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(57) Sang ché dé cap dén cac khang thé don dong c6 kha niang nhan dién CD47, cu thé hon

1a dén khang thé CD47 ma khong gy ra muc ngung két dang ké cua té bao. Sang ché ciing

dé cap dén dugc pham chira khang thé nay hodc doan c6 hoat tinh mién dich cua né. Cac

khang thé nay 1a hitu hi¢u dé diéu tri bénh.
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Linh vye kj thuit dwge dé cap

Sang ché d& cap dén khang thd don dong c6 kha ning nhén dién CD47, cy thé hon
1 t6i khang thé CD47 khong gy ra mirc ngung két dang ké dbi véi té bao hdng cau cla
nguoi, téi phuong phép san xudt cac khang thé nay va cc khang thé don dong nay dé dung

1am chét trj lidu.
Tinh trang k§ thuat ciia sing ché

CD47, ciing dugc biét dén 1a protein lién quan dén integrin (integrin-associated
protein -IAP), khang nguyén ung thu budng trimg OA3, khéang nguyén lién quan dén Rh va
MERS, 14 thy thé xuyén mang nhiéu 14n thudc siéu ho globulin mién dich. Sw biéu hién cua
CD47 va/hoic hoat tinh cia CD47 lién quan dén nhidu bénh va ching rdi loan. Do 6, vin
can c¢6 nhu cdu vé phuong phép diéu tri bénh hudng dich 1a CDA47.

Babic va ddng tac gia st dung khang thé khang-CD47 (mIAP301) d& nghién ctru
vai trd ctia CD47 trong su két tip cia cac té bao Ba/F3 biéu hién SHPS-1 (The Journal of
Immunology, 2000, 164:3652-3658). Majeti va ddng tac gia boc 16 mot sb khang thé
khang-CD47 (Cell, 2009, 138:286-299). Chao va ddng tac gia nghién ciu vai trd cua
khang th8 khang-CDA47 trong didu tri bach cdu nguyén bao lympho cép tinh & nguoi
(Cancer Res. 2011, 71:1374-1384).

Bén chit ky thuat ciia sang ché

Séang ché d& xut khang thé don dong phan 1ap dugc hoic doan c6 hoat tinh mién
dich cta nd lién Kkét voi CD47 nguodi, trong d6 khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich
ctia n6 lién két véi epitop khong lién tuc trén CD47, trong d6 epitop khong lién tuc nay
chtra cac gbc axit amin Y37, K39, K41, K43, G44, R45, D46, D51, H90, N93, E97, T99,
E104, va E106 ciia CD47 khi duge danh sb theo SEQ ID NO: 147, va trong d6 khang thé
hodc doan ¢6 hoat tinh mién dich ciia né ngén nglra CD47 khoi viéc twong tic véi protein
diéu hoa tin hiéu o (signal-regulatory-protein o - SIRPo) va khong giy ra mirc ngﬁng Kkét

dang ké cac té bao sau khi ding.
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Theo mot s6 phuong 4n cia sang ché, khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich

clia nd 12 khang thé kham hodc dugc 1am giéng nhu ctia ngudi.

Theo mot sé phuwong 4n ciia sang ché, khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich

ctia n6 thic dy su thuc bao té bao biéu hién CD47 gay ra béi dai thuc bao.

Theo mot s6 phuong 4n cia sang ché, khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich
ctia n6 1a isotyp IgG dugc chon tir nhém gdm isotyp IgGl, isotyp IgG2, isotyp IgG3, va
isotyp I1gG4.

Theo mdt s§ phuwong 4n cua sang ché, khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich

cua né 13 isotyp IgG dugc chon tir IgG4P va IgG4PE.

Theo mot s phuong 4n ciia sang ché, khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich
cta né chua:

() trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh ty VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 72,
trinh tv VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh ty VL. CDR2 duogc néu trong SEQ ID NO: 71, va
trinh tu VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55;

(i)  trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh ty VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh ty VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tw VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55;

(iii)  trinh ty VH CDRI dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 67,
trinh tu VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 69, va
trinh ty VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55;

(iv)  trinh tv VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,



™)

(vi)

(vii)

(vii)

(ix)
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trinh ty VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL. CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tuy VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL. CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL. CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL. CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
triﬁh tu VH CDRI1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tv VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL. CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh tw VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tv VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:

52,
67,
70, va
55;
50,
51,
52,
68,
54, va
55;
50,
72,
52,
68,
54, va
55;
50,
72,
52,
68,
71, va
55;
50,
76,
52,
68,
54, va
55;
50,
76,
52,
68,
71, va

55
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(x)  trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tu VH CDR3 duogc néu trong SEQ ID NO: 77,
trinh ty VL CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh ty VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55;
(xi)  trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 57,
trinh ty VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tu VL CDR1 duge néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh ty VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh ty VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55;
(xii) trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 60,
trinh tw VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 33,
trinh tu VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tv VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 55;
(xiii) trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 61,
trinh ty VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tv VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 33,
trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh ty VL CDR3 duge néu trong SEQ ID NO: 55; hodc
(xiv) trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 62,
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tv VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh ty VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh ty VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 55.

Theo mdt s phuong 4n cia sang ché, khang thé hogic doan cé hoat tinh mién dich
cua nd chuira:

1) trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO: 5, va



(ii)

(iii)

(iv)

V)

(v)

(vii)

(viii)

(ix)

)

(xi)

(xii)

(xiii)

(xiv)

(xv)

(xvi)

(xvii)
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trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH duge néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL duge néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tuw VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH duge néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL duge néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH duge néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL duge néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL dugc néu trong SEQ ID NO:

31;

5, va
32;

7, va
33,

7, va
34;

7, va
35;

7, va
36;

7, va
37,

7, va
38;

7, va
39;

7, va
43;

8, va
39;
11, va
42;
11, va
43;
11, va
44,
11, va
47,
15, va
43;
15, va

44;

(xviii) trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 16, va
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trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xix) trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 17, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xx) trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 20, va
trinh tu VL duogc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxi) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 21, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 22, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxiii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 27, va
trinh tw VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxiv) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 28, va
trinh tw VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxv) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 29, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35; hodc
(xxvi) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 30, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35.

Sang ché con d& xuét duge phdm chira khang thé hodc doan ¢6 hoat tinh mién dich

ctia né theo sang ché va chat mang.

Sang ché con dé xuét khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich clia n theo séng
ché dé dung trong phuong phép lam thuyén giam triu chimg ctia bénh ung thu hodc cac

tinh trang u tan tao khéc & db6i tuong.
Theo mdt s& phuong 4n ciia sang ché, d6i twong 1a ngudi.

Theo mét s& phuong 4n cia sang ché, phuong phap nay con bao gdm budc sir dung

hoéa tri licu.

Theo mot s& phuong 4n clia sdng ché, phuong phap ndy con bao gdm budc sir dung

Xa tri.

Sang ché dé xuét cac khang thé don dong c6 kha nang nhan dién va lién két véi
CDA47, cu thé 1a CD47 ciia ngudi. Céc khéng thé theo sang ché c6 kha nang diéu bién, vi

du, phong bé, trc ché, khir chirc ning, d6i khang, trung hoa hodc can thiép dén su biéu hién
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ctia CD47, hoat tinh va/hodc tin hiéu cia CD47, va céc khéng thé nay khong gy ra mic
ngung két dang k& déi véi té bao hdng cAu ciia ngudi, ciing duge d& cap & ddy 1a hong cau.
Tuy nhién, kha nang lién két cua cac khang thé theo séng ché v6i CD47 trén bé mit té bao
va khong gay ra hién twong ngung két té bao khong chi bi gi6i han & t€ bao hdng clu. Céc
khéng thé theo sang ché lién két duy nhét véi CD47 theo cach ma khong thic diy su
ngung két cc té dwong tinh v6i CD47. Céc khang thé theo séng ché va cac din xuit ciia
né c6 kha ning didu bién, vi du, phong bé, tc ché, khir chirc nang, dbi khang, trung hoa
hoic can thiép dén su tuong téc gitta CD47 va SIRPa (protein didu hoa tin hidu a), va cic
khéng thé ndy khong gdy ra mirc ngung két ding k& ctia té bao hdng cau & nguoi. Céc
khéng thé d& xuit & day duoc d& cap chung 1a “khang thé CD47.” Khéng thé CD47 theo
sang ché c6 su cai thién dang ké so v6i cac khang thé CD47 hién c6 gdy ra sy ngung két té
bao hdng ciu & ngudi (xem, vi du, Kikuchi Y, Uno S, Yoshimura Y et al. A bivalent
single-chain Fv fragment against CD47 induces apoptosis for leukemic cells. Biochem
Biophys Res Commun 2004; 315: 912-8). Vi du, khéng thé CD47 theo sang ché ¢6 sy cai
thién d4ng ké so véi cac khang thé CD47 B6H12, BRIC126, va CC2C6 hién cd, trong d6
m&i khang thé nay phong bé SIRPa, nhung lai gy ra su ngung két RBCs, nhw dwgc m6 ta
chi tiét dudi day. Khang thé CD47 dang IgG ddy di theo sang ché (vi du, 2A1 va céc dan
xuét duge 1am cho giéng nhu ciia ngudi ciia nd bao gdm céc khang thé néu trong Bang 1)
khong ngung két cac té bao & muc dang ké. Vi dy, khang thé CD47 theo séng ché khong
gay ngung két cac t bao hdng cau (RBCs - red blood cells). Pugc m6 ta trong ban mo ta
nay 1a khang thé CD47 dAu tién & dang IgG diy da phong bé SIRPa va khong gdy ra miic
ngung két dang ké.

Khéng thé CD47 theo sang ché bidu hién nhidu dic tinh mong mudn, vi dy, bang
céc vi du khong giéi han, phong bé mot cach hiéu qua sy twong tac gitta CD47 va phdi tir
SIRPq ctia né, khong gdy ra mic ngung két dang ké cac hdng cau, ciing nhu c6 hoat tinh
khéng ung thu hiéu qua. Vi du, khing thd CD47 theo sang ché phong bé it nhat 40%, it
nhét 45%, it nhit 50%, it nhét 55%, it nhit 60%, it nhét 65%, it nhat 70%, it nhét 75%, it
nhét 80%, it nhit 85%, it nhit 95%, hoic it nhat 99% sy tuong tac giita CD47 va SIRPa
khi so sanh v&i muc tuong tac gitta CD47 va SIRPo khi khong c6 mit khang thé CD47

dugc md ta trong ban mod ta nay.

Khéng thé CD47 theo séng ché khong gy ra mirc ngung két dang ké té bao, vi du,
khang thé CD47 theo séng ché khong gy ra mic ngung két dang k& céac té bao hdng cAu.

Trong mot s6 truong hop, mirc ngung két dang ké cdc té bao la mitc ngung két véi sy ¢6
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mit cua khang thé CD47 hién c6. Theo mdt khia canh, muc ngung két voi su c6 mit cia
khéng thé CDA47 theo sang ché giam di it nh4t 5%, it nhit 10%, it nht 20%, it nhét 30%, it
nhét 40%, {t nhit 50%, it nhét 60%, it nhat 70%, it nhét 80%, it nhét 90%, hodc it nhét 99%
so v6i mitc ngung két véi sy c6 mit cua khang thé CD47 hién c6. Theo mot s6 phuong 4n,
khéng thé CD47 theo sang ché khong gy ra mic ngung két dang ké néu mirc ngung két
v6i sw c6 mit clia khang thd CD47 theo sang ché giam di it nhét 5%, it nhat 10%, it nhat
20%, it nhat 30%, it nhit 40%, it nhit 50%, it nhit 60%, it nhat 70%, it nhat 80%, it nhét
90%, hogic it nhat 99% so v6i mirc ngung két v6i sy c6 mit clia khang thé CD47 hién co.
Theo céc phuong 4n khdc, khang thé CD47 theo sang ché khong gy ra mirc ngung két
dang k& néu mic ngung két v6i su c6 mit cia khang thé CD47 theo séng ché giam di it
nhét 5%, {t nhét 10%, it nhit 20%, it nhit 30%, it nhit 40%, it nhit 50%, it nhit 60%, it
nhat 70%, it nhét 80%, it nhat 90%, hodc it nhit 99% so voi mic ngung két véi sy c6 miit
ctia khéng thé CD47, 1B4, chira trinh tu bién déi chudi ning va chudi nhe néu trong SEQ
ID NO: 80 vi SEQ ID NO: 81, mot cach twong tmg. T6t hon 13, khang thé CDA47 theo sang
ché khong gy ra mirc ngung két dang ké té bao & ndng do khéng thé trong khoang tir 10
pM va 10 pM, vi du, & ndng do khéng thé 1a 50 pM, 100 pM, 1 nM, 10 nM, 50 nM,
100 nM, 1 uM, hodc 5 pM.

Céc khang thé theo sang ché ciing c6 hiéu luc déng ké trong md hinh khéi u so véi
chc khang thé da biét trong linh vuc k§ thudt nay. Vi dy, kha nang ctia cdc dai thuc bao dé
thuc bio cac t& bao khéi u véi sy c6 mit ciia khang thé CD47 theo sang ché tang Ién it nhét
5%, it nh&t 10%, it nhit 20%, it nhét 30%, it nhit 40%, it nhat 50%, it nhat 60%, it nhat
70%, it nhét 80%, it nhat 90%, hoic it nhat 99% so véi kha ndng cua céc dai thuc bao thyc

bao céc té bao khdi u vé6i su ¢d mit cia khang thé CD47 hién co.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thudt nay s& nhan thdy ring c6 thé
dinh luong mitc ngung k&t ma khong cAn thir nghiém qua muc, vi dy, méc ngung két
RBCs. Vi du, ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay s& nhan thdy ring
mirc ngung két hdng ciu thu duoc bing cach do ving chdm RBC sau khi thyc hién thir
nghiém ngung két hdng cau véi sy c6 mit cia khang thd CD47 theo sang ché, nhu duoc
md ta trong céc vi du dudi day. Trong mot s trudng hop, ving chdm RBC véi s c6 mat
ctia khang thé CD47 theo sang ché so vé6i ving chm RBC véi sy c6 mat cia khéng thé
CDA47, it 14, khong c6 hién tuong ngung két hdng ciu. Theo cach nay, su ngung két hong
cAu duoc dinh luong twong g vé6i dbi chimg dudng gde. Ving chdm RBC 16n hon tuong

{ing v6i mtc ngung két hdng cdu cao hon. Theo cach khac, méat d9 ke cia cham RBC c6



28772

thé dwoc sir dung dé dinh luong sy ngung két hdng cau.

Khéng thé CD47 dugc md ta trong ban md ta nay 1a hitu dung trong diéu tri, lam
chim sy phét trién, ngan chin sy tai phat hodc 1am thuyén giam triéu chimg clia bénh ung
thu hodc tinh trang u tan tao khéc. Vi dy, khing thé CD47 dugc md ta trong ban mo ta nay
l1a hitu dung trong diéu tri bénh méau 4c tinh va/hodc khdi u, vi du, bénh méau 4c tinh
va/hogc khdi u. Vi du, khang thé CD47 dwoc md ta trong ban mo ta ndy 13 hitu dung trong
didu tri CD47 va khéi u. Bing céc vi du khong gi6i han, khéng thé CD47 dugc mo ta trong
ban mé ta nay 13 hitu dung trong diéu tri u lympho khong Hodgkin (non-Hodgkin’s u
lympho -NHL), bénh bach cAu lympho bao cép tinh (acute lymphocytic leukemia - ALL),
bénh bach cu tiy bao cp tinh (acute myeloid leukemia -AML), bénh bach cau lympho
bao man tinh (chronic lymphocytic leukemia - CLL), bénh bach cAu tiy bao man tinh
(chronic myelogenous leukemia - CML), bénh da u tiy (multiple u tiy -MM), bénh ung
thu v, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu dau va cd, bénh ung thu bang quang, bé¢nh
khdi u 4c tinh, bénh ung thu dai tryc trang, bénh ung thu tuy, bénh ung thu phéi, u mém co
tron, sacom co tron, u thdn kinh dém, u nguyén bao dém va v.v.. Khdi u rén bao gdm, vi
du, u nguc, u budng trimg, u phdi, u tuy, u tuyén tién liét, u 4c tinh, u tryc trang, u phéi, u

dau va co, u bang quang, u thuc quan, u gan, va u than.

Nhu duoc sit dung & ddy, “ung thu huyét” dé cap dén bénh ung thu méu, va bao
g(‘A)m bénh bach ciu, u lympho va u tiy trong sb cac bénh khéc. “Bénh bach cau” dé cap
dén bénh ung thu m4u trong d6 nhidu t€ bao mau tring khong c6 hiéu qua trong viéc chdng
lai sy nhidm tring dugc tao ra, do d6 chiém chd cac phan tao thanh mau khéc, nhu tiéu
huyét ciu va hdng cdu. Can hiéu ring trong céc trudng hop, bénh bach cu duogc phén loai
1a cAp tinh hoic man tinh. Cac dang cu thé cta bénh bach ciu bao gbm, bing cac vi du
khong gidi han, bénh bach cAu lympho bao cép tinh (ALL); bénh bach cdu tay bao cép tinh
(AML); bénh bach cdu lympho bao man tinh (CLL); bénh bach ciu tiy bao man tinh
(CML); chung réi loan/khéi u ting sinh tity xwong (Myeloproliferative disorder/neoplasm -
MPDS); va hdi chimg loan san tiy. “U lympho” c6 thé 13 u lympho Hodgkin, u lympho
khong Hodgkin ca trudng hop khong dau va truong hop phat trién nhanh, u lympho
Burkitt, va u lympho c6 nang (t& bao nho va té bao 16n), trong s6 céc bénh khac. U tiy c6
thé d& cap dén bénh da u tiy (MM), u tity té bao khdng 10, u tily chudi nang, va u tiy chudi

nhe hodc Bence-Jones.

Céac khang thé don dong dién hinh theo séng ché bao gdm, vi du, céc khang thé
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duge mo ta trong ban md ta ndy. Céc khang thé dic trung bao gdm cac khang thé c6 chudi
nhe bién dbi duge lya chon tir Céc SEQ ID NO: 5-30 va chudi nhe bién ddi dugc lya chon
tir cdc SEQ ID NO: 31-47. Céc khang thé ciing bao gdm céc khéng thé c6 chudi nhe bién
d6i ma gibng it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoc nhiéu
hon véi trinh tu trong it nhit mot trinh ty trong s& cdc SEQ ID NO: 5-30 va chudi nhe bién
dbi 12 gibng it nht 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hojc nhiéu
hon véi trinh ty trong it nhét mdt trinh tu trong sb cac SEQ ID NO: 31-47. Tét hon 13, céc
khéng thé nh4n dién va lién két v6i CD47 ctia ngudi va khong gay ra mic ngung két dang
k& cua té bao hdng cAu ngudi. Cac khang thé nay dugc dé cép mot céch twong ng & day
[am khéng thd CD47. Khang thé CD47 bao gdm céc khang thé don dong day du cta ngudi,
ciing nhu cac khang thé don dong dugc 1am cho gibng ngudi va céc khéng thé kham. Céc
khang thé nay thé hién tinh dic hiéu dbi v6i CDA47 ctia ngudi, va chiing da duoc thiy 1a dé
didu bién, vi du, phong bé, trc ché, khir chirc nang, ddi khang, trung hda hoic néu khong thi
can thi€p vao su biéu hién cua CD47, hoat tinh va/hodc phat tinh hi¢u ma khong géy ra

muc ngung két dang ké cua cac t€ bao hdng céu.

Khang thé CD47 d& xuit & day thé hién hoat tinh e ché, vi du trc ché sy biéu hién
ctia CD47 (v du, (ic ché sy biéu hién b& mat t€ bao ctia CD47), hoat tinh, va/hodc phét tin
hiéu, hodic bing céch can thiép vao su tuong thc giita CD47 va SIRPa. Céc khéng thé dé
xuét & ddy l1am suy giam toan bd hodc mot phﬁn hoic néu khong thi didu bién sy biéu hién
ctia CD47 hoic hoat tinh trén co sé lién két voi, hodic néu khong thi can thiép t6i CD47, vi
du, CD47 cta ngudi. Viéc lam gidm hodc sy didu bién chuc ning sinh hoc cia CD47 1a
hoan toan, dang ké hozc mot phan dua trén sy tuong tac giita cac khang thé va polypeptit
va/hoic peptit CD47 cua ngudi. Céc khang thé duoc cho 1a trc ché hoan toan sy biéu hién
hodc hoat tinh ciia CD47 khi mirc biéu hién hodc hoat tinh ciia CD47 véi sy c6 mit cla
khang thé giam di it nhit 95%, vi du, bang 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% khi so sanh
v6i muc bidu hién hoic hoat tinh ctia CD47 khi c6 sy tuong tac, vi dy, lién két, voi khang
thé dugc mo ta trong ban mo ta nay. Khang thé CD47 dugc cho 1a rc ché dang ké sy biéu
hién hodc hoat tinh ciia CD47 khi mirc biéu hién hoic hoat tinh cua CD47 véi sy c6 mét
ctia khéng thd CDA47 giam di it nhat 50%, vi du, 55%, 60%, 75%, 80%, 85% hotic 90% khi
so sanh véi mirc biéu hién hodc hoat tinh ctia CD47 khi ¢6 su lién két voi khang thé CD47
duge mo ta trong ban mé ta ndy. Cac khang thé dwoc cho 1a tre ché mot phdn sy biéu hién
ho#c hoat tinh ctia CD47 khi mirc biéu hién hodc hoat tinh ciia CD47 véi sy ¢6 mit cua

khang thé giam di it hon 95%, vi du, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%,
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85% hodc 90% khi so sanh vgi mirc biéu hién hoic hoat tinh ctia CD47 khi ¢6 su tuong

tac, vi du, lién két, v6i khang thé dugc md ta trong ban mo ta nay.

Céc khang thé theo sang ché ciing bao gdm céc khéng thé don dong lién két dic
hidu v6i CD47, trong d6 khéng thé khong gy ra mic ngung két dang ké, vi du, ngung két
t& bao hdng clu (“ngung két RBC”). Cac khang thé theo sang ché lién két duy nhét véi
CD47 theo cach d& khong thic ddy su két tu cac té bao dwong tinh véi CD47; tuy nhién,
kha ning ciia cdc khéng thé theo sang ché lién két voi CD47 trén bé mit t€ bao va khong

ghy ra hién tugng két tu t& bao khong chi gisi han & t€ bao hdng clu.

Céc dugc phém theo sang ché c6 thé bao gdm khang thé theo sang ché va chét

mang. Céc dwoc phim nay c6 thé duge chira trong b kit, vi du, kit chan doén.

Séng ché d& xuét c4c khang thé don dong lién két vi CD47 hogic doan c6 hoat tinh
mién dich cta né, trong d6 khéng thé khong gdy ra mirc ngung két dang ké cua céc té bao
sau khi ding, vi du, khéng thé khong gy ra mic ngung két dang ké céc 1€ bao hdng cau
sau khi ding. Theo mot s& phuong 4n, khéng thé 1a khéng thé kham, khang thé dugc lam
cho gidng ngudi, hodc khang thé 12 hodn toan cua ngudi. Theo mdt s6 phuong 4n, céc
khang thé lién két véi CD47 cia ngudi. Theo mot s6 phwong 4n, khéng thé hodc doan c6
hoat tinh mién dich ctia né ngin can CD47 tuong tic véi SIRPa. Céc khang thé duoc cho
1a tic ché hoan toan sy tuong tac ciia CD47 va SIRPa khi murc twong tic CD47/SIRPa véi
su ¢6 mit ciia khang thé giam di it nhit 95%, v du, biang 96%, 97%, 98%, 99% hogc 100%
khi so sanh v6i mic tuong tic CD47/SIRPa khi ¢6 su twong tdc v6i khang thé, vi du, lién
két v6i khang thé. Céc khéng thé dugc cho 12 trc ché mot phan sy tuong tac CD47/SIRPa
khi murc tuong tdic CD47/SIRPa. véi sy c6 mit cua khang thé giam di it hon 95%, vi du,
10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% hoic 90% khi so sanh véi mic
turong thc CD47/SIRPa khi c6 sy tuong tic voi khang thé, vi dy, lién két v6i khang thé.

Luong khang thé du dé diéu tri hodc phong ngira bénh ung thu & dbi tuong 13, vi
dy, luong du dé khir tin hiéu CD47 (xem, vi dy, Yamauchi et al., 2013 Blood, Jan 4. [Epub
ahead of print]; Soto-Pantoja et al., 2013 Expert Opin Ther Targets, 17: 89-103; Irandoust
et al., 2013 PLoS One, Epub Jan 8; Chao et al., 2012 Curr Opin Immunol, 24 :225-32;
Theocharides et al., 2012 J Exp Med, 209(10): 1883-99; Csényi et al., 2012 Arterioscler
Thromb Vasc Biol, 32: 2966-73; Maxhimer et al., 2009 Sci Transl Med, 1: 3ra7; Sarfati et
al., 2008 Curr Drug Targets, 9: 842-850; Miyashita et al,, 2004 Mol Biol Cell, 15: 3950-
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3963; E.J. Brown va W.A. Frazier, 2001 Trends Cell Biol, 11: 130-135; Oldenborg et al.,
2001 J Exp Med, 193: 855-862; Blazar et al., 2001 J Exp Med, 194: 541-549; Oldenborg
et al., 2000 Science, 288: 2051-2054; va Gao et al., 1996 J Biol Chem, 271: 21-24). Vi dy,
lugng khang thé du d& didu tri hoic phong ngira bénh ung thu & dbi twong 1a lugng di dé
khit tin hiéu we ché thuc bao trong céc dai thuc bao thudng tao ra boi sy tuong téc
CD47/SIRPa, trong truc phét tin hiéu CD47/SIRPa, d6 13, khang thé theo sang ché thiic day
su thuc bao té bao biéu hién CD47 do dai thyc bao gdy ra. Nhu dugc sir dung & day, thuat
ngit “lam giam” d& cap dén sy phat tin hiéu cia CD47 giam di v6i sy c6 mét clia khang thé
theo sang ché. Su phat tin hiu gy ra bdi CD47 giam di khi mtic phat tin hiéu cua CD47
v6i sy c6 mit ctia khang thé CD47 theo sang ché 16n hon hogc bing 5%, 10%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 99%, hodc 100% thdp hon mirc dbi
chung clia su phét tin hiéu cia CD47 (d6 la, mirc phat tin higu CD47 v6i s c6 mét cua
khang thé). Mic phét tin hidu ciia CD47 dugc do sir dung bat ky k§ thuat tiéu chuén nao,
vi du, béng céc vi du khong gidi han, viéc do sy hoat tinh ctia cac gen xudi dong, va/hodc
céc thir nghiém thong béo luxiferaza dép tmg v6i sy hoat héa CD47. Ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& hiéu ring muc phét tin hiéu CD47 ¢6 thé dugce do
bang cach sir dung c4c thir nghiém khéc nhau, vi dy, bao gdm, vi du, cac bd kit c6 sin trén

thi trudng.

Theo mdt s phuong 4n, khéng thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich ciia n6 la dang
isotyp IgG. Theo mot s& phuong 4n, ving én dinh cta khang thé 1a dang isotyp IgG1 cua

ngudi, cb trinh tu axit amin:

ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT YICNVNHKPS NTKVDKKVEP
KSCDKTHTCP PCPAPEGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS
HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYm STYRVVSVLT VLHQDWLNGK
EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ VYTLPPSRDE LTKNQVSLTC

LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW

QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 1)

Theo mdt s§ phuong 4n, ving &n dinh cua IgG1 cia ngudi duge thay i & axit
amin Asn297 (Boxed, D4nh sb theo Kabat) dé ngan ngira su glycosyl hoa ciia khéng thé, vi
du Asn297Ala (N297A). Theo mét s6 phuong 4n, ving &n dinh ciia khéng thé duge thay
d8i & axit amin Leu235 (Danh sé theo Kabat) dé thay dbi su tuong tac thu thé Fe, vi du
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Leu235Glu (L235E) hogc Leu235Ala (L235A). Theo mot sb phuong 4n, ving n dinh cua
khéng thé dugc thay dbi & axit amin Leu234 (D4nh s6 theo Kabat) d8 thay dbi su tuong tac
thu thé Fe, vi du, Leu234Ala (L234A). Theo mdt s phuong an, ving 6n dinh cla khang
thé dwoc thay ddi & ca axit amin 234 va 235, vi du Leu234Ala va Leu235Ala
(L234A/1.235A) (EU index of Kabat et al 1991 Sequences of Proteins of Immunological

Interest).

Theo mot sb phuong 4n, ving én dinh cta khéng thé 1a dang isotyp IgG2 cua

ngudi, ¢ trinh tu axit amin:

ASTKGDSVFP LAPCSRSTSE  STAALGCLVK DYFPEPVTVS — WNSGALTSGV
HTFPAVLQSS = GLYSLSSVVT  VPSSNFGTQT YTCNVDHKPS  NTKVDKTVER
KCCVECPPCP  APPVAGPSVF — LFPPKPKDTL ~ MISRTPEVTC — VVVDVSHEDP
EVQFNWYVDG  VEVHNAKTKP REEQFNSTFR  VVSVLTVVHQ DWLNGKEYKC
KVSNKGLPAP :?IEKTIS%TKG QPREPQVYTL  PPSREEMTKN  QVSLTCLVKG
FYPSDISVEW ESNGQPENNY KTTPPMLDSD  GSFFLYSKLT  VDKSRWQQGHN

VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL SLSPGK (SEQ ID NO: 2)

Theo mdt s6 phuong 4n, ving én dinh ciia IgG2 cta ngudi duge thay dbi & axit

amin Asn297 (Boxed, Dénh sb theo Kabat) dé ngan ngira sy glycosyl héa cta khang thé, vi
du, Asn297Ala (N297A).

Theo mot s& phwong 4n, ving én dinh cia khang thé 1a isotyp 1gG3 ctia ngudi, ¢6

trinh tu axit amin:

ASTKGPSVFP LAPCSRSTSG  GTAALGCLVK  DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT  VPSSSLGTQT  YTCNVNHKPS NTKVDKRVEL
KTPLGDTTHT CPRCPEPKSC DTPPPCPRCP  EPKSCDTPPP CPRCPEPKSC
DTPPPCPRCP APELLGGPSV  FLFPPKPKDT  LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVQFKWYVD  GVEVHNAKTK PREEQYS TF RVVSVLTVLH  QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKTK GQPREPQVYT  LPPSREEMTK NQVSLTCLVK
GFYPSDIAVE WESSGQPENN  YNTTPPMLDS  DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG

NIFSCSVMHE ALHNRFTQKS LSLSPGK (SEQ ID NO: 3)

Theo mét s& phuong 4n, ving én dinh ctia IgG3 ciia ngudi duge thay dbi ¢ axit

amin Asn297 (Boxed, Dénh sé theo Kabat) dé ngan ngira sy glycosyl hda cua khang thé, vi
du, Asn297Ala (N297A). Theo mot s6 phuong 4n, ving én dinh cua 1gG3 cla ngudi duogc
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thay dbi & axit amin 435 dé kéo dai thoi gian ban huy, vi dy, Argd35His (R435H) (EU

index of Kabat et al 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest).

Theo mot s& phuong én, vﬁ“ng dn dinh cta khang thé 13 isotyp IgG4 ciia ngudi, c6

trinh tu axit amin:

ASTKGPSVFP

LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES
KYGPPCPECP APEF!GGPSV' FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED
PEVQFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQFmSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NQVSLTCLVK
GFYPSbIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG

NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ ID NO: 4)

Theo mot s& phuong 4n, ving én dinh ciia IgG4 cta ngudi duge thay doi trong
ving ban 12 d& ngin ngira hogic lam giam sy trao dbi mach, vi du, Ser228Pro (S228P).
Theo cac phuong an khac, ving bn dinh cua IgG4 cua ngudi duge thay dbi & axit amin 235
d4 thay déi céc twong tac thy thé Fe, vf d, Leu235Glu (L235E). Theo mot s6 phuong an,
ving 6n dinh ctia IgG4 ciia ngudi thay ddi trong ving ban 1& va tai axit amin 235, vi dy,
Ser228Pro va Leu235Glu (S228P/L235E). Theo mdt sb phuong 4n, ving 4n dinh cua IgG4
ctia ngudi dugc thay dbi & axit amin Asn297 (Panh sd theo Kabat) dé ngin nglra su
glycosyl hda ctia khang thé, vi du, Asn297Ala (N297A). (EU index of Kabat et al 1991
Sequences of Proteins of Immunological Interest).

\“ r B 2 2 2
Theo mdt $6 phwong 4n, viing 6n dinh cta IgG cia ngudi dugc thay doi dé ting

cudng lién két FcRn. Céc vi du v& dot bién Fc ma ting cudng lién két dbi véi FeRn I
Met252Tyr, Ser254Thr, Thr256Glu (M252Y, S254T, T256E, mdt cach twong ung) (Pénh
s6 theo Kabat, Dall’Acqua et al 2006, J. Biol Chem Vol 281(33) 23514-23524), hodc
Met42'8'Leu va Asnd34Ser (M428L, N434S) (Zalevsky et al 2010 Nature Biotech, Vol
28(2) 157-159). (BU index of Kabat et al 1991 Sequences of Proteins of Immunological
Interest). Theo mot s6 phuong 4n, viing én dinh ctia IgG cua ngudi duge thay dbi dé thay
dbi doc tinh té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cellular cytotoxicity - ADCC)
va/hoidc tinh ddc té bao phu thude bd thé (complement-dependent cytotoxicity - CDC), vi
- du, su thay ddi axit amin mo ta trong Natsume et al., 2008 Cancer Res, 68(10): 3863-72;
Idusogie et al., 2001 J Immunol, 166(4): 2571-5; Moore et al., 2010 mAbs, 2(2): 181-189;
Lazar et al., 2006 PNAS, 103(11): 4005-4010, Shields et al., 2001 JBC, 276( 9): 6591~
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6604; Stavenhagen et al., 2007 Cancer Res, 67(18): 8882-8890; Stavenhagen et al., 2008
Advan. Enzyme Regul., 48: 152-164; Alegre et al, 1992 J Immunol, 148: 3461-3468;
Reviewed in Kaneko va Niwa, 2011 Biodrugs, 25(1):1-11.

Theo mdt sé phuong 4n, ving n dinh cta IgG clia ngudi dugc thay déi dé gy ra
su heterodime hoéa. Vi du, ¢6 sy bién ddi axit amin trong ving CH3 & Thr366, ma khi dugc
thay thé bing axit amin 16n hon, vi dy, Try (T366W), s& c6 kha ning bét cip wu tién véi
vung CH3 tht hai c6 sy thay ddi axit amin v&i cac axit amin nhd hon & céc vi tri Thr366,
Leu368, va Tyrd07, vi dy, Ser, Ala va Val, mdt cach twong tmg (T366S/L368A/Y 407V).
Sy heterodime héa thong qua viing bién di CH3 c¢6 thé dugc lam bn dinh thém béng céch
dwa vao lién két disulfua, vi du bing cach thay ddi Ser354 thanh Cys (S354C) va Y349
thanh Cys (Y349C) ¢ ving CH3 d6i dién (tém lugc trong Carter, 2001 Journal of
Immunological Methods, 248: 7-15).

Séng ché d& xuét cac dugc phim bao gdm mot hoic nhidu khang thé don dong lién
két v6i CD47 hodc doan c6 hoat tinh mién dich cua né, trong d6 khang thé khong giy ra

mirc ngung két dang ké cac té bao hdng cAu sau khi ding.

Su ngung két hdng cau 1a vi du v& sy trong tac ddng hinh, trong d6 hai té bao bidu
hién CD47 duoc can thiép dé gay ra sw ngung két holic két cum khi xtr Iy v6i thyc thé lién
két CD47 hoéa tri hai. Kha ning lién két véi CD47 ctia cac khang thé theo sang ché trén bé
miit t& bao va khong gy ra hién tuong két tu t& bao khong chi gii han & té bao hdng cu.
Cac khang thé theo sang ché da dugc quan sét thdy 1a lién két duy nhat véi CD47 theo cach
ma khong thiic ddy viéc két tu cc dong té bao duong tinh véi CD47, vi dy, t& bao Daudi.

Trong mot s trudng hop, khéng thé chira ving bién dbi ciia chudi ning (variable
heavy -VH) dugc lya chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID NO: 5-30. Khang thé tuy y chira
ving bién ddi ctia chudi nhe (variable light -VL) duoc lya chon tir nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 31-47. Trong mdt sb trudng hop, khéng thé chira ving VH duoc lya chon tir nhém
bao gdm cac SEQ ID NO: 5-30 va ving VL dugc lya chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID
NO: 31-47. C4c khéng thé theo sang ché ciing bao gdm cac khang thé ¢6 chudi nhe bién
dbi gibng it nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hojc nhiéu hon
v6i trinh ty trong it nhét mot trong cac SEQ ID NO: 5-30 va chudi nhe bién ddi gidng it
nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hogc nhiéu hon véi trinh tu
trong it nhat mét trong cdc SEQ ID NO: 31-47. Theo khia canh khac, khang thé chira viing
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VH trong bét ky mot trong cac SEQ ID NO: 5, 7, 8, 11, 15-17, 20-22, va 27-30 cip véi
ving VL trong bat ky mot trong cac SEQ ID NO: 31-39, 42, 43, 44, va 47. Theo phuong
an khéc, khang thé chira ving VH trong bét ky mét trong cac SEQ ID NO: 5, 7, 8, 11, 12,
15-17, 20-22, va 27-30 bt cip véi ving VL trong bit ky mot trong cac SEQ ID NO: 31,
32, 35, 40, 41, 42, 43, 44, va 47. Theo khia canh khac, khang thé chira tb hop ving VH va
ving VL dugc lua chon tir t5 hop liét ké trong Bang 1.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé CD47 hoic doan c6 hoat tinh min dich clia né
chtra trinh tu ving quyét dinh bd tro 1 cia VH (complementarity determining region 1-
CDR1) thé hién trong SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59,
SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ
ID NO: 65, hodc SEQ ID NO: 66, trinh ty CDR2 ciia VH thé hién trong SEQ ID NO: 51,
SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75, hodc SEQ ID NO: 76,
trinh ty CDR3 ciia VH thé hién trong SEQ ID NO: 52 hoic SEQ ID NO: 77, trinh tu
CDRI1 cua VL thé hién trong SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 67, hoic SEQ ID NO: 68, trinh
ty CDR2 ciia VL thé hién trong SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, hodc
SEQ ID NO: 71 va trinh ty CDR3 cta VL thé hién trong SEQ ID NO: 55. Vi du, khéng thé
hodic doan c¢6 hoat tinh mién dich ctia né chia trinh tw CDR1 cua VH thé hién trong SEQ
ID NO: 50, trinh ty CDR2 cua VH thé hién trong SEQ ID NO: 51, trinh ty CDR3 ctia VH
thé hién trong SEQ ID NO: 52, trinh ty CDR1 ctia VL thé hién trong SEQ ID NO: 53, trinh
tw CDR2 ctia VL thé hién trong SEQ ID NO: 54, va trinh ty CDR3 ctia VL thé hién trong
SEQ ID NO: 55. Trong vi du khéc, khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich cua né
chira trinh ty CDR1 cua VH thé hién trong SEQ ID NO: 50, trinh tw CDR2 cia VH thé
hién trong SEQ ID NO: 72, trinh tw CDR3 cua VH thé hién trong SEQ ID NO: 52, trinh tu
CDR1 cia VL thé hién trong SEQ ID NO: 53, trinh tw CDR2 ctia VL thé hién trong SEQ
ID NO: 71, va trinh tu CDR3 cta VL thé hién trong SEQ ID NO: 55.

Theo mot phuong 4n, cic khang thé theo sang ché lién két v6i CD47 theo huéng
diu dén phin bén ma dinh vi tri cua chudi ning gin mang ciia té bao biéu hién CD47,
trong khi chudi nhe hut gitr vi tri lién két SIRPa trén CD47. Theo phuong 4n khéc, cac
khéng thé theo sang ché lién két v6i CD47 theo huéng ddu dén phin bén ma dinh vi tri
chudi nhe gin mang ciia t& bao bidu hién CD47, trong khi chudi ning hut git vi tri lién két

SIRPa trén CD47.

Khéng thé CD47 lién két véi epitop bao gdbm bat ky mot gbe axit amin trong s6 cac
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gbc tir 1-116 ctia CD47 khi dugc danh s theo SEQ ID NO: 147 (titc la, SEQ ID NO: 48
khong bao gdm trinh ty tinh hiu (axit amin tir 1-18)). Vi du, cic khang thé c6 thé lién két
Vi epitop bao gdm mot hodc nhidu gdc axit amin Q31, N32, T33, T34, E35, V36, Y37,
V38, K39, W40, K41, F42, K43, G44, R45, D46, 147, Y48, T49, F50, D51, G52, AS3,
L54, N55, K56, S57, T58, V59, P60, T61, D62, F63, S64, S65, A66, K67, 168, E69, V70,
S71, Q72, L73, L74, K75, G76, D77, A78, S79, L80, K81, M82, D83, K84, S85, D86,
A87, V88, S89, H90, T91, G92, N93, Y94, T95, C96, E97, V98, T99, E100, L101, T102,
R103, E104, G105, E106, T107, 1108, 1109, va E110 ctia CD47 khi dugc danh sb theo
SEQ ID NO: 147.

Trong mot s§ trudng hop, cic khang thé c6 thé lién két véi epitop khong lién tuc
bao gdbm mot hodc nhiéu gdc axit amin Y37, V38, K39, W40, K41, F42, K43, G44, R45,
D46, 147, Y48, T49, F50, va D51 ciia CD47 khi dugc d4nh sé theo SEQ ID NO: 147. Vi
dy, cac khang thé theo sang ché lién két véi epitop khong lién tuc bao gdm céc gbe axit
amin Y37, K39, K41, K43, G44, R45, D46, D51, H90, N93, E97, T99, E104, hodc E106
ctia CD47 khi duge dénh s6 theo SEQ ID NO: 147. Vi du, c4c khang thé c6 thé lién két véi
epitop khong lién tuc ma bao gdm it nhit cac gbc ciia vong KGRD (SEQ ID NO: 56) (gbc
s& 43-46) cia CD47 khi dugc dénh sb theo SEQ ID NO: 147. Vi du, cdc khéng thé theo
sang ché lién két v6i epitop khong lién tuc bao gdm it nhit cac gbc Y37, K39, K41, vong
KGRD (SEQ ID NO: 56) (cac gbc tir 43-46), D51, H90, N93, E97, T99, E104, va E106
ctia CD47 khi dugc danh s theo SEQ ID NO: 147. Vi du, c4c khang thé theo sang ché lién
két véi epitop khong lién tuc ma bao gdm céc gbec Y37, K39, K41, vong KGRD (SEQ ID
NO: 56) (c4c gbc tir 43-46), D51, H90, N93, E97, T99, E104, va E106 ctia CD47 khi dugc
danh sb theo SEQ ID NO: 147.

Ving VH ciia khang thé CD47 dwogc m6 ta trong ban md ta ndy trudc hét tham gia
vao lién két voi vong KGRD (SEQ ID NO: 56) ciia CD47. Do d6, epitop duy nhat ma cac
khang thé theo sang ché lién két v6i 1 trén mit cia CD47. Nguge vé6i khéng thé CD47
hién nay da biét trong linh vuc k thuét, xu huéng ciia ving VH ciia khéng thé CD47 dugc
md ta trong ban mo ta nay & vi tri & gan dau trong mang 14 yéu t6 quan trong clia cdc khéng
th nay gitp ngin chin su két tu té bao, vi dy, ngung két té bao hdng ciu, bing cach kim
céc khang thé sao cho chiing khong tao cdu ndi v6i phan tir CD47 trén céc té bao gan ké.
Thém vao d6, vi ving VK ciia khang thé CD47 dugc md ta trong ban md ta ndy tuong tac
véi gbe & dinh nhw Y37, T102, va E104, 13 dbi twong tham gia vao lién két SIRPa, trudc
hét ving VK loai trir mot cach tw nhién lién két SIRPa v&i CD47.
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Ciing dugc @ xuét 13 khang thé dwoc phan l4p hodc doan c6 hoat tinh min dich
clia n6 canh tranh véi khéng thé CD47 duoc mé ta trong ban md ta ndy dé ngin nglra

CDA47 tuong tac véi SIRPa.

Ban md ta ciing boc 10 polypeptit chira cic gbc axit amin Y37, K39, K41, K43,
G44, R45, D46, D51, H90, N93, E97, T99, E104, va E106 of CD47 khi dugc d4nh sb theo
SEQ ID NO: 147. Ban md ta ciing bdc 16 polypeptit chira bit ky mot gbc axit amin nao
trong sb cac gbc tir 1-116 ciia CD47 khi dwoc danh sb theo SEQ ID NO: 147. Vi duy,
polypeptit chira mot hoic nhidu gdc axit amin trong s6 Q31, N32, T33, T34, E35, V36,
Y37, V38, K39, W40, K41, F42, K43, G44, R45, D46, 147, Y48, T49, F50, D51, G52,
A53, 154, N55, K56, S57, T58, V59, P60, T61, D62, F63, S64, S65, A66, K67, 168, E69,
V70, S71, Q72, L73, L74, K75, G76, D77, A78, S79, L80, K81, M82, D83, K84, S85,
D86, A87, V88, S89, H90, T91, G92, N93, Y94, T95, C96, E97, V98, T99, E100, L101,
T102, R103, E104, G105, E106, T107, 1108, 1109, va E110 ctia CD47 khi dugc danh sb
theo SEQ ID NO: 147. Ban md ta cling bdc 1 phuong phép sir dung polypeptit ndy lam
khéng nguyén, vi du, khang nguyén lién két v6i khang thé CD47.

Sang ché ciing d& xuit khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich ctia n6 theo
sang ché dé dung trong phuong phép 1am thuyén giam triéu chiing bénh ung thu hoic tinh
trang u tan tao khac bing cach cho dbi twong cin diéu tri ding mét hojc nhiéu khéng thé
don dong lién két véi CD47 hodc doan c6 hoat tinh mién dich cua né, trong d6 khéng thé
khong gy ra mirc ngung két dang ké cac t& bao hdng clu sau khi ding. Khéng thé dugc
ding v&i lugng du dé 1am thuyén giam triéu chimg bénh ung thu hogc tinh trang u tan tao
khéc & d6i tuong. Theo mot s phuong 4n, dbi twong 1a ngudi. Theo mdt sb phuong én,
khéng thé 13 khang thé kham, dugc 1dm cho giéng ngudi hoic hoan toan 1a cua ngudi.
Theo mdt s phuong 4n, khang thé lién két véi CD47 cta ngudi. Theo mot sé phuong én,
khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich ctia né ngén ngira CD47 twong tac véi SIRPa.
Theo mét s& phuong 4n, khéng thé hoic doan cé hoat tinh mién dich ctia né 1a istyp IgG
duogc lua chon tir nhém bao gdm isotyp IgGl, isotyp IgG2, isotyp I1gG3 va isotyp IgG4.
Theo mdt s& phuong 4n, khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich cua né 1a isotyp 1gG

dugc lya chon tir IgG4P va IgG4PE.

Theo mot s6 phwong 4n, khang thé CD47 dugc md ta trong ban md ta ndy dugce st
dung tiép hop v6i mot hozc nhiéu tic nhan bd sung hoic td hop céc tac nhan bd sung. Céc

tac nhan bd sung thich hop bao gdm sw diéu tri bing dwgc pham va/hogic phiu thudt cho
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dbi twong bénh dugc chi dinh, vi du, bénh ung thu. Vi dy, khang thé CD47 c6 thé dugc st
dung tiép hop véi mdt hodc nhidu téc nhan hoa tri liéu hodc tac nhan chéng ung thu b
sung. Theo cach khéc, tdc nhén héa tri liu b sung 13 xa tri. Theo mot sb phuong an, tac
nhan héa tri lidu 14 tac nhan gy chét t& bao. Theo mét s& phuong 4n, tic nhan héa tri liu
gy ra sy mét khong dbi ximg phospholipit doc mang huyét twong, vi du gy ra sy tiép xtc
& bé mit t& bao cuia phosphatidylserin (PS). Theo mdt s& phuong 4n, téc nhan héa tri liéu
gdy ra chung stress lién quan dén co chit ludi ndi chét (endoplasmic reticulum -ER). Theo
mot s& phuong én, téc nhan hoa tri liéu 1a chit irc ché proteasome. Theo mdt s6 phuong 4n,
téc nhan hoéa tri liéu gy ra su di chuyén ciia protein ER dén bé mit t& bao. Theo mdt s6
phuong 4n, tic nhan hoa tri liéu gdy ra su di chuyén va tiép xtc trén bé mit té bao cua

calreticulin.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé CD47 va tic nhan bd sung dugc bio ché thanh
ché phdm don dé didu tri bénh, va khang thé CD47 va tic nhan bd sung duoc ding mot
céch ddng thoi. Theo céch khac, khéng thé CD47 va téc nhéan bd sung 1a tach biét v6i nhau,
vi du, m&i thanh phin dugc bao ché thanh mot ché phém riéng dé diéu tri, va khang thé
CDA47 va tac nhan bd sung dugc dung ddng thdi, hodc khang thé CD47 va tic nhéan b sung
dugc ding & cac thoi diém khéc nhau trong qua trinh diéu tri. Vi dy, khang thé CD47 dugc
dung trude khi ding tac nhin bd sung, khang thé CD47 dugc dung sau khi ding téc nhan
bd sung, hodc khang thé CD47 va tic nhan bd sung dugc dung ludn phién. Nhu duge mo ta
trong ban md ta ndy, khang th CD47 va tac nhan bd sung duoc ding & dang liéu don hogic

da liéu.

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s& hidu ring céc khang
thé theo sang ché c6 nhidu c4ch dung. Vi dy, cdc khang thé theo sang ché dugc diing lam
téc nhan diéu tri, lam thudc thir trong b kit chén doan hozic 1am cdng cu chan doan, ho#c

1am thudc thir trong céc thir nghiém so sanh dé tao thanh thudc thir ¢6 tic dung diéu tri.
MG ta vin tit cAc hinh vé

Fig. 1A 1a db thi minh hoa lién két ciia CD47 trén t& bao Daudi bdi céc khang thé
trong dich ndi té bio lai dugc dinh mic bdi may dém t& bao kiéu dong. Fig. 1B 1a dd thi
thé hién kha ning clia mdt sb khang thé CD47 trong dich ndi té bao lai dé phong bé lién két
ctia SIRPa. t4i t& hop cia ngudi dbi véi CD47 téi td hop cuia ngudi, nhu duoc xac dinh

bing ELISA.
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Fig. 2 12 ddy dd thi minh hoa (A) lién két ctia khang thé CD47 tinh sach cuia chudt
v6i t& bao Raji, dong nudi cdy ciia té bao lympho nguyén bao thu dugc tir u lympho
Burkitt, va (B) té bao CCRF-CEM, dong té bao nhu té bao lympho nguyén bao T cua
ngudi dwong tinh véi CD47, nhu dugc phén tich bdi may dém té bao kidu dong. Thir
nghiém nay so sénh lién két cua khéng thé cta chudt theo sing ché véi khang thé CD47
ban trén thi truong, Bo6H12 va 2D3.

Fig. 3 la ddy dd thi minh hoa kha ning ctia c4c khang thé CD47 dé chin lién két
SIRPa. sir dung (A) ELISA véi protein tai td hop ctia ngudi, hoic (B) bdi may dém té bao
kidu dong st dung té bao CCRF-CEM va protein SIRPq téi t5 hop cuia nguoi.

Fig. 4 la ddy anh, d thj va bang biéu thé hién sy ngung két RBC boi khang thé
CDA47. Sy ngung két RBC duoc xac nhan boi sy xuit hién cta khéi mi trong giéng, trong
khi RBC khong bi ngung két xuat hién & dang ddm nho. Fig. 4A cho thy ring khang thé
2A1 khong gy ngung két t& bao hdng cAu & moi ndng do thir nghiém. Chi sb ngung két
duoc minh hoa trén dd thi. Fig. 4B cho thiy 2A1 14 hiém trong sb nhiéu khéng thé CD47
khong c6 kha niing gy ngung két RBC. Ciing duogc thé hién 1a sy thiéu hoat tinh ngung két
bdi loai khang thd kham ciia ngudi ciia 2A1 (2A1-xi). Fig. 4C cho thdy ring khang thé don
dong khang CD47 2D3, khong phong bé SIRPa, khong giy ra sy ngung két hong ciu. Fig.
4D thé hién day ndng do cao hon cua khang thé CD47 thir nghiém ngung két hdng clu va
chimg minh hiéu tmg viing G ché. Chi s§ ngung két hdng cAu duoc minh hoa trén dd thi.
Fig. 4E minh hoa pham vi ndng d hep hon nhidu dé ngung két hdng ciu boi khang thé
CD47, 1B4, trong khi hiéu qua nay khong c¢6 trén co s& lién két 2A1. Fig. 4F cho thy rang
2A1, 2A1 kham (2A1-xi), va c4c bién thé dugc lam cho gidng ngudi khong gay ra su
ngung két hdng cAu. Trong hu hét cac thir nghiém, khéng thé 9E4 va khéng thé B6H12
thuong mai duoc st dung lam d6i chimg duong dbi v6i sw ngung két hdng cau. Céc khang
thé ban trén thi truong khac dugc sit dung trong cac thir nghiém nay 1a cac khéng thé
phong bé SIRPa, BRIC126 va CC2C6, va cac khéng thé phong bé ddi twong khong phai 1a
SIRPa, 2D3. ‘

Fig. 5 1 db thi thé hién lién két 2A1 va B6HI2 véi t& bao B va Raji cua khi
Cynomolgus (cyno), dugc do bing may dém té bao kiéu dong. 2A1 lién két véi CD47 cia
khi cyno va ngudi véi 4i lyc twong duong, cling nhu B6H12, mic du &i luc thip hon dbi

v6i cad CD47 ciia ngudi va cua khi cyno so véi 2A1.
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Fig. 6 1a dd thi minh hoa lién két ciia 2A1, 2A1-xi, v B6HI2 véi t€ bao Raji, dugc
x4c dinh bing may dém té bao kiéu dong. Quan trong 14 dd thi cho thy ring trinh tw ving
bién dbi cua chudi ning (VH) va chudi nhe (VL) dugc giai thich mt cach chinh xéc &

dang kham cua 2A1.

Fig. 7A-7J la ddy dd thi thé hién sy lién két ciia céc bién thé duge lam cho gidng
ngudi ca 2A1 véi té bao Raji. 2A1-xi dugc sir dung 1am d6i chimg noi trén hiu hét cac dd

thi. T8 hop nhidu chudi ning va chudi nhe duge thir nghiém nhu duge moé ta trong Vi du 8.

Fig. 8A 12 hinh v& ciia vét tir phép sic ky loai kich thudc sir dung FLPC AKTA véi
cot superdex200. Puoc thé hién 1a cac bién thé IgG1, IgG4P, va IgG4PE cla khéng thé
AB6.12. Ca ba bién thé déu c6 trén 97% monome. Fig. 8B 14 anh chup gel SDS-PAGE
xanh coomassie clia nhidu bién thé duoc 1am cho giéng ngudi clia 2A1 duéi didu kién khur
(Reducing-R) va khong khtr (Non-Reducing -NR).

Fig. 9 1a day db thi minh hoa kha ning ciia khéng thé CD47 dé thic ddy sy thuc
bao dong t& bao khéi u ctia ngudi bang bach cAu mono ciia ngudi bit ngudn tir céc dai thuc
bao (MDM). Fig. 9A 1a dd thi thé hién chi sé thuc bao, trong d6 céc khang thé dugc sit
dung 1 khéng thé thuong mai B6H12, khéng thé 2A1 cta chudt, khang thé AB2.05 1a bién
thé dugc 1am cho giéng ngudi, khéng thé thwong mai khong chan 2D3. Fig. 9B 1a dd thi
thé hién chi sé thuc bao, trong d6 cac khang thé dugc sir dung 1a khéng thé thwong mai
B6H12, khang thé duoc 1am cho giéng ngudi AB2.05 (gG1 ctia ngudi), va cée bién thé cua
IgG1, IgG4P, va IgG4PE ciia khang thé dugc 1am cho gidng ngudi AB6.12. Té bao CCRF-
CEM dugc sir dung 1am dong té bao dich v6i CD47 trong céc thir nghiém nay.

Fig. 10 la day dd thi thé hién hiéu qua chéng khéi u ctia khang thé CD47 & méu
khéi u Raji. Fig. 10A 1a dd thi thé hién tinh hiéu lyc cta céc khéng thé ciia chudt 9E4, 1B4,
2A1, va khéang trén thi trudong B6H12. Fig. 10B 1a do thi thé hién tinh hiéu luc cua isotyp
IgG1, IgG4P, va IgG4PE cua khéng thé dugc lam cho giéng ngudi AB6.12, cing vdi
khang thé 2A1. Trong ca hai miu, chudt dugc didu tri v6i lidu khang thé 200pg ba 14n mot

tuan.

Fig. 11 1a biéu dién dd thi phirc hop ddng tinh thé ctia CD47-IgV véi ving SIRPo-
IgV (A, (Protein Data Bank (PDB) Reference No. 2JJS), B6H12 (B), va 2A1 (C). 2Al va
lién két B6H12 & cac dinh hudng rit khéc nhau va céc epitop khac biét trén CD47, ca hai
d8u chdng 14n vi tri lién két SIRPa. Khang thé 2A1 lién két theo huéng déu dén phin bén
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trén protein CD47.
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuét cic khang thé don dong lién két dic hiéu véi CD47, bao gdbm

CDA47 ctia ngudi. Cac khang thé nay dugc dé cip chung & day 1a khéng thé CD47.

CD47, thy thé xuyén mang nhiu 1an thudc siéu ho globulin mién dich, twong tac
v6i SIRPo. (protein diéu hoa tin hidu o) trén cc dai thuc bao va nho d6 1am giam sy dai
thuc bao. Céc té bao ung thu theo con dudng nady s& tranh duge sy dai thyc bao. Nhu duge
md ta chi tiét dudi day, ddy 14 co ché méi cia viée tranh mién dich ciia khdi u, va huéng

dich didu tri CD47 duoc ing dung rong rai di v6i nhiéu bénh ung thu.

Su bidu hién ctiia CD47 twong quan v&i cac biéu hién 1am sng trAm trong & nhiéu
bénh 4c tinh khac nhau, bao gdm U lympho Non-Hodgkin (NHL), bénh bach ciu lympho
bao clp tinh (ALL), bénh bach cau cép tinh do tily xwong tao ra (Acute Myelogenous
Leukemia ~AML), bénh ung thu budng tring, u thdn kinh dém, bénh u nguyén bao x6p,
v.v. Thém vao d6, CD47 da dugc nhan dién 1a tdc nhén tao thanh té bao géc ung thu & ca
bénh bach ciu va khdi u rin (Jaiswal et al., 2009 Cell, 138(2): 271-85; Chan et al., 2009
Proc Natl Acad Sci USA, 106(33): 14016-21; Chan et al., 2010 Curr Opin Urol, 20(5):
393-7; Majeti R et al., 2011 Oncogene, 30(9): 1009-19).

Céc khang thé phong b8 CD47 da dugc chimg minh 13 c6 nhiéu hoat tinh chéng
kh&i u véi cac miu khéi u in vivo. Ngoai ra, céc khang thé nay da dugc thdy 1a hiép dong
v6i cdc khang thé didu tri khic bao gdm Rituxan® va Herceptin® & cdc miu khéi u. Su
phong bé twong tac cia CD47 véi SIRPa. 13 kha nang thiic ddy sy thyc bao céc té bao biéu
hién CD47 bdi céac dai thue bao (Tém luge trong Chao et al., 2012 Curr Opin Immunol,
24(2): 225-32). Céc con chudt thiéu CD47 khang mdt cach rd rét liéu phép xa tri, 3 goi y
v& vai trd cua viéc nhim dich CD47 trong t& hop véi liéu phép xa tri (Isenberg et al., 2008
Am J Pathol, 173(4): 1100-1112; Maxhimer et al., 2009 Sci Transl Med, 1(3): 3ra7).
Ngoai ra, cic miu khdi u ciing loai trong chudt thé hién sy di cidn & xuong gidm so véi

chudt kiéu dai (Ulugkan et al., 2009 Cancer Res, 69(7): 3196-204).

Quan trong 13 hiu hét cac khang thé CD47 da dugc ghi nhan 13 gay ra sy ngung két
hdng ciu & ngudi. Sw ngung két hdng cu 1a vi du v& twong tac ddng hinh, trong d6 hai té

bao bidu hién CD47 dugc téc dong dé ngung két hodc két tu lai khi duge xir 1y bang thuc
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thé lién két v6i CD47 hoéa tri hai. Vi du, khang thé CD47, MABL, 1a IgG hoic F(ab'), ddy
du, da dwoc ghi nhan 1 gy ra su ngung két hdng ciu, va, chi khi MABL dugc thay thé
vao vi tri scFv hodc scFv hda tri hai, tic dung ndy méi dugc giam di. (xem, vi dy, Uno S,
Kinoshita Y, Azuma Y et al, Antitumor activity of monoclonal antibodies against CD47 in
xenograft models of human leukemia. Oncol Rep 2007; 17: 1189-94; Kikuchi Y, Uno S,
Yoshimura Y et al. A bivalent single-chain Fv fragment against CD47 induces apoptosis
for leukemic cells. Biochem Biophys Res Commun 2004; 315: 912-8). Khang thé CD47
khéc da biét bao gdbm B6H12, BRIC126, va CC2C6 ciing giy ra sw ngung két cic RBC,
nhu duge md ta chi tiét dudi day. Do d6, sw ngung két té bao thé hién gi6i han chinh ddi

v6i viée hudng dich didu tri CD47 véi cac khang thé IgG ddy da hién cé.

Ngoai ra, ddc tinh quan trong cta khang thé CD47 13 kha ning phong bé tuong tac
clia CD47 va SIRPa nhdm thic dy sy thuc bao cta céc té bao biéu hién CD47 boi cac dai
thuc bao. Nhidu khéng thé CD47 hién nay phong bé SIRPa; tuy nhién, truéc khi sang ché
dwoc mo ta trong ban md ta nay, céc khang thé hién c6 ma phong bé SIRPa gay ra tic dung
phu cla viéc ngung két hong cdu, didu nay nhu dwoc mé ta trong ban mé ta nay 1a khong
mong mudn. Céc khang thé hién c6 khac, nhw 2D3, khong gay ra sw ngung két hdng cu;
tuy nhién, cac khang thé ny ciing khong phong bé SIRPa, din dén ching kém hiéu qua
trong viéc thiic day su thuc bao. Do d6, truée khi sang ché duwoc mo ta trong ban mé ta
nay, c6 nhu cu cép bach ddi véi viéc nhin dién khang thé CD47 va phong bé SIRPa ma
khong gay ra su két tu té bao.

Sang ché dé xuét khéang thé don dong phén 14p dugc hodc doan cb hoat tinh mién
dich ctia n6 lién két véi CD47 nguoi, trong d6 khang thé hodc doan c6 hoat tinh min dich
ctia né lién két véi epitop khong lién tuc trén CD47, trong d6 epitop khong lién tuc nay
chira cac gde axit amin Y37, K39, K41, K43, G44, R45, D46, D51, H90, N93, E97, T99,
E104, va E106 ctia CD47 khi dugc danh sé theo SEQ ID NO: 147, va trong d6 khéng thé
hodc doan c6 hoat tinh mién dich ctia né ngin ngira CD47 khoi viée twong téc véi protein
diéu hoa tin hiéu a (signal-regulatory-protein o, - SIRPa) va khong gy ra mic ngung két

dang k& céc té bao sau khi ding.

Theo mot sb phuong an cla séng ché, khang thé hoic doan cé hoat tinh mién dich

cta né 1a khang thé kham hodc dugc lam giong nhu cla nguoi.

Theo mét s6 phuong an cla séng ché, khéng thé hodc doan cé hoat tinh mién dich
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clia n6 thuc diy sy thuc bao té bao biéu hién CD47 gay ra bdi dai thyc bao.

Theo mot sb phuong én cia sing ché, khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich
ctia n6 13 isotyp IgG duogc chon tir nhém gdm isotyp IgGl, isotyp IgG2, isotyp 1gG3, va
isotyp IgG4.

Theo mot s6 phuong 4n ciia sing ché, khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich

cuia no 1a isotyp IgG duogc chon tir [gG4P va IgG4PE.

Theo mot sb phuong an cua séng ché, khang thé hodic doan c6 hoat tinh mién dich
cua no chua:

(i) trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh ty VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 72,
trinh ty VH CDR3 duogc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tw VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh ty VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 71, va
trinh ty VL CDR3 duogc néu trong SEQ ID NO: 55;

(i)  trinh ty VH CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh ty VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tw VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tu VL CDR2 duogc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tuy VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 55;

(iii)  trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh tw VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tv VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tw VL CDR1 duogc néu trong SEQ ID NO: 67,
trinh tw VL CDR2 duogc néu trong SEQ ID NO: 69, va
trinh tuv VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 55;

(iv)  trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tw VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tw VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 67,
trinh tu VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 70, va
trinh tu VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 55;
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trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VL CDR3 duogc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR3 duge néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR2 dugc né€u trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR3 duogc néu trong SEQ ID NO:
trinh tv VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
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trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tur VL CDR3 droc néu trong SEQ ID NO: 55;
(xi)  trinh tw VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 57,
trinh tuy VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh ty VL CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tu VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55;
(xii) trinh ty VH CDRI1 dugc néu trong SEQ ID NO: 60,
trinh ty VH CDR2 duogc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tuy VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tw VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tu VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55;
(xiii) trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 61,
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tu VL CDR1 duge néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tu VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 55; hodc
(xiv) trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 62,
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh tuy VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tw VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tu VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55.

Theo mdt s6 phwong 4n ciia sing ché, khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich
cua no chura:
6) trinh tu VH duogc néu trong SEQ ID NO: 5, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 31;
(i)  trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 5, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 32;
(iii)  trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 7, va
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trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 33;
trinh ty VH duogc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 34;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
trinh tv VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 36;
trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 37;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 38;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 39;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 43;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 8, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 39;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
trinh ty VL duogc néu trong SEQ ID NO: 42;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 43;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 44;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 47;
trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 15, va
trinh tu VL duogc néu trong SEQ ID NO: 43;
trinh tu VH dugc néu trong SEQ ID NO: 15, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 44;
trinh tu VH duoc néu trong SEQ ID NO: 16, va
trinh tu VL duogc néu trong SEQ ID NO: 35;
trinh tu VH duoc néu trong SEQ ID NO: 17, va
trinh tu VL duogc néu trong SEQ ID NO: 35;
trinh tu VH duoc néu trong SEQ ID NO: 20, va
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trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxi) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 21, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxii) trinh tv VH dugc néu trong SEQ ID NO: 22, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxiii) trinh tv VH dugc néu trong SEQ ID NO: 27, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxiv) trinh tv VH dugc néu trong SEQ ID NO: 28, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxv) trinh tv VH dugc néu trong SEQ ID NO: 29, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35; hodc
(xxvi) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 30, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35.

Sang ché con d& xuét duoc phim chira khang thé hoic doan cé hoat tinh mién dich

ctia né theo sang ché va chat mang.

Sang ché con d& xuét khang thé hoc doan c6 hoat tinh mién dich cua no theo sing
ché dé dung trong phuong phap 1am thuyén giam triéu ching ciia bénh ung thu hodc céc

tinh trang u tin tao khac & d6i tuong.
Theo mot sb phuong 4n ciia sang ché, d6i tuong 13 ngudi.

Theo mdt s& phuong 4n cia sang ché, phuong phap nay con bao gdm budc sir dung

héa tri li€u.

Theo mot s6 phuong 4n clia séng ché, phuong phap nay con bao gbm budc sir dung

xa tri.

Khang thé CD47 theo sang ché tranh dugc tic dung khong mong mudn cua viée
ngung két hdng cAu, nhd d6 1am ting hiéu qua cia viéc huéng dich didu tri CD47, va duy
tri kha ning phong bé tuong tac ciia CD47 véi SIRPa, nho do thic d4y su thuc bao cua céc
t& bao bidu hién CD47. Cu thé 13, khang thé CDA47 isotyp IgG ddy du theo séng ché (vi du,
2A1 va céc din xult dugc 1am cho giéng ngudi ciia né bao gdm céc dén xuat dugc néu
trong Bang 1) khong gay ra su két tu té bao & mitc dang ké. Vi dy, khang thé CD47 theo

sang ché khong gay ngung két RBC ¢ mirc déng ké. Pugc md ta trong ban md ta nay 1a
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khang thé CD47 thir nhét & dang IgG ddy di ma phong bé SIRPa va khong giy ra miic
ngung két hdng cu déng ké. Tom lai, c4c khang thé theo sang ché (vi du, khang thé 2A1
va céc din xudt dugc 1am cho gidng ngudi ciia né) 1a duy nhat trong s6 cac khang thé
CD47 hién c6 v& kha ning phong bé SIRPa, nhung khong gy ra mitc ngung két hdng ciu
dang ké.

Khéng thé CD47 theo sang ché thé hién nhidu dic tinh mong mubn, vi dy, bang cdc
vi du khong gi6i han, phong bé mét cach c6 hiéu lyc sy twong tac gitta CD47 va phdi tir
ctia n6 SIRPa, ma khong gay ra mirc ngung két hdng cau dang k& hoic néu khong thi didu
chinh su ngung két hdng ciu, cling nhu hoat tinh chdng khéi u hidu qua. Vi dy, khang thé
CDA47 theo sang ché phong bé it nhit 40%, it nhit 45%, it nhit 50%, it nhat 55%, it
nhét 60%, it nhit 65%, it nhit 70%, it nhit 75%, it nhat 80%, it nhét 85%, it nhit 95%,
hodc it nhat 99% su twong tac gita CD47 va SIRPo. khi so sanh véi muc tuong tac gitta
CD47 va SIRPa v6i sy ¢6 mit cia khang thé CD47 duge md ta trong ban md ta nay.
Khéng thé CDA47 theo sang ché khong gay ra mic ngung két dang ké cac t& bao, vi du,
khang thé CDA47 theo séng ché khong gay ra mic ngung két déang ké céc té bao hdng cau.
Vi du, mtrc ngung két véi sy c6 mit cuia khéng thé CD47 theo sang ché giam di it nhét 5%,
it nhat 10%, it nhit 20%, it nhAt 30%, it nht 40%, it nhat 50%, it nhét 60%, it nhat 70%, it
nhit 80%, it nht 90%, hodc it nhit 99% so véi mirc ngung két véi sy c6 mit cia khang
thd CD47 hién nay. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé CD47 theo séng ché khong gay ra
mirc ngung két dang ké néu mirc ngung két véi sy c6 mit cua khang thé CD47 theo sang
ché giam di it nhat 5%, it nhit 10%, it nhit 20%, it nhit 30%, it nhét 40%, it nht 50%, it
nhit 60%, it nhit 70%, it nhit 80%, it nhit 90%, hodc it nhit 99% so véi miic ngung két
v4i sy ¢6 mit ciia khang thé CD47, 1B4, chua trinh tu viing bién ddi cia chudi ning va
chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 80 va SEQ ID NO: 81, mét cach tuong tmg. Céc
khang thé theo séng ché ciing c6 hiéu lyc dang k& hon ddi v6i cac mu khéi u so véi céc
khéng thé da biét trong linh vuc k¥ thuat. Vi dy, kha ning cia cac dai thuc bao dé thuc bao
céc t& bao khdi u véi su c6 mat cia khang thé CD47 theo sang ché ting Ién it nhét 5%, it
nhét 10%, it nhét 20%, it nhit 30%, it nhit 40%, it nhét 50%, it nhit 60%, it nhat 70%, it
nhét 80%, it nhit 90%, hogc it nhit 99% so v6i kha ning ctia cic dai thuc bao dé thuc bao

céc té bao khéi u v6i sy c6 mit cia khang thé CD47 hién nay.

Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat ndy s& nhan thiy ring co thé
dinh lugng, ma khong cn thir nghiém qua mirc, mirc ngung két, vi dy, mirc ngung két cac

RBC. Vi duy, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay s& nhan thiy ring
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mirc ngung két hdng cAu duoc xdc dinh bing cach do ving chAm RBC sau khi tién hanh
thir nghiém ngung két hdng cAu véi sw c6 mit ciia khang thé CD47 theo sang ché, nhu
duoc md ta trong cac vi du dudi day. Trong mot sé trudng hop, ving chdm RBC véi sy ¢6
mt ciia khang thé CD47 theo sang ché so v6i viing chdm RBC véi sy c6 mit cia khang
thé CDA47, dé 14, khong c6 hién tuong ngung két hdng cAu. Theo cach niy, sy ngung két
hdng ciu duge dinh lugng twong tmg véi déi chimg dudng gde. Ving chdm RBC 16n hon
twong mg véi mitc ngung két hdng cAu cao hon. Theo cach khac, viée do mat d§ chdm

RBC c6 thé duoc sir dung dé dinh lwong sw ngung két hdng cau.

Khéng thé CDA47 theo sang ché lién két véi CD47 clia ngudi va phong bé tuong tac
clia n6 v6i SIRPa (Fig. 1B, 3, va 7J). Cac khang thé nay khong giy ra muc ngung két dang
ké hdng cu ngudi (Fig. 4). Cac khang thé ndy c6 kha ning thiic dAy su thuc bao céc té bao
khéi u boi céc dai thuc bao (Fig. 9). Ngodi ra, khang thé CD47 thé hién hoat tinh chéng
khéi u hiéu qua & mau chudt c6 u lympho ngudi (Fig. 10). Do do6, khéng thé CD47 theo
séng ché tranh dugc nhan t6 gi6i han chinh dbi véi viéc hudng dich diéu trj CD47. Do do,
khéng thé CD47 theo sang ché giit vai trd rt quan trong trong viéc diéu tri nhiéu bénh ung
thu.

Céc khang thé theo sang ché lién két dic hiéu véi CD47 clia ngudi, phong bé, uc
ché, ph4 v& hoic néu khong thi didu chinh sy tuong téc gitta CD47 cia ngudi va SIRPa
ctia ngudi ma khong gy ra mitc ngung két hong cAu dang ké hoac néu khong thi diéu

chinh sy ngung két hdng cau.

Chc khang thé theo séng ché lién két véi epitop CD47 véi hé s lién két can bing
(Kq) of <1 pM, vi du, < 100 nM, 6t hon 14 < 10 nM, va tt hon nita 12 < 1 nM. Vi dy,
khéng thé CD47 d& xuét ¢ day tic ché Kq trong pham vi xAp xi gitta < 1 nM dén khoang 1
pM.

Khéng thé CD47 theo sing ché duoc dung @& didu bién, phong bé, trc ché, lam
giam, dbi khang, trung hoa hodc néu khong thi can thiép vao hoat tinh chirc nidng cua
CD47 dugc phan bé mét cach rong rdi. Céc hoat tinh chitc ning ciia CD47 bao gdm vi du,
su phat tin hiéu thong qua tuwong tac véi SIRPa, diéu chinh, v/ dy, 1am ting, ndng dd canxi
noi bao trén co so sy bam dinh ciia té bao véi co chét ludi ngoai bao, twong tc voi ving
lién két té bao dAu C cua thrombospondin, twong tac véi fibrinogen, va tuong tac véi cac

integrin khac nhau. Vi dy, khéng thé CD47 tic ché hoan toan hodc tc ché mot phan hoat
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tinh chirc ning cia CD47 bing cach diéu bién, phong bé, Gic ché, lam giam, dbi khang,
trung hoa hodc néu khong thi can thiét mot phin hodc hoan toan vao lién két ciia CD47
vdi SIRPa.

Khang thd CD47 duoc cho 1a didu bién, phong bé, tc ché, lam giam, ddi khéng,
trung hoa hoic néu khong thi can thi€p hoan toan vao hoat tinh chirc ning ciia CD47 khi
miurc hoat tinh chuc ning cia CD47 véi sy ¢6 mit cia khidng th8 CD47 giam di it nhét
95%, vi du, bang 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% khi so sanh véi mic hoat tinh chic
niing ciia CD47 khi c6 sy lién két v6i khang thé CD47 dugc mé ta trong ban md ta nay.
Khéng thé CD47 dugc cho 1a phong bé, i ché, lam giam, d6i khang, trung hoa hogc néu
khong thi can thiép mot cach dédng ké vao hoat tinh chic ning cia CD47 khi mirc hoat tinh
ctia CD47 véi su c6 mit ciia khang thé CD47 giam di it nhit 50%, vi du, 55%, 60%, 75%,
80%, 85% hoic 90% khi so sanh v&i mirc hoat tinh cia CD47 khi c6 su li€n két voi khang
thé CD47 duoc md ta trong ban mo ta ndy. Khang thé CD47 dugc cho 1a didu bién, phong
bé, tc ché, 1am giam, ddi khang, trung hoa hogc néu khong thi can thiép mot phan vao hoat
tinh chirc niang ctia CD47 khi muc hoat tinh cia CD47 véi su c6 mit cua khang thé CD47
giam di it hon 95%, vi du, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% hodc
90% khi so sanh v6i mttc hoat tinh ciia CD47 khi ¢6 sy lién két v6i khéang thé CD47 dugc

mo ta trong ban mo ta nay.

Cdc dinh nghia

Trir khi c6 dinh nghia khac, céc thuét ngit khoa hoc va k¥ thuat st dung lién quan
dén sang ché s& c6 nghia ma né thudng dugce hiéu boi ngudi cé trinh do trung binh trong
linh vuc. Ngoai ra, trir khi c6 yéu cau khac boi ngit canh, cac thuét ngit s it s& bao gbm
céc thuat ngit sd nhidu va céc thudt ngit s6 nhidu s& bao gdm sd it. N6i chung, danh phap
héa hoc dugc st dung lién quan dén, va cac k¥ thudt ciia viéc nudi cdy té bao va mo, sinh
hoc phan tir, va héa hoc protein va oligo- hodc polynucleotit va lai té bao dugc md ta trong
ban md ta nay 14 céc k¥ thuat da dugc biét va thudng duge sir dung trong linh vue. Céc k§
thuat tiéu chudn duoc st dung cho ADN t4i td hop, su tdng hop oligonucleotit, va nudi cay
mo va bién nap (vi du, dién bién nap, chuyén nhiém liposom). Sy twong tac do enzym va
céac k¥ thuat tinh sach theo mo ta cia nha san xuét nhu thudng duoc thuc hién trong linh
vuc hodc nhu dugc md ta trong ban md ta ndy. Céac k¥ thudt néu trén va cac quy trinh
thudng duge thuc hién theo cac phuong phép truyén théng da dugc biét dén rong rai trong

linh vuc k¥ thuat va nhu dwoc md ta trong céc tai liéu tham khao chung hodc cu thé hon
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ma dugc trich din va ban lusn khi mo ta sang ché. Xem, vi du, Sambrook et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989)). Céc danh phap dugc sir dung lién quan dén va cic quy trinh phong
thi nghiém va cac k¥ thudt v& héa phén tich, héa hitu co tong hop va héa duge va y duge
md ta trong ban md ta ndy 1a cac quy trinh, k¥ thuat da dugc biét dén rong rai va thudng
duge sit dung trong linh vuc k¥ thuat. Cac k§ thuét tiéu chudn duoc sir dung dé téng hop
héa hoc, phéan tich hoa hoc, bao ché dugc phdm, ché phim va cép, va diéu tri cho nguoi
bénh.

Nhu dugc sir dung ¢ day theo bdc 10 clia sang ché, cac thuat ngit sau ddy, trir khi c6

chi dinh khéc, s& dugc hiéu 13 c6 cac nghia sau day:

Nhu duge sir dung & day, cac thuat ngtt CD47, protein lién quan dén integrin
(integrin-associated protein -IAP), khang nguyén ung thu budng trimg OA3, khang nguyén
lién quan dén Rh va MERG 1a ddng nghia véi nhau va c6 thé dugc sir dung thay thé cho

nhau.

Céc thudt ngit t& bao hdng cAu, va hdng clu la ddng nghia va dugc st dung thay thé

cho nhau trong ban md ta nay.

Thuat ngit két tu @& cap dén viéc két tu t& bao, trong khi thuat ngit sy ngung két
hdng cau dé cap dén su két tu céc tap con cu thé cuia t& bao, do 13, t& bao hdng ciu. Do dé,

sw ngung két hdng ciu 1a mot dang ciia két tu té bao.

~

Nhu duge st dung & déy, thudt ngit “khéng thé” d& cap dén céc phan tir globulin
mién dich va cac doan c6 hoat tinh mién dich cta phan tir globulin mién dich (Ig), d6 /4,
céc phan tir chira vi tri lién két khéng nguyén ma lién két dic hiéu véi (phan tng mién dich
v6i) khang nguyén. Bing thut ngit “lién két ddc hiéu” hodc “phan ng mién dich véi”
“hojc duoc dinh hudng chdng lai” c6 nghia 1a khang thé phan tng véi mot hodc nhiéu
quyét dinh khdng nguyén cta khang nguyén mong mudn va khong phan Gng vdi cac
polypeptit khac hodc lién két voi 4i luc nho hon nhidu (Ka > 10). C4c khéng thé bao gom,
nhung khong chi gi6i han &, khéng thé da dong, khéng thé don dong, khang thé kham, dAb
(khang thé ving), chudi don, cac doan Fab, Fab: va F(ab’), thu vién biéu hién Fy, scFvs,

va Fab.

Céc don vi cu triic khang thé co ban da dugc biét 1a bao gdm tetrame. Mbi tetrame
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bao gdm hai cip chudi polypeptit gidng nhau, mdi cip c6 mot chudi “nhe” (khoang 25
kDa) va mét chudi “ning” (khoang 50-70 kDa). Phin diu amin ciia mdi chudi bao gdm
ving bién déi khoang 100 dén 110 axit amin hogic nhiéu hon truéc hét la chiu trach nhiém
@& nhan dién khang nguyén. Phin ddu carboxy ciia mdi chudi xac dinh viing hdng dinh
trude hét 14 chiju trach nhiém cho chirc ning 1a co quan phan ung lai kich thich. Nhin
chung, céc phan tir khéng thé thu duoc tir ngudi lién quan dén bt ky khang thé trong s6
céc 16p 1gG, IgM, IgA, IgE va IgD, chiing khéc nhau bdi ban chét cua chudi ning c6 mit
trong phén tir. M3i 16p nhét dinh ciing ¢6 cdc phan 16p, nhu IgGi, 1gGz, va cdc phan 16p

khéc. Ngoai ra, & ngudi, chudi nhe c6 thé 1a chudi kappa lambda.

Thuét ngit “khéng thé don dong” (MAb) hodc “ché phim chira khang thé don
dong”, nhu dugc sir dung & déy, d& cap dén tap hop cic phan tir khéng thé chira duy nhat
mdt loai phan tir khéng thé chira san phim gen 12 chudi nhe duy nhét va san phdm gen la
chudi ning duy nhét. Cu thé 13, cac ving quyét dinh b trg (CDRs) cua khang thé don
dong 1a giéng nhau & moi phan tir khang thé trong tap hgp. Cac MAb chia vi tri lién két
khéng nguyén c6 kha ning phan Gng mién dich véi epitop cu thé ciia khang nguyén dic

trung boi 4i luc lién két duy nhat ddi véi né.

Nhin chung, cic phén tir khang thé thu duogc tir ngudi lién quan dén bét ky trong sb
céc 16p IgG, IgM, IgA, IgE va IgD, chiing khéc nhau béi ban chét cia sy c6 mit ctia chudi
ning trong phan tir. Mdi 16p nhit dinh c6 cac phan 16p, nhu IgG1, IgGo, va cac phén 16p

khéc. Ngoai ra, & ngudi, chudi nhe c6 thé 1a kappa hodc lambda.

Thuat ngit “vi trf lién két khéng nguyén” hoc “phan lién két” d& cap dén phan cia
phan tir globulin mién dich ma tham gia vao lién két voi khang nguyén. Vi tri lién két
khang nguyén duoc tao thanh boi gdc axit amin cia ving bién dbi (“V*) dau N ciia chudi
ning (“H”) va chudi nhe (“L”). Ba dai phan r& cao trong ving chit V ciia cac chudi ning va
chudi nhe, dugc d& cép dén 1 “ving siéu bién” duogc dit giita cac dai bén bao toan cao
ciing duoc biét 12 “viing khung,” hogc “FR”. Do do, thuat ngtr “FR” d& cap dén céc trinh ty
axit amin ma duwoc thiy mot cach tu nhién gitta, va lién k& voi, ving siéu bién trong
globulin mién dich. Trong phan tir khéng thé, ba viing siéu bién ciia chudi nhe va ba ving
siéu bién ctia chudi ning dugc bd tri can xting vé6i nhau trong khong gian ba chidu d tao
thanh b& mit lién két khang nguyén. B& mit lién két khang nguyén 1a bd sung v6i khong
gian ba chiéu ctia khdng nguyén dugc lién két, va ba ving siéu bién ctia mdi chudi nang va

chudi nhe dugc dé cap 13 “ving quyét dinh bb tro,” hosic “CDR” Sy phan bd cac axit amin
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dén mdi ving 13 phl hop véi cac dinh nghia cua “Kabat Sequences of Proteins of
Immunological Interest” (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 va 1991)),
hodc Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), Chothia ef al. Nature 342:878-883
(1989).

Nhu duoc st dung & day, thuét ngit “epitop” bao gdm b4t ky nhan t6 quyét dinh 12
protein c6 kha nang lién két dic hiéu véi globulin mién dich hodc doan cia né, hoic thy
thé té bao T. Thuit ngit “epitop” bao gdm nhén t& quyét dinh protein bét ky c6 kha ning
lién két dc hiu véi globulin mién dich, hogic thu thé t& bao T. Nhan t6 quyét dinh epitop
thudng bao gdm cac nhém bé mit c6 hoat tinh héa hoc ciia cac phan tir nhu axit amin hogc
mach bén cta duong va thuong c6 céc dic tinh cAu truc ba chiéu cu thé, ciing nhu cac dic
tinh dién tich cu thé. Khang thé dugc cho 1a lién két ddc hiéu véi khang nguyén khi hing

s6 phan ly 1a < 1 uM; vi dy, < 100 nM, t6t hon 12 < 10 nM va t6t hon nita 1a < 1 nM.

Nhu duge st dung & day, céc thuat ngit “lién két mién dich” va “céc tinh cht lién
két mién dich” d& cap dén cac tuong tac khong cong héa tri clia cac dang xay ra gifta phan
ttr globulin mién dich va khang nguyén trong d6 globulin 1 d&c hiéu. P9 manh hoc ai lyc
clia c4c tuong tac lién két midn dich c6 thé dwoc thé hién bdi thuat ngit hing s phan ly
(Kq) cua tuong tac, trong d6 Ka nhd hon thé hién 4i luc 16n hon. C4c dic tinh lién két mién
dich cua céc polypeptit Iya chon c6 thé dugc dinh lugng sir dung cdc phuong phép da biét
trong linh vyc k§ thuit. Mdi phuong phép nay doi hoi viéc do ty 1€ vi tri lién két khang
nguyén/sy tao thanh va phén ly phtrc hop khang nguyén, trong d6 céc ty 1€ ndy phu thudc
vao ndng dd ciia cac thanh phéan ciia phiic hop, 4i luc tuong téc va cc thong s6 hinh hoc
gy anh huéng mot cdch nhw nhau déi véi ty 18 & ca hai huéng. Do d6, ca “dya trén hing
58 ty 16 on” (kon) va “héng s6 ty 16 off” (korr) c6 thé dugc xéc dinh boi sy tinh toan ndng do
va ty 16 thuc té ctia sur lién két va phan ly. (xem, Nature 361:186-87 (1993)). T¥ 18 Kotr /Kon
cho phép bo di cac thong sb khong lién quan dén 4i luc, va bing véi hé sb6 phan ly Ka.
(xem,, generally, Davies et al. (1990) Annual Rev Biochem 59:439-473). Khang thé theo
séng ché duge cho 1a lién két dic hidu voi CD47, khi hé sb lién két can bang (Kd) 1a <1
uM, tt hon 1a < 100 nM, tét hon nita 12 < 10 nM, va t6t nht 1a < 100 pM dén khoang 1
pM, nhu dugc do bi cac thir nghiém nhu cac thir nghiém lién két chat gén phéng xa, cong
hudng plasmon bé& mit (Surface Plasmon Resonance - SPR), thir nghiém lién két dm té
bao theo dong, hodc cac thir nghiém twong tw di duge biét boi ngudi c6 hiu biét trung

binh trong linh vuc k¥ thuat nay.
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Thuat ngit “polynucleotit duge phan 14p” nhu duge s dung & ddy cé nghia la
polynucleotit c6 ngudn gbc tir hé gen, cADN, hodc tbng hop hoiic mot sb t6 hop ciia
chting, ma vi ngudn gdc ciia chiing “polynucleotit duge phén 14p” (1) khong lién quan dén
tAt ca hodc mot phan cua polynucleotit, trong d6 “polynucleotit dugc phan 14p” dugc tim
thdy trong tu nhién, (2) dwoc lién két hoat dong véi polynucleotit ma khong dugc lién Kkét
v6i trong tu nhién, hodc (3) khong xay ra trong tu nhién dudi dang 1a mot phn cia trinh tu

16n hon.

Thuat ngit “protein dugc phén 14p” dugc dé cip c6 nghia 1a protein c6 ngudn gbc tir
cADN, ARN t4i td hop, hodc tdng hop hodc mot sb t& hop ciia ching, ma do ngudn géc
ctia n6, hodc ngudn din xuit, “protein dugc phén 1p” (1) khong lién quan dén protein c6
trong tu nhién, (2) khong cé céc protein khdc tir cing ngudn, vi du, khong cé protein tir
sinh vat bién, (3) duoc biéu hién boi té bao tir céc loai khdc nhau, hogc (4) khong c6 trong

tu nhién.

Thuét ngit “polypeptit” nhu duoc sir dung & dy 12 thuat ngit chung d& cdp dén
protein tw nhién, céc doan cua nd, hodc dang twong tw ciia mdt trinh tu polypeptit. Do do,

céc doan protein ty nhién, va dang tuong tu 1a cac loai thudc chi polypeptit ndy.

A

Thuat ngtt “xuit hién ty nhién” nhu dugc sir dung & ddy dugc 4p dung cho dbi
tuong dé cap dén thyc té ring dbi twong c6 thé duge tim thdy trong ty nhién. Vi dy, trinh ty
polypeptit hodc polynucleotit c6 mét trong vi sinh vat (bao gdm virut) ma cé thé dugc phan
1ap tir ngudn trong tw nhién ma khong dugc thay ddi mot cach c6 chil y bdi con ngudi

trong phong thi nghiém hozc néu khong thi xuét hién tu nhién.

Thuat ngit “duoc lién két hoat dong” nhu dugc sir dung & day dé cap dén céc vi tri
cuia cac thanh phian dugc md ta trong mdi quan hé cho phép chung thuc hién chirc ning
theo dinh huéng cua ching. Trinh ty diéu khién “dugc lién két hoat dong” vdi trinh tu ma
héa dugc lién két theo cach sao cho sy biéu hién cua trinh tu ma héa dat dugc trong cac

didu kién twong thich vdi c4c trinh tw diéu khién.

Thuat ngit “trinh tu didu khién” nhu duge sir dung & déy d& cap dén cac trinh ty
polynucleotit can thiét dé anh huong dén sy biéu hién va xut Iy cac trinh ty ma hoa dé
chung dugc lién két. Ban chit cua c4c trinh tu diéu khién khac nhau phy thudc vao sinh vét
chit 14 sinh vét chua c6 nhan dién hinh, c4c trinh tu didu khién nay thudng bao gdm trinh ty

khoi dau, vi trf lién két ribosom, va trinh tu két thiic phién ma & sinh vét c6 nhén di€n hinh,
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thong thudng, céc trinh tu didu khién nay bao gdm trinh ty khéi dAu, trinh ty két thuc phién
ma. Thuét ngit “cdc trinh tw didu khién” duoc dinh hudng dé bao gdm, & mirc ti thiéu, tat
ca céc thanh phin ma sy c6 mit cta chung 14 quan trong cho sy biéu hién va xir Iy, va cling
c6 thé bao gdm céc thanh phin bd sung ma sy c6 mit cua né 1a ¢6 loi, vi du, céc trinh ty
din ddu va cdc trinh tw dung hop. Thuét ngit “polynucleotit,” dugc dé cap dén & day c6
nghia 13 bo polyme ciia nucleotit clia it nhit 10 bazo theo chiéu dai, hogc ribonucleotit
hodc deoxynucleotit hoiic dang bién déi cua bét ky dang nao trong cac dang da néu cua

nucleotit. Thuat ngit bao gdm dang mach ADN don va kép.

Thuét ngit “oligonucleotit” dugc d& cap dén & ddy bao gdm céc nucleotit tyr nhién
va bién dbi duoc lien két ciing nhau bing cac lién két oligonucleotit xy ra tw nhién hoic
khong tu nhién. C4c oligonucleotit 12 tdp con polynucleotit thuong c6 do dai khoang 200
bazo hodc it hon. Tét hon 1a céc oligonucleotit c6 chidu dai gdm 10 dén 60 bazo va tot nhét
1a co6 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 dén 40 bazo. Céc oligonucleotit thudng dugc
tao mach don, vi dy, cho c4c miu dd, mic du cac oligonucleotit c6 thé duoc tao mach kép,
vi du, dé st dung trong tao cAu tric gdy dot bién gen. Céc oligonucleotit theo sang ché 1a

cac oligonucleotit c6 nghia hodc d6i nghia.

A

Thuét ngit “nucleotit xudt hién ty nhién” dugc dé cap dén & day bao gém céac
deoxyribonucleotit va ribonucleotit. Thuét ngit “nucleotit duge bién dbi” duoc d& cap dén
& day bao gdm céc nucleotit ¢ cic nhom dudng bi thay ddi hodc thay thé va tuong ty.
Thuét ngit “cdc lién két oligonucleotit” dugc d& cip dén & day bao gdm céc lién két cac
oligonucleotit ~ nhu  phosphorothioat, phosphorodithioat, phosphoroselerloat,
phosphorodiselenoat, phosphoroanilothioat, phoshoraniladat, phosphoronmidat, va cac lién
két tvong tw. Xem, vi dy, LaPlanche et al. Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al. J.
Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984), Stein et al. Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988), Zon et al.
Anti Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon et al. Oligonucleotits and Analogues: A
Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford
England (1991)); Stec et al. Patent M§ s6 5,151,510; Uhlmann and Peyman Chemical
Reviews 90:543 (1990). Oligonucleotit ¢6 thé bao gdm nhdn danh déu dé phat hién dugc,

néu mubn.

Thuét ngit “lai mdt cch chon loc” dugc dé cip dén & day c6 nghia 1a lién két mot
céch c6 thé phat hién dugc va dic hiéu. Cac polynucleotit, céc oligonucleotit va doan cta

né theo sang ché lai mdt cach chon loc v6i cdc soi axit nucleic trong dicu kién lai va ria
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ma giam dén mirc ti thiéu lrgng c6 thé dénh gid duge cta lién két c6 thé phét hign dugc
v6i cc axit nucleic khong diic hiéu. Céc didu kién chinh x4c cao c6 thé dwoc sir dung dé
dat dugc cac diéu kién lai chon loc da duoc biét d&én trong tinh trang k¥ thuat va dugc ban
lusn & day. Thong thudng, tinh tvong ddng vé trinh ty axit nucleic giita cac polynucleotit,
céc oligonucleotit, va cac doan clia n6 theo sang ché va trinh tu axit nucleic quan tAm sg it
nhét 80%, va tiéu biéu hon 1a véi t6t hon 1a ting do ddng nhét it nhét 85%, 90%, 95%,
99%, va 100%. Hai trinh tu axit amin la twong ddng néu c6 sy ddng nhat mot phan hodc
toan bd gifta céac trinh ty cia ching. Vi dy, ddng nhit 85% c6 nghia 1a 85% axit amin l1a
gibng khi hai trinh tu xp thing hang dé khép i da. Céc khoang trong (trong méi trinh ty
frong hai trinh ty dugc khép nhau) dugce cho phép & do dai khoang tréng khép nhau ti da
12 5 hodic nhé hon 13 duge wu tién, véi 2 hodc nho hon 1a dugc wu tién hon. Theo cach khac
va t&t hon 13, hai trinh tu protein (hodc trinh ty polypeptit dan xuét tir ching c6 it nhét 30
axit amin theo chidu dai) 1a tuong ddng, khi thuét ngit nay dugc st dung & day, néu ching
c6 didm s thing hang 1a 16n hon 5 (theo cac don vi din xuét tiéu chudn) sir dung chuong
trinh ALIGN véi co chat dit liéu dot bién va diém phat khoang trbng (gap penalty) 1a 6
hoic 16n hon. See Dayhoff, M.O., trong Atlas of Protein Sequence va Structure, trang 101-
110 (Volume 5, National Biomedical Research Foundation (1972)) va phu luc 2 cia ban
ndy, trang 1-10. Hai trinh tw hoic c4c phin ctia né tét hon nita 1a twong dong néu céc axit
amin cta chiing 13 twong ddng 16n hon hoic bing 50% khi dugc xép thing hang mot céch
t6i da sir dung chwong trinh ALIGN. Thuat ngit “twong mg véi” dugc s dung & day co
nghia 14 trinh tu polynucleotit 1a tuwong ddng (d6 la, gibng nhau, khong lién quan vé mit
tién hoa mot cach nghiém ngit) v4i toan bd hodc mot ph?m cua trinh tu polynucleotit tham
chiéu, hoic ring trinh tu polypeptit 1a gibng véi trinh ty polypeptit tham chiéu. Nguoc lai,
thuat ngit “bb trg v6i” dugc sir dung & déy ¢ nghia 1a trinh ty bd tro nay la tvong ddng véi
toan b6 hodac mdt ph?ln cta trinh ty polynucleotit tham chiéu. P& minh hoa, trinh ty
nucleotit “TATAC” tuong tng véi trinh ty tham chiéu “TATAC” va 12 bd trg v6i trinh tu
tham chiéu “GTATA”.

Céc thuét ngit sau day dugc sir dung dé mo ta mdi quan hé trinh ty gifra hai hodc
nhidu trinh ty polynucleotit hodc trinh ty axit amin: “trinh tu tham chiéu”, “cira s so
sanh”, “tinh ddng nhit v& trinh ty”, “phin trim ddng nhit v& trinh ty”, va “hau nhu dong
nhét”. “Trinh ty tham chiéu” 13 trinh tu x4c dinh dugc st dung 1am co s¢ € so sanh trinh
tu. Trinh tw tham chiéu c6 thé 1a tap con cta trinh tu 16n hon, vi dy, 13 doan cua trinh tu

gen hodc cADN ¢6 chidu dai ddy da néu trong danh muyc trinh tu hogc c6 thé bao gdm toan
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bo trinh tw cADN hodc gen. Thong thudng, trinh tu tham chiéu c6 chiéu dai gém it nhit 18
nucleotit hodc 6 axit amin, thong thuong 13 ¢6 chidu dai gdm it nhit 24 nucleotit hodc 8
axit amin, va thudng c6 it nhit 48 nucleotit hodc 16 axit amin. Vi hai trinh tu polynucleotit
hoic axit amin c6 thé bao gdm trong mdi trinh tu (1) bao gdm trinh tw (@6 /&, mot phan ciia
trinh ty polynucleotit hodc axit amin day dii) ma twong tur giita hai phan t, va (2) c6 thé
bao gdm thém trinh tw khac nhau giita hai trinh tu polynucleotit hogc axit amin, sy so sanh
trinh tu gitta hai (hofic nhidu hon) phan tir dugc thuc hién mot cich dic trung bing cach so
sanh trinh ty cta hai phin tir thong qua “cira s so sanh” dé nhan dién va so sénh céc ving
cuc bd cb su twong tw v& trinh tw. “Cira s so sanh”, nhu dugc st dung & day, dé cap dén
doan gdm it nhit 18 vi tri nucleotit k& nhau ho3c 6 axit amin trong d6 trinh ty polynucleotit
hodc trinh tu axit amin ¢6 thé dugc so sanh véi trinh ti tham chiéu gdm it nhét 18 nucleotit
k& nhau hoc 6 trinh tw axit amin va trong d6 mot phan cta trinh ty polynucleotit trong ctra
sb so sanh c6 thé bao gdm su bd sung, loai bo, thay thé va tuong tw (d6 la, cac khoang
tréng) khoang 20 % hodc nho hon khi so sanh véi trinh ty tham chiéu (khéng c6 sy bd
sung hodc loai bo doan) dé sép thing hang mét cach t5i wu hai trinh ty. Sw sép théng hang
céc trinh ty d& sdp thing hang cira sb so sanh c6 thé dugc tién hanh bing thuat toén vé tinh
tuong ddng cuc bd ctia Smith va Waterman Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), boi thuat todn
sép théng hang twong ddng ciia Needleman va Wunsch J. Mol. Biol. 48:443 (1970), bing
cach tim kiém phwong phép tuong ty ciia Pearson va Lipman Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.) 85:2444 (1988), bang céch tién hanh dién toan héa céc thuft toan nay (GAP,
BESTFIT, FASTA, and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package Release
7.0, (Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), Geneworks, or
MacVector software packages), hodc bing cach kiém tra, va sy xép thing hang nhét (d6 la,
thu dugc tir phin trim tuong ddng cao nhét so véi cira s so sénh) duge tao thanh boi cac

phuong phap khdc nhau duoc lua chon.

Thuét ngir “do ddng nhét trinh tw” c6 nghia 12 hai trinh tw polynucleotit hogc axit
amin 1a giéng nhau (@6 /g, trén co s& nucleotit-dbi-nucleotit hogc gbe-ddi-gde) so véi cira
s so sanh. Thuat ngit “phén trim ddng nhét trinh tw” dugc tinh toan bang cach so sdnh hai
trinh tu duoc sip théng hang mét cach t6i da trén co s& ctra sd so sanh, x4c dinh sb vi trf tai
d6 bazo ca axit nucleic giéng nhau (vi dy, A, T, C, G, U hoic I) hoc céc gdc xay ra & ca
hai trinh tw dé tao ra mot s& lwong vi tri khép, chia s6 luogng vi tri khép cho tdng s vi tri
trong cira s6 so sénh (@6 14, kich thuéc cira sb), va nhan két qua véi 100 dé tao thanh phin

tram d6 ddng nhét trinh tu. Thuét ngit “hdu nhu dong nhét” nhu duoc sir dung & day biéu
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thi dc tinh cua trinh tu polynucleotit hodc axit amin, trong d6 trinh tu polynucleotit hodc
axit amin chira trinh tu c6 it nhit 85% trinh tw ddng nhét, t6t hon 1a it nhét 90 dén 95%
trinh ty ddng nhéit, phd bién hon 13 it nhit 99% trinh tu ddng nhét khi so sanh vdi trinh tu
tham chiéu qua ctra sb so sanh gdm it nhat 18 vi tri nucleotit (6 axit amin), thong thudng la
qua cira s6 gdm it nhit 24-48 vi tri nucleotit (8-16 axit amin), trong do phdn tram trinh ty
ddng nhét duoc tinh toan bing cach so sanh trinh tw tham chiéu véi trinh ty c6 thé bao gdm
su loai bo hodc bd sung doan c6 tdng 20% hodc nho hon trinh ty tham chiéu qua cira s6 so

sanh. Trinh ty tham chiéu c6 thé 13 tap con ciia trinh ty 16n hon.

Nhu duoc sit dung & ddy, hai muoi axit amin théng thudng va viét tit ciia ching 1
viée sir dung thong thuong tiép theo. Xem Immunology - A Synthesis (2nd Edition, E.S.
Golub va D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland7 Mass. (1991)). Cac ddng phén
1ap thé (vi du, D- axit amin) cua hai muoi axit amin thong thuong, axit amin khong thong
thuong nhu a-, axit-amin dugc thé hai Ian tai vi trf o, N-alkyl axit amin, axit lactic, va céc
axit amin khong phé bién khdc ma ciing c6 thé 1a cdc thanh phan thich hop cua céc
polypeptit theo sang ché. Vi du v& cdc axit amin khong thong thudng bao gdm: 4
hydroxyprolin, y-carboxyglutamat, —&-N,N,N-trimetyllysin, & -N-axetyllysin, O-
phosphoserin, N- axetylserin, N-formylmethionin, 3-metylhistidin, 5-hydroxylysin, c-N-
metylarginin, va cc axit amin twong ty khac va céc axit imino (v dy, 4- hydroxyprolin).
Trong ky hiéu vé& polypeptit dugc sir dung & ddy, huéng tay tréi 1a hudng dau amin va

huéng tay phai 1a huéng dau carboxyl, theo cach sit dung va quy ude tiéu chuén.

Tuong tu, trir phi c6 chi dinh khéc, dAu tay trai cta trinh tu polynucleotit mach don
1a dAu 5’ va hudng tay trdi cua trinh tu polynucleotit mach kép duogc dé cép 1a hudng 5°.
Hudng cua viée bd sung tir 5” dén 3 clia sy dich ma cia ARN mdi sinh dugc dé cap la
ving trinh tu huéng dich ma trén sgi ADN c¢6 cung trinh tu nhu ARN va la ddu 5’ dén 5’
clia ban sao ciia ARN dugc d& cép 1a “trinh tu nguwoc dong”, cdc vung trinh tu trén soi
ADN c¢6 cung trinh ty nhu ARN va 1a diu 3’ dén 3’ cia ban sao ARN duoc dé cap 14 “trinh

tu xudi dong”.

Nhu duge &p dung véi cac polypeptit, thuat ngir “hdu nhu ddng nhat” c6 nghia la
hai trinh tu peptit, khi duoc sip thing hang mot céch t6i da, nhu boi chuong trinh GAP
hodic BESTFIT sir dung khéi luong khoang tréng mic dinh, c6 it nhat 80% trinh tur dong
nhét, tdt hon 12 it nhét 90 % trinh tw ddng nhét, tt hon nita 1a it nhit 95 % trinh ty dong
nhat, va t5t nhét 13 it nhit 99 % trinh tw ddng nhét.
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Tt hon 13, vi tri cac gbc khong gidng nhau thi khic nhau & sy thay thé cac axit

amin bao thu.

Su thé cac axit amin bao thi 13 khic véi sy hoan dbi cac gbe c6 mach bén twong ty.
Vi dy, nhém céc axit amin c6 mach bén béo Ia glyxin, alanin, valin, leuxin, va isoleuxin;
nhém céc axit amin ¢ mach bén 13 hydroxyl béo 1 serin va threonin; nhém céc axit amin
c6 mach bén chtra amit 1 asparagin va glutamin; nhém céc axit amin c6 mach bén thom la
phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; nhdm céc axit amin c¢6 mach bén la bazo 1a lysin,
arginin, va histidin; va nhém céc axit amin c¢6 mach bén chira luu huynh la xystein va
methionin. Cdc nhém thé cac axit amin bao thil duoc wu tién 1a: valin-leuxin-isoleuxin,

phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin valin, glutamic- aspartic, va asparagin-glutamin.

Nhu duge théo ludn & day, su bién ddi nho trong trinh tu céc axit amin cia céc
khang thé hoic cic phén tir globulin mién dich dwgc dy dinh 13 bao gdm boi sang ché,
mién 13 su bién ddi trong trinh ty axit amin duy tri it nhit 75%, t6t hon nita 12 it nhit 80%,
90%, 95%, va tbt nhit 1 99%. Cu thé, cac thay thé axit amin bao thi 1a dwoc dy tinh. Sy
thay thé cac axit amin bao thu Ia sy thay thé xay ra trong ho axit amin lién quan dén céc
mach bén cua chung. Céc axit amin dugc méi hdéa v& mit di truyén thuong duogc chia lam
hai ho: (1) céc axit amin axit 13 aspartat, glutamat; (2) cac axit amin bazo 12 lysin, arginin,
histidin; (3) c4c axit amin khong phin cuc 1a alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin,
phenylalanin, methionin, tryptophan, va (4) cac axit amin ¢6 cyc khong tich di¢n la glyxin,
asparagin, glutamin, xystein, serin, threonin, tyrosin. Céc axit amin wa nuéc bao gdm
arginin, asparagin, aspartat, glutamin, glutamat, histidin, lysin, serin, va threonin. Cac axit
amin khoéng wa nude bao gém alanin, xystein, isoleuxine, leuxin, methionin, phenylalanin,
prolin, tryptophan, tyrosin va valin. Céc ho axit amin khéc bao gdm (i) serin va threonin, 1a
ho hydroxyl béo; (ii) asparagin va glutamin, 1& ho chira amit; (iii) alanin, valin, leuxin va
isoleuxin, 14 ho béo; va (iv) phenylalanin, tryptophan, va tyrosin, 1a ho thom. Vi du, c6 ly
khi mong doi ring su thay thé tach biét cia leuxin véi isoleuxin hodc valin, aspartat voi
glutamat, threonin véi serin, hodc sy thay thé tuong tu ciia axit amin vé&i axit amin lién
quan vé mit cdu tric khong c6 anh hudng 16n dén lién két hodc tinh chit ciia c4c phan tir
thu dugc, dic biét néu su thay thé khong bao gdm axit amin trong vi trf khung. Sy thay déi
axit amin c6 din dén peptit chitc nang c6 thé dugc xéc dinh mot cach d& dang boi thir
nghiém hoat tinh dic hiéu cua dan xuit polypeptit. Cac thir nghiém dwgc md ta chi tiét
duéi ddy. Cac doan hodc thé tuong ty cua cac khang th8 hodc cac phan tir globulin mién

dich c6 thé duoc tao thanh mdt cach dé dang bai ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh
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vuc. DAu amino hodc carboxy wu tién cuia cac doan hogic cic thé tuong tw xay ra gan bién
clia ving chirc niang. Céc ving ciu trac va chirc ning ¢6 thé dwoc nhan dién bang cach so
sanh dir liéu trinh tu nucleotit va/hodc axit amin dit liéu trinh ty cdng khai hodc cé ban
quy&n. Tét hon 13, cac phuong phép so sanh bing may tinh dugc sir dung @& nhan dién cac
mAu trinh tu hodc céc ving ciu tao protein du doén xay ra trong cic protein ¢ cAu tric
va/hodc chirc ning da biét. Cac phuong phép nhén dién trinh ty protein dwa theo cdu tric
ba chidu 1a d3 dugc biét dén. Bowie ef al. Science 253:164 (1991). Do d6, céc vi du trén
day chung t6 ring ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét ndy c6 thé nhén ra
c4c mAu trinh ty va cAu triic ¢6 thé duoc sir dung dé x4c dinh céc ving cu triic va chic

nang theo sang ché.

Su thé c4c axit amin dwoc wu tién 1a cac thay thé ma: (1) giam tinh nhay dé phan
giai protein, (2) giam tinh nhay dé oxy hoéa, (3) thay ddi 4i luc lién két dé tao thanh phic
hop protein, (4) thay dbi 4i luc lién két, va (4) din dén hogc bién ddi céc tinh chit chic
ning va héa 1y cta céc cac thé twong ty ndy. Céc thé tuong tu c6 thé bao gdm cic mutein
khéc nhau cua trinh tw khéc véi trinh tw peptit xudt hién ty nhién. Vi dy, sy thé mot hogc
nhiéu axit amin (t5t hon 13 thé axit amin bao thit) ¢6 thé dugc thyc hién trong trinh ty xay
ra tw nhién (t6t hon 1 trong mét phan ciia polypeptit bén ngoai cc ving tao thanh sy tiép
xuc trong phén tir. Sy thé axit amin bao thi hiu nhu khong 1am thay dbi céc dic tinh ciu
tric cta trinh tw bd me (v/ dy, axit amin thay thé khong nhim d& pha v& cAu triic xodn b¢
x4y ra trong trinh tu b6 me, hoic 1am giy cic dang khic cua cAu trac thir cap dic trung cho
trinh ty bb me). Vi du v& cac ciu triic polypeptit bac hai va bac ba duge nhan dién trong
linh vuc ky thuit dwgc md ta trong Proteins, Structures and Molecular Principles
(Creighton, Ed., W. H. Freeman va Company, New York (1984)); Introduction to Protein
Structure (C. Branden va J. Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y. (1991)); and
Thornton et al. Nature 354:105 (1991).

Thuat ngit “doan polypeptit” nhu dugc sir dung & day dé cap dén polypeptit c6 su
loai bo d4u amino va/hoic carboxy, nhung trinh ty axit amin con lai 12 gibng v&i cac vi tri
tuong Gng trong trinh tu xuét hién tu nhién duoc tao ra, vi du, trir trinh tw cADN ¢6 chiéu
dai ddy du. Cac doan dién hinh 13 ¢6 d6 dai gdm it nhét 5, 6, 8 hodc 10 axit amin, t6t hon 1a
it nhat 14 axit amin, tt hon nita 13 it nhét 20 axit amin, thong thuong 1a it nhét 50 axit
amin, va t8t hon nita 1a it nhit 70 axit amin. Thuat ngit “thé tuong ty” nhu dugc st dung &
day d& cap dén c4c polypeptit bao gdm doan gdm it nhit 25 axit amin hiu nhu ddng nhét

voi ph?m cua trinh tu axit amin tao ra va c6 lién két ddc hiéu vdi CD47, trong céc dicu kién
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lién két thich hop. Pién hinh 13, c4c thé twong tu cta polypeptit c6 su thé axit amin bao thu
(hoic bd sung hoic loai bo doan) véi trinh tu xuft hién tu nhién. Céc thé twong tu dién
hinh c6 d6 dai gdm it nhét 20 axit amin, t6t hon 13 it nh4t 50 axit amin hodc dai hon, va c6

thé thudng 12 dai nhu polypeptit xut hién tw nhién c6 chidu dai diy du.

Céc thé trong tu cuia peptit thudng dugc sir dung trong cong nghiép dwgc phdm &
dang thubc khong phai 1a peptit v6i cc tinh chét giéng nhu ciia peptit miu. Céc dang hop
chit khong phai 13 peptit ndy duoc goi la “gid peptit” (“peptide mimetics” hogc
“peptidomimetic”). Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986), Veber va Freidinger TINS
p.392 (1985); va Evans et al. J. Med. Chem. 30:1229 (1987). Cac hop chét nay thudong
dwoc phat trién v6i muc dich tao mé hinh phan tir bing mdy tinh. Céc gia peptit giéng vé
miit cAu triic v6i céc peptit hitu dung v& mit duoc phédm c6 thé duoc sir dung dé tao ra hiéu
qua diéu tri hoic phong bénh twong tmg. Nhin chung, gia peptit 12 gibng v& mit chu tric
v&i polypeptit miu (@6 la, polypeptit c6 tinh chit sinh héa hogc hoat tinh dugc ly), nhu
khang thé ciia ngudi, nhung c6 mét hodc nhidu lién két peptit tily ¥ duge thé boi lién két
duoc lya chon tir nhém bao gém: -- CH,NH--, --CH,S-, --CH,-CH3--, --CH=CH--(cis va
trans), --COCHa--, CH(OH)CH;--, va -CH2SO--, bing cac phuong phép da biét trong linh
vuc k¥ thuat. Su thé c6 hé thdng ctia mot hoic nhiéu axit amin cda trinh tu lién tng vé&i D-
axit amin cua cung loai (vi dy, D-lysin & vi tri cuia L-lysin) cé thé dwoc st dung dé tao ra
céc peptit 6n dinh hon. Ngoai ra, cc peptit dugc tao ra chira trinh tu lién tmg hogc bién thé
ctia trinh tu lién tmg hau nhu giéng ¢6 thé dugc tao ra bing céc phuong phap di biét trong
linh vuc k¥ thuat (Rizo va Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387 (1992)); vi du, bang céch
bd sung cc gbc xystein & trong dé tao thanh cac ciu nbi disulfua ndi phan tir ma tao vong

cho peptit.

A

Thuat ngit “téc nhan” dwoc sir dung & day dé bidu thi hop chét héa hoc, hdn hop
cua cac hop chét héa hoc, dai phén tir sinh hoc, hogc dich chiét dugc tao thanh tir cac vat

liéu sinh hoc.

I4
A

Nhu duoc sir dung 6 ddy, cac thudt nglt “nhdn danh diu” hoic “duge danh diu” dé
cap dén su két hop ciia chit danh déu c6 thé phat hién dugc, vi dy, bang su két hop ciia axit
amin dugc danh ddu phéng xa hoic sy gén cac gbc biotinyl vao peptit ma cé thé phat hién
dugc béi adivin duge danh ddu (vi du, streptavidin chita chét danh ddu phat quang hoic
hoat tinh enzym ma c6 thé dugc bd bdi cdc phuong phép do quang hogc do nhiét lugng).

Trong mdt sb tinh hudng cu thé, nhan d4nh dAu hodc chit danh diu c6 thé 1 c6 tic dung
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didu tri. Cac phuong phap d4nh diu polypeptit va glycoprotein khac nhau la da dugc biét
dén trong linh vuc k¥ thust va cé thé duoc sir dung. Vi du vé céc nhin danh diu cho cac
polypeptit bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac nhin dénh d4u sau day: céc dong vi
phéng xa hodc céc nuclit phéng xa (vi dy, *H, 14C, PN, 35S, 2°Y, *T, !!1In, 12°1, 131T), c4c
nhdn phat quang (vi du, FITC, rhodamin, lanthanit photpho), cdc nhdn enzym (vi dy,
peroxidaza tir cdy cai ngua, p-galactosidaza, luxiferaza, alkalin phosphataza), chét phat
quang hoéa hoc, cdc nhém biotinyl, cac epitop polypeptit dd xac dinh dugc nhén dién boi
trinh tu thong béo thir hai (vi dy, céc trinh tu cdp kép, cac vi tri lién két cho khang thé thir
clp, cac ving lién két kim loai, c4c manh epitop). Theo mot s6 phuong 4n, c4c nhin dugc
gén boi nhanh khoang cach ¢6 chiéu dai khac nhau dé 1am giam stc can khong gian tiém
4n. Thuat ngit “téc nhan duoc hodc thubc” nhu duge sir dung & day dé cap dén hop chét
héa hoc hodic ché phim c6 kha ning tao ra hiéu qua didu tri mong mudn khi dugc ding

mot cach chinh xac cho bénh nhan.

Thuat ngit “tic nhan chdng ung thu” dugc sir dung trong ban md ta nay d& cap dén
céc tac nhan cé dic tinh chirc ndng tc ché su phét trién hodc tién trién cua bénh ung thu &
ngudi, cu thé 1a sy thuong tdn (ung thu) &c tinh, nhu ung thu biéu bi, sacom, u lympho,

hodic bénh bach ciu. Sy tc ché sy di cin thuong 13 dic tinh ciia tdc nhan chéng ung thu.

Céc thuat ngit héa hoc khac dugc st dung trong ban mo ta nay theo céch sur dung
théng thudng trong linh vuc, nhu duogc vi du boi tir dién McGraw-Hill trong “Cac thuat
ngit héa hoc” (Chemical Terms) (Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

Nhu dugc st dung & day, “hdu nhu tinh sach” ¢6 nghia 1a loai d6i tugng chiém wu
thé (d6 la, nhidu hon bét ky loai nao khac trén co s& mol trong ché phdm), va t6t hon la
phéan doan dugc hau nhu tinh sach 13 ché phdm trong d6 loai dbi twong chua it nhit khoang

50% (trén co s& mol) trong sb tit ca céc loai dai phan tir c6 mat.

Thong thudng, ché phdm hiu nhu tinh sach chta nhidu hon khoang 80% loai dai
phan tir c6 mit trong ché phém, t6t hon nita 13 nhiéu hon khoang 85%, 90%, 95%, va 99%.
T&t nhit 13, loai dbi tuong duoc tinh sach dén do thudn nhat thiét yéu (loai tap nhiém
khong thé phat hién duoc trong ché phim bing cdc phuong phap thong thuong) trong d6

ché phédm chu yéu chira loai dai phén ti don.

Khang thé CD47
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Céc khang thé don dong theo sang ché c6 kha nang lién két véi CD47, dé tc ché
lién két cua SIRPo, véi CD47, 1am giam tin hidu gdy ra boi CD47-SIRPo, thic diy su dai

thuc bao va dé e ché sy phat trién ctia khdi u va/hodc sy di cin. Sy tc ché dugc x4c dinh,
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vi duy, sir dung thir nghiém té bao dugc mod ta trong ban md ta ndy trong cac Vi du.

Céc khang thé dic trung theo sang ché bao gdm khéng thé 2A1, dang kham cia
2A1, va céc bién thé duoc 1am cho gidéng ngudi ctia 2A1. Céc khang thé dic trung theo
sang ché bao gdm khang thé c6 chudi VH dugc lwa chon tir cic SEQ ID NO: 5-30, va c6
chudi VL dugc lua chon tir cdc SEQ ID NO: 31-47. Cu thé 13, cac khang thé dic trung bao

gdm céc khang thé liét ké trong Bang 1.

Bang 1

Khang thé Chudi VH Chudi VL
2A1 SEQIDNO: 5 SEQ ID NO: 31
2A1-xi SEQ ID NO: 5 SEQ ID NO: 32
AB2.03 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 33
AB2.04 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 34
AB2.05 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 35
AB2.06 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 36
AB2.07 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 37
AB2.08 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 38
AB2.09 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 39
AB2.13 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 43
AB3.09 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 39
AB6.12 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 42
AB6.13 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 43
AB6.14 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 44
AB6.17 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 47
AB10.13 SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 43
AB10.14 SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 44
AB11.05 SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 35
AB12.05 SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 35
AB15.05 SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO: 35
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AB16.05 SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 35
AB17.05 SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO: 35
AB22.05 SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 35
AB23.05 SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 35
AB24.05 SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 35
AB25.05 SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 35

Ciing bao gdm trong sang ché 14 cac khang thé lién két vé6i cling epitop nhu khang
thd CD47 duge md ta trong ban md ta ndy. Vi du, céc khang thé c6 thé lién két dic hiéu
v6i v6i epitop bao gdm mdt hodc nhidu gbc axit amin trén CD47 cla ngudi (xem, vi dy,

dang ky trén Genbank s6 Q08722.1).

Trinh ty axit amin cia CD47 ngudi 1am mAu dwoc thé hién dudi day (dang ky trén
GenBank s6 Q08722.1 (GI:1171879)). Trinh tu tin hiéu (axit amin 1-18) dugc gach dudi.

1 mwplvaalll gsaccgsaqgl lfnktksvef tfendtvvip cfvtnmeaqgn

ttevyvkwkE
61 kgrdiytfdg alnkstvptd fssakievsqg llkgdaslkm dksdavshtg nytcevtelt
121 regetiielk yrvvswfspn enilivifpi faillfwggf giktlkyrsg gmdektiall
181 vaglvitviv ivgailfvpg eyslknatgl glivtstgil illhyyvfst aigltsfvia
241 ilvigviayi lavvglslci aacipmhgpl lisglsilal agllglvymk fvasngktig
301 rkaveepl nafkeskgmm nde (SEQ ID NO: 48)

Dé 1am 18, trinh tw axit amin cia CD47 ngudi lam mAu khong bao gdm trinh ty tin

hiéu dugc néu dudi day.

1 gllfnktksv eftfcndtvv ipcfvtnmea gnttevyvkw kfkgrdiytf
dgalnkstvp

61 tdfssakiev sqgllkgdasl kmdksdavsh tgnytcevte ltregetiie
lkyrvvswEs

121 pnenilivif pifaillfwg qgfgiktlkyr sggmdektia 1llvaglvitv
ivivgailfv

181 pgeyslknat glglivtstg ilillhyyvE staigltsfv iailvigvia

yilavvglsl

241 ciaacipmhg pllisglsil alagllglvy mkfvasngkt igpprkavee
plnafkeskg

301 mmnde (SEQ ID NO: 147)

Trinh tu axit amin ctia ving CD47-IgV ngudi lam mAu dugc thé hién dudi day:

19 gllfnktksv eftfendtvy ipcfvtnmea gnttevyvkw kfkgrdiytf
dgalnkstvp
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79 tdfssakiev sqgllkgdasl kmdksdavsh tgnytcevte ltregetiie lkyrvv

(SEQ ID NO: 49)

Céc khang thé don dong 1am mau theo séng ché bao gdm, vi du, cic khing thé
dwoc 1am cho gibng ngudi c6 ving bién ddi clia chudi ning va/hodc ving bién dbi ctia

chudi nhe dugc thé hién trong trinh tu dudi diy.

Céc ving chudi nang bién @i (VH) ctia khéng thd CD47 dugc cung cép dudi day.
Céc ving quyét dinh b trg (CDRs) ctia chudi VH ctia khéng thé CD47 dugc danh ddu nhu
dudi day. Theo mot sd phuong 4n, trinh ty axit amin caa CDR1 ciia VH 14 GFNIKDYYLH
(SEQ ID NO: 50), GYTFTYYYLH (SEQ ID NO: 57), GFTFTYYYLH (SEQ ID NO: 58),
GYNFTYYYLH (SEQ ID NO: 59), GYTITYYYLH (SEQ ID NO: 60), GYTFKYYYLH
(SEQ ID NO: 61), GYTFTDYYLH (SEQ ID NO: 62), GFTFTDYYLH (SEQ ID NO: 63),
GFTITDYYLH (SEQ ID NO: 64), GYTFKDYYLH (SEQ ID NO: 65), hoac
GFTFKDYYLH (SEQ ID NO: 66). Theo mét s§ phuong 4n, trinh ty axit amin cia CDR2
cia VH 13 WIDPDNGDTE (SEQ ID NO: 51), WIDPDQGDTE (SEQ ID NO: 72),
WIDPDYGDTE (SEQ ID NO: 73), WIDPDSGDTE (SEQ ID NO: 74), WIDPDNADTE
(SEQ ID NO: 75), hoic WIDPDNTDTE (SEQ ID NO: 76). Theo mot s6 phuong 4n, trinh
ty axit amin cia CDR3 cia VH 1a NAAYGSSSYPMDY (SEQ ID NO: 52) hodc
NAAYGSSPYPMDY (SEQ ID NO: 77).

EVQLQQSGAELVRSGASVKLSCTASGFNIKDYYLHWVKQRPEQGLEWIGWIDPDNGDTEFAPKFQGKATMTAD
TSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTSVTV (SEQ ID NO: 5)

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGFNIKDYYLHWVQQAPGKGLEWMGWIDPDNGDTEYAEKFQGRVTITAD
TSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 6)

OMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTIV (SEQ ID NO: 7)

EVQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 8)

OMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQGRVTMTAD
TSSNTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVIV (SEQ ID NO: 9)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQGRVTMTED
TSTDTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVIV (SEQ ID NO: 10)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDQGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTIV (SEQ ID NO: 11)
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QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDYGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 12)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDSGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 13)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNADTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 14)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNTDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 15)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSPYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 16)

QOMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTFTYYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 17)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFTFTYYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTIV (SEQ ID NO: 18)

QOMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYNFTYYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 19)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTITYYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 20)

QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTFKYYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQODRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTIV (SEQ ID NO: 21)

QOMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTFTDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 22)

OMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFTFTDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTIV (SEQ ID NO: 23)

OMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFTITDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 24)

OMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGYTFKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 25)

OMOLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFTFKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 26)
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QMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYLQLSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 27)

QOMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLTSEDTAVYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 28)

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGFNIKDYYLHWVRQAPGQALEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 29)

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGFNIKDYYLHWVQQAPGKGLEWMGWIDPDNGDTEYAQKFQDRVTITRD
RSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCNAAYGSSSYPMDYWGQGTTVTV (SEQ ID NO: 30)

Vung chudi nhe bién dbi (VL) ctia khéng thé CD47 dugc néu dudi dy. Cac CDR
cta chudi VL cua khang thd CD47 duoc danh ddu nhu dudi ddy . Theo mét sé phuong én,
trinh tu axit amin cia CDR1 cia VL la KASQDIHRYLS (SEQ ID NO: 53),
RASQDIHRYLA (SEQ ID NO: 67), hoic RARQGIHRYLS (SEQ ID NO: 68). Theo mot
s phuong 4n, trinh ty axit amin cia CDR2 cua VL 1a RANRLVD (SEQ ID NO: 54),
RANRLQS (SEQ ID NO: 69), RANRRAT (SEQ ID NO: 70), hoac RANRLVS (SEQ ID
NO: 71). Theo mét s6 phwong 4n, trinh ty axit amin ctia CDR3 cua VL 1a LQYDEFPYT
(SEQ ID NO: 55).

DIKMTQSPSSLYASLGERVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKSPKILIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGQDYSL
TISSLEYEDMGIYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEMK (SEQ ID NO: 31)

DIKMTQSPSSLYASLGERVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKSPKILIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGQDYSL
TISSLEYEDMGIYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 32)

DIQMTQSPSSLSASVEDRVTITCKASQDIHRYLSWYQQKPGKAPKLLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTDFTF
TISSLQPEDIATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 33)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKAPKSLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 34)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKVPKHLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 35)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWYQQKPGKAPKRLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 36)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIHRYLAWYQQKPGKVPKLLIYRANRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDVATYYCLQYDEFPYTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 37)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDIHRYLAWYQQKPGQAPRLLIYRANRRATGIPARFSGSGSGTDFTL
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TISSLEPEDFAVYYCLQYDEFPYTGFQGTRLEIK (SEQ ID NO: 38)

DIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKVPKHLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 39)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCRARQGIHRYLSWFQQKPGKVPKHLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 40)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKVPKILIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 41)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKVPKHLIYRANRLVSGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 42)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCRARQGIHRYLSWFQQKPGKVPKILIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 43)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCRARQGIHRYLSWFQQKPGKVPKHLIYRANRLVSGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 44)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKVPKLLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 45)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCKASQDIHRYLSWFQQKPGKVPKLLIYRANRLVSGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 46)

NIQMTQSPSAMSASVGDRVTITCRARQGIHRYLSWFQQKPGKVPKLLIYRANRLVSGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPEDFATYYCLQYDEFPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 47)

Trong mdt sb trudng hop, khang thé CD47 dugc md ta trong ban md ta nay bao
gdm ving bién ddi clia chudi ning dugc lya chon tir cac SEQ ID NO: 5-30 va ving bién
dbi ctia chudi ning duoc lua chon tir cac SEQ ID NO: 31-47. Khéng thé CD47 lam mau
chira ving bién dbi cta chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 5 va ving bién dbi cia
chuBi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 31; ving bién ddi ctia chudi ning thé hién trong
SEQ ID NO: 7 va viing bién ddi cua chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 35; ving bién
dbi ctia chudi ndng thé hién trong SEQ ID NO: 11 va viing bién ddi ctia chudi nhe thé hién
trong SEQ ID NO: 42, viing bién ddi cua chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 5 va ving
bién ddi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 32, ving bién dbi ctia chudi nang thé
hién trong SEQ ID NO: 7 va viing bién déi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 33,
viing bién d3i ctia chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 7 va viing bién ddi ciia chudi nhe

thé hién trong SEQ ID NO: 34, ving bién dbi ciia chudi ngng thé hién trong SEQ ID NO: 7
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va ving bién ddi ciia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 36, ving bién dbi ctia chudi
ning thé hién trong SEQ ID NO: 7 va viing bién dbi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID
NO: 37, ving bién dbi ciia chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 7 va ving bién dbi cua
chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 38, ving bién dbi ctia chudi ning thé hién trong
SEQ ID NO: 29 va ving bién ddi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 35, viing bién
dbi cua chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 30 va ving bién dbi ciia chudi nhe thé hién
trong SEQ ID NO: 35, vung bién dbi ciia chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 7 va ving
bién déi cuia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 43, ving bién dbi ctia chudi ning thé
hién trong SEQ ID NO: 11 va ving bién dbi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 43,
ving bién ddi cua chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 11 va ving bién ddi cta chudi
nhe thé hién trong SEQ ID NO: 47, ving bién ddi ciia chudi ning thé hién trong SEQ ID
NO: 15 va ving bién ddi cua chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 43, viing bién dbi cua
chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 15 va ving bién dbi cuia chudi nhe thé hién trong
SEQ ID NO: 44, ving bién ddi cua chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 11 va ving bién
dbi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 44, ving bién ddi ciia chudi ning thé hién
trong SEQ ID NO: 22 va ving bién dbi ciia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 35, ving
bién ddi ciia chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 7 va ving bién dbi ciia chudi nhe thé
hién trong SEQ ID NO: 39, viing bién dbi ctia chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 8 va
ving bién ddi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 39, ving bién ddi cua chudi ning
thé hién trong SEQ ID NO: 16 va ving bién dbi cua chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO:
35, ving bién ddi cuia chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 20 va ving bién dbi cua
chui nhe thé hién trong SEQ ID NO: 35, ving bién ddi ciia chudi ning thé hién trong
SEQ ID NO: 21 v viing bién ddi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 35, ving bién
ddi cua chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 17 va ving bién ddi cuia chudi nhe thé hién
trong SEQ ID NO: 35, viing bién ddi ciia chudi ning thé hién trong SEQ ID NO: 28 va
viing bién dbi ctia chudi nhe thé hién trong SEQ ID NO: 35, hodc ving bién ddi ctia chudi
ning thé hién trong SEQ ID NO: 27 va ving bién dbi cua chudi nhe thé hién trong SEQ ID
NO: 35.

Khéng thé CD47 dwgc mo ta trong ban md ta ndy bao gdm bét ky mot ving VH
néu trong cac SEQ ID NO: 5-30 bét cip v6i bat ky mot ving VL néu trong cac SEQ ID
NO: 31-47. Cu thé 13, cac khang thé CD47 dugc md ta trong ban md ta nay bao gdm bat ky
mdt ving VH duge néu trong cac SEQ ID NO: §, 7, 8, 11, 15-17, 20-22, va 27-30 bét cap
v6i bat ky ving VL duoc néu trong cdc SEQ ID NO: 31-39, 42, 43, 44, va 47.
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Khang thé CD47 duoc mo ta trong ban mo ta nay bao gdm bét ky mdt ving CDR1
ciia VH dugc néu trong SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO:
59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64,
SEQ ID NO: 65, va SEQ ID NO: 66, bét ky mot ving CDR2 ciia VH dugc néu trong SEQ
ID NO: 51, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75, va SEQ
ID NO: 76, bt ky mot ving CDR3 cua VH dugc néu trong SEQ ID NO: 52 va SEQ ID
NO: 77, bit ky ving CDR1 ciia VL dugc néu trong SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 67, va
SEQ ID NO: 68, bit ky mdt ving CDR2 ctia VL dugc néu trong SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 69, SEQ ID NO: 70, va SEQ ID NO: 71, va ving CDR3 cua VL dugc néu trong SEQ
ID NO: 55.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& nhén thiy ring c6 thé
x4c dinh ma khong cin thir nghiém qué mirc, néu khang thé don dong c6 do dic hiéu gidng
nhu cia khang thé don dong theo sang ché (vi dy, khéng thé 2A1, hojc khang thé c6 chudi
ning bién déi dugc Iya chon tir cac SEQ ID NO: 5-31, va chudi nhe bién déi dugc lua
chon tir cac SEQ ID NO: 31-47) bing céach chic chin liéu khéng thé truéc c6 ngén chin
khéng thé sau lién két v6i CD47 hay khong. Néu khang thé don dong dugc thir nghiém
canh tranh véi khéng thé don dong theo sang ché, nhu dugc thé hién béi do giam cia lién
két boi khang thé don dong theo sing ché, khi d6 hai khang thé don dong lién két voi

epitop gidng hoic lién quan mdt cach chit ché voi nhau.

Phuong phép thay thé d& x4c dinh liéu khéng thé don dong c6 tinh ddc hiéu cua
khéng thé don dong theo sang ché hay khong 1a u khang thé don dong theo sang ché trude
véi protein CD47 hoa tan (day 1 phan Gng binh thudng), va sau d6 thém khang thé don
dong duoc thir nghiém dé xac dinh liéu khang thé don dong dugc thir nghiém 1a dugc we
ché vé& kha ning lién két voi CD47. Néu khang thé don dong duge thir nghiém 1 dugc e
ché, sau do, c6 thé, n6 cé clng tinh dic hiéu epitop hodc twong duong vé mit chitc nang,

nhu khang thé don dong theo sang ché.
Céc khang thé theo séng ché

Su sang loc c4c khéng thé don dong theo sang ché, ciing c6 thé dugc thuc hién, vi
du, b%mg cach do su phét tin hiu gdy ra boi CD47 va/hodc CD47/SIRPa, va xdc dinh liéu
khang thé don dong thir nghiém c6 kha nang bién dbi, phong bé, lam giam, d6i khéang,

trung hoa hoc néu khong thi can thi€p vao sy phat tin hiéu gy ra bdéi CD47 va/hodc
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CD47/SIRPo. Céc thir nghiém nay c6 thé bao gdm cac thir nghiém lién két canh tranh.
Thém vao do, cac thir nghiém nay cé thé do két qua sinh hoc doc trén may tinh, vi du kha
ning thic diy su thuc bao ciia t& bao biéu hién CD47 béi dai thuc bao, nhu dugc mé ta

trong Vi du 9 (Fig. 9).

Céc quy trinh khéc nhau da biét trong linh vuc k¥ thuat c6 thé duoc st dung dé san
xuit céc khang thé don dong dugc dinh huéng dé khang CD47, hodc khéng céc dan Xuét,
céc doan, dang twong tu, thé ddng dang hoic ddng ding clia né. (xem,, vi dy, Antibodies:
A Laboratory Manual, Harlow E, and Lane D, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY). Céc khéng thé hoan toan 13 clia ngudi 1a céc phan tir khang thé
trong d6 toan by trinh ty ctia ca chudi ning va chudi nhe, bao gdm cdc CDR, sinh ra tir gen
ctia ngudi. Céc khang thé nhu vy dugc goi 1a “cac khéng thé ciia ngudi” hoic “cac khéng
thé hoan toan 1a ciia ngudi” trong ban mé ta nay. Cac khang thé don dong clia ngudi dugce
san xuét, vi du, str dung céc quy trinh dugc mé ta trong cac vi du néu dudi ddy. Cac khang
thé don dong cua ngudi ciing c6 thé dugc san xuit bang cach sir dung k¥ thuét trioma (k§
thu4t lai té bao ngudi truyén thdng); k¥ thuat lai té bao B clia ngudi (xem, Kozbor, et al.,
1983 Immunol Today 4: 72); va k§ thuét lai té bao EBV dé san xuét cdc khang thé don
dong ctia nguodi (xem, Cole, et al., 1985 In: Human monoclonal antibodies cancer therapy,
Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). C4c khang thé don dong clia ngudi c6 thé duge sir dung va
6 thé duoc san xult bing cach sir dung té bio lai clia ngudi (xem, Cote, et al., 1983. Proc
Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030) hodc bang cach bién nap céc t& bao B clia ngudi véi
virut Epstein Barr in vitro (xem, Cole, et al., 1985 In: Human monoclonal antibodies and

cancer therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96).

Cc khang thé duoc tinh sach bdi céc k§ thuat da dugc biét dén rong rai, nhu séc ky
4i luc sir dung protein A hoc protein G, truéc hét cho phén doan IgG cia huyét thanh
mién dich. Sau d6, hoic theo cach khéc, khang nguyén dic hiéu 13 dich ciia globulin mién
dich thu duogc, hodc epitop cua no, cd thé duoc giit cb dinh trén cot dé tinh sach khang thé
d4c hiéu mién dich bang phép séc ky 4i lyc mién dich. Sy tinh sach céc globulin mién dich
duoc dé cap boi, vi dy, D. Wilkinson (The Scientist, published by The Scientist, Inc.,
Philadelphia PA, Vol. 14, No. 8 (April 17, 2000), pp. 25-28).

Khéng thé CD47 theo sang ché 14 c4c khang thé don dong. Céc khang thé don dong
1am bién ddi, phong bé, trc ché, 1am giam, ddi khang, trung hda hozc néu khong thi can

thi€p vao su phat tin hi¢u cta té bao gay ra boi CD47 va/hodc CD47/SIRPa dugc tao ra, vi
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dy, bing céch tao mién dich dong vét véi mang dugc gin két va/hoic CD47 hoa tan, nhu,
vi du, CD47 ciia ngudi hodc doan ¢6 hoat tinh mién dich, din xuét hogc bién thé cua né.
Theo cach khac, dong vat duoc tao mién dich véi té bao duge truyén nhiém bing vecto
chtra phén tir axit nucleic ma hoa CD47 sao cho CD47 dugc biéu hién va dugc lién két voi
b mit cua té bao gdy nhiém. Theo cach khéc, cic khéng thé c6 thé thu dugc bdng céch
sang loc thu vién chira trinh ty khang thé hodic ving lién két khang nguyén cta né dé lién
k&t v6i CD47. Thu vién nady dugc san xut, vi du, trong céc thé thuc khun nhu dung hop
protein hodc peptit dbi v&i protein vo ciia thé thuc khudn ma duogc biu hién trén bé mit
ctia hat gdm céc thé thuc khuén tu hop lai va trinh tw ADN m3 hoa chira trong céc hat thé
thuc khudn (d6 g, “thu vién biéu hién thé thuc khun”). C4c té bao lai thu dugc tir dung

hop u tiy/té bao B duge sang loc dé phan ting v6i CD47.

Céc khang thé don dong dugc san xudt, vi dy, sir dung cdc phuong phép lai, nhu
cac phuong phap dugc md ta boi Kohler va Milstein, Nature, 256:495 (1975). Trong
phuong phép lai, chudt nhét, chudt ddng hosic dong vét chit phit hop khac, duge gay mién
dich mot cach diic thi véi tdc nhan gdy mién dich dé tao ra cac té bao lympho san xuét
hodc ¢6 kha ning san xuit cac khang thé s& lién két dic higu véi tdc nhan gay mién dich.

Theo céch khéc, cac té bao lympho c6 thé dugc gy mién dich in vitro.

T4c nhan gdy mién dich bao gdm mot cach dic trung khang nguyén protein, doan
ho#c protein dung hop ciia n6. Nhin chung, hodc cac té bao lympho mau ngoai vi dugc sir
dung néu céc té bao c6 ngudn gbc tir ngudi dugec mong mudn, hoic céc té bao lach hoic
céc t& bao hach lympho duoc sir dung néu céc ngudn dong vat khong phai la ngudi duge
mong doi. Céc t& bao lympho sau d6 dwgc dung hop v6i dong t& bao bét tir sir dung tac
nhan gy dung hop thich hop, nhu polyethylene glycol, dé tao thanh t& bao lai (Goding,

monoclonal antibodies: Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103). Cac

dong té bao bét tir thudng dugc bién nap céc t& bao dong vét c6 vu, cu thé 1a té bao u tuy
cta chudt, bd va ngudi. Thong thudng, cac dong té bao u tiy clia chudt cdng hogc chudt
nhét duoc sit dung. Céc t& bao lai ciing ¢6 thé dugc nudi cdy trong méi trudng nudi cdy
thich hop ma tét hon 1a chira mdt hodc nhidu chit trc ché sy phat trién hoic séng sét cua
céc t& bao bAt tir, khong duoc dung hop. Vi du, néu cic té bao bd me thiéu enzym
hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferaza (HGPRT hozc HPRT), moi trudng nudi
cdy cho té bao lai s& thuong bao gdm hypoxanthin, aminopterin, va thymidin (“mdi trudng

HAT”), 14 céc chét ngan chan su phat trién ctia c4c té bao thiéu hut HGPRT.
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Céc dong té bao bét tir wu tién 1a cac dong té bao dung hop mot céch hiéu qua, hd
tro su bidu hién & muc cao, én dinh cua khang thé boi cac t& bao san xuét khang thé dugce
lya chon, va nhay v6i mdi truong nhu moéi truong HAT. Cac dong té bao bét tir dugc wu
tién hon 12 dong té bao u tiy cua chudt, c6 thé thu duoc, vi dy, tir Trung tim cung cép t&
bao Vién Salk (Salk Institute Cell Distribution Center), San Diego, California va Trung
tam nudi cdy kiéu My (American Type Culture Collection), Manassas, Virginia. Dong té
bio u tity ngudi va dong té bao da u tiy chudt-ngudi ciing da dugc md ta dé san xuat cdc
khang thé don dong. (xem, Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur etal.,
monoclonal antibody Production Techniques va Applications, Marcel Dekker, Inc., New
York, (1987) pp. 51-63)).

MBoi trudng nudi cdy trong d6 céc té bao lai duge nudi cdy va sau d6 c6 thé duge
thir nghiém sy c6 mit ciia céc khang thé don dong khang khéng nguyén. T6t hon 14, tinh
dac hiéu lién két cta cac khang thé don dong san xuét boi cac té bao lai dugc xac dinh béi
mién dich két tiia hofic boi thir nghiém lién két in vitro, nhu phuong phép mién dich dung
chét danh diu phong xa (radioimmunoassay -RIA) hogc thir nghiém hép thu mién dich lién
két v6i enzym (enzyme-linked immunoabsorbent assay -ELISA). Céc k¥ thuat va cac thir
nghiém nay 1a da biét trong linh vuc k¥ thudt. Ai lyc lién két ciia khang thé don dong c6
thé, vi dy, dugc xdc dinh bdi phép phan tich Scatchard ciia Munson va Pollard, Anal.
Biochem., 107:220 (1980). Ngoai ra, trong céc tmg dung diu tri bénh cua céc khéng thé
don dong, quan trong 1 xéc dinh céc khang thé c6 d6 dic hidu va 4i lyc cao ddi véi khang

nguyén dich.

Sau khi cac t& bao lai mong mudn dugc xéc dinh, cac dong duge tao dong phu bang
c4c quy trinh pha lodng gidi han va dugc phat trién bing céc phwong phap tiéu chuin.

(xem, Goding, Monoclonal Antibodies: Principles va Practice, Academic Press, (1986) pp.

59-103). M6i truong nudi ciy thich hgp cho muc dich nay bao gbm, vi du, mdi trudng
Eagle dugc cai bién Dulbecco va méi truong RPMI-1640. Theo cach khéc, céc té bao lai

ciing c6 thé dugc phét trién in vivo dudi dang cd trudéng & dong vat co vu.

Céc khang thé don dong tiét ra boi cac dong phu c6 thé duge phéan 1ap hodc tinh
sach tir méi truong nudi cdy hodc dich cb truéng boi céc quy trinh tinh sach glubolin mién
dich truyén théng vi du, protein A-Sepharoza, sic ky hydroxylapatit, dién di trén gel, thim

tach, hodc sac ky ai luc.
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Céc khang thé don dong ciing c6 thé dugc tao thanh bing phuong phap ADN téi t
hop, nhu cac phuong phdp duoc md ta trong Patent My s6 4,816,567. ADN ma héa céc
khéng thé don dong theo sang ché dugc phan tach d& dang va dugc doc trinh tur sir dung
céc quy trinh truyén thdng (vi dy, béng cach sir dung cdc mau do oligonucleotit ma c6 kha
nang lién két mot cach dic hiéu vé6i cac gen ma hoa céc chudi ning va chudi nhe cua céc
khéang thé cuia chudt). Céc té bao lai déng vai trd 1am ngudn uu tién ctia ADN nay. Mot khi
duge phan 1ap, ADN c6 thé dugc dit vao vecto biéu hién, vecto niy sau d6 dugc chuyén
nhi&m vao trong céc té bao vét chil nhu té bao trimg ctia chudt ddng Trung Quéc (Chinese
hamster ovary -CHO), céc té bao than ctia phdi ngudi (Human Embryonic Kidney -HEK)
293, cac t& bao COS ciia khi, PER.C6®, NSO cells, SP2/0, YB2/0, hojc céc té bao u tiy
ma khong tao ra protein globulin min dich, dé thu dugc sy tong hop céc khéng thé don
dong trong céc té bao vat chi téi t& hop. ADN ciing c6 thé duoc bién ddi, vi du, bing cach
thé trinh tw ma héa cho cac ving héng dinh cta chudi ning va chudi nhe & vi tri c4c trinh
tu chudt twong ddng (xem, Patent My s 4,816,567; Morrison, Nature 368, 812-13 (1994))
hoiic bai két hop cong héa tri vao trinh tw ma hoa globulin mi&n dich tét ca hojic mdt phan
clia trinh ty ma héa cho polypeptit khong phai 1a globulin mién dich. Polypeptit khong phai
2 globulin mién dich nay ¢6 thé duoc thé cho ving hing dinh ctia khang thé theo sang ché,
hoiic cling c6 thé dugc thé cho cac ving bién dbi ciia mdt vi tri lién két khang nguyén cta

khang thé theo sang ché dé tao thanh khang thé héa tri hai dang kham.
Cac khéng thé cua ngudi va céc khang thé dugc 1am cho gidng ngudi

Céc khang thé don dong theo sang ché bao gdbm cac khéng thé hoan toan 13 cla
ngudi hodic cic khang thé duoc 1am cho giéng ngudi. Cac khang thé nay thich hop dé dung
cho ngudi ma khdng gdy ra dap tng mién dich bdi nguoi chbng lai globulin mién dich

dugc dung.

Khang thé CD47 duoc tao thanh, vi dy, st dung céc quy trinh dugc mo ta trong cac
Vi du néu dudi day. Vi du, khang thé CD47 theo séng ché dugc nhan dién sir dung chién
lwgc gdy mién dich RIMMS (Repetitive Immunization Multiple Sites) & chudt va sau d6 la

tao ra té bao lai.

Theo phuong phap thay thé khéc, khang thé CD47 duoc phat trién, vi du, st dung
céc phuong phap biéu hién thé thuc khuén st dung céc khang thé chi chira céc trinh ty cia

ngudi. Cac phuong phép nay la da duogc biét dén trong linh vyc ky thuat, vi dy, trong
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W092/01047 va Patent M§ s6 6,521,404. Trong phuong phap nay, thu vién t6 hop ciia thé
thuc khudn mang cic cip chudi ning va chudi nhe nglu nhién dugc sang loc sir dung
ngudn tw nhién hoc ti td hop cia CD47 hogc cac doan ciia nd. Trong phuong phap khéc,
khéng thé CD47 c6 thé dugc san xuét bing quy trinh trong d6 it nhat mot budc cia quy
trinh bao gdm gy mién dich cho ddng vat chuyén gen khong phai 1a ngudi bing protein
CD47 cua nguodi. Trong phuong phép nay, mdt s6 locus trong chudi nhe kappa va/hodc
chudi ning ndi sinh cia dong vat ghép khéac loai khong phai 1a ngudi nay da duge bat hoat
va vb hidu kha nang sip xép lai dé tao ra cac gen ma héa cac globulin mién dich dap tng
véi khang nguyén. Thém vao do, it nhét mot locus trén chudi ning clia ngudi va it nhét
mot locus trén chudi nhe clia ngudi da duge chuyén nhifm mét cach én dinh vao dong vat.
Do d6, dap tmg v6i céc khang nguyén dugc st dung, sw sip xép lai locus & ngudi dé cung
cAp cac gen ma héa ving bién ddi ctia ngudi ddc hiéu mién dich véi khéng nguyén. Sau
khi giy mién dich, do d6, Xenomouse tao ra cic té bao B tiét ra cac globulin mién dich

hoan toan la cua ngudi.

Nhiéu ky thuat da dugc biét dén rong rii trong linh vuc k¥ thuét dé san xuét cac
dong vat ngoai lai khong phdi 1a ngudi. Vi du, xem Patent My sd 6,075,181 va sb
6,150,584. Chién lugc chung nay dwoc chung minh lién quan dén sy tao thanh céc chung
XenoMouse™ thir nhit nhu dugc cong bb trong 1994. See Green et al. Nature Genetics
7:13-21 (1994). Xem, Patent My sb 6,162,963; 6,150,584; 6,114,598; 6,075,181; va
5,939,598 va Patent Nhat s5 3 068 180 B2, 3 068 506 B2, va 3 068 507 B2 va Patent Chau
Au s6 EP 0 463 151 B1 va cong b don yéu ciu cip patent quic t& s6 WO 94/02602, WO
96/34096, WO 98/24893, WO 00/76310 va va cac ho patent lién quan.

Trong céc phuwong phap thay thé, da sir dung phuong phéap “locus nhéd” trong d6
locus Ig ngoai sinh dugc 1am gia thong qua manh thé vii (cac gen ca thé) tir locus Ig. Do
d6, mot hodc nhidu gen VH, mdt hosic nhiéu gen Dy, mdt hodc nhiéu gen Ju, ving bn dinh
mu, va vang 6n dinh thtr hai (tdt hon 1a viing n dinh gamma) duoc tao thanh ciu tric dé
chén vao dong vat. Xem vi du, cédc patent My s6 5,545,806; 5,545,807; 5,591,669;
5,612,205;5,625,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,643,763; 5,661,016; 5,721,367, 5,770,429;
5,789,215; 5,789,650; 5,814,318; 5,877, 397; 5,874,299; 6,023,010; va 6,255,458; va
Patent Chau Au s 0 546 073 B1; va cong bd don yéu cu cip patent quéc t& s6 WO
92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569,
WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852, va WO 98/24884 va cac ho patent li€n quan.
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Su tao thanh c4c khang thé cua ngudi tir chudt trong d6, thong qua sy dung hop vi
té bao, doan nhiém séc thé 16n hon, hodc toan bd nhidm sic thé, da dugc gi6i thiéu va cling

da duoc chimg minh. Xem, don yéu ciu cip patent Chau Au sb 773 288 va 843 961.

Céc dap Gng cua khang thé khang chudt cua ngudi (Human Anti-Mouse Antibody -
HAMA) da din dén nganh cong nghiép dé tao ra cac khang thé kham ho#c cac khéng thé
duoc 1am cho gidng ngudi. Trong khi cic khéng thé khim c6 ving 6n dinh cua ngudi va
ving bién dbi mi®n dich, duge mong doi ring céc dap tng ciia khang thé khang kham nhat
dinh ctia ngudi (Human Anti-Chimeric Antibody -HACA) s& duogc quan sét, déc biét la khi
diing khang thé thuong xuyén hoic da lidu. Do d6, mong muén 1a cung cép céc khang thé
hoan toan 14 cta ngudi khang CD47 nhim lam mat hiéu luc hodc 1am giam nhing lo ngai

va/hodc tac dung cua dap img HAMA hoidc HACA.

Su san xuét cac khang thé véi tinh sinh mién dich giam ciing dugc thyc hién thong
qua cac k¥ thuét 1am cho giéng ngudi, k§ thuat kham, ky thuat biéu hién str dung céc thu
vién thich hop. C6 thé hidu ring cac khang thé cta chudt hogc cac khang thé tir céc loai
khéc c6 thé duoc lam cho gibng ngudi hodc 1am cho gibng dong vat linh trudng st dung
cac ky thuat da dugc biét dén rong rdi trong linh vuc. Xem, vi du, Winter va Harris
Immunol Today 14:43 46 (1993) va Wright et al. Crit, Reviews in Immunol. 12125-168
(1992). Khang thé duoc quan tAm c6 thé dugc xir bing cc k§ thuat ADN t4i td hop dé thé
CH1, CH2, CH3, ving ban 1&, va/hoic ving khung bing trinh tw clia ngudi tuong Ung
(xem, WO 92102190 va céc Patent My s6 5,530,101; 5,585,089; 5,693,761; 5,693,792;,
5,714,350; va 5,777,085). Ngoai ra, viéc sit dung Ig cADN cho cAu triic cac gen globulin
mién dich kham 13 da duoc biét dén trong linh vyc (Liu e al. P.N.A.S. 84:3439 (1987) va
J. Tmmunol. 139:3521 (1987)). mARN duoc phén Iap tir t& bao lai hodc té bao khéc san
xuét khang thé va duoc sir dung dé san xuit cADN. cADN quan tdm c6 thé duoc khuéch
dai bing phan tmg chudi polymeraza sit dung céc doan mdi dic hiéu (cac Patent My sb
4,683,195 va 4,683,202). Theo cach khéc, thu vién dugc tao thanh va dugc sang loc dé
phén 14p trinh ty quan tdm. Trinh ty ADN ma ho6a ving bién dbi cua khang thé sau d6 dugc
dung hop véi c4c trinh tw ving én dinh cua ngudi. Céc trinh ty ctia cic gen cia ving on
dinh ctia ngudi c6 thé thdy trong Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of
immunological Interest, sb xudt ban N.LH. 91-3242. Céc gen ving C cia ngudi 1a dé dang
¢6 duogc tir cac dong da biét. Sur lua chon isotyp s& duge chi din boi chirc ning tao hiéu
qua mong mudn, nhu su c¢é dinh bd thé, hoc hoat tinh trong tinh doc t€ bao phy thudc

khéng thé. Céc isotyp wu tién Ia IgG1, IgG2, 1gG3, va IgG4. Ca hai ving on dinh ctia chudi
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nhe kappa hogc lambda c6 thé sir dung. Khang thé kham, dugc lam cho giéng ngudi sau d6

dugc bidu hién boi cac phuong phép thong thudng.

Céc doan khang thé, nhu Fv, F(ab’); va Fab c6 thé dugc tao thanh bang cach phan
cét protein nguyén ven, vi du, bing proteaza hojc phan cit héa hoc. Theo cach khac, gen
cét cut duoc thiét ké. Vi du, gen kham ma héa mot phin doan F(ab’)z ¢6 thé bao gdm trinh
tw ADN ma héa ving CH1 va ving ban 18 cta chudi H, theo sau bdi codon két thiic dich

ma dé tao thanh phan tir cit cut.

Céc trinh ty lién tng cia ving H va L J c6 thé dugc st dung dé thiét ké céc
oligonucleotit dé sir dung 1am céc doan mdi dé dua céc vi tri gi6i han hitu dung vao ving J
dé& cho lién két tiép theo ctia cdc doan ctia viing V véi cac doan ving C cua ngudi. ;cADN
ctia ving C c6 thé duoc bién dbi bing dot bién dinh hudng vi tri dé dat diém gi6i han tai vi

tri twong tu trong trinh tu ctia nguoi.

Vecto bidu hién bao gdm cac plasmit, retrovirut, YACs, cdc episom dan Xuét tir
EBV, va cac thé twong tu. Vecto thich hop 1a vecto ma héa trinh ty globulin mién dich CH
hodic CL ddy di v& mit chirc ning clia ngudi, v6i cdc diém gidi han thich hop dugce xir Iy
sao cho bat ky trinh ty VH hodic VL ¢6 thé d& dang dwgc chén va duge biéu hién. Trong
céc vecto ndy, viéc ghép thudng xay ra giira vi tri cho & ving J duogc cheén va vi tri nhén
trude ving C ctia ngudi, va ciing tai cac ving ghép xay ra trong céc exon CH cuia ngudi.
Su két thuc qua trinh polyadenyl héa va dich ma xay ra tai cac vi tri trén nhidm séic thé ty
nhién xu6i dong cua cac ving méa héa. Khang thé kham thu duogc c¢6 thé dugc két hop vao
b4t ky gen khéi diu manh nao, bao gdm LTR cua retrovirut, v/ dy, gen khoi dAu sém SV-
40, (Okayama et al. Mol. Cell. Bio. 3:280 (1983)), LTR ciia virut sarcoma Rous (Gorman
et al. PN.A.S. 79:6777 (1982)), va LTR cua virut bénh bach cdu & chudt Moloney
(Grosschedl et al. Cell 41:885 (1985)). Tuong tu, s& duoc hidu ring gen khoi déu Ig

nguyén thé va dang tuong tu c6 thé dugc st dung.

Ngoai ra, cac khang thé ctia ngudi holic céc khang thé tir céc loai khéc c6 thé dwoc
tao thanh thong qua céc k¥ thuat loai biéu hién, bao gdm, nhung khong gi6i han 6, biéu
hién thé thyc khuln, biéu hién retrovirut, biéu hién & ribosom va cac k¥ thuét khac, su
dung céc k¥ thuét da dugc biét dén rong rai trong linh vuc k¥ thuat va cac phan tir thu dugc
¢6 thé dugc hoan thién thém, nhu ting cudng 4i luc, vi cac k¥ thudt nay 12 da dugc biét dén

mot cach rong rai trong linh vuc k¥ thuat. Wright et al. Crit, Reviews in Immunol. 12125-
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168 (1992), Hanes va Pliickthun PNAS USA 94:4937-4942 (1997) (biéu hién & ribosom),
Parmley va Smith Gene 73:305-318 (1988) (biéu hién & thé thuc khuén), Scott, TIBS, vol.
17:241-245 (1992), Cwirla et al. PNAS USA 87:6378-6382 (1990), Russel et al. Nucl.
Acids Research 21:1081-1085 (1993), Hoganboom et al. Immunol. Reviews 130:43-68
(1992), Chiswell va McCafferty TIBTECH; 10:80-8A (1992), va Patent My s6 5,733,743.
Néu céc ky thuat bidu hién dugc sir dung @ tao ra cac khang thé khong phai 1a ctia ngudi,

c4c khang thé nay c6 thé duoc 1am cho giéng ngudi nhu duge mo ta trén day.

St dung céc k§ thudt ndy, cic khang thé c6 thé dugc tao thanh té bao biéu hién
CD47, dang tan cia CD47, cac epitop hodc peptit ctia ching, va céc thu vién biéu hién
thém vao d6 (xem, vi du, Patent My s 5,703,057) ma sau d6 c6 thé duoc sang loc nhu

duoc mo ta trén day cho céc hoat tinh dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Khéng thé CD47 theo séng ché c6 thé dugc biéu hién bing vecto chira doan ADN

m3 hoa khang thé mach don nhu md ta trén day.

Céc vecto nay c6 thé bao gdm cac vecto, cac liposom, DNA trén, ADN hd trg, sing
bén gen, ng thong, efc. Cc vecto bao gdm céc tiép hop héa hoc nhu duge mo ta trong
WO 93/64701, ¢6 gbc dich (vi du, phéi tir ciia thu thé bé mat té bao), va gbe lién két axit
nucleic (vi dy, polylysin), vecto virut (vi dy, vecto ADN hodc ARN virut), cdc protein
dung hop nhu dugc md ta trong PCT/US95/02140 (WO 95/22618) la protein dung hop
chira gbc dich (vi du, khéng thé dac hiéu véi té bao dich) va gbc lién két axit nucleic (vi du,
protamin), céc plasmit, thé thuc khuén, v.v.. Céc vecto c6 thé 1a nhiém sdc thé, khong phai

12 nhidm sic thé hoic téng hop.

Céc vecto dugc uu tién bao gdm céc vecto virut, cac protein dung hgp va céc tiép
hop héa hoc. Céc vecto retrovirut bao gdm cac virut bénh bach cu & chudt Moloney. Céc
vecto ADN virut duge uu tién. Cic vecto ndy bao gdbm cc vecto pox nhu cac vecto
orthopox hoic avipox, cdc vecto virut herpes nhu vecto virut herpes simplex I (HSV)
(xem, Geller, A. L. et al., J. Neurochem, 64:487 (1995); Lim, F., et al., in ADN Cloning:
Mammalian Systems, D. Glover, Ed. (Oxford Univ. Press, Oxford England) (1995); Geller,
A. L et al., Proc Natl. Acad. Sci.: U.S.A. 90:7603 (1993); Geller, A. L, et al., Proc Natl.
Acad. Sci USA 87:1149 (1990), c4c vecto Adenovirut (xem, LeGal LaSalle et al., Science,
259:988 (1993); Davidson, et al., Nat. Genet 3:219 (1993); Yang, et al., J. Virol. 69:2004
(1995) va céc vecto lién quan dén Adenovirut (xem, Kaplitt, M. G., et al., Nat. Genet.
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8:148 (1994).

Céc vecto virut Pox dua gen vao té bao chét ciia té bao. Céc vecto virut Avipox thu
duoc tir bidu hién ngén han cua axit nucleic. Céc vecto Adenovirut, cic vecto lién quan
dén Adenovirut va cic vecto virut herpes simplex (HSV) dugc uu tién dé dua axit nucleic
va té bao than kinh. Vecto adenovirut thu dugc tir bidu hién ngén han hon (khoéng 2 thang)
5o v6i vecto lién quan dén adenovirut (khoang 4 thang), ma vecto ndy lai ngén hon céc
vecto HSV. Vecto cu thé dugc chon s& phu thudc vao té bao dich va didu kién duge xi ly.
Viéc dua vao c6 thé 1a bing cac k§ thudt tiéu chudn, vi dy, gdy nhiém, chuyén nhiém, tai
nap hodc bién nap. Vi du vé cac phuong phép truyén gen bao gdm vf dy, ADN trn, két tha
CaPOs, dextran DEAE, dién thim, dung hop thé nguyén sinh, chuyén nhiém liposom, vi

tiém te bao va cic vecto virut.

Vecto c6 thé duge sit dung dé hudng dich mot cach co ban bét ky té bao dich mong
mubn ndo. Vi dy, viéc tiém theo tiém tiép xtc c6 thé dugc sir dung dé dinh huéng cac
vecto (vi du, adenovirut, HSV) dén vi tri mong muén. Thém vao d6, cac hat c6 thé dugc
cAp bing cach truyén trong ndo thét (Intracerebroventricular -icv) sir dung hé théng truyén
dang bom mini, nhu hé théng truyén SynchroMed. Phuong phép dya trén dong 16n, sy déi
luu giGi han, cling d& ching t6 hiéu qua & viéc cAp phén tir 16n t6i céc ving md rdng cua
ndo va c6 thé hitu dung trong viéc dua vecto dén té bao dich. (xem, Bobo et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91:2076-2080 (1994); Morrison et al., Am. J. Physiol. 266:292-305
(1994)). Cac phuong phédp khéc cling ¢ thé duge sir dung bao gdm Ong thong, tiém trong
tinh mach, ngoai rudt, trong bung va dudi da, va theo duong udng hoic céc cach ding khac

da dugc biét.

Céc vecto nay co thé duoc sir dung dé biéu hién lugng 16n cac khang th8 ma c6 thé
duoc sir dung theo nhidu cach. Vi du, & phat hién sy c6 mat cia CD47 trong mAu. Khang
thé ciing c6 thé duoc s dung dé lién két véi va pha v CD47 va/hodc tuong tdc

CD47/SIRPa va sy phat tin hiéu gdy ra boi CD47/SIRPa.

Cic k§ thuat c6 thé duoc didu chinh dé san xuét cac khéng thé mach don dic higu
v6i protein khang nguyén (xem, vi du, Patent My s6 4,946,778). Ngoai ra, cac phuong
phéap ciing ¢6 thé duoc didu chinh dé xay dung thw vién biéu hién Fab (xem, vi dy, Huse, et
al., 1989 Science 246: 1275-1281) dé& cho phép nhan dién nhanh va hiéu qua cic doan Fab

don dong véi d6 ddc hiéu mong mudn doi véi protein hodc cac dan xuét, cac doan, céc thé
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twong tw hodc ddng déng cia ching. Cic doan khang thé chira idiotyp dbi véi khéng
nguyén protein ¢6 thé dugc tao ra bai cac ky thuat da biét trong linh vyc k¥ thuat bao gbm,
nhung khong chi giéi han &: (i) doan F(ab’)2 dugc tao ra béi su ti€u hda pepsin ctia phén ti
khang thé; (ii) doan Fab duoc tao ra bang cach khir cac cau ndi disulfua cia doan Fvy;
(iif) doan Fab dugc tao ra bing céch xtt ly phan tir khang thé voi papain va tac nhan khir va

(iv) cac doan Fy.

Séang ché ciing bao gdbm céc doan Fy, Fab, Fab’ va F(ab’), cia CD47, khang thé
CDA47 mach don, c4c khéng thé ving don (vi du, céc nanobody (manh v& nho nhit cua
khang thé) hoic VHHs), khang thé CD47 dic hiéu kép, va khang thé CD47 tiép hop da

loai.

Céc khang thé dic hiéu kép 1a cac khang thé c6 tinh dic hiéu lién két v6i it nhét hai
khang nguyén khac nhau. Trong trudng hop cua séng ché, mot trong sd cac dic higu lién
két 13 cho CD47. Pich lién két thu hai 12 bt ky khéang nguyén khéc, va c6 1¢i 13 protein

hogc thu thé hodc dudi don vi cta thu thé bé mit t€ bao.

C4c phuong phép san xudt cac khang thé dic hiéu kép 12 da biét trong linh vuc k§
thuét. Thong thudng, viée san xuit theo cong nghé tai td hop céc khéng thé dic hiéu kép 1a
dua trén su ddng biéu hién ciia hai cip chudi ning/chudi nhe cia globulin mién dich, trong
d6 hai chudi niing c6 tinh dic hi€u khac nhau (Milstein and Cuello, Nature, 305:537-539
(1983)). Do sy phéan loai nghu nhién ctia chudi ning va chudi nhe cia globulin mién dich,
céc t& bao lai (san phim dung hop ciia hai té bdo lai (quadromas)) san xuét hdn hop clia
mudi phan tir khang thé khéc nhau, trong d6 chi c6 mot phén tir ¢6 cAu tric dic hiéu kép
chinh x4c. Viéc tinh sach phan tir chinh x4c nay thudng duoc thuc hign boi cac bude sic
ky 4i luc. C4c quy trinh tuwong ty dugc boc 16 trong WO 93/08829, cong bb ngay 13/5/
1993, va trong Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

Céc ving bién ddi ctia khang thé véi tinh ddc hiéu lién két mong mudn (vi tri két
hop khéng thé-khang nguyén) c6 thé dugc dung hop vao céc trinh tw ving 4n dinh ctlia
globulin mién dich. Viéc dung hop t6t hon 1a véi ving dn dinh cia chudi ning cua
globulin mién dich, chita it nhit mot phan ving ban 18, céc ving CH2, va CH3. Uu tién la
¢6 ving én dinh cia chudi nang thir nhit (CH1) chira vi tri cn thiét cho lién két chudi nhe
cO mit trong it nhét mot dung hop. ADN ma hoa chudi nhe cia globulin mién dich dung

hop va, néu mudn, chudi nhe ctia globulin mién dich, duoc chén vao trong cac vecto bicu

-62-



28772

hién riéng bidt, va duoc ddng chuyén nhidm vao vi sinh vét chu thich hop. Dé biét chi tiét
hon v& viéc tao thanh cdc khéng thé dic hiéu kép, xem, vi du, Suresh et al., Methods in
Enzymology, 121:210 (1986).

Theo phuong phéap khac dugc md ta trong WO 96/27011, bé mit chung gitta cip
phén tir khéng thé dwoc xir 1y dé t6i da hoa phdn trim céc heterodime thu dugc tir cdu triic
t& bao t4i t& hop. B& mit chung wu tién chita it nhit mot phin cia ving CH3 cia ving 6n
khéng dinh cua khang thé. Trong phuong phép ndy, mdt hodc nhidu axit amin mach bén
nhé tir b& mit chung cua phan tir khang thé thir nhét dugc thay thé bing cac mach bén 16n
hon (vi du, tyrosin hodc tryptophan). “Céc 13 héng” bu ciia mach bén gidng hoic cé kich
thudc twong tu véi mach bén 16n hon dugce tao thanh trén bé mit chung ctia phan tir khéng
thé thir cAp bing cach thay thé axit amin mach bén 16n bing axit amin mach bén nhé hon
(vi dy, alanin hodc threonin). Piéu nay din dén co ché ting higu sudt cia cac heterodime

so v6i cac san pham cu6i khong mong mudn khac nhu cdc homodime.

Cac khang thé ddc hidu kép 6 thé dugc tao thanh & dang c4c khéng thé chiéu dai
day du hodc cac doan khang thé (vi du, cac khang thé dic hiu kép F(ab’)2). Céc k§ thuét
dé tao ra cac khang thé dic hiéu kép tir cdc doan khang thé d3 dugc md ta trong céc tai
liéu. Vi duy, cac khang thé dic hiéu kép c6 thé duoc tao ra sir dung su két hop héa hoc.
Brennan et al., Science 229:81 (1985) md ta quy trinh trong d6 cac khéng thé nguyén ven
dugc tach ra dé tao thanh cac doan F(ab’)2. Céc doan nay dugc khir v6i su ¢6 mit clia tac
nhén tao phirc hop dithiol natri arsenit dé 1am 6n dinh cac dithiol 14n c4n va ngdn chin sy
tao thanh disulfua trong phan tir. Cac doan Fab’ tao thanh sau d6 duoc chuyén thanh céc
d&n xut thionitrobenzoat (TNB). Mt trong cac din xuit Fab’-TNB sau d6 dugc chuyén
thanh Fab’-thiol bing cach khir v6i mercaptoetylamin va dugc tron voi luong duong luong
mol din xuét Fab’-TNB khac dé tao thanh khang thé dic hiéu kép. Cac khang thé dic hidu
kép dugc tao thanh cé thé duoc sir dung 1am c4c téc nhén cho viée ¢6 dinh chon loc cdc

enzym.

Ngoai ra, cac doan Fab’ cé thé thu truc tiép tir E. coli va duge ghép cdp bing
phuong phép héa hoc dé tao thanh cac khang thé dic hiéu kép. Shalaby et al., J. Exp. Med.
175:217-225 (1992) md ta viéc san xuét phan tir khéng thé dic hidu kép F(ab’), da dugc
lam cho giéng ngudi hoan toan. M&i doan Fab’ duoc tiét mot cach riéng biét tir E. coli va
duoc ghép cap bing phuong phap héa hoc in vitro dé tao thanh khang thé dic higu kép.

Khéng th dic hiéu kép dugc tao thanh c6 kha ning lién két v6i céc t€ bao biéu hién qua
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mirc thu thé ErbB2 va cac té bao T ciia ngudi binh thudng, cling nhu gdy ra hoat tinh lysin

clia c4c té bao lympho gay doc té bao ctia ngudi chdng lai ung thu vi & nguoi.

Céc k¥ thuat khac nhau dé tao ra va phan 1ap cac doan khang thé dac hiéu kép truc
tiép tir moi trudng nudi cdy té bao tai tb hop ciing da duge md ta. Vi du, cdc khang thé dic
hiéu kép di duoc tao ra st dung cac khoa kéo leuxin. Kostelny et al., J. Immunol.
148(5):1547-1553 (1992). Peptit dang khda leuxin tir cac protein Fos va Jun dugce lién két
v6i cac doan Fab’ cua hai khang thé khac nhau bang cach dung hop gen. Cac homodime
khang thé dugc khir & viing ban 18 dé tao thanh c4c monome va sau d6 dugc oxy héa lai dé
tao thanh cdc heterodime khang thé. Phuong phép niy ciing c6 thé dwoc st dung dé san
xut cac homodime khang thé. Cong nghé “diabody” duc,r(.: md ta bdi Hollinger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993) da d& xuit co ché khac dé tao thanh cac doan
khang thé dic hiéu kép. C4c doan chira ving bién déi cua chudi ning (Vu) dugc két ndi
v6i ving bién ddi cua chudi nhe (VL) bang ciu ndi rit ngin dé cho phép ghép cip giira hai
ving trén ciing chudi. Do d6, cac ving Vi va VL cia mét doan dugc ép dé ghép ciip véi
cac ving VL va Vi bd sung cia doan khéc, nhd d6 tao thanh hai vi tri lién két khang
nguyén. Chién lugc khac dé tao thanh cac doan khang thé ddc hiéu kép bing cach sir dung
cac dime Fv (sFv) mach don ciing dd dugc ghi lai. Xem, Gruber et al, J. Immunol.
152:5368 (1994).

C4c khang thé véi nhiéu hon hai héa trj duge du tinh. Vi du, cac khang thé dic higu

ba ¢6 thé dugc tao thanh. Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991).

Céc khang thé dic hiéu kép lam vi du c6 thé lién két v6i hai epitop khéc nhau, it
nhit mot trong sb do bt ngudn tir khdng nguyén protein dugc boc 16 & day. Theo cich
khac, phn nhanh khéng khédng nguyén cua phén tir globulin mién dich c6 thé dugc két hop
v6i phin nhanh lién két véi phéan tir hinh co sung trén bach cAu nhu phén tir thu thé té bao
T (vi du, CD2, CD3, CD28, hodc B7), hodc céc thu thé Fc cho IgG (FcyR), nhu FeyRI
(CD64), FeyRII (CD32) va FoyRIII (CD16) sao cho dé tap trung vao co ché bao vé clia té
bao d6i véi cac té bao biéu hién khang nguyén cu thé. Cac khang thé dic hidu kép cling c6
thé duoc st dung d& huéng dén céc tac nhan gay doc t bao cho cac té bao biéu hién khang
nguyén cu thé. C4c khéng thé nay c6 nhéanh lién két khang nguyén va nhanh lién két vai tac
nhan gy doc té bao hojc chat tao cang cua nuclit phong xa, nhu EOTUBE, DPTA,
DOTA, hodc TETA. Khang thé dic hiéu kép khac dugc quan tdm ma lién két v6i khang

nguyén protein dugc md t& trong ban md ta ndy va con lién két vdi nhan to mo (tissue
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factor -TF).

Cac khang thé tiép hop khéc loai ciing dugc boc 1§ & ddy. Céc khang thé tiép hop
khéc loai duge tao thanh boi hai khang thé duoc lién két cong hoa tri. Cac khang thé nay
3 duoc, vi du, d& xudt dé huéng cac té bao hé mién dich dén céc té bao khong mong mudn
(xem, Patent My s 4,676,980), v dé diéu tri viéc nhi€ém HIV (xem, WO 91/00360; WO
92/200373; EP 03089). Ciing duoc du tinh ring céc khang thé c6 thé dwgc tao thanh in
vitro sir dung céc phuong phap da biét trong héa hoc protein téng hop, bao gdm céc khang
thé lién quan dén cdc tac nhan tao lién két chéo. Vi du, cac doc t6 mién dich c6 thé duge
tao ra st dung phan tng trao ddi disulfua hodc bﬁng céch tao thanh lién két thioete. Vi du
v& chét phan tmg thich hgp cho muc dich ndy bao gbm iminothiolat va metyl-4-

mercaptobutyrimidat va cac chét duogc boc 19, vi du, trong Patent My s6 4,676,980.

Ciing ¢6 thé mong mubn 14 bién dbi khang thé theo sang ché vé chirc ning chét tac
dong, sao cho d& ting cudng, vi du, hidu qua cua khéng thé trong diéu tri cdc bénh va
chimg r6i loan lién quan dén sy phat tin hiu cia CD47 khdc thudng. Vi du, (c4c) gbe
xystein ¢6 thé duoc dua vao ving Fc, nhd d6 cho phép tao thanh ciu ndi disulfua trong
mach trong ving nay. Khéng thé 1a homodime dugc tao ra theo cach nay cling c6 thé cai
thién kha ning ndi hoa va/hodc 1am ting viéce tiéu diét t& bao trung gian boi bd thé va tinh
ddc té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cellular cytotoxicity ~ADCC). (Xem,
Caron et al., J. Exp Med., 176: 1191-1195 (1992) va Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922
(1992)). Theo cach khéc, khang thé c6 thé dugc xir Iy ¢6 cac ving Fe kép va nhd d6 c6 thé
¢6 sw phén giai bd thé va kha ning ADCC dugc ting cudng. (xem, Stevenson et al., Anti-
Cancer Drug Design, 3: 219-230 (1989)).

Séang ché ciing d& cap dén céc tiép hop mién dich chira khang thé duoc tiép hop véi
tac nhan gay doc té bao nhu mot doc t& (vi du, doc t6 c6 hoat tinh enzym c6 ngudn gdc tir
vi khudn, ndm, hodc dong vat, hodc cac doan cia nd), hoic isotop phéng xa (dé la, tiép hop

phong xa).

Céc doc td ¢ hoat tinh enzym va céc doan cua no ciing c6 thé duoc sir dung bao
gdm chudi bach hiu A, céc doan hoat tinh khong lién két ctia chudi doc t5 bach hau, chudi
ngoai doc t§ A (tir Pseudomonas aeruginosa), chudi rixin A, chudi abrin A, chudi
modecxin A, alpha-sarxin, cdc protein cua cay Triu tron (dleurites fordii), cac protein

dianthin, cac protein ciia cdy Thuong luc My (Phytolaca Americana) (PAPI, PAPII, va
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PAP-S), chét trc ché tir mudp déng (momordica charantia), curcin, crotin, chat tic ché tr
cay Tao phi thao (sapaonaria officinalis), gelonin, mitogellin, restrictoxin, phenomyxin,
enomyxin, va céc tricothexen. Nhiéu nuclit phéng xa 1a c6 sin @ cho viéc san Xuét cac

khéng thé tiép hop phong xa. Céc vi du bao gdm 2!2Bi, 1!, 13!In, *°Y, va !¥Re.

Céc tiép hop ciia khang thé va tac nhan gdy doc té bao dugc tao ra sir dung nhidu
tac nhan bit cip protein hai chitc ning nhu N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithiol) propionat
(SPDP), iminothiolan (IT), cic din xuét hai chic ning ciia cac imidoeste (nhu dimetyl
adipimidat HCL), cdc este hoat tinh (nhu disucxinimidyl suberat), aldehyt (nhu
glutareldehyt), cac hop chit bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexanediamin), céc dan
xuét bis-diazonium (nhu bis-(p-diazoniumbenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu tolyen
2,6-diisoxyanat), va cic hop chét flo hoat tinh kép (nhur 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzen). Vi
du, doc té mién dich rixin c6 thé duogc tao thanh nhu dugc md ta trong Vitetta et al.,
Science 238: 1098 (1987). Axit 1-isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen triaminpentaaxetic
(MX-DTPA) dugc danh diu tai cacbon 14 1a téc nhan tao chelat dé tiép hop nucleotit
phéng xa vao khang thé. (xem, WO94/11026).

Nguoi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuét nay s& nhén ra rang rat nhiéu
gbc ¢6 thé duoc sir dung dé ghép cip véi céc khang thé thu duge theo sang ché. (xem,, vi
du, “Conjugate Vaccines”, Contributions to Microbiology and Immunology, J. M. Cruse va
R. E. Lewis, Jr (eds), Carger Press, New York, (1989)).

Su ghép cip c6 thé dugc hoan thanh boi bét ky phan tmg héa hoc ndo ma s& lién
két hai phén tir mién 12 khéng thé va gbc khac duy tri céc hoat tinh twong mg cta ching.
Su lién két nay c6 thé bao gdbm nhiéu co ché héa hoc, vi du, lién két cong hoa tri, lién két 4i
luc, lién két xen vao giira, lién két phéi hop va phitc hgp cta ching. Tuy nhién, lién két
dwoc uu tién 1a lién két cong héa tri. Lién két cong héa tri c6 thé dat dugce hodc bing cach
ngung tu truc tiép cdc mach bén hién c6 hodc bing cach két hop cc phan tir tao cdu nbi
bén ngoai. Nhidu téc nhan tao lién két hoa tri hai hodc nhiéu héa tri hitu dung trong viéc
ghép cdp céac phan tir protein, nhu céc khang thé theo sang ché, véi cac phan tir khac. Vi
du, cdc tic nhan ghép cdp dai dién co thé bao gdm cac hop chit hitu co nhu thioeste,
carbodiimit, sucxinimit este, diisoxyanat, glutaraldehyt, diazobenzen va hexametylen
diamin. Viéc liét k& nay khong nhim dé bao gdm hét cac 16p khéc nhau cua cac tac nhan
ghép ciip da biét trong linh vuc k¥ thuat nhung, 1a vi du cta céc téc nhén ghép cap thong
thuong (xem, Killen va Lindstrom, Jour. Immun. 133:1335-2549 (1984); Jansen et al.,
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Immunological Reviews 62:185-216 (1982); va Vitetta et al., Science 238:1098 (1987).

Céc lién két wu tién dugc md ta trong céc tai liéu. (Xem, v/ dy, Ramakrishnan, S. et
al., Cancer Res. 44:201-208 (1984) mo ta viéc su dung MBS (M-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysucxinimit este). Xem, Patent My $6 5,030,719, md ta viéc str dung din xuét axetyl
hydrazit duoc halogen héa ghép cap véi khang thé bing lién két oligopeptit. Céc chét tao
lién két dugc dic biét wu tién bao gém: (i) EDC (1-ethyl-3-(3-dimetylamino-propyl)
carbodiimit hydroclorua; (ii) SMPT (4-sucxinimidyloxycarbonyl-alpha-metyl-alpha-(2-
pridyl-dithio)-toluen (Pierce Chem. Co., Cat. (21558G); (iii) SPDP (sucxinimidyl-6 [3-(2-
pyridyldithio) propionamido]hexanoat (Pierce Chem. Co., Cat #21651G); (iv) Sulfo-LC-
SPDP (sulfosucxinimidyl 6 [3-(2-pyridyldithio)-propianamit] hexanoat (Pierce Chem. Co.
Cat. #2165-G); va (v) sulfo-NHS (N-hydroxysulfo-sucxinimit: Pierce Chem. Co., Cat.
#24510) duoc tiép hop véi EDC.

Céc tac nhan tao lién két dugc mo ta trén day chia cac thanh phan ¢6 céc thudc tinh
khac nhau, do d6 din dén céc tiép hop c6 cac dic tinh héa ly khéc nhau. Vi dy, sulfo-NHS
este cua alkyl carboxylat 12 6n dinh hon so véi sulfo-NHS este ciia carboxylat thom. NHS-
este chira cac lién két it tan hon so v6i sulfo-NHS este. Ngoai ra, chét tao lién két SMPT
chira lién két disulfua can tr& vé mit khong gian, va c6 thé tao thanh thé tiép hop véi @6 6n
dinh tang 1&n. Cac lién két disulfua nhin chung 12 kém 6n dinh hon c4c lién két khac vi cac
lién két nay bi tach ra in vitro, dén dén viéc co su tiép hop kém. Sulfo-NHS, cu thé 13, c6
thé ting d 6n dinh clia viéc ghép cdp carbodimit. Viéc ghép cip carbodimit (nhu EDC)
khi duoc sir dung trong tiép hop véi sulfo-NHS, tao thanh cac este bén v&i su thity phan

hon 14 v6i m3i phan tng ghép cdp carbodimit.

Céc khang thé bdc 19 trong ban md ta ndy c6 thé duogc tao thanh & dang céc liposom
mién dich. C4c liposom chita khéng thé dugc san xuét bing cac phuong phép da biét trong
linh vuc k¥ thuat, vi du nhu phuong phép dugc mo ta trong Epstein et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); va
céc patent My sb 4,485,045 va 4,544,545. Cac liposom véi thoi gian luu thong duge ting
cudng duge bdc 16 trong Patent My s6 5,013,556.

Céc liposom ddc biét hitu dung c6 thé duge tao thanh bing phwong phap bay hoi
dao pha voi thanh phin 1éng chuia phosphatidylcolin, ~cholesterol, va
phosphatidylethanolamin dén xuét tir PEG (PEG-PE). Céc liposom dugc tach thong qua bo
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loc v6i kich thudc 18 x4c dinh dé tao thanh céc liposom véi dudng kinh mong mubn. Cac
doan Fab’ ciia khéng thé theo sang ché c6 thé dugc tiép hop vao cac liposom nhu duge md
ta trong Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) thong qua phan tng trao ddi
disulfua.

Sir dung céc khang thé khang CD47

C6 thé hidu ring céc khang thé c6 tac dung didu tri theo sang ché s& duge dung voi
céc chét mang, té duge thich hop va céc tac nhan khac duge két hop vao céc dang bao ché
d& c6 su chuyén thudc, cip thube, kha ning dung nap va tac dung tuong tu dugc cai thién.
Nhidu dang bao ché thich hop c6 thé thdy trong bao ché dugc phim da biét ddi véi cac
chuyén gia héa dugc: Remington’s Pharmaceutical Sciences (15th ed, Mack Publishing
Company, Easton, PA (1975)), dic biét la chuong 87 béi Blaug, Seymour. Cac dang bao
ché nay bao gdm, vi du, dang bdt, dang hd, thudc m, dang gel, sap, dau, lipit, cac nang
chira lipt (cation hodc anion) (nhu Lipofectin™), c4c thé tiép hop ADN, céc dang hd hép
thu khan, nhii tuong dau trong nuéc va nudce trong dAu, nhii tuong carbowax (polyetylen
glycol co khéi lwong phan tir khic nhau), cdc gel ban rén, va cac hdn hop bén rén chira
cacbovac. B4t ky h3n hop nao néu trén c6 thé 1a thich hop trong diéu tri va liéu phap diéu
tr phit hop v6i sang ché, mién 12 thanh phin hoat tinh trong ché phdm khong dugc bét hoat
boi su bao ché va dang bao ché 1a thich hop vé mit sinh Iy va phu hop v6i dudng dung.
Xem, Baldrick P. “Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical
guidance.” Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000), Wang W. “Lyophilization and
development of solid protein pharmaceuticals.” Int. J. Pharm. 203(1-2):1-60 (2000),
Charman WN “Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-some emerging concepts.” J
Pharm Sci. 89(8):967-78 (2000), Powell et al. “Compendium of excipients for parenteral
formulations” PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998) v céc trich dan trong d6 dé
c6 thong tin thém lién quan dén céc dang bao ché, céc t dugc, va cdc chit mang da duoc

biét dén mot cach rong rdi doi véi cac chuyén gia hoa dugc.

Theo mot phuong 4n, céc khang thé theo sang ché, bao gdm khang thé don dong
theo sang ché, c6 thé dugc sir dung 1am tic nhan diéu tri. C4c téc nhan ndy thuong dugc
dung dé chan doan, tién doén, theo ddi, didu tri, 1am thuyén giam, va/hodc ngin ngira bénh
hogc bénh 1y lién quan dén sy biéu hién bat thudng cua CD47, hoat tinh vi/hodc sy phat tin
hiéu trong d5i tuong. Ché do didu tri dugc thyc hién bing cach xdc dinh doi twong, vi dy,

ngudi bénh méc phai (hodic cé nguy co phét trién) bénh hogc chimg rdi loan lién quan dén
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su bidu hién bat thudng cia CD47, hoat tinh v&/hodc sy phat tin hiéu, v/ dy, bénh ung thu
hodc chimg réi loan do ung thu khac, st dung cac phuong phép tiéu chuén. Dang bao ché
cuia khang thé, t5t hon 13 khéng thé c6 d6 ddc hidu va 4i luc cao dbi voi khang nguyén dich
ctia n6, duge dung cho dbi twong va thuong 6 tic dung do lién két ciia chung véi dich.
Viéc dung khang thé c6 thé loai bo hodc trc ché hodc can thiép téi su biéu hién, hoat tinh
vi/hoiic chitc nang phat tin hiéu cuia dich (vi du, CD47). Viéc ding khéng thé c6 thé loai bo
hodc trc ché hodic can thiép vao lién két ctia dich (vi du, CD47) véi phéi tir ndi sinh (vi dy,
SIRPa) ma nd lién két mot cach tw nhién. Vi du, khang thé lién két véi dich va didu bién,
phong bé, wc ché, khir, d6i khang, trung hoa, hodc can thip vao su bidu hién ctia CD47,

hoat tinh va/hodc sy phét tin hiéu.

Céc bénh va cac chimg réi loan lién quan dén su bidu hién bét thudng ciia CD47,
hoat tinh va/hodc su phat tin hidu bao gdm, bing céc vi du khong gi6i han, ung thu méu
va/hodc khéi u rén. Cac bénh ung thu mau bao gdm, vi du, bénh bach cAu, u lympho va u
tity. Céc dang cu thé ciia bénh bach ciu bao gdm, bdng céc vi du khong gidi han, bénh
bach ciu lympho bao cip tinh (ALL); bénh bach ciu tily bao cap tinh (AML); bénh bach
cAu lympho bao man tinh (CLL); bénh bach cdu tity bao man tinh (CML); ching rdi loan
tang sinh tily xuong/khdi u (MPDS); va hdi chimg loan san tity. Cac dang cu thé ciia u
lympho bao gdém, bing cic vi du khong gi6i han, u lympho Hodgkin, u lympho khong
Hodgkin ca dang khong dau va dang tién trién nhanh, u lympho Burkitt, va u lympho c6
nang (t& bao nho va té bao 16n). C4c dang cu thé cua u tiy bao gdm, bang cac vi du khong
gi6i han, bénh da u tiy (MM), u tity t& bao khéng 13, u tity chudi niang, va u tiy chudi nhe
hoic Bence-Jones. Khdi u rén bao gdm, vi dy, u ngyc, u budng tring, u phdi, u tuy, u tuyén
tién liét, khdi u 4c tinh, u truc trang, u phdi, khéi u dAu va cd, khéi u bang quang, khéi u

thwe quan, khdi u gan, va khdi u thén.

Céc triéu ching lién quan dén bénh ung thu va ching roi loan do ung thu khéc bao
gém, vi du, vi€ém, s6t, tinh trang khé chiu thong thuong, sbt, dau, thudong khu tri & vang
viém, mét cam gidc thém in, sit can, phi né, dau dau, mét moi, phét ban, thicu mau, yeu

co, dau co va céc tridu chitng & bung vi dy, dau bung, ti€u chay hodc tdo bén.

Nhin chung, lwong c6 tac dung diéu tri cua khang thé theo sang ché lién quan dén
luong cAn thiét @& dat duoc muc dich diéu tri. Nhu cht ¥ & trén, myc dich ¢ thé 13 twong
téc lién két gitra khang thé va khang nguyén dich ctia n6 ma trong mét s6 trudng hop, can

thiép vao hoat dong chirc ning cia dich. Lugng yéu cau dé dung s& con phy thude vao &

-69-



28772

luc lién két ciia khang thé v6i khéng nguyén dich ctia nd, va ciing phu thude vao tdc do tai
d6 khang thé ding duogc tidu hét tir thé tich tw do khac twong tng véi cach ding. Pham vi
thong thudng cia lidu ¢ hiéu qua diéu tri ciia khang thé hodc doan khéng thé theo séing
ché c6 thé 13, bing vi du khdng mang tinh gi6i han, tir khoang 0,1 mg/kg thé trong dén
khoang 100 mg/kg thé trong. T4n sut phan lidu thong thudng c6 thé nim trong khoang, vi
du, tir hai 1dn/ngay t6i mot 1an/tuan,

Hiéu luc didu tri duoc xdc dinh két hop voi phuong phép bit ky da dugc biét dé
chin doén hodc didu tri ching rdi loan lién quan dén viém cu thé. Sy thuyén giam cua mot
hoic nhidu triéu ching ciia ching réi loan lién quan dén viém chi ra ring khang thé c6 loi

ich diéu tri.

Cac phuong phép sang loc cic khéang thé c6 do dic hiéu mong mubn bao gdm,
nhung khong chi gidi han ¢, thir nghiém hép thu mi&n dich lién két enzym (enzyme linked
immunosorbent assay -ELISA) va cac k¥ thuét dugc trung gian béi mién dich da biét trong

linh vyuc k¥ thuét.

Theo phuong 4n khac, céc khang thé dugc dinh huéng dé khang CD47 c6 thé duge
str dung trong cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat lién quan dén su x4c dinh vi
tri va/hodc dinh lwong CD47 (vi du, dé sir dung trong cac mirc do CD47 va/hodc ca CD47
va SIRPa trong céc mAu sinh 1y thich hop, dé sir dung trong céc phuong phép chén doan,
dé sir dung trong mo ta hinh anh protein, va cdc phuong phép tuong tu). Theo mét phuong
an duoc dua ra, céc khang thé dic hiéu véi CD47, hoc din xuét, doan, thé tuong tu hodc
ddng ding ciia n6, chira khang thé din xudt tir viing lién két khang nguyén, dugc sir dung

1am céc hop cht ¢6 hoat tinh dugc 1y (dugc dé cap dén sau day 1a “cdc chat dé diéu tri”).

Theo phuong 4n khac, khéng thé déc hiéu v6i CD47 ciing c6 thé duge sir dung dé
phan 1ap polypeptit CD47, bing cc k¥ thuat tiéu chudn, nhu 4i luc mién dich, sic ky hodic
mién dich két tia. Cac khéng thé duoc dinh huéng khang protein CD47 (hodc doan ctia no)
cling ¢6 thé duoc sir dung theo kiéu dé chin doan dé theo d&i mirc protein trong md nhu
mdt budc cua quy trinh thir nghi€ém 1am sang, vi du, dé, vi dy, x4c dinh hiéu lyc cta ché do
didu tri x4c dinh. Viéc phat hién c6 thé dugc 1am thuan tién béng viéc ghép cip (d6 la, tao
lién két vat 1y) khang thé véi hop chét c6 thé phat hién dugc. Vi du v& céc chét c6 thé phat
hién dugc bao gdm cic enzym khéc nhau, cic nhém hitu co gén thuong tryc 1én phan tir

enzym (nhém prosthetic), cdc vat liéu huynh quang, cdc vét li¢u phat quang, cac vét liu
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phéat quang sinh hoc, va céc vét liéu phong xa. Vi du v& céc enzym thich hop bao gdm
peroxidaza ctia cdy chum ngdy (horseradish), alkalin phosphataza, B-galactosidaza, hodc
axetylcholinesteraza; Vi du vé& c4c phirc hgp nhém prosthetic bao gdm streptavidin/biotin
va avidin/biotin; Vi du v& céc v4t liéu huynh quang bao gdm umbelliferon, floresxein,
floresxein isothioxyanat, rhodamin, diclorotriazinylamin floresxein, dansyl clorua hogc
phycoerythrin; vi du vé céc vat liéu phat quang bao gdm luminol; vi du vé céc vat liéu phat
quang sinh hoc bao gém luxiferaza, luxiferin, va aequorin, va cic vat liéu phong xa thich

hop bao gdm 25, 1311, 35S hogc *H.

Theo phuong 4n khac, khang thé theo sing ché ciing c6 thé dugc sir dung 1am tic
nhan d& phat hién su c6 mit cia CD47 va/hodc ca protein CD47 va SIRPa (hodc doan
protein clia né) trong mau. Theo mot s& phuong 4n, khang thé c6 nhan c6 thé phét hién
dugc. Cac khang thé 13 da dong, hodc tét hon nita 13, don dong. Khang thé dy di, hodc
doan ctia n6 (vi du, Fab, scFv, hodc F(ab’):) dugc sir dung. Thuat nglt “dugc danh dau”,
lién quan dén mu do hodc khang thé, dugc dinh huéng dé bao gdm viéc dénh déu truc tiép
mAu do hoic khang thé bing céch ghép cip (d6 Ia, tao lién két vat 1y) hop chét c6 thé phat
hién duoc v6i miu do hoic khang thé, ciing nhu danh d4u khong tryc tiép miu do hodc
khang thé bing phan tng véi chét phan tGmg khac ma c6 thé dwoc danh diu mot céch truc
tiép. Vi du v& viéc dénh d4u khong tryc tiép bao gdm viéc phat hién khéng thé dau tién st
dung khang thé thir cip dugc danh diu huynh quang va dnh d4u & dudi mau ddo ADN véi
biotin sao cho n6 c6 thé phat hién dwoc bang streptavidin dwgc dan nhdn huynh quang.
Thuét ngit “mAu sinh hoc” dugc dinh hudng dé bao gdm cac md, cc té bao va dich sinh
hoc phén lap tir ddi tugng, ciing nhu 1a cac md, cac t€ bao va dich c¢6 mat trong ddi tuong.
Do d6, dugc bao gdm viée sit dung thut ngit “mau sinh hoc” 1a mau va phan doan hodc
thanh phin cua méau bao gdm huyét thanh, huyét tvong, hodc bach huyét. D6 13, phuong
phap phat hién theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung d& phat hién mARN phan tich,
protein, hodc ADN hé gen trong mu sinh hoc in vitro cling nhu 1a in vivo. Vi du, cdc k¥
thuat in vitro dé phat hién mARN dang phén tich bao gbm k¥ thuat lai Northern va lai in
situ. Céc k¥ thudt in vitro dé phat hién protein dang phan tich bao gdm thir nghiém hip thu
mién dich lién két enzym (Enzyme Linked Immunosorbent Assays -ELISAs), Western blot
(thAm tach tay), min dich két tia, va mién dich huynh quang. Céc k§ thuat Jn vitro dé phat
hién analyt ADN hé gen bao gdm k¥ thuat lai Southern. Cac quy trinh thyc hién cdc thur
nghiém mién dich dwgc md ta, vi du trong “ELISA: Theory and Practice: Methods in
Molecular Biology”, Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human Press, Totowa, NJ, 1995;
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“Immunoassay”, E. Diamandis va T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, CA,
1996; va “Practice va Theory of Enzyme Immunoassays”, P. Tijssen, Elsevier Science
Publishers, Amsterdam, 1985. Ngoai ra, cac k¥ thuat in vivo dé phat hién protein dang
phén tich bao gdm dua vao ddi twong khang thé khang protein dang phan tich dugc ddnh
dAu. Vi duy, khang thé c6 thé dugc danh d4u bang chéit danh dau phéng xa va vi tri trong

dbi twong c6 thé duge phat hién boi cc k§ thudt tao hinh anh tiéu chuan.
Str dung céc dang bao ché clia khang thé CD47 d& diéu tri bénh

Cac khang thé theo séang ché (dugc d& cip & ddy la “cac hoat chat”), va cac dan
xuét, phan doan, cc thé trong tu va céc chit ddng déng ctia ching, c6 thé két hop vao cac
dugc phdm thich hop d& sir dung. C4c nguyén tic va can nhic lién quan dén viéc bao ché
céc ché phim nay, ciing nhu huéng din lya chon thanh phén cling dugc dua ra, vi dy nhu
trong Remington’s Pharmaceutical Sciences: The Science and Practice Of Pharmacy 19th
ed. (Alfonso R. Gennaro, et al., editors) Mack Pub. Co., Easton, Pa.: 1995; Drug
Absorption Enhancement: Concepts, Possibilities, Limitations, va Trends, Harwood
Academic Publishers, Langhorne, Pa., 1994; va Peptide and Protein Drug Delivery
(Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, New York.

C4c ché phAm nay thuong chira khang thé va mot cht mang dugc dung. Khi doan
khang thé duoc st dung, doan tic ché nho nhét c6 lién két ddc hiéu véi ving lién két ciia
protein dich s& dugc vu tién. Vi dy, dva trén céc trinh ty ving bién dbi cua khang thé, cac
phén tir peptit c6 thé dugc thiét k& dé duy tri kha ning lién két v6i trinh ty protein dich.
Céc phén tir peptit ndy co6 thé duoc tdng hop héa hoc va/hodc duge tao ra bang cong nghé
AND tai tb hop. (xem,, vi dy, Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893
(1993)).

Nhu duogc st dung & day, thuét ngi “chat mang duoc dung” bao gdm bét ki hay
toan bo cac dung mdi, cac moi trudng phan tan, cac 16p phu ngoai, céc chét chéng vi khudn
va chéng ndm méc, cic chit ddng truong va lam cham hip thy, va cac chat twong tu khéc,
twong thich dé ding trong dugc phim. C4c chat mang thich hop dugc md ta trong tai liéu
Khoa hoc Duoc xult ban gn ddy nhit cia Remington (Remington’s Pharmaceutical
Sciences), 1a tai liéu tham khdo ti€u chuén trong linh vuc nay. Vi du v& cac chit mang nay
hoic chit pha loang bao gdm, nhung khong gidi han &, nudc, mudi, dich truyén, dung dich

dextroza, va anbumin huyét thanh ngudi 5%. Liposom va t4 dugc khong chira nuée nhu
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céc loai diu khong bay hoi ciing ¢6 thé dugc sir dung. Viée st dung cdc mdi trudng va céc
chét néu trén cho cac hoat chit duoc 1a phd bién trong linh vyc ndy. Ngoai trir m6i truong
hay c4c chét dugc quy dinh 1a khong twong thich véi cac hoat chét ké trén thi viéc sir dung

néi trén trong ché phim 1a duoc dy tinh.

Céc dang bao ché dé sir dung in vivo phai dugc v trung. Viéc vo tring nay c6 thé

d& dang thuc hién bing c4ch loc qua mang loc vo tring.

Duge phdm theo sang ché dugc bao ché phi hop véi dudng ding du kién. Vi du vé
dudng diing bao gdm ding ngoai dudng tiéu héa, nhuw dudng tinh mach, qua da, dudi da,
miéng (vi du nhu hit), trén bé mit da (nhu 1o, tai chd), qua niém mac, va qua truc trang.
Dung dich hozc huyén phii ¢& ding qua ngoai dudng tiéu héa, qua da, dudi da thudng bao
gdm: chat 1am lodng v6 tring nhu nudc cit dé tiém, dung dich mudi, dau khong bay ho,
polyetylen glycol, glyxerin, propylen glycol hodc cac dung mdi tdng hop; cac chat chdng
nhiém khuén nhu ruou benzyl hodc cdc metyl paraben; céc chét chéng oxy héa nhu axit
ascorbic hogc natri bisulfit; cdc chit tao chelat nhu axit etylendiamintetraaxetic (EDTA);
chét dém nhu axetat, xitrat hodc phosphat, v céc chit didu chinh tinh truong nhu natri
clorua hodc dextroza. D pH c6 thé diéu chinh bang axit hodc bazo nhu axit clohydric hodc
natri hydroxit. Dang bao ché dé ding qua ngoai dudng tiéu héa c6 thé dudi dang 6ng tiém,

xy lanh diing mot 14n hoc lo da lidu bang thily tinh hoic nhya.

Céac dugc phidm c6 thé ding qua dudng tiém bao gdbm dung dich chira nudc vo
tring (néu c6 nudc hoa tan) hogdc chét phan tén va bot vo trang khi didu ché tai chd dung
dich tiém hodc chét phan tan. Néu ding qua dudng tinh mach, cac cht mang thich hop bao
gdm mubi sinh 1y, nuéc kim vi khuan, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) hodc
mudi dém phosphat (PBS). Trong moi trudong hop, dugc phAm nay phai dugc vo tring va &
dang long dé c6 thé tiém duoc dé dang. Duge pham phai duoc bao ché va luu trit trong
didu kién 8n dinh va phai duoc bio quan chéng lai céc tdc nhan gay nhiém khudn va ndm
mdc. Chét mang c6 thé duéi dang dung mdi hodc chira mdi truong phén tén nhu (vi du nhu
glyxerol, propylen glycol, va dung dich polyethylen glycol, va cac chét twong tur), va hdn
hop phi hop cia ching. B9 1oéng thich hop ¢c6 thé dugc duy tri bing céch nhu st dung 16p
phu nhu lexitin, hay bing cach duy tri c& hat yéu cau trong trudong hgp phén tan, hay sir
dung céc chét hoat dong bé mit. Céc chét chéng nhiém khuén va nim mdc c6 thé duoc st
dung dé chéng su xam nhép cda vi khuén nhu paraben, clorobutanol, phenol, axit ascorbic,

thimerosal, va cic chét tuong tu khéc. Trong nhidu trudng hop, cc chat dang truong duge
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uu tién st dung nhu dudng, polyalcohol nhu manitol, sorbitol, natri clorua ¢6 trong hop
chét. Sy hip thu kéo dai cua céc dugc phdm dang tiém nay c6 thé thu dugc bing céch dua

vao dugc phim chét 1am cham hép thu, vi du nhu nhom monostearat va gelatin.

Dung dich dang tiém v tring c6 thé diéu ché bing céch pha hoat chat & lugng cho
phép trong dung moi phit hop véi mot hodc két hop véi céc thanh phan ké trén, sau d6 loc
tiét trung. Nhin chung chét phéan tan dugc san xuét bing cach pha hoat chit v6i mot ta
duoc 16ng vo tring c6 chita cac chét phéan tan co ban va céc thanh phin theo yéu ciu khac
néu trén day. Trong trudong hop dung bdt tiét tring dé diéu ché dung dich tiém vo trang thi
c6 thé ding cdc phuong phap didu ché nhu lam kho chan khong va dong khé dé thu dugce
hén hop dang bot c6 thanh phan hoat tinh va cc thanh phin b sung khac tir dung dich

dugc loc v trung trude do.

Céc duge phdm ding qua dudng miéng thudng bao gbm chit pha lodng dang tro
hogdc chit mang khong doc. Dugc phim nay c6 thé dwoc dong gbi dudi dang vién nang
mém hay dugc nén & dang vién nén. Vi muc dich ding dé chira bénh qua dudng miéng,
hoat chit nay c¢6 thé két hop véi t4 duge va ding & dang vién nén, vién ngdm, hay vién
nang mém. Dugc phim ding qua dudng miéng con c6 thd duoc diéu ché bang céch sur
dung chit mang dang long @& dung nhu mot loai nude sic miéng, trong d6 hop chét trong
chit mang dang long dugc dung qua dudng miéng, suc va khac hodc nubt. Céc chit lién
két phi hop vé mit duoc hoc va/hode t& duge ciing 1a thanh phdn ciia hop chit. Vién nén,
vién nang, vién ngdm, hay céc dang tuong tuy ¢ th8 c6 mot trong cac thanh phan sau day
hodc cac hop chét c6 tinh chit twong tu: chit lién két nhu xenuloza vi tinh thé, gom
tragacanth hodc gelatin; t4 dugc nhu tinh bt hodc lactoza, chét phan hiy nhu axit alginic,
primogel, hodc tinh bdt ngd; chit boi tron nhu magie stearat hodc Sterote; chét chay nhu
silicon dioxit keo; chit 1am ngot nhu sucroza hogc sacarin; hodic chét tao huong vi nhu bac

ha, metyl salixylat, hodc cam.

Néu ding qua dudng xit, hop chat s& dugc dua vao dudi dang phun soil khi thong
qua mot vat chira dang nén hogc éng dinh lugng c6 chira chét ddy phit hop, vi du, chét khi

nhu cacbon dioxit, hodc qua thiét bi xong.

Ding thubc qua dudng toan than c6 thé duéi dang qua niém mac hay qua da. Péi
véi trudong hop ding qua niém mac hodc qua da, cic chét thdm thau phit hop v6i mang

chin dé thdm thiu ciing s& dugc sir dung trong ché phim. Céc chit thdm thau nay da duoc
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biét dén rong rai trong linh vue, va bao gdm, vi dy, ddi véi trudng hop ding qua niém mac,
chit 1am sach, mudi mat, va cc din xuét cua axit fusidic. Viéc ding qua da c6 thé thuc
hién bing cé4ch st dung dang phun qua dudng miii hodc dang vién dan. Vi trudng hop
dung qua da, cac hoat chét dwoc dua vao dé tao thanh dang m& bdi, bot, gel, hodc kem da

dugc biét dén trong linh vyc.

Hop chat c¢6 thé dugc bao ché dudi dang vién dan (vi dy, bing nguyén liéu lam
dang vién dan co ban, nhu dau ca cao va cac loai glyxerin khac) hoic dang thut khi dua

vao tryuc trang.

Theo mdt phuong 4n, cac hoat chdt dugc san xuét cling v6i cht mang s& gitp hop
chit tranh duoc sy bai tiét nhanh chong ra khoi co thé, nhu cic hop chat giai phéng duge
duy tri/kiém so4t, bao gdm cic mé cdy va cac hé thdng cdp dwoc vi nang. Polyme thodi
bién sinh hoc, polyme tuong thich sinh hoc c6 thé dugc diing bao gdm etylen vinyl axetat,
polyanhydrit, axit polyglycolic, colagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Cac phuong
phép didu ché hop chét nay 12 rd rang d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc

k¥ thuat nay.

Vi du, c4c hoat chit c6 thé duoc dua vao cac ché phim vi nang, vi du nhu, bing
cong nghé tu giot, hay polyme héa giita hai bé mit, hay vi dy, hydroxymetylxeluloza hodc
vi nang gelatin va vi nang poly-(metylmetacrylat), theo thir tu, trong hé théng cung cép
thudc dang keo (vi du, liposom, albumin vi cAu, vi nhii twong, cac hat nano, va nang nano)

hodc trong nhii tuong 16n.

Céc ché phdm giai phong kéo dai c6 thd duoc bao ché. Vi du thich hop vé ché
phédm giai phéng kéo dai bao gdm chit nén ban thAm cua polyme ky nudc thé rén chira
khéng thé, trong d6 chat nén nay tdn tai duéi dang hat, vi dy, phim, hodc vi nang. Vi du vé
chit nén giai phéng kéo dai bao gdm polyeste, hydrogel (vi du, poly(2-hydroxyetyl-
metacrylat), hodc poly(vinylalcohol)), polylactit (patent My sb6 3,773,919), cac copolyme
clia axit L-glutamic va y etyl-L-glutamat, etylen-vinyl axetat khong phén rd, cac copolyme
axit glycolic-axit lactic phan rd nhw LUPRON DEPOT ™ (hat vi cu c6 thé ding dé tiém
bao gdm copolyme axit glycolic-axit lactic va leuprolit axetat), va axit poly-D-(-)-3-
hydroxybutyric. Trong khi cdc polyme nhu etylen-vinyl axetat va axit glycolic-axit lactic
c6 thé giai phong ra céc phan ti trong vong hon 100 ngay, thi cac hydrogel nhét dinh c6

thé giai phong ra protein trong khoang thoi gian ngén hon.
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Ngudn nguyén lidu nay ciing c6 thé dugc cung cép tir Alza Corporation va Nova
Pharmaceuticals, Inc. Liposomal suspensions (bao gdm liposom huéng dich dén cac té bao
da duge gy nhiém véi cac khang thé don dong dén cac khang nguyén virut) va dong thoi
¢6 thé ding 1am céc chat mang duogc dung. Hop chit nay c6 thé dugc didu ché theo céc
phuong phép da duoc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay biét dén, vi
du, nhu dugc mo ta trong Patent My s6 4,522,811.

Didu ché hop chét ding qua dudng miéng va ngoai dudng tiéu hoa dudi dang don
vi liéu @& gitp viéc udng thuéc dé dang hon va ddng nhét lidu ding s& dic biét c6 loi.
Dang don vi lidu nhu duoc sit dung & ddy d& cap dén don vi riéng r& vé mt vat Iy phd hop
véi cac dang lidu don vi cho di twong didu tri; m3i don vi chita mot lugng hoat chét da
dinh s¥n dugc tinh todn dé mang lai hiéu qua didu tri mong mubn khi lién két véi chat
mang duoc phém yéu cAu. Mb ta céc dang don vi lidu theo séang ché d3 duoc ghi lai va phu
thudc truc tiép vao dic tinh riéng biét cta hoat chét va hiéu qua diéu tri cu thé s& dat duoc,
vi céc giéi han vén c6 trong linh vuc khi tb hop mot hoat chat nhu viy dé diéu tri cac ca

thé.

Céc duoc phdm c6 thé bao gdm vat chira, géi, hoic dung cu pha va huéng dn sir

dung.

Hop chit c6 thé bao gdm hon mot hoat chét cAn thiét cho chi dinh diéu tri cu thé,
t6t nhat 1a két hop v6i hoat chét c6 cac hoat tinh bd sung ma khong gdy phan img tréi chiéu
vai nhau. Theo cach khac, hodc thém vao d6, hop chét ¢ thé chua chit xic tac dé tang
cudng chc ning cia hop chét ndy, vi dy, chét gay doc té bao, xytokin, chét hoa liéu phap,
hozic chit tic ché ting trudng. Céc phén tir ndy cing hién dién két hop véi lugng dé mang

lai hiéu qua du kién.

Theo mot phuong 4n, cac hoat chit dugc ding trong diéu tri két hop, dé la, két hop
véi cac chét khac, vi du, cac chat liéu phap, duge ding dé diéu tri tinh trang hoang loan
hodc rdi loan tAim than, nhu céc dang ung thu, rdi loan mién dich va cdc bénh viém nhiém.
Thuat ngit “két hop” trong trudng hop nay dé n6i dén cac chit duoc dua vao cing mdt luc,
hogc ddng thdi hodc theo tuln ty. Néu theo tudn tu, khi dua hop chat thir hai vao thi hop
chét ban du trong sd hai hop chét vin c6 thé phét hién dugc & ndng do hitu hiéu tai vi tri

diéu tri.

Vi du, diéu tri két hop c6 thé bao gdm mot hogc nhidu c4c khang thé theo sang ché
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cing két hop véi, va/hodic ciing ding véi, mot hodc nhidu céc chét diéu tri bd sung, vi dy,
mot hogc nhiéu xytokin va cac chit e ché nhén té ting trudng, chét can trd mién dich,
chat chéng viém nhiém, chét chdng chuyén héa, chit tc ché enzym, va/hoic téc nhan gay
doc t& bao hodc céc tac nhan kim té bao, nhu duge md ta chi tiét dusi day. Céc liu phéap
két hop nay c6 thé ding liéu thép hon cac chit diéu tri dugc dua vao, do d6 c6 thé tranh

dugc cac doc to néu c6 hodc cac bién ching do céc liéu phap don.

Céc chit didu tri duoc vu tién duoc sir dung két hop véi khang thé theo sang ché 1a
céc chét can tré & cac giai doan khéc nhau khi phan tng lai v6i viém nhi€m. Theo mét
phuong 4n, mdt hoic nhidu cac khéng thé dwoc md ta trong ban mo ta nay duoc didu ché,
va/hosic ding véi, mdt hodc nhidu tic nhan bd sung nhu xytokin khac céc chit ddi khang
v6i tac nhan ting trudng. (vi dy, cac thu thé tan, chét ic ché peptit, céc phan tir nho, cac
dung hop phéi tir); hodc céc khang thé hoic khang nguyén lién két doan cuia chiing lién két
v&i cac dich khdc (vi du, cac khang thé lién két v6i xytokin khéc hogc nhan td tang trudng,
céc thy thé cua ching, hodic cic phan tir bé mit t& béo khac); va céc xytokin chbng viém

nhiém hoic céc chat doi khang cua chiing.

Cac khéng thé c6 thé duoc ding lam t4 dugc ciia vacxin cho céc trudng hop rdi
loan tuy mién, cic bénh viém, v.v.. Su két hop ta dugc dé didu tri cac rdi loan thich hop dé
ding két hop véi céc loai khdng nguyén tir cac khang nguyén tu than dugc hudng dich, do
la, cac tu khéng nguyén (autoantigen), lién quan dén ty mién dich, v/ du, protein bazo
myelin; cdc tw khang nguyén tir chimg viém, vi du, protein peptit tinh bot, hodc céc khang
nguyén ciy ghép, vi dy, cac khdng nguyén ddng loai. Khang nguyén c6 thé bao gdm peptit
hoidc polypeptit din xuit tir protein, cling nhu tir doan cuia bat ky thanh phin sau: sacarit,
protein, céc polynucleotit hodc céc oligonucleotit, tu khang nguyén, protein peptit tinh bot,
c4c khang thé cdy ghép, cc di ting nguyén, hodc cac thanh phin dai phan tir khéc. Trong
mdt sd trudng hop, nhiéu hon mot khéng nguyén dugc bao gdm trong ché phim chira

khang nguyén.
Viéc thiét ké va tao thanh céc chét diéu trj khac

Theo sang ché va dya trén hoat tinh ciia cic khang thé dugc tao ra va duogc néu dic
tinh trong ban mo ta nay lién quan dén CDA47, viée thiét ké cac phuong thic diéu tri khac
dua trén cc gbc khang thé da dugc tao didu kién thuan lgi. Cac phuong thtic ny bao gdm,

nhung khong chi giéi han 6, cac chit diéu tri tir khang thé tién tién, nhu céc khéng thé dic
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hiéu kép, céc ddc t6 mién dich, va céc chét diéu tri dugc danh déu phéng xa, tao ra cac chét
didu tri tir peptit, liéu phép gen, ddc biét 1a cac intrabody, cic liéu phap d6i nghia, va cac

phén tir nhd.

Vi duy, lién quan dén céc khang thé dic hidu kép, cac khang thé dic hidu kép c6 thé
duoc tao thanh chita (i) hai khang thd- mot c6 tinh dic hidu voi CD47 va khang thé thtr cap
ddc hiéu v6i phan tir thir hai ma duoc tiép hop ciing nhau, (ii) khang thé don c6 mot chudi
dic hidu v6i CD47 va chudi th hai dac hiéu vi phan tir thir hai, hojc (iii) khéng thé chudi
don c6 tinh dic hiéu véi CD47 va phéan tir thir hai. Cac khing thé diac hidu kép ndy dugc
tao ra st dung céc k¥ thudt da duoc biét dén rong rai vi dy, lién quan dén (i) va (ii), xem, vi
du, Fanger et al. Immunol Methods 4:72-81 (1994) va Wright et al. Crit, Reviews in
Immunol. 12125-168 (1992), va lién quan dén (iii), xem, vi du, Traunecker et al. Int. J.
Cancer (Suppl.) 7:51-52 (1992).

Lién quan dén cac doc t& mién dich, céc khang thé c6 thé dugc bién dbi dé hoat
dong giéng nhu cac doc t6 mién dich sir dung cac k¥ thuat da duoc biét @én mot cach rong
rdi trong linh vyuc k§y thuat. Xem, vi du, Vitetta Immunol Today 14:252 (1993). Xem, Patent
M s6 5,194,594. Lién quan dén viéc san xuét cc khéng thé dugc dénh déu phong xa, cac
khang thé nay c6 thé duoc san xuét mot cach d& dang sir dung cac k¥ thuat da dugc biét
dén mot cach rong rii trong linh vuc k¥ thut. Xem, vi dy, Junghans et al. in Cancer
Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (2d edition, Chafner va Longo, eds., Lippincott
Raven (1996)). Xem, cic Patent My s 4,681,581, 4,735,210, 5,101,827, 5,102,990 (RE
35,500), 5,648,471, va 5,697,902. Mbi doc té mién dich va céc phan tr dugc danh diu

phong xa cé thé tiéu diét cac té bao biéu hién CD47.

Lién quan dén viéc tao ra cac peptit c6 tac dung diéu tri, thong qua viéc sit dung
thong tin cAu tric lién quan dén CD47 va céc khang thé thém vao do, nhu cac khéng thé
theo sang ché hodc sang loc thu vién peptit, cac peptit cé tac dung didu tri c6 thé dugce tao
thanh duoc dinh huéng dé khang CD47. Viéc thiét ké va sang loc céc cht c¢6 tac dung diéu
tri tir peptit dugc ban luén lién quan dén Houghten et al. Biotechniques 13:412-421 (1992),
Houghten PNAS USA 82:5131-5135 (1985), Pinalla et al. Biotechniques 13:901-905
(1992), Blake and Litzi-Davis BioConjugate Chem. 3:510-513 (1992). Cac doc t6 mién
dich va céc phén tir dugc danh dAu phéng xa c6 thé duoc tao ra, va theo cch tuong tu, lién
quan dén cac gbc peptit nhu dugc ban luén trén day lién quan dén cac khang thé. Cho ring

phén tir CD47 (hodc dang nhu bién thé dang manh ghép hodc dang thay thé) c6 hoat tinh
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chirc ndng trong quy trinh ctia bénh, ciing c6 thé thiét ké cic liéu phap gen va liéu phap adi
nghia thong qua céc k§ thuat thong thudong. Cac phuong thirc ny cé thé dugce sir dung dé
didu bién chuc ning cia CDA47. Lién quan dén céc khang thé theo sing ché tao didu kién
thuan loi cho viéc thiét ké va sir dung céc thir nghiém chirc ning lién quan tir d6. Viée thiét
ké va chién lugc cho céc liéu phap dbi nghia dugc ban luan chi tiét & day trong cong bd
don yéu ciu cép patent qudc t& s6 WO 94/29444. Viéc thibt ké va céc chién lugc cho lidu
phép gen 1a da dugc biét dén rong rdi. Tuy nhién, cu thé, viéc st dung céc k¥ thuat liéu
phép gen bao gdm céc intrabody c6 thé ching minh 13 dic biét 6 loi. Xem, vi dy, Chen et
al. Human Gene Therapy 5:595-601 (1994) va Marasco Gene Therapy 4:11-15 (1997).
Viéc thiét ké chung va cac nghién ctru lién quan dén cac liéu phép gen cling dwoc ban luan

trong cong bd don yéu ciu cp patent qudc té s6 WO 97/38137.

Céc kién thie thu dugce tir cdu triic ctia phan tir CD47 va twong tc ciia n6 voi céc
phan tir khac theo séng ché, nhu SIRPa va/hoic cac khang thé theo sang ché, va céc chat
khéc c6 thé duogc sir dung dé thiét ké mot cach c6 1y cac phuong thirc diéu tri bd sung. Lién
quan dén van dé nay, céc k¥ thuat thiét ké thudc hop ly nhu tinh thé hoc tia X, tao md hinh
phan tir duge hd trg boi may tinh (computer-aided (or assisted) molecular modeling -
CAMM), quan h¢ hoat tinh-cu tric dinh tinh hodc dinh luong (quantitative or qualitative
structure-activity relationship -QSAR), va c4c k§ thuét tuong tw c6 thé dugc sir dung dé tap
~ trung vao 18 luc phét hién ra thuc méi. Viéc thiét ké hop Iy cho phép tién doan cac chu
tric protein hodc ciu tric tdng hop ma c6 thé twong tic v6i phan tir hodc céc dang cu thé
clia n6 ma ciling co thé duoc sir dung dé bién dbi hodc didu bién hoat tinh ciia IL-6Rc. Cac
chu tric nay c6 thé duoc tdng hop bing phuong phép héa hoc hogc dugc biéu hién trong
c4c hé thdng sinh hoc. Phuong phép ndy da dugc xem xét trong Capsey et al. Geneticaily
Engineered Human Therapeutic Drugs (Stockton Press, NY (1988)). Ngoai ra, céc thu vién
t6 hop c6 thé dugc thiét ké va téng hop va dugce sir dung trong cac chuong trinh sang loc,

nhu hé théng sang loc thong lugng cao.
Cac phuong phap sang loc

C4c phuong phép (ciing duoc dé cap dén & day 12 “cac thir nghiém sang loc”) dé
nhén dién cac chit didu bién, ds Ia, chat du tuyén hodc hop chét thir nghiém c4c tic nhan
(vi du, céc peptit, cac gia peptit, cic phan tr nhé hodc cic thubc khac) ma diéu bién hoic
can thiép vao lién két cia CD47 vé6i SIRPa, hodc chit du tuyén hoic cic hop chét thu

nghiém ho#ic céc tdc nhdn ma diéu bién hodc can thigp vao chirc ning phat tin hiéu cia
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CD47 va/hoic CD47-SIRPa dugce boc 16 ¢ ddy. Ciing duoc dé xuét & day 1a cac phuong
phép nhan dién cac hop chit hitu dung dé diéu tri chimg rdi loan lién quan dén su biéu hién
CDA47 va/hodc CD47-SIRPa bét thuong, hoat tinh va/hodc su phat tin hiéu. Cac phuong
phép sang loc ¢6 thé bao gdbm céc phuong phap da biét hodc dugc sir dung trong linh vuc
k¥ thuat hodc cac phuong phap dugc md ta trong ban mo ta nay. Vi du, CD47 ¢ thé duoc
cb dinh trén dia vi chudn do va duoc 1 véi chét du tuyén hoic hop chit thir nghiém, vi du,
khang thé CD47, v6i sy c6 mit ciia SIRPo. Sau d6, SIRPa, dugc lién két ¢6 thé dugc phét

hién sir dung khéng thé thu clp va viéc hép thu c6 thé dugc phat hién trén dau doc dia.

Cac phuong phap nhan dién cac hop chét c6 kha ning thic diy sy thuc bao cac té
bao khéi u boi cac dai thuc bao ciing duge dé xuit. Cc phuong phap nay c6 thé bao gdbm
céc phuong phap da biét hoic dugc sir dung trong linh vuc k§ thuét hodc cac phuong phap
dugc mo ta & trong ban md ta nay. Vi du, cac dai thuc bao dugc u véi cac té bao khéi u
dugc danh diu voi sy c6 mit cia chét du tuyén, vf dy, khéng thé CD47. Sau mot thoi gian,
cédc dai thuc bao c6 thd dugc quan sét qua sw nhap ndi ctia nhan danh ddu cia khdi u dé
nhén dién su thuc bao. Céc chi tiét bd sung lién quan dén cac phuong phép nay, vi du, céc

thir nghiém phong bé SIRPo, va céc thir nghiém dai thuc bao dugc néu trong cac Vi du.

Céc hop chét dugc nhan dién trong c4c thir nghiém sang loc dugc md ta trong ban

mo ta nay.

Céc thtr nghiém sang loc chét thir hodc cac hop chét thir nghiém didu bién chic
ning phat tin hiéu cua CD47 duoc bdc 19 trong ban md ta nay. Céc hop chit thir nghiém c6
thé thu duoc bing cach sir dung bit ky phuong phép ndo trong céc phuong phép thu vién
t8 hop da biét trong linh vuc k¥ thuat, bao gdm: c4c thur vién sinh hoc; thu vién pha hoa tan
pha 10ng hoc pha rén song song kha 1ap dia chi vé mit khong gian; cdc phuong phép thu
vién tdng hop doi hoi sy mé cudn; phuong phap thu vién “mot hat mot hop chét”; va cac
phuong phép thu vién tbng hop st dung chon loc sic ky 4i luc. Phuong phép thu vién sinh
hoc dugc gidi han & cac thu vién peptit, trong khi bdn phuong phép khéc 1a 4p dung véi
thu vién peptit, oligome khong phai 1 peptit hodc phan tir nho clia cac hop chit. (xem, vi

du, Lam, 1997. Anticancer Drug Design 12: 145).

“Phén tir nho” nhu duge st dung & déy, c6 nghia 13 thanh phin c6 khéi lugng phéan
tir nho hon khoang 5 kD va tét nhét 12 nho hon khoang 4 kD. Céc phan tir nho c6 thé 1a, vi

du, céc axit nucleic, cac peptit, cc polypeptit, cac gia peptit, cdc hydrat cacbon, céc lipit
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hodc céac phén tir hitu co hodc v co khac. Thu vién céc hdn hop hoéa hoc va/hodc sinh hoc,
nhu nim, vi khuén, hoic dich chiét alga 1 da biét trong linh vuc k¥ thuat va c6 thé duoc

sang loc v6i bt ky thir nghiém nao dugc boc 16 & day.

Vi du v& céc phuong phép téng hop thu vién phén tir ¢6 thé dugc boc 1§ trong tai
liéu vé linh vuc k¥ thuat, vi du trong: DeWitt, et al., 1993. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
90: 6909; Erb, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 11422; Zuckermann, et al.,
1994. J. Med. Chem. 37: 2678; Cho, et al., 1993. Science 261: 1303; Carrell, et al., 1994.
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell, et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
33:2061; va Gallop, et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 1233.

Thu vién céc hop chét c6 thé dugc thé hién trong dung dich (xem, vi du, Houghten,
1992. Biotechniques 13: 412-421), hodc dang hat (xem, Lam, 1991. Nature 354: 82-84),
dang mat (xem, Fodor, 1993. Nature 364: 555-556), cdc vi khuin (xem, Patent My sb
5,223,409), c4c bao tir (xem, U.S. Patent 5,233,409), cac plasmit (xem, Cull, et al., 1992.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869) hodc thé thyc khuén (xem, Scott va Smith,
1990. Science 249: 386-390; Devlin, 1990. Science 249: 404-406; Cwirla, et al., 1990.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 6378-6382; Felici, 1991. J. Mol. Biol. 222: 301-310; va
Patent M¥ s6 5,233,409.).

Theo mot phwong an, chit du tuyén c6 thé dugc dua vao phic hop khang nguyén-
khang thé va xac dinh liéu chat du tuyén c6 pha v& phirc hop khang thé-khang nguyén hay
khong, trong d6 viéc pha v& phiic hgp nay chi ra ring chat du tuyén didu bién chiic ning
phét tin hiéu cia CD47 va/hodc sy tuong tac gitta CD47 va SIRPa. Theo mdt khia canh
khéc, protein CD47 va/hodc ca CD47 va SIRPa dugc tiép xtic véi it nhit mot khang thé
don dong trung hoa. Su tao thanh phitc hop khéng thé-khang nguyén duoc phat hién, va
mot hodc nhidu chét dy tuyén dugc dua vao phirc hop. Néu phtic hop khang thé-khang
nguyén bi pha v& sau khi dua mot hodc nhidu chét du tuyén vao, céc chét du tuyén 13 hitu
dung dé diéu tri ching rdi loan lién quan dén su phét tin hiéu bt thudng cia CD47

va/hodc CD47-SIRPa.

Viéc xac dinh kha nang cia hop chét thtr nghiém dé can thiép hoic phd v& phuc
hop khéang thé-khéng nguyén c6 thé dugc thuc hién, vi du, bing cach ghép cip hop chat
thir nghiém véi ddng vi phong xa hogc nhan danh dAu enzym sao cho lién két ctia hop chét

thir nghiém véi khéng nguyén hogic phan c6 hoat tinh sinh hoc ctia n6 ¢6 thé duge x4c dinh
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bing cach phat hién hop chét dugc danh ddu trong phitc hop. Vi du, cac hop chét thu
nghiém c6 thé dugc ddnh diu bang '251, 35S, C, hodc H, mdt cach truc tiép hoidc gian
tiép, va ddng vi phéng xa dugc phat hién bai dém truc tiép sy phat xa hoic cach dém dbém
sang. Theo cach khéc, cac hop chét thir nghiém c6 thé dwoc danh diu biang enzym véi, vi
du, peroxidaza ctia cdy chum ngay, alkalin phosphataza, hoac luciferaza, va cdc nhén dénh
d4u enzym c6 thé pha hién dugc bing cach xac dinh sy chuyén co chét thich hgp thanh sén

pham.

Theo mdt khia canh, thir nghiém bao gdm budc tiép xtic clia phitc hop khéng thé-
khéng nguyén v&i hop chat thir nghiém, va x4c dinh kha ning cua chit thir nghiém dé
tuong tac voi khang nguyén hodc phéd v& phic hop khéng thé-khang nguyén c6 mit. Trong
khia canh nay, viéc x4c dinh kh& ndng tuong tac voi khang nguyén va/hodc phd v phuc
hop khéng thé-khéng nguyén cua chét thir nghiém bao gdm viéc x4c dinh kha ning uu tién
lién két v6i khang nguyén hodc phin c¢6 hoat tinh sinh hoc cua né cua chit thir nghiém, khi

so sanh véi khang the.

Theo mot khia canh khéc, thir nghiém chira bude tiép xic phic hgp khang thé-
khang nguyén vdi hop chét thir nghiém va x4c dinh kha ning didu bién phirc hop khang
th8-khang nguyén ciia chat thir nghiém. Viéc x4c dinh kha ning didu bién phirc hop khang
th8-khang nguyén ctia chat thir nghiém cé thd dugc thuc hién, vi du, bing céch xéc dinh
kha nang lién két v6i hoiic trong tic véi khang thé cua khang nguyén, véi su c6 mit ctia

chét thir nghiém.

Ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét ndy s& nhan thdy ring, trong
bét ky phuong phap sang loc nao bdc 19 trong ban mo ta nay, khang thé c6 thé 1a khang thé

trung hoa diéu bién hoic can thiép vao hoat tinh va/hozc sy phat tin hiéu ciia CD47.

Céc phuong phép sang loc bdc 19 trong ban mo ta ndy co thé duoc thuc hién 1a thi
nghiém trén co so té bao hogc thir nghiém khong c6 té bao. Cac thir nghiém khong c6 té
bio c6 thé dugc sira ddi d& str dung dang tan hodc dang lién két mang ctia CD47 va céc
doan cta nd. Trong trudng hop thir nghiém khong cé té bao c6 dang lién két mang cua
CDA47, ¢6 thé c6 mong mubn dé st dung téc nhan lam tan sao cho dang lién két mang cua
céc protein dugc duy tri trong dung dich. Vi du v& céc téc nhan lam tan bao gdm céc chét
tdy khong ion nhu n-octylglucosit, n-dodexylglucosit, n-dodexylmaltosit, octanoyl-N-

metylglucamit, decanoyl-N-metylglucamit, Triton® X-100, Triton® X-114, Thesit®,
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Isotridexypoly(etylen glycol ete)n, N-dodexyl--N,N-dimetyl-3-ammonio-1-propan sulfonat,
3-(3-cholamidopropyl) ~dimetylamminiol-1-propan sulfonat (CHAPS), hodc 3-(3-
cholamidopropyl)dimetylamminiol-2-hydroxy-1-propan sulfonat (CHAPSO).

Trong nhidu hon mdt phuong 4n, mong muén c6 dinh khang thé hofic khang
nguyén dé tao didu kién thuan loi cho viéc phan tach dang phuc hop tir cic dang khong
phirc hop cita mot hodc ca hai sau khi dua chét du tuyén vao, ciing nhu 1 cho phép tu dong
héa thir nghiém. Sy quan sat phtrc hop khang thé-khang nguyén véi sy c6 mit va khong cé
mit cua chit du tuyén cé th8 dugc thuc hién trong thiét bi bét ky thich hop dé chira cac
chét phan tng. Vi du v& céc thiét bi nay bao gdm cac dia vi chuin do, tuyp thir nghiém, va
tuyp vi ly tim. Theo mot khia canh, protein dung hop bd sung viing cho phép mot hodc ca
hai protein d& duoc lién két v6i co chét dugc d& xudt. Vi du, protein dung hop khéng thé
GST hodc protein dung hgp khang nguyén GST c¢6 thé dwoc hdp thu trén cic hat
glutathion sepharoza (Sigma Chemical, St. Louis, MO) hogc cac dia vi chudn do dan xuét
tir glutathion, ma sau d6 dugc két hop véi chit thir nghiém, va hdn hgp duge u trong didu
kién c6 loi cho viéc tao thanh phitc hop (v dy, trong cac diéu kién sinh 1y ctua mudi va do
pH). Sau buéc i, cac hat hodic cac 15 cua dia vi chudn d9 dugc rira dé loai bo céc thanh
phdn khong lién két, co chét duoc cb dinh trong truong hop st dung cac hat, phirc hop
duoc xac dinh mot cach truc tidp hodc gian tiép. Theo cach khac, cic phirc hop c6 thé bi
phan ly khoi co chét, va miic tao thanh phirc hop khang th8-khang nguyén c6 thé dugc x4c

dinh st dung cac k¥ thuét tiéu chuén.

Céc k¥ thuat d& ¢ dinh protein trén co chét khac c6 thé duge sir dung trong céc thi
nghiém sang loc. Vi duy, khing thé (vi dy, khang thé 2A1, hogc khang thé c6 chudi ning
bién déi dugc lya chon tir cic SEQ ID NO: 5-30 va chudi nhe bién dbi dugc lya chon tir
cac SEQ ID NO: 31-47) hodc khang nguyén (vi du, protein CD47) c6 thé dugc cb dinh sir
dung tiép hop ctia biotin va streptavidin. Cac phén tir khéng thé hozc khang nguyén dugc
biotinyl héa cé thé dugc tao thanh tir biotin-NHS (N-hydroxy-sucxinimit) st dung céc k¥
thuat da duogc biét dén mot cach rong rai trong linh vuc k¥ thuat (vi du, bd kit biotinyl hoa,
Pierce Chemicals, Rockford, Il1.), va dugc cb dinh trong céc 16 cua dia 96 16 duoc phu
streptavidin (Pierce C hemical). Theo céch khéc, céc khang thé khac phan tng véi khang
thé hoic khang nguyén quan tAm, nhung khong can thiép t6i su tao thanh phirc hgp khang
thé-khng nguyén quan tam, c6 thé thu dugc tir cac 18 trén dia, va khang thé hojc khang
nguyén khong lién két bi gin trong cc giéng boi su tiép hop khang thé. Cac phuong phép

phét hién cac phirc hgp ndy, ngoai cac phuong phip md ta trén ddy cho cac phtrc hop duoc
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¢ dinh GST, bao gdm phat hién mién dich ctia cac phirc hop sir dung cic khang thé nay

phan tng vai khang thé hodc khéng nguyén.

Céc tac nhan mdi c6 thé duoc nhin dién boi bat ky thir nghiém sang loc nao néu

trén va c6 thé duogc sir dung dé didu tri nhu duge md ta trong ban md ta nay.
Céc dang bao ché dé chan doan va phong bénh

Céc MAbs khéng CDA47 theo séng ché dugc sir dung trong cac dang bao ché dé
chin doan va phong bénh. Theo mot phwong an, MAb khang CD47 theo sing ché duoc
dung cho bénh nhéan cé nguy co phat trién mot hodc nhiéu bénh néu trén day, vi dy, nhung
khong chi gidi han ¢, bénh ung thu hodc tinh trang ung thu khac. Yéu t& d& méc phai mot
hodc nhidu bénh ung thu hoic tinh trang khéi u néu trén day ciia bénh nhan hoic co quan

c6 thé duoc xéc dinh sir dung chét danh diu kiéu gen, huyét thanh hoic sinh héa.

Theo phuong 4n khéc theo séng ché, khang thé CD47 dugc ding cho ngudi dugce
chén doan c6 céc chi dinh 1am sang lién quan dén mot hoic nhiéu bénh néu trén day, vi dy,
nhung khong chi gi¢i han &, bénh ung thu hodc tinh trang u tan tao khéc. Trén co s chin
doan, khang thé CD47 dugc dung dé 1am giam hodc ddo nguoc hiéu qua cua cac chi dinh

1am sang lién quan dén mot hodc nhiéu bénh néu trén day.

Céc khéng thé theo sang ché ciing hitu dung trong viéc phat hién CD47 va/hoic
SIRPa trong c4c mAu clia ngudi bénh va do d6 hitu dung lam chét chin doan. Vi du, khang
thé CD47 theo sang ché dugc st dung trong céc thir nghiém in vitro, vi dy, ELISA, dé phat

hién muc CD47 va/hoic SIRPa trong miu ngudi bénh.

Theo mdt phuong &n, khang th8 CD47 theo sang ché dugc c¢b dinh trén chit mang
rén (vi dy, cac 15 cua dia vi chudn d9). Khéng thé dugc ¢b dinh ding lam khéng thé gitt
CDA47 va/hoic SIRPa c¢6 thé c6 mit trong mau thi. Trude khi cho tiép xtic khang thé dwoc
cb dinh v6i miu nguoi bénh, chét mang rin duoc rira va duge xir ly bang tic nhin phong
bé nhu protein sita hodc albumin dé ngan chin sy hip phu khong ddc hiéu cia chét phan

tich.

Tiép theo, cac 16 duge xtt ly v&i mau thir nghi c6 khang nguyén, hodc véi dung
dich chira luong tiéu chuén khang nguyén. M3u nay 13, v/ dy, mAu huyét thanh cia d6i
tuong nghi c6 muc khang nguyén luu thong duge xem xét dé chin doan bénh. Sau khi ria

m3u thtr hogc mAu chudn, chit mang ran dugc xit 1y v6i khang thé thir cap c6 duge danh
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dAu theo cach c6 thé phat hién dugc. Khéng thé thir cdp dwoc ddnh d4u ding 1am khéng thé
phat hién. Muc nhdn dinh diu do dugc, va ndng do ciia CD47 va/hoic SIRPa trong mau

thir dugce xac dinh bang cach so sanh v4i dudng cong tiéu chun ¢6 tir cac mAu chudn.

CAn hiéu ring trén co s& cac két qua thu duogc st dung khang thé CD47 theo sang
ché trong thir nghiém chan doén in vitro, c6 thé biét giai doan ctia bénh (v dy, chi dinh 1dm
sang lién quan dén ching thiéu méau cuc b, chiing ri loan do tu mién hodc do viém) & ddi
tuong dya trén muc biéu hién cia CD47 va/hogc SIRPo. Di véi mot loai bénh dua ra, céc
mAu méu duogc 14y tir dbi tuong dugc chdn dodn 14 & céc giai doan khac nhau trong qud
trinh phét trién bénh, va/hodc & cac diém khac nhau trong qué trinh diéu tri bénh. St dung
nhiéu mau s& cho cac két qua théng ké quan trong cho mdi giai doan cua tién trinh phét
trién hodc didu tri, pham vi ndng d6 ctia khang nguyén c6 thé xem 1a dic tinh ctia mdi giai

doan duoc chi ra.
Vi du thwc hién sang ché

Céc vi du sau ddy, bao gdm céc thir nghiém dugc tién hanh va céc két qua dat dugc

duoc dua ra chi dé minh hoa va khong nén duogc hiéu 1a dé gi6i han séng ché.
Vi du 1: Tao va chon loc khang thé CD47

Céc khang thé CD47 duogc tao ra bing cach gdy mién dich chudt bing protein tai tb
hop bidu hién CD47-IgV (dang bién dbi twong tu globulin mi&n dich), thuc hién chién lugc
gdy mién dich nhanh dugc thay ddi & nhiéu vi tri (Kilpatrick et al. (1997) Rapid
development of affinity matured monoclonal antibodies using RIMMS. Hybridoma 16,
381-389). Thém vao dd, nira s6 chudt trong nhém duge gdy mién dich dugce tiém lidu don
khéang thé chi van khang GITR chudt, DTA-1. Sau khi gy mién dich, hach lympho tir tat
ca cac con chudt (duge xtr 1y va khong duge xir Iy véi DTA-1) dugc thu va phan téch ra, tlr
d6 tién hanh budc phan l4p té bio B va dung hop tiép theo vao dong t& bao u tiry cua
chuot. Dich ndi té bao lai dwoc sang loc cho lién két v6i CD47 bdi ELISA va bing may
dbm t& bao kidu dong trén céc t& bao Daudi (ATCC# CCL-213) (Fig. 1A). Dich ndi t€ bao
lai cling dugc phén tich kha ndng phong bé twong tac CD47-SIRPa (Fig. 1B). CDA47 tai tb
hop dugc cb dinh trén dia vi chudn do Medisorp (NUNC) va sau d6 u dich ndi t€ bao lai
v6i su c6 mit ciia SIRPo-ECD téi t6 hop cua ngudi duge dung hop d6i voi ving Fe cua
IgG. Lién két SIRPa duoc phét hién st dung khang thé tht cap dic higu Fc cua IgG dugce

tiép hop khang ngudi (Jackson Immuno Research), va thu bic xa ¢ 650nm duogc phat hién
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trong dau doc dia.
Vi dy 2: Pic diém cta khang thé CD47

Khéng thé CD47 1am vi du cla chudt theo séng ché duoc thé hién trén Fig.2. Su
xép hang 4i luc ctia khang thé CD47 phong bé SIRPo, dugc thuc hién bing may dém té bao
kiéu dong trén té bao Raji (ATCC# CCL-86) (Fig. 2A) va CCRF-CEM (ATCC# CCL-119)
(Fig. 2B). Khang thé CD47 dugc lién két dugc phat hién sir dung khéng thé thir cap khéng
IgG chuét tidp hop FITC (Jackson ImmunoResearch). Khang thé CD47 da dugc biét trong
linh vue k¥ thuat, B6HI2, dugc ding lam ddi ching duong (xem, vi dy, Patent My sb
5,057,604). Trong Fig. 2B, ca B6H12 va 2D3, 14 khéng thé khong phong bé SIRPa bin
trén thi trudng, dugc so sanh véi cac khang thé dugc tao theo sang ché. Céc khang thé theo
sang ché thé hién 4i luc cao hon dbi véi dang noi sinh (b& mit té bao) ctia CD47 so véi céc

khang thé B6H12 va 2D3.
Vi du 3: Hoat tinh phong bé SIRPa. ctia khéng thé CD47

Hiéu luc phong bé SIRPa boi khang th CD47 dugc do bing ELISA trong dé
CDA47 ctia IgV da danh d4u His tai td hop dugc ¢ dinh trén dia vi chudn do Medisorp.
Lién két cua SIRPa tai tb hop dung hop véi ving Fe ctia IgG cta ngudi khong duoc quan
sat vi su ¢d mat cua ham lugng ting cia khing thé CD47. SIRPa. duoc lién két duoc xac
dinh sit dung khéng thé thir cdp khang IgG ngudi (dic hiéu Fc) dugc tiép hop HRP
(Jackson ImmunoResearch). Céc khang thé theo sing ché thé hién hiéu lyc duoc ting
cudng trong viéc phong bé SIRPa so v&i khang thé B6H12. Fig. 3A thé hién sb lidu dai
dién cua ELISA trén co s& thir nghiém phong bé SIRPa.

CD47 céc khéng thé dugc phan tich bing may dém té bao kidu dong vé hoat tinh
phong bé SIRPo. tai t& hop lién két véi CD47 bé mit té bao. Céc t€ bao CCRF-CEM
(ATCC# CCL-119) dugc st dung lam ngudn CDA47 trong thtr nghiém va lién két cua
SIRPa t4i td hop dugc dung hop vao ving Fe cia IgG cia nguoi dugc gidm sat véi sy c6
mit ciia luong ting cua khang thé CD47. SIRPa duge lién két duge xdc dinh sir dung
khang thé thir cip khang IgG ngudi (dic hiéu Fc) duoc tiép hop APC (Jackson
ImmunoResearch) (Fig. 3B). B6H12 va khéng th8 CD47 khong phong bé SIRPa c6 bén
trén thi trudng 2D3 dugc st dung mot cach twong Gng am d6i chung dwong va dbi chiing

A

am.
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Vi du 4: Tuong téc ddng hinh dugc trung gian boi khéng thé CD47

Céc khang thd CD47 phong bé SIRPa dugc phén tich kha ning gy ra su két tu té
bao, duge biét la cac twong tac ddng hinh, gitta c4c té bao duong tinh v6i CD47. Céc té bao
Daudi va Raji dugc sir dung lam dong té bao biéu hién CD47 dai dién. Trong cac khang
thé duoc xem xét, khang thé 2A1 theo sang ché 12 khang thé phong bé SIRPa duy nhit ma

khong thuc diy cac tuong tic ddng hinh cua céc té bao biéu hién CD47.
Vi du 5: Hoat tinh ngung két hdng cdu ctia khéng thé CD47

Mot vi du v& tuong tac ddng hinh I3 sy ngung két hdng cau, dugc chimg minh bdi
su két tu RBC. Khang thé CD47 dugc sang loc vé su két tu RBC, dugc quan sat béi kha
ndng clia khang thé dé ngén chin sy ling cia RBC ctia ngudi. Khang thé 2A1 da dugc phat
hién mét cach khong mong mudn 12 khang thé duy nht trong s6 céc khang thé CD47 khac
khong 6 kha ning thic ddy sy ngung két hdng cau, trong khi ¢6 4i luc cao va ¢6 kha nang
phong bé SIRPa. Céc khéng thé khac thé hién sy ngung két hdng cau giam khong phong
bé lién két SIRPa. v6i CD47.

Dé dénh gia kha ning gdy ngung két hdng clu cuia khang thé CD47, cac RBC ciia
ngudi duge pha lodng t6i 10% trong PBS va u & 37°C trong 2-6 gid voi su chudn do cua
khéng thé CD47 trong dia 96 giéng déy tron. Bing ching vé& sy ngung két hdng cau dugc
chiing minh béi sy ¢6 mit cia cac RBC khong bi ling, xuét hién & dang m so v6i chdm
dd cua cac RBC khong bi két tu. Ngac nhién 13, nhu thé hién trong Fig. 4A, khang thé
CDA47 theo sang ché, dic biét 1a khang thé duoc dé cap & day 1a 2A1, khong thé hién hoat
tinh gdy ngung két hdng cau. Dd thi thé hién su dinh luong cua thir nghiém ngung két
hdng cau, dugc bidu thi 1a “chi sb ngung két hdng ciu” dugc xé4c dinh bdi dinh lugng ving
¢6 vién RBC véi su ¢6 mit cia khang thé, duoc 1am binh thudng véi sy ¢6 mit ciia khang

thé.

Khéang thé 9E4 ctia chudt gy ra sy ngung két hdng cdu sau nhat & moi ndng do thir
nghiém. Do d6, khéng thé 9E4 lién két v6i CD47 va phong bé twong tac ciia CD47 véi
SIRPa; tuy nhién, khéng thé 9E4 gay ra sy ngung két hdng cau sau.

Ving VH cia khang thé 9E4 dugc néu dudi day.

EVQLRQSGPELVKPGASVKI SCKASGYSFTDYYMYWVKQSRVRSLAWIGRINPYTGATGYDQNFKDKASLIVD
KSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCARGRNRYDGWFAYWGQGTLVTV (SEQ ID NO: 78)
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Ving VL cua khang thé 9E4 dugc néu dudi day.

EIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSL
TISNLDQEDIATYFCQQGNALPPTFGGGTNLEIK (SEQ ID NO: 79)

Khéng thé ddi chimg B6H12 gy ra sy ngung két hdng cAu nhu mong doi dbi véi
khéang thé CD47 phong bé SIRPa.

Nhim nghién ctru tinh duy nhét ctia hoat tinh khong gdy ngung két hdng ctia khéng
thé 2A1, nhidu khang thé CD47 khic duoc sang loc trong thir nghiém ngung két RBC (Fig.
4B). Bao gdm trong thi nghiém nay 13 dang kham ctia khéng thé 2A1 (2A1-xi), bao gdm
‘ving bién déi ciia chudi ning clia 2A1 ctia chudt, ving bién ddi cta chudi nhe cua 2A1 ciia
chudt duge bién ddi & axit amin 106 (d6 13, M106I), va ving én dinh cia IgG1 va Igkappa
clia ngudi. Cée trinh tu ving VH va VL ciia khang thé 2A1 va khang thé 2A1-xi dugc néu
trong Bang 1. C4c khang thé duoc thir nghiém & 12,5, 25, 50, va 100nM. Ngac nhién I3,
2A1 la hiém trong s céc khang thé CD47 dugc xem xét trong Fig. 4B, trong d6 né la
khéng thé duy nhit trong Fig. 4B khong c6 hodc ¢6 hoat tinh gy ngung két hdng ciu
giam. Fig. 4E cho thdy ring 2A1, dang kham cta 2A1 (2A1-xi), va céc bién thé dugc lam

cho gidng ngudi khong gay ra sy ngung két hdng cau.

Fig. 4C thé hién céc két qua clia viéc sang loc khéng thé CD47 bd sung trong thit
nghiém ngung két RBC. Nhu thé hién trén Fig. 4C, khéng thé don dong CD47 2D3 ¢4 ban
trén thi truong, khong gy phong bé SIRPo, khong gy ra ngung két hdng cau. Tuy nhién,
khang thé CD47 c6 bén trén thi trudng khac (vi du, CC2C6, BRIC126, va B6H12) phong
bé SIRPa lai gdy ngung két hdng cau (Fig. 4C). Do dé, trude khi sang ché dugc mo ta
trong ban mo ta ndy, cic khang thé hién phong bé SIRPa lai giy ra sy ngung két hdng cau,
trong khi cac khang thé, nhu 2D3, khong phong bé SIRPa va khong gy ra ngung két hdng
cAu. Tém lai, cac khdng thé theo sang ché (vi dy, khang thé 2A1 va céc dan xuét duge lam
cho gidng ngudi cla no) 1a duy nhét trong s cac khang thé CD47 hién c6 vé kha ning

phong bé SIRPa, ma khong gy ngung két hdng cAu.

Pham vi ndng d6 cao clia khang thé CD47 lua chon dugc thir nghiém lai vé su
ngung két hdng cau (Fig. 4D). Thir nghiém cho thdy hiéu Gmg viing e ché “pro-zone” cia
su ngung két hdng ciu bdi B6H12 va 9E4, trong d6 sy ngung két hdng ciu bi giam & diém
két thiic cao va thip trong pham vi ndng d9 thir nghiém. Sy biéu dién dd thi cua chi sb

ngung két hdng ciu ciing 1am noi bat hiéu ing ving trc che. Higu ing ving tc ché cling 15
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rang trong céc Fig. 4C va 4E. Quan trong 1a, khdng thé CD47 2A1 va dang kham 2A1 cla

chudt khong c6 hoat tinh gy ngung két hdng ciu & moi ndng do.

Nhu thé hién trén Fig. 4E, khang thé1B4 cta chudt thé hién pham vi ngung két

hdng ciu hep.
Ving VH ciia khang thé 1B4 dugc thé hién dudi day.

QIQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYIHWVKQRPGQGLEWIGWIYPGSGNTKYNERFKGKATLTVA
TSSSTAYMQLSSLTSEDTAVYFCARREEDYFDYWGQGTLVTV (SEQ ID NO: 80)

Ving VL cia khang thé 1B4 dugc thé hién dudi day.

DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSCKSSQSLLYSSNQKNYLTWYQQKPGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGS
GTDFTLTISSVKAEDLAVYYCQQYYSYPLTFGAGTKLEIK (SEQ ID NO: 81)

Kha ning giy ngung két hdng ciu ca cic khing thé dwoc 1am cho gidng ngudi
din xuét tir 2A1 cua chudt duge thir nghiém nhu néu trén. Quan trong 13, khang thé duoc
lam cho gidéng ngudi AB6.12 trong nhidu isotyp IgG (IgG1, IgG4-S228P, va IgG4-
S228P/L235E) cua ngudi khong gy ra bét ky su ngung két hdng cdu RBC nao. 2A1 va
2A1-xi duge st dung 1am déi chung dbi vai cac khéng thé khong gy ngung két hdng cau,
trong khi B6H12 va 9E4 dugc dung 1am ddi chiing dwong cho s ngung két hdng cau (Fig.
4F).

Vi du 6: Lién két véi CD47 ctia khi Cynomolgus

Kha nang lién két ctia 2A1 cua chudt véi CD47 cua khi cynomolgus (cyno) dugc
danh gia. Khang thé B6H12 trudc ddy da dugc ghi nhan 1a phan tmg chéo véi CD47 cua
cyno va duge sir dung lam ddi ching duong vé su c6 mit cia CD47 cua cyno trong thir
nghiém. Thir nghiém d do lién két ctia 2A1 véi CD47 cuia khi cynomolgus dugc tién hanh
d8 so sanh lién két ciia 2A1 véi CD47 trén t& bao B cua khi cynomolgus va té bao ngudi,
trong d6 dong té bao Raji dugc sir dung 1am t& bao duong tinh v6i CD47 ngudi. TE bao
mau ngoai vi don nhan ctia khi cynomolgus (Peripheral Blood Mononuclear Cells -
PBMCs) dugc phén 14p tir mau ciia cynomolgus bing ly tAm trén gradient ndng do ficoll-
paque. Cac té bao B ctia Cynomolgus va cua ngudi (Raji) duoc danh dAu bing khang thé
CD20 ciia ngudi ofatumumab (Arzerra) & 10 pg/ml, va phan ing véi ddy pha loang cua
khéng thé CD47 2A1 hodc B6H12 ciia chudt. Té bao B dugc danh ddu bang khang thé
CD20 ciia ngudi duge phat hién bing khang thé khang chudt da dong duge tiép hop vi

-89-



28772

DyLite 649, trong khi cac khang thé CD47 ciia chudt dugc phat hién bing khang thé khang
chudt da dong duoc tiép hop v6i DyLite 488. Céc t& bao dugc phén tich bdi may dém té
bao kidu dong, trude hét duge chin trén té bao séng bai FSC va SSC, sau d6 trén céc té
bao duong tinh FL4 (duong tinh véi CD20), va cudi clng 1a FL1 & giita (dwong tinh véi
CD47) dugc do. Dit liéu dugc binh thuong héa bing cach chia tach tin hi€u & mdi ndng do
bing tin hiéu t8i da cho mdi khang thé trén m&i quan thé t bao. Céc két qua dugc binh
thuong héa duoc thé hién trén Fig. 5 cho thdy rang 2A1 khong phan tmg chéo véi CD47
clia cyno va cé ai luc gidng nhu khi so sénh v6i CD47 ctia ngudi. Phu hop véi céc két qua
néu trén, B6H12 c6 4i luc v6i CD47 & bé mit té bao nhd hon trén ca té bao Raji va té bao

B ctia cynomolgus so v6i cac khéng thé theo séng ché.
Vi du 7: Tao thanh khéng thé kham

Nhim nhan dién c4c trinh tu ciia cdc ving bién dbi ciia chudi ning (VH) va chudi
nhe (VL) cta khang thé 2A1 cua chuét, axit ribonucleic (ARN) duoc phén 14p tir té bao lai
va duoc sir dung trong phan tmg chudi phién ma nguoc (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction - RT-PCR) (Phusion RT-PCR Kit Thermo Scientific) dé tao thanh soi
cADN thir nhat. Cip mdi thodi bién thiét ké bao gdm danh myc hoan thién cua cac trinh tu
din diu cua khang thé chudt cta ca VH va VL duge st dung trong PCR trong d6 soi

cADN thir nhét dugc ding 1am khudén mau.

Cac mdi xudi (din dau cia IgG cua chudt) duge néu dudi day.

Tén Trinh tu

VH1-1 CACTGCAGGTRTCCACTCC (SEQ ID NO: 82)
VH1-2 CATAGCAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 83)
VH1-3 CRCTACAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 84)
VH1-4 GCYACAGMTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 85)
VH1-5 CACTGCAGGTGTCCWMTCC (SEQ ID NO: 86)
VH1-6 CRCTRCAGGTGTKCACTCC (SEQ ID NO: 87)
VH1-7 GCTAWMGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 88)
VH1-8 CCTCAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 89)
VH1-9 GCTACAGGTGCTCACTCC (SEQ ID NO: 90)
VH1-10 CACTGCAGGTGTCCTCTCT (SEQ ID NO: 91)
VH1-11 CAYTGCAGGTGTCCAYTGC (SEQ ID NO: 92)
VH1-12 GCTAMMGGTGTCCACTTC (SEQ ID NO: 93)
VH1-13 CTCCTGTCAKTAACTKCAGGT (SEQ ID NO: 94)
VH1-14 CAACTGCAGGTGTCTCTCT (SEQ ID NO: 95)
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VH2-2
VH3-1
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VH9
VH10
VH11
VH12
VH14
VH15
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CRCTRCAGGYGTCCACTCT (SEQ ID NO: 96)
CCAAGCTGTATCCTTTCC (SEQ ID NO: 97)
CCAAGCTGTGTCCTRTCC (SEQ ID NO: 98)
CTTGACAGYCVTTCCKGGT (SEQ ID NO: 99)
CTTCACAGCCTTTCCTGGT (SEQ ID NO: 100)
CTTAAAAGGGGTCCAGTGT (SEQ ID NO: 101)
CAYTTTAAAARGTGTCMAGTGT (SEQ ID NO: 102)
GTTTTAAAAGGTGTCCTGTG (SEQ ID NO: 103)
CTYTTAAAAGGKGTCCAGWG (SEQ ID NO: 104)
CYTTTAMATGGTATCCAGTGT (SEQ ID NO: 105)
CTTTTACATGGTTTCAAGTGT (SEQ ID NO: 106)
GTCCCTGCATATGTCYT (SEQ ID NO: 107)-
GATGGCAGCWGCYCAAAG (SEQ ID NO: lOé)
CTATCAAGGTGTGCATTGT (SEQ ID NO: 109)
CTTTTAAAAGWTGTCCAGKGT (SEQ ID NO: 110)
GTGACAGTCCTTCCTGGTAG (SEQ ID NO: 111)
CTTCCTGATGGCAGTGGTT (SEQ ID NO: 112)
GCTACAGGTATCCAATCC (SEQ ID NO: 113)

Mbi nguoc (bn dinh cia IgG cia chudt) dugc néu dudi day.

Tén

HC-Rev

Trinh tu
GCGTCTAGAAYCTCCACACACAGGRRCCAGTGGATAGAC  (SEQ
ID NO: 114)

Céc mdi xudi (din diu ciia IgKappa ctia chudt) duoc néu dudi day.

Tén
VK1-1
VK1-2

VK2
VK4/5-1
VK4/5-2
VK8-1
VK8-2
VK9A/9B-1
VK9A/9B-2
VK10

VK11
VK12/13-1
VK12/13-2
VK12/13-3

Trinh tu

CTGWTGTTCTGGATTCCTG (SEQ ID NO: 115)
GGTCAGACAGTCAGCAGT (SEQ ID NO: 116)
GTGCTCTGGATTCGGGAA (SEQ ID NO: 117)
CAGCTTCYTGCTAATCAGTG (SEQ ID NO: 118)
CTAATCAGTGCTTCAGGA (SEQ ID NO: 119)
GTGGGTATCTGGTRCSTGTG (SEQ ID NO: 120)
GGAAATTTAAAAGTACCTGTGGG (SEQ ID NO: 121)
GGETTTCMAGGTRCCAGATGT (SEQ ID NO: 122)
CTCTGGTTYCCAGGTATC (SEQ ID NO: 123)
CTGTTTTCAAGGTRCCAGATGT (SEQ ID NO: 124)
GTTGTAATGTCCAGAGGA (SEQ ID NO: 125)
CTTACAGGTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 126)
CTCAATTGTAGRTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 127)
CACAGTAGGTGTCAGATGT (SEQ ID NO: 128)
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VK12/13-4 GTCGTAGTTGTCAGATGT (SEQ ID NO: 129)
VK12/13-5 CCTCCTTCTTGGCCAAGA (SEQ ID NO: 130)
VK19/28-1 CTTATATGGAGCTGATGGG (SEQ ID NO: 131)
VK19/28-2 GTGTCTGGTGCTCATGGG (SEQ ID NO: 132)
VK19/28-3 CTSTGGTTGTCTGGTGTTGA (SEQ ID NO: 133)

VK20 GTCTCTGATTCTAGGGCA (SEQ ID NO: 134)
VK21-1 CTKCKCTGGGTTCCAG (SEQ ID NO: 135)
VK21-2 GCAGGTGTTGACGGA (SEQ ID NO: 136)
VK22-1 CAGGTGCCTCGTGCAC (SEQ ID NO: 137)
VK22-2 CTCTGGTGCCTGTGCA (SEQ ID NO: 138)
VK23 CTGGAYTYCAGCCTCCAGA (SEQ ID NO: 139)

VK24/25-1 GWTCTCTRGAGTCAGTGGG (SEQ ID NO: 140)
VK24/25-2 CTGGATCCCTGGAKCYACT (SEQ ID NO: 141)

VK32 GTTCTGCTTTTTAGGTGTG (SEQ ID NO: 142)
VK33/34 GATCCCAGGCATGATATGT (SEQ ID NO: 143)
VK31/38C CTTCATGGTGCTCAGTGT (SEQ ID NO: 144)

VKRF CCATATCAGGTGCCCAGTGT (SEQ ID NO: 145)

M3di nguoce (6n dinh ctia IgKappa cua chudt) duge néu dudi day.

Tén Trinh tu
GCGTCTAGAACTGGATGGTGGGAAGATGG (SEQ ID NO:
LC -rev 146)

VH va VL khuéch dai sau d6 dugc tach dong trong khung vao céc vecto chira céc
trinh tu tiét khang thé thich hop va viing n dinh cua IgG1 va Igkappa ciia ngudi mot cach
tuong tmg dé tao thanh ciu tric ADN kham cia chudt:ngudi. Céc cAu tric nay duogc dong
chuyén nhiém vao cic té bao 293Freestyle (Life Technologies) va khang thé thu duogc
duoc tinh sach tir dich ndi nuéi cdy € bao bing séc ky Protein-A. Pé x4c dinh rang cac
trinh ty VH va VL dung d3 dugc nhén dién, 2A1 khdam (biu thi 12 2A1-xi) dugc so sanh
v6i khang thd 2A1 bd me ctia chudt va thir nghiém lién két CD47 boi mdy dém té bao kiéu
dong trén t& bao Raji (Fig. 6). B6H12 ciing dugc bao gdm 1am ddi chimg duong trong thir
nghiém nay. 2A1-xi dugc lién két duoc phat hién sir dung khang thé tht cdp khang IgG
ngudi duge tiép hop FITC. 2A1 duge lién két va B6H12 dugc phat hién sir dung khang thé
thtr cAp khang IgG chudt dugc tiép hop FITC. Ai luc biéu kién dugc xéc dinh bang khép
ham phi tuyén tinh (Prism Graphpad Software) clia cudng do phat quang mic trung tai cac
ndng d6 khang thé khéc nhau (Bang 2). Khing thé 2A1-xi 6 4i luc lién két twong tu nhu
khang thé 2A1 clia chudt v6i CDA47 tai b& mat té bao, chung minh ring cac trinh ty VH va

VL d3 duoc nhin dién chinh x4c.
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Bang 2

KD(biéu kién) (pM) | Sai s6 tiéu chuan | R?

2A1-mlIgG1 | 93,6 +10,1 0,9977
2A1-xi 78 +14,9 0,9922
B6H12 3786 +310 0,9998

Vi du 8: Lam cho khang thé giéng nhu ctia ngudi

Khang thé CD47 2A1 cua chudt duge 1am cho gibng nguoi dé 1am giam kha ning
sinh mién dich khi duoc sit dung cho ngudi. Céc trinh tu cua ving VH va VL cta 2A1
duoc so sanh véi céc trinh tu khéng thé ctia ngudi trong ngan hang dit liéu IMGT. Sau do,
mau clu trac duoc tao thanh ctia ving VH va VL cia 2A1 sir dung céc chu tric da biét clia
céc khang thé dugc 1am cho giéng ngudi lién quan mot cach gin nhit va cac khing thé ciia
ngudi trong ngin hang dir liéu protein (Protein Data Bank -PDB). Ba viung quyét dinh bd
trog (complementary determining regions -CDR) trong ca chudi ning va chudi nhe cia
khang thé 2A1 dwoc cb dinh va khung cta chudt dugc thay thé bing nhiéu khung ciia
nguodi ma c6 kha ning duy tri cao nhit su dinh huéng chinh xac ctia CDRs. Céc cAu tric
tuong g véi m3i bién thé 2A1 duge 1am cho gidng ngudi duge tao thanh bing tong hop
gen va tach dong trong khung vao cic vecto chira trinh tu tiét thich hop va céc ving on
dinh ciia IgG1 va Igkappa ciia ngudi. Cac t6 hop khac nhau ciia chudi ning va chudi nhe
duoc 1am cho giéng ngudi duge ddng chuyén nhidm vio trong céc té bao 293Freestyle
(Life Technologies), va céc khang thé thu duoc duogc tinh sach tr dich nudi cAy té bao bing

séc ky Protein-A.

Céc khéng thé duge 1am cho gibng ngudi duoc thir nghiém kha nang lién két véi té
bao Raji bing méay dém té bao kiéu dong (Fig. 7). Khang thé 2A1-xi dugc sit dung lam doi
chung trong héau hét cac thir nghiém dé tao mdc chudn cua 4i luc lién két. Céc khéng thé
duoc 1am cho giéng ngudi sau d6 duge 1am t6i wu hoa dé ting cudng sy biéu hién va giam
céc vi tri c6 vAn d& bao gdm céc vi tri ddng phan héa va tach nhom amit tiém ning. Vi du
v& khang thé duge 1am cho giéng ngudi va dugc t6i uu héa thu duge tir khang thé 2A1 cua
chudt dugc biéu thi 1a khang thé AB6.12, thé hién 4i luc lién két rt gidng voi khéng thé
2A1-xi (Fig. 7H; Bang 3). Céc 4i luc biéu kién duge do bing khép ham phi tuyén tinh
(Prism Graphpad Software) & cuong dd phat quang muc trung & cac ndng d6 khang thé
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khéc nhau
Bang 3
KD(biéu kién) (pM) | Sai sb tiéu chuan | R?
2A1-xi 36,4 +8,54 0,9908
AB6.12 39,9 +5,54 0,9964

Khéng thé AB6.12 sau d6 dugc chuyén tir [gG1 sang isotyp IgG khac bang cach
thay thé ving 6n dinh cta chudi ning. Nhu thé hién trén Fig. 71, su thay ddi isotyp IgG
thanh dang &n dinh cta ving ban 18 cua cia IgG4 (IgG4P: S228P), va bién thé lién két thu
thé Fc dang khtr cua IgG4 dwgc 1am n dinh cia dang ban 1€ (IgG4PE: S228P/L235E)
khong thay dbi i luc lién két cta khang thé duoc lam cho gidng ngudi voi CD47 bé mit té
bao (Fig. 7I; Bang 4). Céc i lyc biéu kién dugc xac dinh bing khép ham phi tuyén tinh

(Prism Graphpad Software) ctia cuong do phét quang muc trung & céc ndng d6 khang thé

khac nhau.
Bang 4
KD(biéu kién) (pM) Sai sb tiéu chudn R2
AB6.12-1gG1 | 38,6 +10,5 0,9798
AB6.12-1gG4P | 35,7 +8,4 0,9841
AB6.12-
IgG4PE 34,6 +10,9 0,9727

Thong qua quy trinh lam cho gidng ngudi, khéng thd CD47 duoc thir nghiém dé
dam bao chic ndng phong bé SIRPa 1a khong bi anh hudng. Nhu thé hién trén Fig. 77,
nhidu isotyp IgG cia khéng thé dugc lam cho ging ngudi, AB6.12, phong bé tuong tic
SIRPa:CD47, st dung phuong phép dua trén may dém té bao kiéu dong dugc mo ta trén
day trong Vi du 3. Khang thé CD47 miu va ving VH va VL tuong ung cua ching bao

gdm céc khang thé va viing dwoc néu trong Bang 1.

Trong quy trinh lam cho gidng ngudi, dugc x4c dinh ring theo mdt s6 phuong an,
motip trinh tu axit amin, “NA,” & diu cua CDR3 cua VH (SEQ ID NO: 52 hoic SEQ ID
NO: 77) 1a quan trong ddi véi lién két ctia khang thé CD47 dugc md ta trong ban md ta

nay. Theo mot s6 phuong 4n, v6i sw c6 mét clia goc axit amin “NA” & dau ciia CDR3 clia
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VH (SEQ ID NO: 52 hodc SEQ ID NO: 77), khang thé CD47 theo sang ché khong lién két
v6i dich ciia chiing hojc lién két véi dich v6i 4i luc thdp hon so vdi trudng hop c6 mit goe
axit amin “NA.” Vi du, khi motip “NA” duoc thay ddi thanh cic métip chinh tic hon 1a
“AR” hodc “AT,” lién két bi giam di mot cach dang ké (d6 13, 16n hon mudi 1an). Theo céc
phuong an khéc, véi sy c6 mit cia gde axit amin “NA” & dau CDR3 cua VH (SEQ ID NO:
52 hodc SEQ ID NO: 77), khang thé CD47 theo sang ché lién két vé6i dich ctia chung véi 4i

luc twong duong so véi lién két khi c6 mit cia gdc axit amin “NA.”

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt ndy s& nhan thdy rang c6 thé
x4c dinh, ma khong cin thir nghiém qua mitc, néu sy thé axit amin trong cac trinh tu cla
khang thd CD47 theo sang ché s& din dén khéng thé c6 chirc nang vé co ban 1a twong tu, vi
dy, khang thé CD47 véi 4i lyc phong bé SIRPa va khong gy ra mic ngung két hong cau
dang ké.

Hinh anh v& vét tir sic ky loai kich thudc st dung AKTA FLPC véi cot
superdex200 duoc thé hién trén Fig. 8A. Céc bién thé 1gG1, IgG4P, va IgG4PE clia khang
thé AB6.12 dugc thé hién. Ca ba khéng thé déu c6 hon 98% la monome. Fig. 8B 1a dd thi
gel SDS-PAGE dugc nhudm mau xanh coomassie cua nhidu bién thé duoc lam cho giéng

nguoi ciia 2A1 trong diéu kién khir (R) va khong khir (NR).
Vi du 9: khang thé CD47 thtic d4y su thuc bao cta dong té bao khéi u

CD47 1a thu thé b& mit t& bao dugc didu chinh ting trén céac té bao khéi u va cling
duogc cho 13 gép phin vao viéc tranh mién dich thong qua twong tac clia né véi phéi tir tur
nhién SIRPa. Su lién két voi CD47 véi SIRPa trén cac dai thuc bao dan dén hoat tinh dai
thuc bao giam. Nhu duge mé ta chi tiét dugi ddy, duoc xac dinh néu lién két voi CD47 va
hoat tinh phong bé SIRPa. clia khéng thé 2A1, va bién thé cua no, thuc ddy su thuc bao té

bao khdi u véi su c6 mit cia cac dai thuc bao ctiia nguoi.

PBMCs duoc phén 1ap tir mau ngudi, va cac bach ciu don nhan dugc biét héa vao
céc dai thuc bao bang cach U chiing trong mdi trudng AIM-V (Life Technologies) trong 7
ngay. Céc dai thuc bao thu dugc tlr bach cAu don nhan (Monocyte Derived Macrophages -
MDMs) bém dinh vao céc té bao khic dé dugc rira tréi. MDMs duoc tich va duge dét vao
dia 12 giéng va duogc cho bam dinh trong 24. Dong té bao khéi u ngudi CCRF-CEM duogc
chon 1am té bao dich vi sy bidu hién CD47 cao. Céc té bao CCRF-CEM dugc danh ddu
béng 0,3 pM CFSE & 37°C trong 15 phut, sau d6 dugc rira va dugc thém vao MDMs ¢ ti 1€
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4 t6 bao khéi u:1 dai thuc bao, va khang thé CD47 dugc thém vao & cdc ndng do khéc
nhau. Su thuc bao céc té bao dich dugc cho tién hanh trong 3 gid. Sau dé, céc té bao dich
khong bi thuc bao dugc rira troi bing PBS. Céc dai thuc bao con lai duoc tach ra, duge
nhudm véi khang thé v6i chét danh ddu dai thuc bao CD14 dugc tiép hop véi DyLite 649
(Biolegend), va duoc phan tich bing méay dém té bao kiéu dong. Sy thuc bao duge do bang
cach chin trén céc té bao séng ma duong tinh v6i FL4 (CD14+), va sau d6 dénh gid phan

tram cta céc té bao duong tinh FL1 (CFSE+).

Fig. 9 cho thdy ring khang thé CD47 2A1 va céc bién thé dugc lam cho gidng
ngudi cua né duge ching minh 13 ting phu thudc lidu trong sy thuc bao t& bao khéi u boi
MDMs. Khang thé 2A1 va bién thé dugc lam cho gibng ngudi AB2.05 la khang thé duy
nhét c6 kha ning gy ra su thuc bao té bao khéi u & ndng d6 66,7 pM, trong khi B6H12
khong c6 hoat tinh & ndng do do (Fig. 9A). Fig. 9B thé hién 2A1, va céc bién thé duoc lam
cho gidng ngudi AB2.05, AB6.12-IgG1, AB6.12-IgG4P, va AB6.12-IgGAPE géy ra su
thuc bao d6i da & 0,3 pg/ml hogc 2 nM, trong khi B6H12 yéu cAu céc ndng do cao hon. S6
liéu nay minh hoa ring khéng thé CD47, 2A1 (va bién thé duoc lam cho gidng ngudi dan
xuéit tir khang thé nay), gdy ra su thuc bao boi cac dai thuc bao ciia céc té bao khdi u
duong tinh véi CD47. Trong vi du ndy, céc té bao CCFR-CEM duoc st dung 1am t€ bao
dich duong tinh véi CD47.

Vi du 10: Hoat tinh chéng khéi u ctia khéng thé CD47

Hoat tinh chéng khéi u ciia khang thé CD47 clia chudt duoe dénh gi trong miu
Raji ciia u lympho. Cac té bao Raji dugc cdy dudi da ctia chuét NOD/SCID, va duoc xép
nglu nhién vao 5 nhém (10 chudt/nhdém, ngay 0). Nhém 1: T4 duge (chi c6 dém); Nhém 2:
B6H12 (d6i chiing dwong); Nhém 3: 1B4; Nhom 4: 2A1; va Nhom 5: 9E4. Viée xur 1y voi
m&i khang thé hodc t4 duoc (chi c6 dém) bit diu khi khéi u da sd thdy dugc (50 mm?,
ngay 13) va chudt duoc gly chét khong dau khi kich thude cac khdi u dat t6i ~1500 mm’.
Thé tich khéi u duge do 3 1An/tudn. Céc khing thé dugc phén lidu trong tinh mach
(intravenously -IV) bing 200pg 3 1An/tudn trong 3 tuln (9 lidu tdng/chudt). Viéc didu tri

bét ddu vao ngay 13 va va két thic vao ngay 32.

Nhu thé hién trén Fig. 10A, khang thé CD47 theo sang ché, dic biét 1a khéng thé
2A1, hoat tinh chéng khéi u da dugc chimg minh trong mau dong vat cua u lympho. Pé dat

duoc thé tich khdi u 13 1500 mm?3, Nhém 1 (chi c6 dém) yéu cu khoang ~25 ngay; Nhom
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2 (B6H12.2) yéu cAu ~45 ngay; Nhom 3 (1B4) yéu ciu ~37 ngdy; Nhém 4 (2A1) yéu chu
~85 ngay; va Nhom 5 (9E4) yéu cAu ~40 ngdy dé dat dén murc thé tich 1a ~1500 mm?. Céc
s6 liéu ndy da chi ra ring khang thd 2A1 c6 hiéu luc dang k& hon so v6i moi khang thé lién
két vGi CDA47 thir nghiém, bao gdm B6H12 da dugc biét 1a lién két véi CD47, phong bé
tuong tac cua CD47 véi SIRPa., va lam giam sy tao khdi u & cac miu chudt bi méc bénh
ung thu cta ngudi. Ngac nhién 13, hoat tinh lam giam khdi u cua c4c khang thé CD47 nay
khong lién quan dén hiéu lyc ciia ching trong viéc lién két véi CD47 hodic phong bé tuong

tac ctia CD47 véi SIRPa, ma c6 thé dugc mong doi dua trén dit lidu cong bb.

Nhu dugc md ta trong Cac vi du 2 va 3, 2A1, 1B4, va 9E4 ¢6 ai lyc tuong tu dbi
v6i CD47 va hiéu lyc phong bé tuong tic cia CD47 v6i SIRPo twong tw. Thém vao do,
hiéu luc dugc ting cuong cua 2A1 khong thé duogc giai thich boi sy khéc biét trong ving
Fc cua céc khang thé dugc mo ta do tat ca cac khang thé dugc str dung trong nghién ctru
nay ddu bao gdm cac ving IgG1 gibng nhau ciia chudt. Do d6, ngoai thanh phan duy nhét
lién quan dén vin d& nay, khang thé 2A1 c6 céc dic tinh bat ngd va duy nhét bao gdm kha
ning khong gly ra cc twong tic ddng hinh giita céc té bao biéu hién CDA7, vi du, céc té
bao hdng cAu, va ting cudng hoat tinh ngin ngira khéi u ma khong thé dugc giai thich boi
lién két v6i CD47 dugc ting cudng hodc kha nang phong bé tuong tic ctia CD47 véi

SIRPa duoc tdng cudng.

D& x4c nhén ring ring khing thé duoc 1am cho gidng ngudi 2A1 da duy tri kha
ning chéng khdi u cua chung, nghién ciru v& khéi u Raji tuong tu duge thuc hién. Viéc
thiét k& nghién ctru 12 gibng nhu dugc mo ta & trén. Céc té bao Raji dugc cly dudi da trong
chudt NOD/SCID va dugc xép nglu nhién vao 5 nhéms (10 chudt/nhém, ngay 0). Trong
nghién ctru ndy, cac khang thé phan lidu qua dudng bung (Intraperitoneal -IP) v&i 200pg 3
1an/tudn trong 3 tudn (9 lidu téng/chudt), va thé tich khdi u dugc do 3 1an/tuin. Tuy nhién,
d6i voi nghién ctu nay, khang thé IgG1 2A1 ctia chudt (nhom 2) dugc so sanh véi dan
xuét duge 1am cho gidng ngudi, AB6.12. Péi voi nghién ciru nay, AB6.12 dugc chu triic
(nhu dugce md ta trong Vi du 8) vao IgG1 cua ngudi (Nhém 3), [gG4P cia ngudi (Nhom 4)
va IgG4PE ciia ngudi (Nhom 4). Do d6, thir nghiém nay dugc thiét ké dé thé hién anh
hudng cua viée 1am cho giéng ngudi cua 2A1 dbi v6i hoat tinh 1am giam khéi u va vai trd
tiém ning ctia chiic ning téc dong ving Fe dd duoc biét trong linh vuc k¥ thuat la gop
phan vao céc hoat tinh chéng khéi u ctia nhidu c4c khang thé. D3 dugc chimg minh bang tu

liéu rang IgG1 clia ngudi c6 chirc ning tdc dong dang ké hon so véi IgG4P cua ngudi.
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IgG4PE dugc phat trién dé& 1am giam hon nita chic ning tac dong nay. Nhu c6 thé thdy
trén Fig. 10B, su lam cho gidng ngudi cia 2A1 khong lam mat hoat tinh chdng khdi u ctia
2A1, va thuc thé 1a c6 thé da ting cudng hoat tinh nay. AB6.12-hIgG1, AB6.12-hlIgG4P,
va AB6.12-hIgG4PE d&u cho thdy hoat tinh chéng khéi u twong ty va 1én hon dang ké so
v6i 2A1 cua chudt (2A1mIgG). Két qua nay 1a bit ngd do 2A1mIgGl, AB6.12-hIgGl,
AB6.12-hIgG4P v AB6.12-hIgG4PE c6 lién két tuong tu véi CD47 va hoat tinh phong bé
SIRPo twong tu. Ngoai ra, do AB6.12-hIgG1, AB6.12-hIgG4P va AB6.12-hIgG4PE c6
hoat tinh chéng khéi u twong tu, c6 thé thdy ring chirc ndng tic dong déng vai tro trong

hiéu qua cuia khang thé 2A1 duge lam cho gidng ngudi AB6.12.
Vi du 11: Su ddng tinh thd hoa khéng thé CD47 véi CD47

CDA47 1a protein xuyén mang 5 1an véi ving IgV ngoai bao don (loai bién dbi gidng
globin mién dich) dugc glycosyl héa & 6 vi tri. CAu tric cua ving CD47-IgV da dugc giai
quyét trong phirc hop vdi ving IgV ciia SIRPa, phdi tif ty nhién ciia n6 (ngén hang dit liéu
Protein (PDB), s6 tham chiéu 2JJS; Hatherley et al., 2008 Mol Cell, 25;31(2): 266-77 (Fig.
11A)). Chu tric nay cho thdy SIRPa-IgV lién két voi CD47-IgV trén epitop dinh bao gdm
pyroglutamat dau N cua CD47. CAu tric nay da giai thich mot cach day du viéc tai sao
protein xuyén mang bé mit t& bao c6 thé twong tdc mot cach hitu ich tir cac té bao lién ké
theo dinh huéng ddu t6i dAu. CAu tric tinh thé tia X clia CD47-IgV trong phirc hop véi
B6HI12 Fab dugc thé hién trén Fig. 11B. D& o rang, ving on dinh cta Fab (CH1 va CL)
dugc lwoc bo trén Fig. nay, va chi cé Fv (VH va VL) duogc thé hién. Piéu nay cho thiy vi
tri lién két dinh, dinh vi tri khang thé nay trén bé mit 1a cuc ky xa so v6i mang té bao (Fig.
11B). Co ché phong bé SIRPq bdi B6H12 12 15 rang tir cAu tric ndy. Sy dinh huéng nhim

muc dich vi tri lién quan cua mang t& bao duoc thé hién 13 duong nét dat trén Fig. 11.

Pé x4c dinh epitop dich ctia céc khang thé theo sang ché, cdu tric tinh thé tia X cua
ddng phirc hop cua ving IgV ctiia CD47 va Fab ctia 2A1-xi (khéng thé kham véi ving CH1
va CL cua nguoi) dugce xac dinh (Fig. 11C). Pé 15 rang, ving 6n dinh cua Fab (CH1 va
CL) duoc luge bo trén hinh v&, va chi c6 Fv (VH va VL) 1a dugc thé hién. Khong giéng
chu tric da dugc xé4c dinh trude d6 ciia CD47 lién két SIRPa theo hudng dAu t6i dau (Fig.
11A), va khang thé B6H12 dugc dinh vi tri & dinh so v&i mang (Fig. 11B), cAu triic clia
2A1 trong phitc hop véi CD47 cho thdy lién két cuia khéng thé véi CD47 gin mang trong
huéng diu téi bén duy nhét va khong ngd (Fig. 11C). Epitop ciia 2A1 trén CDA47 la khong
lién tuc, va bao gdm cdc gbe Y37, K39, K41, vong KGRD (SEQ ID NO: 56) (céc gdc 43-
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46), D51, H90, N93, E97, T99, E104, va E106 cia CD47 khi duoc danh s6 theo SEQ ID
NO: 147 (d6 I4, SEQ ID NO: 48 khong bao gdm trinh ty tin hiéu (axit amin tir 1-18)). Cau
tric ctia 2A1 dugce lién két véi CD47 ciing cho thdy ring VH trudce hét tham gia vao lién
két v6i vong KGRD (SEQ ID NO: 56) ciia CD47, trong khi ving VK tuong tac v&i cac
gbc & dinh bao gdm Y37, T102, va E104, tham gia vao lién két SIRPa. Do do, ving VK 1a
tac nhan dAu tién loai bd v& mat vét 1y lién két ciia SIRPa v6i CD47. Céc nghién ctru ciu
tric goi ¥ ring epitop duy nhit ma 2A1 lién két v6i 12 & mit cua CD47. Nguge voi khang
thé CD47 da biét trong linh vuc k¥ thuat, dinh huéng cua ving VH cta 2A1 & vi tri gin
mang 12 yéu t6 quan trong cta khéng thé ndy ma ngin nglra mic ngung két t& bao hdng
cAu dang ké bing cach han ché khang thé sao cho khong tao ciu ndi véi phan tir CD47 &

céc t€ bao gan keé.
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé don dong phan 1ap dwoc hoic doan c6 hoat tinh mién dich cta né lién két véi
CD47 nguoi, trong d6 khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich ctia né lién két véi epitop
khong lién tuc trén CD47, trong d6 epitop khong lién tuc ndy chira cic gbc axit amin Y37,
K39, K41, K43, G44, R45, D46, D51, H90, N93, E97, T99, E104, va E106 cia CD47 khi
duoc d4nh sé theo SEQ ID NO: 147, va trong d6 khéng thé hodc doan c6 hoat tinh mién
dich cua né ngin ngira CD47 khoi viéc twong tic véi protein diéu hoa tin hidu o (SIRPa) va

khong gay ra mic ngung két dang _ké cac té bao sau khi ding.

2. Khang thé hodc doan cé hoat tinh mién dich ciia n6 theo diém 1, trong d6 khéng thé hodc

doan c6 hoat tinh mién dich ctia n6 13 kham hodc dugc lam giong nhu clia ngudi.

3. Khang thé hodc doan c¢6 hoat tinh mién dich ctia né theo diém 1 hoic 2, trong d6 khang
thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich ciia né thiic day su thuc bao té bao bidu hién CD47

gdy ra bdi dai thyc bao.

4. Khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich cua né theo di8m bat ky trong s6 cac diém tir
1 dén 3, trong d6 khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich ctia n6 1a isotyp IgG duge

chon tir nhém gdm isotyp IgG1, isotyp IgG2, isotyp IgG3, va isotyp IgG4.

5. Khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich ciia né theo diém bét ky trong sé cac diém tir
1 dn 3, trong d6 khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich cta né 14 isotyp IgG duogc
chon tir IgG4P va IgG4PE.

6. Khang thé hoic doan c6 hoat tinh mién dich ctia n6 theo diém bét ky trong sé cac diém tir

1 dn 5, trong d6 khang thé hogic doan c6 hoat tinh mién dich ciia né chira:

@) trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 72,
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tu VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 71, va
trinh ty VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 55;

(i)  trinh ty VH CDRI dugc néu trong SEQ ID NO: 50,
trinh tv VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 51,
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(iii)

(iv)

V)

(vi)

(vii)

28772

trinh tu VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 duogc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tuy VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 duogc néu trong SEQ ID NO:

trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 duogc néu trong SEQ ID NO:

trinh tv VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh twy VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tv VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL. CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tv VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 duge néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
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52,
53,
54, va
55;
50,
51,
52,
67,
69, va
55;
50,
51,
52,
67,
70, va
55;
50,
51,
52,
68,
54, va
55;
50,
72,
52,
68,
54, va
55;
50,
72,
52,
68,
71, va

55;



(viii)

(ix)

()

(xi)

(xii)

(xiii)

28772

trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDRI1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL. CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VH CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO:
trinh ty VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VH CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tuy VH CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tu VH CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO:
trinh tw VL CDR1 dugc néu trong SEQ ID NO:
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52,
53,
54, va
55;
60,
51,
52,
53,
54, va
55;
61,
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53,
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trinh ty VL CDR2 duge néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tw VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55; hoac
(xiv) trinh ty VH CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO: 62,
trinh tw VH CDR2 duoc néu trong SEQ ID NO: 51,
trinh ty VH CDR3 duoc néu trong SEQ ID NO: 52,
trinh ty VL CDR1 duoc néu trong SEQ ID NO: 53,
trinh tv VL CDR2 dugc néu trong SEQ ID NO: 54, va
trinh tw VL CDR3 dugc néu trong SEQ ID NO: 55.

7. Khéng thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich cua né theo diém bét ky trong s6 céc diém tir

1 dén 6, trong d6 khang thé hoc doan c6 hoat tinh mién dich ciia n6 chira:

@) trinh tw VH dugc néu trong SEQ ID NO: 5, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 31;
(i)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 5, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 32;
(iii)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 33;
(iv)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh tw VL duoc néu trong SEQ ID NO: 34;
(v)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 35;
(vi)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 36;
(vii)  trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 37;
(viii) trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 38;
(ix)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh tw VL dugc néu trong SEQ ID NO: 39;
(x)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 7, va
trinh ty VL duoc néu trong SEQ ID NO: 43;
(xi)  trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 8, va
trinh tw VL duoc néu trong SEQ ID NO: 39;
(xii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
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trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 42;
(xiii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 43;
(xiv) trinh tw VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 44;
(xv) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 11, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 47,
(xvi) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 15, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 43;
(xvii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 15, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 44;
(xviii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 16, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xix) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 17, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xx) trinh ty VH duoc néu trong SEQ ID NO: 20, va
trinh ty VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxi) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 21, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 22, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxiii) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 27, va
trinh ty VL duge néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxiv) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 28, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35;
(xxv) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 29, va
trinh tu VL duoc néu trong SEQ ID NO: 35; hodc
(xxvi) trinh ty VH dugc néu trong SEQ ID NO: 30, va
trinh tu VL dugc néu trong SEQ ID NO: 35.

8. Duoc phém chira khang thé hodc doan c6 hoat tinh mién dich ctia né theo diém bét ky

trong s6 céc diém tir 1 dén 7 va chat mang.
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Danh muyc trinh tu
<110> 1InhibRx LLC

<120> Khang th& don dong phan lap duoc 1lién két véi CD47 va dugc phém
chtta khang thé nay

<130> 42967-506001WO
<140> PCT/US2013/024995
<141> 2013-02-06

<150> US 61/595,216
<151> 2012-02-06

<150> US 61/659,752
<151> 2012-06-14

<160> 147

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 330
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
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Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
290

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyxr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

vVal

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Vval

Val

Pro

Thr

Val

Ala

55

vVal

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

val
295

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Tle

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

28772

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys
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Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
300

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn
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Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

305

310

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val
145

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Thr

Val

val

Leu

130

Ser

326
PRT

Homo

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

325

sapiens

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Arg

100

Gly

Ile

Glu

Gly

Ser

Val

Phe

vVal

Val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro
150

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Val

Thr

135

Glu

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Val

Phe

120

Pro

Val

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Glu

Gln
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330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Phe

Val

Phe

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn
155

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

125

Val

Tyr

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Pro

Val

Val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

Val

Asp

320

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly
160



Val Glu Val

Ser Thr Phe

Leu Asn Gly

195

Ala Pro Ile
210

Pro Gln Val
225

Gln Val Ser
Ser Val Glu
Thr Pro Pro

275

Leu Thr Val
290

Ser Val Met
305

Ser Leu Ser

<210> 3
<211l> 377
<212> PRT

<213> Homo

<400> 3

Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

260

Met

Asp

His

Pro

Asn

165

vVal

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

sapiens

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Thr

Val

Cys

200

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

280

Trp

His

28772

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Asn

Pro

170

Thr

vVal

Thr

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

His

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Glu
Val
Asn
Gly
220
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

300

Thr

Glu

His

Lys

205

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

285

Val

Gln

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

5

10

15

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

20

25

-108-

30



Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Arg

Cys

Pro

145

Ala

Pro

Val

Val

Gln

225

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

Pro
Val
50

Ser
Thr
Val
Cys
Pro
130
Glu
Pro
Lys
val
Asp
210
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys

290

Asp

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Glu

Pro

Glu

Asp

Asp

195

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

275

Asn

Ile

Pro

Thr

vVal

Asn

Leu

100

Glu

Pro

Lys

Leu

Thr

180

Val

Val

Ser

Leu

Ala

260

Pro

Gln

Ala

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Pro

Lys

Sexr

Leu

165

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

245

Pro

Gln

Val

Val

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Thr

Lys

Ser

Cys

150

Gly

Met

His

Val

Phe

230

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

vVal

Ala

55

Val

His

Pro

Ser

Cys

135

Asp

Gly

Ile

Glu

His

215

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

295

Trp

Ser

40

val

Pro

Lys

Leu

Cys

120

Asp

Thr

Pro

Ser

Asp

200

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

280

Thr

Glu

28772

Trp

Leu

Ser

Pro

Gly

105

Asp

Thr

Pro

sSer

Arg

185

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

265

Leu

Cys

Ser

-109-

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Asp

Thr

Pro

Pro

Val

170

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

250

Ile

Pro

Leu

Ser

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Thr

Pro

Pro

Pro

155

Phe

Pro

Val

Thr

Val

235

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Pro

140

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

220

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

300

Gln

Ala

45

Gly

Gly

Lys

His

Pro

125

Cys

Pro

Phe

Val

Phe

205

Pro

Thr

val

Thr

Arg

285

Gly

Pro

Leu

Leu

Thr

Val

Thr

110

Cys

Pro

Arg

Pro

Thr

190

Lys

Arg

Val

Ser

Lys

270

Glu

Phe

Glu

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Cys

Pro

Arg

Cys

Pro

175

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

255

Gly

Glu

Tyxr

Asn

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Arg

Cys

Pro

160

Lys

Val

Tyxr

Glu

His

240

Lys

Gln

Met

Pro

Asn



305

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asn

Ser

Ser

Ser
370

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr
Lys
Cys

355

Leu

327
PRT

Homo

Thr
Ser
Glu
35

His
Ser
Cys

Glu

Leu

Thr

Leu

340

Ser

Ser

Pro

325

Thr

val

Leu

sapiens

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser
100

Gly

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

310

Pro

Val

Met

Ser

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyxr

Pro

Met

Asp

His

Pro
375

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Leu

Lys

Glu

360

Gly

vVal

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

28772

Asp
Ser
345

Ala

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

-110-

315

320

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

330

335

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Ile

350

Leu His Asn Arg Phe Thr Gln

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys

Leu

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly

Ser Ser

60
Ser Leu
75
Asn Thr

Pro Ser

Phe Pro

365

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys



Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305

Leu

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

<210> 5

<211> 1

<212>

<213>

<220>

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Val

Leu

18

PRT

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Trinh tu

Ile Ser

Glu Asp
150

His Asn
165

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys

Tyr Thr
230

Leu Thr
245

Trp Glu

Val Leu

Asp Lys

His Glu

310

Leu Gly
325

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

nhén tao

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

28772

Pro

vVal

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

Trp

His

-111-

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Phe

155

Pro

Thr

val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyxr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



28772

<223> Ving bién ddi ctia chudi ni3ng cua khang thé CD47 d& duoc lam cho
giéng ngudi

<400> 5

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

Tyr Leu His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Phe Ala Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val

115
<210> 6
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Vving bién dbdi cta chudi ning cua khang thé CD47 dd dugc lam cho

gibéng nguoi

<400> 6

-112-
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Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Glu Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Vval Thr Val
115

<210> 7

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Ving bién ddi cta chudi ning cua khéng thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 7

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45
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Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val
115

<210> 8
<211l> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Ving bién ddi cta chudi ning cua khang thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 8

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyxr

20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
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28772

100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 9
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Ving bidn ddi cua chudi ning cia khang thé CD47 dd duoc lam cho
gibng nguoi

<400> 9

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val
115

<210> 10
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<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tuy nh8n tao

<220>

<223> Ving biédn ddi cta chudi ning cia khéng thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 10

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Vval Thr Val

115
<210> 11
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
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<223> Ving bién dbi cta chudi ning cta khang thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 11
@ln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Gln Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 12
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Ving bién ddi cua chudi ning cia khang thé CD47 dd dugc lam cho
giéng ngudi

<400> 12

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser
1 5 10 15

-117-



Ser Val Lys

His
35

Tyr Leu

Gly Trp Ile

50

Gln
65

Asp Arg

Met Glu Leu

Asn Ala Ala

Thr
115

Gly Thr

<210> 13

<211> 118
<212> PRT

<213>

<220>

<223>
gibng

viang
ngudi

<400> 13

Gln Met Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Leu His
35

Gly Trp Ile
50

Val
20

Ser Cys

Trp Val Arg

Asp Pro Asp

Thr Ile

70

Val

Ser Leu

85

Ser

Tyr Ser

100

Gly

Val Thr Val

Trinh ty nhén tao

Lys

Gln

Tyr

55

Thr

Arg

Ser

28772

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Asp

Arg Asp

Ser Glu

Ser Tyr

105

bién ddi chia chudi ning

Leu Val Gln
5

Val Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asp Pro Asp

Ser

Lys

Gln

Ser
55

Gly Ala
Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asp

-118-

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

90

Pro

cua

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Phe Asn Ile

Gln Ala Leu

45

Glu Tyr Ala

60

Ser Met Ser

75

Thr Ala Met

Met Asp Tyr

khéng thé CD47 d& dugc lam cho

Val Lys Lys

Phe Asn Ile

Gln Ala Leu
45

Glu Tyr Ala
60

Lys
30

Asp Tyr

Glu Trp Met

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr

80
Tyr Tyr
95

Cys

Trp Gly Gln

110

Thr Gly Ser
15

Lys Asp Tyr
30

Glu Trp Met

Gln Lys Phe
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Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 ' 95
Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln

100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 14
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién ddi cta chudi ning cia khang thé CD47 dd dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 14

¢ln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Ala Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
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Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 15
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Ving bién d8i cta chudi ndng cta khang théd cp47 di duogc lam cho
gibéng nguoi

<400> 15

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Thr Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 16
<211> 118

<212> PRT
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<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Ving bién ddi cia chudi ning cta khéng thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 16

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Pro Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 17
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Vving bién d4i cua chudi ndng cta khang thd CD47 di dugc lam cho
gibng nguoi
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<400> 17
Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 18
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Ving bién d8i cua chudi ning cta khang thé CD47 d& ducgc lam cho
gibng nguoi

<400> 18

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Tyr Tyr
20 25 30
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Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 19
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién ddi cua chudi ning cua khang thé CD47 di dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 19

¢ln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Asn Phe Thr Tyr Tyr

20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

19
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val
115

<210> 20

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién ddi cta chudi ning cua khdng thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 20

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Ile Thr Tyr Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val
115
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<210> 21
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>

<223> Ving bién ddi cta chudi nidng cua khang thé CD47 d3a duoc lam cho
gibéng nguoi

<400> 21

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Lys Tyr Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 22
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>

<223> Ving bién ddi cua chudi ning cua khéng thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi '

<400> 22

¢ln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val
115

<210> 23
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Ving bién @i cua chudi ning cta khéng thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 23
Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser
1 5 10 15
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Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Vval Thr Val

115
<210> 24
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Viing bién ddi cua chudi ning cta khéng thé CD47 da dugc lam cho
gibéng ngudi

<400> 24

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Ile Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
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Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 25
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Ving bién dbi cta chudi ning cua khang thé CD47 da duoc lam cho
gibéng nguoi

<400> 25

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

-128-



28772

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 26
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Ving bién ddi cua chudi ning cua khang thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 26

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val
115

<210> 27
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<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién d4i cua chudi ndng cia khang thd CD47 d& duoc lam cho
gibéng nguoi

<400> 27

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 '5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 28
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
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<223> Ving bién dbi cua chudi ndng ctua khang th& CD47 d3 dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 28
Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 29
<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Vang bidn ddi ctia chudi ning cila khidng thé CD47 d& duoc lam cho
gidng nguoi

<400> 29

Glu val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala.
1 5 10 15
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Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp TyY
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 30
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Ving bién ddi cta chudi ning cua khang thé CD47 da duoc lam cho
gibéng nguoi

<400> 30

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

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
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Gln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Val Thr Val

115
<210> 31
<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Ving bién d8i cua chudi nhe ctia khéng thé D47 da dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 31

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Tyr Ala Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Ile Leu Ile
35 . 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr
65 70 75 80

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Met Lys
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100 105

<210> 32
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Vang bién dbi cua chudi nhe cta khéng théd CD47 d3 duoc lam cho
gibéng ngudi

<400> 32

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Tyr Ala Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Ile Leu Ile
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr
65 70 75 80

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

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

<210> 33

<211l> 107

<212> PRT

<213> Trinh tuy nh8n tao

<220>

-134-



28772

<223> Ving bién ddi cua chudi nhe cla khang thé CD47 dd duoc lam cho
giéng nguoi

<400> 33
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 Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

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

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

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

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 34
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién déi cua chudi nhe cla khang thd D47 d3 duogc lam cho
gibéng nguoi

<400> 34

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 Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30
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Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 35

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> vang bién ddi cua chudi nhe cia khéng thé CD47 dd dugc lam cho
gibng nguoi

<400> 35

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys His Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 36
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién dbi cua chudi nhe cia khaéng thé CD47 d& duoc lam cho
gibng nguoi

<400> 36

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 Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

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

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr AsD Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 37
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tuy nh8n tao
<220>
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<223> Ving bién dbi cta chudi nhe cua khang thé CD47 d& dugc lam cho
gidng ngudi

<400> 37
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 Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

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

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

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

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr AsD Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 38
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Ving bién ddi cua chudi nhe cta khéng thé CD47 d& dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 38

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30
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Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Gly Phe Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 39

<211l> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Ving bién d8i cta chudi nhe cua khang thé CD47 d3 dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 39

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

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys His Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 40
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién ddi cua chudi nhe cla khéng thé CD47 di dugc lam cho
gibéng nguoi

<400> 40

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Arg Gln Gly Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys His Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 41

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>

<223> Ving bién dbi cta chudi nhe cla khang thé CD47 dd dugc lam cho
gibéng ngudi

<400> 41

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

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

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 42

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>

<223> Ving bién ddi cua chudi nhe cua khéng thé CD47 d& dugc lam cho

gibéng ngudi

<400> 42

Asn Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys His Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 43
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>

<223> Ving bién d8i cia chudi nhe ctua khéng thé cD47 d3a dugc lam cho
gibng nguoi

<400> 43

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Arg Gln Gly Ile His Arg Tyr

20 25 30

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

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

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 44
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Ving bién dbi cua chudi nhe cua khéng thé CD47 d& duoc lam cho
gibéng nguoi

<400> 44

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Arg Gln Gly Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys His Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 45
<211> 107
<212> PRT

-143-



28772

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Viang bién ddi cta chudi nhe cua khang thé CD47 d& dugc lam cho
giéng nguoi

<400> 45

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

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

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 46
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> Vang bién ddi cha chudi nhe clia khang thd cD47 d3a dugc lam cho

gibéng nguoi

<400> 46

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser vVal Gly
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1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

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

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 47
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ving bién d8i cia chudi nhe cla khang thé CD47 dd dugc lam cho
gibng nguoi

<400> 47

Asn Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Arg Gln Gly Ile His Arg Tyr

20 25 30

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

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

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr

85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Met Trp

1

Ser Ala

Cys Asn

Gln Asn

50

Ile Tyr
65

Phe Ser

Ser Leu

Thr Cys

Leu Lys
130

Ile Val
145

Gly Ile

48

323

PRT

Homo

48

Pro

Gln

Asp

35

Thr

Thr

Ser

Lys

Glu

115

Tyr

Ile

Lys

100

sapiens

Leu

Leu

20

Thr

Thr

Phe

Ala

Met

100

Val

Arg

Phe

Thr

Val

Leu

Val

Glu

Asp

Lys

85

Asp

Thr

Val

Pro

Leu
165

Ala

Phe

vVal

vVal

Gly

70

Ile

Lys

Glu

Val

Ile

150

Lys

Ala

Asn

Ile

Tyr

55

Ala

Glu

Ser

Leu

Ser

135

Phe

Tyr

Leu

Lys

Pro

40

val

Leu

Val

Asp

Thr

120

Trp

Ala

Arg

105

Leu

Thr

25

Cys

Lys

Asn

Ser

Ala

105

Arg

Phe

Ile

Ser
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Leu

10

Lys

Phe

Trp

Lys

Gln

90

val

Glu

Ser

Leu

Gly
170

Gly

Ser

Val

Lys

Ser

75

Leu

Ser

Gly

Pro

Leu

155

Gly

Ser

Val

Thr

Phe

60

Thr

Leu

His

Glu

Asn

140

Phe

Met

Ala

Glu

Asn

45

Lys

val

Lys

Thr

Thr

125

Glu

Trp

Asp

Cys

Phe

30

Met

Gly

Pro

Gly

Gly

110

Ile

Asn

Gly

Glu

95

Cys

15

Thr

Glu

Arg

Thr

Asp

95

Asn

Ile

Ile

Gln

Lys
175

Gly

Phe

Ala

Asp

Asp

80

Ala

Tyr

Glu

Leu

Phe

160

Thr
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Ile Ala Leu Leu Val Ala Gly Leu Val Ile Thr Val Ile Val Ile Val
180 185 190

Gly Ala Ile Leu Phe Val Pro Gly Glu Tyr Ser Leu Lys Asn Ala Thr
195 200 205

Gly Leu Gly Leu Ile Val Thr Ser Thr Gly Ile Leu Ile Leu Leu His
210 215 220

Tyr Tyr Val Phe Ser Thr Ala Ile Gly Leu Thr Ser Phe Val Ile Ala
225 230 235 240

Ile Leu Val Ile Gln Val Ile Ala Tyr Ile Leu Ala Val Val Gly Leu
245 250 255

Ser Leu Cys Ile Ala Ala Cys Ile Pro Met His Gly Pro Leu Leu Ile
260 265 270

Ser Gly Leu Ser Ile Leu Ala Leu Ala Gln Leu Leu Gly Leu Val Tyr
275 280 285

Met Lys Phe Val Ala Ser Asn Gln Lys Thr Ile Gln Pro Pro Arg Lys
290 295 300

Ala Val Glu Glu Pro Leu Asn Ala Phe Lys Glu Ser Lys Gly Met Met
305 310 315 320

Asn Asp Glu

<210> 49

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Gln Leu Leu Phe Asn Lys Thr Lys Ser Val Glu Phe Thr Phe Cys Asn
1 5 10 15

Asp Thr Vval Val Ile Pro Cys Phe Val Thr Asn Met Glu Ala Gln Asn

20 25 30

Thr Thr Glu Val Tyr Val Lys Trp Lys Phe Lys Gly Arg Asp Ile Tyr
35 40 45

-147-



Thr Phe
50

Ser Ala
65

Lys Met

Glu Vval

Tyr Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>
<400>
Gly Phe
1

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Gly
Lys Ile
Asp Lys
Thr Glu
100
Val Val
115
50
10
PRT
Trinh tu
trinh tu
50
Asn Ile
51
10
PRT
Trinh tu
trinh tu
51

28772

Ala Leu Asn Lys Ser Thr Val
55

Glu Val Ser Gln Leu Leu Lys
70 75

Ser Asp Ala Val Ser His Thr
85 90

Leu Thr Arg Glu Gly Glu Thr
105

nhén tao

axit amin cta VH CDR1

Lys Asp Tyr Tyr Leu His
5 10

nhin tao

axit amin cla VH CDR2
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Pro Thr Asp
60

Gly Asp Ala

Gly Asn Tyr

Ile Ile Glu
110

Phe

Ser

Thr

95

Leu

Ser
Leu
80

Cys

Lys
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Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 52
<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> trinh tuy axit amin cua VH CDR3

<400> 52

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 53
<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> trinh tu axit amin clia VL CDR1

<400> 53

Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr Leu Ser

1 5 10
<210> 54

<211> 7

<212> PRT
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<213>

<220>

<223>

<400>

28772

Trinh tu nhén tao

trinh tu axit amin cua VL CDR2

54

Arg Ala Asn Arg Leu Val Asp

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

55

PRT

Trinh tu nhdn tao

trinh ty axit amin cua VL CDR3

55

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5

56
4
PRT

Homo sapiens

56

Lys Gly Arg Asp

1

-150-



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28772

57
10
PRT

Trinh ty nhén tao

trinh ty axit amin cua VH CDR1

57

Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10

58
10
PRT

Trinh tu nhén tao

trinh tu axit amin cta VH CDR1

58

Gly Phe Thr Phe Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5 10

59
10
PRT

Trinh ty nhén tao
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28772

<220>

<223> trinh tuy axit amin cta VH CDR1
<400> 59

Gly Tyr Asn Phe Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1 5 10
<210> 60

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> trinh tuy axit amin cua VH CDR1

<400> 60

Gly Tyr Thr Ile Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1 5 10
<210> 61
<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> trinh tuy axit amin cua VH CDR1

<400> 61

Gly Tyr Thr Phe Lys Tyr Tyr Tyr Leu His
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28772

62
10
PRT

Trinh tu nhén tao

trinh tuy axit amin cua VH CDR1

62

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10

63
10
PRT

Trinh tu nhén tao

trinh tu axit amin cua VH CDR1

63

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>

<211>

<212>
<213>

5 10

64
10

PRT
Trinh tu nhén tao
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<220>

<223>

<400>

trinh tu

64

28772

axit amin cuta VH CDR1

Gly Phe Thr Ile Thr Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

65
10
PRT

Trinh tu

trinh tu

65

Gly Tyr Thr Phe

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

66
10
PRT

Trinh tu

trinh tu

66

Gly Phe Thr Phe

1

5 10

nhin tao

axit amin cua VH CDR1

Lys Asp Tyr Tyr Leu His

5 10

nhan tao

axit amin cua VH CDR1

Lys Asp Tyr Tyr Leu His
5 10
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28772

67
11
PRT

Trinh ty nh8n tao

trinh ty axit amin cta VL CDR1

67

Arg Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr Leu Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10

68
11
PRT

Trinh ty nh8n tao

trinh tuy axit amin cuta VL CDR1

68

Arg Ala Arg Gln Gly Ile His Arg Tyr Leu Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

5 10

69
7
PRT

Trinh ty nhén tao
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<220>

<223>

<400>

trinh tu

69

28772

axit amin ctua VL CDR2

Arg Ala Asn Arg Leu Gln Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

70
7
PRT

Trinh tu

trinh tu

70

Arg Ala Asn Arxg

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

71
7
PRT

Trinh tu

trinh tu

71

Arg Ala Asn Axrg

1

5

nhin tao

axit amin ctia VL CDR2

Arg Ala Thr

5

nhén tao

axit amin cua VL CDR2

Leu Val Ser
5
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<210> 72
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> trinh ty axit amin cta VH CDR1
<400> 72

Trp Ile Asp Pro Asp Gln Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 73

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> trinh tu axit amin cta VH CDR1

<400> 73

Trp Ile Asp Pro Asp Tyr Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 74
<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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28772

<220>

<223> trinh ty axit amin cua VH CDR1
<400> 74

Trp Ile Asp Pro Asp Ser Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 75

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> trinh tu axit amin cua VH CDR1
<400> 75

Trp Ile Asp Pro Asp Asn Ala Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 76
<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> trinh tu axit amin cua VH CDR1

<400> 76

Trp Ile Asp Pro Asp Asn Thr Asp Thr Glu
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

77

13

PRT

Trinh tu nhén tao

28772

10

trinh tuy axit amin cua VH CDR3

77

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Pro Tyr Pro Met Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu Vval

1

Ser Val

Tyr Met

Gly Arg

78

118

PRT

Trinh ty nhdn tao

ving

78

Gln

Lys

Tyr
35

Ile

5

10

chudi VH cia khdng thé 9E4

Leu Arg Gln
5

Ile Ser Cys
20

Trp Val Lys

Asn Pro Tyr

Ser

Lys

Gln

Thr

Gly Pro Glu Leu Val
10

Ala Ser Gly Tyr Ser
25

Ser Arg Val Arg Ser
40

Gly Ala Thr Gly Tyr

-159-

Lys Pro Gly Ala
15

Phe Thr Asp Tyr
30

Leu Ala Trp Ile
45

Asp Gln Asn Phe



50
Lys Asp
65
Met Glu
Ala Arg

Gly Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu Ile

55

28772

60

Lys Ala Ser Leu Ile Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr

70

75

80

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

85

90

95

Gly Arg Asn Arg Tyr Asp Gly Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

100

Leu Val Thr Val
115

79
107
PRT

Trinh ty nhén tao

ving

79

Gln Met Thr Gln

Asp Arg Val Thr Ile Ser

20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln

Tyr Tyr
50

35

Thr Ser Arg Leu

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65

Glu Asp

Thr Phe

70
Ile Ala Thr Tyr
85

Gly Gly Gly Thr
100

Thr

Cys

Lys

His

55

Tyxr

Phe

Asn

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

105

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

-160-

chudi VL cta khang thé 9E4

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln
90

Ile

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Ser

Asp

vVal

ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Ala

110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Asp

Pro
95

Gly

TyxY

Ile

Gly

Gln

80

Pro
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<210> 80

<211> 115

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Vang chudi VH cla khang thé 1

<400> 80

Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro
Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser
20 25

Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro
35 40

Trp Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Asn
50 55

Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Ala
70

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu
85

Arg Arg Glu Glu Asp Tyr Phe Asp
100 105

Thr Val
115

<210> 81

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

-161-

B4

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Phe

95

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



<223> vung

<400> 81

Asp Ile Val

1

Glu Lys Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Lys
<210> 82
<211> 19

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 82

cactgcaggt rtccactcc

19

<210> 83

28772

chudi VL cta khang thé 1B4

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

vVal

Tyr
100

Ser

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Trinh tu nhin tao

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

-162-

Ser

10

Ser

Tyxr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyxr

Lys

Poan mdi oligonucleotit duge tdng hop hdéa hoc

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Val
15

Tyxr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile



<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28772

19
ADN

Trinh tu nhdn tao

Doan mdi oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

83

catagcaggt gtccactcc

19

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

84
19
ADN

Trinh ty nhdn tao

Poan mdi oligonucleotit duoc tdng hop hda hoc

84

crctacaggt gtccactcc

19

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

85
18
ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

-163-



28772

<400> 85

gcyacagmtg tccactcc

18

<210> 86
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> bDoan mdi oligonucleotit duoc tdng hop hda hoc

<400> 86

cactgcaggt gtccwmtcc

19
<210> 87
<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duogc téng hop hda hoc

<400> 87

crctrcaggt gtkcactcc

19

<210> 88
<211> 18
<212> ADN

-164-



28772

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> ©Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 88

gctawmggtg tccactcc

18
<210> 89
<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duoc tdng hop hda hoc

<400> 89

cctcaggtgt ccactcc

17
<210> 90
<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit duge tdéng hop hda hoc

<400> 90

gctacaggtg ctcactcc
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28772

18
<210> 91
<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>

<223> bDoan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 91

cactgcaggt gtcctctct

19
<210> 92
<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 92

caytgcaggt gtccaytgc

19

<210> 93
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

-166-



28772

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc tdng hop héa hoc

<400> 93

gctammggtg tccacttc

18

<210> 94
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 94

ctcectgtcak taactkcagg t

21

<210> 95
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 95

caactgcagg tgtctctct

19
<210> 96
<211> 19
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28772

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc téng hop hda hoc

<400> 096

crctrcaggy gtccactct

19
<210> 97
<211l> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdéng hop hda hoc

<400> 97

ccaagctgta tcctttcce

18

<210> 98
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 98
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28772

ccaagctgtg tcctrtcce

18
<210> 99
<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> bPoan mdi oligonucleotit duoc tdng hop hdéa hoc

<400> 99

cttgacagyc vttcckggt

19

<210> 100
<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hep hda hoc

<400> 100

cttcacagcc tttcctggt

19

<210> 101
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
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28772

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc tdéng hop héa hoc

<400> 101

cttaaaaggg gtccagtgt

19

<210> 102
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duoc téng hop hda hoc

<400> 102

caytttaaaa rgtgtcmagt gt

22
<210> 103
<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hdéa hoc

<400> 103

gttttaaaag gtgtcctgtg
20

<210> 104
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28772

20
ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

104

ctyttaaaag gkgtccagwg

20

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

105
21
ADN

Trinh tu nhén tao

Poan mdi oligonucleotit dugc tdéng hgp hdéa hoc

105

cytttamatg gtatccagtg t

21

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

106
21
ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi oligonucleotit duoc tdéng hop héa hoc
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28772

<400> 106

cttttacatg gtttcaagtg t
21

<210> 107

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc téng hop hda hoc

<400> 107

gtccctgecat atgteyt

17

<210> 108
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duoc tdéng hop hda hoc

<400> 108

gatggcagcw gcycaaag

18

<210> 109
<211> 19
<212> ADN
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28772

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duoc tdng hop hda hoc

<400> 109

ctatcaaggt gtgcattgt

19

<210> 110
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duogc téng hop hda hoc

<400> 110

cttttaaaag wtgtccagkg t

21

<210> 111
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc tdéng hop hda hoc

<400> 111
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gtgacagtcc ttcctggtag

20
<210> 112
<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdéng hop hda hoc

<400> 112

cttecctgatg gcagtggtt

19
<210> 113
<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc téng hop hda hoc

<400> 113

gctacaggta tccaatcc

18

<210> 114
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
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<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdéng hop héa hoc

<400> 114

gcgtctagaa yctccacaca caggrrccag tggatagac
39

<210> 115
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 115
ctgwtgttct ggattcctg
19

<210> 116

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc tédng hop hda hoc
<400> 116

ggtcagacag tcagcagt
18
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28772

117
18
ADN

Trinh tu nhdn tao

Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

117

gtgctctgga ttcgggaa

18

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

118
20
ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

118

cagcttcytg ctaatcagtg

20

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

119
18
ADN

Trinh tuy nhdn tao

Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc
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<400> 119

ctaatcagtg cttcagga

18

<210> 120
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duogc tdng hop hdéa hoc

<400> 120

gtgggtatct ggtrcstgtg

20

<210> 121
<211> 23
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Poan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 121

ggaaatttaa aagtacctgt ggg

23
<210> 122
<211> 20
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<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 122

ggtttcmagg trccagatgt

20
<210> 123
<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> bDoan mdi oligonucleotit dugc tdng hop hda hoc

<400> 123

ctctggttyc caggtatc

18
<210> 124
<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>

<223> DPoan mdi oligonucleotit duoc tdéng hop hda hoc

<400> 124
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28772

ctgttttcaa ggtrccagat gt

22

<210> 125
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duogc téng hop hda hoc

<400> 125

gttgtaatgt ccagagga

18
<210> 126
<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Doan mdi oligonucleotit duoc téng hop hda hoc

<400> 126

cttacaggtg ccagatgt

18

<210> 127
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

-179-



28772

<220>

<223> bDoan mdi oligonucleotit dugc tdéng hop hda hoc

<400> 127

ctcaattgta grtgccagat gt

22

<210> 128
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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