

Theo sang ché, co thé thu dugc chét diéu tri ddi voi bénh ung thu bao gi‘)m
khang thé lién két véi GARP va c6 hoat tinh tri khdi u do viéc & ché Treg qua trung
gian ADCC. Ngoai ra, su c6 mit du thira Treg va su hoat hoa n6 & cac bénh nhan bi
bénh sbt rét va nhidm HIV biéu hién mdi twong quan véi tinh trang bénh, va viéc loai

bd Treg cam Gng sy thodi trién mdi bénh trong mo hinh chudt doi véi cac bénh nay.
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Do d6, tin ring viéc rc ché hitu hiéu chirc ning Treg ciing c6 cac tic dung didu tri d6i
v6i cac bénh nhidm kho chita nhu bénh sét rét va HIV.
M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién trinh tw axit amin (SEQ ID NO: 1) cia GARP.

Fig.2 thé hién trinh tw axit amin (SEQ ID NO: 2) ciia chudi ning khéng thé
105F.

Fig.3 thé hién trinh tw axit amin (SEQ ID NO: 3) ctia chudi nhe khéng thé 105F.

Fig.4 thé hién trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 4) ctia chudi ning khang thé
110F.

Fig.5 thé hién trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 5) cia chudi nhe khang thé 110F.

1. 4
1
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(=)
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ién trinh tu nucl

(@)

3
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-

105F.

Fig.7 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 7) cita chudi nhe khang thé 105F.

Fig.8 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 8) ctia chudi nang khang thé
110F.

Fig.9 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 9) clia chudi nhe khang thé 110F.

Fig.10 thé hién su lién két ctia khang thé véi GARP. Khéng thé 105F va khang
thé 110F thé hién su lién két cia né v6i GARP theo phuong phap ELISA.

Fig.11 thé hién su lién két dic hiéu cta khang thé voi GARP. Khang thé 105F
khong lién két véi té bao HEK293T, ma trong té bao nay vecto trng da dugc dua vao,
va biéu hién sur lién két clia n6 véi té bao HEK293T, trong d6 GARP da dugc bicu
hién tam thoi.

Fig.12 thé hién sy lién két dic hiéu cta khéng thé v6i GARP. Khang thé 105F
thé hién hoat tinh lién két v6i té bao 1428 ¢ biéu hién ndi sinh GARP.

Fig.13 thé hién su lién két dic hiéu cta khéng thé v6i GARP. Khéng thé 105F
thé hién hoat tinh lién két v6i Treg dd hoat hoa.

Fig.14 thé hién hoat tinh ADCC ciia khang thé. Khi té bao L428 biéu hién noi
sinh GARP dugc dung lam dich, sy gia tdng hoat tinh ADCC dugc phat hién theo cach
phu thudc ndng do khang thé 105F.
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Fig.15 thé hién hoat tinh {rc ché cua khang thé ddi vé6i chirc ning Treg. Khang

thé 105F (50 pe/mL) d tre ché hoat tinh e ché tang sinh clia Treg chong t€ bao T

giup.

Fig.16 thé hién hoat tinh tic ché ctia khang thé ddi vé6i chirc ning Treg. Khang

thé 105F (10 pg/mL) da te ché hoat tinh trc ché tang sinh cta Treg chéng té bao T
gitp. Mit khéc, cac khang thé MHG-8 va LHG-10 khong biéu hién téc dung d6i voi

chire ning wc ché ting sinh cta Treg chéng té bao T giup.

Fig.17 thé hién trinh ty axit amin (SEQ ID NO:

cl51D.

Fig.18 thé hién trinh tw axit amin (SEQ ID NO:

cl51D.

Fig.19 thé hién trinh tu axit amin (SEQ ID NO:

c198D.

Fig.20 thé hién trinh ty axit amin (SEQ ID NO:

c198D.

Fig.21 thé hién trinh ty axit amin (SEQ ID NO:
Fig.22 thé hién trinh ty axit amin (SEQ ID NO:
Fig.23 thé hién trinh tu axit amin (SEQ ID NO:
Fig.24 thé hién trinh ty axit amin (SEQ ID NO:
Fig.25 thé hién trinh ty axit amin (SEQ ID NO:
Fig.26 thé hién trinh ty axit amin (SEQ ID NO:

25) ctia chudi ning khéng thé

27) cua chudi nhe khang thé

29) cia chudi ning khang thé

31) ctia chudi nhe khéng thé

33) ciia chudi ning h151D-H1.
37) ctia chudi nhe h151D-L1.
35) ctia chudi nang h151D-H4.
39) ctia chudi nhe h151D-L4.
41) ctia chudi ning h198D-H3.
43) ctia chudi nhe h198D-L4.

Fig.27 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 24) cua chudi ndng khang thé

cl51D.

Fig.28 thé hién trinh ty nucleotit (SEQ ID NO: 26) ctia chudi nhe khang thé

cl151D.

Fig.29 thé hién trinh ty nucleotit (SEQ ID NO: 28) ciia chudi nang khang thé

c198D.

Fig.30 thé hién trinh tw nucleotit (SEQ ID NO: 30) ciia chudi nhe khang thé

c198D.

15
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Fig.31 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 32) clia chudi nang khéng thé
h151D-H1.

Fig.32 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 36) cia chudi ning khang thé
h151D-L1.

Fig.33 thé hién trinh ty nucleotit (SEQ ID NO: 34) clia chudi nang h151D-H4.

Fig.34 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 38) ctia chudi nhe h151D-L4.

Fig.35 thé hién trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 40) cia chudi nang h198D-H3.

Fig.36 thé hién trinh ty nucleotit (SEQ ID NO: 42) clia chudi nhe h198D-L4.

Fig.37 thé hién hoat tinh lién két ciia mdi khang thé véi té bao biéu hién GARP.
h151D-H1L1, h151D-H4L4 va h198D-H3L4 bidu hién hoat tinh lién két dc hiéu voi
GARP.

Fig.38 thé hién hoat tinh lién két ciia mdi khang thé véi té bao biéu hién dong
thdi GARP-TGF B1. Cac khang thé riéng r& 105F, h151D-HIL1, h151D-H4L4 va
h198D-H3L4 lién két v6i ca GARP va thé dot bién GARP, hai protein nay dugc bicu
hién ddng thoi voi TGFB1, va céc khang thé nay biéu hién hoat tinh lién két vi ving
khac nhau trong GARP so véi truong hop cua cac khang thé da biét MHGS va
LHGI10.

Fig.39 thé hién hoat tinh lién két ciia mdi khang thé véi té bao L428. Cac khang
thé riéng r& h151D-HIL1, h151D-H4L4 va h198D-H3L4 bicu hign hoat tinh lién Kkét
v6i GARP duoc biéu hién ndi sinh.

Fig.40 thé hién hoat tinh lién két cia mdi khang thé v6i Treg. Cac khang thé
riéng r& h151D-H1L1, h151D-H4L4 va h198D-H3L4 biéu hién hoat tinh lién két voi
Treg duong tinh v6i FoxP3.

Fig.41 thé hién hoat tinh ADCC ctia m&i khang thé. Céc khang thé riéng ré
h151D-H1L1, h151D-H4L4 va h198D-H3L4 biéu hién hoat tinh ADCC.

Fig.42 thé hién hoat tinh Grc ché cua mdi khang thé dbi véi chirc ning Treg. Cac
khang thé riéng r& h151D-HIL1, h151D-H4L4 va h198D-H3L4 biéu hién hoat tinh trc
ché chirc nang Treg.

Fig.43 thé hién hoat tinh Grc ché ctia Treg d6i v6i hoat tinh lam tan té bao dich

cua CTL.
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Fig.44 thé hién su gia ting hoat tinh trj khdi u ciia m&i khang thé. Cac khéng the
riéng r& 105F, h151D-H1L1, h151D-H4L4, va h198D-H3L4 tc ché chirc nang tic ché
cua Treg ddi v6i hoat tinh lam tan té bao ctia CTL.

Fig.45 thé hién hoat tinh trj khdi u in vivo ctia mdi khang thé. Céc khang thé
riéng r& 105F, h151D-H1L1, h151D-H4L4, va h198D-H3L4 biéu hién hoat tinh tri
khéi u trong cdc mo hinh in vivo.

M6 ta chi tiét sang ché

Trong ban mo ta nay, thuét ngt "bénh ung thu" dugc st dung v6i nghia gidng
nhu nghia ctia "khéi u".

Trong ban md ta ndy, thuat ngit “gen" duoc st dung bao gbm, khong chi ADN
ma con 12 mARN va cADN, va cARN ciia nd.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngit “polynucleotit” dugc sir dung v6i nghia giéng
nhu nghia cua axit nucleic, va né bao gdbm ADN, ARN, doan do, oligonucleotit, va
moi.

Trong ban md ta nay, thuat ngit “polypeptit" dwoc sir dung sao cho né khong
khac biét so voi thuét ngit “protein”.

Trong ban mo ta nay, thuat ngtr “t& bao" bao gdbm cac té bao trong dong vat cu
thé, va cac té bao nudi ciy.

Trong ban md ta nay, thut ngit “GARP" dugc stt dung voi nghia giéng nhu
nghia cta protein GARP.

Trong ban md ta nay, thuat ngir “tinh gy doc té bao" dugc ding dé chi su thay
d6i bénh 1y gy ra cho cac té bao theo cach x4c dinh bat ky. N6 khong chi c6 nghia la
chén thuong truc tiép, ma con c6 nghia la tét ca cac loai tdn thuong ciu triic hodc chire
nang gy ra cho cac té bao, nhu cit ADN, tao dime bazo, c&t nhidm séc thé, 1am ton
thuong bd may nguyén phén té bao, va lam gidm hoat tinh cua céc loai enzym.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngit “hoat tinh gy doc té bao" dwoc sir dung dé chi
hoat tinh géy ra tinh gdy doc té bao dugc mo ta & trén.

Trong ban md ta nay, thuat ngit “tinh géy ddc té bao phu thudc khang thé" dugc
ding dé chi "hoat tinh gy doc té bao phu thudc khang thé (antibody dependent
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cellular cytotoxic: ADCC)" va hoat tinh ndy ¢ nghia la tac dung hogc hoat tinh lam
tdn thuong té bao dich nhu té bao khdi u boi cac té bao NK qua trung gian khang thé.
Trong ban mo ta nay, thuat ngit “epitop” dugc dung dé chi cAu trac peptit riéng
phan hoic cAu trac ba chidu riéng phan cia GARP, ma khang thé khang GARP dic
hiéu lién két v6i chiing. Epitop nhu vy, 1a peptit riéng phan ciia GARP duge md ta &
trén, c6 thé duoc xac dinh bang phuong phéap duge ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay biét rd, nhu thu nghiém mién dich, vi du, béng phuong phéap sau. Trude
tién, céc cAu trac riéng phan ctia khang nguyén dugc san xuét. Dé san xuét cac cu trac
riéng phan nay, k¥ thuat tdng hop oligopeptit da biét ¢ thé duoc 4p dung. Vi dy, loat
peptit, trong d6 khang nguyén da dugc cit ngan thanh cong t6i do dai thich hop tir dau
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tan cting C hodc dau tén ct
truyén dugc ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay biét 15, va sau d6, kha
nang phan tng cla cac polypeptit ndy duoc nghién ciru, va cac vi trf nhan biét 1a hiu
nhu dugc xac dinh. Sau d6, cac peptit ngan hon nita dugc tong hop, va tiép theo kha
ning phan tng cla chung vdi cdc peptit néu trén duge nghién ciru, dé xac dinh epitop.
Hon nita, epitop, 1a ciu trtc ba chidu riéng phan ctia khang nguyén lién két v6i khang
thé dic hiéu, co thé duoc xac dinh bang cach xé4c dinh cac géc axit amin cia khang
nguyén lién ké khang thé dugc mo ta & trén bang phan tich cAu tric tia X.

Trong ban mo ta nay, cum tir “khang thé lién két voi cing epitop" dung dé chi
céc khang thé khac nhau lién két véi epitop chung. Néu khang thé thir hai lién két voi
peptit riéng phan hozc cAu tric ba chidu riéng phan, ma khang thé thir nhét lién két véi
chiing, ¢6 thé xac dinh dugc ring khang thé thit nhat va khang thé thir hai lién két véi
cung epitop. Ngoai ra, bang cach xac nhan rang khang thé thtt hai canh tranh véi
khang thé tha nhét vé sy lién két ctia khang thé thir nhit v6i khang nguyén (tic 1a,
khang thé tht hai ngin can su lién két cta khang thé tha nhét v6i khang nguyén), c6
thé xéc dinh dugc ring khang thé thit nht va khang thé thtt hai lién két v6i ciing
epitop, ngay ca khi trinh tu hodc cAu trac dic hiéu cta epitop chua duge xéac dinh.
Ngoai ra, khi khang thé thir nhat va khang thé thir hai lién két v6i cung epitop va ngoai
ra, khang thé thir nhét c6 céc tac dung dic higu nhu hoat tinh tri khdi u, khang thé thi

hai ¢6 thé duoc tin 12 ¢6 hoat tinh giéng nhu hoat tinh ctia khang thé thi nhat. Do do,
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néu khang thé khang GARP thit hai lién két voi peptit riéng phén ma khéng thé khang
GARP thir nhét lién két véi né, thi c6 thé xac dinh dugc ring khang thé thi nhat va
khang thé thir hai lién két v6i cung epitop cia GARP. Ngoai ra, bang cach x4ac nhan
rang khang thé khang GARP thit hai canh tranh v6i khang thé khang GARP thir nhét
v& su lién két ctia khang thé khang GARP thu nhét voi GARP, ¢6 thé xac dinh duoc
ring khang thé thit nhat va khang thé thit hai 12 cdc khang thé lién két vdi cling epitop
ciua GARP.

Trong ban mo ta nay, thuat ngt “CDR" dugc dung dé chi ving quyét dinh tinh
bd trg (complementarity determining region). Biét ring m&i chudi ning va chudi nhe
cua khang thé c6 ba CDR. CDR nay con dugc goi 1a ving siéu bién, va dugc dinh vi
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1he ciia khang th
triic bién dbi dic biét cao va duoc tach thanh ba ving trén cAu tric bac mét cia chudi
polypeptit trong mdi chudi ning va chudi nhe. Trong ban md ta ndy, lién quan dén
CDR ciia khéng thé, cdc CDR ciia chudi ning lan luot duge ky hiéu 1a CDRHI,
CDRH2 va CDRH3, tur phia dau tan cing amino cda trinh ty axit amin ctia chudi ning,
trong khi cac CDR cua chudi nhe 14n lugt dugce ky hiéu 1a CDRL1, CDRL2 va
CDRL3, tir phia déu tan cung amino cﬁa trinh ty axit amin cua chudi nhe. Cac vi tri
nay nam g?m nhau trén ciu tric ba chiu, va xac dinh tinh dac hiéu cta khang thé véi
khéng nguyén, phén tir ma khang thé s& lién két véi no.

Theo sang ché, cum tur "lai trong cac diéu kién nghiém nggt" dugc dung dé chi
viéc lai @6 duge thuc hién trong dung dich c6 ban trén thi truong ExpressHyb
Hybridization Solution (do Clontech san Xuét) & 68°C, hoic viéc lai dugc thuc hién
trong céc didu kién trong d6 viée lai dwoc thyuc hién bing cach st dung bd loc ¢b dinh
ADN v6i su ¢6 mit cua 0,7-1,0 M NaCl ¢ 68°C, va tiép theo san phém thu dugc duoc
rira & 68°C v6i dung dich SSC c6 ndng d6 0,1- dén 2 14n (trong d6 1 x SSC gdm c6
150mM NaCl va 15mM natri xitrat) cho viéc nhan dang, hodc cac diéu kién tuong
duong v6i nd.

1. GARP
GARP dugc st dung theo sang ché c6 thé dugc tinh ché truc tiép tlr cac t€ bao

biéu hién GARP ciia ngudi hodc dong vat c6 va khong phai nguoi (vi du, chudt cong,
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chudt nhét, v.v.) va tiép theo co thé dugc sir dung, hodc phan mang té bao cta céc té
bao néu trén c6 thé dugc didu ché va co thé dugc st dung 1am GARP. Theo cach khac,
GARP ciing c6 thé dugc thu bang cach tdng hop né in vitro, hodc béng cach cho té bao
chu san xuét GARP bang thao tac di truyén. Theo thao tac di truyén nay, protein
GARP c6 thé duoc thu, cu thé, bing cach hop nhit GARP cADN vao vecto biéu hién
6 kha ning biéu hién GARP cADN, va tiép theo téng hgp GARP trong dung dich
chtra cac enzym, co chét va cac hoat chét cén cho viéc phién ma va dich mé, hodc béng
cach bién nap té bao chu cua cac sinh vat khong c6 nhin dién hinh hodc c6 nhan dién
hinh khac, dé ching biéu hién GARP.
Trinh tu axit amin cia GARP nguoi duge néu trong SEQ ID NO: 1 trong danh
F

N gnd: va +rin ¥ .
h ty cia SEQ ID NO: 1 dugc th

>

o SRS G O3 § 3

hién trén Fig.1.

Hon nita, mdt protein, gém c6 trinh tu axit amin chtta doan thay thé, doan
khuyét va/hoic doan bd sung gdm mot hodc vai axit amin trong trinh ty axit amin néu
trén ctia GARP, va c6 hoat tinh sinh hoc tuong duong véi hoat tinh cua protein GARP,
cling dugc bao gdm trong GARP.

GARP ngudi trudng thanh, ma tir d6 trinh ty tin hiu da duoc loai bd, tuong
{rng voi trinh ty axit amin gdm ¢6 cac gde axit amin tai cac vi tri 20 dén 662 trong
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

Ngoai ra, mdt protein, gdm c6 trinh tu axit amin chira doan thay thé, doan
khuyét va/hoac doan bd sung gém mdt hodc vai axit amin trong trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1, hoc trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 ma tu do
trinh tu tin hiéu da duoc loai bd, va ¢6 hoat tinh sinh hoc twong duong v6i hoat tinh
cua protein GARP, cling duoc bao gbm trong GARP. Ngoai ra, mt protein, gbm ¢
trinh tu axit amin dugc ma hoa boi bién thé ghép dugc phién ma tir locut gen GARP
ngudi hodc trinh ty axit amin chira doan thay thé, doan khuyét va/hoac doan bd sung
gém mot hodc vai axit amin trong trinh ty axit amin néu trén, va c6 hoat tinh sinh hoc
twong duong v6i hoat tinh cia protein GARP, ciing dugc bao gbm trong GARP.

2. San xuét khang thé khang GARP
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Vi du v& khang thé khang GARP theo sang ché c6 thé 12 khang thé ngudi khang
GARP. Khang thé ngudi khang GARP ¢6 nghia 12 khang thé nguoi chi c6 trinh ty gen
ctia khang thé duge tao ra tir nhi®m sic thé nguoi.

Khang thé nguoi khang GARP ¢6 thé dugc thu bang phuong phap st dung
chudt san xuét khang thé nguoi c6 doan nhim sic thé ngudi bao gdm céc gen chudi
ning va chudi nhe ctia khang thé nguoi (xem Tomizuka, K. et al., Nature Genetics
(1997) 16, p. 133-143,; Kuroiwa, Y. et al., Nucl. Acids Res. (1998) 26, p. 3447-3448;
Yoshida, H. et al., Animal Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol. 10, p. 69-
73 (Kitagawa, Y., Matsuda, T. va Iijima, S. eds.), Kluwer Academic Publishers, 1999.;
Tomizuka, K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97, p. 722-727; v.v.).

PR S SIS e A ok A
Chudt san xuat khang thé nhu vay c6 th

>~
>

dung dong vat cai bién gen, locut gen clia chudi ning va chudi nhe globulin mién dich
ndi sinh d3 dugc pha v va thay vao dé locut gen cia chudi nang va chudi nhe
globulin mién dich cta ngudi da dugc dua vao bang céach st dung vecto nhiém séc thé
nhan tao clia nAm men (yeast artificial chromosome: YAC) hodc vecto twong tu, va
tiép theo san xuét dong vat khuyét di truyén va dong vat chuyén gen tlr dong vt bién
d6i gen nay, va tiép theo cho cac dong vat nay lai v6i nhau.

Theo cach khac, khang thé ngudi khang GARP ciing c6 thé dugc thu bang cach
bién nap té bao c6 nhan dién hinh bang cADN ma hoa mdi chudi ning va chudi nhe
cta khang thé ngudi nay, hodc t6t hon 1a b%mg vecto chtra cADN nay, theo k¥ thuat tai -
tb hop di truyén, va tiép theo nudi cdy té bao da bién nap san xuét khang thé don dong
bién ddi gen, d& khang thé nay c6 thé dwoc thu tir dich ndi nudi cdy. Ve t€ bao chu, té
bio ¢6 nhan dién hinh, va tét hon 14, té bao dong vat c6 vi nhu té bao CHO, té bao
lympho hodc u hic sic to, vi du, ¢6 thé dugc st dung.

Theo cach khac, khang thé ciing c6 thé duge thu biang phurong phép thu khang
thé ngudi dugce tao ra tr viec biéu hién thé thuc khuén dugc chon tir ngan hang khang
thé nguoi (xem Wormstone, I. M. et al., Investigative Ophthalmology & Visual
Science. (2002) 43 (7), p- 2301-2308; Carmen, S. et al., Briefings in Functional
Genomics and Proteomics (2002), 1 (2), p. 189-203; Siriwardena, D. et al.,
Ophthalmology (2002) 109 (3), p. 427-431; v.v.). Vi du, phuong phap biéu hién thé
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thyc khuén, bao gdm cho ving bién dbi ctia khéng thé nguoi biéu hién duéi dang
khang thé chudi don (single chain antibody: scFv) trén bé mit cta thé thyuc khuan, va
tiép theo chon thé thwc khun lién két voi khang nguyén, c6 thé duoc 4p dung (Nature
Biotechnology (2005), 23, (9), p. 1105-1116).

Bf?mg cach phan tich gen thé thuc khuin d3 dugc chon nho kha ning lién két cua
né véi khang hguyén, trinh tv ADN ma héa vung bién ddi ciia khang thé nguoi lién két
v6i khang nguyén c6 thé duge xéac dinh. Khi trinh ty ADN ctia scFv lién két voi khang
nguyén dugc xac dinh, trinh tw ADN cta ving n dinh cua khang thé dugc cho lién
két v6i nod dé tao ra vecto biéu hién IgG ¢6 cac trinh tu néu trén, va tiép theo vecto
bidu hién san xuit dugc nay dugc dua vao té bao chu thich hop va cho biéu hién trong
d6, theo d6 thu dugce khang thé ngudi (W092/01047, W092/20791, W093/06213,
W093/11236, W093/19172, W095/01438, W095/15388, Annu. Rev. Immunol
(1994) 12, p. 433-455, Nature Biotechnology (2005) 23 (9), p. 1105-11 16).

Hon nita, khang thé khang GARP theo sang ché c6 thé dugce thu bang cach gay
mién dich cho dong vat bang GARP hoic polypeptit xac dinh bét ky dugc chon tir
trinh tu axit amin cua GARP, va tiép theo thu va tinh ché khang thé dugc san XuAt
trong co thé séng do6. Loai sinh vit mang GARP dung lam khang nguyén khong dugc
gi¢i han & nguoi, va do do, dong vat cling co thé duoc gay mién dich bang GARP
dugc tao ra tir ddng vat khong phai nguoi, nhu chudt nhét hodc chudt céng. Trong
truong hop nay, khang thé c6 thé ap dung cho bénh cla ngudi co thé dwoc chon bang
cach kiém tra kha ning phan tng chéo cia khang thé thu dugc lién két véi GARP khac
loai v6i GARP cua nguoi.

Ngoai ra, cac té bao san xuat khang thé ma san xuét khang thé khang GARP s&
duoc dung hop véi té bao u tiy theo phuong phép da biét (vi du, Kohler and Milstein,
Nature (1975) 256, p. 495-497, Kennet, R. ed., Monoclonal antibodies, p. 365-367,
Plenum Press, N. Y. (1980)) d& thiét 1ap t& bao lai, dé thu duoc khéng thé don dong.

Cén luu y rding GARP dung lam khang nguyén c6 thé dugc thu bang cich cho té
bao chi san xuit gen GARP theo thao tac di truyén.

Cu thé, vecto ¢6 kha ning biéu hién gen GARP duoc san xuét, va tiép theo

vecto nay duoc dua vao t€ bao chi, dé gen nay dugc biu hién trong do, va sau do,
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GARP da bidu hién dwoc tinh ché. Sau day, phuong phap thu khang thé khang GARP
s& duge md ta cu thé.
(1) Biéu ché khang nguyén

Vi du v& khang nguyén dugc st dung dé san xuit khang thé khang GARP c6 thé
bao gdbm GARP, polypeptit gdm c6 it nhit 6 trinh ty axit amin riéng phan lién tmg ctia
né, va dan xuit diéu ché dugc bang cach thém trinh ty axit amin xac dinh bat ky hoic
chit mang vao GARP nay hodc polypeptit cia no.

GARP c6 thé duoc tinh ché truc tiép tir c4c md khdi u hodc té bao khdi u ciia
nguoi va tiép theo c6 thé dugc st dung. Theo cach khac, GARP ciing c6 thé dugc thu
bang cach tong hop né in vitro hodc bang cach cho té bao chu san xuét n6 theo thao tac
d; fwnrén

Theo thao tac di truyén nay, khang nguyén c6 thé duoc thu, cu thé, bing cach
hop nhit cADN ma héa GARP vao vecto bidu hién c6 kha ning biéu hién cADN ma
hoa GARP, va tiép theo tong hop GARP trong dung dich chita enzym, co chét va céac
hoat chét cin cho viéc phién ma va dich m4, hodc bang cach bién nap té bao chu cia
cac sinh vat khong c6 nhan dién hinh hodc c6 nhan dién hinh khéc, dé chung biéu hién
GARP.

Ciing co thé thu duogc khang nguyén dudi dang protein bai tiét bang cach cho
phép protein dung hop, dugc tao ra bang cach gin ADN ma héa ving ngoai bao clia
GARP duéi dang protein mang véi ADN ma hoa vang bn dinh cua khang thé, biéu
hién trong hé té bao chi va/hodc vecto thich hop.

GARP cADN c6 thé dugc thu bang phuong phéap PCR, bao gdm thuc hién phan
tng chudi nhd polymeraza (polymerase chain reaction, sau day goi 1a "PCR"), vi du,
bang cach st dung ngan hang cADN biéu hién cADN ctia GARP lam khudn, va ciing
st dung cac mdi khuéch dai dac hiéu GARP cADN (xem Saiki, R. K., et al. Science
(1988) 239, p. 487-489).

Vi du v& téng hop polypeptit in vitro c¢6 thé 1a Rapid Translation System (RTS)
do Roche Diagnostics san xuét, song khong han ché & do.

Vi du vé té bao khong c6 nhan dién hinh dung 1am té bao chi c6 thé bao gbm

Escherichia coli va Bacillus subtilis. D& bién nap té bao chu bang gen nghién ctu, té
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bao chu ndy dugc bién nap bang vecto plasmit chira san pham sao chép dugc tao ra tir
céc loai twong thich véi té bao chu, tirc 13, didm khoi dAu sao chép, va trinh tu diéu
hoa. V& vecto, vecto c6 trinh tu c¢6 kha ning truyén tinh chon loc kiéu hinh cho té bao
can bién nap 13 dugc vu tién.

Vi du vé té bao c6 nhén dién hinh ding 1am té bao chu ¢ thé bao gdm cac té
bao ctia dong vét c6 xuong sdng, con tring va nédm men. Vi du vé t& bao dong vat c6
xuong sdng thuong duge st dung bao gdm té bao COS Ia té bao khi (Gluzman, Y.,
Cell (1981) 23, p. 175-182, ATCC CRL-1650), nguyén bao soi chudt nhat NIH3T3
(ATCC No. CRL-1658), va dong té bao khuyét dihydrofolat reductaza cia té bao
trirmg chudt ti ma Trung Quéc (té bao CHO, ATCC CCL-61) (Urlaub, G. va Chasin,
. Acad. Sci. U.S.A. (1980) 77, p. 4126-4220), song khong gi¢i han &

Thé bién nap thu dugc theo cach nay co thé duogc nudi cdy theo cac phuong
phap thong thudng, va polypeptit nghién ctru c6 thé dugc san xuét bén trong hodc bén
ngoai té bao nudi céy.

V& moi trudng dugc st dung trong nudi cdy, nhiéu loai moi trudng dugc sir
dung phé bién c6 thé duoc chon, néu thich hop, tuy theo loai té bao chu dugc nudi.
Néu té bao cha 13 Escherichia coli, vi du, chit khang sinh nhu ampicillin hogc IPMG
c6 thé duoc thém vao méi truong LB, néu can, va tiép theo moi trudng thu dugc cd thé
duoc str dung.

Protein tai t& hop dugc san xuét bén trong hodc bén ngoai té bao bién nap nho
qua trinh nuoi ciy dugc md ta & trén co thé duoc tach va/hodc tinh ché bang cac
phuong phép da biét, bang cach st dung cac dic tinh vat Iy hodc cac dic tinh hoa hoc
cla protein.

Vi du cu thé vé phuong phap nay c6 thé bao gdm xur ly bang cach sit dung chét
lam két tia protein thong thuong, siéu loc, cac loai sdc ky 1ong nhu séc ky ray phan tir
(loc gel), sic ky hip thy, séc ky trao dbi ion hodc sic ky 4i luc, phuong phap thdm
tach, va két hop cac phwong phap nay.

Ngoai ra, bang cach géan dudi histidin gdm c6 6 vao protein tai t6 hop cin biéu

hién, protein ndy c6 thé dugc tinh ché mot cach hiru hiéu bang cach su dung cot i luc
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niken. Theo cach khac, bang cach ndi ving Fc ctia IgG véi protein tai t6 hop can biéu
hién, protein nay co thé dugc tinh ché mot cach hitu hiéu béng cach st dung cot
Protein A.

Bing cach két hop cac phuong phap da mé ta ¢ trén v6éi nhau, polypeptit nghién
ctru c6 thé dugce san xut & quy mé 16n, voi ning suét cao va vdi do tinh khiét cao.

(2) San xut khang thé don dong khang GARP

Vi du v& khang thé lién két ddc hidu v6i GARP c6 thé 1a khang thé don dong
lién két dac hiéu v6i GARP. Phuong phép thu khang thé don dong nay 1a nhu sau.

Dé san xuét khang thé don dong, céc bude xir Iy sau ndi chung la can thiét.

Cu thé, cac bude xir Iy cAn thiét bao gém:
(a) tinh ché polym
(b) buéc giy mién dich dong vat bang khang nguyén bing céch tiém, ]dy mau tir dong
vat, kiém tra hiéu gia khang thé dé x4c dinh giai doan cat xén lach ra khoi dong vét, va
tiép theo didu ché t& bao san xuét khang thé,
(c) didu ché té bao u thy (sau day goi 1a "u tiy"),
(d) dung hop té bao giita té bao san xut khang thé va u tly,
(e) chon nhom u tiy san xuét khang thé nghién ctru,
(f) phén chia thanh cac dong té bao don (nhan dong vo tinh),
(g) tuy ¥, nudi cly té bao lai dé san xuét hang loat khéng thé don dong, hoic lai gidng
cac dong vat ma trong do té bao lai da dugc cdy, va
(h) phan tich hoat tinh sinh Iy va tinh dc hiéu lién két ctia khang thé don dong san
xuit dugc theo cach nay, hodc kiém tra cac dic tinh ctia khang thé dudi dang thudc thu
danh diu.

Sau day, phuong phép san xuét khang thé don dong s& dugc md ta chi ﬁét cung
v6Gi cac bude dd mo ta & trén. Tuy nhién, phuong phéap san xuat khang thé néu trén 13
khong dugc gidi han & do, va, vi du, t& bao san xuét khang thé khong phai té bao lach
va u tdy cling co thé duoc st dung.

(a) Tinh ché khang nguyén
V& khang nguyén, GARP didu ché dugc bing phuong phap dugc md ta & trén,

ho#c mot phan cta nd, cé thé dugc su dung.
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Theo cach khéc, phdn mang didu ché dugc tir cac té bao soma téi t6 hop biéu
hién GARP, hoac chinh céac té bao soma tai td hop biéu hién GARP, hoic ngoai ra,
peptit riéng phan cia protein theo sdng ché, duoc téng hop hoa hoc theo phuong phap
dugc ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay biét 13, ciing c6 thé dugc ding
lam khang nguyén.

(b) Didu ché té bao san xuét khang thé

Khang nguyén thu dugc 6 budc (a) dugc tron voi chét phu trg, nhu ta dugc
Freund dﬁy da hoac khong déy du, hoac phén kali, dé tao ra chét gay mién dich, va sau
d6, dong vat thi nghiém duge gy midn dich bing chat gay mién dich. V& dong vat thi

nghiém nay, dong vét dugc sir dung trong cic phuong phép da biét dé san xuét té bao
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khong c6 van
c6 thé dugc st dung & day bao g6m chuot nhét, chuot céng, dé, ctru, bo, va ngua. Tu
quan diém do kha dung cta té bao u tiy can dung hop véi té bao san xuit khang thé
cét xén, v.v., chudt nhit hodc chudt cbng tdt hon 1a dugc st dung lam dong vat dé gay
mién dich.

Céc ching chudt nhét va chudt cdng dugc st dung thuc té 1a khong duoc gisi
han cu thé. Trong trudng hop ctia chudt nhét, vi du vé ching ma c6 thé dugc st dung &
day bao gdm A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE, C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, FL,
HTH, HT1, LP, NZB, NZW, RF, R 111, SIL, SWR, WB, va 129. Mt khac, trong
trrong hop clia chudt cdng, vi du vé ching ma c6 thé duoc st dung & day bao gdm
Wistar, Low, Lewis, Sprague Dawley, ACI, BN, va Fischer.

Céc chudt nhit va chudt céng nay 1a co thé st dung duoc tir cac nha nhén gidng
va phan phéi dong vat thi nghiém, nhu CLEA Japan, Inc. va CHARLES RIVER
LABORATORIES JAPAN, INC.

Ngoai ra, xét dén tinh twong thich dung hop véi cac té bao u tiy dugc ban luan
& duédi, ching BALB/c trong truong hop cta chudt nhét, va cac ching Wistar va Low
trong truong hop cuia chudt cdng, 1a dugc dic biét vu tién lam cac dong vét dé gay

mién dich.
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Hon nita, xét dén tinh twong ddng giita cac khang nguyén ctia ngudi va chudt
nhit, cling tot hon 12 str dung cac chudt nhit ma co ché sinh hoc cia chiing dé loai bd
cac tu khang thé da duoc lam giam, tirc 13, cac chudt nhéit méc bénh ty mién.

Tudi ciia cac chudt nhat hodc chudt cdng nay khi gy mién dich t6t hon 13 5 dén
12 tudn tudi, va tdt hon 14 6 dén 8 tuan tudi.

Dé gay mién dich cac dong vt bang GARP hoic thé tai t6 hop ciia né, cac
phuong phap da biét, dugc md ta chi tiét, vi du, trong Weir, D. M., Handbook of
Experimental Immunology, Vol. L. II. III., Blackwell Scientific Publications, Oxford
(1987), Kabat, E. A. va Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C

Trong cac phuong phép gly mién dich ndy, tot hon néu phuon
dung theo sang ché cu thé 1a phuong phap sau chang han.

N6i cach khéc, trude tién, cac té bao, trong do phan protein mang dung lam
khang nguyén, hodc khang nguyén da dugc biéu hién, dugc str dung qua dudng trong
da ho#c qua duong trong mang bung cho dong vat.

Pé tang cudng higu qua gy mién dich, viéc st dung két hop dugc vu tién. Néu
viéc st dung qua dudng trong da dugc thuc hién trong nira dAu cia ché do st dung, va
viéc st dung duomg trong mang bung dugc thuc hign trong nira con lai ciia ché @6
hoac chi & thoi diém cudi st dung, hi¢u qua gay mién dich c6 thé dugc ting cudng rd
rét.

Ché d6 stir dung khang nguyén s& thay dbi tuy theo loai dong vét duogc gay mién
dich, céc khac biét ¢4 thé, v.v. N6i chung, 3 dén 6 lidu khéng nguyén va khoang dinh
lidu 2 dén 6 tudn 1a duoc wu tién, va 3 hodc 4 lidu khang nguyén va khoang dinh liéu 2
dén 4 tuan 1 duge uu tién.

Liéu 4p dung dbi v6i khang nguyén sé thay d6i tuy theo loai dong vat duoc gay
midn dich, cac khéc biét ca thé, v.v.. N6 thuong ndm trong khoang tir 0,05 dén 5 mg,
va tdt hon 14 nim trong khoang tx 0,1 dén 0,5 mg.

Lidu ting cudng dugce thuc hién 1 dén 6 tuan, t6t hon 1a 2 dén 4 tudn, va tét hon

]a 2 dén 3 tuan, sau liéu st dung khang nguyén dugc md ta & trén.
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Liéu 4p dung d6i v6i khang nguyén, khi lidu ting cudng dugc thuc hién, s& thay
dbi tlly theo loai dong vat, kich thudc ciia nd, v.v.. Trong truong hop cua chudt nht,
vi du, lidu 4p dung dbi voi khang nguyén thuong nam trong khoang tir 0,05 dén 5 mg,
t6t hon 12 0,1 dén 0,5 mg, va t6t hon 1a nim trong khoang tir 0,1 dén 0,2 mg.

1 dén 10 ngay, tét hon 12 2 dén 5 ngay, va tét hon 12 2 hodc 3 ngay sau khi két
thic lidu ting cudng dugc mo ta & trén, t& bao lach hodc té bao lympho chira té bao
san xudt khang thé s& dugc 14y v6 trung tlr ddng vat dugc gy mién dich. Tai thoi diém
do, hiéu gia khéng thé duoc do. Pong vit, trong d6 hiéu gia khang thé da tang du cao,
duge st dung 1am ngudn cép té bao san xut khang thé, dé hidu qua cua céc thao tac
tip theo c6 thé duge ting cudng.

2

hap do hiéu gia khang é bao

pouong ph o hieu g1a khang th

>
Qu

woc str dung ¢ day cd th
gdm phuong phap RIA va phuong phap ELISA, song khong gidi han 6 do.

V& viéc do hiéu gia khang thé theo séng ché, phuong phap ELISA, vi du, c6 thé
duoc thue hién theo cac quy trinh sau.

Trudc tién, khang nguyén tinh ché hodc tinh ché mét phan dugce hép phu 1én bé
mat ciia pha ran, nhu dia 96 16 cho ELISA, va bé mit ran khéc, trén d6 khang nguyén
nay chua dugc hip phu, dugc phu protein khong lién quan dén khang nguyén, nhu
albumin huyét thanh bo (sau day goi 1a "BSA"). Céc bé mit dugc ria, va tiép theo cho
tiép xtic v6i mau pha lodng theo béac ding lam khang thé so clp (vi du, huyét thanh
chudt nhit), dé khang thé trong mau dugc lién két voi khang nguyén duge mo ta &
trén.

Sau d6, khang thé danh ddu enzym khang khang thé chudt nhat dugc thém vao
lam khang thé thir cAp, dé n6 dugc lién két v6i khang thé chudt nhit, sau d6 rira. Sau
dé6, co chét cta enzym duoc thém vao, va tiép theo su thay dbi hip thu do sy phat trién
mau trén co sé phan hiy co chit, v.v., duoc do, dé hiéu gia khang thé dugc tinh.

Té& bao san xuit khang thé c6 thé dugc tach ra khoi cac té bao lach hoic té bao
lympho cia ddng vat dugc gay mién dich theo cac phuong phap da biét (vi du, Kohler
et al., Nature (1975) 256, p. 495,; Kohler et al., Eur. J. Immunol. (1977) 6, p. 511,;
Milstein et al., Nature (1977), 266, p. 550,; Walsh, Nature, (1977) 266, p. 495). Viduy,

trong trudmg hop ciia té bao lach, da c6 phuong phap phd bién 1a bam nho lch, tiép

28



52655 29/217

theo loc t& bao qua ludi thép khong g, tiép theo tao huyén phu chét loc trong moi
truong cAn thiét téi thiéu Eagle (minimal essential medium: MEM) dé tach té bao san
xut khang thé.

(¢) Didu ché té bao u tiy (sau day goi 1a "u tuy")

Céc té bao u tiy dung trong dung hop té bao 1a khong duogc gidi han cu thé, va
céc t& bao nay co6 thé duge chon tir cdc dong té bao da biét, néu thich hop, va tiép theo
¢6 thé dugc st dung. Xét dén cac vin d& phu hop trong viéc chon t€ bao lai tir cac té
bao dugc dung hop, dong té bao khuyét HGPRT (Hypoxanthine-GUANINE
phosphoribosyl transferase), cac quy trinh chon loc da dugc thiét lap, tot hon 1a dugc

st dung.

sl 11‘1 "71’ A\‘ A Y
Cia, ViGu Vv

>+
>~

TG cac dong t& bao khuyét HGPRT nhu vay bao gdm: X63-Ag8
duoc tao ra tir chudt nhat (X63), NS1-ANS/1 (NS1), P3X63-Ag8. Ul (P3U1), X63-
Ag8.653 (X63.653), SP2/0-Agl4 (SP2/0), MPC11-45.6TG1.7 (45.6TG), FO,
$149/5XX0, va BU. 1; 210. RSY3. Ag. 1. 2.3 duogc tao ra tir chudt cbng (Y3); va
U266AR duoc tao ra tir ngudi (SK0-007), GM1500-GTG-A12 (GM1500), UC729-6,
LICR-LOW-HMy?2 (HMy2), va 8226AR/NIP4-1 (NP41). Cac dong té bao khuyét
HGPRT c6 thé st dung duge, vi dy, tir American Type Culture Collection (ATCC).

Céc dong té bao nay dugc nudi cy tiép trong mdi trudng thich hop, nhur moi
truong 8-azaguanin [moi truong dugc didu ché bang cach thém 8-azaguanin vao moi
truong RPMI-1640 chira glutamin, 2-mercaptoetanol, gentamixin, va huyét thanh thai
bod (sau day goi 1a "FCS")], Iscove's Modified Dulbecco's Medium (sau day goi la
"IMDM"), hoic Dulbecco's Modified Eagle Medium (sau day goi la "DMEM"). Ba
hodc bén ngay trude khi dung hop té bao, cac té bao dugc nudi cy tiép trong mdi
trudong binh thuong [vi du, moi truong ASF104 chira 10% FCS (do Ajinomoto Co.,
Inc. san xuét)] dé dam bao c6 khong it hon 2x107 té bao vao ngay dung hop té bao.
(d) Dung hop té bao

Té bao san xuét khang thé ¢6 thé dugc dung hop véi té bao u tay, néu thich hop,
theo cac phuong phéap da biét (Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology,
Vol. L. II. IIL., Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987), Kabat, E. A.va

Mayer, M. M., Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher
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Springfield, Ilinois (1964), v.v.) trong cac diéu kién trong d6 ty 1¢ song ciia t€ bao
khong bi gidm qua muec.

Vi du vé phwong phép nhu viy ma c6 thé dugc st dung & day bao gbdm phuong
phap hoa hoc bao gbm tron té bao san xuét khang thé véi té bao u tiy trong dung dich
polyme ndng dd cao nhu polyetylen glycol, va phuong phap vét Iy bang kich dién.
Trong cac phuong phap nay, vi du cu thé vé phuong phép héa hoc néu trén la nhu sau.

Khi polyetylen glycol dugc sit dung lam dung dich polyme ndng do cao, té bao
san xuét khang thé duoc tron véi té bao u tay trong dung dich polyetylen glycol c6
trong lugng phan tir 1500 dén 6000, tt hon 1a 2000 dén 4000, & nhiét do 30°C dén
40°C, t6t hon 1 35°C dén 38°C, va trong 1 dén 10 phut, tt hon 14 trong 5 dén 8 phut.

Phuong phap chon loc té bao lai thu duoc béng cach dung hop té bao duoc md
ta & trén 1a khong dugc gidi han cu thé. N6i chung, phuong phap chon loc HAT
(hypoxanthin-aminopterin-thymidin) (Kohler et al., Nature (1975) 256, p. 495;
Milstein et al., Nature (1977) 266, p. 550) dugc ap dung.

Phuong phap nay 1a hitu hiéu, khi té bao lai dugc thu bang cach st dung té bao
u tily thudc dong té bao khuyét HGPRT khong thé sdng duoc trong aminopterin.

Cu thé, t& bao khong dugc dung hop va té bao lai duoc nudi cdy trong mdi
truong HAT, dé chi c6 té bao lai khang aminopterin 12 dugc gitt lai va sinh truéng mot
cach chon loc.

(f) Phén chia thanh cac dong té bao don (nhan dong v tinh)

V& phuong phap nhan dong té bao lai, cic phuong phéap da biét nhu phuwong
phap metyl xenluloza, phuong phap agaroza mém, hoic phuong phép pha lodng gidi
han, vi dy, co thé dugc 4p dung (xem, vi du, Barbara, B. M. va Stanley, M. S.:
Selected Methods in Cellular Immunology, W. H. Freeman va Company, San
Francisco (1980)). Trong cac phuong phap nay, cac phuong phap nudi cly ba chiéu,
nhu phuong phap metyl xenluloza, 1a duoc dic biét wu tién. Vi du, nhom té bao lai
duge tao ra bang cach dung hop té bao duogc tao huyén phil trong mdi trudong metyl
xenluloza nhu ClonaCell-HY Selection Medium D (do StemCell Technologies,

#03804 san Xuét), va tiép theo nudi céy. Sau do, cac khuén lac té bao lai tao thanh
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dwoc thu hoach, dé té bao lai don dong c6 thé duge thu. M&i khuén lac t€ bao lai thu
hoach dugc duge nudi céy, va dich ndi nudi céy té bao lai thu duoc, trong d6 hiéu gia
khang thé 6n dinh dugc quan sat thdy, duoc chon 1am ching té bao lai san xuit khang
thé don dong GARP.

Vi du vé chung té bao lai thu dugc theo cach nay bao gbm té bao lai GARP
151D va 198D. Trong ban mo ta nay, khang thé dugc san xuét boi té bao lai GARP
151D va 198D duoc goi 1a "khang thé 151D" hodc "khang thé 198D" ho#c don gian 12
"151D" hodc "198D".

Vang bién dbi ciia chudi ning cta khang thé 151D c6 trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 15 trong danh muc trinh ty. Ngoai ra, vung bién ddi ctia chudi nhe

LA f 4L A TETTY ~AA o) 3 1 A .
ctia khang thé 151D ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 17 trong danh muc

>

trinh tu. CAn luu ¥ rang trinh ty axit amin cia ving bién dbi ciia chudi ning néu trong
SEQ ID NO: 15 trong danh muc trinh tyr dwgc ma hoa boi trinh tu nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 14 trong danh muyc trinh ty. Ciing cAn luu ¥ rang trinh ty axit amin cla
vung bién ddi ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 17 trong danh muc trinh tu duoc
ma hoa bai trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 16 trong danh muc trinh tu.

Viing bién déi cta chudi ning ciia khang thé 198D ¢ trinh t axit amin néu
trong SEQ ID NO: 19 trong danh muc trinh tu. Ngoai ra, vung bién d6i cia chudi nhe
cua khang thé 198D c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 21 trong danh muc
trinh ty. Can lwu ¥ ring trinh ty axit amin cta ving bién ddi cua chudi ning néu trong
SEQ ID NO: 19 trong danh myc trinh tu dugc ma hoa boi trinh tu nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 18 trong danh muyc trinh ty. Cling can luu ¥ rang trinh ty axit amin cla
vung bién ddi ciia chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 21 trong danh muyc trinh tu dugc
m3 hoa béi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 20 trong danh muc trinh tu.

(2) Didu ché khang thé don dong bing cach nudi cy t€ bao lai

Té bao lai chon loc theo cach nay dugc nudi chy, dé cac khang thé don dong c6
thé duogc thu diy da. Trudce khi thye hién nudi céy, can sang loc té bao lai san xuét
khang thé don dong nghién ctru.

Pé sang loc, cac phuong phap da biét c6 thé duoc 4p dung thich hop.
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Hiéu gia khang thé c6 thé duge do theo sang ché bang cach, vi dy, phuong phap
ELISA dugc mé ta trong phéan (b) & trén.

Té bao lai thu dwgc bang phwong phap néu trén c6 thé dugc bao quan trong nito
16ng ho#c trong may lanh & nhiét do -80°C hodc thap hon & trang thai dong bang.

Sau khi két thiic nhan dong, té bao lai dugc nudi cdy, trong khi thay moi truong
HT bang moi truong binh thudng.

Nudi céy khéi duge thuc hién béng cach nuoi céy quay, béng cach str dung chai
nudi cdy 16n. Dich néi thu dugc tir nudi chy khéi nay duge tinh ché theo cac phuong
phéap dugc nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay biét 8, nhu loc gel, dé thu
dwoc khang thé don dong lién két diic higu v6i protein theo sang ché.

Hon nita, t€
chung (vi du, BALB/c dugc mo ta 6 trén), hodc chudt nhét Nu/Nu, va té bao lai dugc
cho sinh trudng trong do, dé thu dugc cb truéng chira lugng 16n khang thé don dong
theo sang ché.

Khi t& bao lai duoc st dung trong khoang bung ctia chudt nhét nay, luong 16n
cb truéng co thé dugc thu néu dau khoang nhu 2,6,10,14-tetrametylpentadecan
(pristane) trude d6 da dugce s dung cho chudt nay (3 dén 7 ngay trudc khi st dung té
bao lai).

Vi du, gia st trude do chét (e ché mién dich da dugc st dung trong khoang
bung cua chudt nhét thudc cung chung véi té bao lai, dé té bao T dugc lam bét hoat.
Hai muoi ngay sau khi tiém, 10° dén 107 t& bao lai va/hoic té bao dong vd tinh duoc
tao huyén phl trong moi trudng khong chira huyét thanh(0,5 ml), va huyén pht nay
tiép theo dugc st dung trong khoang bung. Khi bung binh thudong phong 1én va cd
truéng dd mung mu, ¢ trudng nay s& duge 14y ra khéi chudt. Theo phwong phép nay,
khang thé don dong & ndng d6 khoang 100 1an hoic cao hon trong dung dich nudi chy
¢6 thé duge thu.

Khéng thé don dong thu dugc bang phuong phap duge md ta o trén c6 thé dugc
tinh ché, vi du, bing phuong phéap dugc md ta trong Weir, D. M.: Handbook of
Experimental Immunology, Vol. I, I, I1I, Blackwell Scientific Publications, Oxford
(1978).
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Khéng thé don dong thu dugc theo cach nay c6 tinh dic hiéu khang nguyén cao

voi GARP.
(h) Thir nghiém khéang thé don dong

Isotyp va typ phu cta khang thé don dong thu dugc theo cach nay co thé duoc
xac dinh nhu sau.

Trude tién, vi du vé phuong phép thir nghiém ¢ thé bao gdm phuong phap
Ouchterlony, phuong phap ELISA, va phuong phéap RIA.

Phuong phap Ouchterlony 13 don gian, song khi ndng d6 khing thé don dong
thép, thi bude cd dic 1 can thiét.

Mat khéc, khi phu(mg phap ELISA hodc RIA dugc st dung, dich ndi nudi cdy

)
An Trno vn’nt

2
Lo A x Utz 2
ugc phan Ung truc ha rin da hip phu khang nguyén, va khang thé twong

el
it
3

g véi cac isotyp hoac 16p phu globulin mién dich khac nhau dugc st dung lam
khéng thé thir chp, dé isotyp va typ phu cua khang thd don dong c6 thé dugc nhan
dang.

V& phuong phap don gian hon, kit nhén dang c6 béan trén thi truong (vi du,
Mouse Typer Kit; do BioRad san xudt), v.v. cling c6 thé duoc st dung.

Hon nfta, viéc dinh lugng protein co thé duge thuc hién bang phuong phap
Folin Lowry va phuong phép tinh gia tri tir dd hép thu & 280 nm [1,4 (OD 280) =1
mg/ml globulin mién dich].

Ngoai ra, cling trong trudng hgp ma cac bude (a) dén (h) trong muc (2) & trén
duoc thue hién lai va khang thé don dong doc 1ap duoc thu riéng r&, khang thé c6 céc
dic tinh twong duong véi cac dac tinh cua khang thé 105F, khang thé 110F, khéng thé
duoc tao ra tir 151D (khéng thé 151D duoc nhan hoa) va khang thé dugc tao ra tir
198D (khéng thé 198D duoc nhan héa) co thé dugc thu. Vi du vé khang thé nhu vay
¢6 thé 1a khang thé lién két véi cing epitop, ma mdi khang thé dugc mé ta & trén lien
két v6i n6. Khang thé 105F nhan biét cac vi tri trinh ty axit amin tai cac vi trf axit amin
366 dén 377, 407 dén 445, va 456 dén 470 trong trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 1)
ctia GARP, va lién két véi chung; khang thé 110F nhan biét cc vi tri trinh tu axit amin
tai céc vi trf axit amin 54 dén 112 va 366 dén 392 trong trinh ty axit amin (SEQ ID
NO: 1) ciia GARP, va lién két vi ching; khang thé duoc tao ra tir 151D (khang thé
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151D dugc nhan hoa) nhan biét trinh tu axit amin tai cac vi tri 352 dén 392 trong trinh
ty axit amin (SEQ ID NO: 1) cuia GARP, va lién két v6i chung; va khang thé dugce tao
ra tir 198D (khang thé 198D dwoc nhan héa) nhéan biét trinh tyr axit amin tai cac vi tri
18 dén 112 trong trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 1) cia GARP, va lién két v6i ching.
Do d6, vi du cu thé vé epitop néu trén c6 thé bao gdm cic ving néu trén trong trinh tu
axit amin cua GARP.

Néu khang thé don dong vira didu ché dugc lién két véi peptit riéng phan hoic
cAu trtic ba chidu riéng phﬁn ma khang thé 105F, v.v., dugc mo ta & trén lién két voi
no, c6 thé xac dinh rang khang thé don dong lién két v6i cung epitop, ma khang thé

~

105F, v.v., duoc md ta & trén lién két voi nd. Hon nira, bang cach xac nhén rang khang
I

1.

tll h tranh &1

ig Canil wann v

hang thé 105F

Uy i 3 1 2iaas DlRGAIS

o v

A AXN
Uvll Ul

(2

trong viéc lién két cac khang thé véi GARP (tic 13, khang thé don dong ngén can sy
lién két ctia cac khang thé duge mo ta & trén nhu khang thé 105F v6i GARP), c6 thé
xéc dinh ring khang thé don dong lién két v6i cung epitop, ma khang thé 105F, v.v.,
duge moé ta & trén lién két voi nd, ngay ca khi trinh tu hodc cAu trac dic hiéu cta
epitop khong dugc xac dinh. Khi xdc nhén dugc rang khang thé don dong lién két véi
cung epitop ma khang thé 105F, v.v., dugc md ta & trén lién két v6i no, thi tin chic
rang khang thé don dong c6 céc dac tinh twong dwong véi céc déc tinh cua cac khang
thé dugc mo ta & trén nhu khang thé 105F.

(3) Céc khang thé khac

Khang thé theo sang ché con bao gdm cac khang thé t4i td hop di truyén dugc
cai bién nhan tao nhdm lam giam tinh khdng nguyén khac loai gy ra cho nguoi, nhu
khang thé dang kham, khang thé dugc nhan héa va cac khang thé dugc mo ta & trén,
cling nhu khéng thé don dong khang GARP dugc md ta & trén. Cac khang thé nay ¢6
thé dugc san xuét bang cac phuong phap da biét.

Khang thé thu dwoc c6 thé duoc tinh ché dén trang thai dong nhat. D tach va
tinh ché khang thé nay, cac phuong phép tach va tinh ché dung cho céc protein binh
thuong co thé duoc st dung. Vi du, sic ky cdt, loc, siéu loc, két tua b%lng mudi, thAm
tach, dién di gel polyacrylamit didu ché, dién di déng dién, v.v., dugc lua chon va két

hop véi nhau mot cach thich hop, dé khang thé 6 thé duge tach va tinh ché (Strategies
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for Protein Purification and Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R.
Marshak et al. eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1996); Antibodies: A
Laboratory Manual. Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory
(1988)), song vi du vé cac phwong phap tach va tinh ché khong dugc giéi han & do.

Vi du vé sic ky ¢6 thé bao gdbm sdc ky ai luc, sdc ky trao dbi ion, sac ky ky
nudc, séc ky loc gel, sic ky dao pha, va sic ky hép thu.

Céac k¥ thuat sic ky nay co thé duge thyc hién bang céach st dung sic ky long
nhu HPLC hoac FPLC.

Vi du vé cot dung trong sdc ky ai luc ¢ thé bao gdm cot Protein A va cdt
Protein G. Vi du vé cot sir dung Protein A ¢6 thé bao gdm Hyper D, POROS, va
Pharmacia).

Tuong tu, bang cach st dung chit mang cb dinh khang nguyén, khang thé ¢6
thé dugc tinh ché bing cach st dung hoat tinh lién két cia khang thé v6i khang
nguyén.

Céc khang thé thu dugc duge dénh gia, v& hoat tinh lién két ciia chung véi
khang nguyén, theo phuong phap dugc mo ta trong cac vi du duge ban luan & dudi,
v.v., dé khang thé diéu ché duoc co thé duoc chon loc.

Tinh 6n dinh cta khang thé ¢6 thé duoc sit dung 1am chi thi dé so sanh céc dic
tinh cta khang thé. Nhiét ké quét vi phan (differential scanning calorimeter: DSC) la
thiét bi c6 kha ning do nhanh chéng va chinh xac diém gifra bién tinh nhiét (thermal
denaturation midpoint: Tm) la chi thi t6t cho tinh én dinh cAu triic tuong ddi cua
protein. Bing céach st dung DSC dé do cac gia tri Tm va so sanh lién quan dén cac gia
tri thu duoc, cac khac biét v& tinh 6n dinh nhiét c6 thé duoc so sanh. Biét r%ng tinh dn
dinh bao toan cua khang thé c6 twong quan nhét dinh v&i tinh 6n dinh nhiét cia khang
thé (Lori Burton, et al., Pharmaceutical Development and Technology (2007) 12, pp.
265-273), va do d6, khang thé duoc vu tién c6 thé dugc chon béng cach st dung tinh
én dinh nhiét 1am chi thi. Vi du v& céc chi thi khac dé chon khang thé c6 thé bao gom
hiéu sudt cao trong té bao chu thich hop va két tu thdp trong dung dich nude. Vi du, do

khang thé c6 hiéu suat cao nhat luon khong biéu hién tinh 0n dinh nhiét cao nhat, nén
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can chon khéng thé thich hop nhét dé sir dung cho nguoi bang cach x4c dinh n6 mot
cach toan dién trén co s& cac chi thi néu trén.

Vi du vé& khang thé ngudi khang GARP theo sang ché c6 thé 1a khang thé ngudi
khang GARP thu duoc bang phurong phap bidu hién thé thuc khudn duge md ta & trén,
va vi du uu tién v& khang thé ngudi khang GARP nay ¢ thé bao gdm khang thé 105F
va khang thé 110F, mdi khang thé nay c6 cau tric sau.

Chudi ning ctia khang thé 105F ¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2
trong danh muc trinh tu. Trong trinh tu axit amin chudi ning néu trong SEQ ID NO: 2
trong danh myc trinh ty, trinh ty axit amin gém cO cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén
118 12 ving bién dbi, trong khi trinh tu axit amin gdm c6 cac gbc axit amin tai cac vi
>

10 &
7 U

1
11 48 1a vin

SEQ ID NO:

l\.)

én 44 trong danh muc trinh ty, ving
bién dbi nay c6 CDRH1 gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 26 dén 35,
CDRH2 gdm c6 trinh ty axit amin tai cdc vi tri axit amin 50 dén 66, va CDRH3 gdm
¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 99 dén 107. Ngoai ra, trinh tyr cia SEQ ID
NO: 2 dugc thé hién trén Fig.2.

Chudi nhe cua khang thé 105F c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3
trong danh muc trinh tu. Trong trinh ty axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 3
trong danh muc trinh ty, trinh tu axit amin gém co cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén
112 1a ving bién 61, trong khi trinh ty axit amin gdm c6 céac gdc axit amin tai cac vi
tri 113 dn 217 1a ving 6n dinh. Trong SEQ ID NO: 3 trong danh muyc trinh tur, ving
bién d6i nay c6 CDRLI gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 23 dén 36,
CDRL2 gém ¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 52 dén 58, va CDRL3 gém co
trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 91 dén 101. Ngoai ra, trinh ty ciia SEQ ID
NO: 3 dugc thé hién trén Fig.3.

Chudi ning ctia khang thé 110F c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4
trong danh muc trinh ty. Trong trinh tu axit amin chudi ning néu trong SEQ ID NO: 4
trong danh muc trinh ty, trinh ty axit amin gém cO cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén
123 12 ving bién ddi, trong khi trinh ty axit amin gdm co céc gbc axit amin tai cac vi
tri 124 dén 453 1a vang n dinh. Trong SEQ ID NO: 4 trong danh muyc trinh tu, ving

bién ddi nay c6 CDRH1 gém ¢6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 26 dén 35,
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CDRH2 gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 50 dén 66, va CDRH3 gbm
¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 99 dén 112. Ngoai ra, trinh tu cia SEQ ID
NO: 4 dugc thé hién trén Fig.4.

Chudi nhe cua khang thé 110F c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5
trong danh muc trinh ty. Trong trinh ty axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 5
trong danh muc trinh ty, trinh tu axit amin gf”)m cO cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén
111 1a ving bién ddi, trong khi trinh ty axit amin gém cb cac géc axit amin tai cac vi
tri 112 dén 216 1a ving 6n dinh. Trong SEQ ID NO: 5 trong danh myc trinh tu, ving
bién dbi nay c6 CDRL1 gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi trf axit amin 23 dén 36,
CDRL2 gé)m ¢6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 52 dén 58, va CDRL3 g?)m co
trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 91 dén 100. Ngoai ra, trinh tu cua SEQ ID
NO: 5 dugc thé hién trén Fig.5.

Trinh tu axit amin cia chudi ning khéng thé 105F néu trong SEQ ID NO: 2
trong danh muc trinh ty dugc ma héa béi trinh ty nucleotit néu trong SEQID NO: 6
trong danh muc trinh tu. Trinh tu nucleotit gém c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit
1 dén 354 trong trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 6 trong danh muc trinh ty ma
hoa ving bién d6i ciia chudi nidng cta khang thé 105F, va trinh tu nucleotit gdm c6 cac
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 355 dén 1344 ma hoa ving 4n dinh chudi ning cta
khang thé 105F. Nhu néu trong SEQ ID NO: 6, trinh ty nucleotit ma hoa ving bién ddi
¢c6 polynucleotit gdm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri nucleotit 76 dén 105 ma hoa
CDRHI1, polynucleotit gbm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri nucleotit 148 dén 198 ma
héa CDRH2, va polynucleotit gbm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 295 dén
321 ma héa CDRH3. Ngoai ra, trinh ty cia SEQ ID NO: 6 dugc thé hién trén Fig.6.

Trinh ty axit amin cta chudi nhe khang thé 105F néu trong SEQ ID NO: 3 trong
danh muc trinh tu dugc ma héa béi trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 7 trong
danh muc trinh tu. Trinh ty nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén
336 trong trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 7 trong danh muc trinh ty ma hoa
ving bién dbi ctia chudi nhe cua khang thé 105F, va trinh ty nucleotit gbm cb cac
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 337 dén 651 m4 hoa ving 4n dinh chudi nhe cta khéng

th 105F. Nhu néu trong SEQ ID NO: 7, trinh ty nucleotit ma hoa ving bién dbi ¢6
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polynucleotit gbm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 67 dén 108 ma hoa
CDRL1, polynucleotit gbm c6 trinh tw nucleotit tai cac vi tri nucleotit 154 dén 174 ma
héa CDRL?2, va polynucleotit gdm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 271 dén
303 ma hoa CDRL3. Ngoai ra, trinh ty ctia SEQ ID NO: 7 dugc thé hién trén Fig.7.
Trinh tur axit amin ctia chudi nang khang thé 110F néu trong SEQ ID NO: 4
trong danh myc trinh tu dugc ma hoa boi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 8
trong danh muc trinh tu. Trinh tu nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit
1 dén 369 trong trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 8 trong danh muc trinh tu ma
héa ving bién ddi cia chudi ning cua khang thé 110F, va trinh tu nucleotit gdm c6 cac

nucleotit tai cac vi tri nucleotit 370 dén 1359 ma hoa ving dn dinh chudi ndng cua

2
1-l A +1
Kiang in

o>

110F. Nhu néu trong SEQ ID NO: 8, trinh tir nucleotit ma hoa vin
c6 polynucleotit gbm c6 trinh ty nucleotit tai cac vi tri nucleotit 76 dén 105 ma hoa
CDRHI1, polynucleotit gdm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 148 dén 198 ma
héa CDRH2, va polynucleotit gém ¢ trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 295 dén
336 ma h6a CDRH3. Ngoai ra, trinh tu ciia SEQ ID NO: 8 dugc thé hién trén Fig.8.
Trinh tu axit amin cta chudi nhe khang thé 110F néu trong SEQ ID NO: 5 trong
danh muc trinh tu dugc ma héa béi trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 9 trong
danh muc trinh tu. Trinh ty nucleotit gé)rn ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén
333 trong trinh twr nucleotit néu trong SEQ ID NO: 9 trong danh muc trinh ty ma hoa
vung bién ddi ctia chudi nhe cta khang thé 110F, va trinh ty nucleotit gdm ¢6 cac
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 334 dén 648 mi hoéa ving 4n dinh chudi nhe cta khéng
thé 110F. Nhu néu trong SEQ ID NO: 9, trinh tu nucleotit ma hoa vung bién dbi c6
polynucleotit gbm c6 trinh tw nucleotit tai cac vi tri nucleotit 67 dén 108 ma hoa
CDRL1, polynucleotit gbm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 154 dén 174 ma
héa CDRL2, va polynucleotit gbm c6 trinh tu nucleotit tai cac vi tri nucleotit 271 dén
300 ma hoa CDRL3. Ngoai ra, trinh ty cia SEQ ID NO: 9 dugc thé hién trén Fig.9.
Lién quan dén khing thé theo sang ché, ngoai khang thé ngudi khang GARP
duoc mé ta & trén, tham chi trong truong hop ma khang thé doc 1ap dwgc thu mot cach
riéng ré& theo phuong phap khac voi phuong phap duge md ta ¢ trén dé thu khang thé,

cac khang thé c6 tinh gay doc té bao tuong dwong véi tinh gy doc té bao ctia khang
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thé 105F hodic khang thé 110F c6 thé dugc thu. Vi du khang thé nhu vay c6 thé 1a
khang thé lién két véi cling epitop ma khang thé 105F hogc khang thé 110F lién két
v6i nob.

Néu khang thé ngudi vira san xuét duogc lién két vé6i peptit riéng phin hoic cau
tric ba chidu riéng phin, ma khang thé 105F hodc khang thé 110F lién két v6i n6, c6
thé x4c dinh rang khang thé san xuét duoc lién két véi ciing epitop, ma khang thé 105F
hodc khang thé 110F lién két v6i n6. Ngoai ra, bang cach xac nhan rang khang thé
nghién ctru canh tranh v6i khang thé 105F hozc khang thé 110F vé viéc lién két cta
chung voi GARP (tic 1a, khang thé nghién ctru ngén can sy lién két ctia khang thé
105F hodc khang thé 110F v6i GARP), ¢6 thé x4c dinh ring khang thé nghién cu lién
két voi cling epitop, ma khén thé 105F :
khi trinh tu hodc cAu trac dic higu cla epitop nay chua dugc xac dinh. Néu xac nhan
duogc rang khang thé nghién ctru lién két voi cung epitop ma khang thé 105F hoic
khéng thé 110F lién két véi no, thi tin chdc ring khang thé nghién ctru ¢6 thé c6 tinh
gy doc té bao twong duong véi tinh gy doc té bao cua khang thé 105F hogc khéang
thé 110F.

Hon nita, khang thé theo séng ché bao gdm cac khang thd dugc cai bién nhan
tao, tai to hop di truyén. Cac khang thé nay c6 thé duge san xuét bang cach sir dung
cac phuong phap da biét. Khang thé nghién ctru tot hon 1a khang thé c6 it nhit1a 6
CDR gidng nhu chudi ning va chudi nhe ctia khang thé 105F hodc khang thé 110F
duge md ta & trén, va cling ¢6 hoat tinh ADCC va hoat tinh e ché dbi véi chirc ning
trc ché midn dich ctia Treg. Khang thé nghién ctru khong duoc gidi han ¢ khang thé
ddc hiéu, mién 12 no ¢6 cac dic tinh néu trén. Khang thé tt hon 1a khang thé c6 ving
bién ddi cita chudi nang va ving bién ddi ciia chudi nhe ctia khang thé 105F hodc
khang thé 110F dugc mo ta & trén.

Ngoai ra, bang cach két hop céc trinh ty thé hién tuong ddng cao véi trinh tu
axit amin chudi ning va trinh ty axit amin chudi nhe cua khang thé 105F hoic khang
thé 110F, ¢ thé chon dugc khang thé ¢6 hoat tinh twong duong v6i khang thé duoc
mb ta & trén. N6i chung, do trong ddng nhu vay 1a do turong ddng 80% hoic 16n hon,

t&t hon 13 90% hodc 16n hon, t&t hon 12 95% hodc 16n hon, va tét nhat 1a 99% hodc 16n
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hon (tuy nhién, mdi CDR 1a giéng v6i CDR ctia mdi khéng thé dwgc md ta 6 trén).
Ngoai ra, cling cO thé chon dugc khang thé c6 hoat tinh trong dwong véi mdi khéng
thé dugc mé ta & trén bang cach hop nhét trinh ty axit amin chtra doan thay thé, doan
khuyét hodc doan ) sung gém mdt hodic vai axit amin vao trinh tu axit amin cua
chudi ning hoic chudi nhe dugc mo ta & trén (ngoai trur mbdi vi tri CDR).

Ngoai ra, vi du v& khang thé khang GARP theo sang ché ¢6 thé bao gdm céc
khang thé dang kham va khang thé dugc nhan hoéa sau.

Vi du v& khang thé dang kham c6 thé bao gdm cic khang thé trong d6 viing bién
ddi va ving 6n dinh 12 khic nhau, nhu khang thé dang kham dugc tao ra bang cach

lién hop ving bién dbi cua khang thé dugce tao ra tir chudt nhit hodc chudt cong voi

AN

ung

- e A,

= i N da wo £ GIPOV
n dinn dugc tao ra tu nguwoi (xem

6855, (1984)).

C»e

A., 81, 6851-

Khéng thé dang kham dugc tao ra tir khang thé chudt céng khang GARP nguoi
151D la khang thé gdm c6 chudi nang bao gdm ving bién ddi cua chudi ning gdm c6
trinh tu axit amin gé)m cb cac géc axit amin tai cac vi trf 1 dén 117 néu trong SEQ ID
NO: 15, va chudi nhe bao gdm ving bién ddi ctia chudi nhe gém c6 trinh ty axit amin
gdm c6 cic gdc axit amin tai cac vi trf 1 dén 109 néu trong SEQ ID NO: 17, va khéng
thé dang kham nay c6 thé c6 ving 6n dinh duge tao ra tir nguoi xac dinh bat ky.

Hon nita, khang thé dang kham dugc tao ra tir khang thé chuét céng khang
GARP nguoi 198D la khang thé gdbm c6 chudi nang bao gbm ving bién ddi cta chudi
ning gdm c6 trinh ty axit amin gdm co cac gdc axit amin tai cac vi tri 1 dén 120 néu
trong SEQ ID NO: 19, va chudi nhe bao gdbm ving bién ddi cua chudi nhe gdm c6
* trinh tu axit amin gém c6 cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén 109 néu trong SEQ ID
NO: 21, va khang thé dang kham nay c6 thé c6 ving dn dinh dugce tao ra tir ngudi xac
dinh bat ky .

Vi du vé khang thé dang kham nhu vay c6 thé bao gdm: khang thé gdm co
chudi ning c6 trinh ty axit amin gdm c6 céac gbc axit amin tai cac vi tri 20 dén 466 néu
trong SEQ ID NO: 25 trong danh muc trinh ty, va chudi nhe c6 trinh ty axit amin gdm
c¢6 cac gbe axit amin tai cac vi tri 21 dén 234 néu trong SEQ ID NO: 27; va khang thé

goém c6 chudi ndng c6 trinh ty axit amin gom c6 cac goc axit amin tai cac vi tri 20 dén
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469 néu trong SEQ ID NO: 29 trong danh muc trinh tu, va chudi nhe c6 trinh ty axit
amin gom c6 cic gbc axit amin tai cac vi tri 21 dén 234 néu trong SEQ ID NO: 31.

Cén luu ¥ ring, trong trinh tu chudi ning néu trong SEQ ID NO: 25 trong danh
muc trinh tu, trinh ty axit amin gém co cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén 19 1a trinh
tu tin hiéu, trinh tu axit amin gém cO cac géc axit amin tai cac vi tri 20 dén 136 1a
ving bién dbi, va trinh tu axit amin gdm c6 cac gbe axit amin tai cac vi trf 137 dén 466
1a ving 6n dinh.

Ciing can luu rang, trong trinh tw chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 27 trong
danh muc trinh tu, trinh ty axit amin gém cO cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén 20 1a
trinh tu tin hiéu, trinh ty axit amin gém ¢ cac géc axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 1a

A avit amin tai cac vi
UV anit Gl vawv i

n
tri 130 dén 234

Lia

e TaiAn AR A 4 1 ;‘\\m ~A rhe o
Vullg LICLL UL, va il Ulll VU vav g

(@)X

1a ving 6n dinh.

Ngoai ra cin luu ¥ ring, trong trinh ty chudi ning néu trong SEQ ID NO: 29
trong danh muc trinh ty, trinh tu axit amin gbm c6 cac gbc axit amin tai cac vi trf 1 dén
19 13 trinh tu tin hiéu, trinh ty axit amin gém co cac géc axit amin tai cac vi tri 20 dén
139 1a ving bién dbi, va trinh tu axit amin g@)m cO cac géc axit amin tai cac vi tri 140
dén 469 1a ving 6n dinh.

Ngoai ra can luu y rang, trong trinh tw chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 31
trong danh muc trinh ty, trinh tu axit amin g@)m co cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén
20 1a trinh tu tin hiéu, trinh ty axit amin gém co cac géc axit amin tai cac vi tri 21 dén
129 1a ving bién dbi, va trinh tu axit amin gdm c6 cac gbc axit amin tai cac vi tri 130
dén 234 1a ving 6n dinh.

Trinh ty axit amin cta chudi ning ctia khang thé ¢151D néu trong SEQ ID NO:
25 trong danh muc trinh ty dugc ma hoa béi trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO:
24 trong danh muc trinh tu. Trinh tu nucleotit gém cO cac nucleotit tai cac vi tri
nucleotit 1 dén 57 trong trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 24 trong danh muc
trinh ty ma hoa trinh tu tin hiéu chudi ning cta khéng thé ¢151D, trinh tu nucleotit
gbm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 408 trong d6 ma hoéa ving bién ddi

ctia chudi ning ctia khang thé c151D, va trinh tu nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac
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vi trf nucleotit 409 dén 1398 trong d6 ma héa ving 6n dinh chudi ning cta khang thé
cl151D.

Hon nita, trinh tir axit amin ctia chudi nhe ctia khang thé ¢151D néu trong SEQ
ID NO: 27 trong danh muc trinh ty duge ma hoa bdi trinh twr nucleotit néu trong SEQ
ID NO: 26 trong danh muyc trinh tu. Trinh tu nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 1 dén 60 trong trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 26 trong danh
muc trinh tu ma héa trinh tu tin hiéu chudi nhe cua khang thé ¢151D, trinh tu nucleotit
gbm c6 céac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 trong d6 ma héa ving bién dbi
ctia chudi nhe ctia khang thé ¢151D, va trinh tu nucleotit gém cO cac nucleotit tai cac
vi tri nucleotit 388 dén 702 trong d6 ma héa vung 4n dinh chudi nhe cta khang thé
cl51D.

Ngoai ra, trinh tu axit amin cta chudi ning ctia khang thé ¢198D néu trong SEQ
ID NO: 29 trong danh muc trinh ty dugc ma héa boi trinh tu nucleotit néu trong SEQ
ID NO: 28 trong danh muc trinh tu. Trinh tu nucleotit gém c6 céac nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 1 dén 57 trong trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 28 trong danh
muc trinh tu ma hoéa trinh tyu tin hiéu chudi ning cta khang thé c198D, trinh tu
nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 417 trong d6 ma héa ving
bién dbi ctia chudi ning clia khang thé c198D, va trinh tu nucleotit gdm c6 cac
nucleotit tai cdc vi tri nucleotit 418 dén 1407 trong d6 ma hoa ving 4n dinh chudi
nang cia khang thé c198D.

Ngoai ra, trinh ty axit amin cua chudi nhe ctia khang thé ¢198D néu trong SEQ
ID NO: 31 trong danh muc trinh ty dugc ma hoa bai trinh tur nucleotit néu trong SEQ
ID NO: 30 trong danh muc trinh tu. Trinh ty nucleotit gém cO cac nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 1 dén 60 trong trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 30 trong danh
muc trinh ty ma héa trinh ty tin hiéu chudi nhe cua khang thé ¢198D, trinh tu nucleotit
gbm c6 céc nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 trong d6 ma hoa vang bién ddi
ctia chudi nhe cia khang thé ¢198D, va trinh tu nucleotit gém ¢O cac nucleotit tai cac
vi trf nucleotit 388 dén 702 trong d6 ma hoa ving 6n dinh chudi nhe cia khéng thé

c198D.
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Vi du vé khang thé dugc nhan hoa bao gém khang thé dugc nhan hoa duge tao
ra bang cach hop nhét ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) vao khéng thé dugc tao ra tir
nguoi (xem Nature (1986) 321, p. 522-525), va khang thé dugc nhan héa dugce tao ra
bang cach ghép céc gbc axit amin trong cac khung doc nhét dinh, ciing nhu céc trinh
tu CDR, vao khang thé nguoi theo phuong phap ghép CDR (Cong b6 don qudc té sd
W090/07861).

Tuy nhién, khang thé dugc nhan héa dugc tao ra tir khang thé 151D khong duge
gi6i han ¢ khang thé dugc nhin héa cu thé, mién 13 no gitt lai toan bd 6 trinh ty CDR
ctia khang thé 151D va c6 hoat tinh trj khi u.

9

Cén luu ¥ rang ving bién d6i ctia chudi ning ctia khang thé 151D c6 CDRHI
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géc axit amin tai cac vi tri 26
dén 35 trong SEQ ID NO: 15 trong danh muc trinh ty, CDRH2 (SIGTVGGNTY) gdm
¢ trinh tu axit amin gém ¢l cac géc axit amin tai cac vi tri 50 dén 59 trong SEQ ID
NO: 15 trong d6, va CDRH3 (EDYGGFPH) gbm c6 trinh ty axit amin gbm co cic gbe
axit amin tai cac vi tri 99 dén 106 trong SEQ ID NO: 15 trong do.

Ngoai ra, vung bién dbi ctia chudi nhe ctia khang thé 151D c6 CDRLI
(KASQNVGTNVD) gém ¢6 trinh tu axit amin gdm c6 cic géc axit amin tai cac vi tri
24 dén 34 trong SEQ ID NO: 17 trong danh muc trinh ty, CDRL2 (GASNRYT) gdm
¢6 trinh ty axit amin gébm c6 céc gbc axit amin tai cac vi tri 50 dén 56 trong SEQ ID
NO: 17 trong d6, v CDRL3 (LQYKYNPYT) gom c6 trinh ty axit amin gom c6 cic
gdc axit amin tai cdc vi tri 89 dén 97 trong SEQ ID NO: 17 trong do.

Hon nita, viing bién dbi ciia chudi ning ciia khang thé 198D c6 CDRHI1
(GFSLTSFHVS) gdm c6 trinh ty axit amin gbm c6 cac gbc axit amin tai cac vi tri 26
dén 35 trong SEQ ID NO: 19 trong danh muc trinh tu, CDRH2 (TISSGGGTY) gom
¢ trinh tu axit amin gém cO cac géc axit amin tai cac vi tri 50 dén 58 trong SEQ ID
NO: 19 trong d6, va CDRH3 (ISGWGHYYVMDV) gdm c6 trinh ty axit amin gdm cb
cac gdc axit amin tai cac vi tri 98 dén 109 trong SEQ ID NO: 19 trong d6.

Ngoai ra, vung bién dbi ctia chudi nhe cia khang thé 198D c6 CDRLI
(QASEDIYSGLA) gdm c6 trinh ty axit amin gbm c6 cac gbc axit amin tai cac vi tri 24
dén 34 trong SEQ ID NO: 21 trong danh muc trinh tw, CDRL2 (GAGSLQD) gom c6
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trinh tw axit amin gém c6 céc gbc axit amin tai cac vi tri 50 dén 56 trong SEQ ID NO:
21 trong dé, va CDRL3 (QQGLKFPLT) gbm c6 trinh ty axit amin gdm c6 cac goc
axit amin tai cac vi tri 89 dén 97 trong SEQ ID NO: 21 trong do.

Vi du cu thé v& khang thé duoc nhan hoa ciia khéng thé chudt cdng 151D c6 thé
12 t6 hop xac dinh bét ky ctia: chudi ning bao gbm viing bién dbi ctia chudi nang gdm
¢6 trinh tu bat ky trong s6 (1) trinh ty axit amin gdm co cac gc axit amin tai cac i tri
20 dén 136 néu trong SEQ ID NO: 33 (h151D-H1) hodc 35 (h151D-H4) trong danh
muc trinh tu, (2) trinh ty axit amin c6 do tuong ddng it nhit 95% hodc 16n hon véi
trinh tu ving khung khong phai tai mdi trinh tu CDR trong trinh ty cta (1) & trén, va
(3) trinh ty axit amin bao gbdm doan khuyét, doan thay thé hodc doan bd sung gdm mot
hodc vai axit amin trong trinh ty ving khung khong phai tai mdi trinh ty CDR tron
trinh ty cta (1) & trén; va chudi nhe bao gbm ving bién ddi cua chudi nhe gdm c6 trinh
tu bat ky trong s6 (4) trinh ty axit amin g0m c6 cac gbc axit amin tai cac vi tri 21 dén
129 néu trong SEQ ID NO: 37 (h151D-L1) hodc 39 (h151D-L4), (5) trinh tu axit amin
c6 do tuong déng it nhat 95% hoic 16n hon véi trinh tu viing khung khong phai tai
mdi trinh tw CDR trong trinh tu cua (4) & trén, va (6) trinh tu axit amin bao gbm doan
khuyét, doan thay thé hoac doan bd sung gém mot hodc vai axit amin trong trinh tu
ving khung khéng phai tai mdi trinh tw CDR trong trinh ty cta (4) ¢ trén.

Mat khéac, vi du cu thé vé khang thé dugc nhan hoa cliia khang thé chuot céng
198D c6 thé 14 td hop x4c dinh bét ky ctia : chudi ndng bao gbm ving bién ddi clia
chudi ning gdm c6 trinh tu bét ky trong s6 (1) trinh ty axit amin gdm c6 cac gbc axit
amin tai cac vi tri 20 dén 139 néu trong SEQ ID NO: 41 (h198D-H3) trong danh muyc
trinh tu, (2) trinh ty axit amin ¢6 do trong ddng it nhat 95% hodc 16n hon véi trinh tu
vung khung khong phai tai mdi trinh ty CDR trong trinh ty cta (1) & trén, va (3) trinh
tu axit amin bao gém doan khuyét, doan thay thé hoic doan bd sung gém mot hoac vai
axit amin trong trinh ty viing khung khong phai tai mdi trinh ty CDR trong trinh ty ctia
(1) & trén; va chudi nhe bao gbm ving bién ddi cuia chudi nhe gém c6 trinh ty bét ky
trong sb (4) trinh tw axit amin gdm ¢6 cac gbc axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 néu
trong SEQ ID NO: 43 (h198D-L4) trong danh muc trinh tu, (5) trinh ty axit amin ¢

d6 twong ddng it nht 95% hoic 16n hon véi trinh ty ving khung khong phai tai mbi
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trinh tw CDR trong trinh tu cua (4) & trén, va (6) trinh ty axit amin bao gbm doan
khuyét, doan thay thé hoic doan bd sung gém mot hodc vai axit amin trong trinh tu
vung khung khdng phai tai mdi trinh tu CDR trong trinh ty cua (4) & trén.

Vi du vé td hop vu tién cua chudi ning va chudi nhe cua khang thé duoc nhan
hoéa 151D c6 thé bao gdm: khang thé gdbm c6 chudi ning c6 ving bién dbi cia chudi
ning gdm co trinh ty axit amin gdm c6 cac gbc axit amin tai cac vi tri 20 dén 136 néu
trong SEQ ID NO: 33, va chudi nhe ¢6 ving bién ddi ctia chudi nhe gém c6 trinh tu
axit amin gé)m co cac géc axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO:
37; va khang thé gdm c6 chudi ning c6 ving bién ddi ctia chudi ning gdm c6 trinh tu
axit amin gdm c6 céc gbc axit amin tai cac vi tri 20 dén 136 néu trong SEQ ID NO:
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gdc axit amin tai cac vi trf 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 39.

Vi du vé td hop wu tién hon ¢6 thé bao gdm: khing thé (h151D-HIL1) gbm c6
chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 33 va chudi nhe ¢6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 37; va khéng thé (h151D-H4L4) gdm c6 chubi ning
¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 35 va chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 39.

Vi du vé td hop uu tién cua chudi ning va chudi nhe cta khang thé dugc nhan
hoa 198D c6 thé 1a khang thé gdm c6 chudi ning c6 ving bién ddi cta chudi ning gdm
¢6 trinh ty axit amin gdm c6 cic gbc axit amin tai cac vi tri 20 dén 139 néu trong SEQ
ID NO: 41, va chudi nhe c6 vung bién dbi ctia chudi nhe gé)m ¢ trinh tu axit amin
gdm c6 cac gbe axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 néu trong SEQ ID NO: 43.

Vi du vé t& hop wu tién hon c6 thé 12 khang thé (h198D-H3L4) gdm c6 chudi
ning c trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 41 va chudi nhe ¢ trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 43.

Bing cach céc trinh tu thé hién turong ddng cao véi cac trinh tu axit amin chudi
ndng va cac trinh ty axit amin chudi nhe duge mo ta & trén, co thé chon duogc khang
thé ¢6 tinh gy doc té bao tuong duong v6i tinh gy doc té bao ctia mdi cac khang thé
dugc md ta & trén. N6i chung, tuong ddng nhu vay 1a tuong ddng 80% hoic 16n hon,

t6t hon 12 90% hodc 16n hon, hon tdt hon 1a 95% hoc 16n hon, va tét nhat 1a 99%
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hodc 16n hon. Hon nita, cling béng cach két hop véi nhau, céc trinh ty axit amin bao
gém doan thay thé, doan khuyét hoéc doan bd sung gém moOt hodc vai géc axit amin
lién quan dén trinh ty axit amin cta chudi ning hodc chudi nhe, c6 thé chon duoc
khang thé c6 tinh gay doc té bao twong duong v6i tinh gy doc té bao cuia mdi cac
khang thé dugc mo ta & trén.

CAn luu ¥ rang thuat ngit “vai" dugc st dung trong ban mo ta nay co nghia la 1
dén 10,1 dén9, 1 dén8, 1 dén7, 1 dén6, 1 dén 5, 1 dén4, 1 dén 3, hogc 1 hodc 2.

Thay thé axit amin trong ban md ta nay t6t hon 1a thay thé axit amin bao toan.
Thay thé axit amin béo toan la thay thé xay ra trong nhom axit amin lién quan dén cac
chudi bén axit amin x4c dinh. C4c nhém axit amin vu tién 12 nhu sau: nhém axit = axit
ysin, arginin, va histidin; nhém khong phan
cuc = alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin, va tryptophan;
va nhoém phan cuc khong mang dién = glyxin, asparagin, glutamin, cystein, serin,
threonin, va tyrosin. Cac nhém axit amin wu tién khac la nhu sau: nhom hydroxy béo =
serin va threonin; nhom chtra amit = asparagin va glutamin; nhom béo = alanin, valine,
leuxin va isoleuxin; va nhém thom = phenylalanin, tryptophan va tyrosin. Thay thé
axit amin nhu vay tot hon 13 dugc thuc hién t6i muc cac dac tinh cia mot chét c6 trinh
tu axit amin ban diu khong bi suy yéu.

Tuong dong gitta hai loai trinh tw axit amin c6 thé duoc xac dinh bang cach st
dung cac thong s6 mic dinh cua thuit toan Blast phién ban 2.2.2 (Altschul, Stephen F.,
Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb
Miller, va David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST va PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs," Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402).
Thuét toan Blast cling ¢6 thé duge st dung bang cach truy cp
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast qua internet. Cén luu ¥ rang tuong ddng giita trinh tu
nucleotit ctia khang thé theo séng ché va trinh tu nucleotit ciia khang thé khac c6 thé
c¢6 thé cling dugc xac dinh bang cach st dung thuat toan Blast.

Trong trinh ty axit amin cua chudi ning cuia khang thé 151D dugc nhan héa néu
trong SEQ ID NO: 33 hodc 35 trong danh myc trinh tu, trinh tu axit amin gém cO cac

goc axit amin tai cac vi tri 1 dén 19 1a trinh tur tin hiéu, trinh tu axit amin gom c6 cac
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gbc axit amin tai céc vi tri 20 dén 136 12 ving bién ddi, va trinh tu axit amin gdm cb
céc gbe axit amin tai céc vi tri 137 dén 466 1a ving 6n dinh.

Hon nita, trong trinh tu axit amin cua chudi nhe cua khang thé 151D duoc nhan
hoéa néu trong SEQ ID NO: 37 hodc 39 trong danh muc trinh ty, trinh tu axit amin gdm
co cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén 20 13 trinh tu tin hiéu, trinh ty axit amin gdm
cO cac géc axit amin tai cac vi tri 21 dén 129 14 ving bién ddi, va trinh tu axit amin
gdm c6 cac gbc axit amin tai cac vi tri 130 dén 234 1a ving 6n dinh.

Ngoai ra, trong trinh ty axit amin ctua chudi ning cta khang thé 198D duoc
nhén hoa néu trong SEQ ID NO: 41 trong danh muc trinh ty, trinh tu axit amin gém cod
cac géc axit amin tai cac vi tri 1 dén 19 13 trinh ty tin hiéu, trinh ty axit amin gbm ¢6

Lo gAa axit amin tai : a
cac gdc axit amin tai cdc vi tri 20 aé

u——

2
J

\O
[—

’;3

3 ving bién ddi, va trinh ty axit amin gbm
coO cac g()c axit amin tai cac vi tri 140 dén 469 1a ving 4n dinh.

Ngoai ra, trong trinh tyr axit amin cia chudi nhe ctia khang thé 198D dugc nhén
héa néu trong SEQ ID NO: 43 trong danh muc trinh ty, trinh tu axit amin gdm c6 cac
géc axit amin tai cac vi tri 1 dén 20 1a trinh tu tin hiéu, trinh tu axit amin gém cb cac
gdc axit amin tai céc vi tri 21 dén 129 12 ving bién d6i, va trinh ty axit amin gbm co
cac gbe axit amin tai cac vi tri 130 dén 234 1a ving 6n dinh.

Trinh ty axit amin cta chudi ning cta khang thé 151D duoc nhan hoa néu trong
SEQ ID NO: 33 hoic 35 trong danh muc trinh ty dugc ma hoa bdi trinh tu nucleotit
1an luot néu trong SEQ ID NO: 32 hodc 34 trong danh muc trinh tu. Ngoai ra, trinh tu
ciia SEQ ID NO: 33 duoc thé hién trén Fig21, trinh tw cia SEQ ID NO: 35 duge thé
hién trén Fig.23, trinh ty cua SEQ ID NO: 32 dugce thé hién trén Fig.31, va trinh tu cia
SEQ ID NO: 34 dugc thé hién trén Fig.33.

Trinh tu nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 57 trong mdi
trinh tu nucleotit ma hoa trinh ty tin hiéu chudi ning cua khang thé 151D duoc nhan
hoa, trinh tu nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 408 trong d6
ma héa vung bién ddi cia chudi niang ctia khang thé 151D dugc nhan hda, va trinh ty
nucleotit gdm c6 c4c nucleotit tai cac vi tri nucleotit 409 dén 1398 trong d6 ma hoa

ving 6n dinh chudi ning cta khang thé 151D dugc nhan hoa
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Trinh tu axit amin ctia chudi ning ctia khang thé 198D dugc nhan hoa néu trong
SEQ ID NO: 41 trong danh muyc trinh ty dugc ma hoéa béi trinh tu nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 40 trong danh muc trinh tu. Ngoai ra, trinh tu cia SEQ ID NO: 41 dugc
thé hién trén Fig.25, va trinh ty cia SEQ ID NO: 40 dugc thé hién trén Fig.35.

Trinh tu nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 57 trong
trinh tuw nucleotit néu trén ma hoa trinh tu tin hiéu chudi ning ctia khang thé 198D
dugc nhan hoa, trinh tu nucleotit g@)m ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén
417 trong d6 ma hoa viung bién dbi ciia chudi ning cta khang thé 198D dugc nhan
hoéa, va trinh tu nucleotit gém ¢6 céac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 418 dén 1407
trong d6 ma hda vung 6n dinh chudi nang ctia khang thé 198D dugc nhan hoa.

Trinh ta A

rinh ty axit amin cia chudi nhe ctia khang thé 151D duge nhén hoa néu trong

>

SEQ ID NO: 37 hodc 39 trong danh muc trinh ty dugc mé hoa bai trinh tu nucleotit
14n luot néu trong SEQ ID NO: 36 hodc 38 trong danh muc trinh tu. Ngoai ra, trinh tu
cua SEQ ID NO: 37 duogc thé hién trén Fig.22, trinh ty cua SEQ ID NO: 39 dugce thé
hién trén Fig.24, trinh tu cia SEQ ID NO: 36 duoc thé hién trén Fig.32, va trinh ty clia
SEQ ID NO: 38 dugc thé hién trén Fig.34.

Trinh tu nucleotit g@)m ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 60 trong mdi
trinh ty nucleotit ma hoa trinh ty tin hiéu chudi nhe cua khang thé 151D duogc nhan
hoa, trinh tu nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387 trong d6
ma hoéa vung bién dbi cua chudi nhe cua khang thé 151D dugc nhan hda, va trinh tu
nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 388 dén 702 trong d6 ma hoa
vung 4n dinh chudi nhe cua khang thé 151D dugc nhan hoa.

Trinh tu axit amin cta chudi nhe ctia khang thé 198D duoc nhan hoa néu trong
SEQ ID NO: 43 trong danh muyc trinh ty dugc ma héa béi trinh tu nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 42 trong danh muyc trinh tu. Ngoai ra, trinh tu ciia SEQ ID NO: 43 dugc
thé hién trén Fig.26, va trinh ty ciia SEQ ID NO: 42 dugc thé hién trén Fig.36.

Trinh tu nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 60 trong
trinh tu nucleotit néu trén ma hoéa trinh ty tin hi¢u chudi nhe cua khang thé 198D duoc
nhan hoa, trinh tu nucleotit gé)m ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 387

trong d6 ma hoa viing bién déi ctia chudi nhe ctia khang thé 198D dugc nhan héa, va

48



52655 49/217

trinh ty nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 388 dén 702 trong d6 ma
héa viing 6n dinh chudi nhe ctia khang thé 198D duoc nhan hoa.

Do tuong ddng giita c4c trinh ty nucleotit ndy va cac trinh ty nucleotit cua cac
khang thé khéc co thé ciing dugc xac dinh bang cach sir dung thuat toan Blast.

Vi du khac vé khang thé theo séng ché c6 thé 12 khang thé ngudi lién két voi
cung epitop, ma khang thé 151D dugc nhan héa hodc khang thé 198D dugc nhan hoa
ciing lién két v6i né. Khéng thé nguoi khang GARP c6 nghia 1a khang thé ngudi co
duy nhat trinh ty gen ctia Khang thé duge tao ra tir nhidm sic thé nguoi. Khang thé
nguoi khang GARP ¢6 thé duoc thu bang phuong phap néu trén.

Néu khéang thé ngudi vira san xuét dugc lién két vé6i peptit riéng phan hoic chu

iéng phan, ma khang thé 151D dugc nhén héa hodc khang thé 198D

tric ba chidu r
dwoc nhan héa lign két véi no, c6 thé xac dinh duge ring khang thé ngudi lién két voi
cung epitop, ma khang thé 151D duoc nhin héa hodc khang thé 198D dugc nhan hoa
lién két v6i no. Ngoai ra, biang cach xac nhan rang khang thé nguoi canh tranh véi
khang thé 151D duoc nhan hda hodc khang thé 198D dugc nhéan hoa vé viéc lién két
cua ching v6i GARP (tuc 1a, khang thé ngudi ngin cén sy lién két cua khang thé

151D dugce nhan hoa hodc khéng thé 198D dugc nhan hoa v6i GARP), ¢6 thé x4c dinh
duoc ring khang thé ngudi lién két voi ciing epitop, ma khang thé 151D duogc nhan
hoa hoac khang thé 198D dugc nhan hoa lién két voi nd, ngay ca khi trinh ty hodc cAu
trac ddc hiéu cua epitop chua dugce xdc dinh. Néu x4c nhan duge rﬁng khang thé nguoi
lién két v6i ciing epitop ma khang thé 151D duoc nhan héa hodc khang thé 198D duogc
nhan héa lién két véi no, thi tin chic ring khang thé nguoi ¢6 thé c6 tinh gy doc té
bao twong duong vai tinh gay doc té bao cua khang thé 151D dugc nhan hoa hodc
khang thé 198D dugc nhan hoa.

Khang thé dang kham, khang thé dugc nhan hoa, hodc khang thé nguoi thu
dugc bing cac phuwong phap néu trén duoc danh gid bang cac phuong phap duge md ta
sau trong cac vi duy, v.v., vé hoat tinh lién két v6i khang nguyén, va do do, khang thé
wu tién c6 thé duge chon.

Sang ché ciing bao gbm cai bién khang thé. Thuat ngit “cai bién" duoc st dung

o day dé chi khéng thé theo sang ché, ma dugc cai bién héa hoc hoic sinh hoc. Vi du
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vé cai bién héa hoc nay bao gdm su lién két cia nhoém héa hoc voi khung axit amin, va
c4i bién hoa hoc ciia mach hydratcacbon lign két v6i N hodc lién két voi O. Vi du vé
c4i bién sinh hoc niy bao gdm céc khang thé da trai qua cai bién hau dich ma (vi dy,
cai bién mach dudng lién két véi N hodc lién két véi O, xir Iy dAu tan cing N hofc dau
tan cung C, khir amit, d‘éng phan hoéa axit aspartic, va oxy hoa methionin), va cac
khang thé, ma d4u tan ciing N cua gbc methionin duge thém vao dé do da dugc biéu
hién bang cach sir dung té bao chu khong c6 nhan dién hinh. Ngoai ra, cai bién nay
cing bao gdm cac khang thé dugc danh ddu dé cho phép phét hién hodc phan lap
khang thé theo sang ché hodc khang nguyén, nhu, vi dy, khang thé dugc danh déu
enzym, khéng thé dugc danh dAu chét huynh quang, va khang thé dugc danh déu
inh

NL A, M

Tisn cii bin nav 1 A2 ~ai thia
1gC. N[O Cdi OiCil fidy Ki ae cal uue

O

) 6n dinh va
thoi gian luu gitt trong mau cua khang thé ban diu theo sang ché, 1am giam tinh khéng
nguyén, phat hién hodc phén lap khang thé nay hoic khang nguyén, v.v..

Hon nita, bang cach diéu tiét cai bién mach dudng (glycosyl hoa, khir fucosyl
hoa, v.v.) lién két véi khang thé theo sang ché, tinh gy doc té bao phu thudc khéng
thé c6 thé dugc ting cuong. V& k§ thuét didu tiét cai bién mach duong cta khang thé,
cac ky thut dugc md ta trong W099/54342, W02000/61739, W0O2002/31140, v.v. la
da dugc biét, song khong giéi han ¢ d6. Khang thé theo sang ché ciling bao gdm cac
khang thé trong d6 cai bién mach duong néu trén da dugc didu tiét.

Sau khi gen khang thé da dugc phan lap, gen nay dugc dua vao té bao chu thich
hop dé san xuét khang thé, bang cach st dung td hop thich hop gbm té bao chui va
vecto biéu hién. Vi du cu thé vé gen khang thé c6 thé 12 t6 hop ciia gen ma hoa trinh tu
chudi niang cta khang thé dugc mé ta trong ban md ta ndy va gen ma hoa trinh ty
chudi nhe cua khang thé dugc md ta trong d6. Sau khi bién nap vao t€ bao chu, gen
trinh tu chudi niang va gen trinh tu chudi nhe c6 thé duoc cai vao vecto biéu hién duy
nhét, hoac thay vao d6 mdi gen nay cb thé dugc cai vao céc vecto biéu hién khac nhau.

Khi té bao c6 nhan dién hinh dugc st dung lam té bao chu, cac té bao dong vat,
t& bao thuc vat hodc vi sinh vét c6 nhan dién hinh c6 thé dugc st dung. Vi du vé té bao
dong vat bao gém té bao dong vat c6 vi nhu t& bao COS 1a té bao khi (Gluzman, Y.,
Cell (1981) 23, p. 175-182, ATCC CRL-1650), nguyén bao s¢i chudt nhét NTH3T3
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(ATCC No. CRL-1658), va dong té bao khuyét dihydrofolat reductaza - thudc té bao
trémg chudt tii méa Trung Quéc (t& bao CHO, ATCC CCL-61) (Urlaub, G. va Chasin,
L. A. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1980) 77, p. 4126-4220).

Khi t& bao khong c6 nhan dién hinh dugc st dung lam té bao chi, Escherichia
coli hodc Bacillus subtilis co thé dugc st dung, vi du.

Gen khang thé nghién ctru dugc dua vao cic té bao nay dé bién nap, va tiép theo
té bao da bién nap dugc nudi ciy in vitro @2 thu khéang thé. Trong nudi chy néu trén,
day 1a cac truong hop ma hiéu sudt s& thay doi tiy theo trinh ty cua khang thé, va do

d6, c6 thé chon dugc khang thé, ma dé dang dugc san xuét thanh duogc phém, tr cac

duoc mo ta ¢ trén dé san xuét khang thé, ma dugc dic trung & chd n6 bao gém budc
nudi cdy té bao chi da bién nap va buéc thu khang thé nghién ctru tir mdi tredng nudi
chy thu dugc trong budc néu trén.

Biét ring gbc lysin tai dau tan cung carboxyl cia chudi ning cta khang thé san
xuét dugc trong té bao dong vat c6 vi nudi céy dugc loai bo (Journal of
Chromatography A, 705: 129-134 (1995)), va cling biét rang hai gbc axit amin tai dau
tan cing carboxyl chudi ning, glyxin va lysin, dugc loai bo, va rang gdc prolin nim tai
dAu tan cung carboxyl vira méi dugc amit hoa (Analytical Biochemistry, 360: 75-83
(2007)). Tuy nhién, viéc lam khuyét doan nay va cai bién cac trinh tu chudi ning nay
khong c6 anh hudng dén hoat tinh lién két v6i khang nguyén va chirc nang tic dong
(hoat hoa bd thé, tinh gay doc té bao phu thudc khang thé, v.v.) ctia khing thé. Do do,
sang ché ciling bao gbm khang thé da trai qua cai bién néu trén, va vi du cu thé vé
khang thé nhu vy bao gdm dot bién khuyét doan bao gbdm doan khuyét gdm 1 hoic 2
axit amin tai dau tan cung carboxyl chudi ning, va dot bién khuyét doan duoc tao ra
bang cach amit hoa dot bién khuyét doan néu trén (vi dy, chudi ning trong do6 gbe
prolin tai vi tri déu tan cung carboxyl dugc amit hoa). Tuy nhién, cac dot bién khuyét
doan lién quan dén doan khuyét tai diu tan cing carboxyl cua chudi ning cuia khang
thé theo sang ché la khong dugc gii han & cac dot bién khuyét doan dugc md ta &

trén, mién 14 chung van gitt dugc hoat tinh lién két v6i khang nguyén va chirc nang tac
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dong. Hai chudi ning cu thanh khang thé theo sang ché ¢6 thé thudc loai chudi nang
bét ky duge chon tir nhém bao gdm khéng thé c6 chidu dai ddy da va cac dot bién
khuyét doan dugc md ta & trén, hodc td hop hai loai bét ky dugc chon tir nhém néu
trén. Ty 16 cac dot bién khuyét doan riéng ré c6 thé co thé b anh hudng bdi céc loai té
bao dong vat c6 vl nudi cdy san xuét khang thé theo sang ché, va cac diéu kién nudi
cay. Thanh phén chinh cta khang thé theo sang ché co thé 1a cac khang thé ma tai d6
mot géc axit amin dugc loai bé tai moi dau tan cung carboxyl cta hai chudi ning.

Vi du vé isotyp cua khang thé theo sang ché co thé bao gom IgG (IgG1, IgG2,
IgG3, va IgG4). Ngoai ra, IgG1 va IgG2 la duge vu tién.

A

1- o o1 ANn 7
khang nguy han t+{nh triin

ii,

>

Vi du vé chirc ning chung cta khang thé c6 thé bao gdbm hoat tinh lién két voi
tinh trung hoa hoat h
hoat tinh ctia khang nguyén, hoat tinh ADCC, hoat tinh thyc bao phu thudc khang thé
(ADCP), va hoat tinh gay doc té bao phu thudc bd thé (complement-dependent
cytotoxic: CDC). Chirc ndng cua khang thé theo sang ché 14 hoat tinh lién két voi
GARP, tét hon 12 hoat tinh ADCC, v tt hon 1a tinh gay doc té bao (hoat tinh trj khoi
u) gy ra do viéc tc ché chtrc nang Treg qua trung gian ADCC. Hon nita, khang thé
theo sang ché c6 thé ¢6 hoat tinh ADCP va/hodc CDC, ciing nhu hoat tinh ADCC. Cu
thé, lién quan dén cac duge pham bao gbm céc khang thé tri khdi u hién c6, da co
thong béo rang cic dugc pham tac dong truc tiép dén té bao khdi u dé phong bé cac tin
hiéu tang sinh, ring ching tac dong truc tiép dén té bao khdi u dé cam tng cac tin hiéu
chét té bao, rang chiing tGrc ché qua trinh tao mach moi, rang chiing gy ra hoat tinh
ADCC qua té bao NK, va ring chting cam ung hoat tinh CDC qua bd thé dé wc ché su
ting sinh ctia t& bao khéi u (J Clin Oncol 28: 4390-4399. (2010), Clin Cancer Res; 16
(1); 11-20. (2010)). Tuy nhién, lién quan dén hoat tinh ADCP cta khéng thé khang
GARP theo sang ché, it nhét, cac tac gia sdng ché da biét ring hoat tinh ADCP da
duoc thong bao 1a hoat tinh cua dugce pham bao gbm khang thé tri khdi u khang
GARP.

Khéng thé theo séng ché c6 thé 1a khang thé da duoc multime hoa dé tang
cuong ai luc voi khang nguyén. Khang thé cAn multime hoa c6 thé thudc loai khang

thé duy nhét, hodc nhidu khang thé nhan biét nhiéu epitop ctia khang nguyén duy nhét.
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Vi du vé& phuong phap multime hoa khang thé c6 thé bao gdm lién két ving IgG CH3
v6i hai scFv (single-chain antibodies), lién két khang thé véi streptavidin, va dua vao
kidu xo&n-ngoat-xoan (helix-turn-helix).

Khang thé theo séng ché c6 thé ciing 1a khang thé da dong, n6 1a hdn hop cua
nhiéu loai khang thé khang GARP c6 c4c trinh tur axit amin khac nhau. Vi du vé khang
thé da dong c6 thé 1a hdn hop cua nhidu loai khang thé c6 cac CDR khac nhau. Ve
khéng thé da dong nay, khang thé thu dugc bang cach nudi chy hdn hop té bao san
xudt cac khang thé khac nhau va tiép theo tinh ché mdi trudng nudi ciy thu duge c6
thé duogc st dung (xem WO2004/061104).

V& cai bién khang thé, khang thé lién két vé6i cac loai phan tir nhu polyetylen

lycol (PEG) ¢6 th

o
51)’ vy LLL

o>

dugce str dung.

Ngoai ra, khang thé theo sang ché c6 thé 13 thé lién hop dugc tao ra bai khang
thé nay va dugc chét khac (Thé lién hop mién dich). Khang thé nhu vay co thé 1a, vi
du, khang thé lién két v6i chit phong xa hodc hop chét co tac dung dugc Iy (Nature
Biotechnology (2005) 23, p. 1137-1146). Vi du v& khéang thé nhu vay c6 thé bao gdm
Indium (1!'In) Capromab pendetide, Technetium (**™Tc) Nofetumomab merpentan,
Indium (*!'In) Ibritumomab, Yttrium (*°Y) Ibritumomab, va Iodine (**')
Tositumomab.
3. Dugc pham chita khang thé khang GARP

Do khang thé thu dugc bang phuong phap dugc md ta trong phan "2. San Xuét
khang thé khang GARP" & trén biéu hién tinh gy doc té bao doi voi Treg, né ¢6 thé
dugc st dung lam dugc phém, va cu thé, lam chét diéu tri dbi voi bénh ung thu va
bénh lay nhidm (cu thé, bénh st rét va nhiém HIV).

Tinh gay doc té bao do khéng thé in vitro gy ra c6 thé duoc do trén co s& hoat
tinh rc ché cac dap tmg ting sinh cua té bao.

Vi dy, dong té bao ung thu biéu hién qua mic GARP duogc nudi céy, va cac
khang thé c6 céc néng do khac nhau dugc thém vao hé nudi céy. Sau do, hoat tinh rc
ché cua khang thé d6i voi su tao tiéu diém, su tao khuén lac va tang truéng dang ciu

¢6 thé duoc do.
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Céc tac dung diéu tri in vivo cia khang thé dbi v4i bénh ung thu cia dong vat
thi nghiém c6 thé dugc do, vi du, béng cach st dung khéang thé cho chudt trui 16ng
trong d6 dong té bao ung thu biéu hién qua mirc GARP di duogc cdy vao, va tiép theo
do murc thay doi trong cac té bao ung thu.

Vi du vé loai ung thu ¢ thé bao gém bénh ung thu phéi, bénh ung thu than,
bénh ung thu biéu md niéu, bénh ung thu két trang, bénh ung thu tién liét tuyén, u
nguyén bao dém da dang, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung
thu v, u hic sic t6, bénh ung thu gan, bénh ung thu bang quang, b¢nh ung thu da day,
bénh ung thu thuc quan, va bénh ung thu mau. Tuy nhién, loai ung thu khong dugc
gi¢i han ¢ cac vi du néu trén, mién 12 céc té bao ung thu, dudi dang dich diéu tri, biéu
hién GARP.

Pé 1am chét duoc st dung trong thude chép nhan duoc d6i v6i duge pham theo
sang ché, chét khong doc cho dbi tegng, ma dugc phém s& dugc st dung cho no, 1a
duoc wu tién, vé lidu ap dung hodc ndng do 4p dung.

Dugc phdm theo sang ché ¢6 thé bao gdm dugc chét dé bién d6i hodc duy tri
pH, ap suét thAm thau, d6 nhat, do trong subt, mau sic, tinh déng truong, tinh vo
trimng, tinh &n dinh, d6 hoa tan, tbc do gidi phong on dinh, dd hép thy, va tinh tham. Vi
du vé duoc chét c6 thé bao gém cac chét sau, song khdng gi¢i han ¢ d6: axit amin nhu
glyxin, alanin, glutamin, asparagin, arginin hodc lysin; cac chét khang khuan; cac chat
chéng oxy héa nhu axit ascorbic, natri sulfat hodc natri hydro sulfit; cdc dém nhu
phosphat, xitrat hodc dém borat, natri hydro cacbonat, hodc dung dich Tris-HCI; chét
don nhu manitol hodc glyxin; chét tao chelat nhu axit etylendiamintetraaxetic (EDTA);
chét tao phirc nhu cafein, polyvinylpyrolidin, B-xyclodextrin hodc hydroxypropyl-p-
xyclodextrin; chit tao khéi nhu glucoza, manoza hodc dextrin; cac hydratcacbon khac
nhu monosacarit hoac disacarit; chit mau; chit diéu vi; chét pha lodng; chét nhii hoa;
cac polyme wra nuéc nhu polyvinylpyrolidin; polypeptit c6 trong lugng phan tir thap;
cac ion trai dau tao mudi; chat khr trung nhu benzalkoni clorua, axit benzoic, axit
salicylic, thimerosal, rugu phenetylic, metylparaben, propylparaben, chlorhexidin, axit
sorbic hodc hydro peroxit; dung mdi nhu glyxerin, propylen glycol hodc polyetylen

glycol; rugu dudong nhu manitol hodc sorbitol; polysorbate nhu chét tao huyén phu,
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sorbitan este, polysorbate 20 hodc polysorbate 80; chét hoat dong bé mat nhu Triton,
tromethamin, lexithin hodc cholesterol; chét ting cuong tinh 4n dinh nhu sucroza hoic
sorbitol; chit tao huyén phu chét tdng cuong tinh dan hoi nhu natri clorua, kali clorua,
manitol hodc sorbitol; chét van chuyén; ta duoc; va/hoac chét phu trg duoc dung. Cac
duoc chét nay t6t hon 13 dugc thém vao khang thé khang GARP véi luong nam trong
khoang tir 0,001 dén 100 14n, cu thé, 0,1 dén 10 I4n so véi trong lugng ctia khéng thé
khang GARP. Thanh phén uu tién cta duge phim trong cong thirc c6 thé dugc xac
dinh, néu thich hop, bdi ngudi ¢ trinh do trung binh trong linh vuc nay, tuy theo bénh
dich, duong st dung duoc ap dung, v.v..

2
A

T4 dugc hodc chit mang trong dugc pham ¢ thé 1a chét 16ng hodc chét ran. T4

.
\ *A r A
uoc 13 nude tiém, nudc mudi thudong, dich ndo tuy
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c6 th
nhan tao, hodc cac chét khac dugc sir dung phd bién dé dung ngoai dudng tiéu hoa.
Nude mudi thuong trung tinh hodc nude mudi thudng bao gdm albumin huyét thanh
cling ¢6 thé dugc sir dung lam chét mang. Dugc phim c6 thé bao gébm dém Tris c¢6 pH
7,0-8,5, dém axetat c6 pH 4,0-5,5, hodc dém xitrat ¢6 pH 3,0-6,2. Ngoai ra, cic dém
ndy 6 thé cing bao gdm sorbitol hodc cac hop chét khéc.

Vi du vé& dugc pham theo sang ché c6 thé bao gdm duge pham chira khéng thé
khéng GARP va dugc phim chira khéng thé khang GARP va it nhat mot chét diéu trj
ung thu. Dugc pham theo séng ché dué6i dang dugc chét c6 thanh phan da chon va do
tinh khiét can thiét & dang san pham dong kho hogc dang 1ong. Dugc pham nhu vay
chira khang thé khang GARP va dugc phim chtta khang thé khang GARP va it nhét
mot chit diéu tri ung thu c6 thé ciing dugc duc thanh san phém dong kho bao gdm ta
dugc thich hgp nhu sucroza.

Chét diu tri ung thu bao gém, ciing v6i khédng thé khang GARP, trong dugc
phém dugc mo ta & trén co thé dugc st dung cho ca thé theo cach déng thoi, riéng €,
hodc lién tuc, cung véi khang thé khang GARP. Theo cach khac, mdi chat diéu tri ung
thw va khang thé khang GARP c6 thé dugc st dung cho déi tuong & cac khoang thoi
gian st dung khéc nhau. Vi du vé chét diéu tri ung thu nhu vay c6 thé bao gdm
abraxan, carboplatin, cisplatin, gemcitabin, irinotecan (CPT-11), paclitaxel,

pemetrexed, sorafenib, vinblastin, cac dugc chét duge mé ta trong Cong bd don quéc
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té s6 W02003/038043, chit twong tw LH-RH (leuprorelin, goserelin, v.v.),
estramustin-phosphat, chét d6i khang estrogen (tamoxifen, raloxifen, v.v.), va chét tc
ché aromataza (anastrozol, letrozol, exemestan, v.v.). Tuy nhién, vi du vé chét diéu tri
ung thu khong dugc gidi han & cac duge chit dugc md ta & trén, mién 12 cc chét nay
hoat tinh tri khdi u.

Péi tuong lam dich dé sir dung 1a khong duge giéi han cu thé. Tét hon, néu dbi
tugng nay la dong vat c6 vu, va t6t hon 1a nguoi.

Duoc phdm theo sang ché ¢6 thé dugc bao ché dé dung ngoai dudng tiéu hoa,
hoic dé sir dung hap thu qua dudng da day-rudt bao gbm str dung qua dudng miéng.
Thanh phan va ndng d6 cta ché pham c6 thé duogc xac dinh tuy theo phuong phap st
dung. Lié

r
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1 quan ang GARP bao gém tron
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theo séng ché dbi voi GARP, tirc 1, hing s phan ly (gia tri Kd) ctia khang thé khang
GARP d6i véi GARP, khi 4i luc tang (tic 13, gid tri Kd thip), duge phim c6 thé biéu
hién cé4c tac dung dugc 1y, ngay ca khi lidu 4p dung cua n6 cho nguoi giam. Trén co so
cac két qua nay, lidu 4p dung ctia dugc pham theo sang ché cho ngudi co thé cling
duogc xac dinh. Khi loai khang thé khang GARP dugc st dung cho ngudi, khang thé ¢o
thé dugc st dung & 1idu 0,001 dén 100 mg/kg mot 1an hodc vai lan cac khoang thoi
gian 1 dén 180 ngay. Vi du vé dang dugc pham theo sang ché ¢6 thé bao gdm thude
tiém bao gém thudc truyén nho giot, thudc dan, chit ding qua dudng miii, chét dung
dudi ludi, va chét hap thu qua da.

Sau day, sang ché s& dugc md ta cu thé trong céc vi dy. Tuy nhién, céc vi du
nay khong lam giéi han pham vi cia sang ché.
Vi du thyc hién sang ché

Trong céc vi du nay, trir khi c6 quy dinh khéc, cac thao tac cu thé lién quan dén
thao tac ‘di truyén da duoc thuc hién theo phuong phép duge md ta trong "Molecular
Cloning" (Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T., xuat ban bdi Cold Spring
Harbor Laboratory Press nam 1989) hodc cac phuong phap khéc duge mo ta trong cdm
nang phong thi nghiém dugc nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay st dung,

hodc khi cac thudc tht hodc kit ¢6 ban trén thi truong da duge sir dung, cac vi du da
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duoc thuc hién theo cac huéng dan bao gbm trong c4c san pham c6 ban trén thi
truong.

Sau day, sang ché s& dugc md ta cu thé trong céac vi du sau. Tuy nhién, cic vi du
nay khong lam gidi han pham vi cia sang ché.
Vi du 1: Thu khang thé
1)-1 Téch Fab khing GARP bing céch dai trong phuong phap biéu hi¢n thé thuc
khuén

Ngan hang thé thuc khuén n-CoDeR Fab (Biolnvent) dugc sir dung dé tach Fab
lién két véi GARP bang cach sir dung thudc thir EZ-Link NHS-Chromogenic-Biotin
(Thermo Scientific), GARP (R&D Systems) duoc biotinyl hoa. Dé dai pha long,

MAADD AN 1as ~d3eme
GARP d3 biotiny!l

héa duogc ding lam
(Life Technologies), va tiép theo cic thé thuc khuan duoc thém vao. Cac thé thuc
khudn khong lién két duge loai bd bang thao tac rira bang cach stt dung nam chdm
(DynaMag-2, Life Technologies). Sau do, cac thé thuc khuan lién két véi GARP dugce
thu bang cach xir ly chung bing trypsin (Sigma-Aldrich), va tiép theo khuéch dai bing
cach st dung Escherichia coli. Tbng cong, cac thao tac dai dugc thuc hién ba 1an, va,
béng cach sir dung céc enzym gidi han, doan ADN ma héa Fab dugc cit ra khoi
phagemid da dong, va tiép theo nap lén vecto biéu hién ddi véi Escherichia coli. Sau
d6, Escherichia coli TOP10F' (Life Technologies) dugc bién nap bang vecto biéu hién
nay, va Fab tiép theo dugc biéu hién v6i su c6 mit ctia IPTG (Sigma-Aldrich). Fab thu
duoc duoc dung cho viée sang loc bing ELISA.
1)-2  Sang loc Fab lién két vi GARP bang ELISA

50 uL GARP, di dugc pha loang t6i 2 pg/mL bang PBS (0,01 M nu6c mudi
dém phosphat (pH 7,4) chta 0,138 M natri clorua va 0,0027 M kali clorua; Sigma-
Aldrich), dugc thém vio mdi 16 ctia dia 384 16 Maxi-sorp (Black, Nunc), va tiép theo
n6 duoc u qua dém & 4°C dé phu dia. Theo cach khac, 50 pL NeutrAvidin (Life
Technologies) da dugc pha loang téi 1 ug/mL bang PBS dugc thém vao dia 384 16
Maxi-sorp nay dé phu dia (bang cach 1 qua dém & 4°C). Sau do, dia dugc ria béng
dém ELISA (PBS (Sigma-Aldrich) co6 bd sung 0,05% Tween-20 (Bio-RAD)) ba lan,

va GARP di biotinyl hoa tiép theo dugc thém vao (1 pmol/50 pL PBS/15), tiép theo u
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& nhiét dd trong phong trong 1 gid kém theo tron. Dia dugc rua bing dém ELISA ba
1an, tiép theo phong bé bang Blocker Casein (Thermo Scientific), va dugc rira tiép
bing dém ELISA ba Ian. Sau d6, dich ndi nudi cdy chira Fab dugc san xuat boi
Escherichia coli dugc thém vao, va sau d6 dia dugc 0 ¢ nhiét do trong phong trong 1
g kem theo tron. Dia dugc rira bing dém ELISA ba lin, va 50 uL khang thé khang F
(ab')2 nguoi da danh dAu peroxidaza cai ngya (Horseradish peroxidase: HRP) da pha
loang 2500 lan (R&D Systems) dugc thém vao. Dia dugc u tiép O nhiét do trong
phong trong 1 gio kém theo tron. Hon hop phan ung dugc rira bing dém ELISA ba
1in, va co chét SuperSignal Pico ELISA Chemiluminescent (Thermo Scientific) tiép
theo dugc thém vao céac 16. Muoi phut sau, phat quang hoéa hoc dugce do bang cach sir

dia (Envision 2104 Multilabel Reader, Perkin Elmer), va Fab lién két vé6i

A~
Uvv

C>>

dung b
GARP dugc phan lap.
1)-3 Xéc dinh trinh tu nucleotit ciia dong duong tinh v6i ELISA

Céc ving bién doi cia chudi nang va chudi nhe cua cac dong duong tinh véi
ELISA (105F va 110F) dugc phén tich bang phuong phap Dye Terminator (BigDye
(nhan hiéu da ding ky) Terminator v3.1, Life Technologies). Trinh tu cia cic mdi
chinh dugc st dung dé xac dinh trinh tu 13 nhu sau.

Mbi A: 5'-GAA ACA GCT ATG AAA TAC CTA TTG C-3' (SEQ ID NO: 10)
Mbdi B: 5'-GCC TGA GCA GTG GAA GTC C-3' (SEQID NO: 11)

Mbi C: 5' -TAG GTA TTT CAT TAT GAC TGT CTC-3' (SEQ ID NO: 12)
Mbi D: 5'-CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG-3' (SEQ ID NO: 13)

Bing phan tich dugc md ta & trén, trinh tu nucleotit cia ving bién ddi ctia cac
gen khéang thé 105F va khang thé 110F dugc xé4c dinh.

Trinh tu nucleotit cia vung bién ddi cua chudi ning cua khang thé 105F 12 trinh
tu gém c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 354 trong trinh ty nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 6 trong danh muc trinh ty, va trinh tu nucleotit cia ving bién aoi
cta chudi nhe ctia khang thé 105F 1a trinh tu gém c6 cac nucleotit tai cac vi tri
nucleotit 1 dén 336 trong trinh tir nucleotit néu trong SEQ ID NO: 7 trong danh muc
trinh tu.
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Trinh tu nucleotit cia ving bién dbi ctia chudi ning ctia khang thé 110F 1a trinh
tu gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 1 dén 369 trong trinh tu nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 8 trong danh muc trinh ty, va trinh tw nucleotit cia ving bién dbi
cta chudi nhe ctia khang thé 110F 1a trinh tu g(’)m c6 c4c nucleotit tai cac vi tri
nucleotit 1 dén 333 trong trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 9 trong danh muc
trinh tu.

1)-4: Didu ché IgG c6 chidu dai ddy dii, va biéu hién va tinh ché IgG

TG c6 chidu dai ddy du cta cac dong duong tinh véi ELISA bao gdm 105F va
110F dugc didu ché bang phuong phép sau.

Trinh tu nucleotit ma héa Fab dugc xac dinh, va sau do, trinh tu nucleotit turong
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3 & trén dugc xac dinh.

Theo phuong phap chung, trinh ty nucleotit cia vung bién ddi ctia chudi ning
dugc mo ta ¢ trén duoc gin v6i trinh tu nucleotit md hoa ving 4n dinh cta chudi ning
cta IgG1 ngudi (CH1 + vang Fe: trinh tu axit amin tai cdc vi tri 119 dén 448 trong
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 trong danh muc trinh tu), va cling, trinh tu
nucleotit cia vung bién ddi cta chudi nhe dugc mo ta & trén dugc g'fm véi trinh tu
nucleotit ma héa ving dn dinh ctia chudi nhe cua IgG1 nguoi (CL: trinh ty axit amin
tai cac vi tri 113 dén 217 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 trong danh
muc trinh tu). Sau do, san phém gén thu dugc duogc cai vao vecto biéu hién dbi voi té
bao dong vat, nhu pcADN3.3 (Invitrogen), dé chu trac vecto biéu hién IgG dbi voi té
bao dong vat.

Trinh tu nucleotit cua vecto biéu hién IgG da céu trac lai dugc phan tich, dé xac
nhan duogc r%mg trinh tu nucleotit ciia chudi ning c6 chiéu dai déy da cua khéng thé
105F 1a trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 6 trong danh muc trinh tu, va rang
trinh tw nucleotit ctia chudi nhe c6 chidu dai ddy du cia khang thé 105F 1 trinh tw
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 7 trong danh muc trinh ty.

Cing xac nhan dugc rang trinh tu nucleotit cta chudi ning c6 chidu dai day da

ctia khang thé 110F 12 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 8 trong danh muc trinh
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tu, va rang trinh tu nucleotit ciia chudi nhe c6 chidu dai diy di cia khang thé 110F 1a
trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 9 trong danh myc trinh tu.

Hon nita, trén co s& trinh tu nucleotit duge mo ta & trén, cac trinh ty axit amin
ctia chudi nang c6 chidu dai ddy di va chubi nhe c6 chiéu dai day du cua khing thé
105F dugc ma hoa béi trinh tu nucleotit, va trinh tu axit amin cia chudi ning c6 chiéu
dai ddy du va chudi nhe c6 chidu dai diy du cta khang thé 110F dugc ma héa béi trinh
tu nucleotit, dugc xac dinh.

Trinh ty axit amin ctia chudi ning cta khang thé 105F 12 trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2 trong danh muc trinh ty, va trinh tu axit amin cua chudi nhe cua

né 13 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 trong danh muc trinh tu.
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trong SEQ ID NO: 4 trong danh muc trinh ty, va trinh tu axit amin ciia chudi nhe cua
n6 13 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5 trong danh muyc trinh ty.

IgG cia khéang thé 105F hoic khang thé 110F duoc biéu hién tam thoi bang
céch cai vecto bidu hién IgG duge mé ta & trén dbi v6i té bao dong vat vao té bao
FreeStyle 293F (Life Technologies), va tiép theo cac IgG thu dugce dugce tinh ché bang
cach st dung cot Protein A Affinity (HiTrap Mab Select SuRe, GE Healthcare), néu
can. Sau d6, dém trong d6 IgG duoc hoa tan dugc thay bing PBS bang cach sir dung
Vivaspin 20 (7k MWCO, GE Healthcare) va san pham tiép theo dugc dung cho bude
tiép theo "1)-5."

1)-5 Xac nhan sy lién két ctia IgG da tinh ché v6i GARP theo ELISA

100 uL GARP nguoi (R&D Systems, sb catalog: 6055-LR) pha loang dén 1
ng/mL bang PBS dugc thém vao mdi 15 cta dia 96 16 Maxi-sorp (Black, Nunc), va sau
do dia duogc G qua dém & 4°C dé phu dia.

Dia dugc rira bang dém ELISA ba 14n, va tiép theo phong bé bang Blocker
Casein & nhiét do trong phong trong 1 gi¢. Dia dugc rua bing dém ELISA ba lan, va
100 uL gdm 50 nM khéng thé 105F, 50 nM khang thé 110F, 50 nM IgG ngudi
(Jackson Immuno Research), 50 nM khéng thé chudt khang GARP (Plato-1, ENZO
Life Science) hodic 50 nM IgG chuot (Jackson Immuno Research) duoc thém vao cac

18, va dia duoc G & nhiét d trong phong trong 1 gi¢ kém theo tron.
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Pia duoc rira bing dém ELISA ba lin. Sau d6, 100 pL khéng thé khang Fc
nguoi da danh d4u HRP (R&D Systems), khang thé nay da dugc pha loding 5000 lan
bang PBS, dugc thém vao cac 15 da xir ly bang khang thé 105F, khang thé 110F hogc
IgG nguoi. Mat khac, 100 pL khang thé khang Fc chuot da danh d4u HRP (R&D
Systems), khang thé nay da dugc pha loang 5000 14n bang PBS, dugc thém vao cac 16
da xtt 1y bang khang thé chudt khang GARP va IgG chudt. Dia duge i ¢ nhiét do trong
phong trong 1 gio kém theo tron.

Pia duoc ria béng dém ELISA ndm lan, va 0,1 mL co chét SuperSignal Pico
ELISA Chemiluminescent tiép theo dugc thém vao céc 16. Mudi phut sau, phat quang

hoéa hoc duoc do bang cach st dung bo doc dia (Envision 2104 Multilabel Reader,

Két qué 13, ching minh dwoc ring khang thé 105F va khang thé 110F lién két
voi GARP (Fig.10) gibng nhu khang thé khang GARP c¢6 ban trén thi truong.
Vi du 2: Lién két v6i té bao biéu hién gen khang nguyén

V& vecto biéu hién GARP, dong cADN ciia GARP nguoi (Origene) dugc mua,
va tiép theo né dugc nhan dong trong vecto pcADN3.1 (+) (Invitrogen) theo phuong
phép chung. Sau do, trinh tu nucleotit ciia no duoc xac nhan.

Vecto biéu hién GARP va vecto pcADN3.1 dung lam d6i chtirng mdi vecto nay
duoc chuyén nhiém vao té bao HEK-293T (ATCC: CRL-11268), bang cach sir dung
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cac té bao thu duoc duge nudi ciy trong mdi trudng
DMEM (Invitrogen) co bd sung 10% huyét thanh thai bo (FBS, Hyclone) qua dém
trong 5% CO2 ¢ 37°C. Sau do, té bao duoc thu hoach tir dia bang céch xt Iy TrypLE
Express (Invitrogen), va té bao duoc rira bang dém MACS (PBS chua 0,5% BSA va
2mM EDTA; Miltenyi Biotec) hai 14n va tiép theo dugc tao huyén phu trong cling
dung dich dugc md ta & trén. Khang thé 105F va IgG ngudi ddi chung (ENZO Life
Science) mbdi loai dugc thém vao huyén phu té bao, va té bao dugc G trong 15 phut &
4°C. Té bao duoc rira hai lin bing dém MACS. Khéng thé khang IgG da danh dau
floresxein isothioxyanat (Fluorescein isothiocyanate: FITC) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) dugc thém vao va dugc tao huyén phu, va té bao duoc

o tiép & 4°C trong 15 phut. Té bio dugc rira hai 1an bang dém MACS, va tiép theo té
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bao duoc cb dinh bang 1% PFA (diéu ché tir dung dich Paraformaldehyde 32%
(ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES)), va dugc do bang cach sir dung bao ké
dang dong (FACS Canto II; Becton Dickinson). Dt liéu dugc phan tich bang cach s
dung Flowjo (TreeStar). Té bao chét dugc loai khéi qua trinh phén tich bang cach cho
qua cong céc té bao nhudém Horizon FVS450 (Becton Dickinson). Sau do, so dd cuong
do huynh quang FITC cua té bao séng duoc tao ra.

V2 té bao HEK-293T duoc chuyén nhiém vecto déi chimg mot minh, so dd
cuong do huynh quang déi véi khang thé 105F 1a gibng véi so dd dbi v6i 1gG doi
chimg. Mit khac, v& t& bao HEK-293T biéu hién GARP, xac nhén dwoc rang so a6 dabi
v6i khang thé 105F chuyén dich vé phia cudng do huynh quang manh, so vdi so a6 dbi

v6i IgG d6i chimg (Fig.11). Tr ¢

Ig cac két qua néu trén, phat hién ra rang khang thé 105F

(

lién két dic hidu véi GARP duge biéu hién bdi té bao HEK-293T.
Vi du 3: Lién két véi t& bao biéu hién GARP ndi sinh
. 3)-1 Phan tich bao k& dang dong bing cach st dung t€ bao L428

Dang d4anh ddu huynh quang cua khang thé 105F dugc didu ché bang cach st
dung kit danh dAu khang thé don dong Alexa Fluor 647 (Invitrogen). Té bao L428 (thu
duoc tr DSMZ) dugc rura hai 1an bang dém MACS, va dugc tao huyén phti trong cung
loai dung dich. Khéang thé da danh d4u 105F duoc thém vao huyén phu té bao, va i té
bao trong 30 phut ¢ 4°C. Té bao duoc rira hai 1an bang dém MACS, va tiép theo té bao
dugc cb dinh bang 1% PFA, va dugc do bang cach st dung bao ké dang dong (FACS
Canto II, Becton Dickinson). Dit liéu dugc phan tich bang cach sir dung FlowJo
(TreeStar). Té bao chét duoc loai khdi qué trinh phan tich bang cach cho qua cdng céac
té bao nhudm Horizon FVS450. Sau do, so dd cuong d6 huynh quang FITC cta té bao
séng dugc tao ra. So véi so dd cuong d6 huynh quang d6i voi té bao 1428 mdt minh,
so dd clia té bao L428 ma khang thé 105F da duoc thém vao chuyén dich vé phia
cudong d6 huynh quang manh. Do d6, xdc nhan dugc rang khang thé 105F da lién két
v6i GARP duoc bidu hién noi sinh boi té bao nay (Fig.12).
3)-2 Phan tich bao ké dang dong bang cach st dung Treg nguoi

Té bao don nhan mau ngoai vi (Peripheral blood mononuclear cell: PBMC) tir

dbi trong khde manh dugce tach ra bang céach sir dung Ficoll-Paque PLUS (GE
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Healthcare), va té bao di tach tiép theo dugc chy véi lugng 2 x 10° té bao/mL trong
moi truong RPMI1640 (Invitrogen) ¢ bd sung 10% FBS (sau day goi la "mdi truong
RP-F10") trong dia 24 13 c6 d6 dinh bam thép (Costar). Khéng thé khang CD3 (BD
Pharmingen) va khang thé khang CD28 (BD Pharmingen) dugc thém vao cac 18, va té
bao dugc nudi cly trong 20 gio. Sau do, té bao dugc tao huyén phu trong dém FACS
(HBSS (Invitrogen) c6 bd sung 10 mM HEPES (Invitrogen), 2 mM EDTA
(Invitrogen), va 2%FBS), va khang thé 105F di danh d4u diéu ché dugc trong muc 3)-
1 & trén va khang thé khang GARP da danh déu Alexa Fluor 647 (G14D9,
eBioscience) dugc thém vao huyén phu. Té bao dugc 1 trén bing trong 30 phut. Té
bao duogc rira béng dém FACS, va dung dich lam viéc Fixation/Permeabilization
ang trong 30 phut, va té bao
dugc rira béng dém Permeabilization (eBioscience). Sau do, 2% huyét thanh chudt
cbng (eBioscience) duge thém vao té bao. Té bao duogc u & nhiét do trong phong trong
15 phut, va khang thé khang Foxp3 da danh diu PE (eBioscience) dugc thém vao, tiép
theo U tiép & nhiét do trong phong trong 30 phit. Té bao dugc rira va cb dinh bang
dung dich c¢b dinh md dugc diéu ché bang cach pha lodng hai 1an dung dich dém 4%
Paraformaldehyt phosphat (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) véi D-PBS
(Invitrogen) & 4°C trong 15 phit hodc 1au hon. Sau khi té bao dugc rira bing dém
FACS, té bao dugc do bang bang cach sit dung bao ké dang dong (FACS Canto II;
Becton Dickinson) va phan tich bang cach st dung FlowJo (Tree Star). Két qua 13,
khang thé 105F da lién két v6i Treg duong tinh véi FoxP3 giéng nhu khéng thé khéang
GARP c¢6 ban trén thi truong (Fig.13).
Vi du 4: Céc dic tinh ctia khang thé khang GARP
4)-1 Hoat tinh ADCC
4)-1-1 Diéu ché té bao tac dong

PBMC ngudi dong biang (Cellular Technology) dugc lam tan bang theo quy
trinh. Té bao NK duoc tinh ché tir PBMC nay, bing cach st dung kit phan 1ap € bao
NK (Miltenyi Biotec). Té bao NK thu dugc duge G qua dém trong moi truong RP-F10
¢6 bd sung 100 IU/mL rhIL-2 (Novartis). Sau do, sé lugng té bao sdng dugc dém bang

thir nghiém loai tru thudc nhudm xanh trypan, va sau d6 té bao dugc tao huyén phu lai
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trong mdi trudng RP-F10 & mat db té bao 2 x 10° t& bao/mL. Té bao thu duoc dugc
dung lam té bao tac dong.
4)-1-2 Didu ché té bao dich

30 uL (1110 kBq) Crom-51 (°'Cr) duoc tron v6i 0,6 x 10° té bao L428 dugc mo
ta trong Vi du 3)-1, trong mdi truong RPMI1640 (Invitrogen) c6 bd sung 10% FBS, va
té bao dugc u trong 2 gid trong 5% CO, ¢ 37°C, 8 t& bao dugc danh ddu phong xa. Té
bao di danh diu dugc ria ba 1an bang moi trudng RPMI1640 (Invitrogen) c6 bd sung
10% FBS, va tiép theo té bao dugc tao huyén phu lai trong cing moi trudng véi lugng
4 % 10* t& bao/mL. Té bao thu dugc dugc dung 1am té bao dich.

4)-1-3 Thit nghiém giai phong >'Cr

2 N

Khéng thé 105F, a3 dugc pha lodng bang mdi truong RP-F10 dé nong dd cudi

c6 thé & 1, 10, 100, hoic 1000 ng/mL, dugc phén tan v6i luong 50 uL/15 trong vi dia
day chit U 96-16 (Costar), va té bao dich duoc thém vao cac 16 (50 uL/16). Pia u ¢ 4°C
trong 30 phut. Tiép theo, té bao tac dong dugc thém vao cac 16 (100 pL/15), va dia G
trong 5% CO; ¢ 37°C trong 4 gio. Sau do, 50 uL/15 dich ndi dugc thu va nap 1én
LumaPlate (PerkinElmer), va lidu tia gama giai phong dugc do bang cach stt dung may
dém gama. Ty 1¢ lam tan té bao gay ra do hoat tinh ADCC dugc tinh theo cong thirc
sau.

Ty 18 1am tan té bao (%) = (A-B) / (C-B) x 100

A: S6 dém 16 mau

B: Gi4 tri trung binh (n = 3) s6 dém giai phong tu phat (16 khong c6 khang thé va té
bao tac dong). Sau khi thém khéng thé va sau khi thém té bao tac dong, 50 uL va 100
ul. mdi truong RP-F10 1an lugt duge thém vao. Céc thao téc twong tu nhu dbi voi 16
mau dugc thuc hién khong phai & trén.

C: Gié trj trung binh (n = 3) sé dém giai phong cuc dai (16 trong d6 té bao dich dugc
hoa tan v&i chét hoat dong bé mit). Sau khi thém khang thé, 50 pL mdi truong RP-F10
dugce thém vao. Sau khi thém té bao tac dong, 100 pL mdi trudng RP-F10 c6 bd sung
2% (theo thé tich) Triton-X100 (Sigma) dugc thém vao. Céc thao tac twong tu nhu a6i

v6i 16 mau duge thuc hién khong phai & trén.
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Céc két qua duge thé hién trén Fig.14. Khang thé 105F biéu hién hoat tinh lam
tan t& bao dbi vai té bao 1428 theo cach phu thudc ndng d6 khang thé. Mit khac, IgG
nguoi dbi ching khong biéu hién hoat tinh 1dm tan té bao nhu vay. Do do, khang thé
105F ¢6 hoat tinh ADCC déi véi té bao L428 biéu hién GARP ni sinh. Can luu y
rang cac khang thé IgG1 ngudi khang GARP (MHG8 va LHG10) san xuét dugc trén
co 56 thong tin trinh tw duge mé ta trong Tai lidu sang ché 1 khong biéu hién hoat tinh
ADCC.

4)-2 Hoat tinh trc ché chirc ning Treg
4)-2-1 Didu ché Treg, Teff (té bao T tac dong: té bao T gitip CD4-dwong tinh CD25-

4m tinh), v té bao phu
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nhu trong muc 4)-1-1, bang cach sir dung CD4 T cell ISOLATION Kit (Miltenyi
Biotec), va khang thé khang CD4 danh d4u FITC (Miltenyi Biotec) va khang thé
khang CD25 danh déu APC (Miltenyi Biotec) dugc thém vao té bao T CD4-dwong
tinh. Té bao ndy dugc u ¢ 4°C trong 30 phut. Sau khi té bao duoc rira, té bao duoc tao
huyén ph trong dém MACS, va té bao CD4-duong tinh CD25-am tinh (Teff) va té
bao CD4-duong tinh CD25-dwong tinh manh (Treg) dugc tich bang cach st dung
FACS Aria ITu (Becton Dickinson).

Mit khac, té bao CD3-duong tinh dugc ldy ra tir PBMC béng céch sir dung CD3
Microbeads (Miltenyi Biotec) va té bao nay duoc chiéu xa & lidu 1 C/kg (liéu hap thu:
38,76 Gy/kg (3876 Rad/kg)) bang cach st dung thiét bi chiéu xa tia X (Hitachi
Medical Corporation) dé diéu ché té bao phu.

4)-2-2  Phuong phap nudi ciy dong thoi va thir nghiém hoat tinh {rc ché chirc ning
Treg

V& moi trudng nudi cdy, moi truong RPMI1640 (Invitrogen) c6 bd sung
Penicillin va Streptomycin (Invitrogen), 1 x MEM NEAA (Invitrogen), 1 x Natri
pyruvat (Invitrogen), 5 mM Hepes va 5% huyét thanh AB nam giéi (Sigma) dugc st
dung. Teff (2000 t& bao/13) va té bao phu (20000 té bao/13) dugc tron va thém vao moi
15 ciia vi dia ddy chit U 96-13, va Treg dugc thém tip va cdy vao 18 & 500 té bao/15.

Ngoai ra, 16 dbi chting khong c6 Treg cling dugc didu ché. Khang thé khang CD3,
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khang thé khang CD28, va khang thé 105F dugc thém vao céc 15 ¢ ndng do cubdi 50
hodc 10 pg/mL, va dia 0 trong 5 ngdy trong 5% CO2 & 37°C. Sau do, [*H]-thymidin
(PerkinElmer) & 18,5 kBg/mL dugc diéu ché, va thém vao mdi 16 & 20 pL/16. Té bao
duoc U tiép trong 18 gio. Té bao dugc thu hoach trong Filtermat A (PerkinElmer) bang
cach sir dung dung cuy thu hoach té bao (Mach II, Tomtech), va hoat tinh phong xa
[*H]-thymidin hop nhit vao t& bao duge do bang cach sit dung may dém nhip nhay
(MicroBeta, PerkinElmer). Dit liéu do dugc bidu dién duéi dang s6 dém da hiéu
chinh/phut (CCPM).

Céc khang thé IgG1 ngudi khdang GARP (MHGS8 va LHG10) san xuét duoc trén
co sé& thong tin trinh ty duge mo ta trong Tai li€u sang ché 1 ciing duogc dung cho hé
thdng thi nghiém nay.

4)-2-3 Do hoat tinh trc ché

Gia tri trung binh ctia ba 16 trong cac didu kién nuoi cdy dong thoi riéng ré dugc
tinh. Gia tri ting sinh gidm trong nudi chy dong thoi Teff v6i Treg khi so sanh véi Teff
mot minh, dugc xac dinh 1a "Ty 1€ ¢ ché tang sinh Teff gay ra do Treg" (= 1 - [CCPM
ciia nudi cdy ddng thoi/CCPM cua Teff mot minh]).

Hoat tinh trc ché ctia mdi khéng thé ddi vai chie ning Treg duge xac dinh bang
céch 14y ty 16 tc ché su tang sinh Teff boi Treg khi khong c6 mat khang the trir di ty 1
&rc ché khi c6 khang thé (= [ty 18 ttc ché khi khong thém khang thé] - [ty 1¢ tc ché sau
khi thém mdi khang thé]). Can luu y rang hoat tinh tc ché nay ctia mau dugc tinh moi
1an trong moi thi nghiém.

Két qua vé hoat tinh trc ché ctia khang thé 105F dbi v6i chirc ning Treg & 50
ug/mL (ty 16 trc ché: 72,6%) dugc thé hién trén Fig.15, va két qua vé khang thé 105F
va cac khang thé MHG-8 va LHG-10 (10 pg/mL mdi khang thé) duogc thé hién trén
Fig.16. Cac khang thé MHG-8 va LHG-10 khéng c6 hoat tinh trc ché dbi véi chic
ning Treg (tf 1¢ Gre ché 1an lwot 1a: 0,8% va 0,0%), trong khi khang thé 105F tc ché
dang ké chirc ning Treg (ty 18 tc ché: 65,8%). Ty 1& tic ché gay ra do viée tai nap
SiARN dbi v&i GARP vio Treg la khoang 15%, khi tinh x4p xi bang cach st dung céc
gid trj trén Fig.5A (CD4 + CD25 - (Teff) : Treg =4 : 1) ctia Tai liéu phi sang ché 10.
Vi du 5: San xuét khang thé chudt cong
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5)-1 Diéu ché vecto biéu hién GARP

Vecto biéu hién dugc md ta trong Vi du 2 duge sir dung lam vecto biéu hién
GARP, va EndoFree Plasmid Giga Kit (QIAGEN) dugc st dung @8 san xuét khdi.
5)-2  Gay mién dich cho chudt cbng

pé gay mién dich, chudt céng duc WKY/Izm (Japan SLC, Inc.) dugc su dung.
Trudc tién, cac chi sau ciia mdi chudt cong duge xi ly so bd bang Hyaluronidase
(SIGMA-ALDRICH) va vecto biéu hién GARP duoc tiém qua dudng trong co vao
cung vi tri. Tiép theo, bang cach st dung ECM830 (BTX), bién nap dién in vivo dugc
thuc hién trén cung vi tri bang cach sir dung dién cuc hai kim. Cir hai tuAn mot 1an,
bién nap dién in vivo nay dugc lap lai, va cac hach bach huyét hodc lach duogc léy tr
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5)-3  San xuét té bao lai

Céc hach bach huyét hoic té bao lach dugce dung hop véi té bao u tay chuot nhét
SP2/0-agl4 (ATCC, No.CRL-1581) bing dung hop té bao nhd dién, bang cch sit
dung LF301 Cell Fusion Unit (BEX), va sau do té bao dugc pha lodng bang
ClonaCell-HY Selection Medium D (StemCell Technologies) va u. Cac khuén lac té
bao lai xuét hién trong mdi trudng nudi cdy dugc 14y va chon lam té bao lai don dong.
Mbi khuan lac té bao lai duge nudi céy, va dich ndi nudi céy tir mdi khuén lac té bao
lai dugc sir dung dé sang loc té bao lai san xuat khang thé khang GARP.
5)-4 Sang loc khang thé theo phuong phap ELISA té bao
5)-4-1 Diéu ché té bao biéu hién gen khang nguyén dé dung trong phuong phap
ELISA té bao

Té bao 293a (ddng té bao bidu hién 6n dinh dugc tao ra tir té bao HEK-293
(ATCC: CRL-1573) biéu hién integrin ov va integrin p3) duoc didu ché 67,5 x 10° té
bao/mL trong moi truong DMEM (Invitrogen) co bd sung 10% FBS. Quy trinh tai nap
bang cach st dung Lipofectamine 2000 (Life Technologies), vecto biéu hién GARP
hodc vecto pcADN3.1 (+) dung lam dbi chung am tinh dugc chuyén nhiém vao té bao,
va té bao nay duoc phan tan véi lugng 50 pl vao dia 96 16 ban dién tich (Corning). Sau

6, t& bao dwoc nudi cy trong moi truong DMEM c6 bd sung 10% FBS trong 24 dén
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27 gio trong 5% CO, ¢ 37°C. Té bao chuyén nhiém thu dugc duge st dung cho thir
nghiém ELISA té bao (Cell-ELISA) & trang thai dinh bam.
5)-4-2 Thir nghiém ELISA té bao

Dich ndi nudi cdy cia té bao 293a dugc chuyén nhiém bang vecto biéu hién
didu ché dugc trong Vi du 5)-4-1 dugc loai bd, va dich ndi nudi cdy tir mdi té bao lai
dugc thém vio té bao 2930 duge chuyén nhiém bang vecto biéu hién GARP hoic
bang vecto pcADN3.1 (+). Té bao duge 1 & 4°C trong 1 gio. Té bao trong 16 dugc rira
mdt 1an bang PBS (+) c6 bd sung 5% FBS, va sau d6, khang thé Peroxidaza khang IgG
chudt cbng san xuét & thé (SIGMA) da pha loang 500 1an bang PBS (+) ¢6 bd sung 5%

FBS duoc thém vao 13. Té bao duge 1 & 4°C trong 1 gid. Té bao trong 16 dugc rira ba

An bing PBS (+) ¢6 b

cuino S0%

uiis </

o
(e

FBS, va dung dich tao mau OPD (duoc di€u ché bang

[+

cach hoa tan o-phenylendiamin dihydroclorua (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
va H,0; trong dung dich OPD (0,05 M trinatri xitrat, 0,1 M dinatri hydro phosphat 12-
nuée; pH 4,5), dé cac chat 14n luot thanh 0,4 mg/ml va 0,6% (theo thé tich)) dugc
thém vao véi luong 50 pl/16 vao 16. Trong khi dia t kém theo tron mot luc, phan Gng
tao mau duoc thyc hién. Sau dé, HC 1M dugc thém vao dia (50 pl/I5) dé két thuc
phan Gng tao mau, va do hép thu & 490 nm dugc do bz?mg cach str dung b9 doc dia
(ENVISION: PerkinElmer). D& chon té bao lai san xuét khéng thé lién két dic higu voi
GARP nguoi duge biéu hién trén bé mit clia mang té bao, té bao lai san xuét dich ndi
nudi céy biéu hién do hép thu cao & té bao 2930 duoc chuyén nhiém béng vecto biéu
hién GARP so v6i & té bao dugc chuyén nhiém bing vecto pcADN3.1 (+) ddi chung
dugc chon 1am té bao dwong tinh san xut khang thé khang GARP ngudi.
5)-5 Sang loc khéang thé theo phuong phap bao ké dang dong
5)-5-1 Diéu ché té bao biéu hién gen khang nguyén dé dung trong phan tich bao ké
dang dong

Té bao HEK-293T (thu dugc tir ATCC) dugc cdy vao binh 225-cm? (Sumitomo
Bakelite Co., Ltd.) v6i lugng 5 x 10* té bao/cm?, va sau d6 té bao duoc nudi cly trong
moi trudng DMEM c¢6 bd sung 10% FBS qua dém trong 5% CO2 ¢ 37°C. Vao ngay
tiép theo, t& bao HEK-293T dugc chuyén nhiém bang vecto biéu hién GARP hozc

vecto pcADN3.1 (+) dung lam d6i chirng 4m tinh bang cach st dung Lipofectamine
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2000, va té bao dugc 1 tiép qua dém trong 5% CO, ¢ 37°C. Vao ngay tiép theo, té bao
HEK-293T d chuyén nhiém duoc xur 1y bang TrypLE Express (Life Technologies),
duoc rira béng moi truong DMEM c¢6 bd sung 10% FBS, va duogc tao huyén phu lai
trong PBS ¢6 bd sung 5% FBS. Té bao huyén phu thu dugc dugce st dung trong phan
tich bao ké dang dong.
5)-5-2 Phaén tich bao ké dang dong

Tinh dic hiéu lién két véi GARP ngudi ctia khang thé san xuét dugce tir té bao
lai d3 duoc xac dinh la duong tinh boi thir nghiém ELISA té bao trong Vi du 5)-4-2
con duge xac dinh bang Phan tich bao ké dang dong.

\

Huyén phu chura té bao HEK-293T bidu hién tam thoi didu ché dugc trong Vi du

r 2
+148n th dich nAl
tiép theo dich noi duge lo

22 N ¥4

mdi té bao lai dugc thém vao té bao va duoc tao huyén phu. Té bao duge 1 & 4°C
trong 1 gid. Té bao dugc rira hai 1An bang PBS ¢6 bd sung 5% FBS, va IgG khang
chudt cdng lién hop véi FITC (SIGMA) da pha loang 500 1An bang PBS c¢6 bd sung
5% FBS dugc thém vao té bao va duoc tao huyén phu. Té bao duge G & 4°C trong 1
gi0. Té bao dugc rira hai lan b?mg PBS c6 bd sung 5% FBS, va tiép theo dugc tao
huyén phu lai trong PBS ¢6 bd sung 5% FBS va 2 pg/ml 7-aminoactinomycin D
(Molecular Probes). Té bao dugc do bang cach sir dung bao ké dang dong (FC500:
duoc san xuit boi Beckman Coulter). Dit liéu dugc phan tich béng cach su dung
Flowjo (TreeStar). Sau khi té bao chét dugc loai khéi phan tich bang céach cho qua
cbng té bao duong tinh v6i 7-Aminoactinomycin D, so dd cudng do huynh quang
FITC cua té bao sdng duogc tao ra. Té bao lai san xuét cac khang thé lién két v6i GARP
ngudi (113 dong) dugce chon trén co s¢ cac két qua ma trong d6 so d6 dbi véi khang
thé dich chuyén vé phia cudng d huynh quang manh trong té bao HEK-293T dugc
chuyén nhiém bing vecto biéu hién GARP so vdi té bao dugc chuyén nhiém béng
vecto pcADN3.1 ddi ching.

5)-6 Diéu ché khang thé don dong

5)-6-1 Nudi ciy té bao lai 151D va 198D
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Tt té bao lai san xuit khang thé chuot cbng khang GARP nguoi thu dugc trong
muc 5)-5-2 & trén, cac té bao lai 151D va 198D, ma da dugc cho 1a lién két manh véi
GARP nguoi, dugce chon.

Khéng thé don dong chudt cdng khang GARP dugc tinh ché tir dich ndi nuodi
cy té bao lai.

Trudc tién, thé tich té bao lai san xuit khang thé don dong khang GARP gia
ting ddy dt véi ClonaCell-HY Selection Medium E, va sau 6, mdi truong nay duogc
dbi bang Hybridoma SFM (Life Technologies) 1a mdi truong ma 20% Ultra Low IgG
FBS (Life Technologies) da dugc thém vao. Sau do, té bao lai (8 dén 9 x 107 € bao)
dugc cdy vao binh 1272-cm? (Corning), va tiép theo nuodi ciy trong 7 ngay. Dich ndi
nudi cay
b0 loc 0,8-pm, va qua b loc 0,45-pm (Corning).

5)-6-2 Tinh ché khang thé don dong

Khéng thé dugc tinh ché tir dich ndi nudi ciy té bao lai diéu ché dugc trong Vi
du 5)-6-1 theo séc ky 4i Iy Protein G. Khang thé dugc hip phu 1én cot Protein G (GE
Healthcare Bioscience), tiép theo cot nay dugc rira bang PBS, va khang thé tiép theo
dugc giai hap bang dung dich nudce 0,1 M glyxin/HCI (pH 2,7). 1 M Tris-HCl (pH 9,0)
dugc thém vao nude giai hap, dé pH duoc didu chinh dén pH nidm trong khoang tir 7,0
dén 7.5. Sau d6, dung dich dugc thdm tach (Thermo Scientific, Slide-A-Lyzer Dialysis
Cassette), dé dém duoc thay bing PBS. Biang céach sir dung thiét bi siéu loc ly tam
VIVASPIN20 (ngudng trong lugng phén tir: UF30K, Sartorius), khang thé dwoc co, dé
néng dd cua khang thé dugc diéu chinh dén 0,7 mg/mL hodc 16n hon. Cubi cung,
khang thé dugc loc qua bd loc Minisart-Plus (Sartorius) @2 thu mAu da tinh ché.

Vi du 6: Nhan dong khang thé chuot cdng va san xuét khang thé ngudi dang kham
6)-1 Nhan dong va xac dinh trinh tw cADN ciia khang thé chudt cong 151D

6)-1-1  Didu ché ARN tdng sb tir té bao lai san xuét 151D

Pé khuéch dai cADN bao gdm ving bién d4i ctia 151D, ARN tdng s6 duoc diéu ché
tir t& bao lai san xuét 151D bang cach sir dung TRIzol Reagent (Ambion).

6)-1-2  Khuéch dai cADN bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning 151D theo 5'-
RACE PCR, va xac dinh trinh ty cua nd
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cADN bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning dugc khuéch dai bang cach st
dung khoang 1 pg ARN tdng sb didu ché duoc trong Vi du 6)-1-1 va SMARTer RACE
cDNA Amplification Kit (Clontech).

Vé mbi dung dé khuéch dai cADN cua gen ving bién ddi cua chudi ning 151D
theo PCR, UPM (Universal Primer A Mix: bao gém SMARTer RACE cDNA
Amplification Kit) va mdi duge thiét ké tir trinh tu ctia ving dn dinh cua cac chudi
ning chudt cong da biét dugc sir dung.

cADN bao gdm ving bién dbi cta chudi ning dugc khuéch dai bang 5'-RACE
PCR dugc nhan dong trong plasmit, va sau do, trinh tu nucleotit ciia cADN cia ving
bién d6i cta chudi nang dugc dung cho phén tich trinh tu.

Trinh tu nucleotit xac dinh dugc cia cADN mi héa ving bien doi ciia chudi
ning 151D dugc néu trong SEQ ID NO: 14, va trinh tu axit amin cia né dugc néu
trong SEQ ID NO: 15.

6)-1-3 Khuéch dai cADN bao gdm ving bién ddi cua chudi nhe 151D theo 5'-RACE
PCR, va xac dinh trinh tuy ciia nd

Khuéch dai va xéac dinh trinh ty dugc thuc hién bang phuong phép gidng nhu
duoc ap dung trong Vi du 6)-1-2. Tuy nhién, vé mdi ding dé khuéch dai cADN cua
ving bién dbi ciia gen chudi nhe 151D theo PCR, UPM (Universal Primer A Mix: bao
gdm v&i SMARTer RACE ¢cDNA Amplification Kit) va cac mdi dugce thiét ké tir trinh
tu ciia cac vung dn dinh cua cac chudi nhe chudt cbng da biét duoc st dung.

Trinh tu nucleotit x4c dinh dugc ciia cADN mé hoa ving bién ddi cta chudi nhe
151D duoc néu trong SEQ ID NO: 16, va trinh tu axit amin ctia nd duoc néu trong
SEQ ID NO: 17.

6)-2 Nhan dong va xac dinh trinh tw cADN ciia khang thé chudt céng 198D

Céc trinh tu dugc x4c dinh bang phuong phap gidng nhu duoc 4p dung trong Vi
du 6)-1.

Trinh tu nucleotit xac dinh dugc cia cADN mi hoa ving bién doi cia chudi
niang 198D dugc néu trong SEQ ID NO: 18, va trinh tur axit amin cua n6 dugc néu

trong SEQ ID NO: 19. Trinh ty nucleotit xac dinh dugc cia cADN ma hoa vung bién
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dbi ctia chudi nhe 198D dugc néu trong SEQ ID NO: 20, va trinh ty axit amin cua no
dugc néu trong SEQ ID NO: 21.
6)-3 San xuét vecto biéu hién khang thé ngudi dang kham
6)-3-1 Céu tric vecto biéu hién chudi nhe ngudi dang kham pCMA-LK

Doan dai khoang 5,4-kb, da thu dugc bing cach cat plasmit pcADN3.3-
TOPO/LacZ (Invitrogen) bang cac enzym gi6i han Xbal va Pmel, dugc lién két voi
doan ADN bao gdm trinh tu tin hiéu chudi nhe ciia nguodi néu trong SEQ ID NO: 22 va
trinh tw ADN ma hoa ving 6n dinh chudi k cua ngudi, bang cach st dung In-Fusion
Advantage PCR Cloning Kit (CLONTECH), dé san xuét pcADN3.3/LK.

Don vi biéu hién neomycin dugc loai bé khoi pcADN3.3/LK dé cAu trac

2))

)-3-2 Céu tric vecto biéu hién chudi nang kiéu IgG1 nguoi dang kham pCMA-G1
Doan ADN, da thu duogc br?mg cach cit pCMA-LK béng Xbal va Pmel dé loai

b6 trinh tu tin hiéu chudi nhe va ving 4n dinh chudi « cua nguoi tir d6, dugc lién két
v6i doan ADN bao gdm trinh ty tin higu chudi ning cta nguoi néu trong SEQ ID NO:
23 va trinh ty ADN ma hoa axit amin trong vung 4n dinh cia IgG1 ngudi, bang cach
stt dung In-Fusion Advantage PCR Cloning Kit (CLONTECH), dé cAu tric pCMA-
Gl.
6)-3-3 Céhu tric vecto biéu hién chudi ning nguodi dang kham 151D

Bang cach sit dung cADN ma hoa ving bién ddi cua chudi ning khang thé
chudt céng 151D thu duoc trong Vi du 6)-1 1am khuon, PCR dugce thue hién vi cac
mdi duge thit ké cho phuong phép tach dong In-fusion, dé khuéch dai doan ADN bao
gém cADN fnﬁ hoa ving bién dbi cua chudi ning. Bang cach st dung In-Fusion HD
PCR Cloning Kit (Clontech), doan ADN khuéch dai dugce duge cai vao vi tri cua
pCMA-G1 ma da dugc cit bing enzym gi6i han BIpl, dé cAu trac vecto biéu hién
chudi ning ngudi dang kham 151D.

Trinh tu nucleotit ciia chudi niang ngudi dang kham 151D va trinh ty axit amin
ctia chudi ning nay lan luot duge néu trong SEQ ID NO: 24 va SEQ ID NO: 25.

6)-3-4 Céu truc vecto biéu hién chudi nhe nguoi dang kham 151D
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Bing cach sit dung cADN mé héa ving bién ddi ciia ving bién ddi chudi nhe
151D thu duoc trong Vi du 6)-1 lam khudn, PCR dugc thuc hig¢n vdi cac mdi duoc
thiét ké cho phuong phap tach dong In-fusion, @& khuéch dai doan ADN bao gom
cADN mi héa ving bién ddi ciia chudi nhe. Bang cach st dung In-Fusion HD PCR
Cloning Kit (Clontech), doan ADN khuéch dai dugce duoc cai vao vi tri cia pCMA-LK
ma da duge cit béng enzym gidi han BsiWI, dé cAu trac vecto biéu hién chudi nhe
nguoi dang kham 151D.

Trinh ty nucleotit chudi nhe nguoi dang kham 151D va trinh tu axit amin cla
chudi nhe nay lan lugt dugc néu trong SEQ ID NO: 26 va SEQ ID NO: 27.

6)-3-5 Cau tric vecto biéu hién chudi ning ngudi dang kham 198D

n
B dung cADN m

oo

ing cach sir héa ving bién dbi cia chudi ning khang thé
chu6t cbng 198D thu dugc trong Vi du 6)-2 1am khudn,vecto biéu hién chudi ning
nguoi dang kham 198D dugc cAu tric bang phuong phép gidng nhu dugc dp dung
trong Vi du 6)-3-3.

Trinh ty nucleotit ciia chudi ning ngudi dang kham 198D va trinh ty axit amin
ctia chudi ning nay lan luot duoc néu trong SEQ ID NO: 28 va SEQ ID NO: 29.
6)-3-6 Céu tric vecto biéu hién chudi nhe nguoi dang kham 198D

Bing cach st dung cADN ma hoa ving bién dbi cia chudi nhe 198D thu dugc
trong Vi du 6)-2 lam khuon, vecto biéu hién chudi nhe ngudi dang kham 198D duoc
cdu trac bang phuong phap gidng nhu dugc 4p dung trong Vi du 6)-3-4.

Trinh tu nucleotit ctia chudi nhe ngudi dang kham 198D va trinh tu axit amin
ctia chudi nhe nay 1an luot duge néu trong SEQ ID NO: 30 va SEQ ID NO: 31.
6)-4 Diéu ché khang thé nguoi dang kham
6)-4-1  San xuét khang thé ngudi dang kham

Theo cim nang, té bao FreeStyle 293F (Invitrogen) dugc nudi chy va cly
chuyén. 1 x 108 té bao FreeStyle 293F (Invitrogen) trong pha sinh truéng logarit dugc
cdy 1én vao binh 250-mL Fernbach Erlenmeyer Flask (CORNING), va tiép theo dugc
pha loang bing méi truong biéu hién FreeStyle293 (Invitrogen) dén mat d 2,0 x 10°
té bao/mL.
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Trong khi do, 20 pg vecto biéu hién chudi ning, 30 pg vecto biéu hién chubi
nhe va 150 pg Polyetylenimin (Polyscience #24765) dugc thém vao 5 mL mdi truong
Opti-Pro SFM (Invitrogen), va hdn hop thu duge dugce khudy nhe. Sau 5 phit G, hon
hop duge thém vao té bao FreeStyle 293F.

Té bao dwoc 1 trong thiét bi a (37°C, 8% CO2) ¢6 lac & 125 vong/phit trong 4
gid, va sau d6, 50 mL moi truong EX-CELL VPRO (SAFC Biosciences), 0,36 mL
GlutaMAX I (GIBCO), va 2,5 mL Yeastolate Ultrafiltrate (GIBCO) dugc thém vao
mdi trudng nudi cdy. Té bao duge u tiép trong thiét bi u (37°C, 8% CO2) ¢6 lic & 125
vong/phut trong 7 ngay. Dich ndi nubi cdy duge thu hoach va loc bang bd loc 250-mL
Filter System (CORNING, #431096).

Khiang t Lhé ngudi dang kham 151D thu duo

C
VA

bin

<D>

ng t hop chia vecto biéu hién
chudi ning ngudi dang kham 151D véi vecto biéu hién chudi nhe ngudi dang kham
151D dugc goi 1a "c151D," trong khi khang thé nguoi dang kham 198D thu duoc bang
td hop cia vecto biéu hién chudi ning nguoi dang kham 198D véi vecto biéu hién
chudi nhe ngudi dang kham 198D dugc goi 1a "c198D".
6)-4-2 Tinh ché khang thé dang kham

Dich ndi nuéi cdy thu duge trong Vi du 6)-4-1 duoc tinh ché bang quy trinh sdc
ky 4i luc rProtein A mot giai doan. Dich ndi nudi céy dugc nap 1én cot (dugce san Xuét
b&i GE Healthcare Bioscience) di nap san MabSelectSuRe can bang bang PBS, va tiép
theo cot nay dugc rira bing PBS vé6i lugng hai hodc nhiéu lan thé tich ct. Tiép theo,
giai hép duge thuc hién bang cach sit dung dung dich 2 M arginin hydroclorua (pH
4,0), dé phan doan chira khang thé duoc thu. Phan doan nay dugc cho qua Thiét bi siéu
loc ly tim VIVASPIN20 (molecular weight cutoff: UF30K, Sartorius), dé dem duoc
thay bing PBS va khang thé dugc cd, theo do diéu chinh ndng d¢ khang thé dén 1
mg/mL hodc 16n hon. Cudi cuing, khéang thé dugc loc qua Minisart-Plus (Sartorius) dé
thu mAu d tinh ché.
6)-5 Danh gié hoat tinh lién két ctia khang thé ngudi dang kham véi GARP ngudi

Hing s6 phan ly gitta c151D hodc ¢198D san xuét dugc trong Vi du 6)-4 va
GARP nguoi dugc danh gia bang bang céach st dung Biacore T200 (GE Healthcare
Bioscience), theo phwong phap bay, phuong phap nay bao gdm buédc bay khang thé
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1am phdi tir v6i Protein A c¢b dinh va tiép theo phan tich hing s6 phan ly bang cach sir
dung khang nguyén (recombinant human GARP: R&D Systems) lam chét phan tich.
HBS-EP+ (duogc san xuat béi GE Healthcare Bioscience) dugce st dung lam dém chay,
va Protein A Sensor Chip (dugc san xuat béi GE Healthcare Bioscience) dugc st dung
lam chip cam bién.

Khéng thé nguoi dang kham (1 pg/mL) dugc thém vao chip ¢ tbc do 10 pL/phut
trong 20 gidy, va dung dich pha loang theo bac (8 dén 128 nM) ciia khang nguyén tiép
theo duoc thém vao & tc do chay 30 pl/phit trong 120 gidy. Tiép theo, su phan ly
duoc theo ddi trong 480 gidy. V& dung dich téi sinh, Glyxin 1.5 (dwoc san xuét bdi GE

Healthcare Bioscience) dugc thém vao & tbc d6 chay 20 pl/phut trong 30 gidy.

M5 hinh so khép 1 : 1 duge st dung trong phan tich dit lidu, v 3 hing s téc dd
t6 hop ka, hing s tc @6 phén ly kd, va hang sb phan ly (KD; KD = kd/ka) dugc tinh.

Céc két qua dugc thé hién trong Bang 1.
Bang 1 Hing s6 phan ly gifta c151D hodc ¢198D va GARP nguoi
[Bang 1]
Tén KD (nM)
1 |c151D | 0,47
2 (c198D | 0,17

Vi du 7 San xuét khang thé dugc nhan hoa
7)-1 Lép md hinh phan t&r ving bién ddi ctia khang thé ¢151D

Viéc 1ap mé hinh phan tir ving bién ddi ctia khéng thé 151D duge thuc hién
theo phuong phap ma néi chung duge biét 1a mo hinh tuong ddng (Methods in
Enzymology, 203, 121-153, (1991)).

Trinh tu bic mot cia ving bién ddi cta globulin mién dich nguoi da dang ky
trong Protein Data Bank (Nuc. Acid Res.28, 235-242 (2000)) (cAu tric ba chiéu suy ra
tir cAu trtic tinh thé tia X 1a ¢6 thé st dung) dugc so sanh vdi ving bién ddi ctia khang

thé ¢151D.
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Chu trtc ba chidu cua ving bién déi dugc san xuét bang cch két hop, v6i nhau,
céc toa do cua chudi ning va chudi nhe cua khang thé ¢c151D va mo hinh ¢6 dd tuong
ddng trinh tu cao voi cac giao dién, dé thu dugc "md hinh khung".

Sau d6, cAu hinh dai dién cua mdi CDR dugc hop nhét vao mo hinh khung.

Cubi cing, dé loai bd tiép xtic nguyén tir gy bt 11 vé ning lwong, phép tinh
giam thiéu ning luong dugc thyc hién. Cac quy trinh duoc md ta & trén dugc thuc hién
bang cach st dung Discovery Studio (Dassault Systemes).

7)-2  Thiét k& Trinh ty axit amin ctia khéng thé 151D dugc nhan héa

Khang thé 151D duge nhan hoa duge cAu tric theo phuong phap néi chung
duge biét 1a ghép CDR (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Khang
thé nhan dugc chon trén co so tuong ddng axit amin trong ving khung.

Trinh tu cia ving khung cta khang thé ¢151D dugc so sanh véi vung khung
cia trinh tu lién tng nhém phy duge xac dinh boi KABAT et al. (Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service National Institutes
of Health, Bethesda, MD. (1991)). Két qua 1, trinh ty lién tng cia nhém phu chudi y
nguoi 3 va nhém phu chudi k nguoi 1 va 4 c6 do tuong dong trinh tu cao, va trén co
s& nay, ching dugc chon lam thé nhan.

Lién quan dén trinh tu lién ing ctia nhoém phu chudi y ngudi 3 va trinh tu li€n
{mg ciia nhém phu chudi x ngudi 1 va nhém phu chudi k ngudi 4, cac gbc axit amin
trong vung khung dugc sdp hang véi cac gdc axit amin cta khang thé c151D, dé cac vi
tri, trong d6 axit amin khac duoc sir dung, duge nhan dang. Céc vi tri ciia cac gbc nay
duoc phan tich bang cach st dung md hinh ba chidu cia khang thé c151D duge chu
tric trong phﬁn 7)-1 & trén, va cac géc nhan can dugc ghép voi thé nhan duoc chon
trén co s& cac tiéu chudn duoc dua ra bdi Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,
10029-10033 (1989)).

Vai géc cho dugc chon theo cach nay dugce dua vao khang thé nhan, dé cAu tric
trinh tu cia h151D dugc nhan hoa nhu theo cach dugc mo ta trong cac vi du dudi day.
7)-3  Thiét ké chudi ning 151D dugc nhan héa h151D-H
7)-3-1 Chudi nang kiéu h151D-H1
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Chudi ning 151D duge nhan hoa duge thiét ké bing cach thay thé gdc arginin
tai vi tri axit amin 35 bang gdc glyxin, gdc lysin tai vi trf axit amin 37 bang gbc leuxin,
gbc lysin tai vi tri axit amin 38 bang gbc arginin, gbc serin tai vi tri axit amin 42 bang
gbc alanin, gdc threonin tai vi tr{ axit amin 61 bang gdc glyxin, gbc glutamin tai vi tri
axit amin 62 bang gdc lysin, gbc alanin tai vi trf axit amin 68 bang gbc serin, gbc
arginin tai vi tri axit amin 80 bang gbc alanin, gbc alanin tai vi trf axit amin 94 bang
gbc serin, gbc serin tai vi tri axit amin 96 bang gdc asparagin, gbc axit aspartic tai vi tri
axit amin 103 bang gdc asparagin, gdc serin tai vi tri axit amin 107 bang gbc alanin,
géc threonin tai vi tri axit amin 112 béng géc valin, géc valin tai vi tri axit amin 130
bang gdc threonin, va gbc methionin tai vi tri axit amin 131 bang gbc leuxin trong

i nang c¢151D néu trong SEQ ID NO: 25 trong danh muc trinh tu, dugc goi la
"chudi ning kiéu h151D-H1".

Trong trinh tw nucleotit (SEQ ID NO: 32) ma hoa chudi ning kiéu h151D-H1,
chudi ning truéng thanh, ma tr d6 trinh tu tin hiéu da dugc loai b0, dugc ma hoa baoi
trinh tu nucleotit gém ¢ cac nucleotit tai cic vi tri nucleotit 58 dén 1398, ving bién
dbi dugc ma hoa boi trinh tu nucleotit gf?)m ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58
dén 408, va vung dn dinh dugc ma hda bai trinh tu nucleotit gém cO céac nucleotit tai
céc vi tri nucleotit 409 dén 1398. Ving bién ddi néu trén c6 trinh tu nucleotit gdm 6
cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 133 dén 162 ma héa CDRH]1, trinh tu nucleotit
gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 205 dén 234 ma hoa CDRH2, va trinh tu
nucleotit gé)m ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 352 dén 375 ma héa CDRH3,
trong SEQ ID NO: 32 trong danh muc trinh tu.

Ngoai ra, trong trinh ty axit amin (SEQ ID NO: 33) cta chudi ning kiéu h151D-
H1, chudi ning truéng thanh, ma tir d6 trinh ty tin hi¢u da duoc loai bd, 1a trinh ty axit
amin gém ¢6 cac axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 466, ving bién d6i 1a trinh tur
axit amin gém ¢6 céc axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 136, va ving 4n dinh 1a
trinh tuy axit amin gém ¢O cac axit amin tai cac vi tri axit amin 137 dén 466. Vung bién
dbi néu trén c6 CDRH]1 gém ¢6 trinh tu axit amin tai c4c vi tri axit amin 45 dén 54

trong SEQ ID NO: 33 trong danh muc trinh tw, CDRH2 gdm c6 trinh tu axit amin tai
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cac vi tri axit amin 69 dén 78 trong do6, va CDRH3 g?)m c6 trinh ty axit amin tai cac vi
trf axit amin 118 dén 125 trong do. |

Hon nita, cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 32 va 33 cling lan lugt duge thé
hién trén cac hinh vé Fig.31 va Fig.21.

7)-3-2 Chudi ning kiéu h151D_H4

Chubi ning 151D dugc nhan hoa duge thiét ké bang cach thay thé gbc arginin
tai vi trf axit amin 35 bing gbe glyxin, gbc lysin tai vi trf axit amin 37 bang gbc leuxin,
gdc lysin tai vi trf axit amin 38 bang gbc arginin, gdc serin tai vi tri axit amin 42 bing
gbc alanin, gdc threonin tai vi tri axit amin 61 bang gbc glyxin, gbc glutamin tai vi tri
axit amin 62 bang gdc lysin, gdc alanin tai vi tr axit amin 94 bang gbc serin, g axit
aspartic tai vi tri axit amin 103 béng agin, géc.: serin tai vi tri axit amin 107
bang gdc alanin, gbc threonin tai vi tri axit amin 112 bang gbc valin, gbc valin tai vi tr
axit amin 130 bang gdc threonin, va gdc methionin tai vi tri axit amin 131 bing gbc
leuxin trong chudi niang c151D néu trong SEQ ID NO: 25 trong danh muc trinh tu,
dugce goi la "chudi ning kiéu h151D H4".

Trong trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 34) mé hoa chudi ning kiéu h151D-H4,
chudi ning trudng thanh, ma tir do6 trinh ty tin hi€u da dugc loai bo, dugc ma hda badi
trinh ty nucleotit gdm c6 c4c nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 1398, ving bién
dbi dugc ma hoa boi trinh tw nucleotit gbm c6 céc nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58
dén 408, va ving 4n dinh dugc ma hoa boi trinh ty nucleotit gdm c6 céc nucleotit tai
céc vi tri nucleotit 409 dén 1398. Viung bién dbi néu trén c6 trinh ty nucleotit gdm co
cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 133 dén 162 ma h6a CDRHI, trinh tu nucleotit
gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 205 dén 234 ma héa CDRH2, va trinh tu
nucleotit gém c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 352 dén 375 ma héa CDRH3,
trong SEQ ID NO: 34 trong danh muc trinh tu.

Ngoai ra, trong trinh ty axit amin (SEQ ID NO: 35) cta chudi ning kiéu h151D-
H4, chudi ning trudng thanh, ma tir d6 trinh ty tin hi¢u da dugce loai b0, 1a trinh tu axit
amin gém c6 céc axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 466, ving bién d6i 1a trinh tu
axit amin gém c6 céac axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 136, va vung 6n dinh 1a

trinh tu axit amin gdm c6 cac axit amin tai cac vi tri axit amin 137 dén 466. Vung bién
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d6i néu trén c¢6 CDRH1 g@)m ¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 45 dén 54
trong SEQ ID NO: 35 trong danh muc trinh tw, CDRH2 gém ¢0 trinh tu axit amin tai
cac vi tri axit amin 69 dén 78 trong d6, va CDRH3 gém cé trinh tu axit amin tai cac vi
tr{ axit amin 118 dén 125 trong dé.

Hon nita, cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 34 va 35 ciing 1an luot duoc thé
hién trén céc hinh v& Fig.33 va Fig.23.
7)-4 Thiét ké chudi nhe 151D dugc nhan hoa h151D_L
7)-4-1 Chudi nhe kiéu h151D-L1

Chudi nhe 151D dugc nhan hoa dugc thiét ké bang cach thay thé gbc threonin
tai vi tri axit amin 29 bang gbc axit aspartic, gbc methionin tai vi trf axit amin 31 bang

14 . 7 . R N

Aé._ LY. S, IS, [ DR 13 401 avit amin 2D hidno o
£0C ICUXII, gOU PIICily 1dldliiil U1 dXit aiiliil 54 Ualig g

vi tri axit amin 33 bang gbc valin, gbc valin tai vi tri axit amin 35 bang gbc leuxin, gbe
axit aspartic tai vi tri axit amin 37 bang gbc axit glutamic, gbc valin tai vi trf axit amin
39 bang gbc alanin, gbc methionin tai vi trf axit amin 41 bang gdc isoleuxin, gbc
threonin tai vi tri axit amin 60 bang gbc prolin, gbc threonin tai vi tri axit amin 83
bﬁng géc serin, géc asparagin tai vi tri axit amin 97 béng géc serin, géc methionin tai
vi trf axit amin 98 bang gdc leuxin, gdc leuxin tai vi tri axit amin 103 bang gdc valin,
gbc threonin tai vi tri axit amin 120 bing gbc glutamin, gbc leuxin tai vi trf axit amin
124 bang gbc valin, gbc leuxin tai vi tri axit amin 126 bang gbc isoleuxin, gdc
asparagin tai vi tri axit amin 127 bang gbc lysin, va gbc alanin tai vi tri axit amin 129
bang gdc threonin trong chudi nhe ¢151D néu trong SEQ ID NO: 27 trong danh muyc
trinh ty, dugc goi 12 "chudi nhe kiéu h151D_L1".

Trong trinh tw nucleotit (SEQ ID NO: 36) mé hoa chudi nhe kiéu h151D-L1,
chudi nhe truéng thanh, ma tir d6 trinh ty tin hiéu da duoc loai bo, dugc ma hoa badi
trinh tu nucleotit gém c6 céc nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702, ving bién d6i
dugc ma hoa badi trinh tu nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén
387, va vung 4n dinh dugc ma hoa béi trinh ty nucleotit gém c0O cac nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 388 dén 702. Ving bién ddi néu trén c6 trinh ty nucleotit gdm co cac
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 130 dén 162 ma hoa CDRL1, trinh tu nucleotit gém co

cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 208 dén 228 ma héa CDRL2, va trinh tu nucleotit
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gdm co cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 325 dén 351 ma hoa CDRL3, trong SEQ ID
NO: 36 trong danh muc trinh tu.

Ngoai ra, trong trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 37) cua chudi nhe kiéu
h151D L1, chudi nhe trudng thanh, ma tir d6 trinh ty tin hi¢u da dugc loai bo, 1a trinh
tu axit amin gdm c6 cAc axit amin tai cac vi trf axit amin 21 dén 234, ving bién ddi 1a
trinh ty axit amin gdm c6 cic axit amin tai cac vi tri axit amin 21 dén 129, va ving 6n
dinh 1a trinh tu axit amin gém ¢b cac axit amin tai cac vi tri axit amin 130 dén 234.
Ving bién ddi néu trén c6 CDRL1 gdm c6 trinh ty axit amin tai cac vi tri axit amin 44
dén 54 trong SEQ ID NO: 37 trong danh muc trinh tw, CDRL2 gdm c6 trinh ty axit
amin tai cac vi tri axit amin 70 dén 76 trong d6, va CDRL3 gém cO trinh tu axit amin

117 tron

.
rong do.

tai céc vi tri axit amin 109 dén

Hon nita, cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 36 va 37 cling 1an luot dugc thé
hién trén cac hinh v& Fig.32 va Fig.22.
7)-4-2 Chudi nhe kiéu h151D-L4:

Chudi nhe 151D dugc nhan hoa duge thiét ké bang cach thay thé gbc threonin
tai vi tri axit amin 29 bang gbc serin, gdc methionin tai vi tri axit amin 31 bing gbc
leuxin, gbc phenylalanin tai vi tri axit amin 32 bang gdc serin, gbc isoleuxin tai vi tri
axit amin 33 bang gdc alanin, gbc methionin tai vi tri axit amin 41 bang gdc isoleuxin,
géc threonin tai vi tri axit amin 60 béng géc prolin, géc glutamin tai vi tri axit amin 62
bang gdc lysin, gdc threonin tai vi tri axit amin 83 bang gbc serin, gdc asparagin tai vi
tri axit amin 97 bang géc serin, géc methionin tai vi tri axit amin 98 bang géc leuxin,
géc alanin tai vi tri axit amin 100 béng géc prolin, géc leuxin tai vi tri axit amin 103
bang gbc phenylalanin, gbc valin tai vi tri axit amin 105 bang gbc threonin, gbe
threonin tai vi tri axit amin 120 bﬁng géc glutamin, géc leuxin tai vi tri axit amin 124
bing gdc valin, gbc leuxin tai vi tri axit amin 126 bing gbc isoleuxin, gbc asparagin tai
vi trf axit amin 127 bang gbc lysin, va gbc alanin tai vi trf axit amin 129 bang gbc
threonin trong chudi nhe c151D néu trong SEQ ID NO: 27 trong danh muc trinh tu,
dugc goi 1a "chudi nhe kiéu h151D-L4".

Trong trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 38) mé hoa chudi nhe kiéu h151D-L4,

chudi nhe trudng thanh, ma tr d6 trinh ty tin hiéu da duoc loai bo, dugc mi hoa bdi
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trinh ty nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702, ving bién d6i
dugc ma hoa baoi trinh ty nucleotit g@)m ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén
387, va vung 6n dinh duoc ma hoa béi trinh ty nucleotit gém cO cac nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 388 dén 702. Vung bién dbi néu trén c6 trinh ty nucleotit gdm c6 céc
nucleotit tai cc vi tri nucleotit 130 dén 162 ma hoa CDRLI, trinh tu nucleotit gbm ¢6
cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 208 dén 228 ma hoa CDRL2, va trinh tu nucleotit
gdm c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 325 dén 351 ma héa CDRL3, trong SEQ ID
NO: 38 trong danh muc trinh tu.

Ngoai ra, trong trinh ty axit amin (SEQ ID NO: 39) cua chudi nhe kiéu

h151D 14, chudi nhe trudong thanh, ma tir d6 trinh ty tin hi¢u da dugc loai bo, la trinh

e

N

. . A g o ! . e g e . .
ty axit amin gom c6 c&c axit amin tai cic vi tri axit amin 21

\-+.
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ung bién doil
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234, w1
trinh tu axit amin gdm c6 céc axit amin tai cac vi trf axit amin 21 dén 129, va ving 6n
dinh 13 trinh ty axit amin gém c6 cac axit amin tai cac vi tri axit amin 130 dén 234.
Ving bién ddi néu trén c6 CDRL1 gém ¢6 trinh tu axit amin tai cac vi tri axit amin 44
dén 54 trong SEQ ID NO: 39 trong danh muc trinh tu, CDRL2 gém ¢O trinh tu axit
amin tai cac vi tri axit amin 70 dén 76 trong d6, va CDRL3 g&")m co trinh tu axit amin
tai cac vi tri axit amin 109 dén 117 trong do.

Hon nita, cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 38 va 39 ciing 1an luot dugc thé
hién trén cac hinh v& Fig.34 va Fig.24.
7)-5 Lap mé hinh phan tir viing bién ddi ctia ¢198D

Viéc 14p md hinh phan tr vung bién ddi cua khang thé ¢198D dugc thuc hién
theo phuong phap néi chung dugc biét 12 14p md hinh twong ddng (Methods in
Enzymology, 203, 121-153, (1991)). Trinh tu bac mdt cua ving bién ddi cua globulin
mién dich nguoi ding ky tai Protein Data Bank (Nuc. Acid Res.28, 235-242 (2000))
(cAu tric ba chiéu suy ra tir cdu tric tinh thé tia X 12 c6 thé str dung) duoc so sanh véi
ving bién ddi ciia khang thé c198D.

Chu trtc ba chiéu cua ving bién d6i dugc san xuét bang cach két hop, v6i nhau,
cac toa do cua chudi ning va chudi nhe cua khang thé ¢198D va md hinh c6 do twong
déng trinh tu cao véi cac giao dién cia ching, dé thu duoc "md hinh khung".

Sau do, cAu hinh dai dién cia mdi CDR duoc hop nhat vao mo hinh khung.
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Cubi ciing, dé loai bo tiép xuc nguyén ti gy bét loi v& ning lwong, phép tinh
giam thiéu nang luong duge thyc hién. Cac quy trinh duge mo ta & trén duoc thuc hién
bang cach sir dung Discovery Studio (Dassault Systemes).

7)-6 Thiét ké Trinh tu axit amin cia 198D duoc nhan hoa

Khang thé 198D dugc nhan hoa duge cAu trac theo phuong phép noi chung
duoc biét 1a ghép CDR (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)). Khang
thé nhan dugc chon trén co s tuong ddng axit amin trong ving khung.

Trinh tu ctia vung khung cia khang thé ¢c198D dugc so sanh v&i vung khung
ciia trinh ty lién tng nhom phu duge x4c dinh boi KABAT et al. (Sequences of

Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health Service National Institutes

nguoi 2 va nhém phu chudi x nguoi 1 ¢6 dd twong df‘)ng trinh tu cao, va trén co s&
nay, chung dugc chon lam thé nhan. Ngoai ra, vai gbc trong trinh tu lién ing cta
nh6m phu chudi y ngudi 3 duge dua vao thé nhan cta chudi ning.

Lién quan dén trinh tu lién img ctia nhom phu chudi y ngudi 2 bao gdm phan
trinh tu lién tng ctia nhém phu chudi y ngudi 3 va trinh tu lién tng cia nhém phu
chudi k nguoi 1, cac gbc axit amin trong ving khung dugc sdp hang véi cic g axit
amin cia khang thd c198D, dé céc vi tri, trong d6 axit amin khac nhau dugc st dung,
dugc nhan dang. Vi tri cac géc nay dugc phan tich bé“lng cach st dung mo hinh ba
chidu ctia khang thé c198D dugc cAu tric trong 7)-5 & trén, va cac gbc cho cin ghép
v6i thé nhan duge chon trén co s& céc tiéu chuin dugc dua ra bdi Queen et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989)).

Vai géc cho duoc chon theo cach nay dugc dua vao khang thé nhén, dé chu tric
trinh tu ctia h198D dugce nhan hoa nhu theo cach duge mo ta trong cac vi du dudi day.
7)-7 Thiét ké chudi ning 198D dugc nhan hoa h198D-H
7)-7-1  Chudi ning kiéu h198D-H3

Chudi niing 198D dugc nhin hoa dugc thiét k& bang cach thay thé gbc glutamin
tai vi trf axit amin 20 bang gbc axit glutamic, gbc arginin tai vi trf axit amin 24 bang
gbc valin, gdc prolin tai vi tri axit amin 28 bang gbc glyxin, gbc glutamin tai vi tri axit

amin 32 bang gbc lysin, gbc axit glutamic tai vi trf axit amin 61 bang gbc glyxin, gbc
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serin tai vi tri axit amin 80 bang gbc prolin, gdc alanin tai vi trf axit amin 81 bang gbc
serin, géc leuxin tai vi tri axit amin 86 béng géc valin, géc serin tai vi tri axit amin 87
bing gdc threonin, gbc serin tai vi tri axit amin 95 bang gbc asparagin, gbc
phenylalanin tai vi tri axit amin 98 bang gbc serin, gbc methionin tai vi tri axit amin
101 bang gbc leuxin, gbc threonin tai vi tri axit amin 103 bang gbc serin, gbc leuxin tai
vi trf axit amin 104 bing gbc valin, gbc glutamin tai vi tri axit amin 105 bang gdc
threonin, gdc threonin tai vi tri axit amin 106 bing gdc alanin, gbc axit glutamic tai vi
tri axit amin 107 bang gdc alanin, gbc methionin tai vi trf axit amin 111 bing gbc
valin, gbc phenylalanin tai vi trf axit amin 113 bang gdc tyrosin, gbc alanin tai vi tri
axit amin 133 bang gdc threonin, va gdc serin tai vi tri axit amin 134 bang gdc leuxin

4aanin s Alaas
uong viu

O

indng c198D n
12 "chudi ning kiéu h198D_H3".

Trong trinh tu nucleotit (SEQ ID NO: 40) mé héa chudi ning kiéu h198D-H3,
chudi ning trudng thanh, ma tir d6 trinh ty tin hiéu da duoc loai bo, dugc ma hoéa boi
trinh tu nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 1407, ving bién
dbi dugc ma hoa boi trinh tu nucleotit gbm c6 céac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58
dén 417, va ving 4n dinh dugc ma hoa boi trinh ty nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai
cac vi tri nucleotit 418 dén 1407. Vung bién dbi néu trén c6 trinh ty nucleotit gé)m co
cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 130 dén 162 ma hoa CDRHI, trinh tu nucleotit
gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 205 dén 231 ma héa CDRH2, va trinh tu
nucleotit gdm c6 cac nucleotit tai céc vi tri nucleotit 349 dén 384 ma hoa CDRH3,
trong SEQ ID NO: 40 trong danh muc trinh ty.

Ngoai ra, trong trinh ty axit amin (SEQ ID NO: 41) cta chudi ning kiéu h198D-
H3, chudi ning trudng thanh, ma tir d6 trinh ty tin hi¢u da dugc loai bd, 1a trinh ty axit
amin gdm c6 cic axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 469, ving bién d6i 1a trinh tu
axit amin gém ¢6 céac axit amin tai cac vi tri axit amin 20 dén 139, va ving 6n dinh 12
trinh tu axit amin gdm c6 cAc axit amin tai cac vi trf axit amin 140 dén 469.

Hon nita, c4c trinh ty néu trong SEQ ID NO: 40 va 41 cling 14n luot dugc thé
hién trén cac hinh v& Fig.35 va Fig.25.

7)-8 Thiét ké chudi nhe 198D duoc nhan hoa h198D-L

&3
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7)-8-1 Chudi nhe kiéu h198D-L4
Chudi nhe 198D duoc nhan héa dugc thiét ké bang cach thay thé gbc alanin tai
vi trf axit amin 29 bang gbc serin, gbc glyxin tai vi trf axit amin 33 bang gdc alanin,
gbc leuxin tai vi tri axit amin 35 bang gbc valin, gbc axit glutamic tai vi trf axit amin
37 bang gbc axit aspartic, gbc threonin tai vi tri axit amin 38 bang gdc arginin, gbc
glutamin tai vi tri axit amin 42 béng géc threonin, géc glutamin tai vi tri axit amin 65
bang gbc lysin, gdc glyxin tai vi tri axit amin 85 bang gbc serin, gbc serin tai vi tri axit
amin 92 bang gbc threonin, gbc lysin tai vi tri axit amin 94 bang gbc threonin, gbc
methionin tai vi tri axit amin 98 béng géc leuxin, géc threonin tai vi tri axit amin 100
bing gde prolin, gbc axit glutamic tai vi tri axit amin 103 bing gbc phenylalanin, gbe

.
‘_ b 4 A
t amin 104 bang gbc

t 3 w1 tm’

1 5 : .
glyxin tai vi tri axi ¢ alanin, g amin

dc valin tai vi tri axit amin 105 bé'm_g
gbc threonin, gdc serin tai vi tri axit amin 120 bang gbc glutamin, gbc leuxin tai vi tri
axit amin 124 bang gdc valin, va gbc alanin tai vi trf axit amin 129 bang gdc threonin
trong chudi nhe ¢198D néu trong SEQ ID NO: 31 trong danh muc trinh tu, duogc goi la
"chudi nhe kiéu h198D-L4".

Trong trinh tw nucleotit (SEQ ID NO: 42) ma héa chudi nhe kiéu h198D-L4,
chudi nhe trudng thanh, ma tir d6 trinh tu tin hi¢u d& dugc loai bo, dugc ma hoa bdi
trinh tu nucleotit g(“)m ¢ cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702, ving bién dbi
dugc ma hoa bdi trinh tu nucleotit gém ¢6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén
387, va vung dn dinh dugc ma hoa boi trinh ty nucleotit gém ¢ cac nucleotit tai cac vi
tri nucleotit 388 dén 702. Ving bién dbi néu trén c6 trinh tw nucleotit gdm ¢ céc
nucleotit tai cdc vi tri nucleotit 130 dén 162 ma hoa CDRLI, trinh tu nucleotit gém co
cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 208 dén 228 ma h6a CDRL2, va trinh tu nucleotit
gdm c6 céc nucleotit tai cac vi tri nucleotit 325 dén 351 ma héa CDRL3, trong SEQ ID
NO: 42 trong danh muc trinh ty.

Ngoai ra, trong trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 43) cia chudi nhe kiéu
h198D 14, chudi nhe trudng thanh, ma tr d6 trinh tu tin hiéu da duoc loai bo, la trinh
tu axit amin gdm c6 c4c axit amin tai cdc vi tri axit amin 21 dén 234, ving bién ddi 1a
trinh tu axit amin gém cO cac axit amin tai cdc vi tri axit amin 21 dén 129, va ving on

dinh 1a trinh tu axit amin gém ¢6 céac axit amin tai cac vi tri axit amin 130 dén 234.
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Hon nita, c4c trinh tu néu trong SEQ ID NO: 42 va 43 ciing 1an luot duoc thé
hién trén cac hinh v& Fig.36 va Fig.26.
7)-9 Chu triic vecto bidu hién déi v6i khang thé dugc nhan hoa
7)-9-1 Chu tric vecto biéu hién di véi khéng thé khang GARP nguoi duge nhan héa
h151D-H1L1

Doan ADN bao gdm trinh tw ma héa chudi nang kiéu h151D-H1 gdm cb cac
nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 1398 cua trinh tu nucleotit cia chudi ning kiéu
h151D-H1 néu trong SEQ ID NO: 32 trong danh muc trinh ty dugc tdng hop
(GENEART, artificial gene synthesis service). Bang cach sit dung doan ADN tong
hop dugc, theo quy trinh Potelligent(R) CHOK 1SV Technology cua BioWa va Lonza,

AAAAAAAAAA

LA .
vecto bié 1C“‘ d

1

~ 4 X
51 v6i chudi ning kidu h151D-H1 duge cau tric. Vecto biéu hién

duoc cAu trac duoc goi 1a "GSV-h151D-H1."

Tiép theo, doan ADN bao gém trinh ty ma héa chudi nhe kiéu h151D-L1 g(“)m
c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 cia trinh tu nucleotit ciia chudi nhe
kiéu h151D-L1 néu trong SEQ ID NO: 36 trong danh muc trinh tu dugc téng hop
(GENEART, artificial gene synthesis service).

Bing cach st dung doan ADN tdng hop duoc, theo quy trinh Potelligent(R)
CHOKI1SV Technology ctia BioWa va Lonza, vecto biéu hién dbi v6i chudi nhe kiéu
h151D-L1 dugc ciu tric. Vecto biéu hién duge cu tric dugc goi 12 "GSV-h151D-
L1."

Tiép theo, vecto biéu hién MACA-1511a dugc cAu tric tir cac vecto biéu hién
dugc chu trac "GSV-h151D-H1" va "GSV-h151D-L1" theo quy trinh Potelligent(R)
CHOK 1SV Technology cua BioWa va Lonza. Vecto biéu hién thu duge duoc goi 1a
"DGV-h151D-HIL1-GS."

7)-9-2  Céu tric vecto biéu hién dbi voi khang thé khang GARP ngudi duge nhan
héa h151D-H4L4

Nhu trong truong hop cia Vi du 7)-9-1, doan ADN bao gdm trinh tw ma héa
chudi ning kiéu h151D-H4 gém c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 1398
cta trinh tu nucleotit chudi ning kiéu h151D-H4 néu trong SEQ ID NO: 34 trong danh
muc trinh tu, va doan ADN bao gém trinh tw ma héa chudi nhe kiéu h151D-L4 gém cod
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c4c nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 cua trinh tw nucleotit cia chudi nhe
kiéu h151D-L4 néu trong SEQ ID NO: 38 trong danh muc trinh ty, dugc tdng hop
(GENEART, artificial gene synthesis service).

Bing céach sir dung doan ADN tdng hop duoc, theo quy4 trinh Potelligent(R)
CHOK 1SV Technology cia BioWa va Lonza, vecto biéu hién MACA-1514a dugc cAu
tric. Vecto biéu hién nay duogc goi 1a "DGV-h151D-H4L4-GS."

7)-9-3 Céu tric vecto biéu hién ddi v6i khang thé khang GARP ngudi duoc nhan héa
h198D-H3L4

Nhu trong trudng hop caa Vi du 7)-9-1, doan ADN bao gbm trinh tw ma héa
chudi nang kiéu h198D-H3 gdm c6 céc nucleotit tai cac vi tri nucleotit 58 dén 1407

ki \
+ h t
cua wiin w nuc

iéu h198D-H3 néu trong SEQ ID NO: 40 trong
danh muc trinh tu, va doan ADN bao gém trinh tw ma hoa chudi nhe kiéu h198D-L4
gém c6 cac nucleotit tai cac vi tri nucleotit 61 dén 702 cua trinh tu nucleotit cua chudi
nhe kiéu h198D-L4 néu trong SEQ ID NO: 42 trong danh muc trinh ty, dugc tong hop
(GENEART, artificial gene synthesis service).

Bing cach sit dung doan ADN tbng hop dugc, theo quy trinh Potelligent(R)
CHOK 1SV Technology ciia BioWa va Lonza, vecto biéu hién MACA-1983a dugc cAu
triic. Vecto biéu hién thu dugc duge goi 1a "DGV-h198D-H3L4-GS."

7)-10 Didu c<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>