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Linh vue k§y thuit dwoce dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé gin két dic hiéu voi phdi tr P-selectin
glycoprotein 1 (P-selectin glycoprotein ligand-1: PSGL-1), polynucleotit ma hoéa
khang thé nay, vecto bidu hién chira polynucleotit, té bao chii chira vecto biéu hién
nay, va cac ché phdm lién quan. Sang ché ciing mo ta phuong phép diéu tri rbi loan
hodic bénh gly ra boi hodc lién quan dén su ting sinh cao hon binh thudng va/hoic
su gia tdng s6 lugng té bao T dugc hoat hod, nhu bénh vay nén, béng cach s dung

cac khang thé khang PSGL-1.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc dap ung viém dbi véi su nhiém khuan hoic tdn thuong nhiém khdi phat
do su dinh bam cuia t& bao bach ciu lén thanh mach mau (McEver ef al., 1997, J.
Clin. Invest., 100 (3): 485-492). Céc selectin 1a ho cac glycoprotein lam trung gian
cho su tuong tac giita té bao ndi mod-bach ciu tién phét va bach cau-tiéu cau trong
qué trinh viém. Ho selectin, bao g6m L-selectin, E-selectin va P-selectin, chira
ving lectin diu NH,, tiép d6 1a viing twong tu EGF, loat vung l3p lién tng, ving
xuyén mang, va dudi ngin nam trong té bao. Ving lectin ctia c4c selectin tuong tac
véi phéi o tiép hop glyco déc hi¢u dé tao diéu kién thuén loi cho su dinh bam vao
té bao. L-selectin, dugc bidu hién trén phin 16n bach cau, gin két véi phdi tir trén
mot sb té bao ndi mod va cac bach cAu khac. E-selectin, dugc biéu hién trén té bao
noi md duge hoat hoa bing xytokin, gin két véi phdi tir trén phan 16n bach cau. P-
selectin, duoc biéu hién trén tiéu cdu va té bao ndi mo hoat hoa, cling gin két voi
céc phdi tir trén phan 16n bach cau.

Phéi tir P-selectin glycoprotein 1 (PSGL-1), con duoc goi 1a SELPLG hoac
CD162 (cum biét héa 162) 1a mot phdi tir glycoprotein typ muxin clia ngudi cua ca
ba loai selectin (Constantin, Gabriela, 2004, Drugs News Perspect, 17(9): 579-585;
McEver et al., 1997, J. Clin. Invest., 100 (3): 485-492). PSGL-1 la homodime c6

hai ciu triic dudi phan tir kich thude 120 kDa dugce lién két v6i nhau bang lién két
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disulfua va dugc biéu hién trén bé mit cua té bao don nhan to, t& bao lympho, bach
ciu hat, va trong mot sb t& bao gbc CD34". PSGL-1 ¢6 kha ning gop phin vao su
huy dong bach ciu bénh ly trong mot sb rbi loan do viém, do né tao diéu kién thuan
loi cho su twong tac dinh bam cua cac selectin, diéu ndy goi ¥ ring cc chit uc ché
PSGL-1, nhu khang thé véi PSGL-1 ¢6 tiém ning duoc sit dung 1am dwoc chét
khang viém.

Mot sb khang thé khang PSGL-1 d& dwoc phat trién (vi du, xem Céng bd
don qudc té s WO 2005/110475, cong bd ngay 24/11/2005; Cong bd don qudc té
s6 WO 2003/013603, cong bd ngay 20/02/2003; Constantin, Gabriela, 2004, Drugs
News Perspect, 17(9): 579-585).

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén cac khang thé va manh gin két
khang nguyén c¢6 ngudn gbc tir khang thé ma gin két dic hidu v6i PSGL-1. Theo
mot phuong 4an, sang ché dé cap dén khang thé don dong gin két dic hiéu mién
dich v6i PSGL-1 ctia ngudi chira: (i) viing chudi nhe bién dbi (variable light: VL)
¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (ii) chudi ning chtra ving chudi
ning bién ddi (variable heavy: VH) c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
va (iii) ving &n dinh IgG4 ctia ngudi c6 sy thay thé axit amin Serin thanh Prolin &
axit amin 228 cua chudi ning dwoc danh sb theo chi s6 EU (globulin mién dich
gama-G1) (xem tai liéu: Edelman et al., 1969, Proc. Natl. Acad. Sci. My, 63(1): 78-
85). Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khang thé don dong gin két dic
hiéu mién dich v6i PSGL-1 ctia nguoi chira: (i) chudi nhe c¢6 trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1; va (ii) chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2. Theo phuong an cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé don dong gén
két dac hidu mién dich véi PSGL-1 ctia nguoi chira: (i) chudi nang c6 trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 2; va (ii) chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1. Theo phuong 4n cu thé khéc, sang ché dé c4p dén khang thé don
dong gin két dic hiéu mién dich v6i PSGL-1 ciia ngudi ¢6 chudi ning chia trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va chudi nhe b trg. Theo mot phuong 4n cu

thé, khang thé bt ky trong sb cac khang thé don dong néu trén duge tinh ché.
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Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén duoc phdm chira khang thé bt ky
trong sb cac khang thé don dong néu trén va chit mang dugc dung. Theo mot
phwong 4n cu thé, dugc phim nay chira khang thé don dong duoc tinh ché.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cip dén ché phdm duoc chira khang thé
bét ky trong sé cac khang thé don dong néu trén trong dung dich nuéc chira natri
xitrat, natri clorua, va axit xitric monohydrat. Theo mdt phuong &n cu thé, ché
pham duoc nay 1 dung dich nuéc chira 9,1mM natri xitrat dihydrat, 150mM natri
clorua, va 0,9mM axit xitric. Theo phuong 4n cu thé khac, khang thé don dong ¢
mit trong ché pham dugc nay véi ndng d6 0,267mM. Theo mdt phuong 4n cu thé,
ché phém dugc 1a dung dich nuéce chira 2,676 g/l natri, 8,766 g/l natri clorua, 0,2 g/1
polysorbat 80, va 0,189 g/1 axit xitric. Theo phuwong an cu thé khéc, khang thé don
dong c6 mit trong ché phdm duoc véi ndng d6 40 g/l. Theo mot phuwong 4n cu thé,
tat ca cac dung dich nuée néu trén ¢ do pH = 6,0.

Theo khia canh khéac, sang ché dé cap dén polynucleotit ma héa khéng thé
theo sang ché hodc manh gin két khang nguyén clia né. Theo mdt phuong an cu
thé, sang ché d& cap dén polynucleotit phan lap dugc ma héa chudi ning clia khang
thé c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2. Theo mdt phuong an, sang ché @& cap dén
vecto biéu hién chira polynucleotit phan 1ap dugc néu trén. Theo mot s6 phuong 4n,
vecto biéu hién con chtra polynucleotit ma héa chudi nhe ctia khang thé ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 1. Theo mdt phuong an cu thé, vecto biéu hién 1a vecto biéu
hién ctia ddng vat c6é vu. Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén té bao chu chira
vecto bidu hién néu trén. Theo mét phuong 4n cu thé, té bao chu chua (a) axit
nucleic thit nhit ma hoa trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2, dugc lién két hoat dong
v6i gen khéi dau c6 chirc ning trong té bao chii néu trén; va (b) axit nucleic thir hai
ma hoa trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 dugc lién két hoat dong véi gen khoi dau
c¢6 chirc ning trong t& bao chi néu trén. Theo phwong an cu thé khac, céc axit
nucleic tht nhit va thi hai cia t& bao chi ndy c6 mit trong cling vecto biéu hién
hodc céc vecto biéu hién khac nhau.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra khang thé bat
ky trong sb cac khang thé don dong néu trén, phuong phép nay bao gbm budc nudi

cay t€ bao chu bat ky trong so céc té bao chi néu trén sao cho céc axit nucleic thir
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nhét va tha hai dugc biéu hién boi té bao nay, va chudi ning va chudi nhe néu trén
duoc 1ip ghép vai nhau dé tao thanh khang thé theo sang ché.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén chudi nang ciia khang thé c6 trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 2 hoic manh chudi ndng cua khang thé c6 trinh tu axit
amin tir vi tri s6 1 dén 228 ciia trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2. Theo mét phuong
an cu thé, sang ché dé cap dén chudi ning ctia khang thé chira trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 2. Theo phwong 4n cu thé khéc, sang ché d& cap dén manh chudi ning
ctia khang thé c6 trinh tw axit amin tir vi tri s6 1 dén 228 cua trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 2. Sang ché ciing d& cip dén phuong phap san xuét chudi ning néu trén,
phuong phap nay bao gdm buéc nudi ciy té bao chi bt ky trong sb cac té bao chu
néu trén sao cho chudi ning néu trén dugc biéu hién boi t& bao nay, va phan lap
chudi ning nay. Theo mdt phuong 4n cu thé, phuong phap tao ra khang thé bét ky
trong sb cac khang thé néu trén bao gdbm budc san xuit chudi ning theo phwong
phap néu trén dé tao ra chudi ning ctia khang thé, phan 1ap chudi ning nay, va lién
hop chudi ning niy véi chudi nhe clia khang thé ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:
1.

Theo khia canh khac, sang ché d& cip dén kit bao gdm dd chira thir nhét
chira khang thé bét ky trong s6 cac khang thé don dong néu trén. Theo mdt phuong
4n cu thé, dd chira thir nhat nay 13 lo chtra khang thé don dong theo sang ché & dang
bot vo khuin duge dong kho nhanh trong chan khong, va kit ndy con c¢6 dd chira
thir hai chtra chit 1éng dwoc dung. Sang ché ciing dé cdp dén dung cu tiém chira
khang thé bat ky trong sb cac khang thé don dong néu trén. Theo mot phuong an cu
thé, dung cu tiém nay la bom tiém.

Theo khia canh khac, sang ché md ta phuong phép phong ngira va/hodc didu
tri bénh hoic rdi loan lién quan hoic do (toan bd hodc mot phﬁn) boi su tang 1én
va/hoic sb luong té bao T hoat hoa so véi cac d6i trong khée manh hoic cac dbi
tuong khong bi méc bénh hodc rdi loan cu thé d6. Theo mot phuong an cu thé, sang
ché m6 ta phuong phap diéu tri réi loan do viém, bao gdm budc ddi tugng cin diéu
tri st dung luong c6 hiéu qua diéu tri ciia khang thé bét ky trong s6 cac khang thé
don dong dugc d& cap trén diy. Theo phwong an cu thé khéc, sang ché mo ta

phuong phéap diéu tri rdi loan do viém, phuwong phap niy bao gdm budc cho dbi
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tugng can didu tri st dung luong c6 hidu qua didu tri cta duge phidm duge dé cap
trén ddy. Theo m{t phuong 4n cu thé, rdi loan do viém la bénh tu mién. Theo
phuong an cu thé khac, rbi loan do viém 1a bénh Véy nén. Theo phuong &n cu thé
khac, rbi loan do viém I3 bénh vAy nén thé mang. Theo phuong 4n cu thé khéc,
bénh viy nén thé mang ndy & muc do tir trung binh dén ning. Theo phuong 4n cu
thé khéc, rbi loan do viém 13 bénh Véy nén phat ban. Theo phuong an cu thé khac,
ri loan do viém 1a bénh viém khép vy nén. Theo phuong 4n cu thé khac, rbi loan
do viém 12 bénh viém da khép dang thip. Theo phuong an cu thé khéc, réi loan do
viém la bénh Crohn. Theo phuong 4n cu thé khac, rbi loan do viém 13 bénh viém
d6t séng dang thap. Theo phuong 4n cu thé khac, rdi loan do viém 13 bénh dai thao

duong.

MBO ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién két qua dién di trén gel mao quan (capillary gel electrophoresis:
CGE) khong kich thich déi véi khang thé h15A7 va 15A7H. Hinh miii tén chi gia
tri dinh ctia mot nira lwong phén tir khéng thé.

Fig.2 thé hién muc do gin két cta khang thé 15A7H va khang thé ddi chimg
dbi voi té bao T CD4+ cua ngudi duge hoat hoa. Gia tri EC50 (nM) thu dugc bing
cach sir dung md hinh 1am khép bdn tham s6 ciia mot vi tri bing cach v& db thi
cuong d6 huynh quang trung binh (mean fluorescence intensity: MFI) theo ndng do
khang thé.

Fig.3 thé hién mtrc do dap Gmg liéu hdn hop clia khang thé 15A7H trong thir
nghiém DTH trans-vivo & céc té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) cta 4 ngudi
cho. Gia tri trung binh chung = SEM cua 4 nguoi cho sau khi didu trj bang khang
thé véi lidu 0,03, 0,1, 0,3, 1 va 10 mg/kg, hodc chét din thudc. pbme: chi sir dung
PBMC, V: chét din thudc, khang thé 15A7H véi lidu 0,03, 0,1, 0,3, 1 va 10 mg/kg.
Mtc do e ché ty 18 % dbi vai sy phu chan twong tmg véi vige didu tri bang khéng
thé 15A7H véi lidu 0,03, 0,1, 0,3, 1, va 10 mg/kg.

Fig.4 thé hién nong d6 khang thé 15A7H trong vong 24 gid trong huyét thanh
cta chudt C57BL/6 sau khi tiém mot 1in qua dudong trong mang bung. Nong do cua

hai khang thé trong huyét thanh hdn hop (gié tri trung binh + SEM, n=4) clia c4c
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dong vat thir nghiém duoc v& dd thi mic do e ché theo ty 18 % dbi voi su phi
chan trong thr nghiém DTH trans-vivo.

Fig.5 thé hién néng do 15A7H trong huyét thanh theo thoi gian cta chudt
C57BL/6. Bbn con chudt kém theo dugc tiém khang thé 15A7H qua dudng trong
mang bung véi 1idu 0,03, 0,1, 0,3, 1, va 10 mg/kg. MAu méu dugc léy & thoi diém
1, 3,5 va24 gio.

Fig.6 thé hién hoat tinh CDC ciia khang thé 15A7H va khang thé ddi ching,
duge thir nghiém véi cac ndng d6 khac nhau (5, 0,5, 0,05, 0,005 va 0,0005 pg/ml).

Fig.7A thé hién trinh tu axit amin chudi ning cta khang thé 15A7H (SEQ ID
NO: 2). Ving chudi ning bién dbi (SEQ ID NO: 4) duoc in ddm. Céac ving CDR
(CDR1 (SEQ ID NO: 8), CDR2 (SEQ ID NO: 9), va CDR3 (SEQ ID NO: 10))
dugc dong khung. Cac vung khung (FR1 (SEQ ID NO: 17), FR2 (SEQ ID NO: 18),
FR3 (SEQ ID NO: 19), va FR4 (SEQ ID NO: 20)) ciing dugc chi ra trong hinh.
Vung dn dinh ciing duge chi ro. Trinh ty axit amin ving ban 18 (SEQ ID NO: 12)
duoc dong khung. Prolin duge thé ¢ vi tri axit amin 228 trong ving ban 18 duoc in
nghiéng.

Fig.7B thé hién trinh ty axit amin chudi nhe ciia khang thé 15A7H (SEQ ID
NO: 1). Ving chudi nhe bién dbi (SEQ ID NO: 3) dugc in ddm. Céc ving CDR
(CDR1 (SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEQ ID NO: 6), va CDR3 (SEQ ID NO: 7)) dugc
déng khung. Céac vung khung (FR1 (SEQ ID NO: 13), FR2 (SEQ ID NO: 14), FR3
(SEQ ID NO: 15), va FR4 (SEQ ID NO: 16)) ciing dugc chi ra trong hinh. Ving 6n

dinh ciing dugc chi rd.

Bang 1: Danh muc s6 SEQ ID va céc trinh ty twong (mg ctia ching

SEQ ID NO: Trinh ty twong ing
SEQ ID NO: 1 Trinh tu axit amin cta chudi nhe 15A7H
SEQ ID NO: 2 Trinh tu axit amin cta chudi ning 15A7H
SEQ ID NO: 3 Trinh tu axit amin ving chudi nhe bién ddi (VL) 15A7H

SEQ ID NO: 4 Trinh tu axit amin ving chudi ning bién d6i (VH) 15A7H

SEQ ID NO: 5 Trinh ty axit amin vung CDR1 VL 15A7H
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SEQ ID NO: 6 Trinh ty axit amin ving CDR2 VL 15A7H
SEQ ID NO: 7 Trinh tu axit amin vung CDR3 VL 15A7H
SEQ ID NO: 8 Trinh ty axit amin ving CDR1 VH 15A7H
SEQ ID NO: 9 Trinh ty axit amin ving CDR2 VH 15A7H
SEQ ID NO: 10 Trinh ty axit amin vung CDR3 VH 15A7H

SEQIDNO: 11 | Trinh ty axit amin PSGL-1 ctia ngudi c6 chidu dai diy du

SEQ ID NO: 12 Trinh ty axit amin vung ban 18 IgG4

SEQ ID NO: 13 FR1 VL 15A7H

SEQ ID NO: 14 FR2 VL 15A7H

SEQ ID NO: 15 FR3 VL 15A7TH

SEQ ID NO: 16 FR4 VL 15ATH

SEQ ID NO: 17 FR1 VH 15A7H

SEQ ID NO: 18 FR2 VH 15A7H

SEQ ID NO: 19 FR3 VH 15A7H

SEQ ID NO: 20 FR4 VH 15A7H

SEQ ID NO: 21 Trinh tw axit amin ving ban 1& kiéu dai cta IgG4

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cép dén khang thé gin két dic hidu véi PSGL-1. Sang ché ciing
dé cap dén axit nucleic phan 1p duge mi hoéa khéng thé nay. Sang ché con dé cap
dén vecto va té bao chi chura axit nucleic ma hoa khang thé nay hodc manh gin két
khéng nguyén cua nd. Sang ché ciing d& cap dén phuong phép tao ra khang thé, té
bao, vi dy, té bao CHO, khang thé duoc tao ra boi té bao nay va phwong phap tinh
ché khang thé thu dugc. Sang ché cling md ta phuong phap diéu tri bénh va/hodc
phong nglra r6i loan hodc bénh nhu duge mod ta & day (vi duy, tinh trang viém) bao
gdm budc sir dung khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir
khang thé dugc mé ta & ddy ma ching gin két dic hiéu mién dich véi PSGL-1.

Theo mot phuong 4n cu thé, khang thé nay 1a khang thé don dong 15A7H cia IgG4
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dugc mo ta trong cac vi du tir 1 dén 4 duéi day.

Khang thé

Sang ché dé cdp dén khang thé don dong gin két dic hiéu mién dich véi
phdi tir P-selectin glycoprotein 1 (“PSGL-17) clia ngudi. Theo mdt phuong 4n cu
thé, sang ché dé cap dén khang thé don dong gin két ddc hiéu mién dich v6i PSGL-
1 ctia ngudi chira: (i) ving chudi nhe bién d6i (variable light: VL) c6 trinh tw axit
amin néu trong SEQ ID NO: 3; (ii) chudi ning chira ving chudi ning bién ddi
(variable heavy: VH) c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; va (iii) vung
bn dinh IgG4 cta ngudi c6 su thay thé axit amin Serin thanh Prolin & axit amin 228
ctia chudi ning dugce danh sé theo chi s6 EU. Cac vi du khong lam gi6i han vé
vung 6n dinh cta ngudi dd dugc md ta trong linh vuc nay, vi dy, xem tai lidu:
Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,
U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242. Tét
hon, néu khang thé nay gin két v6i PSGL-1 va kich thich theo cach chon loc sy
chét theo chuong trinh cta t€ bao T hoat hoa (so v6i céc té bao khac biéu hién
PSGL-1). Theo mdt phwong 4n cu thé, sy gin két ctia khang thé véi PSGL-1 khong
can trd su twong tac cua P-selectin véi PSGL-1, mot chirc ndng c6 lién quan dén
PSGL-1 va cin thiét d& dinh vi c6 hiéu qua té bao T duoc hoat hoa va bach cu
trung tinh v&i cdc mo dich.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé gin két dic hiéu mién dich voi
PSGL-1 1a mot globulin mi®n dich G c6 chidu dai ddy di cta nhém 4
(immunoglobulin G of class 4: 1gG4), va t6t hon 1 chira trinh tu ctia chudi ning
néu trong SEQ ID NO: 2, va thdm chi tbt hon nita 13 chta trinh tu cia chudi nang
néu trong SEQ ID NO: 2 va trinh tu ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 1
(truong hop sau 12 khang thé don dong 15A7H).

Sang ché ciing dé cap dén cac manh gén két khang nguyén c6 ngudn gbc tir
khang thé, manh nay chira cic trinh ty ving bién ddi néu trong SEQ ID NO: 3 va
SEQ ID NO: 4 va it nhit mot phan ctia ving 6n dinh chudi ning cia nguoi chira
ving ban 18 IgG4 cua ngudi va ¢6 sy thay thé axit amin Serin thanh Prolin & axit

amin sd 228 cta chudi nang cua nguoi dugc danh s theo chi s6 UE. Theo mot
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phuong 4n cu thé, manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé 1a manh
F(ab"),.

Tét hon, néu khang thé hosic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir
khang thé dugc mo ta & ddy dwoc phén 14p, t6t nhit 1a duge tinh ché.

Khi dugce st dung trong ban md ta nay va trir khi dugc chi rd theo cach khéc,
cac thuat ngir “gén két dic hiéu mién dich”, “nhan biét dic hiéu min dich”, “gin
két dic hidu” va “nhan biét diac hiéu” 13 cac thuat ngit twong duong trong ngit cdnh
ctia khang thé va cic manh gén két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé va
duge st dung thay thé 13n nhau trong ban md ta nay, va dé chi sy gin két ctia khang
th8 hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé thong qua vi tri
gin két khang nguyén véi epitop clia né, nhu da biét boi ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay. Theo mt phuong an cu thé, khang thé hosc méanh gin két
khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé ma gin két dic hiéu véi khang nguyén
cing c6 thé gin két v6i cac peptit hodc polypeptit khac, mac du thuong 1a véi i luc
thép hon nhu dugc xdc dinh bdi, vi dy, thtr nghi€ém mién dich, Biacore™, thiét bi
KinExA 3000 (Sapidyne Instruments, Boise, ID), hodc cac thir nghiém khéc da biét
trong linh vyc nay. Theo mot phuwong 4n cu thé, khang thé hodc manh gin két
khang nguyén co ngudn gde tir khéng thé ma gin két dic hiéu mién dich v6i khang
nguyén s& gin két v6i khang nguyén d6 véi gia tri K, thip nhét 1a 2 log, 2,5 log, 3
log, 4 log hodc 16n hon gia tri K, khi khang thé hoic manh gin két khang nguyén
¢6 ngudn gbc tir khang thé nay gin két voi khang nguyén khéc. Theo phuong én cu
thé khéc, khang thé hoic manh gin két khang nguyén co ngudn gbc tir khang thé
ma gén két dac hiéu mién dich véi mot khang nguyén s& khong phan tmg chéo bing
cach gin két vé6i cac protein khic. Theo cdc phuong 4n cu thé, khang thé hoic
manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé theo sang ché gin két dic
hiéu vdi thé déng dang ty nhién hodc bién thé ty nhién cua PSGL-1 (13 thé dong
dang hodc bién thé c6 trong tw nhién ctia PSGL-1 & dong vt ma co thé duoc phan
1ap tir dOng vat, t6t hon 1a nguoi). Theo cac phuong an cu thé, khang thé hodc manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé theo sang ché gin két dic hidu
mién dich véi PSGL-1 ctia ngudi hodc manh cia nd. Theo cac phuong én cu thé,

khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé theo sang
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ché gén két dac hiéu voi PSGL-1 cua nguoiva/hodc PSGL-1 ctia ch6 hodc méanh
cua no.

Trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 11 thé hién PSGL-1 ¢6 chiéu dai
ddy du, ma sd truy cap GenBank™ AAA74577.1, GI1:902797. Theo cécwphuorng an
cu thé, khang thé theo sang ché gén két dic hiéu mién dich v6i PSGL-1 nhu duge
xé4c dinh, vi dy, bang thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym (ELISA) hoic
thir nghiém gan két khang nguyén da biét trong linh vuc ndy, hoic nhu duge md ta
theo sang ché.

Theo cac khia canh cu thé, sang ché d& cip dén khang thé gin két dic hiéu
v6i PSGL cta ngudi va/hodc ciia ché va 1a globulin mién dich G (c6 vang chudi
ning gama) ctia nhom 4 (IgG4) 1a tetrame ctia hai dime c6 lién két disulfua gidng
hét nhau, mdi dime nay chira mot chudi ning va mot chudi nhe. Tt hon, néu khang
thé chira chudi ning néu trong SEQ ID NO: 2. Tét hon nita néu khang thé nay chia
chudi ning néu trong SEQ ID NO: 2 va chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 1. Dbi
v6i chudi nhe, theo mot phuwong an cu thé, chudi nhe ctia khéng thé theo sang ché 1a
chudi nhe kapa.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé theo séng ché bao gdm mdt chudi
ning chta hodc bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2. Theo c4c
phuong an cu thé, khing thé theo sing ché bao gdm chudi nhe chira hodc bao gém
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, va chudi ning chtra hoic bao gbm trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2. Theo c4c phuong 4n cu thé, khang thé theo
sang ché bao gdm chudi nhe chira hodc bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1. Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé theo sang ché bao gdm chudi ning
chtra hodc bao gé)m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

Theo mdt phuong 4n cu thé, khang thé dugce dé cap trong sang ché 13 khéang
thé don dong IgG4 gin két dic hiéu véi PSGL-1. Cac khang thé IgG4 da biét 13 s&
duoc xtt Iy bang quy trinh dugc goi 14 trao dbi nhanh Fab, con dwgc goi 1a x4o tron
IgG4, trong d6 tinh min cim gia ting cla cic lién két disulfua viing ban 1& cia
IgG4 ty nhién dé khir cho phép chudi ning tich ra va tai két hop theo cach ngau
nhién d& tao ra quin thé phirc hop ciia cac phan tir IgG4 véi cac cip chudi ning va

chudi nhe ngiu nhién (Aalberse et al., 1999. Int Arch Allergy Immunol 118:187-
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189; Labrijn, et al., 2009, Nat Biotechnol 27:767-771; Schuurman et al., 2001. Mol
Immunol 38:1-8; van der Neut Kolfschoten et al., 2007. Science 317:1554-1557).
P4 ching minh duogc ring su dot bién Serin thanh Prolin & vi tri 241 theo
cac danh sb Kabat (Kabat ef al. 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242) hodc ¢ vi tri 228 theo chi s6 EU (Edelman et al., 1969,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 63(1): 78-85) trong ving ban 1& ctia IgG4 cta ngudi
tao ra két qua mong mudn trong viéc 1dm giam sy hinh thanh lién két disulfua trong
chudi, két qua 12 1am giam phan tr “nira khang thé” IgG4 va lam gidm sy x4o
tron/khong ddng nhét ciia phéan tir IgG4 (Bloom et al. 1997, Protein Sci, 6:407-415;
Angal et al., 1993, Molecular Immunology, 30(1): 105-108)). Ciling da c6 thong
béo ring su dot bién & ving ban 1& nay co thé 1am giam su x4o trén cta IgG4 va
lam tang thoi gian ban hiy cla cac phan ti IgG4 in vivo (Labrijn, et al., 2009, Nat
Biotechnol 27:767-771; Stubenrauch, et al., 2010, Drug Metab Dispos 38:84-91).
Van der Neut Kolfschoten va cac dong tac gia da thong bao ring ving Cy3 cla
IgG4 va khong phai 12 15i ban 1& ¢6 lién quan cht yéu dén phan tmg trao dbi nhanh
Fab (xem tai liéu: Van der Neut Kolfschoten et al, 2007, Science, 317:1554-1557
(“Van der Neut Kolfschoten) at page 1555, col. 2). Van der Neut Kolfschaten da
thong béo ring sy trao dbi ving Cy3 ctia IgG1 dbi v6i ving Cy3 cta IgG4 sé& hoat
héa sy trao ddi nhanh Fab dbi v6i IgG1, trong khi sy trao d6i ving Cy3 ctia IgG4
lai ngdn chan su trao ddi nhanh Fab dbi voi IgG4 (xem trang 1555 va Fig.2D).
Theo mét phwong 4n cu thé, sang ché dé cap dén khang thé IgG4 hodc cic
manh gin két khdng nguyén ctia no, gén két dac hidu véi PSGL-1, va c6 mdt hodc
nhiéu su thay thé axit amin trong viing ban 18 IgG4, trong d6 khang thé nay hoic
manh gén két khang nguyén ctia n6 vin gin két dic hidu véi PSGL-1 va trong d6
murc do x40 trdn IgG4 dugc giam di so véi khang thé chira viing ban 1& IgG4 khong

c6 mdt hodc nhidu sy thay thé axit amin. Theo mot phwong 4n cu thé, vung ban 18

N
A €6

cta IgG4 chi c6 mot su thay thé axit amin. Mot vi du vé “ving ban 18 1gG4 cia
ngudi” 1a ving nim trén chudi ning cla khang thé IgG4 giita ving Cyl va ving
Cu2 gf‘)m trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 12, nhu dugc néu trong tai liéu:

Angal et al., 1993, Molecular Immunology, 30(1): 105-108.
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Theo mot phuong én cu thé, su gidm mirc d x4o tron IgG4 dugc xac dinh
bang cach phat hién lwong cac phan tir nira khang thé it hon hodc muc do trao ddi
nhanh it hon dugc tao ra tir khang thé theo sang ché c6 mot hodc nhidu su thay thé
axit amin trong ving ban 18, so véi luong cac phéan tir nira khang thé hoidc mirc do
trao ddi nhanh dugc tao ra tir phan tir IgG4 chtra ving ban 1& IgG4 ma khéng c6
mot hodc nhiéu su thay thé axit amin. Thu nghiém bét ky da duoc biét rd trong linh
vuc nay co thé duge st dung dé phét hién sy tao ra ntra khang thé va cac phéan t&
khang thé dic hiéu kép. Vi du, xem tai li¢u: Van der Neut Kolfschoten et a/, 2007,
Science, 317:1554-1557, v& cac vi du cua thir nghiém dé phét hién su tao ra cac
khang thé dic hiéu kép.

Theo mot phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén cac khang thé don dong
IgG4 gin két dic hiéu v6i PSGL-1, ¢6 sy thay thé axit amin Serin thanh Prolin & vi
tri axit amin 228 cta chudi nang dugc danh sb theo chi sé EU.

Theo mdt phuong 4n cu thé, khang thé theo sang ché bao gbm chudi nhe ¢6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va chudi ning c6 Prolin & vi tri 228 cla
chudi ning dugc danh s theo chi s6 EU.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé don dong, gan két dic hiéu mién dich
v6i PSGL-1 cta nguoi bao gdm: (i) chudi nhe c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1; va (ii) chudi ning chira ving 6n dinh IgG4 clia ngudi c6 mdt hoic nhiéu
sy thay thé axit amin trong ving ban 1& cia IgG4, trong d6 khang thé nay van c6 su
gin két dic hiéu v6i PSGL-1 néu trén va trong d6 mirc do x4o tron IgG4 duge gidm
di so voi khang thé chira ving ban 18 IgG4 khong c6 mot hodc nhidu sy thay thé
axit amin nay.

Theo mdt phuong an cu thé, khang thé don dong gin két dic hidu mién dich
v6i PSGL-1 clia ngudi bao gém (i) chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1; va (ii) chudi ning chtra ving 6n dinh IgG4 ctia ngudi c6 su thay thé axit
amin Serin thanh Prolin & vi tri axit amin 228 ctia chudi ning duoc danh sb theo chi
s6 EU hoic vi tri 241 theo hé théng danh sb Kabat (Kabat et al. 1991, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and
Human Services, NIH Publication No. 91-3242; va Edelman et al., 1969, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 63(1): 78-85).
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Theo mot phwong 4n cu thé, khéng thé don dong, gin két dic hiéu mién dich
v6i PSGL-1 ctia ngudi bao gdm: (i) viing chudi VL chua trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 3; (ii) ving chudi VH chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 4; va (iii) ving 6n dinh IgG4 cta ngudi chua viing ban 18 IgG4 ¢6 mot hodc
nhiéu sy thay thé axit amin trong ving ban 1& nay, trong d6 khang thé vaAn gin két
déc hiéu v6i PSGL-1 va trong d6 mirc d6 xdo tron IgG4 duogc giam di so vGi khang
thé chira viing ban 18 IgG4 khong c6 mot hodic nhiéu sy thay thé axit amin nay.

Theo mdt phuong 4n cu thé, khang thé don dong gin két dic hiéu mién dich
v6i PSGL-1 ciia nguoi bao gdm: (i) chudi ning chta ving chudi VH ¢6 trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, va (ii) ving én dinh chudi ning IgG4 cta
ngudi c6 sy thay thé axit amin Serin thanh Prolin & vi tri axit amin 228 ctia chudi
nang dugc danh s6 theo chi sb EU.

Theo mot phuong 4n cu thé, khéng thé don dong, gén két d3c hiéu mién dich
v6i PSGL-1 clia nguoi bao gdm: (i) ving chudi VL ¢6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 3; (ii) chudi ning chira ving chudi VH c6 trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 4; va (iii) ving on dinh chubi niang IgG4 cta ngudi c6 su thay thé axit
amin Serin thanh Prolin & vi tri axit amin 228 ctia chudi ning duoc danh sb theo chi
s6 EU.

Theo mdt sb phuong an, khang thé don dong IgG4 theo sang ché chira céac
vung CDR VH c¢6 trinh tu axit amin dugc mo ta & day (vi dy, xem Bang 3) va cac
cac ving CDR VL c6 trinh ty axit amin dugc mod ta & day (vi du, xem Bang 2),
trong d6 khang thé nay gin két diac hiéu mién dich véi PSGL-1 va dot bién ving
ban 1& ma dot bién nay lam gidm muac do xdo tron 1gG4 (vi dy, su thay thé axit
amin Serin thanh Prolin & vi tri axit amin 228 cta chudi ning dugc danh sd theo chi
s6 EU). Theo mot phuong 4n cu thé, khang thé don dong IgG4 gin két dic hiéu
mién dich v6i PSGL-1 va chira chudi ning bao gdm (a) viing chudi VH c6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 8, 9 va 10; va (b) ving 6n dinh chudi ning IgG4 ctia ngudi
c¢6 su thay thé axit amin Serin thanh Prolin & vi tri axit amin 228 cta chudi ning
dugce danh sd theo chi sé EU. Tét hon nita néu khang thé con chira chudi nhe c¢6
ving chudi VL ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 5, 6, va 7.

Bang 2 dudi ddy thé hién cac ving CDR VL (cu thé 1a CDR1 VL, CDR2
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VL, va CDR VL) cua trinh tyr axit amin cta khang thé 15A7H. Bang 3 du6i ddy thé
hién cac ving CDR VH (cu thé 1a CDR1 VH, CDR2 VH va CDR3 VH) clia trinh
tw axit amin cta khang thé 15A7H. Theo cic phwong 4n cu thé, khang thé theo sang
ché gin két dac hiéu mién dich v6i PSGL-1 ciia ngudi (SEQ ID NO: 11) chita trinh
tw CDR VL néu trong Bang 2. Theo cac phuwong 4n cu thé, khang thé theo sang ché
gin két dic hiéu mién dich véi PSGL-1 ciia ngudi (SEQ ID NO: 11), chira trinh tu
CDR VH duoc lua chon tr cac trinh ty néu trong Bang 3.

Béang 2: Trinh ty axit amin vung CDR VL

Ab CDRI VL CDR2 VL CDR3 VL
15A7H | RSSQSIVHNDGNTYFE KVSNRFS FQGSYVPLT
(SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 6) (SEQ ID NO: 7)

Bang 3: Trinh tu axit amin vung CDR VH

Ab CDR1 VH CDR2 VH CDR3 VH
15A7H SFGMH YINGGSSTIFYANAVKG | YASYGGGAMDY
(SEQ ID NO: 8) (SEQ ID NO: 9) (SEQ ID NO: 10)

Theo mot phuong &n cu thé, khang thé theo sang ché gin két dic hiéu mién
dich v6i PSGL-1 ctia ngudi va chira: (i) ving chudi nhe bién dbi (VL) chira cac
ving CDR1 VL, CDR2 VL, va CDR3 VL c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, va SEQ ID NO: 7, tuong tng; (ii) vung chudi ning bién dbi
(VH) ¢6 cac ving CDR1 VH, CDR2 VH, va CDR3 VH c¢6 trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, va SEQ ID NO: 10, twong rng; va (iii) vung
6n dinh chudi ning IgG4 cua ngudi chira ving ban 12 IgG ¢6 mot hodc nhidu sy
thay thé axit amin trong viing ban 1, trong d6 khang thé nay vin gén két dic hidu
v6i PSGL-1 néu trén va trong d6 mirc d xao tron IgG4 dugce gidm di so véi khang
thé chira ving ban 18 IgG4 khong c6 mot hoic nhiéu su thay thé thé axit amin nay.

Theo mdt phwong an cu thé, khang thé theo sang ché gin két dic hiéu mién
dich v6i PSGL-1 ctia ngudi va chta: (i) ving chudi VL ¢6 trinh ty axit amin néu

trong SEQ ID NO: 3; (ii) viing chudi VH chira cdc ving CDR1 VH, CDR2 VH, va
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CDR3 VH c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, va SEQ
ID NO: 10, tuong tmg; va (iii) ving on dinh chudi ning IgG4 ctia nguoi chira ving
ban 18 IgG4 c6 mdt hodc nhiéu sy thay thé axit amin trong ving ban 1& nay, trong
do, khang thé ndy van gén két ddc hiéu voi PSGL-1 néu trén va mtc dd xdo tron
IgG4 duge giam di so v&i khang thé chira ving ban 1& IgG4 khong c6 mét hodc
nhiéu su thay thé axit amin nay.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé theo sang ché gin két dic hidu mién
dich v6i PSGL-1 clia ngudi va chia: (i) ving chudi VL ¢6 trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 3; (ii) chudi ning chtta ving chudi VH chra cac ving CDR1
VH, CDR2 VH, va CDR3 VH c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, va SEQ ID NO: 10, tuong Gng; va (iii) vung bn dinh chudi nang [gG4
cta ngudi ¢6 sy thay thé axit amin Serin thanh Prolin & vi tri axit amin 228 cua
chudi ning dugc danh s6 theo chi s6 EU.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé theo sang ché gin két dic hiéu mién
dich v6i PSGL-1 cua ngudi va bao gdm: (i) ving chudi VL chua cac ving CDR1
VL, CDR2 VL, va CDR3 VL ¢06 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, va SEQ ID NO: 7, twong tmg; (ii) ving chudi VH c6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 4; va (iii) vung 6n dinh chudi ning IgG4 ctia ngudi chira
viing ban 18 1gG4 c¢6 mot hoic nhiéu su thay thé axit amin trong ving ban 18, trong
do khang thé ndy van gén két dic hiéu véi PSGL-1 va trong d6 muic dd xdo tron
IgG4 dugce giam di so véi khang thé chua ving ban 18 IgG4 khong c6 mot hoic
nhiéu sy thay thé axit amin nay.

Theo mdt phuong an cu thé, khang thé theo sang ché gin két dic hidu mién
dich v6i PSGL-1 cua ngudi va bao gdbm: (i) ving chudi VL chtra cac ving CDR1
VL, CDR2 VL, va CDR3 VL c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, va SEQ ID NO: 7, tuong tmg; (ii) chudi ning chira viing chudi VH c6
trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; va (iii) ving 6n dinh chudi ning IgG4
ctia ngudi c¢6 sy thay thé axit amin Serin thanh Prolin & vi tri axit amin 228 cia
chudi ning duoc danh sb theo chi s6 EU.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé theo sang ché gin két dac hidu mién

dich v&i PSGL-1, vi dy, polypeptit PSGL-1 ctia ngudi c6 trinh tu néu trong SEQ ID
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NO: 11, chira cac vung khung (vi dy, cac vung khung ctua vung VL va ving VH).
Céc vi du khéng 1am gi6i han vé ving khung ciia nguoi dd dugc mo ta trong linh
vuc ndy, vi dy, xem tai liéu: Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242).

Bang 4 duéi day thé hién trinh tu axit amin ving khung (FR) cta VL (cu thé
1a c4c trinh tu cta ving khung FR1 VL, FR2 VL, FR3 VL, va FR4 VL) cta khang
thé 15A7H. Bang 5 dudi day thé hién trinh tu axit amin cua vang khung FR VH (cu
thé 1a cac trinh tu vung khung FR1 VH, FR2 VH, FR3 VH, va FR4 VH) cta khang
thé 15A7H.

Bang 4: Trinh ty axit amin FR VL

Ab FR1 VL FR2 VL FR3 VL FR4 VL

15A7H | DIQMTQSPSSLSA | WYQQKPGKA | GVPSRFSGSGSGTHF | FGQGTKVE
SVGDRVTITC PKLLIY (SEQ | TLTISSLQPEDFATY |IKR (SEQ ID
(SEQ ID NO: 13) ID NO: 14) YC (SEQ ID NO: 15) NO: 16)

Bang 5: Trinh ty axit amin FR VH

Ab FR1 VH FR2 VH FR3 VH FR4 VH

15A7H |EVQLVESGGGL |[WVRQAPGKGL |RFTISRDNAKNTL [WGQGTLVT
VQPGGSLRLSC |EWVA (SEQ ID|YLQMNSLRAEDTA |VSS (SEQ ID
AASGFTFS NO: 18) VYYCAR (SEQ ID|NO: 20)

(SEQ ID NO: 17) NO: 19)

Theo mot sd phuong 4n, khidng thé IgG4 d3 mo ta trén diy c6 su dot bién
trong ving ban 1& 1am giam muc d§ x4o tron IgG4 chira cac ving khung FR VL c¢6
trinh tu axit amin dugc mo ta & day (xem Bang 4). Theo cac phuong an cu thé,
khang thé theo sang ché bao gdm ving chudi VL ¢6 cac ving FR1, CDRI, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, va FR4 néu trong Bang 1 va Bang 3.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé IgG4 d3 mo ta trén day c6 sy dot bién
trong ving ban 1& 1am giam mtc d x4o tron IgG4 chira ving FR VH c6 trinh tu

axit amin duoc mo ta & diy (xem Bang 5). Theo cdc phuong an cu thé, khang thé
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chira viing chudi VH c¢6 céc vung FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4
néu trong Bang 2 va Bang 4.

Theo phuong 4n cu thé khac, khang thé don dong IgG4 dwoc md ta & day
bao gdm (i) ving chudi VL chira cac ving FR1 VL, FR2 VL, FR3 VL, va FR4 VL
cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 13, 14, 15, va 16, tuong Gng; va (ii)
ving chudi VH chtra cac ving FR1 VH, FR2 VH, FR3 VH, va FR4 VH c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 17, 18, 19, va 20, twong ng, va c6 su dot bién
trong ving ban 18 1am giam muc do x4o tron IgG4. Theo mdt phuwong 4n cu thé,
khang thé theo sang ché bao gdm ving chudi VL chita cac ving FR1 VL, FR2 VL,
FR3 VL, va FR4 VL c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 13, 14, 15, va 16,
twong tng. Theo phuong 4n cu thé khac, khang thé theo sang ché bao gdm ving
chudi VH chura cac vung FR1 VH, FR2 VH, FR3 VH, va FR4 VH c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NOs:17, 18, 19, va 20, twong Urng.

Theo cac phuong 4n cu thé, sy glycosyl héa ving dn dinh ctia khang thé
theo sang ché ¢6 thé dugc cai bién. Vi dy, c6 thé tao ra ving 6n dinh khong dugce
glycosl hoa cua khang thé (nghia 12 viing 6n dinh cta khang thé nay khéng c6 sur
glycosyl hoa) hodc ving 6n dinh cta khang thé c6 su dot bién hoic su thay thé &
mot hodc nhiéu vi tri glycosyl hoa dé loai bé sy glycosyl héa & mot hay nhiéu vi tri
glycosyl hoéa.

Su glycosyl héa ¢ thé xuit hién thong qua su glycosyl hoa lién két v6i N
(hoic lién két véi asparagin) hoidc sy glycosyl hoa lién két v6i O. Su glycosyl hoa
lién két véi N lién quan dén su cai bién hydrat cacbon & nhém NH, mach bén cua
axit amin asparagin trong polypeptit. Su glycosyl hoa lién két v6i O lién quan dén
su cai bién hydrat cacbon & nhom hydroxyl trén mach bén cua axit amin serin,
threonin, hodc hydroxylysin.

Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé khong duogc glycosyl héa c6 thé duge
tao ra trong té bao vi khuin thiéu thanh phan glycosyl hoa cin thiét. Cac té bao c6
thanh phan glycosyl hoa bién dbi da duoc mé ta trong linh vuc nay va c6 thé dugc
st dung 1am t& bao chii ma trong d6 né bidu hién khang thé tai td hop theo sang ché
dé nho d6 tao ra khang thé co su glycosyl hoa duoc bién dbi. Vi du, xem tai liéu:

Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Umana et al. (1999)
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Nat. Biotech. 17:176-1, ciing nhu Bang doc quyén sang ché chau Au sb EP
1.176.195; cac cong bd don qudc t& s6 WO 03/035835; WO 99/54342.

Theo mot sb phuong an, néi chung, mot hodc nhidu cai bién nay c6 thé duoc
tao ra trong ving Fc cta khang thé theo sang ché, dé lam thay dbi mét hodc nhiéu
dic tinh chirc ning cta khang thé d6, nhu thoi gian ban hity trong huyét thanh, su
¢b dinh bd tro, su gén két thu thé Fc, va/hodc tinh gdy doc t€ bao phu thudc khang
nguyén. Cac cai bién nay 1a da biét trong linh vuc nay, va duge mé ta, vi du, trong
Cong bb don qudc té s6 WO 2008/153926 A2. Vi du vé cac cai bién nhu vay bao
gdm, nhung khoéng chi gi6i han &: 1) 1am thay di sé lugng gbc xystein trong ving
ban 18 dé tao diéu kién thuan loi cho sy 1&p ghép chudi nhe va chudi ning hoic dé
tang hodc 1am giam tinh 6n dinh cta khang thé; 2) gay dot bién mot hodc nhidu axit
amin trong ving bé mit phan cich ctia ving CH2-CH3 ctia manh Fc ban 18 cua
khéang thé d& 1am giam thoi gian ban hity sinh hoc ctia khang thé nay; 3) thay thé
mot hodic nhidu axit amin dugc chon tir cic gde axit amin 234, 235, 236, 237, 297,
318, 320 va 322 theo chi s§ EU cua Kabat bang gdc axit amin khéc sao cho khéng
thé nay c6 i luc thay di dbi v6i phdi tir tic dong nhung van duy tri dugc kha ning
ghn két khang nguyén ctia khang thé gdc; va/hodc 4) cai bién mot hodc nhidu axit
amin & cac vi tri sau: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268,
269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296,
298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329, 330, 331,
333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416,
419, 430, 434, 435, 437, 438 hodc 439 theo chi s6 EU cua Kabat dé 1am tang kha
ning cia khang thé 1am trung gian cho tinh gy doc té bao phu thudc khang thé
(antibody dependent cellular cytotoxicity: ADCC) va/hodc lam tidng &i lyc cua
khéng thé nay véi thu thé Fey. Sang ché @& cap dén khang thé va cac manh gan két
khang nguyén c¢6 ngudn gdc tir khang thé ma gin két dic hiéu mién dich véi PSGL-
1 va c6 thé diéu bién hoat tinh cia PSGL-1. Theo cic phuong 4n cu thé, khang thé
va manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé theo sang ché gin két
ddc hiéu mién dich v6i PSGL-1 ma khong trc ché su gén két cua PSGL-1 véi P-
selectin, va kich thich su gay chét theo chwong trinh ciia t& bao T hoat héa. Hoat

tinh ciia PSGL-1 c6 thé lién quan dén hoat tinh bit ky ciia PSGL-1 da biét hoic
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dugc md ta trong linh vuc nay, vi du, su hoat héa té bao T trong dap Gmg viém.
Hoat tinh ctia PSGL-1 hodc chitc nang cia PSGL-1 dugc st dung thay thé 13n nhau
trong bdn mo ta ndy. Theo mdt s6 khia canh, hoat tinh ctia PSGL-1 dugc tao bai su
gin két ctia phdi tir PSGL-1 (vi dy, P-selectin) v6i PSGL-1.

Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé khang PSGL hoic manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé theo sang ché khong phong bé hodc e ché su
gin két cta P-selectin v6i PSGL-1.

Theo mét phuong an cu thé, khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbe tir khang thé theo sang ché 1am giam su huy déng bach ciu trong dép
ung viém.

Theo mét sb khia canh, khang thé hoic manh gin két khang nguyén co
ngudn gbc tir khang thé theo sang ché lam giam hoidc \rc ché su sdng cua té bao
bidu hién PSGL-1 va dap tng véi su truyén phat tin hiéu hoat tinh ctia PSGL-1 (vi
du, cac t& bao ting sinh ddp tmg vdi su kich thich ctia phdi tir PSGL-1, sy truyén
tin hiéu PSGL-1 hodc su gin két véi selectin), vi du, giy ra su chét theo chuong
trinh cua té bao T hoat hoa. Cac tht nghiém vé su séng cta t& bao da dugc md ta
trong linh vuc nay va c6 thé dugc tién hanh d& dang bdi mot nguoi c6 hidu biét
trung binh trong linh vyc nay. Vi du, kha ning sdng cia té bao c6 thé dwoc ddnh
gi4 bang cach st dung k¥ thust nhudm mau xanh trypan hoic cc chét danh ddu
kha niang sbng hodc chét cia t& bao khac da biét trong linh vuc nay (vi du:
Annexin-1, propidi iot (propidium iodine: PI) hodc 7-AAD, xem ti li¢u: Gerber A,
Bohne M, Rasch J, Struy H, Ansorge S, Gollnick H., 2000. Viéc danh gia su gén
két cta annexin V véi bach ciu sau khi xit ly béng liéu phap mién dich quang hoc
ngoai co thé 1am cac ddu 4n sém cta qua trinh chét t& bao theo chwong trinh.
Dermatology. 2000;201(2):111-7, Coder, D. M. 2001. Assessment of Cell
Viability. Current Protocols in Cytometry. 9.2.1-9.2.14, va Muppidi, J., Porter, M.
and Siegel, R. M. 2004. Measurement of Apoptosis and Other Forms of Cell Death.
Current Protocols in Immunology. 59:3.17.1-3.17.36.).

Theo cdc phuong 4n cu thé, khang thé theo sang ché gin két ddc hiéu véi
PSGL-1 va tc ché (vi dy, &rc ché mot phan hodc hoan toan) su sbéng cta té bao T

hoat hoa nhu dugce danh gid bing cac phuwong phap dugc md ta & diy hodc da biét
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v6i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay (vi dy, thir nghiém loai trir
xanh trypan, xem tai li€¢u: Coder, D. M. 2001. Assessment of Cell Viability.
Current Protocols in Cytometry. 9.2.1-9.2.14). Theo mdt s6 phuong an, thuat ngi
"rc ché" hodc "su wc ché" c6 nghia 1a sy 1am gidm hodc ngin chin su séng cla té
bao T hoat hoéa. Su séng ctia t& bao T hoat hoa c6 thé bi giam di khoang 10%,
khoang 20%, khoang 30%, khoadng 40%, khoang 50%, khoang 60%, khoang 70%,
khoang 80%, khoang 90%, khoang 100%, khoang 125%, khoang 150% hoac nhiéu
hon so véi dbi chimg (vi du, su sdng cua té bao T khi khoéng c6 mit khang thé theo
sang ché hodc c6 mit khang thé khong dic hiéu).

Theo mot sb khia canh, khang thé khang PSGL theo sang ché c6 kha ning
gdy ra su chét theo chuong trinh ctia té bao T hoat hoa (nghia 13 té bao chét theo
chuong trinh dugc dinh trude) biéu hién PSGL-1. Céc thir nghém vé su chét té bao
theo chuong trinh d& dugc mo ta trong linh vuc nay va co thé dugc tién hanh d&
dang béi mot ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc nay(vi du, xem tai liéu:
Muppidi, J., Porter, M. and Siegel, R. M. 2004. Measurement of Apoptosis and
Other Forms of Cell Death. Current Protocols in Immunology. 59:3.17.1-3.17.36).
Thuat ngit "kich thich” hoic “gdy kich thich” c6 nghia 1a sy khoi mao hodc sy gia
tang muc do t& bao chét theo chuong trinh so véi mirc dbi chimg. Su chét theo
chuong trinh cia té bao T hoat héa cb thé kich thich khoang 10%, khoang 20%,
khoéang 30%, khoang 40%, khoang 50%, khoang 60%, khoang 70%, khoang 80%,
khoang 90%, khoang 100%, khoang 125%, khoang 150% hodc nhiéu hon so véi
ddi ching (nghia 13 su chét theo chwong trinh cua t€ bao T hoat héa khi khong c6
mit cac khang thé theo sang ché hodc c6 mit khang thé khong dic hiéu).

Céc t& bao T va dong t& bao T thich hop dé sir dung trong cic thir nghiém
duoc mo ta & ddy lién quan dén hoat tinh ciia PSGL-1 c6 ban trén thi trudong (vi dy,
ARR, DU.528, Jurkat, H-SB2, RPMI 8402, CML-T1, Karpas 45, KE-37/SKW-3,
SUP-T1, SUP-T3, MOLT 3/4, P12-Ichikawa, PF-382, CCRF-CEM, HPB-ALL, K-
T1, TALL-1, MOLT 16/17, TALL-104, DND-41, Loucy, MOLT 13, Peer/Bel3,
HUT 78/H9, HUT 102, MT-1, DEL, JB6, Karpas 299, SU-DHL1, 12HS, 3D054.8,
3DO11.10, 8DO51.15, hogc 3D018.3) hoic c6 thé dé dang nhan biét dugc bing

céc phuong phap da biét trong linh vuc nay (vi dy, xem tai liéu: Thornton, A. M.
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2003. Fractionation of T and B Cells Using Magnetic Beads. Current Protocols in
Immunology. 55:3.5A.1-3.5A.11., Hathcock, K. 2001. T Cell Enrichment by
Cytotoxic Elimination of B Cells and Accessory Cells. Current Protocols in
Immunology. 00:3.3.1-3.3.5., Horgan, K., Shaw, S. and Boirivant, M. 2009.
Immunomagnetic Purification of T Cell Subpopulations. Current Protocols in
Immunology. 85:7.4.1-7.4.9., va Kanof, M. E. 2001. Purification of T Cell
Subpopulations. Current Protocols in Immunology. 00:7.3.1-7.3.5). Theo cac
phuong an cu thé, cic té bao hodc dong té bao dé st dung trong thir nghiém ting
sinh té bao c6 thé bidu hién PSGL-1, theo céch ndi sinh hoic tai tb hgp. Cac té bao
hodc dong té bao dé sir dung trong thr nghiém v& khé ning séng cua té bao c6 thé
biéu hién PSGL-1, theo cach noi sinh hoic tai tb hop, va tao ra céac thay dbi v& kha
ning song cta té bao dap tng véi phdi tir PSGL-1 hodc gin két khang thé khang
PSGL-1. Céc té bao hodc dong té bao dé sir dung trong thir nghiém v& su chét té
bao theo chuong trinh cd thé biéu hién PSGL-1, theo cach ndi sinh hoic tai td hop,
va tao ra céc thay dbi trong su chét té bao theo chuong trinh dap Gmg véi phdi tir
PSGIrlhoécgénkétkhéngthékhéngPS(ﬂfl.Téthon,néucéctébéohoacdbng
té bao 1a cta ngudi (vi du, ARR, DU.528, Jurkat, H-SB2, RPMI 8402, CML-T1,
Karpas 45, KE-37/SKW-3, SUP-T1, SUP-T3, MOLT 3/4, P12-Ichikawa, PF-382,
CCRF-CEM, HPB-ALL, K-T1, TALL-1, MOLT 16/17, TALL-104, DND-41,
Loucy, MOLT 13, Peer/Bel3, HUT 78/H9, HUT 102, MT-1, DEL, JB6, Karpas
299, hoac SU-DHL1).

Céc phuong phap dé xac dinh su gin két ddc hiéu mién dich cua khang thé
véi khang nguyén dich cia né co thé sir dung d& dang va dugc mo ta trong linh vuc
nay. Vi dy, ai lyc va dic tinh gin két cua khang thé vé6i khang nguyén dich cia no,
¢6 thé duge x4c dinh bang nhidu phuong phap thit nghiém in vitro (thir nghiém trén
co & sinh héa hodc mién dich) da biét trong linh vuc nay nhu cdc phuong phap cén
bing (vi du, thir nghiém hép phu mién dich lién két enzym (enzyme-linked
immunoabsorbent assay: ELISA), hodc thir nghiém mién dich phéng xa
(radioimmunoassay: RIA)), hodc dong luc (vi du, phan tich Biacore™), va cac
phuong phap khac nhu thtr nghiém gin két gian tiép, thir nghiém trc ché canh tranh,

k§ thuét truyén ning luong cong hudng huynh quang (fluorescence resonance
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energy transfer: FRET), phuong phap két tiia mién dich, phwong phap dién di trén
gel va sdc ky (vi dy, loc gel). Cac phuong phép ndy va cac phuong phap khéc co
thé st dung chit danh diu trén modt hodc nhidu thanh phén duogc thit nghiém
va/hodc st dung nhiéu phuong phap phat hién bao gdm, nhung khong chi gi6i han
&, cac chét danh du su tao mau, phat huynh quang, phat quang hodc ddéng vi phéng
xa. Theo mot sd phuong 4an, khong can st dung chat danh déu, vi du, cac hé
Biacore™ str dung hién twong tw nhién cia sy cong huéng tir bé mit (surface
plasmon resonance: SPR) dé cung cép dit liéu trong thoi gian thuc ma khong can sir
dung cac chit danh dau.

Theo mdt phuong 4n cu thé, cac khang thé theo sang ché dwgc phan lap.
Theo mot phuong 4n cu thé, khang thé theo séng ché dugc tinh ché. Theo phuong
4n cu thé, khang thé theo sang ché 1a khang thé don dong tai t6 hop.

Theo phwong 4n cu thé, sang ché dé cap dén khang thé hodc manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé dugc cai bién theo cach thich hop dé san
xult & quy mo coéng nghiép. Piéu nay co thé lién quan dén sy tach dong cic trinh tu
nucleotit md hoa cac ving can thiét cia khang thé khang PSGL, nhu mdt hozc
nhidu viing CDR hoic FR, thanh vecto biéu hién thich hgp, vecto niy ciing chira
céc trinh ty nucleotit ma hoa vang 6n dinh thich hop sao cho khang thé toan ven
duoc tao ra. Céc trinh tu polynucleotit dugc tao ra bdi vecto biéu hién nay la céc
trinh tw nucleotit c6 thé duge t6i vu hoa dé 1am ting dén mirc t6i da san luong va
va tinh 6n dinh cua khang thé di véi cac didu kién san xuit va quy trinh tinh ché

mdi trudng nuodi cay té bao.

Polynucleotit

Theo mot sé khia canh, sing ché d& cap dén polynucleotit chita trinh tu
nucleotit ma hoa khang thé hoic manh gin két khing nguyén cé ngudn gbe tir
khang thé dugc mé ta & ddy gin két dac hiéu mién dich véi khang nguyén PSGL-1,
va vecto chita cac polynucleotit nay dé biéu hién ti t6 hop trong t& bao chu (vi dy,
trong co thé vi sinh vat, nhu E. coli va té bao cla dong vat c6 v, nhu té bao lai cla
chudt, t& bao CHO, va nguyén bao soi 3T3). Sang ché d& cap dén polynucleotit

chira trinh ty nucleotit ma hoa khang thé hosic manh gin két khang nguyén bat ky
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trong sd cac khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé
ctia n6 dwogc dé cap & day, ciing nhu vecto chira cac trinh tu polynucleotit nhw vy
vi du, vecto biéu hién dé biéu hién hiéu qua cta chung trong té bao chu, vi du, té
bao ciia dong vat c6 vi. Theo mdt phuong 4n cu thé, polynucleotit nay chira trinh

tu nucleotit ma hoa khang thé hodic méanh gin két khang nguyén bt ky trong sb cac
khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé theo séng
ché dugc phan 13p hodc tinh ché.

Theo cac khia canh cu thé, sang ché d& cap dén polynucleotit chira trinh tu
nucleotit ma hoéa khang thé hodc méanh gin két khang nguyén cé ngudn gbc tir
khang thé, gin két dic hidu mién dich v6i PSGL-1 va chira trinh ty axit amin dugc
mo ta & day.

Theo cic phuong 4n cu thé, polynucleotit duoc mé ta & ddy ma héa chudi
nang coé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

Céc polynucleotit c6 thé chira trinh tu nucleotit ma héa chudi ning chita céc
ving FR VH va cac viing CDR ctia khang thé duge mo ta & day (vi du, xem Béang 2
va Bang 4) va con chira dot bién trong ving ban 18 ndy dé 1am giam mirc d§ x4o
tron [gG4.

Sang ché ciing dé cdp dén polynucleotit ma hoa chudi ning ctia khang thé c6
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2, dugc t8i wu hoa, vi dy, béng cach t6i vu hoa
codon/ARN, thay thé bang trinh tu tin hiéu khac loai, va loai bé cac thanh phan gy
mat dn dinh ARN théng tin. Sang ché ciing dé cip dén polynucleotit ma hoa chudi
nhe ctia khang thé ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, dugc t6i wu hoéa, vi dy,
br?lng cach tdi wu héa codon/ARN, thay thé cac trinh ty tin hiéu khéc loai, va loai bo
thanh phin gy mét én dinh ARN thong tin. Cac phuong phép tao ra axit nucleic ti
vu ma héa khang thé hosic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé
dé biéu hién tai t6 hop biang cach dua vao sy thay ddi codon va/hoic loai bo viing
trc ché trong ARN théng tin ¢6 thé duoc tién hanh bing cach lya chon cic phuong
phép t6i wu héa dugc mb ta, vi du, trong céc Bing doc quyén sang ché My sb US
5.965.726; US 6.174.666; US 6.291.664; US 6.414.132; va US 6.794.498. Vi duy,
cac vi tri phan cét tiém ning va cac thanh phan khong 6n dinh (vi dy, thanh phén

giau A/T hoic A/U) trong ARN c6 thé dugc gdy dot bién bang cach thay dbi cac
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axit amin dugc ma hoa bang cac trinh ty axit nucleic dé lam tang tinh 6n dinh cua
ARN dé biéu hién tai td hop. Cac thay dbi sir dung sy thoai bién ctia ma di truyén,
vi dy, bing cach st dung cc codon thay thé cho trinh tw axit amin gibng hét. Theo
mot s& phuong an, phuong phap ndy ¢ thé duge st dung dé 1am thay déi mot hodc
nhiéu codon dé ma hoa sy dot bién bao toan, vi dy, axit amin tuong tu ¢6 cau tric
va dic tinh va/hodc chirc ning twong tw nhu axit amin ban ddu. Cac phuong phap
ndy c6 thé 1am ting mirc do biéu hién cua khang thé khang PSGL hodc manh gén
két khang nguyén ctia n6 so v&i mirc d6 biéu hién cia khang thé khang PSGL dugce
ma héa bang polynucleotit chua dugc t6i vu héa. Hon niva, trinh tu polynucleotit
ndy c6 thé duoc thiét ké dé bat cap cic codon wu tién duge sir dung trong té bao
chu, nghia la codon st dung cia E.coli hodc codon st dung ciia CHO.

Trinh tu polynucleotit dugc t&i wu héa ma héa khang thé hoic manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc mé ta & diy co6 thé dugc lai véi
trinh tur polynucleotit khong duoc t6i vu hda ma hoa khang thé hodic manh gin két
khéng nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé duge mé ta & day. Theo cic phuong an cu
thé, trinh tu nucleotit dugc téi wu hoa ma héa khéng thé hodic méanh gén két khang
nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc mo ta & day lai trong didu kién nghiém
ngit & mirc cao véi trinh tu polynucleotit khong duge t&i wu hoa ma hoa khang thé
hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dwoc mo ta & day.
Theo mdt phuong én cu thé, trinh ty nucleotit dugc tdi wu héa ma hoa khéng thé
hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé duoc mé ta & day lai
trong diéu kién nghiém ngat & muc cao, trung binh hodc thap vdi trinh tu nucleotit
khéng dwgc tdi ru héa mi héa khang thé hoic manh gin két khang nguyén co6
ngudn gbc tir khang thé dugc mé ta & diy. Thong tin lién quan dén cac diéu kién lai
da durgc mo ta, vi dy, xem cong bd don ding ky sang ché My s6 US 2005/0048549
(vi du, doan 72-73), tai liéu nay duoc dua vao ddy dé tham khao toan bd ndi dung
cua no.

Céc polynucleotit ny c6 thé thu duge va trinh ty nucleotit ciia polynucleotit
niy dugc xac dinh bang phuong phéap bit ky da biét trong linh vuc ndy. Trinh tu
nucleotit md héa khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir

khéng theé dugc mo ta & day, va cac phién ban dugce cai bién cia cac khang thé hoic
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manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé nay c¢o6 thé dugc xac dinh
bing cach sir dung cac phuong phép da biét ro trong linh vuc niy, nghia 14 cac
codon nucleotit da biét 12 ma héa céc axit amin cu thé duoc ldp ghép theo cach sao
cho tao ra axit nucleic ma hoéa khang thé hoic manh gin két khang nguyén co
ngudn gbe tir khang thé nay. Polynucleotit ma hoa khang thé nay c6 thé duoc lap
ghép tir cac oligonucleotit duge téng hop héa hoc (vi dy, nhr dugc md ta trong tai
liu: Kutmeier ef al., 1994, BioTechniques 17:242), vi dy, li€én quan dén su téng
hop cua cac oligonucleotit trung 1ip chira cic phan cla trinh ty ma hoa khang thé
hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé nay, cit va gin cic
oligonucleotit nay, va tiép d6 khuyéch dai céc oligonucleotit di gin nay bing
phuong phap PCR. Céac phuong phap khac nhau dé tao ra cic gen tdng hop tir cac
oligonucleotit 14 da biét trong linh vuc nay.

Theo cach khac, polynucleotit md hoa khang thé hoic manh gin két khang
nguyén c¢6 ngudn gbc tir khang thé dugec mo ta & diy co thé dugc tao ra tir axit
nucleic tir ngudn thich hop (vi dy, té bao lai) bing cach sir dung cc phwong phap
d3 biét rd trong linh vuc nay (vi du, phwong phap PCR va cac phuong phap tach
dong phan tir khac). Vi duy, su khuyéch dai bing PCR bang cach sir dung cac doan
mdi téng hop cb thé lai v6i cac ddu 3’ va 5’ cua trinh tu d3 biét c¢6 thé dugc thuc
hién bing céach sir dung ADN hé gen thu duogc tir té bao san sinh ra khang thé quan
tam, vi du, t& bao lai. Cac phuong phap khuyéch dai bing PCR nhu vay c6 thé
duoc st dung dé thu duoc axit nucleic chita trinh ty ma héa chudi nhe va/hoic
chudi ning cua khang thé. Cac phuwong phép khuyéch dai PCR nhu vay c6 thé dugc
sit dung d& thu dugc axit nucleic chira trinh ty mad héa ving chudi nhe bién ddi
va/hodc vang chudi ning bién dbi cia khang thé. Axit nucleic di khuyéch dai c6
thé dugc tach dong vao vecto d& bidu hién trong té bao chi va dugc tach dong
thém, vi du, dé tao ra khang thé thé kham va khang thé duoc lam gidng nhu cia
ngudi. Chudi 6n dinh, ddi véi chudi nhe ctia khang thé thuong 13 kappa hoic
lambda, d6i v6i chudi ning cua khang thé, chudi 6n dinh niy co thé 13, khong chi
gi6i han &, isotyp IgG bt ky (vi du, IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4 cla ngudi) hodc
cac globulin mién dich khac, ké ca cac bién thé allen.

Néu khong c6 dong chira axit nucleic ma héa khang thé cu thé, nhung trinh
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tir ctia phén tr khang thé d6 13 da biét thi axit nucleic ma héa globulin mién dich c6
thé dwgc tdng hop hoa hoc va tach dong thanh vecto tach dong c6 thé sao chép
bing cach st dung cac phuong phap da biét rd trong linh vuc nay.

ADN ma hoa khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir
khang thé duoc mo ta & ddy c6 thé phan 1ap va gidi trinh tw dé dang bang cach st
dung cac k§ thuat thong dung (vi dy, bing cach st dung cac doan do oligonucleotit
¢6 kha ning gén két dic hiéu véi axit nucleic ma héa chudi ning va chudi nhe cua
khéng th8). Khi duoc phan lap, ADN nay c6 thé dugc dit vao vecto biéu hién, sau
d6 vecto ndy dugce chuyén nhiém vao té bao chu c6 nhan dién hinh hoic tién nhan
nhu té bao E. coli, t& bao nAm men (Pichia, Saccharomyces), té bao COS cua khi,
t€ bao budng trimg chudt dong Trung Qudc (Chinese hamster ovary: CHO), té bao
u tay (NS0), té bao thuc vat hodc t€ bao con tring ma khong tao ra protein cua
globulin mién dich theo cach khac, dé thu duoc su téng hop khang thé hoiic manh
gin két khang nguyén c6 ngudn géc tir khang thé trong t& bao cha tai t hop.

Té bao chu va sy biéu hién tai t8 hop ctia khang thé

Theo mdt sb khia canh, sang ché dé cap dén té bao chu biéu hién theo cach
tai t6 hop khang thé hoic manh gén két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé
duoc md ta & ddy va vecto biéu hién lién quan. Sang ché dé cap dén vecto biéu hién
chira polynucleotit cé trinh ty nucleotit ma hoa khang thé hodc manh gén két khing
nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé dugc md ta & day d8 bidu hién tai t6 hop trong té
bao chit ¢6 nhan dién hinh hodc tién nhan, tdt hon 1a trong té bao cua dong vat co
va. Sang ché cling dé cap dén té bao chu chira vecto bidu hién nay dé biéu hién theo
cach tai t6 hop khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang
thé dugc mo ta & day. Theo mot khia canh cu thé, sang ché dé cap dén phuong phap
tao ra khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé dugc
md ta & ddy, bao gdm budc biéu hién khang thé manh gin két khang nguyén co
ngudn gbe tir khang thé nay tir té bao chu.

Su biéu hién tai td hop cua khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia
khang thé dugc mé ta & diy gin két ddc hiéu mién dich vé6i khang nguyén PSGL-1

lién quan dén cau truc cta vecto bi€u hién chta polynucleotit ma hoéa khéng thé

-27-



22561

hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé nay. Khi thu dugc
polynucleotit ma héa khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn goc tix
khang thé dugc mé ta & ddy, vecto dé tao ra khang thé hoic manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gde tir khang thé nay c6 thé dugc tao ra bang k§ thuat ADN tai to
hop bang cach st dung cic k§ thuat di biét rd trong linh vuc nay. Do d6, phuong
phap tao ra khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé
bing cach bidu hién polynucleotit chira khang thé hoic manh gn két khang nguyén
¢6 ngudn gbe tir khang thé mi héa (cac) trinh tu nucleotit dugc md ta & day. Céc
phuong phap da biét r5 dbi v6i nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cé
thé duoc st dung dé tao céu tric cac vecto biéu hién chta trinh tv ma hoa khang
thé hodc trinh tw ma hoa manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé va
c4c tin hiéu kiém soat sy phién ma va dich ma thich hgp. Cdc phuong phép ndy bao
gdm, vi du, k§ thuat tai t5 hop ADN in vitro, k§ thuat tong hop, va tdi td hop di
truyén in vivo. Sang ché ciing dé cap dén cac vecto c6 kha ning sao chép chira trinh
tu nucleotit ma hoa khang thé duoc moé ta & day, chudi ning hodc chudi nhe cua
khang thé, ving bién dbi ciia chudi ning hodc chudi nhe ctia khang thé, hosc manh
gén két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé, lién két hoat dong v&i gen khoi
dAu, cu thé, gen khéi dau dé biéu hién trong té bao cua dong vat c6 va. Céac vecto
nhu vdy c6 thé chira trinh tu nucleotit ma héa ving 6n dinh cta phan tir khéng thé
(vi du, xem céc Cong bd don qubc té s6 WO 86/05807 va WO 89/01036; va Bing
doc quyén sang ché My s6 US 5.122.464) va cc ving bién ddi cua khang thé co
thé tach dong dugc vao vecto nhu vay dé biéu hién chudi nang hoan toan, chudi
nhe hoan toan hodc ¢ chudi ning va chudi nhe hoan toan. Céc vecto biéu hién bao
gdm pcéc lasmit, retrovirut, cosmit, episome c6 ngudn gbe tir EBV, nhidm séc thé
nhén tao va cac dang tuong tu. Vecto bidu hién va trinh tu kiém so4t su biéu hién
duoc lua chon tuong hop duge véi té bao chi. Vecto biéu hién tai td hop nay ciing
c6 thé ma hoéa peptit tin hidu dé tao didu kién thuan lgi cho sy tiét ra ciia cac chudi
khang thé tir t& bao chu. Peptit tin hidu nay c6 thé 1a peptit tin hiéu globulin mién
dich, peptit khac loai tir protein khong phai globulin mién dich ho#ic peptit nhan
tao.

Vecto bidu hién ndy dwoc chuyén nhiém vio té bio chi bang cac ky thuat
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thong thuong da biét trong linh vuc nay (vi du, su chuyén nhiém qua trung gian
liposom, su chuyén nhiém qua trung gian polycation, su dung hop thé nguyén sinh,
vi tiém, lam két tha canxi phosphat, ddnh thing bing dién, chuyén bang vecto
virut) va sau d6 té bao da chuyén nhiém dugc nudi cdy bing cac k¥ thuat thong
thuong dé tao ra khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir
khang thé dugc mé ta & day. Do d6, sang ché dé cap dén t& bao chu chira
polynucleotit ma héa khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir
khang thé dugc mé ta & day, dwoc lién két hoat déng véi gen khoi dau khac loai.
Theo mot s& phuong 4n dé bidu hién cac khang thé chudi kép, cac vecto mi héa ca
chudi nang va chudi nhe c6 thé dugc déng biéu hién trong t& bao chu dé biéu hién
toan bd phéan tir globulin mién dich, nhu dugc md ta dugi day. Theo mot s6 phuong
4n, t& bao chu chira vecto ¢ polynucleotit ma héa ca chudi ning va chudi nhe cta
khang thé dugc mé ta & ddy, hoic manh gin két khang nguyén ciia n6. Theo céc
phuong 4n cu thé, t& bao chu chta hai vecto khac nhau, vecto thit nhét chira
polynucleotit ma hoéa chudi ning ctia khang thé dugc mo ta & ddy, hoic manh cia
n6 (vi du, manh gin két khang nguyén ciia né), va vecto th hai chira polynucleotit
ma héa chudi nhe cta khang thé dugc mo ta & day, hoac manh cia n6 (vi du, manh
gin két khang nguyén ctia n6). Theo céc phuong an khac, té bao chu thir nhit chira
vecto thtr nhit c¢6 polynucleotit ma hoa chudi ning ctia khéng thé dugc md ta & day,
hoic méanh coa nd, va t& bao chu thir hai chita vecto thi hai ¢6 polynucleotit ma
hoa chudi nhe cta khang thé duge mo ta & day.

C6 nhidu hé vecto bidu hién cha ¢6 thé dugc sir dung dé biéu hién phan tr
khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé duge mo ta
& day (vi du, xem cac Bang doc quyén sang ché s6 US 5.807.715 va US 7.604.800).
Céc hé biéu hién chu ¢ chirc ning nhu vat din ma qua d6 trinh tw ma hoa quan
tam c6 thé dugc dua vao va sau d6 duge tinh ché, nhung ciing 1a té bao ma khi
duoc bién nap hoic chuyén nhim bing cic nucleotit ma héa trinh tu thich hop, c6
thé biéu hién phén tir khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir
khang thé dugc mo ta & day in situ. Cac hé vecto ndy bao gbm, nhung khoéng chi
gi6i han &, cac vi sinh vat nhu vi khuén (vi du, E. coli va B. subtilis) dugc bién nap

br?mg vecto biéu hién ADN thé thuc khuin, ADN plasmit hodc ADN cosmit tai td
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hop chua trinh tw ma héa khang thé hogc trinh tyr mi héa manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gde tir khang thé; ndm men (vi du, Saccharomyces, Pichia) dugc
bién nap bing vecto biéu hién ctia nAm men tai t6 hop chira trinh ty mi héa khing
thé hodc trinh tr m3 héa manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé; hé
té bao con tring duge giy nhidm bang vecto biéu hién cua virut tai t6 hop (vi du,
baculovirut) chta trinh tu ma hoa khang thé hodc trinh tu ma héa manh manh gin
két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé; hé té bao thuc vat (vi dy, tio xanh
nhw Chlamydomonas reinhardtii) duge giy nhidm bing vecto biéu hién cta virut
tai t& hop (vi du, virut gay kham stp lo, CaMV; virut gdy kham khoai tdy, TMV)
hodc dugc bién nap bing vecto biéu hién 13 plasmit tdi t6 hop (vi du, Ti plasmit)
chtra trinh tu ma hoa khang thé hogic trinh tw manh gin két khang nguyén c6 ngudn
géc tor khéng thé; hodc hé té bao cua dong vat c6 va (vi duy, té bao COS, CHO,
BHK, MDCK, HEK 293, NS0, PER.C6, VERO, CRL7030, HsS78Bst, HeLa, va
NIH 3T3) ¢6 céu tric bidu hién tai t6 hop chira gen khéi dau va/hoic gen ting
cudng cb ngudn gbe tir hé gen té bao clia dong vat c6 va (vi dy, gen khoi dau
metallothionein, gen khai dau globulin mién dich, gen khéi d4u actin) hoc tir virut
cua dong vat c6 va (vi dy, gen khéi dau muodn cua adenovirut; gen khéi dau 7.5K
ctia virut vaccnia, CMV, virut 40 gdy nhiém trén khi). Cic thanh phan diéu hoa
khac dbi v6i su bidu hién trong té bao c6 nhan dién hinh 14 tin hiéu polyadenyl héa
nhu BGH polyA, SV40 mudn hodc polyA sém. Theo cach khdic, tin hi€u
polyadenyl héa ctia globulin mién dich hodc cac gen khac c6 thé dugc sir dung.
Theo phuong 4n cu thé khac, céc té bao c6 nhan dién hinh, cu thé 14 dbi véi sy biéu
hién cta khang thé don dong IgG4 dugc mé ta & day, duge st dung dé biéu hién
khang thé dugc md ta & ddy hodc manh gén két khang nguyén ciia n6. Vi du, té bao
ctia dong vat c6 via nhur té bao budng tring chudt déng Trung Québc (CHO), két hop
v6i vecto nhu yéu t6 khoi dau gen sém 1a yéu t6 trung gian chinh c6 ngudn gde tir
virut cu bao ciia ngudi 1a hé biéu hién hidu qua d6i voi cac khang thé (Foecking et
al., 1986, Gene 45:101; va Cockett et al., 1990, Bio/Technology 8:2). Theo mdt sb
phuong an, cac khang thé dugc mé ta & diy dugc tao ra béi té bao CHO hoic té
bao NSO. Theo mo{t phuong &n cu thé, su bidu hién cta céac trinh ty nucleotit ma

hoa khang thé hodc méanh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé duoc
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md ta & day gin két dic hidu mién dich v6i khang nguyén PSGL-1 dugc diéu hoa
boi gen khoi déu co dinh, gen khoi ddu kich thich hodc gen khéi diu dic hiéu mo.

Trong hé vi khuén, sb lugng vecto biéu hién c6 thé duoc lua chon theo cach
c6 loi phu thudc vao muc dich du dinh ctia phan tr khang thé duogc biéu hién. Vi
dy, khi lugng 16n khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir
khéng thé can dugc tao ra, dé tao ra dugc phdm chira phén tir khang thé hodic manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé, ¢6 thé cin céc vecto dinh huéng
su biéu hién mirc do cao ctia cic san phdm protein dung hop duge tinh ché d& dang.

Ngoai ra, chung t& bao chu c6 thé dugc lwa chon dé diéu bién su biéu hién
clia trinh ty quan tAm, hodc cai bién va xir Iy san pham gen & dang mong mudn cu
thé. Nhitng cai bién nhu vay (vi du, glycosyl héa) va xit Iy cac san phdm protein c6
thé 12 quan trong dbi v6i chirc ning ctia protein. Cac té bao chii khac nhau c6 didc
tinh va co ché ddc hiéu dbi voi xir Iy sau dich ma va cai bién protein ciing nhur san
phém gen. Cac dong té bao chi hodc té bao chu thich hgp c6 thé dugc lua chon dé
dam bao sy cai bién va xur ly chinh xéc protein ngoai lai dugc biéu hién. Nhim muc
dich nay, t& bao chu c6 nhan dién hinh c6 co cdu té bao dé xir Iy thich hop san
phim phién ma so cip, su glycosyl hoa, va phosphoryl héa san phdm gen c6 thé
duoc stir dung. Cac té bao chi ctia dong vét ¢6 vii nhur vay bao gbm, nhung khong
giéi han &, té bao CHO, VERO, BHK, Hela, COS, MDCK, HEK 293, NIH 3T3,
W138, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 va T47D, NSO (dong té bao u tiy ctia chudt
khong san sinh ndi bao chudi globulin mién dich bit ky), CRL7030 va HsS78Bst.
Theo mot sé phuong 4n, cac khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn
gbe tir khang thé dugc mé ta & ddy dwogc san sinh & té bao dong vat ¢ vii, nhur té
bao CHO.

Pé san xuét khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir
khang thé véi ning sudt cao trong thoi gian dai, sy biéu hién én dinh dugc wu tién.
Vi duy, cac dong té bao dong vat ¢6 vii biéu hién dn dinh phan tir khiang thé hoic
ménh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé co thé duoc thiét ké. Khac
v6i viée str dung vecto bidu hién chira diém khoi dau su sao chép cua virut, cac té
bao chu c6 thé dugc bién nap bang ADN duogc kiém soat bai cac yéu té kiém soat

st biéu hién thich hop (vi du, gen khoi dau, gen ting cudng, cic trinh tw, cac doan
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két thuc phién ma, cac vi tri polyadenyl hoa, v.v.), va cac gen danh du c6 thé chon
loc. Sau khi dua ADN ngoai lai vao, cac t& bao da thao tac di truyén c6 thé dugc dé
sinh truéng trong thoi gian tir 1 dén 2 ngay trong mdi trudng khong chon loc, va
sau do duoc chuyén vao mdi truong chon loc. Céac chit danh dau c6 thé chon loc
trong plasmit tai t5 hop tao ra sy khéng lai nhitng chét chon loc va cho phép té bao
két hop mot cach 8n dinh plasmit nay vao nhiém séc thé ctia ching. Sau khi tach
dong mot té bao, cac té bao dugec mo rong thanh cac dong t€ bao san xuit. Phuong
phép nay c6 thé dugc st dung theo cach co lgi dé thiét ké cac dong té bao biéu hién
phén tir khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé do.
Céc dong té bao duge thiét két nay co6 thé dic biét hitu ich trong viéc sang loc va
danh gia ché phim tuong tac truc tiép hoic gian tiép v6i phan tir khang thé.

C6 nhidu hé chon loc ¢6 thé duoc st dung bao gdm, nhung khong chi gi6i
han 6, thymidin kinaza cta virut ecpet (Wigler et al, 1977, Cell 11:223),
hypoxanthinguanin phosphoribosyltransferaza (Szybalska & Szybalski, 1992, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 48:202), va adenin phosphoribosyltransferaza (Lowy et al.,
1980, Cell 22:8-17) c6 thé duoc sir dung trong cac té bao tk-, hgprt- hoic aprt,
turong tng. Tuwong tu, su khang chét chéng chuyén hoa c6 thé duge sir dung 1am co
s& chon loc cho cac gen sau: dhfr, tao ra sy khang methotrexat (Wigler ef al., 1980,
Natl. Acad. Sci. My 77:357; O’Hare et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. My
78:1527); gpt, tao ra su khang axit mycophenolic (Mulligan & Berg, 1981, Proc.
Natl. Acad. Sci. M§ 78:2072); neo, tao ra sw khang aminoglycosit G-418 (Wu and
Wu, 1991, Biotherapy 3:87-95; Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.
32:573-596; Mulligan, 1993, Science 260:926-932; va Morgan and Anderson,
1993, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217; May, 1993, TIB TECH 11(5):155-2 15); va
hygro, tao ra su khang hygromyxin (Santerre et al, 1984, Gene 30:147). Céac
phuong phép thudng 1a da biét trong linh vurc nay vé k§ thuat ADN tai t6 hop c6
thé duoc sit dung theo cach thong thudng dé chon loc cic dong tai t6 hgp mong
mudn, va cac phuong phap nhu vy di dwgc mo ta, vi dy, trong tai liéu: Ausubel ez
al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993);
Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY
(1990); va trong Chuong 12 va 13, Dracopoli et al. (eds.), Current Protocols in
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Human Genetics, John Wiley & Sons, NY (1994); Colberre-Garapin ef al., 1981, J.
Mol. Biol. 150:1, céc tai liéu nay duoc dua vao diy dé tham khao toan bd ndi dung
ctia chung.

Mirc d6 bidu hién ctia phéan tir khang thé hodc manh gin két khang nguyén
¢6 ngudn gbc tir khang thé c6 thé dugc ting 1én bing cach khuyéch dai vecto (dé
tham khao, xem tai liéu: Bebbington and Hentschel, The use of vectors based on
gene amplification for the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA
cloning, Vol. 3 (Academic Press, New York, 1987)). Khi mot chit danh dau trong
hé vecto biéu hién khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir
khéng thé c6 thé dugc khuyéch dai, su ting néng d6 chét trc ché c6 mat trong moi
trudmg nudi cdy cua té bao chi s& 1am ting s6 lugng ban sao ciia gen danh ddu. Do
ving dugc khuyéch dai c6 lién quan dén gen cta khang thé hoic manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé, su tao ra khang thé hoic méanh gin két
khéng nguyén co ngudn gbe tir khang thé ciing s& ting lén (Crouse et al., 1983,
Mol. Cell. Biol. 3:257).

Té bao chu c6 thé duoc ddng chuyén nhidm bing mot hodc nhiéu vecto biéu
hién dugc mé ta & ddy, vecto thir nhat ma héa polypeptit c6 ngudn gbe tir chudi
ning va vecto thr hai ma hoa polypeptit co ngudn gbe chudi nhe. Hai vecto ndy co
thé chira céc gen danh dAu ¢6 thé chon loc duge giéng nhau hodc khac nhau ma cho
phép bidu hién da polypeptit ctia chudi ning va chudi nhe. Té bao chi ndy c6 thé
duoc ddng chuyén nhiém bang cac lugng khac nhau ctia mot hoic nhiéu vecto biéu
hién.

Theo cach khac, vecto don 1& c6 thé duogc sir dung dé ma hoa, va co kha
ning biéu hién, ca polypeptit ciia chudi ning va chudi nhe. Céc trinh tw ma hoa cua
chubi ning va chudi nhe ¢ thé chtré ADN bb tro hoic ADN hé gen. Vecto biéu
hién nay co thé 13 don cistron hoic da cistron. Vi du, cu tric cua axit nucleic
bicistron c6 thé chira trong gen khai dau theo thir tu sau, chudi ning cua khang thé
dwoc md ta & diy), va chudi nhe ctia khang thé duge mo ta & day. Trong vecto biéu
hién ndy, su phién ma ca hai chudi c6 thé duge didu khién boi gen khoi dau, trong
khi sy dich ma ctia ARN thong tin tir chudi ning c6 thé theo co ché sang loc phu

thudc mil va su dich ma cia ARN thong tin tir chudi nhe ¢ thé theo co ché khong
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phu thude mil, vi duy, béng IRES.

Theo mot sd phwong 4n, cac phan tir khang thé hoic manh gin két khang
nguyén c¢6 ngudn gdc tir khang thé c6 thé dugc tao ra bang cach nudi ciy céc té bao
chu trong khoang thoi gian da dé cho phép biéu hién cic phan tir & mirc cao trong
t& bao chi. Theo mdt s6 phuong 4n, cac phan tr duoc biéu hién trong té bao cia
dong vat c6 vu, vi du, trong té bao CHO trong moi trudng khong chira huyét thanh
hodc trong moi truong dugce xac dinh v& mit hoa hoc. Theo mot sb phuong an, céc
phan tir khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn goc tir khang thé
duge thu hdi tir moi truong nudi cdy dudi dang polypeptit duge tiét ra hoic c6 thé
duoc thu hdi tir cac dich tan té bao chy, vi du, néu ching duogc biéu hién ma khong
c6 tin hidu tiét.

Khi mdt phén t khang thé hodc méanh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc
tir khang thé duoc mo ta & diy duge tao ra bing cach biéu hién tai t& hop, n6 c6 thé
duoc tinh ché bang phuong phap bit ky di biét trong linh vuc nay dé tinh ché phan
tir globulin mién dich, vi du, béng cach séc ky (vi dy, trao ddi ion, 4i luc, cu thé 1a
theo 4i luc dbi v6i khang nguyén dic hiéu sau protein A, va sic ky cot theo kich
cd), ly tdm, do tan khéic nhau, két taa, loc, HPLC dao pha, hodc céc k¥ thuit tiéu
chuén khéc bit ky dé tinh ché céc protein d& thu dwoc ché phdm gin nhu dong nhét
hoic ché phdm c6 hoat tinh sinh hoc ciia c4c phan tir. Ngoai ra, cac khéng thé hodc
manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc mod ta & day co thé
duoc dung hop véi trinh tu polypeptit khac loai dé tao diéu kién thuan lgi cho su
tinh ché.

Theo c4c phuong 4n cu thé, khang thé hoic manh gin két khang nguyén cé
ngudn gdc tir khang thé dugc mo ta & ddy dugc phan 14p hodc tinh ché. Vi du, theo
mdt phuong 4n cu thé, ché phim chira khéng thé hoic manh gin két khang nguyén
¢6 ngudn gbe tir khang thé duge mo ta & ddy gan nhu khong chia chét té bao, cac
thanh phin cta méi truong va/hodc tién chét héa hoc. Thuat ngit “gan nhu khong
chira chét té bao” bao gbm céc ché phdm chira khang thé hoic manh gén két khang
nguyén c¢6 ngudn gbc tir khang thé, trong d6 khang thé hoic manh gén két khang
nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé nay duge tach ra khéi cic thanh phén cua té bao

ma tir d6 ¢6 thé phan 1ap hodc duoc tao ra bing phuong phap tai td hop. Khi khang
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thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé nay dugc tao ra
bing phuong phap tai td hop, ndi chung, no6 ciing gin nhu khong chira moi truong
nudi cdy, nghia 13 méi truong nudi cdy cé thé tich ché phdm protein thip hon
khoang 20%, 10%, 2%, 1%, 0,5%, hodc 0,1%. Khi khang thé hodc manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé nay dugc tao ra bang cach tong hop hoa
hoc, néi chung, né gén nhu khong chtra cac tién chét hoa hoc hodc chit héa hoc
khéc, nghia 1a n6 dugc tach ra khoi tién chét hoa hoc hoic cac héa chit khac lién
quan dén sy tdng hop protein. Theo d6, cic ché phdm chtra khang thé hoic manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé nhu vAy ¢6 ham lwong tién chit
héa hoc hodc hop chit khong phai khang thé quan tdm hoic manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé quan tdm thap hon khoang 30%, 20%, 10%, 5%
(theo trong lwong chéit khd).

Duoc phdm

Sang ché dé cap dén ché phdm, dugc phim, chira khang thé hoic méanh gin
két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé dwoc mo ta & day. Theo céc khia canh
cu thé, ché phém dugc mo ta ¢ day co thé dé sir dung in vitro, in vivo, hodc ex vivo.
Theo cac phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén duoc phdm chira khang thé hozic
méanh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé dugc mé ta & day va chét
mang hodc ta dugc dugce dung.

Dugc phdm chira khang thé hodic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc
tir khang thé duoc dé xudt & day c6 thé dugc bao ché dé bao quan bing cach tron
14n khéng thé c6 dd tinh khiét mong mubn véi chét mang, t4 dugc hodc chit én
dinh dugc dung tuy y (Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990) Mack
Publishing Co., Easton, PA; Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
21st ed. (2006) Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD), & dang ché phém
dong kho nhanh hodc dung dich nudc. Cac chét mang, t4 dugc hodc chit 6n dinh
dugc dung khong gy doc cho ngudi sir dung & lidu ding va ndng do st dung, va
bao gém cac chit dém nhu phosphat, xitrat, natri xitrat dehydrat, va céc axit hitu co
khéac; va/hoic cac chit hoat dong bé mit khong ion nhu TWEENTM,
PLURONICS™ hodc polyetylen glycol (PEG).
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Céc ché phim, nhu cac ché phim dugc mo ta & day, ciing c6 thé chira nhiéu
hon mét hop chét (vi du, cac phén ti, vi dy, khang thé hoic cac khang thé dugc mo
ta & day) can thiét cho chi dinh cu thé can dugc diéu tri. Theo mot sb phuong an,
sang ché d& cap dén cac ché phdm chira khang thé hoic manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gde tir khang thé va mot hodc nhiu hop chit c6 hoat tinh c¢6 hoat
tinh bd trg khong gdy anh hudng bat lgi cho nhau. Céc phan tir ndy c6 mit trong
ché pham véi lugng thich hop dé c6 hiéu qua cho muc dich du dinh. Vi du, khéng
thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé dugc mé ta & day
c6 thé dugc két hop voi mot hodc nhiéu chét didu tri khac. Liéu phap két hop nay
¢6 thé dugc st dung cho bénh nhan theo cach 14n luot hoic dong thoi.

Céc ché phdm can dugc sir dung in vivo ¢ thé 1a ché pham vo khuin. Piéu
nay duoc thyce hién d& dang bang céch loc, vi du, bang mang loc vo khuén.

Theo cac khia canh cu thé, sang ché dé cap dén duoc phém chtra lugng co
hiéu quéa didu tri cta khang thé hodc méanh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir
khang thé dugc mo ta & day, va ty y chira mdt hoic nhiu chét c6 tac dung phong
ngira hodc diéu tri bd sung, trong chit mang duge dung. Dugc phim theo sang ché
hitu ich d& phong ngira va/hodc diéu tri bénh hogc rdi loan duge mé ta & diy nhu
bénh Véy nén, hoic mét hodc nhiéu tridu chiing cuia n6. Thuét ngit "lugng c6 hi€u
qua diéu tri" dé chi luong an toan va du dé phong ngira hoic diéu tri bénh. Khi
dugce str dung trong ban mo ta nay, thudt ngt “didu tri”, “duoc didu tri”, “viéc diéu
tri” hodc “su diéu tri” duoc st dung & ddy c6 nghia 14 tao ra két qua 1am sang c6 loi
hodc mong mubn & dbi tugng bi bénh. Céc két qua lam sang c6 lgi hodc mong
mubn bao gdm, nhung khong chi giéi han &, 1am giam c4c triéu chiing, han ché su
phat trién cta bénh, tinh trang cta bénh dugc on dinh (nghia 13 khong lam x4u
thém), lam tri hodn hodc lam chim su tién trién ciia bénh, cai thién hoic lam nhe
tinh trang cua bénh, va lam thuyén gidm (bét ké 13 mot phﬁn hodc hoan toan), bat
ké c6 thé phat hién dugc hodc khong phat hién dugc. Thuat ngit "sur diéu tri" ciing
c6 thé c6 nghia 12 kéo dai thoi gian sdng so véi thoi gian séng du dinh néu khéng
duge didu tri.

Sang ché dé cap dén chit mang duoc dung thich hgp dé sir dung cho khang

thé hodc manh gén két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé bao gdbm cac chét
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mang bit ky da biét dbi voi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay la
thich hop cho ché do st dung cu thé. Theo mot phuong an, khang thé hodc manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé duoc bao ché thanh ché phdm
dugc thich hop, nhu dung dich hogc huyén phit v6 khuin dé str dung ngoai duong
tiéu hoa.

Ngoai ra, khang thé hodc manh gin két khang nguyén co ngudn gde tir
khéng thé duoc mo ta & day co thé dugc bao ché dudi dang thanh phén ¢6 hoat tinh
duoc duy nhit trong ché phim hoic c6 thé két hop véi cac thanh phén c6 hoat tinh
khac (nhu mot hodc nhidu chét ¢6 tac dung phong ngira hodc didu tri khac).

Trong céc ché phdm nay, khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbe tir khang thd dugc d& xuét & day dugc tron véi chit mang duge dung
thich hop. Nong d6 cta khang thé hoic manh gin két khang nguyén co ngudn gbc
tir khang thé trong ché phdm c6 thé c6 hidu qua, vi du, dé cung cAp mot luong, khi
st dung, dé c6 tac dung phong ngtra va/hodc diéu tri bénh hoic r6i loan dugc md ta
& day (vi dy, r6i loan do viém) hodc tridu chiing ctia no.

Theo mdt phuong 4an, cic ché phim dugc bao ché dé st dung vdi liéu dung
duy nhét. D& bao ché ché phim, ty 1¢ trong lugng cuia hop chét duoc hoa tan, dugc
tao hon dich, phin tdn hodc tron theo cach khéc trong chit mang d3 chon v&i ndng
do hitu hiéu sao cho rbi loan dugc giam bét, duge didu tri hodc mdt hodc nhiéu
tri€éu chiing dugc cai thién.

Theo mot sb khia canh, sang ché d& cap dén khang thé hoic manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gdc tir khing thé dugc dua vao chit mang dugc dung véi
luwong hitu hi¢u du dé tao ra hiéu qua co loi v& mit didu trj khi khong c6, hodc c6 &
murc do rat it hoic khong dang ké, cac tac dung phu khong mong mudn ¢ bénh nhan
duge didu tri. Nong do c¢6 hidu qua v& mit diéu tri c6 thé duoc xac dinh theo kinh
nghiém bing cach thir nghiém céc hop chit trong hé in vitro va in vivo bang cach
stt dung cac phuong phap thong thudng va sau d6 ngoai suy ra lidu dung cho ngudi.

Nong d6 ctia khang thé hoic manh gin két khang nguyén cé ngudn gbc tir
khang thé trong dugc phdm s& phu thude vao, vi dy, dic tinh héa ly cia khang thé
hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé, ché do dung lidu va

lugng dugce s dung ciing nhu cac yéu to khac da bict véi ngudi c6 hi€u bi€t trung
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binh trong linh vyuc nay.

Theo phuong 4n khac, duoc phim cung cép liéu ding ndm trong khoang tir
0,001mg dén 100mg ctia khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbe
tir khéng thé tinh theo kg trong luong co thé mdi ngdy. Cac dang don vi lidu dung
ctia duge pham c6 thé dugc bao ché dé cung cép tir 0,001mg dén 100mg, va/hodc td
hop cua cac thanh phan quan trong tity chon khac cho mdi dang don vi liéu dung.
Theo mdt phuong an cu thé, khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn
gbc tir khang thé nay duogc bao ché v6i ndng d6 40 mg/ml.

Khéng thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé c6
thé duoc sir dung mot 14n, hodc ¢6 thé dugc chia thanh nhiéu liéu nho hon dé su
dung & cac thoi diém khéc nhau. Can hiéu ring liéu ding chinh x4c va khoang thoi
gian didu tri 12 mot ham sb cta bénh hoic rdi loan dugc md ta & day can dugc diéu
tri va c6 thé duoc x4c dinh theo kinh nghiém bing cach sir dung céc k§ thuat thir
nghiém da biét hodic bing cich ngoai suy tir dit liéu thir nghiém in vivo hoic in
vitro. Can luu ¥ rdng gia tri ndng do va lidu ding ciing c6 thé thay ddi theo mirc do
niang cda bénh hodc r6i loan can dugc lam gidm nhe. Cén hiéu thém réng dbi voi
dbi tugng cu thé bat ky, cac ché do lidu dung cu thé c6 thé duoc diéu chinh theo
thoi gian theo nhu cau ciia d6i tugng va dénh gid chuyén mén clia nguoi sir dung
hoic theo dbi viée sir dung cac ché pham nay.

Cac duoc phém duoc dé xuét dé sir dung cho ngudi va dong vat & dang lidu
dung don vi, nhu dung dich hoic hén dich v6 khudn ding ngoai dwdng tiéu hoa
chira luong thich hop cta khang thé hodc méanh gin két khang nguyén co ngudn
gbc tir khang thé dwgc mo ta & ddy. Theo mdt phuong 4n, khang thé hoic manh gin
két khang nguyén c¢6 ngudn gdc tir khang thé nay dugc bao ché va st dung & dang
don vi lidu dung don vi hoic nhiéu dang liéu dung. Cac dang lidu dung don vi dugc
sir dung & ddy dé chi cac don vi riéng biét vé& mat vt 1y thich hop cho dbi tuong 1a
ngudi va dong vét va dugc bao géi riéng biét nhu da biét trong linh vuc nay. Mbi
lidu don vi chira mot lwong dinh trude cta khang thé hoic manh gén két khang
nguyén cta khang thé du dé tao ra hidu qua didu tri mong mudn, két hop véi chét
mang, t4 dugc hodc chét pha lodng dugc dung. Vi du vé cac dang liéu don vi bao

gom Ong ti€ém va bom ti€m. Cac dang li€u don vi c6 thé dugc st dung & dang cic
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phan hoic dang da lidu cia né. Dang da lidu 12 nhidu dang lidu dung don vi giéng
nhau duge bao géi trong mot dd chtra dé st dung & dang liéu don vi doc lap. Vi du
vé céc dang da lidu bao gém céc lo, chai dang ntra lit hodc nam lit. Do d6, dang da
liéu 12 nhiéu lidu don vi khong duoc doéng goi riéng 18.

Theo mdt sd phuong 4n, khang thé hojc manh gan két khang nguyén co6
ngudn gdc tir khang thé dugc mé ta & day 1a dugc phdm dang 16ng. Dugc phim
dang 1éng c6 thé sir dung dé didu tri bénh c6 thé duoc bao ché, vi dy, bing cach hoa
tan, phan tan, hodc tron theo cach khac khang thé dugc mo ta & ddy trong chét
mangc, vi du nhu nudc, nude mudbi, dung dich dextroza, glyxerol, glycol, etanol, va
chét tuong tu, dé nho d6 tao thanh dang dung dich hodc hdn dich. Néu mubn, dugc
pham can dugc sir dung ciing c6 thé chira mot lugng nhé cac chat bd trg khong gay
doc nhu chét 1am u6t, chét nhil hoa, chit én dinh, va chit dém pH va chét tuong tu.

Céc phuong phap thuc té d bao ché cac dang lidu ding nay 13 da biét, hoic
s& tré nén 16 rang voi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay; vi dy, xem
tai liéu: Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990) Mack Publishing Co.,
Easton, PA; Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st ed. (2006)
Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD.

Céc dang liéu ding hoic ché phidm chta khang thé véi luong nim trong
khoang tir 0,005% dén 99,9% va luong con lai duoc 14y tir chit mang khong gay
doc c6 thé duge bao ché. Cac phuong phap dé bao ché cac dang ché pham nay 1a da
biét ddi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vue nay.

Theo mot phuong an, viéc st dung ngoai duodng ti€u hoa dugc ddc trung
béng céach tiém, hodc dudi da, trong co hodc trong tinh mach ciling dugc du dinh &
day. Dang tiém dugc co thé dugc bao ché & dang thuén tién, dudi dang dung dich
nude hodc hén dich, cac dang rén thich hop cho dang dung dich hodc hdn dich
trong chét long trudce khi tiém hodc dudi dang nhil tuong. Dang ti€ém, dung dich va
nhil twong ciing chira mdt hodc nhiéu ta duge. Cac ta duge thich hop bao gbm, vi
du, nudc, nudc mudi, dextroza, glyxerol hodc etanol. Ngoai ra, néu mudn, dugc
phém duoc st dung cling cé thé chra mot lugng nhoé chét bd trg khong doc nhu
chit 1am w6t hodc chét nhil hoa, chit dém dd pH, chét 6n dinh, chit 1am tang do

tan, va cac chat tuong tu khac. Céc cach sir dung khac c6 thé bao gom, sir dung &
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dang 16p bao tan & rudt, st dung qua dudng trong nao, sit dung qua dudng mii, st
dung qua dudng trong dong mach, sit dung qua dudng trong tim, tiém truyén trong
xuong, st dung qua dudng trong nodi tiy mac, tiém truyén trong tinh mach, ciy
ghép hodc tiém dudi da, st dung qua duong trong co, st dung qua dudng trong truc
trang, sit dung qua duong trong 4m dao, st dung qua dudng trong da day, st dung
qua dudng trong khi quan, st dung qua dudng trong phdi va sir dung qua dudong
trong mang bung.

Ché phim dé sir dung ngoai dudng tiéu héa chira dung dich vo khuén ding
dugc ngay dé tiém, san phém hoa tan dang kho vo khuén, nhu bt dong kho nhanh,
dé sin sang két hop véi dung moi ngay truéc khi st dung, bao gbm hdn dich vo
khudn dung dugc ngay dé tiém, san pham khong tan dang kho vo khuin dé sin
sang két hop v6i chit din thubc ngay truée khi st dung va nhil twong vo khuén.
Céc dung dich nay c6 thé chira nuéce hodc khong chira nude.

Néu dugce st dung qua dudng trong tinh mach, céc chit mang thich hgp bao
gbm nuéc mudi sinh 1y hogic nuée mudi dém phosphat (phosphate buffered saline:
PBS), nuéc va dung dich chta chit lam dic va chit hoa tan, nhu glucoza,
polyetylen glycol, va polypropylen glycol va hén hgp cta chiing.

Céac chit mang dugc dung duge st dung trong ché phdm ding ngoai duong
tiéu hoda bao gém chét din thudc chira nuéc, chét dan thube khong chira nude, chét
khang khuin, Chét tao déng truong, chit dém, chét chéng oxy hoa, chét gay té cuc
b, chét tao hdn dich va chit phéan tan, chét nhil héa, chét cang hoa hoic chét tao
chelat va cac chit mang duoc dung khéc. Céc chit mang duoc dung ciing bao gdm
rugu etylic, polyetylen glycol va propylen glycol dung cho chét din thudc tron 1an
duoc v6i nude; va natri hydroxit, axit clohydric, axit xitric hodc axit lactic dé diéu
chinh do pH.

Pé minh hoa, phuong phap tiém truyén dung dich nude vo khuén qua duong
trong tinh mach hodc trong dong mach chira khang thé 1a cach st dung hitu hiéu.
Phuong an khac 13 dung dich hodc hdn dich dang diu hodc nudc vo khuin chira
chét ¢6 hoat tinh dugc tiém, néu cén, dé tao ra hiéu qud dugc ly mong mubn.

Theo mot phuong an cu thé, ché phém dugc chira natri xitrat, natri clorua,

axit xitric, polysorbat 80, va nuéc. Theo mot phuong an cu thé, ché phém duoc
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chira natri xitrat, natri clorua, va axit xitric. Theo mot phuong an cu thé, ché phém
dugc chra 9,1mM natri xitrat, 150mM natri clorua, va 0,9mM axit xitric. Theo mdt
phuong 4n cu thé, ché phdm dugc chira khang thé hodc thé lién hop dwgc mo ta &
day voi néng d6 0,267mM. Theo mot phuong an cu thé, ché phém duoc chira 2,676
g/l natri xitrat, 8,766 g/ natri clorua, 0,2 g/l polysorbat 80, va 0,189 g/l axit xitric.
Theo mét phuong an cu thé, ché phdm dugc chira khéng thé hodc manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé dugc md ta & day véi ndng do 40 g/l. Tét
hon, néu ché phém dugc néu trén c6 do pH = 6,0.

Theo céc phuong 4n khéac, duge phim nay 12 bot dong khod nhanh, bot ndy c6
thé hoan nguyén dé str dung dudi dang dung dich, nhil trong va céc hén hop khéc.
Chung ciing c6 thé duge hoan nguyén va bao ché dudi dang chit ran hoic gel.

B6t dong kho nhanh dugc bao ché b%mg cach hoa tan khéng thé dugc dé xuét
& day trong dung moi thich hgp. Theo mot sb phuong 4n, bot dong khd nhanh nay
12 bot v6 khudn. Dung moi c6 thé chira ta dugc c6 tac dung cai thién tinh 4n dinh
hodic cac thanh phan dugc Iy khac cta bdt hodc dung dich hoan nguyén, dugc bao
ché tir bot nédu trén. Céac ta duge c6 thé duge st dung bao gdm, nhung khong gidi
han &, dextroza, sorbital, fructoza, xird ngd, xylitol, glyxerin, glucoza, sucroza hodc
chét thich hop khac. Dung mdi ciing c6 thé chira chit dém nhu xitrat, natri hoic
kali phosphat hodic chit dém khac da biét véi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay, theo mot phuong an, & d¢ pH trung tinh. Viéc loc vo khudn sau do6
dung dich nay bang cach dong kho nhanh trong céc diéu kién tiéu chuén 12 da biét
v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc nay dé tao ra dang san phdm mong
muén. Theo mot phwong 4n, dung dich tao thanh s& dugc chia thanh tirng lo nhd dé
dong kho nhanh. Mdi 1o ndy chira mot lidu ding hodc nhiéu liéu ding cia hop chét.
Bot dong kho nhanh nay c6 thé dugc bao quan trong cac didu kién thich hop, nhu &
nhiét do ndm trong khoang tir 4°C dén nhiét do trong phong.

Viéc hoan nguyén bdt dong khd nhanh nay véi nuée dé tiém tao ra ché phim
dé st dung ngoai dudng tiéu hoa. Dé hoan nguyén, bt dong khd nhanh nay duoc
cho vao nudce vo khuin hodc chit mang thich hgp khac. Lugng chinh xéc phy thudc

vao hop chit duge chon. Lugng nay cé thé xac dinh theo kinh nghiém.
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Phuong phap diéu tri

Céc khang thé va manh gin két khang nguyén cé ngudn gdc tir khang thé
duoc mo ta trong sang ché 12 hitu ich dé diéu tri cac rbi loan va bénh lién quan dén
hodc giy ra béi (hoan toan hoic mdt phan) su ting sinh hon mitc binh thuong
va/hodc sy gia ting sd lugng cia cic té bao T dugc hoat hoa so véi sy ting sinh
va’hodc sb lugng té bao T dugc hoat hoa duge tim théy & cac dbi teong khoe manh
hodc cac dbi tuong khong co r6i loan hodc bénh cu thé. Céc bénh va r6i loan nhu
vy 1a da biét hodc c6 thé dugc xac dinh bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay. Theo m{t phuong an cu thé, cac khang thé va manh gin két khang
nguyén co ngudn gbc tir khang thd duoc mo ta & day 1a hiru ich dé didu tri bénh
viém hodc rbi loan. Theo mot phuong an, bénh viém 1a bénh ty mién. Theo mot
phuong an cu thé, bénh viém hoic r6i loan 13 bénh vay nén, bénh vay nén thé
mang, bénh viém khép vay nén, bénh viém da khép dang thip, bénh Crohn, va
bénh viém dbt sbng dang thp.

Céc vi du khong gidi han vé rbi loan va bénh c6 thé duoc didu tri bang cach
st dung cac khang thé va manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé
dugc mod ta & ddy bao gdbm bénh vay nén, bénh Crohn, bénh viém d6t séng dang
thip, bénh viém khép (bao gdm bénh viém da khép dang thip, bénh viém da khop
dang thép & tré em, bénh viém xuwong khép, va bénh viém khop vay nén), bénh tiéu
dudng, bénh xo cung rai rac, bénh viém ndo, bénh nhugc co, bénh lupit ban d6 hé
théng, bénh tuyén gidp do tw mién dich, bénh viém da (bao gdm bénh viém da co
dia va bénh viém da eczema), hdi ching Sjogren, bénh nhiét miéng, bénh viém
mébng mét, bénh viém két mac, bénh viém gidc mac, bénh tiéu duong typ I, bénh
viém rudt, bénh viém loét dai trang, bénh hen, bénh hen di tng, bénh lupuit ban dé
trén da, bénh xo cing bi, bénh viém 4m dao, bénh viém tryc trang, bénh di mg véi
thudc, bénh phong phan g ddo ngugc, bénh phong thé u ban d6, bénh viém mang
mach nho ty mién, bénh viém ndo di tmg, bénh xuét huyét n3o hoai it cép tinh,
bénh diéc dan truyén tu phat tién trién ca hai tai, bénh thiéu mau bat san tiy, bénh
thiéu mau khong tai tao bim sinh, bénh giam tiéu clu tu phat, bénh viém da sun,
bénh u hat Wegenr, bénh viém gan hoat man tinh, hdi chimg Stevens-Johnson,

bénh viém rudt loét miéng ty phat, bénh liken phéng, bénh Graves, bénh sarcoit,
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bénh x0 gan mat nguyén phat, bénh viém mang mach nho & lung, chirng xo héda k&
m&mwb@hMWQMMbﬁhd&@ﬂ@@%ND&VMﬁmuéb%Tnmm@h
bach cau hodc u lymphs.

Ngoai ra, cdc khang thé va manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir
khang thé hiru ich dé phong ngira va/hoic didu tri mot sb rdi loan va bénh lién quan
dén hoic giy ra boi (hoan toan hoic mot phin) su tdng sinh hon binh thuong
va/hodc gia ting s6 luong t& bao T hoat hod so véi sy tang sinh va/hodc sb luong té
bao T hoat hoa dugc tim thiy & cac dbi twong khde manh hodic cac dbi twong khong
c6 rbi loan hodc bénh cu thé nay. Céc vi du khong lam gidi han v& céc rbi loan va
bénh c6 thé duge phong ngira va/hoic didu tri bing cach sit dung cdc khang thé va
ménh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé duwgc mé ta theo sang ché
bao gdm bénh mé ghép chdng tic chl va céc ca bénh thai bé md ghép (bao gdbm
thai bo loai mo6 ghép sir dung cac mo ghép khéc alen cung loai hodc khéac gen khac
loai) nhur ghép tiy xuong, ghép gan, ghép than, hodc ghép co quan hoic mé bat ky.

Theo d6, sang ché mé ta phuong phap phong ngira va diéu tri cac bénh va
rdi loan dugc mé ta & ddy bang cich st dung khang thé hoic manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gde tir khang thé duge mo ta theo sang ché. Theo mot phwong 4n
cu thé, cac phwong phap nay bao gdm bude sir dung cho dbi tuong cin didu tri st
dung luong c6 hiéu qua cta diéu tri khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6
ngudn gde tir khang thé duoc mé ta theo sang ché. Theo cac phuong an cu thé,
khang thé duoc st dung dé diéu tri réi loan hodc bénh duge mod ta theo sang ché 13
15A7H.

Theo mot phuong 4n, “diéu tri” hodc “viéc diéu tri” rbi loan hodc bénh dé
chi sy 1am thuyén giam r6i loan hodc bénh, hodc it nhat 13 mét triéu ching c6 thé
théy rd cta rbi loan hodc bénh nay. Theo phuong 4n khéc, “diéu tri” hodc “viéc
diéu tri” dé chi su 1am thuyén giam it nhit mot thong sb thé chit co thé xac dinh
lién quan dén bénh hoic rdi loan, khong nhét thiét 14 c6 thé thiy rd boi dbi twong.
Theo phwong 4n khéc nita, “diéu tri” hoic “viéc didu tri” chi viéc tc ché sy tién
trién cta bénh hodc rbi loan, hodc vé thé chét, vi duy, su 6n dinh héa cia triéu ching
6 thé théy 18, hodc vé sinh ly, vi duy, su 6n dinh hoéa cia thong s6 thé chit, hoac ca

hai.
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Theo cic phuong 4n cu thé, cac phuong phap diéu tri duoc mé ta theo sang
ché 1am giam hodc 1am thuyén gidm su tién trién, mic d6 ning va/hodc thoi gian c6
rdi loan hodc bénh duoc mé ta theo sang ché. Theo cac phuong an cu thé hon nita,
céc phuong phép diéu tri dugc mod ta theo sang ché 1am giam mét hodc nhiéu triéu
ching cia rdi loan hodic bénh duge mé ta theo sang ché.

Theo mot phuong én cu thé, phuong phép diéu tri r6i loan hodc bénh dugc
mo ta theo sang ché, c6 thé thu duoc it nhit mot, hai, ba, bdn hodc nhiéu hon bdn
tac dung dudi day nho viée st dung luong c6 hiéu qua diéu tri cta khang thé hoic
manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé dugc mo ta theo sang ché:
(i) lam gidm hodc lam thuyén giam muc dd ndng cua rdi loan hodc bénh vi/hoiic
mot hozic nhiéu tridu chimg c6 lién quan t6i no; (i) lam giam khoang thoi gian c6
mot hodic nhidu triéu ching lién quan dén rdi loan hodc bénh; (iii) ngan ngla sy tai
phat caa r6i loan hodc bénh; (iv) su suy gidm cua 161 loan hodc bénh va/hoic mot
hodic nhiéu triéu chimg c6 lién quan téi n6; (v) lam gidm s6 14n nhép vién cua ddi
twong; (vi) lam giam khoang thoi gian diéu tri & bénh vién; (vii) lam ting thoi gian
séng cua dbi tuong; (viil) uc ché sy tién trién cua 161 loan hodc bénh va/hoic mot
hodc nhiéu triéu chimg c6 lién quan téi nd; (ix) ning cao hodc cai thién hiéu qua
diéu tri cta lidu phéap khac; (x) lam gidm hoic loai trur rdi loan hodc bénh; (xi) lam
giam ty 1€ tir vong; (xii) [am giam ty 1€ phai vao vién; (xiii) ngdn ngira sy phat trién
hodc khoi phéat cia mot hodc nhiéu triéu ching lién quan dén rdi loan hodc bénh
nay.

Theo mot phuwong an, “phong nglra” hodc “viéc phong ngura” rdi loan hoic
bénh dé chi sy tc ché hoan toan hodc mot phén su khéi phat hodc phat trién cia rbi
loan hoac bénh nay.

Theo mot phuwong an cu thé, bénh hodc rbi loan dugc diéu tri b%mg cac
phuong phap dugc mo ta theo sang ché 1a bénh vay nén. N6i chung, cac t& bao
lympho T di dugc thira nhén 1a dong vai tro then chdt trong sinh bénh hoc cua bénh
vay nén. Theo mot phuong 4n cu thé, phuong phap diéu tri bénh vay nén bao gdm
budc cho dbi tuong cin diéu tri st dung lugng c6 hidu qua didu tri cta khang thé
hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé dugc md ta theo sang

ché. Theo mot phwong 4n cu thé khic, phuong phdp lam thuyén giam hoic phong
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ngira mot hodc nhiéu triéu chimg ctia bénh vay nén bao gdm buéc cho dbi tuong
can diéu tri str dung luong c¢6 hiéu qua didu tri khang thé hodc manh gén két khang
nguyén c6 ngudn gde tir khang thé duge mo ta theo sang ché. Triéu ching cta bénh
vay nén bao gém, nhung khéng chi gi6i han &, cac vét man do trén da duge bao
phua béng vay mau bac, cac mén ndi trén da, cac nbt vay nhé trén da, da kho, da bi
né, bao gdm cac mun mu, ngira da, sdn da, méng tay vét gon séng hoic 1dm xudng,
cac khop cung va phdng lén.

Theo phuong an khac, bénh hoac rdi loan duge didu tri theo cac phuong
phap duoc mod ta theo sing ché 14 bénh vay nén thé mang. Bénh vay nén thé mang
hodc bénh vay nén thong thudng 14 dang phd bién nhét cta bénh vay nén va dugc
dic trung bdi cac mang ban do ndi trén da va c6 ranh gidi rd ring dugce bao phit
bing 16p vay mau bac. Cac tén thuong ¢6 xu huéng tip chung nhiéu & bé mit co
dudi cua t& chi, khu vuc thit lung, va da diu. Cac phat hién md bénh hoc twong
g bao gdm su thdm nhidm déng ké ctia té bao viém trén da va biéu bi, su gia ting
sé luong cua cac dng mach bi gifin, va su ting d6 day dang ké ctia biéu bi vé6i su
biét hoa ciia céc té bao keratin bi rdi loan va ching diy simg bi rdi loan. Khoang
mot ph?m ba s& bénh nhan mic bénh vay nén thé mang dugc phén loai 1a méc bénh
& mirc trung binh hodc ning va cic bénh nhan nay can dugc diéu tri khong chi bang
lidu phap tai chd.

Theo mot phwong 4n cu thé, phuong phép didu tri bénh vay nén thé mang
bao gdm budc cho dbi tuong can diéu tri st dung lugng c6 hidu qua diéu tri cta
khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé duge mo ta
theo sang ché. Theo mot phuong 4n cu thé khic, phwong phap lam thuyén giam
hodc phong ngira mét hodc nhiéu triéu chiing ctia bénh vay nén thé mang bao gbm
bude cho dbi tuong cin diéu tri st dung luong c6 hiéu qua didu tri cta khang thé
hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé duge md ta theo sang
ché. Céac triéu chiing cta bénh vay nén thé mang bao gém, nhung khong chi gidi
han &, cac vét man do trén da duogc bao phi bing cac vay mau bac, cac vét man nbi
trén da, cac ndt vay nho trén da, da kho, da bi né, bao g6m cadc mun mu, ngtra da,
sin da, mong tay vét gon song hoic 16m xudng, cac khdp ciing va phong l1én.

Theo phuong 4n khac, rdi loan duge diéu trj theo cdc phuong phip dugc mod
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ta theo sang ché 1a bénh vay nén thé mang man tinh. Theo mét phwong an cu thé,
phuong phép diéu tri bénh vay nén thé mang man tinh bao gdm budc cho dbi tuong
can didu tri st dung luong c6 hidu qua diéu tri cua khang thé hoic manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé dugc mo ta theo sang ché. Theo phuong
an cu thé khac, phuong phap dugc mod ta theo sang ché 1a nhim lam thuyén giam
hodc phong ngira mot hodc nhidu tridu chimg cia bénh vay nén thé mang man tinh
bao gébm budc cho ddi twong cin diéu tri st dung lugng c6 hidu qua didu tri cia
khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc mod ta
theo sang ché. Céc triéu chimg ctia bénh viy nén thé mang man tinh bao gom,
nhung khong chi gidi han ¢, mot hodc nhidu vét man do6 nbi 1én trén da, tir c& dong
xu dén c& 16n, & phan bét ky ctia co thé bao gdbm, nhung khong chi giéi han &, dau
gdi, khuyu tay, ving thit lung, da diu, va méng.

Theo phuong 4n khac, rdi loan dugc diéu trj theo cac phuong phép duge mod
ta theo sang ché 12 bénh vay nén 16m dém. Theo phwong 4an cu thé khac, phuong
phap diéu tri bénh vay nén 16m ddm bao gbm budc cho ddi twong cin didu tri str
dung lugng c6 hiéu qua didu tri ctia khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbc tir khang thé dugc md ta theo sang ché. Theo phuong 4n cu thé khac,
phuong phap phong nglra hodc lam thuyén gidm mdot hodc nhiéu triéu chimg cta
bénh vay nén 16m dém bao gdm budc cho d6i tuong can didu tri stt dung luong c6
hiéu qua diéu tri ctia khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn goc tir
khang thé duoc mod ta theo sang ché. Cac triéu ching ctia bénh vay nén 16m ddém
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cdc mang ban do6 hinh giot nudc xép nhu vay
trén, sau d6 1a nhiém khudn, nhu bénh nhiém cAu khuén & hong.

Theo phuong an khac, bénh hodc rdi loan dugc didu tri theo cac phuong
phép dugc mo ta theo sang ché 12 bénh vay nén ngugc. Theo mot phurong 4n cu thé,
phuong phép diéu tri bénh vay nén nguoc (con duge goi 1a bénh vy nén him va
bénh vay nén udn bong tréc) bao gdm budc cho ddi tugng cin didu tri sir dung
lrong c6 hi€u qua didu tri cta khang thé hoic méanh gin két khang nguyén c6
ngudn gde tir khang thé dwgc mo ta theo séng ché. Theo mdt phuong 4n cu thé
khéc, phuong phap phong ngtra hodc lam thuyén giam mot hodc nhiéu tridu ching

cua bénh vay nén ngugc bao gom budc cho doi tugng can di€u tri st dung luong c6
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hiéu qua diéu trji ctia khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir
khang thé duoc mo ta theo sang ché. Cac triéu chimg cta bénh vay nén nguogc bao
gdm, nhung khong chi gi6i han 0, cac viung da thuong 4m bi dé va tdy, khong
gidng vay lién quan dén bénh vay nén thé mang, & mot hodc nhiéu bd phan co thé
sau: nach, hang, dudgi vu, va va cac ph::in da khic xung quanh co quan sinh duc
ngoai va mong.

Theo phuong an khéc,bénh_hoacréiloan dugc diéu tri theo céc phuong
phap duoc md ta theo sang ché 1a bénh vay nén mun mu. Theo mét phuong 4n cu
th8, phuong phép diéu tri bénh vay nén mun mu bao gdm buéc cho dbi twong can
didu tri st dung luong c6 hiéu qua didu tri ctia khang thé hodc manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gde tir khang thé dugc mo ta theo sang ché. Theo phuong 4n cu
thé khac, phuong phap dugc md ta theo sang ché 14 dé phong ngira hogc 1am thuyén
gidm mot hodc nhiéu triéu ching ctuia bénh vay nén mun ma bao gém budce cho ddi
tugng can didu tri sit dung luong c6 hiéu qua didu tri cua khang thé hoic manh gin
két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc md ta theo sang ché. Cac tridu
chimg cta bénh vay nén mun mu bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, céc chd
phéngr@pchﬁadﬁyrnﬁrnékhécnhmlvékkmihuécvé\dtﬂ,nhungphﬁnlénlaé
trén tay va chan.

Theo phuong an khédc, bénh hodc rbi loan dugc diéu tri theo cac phuong
ph@gduqcrnététheoséngchélébénhvéyrén(kidétoanthén.Theorn@tphuong
an cu thé, phuong phap diéu tri bénh vay nén da dé toan than bao gdm bude cho
d6i tuong can diéu tri str dung luong c6 hi¢u qua didu tri cia khang thé hodc manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé duoc mé ta theo sang ché. Theo
phuong 4n cu thé khac, phuong phip duoc md ta theo sang ché 12 dé phong ngira
hodc lam thuyén gidm mot hodc nhidu triéu chung ciia bénh vay nén da dé toan
than bao gbm budc cho dbi twong cin didu trj st dung lugng c6 hidu qua diéu tri
ctia khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc
mo ta theo sang ché. Céc tridu chiing ctia bénh vay nén da d6 toan than bao gdm,
nhung khong chi gi6i han &, da néi mau do nhu Iira, lan rong va theo thoi ky va su
bong tréc vay dang tdm hon 12 dang manh nhé. Da ndi d6 va bong tréc, thudng

kém theo ngtra va dau dit doi, ting nhip tim, va nhiét d co thé thay ddi bt thuong.
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Theo phuong 4n khéac, bénh hodc rbi loan dugc diéu tri theo céc phuong
phap duoc mb ta theo sang ché 13 bénh viém da khép dang thp. Theo mot phuong
an cu thé, phuong phap diéu tri bénh viém da khép dang thip bao gdm budc cho
d6i twong cn didu tri sir dung luong c6 hiéu qua diéu trj ciia khang thé hodc manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé dugc mo ta theo sang ché. Theo
phuong 4an cu thé khac, phuong phap dugc mod ta theo sang ché 1a d& phong ngira
hodc didu tri mot hodc nhiéu tridu chung cia bénh viém da khép dang thép bao
gbdm budce cho dbi tugng cin didu tri sir dung luong c6 hiéu qua diéu tri cia khang
thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc mé ta theo
sang ché. Céc triéu chimg ctia bénh viém da khép dang thip bao gdm, nhung khong
chi gigi han &, mét mai, méat cam giac thém an, sbt nhe, hach bi sung, thé trang yéu,
dau khép nbi cd tay, khuyu tay, vai, hong, diu gbi, mit ca chan, ngén chan, quai
ham, tay, chan, cidc ngén tay, va/hodc cb, kho ctr dong vao budi séng, dau nguc khi
hit thd (viém mang phdi), néng mét, nglra, va chidy mu, budu nhé duéi da, té, cam
giac kim cham, hodc néng tay hodc chén.

Theo phuong an khac, bénh hodc r6i loan dugc diu tri theo céc phuong
phap dugc mb ta theo sang ché 1a bénh Crohn. Theo mot phuong 4n cu thé, phuong
phap diéu tri bénh Crohn bao gdm buéc cho dbi twong can diéu tri st dung luong
¢6 hiéu qua didu trj cta khang thé hodc méanh gin két khang nguyén c6 ngudn goc
tir khang thé dugc mo ta theo sang ché. Theo phuong 4n cu thé khac, phuong phap
duge mo ta theo sang ché 1a dé phong ngira hodc 1am thuyén giam mot hodc nhidu
tridu chung cta bénh Crohn bao gém budc cho dbi tuong can diéu tri st dung
luong c6 hidu qua didu tri ctia khang thé hodc manh gin két khang nguyén co
ngudn gbc tir khang thé duge mb ta theo séng ché. Cac tridu ching ciia bénh Crohn
bao gém, nhung khéng chi gi¢i han &, dau bung mém (ving bung), sdt, mét méi,
méit cam gidc thém in, di ngoai c6 cam gidc dau (dau mot), dai ding, tiéu chay
nudc, sut cin, tdo bon, viém mét, o (thuong la xung quanh khu vuc tryc trang, co6
thé dan dén ra mu, nudc nhéy, hodc phéan), dau cac khép, sung gan, loét miéng,
chay mau truc trang va phan dinh méu, cdc chd sung hodc dau (loét) trén da, va
sung loi.

Theo phuong 4n khac, bénh hoic réi loan dugc diéu tri theo cic phuong
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phép duge mb ta theo sang ché 1 bénh viém dét sdng dang thip. Theo mot phuong
an cu thé, phwong phép diéu tri bénh viém dbt séng dang thip bao gdm budc cho
ddi tugng can diéu tri st dung luong c6 hi¢u qua diéu trj cia khang thé hodc manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé dugc mo ta theo sang ché. Theo
phuong 4n cu thé khac, phuong phap 1am thuyén giam hodc phong ngira mdt hoic
nhidu tridu chiing ctia bénh viém dbt séng dang thip bao gdm buéc cho ddi twong
can diéu tri st dung luong c¢6 hiéu qua diéu tri cia khang thé hodc manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc md ta theo sang ché. Cac triéu
ching cia bénh viém dét sdng dang thip bao gdm, nhung khéng chi gi6i han 6,
thuong xuyén thdy dau va cing & phan lung dudi va mong, gy, va/hodc cb; va
thiy dau va mém & ving trai rong tir xuong vai, xwong sudn, hong, dui va t6i got
chan; viém mit (viém méng mit va viém mang mach nho), giy ra d6 mit, dau mit,
gidm thi luc, cac vét mo dyc trude mit va sg anh sang; méi mét; va budn ndn.

Theo phuong 4n khéc, bénh hodc réi loan duge diéu tri theo cac phuwong
phép dugc mo ta theo sang ché 1a bénh tiéu dudong. Theo mdt phuong 4n cu thé,
phuong phap didu tri bénh tidu dudong bao gdm bude cho dbi twong can didu tri sir
dung lugng c6 hiéu qua diéu trj ctia khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbc tir khang thé dugc md ta theo sang ché. Theo phuong 4n cu thé khac,
phuong phéap lam thuyén gidm hodc phong ngira mot hodc nhiéu tridu chimg cia
bénh tiéu dudng bao gdm budc cho d6i tugng can diéu tri st dung lugng c6 hidu
qua didu tri ctia khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang
thé dugc mé ta theo sang ché. Cac triéu ching cia bénh tiéu duong bao gbm,
nhung khong chi gidi han &, sut cin, di tiéu nhiéu (di tiéu thudng xuyén), hay khat
nuée (con khat gia ting), an nhiéu (con déi gia ting), bénh tim mach, bénh vdng
mac do tiéu duong, bénh than kinh do tiéu duong, tinh trang ting thdm thau khong
nhidm keton, va bénh nhi&m axit keton do tiéu duong.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbc tir khang thé duge md ta theo sing ché duge sir dung cho bénh nhan da
duoc diéu tri trude do, hodc hién dang duge diéu tri béng mot hodc nhiéu liéu phép
khac.

Theo cac phwong an cu thé, khang thé hoic manh gin két khang nguyén co
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ngudn gde tir khang thé dugc mé ta theo sang ché dugce st dung cho bénh nhan da
duge didu tri trude do, hodc hién dang duogc diéu tri béng mot hodc nhiéu liéu phéap
khac. Theo cac phuong 4n cu thé khac, khang thé hodc méanh gin két khang nguyén
c¢6 ngudn gde tir khang thé dugc mo ta theo sang ché dugc st dung cho bénh nhéan
bi nghi ng¢ 1a ¢6 su khang thudc hodc khé didu tri béng liéu phap khang viém.

Theo mdt sb khia canh, sang ché mo ta phuong phép tiéu diét cac té bao T &
ddi tugng can didu tri, trong do phuong phap niy bao gdm budc cho dbi turong néu
trén stir dung lugng hitu hiéu cua khang thé hoic manh gin két khang nguyén cé
ngudn gdc tir khang thé dugc mo ta theo sang ché. Theo mot sé khia canh, sang ché
md ta phuong phap gy chét theo chuong trinh ctia té bao T hoat hoa & ddi tugng
can didu tri, trong d6 phuong phap nay bao gdbm budc cho dbi twong néu trén sir
dung lwong hitu hiéu cta khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc
tir khang thé dugc mo ta theo sang ché.

Theo mdt sb phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbc tir khang thé duoc mo ta theo sang ché hoic duge phdm chira ching co
thé dugc sir dung theo phuong phap thich hop bit ky cho dbi twong can diéu tri.
Céc vi du khong lam gi6i han vé cac phuong phap st dung bao gdm tiém truyén
qua dudng tinh mach, tiém dudi da hodc cdy dudi da, phan phéi qua dudng trong
co, trong ndi tuy mac, trong mang bung, trong truc trang, trong dm dao, trong mili,
trong da day, trong khi quéan, hoic trong phdi va/hodc phuong phap khac bit ky dé
cung cdp cho co thé da mo ta & day hodc da biét trong linh vuc nay. Theo mdt
phuong 4n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang thé
hodc dugc phidm chtra chung duge st dung qua dudong toan than (vi dy, ngoai
duong tidu hod) cho dbi tuong cin didu tri. Theo mot phuong an khéc, khang thé
hoac duoc phém chtta né dugc st dung khu tru (vi dy, trong khéi u) cho dbi tuong
can diéu tri. Mdi lidu c6 thé co hodc co thé khong dugc st dung qua mot dudng st
dung giéng nhau. Theo mét sé phuong 4n, khang thé hoic manh gin két khing
nguyén c¢6 ngudn gbe tir khang thé duge mo ta theo sang ché c6 thé duge sir dung
qua nhiéu duong sir dung dong thoi hodc 1dn lugt véi cac lidu khac cua khang thé
gidng nhau hoic khac nhau duoc mo ta & day.

Khi bénh hodc tri€u chirng cua nd, can dugce diéu tri, viéc sir dung khang the
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hoic manh gin két khdng nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé thuong dugc thuc
hién sau khi bénh hodc cac tri¢u chiing ctia n6 khaoi phat. Khi triéu ching cia bénh
can duoc phong ngira, viée st dung khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbe tir khang thé thuong duoc thue hién trude khi tridu chimg ctia bénh khoi
phat.

Liéu dung va tin suit st dung khang thé hoic manh gin két khang nguyén
c¢6 ngudn gde tir khang thé duge mo ta theo sang ché hoic duoc phdm chira ching
duoc st dung theo céc phuwong phap phong ngira va/hodc didu tri trong khi lam
giam dén murc t6i thidu céc tac dung phu. Liéu ding chinh x4c ciia khang thé hoic
manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé dugc mb ta theo sang ché
dé str dung cho d6i tuong cu thé hodc duoc pham chura ching ¢6 thé dugc x4c dinh
b&i béc si thuc hanh, dua vao céc yéu té lién quan dén dbi tuong can diéu tri. Cac
yéu td ¢6 thé duge tinh dén bao gém muc dd nang caa tinh trang bénh, strc khoé
téng thé cua dbi tuong, do tudi, va thé trong cua dbi tugng, ché do an uéng, thoi
gian va tAn suét st dung, (céac) su phéi hop v6i céac chét hoic dugc chat diéu tri
khéc, sy man cam véi thube, va kha ning dung nap/dap tng véi liéu phap. Liéu
ding va tan suét str dung ctia khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn
gbc tir khang thé duge md ta theo sng ché hodc duge phim chira ching c6 thé
dugc didu chinh theo thoi gian dé tao ra muc du cta khang thé hodc manh gin két
khéng nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé, hodc dé duy tri hidu qua mong mudn.

Liéu chinh xac dé st dung trong ché pham ciing s& phu thudc vao dudng st
dung, va mic do nang cla rdi loan hodc bénh viém, va can phai dugc quyét dinh
theo theo danh gia cua bac si thuc hanh va tuy theo tinh trang cia mdi bénh nhan.

Céac liéu hitu hiéu c6 thé duge ngoai suy tir dudng cong déap ung lidu thu
duoc in vitro hodc tir cac hé thu nghiém trén mo hinh dong vét.

Theo mét phuong 4n, lidu ding ctia khing thé hodc manh gin két khang
nguyén co ngudn gbe tr khing thé duge md ta theo sang ché dugc sir dung cho
bénh nhan dé phong ngira va/hodc diéu tri bénh hogc rdi loan dwgc mé ta & day
thudong nam trong khoang tir 0,001 mg/kg dén 100 mg/kg thé trong ciia bénh nhan.
Theo phuong 4n khac, lidu dung thich hop cia khang thé hoic manh gén két khang

nguyén c6 nguodn goc tir khang thé 1a lugng c6 hiéu qua di€u tri dé phong ngua
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va/hodc diéu tri bénh hoic rdi loan dugc md ta & day thuong nam trong khoang tr
0,01 mg/kg dén 100 mg/kg thé trong bénh nhén.

Theo cac phuong 4n cu thé, “luong hiru hiéu” ctia khang thé hodc manh gin
két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé duge mé ta & diy dé chi luong khang
thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc mo ta & day
1a da dé dat dugc it nhat mot, hai, ba, bén hodc nhiéu hon trong sb cac hiéu qua sau
day: (i) lam giam hodc thuyén giam mirc d6 ning ctia bénh hodc rdi loan dugc mo
ta & day va/hodc mot hodc nhidu triéu chung c6 lién quan t&i no; (ii) lam gidm thoi
gian c6 mot hodc nhiéu triéu ch ing lién quan dén r6i loan hodc bénh dugc mé ta &
day; (iii) phong ngtra su tai phat cua bénh hodc rdi loan; (iv) sy suy giam ctia bénh
hoic r6i loan va/hoic mot hoidc nhidu triéu ching ¢6 lién quan t6i né; (v) 1am gidm
s& 1an didu tri & bénh vién cua ddi tuong; (vi) 1am gidm tbng thoi gian didu tri &
bénh vién; (vii) lam ting thoi gian séng ctia dbi twong; (viii) tre ché su tién trién
bénh hoac rbi loan va/hoic mdt hodc nhiéu triéu chiing ¢6 li€n quan téi no; (ix)
ning cao hoic cai thién hiéu qua diéu tri cta liéu phép khéc; (x) lam gidm hodc loai
trlr bénh hodc réi loan; (xi) lam giam ty 1é tr vong; (xii) 1am giam ty 1€ phai diéu tri
& bénh vién; (xiii) phong ngua su phat trién hodc khai phét cia mdt hodc nhiéu
triéu chung lién quan dén bénh hodc rdi loan; va (xiv) nang cao chét lugng cude
séng nhu duge danh gia bang cic phuong phap da biét trong linh vuc nay, vi dy,
bang cac cau héi danh gia. Theo mot s6 phuong an, khi dugc sir dung trong ban md
ta ndy, “lugng hitu hidu” dé chi luong khang thé dugc mo ta theo sang ché dé thu
duge két qua cu thé duge néu trong phan mo ta chi tiét séng ché néu trén. Theo mot
s6 phwong 4n nhét dinh, lugng hiru hiéu cia khéng thé hodc manh gin két khang
nguyén c¢6 ngudn gde tir khang thé nim trong khoang tir 0,01mg dén 1000mg.

Theo mot s phuong an, lidu duy nhét ctia khang thé hodc manh gin két
khang nguyén c¢6 ngudn gde tir khang thé dugc mo ta theo séng ché duoc sir dung
mot hodc nhiéu 1an cho bénh nhan dé phong ngtra va/hodc diéu tri rdi loan hoic
bénh dugc mo ta & day.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbc tir khang thé, hodc dugc pham chira ching dugc sir dung cho d6i twong

theo cac phuong phap phong ngtra va/hodce diéu tri roi loan hodc bénh duoc néu ¢
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day theo céac chu ky, trong d6 khing thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn
gbc tir khang thé, hoic duoc phim dugc sir dung trong mot khoang thoi gian, sau
d6 1a khoang thoi gian nghi (nghia 1a khang thé hodc méanh gin két khang nguyén
¢6 ngudn gde tir khang thé, hodc dugc phim khdng dugc st dung trong mot khoang
thoi gian).

Khang thé hoic manh gin két khang nguyén cé ngudn gdc tir khang thé
dugc dé xuét & day c6 thé duge stir dung trude, ddng thoi, hodc sau khi sir dung mot
hodc nhidu liéu phap bd sung (vi du, cac chit) dé sir dung trong viéc phong ngira
vi/hoic diéu tri r6i loan hodic bénh duoc md ta & day. Viéc str dung thuat ngit “két
hop” khong gidi han thr tu ma khiang thé hodc manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbc tir khang thé va mot hoic nhidu chét diéu tri bd sung duoc sir dung cho
d6i tugng. Theo cac phuong 4n cu thé, céc lidu phap nay c6 thé duogc st dung lién
tuc hodc theo tirng dot.

Theo phuong 4n cu thé khac, khang thé hoic manh gén két khang nguyén c6
ngudn gdc tir khang thé dugc mo ta & day dugce st dung két hop véi lugng ctia lidu
phap khac (vi du nhu, chit khang viém) dé phong ngira va/hodc didu tri bénh hodc
rbi loan duge md ta & day. Theo mot phuong an cu thé, cac liéu phap két hop nay
¢6 tac dung hiép dong. Theo cic phuong an khéc, su két hop nay c6 tac dung bd
sung.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6
ngudn gde tir khang thé va chat diéu tri bd sung cho phép sir dung cac lidu ding
thip hon (vi du, cac lidu dudi muc toi vu) cua khang thé hodc manh gin két khang
nguyén c6 ngudn gdc tir khing th va/hodc liéu phap bd sung vi/hodc tan sudt sir
dung it hon cta khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gde tir khang
thé ducjc md ta & day hodc liéu phap bd sung cho dbi twong. Theo mdot s6 phuong
4n nhit dinh, kha nang str dung cac lidu dung thip hon cta khang thé hoic manh
gin két khang nguyén c6 ngudn gbe tir khang thé duge mo ta & day va/hodc ligu
phép bd sung va/hoic dé stt dung khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6
ngudn gde tir khang thé, hodc li¢u phép bd sung néu trén véi tan sudt it hon lam
giam doc tinh lién quan dén viée st dung khang thé hodc manh gin két khéng

nguyén c6 ngudn goc tur khang the, hodc liéu phdp bd sung néu trén, tuong ung,

-53-



22561

cho dbi twong ma khong lam giam hiéu qua cta khang thé hodc cta lidu phap bd
sung néu trén, tuong ung, trong vi¢c phong ngtra va/hodc diéu tri r6i loan hoac
bénh duge mo ta & diy. Theo mot sb phuong an, viée st dung khang thé hodc manh
gin két khang nguyén co ngudn gbc tir khang thé duge mo ta & day két hop vdi liéu
phap bd sung lam tang hiéu qua ctia khang thé hodc manh gin két khang nguyén c6
ngudn gbc tir khang thé duoc mo ta theo sang ché va/hodc cua liéu phap bd sung
néu trén trong viéc phong ngra va’hodc diéu tri rbi loan hoic bénh dugc mé ta theo
sang ché. Theo mot s phuong an, viée st dung khang thé hoic manh gin két
khang nguyén c6 ngudn gdoc tir khang thé dugc mo ta theo sang ché va mot hoic
nhiéu liéu phép bd sung tranh duoce hodc lam giam tic dung phu bét loi hodic khong
mong mudn lién quan dén viée st dung liéu phdp riéng ré bat ky.

Theo mot phuong an cu thé, dbi tugng dugc cho st dung khing thé hoic
ménh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé dugc mé ta & day la dong
vat (vi du, d6i twong la khi mit ché hoic ngudi). Theo mdt phuong 4n duge wu tién,
ddi twong duogc cho sir dung khing thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn
gbc tir khang thé duge mo ta & diy 1a nguoi. Theo mot phuong én cu thé, dbi twong
duoc cho sir dung khing thé hodc manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir

khéang thé ¢6 mot hodc nhiéu tri¢u chiig ctia bénh hodc roi loan duge mo ta & day.

Céc phuong phép trén co so té bio

Sang ché dé xuat phuong phap giy hoic lam ting su chét theo chuong trinh
ctia té bao bidu hién PSGL-1 bao gdm budc cho té bao nay tiép xuc véi lwgng hitu
hiéu cta khang thé dugc mo ta ¢ diy. Theo mot phuong an, t€ bao nay 1a té bao
mién dich. Theo phuong 4n cu {hé, & bao nay la té bao T. Theo mdt phuong an cu
thé hon, t& bao nay 1a té bao T duogc hoat hod. Cc phwong phép phat hién su chét
theo chuong trinh ctia té bao da dugc mo ta trong linh vic ndy va cé thé dugc tién
hanh mot cach d& dang bai ngudi ¢ hiu biét trung binh trong linh vuc nay. Theo
cac phuong an cu thé, phuong phép gy ra hodc 1am ting su chét theo chuong trinh
cta t& bao T duoc hoat hoa bidu hién PSGL-1 bao gdm budc cho cic té bao nay
tiép xtc v6i lwgng hitu hiéu ctia khing thé duge mo ta & ddy, trong d6 luong hitu

hidu 1a lugng da dé gay ra hodc lam tiang su chét theo chuong trinh cta té bao nhu
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dugc danh gid bang cic phuong phap di biét véi ngudi cé hiu biét trung binh
trong linh vuc nay.

Sang ché dé xuit phuong phap lam giam hodc e ché su séng cia cac té bao
biéu hién PSGL-1 bao gdm budc cho té bao nay tiép xuc véi luong hitu hidu cta
khang thé duge mo ta & ddy. Theo mot phuong an, té bao nay 1a t& bao mién dich.
Theo mdt phuong an cu thé, t& bao nay 1a t& bao T. Theo mot phuong 4n cu thé
hon, té bao nay la té bao T duoc hoat hoa. Céc thir nghiém vé su séng cta té bao da
dugc md ta trong linh vuc nay va co thé duoc thuc hién mot cach dé dang boi
ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc ndy. Vi du, kha ning séng cua té bao
c6 thé dugc danh gid biang cich str dung thude nhudm mau xanh trypan hoic céc
chét danh du su chét cua té bao khéc (vi dy, nhudm mau bing Anexin-5) hodc cac
chit danh d4u kha ning sdng cua té bao (vi du, propidi iot hodc loai trir 7-AAD) da
biét trong linh vuc ndy. Theo céc phuong an cu thé, phuong phap lam giam hogc tGc
ché su séng cta té bao T duoc hoat hod biéu hién PSGL-1 bao gdm bude cho céc té
bao nay tiép xuc voi luong hitu hi¢u ctia khing thé dugc mé ta & day, trong do
lwong hitu hidu nay lam giam hodic tc ché sy sdng ciia cac té bao nay nhu dugc
danh gia bang cac phuong phap da biét voi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay (vi du, thir nghiém loai trir pham mau xanh trypan hodc propidi iot hoic

loai trir 7-AAD).

Kit

Sang ché dé xudt goi hodc kit duge pham bao gdbm mot hodc nhidu dd chira
dugc nap mot hodc nhiéu thanh ph§n cua duogc phém dugc mo t& theo sang ché,
nhu khang thé hodc manh gin két khdng nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé duoc
dé xuét & day. Tuy v, lién quan dén (cic) dd chira nhur vay c6 thé ¢ chu thich dugc
thé hién theo quy dinh bdi co quan nha nuéc quan ly viéc san xuét, str dung hoic
ban cac san pham duoc hodc san phim sinh hoc, chi thich nay cho thdy co quan
néu trén da chip thudn cho viéc san xuit, st dung hodc ban san phidm nay dé su
dung cho nguoi.

Theo mot phuong an cu thé, sing ché dé xuit kit bao gdm dd chia thi nhét

chira khang thé hodc manh gin két khang nguyén ¢ ngudn gbc tir khang thé dugc
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md ta theo sang ché. Theo mot phuong an cu thé, kit bao gdm dd chira thtt nhét 1a
lo chtra khang thé hodc méanh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé néu
trén & dang bot vo khuin dugce déng kho nhanh trong chin khong, va kit nay con ¢
thém d6 chira thir hai ma chira chét long duoc dung.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché d& xuét dung cu tiém chtra khang thé
hodc manh gan két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé duge mé ta theo sang
ché. Theo mdt phuong én cu thé, dung cu tiém nay chira khang thé trong dung dich
v6 khuan. Theo mot phuong 4n cu thé, dung cu tiém duoc dé xuit theo sang ché 1a
bom tiém.

Sang ché cling dé& xuét kit c6 thé dwoc st dung trong cac phuong phap néu
trén. Theo mot phuong 4n, kit chira khang thé hodc manh gén két khang nguyén co
ngudn goc tir khang thé duge mo ta theo sang ché, t6t hon 1a khang thé dugc tinh
ché, trong mot hodc nhiéu dd chira. Theo mot phuong an cu thé, kit duoc md ta
theo sang ché chira PSGL-1 gin nhu dugc phan lap lam déi chimng. Theo mot
phuong an cu thé khac, cac kit dwoc mé ta theo sang ché con chia khang thé déi
ching khéng phan tng v6i PSGL-1. Theo phuong 4n cu thé khéc, cac kit duge md
ta theo sang ché chira mot hodc nhiéu thanh phin dé phat hién sy gin két cua khang
thé hodc manh gan két khang nguyén c6 ngudn gbc tir khang thé v6i PSGL-1 (vi
du, khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gdc tir khang thé co thé
dugc lién hop véi co chit phat hién duge nhu hop chit phat huynh quang, co cht
enzym, hop chit ¢ hoat tinh phong xa hodc hop chét phéat quang, hodc khang thé
thr hai nhan biét khang thé hoic manh gin két khang nguyén c6 ngudn gbc tir
khang thé c6 thé duoc lién hop véi co chit c6 thé phat hién). Theo cic phuong an
cu thé, kit nay c6 thé bao gdm PSGL-1 dugc tao ra bang phuwong phap téi to hop
hodc dugc tdng hop bang phuong phap hoa hoc. PSGL-1 dugc dé xudt trong kit
ndy ciing c6 thé duge gan vao nén dang ran. Theo mot phuong an cu thé hon, cac
phuong tién phat hién cua kit dugc mo té trén day bao gbém nén dang rin ma PSGL-
1 duge gin vao d6. Kit nhu vy ciing c6 thé bao gém khang thé khang khéng thé
cta ngudi duoc danh ddu bang chét chi thi khéng duoc gin kém. Theo phuong 4n
ndy, su gin két cia khang thé hodc manh gin két khang nguyén cé ngudn gde tir

khang thé v6i PSGL-1 ¢6 thé dugc phat hién bang su gin két cua khang thé duoc
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danh du bang chét chi thi néu trén.

Vi du thue hién sang ché
Céc vi du trong phin nay (vi du, phin md ta chi tiét sang ché) duoc dua ra

nham muc dich minh hoa ma khong lam giéi han pham vi ctia sang ché.

Vi du 1: Tao ra khing thé don dong khang PSGL-1

Khéng thé h15A7 chira ving chudi nhe bién déi va ving chudi ning bién dbi
15A7 dugc lam gidng nhu cta ngudi duge mo ta trong Cong bd don quéc té s6 WO
2005/110475, cong bd ngay 24/11/2005, tai liéu ndy duoc dua vao ddy dé tham
khao toan bo ndi dung ctia n6. Khang thé h15A7 1a khang thé isotyp IgG4 ¢6 chudi

% > Pro*® dugc dua vao ving ban 1& cia h15A7

nhe kiéu kappa. Dot bién Ser
bang phuong phap PCR sir dung cic doan mdi dot bién gen. Thé dot bién & ving
ban 1& ciia h15A7 tao thanh duge goi & day 1a 15SA7H. Trinh tu protein con lai clia
15A7H la giéng voi h15A7. Trinh tu axit amin cta 15A7H dugc thé hién trén
Fig.7A va Fig.7B va dugc thé hién trong SEQ ID NO 1 va 2. Khang thé ma hoa cac
trinh tu gen cta chudi ning va chudi nhe dugc dua vao vecto biéu hién cua té bao
c¢6 nhén dién hinh thu duge tir vecto pAD-CMV1 (dugc md ta trong Bing doc
quyén sang ché chau Au sb EP 393 438).

15A7H duoc tao ra bang cach sir dung cac phuong phap da biét trong linh
vue ndy. Tom lai, cac vecto biéu hién tai t6 hop ngoai ma hoa chudi ning va chudi
nhe ctia 15A7H con md hoa lan luot cic chit danh du chon loc dihydrofolat
reductaza (DHFR) va neomyxin phosphotransferaza, cic vecto nay duogc dong
chuyén nhiém vao huyén phil dugc thich ing véi té bao cha CHO-DG44. Sy chon
loc céc té bao da chuyén nhidm én dinh dién ra trong hai ngay sau khi chuyén
nhiém trong moi truong chon loc khong chtra hypoxanthin/thymidin va bd sung
chét khang sinh G418. Khi cac t& bao duoc thu hoi tir sy chon loc ban dau, su
khuéch dai gen trén co s& DHFR dugc tao ra bing cach bd sung methotrexat. Bing
cach ling pht don bao, dong té bao san sinh ra khang thé don dong bang cach st
dung té Ba‘lo chi CHO-DG44 duoc phat trién dbi voi khang thé 15A7H. Pé tao ra

khang thé 15A7H, cac té bao dugc cdy mé rong dé ding 1am nguyén liéu cdy vao
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binh phan tmg sinh hoc dé san xuét. Binh phan tng sinh hoc dé san xuét nay duogc
nudi ciy theo mé trong khoang thoi gian tir 8 dén 14 ngay. Dé hd tro cho viée tao ra
khang thé va kéo dai thoi ky nudi cy té bao, moi truong bd sung chét dinh dudng
dugc cho thém vao trong giai doan san xuét nay. Canh thang ciia moi trudng nudi
cdy té bao duoc thu hoach bing cach ly tdm va loc theo kidu vuong goc dé loai bo
mot cach hiéu quété bao, thu duogc dich nu@icéy khong chira t& bao (Cell free
culture fluid: CCF) dé tiép tuc tinh ché san phdm. Sau khi loai b6 té bao trong qua
trinh thu hoach, protein dugc tinh ché bang phuong phép séc ky 4i luc protein A va
phuong phép sic ky trao dbi anion va cation. Ngoai ra, c6 hai budc 1am sach virut
chinh, budc 1am bat hoat virut & do pH thép va budce loc nano dé loai bé virut dugc
thuc hién.

Do tinh khiét cia 15A7H duge xac dinh bang phuong phéap dién di trén gel
mao quan. Cac mau duoc lam bién tinh bing SDS (natri dodexyl sulphat) va duoc
tach theo kich thuéc trong mao quan duoc nap chit dém dang gel c6 tic dung lam
moi treong sang. Trong cac mau duoc kht, cac lién két disulfua dugc khir béng 2-
mercaptoetanol, ddn dén su tach cac dinh cta chudi ning va chudi nhe ctia khang
thé. Trong cac miu khong dugc khir, iodoaxetamit, chat alkyl héa dugc thém vao
dé tranh sy phan manh bit ky gy ra béi viéc chuin bi mau va dé dam béo ring
dinh IgG chinh van khong bi anh huéng.

Cac mau dugc bom bing phuong phap dién dong hoc va cac protein di
chuyén duoc phét hién bang sy hp thu tia UV & budc séng 200 nm bang cach sir
dung thiét bi phat hién UV. Pbi v6i cac mau duge khi, ty 18 phﬁn tram dién tich
duoc hiéu chinh theo thoi gian (Time corrected area percents: TCA %) cua tong
chudi ning va chudi nhe (% LC+HC) dugc théng bao. Gia tri bao céo duge ddi véi
cac mau khong duoc khtr 1a gia tri TCA theo ty 1€ % ctia dinh IgG chinh.

Luong thap hon cia céc phan tir nira khéng thé dugc phat hién bing phuong
phap dién di trén gel mao quan (Capillary gel electrophoresis: CGE) khong duoc
khtr. (Fig.1) cho thdy rang su dot bién Ser*”® > Pro*® lam giam dang ké sy tao ra
lien két disulfua nodi chudi trong ving ban 1&. Lugng céc phan tr nira khang thé
giam di khoang tir 8 dén 10% ddi véi h15A7 xubng con dudi 1% ddi véi 15ATH.

Chéphénlchﬁa15A7PIduocthétﬁ@1Uongbéng6.
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Béang 6: Ché phdm chira 15A7H

‘ Nong do Nong do Téc dung ct
Thanh phan & 8 ac dung f;ua
[mmol/1] [g/1] thanh phan
Natri xitric dihydrat Thanh phan
. 9,1 2,676 ,
C6H5Na307 X2 HZO chat déll’l
. Chat tao dang
Natri clorua 150 8,766
truong
Polysorbat 80 0.2 Chét 6n dinh
Axit xitric monohydrat Thanh phan
0,9 0,189 .
Ce¢HgO; x H,O chat dém
Thanh phén c6
15A7H 0,267 40
hoat tinh
. Thém WFI cho du
Nudc dung dé tiém (Water for ,
o ---- dung tich cu6i la Dung moi
injection: WFI) 101
,0

Do pH ctia ché phim nay 12 6,0.

Vi du 2: Su gan két ctia cac khang thé 15A7H trén té bao T cta ngudi so cip duoc
hoat hoa
15A7H dugc thtr nghiém vé su gén két trong cac té bao T CD4+ clia ngudi

duoc hoat héa so cép.

Nguyén li¢u va phuong phép

Moi trudong nudi céy té bao va su hoat hoa té bao T: Céc té bao T CD4" cua
mau ngoai vi duoc nudi cdy & nhiét d6 37°C véi ndng do 1x10° trong mai trudong
RPMI diy di va dugce kich thich trong 2 ngay biang cach cho thém 20ug/ml PHA-L
(Sigma, Catalog#1.2769). Céc té bao dugc U trong tir bén dén nim ngay nita & nhiét
d6 37°C v6i 20ng/ml IL-2 (R&D systems, Catalog #RD202-IL) dé tao ra “cac té
bao T CD4+ duoc hoat hoa ™.

Thir nghiém gin két té bao: Cac té bao T CD4" ctia nguoi di hoat hoa duge
dém va dan mong véi mat do 1x10° t& bao/ 100ul dung dich dém FACS trong dia
nudi cdy c¢6 96 18 va ddy hinh chit V (Falcon BD, Catalog # 353263) va duogc 1 trén
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nude da trong 30 phut.

Khéng thé isotyp IgG4 khang lysozym, khang thé h15A7 va 15A7H duoc
pha loang dén ndng d6 90ug/ml trong dung dich dém FACS trong dia pha lodng
day tron (Falcon, Catalog # 353077). Diéu ché mudi mot ché phdm mau khang thé
duoc pha lodng ba 1in dbi v6i mdi khang thé cho qua dia voi ndng do ban dau la
30ug/ml.

C;’lc mau ban sao t& bao dugc tao vién va tai tao hdn dich trong 100ul CUe
mdi dung dich chura khang thé néu trén voéi ndng dd ban dau 1a 30pg/ml. Cac té bao
duoc U trén nudc déa trong 60 phut. Cac té bao duge tao vién va rira bang dung dich
dém rira sau khi bd sung 100pl khang thé tiép hop R-PE khang Ig clia nguoi cla
khéang thé F(ab)2 cua dé thir cip dugc pha lodng. Khang thé tiép hop R-PE khang
Ig ciia ngudi ciia khang thé F(ab)2 cta dé tht cdp (BD Biosciences, Catalog #
554655; dung dich gbc & ndng do 1,05mg/ml) da duoc pha lodng trude do bang
dung dich dém FACS véi ty 1€ 1:800, cac té bao nay duge U trén nudc d4 trong 30
phtt trong bong t6i, sau d6 duge tao vién va rira hai l1an bang dung dich dém rira.
Cac té bao duoc tai tao hdn dich trong 150ul dung dich dém rira va duoc ¢b dinh
bang cach cho thém 50ul dung dich dém ¢d dinh cytofix/Cytoperm BD (BD
Biosciences, Catalog# 554655).

Céac mau dugc phan tich trén thiét bi phan tich sinh hoc BD FACS Array.
Bing cach st dung thiét bj dém té bao theo dong BD FACS Array, thu dugc
khoang 5000 sy kién cho mdi mau té bao c6 cdng “té bao lympho” dugc thiét 1ap
theo SSC, FSC va su phat huynh quang trung binh dugc x4c dinh d6i véi mdi mau.

Phan tich dit liéu: Ai luc gén két cua khang thé IgG4, h15A7, 15ATH khang
lysozym v&i cac té bao T CD4+ hoat hoa dugc xdc dinh bing cach v& do thi ndng
d6 khang thé theo chi s6 phat huynh quang trung binh (Mean fluorescence index:
MFI) déi véi mdi ban sao miu bang céch st dung XLfit (md hinh: mot vi tri dap
@mg lidu, 205). Cac gia tri EC50 dugc xac dinh dbi véi m&i dudng cong gan két.
Két qua:

Su gén két voi té bao T cua nguoi duge hoat hoé:ﬁBéng cach st dung
phuong phap dém té bao theo dong, su gin két ctia 15A7H véi céc té bao T CD4+
ctia ngudi hoat hoa dugc xac dinh. Fig.2 cho thdy rang 15A7H da dugc gin két voi
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gia tri EC50 1a 0,22 nM.

S6 lidu vé su gin két tap hop tir nhidu ngudi cho cho thdy rang 15A7H da
gin két voi cac té bao T CD4+ hoat hod v6i gid tri EC50 trung binh 1a 0,22+/-0,02.
Céc gid tri EC50 tir 4 ngudi cho duge sir dung dé tinh gid tri trung binh +/-SEM.
Khang thé h15A7 duoc thir nghiém trong clng cac diéu kién va gin két voi cac té
bao T CD4+ dugc hoat hod véi gia tri EC50 trung binh 1a 0,27+/-0,05. Do do,
15A7H va h15A7 d4 cho thdy mirc d6 gin két twong duong véi cac té bao T duge

hoat hoa (xem bang 7).
Bang 7: thir nghiém su gén két v6i cac té bao T CD4+ duoge hoat hoa.
EC50 (nM) Gié tri trung binh +/- SEM
15SATH 0,22 +/- 0,02
h15A7 0,27 +/- 0,05

Vi du 3: Hoat tinh in-vivo ciia 15A7H & nguoi
md hinh chudt qua mén cam kiéu cham trans-vivo
15A7H dugc thir nghiém trong md hinh qua min cam kiéu cham trans- vivo
(delayed-type hypersensitivity: DTH) & chudt cai gibng C57BL/6. Cac liéu cia
khang thé 15A7H bang 0,03, 0,10, 0,3, 1 va 10 mg/kg trong dung dich dém ctia ché
pham dugc st dung qua dudng trong & mang bung. Khéang thé h15A7 duoc thi

nghiém trong cung diéu kién.

Nguyén liéu va phuong phap

Thir nghiém Trans Vivo: Chudt céi giéng C57BL/6 dugc mua tr Harlan
Sprague Dawley, Inc. (Indianapolis, An Do) tir 6 dén 8 tudn tudi va duoc str dung
trong vong bdn tudn ké tir khi mua vé. T4t ca cac con chudt nay duoc nhdt trong
mdi truong khong chira mam bénh, va dugc diéu tri theo huéng dan cia NIH. Tat
cé cac thir nghiém trén dong vét dugc xem xét va phé chuin boi Uy ban sir dung va
chim so6c dong vat (Institutional Animal Care va Use Committee: IJACUC) va dugc
tién hanh tun theo huéng din ctia NIH, "Guiding Principles for Research
Involving Animals va Human Beings".

MAu méu duoc 14y bang cach choc tinh mach ctia ngudi cho binh thuong da

duoc biét 1a ngudi dap tng tdt d6i voi bénh udn van. 100ml méau toan phﬁn dugc
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hut vao cac dng Vacutainer CPT (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) va ly tim
o luc ly tém biéu kién 1a 1800 (Round centrifugal force: RCF) trong 30 phut. Lép
dém chira cac t& bao don nhén do va tiéu cdu duge tach, rira ba 1an, va duoc tai tao
hén dich trong nudc mubi dém phosphat (PBS) va duge dém. Mirc d6 tap chét tiéu
cau duoc lam giam dén muec téi thiéu bang cch rira nhiéu 1an bang PBS. Ty 18 gitta
cac tiéu ciu va PBMC khong dugc 16n hon 1:1. Cac té bao nay duoc tiém ngay vao
gan ban chan chudt.

Giai doc t6 udn van hip phu nhém sulphat (TT-Tetguard) duoc st dung véi
ndng d6 0,25 Lf cho mdi vi tri tiém (don vi Lf 1a gi4 tri két bong, luong giai doc t6
ma khi dugc tron véi mot don vi quéc té cua khéng doc t§ s& tao ra mot hdn hop
két bong tbi uu).

7-10 X10° PBMC duoc tron véi 0,25 don vi Lf cia TT trong téng thé tich
50pl, duogc tiém vao gan ban chéan sau cia chudt. Do day gan ban chin duoc xac
dinh trude khi tiém va sau khi tiém 24 gid, bang cach str dung dung cu do do day
kidu quay (Mitutoyo, Aurora, IL). Liy gié tri 0 day sau khi tiém 24 gio trur di gid
tri d6 day trude khi tiém dé thu duge mire do thay ddi do day chan. Tét ca céc gia
tri dugc tinh theo inso (2,54mm).

Thir nghiém khang thé 15A7H va h15A7: 15A7H va h15A7 (10mg/ml)
duoc hoa tan trong chit din thudc chtra 25mM natri xitric va 115mM natri clorua
v6i 0,04% Tween 80, dd pH = 5,97. Chudt dugce tiém qua dudng trong mang bung
0,2ml chit din thudc hoic 15A7H hoic h15A7 véi lidu 0,03, 0,1, 0,3, 1, va
10mg/kg, mot gio trude khi chudt duge ti€ém vao gan ban chan PBMC c6 hodc
khong c6 TT. M&i lidu khang thé 15A7H va h15A7 dugc thir nghiém vé ndng do té
bao PBMC tir bbn ngudi cho khac nhau va st dung mot chudt cho mdi 1an diéu tri
cta mot nguoi cho. Cac nhom dugc didu tri bang khang thé 15A7H va h15A7 dugc
50 sanh véi nhém duoc didu tri bing chit dn thude.

Céc sb lidu thdng ké: TAt ca céac gia tri dugc thong bdo dudi dang gia tri
trung binh + SEM trir khi dugc chi rd theo cich khéac. Su thay ddi do day gan ban
chan ctia nhom duge didu tri béng duogc chét dugc so sanh véi nhom duoc diéu tri
bing chit dan thubc. D9 day ban chan theo delta tir 4 thir nghiém clia nguoi cho

riéng biét dugc cong gdp va tinh gié tri trung binh = SEM. Ty 1€ phén trim mirc do
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e ché do day ctia chan dugc tinh nhu sau: 100 X (A d6 day changs qzn thuse - A dO
day chlngyge char) / (A d0 day changps gin huée — A d0 day chanppyc). Mie ¢6 ¥ nghia
ctia hiéu qua e ché duoc thir nghiém bang cach sit dung phuong phép phan tich
phuong sai mot chiéu (ANOVA) Kruskal-Wallis theo day. Gi4 tri p nhé hon 0,05
duoc cho 1a ¢ ¥ nghia théng ke.

Nong dd 15A7H va h15A7 trong huyét twong cta chudt C57BL/6: Chudt cai
gidng C57BL/6 duge tiém 15A7H va h15A7 qua dudng trong mang bung véi lidu
0,03, 0,1, 0,3, 1, va 10mg/kg. Nong d6 15A7H va h15A7 trong huyét twong duoc
xé4c dinh & thoi diém 24 gio sau khi tiém. Cac miu huyét tuong duoc thu thap tir
dong vat thir nghiém DTH trans-vivo vao lac két thic thir nghiém. Tién hanh phan
tich sinh hoc ddi véi tit ca cac mau nay.

Nghién ciru duoc dong hoc di kém véi 15A7H: Chudt céi gidng CS7BL/6 di
kém da dugce cho st dung 15A7H qua duong trong mang bung (véi cung mirc lidu
nhu trén ddy) duoc st dung dé thu thap dit liéu chi tiét hon vé néng dd cua 15A7H
trong huyét twong. Cac con chudt nay khong duoc diéu tri baing PBMC ciia nguoi
hodc giai doc td udn van. Cac thoi diém 14y mau ddi véi cac chudt "PK" nay 1a 1, 3,
5, va 24 gio sau khi chudt dugce cho st dung khang thé. Mbi nhém chudt PK sir
dung liéu gém 6 con. Trong mdi nhém st dung lidu, nhém phu gdm 3 con chudt
duoc str dung dé 14y miu & thoi diém 1 gid va 5 gio, va nhém phu con lai gbm 3
chudt dugce st dung dé 1y mau & thoi diém 3 gio va 24 gio.

Phan tich sinh hoc di v6i h15A7 va 15A7H: Thir nghiém ELISA kiéu banh
mi kep chd duoc st dung dé dinh lvong ndng d6 h15A7 hoic 15A7H trong huyét
tuwong cta chudt. Tom lai, cac dia vi chuin c6 96 15 da phti PSGL-1 dugc st dung
dé gin két voi h15A7 hodc 15A7H trong céc mau huyét tuong da duoc pha lodng.
Sau khi f&a, h15A7 hoic 15A7H da gén két dugc phat hién bing khang thé khang
IgG, cta nguoi don dong dugc danh déu béng biotin va enzym streptavidin dugc
danh ddu bing (HRP). Luong san pham c6 mau dugc tao ra trong qué trinh phan
ing voi co chit duge x4c dinh bing phuong phap tric quang va ting Ién cing véi
su ting nong do ctia h15A7 hodc 15A7TH trong mAu nay. Nong dd h15A7 hoic
15A7H tuong Gng véi sy hép thu quang do x4c dinh dugc dugce tinh bang cach 1am

khop duong cong cua chét chudn khong tuyén tinh. Khoang hiéu chinh cic mau
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nam trong khoang tir 0,04 dén 1,2ng/ml. C4c miu dugc pha lodng theo ty 18 it nht
la 1:100. Do d9, gi¢i han dudi cta sy dinh lugng h15A7 hodc 15A7H trong huyét
tuong toan phan 1a 4 ng/ml. Bing cach sir dung cac hé sé pha loang cao hon, gidi
han cta su dinh luong cé thé gia tang 1én téi 2,4 mg/ml (1:2000000).

Do su khac biét nho vé kha nang phan tmg cta nguyén liéu tham chiéu cta
h15A7 va 15A7H trong thir nghiém ELISA, hai dudng cong hiéu chinh va hai tap
hop méu déi chimg chit lugng duge sir dung. Cac miu ldy tir cac dong vat duoc
diéu tri bang h15A7 dwogc phan tich theo duong cong hi€u chinh ciia h15A7, va cac
mau l4y tir cac con dong vét duge didu tri bing 15A7H dugce phén tich theo duong

cong hi¢u chinh cta 15A7H.

Két qua

DTH trans vivo: Fig.3 thé hién mic d6 dap ung lidu dugce cong gop cua
khang thé 15A7H trong md hinh DTH #rans vivo trong PBMC ctia 4 ngudi cho nhu
dugc thé hién bang ty 16 % muc d6 ciia DTH sau khi diéu tri bang 15A7H. Khi
chudt duoc str dung khang thé qua dudng trong mang bung & thoi diém 1 gio, véi
lidu 0,03, 0,1, 0,3, 1, va 10 mg/kg, ca h15A7 va 15A7H déu e ché DTH trans vivo
theo cach phu thudc liéu . Bang 8 cho thdy muc do dap tng liéu va ty 1 phan tram
Gc ché DTH trans-vivo ctia 15A7H va h15A7. Mot lidu duy nhit 15A7H hoic
h15A7 bing 0,3mg/kg va cao hon, cho thdy su @rc ché c6 v nghia dbi véi DTH
trans vivo. Gia tri EDs, d6i v6i h15A7 va 15A7H trong thtr nghi€ém nay lan luot 1a
0,09 va 0,1 mg/kg, n = 4 nguoi cho.

Béang 8: Mirc d6 dap tng lidu va mirc d6 e ché theo ty 18 % DTH trans-vivo

Delta (inso) Gié tri trung binh SEM n
PBMC 0,0005 0,0000 4
Chét dan thude 0,0090 0,0010 4
h15A7
0,0061 0,0007 4
0,03mg/kg
h15A7
0,0047 0,0008 4
0,1mg/kg
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h15A7
0,0033 0,0006
0,3mg/kg
h15A7
0,0018 0,0003
Img/kg
h15A7
0,0009 0,0001
10 mg/kg
15A7H
0,0060 0,0007
0,03mg/kg
15A7H
0,0049 0,0006
0,Img/kg
15A7TH
0,0040 0,0010
0,3mg/kg
15ATH
0,0024 0,0006
mg/kg
15ATH
0,0012 0,0004
10 mg/kg
Mirc d6 trc ché
theo ty 1€ %
Chét dan thuoc 0,00 0,00
h15A7
33,31 6,67
0,03mg/kg
h15A7
51,02 2,52
0,Img/kg
h15A7
67,83 4,26
0,3mg/kg
h15A7
85,14 3,17
lmg/kg
h15A7
95,43 1,41
10mg/kg
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15A7H
35,56 3,25 4
0,03mg/kg
15ATH
47,95 2,88 4
0,Img/kg
15A7TH
61,20 5,62 4
0,3mg/kg
15ATH
79,15 5,19 4
Img/kg
15A7TH
91,32 4,94 4
10mg/kg

Néng d6 ctia cac hop chét trong huyét twong: Noéng dd 15A7H trong huyét
twong ddi v6i ca chudt PK va chudt DTH duge tom tit trén hinh Fig.5. Fig.4 thé
hién cac ndng do cong gop sau 24 gior ctia 15A7H trong huyét twong duge vé do thi
theo ty 1& % e ché DTH. Cn luu ¥ ring cac ndng do trung binh & thoi diém 24 gio
sau khi str dung khang thé ddi v6i chudt PK va chuét DTH & mic lidu lwong da cho
1a rt gidng nhau. Diu nay goi y ring mic du chudt PK va chudét DTH duoc diéu
tri khac nhau (chi chuét DTH duoc didu tri bang PBMC va giai doc t6 udn vén),
dugc déng hoc ciia 15A7H trong hai truong hop nay rat gidng nhau. Nong do cua
ca h15A7 va 15A7H trong huyét tuong chi thay ddi trong khoang kha hep trong
qua trinh nghién ctru (cac gid tri ndng d6 x4c dinh gitra thoi diém 1 gid va 24 gio
sau khi str dung lidu).

PK-PD (Dugc dong hoc-duge luc hoc): Bang 9 va bang 10 thé hién néng do
ctia cac khang thé h15A7 va 15A7H trong huyét twong sau hai muoi bon gio (PK)
va ty 18 phan tram wc ché DTH trans- vivo tuong tung (PD) & clung liéu. Fig.4 thé
hién két qua so sanh mdi quan hé gitta PK-PD cua 15A7H trong md hinh DTH
trans- vivo. EDsy d8i v6i h15A7 va 15A7H tinh dugc tuwong Gng 1a 687 va 770

ng/ml, n = 4 nguoi cho.
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Bang 9: Mbi quan hé PK-PD trong mo hinh DTH trans- vivo

(A) Duoc dong hoc (PK) ng/ml

Liéu h15A7
Gi4 tri trung binh | SEM
mg/kg, dung qua duong trong mang bung

0,03 111 12 4
0,1 618 64 4
0,3 2320 172 4

1 9355 642 4
10 67668 23686 4

(B) Dugc luc hoc (PD) ty 1€ % tic ché

Liéu h15A7
Gi4 tri rung binh | SEM
mg/kg, dung qua dudng trong mang bung.

0,03 33 7 4
0,1 51 3 4
0,3 68 4 4
1 85 3 4
10 95 1 4

Bang 10: Mdi quan hé PK-PD trong mé hinh DTH trans- vivo.

(A) Dugc dong hoc (PK) ng/ml
Liéu lugng 15A7H Gia tri M
mg/kg, dung qua duong trong mang bung | trung binh
0,03 228 20 4
0,1 708 79 4
0,3 1968 228 4
1 6163 469 4
10 54725 13612 4
(B) Duoc luc hoc (PD) ty 16 % tic ché
Liéu luong 15A7H Gié tri SEM
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mg/kg, dung & mang bung trung binh
0,03 36 3 4
0,1 48 3 4
0,3 61 6 4
1 79 5 4
10 91 5 4

Két luan

Mot liéu duy nhét cia 15A7H hodc h15A7 bing 0,3mg/kg va cao hon, cho
thdy ty 1¢ phan tram mtrc d6 we ché c6 ¥ nghia cia DTH trans vivo. EDs, dbi v6i
h15A7 va 15A7H trong thtr nghiém DTH trans-vivo 1an luot 13 0,09 va 0,1 mg/kg.
Céc ndng do trong huyét twong ctia ca h15A7 va 15A7H chi thay dbi trong khoang

kha hep trong qua trinh nghién ctru.

Vi du 4: Danh gi4 hoat tinh gy doc té bao phu thude bd thé (CDC)

V6i nd luc nham xac dinh xem liéu 15A7H c6 hoat tinh giy doc té€ bao phu
thudc bd thé (Complement-Dependent Cytotoxicity: CDC) hay khong, cac thir
nghiém giai phong lactat dehydrogenaza duoc sir dung dé xac dinh hoat tinh CDC

¢ nhiéu nong dd khac nhau.

Nguyén liéu va phuong phép

Céc té bao Ramos (thu duoc tr ATCC; cat# CRL-1596) duoc dung lam cac
té bao dich va dugc nudi ciy trong moi truong DMEM hoan toan (Invitrogen,
Carlsbad, CA; Catalog ) 11995) chtra 0,5 mg/ml Genticin (Invitrogen, Carlsbad,
CA; Catalog s6 10131). Bb thé cua thé duoc st dung 1am ngudn protein bd thé
(Accurate Chemical &Scientific Corp., Westbury, NY; catalog s6: AIC4000-1).
Méi truong gy ddc té bao Cedarlane (Cedarlance Cytotoxicity medium: Accurate
Chemicai &Scientific Corp., Westbury, NY; Catalog Number: CL95100) duoc su
dung lam moi truong thir nghiém.

Hoat tinh CDC duoc x4c dinh theo sy giai phong LDH cua céac té bao dich,
bang cach st dung kit phat hién ddc tinh té bao (Cytotoxicity Detection Kit"™"V®
(LDH) cua Roche Applied Science, Indianapolis, IN; Catalog sb: 04 744 934 001).
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Khang thé cta chudt khang CD20 cua ngudi dugce tinh ché tir t& bao lai 1F5
(ATCC, Birmingham, AL; Catalog s6: 6140-01) duoc st dung dé hoat hoa bd thé
lam khang thé dbi ching dwong trong thr nghiém nay. IgG4 « cla nguoi (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO; Catalog s6: [4639) duoc st dung duge st dung lam ddi
ching isotyp. Cac miu va mau ddi chimg dugc thiét 1ap nhu sau (tit ca cac mau
déu c6 ban sao):

o Céc miu: 100pl bd thé ctia thé chuén (dugc pha lodng biang méi truong thi
nghiém theo ty 1& 1:6) + 50l té bao dich (cac t& bao Ramos trong moi truong
thir nghiém) + 501 dung dich pha lodng khang thé

. Dai ching co s&: 200u] méi truong thir nghiém.

. Déi ching giai phong tdi da: 50l té bao dich + 100ul bd thé cua tho chuin +
50ul moi truong thir nghiém.

. Déi chung giai phong tu nhién: 501 té bao dich + 100ul b thé cia thd chuén
+ 50ul moi trudong thir nghiém.

Pia duge 0 & nhiét d6 37°C trong may G 4m va giau CO, trong 3 gio. 30
trude khi két thiic @ (sau 2,5 gio ), 10ul dung dich phan gii (c6 trong kit phat hién
doc tinh té bao (Cytotoxicity Detection Kit)) dwoc cho thém vao miu dbi ching
giai phéng tdi da. Khi két thiic 0, dia nay dugc ly tdm véi van téc 200g trong 10
phut & nhiét do trong phong, va 100ul dich ndi bé mat khong chtra té bao dugc
chuyén vao céc 16 tvong tmg cla dia c6 96 16 dang day phing dé phat hién LDH.
100u! hdn hop phan tng (co trong Kit phat hién doc tinh t& bao) dugce cho thém
vao mdi 16 va dia nay dugc u & nhiét do trong phong trong thoi gian tir 15 dén 30
phat trong bong t6i. Khi két thic 1an i thi hai, phan tng duoc lam ngimg bang
cach bd sung 50pl dung dich lam ngling phan tng (c6 trong Kit phat hién ddc tinh
té bao). Hé sb hip thu duoc xac dinh & bude séng nim trong khoang tir 490 dén
492nm trong diu doc dia SpectraMAX Plus (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
Ty 1& % CDC duoc tinh nhu sau: ([khang thé tao ra su giai phong] — [khéng thé ddi
ching giai phéng tu nhién])/ ([su giai phong tbi da] — [khang thé dbi ching giai
phéng tu nhién]) x 100%.

Két qua

Hoat tinh CDC cta 15A7H dugc thir nghi€m trong cac diéu kién duoc tdi wu
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hoa d6i véi mie do dap tng voi CDC cua khéng thé khang CD20 véi céc té bao
Ramos. Nhu duge thé hién trén Fig.6 va trong bang 11, cac nong dd khac nhau cta
cac khang thé v6i dung dich pha lodng bd thé duge cé dinh theo ti 1& 1:12 duoc thir
nghiém vé hoat tinh CDC. Khong phat hién dugc hoat tinh cia CDC dbi voi
I5ATH, h15A7 hodc ddi ching am IgG4. Khang thé cua chudt khang CD20 cua
ngudi cho thdy c¢6 dap tng lidu véi khang thé r3 rang.

Bang 11: Ty 1¢ phan trdm hoat tinh CDC ctia 15A7H & céc ndng dd khac nhau

. ] khéang thé cua
Nong do khang the
h15A7 IgG4 Kappa chuot khang I5A7H
(pg/ml)
CD20
5 1,54 -0,87 na -0,45
0,5 4,25 0,50 68,26 -0,15
0,05 0,84 3,22 59,60 -2,59
0,005 2,08 3,29 31,42 -1,37
0,0005 na na 6,77 na
Két luan

Khéng thé 15A7H khong c6 hoat tinh CDC cho t6i ndng d6 5 pg/ml & ty 18

pha loang bd tro 1:12 trong cac thir nghiém duoc tién hanh véi céc té bao Ramos.

Vidu 5: Nghién ctru 1am sang

Céc ddi tugng duoc cho sir dung khang thé 15A7H qua duong trong tinh
mach véi cac lidu don ting dan 125 pg/kg, 500 pg/kg, 1000 pg/kg va 2000 ng/kg
va cac ddi tuong khac duge cho sir dung qua dudng dudi da véi lidu 500 pg/kg va
1000 pg/kg. Viée sir dung lidu dugc lam thich Gng. Khang thé 15A7H dugc tai tao
hén dich trong ché phim dugc mé ta trong bang 6 dwoc st dung. Sau khi st dung,
cac thir nghiém 1dm sang trong phong thir nghiém (vi dy, huyét hoc, phén tich nudc
tiéu va phan tich héa hoc 1am sang) dugc thuc hién, vi du trén co s& hang tudn,
bang cach sir dung cac phwong phép da biét trong linh vuc nay. Cac thong sb duogc
dong hoc cling duge xac dinh, vi dy, trén co s& hang tuln, béng cach st dung cac

phuong phép da biét trong linh vuc nay.
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T4t ca cac tai liéu cong bd, Bing doc quyén sang ché, va cong bd don dang
ky sang ché trich dn trong ban md ta nay dugc dua vao day dé tham khao toan bd
ndi dung cua ching véi pham vi gidng nhu mai tai liéu cdng bd hoic don dang ky
sang ché duoc chi ra cu thé va riéng biét 1a dugce dua vao dé tham khao. Mic du
sang ché' da duogc mé ta chi tiét theo cach minh hoa va vi du nham hiéu o hon vé
sang ché, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, véi cac k§ thuat dugc
boc 10 trong sang ché, s& biét rd ring mot sb thay ddi va cai bién nhét dinh co thé

dugc tao ra ma khong nam ngoai pham vi cua céc diém yéu cau bao ho dudi day.
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YEU CAU BAO HO

I. Khang thé don dong gin két dic hiéu mién dich véi phdi tr P-selectin
glycoprotein 1 (P-selectin glycoprotein ligand-1: PSGL-1) ctia ngudi, trong do
khang thé nay chia:

(i) ving chudi nhe bién dbi (“variable light: VL) chtra trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 3;

(ii) chudi niang chtra viing chudi ning bién doi (“variable heavy: VH”) chira trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; va

(iii) ving 6n dinh IgG4 ctia ngudi ¢ sy thay thé axit amin Serin thanh Prolin &

axit amin 228 ctia chudi ning duge danh sb theo chi sé EU.

2. Khang thé don dong gin két ddc hiéu mién dich v6i PSGL-1 cua ngudi, trong do
khang thé nay chua:
(i) chudi nhe chtra trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; va

(ii) chudi nang chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

3. Khang thé don dong gan két dic hiéu mién dich v6i PSGL-1 ciia nguoi, trong d6
khang thé nay chua:
(i) chudi ning bao gém trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; va

(il) chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

4. Khang thé don dong gan két ddc hidu mién dich v6i PSGL-1 cuia ngudi, trong d6
khéng thé nay chua:
(i) chudi nang chtra ving chudi VH ¢6 chira ving CDR1 néu trong SEQ ID NO:
8, ving CDR2 néu trong SEQ ID NO: 9, va ving CDR3 néu trong SEQ ID NO:
10;
(ii) chudi nhe chira viing chudi VL c6 chira ving CDR1 néu trong SEQ ID NO:
5, ving CDR2 néu trong SEQ ID NO: 6, va vung CDR3 néu trong SEQ ID NO:
7, va

(iii) ving 6n dinh chudi ning IgG4 clia ngudi c6 su thay thé axit amin Serin
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thanh Prolin ¢ axit amin 228 ctia chudi ning dugce danh sé theo chi sé EU.

5. Khang thé don dong theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong do
khang thé nay duoc tinh ché.

6. Dugc pham chira khang thé don dong theo diém bit ky trong sé cac didm tur 1

dén 5 va chat mang duoc dung.
7. Dugc pham theo diém 6, trong d6 khang thé don dong duoc tinh ché.

8. Kit bao gdm dd chtra thir nhét chtra khang thé don dong theo diém bét ky trong sb

cac diém tur 1 dén 5.

9. Dung cu tiém chira khang thé don dong theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1

dén 5.
10. Dung cu tiém theo diém 9, trong d6 dung cu tiém nay la bom tiém.
11. Duoc phém dé diéu tri r6i loan viém hodc bénh md ghép chéng tac chu hoac
tinh trang thai bd mo ghép, trong d6 dugc phdm nay chira lugng hitu hiéu c6 tac

dung diéu tri ctia khang thé don dong theo diém bat ky trong sd cac diém tur 1

dén 5 hoidc duoc phém theo diém 6 hoic 7.
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A. Chubinang
Ny « X R
{(vUng bién ddi) FR1 CDR1 FR2
1 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS [SFGMHWVRQA PGKGLEWVA[Y|
CDR2 FR3
51 [INGGSSTIFY ANAVKGRFTI SRDNAKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCARYA|
CDR3 FR4 H
101 [SYGGGAMDYji GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK
151 DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT
(Vung ban &)
201  YTCNVDHKPS NTKVDKRV [ES KYGPPCPPCP A |PEFLGGPSV FLFPPKPKDT
(Viing 4n dinh)
251 LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQFNSTY
301 RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT
351 LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
}
401 DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK
B. Chudinhe
{ FR1 (vlng bién dbi) CDR1 FR2
1 DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HNDGNTYFEW YQQKPGKAPK
CDR2 FR3 CDR3
51 LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTHFTLTI SSLQPEDFAT YYC[FQGSYVE|
FR4 H
101 [LTFGOGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
(viing 6n dinh)
151  VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QODSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
}
201  VTHQGLSSPV TKSFNRGEC

FIG. 7A — 7B
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DANH MUC TRINH TV

<1108> AbGenomics Cooperatief U.A.
BASSARAB, Stefan
ENENKEL, Barbara
GARIDEL, Patrick
SCHOTT, Heidrun
SINGH, Sanjaya
LITZENBURGER, Tobias

<120> KHANG THE KHANG PHOI TU P-SELECTIN GLYCOPROTEIN 1,
KIT VA DUQGC PHAM CHUA KHANG THE NAY

<130> AB871.70004W000

<140> N/A
<141> 2012-06-11

<150> US 61/496249
<151> 2011-06-13

<160> 21
<170> FastSEQ cho Windows phién ban 4.0

<210> 1

<211> 219

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin chudi nhe 15A7H

<400> 1
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Asn
20 25 30
Asp Gly Asn Thr Tyr Phe Glu Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr His Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser Tyr Val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
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145 150 155 160
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 2
<211> 447
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin chudi nang 15A7H

<400> 2
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Tyr Ile Asn Gly Gly Ser Ser Thr Ile Phe Tyr Ala Asn Ala Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Tyr Ala Ser Tyr Gly Gly Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175
Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190
Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 200 205
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 215 220
Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255
Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 270
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Val
Thr
Val
305
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
385
Asp
Trp

His

Gln
Lys
290
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly
Gln

Asn

<210> 3
<211> 113

<212>

Phe
275
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
355
Gly
Pro
Ser

Glu

His
435

PRT

<213> Trinh

<220>
<223> Trinh

<400> 3

Asp
1
Asp
Asp
Pro
Ser
65
Ser

Ser

Arg

Ile
Arg
Gly
Lys
50

Arg

Ser

Tyr

<210> 4
<211> 120
<212> PRT

Gln
Val
Asn
35

Leu
Phe

Leu

val

Asn
Arg
Val
Ser
Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

420
Tyr

Trp
Glu
Leu
Asn
325
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
405

Asn

Thr

ty nhan

ty axit

Met
Thr
20

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
100

Thr
5
Ile
Tyr
Ile
Gly
Pro

85
Leu

Tyr
Glu
His
310
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

tao

Val
Gln
295
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Asp
280
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
345
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

425
Leu

amin vung chudi

Gln
Thr
Phe
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Ser
Cys
Glu
Lys
55

Gly
Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
40

Val
Ser

Phe

Gly

Ser
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
105

22561

Val
Ser
Leu
Ser
330
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
410

Ser

Ser

nhe

Ser
10
Ser

Gln
Asn
Thr
Thr

90
Gly

Glu
Thr
Asn
315
Ser
Gln
Val
Val
Pro
395
Thr
Val

Leu

Val
Tyr
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
380
Pro
Val
Met

Ser

His
285
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
365
Trp
Val
Asp
His

Leu
445

Asn
Val
Glu
Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Ala
Val
Tyr
Thr
335
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
415
Ala

Lys

bién ddi (VL)15A7H

Leu
Gln
Gln
Arg
His
75

Tyr

Thr

-83-

Ser
Ser
Lys
Phe
60

Phe
Tyr

Lys

Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Val

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Val
15

His
Lys
Val
Thr
Gln

95
Ile

Lys
Ser
Lys
320
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
400
Arg

Leu

Gly
Asn
Ala
Pro
Ile
80

Gly

Lys
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung chudi nang bién déi (VH) 15A7H

<400> 4
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Tyr Ile Asn Gly Gly Ser Ser Thr Ile Phe Tyr Ala Asn Ala Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Tyr Ala Ser Tyr Gly Gly Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung CDR1 VL 15A7H

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

<210> 6

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung CDR2 VL 15A7H

<400> 6
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 7
<211> 9
<212> PRT
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<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung CDR3 VL 15A7H

<400> 7
Phe Gln Gly Ser Tyr Val Pro Leu Thr
1 5

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung CDR1 VH 15A7H

<400> 8
Ser Phe Gly Met His
1 5

<210> 9

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung CDR2 VH 15A7H

<400> 9
Tyr Ile Asn Gly Gly Ser Ser Thr Ile Phe Tyr Ala Asn Ala Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 10
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung CDR3 VH 15A7H

<400> 10
Tyr Ala Ser Tyr Gly Gly Gly Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 11
<211> 412
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai
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<220>
<223> Trinh

<400> 11
Met Pro Leu

1
Ser

Gly
Leu
Asn
65

Thr
Gly
Ser
Thr
Pro
145
Ala
Ala
Thr
Met
Gln
225
Ala
Ala
Ser
Ser
Val
305
Leu
Cys
Pro

Leu

Ser
385

Leu
Pro
Asp
50

Ser
Thr
Ala
Thr
Glu
130
Leu
Gln
Ala
Thr
Glu
210
Thr
Gln
Ala
Met
Ser
290
Asn
Leu
Thr
Val
Pro

370
Lys

Gln
Leu
35

Tyr
Thr
Val
Val
Asp
115
Ala
Ala
Thr
Thr
Ala
195
Ala
Thr
Thr
Met
Glu
275
Val
Tyr
Ala
Val
Arg
355
Asp

Ala

ty axit

Gln
Leu
20

Leu
Asp
Asp
Glu
Thr
100
Ser
Gln
Ala
Thr
Glu
180
Pro
Gln
Ala
Thr
Glu
260
Pro
Thr
Pro
Ile
Val
340
Asn

Gly

Lys

Leu
5

Trp
Ala
Phe
Thr
Pro
85

Glu
Ala
Thr
Thr
Pro
165
Ala
Ala
Thr
Met
Gln
245
Ala
Thr
His
Val
Leu
325
Leu
Tyr
Gly

Ser

amin PSGL-1

Leu Leu
Asp Thr
Arg Asp

Leu Pro
55

Thr Pro

70

Ala Ala

Leu Thr
Ala Met

Thr Gln
135

Glu Ala

150

Leu Ala

Gln Thr
Ala Met

Thr Pro
215

Glu Ala

230

Pro Thr

Leu Ser
Thr Lys

Lys Gly
295

Gly Ala

310

Ile Leu

Ala Val
Ser Pro
Glu Gly

375

Pro Gly
390

Leu
Trp
Arg
40

Glu
Leu
Arg
Thr
Glu
120
Pro
Gln
Ala
Thr
Glu
200
Pro
Gln
Ala
Thr
Arg
280
Ile
Pro
Ala
Arg
Thr
360

Pro

Leu

Leu
Ala
25

Arg
Thr
Thr
Arg
Glu
105
Ile
Val
Thr
Thr
Gln
185
Ala
Ala
Thr
Thr
Glu
265
Gly
Pro
Asp
Leu
Leu
345
Glu

Ser

Thr

22561

ngudi c6 chiéu dai day du

Ile Leu Leu

10
Asp

Gln
Glu
Gly
Ser
90

Leu
Gln
Pro
Thr
Glu
170
Pro
Gln
Ala
Thr
Glu
250
Pro
Leu
Met
His
Val
330
Ser
Met
Ala

Pro

Glu
Ala
Pro
Pro
75

Thr
Ala
Thr
Thr
Arg
155
Ala
Thr
Thr
Met
Ala
235
Ala
Ser
Phe
Ala
Ile
315
Ala
Arg
Val
Thr

Glu
395

-86-

Ala
Thr
Pro
60

Gly
Gly
Asn
Thr
Glu
140
Leu
Gln
Gly
Thr
Glu
220
Pro
Gln
Ala
Ile
Ala
300
Ser
Thr
Lys
Cys
Ala

380
Pro

Gly
Glu
Glu
45

Glu
Thr
Leu
Met
Gln
125
Ala
Thr
Thr
Leu
Ala
205
Ala
Glu
Thr
Thr
Pro
285
Ser
Val
Ile
Gly
Ile
365

Asn

Arg

Pro
Lys
30

Tyr
Met
Pro
Asp
Gly
110
Pro
Gln
Ala
Thr
Glu
190
Pro
Gln
Ala
Thr
Glu
270
Phe
Asn
Lys
Phe
His
350
Ser

Gly

Glu

Gly
15

Ala
Glu
Leu
Glu
Ala
95

Asn
Ala
Thr
Thr
Pro
175
Ala
Ala
Thr
Thr
Pro
255
Ala
Ser
Leu
Gln
Phe
335
Met
Ser

Gly

Asp

Asn
Leu
Tyr
Arg
Ser
80

Gly
Leu
Ala
Thr
Glu
160
Pro
Gln
Ala
Thr
Glu
240
Leu
Leu
Val
Ser
Cys
320
Val
Tyr
Leu

Leu

Arg
400



22561

Glu Gly Asp Asp Leu Thr Leu His Ser Phe Leu Pro
405 410

<210> 12

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin vung ban 1é IgG4

<400> 12
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10

<210> 13

<211> 23

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> FR1 VL 15A7H

<400> 13
Asp Ile Gln Met Thr Glh Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> FR2 VL 15A7H

<400> 14
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 15

<211> 32

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> FR3 VL 15A7H

-87-



22561

<400> 15
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr His Phe Thr
1 5 10 15
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 16
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> FR4 VL 15A7H

<400> 16
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 17
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> FR1 VH 15A7H

<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 18

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> FR2 VH 15A7H

<400> 18
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
1 5 10

<210> 19

<211> 32

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

-88-
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<223> FR3 VH 15A7H

<400> 19
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 20
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> FR4 VH 15A7H

<400> 20
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 21
<211> 13
<212> PRT
<213> Ngudi hién dai

<220>
<223> Trinh tu axit amin vung ban 18 IgG4 kiéu dai

<400> 21
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala
1 5 10

-89-





