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mién va viém va/hodc dé phong hodc 1am giam nguy co thai manh ghép trong viéc ciy

ghép. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén quy trinh san xut khang thé nay.
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Linh vuc ky thuit dwoc das cap

Sang ché dé cép dén bién thé chtra doan cb dinh cam (constant fragment -
Fc) ctia cac khang thé khang CD40 va dugc phdm va phuong phap st dung khang
thé nay dé diéu tri cac r6i loan bénh ly nhu r6i loan ty mién va viém va/hodc dé
phong hodc 1am giam nguy co thai manh ghép trong ciy ghép.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Mic di ¢6 sén nhiéu phuong phéap diéu tri rc ché mién dich dbi véi bénh ty
mién, nhung van con nhu ciu 16n chua dugc théa min vé cac thudc hidu qua va an
toan hon & mot nhém bénh nhan 16n. Vi du, mic di d& c6 bao cdo vé hiéu qua cia
cac li€u phép lam can kiét/tric ché té béo B nhu Rituximab va Belimumab & bénh
viém khép dang thép, luput ban doé hé théng, hoi ching Sjogren, va bénh da xo
ctng, nhung cac liéu phap diéu tri nay chi c6 hidu qua & mot phén bénh nhan bj
bénh, va, vdi Rituximab, ¢6 nguy co di kém 1a bénh ndo chét tréng da & tién trién.
Ngoai ra, nhidu kiéu té bao bach cau khac thudng c6 lién quan dén bénh hoc ctia cac
bénh ty mién nay nhu dai thuc bao, té bao dudi gai va té bao T, do d6 cac bién phéap
can thiép diéu tri nham vao céc loai t& bao khac hodc con duong mién dich chinh
ma s& (rc ché chirc ning ciia chung c6 thé c6 lgi. Nhidu vai trd lién quan dén mién
dich cia CD40-CD154 trong viéc hoat hoa va thuc hién chirc nang hoic cac kiéu té
bao nay da dugc xac dinh, dudng nhu 13 khang thé khang CD40 s& mang lai loi ich
diéu tri cho cac bénh nhan méc cac bénh ty mién dugc néu & trén vuot xa ca loi ich
ma gan ddy dat dugc béi cac lidu phap didu tri hién nay. Ngoai ra, vai trd chinh ddi
v6i céac tuong tdic CD40-CD154 & bénh viém rudt nhu bénh Crohn va viém loét dai
trang, va cac mdi lién quan co hoc ciia con duong CD40 véi bénh hoc & nhiéu rdi
loan hiém nhu bénh viém mach tu mién, bénh pemphigut thong thudong, va ITP
ciing 1am ndi bét tiém ning ctia khang thé khang CD40 & cac chi dinh nay.

Céc thubc wrc ché mién dich hién c6 dugce st dung sau khi ghép tang rin
mang lai hiéu qua tuyét voi trong mot khoang thoi gian ngin. Sy thai cdp tinh trong

giai doan m&i sau ghép dugc quan sat thdy & 5% — 20% nguoi nhan (tiy thude vao
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co quan, nhom bénh nhan, va ché do dung thuéc) va ty 1€ cia viéc mét méanh ghép
vé6i sy thai cip tinh trong giai doan méi sau ghép 13 dudi 5% dbi véi su ciy ghép
bt ky. Gan day nhu cdu chinh khong dugc théa man 1a kha ning dung nap thudc trc
ché mién dich cta bénh nhan va sy tén tai cia manh ghép trong mot thoi gian dai.
Sau khi ghép than, 33% bénh nhan chét va/hodc mit manh ghép trong vong 5 nam,;
tudi tir vong trung binh cta ngudi ciy ghép 1a 58 nam. Cac chét tc ché calcineurin
(calcineurin inhibitor - CNI) van 1a co s& chinh cta liéu phép tc ché mién dich d6i
v6i hau hét bénh nhan cy ghép. Trong khi tinh gy doc trén than va ty 16 mic bénh
tim mach c¢6 lién quan dén cac CNI 1a mot trong sb céac tac nhan cta bénh than ghép
clng loai méan tinh ciing nhu ty 16 chét & bénh nhén c6 manh ghép chirc nang, theo
cach khac thudc trc ché mién dich diu tién chwa c6 kha ning thay thé cho cac CNI.
N6i chung, van c6 ly do phai céi thién thudc trc ché mién dich ding trong ciy ghép
trong thoi gian dai. Su pha hiiy mién dich cta than ciy ghép qua trung gian té bao B
c6 thé téo ra cac két qua kém trong thoi gian dai va nhu cdu v& cac chit méi nham
vao viéc loai b té bao B ngay cang dugc nhén dién dugc ting 1én dbi voi nhém y
té.

Chir12.12 1a khang thé khang CD40 khong chu vén dugc lam tuong thich
v6i nguoi diy di (IgG1, kapa) ma ngin can su hoat héa bach ciu qua trung gian
CD154 (ciing dugc biét 12 phdi tir CD40; CD40L) va c6 thé gy ra doc tinh t& bao
phu thudc khang thé (antibody-dependent cellular cytotoxicity - ADCC) ciia cac
bach ciu ngudi va cac u lympho té bao B in vitro (xem cong bd don quéc té sb
W02006/073443). Cong bd don qubc té s6 W02005/044306 ciing md ta khang thé
d6i khang khang CD40, bao gdm Chir12.12 dé sir dung cu thé 1a trong diéu tri bénh
tur mién va viém. Ngoai ra, Chir12.12 ¢6 hiéu qué trong viéc lam chdm sy thai manh
ghép cung loai & than khi dugc dung lam li€u phap don & khi Macaca fascicularis
(khi Cynomolgus) [Li et al. (2008) Transplantation; 86 (1):10-15]. Tuy nhién,
Chirl12.12 c6 thé ciing gay ra can kiét t& bao B ngoai vi & cac dong vét linh trudng
khong phai nguoi (cac NHP).

Céc mAb khang CD40 v6i hoat tinh ADCC dugc lam cAm duoc du doan c6

profin an toan dugc céi thién twong tmg vé6i khang thé khang CD40 gbc, va cu thé 1a
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c6 thé thich hgp hon cho cac chi dinh khong tao khéi u, nhu bénh ty mién va st
dung trong viéc thiét 1ap cdy ghép.
Ban chit ky thuit clia sang ché

Sang ché do d6 @& cap dén khang thé don dong khang CD40 chira doan Fc
cAm ma van gift dic tinh phong bé CD40L khéng chi van cia khang thé khang
CD40 gbc Chirl2.12.

Cu thé 13, sang ché d& xuit khang thé phan 1ap hoic protein chira phén lién
két khang nguyén cia khang thé truc tiép chéng lai polypeptit CD40 dich (SEQ ID
NO:28), khac biét & chd trong d6 khang thé hoic protein nay

a) lién két vai polypeptit CD40 véi Kp bang 10nM hogc nhé hon, va,
b) chira ving Fc IgG cam.

Theo mét phuong 4n, khang thé hodc protein nay e ché su truyén tin hiéu
dugc cam ung bdi CD40L véi ICs béng 50ng/ml hodc nhé hon.

Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé phan 1ap hodc protein theo sang ché
khong c6 hodc c6 hoat tinh chi van thép dbi véi su truyén tin hiéu CD40.

Theo mdt phwong 4n khéc, khang thé hoic protein theo sang ché chitra ving
Fc IgG cadm duge chon tir nhém bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO:18 hogac SEQ ID NO:19.

Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé phan 1ap hodc protein theo sang ché
chira ving bién dbi chudi ning (Vy) va chudi nhe (Vi) c6 mirc do déng nhét trinh ty
it nhét 1a 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 hoic 100 % twong tmg v&i Vy cla
Chir12.12 (SEQ ID NO:9) va V| ctia khang thé Chir12.12 (SEQ ID NO:10).

Céc vi du cu thé vé khang thé theo sang ché 1a mAbl chua trinh ty axit amin
chudi ning néu trong SEQ ID NO: 11 va trinh tu axit amin chudi nhe néu trong
SEQ ID NO:12.

Khang thé phan 14p theo sang ché c6 thé dugc st dung 1am thube. Cu thé 14,
chung thich hgp dé sir dung trong diéu tri rdi loan ty mién, rbi loan viém va/hoic
trong phong hoic 1am giam nguy co thai ghép trong viéc ciy ghép.

Khéng thé phan 14p theo sang ché c¢6 thé duoc st dung cu thé 1a trong didu tri
bénh da xo cimg, bénh luput ban d6 hé théng, hdi ching Sjégren, bénh viém khép
dang thip, bénh manh ghép chdng lai vat chu.
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Séng ché ciing d& xuit dugc phim chira khang thé néu trén theo sang ché, két
hop v6i it nhit ta dugc chét pha lodng hodc chit mang duogc dung. Dugc phim nay
c6 thé con chira cac hoat chat khac.

Séng ché ciing dé xuét ché phim 16ng chtra khang thé theo sang ché.

Ngoai ra, séng ché dé xuit axit nucleic phan l4p ma hoéa khang thé hoic
protein theo sdng ché va vecto tach dong hodc bidu hién twong tng chita cac axit
nucleic SEQ ID NO: 22 va 23.

Séng ché cling dé xuét té bao chu chira mdt hodc nhidu vecto tach dong hodc
biéu hién nhu néu trén.

Ngoai ra, sang ché d& cip dén quy trinh san xuit khang thé theo sang ché,
bao gdm budc nudi ciy té bao chi nhu néu trén, tinh ché va thu hdi khéang thé hoic
protein.

Pé hiéu sang ché & rang hon, céc thudt ngit nhét dinh dau tién duoc dinh
nghia. Céc dinh nghia khéac dugc néu trong subt phan mé ta chi tiét sang ché.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién viéc két hop 3H-thymidin sau 72 gio nudi cdy PBMC ngudi
duoc kich thich bing lidu dap ung cua Chirl2.12 (vong tron rdng), mAbl (vong
tron ddc), mAb2 (hinh vudng dic), mAb3 (hinh tam gidc ddc) hoac CD40L nguoi
(hinh vudng rong).

Fig.2 thé hién viéc két hop *H-thymidin sau 72 gid nudi cdy PBMC ngudi
duoc kich thich bing lidu dap tmg cia Chirl2.12 (vong tron rdng), mAbl (vong
tron dic), mAb2 (hinh vudng dic), mAb3 (hinh tam gidc dic), CD40L nguoi (hinh
vudng rdng), ddi chimg isotyp (hinh thoi dic) dugc ddng kich thich v6i sy c6 mit
cua Sug/ml khang IgM F(ab’), hodc 1 pM CpG2006.

Fig.3 thé hién viéc két hop *H-thymidin sau 72 gio nudi cdy PBMC nguoi
duoc kich thich bing lidu dap tmg cia Chirl2.12 (vong tron rdng), mAbl (vong
tron dic), mAb2 (hinh vudng ddc), mAb3 (hinh tam gidc den), CD40L nguoi (hinh
vudng réng), ddi ching isotyp (hinh thoi dic) dwgc ddng kich thich khi c6 mit
75ng/ml IL-4.

Fig.4 thé hién viéc két hop *H-thymidin sau 72 gio nudi cdy PBMC nguoi
dugc kich thich bang 20ug/ml CD40L véi lidu ding dap tng cta Chirl2.12 (vong
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tron rdng), mAbl (vong tron dic), mAb2 (hinh vudng dic), mAb3 (hinh tam giac
den) hoic CD40L ngudi (hinh vudng rdng).

Fig.5 thé hién sy gin két phu thudc lidu cia khang thé khang CD40 ngudi
v6i cac dong té bao BJAB, tuong tng, Chirl2.12 (vong tron dic), mAbl (hinh
vudng rdng), mAb2 (tam giac rdng), mAb3 (hinh tam gidc dic).

MO t3 chi tiét sang ché

Thuét ngit "d4p tng mién dich" nghia 13 hoat dong cla, vi dy, cac té bao
lympho, céc té bao trinh dién khang nguyén, cac té bao thuc bao, bach ciu hat, va
céc dai phan tir hoa tan dugc tao ra béi cac té bao & trén hoic gan (bao gbdm khang
thé, xytokin, va bd thé) ma dan dén ton thuong chon loc, pha hiy, hodc loai trir khoi
co thé ngudi céc tic nhan gy bénh xam 14n, cac t& bao hoic cac md nhiém tic nhan
gdy bénh, cic té bao ung thu, hodc, trong céc trudong hgp viém tu mién hoic bénh
ly, c4c té bao hoic md ngudi binh thudng.

“Con dudng truyén tin hiéu” hoéc “hoat tinh truyén tin hiéu” dé chi médi lién
hé nhn qua sinh héa néi chung duge khéi du bang twong tac protein-protein nhu
lién két cua yéu té ting truéng véi thu th8, dan dén sy truyén tin hidu tir mdt phan
cta té bao dén mot phan khic clia té bao. Néi chung, sy truyén tin hiéu c6 lién quan
dén su phosphoryl héa cu thé cia mot hodc nhiéu géc tyrosin, serin, hodc threonin
trén mot hodc nhiéu protein trong hang loat phan tng giy ra su truyén tin hiéu. Quy
trinh gan cudi thudong bao gdbm cac phan tng nhan, dan dén thay dbi trong biéu hién
gen.

Thuét ngit CD40 dugc dung dé chi CD40 ngudi, vi du nhu néu trong SEQ ID
NO: 28, trir khi duoc mo ta theo cach khac.

Thuét ngir "khang thé" duoc dé cap & day bao gdm toan bd khang thé va céac
doan gén két véi khang nguyén bét ky (nghia 13, "phan gin két v6i khang nguyén")
hoic cac chudi don cua no.

"Khang thé" ¢6 ngudn gdc trong tu nhién 1a glycoprotein chira it nhit hai
chudi ning (heavy - H) va hai chudi nhe (light - L) lién két véi nhau béi lién két
disulfua. Mdi chudi niing bao gdm ving bién dbi chudi nang (viét tit & day 1a Vi)
va vung ¢b dinh chudi nang. Vung ¢b dinh chudi ning bao gém ba mién, CH1, CH2

va CH3. M3i chudi nhe bao gbm ving bién dbi chudi nhe (viét tit & day 1a Vi) va
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ving 6 dinh chudi nhe. Viing ¢ dinh chudi nhe bao gdm mdt ving, Cy. Cac ving
Vu va Vi ngodi ra c6 thé duoc chia nhé thanh céc viing siéu bién, goi 1a ving quyét
dinh bb tro (complementarily determining region - CDR), nim rai rdc véi céc vung
ma duge bao toan nhiéu hon, goi 1a ving khung (frame region - FR). Mdi Vg va V.
bao gém ba CDR va bén FR dugc s:flp xép tir ddu amino dén diu carboxyl theo trét
tu sau ddy: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Vung bién dbi cua chudi
ning va chudi nhe chira mién gin két ma twong tic véi khang nguyén. Céc ving cb
dinh cta khang thé c6 thé tao ra lién két gitra globulin mién dich véi cac mé chu
hodc céc yéu td, bao gém nhiéu té bao cua hé mién dich (vi du, té bao hoat dong) va
b6 thé dau tién (Clq) cta hé b thé cb dién.

Thuat ngit "phan gin két v6i khang nguyén" cua khang thé (hodc don gian la
"phin khang nguyén"), nhu duogc dung & day, nghia 1a doan khang thé toan ven
hodc mdt hoic nhiéu doan khang thé ma vin gitr kha ning gin két dic hicu véi
khang nguyén (vi du, mét phin ctia CD40). D3 thdy ring chic ning gin két véi
khang nguyén ciia khang thé c6 thé duoc thuc hién boi cac doan cua khang thé c¢6
chiéu dai ddy du. Cac vi du v& céc doan gin két ndm trong thuét ngit "phan gén két
v6i khang nguyén" ciia khéng thé bao gém doan Fab, doan héa tri mot bao gdm céc
mién Vi, Vg, Cp va CHI; doan F(ab),, doan hda tri hai chita hai doan Fab duoc lién
két béng lién két disulfua & vung ban 18; doan Fd bao gém cac mién Vg va CHI;
doan Fv bao gém cac mién Vi va Vy clia nhanh don cua khang thé; doan dADb
(Ward ef al., 1989 Nature 341:544-546), ma bao gdm mién Vy; va ving quyét dinh
bb trg phan 13p (CDR), hoic protein dung hop bit ky chtra phin gin két v6i khang
nguyén nay.

Ngoai ra, mic du hai mién cta doan Fv, V| va Vy, dugc ma héa bdi cac gen
riéng biét, ching c6 thé dugc ndi, bang cach sir dung phuong phép tai té hop, bing
yéu tb lién két tdng hop cho phép chung dugc tao ra dudi dang protein chudi don
trong d6 cdc viung Vi va Vy ghép véi nhau dé tao thanh cac phan tir héa tri mot
(dugc biét 1a Fv chudi don (scFv); xem tai liéu vi du, Bird ef al., 1988 Science
242:423-426; va Huston et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883). Khéng
thé chudi don nhu vay ciing duge du dinh ndm trong thuit ngit "phan gin két véi

khang nguyén" cua khang thé. Cac doan khang thé nay duogc tao ra bang cach st



29626

dung céc k¥ thuat thong thudng di biét dbi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vyc ndy, va céc doan dugc sang loc dé dung theo cach giéng hét nhu 13 khang
thé nguyén ven.

Nhu dugc dung & day, thuat ngit “ving Fc IgG” dugce dung dé xac dinh ving
diu C cuia chudi niing globulin mién dich, bao gdbm vung Fc trinh ty nguyén thé va
viing Fc bién d6i. Ving Fc chudi ning cua IgG ngudi n6i chung duogc xac dinh 1a
bao gdm gbc axit amin tir vi tri C226 hodc tir P230 dén ddu carboxyl cia khéang thé
IgG. Viéc dénh sd cac gbe trong ving Fe 1a cach danh sb theo chi s§ EU cua Kabat.
Lysin & ddu C (gbc K447) cia ving Fc ¢6 thé duoc loai bo, vi du, trong qué trinh
san xuit hogc tinh ché khang thé. Do d6, dugc phdm chira khang thé theo sang ché
c6 thé chira nhom khang thé vai tit ca cac gbec K447 dugc loai bd, cac nhém khang
thé khong loai b6 gbc K447, va nhém khang thé c6 hdn hop khéng thé c6 gbc K447
va khong c6 gbc K447.

"Khang thé phan 1ap", nhu duoc ding & ddy, dé cap dén khang thé ma hiu
nhu khong c6 khang thé khac c6 tinh dic hiéu khang nguyén khac nhau (vi du,
khang thé phan 14p ma gin két dic hiéu véi CD40 hiu nhu khong bao gdm khéang
thé ma gén két dic hiéu véi cac khang nguyén khac CD40). Khang thé phan l4p ma
gin két dic hidu véi CD40, tuy nhién, c6 thé c6 phan tng chéo vé6i cac khang
nguyén khic, nhu céc phén tir CD40 tir cac loai khac (khong phai nguoi). Ngoai ra,
khang thé phan 1ap c6 thé hiu nhu khong c6 nguyén liéu té bao va/hodc chit hoa
hoc khac.

Thuét ngit "khang thé don dong" hoic "dugc phdm khang thé don dong" nhu
dugc ding & day dé cap dén dugc phdm chira phan tir khang thé & dang phén tir
don. Dugc phdm khang thé don dong thé hién tinh diic hiéu va 4i luc lién két don
d6i v6i mot epitop cu thé.

Thuat ngit "khang thé dwoc lam twong thich v6i ngudi”, nhu dwge ding &
day, dugc du dinh bao gdm khang thé ma chua trinh tyu t6i thiéu c6 ngudn goc tir
c4c trinh tu globulin mién dich khong phai ctia ngudi. Hau nhu, khang thé dugc lam
tuong thich v&i ngudi 14 céc globulin mién dich ciia ngudi (khang thé nhan) trong
d6 cac gbc tir viing siéu bién (ciing duge biét nhu ving quyét dinh bd tro hoidc

CDR) ctia khang thé nhan duoc thay thé bang cac gbe tir ving siéu bién cua cac loai
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khong phai ngudi (khang thé cho) nhu chudt nhit, chudt céng, the, hodc dong vat
linh truéng khong phai ngudi 6 tinh dic hiéu, 4i luc va kha ning mong muén. Cum
tir “ving quyét dinh bd trg” dé cép dén cac trinh tu axit amin ma cung xac dinh ai
luc lién két va tinh dic hiéu cta ving Fv tu nhién cua vi tri lién két globulin mién
dich nguyén thé. Xem tai lidu, vi du Chothia ef al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-
917: Kabat et al. (1991) US Dept. of Health and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242). Cum tr “viing ¢ dinh” @& cip dén phin phan tir khang th& ma co6
chic ndng tic dong. Theo cong trinh nghién ctru trude, hudng vao viéc tao ra khang
thé khong gdy mién dich dé sir dung trong diéu tri bénh & ngudi, cac vung ¢b dinh
ctia chudt nhit dugc thé bing cac ving c¢b dinh cta ngudi. Cac vung cd dinh cia
khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi dbi trong c6 ngudn gbc tir cac globulin
mién dich cta ngudi. Viéc 1am cho c¢6 tinh nguodi cé thé dugc thuc hién theo
phuong phép ctia Winter va cac cong su (Jones et al. (1986) Nature 321:522-525;
Riechmann ef al. (1988) Nature 332:323-327: Verhoeyen et al. (1988) Science 239:
1534-1536), bang cach thay thé cac CDR hoic céc trinh tw CDR cia loai gdm nhdm
va loai gim nhim dot bién cho cac trinh tw trong tng cia khang thé nguoi. Trong
mdt s trudng hop, cac gbc ndm trong ving khung ctia mét hodc nhiéu ving bién
ddi ciia globulin mién dich cua ngudi duogc thay thé bang cac gbc khong phai ngudi
twong ung (xem tai li€u, vi dy, céc patent My sb 5,585,089; 5,693,761; 5,693,762;
va 6,180,370). Ngoai ra, khang thé duoc 1am twong thich v6i ngudi c6 thé chira cac
gbc ma khéng dugc tim thiy trong khang thé nhan hodc trong khang thé cho. Khang
thé dugc 1am twong thich véi ngudi theo sdng ché sé ciing bao gdm it nhit mot phén
cia ving ¢b dinh globulin mién dich (Fc). Thong thudng, ving cb dinh d6 cua
globulin mién dich clia ngudi va trong trudng hop nay 13 ving Fe IgG cam.

Khang thé theo sang ché c6 thé bao gbm cac gbc axit amin khong duge ma
héa béi céc trinh ty cia nguoi (vi du, cac dot bién dugc dua vao béng cach giy dot
bién ngiu nhién hogc dic hiéu vi tri in vitro hodc bing dot bién soma in vive). Cu
thé 13, thuat ngir “khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi” bao gém khang thé

ma chira bién thé cdm ctia vung Fc IgG.
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Thuét ngit "khang thé don dong duoc 1am twong thich vé&i nguoi" dé cap dén
khang thé thé hién tinh diic hiéu gin két don ma c6 cac ving bién dbi trong d6 ving
bién dbi dugc 1am twong thich véi ngudi tir cac trinh tu khong phai ciia ngudi.

Thuat ngit "khang thé tai t6 hop", nhu dwoc ding & ddy, bao gdm tht ca cac
khang thé ngudi hodc dugce lam tuong thich véi nguodi ma duge diéu ché, bidu hién,
tao ra hogc phén 1ap bing cic phuong phép tai td hop, nhu khang thé phan lap tur
dong vat (vi dy, chudt nhit) ma dugc bién ddi gen hoic bién dbi dbi véi cac gen
globulin mién dich cia ngudi hodc thé lai dugc bao ché tir do, khang thé phén léap tu
t€ bao chi dugc bién dbi dé biéu hién khang thé ngudi hodc dwoc lam tuong thich
v6i ngudi, vi du, tir t& bao u tiiy chuyén nhiém, khang thé phén lap tir thu vién
khang thé nguoi tai td hop, td hop, va khéng thé duoc bao ché, dugc biéu hién, duoc
tao ra hoic phéan 1ap duoc bang cic phuong phap khac bt ky ma c6 lién quan dén
viéc ghép ndi tat ca hodc mot phin cia gen globulin mién dich cia nguoi, cac trinh
tu khang c4c trinh ty ADN khac. Khang thé ngudi hodic duoc 1am twong thich voi
ngudi tai td hop nhu vay ¢ cic ving bién dbi trong d6 ving khung va CDR c6 thé
c¢6 ngudn gdc tir cac trinh tu globulin min dich dong mim cia nguvi. Tuy nhién,
theo cac phuong an nhit dinh, khang thé nguoi hodc duge lam twong thich véi
ngudi tai td hop nay c6 thé dugc giy dot bién in vitro (hodc, khi st dung dong vat
chuyén gen cho cac trinh tu Ig ngudi, su dot bién soma in vivo) va do d6 céc trinh ty
axit amin cia vung Vg va Vi cia khang thé tai td hop la céc trinh ty ma, trong khi
c¢6 ngudn gbc va c¢6 lién quan dén cac trinh ty Vi va Vi dong mam cia ngudi, c6
thé khong ton tai mot cach tu nhién trong kho dong mam khang thé ngudi in vivo.

Nhu dugc ding & day, "isotyp" d& cap dén nhém khang thé (vi du, IgM, IgE,
IgG nhu IgG1 hoic IgG4) ma dugc tao ra béi cac gen ving ¢d dinh chudi ning. Cac
isotyp khic nhau cé chirc ning tdc dong khac nhau. Vi duy, céc isotyp IgG1 va IgG3
ngudi kiéu dai gy ra hoat tinh doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC).

Cum tlr "khang thé nhan dién khang nguyén" va "khang thé dic hiéu khang
nguyén" va “khang thé truc tiép chéng lai khang nguyén” & day dugc sir dung thay

d6i cho thuat ngit "khang thé ma gin két dac hidu v6i khang nguyén”.
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Nhu duoc dung & day, khang thé hoic protein ma "gén két dic hiéu véi
polypeptit CD40" dugc dy dinh dé& cap dén khang thé hodc protein ma lién két véi
polypeptit CD40 ngudi véi Kp bing 100nM hodc nhé hon, 10nM hoiic nho hon,
InM hoac nhé hon.

Khéng thé ma "phan tng chéo véi khang nguyén khac CD40" dugc du dinh
dé cap dén khang thé ma gén két vei khang nguyén d6 vé6i Kp bang 1pM hodic nho
hon, 100nM hogc nhé hon, 10nM hoéc nhé hon, 1nM hodc nhé hon. Khéng thé ma
“khong phan tmg chéo véi khang nguyén cu thé" dugc du dinh d& cap dén khang
thé ma gén két voi khéng nguyén do, véi Kp béng 100nM hodc 16n hon, hodc Kp
bing 1uM hodc 16n hon, hodc Ky, bang 10pM hodc 16n hon. Theo cac phuong an
nhit dinh, khang thé nay ma khong phan tng chéo véi khang nguyén vé co ban thé
hién lién két khong thé phat hién duoc chéng lai c4c protein nay trong thr nghiém
lién két chuén.

Thuat nglt "Kjie, k& hodc "K,", nhu dugc ding & day, duoc du dinh dé cap
dén ty 18 lién két cua twong tac khang thé-khang nguyén cu thé, trong khi thuat ngit
"Kphan 1y" hodic "Kg," nhu dugc ding & dy, dwoc du dinh d& cép dén tde do phan ly
clia trong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuét ngt "Kp", nhu duge ding & diy, dugc du dinh d& cép dén hing sb
phan ly, ma thu duge tir ty sb ctia K4 so véi K, (nghia 1a Ky/K,) va duoc biéu hién
dudi dang ndng d6 mol (M). Céc gia tri Kp cua khang thé c6 thé duogc xac dinh
bing cach sir dung céc phuong phap di biét trong linh vyuc nay. Phuong phap xac
dinh Kp ctia khang thé 1a bing cach sir dung cong huéng plasmon bé mit, hodc
b%lng cach st dung hé cam bién sinh hoc nhu hé Biacore®.

Nhu dugc ding & day, thuat ngit "ai luc" d& cap dén mirc do twong tac gifta
khang thé va khang nguyén & cac vi tri khang nguyén don. Trong mdi vi tri khang
nguyén, ving bién ddi cua “nhanh” khang thé twong tic thong qua luc lién két
khong cong héa tri yéu véi khang nguyén & nhidu vi tri; sy twong tac cang nhiéu, ai
luc cang manh.

Nhu dugc dung & day, thuat ngit "4i tinh" dé cdp dén phuong phép lién quan
dén théng tin vé& d6 én dinh hoic cudong do no6i chung cta phirc hop khang thé-

khang nguyén. N6 dugc kiém so4t bsi ba yéu t6 chinh: 4i luc epitop khang thé; hoa
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tri ca ca khang nguyén va khang thé; va su sip xép ciu triic ctia cac phan tuong
tac. Cudi cung cac yéu td ndy x4c dinh tinh dic hiéu cia khang thé, d6 13, kha niang
1a khang thé cu thé lién két v6i epitop khang nguyén chinh x4c.

Nhu duoc diung & déy, thudt ngir “chit ddi khang CD40” duoc du dinh dé
cip dén khang thé hodc protein ma tic ché hoat tinh truyén tin hiéu duoc cam tng
bdi CD40 v6i su ¢6 mit cia CD40L trong thir nghiém té bao ngudi nhu thir nghiém
ting sinh PBMC qua trung gian CD40L. Thir nghiém nay dugc md ta chi tiét hon
trong cac vi du du6i ddy. Theo mét s phurong 4n, khang thé hoic protein theo sng
ché trc ché truyén tin hidu dugc cam tng béi CD40L v6i tri s6 IC50 bang 500ng/ml
hoacnhélunytéthonlévéiuiséICSObéngSOnghnlhoacnhéhon,viduvéi&isé
IC50 bing 20ng/ml hozc nhd hon, nhu dugc do trong thit nghiém ting sinh PBMC
qua trung gian CD40L.

Nhu dugc dung ¢ ddy, khang thé “khéng c6 hoat tinh cha van" dugc du dinh
@& cap dén khang thé ma khong lam ting déng ké hoat tinh truyén tin hiéu qua trung
gian CD40 khi khong c6 mdt CD40L trong thir nghiém trén co sé té bao, nhu thir
nghiém ting sinh PBMC qua trung gian CD40L. Thit nghiém nay dugc md ta chi
tiét hon trong cac vi du duéi day.

Nhu duge dung ¢ day, thudt ngit hoat tinh “ADCC” hodc “tinh ddc té bao
phu thudc khéng thé» dé cap dén hoat tinh 1am suy yéu té bao. Hoat tinh ADCC ¢6
thé duge do bing thr nghiém ADCC nhu dugc mé ta chi tiét hon trong phan Vi du
dudi day.

Nhu duge dung & ddy, thuat ngit khéng thé “cam” dé cap dén khang thé ma
khong thé hién hodc thé hién hoat tinh ADCC thip nhu duogc do trong thir nghiém
ADCC nhu dugc mé ta trong phan Vi du.

Theo mét phuong an, thuat ngt “khong c6 hodc cé hoat tinh ADCC thép”
nghia 12 khang thé cAm thé hién hoat tinh ADCC duéi 50% mtc phan gidi té bao
dic hiéu, vi du dudi 10% muc phan giai té bao dic hiéu khi duoc do trong thir
nghiém ADCC nhu dugc mo ta trong phén Vi du. Khong c6 hoat tinh ADCC nghia
1a khang thé cAm thé hién hoat tinh ADCC (mtic phan giai té bao dic hiéu) dudi
1%. Theo mdt phwong 4n cu thé, khang thé cam theo sang ché khong thé hién hoat
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tinh ADCC dang ké bét ky khi dugc do trong thir nghiém ADCC nhu dugc md ta
trong phan Vi du.

Chirc ning tic dong cAm c6 thé c6 dugc bing dot bién & ving Fc cua khang
thé va da dugc mo ta trong linh vuc ndy: LALA va N297A (Strohl, W., 2009, Curr.
Opin. Biotechnol. vol. 20(6):685-691); va D265A (Baudino et al., 2008, J.
Immunol. 181: 6664-69; Strohl, W., ¢ trén). Cac vi du vé khang thé Fc IgG1 cam
bao gdm thé dot bién LALA chura dot bién L234A va L235A trong trinh tu axit
amin Fc IgG1. Mot vi du khéac cta khang thé IgG1 cAm chira dot bién D265A. Mot
khéng thé IgG1 cAm khéc chira dot bién N297A, ma din dén khang thé dugc/khong
duogc glycosyl hoa.

Nhu duoc dung & day, thuat nglt “chon loc” dbi voi khang thé hodc protein
theo sang ché dé cap dén khang thé hoic protein ma gan két véi polypeptit dich nhét
dinh nhung khéng gén két véi cac polypeptit c6 lién quan mat thiét.

Nhu duge dung & day, thudt ngit "4i luc cao" dbi v6i khang thé dé cap dén
khang thé c6 Kp bang 1nM hoidc nhé hon dbi v6i khang nguyén dich. Nhu duge
dung & day, thuat ngh "dbi trong" bao gdm ngudi hodc dong vat khong phai nguoi
bét ky.

Thuat ngtt "dong vat khong phai nguoi" bao gbm tt ca dong vét cb xuong
séng, vi du, dong vat cé vi va khong dong phai dong vat c6 vu, nhu dong vt linh
trudng khong phai ngudi, ctru, chd, meo, ngua, bo, ga, dong vat ludng cu, loai bo
sat, .v.v.

Nhu dugc ding & ddy, thuat ngit, "téi uu héa" nghia Ia trinh tu nucleotit
duogc thay dbi dé ma hoa trinh tu axit amin béng cach st dung céc codon ma dugc
uu tién trong té bao hodc sinh vat san xuét, noi chung la té bao ¢6 nhan thyuc, vi du,
t& bao cua Pichia, t& bao cua Trichoderma, té bao tring chudt déng Trung qudc
(Chinese Hamster Ovary - CHO) hodc té bao ngudi. Trinh ty nucleotit tdi vu duoc
thao tac di truyén dé giit lai hoan toan hodc cang nhiéu cang tbt trinh tu axit amin
dugc ma hoa ban d4u béi trinh tu nucleotit ban dau, ma cling duoc biét dén 1a trinh
tu "gbc". Céc trinh tur t8i wu & dy duge thao tac di truyén dé c6 cac codon ma duoc
uu tién trong cac té bao dong vét c6 va CHO, tuy nhién biéu hién tdi wu cia cac

trinh ty nay trong cac t& bao c6 nhéan thuc ciing dugc md ta & day. Cac trinh ty axit
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amin dugc ma hoa boi cac trinh ty nucleotit tdi vu cling dugc dé cap dén nhu duoc
t61 uu hoéa. ‘

Nhu dugc ding & ddy, phin trim dong nhét gitra hai trinh tw 13 chtc ning
ctia sb vi tri ddng nhét c6 chung & cé4c trinh tu (nghia 13, % ddng nhit = s vi tri
déng nhéit/téng sb vi tri x 100), tinh ca sb khoang tréng, va chiéu dai cia mdi
khoang trdng, ma can dwa vao dé sip xép thing hang t8i wu giita hai trinh tw. So
sanh c4c trinh tu va x4c dinh phén trim d6ng nhét gitta hai trinh ty c¢6 thé dugc thuc
hién béng cach str dung thuit todn toan hoc, nhu dugc mé ta dudi day.

Phéin trim ddng nhit gita hai trinh ty axit amin c6 thé duoc xac dinh bang
cach sir dung thuét toan cua E. Meyers va W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-
17, 1988) ma dugc dua vao chuong trinh ALIGN (phién ban 2.0), béng cach st
dung bang gbc khdi lwong PAM120, diém phat chidu dai khoang trbng bang 12 va
diém phat khoang trdng bing 4. Theo mét cach khac, phén trim ddng nhét gitta hai
trinh tu axit amin c6 thé dugc x4ac dinh béng céch st dung thuat todn Needleman va
Wunsch (J. Mol, Biol. 48:444-453, 1970) ma dugc dua vao chuong trinh GAP trong
g6i phin mém GCG (c6 sén & http://www.gcg.com), bing cich sit dung ma trdn
Blossom 62 hoic ma tran PAM250, va khdi lugng khoang tréng béng 16, 14, 12,
10, 8, 6, hodc 4 va khdi lugng @6 dai bang 1, 2, 3, 4, 5, hoic 6.

Phén trim ddng nhit gifra hai trinh ty axit amin nucleotit ciing c6 thé dugc
xé4c dinh bang cach st dung vi du cac thudt toan nhu chuong trinh BLASTN dbi véi
cac trinh tu axit nucleic béng cach st dung céc gia tri mic dinh chiéu dai tir (W)
br?mg 11, gié tri dy tinh (E) béng 10, M=5, N=4, va so sanh cua ca hai mach.

Khang thé tai td hop

Khang thé theo sang ché bao gdm khang thé tai t5 hop dwoc 1am tuwong thich
v6i nguoi mAbl-mAb3, phin 13p dugc va dugc dic trung vé mit cu tric boi cac
trinh ty axit amin chudi ning va nhe c6 chidu dai diy du nhu dugc mé ta trong

Béang 1 duéi day.
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Bang 1: Céc trinh tu axit amin chudi ndng va nhe cé chiéu dai déy da cua mAbl-

mADb3

, Trinh ty axit amin c6 chiéu Trinh tu axit amin c6 chiéu
Khang the X ~ 5 .
dai day du cua chudi néng dai day da caa chudi nhe
mAbl SEQ ID NO:11 SEQ ID NO:12
mADb2 SEQ ID NO:13 SEQ ID NO:14
mADb3 SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:16

Céac ving bién ddi twong tmg, cic trinh ty axit amin Vi va Vi cia khang thé
phan 1ap mAbl-mADb3 theo sang ché déu c6 ngudn gdc tir cing mét khang thé
Chirl2.12 dugc md ta truéc diy vi du trong cong bd don qubc té& s
WO02006/073443 va bao gbm trinh tu axit amin Vy néu trong SEQ ID NO:7 va
trinh tu axit amin Vi néu trong SEQ ID NO:8.

Mot su khac biét quan trong cua khang thé theo sang ché so véi CHIR12.12
ban dau 13 chiing c6 viing Fc, bao gdm ving Fc IgG cam, vi du ving Fc IgG1 cAm.

Cu thé 13, Béang 2 thé hién géc cai bién cua vung Fec IgG1 duogc tién hanh dé
thu dugc cac khang thé mAbl-mADb3 so véi khang thé CHIR12.12 ban dau.

Bang 2: Cai bién ving Fc IgG1 dé thu dugc mAbl-mAb3

Khéng thé Cai bién ving Fc IgG1 Trinh ty axit amin vung Fc
mAbl N297A SEQ ID NO:17
mADb2 D265A SEQ ID NO:18
mADb3 L234A/L235A SEQ ID NO:19

Khéng thé khéac theo sang ché bao gdm céc khang thé c6 cac axit amin ma
dugc gy dot bién bang cach loai bo, thém hodc thay thé axit amin, ma c6 it nhét 60,
70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 hoidc 100 phin trim ddng nhit véi viing Vi va Vi clia
CHIR12.12, SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8 tuong ting va chtra vung Fc IgG cém,
vi du vung Fc IgG1 cam.

Theo mét s6 phuong an, khang thé theo sang ché 1 bién thé dot bién cia
khang thé bét ky trong s6 mAbl-mADb3, trong d6 khang thé bién thé dot bién nay

chita c4c trinh ty axit amin dot bién trong d6 khong qud 1, 2, 3, 4 hodc 5 axit amin
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dugc giy dot bién bang cach loai bd, thém hodc thay thé axit amin trong vung Vy
va Vi, khi so véi cac vung Vg va Vi ciia CHIR12.12, SEQ ID NO:7 va SEQ ID
NO:8 tuong Ung va gilt lai cac Vl‘mg'cé dinh tuwong tu nhu mAbl, mAb2 hoic
mADb3.

Céc trinh tu ma hoéa nucleotit chudi nhe va ndng co chiu dai déy da caa
mAbl-mAb3 dugc thé hién trong Bang 3 dudi day.

Bang 3: Céc trinh ty ma héa ADN ctia chudi ning va nhe c6 chiéu dai diy du

. | Trinh tu m3 héa ADN ctia chudi | Trinh tu ma héa ADN cua chudi
Khéng thé ; 5 5 5
ndng c6 chiu dai day du nhe c6 chiéu dai day du
mAbl SEQ ID NO:22 SEQ ID NO:23
mAb2 SEQ ID NO:24 SEQ ID NO:25
mAb3 SEQ ID NO:26 SEQ ID NO:27

Céc axit nucleic khdc ma héa khang thé theo sang ché bao gdm cac axit
nucleic ma dugc gy dot bién béng cach loai bd, thém hodc thay thé nucleotit, ma
c6 it nhét 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 hodc 100 phn traim ddng nhat véi ving
14n lvot ma hoa Vi va Vi ciia CHIR12.12, nhu dugc mé ta trong céc trinh ty duoc
néu vi du trong SEQ ID NO:20 va SEQ ID NO:21 tuong Gng va chira trinh ty ma
héa cua vung Fc IgG cam, vi dy, ving Fc IgG1 cam.

Theo mot s& phuong 4n, sang ché dé cép cac axit nucleic bién thé trong do
khong qué 1, 2, 3, 4 hodc 5 nucleotit dugc thay dbi béng cach loai bd, thém hoic
thay thé nucleotit trong viing ma héa Vi va Vi véi cac ving ma héa Vi va Vi duge
mo ta trong cic trinh ty dugce néu vi du trong SEQ ID NO:20 va SEQ ID NO:21
tuong (mg, va van giit dugc cic trinh tw ma héa twong tw clia cac ving cb dinh nhu
c4c trinh ty 14n luot m3 hda mAbl, mAb2 hodc mADb3.

Khang thé tuong dong

Ngoai khang thé tai t6 hop theo sang ché, mAbl-mAb3, sang ché ciing bao
gbm khéang thé trong ddng hoic protein giit lai cdc ddc tinh chtrc ning mong muén
ctia cac khang thé mAbl-mADb3.

Cu thé 13, khang thé twong ddng nay hoic protein theo sang ché 1a khang thé

hoic protein chtra phin gin két khang nguyén cia khang thé truc tiép chéng lai
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polypeptit CD40 dich (SEQ ID NO:28), khac biét & chd trong d6 khang thé nay
hodc protein

a) lién két voi Polypeptit CD40 véi Kp bﬁng 10nM hodc nhé hon, va,

b) chira vung Fc IgG cam
va trong d6 khang thé twong ddng niy hoic protein vén gitt lai dugc cac dic tinh
chtrc ning mong mudn ciia khang thé mAbl-mAb3 ban dau.

Céc dic tinh chirc ning mong mudn ciia cac khang thé mAbl-mADb3 ban diu
¢6 thé duge chon tir mdt hodc nhiéu dic tinh trong sb cac dic tinh dudi day:

(i)  gén két dic hidu véi CD40, vi du, Kp bing 100nM hozc nhé hon, 10nM
hodc nhé hon, hodc 1nM hodc nho hon, khi dugc do b.%lng thtr nghiém
Biacore;

i) Ia chat dbi khang CDA40, vi dy, tc ché viéc truyén tin hiéu dugc cdm Ung
boi CD40L khi dugc do bing thir nghiém ting sinh PBMC qua trung gian
CD40L;

(iii)  thé hién khong c6 hodc c6 hoat tinh chu van thip, khi duoc do bang thir
nghiém ting sinh PBMC qua trung gian CD40L;

(iv)  phan tng chéo véi polypeptit CD40 ctia khi Cynomolgus;

(v)  khong c6 hodc c6 hoat tinh ADCC thép; va,

(vi)  ¢6 dic tinh thich hop cho viéc phét trién thude.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé twong ddng nay hoic protein theo
sang ché chira viing Fc IgG1 cam, vi dy, ving Fc IgG1 cam dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 hoic SEQ ID NO:19.

Theo mot phuong 4n cu thé, sang ché dé cip dén khang thé hoic protein
trong d6 c6 céc trinh tu nucleotit chudi ning va nhe cua ving bién ddi, hodc céc
trinh tu axit amin chudi ning va nhe cla ving bién ddi, hodc tit ca 6 trinh tu axit
amin CDR hoic céc trinh tu mad hoa nucleotit ma twong ddng véi céc trinh ty axit
amin hodic nucleotit twong tng cta cac khang thé mAbl-mAb3 dugc néu & trén, cu
thé 1a trong Bang 1, va khang thé nay hoic protein chira ving Fc IgG cam dugc
chon tir nhém bao gébm ving Fc cia mAbl (SEQ ID NO:17), ving Fc ciia mAb2
(SEQ ID NO:18) va viing Fc ctia mAb3 (SEQ ID NO:19), trong d6 khang thé twong

ddng nay hodc protein gin két dic hidu véi CD40, va khang thé hoic protein thé
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hién céc dic tinh chuc ning sau day: la chét dbi khang CDA40, thé hién khong cé
hoic ¢6 hoat tinh chi van thip, va khong cé hoidc c6 hoat tinh ADCC thép.

Vi du, séng ché dé cap dén khang thé hoic protein twong ddng v6i mAbI-
mAb3, chita ving Fc IgG cAm dugc chon tir nhém bao gdm ving Fc ciia mAbl
(SEQ ID NO:17), vung Fc cia mAb2 (SEQ ID NO:18) va vung Fc cia mAb3 (SEQ
ID NO:19), va chira cac trinh tu chudi niang bién dbi (Vi) va chudi nhe bién dbi
(VL) trong d6 céc trinh ty CDR c6 chung it nhét 60, 70, 90, 95, 96, 97, 98, 99 hoic
100 phén trim trinh tw ddng nhét véi céc trinh tw CDR twong Gng ciia mAbl-mAb3,
cac SEQ ID NO tir 1-6 twong tng, trong d6 khang thé twong ddng nay hoic protein
gén két ddc hiéu voi CD40, va khang thé twong ddng hodic protein thé hién cac dic
tinh chirc ning sau day: la chit dbi khang CD40, thé hién khong c6 hodc cé hoat
tinh chu van tha“ip, va khong c6 hodc ¢6 hoat tinh ADCC thép.

Theo mét phuong 4n cu thé ¢6 lién quan, khang thé tuong ddng hoic protein

a) gin két voi CD40 véi Kp bang 1nM hodc nhé hon;

b) tc ché truyén tin hiéu duogc cdm tmg bdi CD40L véi trj s6 ICsy bang 50ng/ml
hozc nhé hon nhu duge do bang thir nghiém ting sinh PBMC qua trung gian
CD40L duoc néu trong phin Vi du;

¢) khéng c6 hodc c6 hoat tinh cht van thdp nhu duge do bing thir nghiém sinh
hoc nhu thit nghi€ém ting sinh PBMC qua trung gian CD40L nhu dugc mo ta
trong ph?ln Vi dy; va, |

d) khéng c6 hoic c6 hoat tinh ADCC thap.

Ngoai ra, sang ché d& cip dén khang thé hoic protein twong ddng v6i mAb1-
mADb3, chira ving Fc IgG cdm dugc chon tir nhém bao gdm ving Fc cia mAbl
(SEQ ID NO:17), vung Fc cia mAb2 (SEQ ID NO:18) va vung Fc cia mAb3 (SEQ
ID NO:19), va chira cac trinh tu chudi ning bién ddi (Vi) va chudi nhe bién ddi
(VL) ma cé chung it nhat 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 hodc 100 phin trim trinh ty ddng
nhit véi céc trinh tu (Vi) va (Vi) twong tng cia mAbl-mAb3, tuong tng SEQ ID
NO:7 va SEQ ID NO:8, trong d6 khang thé tuong ddng nay hodc protein gin két
dédc hi¢u vdi CD40, va khéng thé hodc protein thé hién cac dic tinh chic nang sau
day: 1a chét d6i khang CD40, thé hién khéng c6 hodc c6 hoat tinh cha van thap, va
khong c6 hoic c6 hoat tinh ADCC thip.
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Theo mdt phwong an cu thé c6 lién quan, khang thé twong ddng nay hoic
protein

a) gén két voi CD40 véi Kp bﬁng 1nM hodc nhé hon;

b) tc ché truyén tin hiéu duge cam ng bdi CD40L véi ICs b?mg 50ng/ml hoédc
nho hon nhu dugc do bing thir nghiém ting sinh PBMC qua trung gian
CD40L dugc néu trong phin Vi du;

c) khoéng c6 hodc c6 hoat tinh chu van thép nhu duoc do bﬁng thtr nghi€m sinh
hoc nhu thtt nghiém tidng sinh PBMC qua trung gian CD40L dugc néu trong
phén Viduy; va,

d) khong c6 hoic c6 hoat tinh ADCC thép.

Theo mdt vi du khac, sing ché dé cap dén khang thé hodc protein twong dong
v6i mAbl-mAb3 chira viing Fc IgG cim dugc chon tir nhém bao gdm ving Fe cua
mAbl (SEQ ID NO:17), vung Fc ciia mAb2 (SEQ ID NO:18) va vung Fc cla
mAb3 (SEQ ID NO:19), va trong dé: cac chudi ning va nhe bién dbi dugc ma héa
béi trinh tw nucleotit ma it nhat 80%, it nhit 90%, it nhit 95%, hodc 100% ddng
nhét vé6i trinh tu nucleotit 1an lwgt m3 hda cua cac chudi ndng va nhe bién dbi cua
mADbI1-mAb3, trong d6 khang thé twong ddng nay hodc protein gin két dic hidu voi
CD40, va khang thé hoic protein thé hién cac dic tinh chtc ning sau day: 1a chét
dbi khang CD40, thé hién khong c6 hodc c6 hoat tinh chd van thép, va khong cé
hoic c6 hoat tinh ADCC thép.

Theo mdt phuong 4n cu thé c6 lién quan, khang thé tuong ddng nay hodc
protein

a) gin két v6i CD40 véi Kp bang 1nM hodc nhé hon;

b) tc ché viéc truyén tin hiéu dwgc cim tng bdi CD40L vdi tri sb ICs bing
50ng/ml hodc nhd hon nhu duge do bing thir nghiém ting sinh qua trung
gian CD40L dugc néu trong phz‘in Vi du;

c) khong c6 hodc c6 hoat tinh chu van thép nhu duoc do béng thtr nghiém sinh
hoc nhu thtr nghiém tang sinh PBMC qua trung gian CD40L dugc néu trong
phﬁn Vi du; va,

d) khong c6 hoic c6 hoat tinh ADCC thép.
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Khang thé v6i cac trinh ty axit amin dot bién c6 thé thu duoc béng cach gay
dot bién (vi du, gdy dot bién truc tiép vi tri hodic qua trung gian PCR) cia phan tu
axit nucleic ma hoa, tiép theo thir nghiém khéng thé bién ddi dwoc ma hoa vé chirc
ning dugc gilt nguyén (nghia 13, cdc chitc ning duge trinh bay & trén) biang cach sir
dung céc thir nghiém chirc ning dugc néu trong phan Vi du dudi day.

Theo cic phuong 4n nhét dinh, khang thé hodc protein twong ddng voi
mAbl-mAb3 nhu néu trén c6 cac cai bién trinh ty bao toan.

Nhu dugc dung & day, thuat ngit "cai bién trinh ty bao toan" dugc du dinh dé
cap dén su thay thé axit amin trong d6 gbc axit amin duoc thé bing gbc axit amin
¢6 chudi phu twong tu. Cac ho géc axit amin c6 cadc mach bén tuong tu da dugc xac
dinh trong linh vuc k¥ thudt nay. Cac ho nay bao gé)m céc axit amin c6 chudi phu
bazo (vi du, lysin, arginin, histidin), cdc mach bén axit (vi duy, axit aspartic, axit
glutamic), cdc mach bén phén cuc khong dién tich (vi du, glyxin, asparagin,
glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein, tryptophan), cdc mach bén khong phéan
cuc (vi du, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin), cac
mach bén phan nhanh beta (vi dy, threonin, valin, isoleuxin) va cdc mach bén thom
(vi dy, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Do d6, mot hodc nhiu gbc axit
amin trong cac viing CDR ctia khang thé theo sang ché c6 thé duoc thay thé bing
c4c gbc axit amin khac trong cing ho mach bén, va khang thé bién dbi c6 thé dugc
thir ngiém vé chirc ning dugc gitr lai bang cach sir dung cac thir nghiém chirc nang
dugc néu ¢ day.

Céc cai bién c6 thé dugc dua vao khang thé theo sang ché bing c4c k§ thuat
chuin da dugc biét trong linh vuc ndy, nhu gay dot bién truc tiép vi tri va gay dot
bién qua trung gian PCR.

Phén tt axit nucleic ma hoéa khang thé hoic protein theo sang ché

Mot khia canh khac ctia sang ché dé cap dén phén tir axit nucleic ma ma hoa
khang thé hoic protein theo sang ché nhu néu & trén.

Céac vi du vé céc trinh tur nucleotit chudi nhe va ndng cua khang thé bt ky
trong s cac khang thé mAbl dén mAb3 c6 thé c6 trong Bang 3 (thé hién toan bd

céc trinh ty ma hoa nucleotit cia cac chudi ning va nhe ctia mAbl dén mADb3).
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Céac vi du khac v& céc trinh tu nucleotit chudi nhe va ning theo sang ché 1a
trinh ty bat ky ma héa cic trinh ty axit amin chudi ning va/hoic chudi nhe c6 chiu
dai diy di cia mAbl, mAb2 hoiic mAb3 nhu duge md ta trong Bang 1.

Sang ché ciing dé c4p dén cac phén tir axit nucleic ma c6 ngudn gbe tir cac
trinh ty sau cung duoc t8i wu hoa dé biéu hién protein trong cac t€ bao dong vét co
vii, vi du, cac dong té bao CHO.

Céc axit nucleic c6 thé c6 mit trong cac té bao nguyén ven, trong dich phan
giai t€ bao, hodc c6 thé 13 cac axit nucleic & dang duoc tinh ché mot phén hoic vé
co ban 13 tinh khiét. Axit nucleic "dwoc phan 14p" hoic "dwoc 1am cho gn tinh
khiét" khi duoc tinh ché ra khéi cac thanh phin té bao khac hodc cac tap chét khac,
vi duy, céc axit nucleic hodc céc protein té bao khac, béng cac k¥ thuat chuén, bao
gbm viéc xir Iy bang kiém/SDS, dai bang CsCl, sic ky cot, dién di trén gel agaroza
va céc phuong phap khac da duge biét dén trong linh vuc. Xem tai liéu, F. Ausubel,
et al., ed. 1987 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and
Wiley Interscience, New York. Axit nucleic theo sang ché co thé 13, vi du, ADN
hodc ARN va c6 thé chira hoic khong chira céc trinh ty intron. Theo mét phuong
&n, axit nucleic 1a phan tir cADN. Axit nucleic c6 thé c6 mit trong vecto nhu vecto
biéu hién thé thuc khudn, hoic trong vecto plasmit tai td hop.

Axit nucleic theo sang ché co thé thu dugc bing cach st dung céc k¥ thuét
sinh hoc phan tir chuén. Mot khi cac doan ADN ma hoa, vi du, cac doan Vy va Vi
thu dugc, cadc doan ADN nay c6 thé con duoc thao tac béng céc k¥ thuat ADN tai td
hop, vi du dé chuyén cac gen ving bién ddi vao cac gen chudi khang thé ¢ chiéu
dai ddy d0, vao cac gen ciia doan Fab hodc vao gen cua scFv. Trong céac thao tac xu
ly nay, doan ADN ma héa Vi, hodc Vg dugc lién két dong v6i mot phan tdt ADN
khéc, hodc véi doan ma héa ving ¢b dinh khang thé cia mAb1-mAb3 chia vung Fc
nhu néu trong SEQ ID NOs:17-19.

Thuét ngit "lién két dong", nhu dugc sir dung trong ban mé ta nay, duge du
dinh nghia 13 hai doan ADN dugc ndi theo cach chuc nang, vi du, dé cho cac trinh
ty axit amin dugc mi hoa béi hai doan ADN van giit & trong khung, hoic dé cho

protein dugc biéu hién dudi sy kiém soat cua trinh ty khéi ddu mong mudn.
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ADN phén 1ap mi héa ving Vy c6 thé dugc chuyén hoa thanh gen chudi
ning c6 chiéu dai ddy di bang cach lién két dong ADN ma héa Vi véi mot phén ti
ADN khac ma hoéa cac viung ¢b dinh chudi ning (CH1, CH2 va CH3). Cac trinh tu
ctia gen ving cd dinh chudi niang cia ngudi da duge biét dén trong linh vuc nay
(xem tai liéu, vi du, Kabat, E. A., el al., 1991 Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242) va cic doan ADN bao gdm céc ving niy
c6 thé thu dugc béng cach khuéch dai PCR chudn. Ving cb dinh chudi ndng co thé
dugce chon trong sd cac isotyp IgGl chira ving Fc nhu néu trong cic SEQ ID
NO:17-19.

ADN phan 14p dugc ma héa ving Vi c6 thé duoc chuyén thanh gen chudi
nhe c6 chiéu dai ddy di (cling nhu thanh gen chudi nhe Fab) bing cach lién két
dong ADN ma héa Vi véi mét phén tf ADN khac ma héa ving ¢ dinh chudi nhe,
CL. Trinh tw ctia cAc gen viing ¢ dinh chudi nhe ctia ngudi 13 da biét trong Iinh vuc
nay (xem tai li€u vi du, Kabat, E. A., et al, 1991 Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242) va c4c doan ADN bao gém cic ving nay
¢6 thé thu duge béng cach khuéch dai PCR chuén. Ving c¢d dinh chudi nhe c6 thé 1a
ving cb dinh kapa hoic lamda. ‘

Té bao u tiy chuyén nhidm dé san xuét khang thé don dong

Khang thé hoidc céc protein theo sang ché c6 thé duoc tao ra trong t& bao u
tiy chuyén nhiém chu, vi du, bang cach két hop k§ thuat ADN ti tb hgp va céc
phuong phép chuyén nhidm gen nhu da dwgc biét dén trong linh vuc nay (vi du,
Morrison, S. (1985) Science 229:1202).

Vi du, dé biéu hién khéang thé, cac ADN ma hoa mot phﬁn hodc toan bd
chudi nhe va ning c6 thé thu dugc bing céc k¥ thuat sinh hoc phén tr hodc hoéa sinh
chuin (vi du, téng hgp héa hoc ADN, khuéch dai PCR hodc tach dong cADN béng
cach str dung té bao lai ma bidu difn khang thé quan tdm) va cac ADN c6 thé dugc
chén vao cédc vecto biéu hién dé cho cac gen duogc lién két dong v6i cac trinh tu
kiém so4t phién ma va dich ma. Trong ban mod ta ndy, thuat ngit "lién két dong"

dugc du dinh nghia 1a gen khang thé duge ndi vao vecto dé cho cac trinh tu kiém
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so4t phién ma va dich ma trong vecto van dung chirc ning cua ching dé diéu hoa sy
phién ma va dich mad gen khang thé. Vecto bidu hién va céc trinh tu kiém soat su
biéu hién dugc chon 1 twong thich vé&i té bao chi biéu hién dugc st dung. Gen
chudi nhe khang thé va gen chudi ning khang thé c6 thé dugce dua vao vecto riéng
biét hodc, thong thuong hon, cé hai gen dugc dua vao cung mot vecto biéu hién.

Céac gen khang thé dugc dua vio vecto biéu hién bang cic phuong phéap
chuén (vi du, ndi cac vi tri gidi han bd sung trén doan gen khang thé va vecto, hodc
néi diu cun néu khong c6 cic vi tri giéi han). Ving bién dbi chudi nhe va ning cta
khéang thé dugc md ta & day c6 thé duoc sit dung dé tao ra cac gen khang thé c6
chidu dai diy da bang cich chén ching vao céc vecto biéu hién d4 ma hoa ving cb
dinh chudi ning va chudi nhe cua trinh ty mong mudn tuong tng véi céc ving b
dinh ndy ciia mAbl, mAb2 hodc mAb3 dé cho doan Vy lién két dong vai (cac) doan
Cy trong vecto va doan Vi dugc lién két déng véi doan C trong vecto. Ngoai ra
hodc theo cach khac, vecto biéu hién tai td hop c6 thé ma hc')a peptit tin hi€u ma tao
didu kién thuan lgi cho viéc bai tiét chudi khang thé tir té bao chii. Gen cia chudi
khang thé c6 thé duoc tach dong trong vecto dé cho peptit tin hiéu dugc lién két
trong vung khung vé1 d4u amino cua gen cta chudi khang thé. Peptit tin hiéu c6 thé
1a peptit tin hiéu cia globulin mién dich hodc peptit tin hiéu khac loai (nghia 14,
peptit tin hiéu tir protein khong phai globulin mién dich).

Ngoai cac gen clia chudi khang thé, cac vecto biéu hién tai t6 hop theo sang
ché mang cac trinh tu didu hoa ma kiém soat su biéu hién cua cac gen cua chudi
khang thé trong té bao chi. Thuat ngit "trinh tu didu hoa" dugc du dinh bao gdm
gen khdi d4u, gen ting cudng va cac yéu t d6i chimg biéu hién khac (vi dy, céc tin
hiéu polyadenyl hoa) ma kiém sodt qué trinh phién ma hodc dich ma cia cac gen
cta chudi khang thé. Céc trinh tu diéu hoa nay dugc mo ta, vi dy, trong tai liéu cla
Goeddel (Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA 1990). Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay hiéu
r%mg viéc thiét ké vecto biéu hién, bao gém viéc lwa chon céc trinh tu didu hoa, c6
thé phu thudc vao cac yéu td nhu sy lua chon té bao cin bién nap, muc biéu hién
cua protein mong mudn, v.v.. Céc trinh tu diéu hoa dung cho viéc biéu hién té bao

chu cua dong vat c6 vi bao gom céc yéu to virut ma hudng vao mirc bi€u hién
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protein cao trong céc té bio déng vat ¢ vii, nhu cac gen khoi ddu va/hoidc gen tang
cudng c6 ngudn gbc tir cytomegalovirut (CMV), Simian Virut 40 (SV40),
adenovirut (vi du, trinh ty kh&i ddu muén chid yéu cua adenovirut (AAMLP)), va
polyoma. Theo mdt cach khéc, cédc trinh ty diéu hoa khong phai cua virut co thé
duge st dung, nhu gen khéi dau ubiquitin hodc gen khéi déu P-globin. Ngoai ra,
cac yéu t6 diéu hoa bao gdm céc trinh tu tr cac ngudn khic nhau, nhu hé gen khéi
d4u SRa, ma chira céc trinh tu tor gen khoi dau sém SV40 va gen lap lai dai & dau
tdn cling clia virut gdy bénh bach cdu té bao T ngudi typ 1 (Takebe, Y. et al., 1988
Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ngoai ra, cic gen ciia chudi khang thé va céc trinh tu diéu hoa, vecto bidu
hién tai td hop theo sang ché c6 thé mang céc trinh ty khac, nhu cac trinh tu diéu
hoa qud trinh tai ban clia vecto trong cac té bao chu (vi du, cac diém khéi dau tai
ban) va cac gen dénh d4u chon loc. Gen danh déu chon loc tao diéu kién thuén loi
cho viéc dua chon loc cic vecto ndy vao (xem, vi dy, cac patent My sb 4,399,216,
4,634,665 va 5,179,017, tit ci déu ctia Axel va cac ddng tac gia). Vi du, thong
thuong gen danh déu chon loc ¢6 tinh khang thudc, nhu G418, hygromyxin hodc
methotrexat, trén t& bao chi ma vecto nay dugc dua vao. Cac gen danh déu chon loc
bao gém gen dihydrofolat reductaza (DHFR) (dé sir dung trong céc té bao chu dhfr
dé chon loc/khuéch dai methotrexat) va gen méi (dé chon loc G418).

Pé biéu hién cac chudi nhe va ning, (cic) vecto bidu hién ma héa cac chudi
ning va nhe dugc chuyén nhim vao té bao chi bang cac k§ thuat chudn. Nhiéu
dang khéc cua thuat ngit "chuyén tiép" dugc dy dinh bao gdm mét khoang rong cac
k§ thuat thudng duge st dung d& dua ADN ngoai sinh vao t€ bao chu chua c6 nhan
thuc hodc c6 nhén thuc, vi du, dién di, két tha canxi-phosphat, chuyén nhiém bang
DEAE-dextran va k¥ thuét twong tw. Vé ly thuyét c6 thé biéu hién khang thé theo
sang ché trong céc té bao chii chua c6 nhén thuc hodc ¢6 nhan thuc. Biéu hién cta
khang thé trong céac t€ bao c6 nhan thuc, vi du cac t& bao chu cla dong vat co v,
nidm men hodic ndm dang soi, dugc thao ludn bai vi cac t& bao c6 nhan thuc nay, va
cu thé 1a cac té bao cua dong vat c6 vu, 1a ¢6 vé thich hgp hon cac té bao chua co
nhan thyc dé thu thap va tiét ra khang thé gdp nép va c6 hoat tinh min dich thich
hop.
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Theo mot phuong 4n cu thé, vecto tich dong hodc biéu hién theo sang ché
chtra it nhit mot trong s céc trinh ty ma héa tir (a)-(c) sau day, lién két dong véi
cac trinh tw gen khai dau thich hop:

(a) SEQ ID NO:22 va SEQ ID NO:23 1an luot ma héa chudi ndng va nhe cé chiéu
dai ddy di ctia mAbI;

(b) SEQ ID NO:24 va SEQ ID NO:25 14n lugt ma héa chudi ning va nhe cé chiéu
dai day du cia mAb2; hoic,

(c) SEQ ID NO:26 va SEQ ID NO:27 1an lwot ma hoéa chudi ning va nhe c¢6 chidu
dai diy du cia mAb3.

Céc t& bao chii cia dong vat c6 va dé bidu hién khang thé tai td hop theo
sang ché bao gbm té bao tritng chudt ddng Trung qudc (t& bao CHO) (bao gdm cac
té bao dhfr-CHO, dugc md ta béi tai liéu Urlaub va Chasin, 1980 Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216-4220 str dung chét danh déu chon loc DH FR, vi dy, nhu dugc
md ta trong tai li€u R.J. Kaufman va P.A. Sharp, 1982 Mol. Biol. 159:601-621), cac
dong té bao CHOK1 dhfr+, cac té€ bao u tiy NSO, cac té bao COS va cac té bao
SP2. Cu thé 13, dé sfr dung véi cac t€ bao u tay NSO, mot hé biéu hién khac 1a hé
biéu hién gen GS duoc trinh bay trong cong bd don PCT s6 WO 87/04462, WO
89/01036 va patent chau Au s EP 0 338 841.

Khi cac vecto biéu hién tai t hop ma héa cac gen khang thé dwoc dua vao
céc té bao chil cia dong vat c6 v, thi khang thé dugc tao ra bing cach nudi cdy cac
té bao chi trong mot khoang thoi gian di dé cho phép biéu hién khang thé trong cac
té bao chi hozc tiét khang thé vao méi truong nudi cdy trong do cac té bao chu
dugc phat trién. Khang thé c6 thé duoc thu hdi tir méi trudong nudi ciy bing cach sir
dung cic phuong phap tinh ché protein chuin (Xem tai liéu vi du Abhinav et al.
2007, Journal of Chromatography 848: 28-37).

Theo mét phuong an cu thé, t& bao chu theo séng ché 1a t& bao chu dugc
chuyén nhiém vecto biéu hién c6 cac trinh tr ma héa dugce chon tir nhém bao gE”)m
cac trinh tw (a)-(c) thich hop d& biéu hién mAbl-mAb3 twong tng, dugc lién két
dong dugc véi cac trinh ty gen khéi dau thich hop:

(a) SEQ ID NO:22 va SEQ ID NO:23;
(b) SEQ ID NO:24 va SEQ ID NO:25; va,
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(c) SEQ ID NO:26 va SEQ ID NO:27.

Céc té bao chi sau d6 c6 thé con dugc nudi cdy tiép trong cac didu kién thich
hop d& biéu hién va san xuit khang thé theo sang ché dugc chon tir nhém bao gbm
mAbl-mAb3 tuong ing.

Phéan tir ddc hi¢u kép

Theo mdt khia canh khéc, sdng ché dé cap dén phén tr dac hi€éu kép hoac da
dic hiéu bao gébm khang thé khang CD40 hoic protein theo sang ché. Khang thé
hodc protein theo sang ché c6 thé dugc tao din xuit tir hodc duoc lién két véi mot
phan tit chitc ning khéc, vi du, mot peptit hodc protein khac (vi du, mot khang thé
hozc phdi tir khac cho thu thé) dé tao thanh phan tir dic hiéu kép ma gin két véi it
nhét hai vi tri gin két hogic cac phan tir dich khac nhau. Khang thé theo sang ché
thuc té c6 thé duoc tao dan xuit hodic duoc lién két véi hon mot phan tr chirc nang
khac dé tao ra phan tir da dac hi€u ma gén két v6i nhidu hon hai vi tri gén két
va/hodc phan t dich khéc nhau; phan tr da dic hi€u nay cling du dinh duogc nam
trong thuat ngit "phan ttr dic hiéu kép" nhu duoc ding & ddy. Dé tao ra phan tir dic
hiéu kép theo sang ché, khang thé hoic protein theo sang ché c6 thé duoc lién két vé
mit chic ning (vi dy, bang cach ghép ddi hoa hoc, dung hop di truyén, lién két
khéng cong hoéa tri hodc kiéu lién két khac) véi mot hodc nhiéu phan tir lién két
khéc, nhu mdt khang thé khac, doan khang thé, peptit hodc doan bt chude gén két,
dé thu duoc phén tir dic hidu kép.

Do d6, sang ché bao gdm céac phan tir dic hiéu kép c6 it nhat mot tinh dic
hiéu lién két thi nhit v6i CD40, vi du, mot phén gén két véi khéng nguyén cua
khang thé bét ky trong s6 mAbl-mAb3 va tinh dic hiéu gan két thir hai véi epitop
dich thtr hai. Vi du, epitop dich thtr hai 12 mot epitop khac cia CD40 khac véi
epitop dich thtr nhat. Mot vi du khac 14 phan tir dic hidu kép c6 it nhit mot tinh dic
hiéu gin két tha nhét v6i CD40, vi du, mdt phin gin két v6i khang nguyén cia
khang thé bit ky trong s6 mAbl-mADb3 va tinh dac hidu gin két thir hai véi epitop
trong CD40.

Ngoai ra, ddi véi sang ché trong d6 phén tir ddc hiéu kép 1a da dic hiéu, thi
phén tir c6 thé con c6 tinh dic hiéu gin két thir ba, ngoai tinh dic hidu véi epitop

dich thir nhat va thi hai.
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Phén tit dic hiéu kép theo sang ché c6 thé duoc bao ché biang cach lién hop
cac tinh dic hidu gin két thanh phén, bing cach st dung cac phuong phap da biét
trong linh vuc. Vi du, mdi tinh dic hiéu gén két cua phén tr dic hiéu kép co thé
dugc tao ra riéng biét va sau d6 lién hop véi nhau. Khi tinh dic hidu gin két 13 cac
protein hodc peptit, nhidu chit ghép dbi hoic lién két chéo c6 thé dugc sir dung dé
lién hop cdng hoéa tri. Cac vi du vé chit lién két chéo bao gém protein A,
carbodiimit, N-sucxinimidyl-S-axetyl-thioaxetat (SATA), 5,5'-dithiobis(axit 2-
nitrobenzoic) (DTNB), o-phenylendimaleimit (oPDM), N-sucxinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)propionat (SPDP), va sulfosucxinimidyl 4-(N-maleimidometyl)
xyclohaxan-1-carboxylat (sulfo-SMCC) (xem tai li€u vi du, Karpovsky et al., 1984
J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al., 1985 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648).
Céac phuong phap khic bao gdm cac phuong phap khac dugc md ta trong tai lidu
Paulus, 1985 Behriﬁg Ins. Mitt. No. 78,118-132; Brennan et al., 1985 Science
229:81-83), va Glennie et al., 1987 J. Immunol. 139: 2367-2375). Céc chét lién hop
1a SATA va sulfo-SMCC, c hai ¢6 sén tlr Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Khi tinh dic hiéu gin két 12 v6i khang thé, thi chung c6 thé dwoc lién hop
bang lién két sulfhydryl cta cic ving ban 1& dau tan cing C cta hai chudi ning.
Theo mét phuong 4n cu thé, ving ban 18 duoc cai bién dé chira mét sb 1& cac gde
sulfhydryl, vi du mét, trude khi lién hop.

Theo cach khac, ca hai tinh dic hiéu gén két co thé dugc ma hoa trong cung
mdt vecto va duogc biéu hién va thu thap trong cing mdt té bao chi. Phuong phap
nay la dac biét hitu ich khi phan tr ddc hi€u kép 1a mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x
F(ab"), hoic protein dung hop phdi tir x Fab. Phan tir dic hiéu kép theo sang ché c6
thé 1a phan tr chudi don chira mét khang thé chudi don va yéu td quyét dinh gin
két, hodc phan tir dic hidu kép chudi don chira hai quyét dinh gin két. Cac phan tir
dic hiéu kép c6 thé chira it nhét hai phan tir chudi don. Cac phuong phap bao ché
phan tir dic hiéu kép dugc md ta vi du trong patent M§ s6 5,260,203; patent My sb
5,455,030; Patent My s6 4,881,175; Patent M§ sb 5,132,405; Patent M§ sb
5,091,513; Patent My sb 5,476,786; Patent My sb 5,013,653; Patent My sb
5,258,498; va Patent My s6 5,482,858,
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Viéc ge’in két cac phén tir dic hiéu kép v6i cac dich dic hiéu cua ching ¢ thé
duoc xac dinh béng, vi dy, tht nghiém hép phu mién dich lién két véi enzym
(enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA), thit nghiém mién dich phéng xa
(radioimmunoassay - REA), phan tich FACS, thit nghiém sinh hoc (vi du, su @rc ché
tdng truéng), hodc thir nghiém thdm tach Western. Mdi thir nghiém trong sé céc thir
nghiém nay nhin chung phat hién sy c6 mit ctia phirc protein-khang thé dang quan
tam cu thé br?lng cach dung chit danh diu (vi du, khéng thé) dac hi€u véi phirc dang
quan tam.

Khéng thé da hoéa tri

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén khang thé da hoéa tri chua it
nhét hai phan gin két v6i khang nguyén gibng nhau hodc khac nhau cia khang thé
theo sang ché gin két vai CD40, vi dy, dugc chon tir cac phan gin két v6i khang
nguyén cua khang thé bt ky trong sb cic khang th& mAbl-mAb3. Theo mot
phuong 4n, khang thé da hoa tri c6 it nhit hai, ba hoic bdn phan gin két v6i khang
nguyén ctia khang thé. Cac phan gin két véi khang nguyén c6 thé dugc lién két véi
nhau thong qua dung hop protein hozc lién két cong hoéa tri hosic khong cong héa
tri. Theo mdt cach khac, cac phwong phép lién két da dugc md ta dbi véi cac phén
tir dic hiéu kép. Cac hop chit hoa tri bdn co thé thu duge vi du bing lién két chéo
céc khang thé trong sb cac khang thé theo sang ché v6i khang thé ma lién két véi
cac ving c¢b dinh ciia khang thé theo sang ché, vi du Fc hodc ving ban 1é.

Phuong phép diéu tri bing cach sit dung khang thé khang CD40 déi khang theo
sang ché

Cac phuong phap theo sang ché hudng vao viéc sir dung khang thé khang
CD40 hodc cac protein theo sang ché dé diéu trj dbi tuong (nghia 14, bénh nhéan) bi
bénh ty mién va/hoic bénh viém, hoic co xu huéng phat trién bénh tw mién va/hoic
bénh viém, trong d6 bénh va/hodc viém dugc gy ra boi viéc truyén tin hiéu CD40
qua trung gian CD40L trén cac té bao biéu hién khang nguyén CD40.

Céc phuong phép phét hién su biéu hién CD40 trén cac t& bao da dugc biét
dén trong linh vuc nay va bao gdm, nhung khong bi gidi han &, cac k¥ thuit PCR,
héa mé hoc mién dich, dém té bao theo dong chay, thr nghiém thAm tach Western,

ELISA, va phuong phéap tuong tu.
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Cac phuong phap theo sing ché 1a dic biét hitu ich dé diéu tri bénh viém
va/hodc bénh tu mién trong d6 c6 lién quan dén sy kich thich CD40 qua trung gian
CD40L.

Céac bénh viém duoc dédc trung boi phan ing viém va su pha huy mo, hoic su
két hop cua hai tri€u chiing d6. "Bénh viém" bao gf“)m qua trinh gy ra mién dich
viém bat ky trong d6 hién twong bit du hodc dich cia dép tng mién dich c6 lién
quan dén khéng phai ban than (c4c) khang nguyén, bao gbm, vi du, khang nguyén
cung loai, khang nguyén khac loai, khdng nguyén virut, khang nguyén vi khuén,
khang nguyén chua biét, hoic dj tng nguyén.

Ngoai ra, ddi voi cac muc dich cua sang ché, thuat nglt "(cac) bénh viém"
bao gém "(c4c) bénh ty mién". Nhu dugc dung & day, thuat ngit "tw mién" nhin
chung dugc hiéu 12 bao gdm cac quy trinh gy ra mién dich viém c6 lién quan dén
céc tu khang nguyén. O cic bénh tu mién, (cac) tu khing nguyén gdy ra cac dap
tmg mién dich cia vat chu.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén viéc diéu tri bénh viém c6 lién quan dén su
thai ghép mo. "Su thai ghép" hodc "thai manh ghép" dé cdp dén phan tmg mién dich
lién quan dén vat chi bat ky chéng lai manh ghép bao gdm nhung khong giéi han &
cac khang nguyén HLA, khang nguyén nhom méu, va khang nguyén tuong tu.

Séng ché ciing ¢6 thé duoc 4p dung dé didu tri bénh manh ghép chdng lai vét
chil, vi du nhu 14 ¢6 lién quan dén su cdy ghép tiy xuwong. O bénh manh ghép chéng
lai vat chu, tiy xwong ctia ngudi cho bao gém cac té bao lympho va céc té bao ma
truong thanh thanh cac té bao lympho. Cac té bao lympho ciia ngudi cho nhan ra
cac khang nguyén cia nguoi nhan nhu khong phai tu khang nguyén va gy ra phan
mg mién dich viém. Do d6, nhu dugc ding & day, "bénh manh ghép chdng lai vat
chi" hodc "phan ttng manh ghép chdng lai vat chi" dé cip dén phan tng mién dich
qua trung gian té bao T bat ky trong dé cac t& bao lympho cho phéan Ung véi cac
khang nguyén cda vét chu.

Khéng thé khang CD40 dbi khéng hodc céc protein dugc mo ta ¢ day, vi du
mAbl, mAb2 hoic mAb3, c6 thé duoc sir dung theo cic phuong phap theo sang ché
dé diéu tri cac rdi loan tu mién va/hoac viém bao gém, nhung khong bi gidi han 6,

bénh luput ban dé hé théng (SLE), bénh luput ban d6 dang dia, bénh viém than
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luput, bénh sarcoit, bénh viém khép, ké ca bénh viém khép & thiéu nién, bénh viém
khép dang thép, bénh viém khép vay nén, hoi ching Reiter, bénh viém cot séng
dinh khép, va bénh viém khép gut, su thai manh ghép co quan hodc mo, bénh thai
ghép rét nhay, cép hodc man tinh va/hodc bénh manh ghép chéng lai vat chu, bénh
da xo clmg, hoi ching siéu IgE, viém da dong mach nat, bénh xo ng mat nguyén
phat, bénh viém rudt, bénh Crohn, bénh dudng rudt (bénh rudt nhay cam véi
gluten), hoi chitng Sjogren nguyén phat (pSS), bénh viém gan ty mién, bénh thiéu
mau 4c tinh, bénh thiéu mau tan huyét tu mién, bénh Véy nén, bénh xo cung bi,
chimg nhugc co ning, ban xuét huyét giam tiéu ciu tw mién, bénh viém tuyén giap
ty mién, bénh Grave, viém tuyén gidp Hasimoto, bénh phitc hop mién dich, bénh
suy nhugc man tinh, hoi chiing 161 loan chirc ning mién dich (CFIDS), viém da co
va viém da co, crioglobulin huyét, tan cuc huyét, bénh co tim, bénh pemphigut
thong thudng, xo hoa md k& phdi, dai thao dudng typ I va typ II, sy nhay cam kiéu
cham kiéu 1, 2, 3, va 4, di ung hoac r6i loan dj ung, cac phan ung mién dich khong
mong muén/lchéng du dinh véi cac protein diéu tri (xem tai liéu, vi duy, don yéu ciu
cAp patent My s& US 2002/0119151 va Koren, et al (2002) Curr. Pharm.
Biotechnol. 3: 349-60), hen, hoi chitng Churg-Strauss (u hat di tng), bénh viém da
co dia, viém da dj Gmg va tiép xtic kich thich, ching may day, di tmg qua trung gian
IgE, chiing vita xo ddng mach, viém mach c6 lién quan dén ANCA, viém mach,
bénh viém co tu phat, bénh tan mau, bénh Alzheimer, bénh da diy than kinh huy
myelin do viém man tinh, va tuong tu.

Su cit bo di truyén hoic trc ché duoc 1y ciia con dudng CD40-CD154 trudce
day d3a mo ta loi ich diéu tri trén md hinh 1Am sang hodc tién 1am sang cua SLE,
pSS, ITP, MS, bénh Crohn, bénh pemphigut thong thuong, viém mach tu mién va
RA (Law CL, Grewal IS. (2009). Adv. Exp. Med. Biol. 2009;647:8-36); nhu ciu
trong y hoc ctia chung duoc néu chi tiét dusi day.

Theo cac phuong 4n wu tién, khang thé khang CD40 hoic cac protein theo
sang ché 14 c6 ich trong diéu tri: (i) luput ban d6 hé théng (viém than lupus), t5t hon
1a trong lidu phap didu tri khong steroit hitu hiéu dé tao ra va duy tri su thuyén
giam, va phong ngira bénh than giai doan cudi; (ii) hoi ching Sjégren nguyén phat,

tot hon 1a d€ phong ngira su pha hiy tuyén nude bot va tuyén nudc mat, va tao ra va
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duy tri su thuyén gidm cua biéu hién ngoai tuyén; (iii) ban xuét huyét giam tidu ciu
tu mién, t6t hon 1a didu trj cho bénh nhén khé chita bang phuong phép diéu tri
chudn; (iv) viém mach lién quan &&n ANCA, t6t hon 14 tao ra va duy tri sy thuyén
giam & cac bénh nhéan kho chira béng corticosteroit, va viéc diéu tri khong steroit;
(v) bénh pemphigut thong thuong, t5t hon 14 trong viéc tao ra va duy tri su thuyén
giam bénh & cac bénh nhén khé chira bing corticosteroit, va viéc diéu tri khong
steroit; (vi) da xo ctng, tdt hon 1a trong cac liéu phap didu tri hiru hiéu hon dé
phong téi phat va sy tién trién bénh, va dat dugc trang thai khong c6 bénh; va (vii)
bénh Crohn, t&t hon 1a trong céc liéu phap diéu tri hitu hiéu hon dé duy tri sy thuyén
giam bénh, va viéc didu tri cho cac bénh nhan khé chita bang khang TNF.

Theo mdt sd phuong 4n khéc, khing thé khang CD40 hoic cac protein theo
sang ché 14 c6 ich trong diéu tri viém phdi bao gdm nhung khong bi giéi han & thai
manh ghép phdi, hen, bénh sarcoit, bénh khi thiing, X0 nang, xo hoa phéi tu phat,
viém phé quan man, viém miii di tmg va bénh di tng phdi nhu viém thanh phé nang
qua nhay cam, viém phbi ting bach cAu 4i toan, viém tiéu phé quan tic nghén do
cdy ghép tiy xuong va/hogc phdi hodc cac nguyén nhan khéc, chung vita xo dong
mach ghép/xo cling tinh mach ghép, cling nhu xo hoéa phéi do colagen, mach, va
bénh tu mifn nhu viém khép dang thip, bénh xo cing bi va lupus ban do.

"Pidu tri" & dﬁy dugc dinh nghia 1a sy d4p dung hodc viéc dung khang thé
khang CD40 hodc protein theo sang ché, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hoic
mAb3, cho dbi tuong, hodc su dp dung hodc viéc dung dugc phém chra khang thé
khang CD40 hodc protein theo sing ché nay t6i md hoic dong té bao phan lap tir
dbi tuong, trong do dbi tugng méc bénh ty mién va/hodc bénh viém, triéu ching c6
lién quan dén bénh ty mién va/hodc bénh viém, hoic tinh trang dé phat trién bénh tu
mién va/hodc bénh viém, trong dé muc dich 1a dé chira khoi, 1am lanh, lam thuyén
gidm, 1am giam bét, thay dbi, chita khoi, lam cai thién, 1am cai tién, hodc tac dong
dén bénh tu mién va/hodc bénh viém, céc triéu chimg bat ky c6 lién quan dén bénh
tu mién va/hodc bénh viém, hojc tinh trang d& phat trién bénh tuw mi&n va/hodc bénh
viém.

Thuat ngit "diéu tri" cling c6 nghia 1a sy 4p dung hodc viéc dung dugc phim

chtra khéng thé khang CD40 hodc protein theo sang ché, vi du, khang thé mAb1,

-31-



29626

mAb2 hodc mADb3, cho dbi tugng, hodc sy 4p dung hodc viéc dung dugc phém chira
khang thé khang CD40 hoic protein theo sang ché nay vao md hoic dong té bao
phén léap tu dbi tuong, trong dé dbi tuong méc bénh ty mién va/hodc bénh viém,
triéu ching co lién quan dén bénh ty mién va/hoic bénh viém, hoic tinh trang dé
phat trién cia bénh ty mién va/hodc bénh viém, trong d6 muc dich 1a dé chita khoi,
1am lanh, lam thuyén giam, 1am giam bét, bién ddi, chita khéi, lam cai thién, 1am cai
tién, hodc tac dong dén bénh ty mién va/hodc bénh viém, cac triéu ching bat ky co
lién quan cda bénh tu mién va/hoic bénh viém, hoic tinh trang dé phat trién bénh tu
mién va/hodic bénh viém.

Thuit nglt "hoat tinh chéng viém" du dinh nghia 1a viéc lam gidm hodc
phong viém. Viéc diéu tri bing it nhit moét khang thé khdang CD40 hoc protein theo
séng ché tao ra dap tng sinh Iy ma c6 loi dé diéu tri bénh tu mién va/hodc bénh
viém, trong d6 bénh co lién quan dén cac té bao biéu hién khang nguyén CD40. Da
nhan ra ring cic phuong phap theo sang ché ¢6 thé c6 ich dé phong su thay dbi kiéu
hinh & céc t& bao nhu su tang sinh, hoat hoa, va tuong tu.

Theo cac phuong phdp theo séng ché, it nhit mot khang thé khang CD40
hodc protein theo sang ché nhu néu trén day duoc sir dung dé thic diy dap ing didu
tri duong tinh dé diéu tri hoic phong bénh tu mién va/hoic bénh viém.

Thuat ngit "dap tng mién dich duong tinh" dbi véi bénh tu mién va/hoic
bénh viém nghia 1a su cai thién bénh c6 lién quan dén hoat tinh chéng viém cua cac
khéng thé hodc cic protein nay, va/hodc sy cai thién cac triéu ching c6 lién quan
dén bénh. D6 13, tac dung chdng tang sinh, phong su ting sinh thém t€ bao bidu hién
CD40, lam giam déap Urng viém bao gdém nhung khong bi gi¢i han & viéc giam tiét
xytokin gdy viém, cdc phén tu két dinh, céc proteaza, cac globulin mién dich (trong
cac truong hgp trong do té bao mang CD40 la té bao B), hdn hop cia ching, va
tuong tu, ting san xudt cac protein chéng viém, lam giam s6 lugng cac té bao tu
phén (mg, ting muc dung nap mién dich, ac ché su sbéng sét cua té bao tu phan tng,
va/hodc giam mot hodc nhidu triéu chimg do su kich thich céc té bao biéu hién
CD40 gay ra c6 thé dugc quan sit. Cac dap ng diéu tri dwong tinh nay khong bi
gi6i han & dudng dung va cd thé bao gbém viéc ding vao ngudi cho, md cho (vi du

nhu truyén co quan), vt chi, hdn hop bét ky cta chung, va tuong tu.
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Diép tmg 1am sang c6 thé dugc danh gia bang céach sir dung céac ky thuat sang
loc nhu chup anh cdng hudng tir (magnetic resonance imaging - MRI), chup anh
bing tia X, chup cit 16p bing mdy tinh (computed tomographic - CT), dém té bao
qua dong chay hoic phan loai té bao hoat héa huynh quang (fluorescence-activated
cell sorter - FACS), md hoc, bénh hoc ndi chung, va héa hoc mau, bao gém nhung
khong bi gi6i han & cac thay dbi phat hién dugc bang ELISA, RIA, phép sic ky, va
phuong phép twong tu. Ngoai ra, cidc dip ung didu tri dvong tinh nay, ddi tuong trai
qua didu tri v6i khang thé khang CD40 dbi khang hoic protein theo sang ché c6 thé
tao ra tac dung c6 loi 1a cai thién céc tri€u chiing li€n quan dén bénh.

Thuét ngit "liéu hoic lugng hitu hiéu dé diéu tri" hoic "lvong hitu hiéu"
nghia 1a luong khang thé khang CD40 hoic protein theo sing ché ma, khi duogc
dung dem lai dap tng diéu tri duong tinh dé didu tri cho ddi tuong méc bénh tu
mién va/hodc bénh viém.

Theo mét sb phuong 4n ctia sang ché, lidu hitu hiéu didu tri ciia khéng thé
khéng CD40 hodc prbtein theo sang ché, vi du, mAbl, mAb2 hoic mAb3 nam trong
khoang tir 0,0lmg/kg dén 40mg/kg, tir 3mg/kg dén 20mg/kg hodc tir 7mg/kg dén
12mg/kg. D3 nhan ra ring phuong phép diéu tri c6 thé bao gdbm viéc ding duy nhét
mét lidu hitu hiéu dé didu tri hodc dung nhidu 1n lidu hitu hiéu dé diéu trj cta
khang thé khang CD40 d6i khang hoc protein theo sdng ché.

Theo mdt phuong 4n khéc sang ché dé cap dén viéc st dung khang thé khang
CD40 hoac céc protein theo sang ché @& theo doi chan doan luong protein trong mo
nhu mot ph?m cta qua trinh thir nghiém lam sang, vi du, dé xé4c dinh hiéu qua cta
phéc dd didu tri cu thé. Viéc phat hién c6 thé dugc tao diu kién thuén loi bing cach
két hop khang thé voi chét phat hién duge. Vi du vé cac chét phat hién dugc bao
gbm nhiu enzym, cic nhém gia, chit huynh quang, chét phat quang, chit phat
quang sinh hoc, va chit phéng xa. Vi du vé cac enzym thich hop bao gém
peroxidaza cua cdy cu cdi ngua, phosphataza kiém, P-galactosidaza, hoic
axetylcholinesteraza; vi du vé cic phic nhém gia thich hop bao gbm
streptavidin/biotin va avidin/biotin; vi du v& cac chét huynh quang thich hop bao
gE“)m umbeliferon, fluoresxein, fluoresxein  isothioxyanat, = rhodamin,

diclotriazinylamin fluoresxein, dansyl clorua hodc phycoerythrin; vi du cia chét
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phat quang bao gbm luminol; vi du vé chét phat quang sinh hoc bao gbm luciferaza,
luxiferin, va aequorin; va vi du v& cic chat phong xa thich hgp bao gbm 21, P'I,
%S, hogc *H.

Khéng thé khang CD40 hodc cac protein theo sang ché, vi dy, mAbl, mAb2
hodc mAb3 cé thé duogc str dung Kkét hop v6i céc liéu phap diéu tri bénh tu mién va
viém d3 biét bat ky, bao gdm chét bét ky hozc hdn hgp cta cac chat ma da dugc biét
14 ¢6 ich, hodc chét duge st dung hodc hién dugc sir dung, dé diéu tri bénh tu mién
va viém. Cac liéu phép diéu tri nady va cac chét diéu tri bao gém, nhung khong bi
gi6i han ¢, phﬁu thuét hoac quy trinh phéu thuat (vi du thu thuat cét bo 14 lach, thu
thuat cit bé hach bach huyét, thu thuét cit bod tuyén giap, tach huyét tuong, tach
bach ciu khoi mau, t& bao, md, hoic céy ghép co quan, ph?lu thuat lam gidm tac
nghén rudt, truyén qua co quan, va thﬁ thuat twong tu), liéu phap phdng xa, liéu
phap diéu tri nhu liéu phép ding steroit va liéu phép diéu tri khéng dung steroit, liéu
phip dung hormon, liéu phap dung xytokin, li¢u phap dung thubc ngoai da (vi du,
thubc tai chd duge st dung dé diéu tri cac bénh vé da nhu di ung, viém da tiép xuc,
va bénh vy nén), lidu phap wc ché mién dich, va liéu phap ding khéng thé don
dong chéng viém khac, va liéu phép tuong ty. Theo cach nay, khing thé khang
CD40 dbi khang hoic céc protein dugc néu & day dugc ding két hop voi it nhat mot
liu phap didu tri khac, bao gdm, nhung khong bi giéi han &, phu thuat, truyén qua
co quan, liéu phap phong xa, liéu phap ding steroit, li¢u phap khong dung steroit,
liéu phap dung khéng sinh, liéu phap chéng nim, liéu phap dung hormon, liéu phap
dung xytokin, liéu phip dung thudc ngoai da (vi du, thudc dung tai chd dugc st
dung dé diéu tri bénh v& da nhu di tng, viém da tiép xuc, va bénh Véy nén), liéu
phap trc ché mién dich, liéu phap dung khang thé don dong chdng viém khac, hon
hop ctia nd, va tuong tu.

Do d6, khi liéu phép diéu tri két hop bao gém viéc dung khang thé khang
CD40 hoac protein theo sdng ché nhu khang thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, két hop
vai viéc dung mot chit diéu tri khac, nhu véi céc steroit 1a mot vi du, cac phuong
phap theo sang ché bao gbm viéc ding ddng thoi, bing cach st dung cac dugc
phim riéng biét hoc dugc phim duy nhét, va viéc dung lién tiép theo mot trong hai

tht tw. Khi cac phuong phép theo sang ché bao gdm cac phac db diéu tri két hop,
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céc lidu phap diéu tri ndy c6 thé dugc ding ddng thoi, nghia 13, khang thé khang
CD40 hoic protein theo sang ché dugc dung ddng thdi hodc trong cung khung thoi
gian nhu liéu phéap diéu trj khéc (nghia 13, cac liéu phap diéu tri s& dién ra ddng thoi,
nhung khang thé khang CD40 hoic protein theo sang ché khong dugc dung chinh
x4c & cing mot thoi diém nhu lidu phéap diéu tri khéac). Theo cach khac, khang thé
khang CD40 theo sang ché hoic proteih theo sang ché c6 thé ciing dugc dung trude
hodc tiép theo li€u phap diéu tri khac. Viéc dung lién tiép céc liéu phap diéu tri khac
nhau c6 thé dugc thuc hién bét ké 1a liéu ddi twong dugc didu tri phan ung vai dot
diéu tri dAu tién c6 1am giam kha ning thuyén giam hoic tai phat khong.

Theo mdt sb phuong 4n cia sang ché, khang thé khang CD40 hoic céc
protein theo sang ché, vi du khéng thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, dugc dung két
hop véi thubc e ché mién dich hodc thubc chéng vi€ém, trong d6 khéang thé hoic
protein va (cac) chét diéu tri c6 thé duoc dung lién tiép, theo mdt trong hai th{ tu,
hodic ddng thoi (nghia 13, ddng thdi hodc trong ciing khung thoi gian). Céc vi du vé
thudc &e ché mién dich thich hop ma c6 thé dwoc ding két hop véi khang thé khang
CD40 dbi khang hodc céc protein theo sang ché, vi du khang thé mAbl, mAb2 hoic
mAb3, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, methotrexat, xyclophosphamit,
mizoribin, clorambuxil, xyclosporin, nhu, vi du, xyclosporin dugc tao sol khi (xem,
cong bd don yéu clu cip patent My s US 2002/0006901), tacrolimus (FK506;
ProGrafrM), mycophenolat mofetil, va azathioprin (6-mercaptopurin), sirolimus
(rapamyxin), deoxyspergualin, leflunomit va chét twong tu malononitriloamit cta
n6; va cac protein trc ché mién dich, bao gdm, vi du, khang thé khang CTLA4 va
cac thé dung hop Ig, khang thé kich thich khang té bao lympho B (vi du,
LYMPHOSTAT-BTM) va cac thé dung hop Ig (BLyS-Ig), khang thé khang CD80
va etanercept (Enbrel (RTM)), ciing nhu khang thé khang té bao T nhu khang CD3
(OKT3), khang CD4, va khang thé tuong tu. Cac vi du vé chit chdng viém thich
hop bao gdm, nhung khong bi giéi han &, corticosteroit nhw, vi du, clobetasol,
halobetasol, hydrocortison, triamcinolon, betamethason, fluocinol, fluocinonit,
prednison, prednisolon, metylprednisolon; thudc chdng viém khong steroit (cac
NSAID) nhu, vi du, sulfasalazin, cac thudc chira mesalamin (cling dugc biét 1a chét

5-ASA), celecoxib, diclofenac, etodolac, fenprofen, flurbiprofen, ibuprofen,
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ketoprofen, meclofamat, meloxicam, nabumeton, naproxen, oxaprozin, piroxicam,
rofecoxib, salixylat, sulindac, va tolmetin; chét (e ché phosphodiesteraza-4, khédng
thé chéng viém nhu adalimumab (HUMERA (RTM), chit dbi khang TNF-a) va
infliximab (Remicade, chit dbi khang TNF-a), va tuong tu. Ciing dugc bao gém la
cac chit diéu hoa mién dich duoc sit dung hién nay hodc co6 tiém nang st dung dé
diéu tri bénh ty mién, nhu thalidomit hodc chéit tuong tu né nhu lenalidomit.

Su thai ghép va bénh méanh ghép chéng lai vét chii c6 thé 1a siéu cép tinh (thé
dich), cép tinh (qua trung gian té bao T), hodc man tinh (bénh hoc chua biét), hodc
hdn hop cia ching. Do d6, khang thé khang CD40 hoic c4c protein theo sang ché,
vi du khang thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, dugc st dung trong mot s6 phuong an dé
phong va/hodc 1am thuyén giam sy thai va/hodc cac tri€u ching co lién quan dén su
thai ghép si€éu cAp tinh, cAp tinh, va/hodc man tinh cia mod bét ky, bao gdm, nhung
khong bi giéi han &, gan, thén, tuy, cac té bao dao tuy, rudt non, phéi, tim, gidc mac,
da, mach mau, xuong, tiy xuong khac loai hodc cung loai, va twong ty. Cac md
ghép c6 thé thu duge tir ngudi cho bét ky va duoc ciy ghép vao vat chi nhan bt ky,
va do d6 qué trinh cAy ghép cb th8 bao gdm viéc cdy md dong vat vao ngudi (vi du
ghép ngoai lai), cdy ghép mé tir mdt ngudi vao mot ngudi khac (vi du ghép cung
loai), vd/hoidc cdy ghép md tir mot phin co thé ctia ngudi vao mot phén khéc (vi du
tu ghép).

Viéc diéu tri bing khang thé hogc cic protein theo sang ché c6 thé ciing lam
giam di chung do cdy ghép nhu sbt, ching biéng 4n, cac bét thuong vé huyét dong
hoc, ching gidm bach cAu, tham nhiém té bao bach ciu qua mo/co quan chy ghép,
cling nhu nhiém tring co hdi.

Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang CD40 hoic cic protein theo sang
ché, vi du khang thé mAbl, mAb2 hodc mAb3, c6 thé dugc st dung mdt minh hodc
két hop véi thube e ché mién dich dé diéu tri va/hoic phong su thai ghép nhu su
thai si€u cép tinh, cép tinh, va/hodc man tinh va/hodc bénh méanh ghép chéng lai vat
chu.

Do d6, theo mét sé phuwong 4n khi khang thé khang CD40 hoic cac protein
theo sang ché duoc st dung dé diéu tri thai manh ghép, khang thé, vi du khang thé
mAb1, mAb2 hoic mAb3, c6 thé dugc st dung két hop v6i thude e ché mién dich
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thich hop, bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, methotrexat; xyclophosphamit;
mizoribin; clorambuxil; xyclosporin, nhu, vi du, xyclosporin dugc tao sol khi (xem,
cong bd don yéu ciu cép patent My sb 1US20020006901), tacrolimus (FK506;
ProGrafm), mycophenolat mofetil, va azathioprin (6-mercaptopurin), sirolimus
(rapamyxin), deoxyspergualin, leflunomit va chét twong ty malononitriloamit; chét
diéu bién mién dich, bao gém vi du thalidomit va chét tuong tu clia nd; va cac
protein rc ché mién dich, bao gdm, vi dy, khang thé khang CTLA va céc thé dung
hop Ig, khang thé kich thich khang té bao lympho B (vi dy, LYMPHOSTAT-BTM)
va cac thé dung hop Ig (BLyS-Ig), khang thé khang CD80 va etanercept (Enbrel
(RTM)), ciing nhu khang thé khéng té bao T nhu khang CD3 (OKT3), khang CD4,
va khang thé tuong tu.

Vi thé, sang ché dic biét dé cap dén duoc phadm va cac phuong phép theo
sang ché duoc str dung két hop véi cac thudc khéac dé cai thién thém cac triéu ching
va hu qud ¢ ngudi nhin ciy ghép, nhu ngudi nhan ghép phéi hodc than. Do do,
theo mot sé phuong an, khang thé khang CD40 hodc cac protein theo sang ché, vi
du khéng thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, dugc st dung dé diéu tri su thai ghép (nhu,
vi du su thai si€u cép tinh, cép tinh, va/hodc man tinh hodac bénh manh ghép chéng
lai vt chd & ngudi nhin ghép phéi hoic than) mot minh hodc két hop véi
xyclosporin dung ngoai duong tiéu héa va/hodc khong dung ngoai duong ti€u hoa,
bao gdm vi du xyclosporin dung qua dudng miéng, xyclosporin tiém, xyclosporin
duoc tao sol khi (vi du x6ng), va hdn hop cuia chung. Theo mot s6 phuong 4n khi it
nht mot thanh phin cia liéu phap diéu tri 1a xyclosporin dugc tao sol khi, thi
xyclosporin dugc phén phdi vao phdi ciia ngudi nhan bing cach xéng xyclosporin
trong dang phun sol khi bang cach sir dung, vi du, thiét bi phan phbi duoc tao ap
hodc 6ng phun. Xyclosporin c¢6 thé duge diung & dang bdt kho hodc dang udt,
Xyclosporin ¢6 thé duge ding véi lidu ding dudi lidu diéu tri.

Theo mdt sb phuong an khac, khang thé khdng CD40 hogc céc protein theo
séng ché, vi du khang thé mAb1, mAb2 hoic mADb3, cb thé duoc str dung mot minh
hodc két hop véi thubc trc ché mién dich dé diéu tri va/hodc phong viém khép dang
thip. Do d6 theo mét sé phuong 4n khi khang thé khang CD40 hoic cac protein
theo sang ché; vi du khang thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, dugc str dung dé diéu tri
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bénh viém kh6p dang thip, khang thé nay hoic cac protein c6 thé dugc str dung két
hop véi thudc wrc ché mién dich thich hop, bao g(‘")m, nhung khoéng bi gidi han &,
methotrexat, xyclophosphamit, mizoribin, clorambuxil, xyclosporin, tacrolimus
(FK506; PROGRAFTM), mycophenolat mofetil, va azathioprin (6-mercaptopurin),
sirolimus  (rapamyxin), deoxyspergualin, leflunomit va chit tuong tu
malononitriloamit cia nd; va cac protein e ché mién dich, bao gém, vi dy, khang
thé khang CTLA va cac thé dung hop Ig, khang thé kich thich khang té bao lympho
B (vi dy, LYMPHOSTAT-BTM) va cac thé dung hop Ig (BLyS-Ig), khéng thé
khang CD20 (vi du RITUXAN (g)); khang thé nguoi diy dt HuMax-CD20, R-
1594, IMMU-106, TRU-015, AME-133, tositumomab/1-131, tositumomab (Bexxar
(D), ibritumomab tituxetan (Zcvalin (RTM)); khang thé khang CD80, va etanercept
(ENBREL), ciing nhu khéng thé khéng té bao T nhu khang CD3 (OKT3), khang
CD4, va khang thé tuong tu. Nhu dugc ban ludn & trén, hiéu qua diéu tri c6 thé
dugc danh gia bing cach st dung cic bién phap bét ky va bao gdm, nhung khong bi
giGi han &, hi¢u qua nhu dugc danh gia bang cac dap ung 1am sang dugc x4c dinh
bing tiéu chi cia American College of Rheumatology, tiéu chi cia European
League of Rheumatism, hodc tiéu chi khic bét ky. Xem tai li¢u vi du, Felson et al.
(1995) Arthritis. Rheum. 38 : 727-35 va van Gestel ef al. (1996) Arthritis Rheum.
39: 34-40.

Theo cac phwong an khéc nita, khang thé khang CD40 hoic c4c protein theo
sang ché, vi du khang th8 mAb1, mAb2 hoic mAb3, ¢6 thé dugc st dung mot minh
hoic két hop véi thubc e ché mién dich dé didu tri va/hoic phong bénh da xo
cting. Do d6, theo mdt s6 phuong 4n khi khang thé khang CD40 hoic cac protein
theo sang ché, vi du khang thé mAb1, mAb2 hoic mAb3, duoc st dung dé diéu tri
da xo cing, khang thé c6 thé duoc sir dung két hop véi thude e ché mién dich
thich hop, bao gdm, nhung khong bi giéi han &, methotrexat, xyclophosphamit,
mizoribin, clorambuxil, xyclosporin, tacrolimus (FK506; PROGRAFIM),
mycophenolat mofetil, va azathioprin (6-mercaptopurin), sirolimus (rapamyxin),
deoxyspergualin, leflunomit va chit tuong tu malononitriloamit cia nd; va céc
protein tc ché mién dich, bao gém, vi du, khang thé khang CTLA va céac thé dung
hop Ig, khang thé kich thich khang té bao lympho B (vi du, LYMPHOSTAT-BTM)
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va céc thé dung hop Ig (BLyS-Ig), khang thé khang CD20 (vi du, RITUXAN (D);
khang thé ngudi c6 chiéu dai diy du HuMax-CD20, R-1594, IMMIJ-106, TRU-
015, AME-133, tositumomab/1-131, tositumomab (Bexxar (RTM)), ibritumomab
tituxetan (Zevalin (RTM)); khéng thé khang CD80, va etanercept (ENBREL), ciing
nhu khéang thé khang té bao T nhu khang CD3 (OKT3), khang CD4, cac chit c6 lién
quan dén sy diéu bién thu thé S1P, bao gém vi du fingolimod; va chét tuong tu.
Dugc phim va cach ding

Khang thé khang CD40 hoic cac protein theo sang ché duoc dung & ndng do
ma hiru hiéu diéu tri dé phong hodc diéu tri cac bénh tu mién va/hoic cac bénh viém
va/hodc dé phong hodc 1am giam cac nguy co 6 lién quan dén thai manh ghép
trong viéc ciy ghép.

Pé thuc hién muc dich nay, khang thé c6 thé dugc bao ché béng cach st
dung nhiéu ta duoc chip nhin dugc di biét trong linh vuc nay. Thong thuong,
khang thé hodic cac protein dugc ding bang cach tiém, vi du, qua tinh mach, trong
mang bung, hoiic dudi da. Céc phuong phap dé thuc hién viéc ding nay 13 da biét
d6i voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Ciing c6 thé bao ché duoc
phim ma c6 thé dung tai chd hoic qua dudng miéng, hoic c6 kha ning chuyén qua
mang ni€ém mac.

Viéc ding qua dudng tinh mach t6t hon 13 thyc hién bang cach truyén trong
mdt khoang thoi gian tir 1 dén 10 gio, tot hon nita 13 trong khoang tir 1 dén 8 gio,
tham chi t6t hon nita 13 trong khoang tir 2 dén 7 gid, van t6t hon nita 13 trong
khoang 4 dén 6 giv, tiy theo khang thé khang CD40 hodc protein dang dugc sir
dung. Lan truyén duoc phdm diu tién c6 thé duoc thuc hién trong khoang thoi gian
tir 4 dén 6 gid v6i cac 1an truyén tiép theo dugc phan phdi nhanh hon. Cac lan
truyén tiép theo c6 thé duge ding trong khoang thoi gian tir 1 dén 6 gio, bao gdm,
vi du, khoang tir 1 dén 4 gid, khoang tir 1 dén 3 gid, hodc khoang tir 1 dén 2 gio.

Dugc phim theo sang ché dugc bao ché twong thich véi dudong ding du dinh
ctia n6. Vi du vé céc dudng ding c6 thé bao gdm ngoai dudng tiéu hoéa, (vi du,
trong tinh mach (IV), trong co (IM), trong da, dudi da (SC), hoic truyén), ding qua
duong miéng va phéi (vi du, x6ng), qua miii, qua da (tai chd), qua niém mac, va qua

tryc trang. Cac dung dich hoic hdn dich duoc sir dung dé dung ngoai dudng ti€u
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héa, trong da, hodc dudi da c6 thé bao gbm cac thanh phin sau ddy: dung dich pha
lodng vo trung nhu nudc pha tiém, dung dich nuéc mudi, dau khéng bay hoi,
polyetylen glycol, glyxerin, propylen glycol hodc cic dung mdi tdng hop khac; chét
khang khuin nhu rugu benzylic hodc metyl paraben; chit chéng oxi héa nhu axit
ascorbic hodc natri bisulfit; chét tao chelat nhu axit etylendiamintetraaxetic; dung
dich dém nhu axetat, xitrat hoic phosphat va chit diéu chinh tinh truong nhu natri
clorua hodc dextroza. B9 pH co6 thé dugc diéu chinh béng axit hodc bazo, nhu axit
clohydric hoic natri hydroxit. Ché phim dung ngoai duong tiéu hoéa c6 thé dugc
déng vao 6ng tiém, bom tiém 1 14n, hoic lo thiy tinh hodc lo nhya chira nhiéu liéu.

Khéang thé khang CD40 hoiic cac protein theo sang ché théng thuong duoc
tao ra béng k¥ thuét chuén trong dung dich dém dugc dung, vi du, dung dich nuéc
mudi v6 tring, nuéc dém v tring, propylen glycol, hdn hop cia ching, v.v.. Cac
phwong phép bao ché chét c6 thé ding dugc ngoai duong tidéu hoa dwge mo ta trong
tai liéu Remington's Pharmaceutical Sciences (18th ed.; Mack Publishing Company,
Eaton, Pennsylvania, 1990). Ciing xem, vi du, céng bé don quéc té sé6 WO
98/56418, ma mb ta dugc phdm chira khang thé dn dinh thich hop dé st dung trong
céc phuong phap theo sang ché.

Luong cua it nhit mot khang thé khang CD40 ddi khang hodc cac protein
theo sang ché duoc diung d& dang duoc x4c dinh boi ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vire nay. Cac yéu té anh huéng dén duong ding va lugng tuong tng cia
it nhit mot khang thé khang CD40 dbi khang hodc protein bao gdm, nhung khéng
bi gi6i han &, bénh cu thé trai qua lidu phéap diéu tri, mic d6 ning cta bénh, tién st
bénh, va do tudi, chiéu cao, cAn ning, stirc khde, va tinh trang sinh 1y ctia bénh nhan
trai qua liéu phap didu tri. Twong tw, luong khang thé khang CD40 dbi khang hoic
protein duoc dung s& tiy thudc vao dudng ding va viéc ddi twong s& dung liéu don
hodc nhiéu lidu cta chit nay. Néi chung, liéu ding khang thé khang CD40 hoic
protein cao hon 1a dugc uvu ti€n véi cén ndng cia bénh nhan tdng lén trai qua diéu
trj. Liéu khang thé khang CD40 hoic protein dugc ding nim trong khoang tir
0,003mg/kg dén 50mg/kg, tot hon 14 nim trong khoang tir 0,01mg/kg dén 40mg/kg.

Do d6, vi du, lidu c6 thé 1a 0,01mg/kg, 0,03mg/kg, 0,1mg/kg, 0,3mg/kg,
0,5mg/kg, 1mg/kg, 1,5mg/kg, 2mg/kg, 2,5mg/kg, 3mg/kg, 5Smg/kg, 7mg/kg,
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10mg/kg, 15mg/kg, 20mg/kg, 25mg/kg, 30mg/kg, 35mg/kg, 40mg/kg, 45mg/kg,
hodc 50mg/kg.

Theo mdt phuwong 4n khac ciia sang ché, phuong phap bao gém viéc ding
nhidu lidu khang thé khang CD40 dbi khang hoic doan ctia né. Phuong phap c6 thé
bao gbém viéc dung 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, hoic nhiéu hon
40 1iéu hiru hiéu diéu tri cia duoc phdm chira khang thé khang CD40 dbi khang
hodc doan cta né. TAn xuit va khoang cach ding ciia nhiéu liéu dugc phdm chira
khang thé khang CD40 hoic protein c6 thé d& dang dugc quyét dinh béi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Ngoai ra, viéc diéu tri ddi tugng bang mot
luong hiru hiéu dé didu tri ciia khang thé hodc protein c6 thé bao gdbm mot chét didu
tri duy nhét hoic, tét hon 13, c6 thé bao» gém mdt loat chit diéu tri. Trong mét vi du
wu tién, d6i twong duge didu tri bing khang thé khang CD40 dbi khang hoic protein
theo sang ché véi lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 20mg/kg khdi lugng co thé,
mdi 1An mot tudn trong khoang thoi gian tir 1 dén 10 tudn, t6t hon 13 nim trong
khoang tir 2 dén 8 tudn, tot hon nita 12 ndm trong khoang tir 3 dén 7 tudn, va thdm
chi tt hon 1a trong khoang 4, 5, hodc 6 tudn. Viéc diéu tri c6 thé thuc hién hang
nam dé phong sy tai phat hodc khi c6 ddu hiéu tai phat. Ciing can hiéu dung ring
lidu dung hitu hiéu cta khang thé hoic doan gin két voi khang nguyén ctia n6 duoc
st dung dé diéu trj co thé tang hodc gidm trong dot diéu tri cu thé. Cac thay dbi
trong lidu ding c6 thé do va tr& nén rd rang tlr céc két qua cia thir nghiém chén
doan nhu dugc néu & day.

Do d6, theo mdt phuong 4n, phac dd ding liéu bao gbm viéc dung lidu hiru
hidu didu tri ddu tién cta it nhit mot khang thé khang CD40 hoic protein theo séng
ché vao céc ngay 1, 7, 14, va 21 cua dot diéu tri. Theo mot phuong an khéac, phéac dd
dung lidu bao gdm viéc dung lidu hitu hiéu diéu tri dAu tién cia it nhat mot khang
thé khang CD40 hoic protein theo sang ché vao céc ngay 1, 2,3, 4, 5, 6, va 7 clia
mdt tudn trong dot diéu tri. Ngoai ra, cic phwong 4n bao gbm phéc d6 dung co viée
dung lidu hitu hiéu didu tri dAu tién cta it nhat mdt khéng thé khang CD40 hoic
protein theo sang ché vao cac ngay 1, 3, 5, va 7 cia mot tudn trong dot diéu tri; phéc
dd ding bao gdm viéc ding liéu hiru hiéu diéu trj du tién cia it nhat mot khang thé

khang CD40 hoic protein theo sang ché vio cac ngay 1 va 3 ctia mot tudn trong dot
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diéu tri; va phéac dd dung uu tién bao g6m viéc dung lidu hiru hiéu diéu tri dau tién
cta it nhit mot khang thé khang CD40 hoic protein theo sang ché vao ngay 1 cua
mot tudn trong dot diéu tri. Pot didu tri c6 thé bao gém 1 tuln, 2 tudn, 3 tuln, 1
thang, 3 thang, 6 thang, hodc 1 ndm. Céac dot diéu tri co thé lién tiép hoac duogc cach
nhau mét ngay, 1 tudn, 2 tudn, 1 thang, 3 thang, 6 thang, hoic 1 nim. Liéu nim
trong khoang tir 0,003mg/kg dén 50mg/kg, tir 0,0lmg/kg dén 40mg/kg, tir
0,01mg/kg dén 30mg/kg, tir 0,1mg/kg dén 30mg/kg, tir 0,5mg/kg dén 30mg/kg, tir
1mg/kg dén 30mg/kg, tir 3mg/kg dén 30mg/kg, tir 3mg/kg dén 25mg/kg, tir 3mg/kg
dén 20mg/kg, tir Smg/kg dén 15mg/kg, hodc tir 7mg/kg dén 12mg/kg. Do d6, vi du,
lidu ctia mot khang thé khang CD40 dbi khang bat ky hoic doan gén két véi khang
nguyén cua né, vi du liéu khang thé khang CD40 don dong hoic protein theo sang
ché, c6 thé 13 0,003mg/kg, 0,01mg/kg, 0,03mg/kg, 0,1mg/kg, 0,3mg/kg, 0,5mg/kg,
Img/kg, 1,5mg/kg, 2mg/kg, 2,5mg/kg, 3mg/kg, Smgkg, 7mgkg, 10mgke,
15mg/kg, 20mg/kg, 25mg/kg, 30mg/kg, 35mg/kg, 40mg/kg, 45mg/kg, 50mg/kg,
hoic céc lidu khac nhu vAy ndm trong khoang tir 0,003mg/kg dén 50mg/kg. Liéu
hiru hiéu didu tri twong tu cta khang thé khang CD40 hoc protein theo sang ché ¢co
thé duoc st dung trong mdi tudn diing khang thé.

Theo mot cach khac, cac liéu hiru hiéu diéu tri khac cia khéng thé khang
CD40 dbi khang hodc protein theo sang ché c6 thé duoc sir dung trong qua trinh
diéu tri.

Theo mdt s phuong 4n, lidu hitu hiéu diéu tri dau tién cua khang thé khang
CD40 dbi khang hoic doan gin két voi khang nguyén cta né nhu duge xic dinh
khac & day c6 thé nim trong khoang lidu ding thip hon (nghia 13, tir 0,003mg/kg
dén 20mg/kg) véi cac lidu tiép theo nim trong khoang lidu ding cao hon (nghia 13,
tir 20mg/kg dén 50mg/kg).

Theo cac phuong 4n khéc, liéu hitu hidu diéu tri ddu tién cia khang thé
khéng CD40 dbi khang hodc doan gén két véi khang nguyén ciia né nhu dugc xac
dinh khac & ddy c6 thé nim trong khoang liéu ding cao hon (nghia 13, tir 20mg/kg
dén 50mg/kg) véi cac liu tiép theo nim trong khoang lidu ding thip hon (nghia 13,
tir 0,003mg/kg dén 20mg/kg). Do d6, theo mdt phuong 4n, liéu hitu hiéu diéu tri dau
tién cia khang thé khang CD40 dbi khang hoic doan gin két véi khang nguyén cua
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né 1a ndm trong khoang tr 20mg/kg dén 35mg/kg, bao gém khoing 20mg/kg,
khoang 25mg/kg, khoang 30mg/kg, va khoang 35mg/kg, va cac lidu hiru hiéu diéu
tri tiép theo ctia khang thé khang CD40 dbi khing hodc protein theo sang ché 1a
ndm trong khoang tir 5mg/kg dén 15mg/kg, bao gdbm khoang 5mg/kg, 8mg/kg,
10mg/kg, 12mg/kg, va khodng 15mg/kg.

Theo mdt sb phuong 4n cua séng ché, liéu phap diéu tri khdang CD40 dugc
bét dau bang viéc ding "lidu tai" cia khang thé hogc protein theo sing ché cho dbi
turong c6 nhu cau diéu tri bing khang CD40. Thuit ngit "liéu tai" nghia Ia liéu ban
d4u cua khang thé khang CD40 hoic protein theo sang ché ma dugc ding cho dbi
tuong, trong d6 liéu ciia khang thé hoic protein theo sang ché dugc ding nim trong
khoang liéu ding cao hon (nghia 13, tir khodng 20mg/kg dén 50mg/kg). "Liu tai"
c6 thé duoc dung dudi dang ding mot 14n, vi dy, truyén mot 1an trong d6 khang thé
hodc doan gin két v6i khang nguyén ciia né dugc dung duong tinh mach, hodc nhu
viéc dung nhiéu 14n, vi du, truyén nhiéu 1an trong d6 khang thé hodc doan gin két
v6i khang nguyén cia né dugc dung trong tinh mach, mién 13 toan bo "liéu tai"
dugc dung trong khoang thoi gian 24 gio. Sau khi dung "lidu tai", ddi twong duoc
dung mdt hodc nhidu lidu hitu hiéu diu tri khac cia khang thé khang CD40 hoic
protein theo sang ché. Cac lidu hitu hiéu didu tri tiép theo c6 thé dugc dung, vi du,
theo phac dd dung hang tudn, hoic mdi hai tudn mot 14n, mdi ba tudn mot 14n, hodc
mdi bdn tudn mot 14n. Theo cac phuong an nay, cic lidu hiru hiéu diéu tri tiép theo
néi chung nim trong khoang lidu thép hon (nghia Ia tir 0,003mg/kg dén 20mg/kg).

Theo cach khac, theo mot sb phuong an, sau khi dung "lidu tai", cac lidu hitu
hiéu diéu trj tiép theo ciia khang thé khang CD40 hoic protein theo séng ché duoc
ding theo "phac dd duy tri", trong d6 lidu hitu hiéu didu tri cta khang thé hodc
protein theo sang ché dugc dung mbi 1an 1 thang, mdi 6 tuan mot 14n, mdi hai thang
mot 1an, mdi 10 tudn mot 14n, mbi ba thang mot 14n, mdi 14 tudn mot 14n, mdi bdn
thdng mot 1an, mdi 18 tudn mot 1dn, mbi 5 thang mot 1an, m&i 22 tudn mot 1an, mdi
6 thang mot 1an, mdi 7 thang mot 14n, mbi 8 thang mot 14n, mdi 9 thang mot 14n,
mdi 10 thang mot lan, mdi 11 thang mot 14n, hodc mbi 12 thang mot 14n. Theo céc
phuong 4n ndy, cac liéu hiru hidu diéu trj clia khéng thé khang CD40 hoic protein

theo sang ché ndm trong khoang liéu thip hon (nghia 13, tir 0,003mg/kg dén
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20mg/kg), cu thé 1a khi cac liéu tiép theo dugc ding & cac khoang cach thudng
xuyén hon, vi du, mdi hai tuAn mot l4n dén mdi thang mot 1an, hodc trong khoang
lidu cao hon (nghia 13, tir 20mg/kg d&n 50mg/kg), cu thé 1a khi cac lidu tiép theo
duge dung & cac khoang céch thuong xuyén nho hon, vi dy, khi cac lidu tiép theo
duge dung cach nhau mot thang dén 12 thang.

Duoc phim bét ky chira khang thé khang CD40 hoic protein theo séng ché
¢6 dac tinh chirc ndng mong mudn dugc néu & day nhu Iam hoat chét diéu tri c6 thé
duoc st dung trong cac phuong phép cua sang ché. Do d6, dugc phim l6ng, dugc
dong kho, hoic sy phun chira mot hoic nhiéu khang thé khang CD40 ho#c cac
protein theo sang ché, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hodc mAb3, cé thé dugce bao
ché duéi dang dung dich hodc hén dich chira nuéc hodc khong chira nuée dé dung
tiép theo cho ddi tugng theo cac phuong phap cuia sang ché.

Mdi duogc phim trong sb cac dugc phdm nay s& chira it nhit mot khang thé
trong sb cac khang thé khang CD40 hoic céc protein theo sdng ché 1am hoat chét
diéu tri hoic phong bénh.

Thuét ngit "hoat chét didu tri hodc phong bénh" nghia 14 khéng thé khang
CD40 hodc protein theo sang ché dugc dua cu thé vao duoc phdm dé gy ra d4p tng
diéu tri hodc phong bénh mong mudn dé didu tri, phong, hodc chin doan bénh hodc
tinh trang bénh trong d6 d6i tuong dugc ding dugc phdm. Tét hon 13, dugc phdm
chtra chét 6n dinh thich hop, chit don, hoic ca hai dé han ché tbi thiéu cac van dé co
lién quan dén viéc mét 6n dinh protein va hoat tinh sinh hoc trong qué trinh bao ché
va bao quan.

Céc thanh phén c6 thé dugc thém vao dugc phim bao gdm khéng thé khang
CD40 hogc protein theo sang ché. Céc thanh phén nay c6 thé bao gdm, nhung
khong chi giéi han ¢, dau, polyme, vitamin, carbohydrat, axit amin, mudi, dung
dich dém, albumin, chit hoat dong bé mit, hodc chit don. Tét hon 13, cac
carbohydrat bao g@)m duong hodc rugu dudng nhu mono-, di-, hodc polysacarit,
hodc cac glucan hoa tan trong nudc. Sacarit hodc glucan ¢6 thé bao gdm fructoza,
glucoza, manoza, sorboza, xyloza, maltoza, sucroza, dextran, pululan, dextrin, o va
B xyclodextrin, tinh bdt hoa tan, hydroxyetyl tinh bdt, va carboxymetylxenluloza,

hodc hdn hop ciia ching.
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"Ruogu duong" dugce dinh nghia 14 hydrocacbon Cy4 dén Cg c6 nhém hydroxyl
va bao gdm galactitol, inositol, manitol, xylitol, sorbitol, glyxerol, va arabitol. Cac
dudng hodc rugu dudng nay céd thé dugc st dung riéng r& hodc két hop. Néng do
duong hojc rugu dudng cé thé nim trong khoang tir 1,0% dén 7% khébi lwong/thé
tich, t&t hon nita 1a tir 2,0% dén 6,0% khéi lugng/thé tich. Vi du, c4c axit amin bao
gbm dang quay trai (L) cta carnitin, arginin, va betain; tuy nhién, c6 thé thém céc
axit amin khac. Cac polyme wu tién bao gdm polyvinylpyrolidon (PVP) c6 khéi
lugng phén tir trung binh nim trong khoang tir 2.000 dén 3.000, hoic polyetylen
glycol (PEG) c6 khéi luong phan tir trung binh nim trong khoang tir 3.000 dén
5.000. Chat hoat déng bé mit c6 thé duoc thém vao dugc phdm da dugc trinh bay
trong céc patent chau Au s EP 270,799 va 268,110.

Ngoai ra, khang thé c6 thé duoc bién ddi héa hoc vi du béng cach lién két
cong hoa tri v6i polyme dé 1am ting thoi gian ban thai trong hé tudn hoan cua
ching. Cac polyme uu tién, va cic phuong phap gin ching vao céc peptit, da dugc
trinh bay trong cic patent My sb 4,766,106; 4,179,337; 4,495,285; va 4,609,546.
Céc polyme uu tién 1a céc polyol dugce polyoxyetyl héa va polyetylen glycol (PEG).
PEG tan dugc trong nudc ¢ nhiét do trong phong va cé cong thuc chung: R (O--
CH2--CH2) n O--R trong d6 R c¢6 thé 1a hydrd, hodc nhém bao vé nhu nhém alkyl
hoic alkanol. Tét hon 13, nhém bao vé ¢6 tir 1 dén 8 cacbon, tét hon nira la metyl.
Ky hiéu n 12 s§ nguyén duong, tot hon 1a tir I dén 1.000, t5t hon nira 1a tir 2 dén
500. PEG c6 khéi Iwgng phén tr trung binh wu tién nim trong khoang tir 1.000 dén
40.000, t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 2.000 dén 20.000, t&t nhét 12 ndm trong
khoéang tir 3.000 dén 12.000. Tét hon 13, PEG c6 it nhit mét nhém hydroxy, tbt hon
nita 13 nhém hydroxy tin cing. Nhém hydroxy nay tét hon 13 duoc kich hoat dé
phan ting v6i nhém amino tu do trén chit e ché. Tuy nhién, s& dugc hiéu ring kidu
va lugng nhém phan g c6 thé thay d6i dé thu dugc PEG/khang thé lién két cong
héa tri theo sang ché.

Céc polyol dugc polyoxyetyl hoa tan dugc trong nuéc 1a cling ¢é ich trong
sang ché.

Céc polyol nay bao gdm sorbitol dugc polyoxyetyl hoa, glucoza duge

polyoxyetyl hoéa, glyxerol dugc polyoxyetyl hoa (POG), va polyol twong tu. POG
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duge uu tién. Mot trong sb cac 1y do 1a béi vi khung glyxerol cia glyxerol dugc
polyoxyetyl héa c6 cung khung cé trong tu nhién &, vi du, dong vat va ngudi ¢ céc
mono-, di-, triglyxerit. Do d6, viéc phan nhanh nay s& khong cin dugc trinh bay nhu
chét la trong co thé. POG c6 khéi lwong phan tir wu tién ndm trong cing khoang
giéng nhu PEG. Chu tric ciia POG duoc trinh bay trong bai bao Knauf ez al. (1988,
J. Bio. Chem. 263: 15064-15070) va su md ta cac thé tiép hop POG/IL-2 dugc tim
thdy trong patent M§ sb 4,766, 106.

Mot hé phan phdi thubc khac dé lam ting thoi gian ban thai trong hé tuin
hoan 1a liposom.

Céc phuong phap bao ché hé phan phéi liposom dugc thio luan trong bai bao
Gabizon et al. (1982) Cancer Research 42: 4734; Cafiso (1981) Biochem Biophys
Acta 649: 129; va Szoka (1980) Ann. Rev. Bioplays. Eng. 9: 467. Cac hé phan phbi
thudc khac da duogc biét dén trong linh vuc nay va dugc néu trong, vi du, bai bao
Poznansky et al. (1980) Drug Degany Systems (R. L. Juliano, ed. , Oxford, N. Y. )
pp- 253-315; Poznansky (1984) Pharm Revs 36: 277.

Thanh phén bao ché dugc thém vao duge phém nén tao ra su On dinh cho
khang thé khang CD40 dbi khang hoidc protein theo sang ché. Tuc 13, khng thé
khang CD40 hodc protein theo sang ché van gitt dugc do on dinh vat ly va/hodc hoa
hoc cta né va ¢6 dic tinh chirc ning mong mudn, nghia 13, mot hodc nhidu dic tinh
trong sb cac dic tinh chirc ning mong mudn nhu dugc néu & trén day.

Céc phuong phap kiém tra d6 6n dinh protein da dugc biét dén trong linh vuc
nay. Xem tai li€u, vi du, Jones (1993) Adv. Drug Degany Rev. 10: 29-90; Lee, ed.
(1991) Peptide and Protein Drug Degany (Marcel Dekker, Inc., New York, New
York); va céc thttr nghiém do 4n dinh dugc mé ta dudi day. Néi chung, do 4n dinh
protein dugc do & nhié¢t d§ dugc lya chon trong khoadng thoi gian cu thé. Theo cac
phuong an dugc uu ﬁén, duoc phém chira khang thé 4n dinh tao ra d6 6n dinh cho
khang thé khang CD40 d6i khang hoic protein theo sang ché khi duoc bao quan &
nhiét d6 trong phong (khoang 25°C) trong it nhit 1 thang, it nhét 3 thang, hodc it
nhét 6 thang, va/hodc 6n dinh & khoang 2-8°C trong it nhit 6 thang, it nhat 9 thang,
it nhét 12 thang, it nhit 18 thang, it nhat 24 thang.
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Protein nhu khang thé, khi duoc bao ché trong dugc phim, dugc coi 1a vin
c6 d6 6n dinh vat ly & thoi diém xé4c dinh néu khong théy c4c diu hiéu cam quan
(nghfia 1a, bién mau hodc mit do trong) hodc céac dAu hiéu do dugc (vi du, béng cach
sit dung phép séc ky loai trir theo kich ¢& (SEC) hoic su tdn xa anh sang UV) cua
su két tha, két tu va/hodc bién chit trong duoc phdm d6. Dbi véi dd on dinh hoa
hoc, protein nhu khéng thé, khi dugc bao ché trong dugc phém, duoc coi nhu duy
tri @6 6n dinh héa hoc ctia n6 & thoi diém xac dinh néu céc sé do cia do 6n dinh hoa
hoc chi ra ring protein (nghia 13, khéng thé) van gitt hoat tinh sinh hoc quan tdm
trong dugc pham d6. Céc phuong phap dé kiém tra cac thay dbi vé& do én dinh hoa
hoc da dugc biét dén trong linh vuc va bao g(‘Sm, nhung khong bi gidi han &, cic
phuong phéap phat hién céc dang bién ddi hoa hoc cia protein nhu 1 do cit, bing
cach stt dung, vi du, SDS-PAGE, SEC, va/hodc phép do phd khi ion héa hip thu
lade hd tro khudn/thdi gian bay; va sy thodi bién c6 lién quan dén cac thay dbi dién
tich phén tir (vi du, c6 li€n quan dén su khtr amit), bang cach sir dung, vi du, phép
sic ky trao ddi ion. Xem, vi dy, cac phuong phap dugc néu dudi day.

Khéng thé khang CD40 hoic protein theo sang ché, khi dugc bao ché trong
duoc phém, duoc coi 12 van c6 hoat tinh sinh hoc mong mubn & thoi diém xé4c dinh
néu hoat tinh sinh hoc mong mudn & thoi diém d6 1a khoang 30%, t6t hon 1a khoang
20% hoat tinh sinh hoc mong mudn duge thé hién & thoi diém duge phém duoc bao
ché nhu dugc xé4c dinh trong thir nghiém thich hop vé hoat tinh sinh hoc mong
mudn. Céc thir nghiém do hoat tinh sinh hoc mong mudn cua khang thé khang
CD40 d6i khang hodc cic protein dugc mé t& & day, cd thé dugc thuc hién nhu
duoc mo ta trong phan Vi du & ddy. Cling xem céc thtr nghiém dugc néu trong bai
bao Schutze et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 8200-8204; Denton ef al.
(1998) Pediatr Transplant. 2: 6-15; Evans et al. (2000) J : Immunol. 164: 688-697 ;
Noelle (1998) Agents Actions Suppl. 49: 17-22; Lederman et al. (1996) Curr Opin.
Hematol. 3: 77-86; Coligan et al. (1991) CurrentProtocols in Immunology 13: 12;
Kwekkeboom et al. (1993) Immunology 79: 439-444; va céc patent My s6 5,674,
492 va 5,847, 082.

Theo mdt sé phuong 4n clia sang ché, khang thé khang CD40, vi du, duoc
chon trong sb cac khang thé tai t6 hop mAbl-mADb3, duge biao ché & dang dugc
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phim 16ng. Khang thé khang CD40 hoic protein theo sang ché c6 thé dugc bao ché
bang cach st dung phuong phap bt ky da biét trong linh vuc ndy, bao gdm cic
phuong phép dugc mo ta trén ddy. Theo mdt phuong an, khang thé khang CD40, vi
duy, dugc chon trong sb cac khang thé mAbl-mAb3, dugc téng hop tai to hop trong
dong té€ bao CHO.

Sau khi bao ché va tinh ché, khang thé khang CD40 c6 thé duoc bao ché
duéi dang dugc phim léng theo cach dugc trinh bay & ddy. Khi khang thé khang
CD40 dbi khang dugc bao quan trude khi bao ché, thi n6 ¢6 thé dugc dong lanh, vi
du, & -20°C, va sau d6 dugc rd dong & nhiét do trong phong dé bao ché tiép.

Dugc phim 16ng chita mot lwong hiru hidu dé didu tri cia khang thé khang
CD40 hodc protein theo sing ché, vi du, khéng thé mAbl, mAb2 hoic mADb3.
Lwong khang thé c6 trong duoc phdm dugce xem xét dua vio duong ding va thé tich
lidu ding mong mudn.

Theo céach nay, dugc phdm 16ng chira khang thé khang CD40, vi du, khang
th8 mAbl, mAb2 hoic mAb3, & ndng d6 nim trong khoang tir 0,1mg/ml dén
300,0mg/ml, tr 1,0mg/ml d&n 200mg/ml, tir 5,0mg/ml dén 100,0mg/ml, tir
7,5mg/ml dén 50mg/ml, hodc tir 15,0mg/ml dén 25,0mg/ml.

Duoc phdm 1éng chira khang thé khang CD40, vi du, khing thé mAbI,
mAb2 hoic mAb3 va dung dich dém ma duy tri d6 pH cua dugc phém nam trong
khoang tir d6 pH 5,0 dén pH 7,0.

Dung dich dém thich hop bt ky ma duy tri d§ pH cia dugc phim chtra
khéng thé khang CD40 dang léng nim trong khoang tir d6 pH 5,0 dén pH 7,0 c6 thé
duge st dung trong duogc phém, mién 12 d6 dn dinh héa ly va hoat tinh sinh hoc
mong mubn cia khéng thé duoc gift lai nhu néu trén day. Cac dung dich dém thich
hop bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, axit thong thudng va cac mudi cia no,
trong d6 ion ddi c6 thé 1a, vi du, natri, kali, amoni, canxi, hodc magie. Vi du vé cac
axit thong thuodng va céc mudi ciia né ma c6 thé dugc sir dung dé dém cho duoc
phim 16ng bao gém, nhung khong bi gidi han &, cac dung dich dém axit sucxinic
hodc sucxinat, histidin hodc histidin hydroclorua, axit xitric hodc xitrat, axit axetic
hodc axetat, axit tartric hodc tartrat, axit phosphoric hodc phosphat, axit gluconic

hodc gluconat, axit glutamic hodc glutamat, axit aspartic hodc aspartat, axit maleic
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hoic maleat, va axit malic hodc inalat. Né”)ng do cua dung dich dém trong dugc
phém c6 thé nam trong khoang tr 1 mM dén 50 mM, ké ca khoang 1 mM, 2 mM, 5
mM, 8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50
mM, hoic céc gia tri khac nim trong khoang tir 1 mM dén 50 mM.

Theo mdt s6 phuong 4n cia sang ché, duoc phidm léng chira mdt luong hiru
hiéu dé didu tri cia khang thé khang CD40, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hodc
mADb3, va dung dich dém sucxinat hodc dung dich dém xitrat hoic dung dich dém
histidin hoic dung dich dém histidin hydroclorua & ndng d6 ma gitt do pH cua dugc
phim ndm trong khoang tir dd pH 5,0 dén pH 7,0. Thuat ngit "dung dich dém
sucxinat" hodc "dung dich dém xitrat" nghia 1a dung dich dém chira mudi cua axit
sucxinic hodc mudi cia axit xitric twong tng. Thuat ngit "dung dich dém histidin"
nghia 13 dung dich dém chua mudi cia axit amin histidin.

Theo mdt phuong 4n uu tién, dung dich dém la dung dich dém histidin, vi
du, histidin hydroclorua. Nhu luu y & trén, ndéng d6 dung dich dém histidin trong
dugc phidm c6 thé nam trong khoang tr 1 mM dén 50 mM, ké ca khoang 1 mM, 2
mM, 5 mM, 8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45
mM, 50 mM, hodc gia tri khac nim trong khoang tr 1 mM dén 50 mM.

Theo mdt phuong an uu tién, ion dbi sucxinat hodc xitrat 1a cation natri, va
do d6 dung dich dém twong ng 13 natri sucxinat hogc natri xitrat. Tuy nhién, cation
bét ky cling dugc cho 1a c6 hi¢u qua. Cac cation sucxinat hodc xitrat co thé khac bao
g@)m, nhung khong bi giéi han 6, kali, amoni, canxi, va magie. Nhu luu y & trén,
ndng d6 dung dich dém sucxinat hodc xitrat trong dugc phdm c6 thé ndm trong
khoang tir 1 mM dén 50 mM, ké ca khoang 1 mM, 2 mM, 5 mM, 8 mM, 10 mM, 15
mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM, hodc cac gia tri
khéc ndm trong khoang tir ImM dén 50mM.

Theo cac phuong an khac, duoc phim 1éng chira khang thé khang CD40 dbi
khang, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, & nf‘mg do nam trong khoang tir
0,1mg/ml dén 300,0mg/ml, hodc 1,0 mg/ml dén 200 mg/ml, 5,0 mg/ml dén 100,0
mg/ml, 7,5 mg/ml dén 50 mg/ml, hodc 15,0 mg/ml dén 25,0 mg/ml, va dung dich

dém histidin ho#ic sucxinat hojc xitrat, vi du, dung dich dém natri sucxinat hodc
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natri xitrat hodc histidin hydroclorua, & ndng d6 nam trong khoang tir 1 mM dén 50
mM, 5 mM dén 40 mM, 10mM dén 35mM, t6t hon 14 khoang 30 mM.

Néu mong mudn dugc phdm léng gin ding truong, thi dugc pham long chira
mot luong hitu hiéu dé didu tri cua khang thé khang CD40 hoic protein theo séng
ché, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, va dung dich dém dé duy tri d6 pH
cua duogc phém nam trong khoang tir 5,0 dén pH 7,0 co thé chira thém mot lugng
chét tao ding truong du dé tao ra dugc phdm gin déng trwong. Thuat ngit "gin déng
treong" nghia 13 dugc phim chira nudc c6 néng dd mol nim trong khoang tir 240
mmol/kg dén 800 mmol/kg, t6t hon 12 nim trong khoang tir 240 dén 600 mmol/kg,
t6t hon nita 13 ndm trong khoang tir 240 dén 440 mmol/kg, t&t hon nita 12 nim trong
khoang tir 250 dén 330 mmol/kg, tham chi t&t hon 14 ndm trong khoang tir 260 dén
320 mmol/kg, vin tdt hon nita la ndm trong khoang tir 270 dén 310 mmol/kg.

Céc phuong phap x4c dinh tinh déng truong cta dung dich 13 da biét boi
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy. Xem ti liéu, vi du, Setnikar et al.
(1959) J. Am. Pharm. Assoc. 48:628. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
ndy quen véi nhiéu chét tan dugc dung c6 ich trong viéc tao ra tinh ding truong &
duoc phidm. Chét tao tinh déng trrong co thé 1a chét bat ky c6 kha nang diéu chinh
ap sut thAm thau ctia dugc phim l6ng theo sang ché dén gia tri gan bang gia tri cia
dich co thé. C6 thé mong mubn sir dung chit tao tinh ding truong chip nhan dugc
v& mit sinh ly.

Do d6, dugc phim léng chira mot luong hitu hidu dé didu tri ciia khang thé
khang CD40 dbi khang, vi du, khéng thé mAbl, mAb2 hoic mAb3 va dung dich
dém dé duy tri d6 pH cia duge phdm nim trong khoang tir d6 pH 5,0 dén pH 7,0,
ngoai ra c6 thé chira cac thanh phdn ma c6 thé duoc str dung dé tao ra tinh dang
trwong, vi duy, natri clorua; cdc axit amin nhu alanin, valin, va glyxin; duong va
rugu dudng (cac polyol), bao gdm, nhung khéng bi gidi han &, glucoza, dextroza,
fructoza, sucroza, maltoza, manitol, trehaloza, glyxerol, sorbitol, va xylitol; axit
axetic, axit hiru co khac hodc céc mudi cia chung, va céc lugng tuong d6i nho cia
xitrat hodc phosphat. Ngudi c6 hiéu biét trung binh s& biét vé& cac chit khac ma

thich hop dé tao ra tinh trwong t8i wu cho dugc phim léng.
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Theo mot sb phuong 4n vu tién khac, dugc phdm 16ng chita mot lugng hitu
hiéu dé didu tri coa khang thé khang CD40, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hoic
mAD3, va dung dich dém dé duy tri d6 pH cda dugc phém ndm trong khoang tir o
pH 5,0 dén pH 7,0, ngoai ra chtta natri clorua lam chét tao tinh déng truong.

Ndng dd cta natri clorua trong dugc phim sé& tiy thudc vao mic déng gop
vao tinh treong cua cac thanh phan khac. Theo mot s6 phuong 4n, ndng do cta natri
clorua ndm trong khoang tir 50 mM dén 300 mM. Theo mdt phuong 4n nay, ndng
do6 cna natri clorua 1a khoang 150 mM. Theo c4dc phuong 4n khac nay, ndng do cia
natri clorua 14 khoang 150 mM, dung dich dém la dung dich dém natri sucxinat
hoiic natri xitrat & ndng d6 ndm trong khoang tir 5SmM dén 15mM, dugc phém léng
chra m6t lugng hitu hiéu dé diéu tri cua khang thé khang CD40 hoic protein theo
sang ché, vi duy, khang thé mAb1, mAb2 hoic mAb3, va dugc phém c6 do pH nam
trong khoang tir 5,0 dén 7,0.

Theo cic phuong an khéac, duogc phdm 1éng chtra khéng thé khang CD40
hodc protein theo sdng ché, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hodc mAb3, & néng do
ndm trong khoang tir 0,1 mg/ml dén 50,0 mg/ml hodc 5,0 mg/ml dén 25,0 mg/ml,
khoang 150 mM natri clorua, va khoang 10 mM, 20mM 30 mM, 40 mM hodc
50mM natri sucxinat hodc natri xitrat, & d6 pH bing khoang pH 5,5.

Su thoai bién protein do sy rd dong hodc cit co hoc trong qua trinh xir ly
dugce phdm 16ng theo sang ché c6 thé duoc e ché bing cach dua cac chit hoat dong
b& mit vao dugc phidm dé 1am giam strc cing bé mit & bé mit chung dung dich —
khong khi. Do d6, theo mot s phuong 4n, dugc phim 16ng chita mot lugng hitu
hiéu dé didu tri cua khang thé khang CD40 hoic protein theo séng ché, vi dy, khang
thd mAb1, mAb2 hodc mAb3, dung dich dém dé duy tri d6 pH ciia dugc phdm nim
trong khoang tir pH 5,0 dén pH 7,0, va con chta chét hoat dong bé mat. Theo céc
phuong an khac, dugc pham 1éng chira mét lwong hitu higu dé diéu tri cua khang
thé khang CD40 hoic protein theo séng ché, vi du, khang thé mAbl, mAb2 hoic
mADb3, dung dich dém dé duy tri d6 pH cla dugc pham nim trong khoang tir pH 5,0
dén pH 7,0, chét tao tinh ding truong nhu natri clorua & ndng d6 nam trong khoang

tir 50 mM dén 300 mM, va con chira chét hoat dong bé mit.
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Chét hoat dong bé mit thong thuong duge dung 1a chit hoat dong bé mit
khéng ion, bao gdm este polyoxyetylen sorbitol nhur polysorbat 80 (Tween 80) va
polysorbat 20 (Tween 20); este polyoxypropylen-polyoxyetylen nhu Pluronic F68;
ruou polyoxyetylen nhu Brij 35; simeticon; polyetylen glycol nhu PEG400;
lysophosphatidylcholin; va polyoxyetylen-p-t-octylphenol nhu Triton X-100.

Viéc 1am 6n dinh theo céch cd dién cac dugc phém b'fmg chit hoat dong bé
mit hodic chit nhii héa dugc md ta, vi du, trong bai bdo Levine et al. (1991) J.
Parenteral Sci. Technol. 45 (3): 160-165, dugc dua vao ddy biang cach vién din.
Chét hoat dong bé mit vu tién dugc ding dé thyc hanh sang ché 1a polysorbat 80.
Néu chét hoat dong bé mit dugc bao gém thi chit hoat dong bé mat ndy thuong
dugc thém vao véi lugng ndm trong khoang tir 0,001% dén 1,0% (khdi luong/thé
tich).

Do d6, theo mdt s6 phuong 4n, dugc pham 16ng chira mot lwgng hitu hiéu dé
didu tri cia khang thé khang CD40 hoic protein theo sang ché, vi du, khang thé
mAbl, mAb2 hodc mAb3, dung dich dém 1a dung dich dém natri sucxinat hodc
natri xitrat ho#c histidin hodc dung dich dém histidin hydroclorua & néng do nam
trong khoang tor 1 mM dén 50 mM, 3 mM dén 40 mM, hoic 5 mM dén 35 mM;
hoic 7,5 mM dén 30mM; duoc phdm c6 d6 pH nim trong khoang tir pH 5,0 dén pH
7,0; va dugc phém con chira chét hoat dong bé mat, vi du, polysorbat 80, véi lugng
nim trong khoang tir 0,001% dén 1,0% hoic 0,001% dén 0,5%. Cac dugc phim nay
c6 thé thy v chira chét tao tinh ddng trwong, nhu natri clorua & ndng d6 nim trong
khoang tir 50 mM dén 300 mM, 50 mM dén 200 mM, hoic 50 mM dén 150 mM.

Theo cac phuong an khac, dugc phdm léng chtra khéng thé khang CD40
hodc protein theo sang ché, vi du, khéng thé mAbl, mAb2 hoic mAb3, & néng do
nim trong khoang tir 0,1 mg/ml dén 200,0 mg/ml hoic 1 mg/ml dén 100,0 mg/ml
hoic 2 mg/ml dén 50,0 mg/ml hodc 5,0 mg/ml dén 25,0 mg/ml, ké ca khoang 20,0
mg/ml; natri clorua véi lugng nim trong khoang tir 50 mM dén 200 mM, ké ca
khoang 150 mM natri clorua; natri sucxinat hodc natri xitrat & ndng d6 nim trong
khoéng tir 5 mM dén 20 mM, ké ca khoang 10 mM natri sucxinat hogc natri xitrat;
natri clorua & ndng do nim trong khoang tir 50 mM dén 200 mM, ké ca khoang 150

mM; histidin hodc histidin clorua & ndng d6 nim trong khoang tir 5 mM dén 50
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mM, ké ca khoang 30 mM histidin hodc histidin clorua; va tuy y chét hoat dong bé
mit, vi du, polysorbat 80, véi lugng nam trong khoang tir 0,001% dén 1,0%, ké ca
khoang 0,001% dén 0,5%; néu duoc phim léng c6 d6 pH nim trong khoang do pH
tir 5,0 dén 7,0.

Dugc phidm 16ng v& co ban c6 thé khong cé chit bao quan bt ky va cac chit
mang, t4 dugc, hodc chit én dinh khic nhu dugc néu trén day. Theo céach khac,
duoc phém c6 thé chira mét hodc nhiéu chit bao quan, vi duy, chét khang khuén, chét
mang, t4 dugc, hodc chit én dinh dugc dung dugc néu & trén ddy mién 13 ching
khéng 1am anh huéng bét loi dén su 6n dinh hoa Iy ciia khang thé khang CD40 db6i
khéng hodc doan gin két véi khang nguyén cta né. Céac vi du vé& chit mang, ta
duoc, va chit 6n dinh duoc dung bao gdm, nhung khéng bi giéi han &, chit dém
khac, déng dung moi, chét hoat dong bé mat, chét chéng oxi héa bao gém axit
ascorbic va methionin, chit tao chelat nhu EDTA, phtre kim loai (vi dy, phtrc Zn-
protein), va polyme dé thoai bién sinh hoc nhu polyeste. Su thao luén k¥ ludng vé
duoc phém va viéc chon chét mang dugc dung, chét én dinh, va chét tao su déng
thAm théu co6 thé duoc tim thiy trong bai bdo Remington's Pharmaceutical Sciences
(18th ed.; Mack Publishing Company, Eaton, Pennsylvania, 1990).

Sau khi duoc phém long hodc dugc phém khic néu & day dugc bao ché, thi
n6 c6 thé dugc déng lanh dé phong thoai bién. Cac phuong phap dong lanh dugc
phim 16ng 13 da dugc biét dén bdi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay.
Chi trude khi sir dung, dugc phim c6 thé duoc hoan nguyén bang dung dich pha
lodng vo trung (dung dich Ringer, nuéc cét, hoic dung dich nudc mudi vé tring,
chéng han) ma c6 thé bao gdm cac thanh phan khac.

Sau khi hoan nguyén, duoc phim tét hon 1a dugc dung cho cac dbi tuong
bang cach sir dung cac phuong phap da duoc biét dén boi nhitng ngudi c6 hiu biét
trung binh trong linh vuc nay.

Str dung khang thé khang CD40 dbi khang dé san xuét thudc

Sang ché ciing dé cap dén khang thé khang CD40 ddi khang hoic céc protein
theo séng ché dung dé diéu tri bénh tw mién va/hodic bénh viém & dbi tuong, trong
d6 thubc duoc phdi hop véi it nhat mét liéu phap didu tri khac trong qua trinh diéu

tri.
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Thuét nglt "dugce phéi hop" nghia la thudc duoc sur dung trudc, trong, hodc
sau khi diéu tri dbi tugng béng it nhat mot liéu phép diéu tri khac. Cac vi du vé cac
lidu phép diéu tri khac bao gdm, nhung khéng bi gii han &, céc lidu phap dugc néu
& trén day, nghia 13, phau thuat hoic qua trinh phAu thuat (vi du tha thuat cit bo 14
lach, thit thuat ct bé hach bach huyét, thii thuat cét bo tuyén giap, tach huyét tuong,
tach bach cau khoi mau, t€ bao, mo, hodc ciy ghép co quan, truyén co quan, cac thi
thuft & rudt, va thu thuit tuong tu), liéu phdp phdéng xa, li€u phap diéu tri nhu liéu
phép diéu trj ding steroit va liéu phép diéu trj khong ding steroit, liéu phap didu tri
diing hormon, liéu phép diéu tri ding xytokin, liéu phap diéu tri bing thudc diung
cho da (vi du, thudc tai chd dugc st dung dé diéu tri tinh trang bénh da nhu di Gng,
viém da tiép xuc, va bénh vay nén), liéu phap trc ché mién dich, va liéu phap diéu tri
ding khang thé don dong khang viém khac, va liéu phap twong tu, trong dé viée
diéu tri véi liéu phéap diéu tri khéc, hodc cac li€u phéap diéu tri khac, x4y ra trudc,
trong, hodc sau khi dé diéu tri d6i twong biang thubc chira khang thé khang CD40
d6i khang hoic cac protein theo sang ché nhu duoc luu ¥ & trén day.

Theo mot phuong 4n ndy, sang ché dé cp dén khang thé mAbl, mAb2 hoic
mADb3 dung dé st dung trong diéu tri bénh ty mién va/hodic bénh viém & dbi tugng,
trong d6 thubc dugc phdi hop véi viée diéu tri bang it nhit mot liéu phap didu tri
khac nhu dugc néu trén day.

Theo mdt s6 phuong 4n, thudc chira khang thé khang CD40 ddi khang, vi du,
khang thé don dong mAb1, mAb2 hoic mAb3 dugc mé ta & day, hodc doan gin két
v6i khang nguyén ctia né dugc phéi hop vé6i viée didu tri bang hai lidu phéap diéu tri
khéc.

Néu thudc chira khang thé khang CD40 d6i khang dugc phbi hop vé6i hai liu
phéap diéu tri khac, thi viéc st dung thubc 6 thé 14 trude, trong, hodc sau khi diéu tri
d6i tuong bang mot hodc ca hai liéu phép diéu tri khac.

Séng ché ciing dé cap dén khang thé khang CD40 db6i khang, vi du, khang thé
mAbl, mAb2 hosic mAb3 duogc néu & day, sir dung dé diéu tri bénh ty mién va/hoic
bénh viém & ddi tugng, trong d6 thudc duoc st dung cho ddi tuong ma da dugc

diéu tri trudc d6 bang it nhat mot liéu phap didu trj khac.
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Thuéat ngit "da duoc diéu tri" hodc "diéu tri trude do" nghia la dbi tuong da
dugc diéu tri br?mg mdt hodc nhiéu liéu phéap diéu tri khac trudc khi dung thudc chira
khéng thé khang CD40 d6i khang hoic protein theo sang ché.

Céc vi du duéi day dugc dua ra dé minh hoa va khong 1am gi6i han sang ché
theo cach bt ky.

Vi du thye hién siang ché
Nguyén liéu
1. Khang thé don dong

Chirl2.12 (1,9 mg/ml), mAbl (0,88 mg/ml), mAb2 (1,9 mg/ml), va mAb3
(1,9 mg/ml) dugc cung cip trong 50 mM xitrat pH 7,0, 140 mM NaCl. Isotyp IgG
dbi chuing cling dugc st dung cho céc thtr nghiém dugc lya chon (Sigma, St. Louis,
My).

2. T4c nhan kich thich hoat hoa té bao B

Doan F(ab’)2 AfiniPure IgM thé khang ngudi thu dugce tir vién nghién ctu
Jackson Immuno Research (Suffolk, UK), va CpG2006 thu dugc tr Microsynth
(Balgach, Thuy si). CD40L ngudi tai td hop duoc tao ra bing cach sit dung céc quy
trinh chuén da duogc biét bai ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Dich
ndi chira IL-4 nguoi duogc tao ra bang cach sir dung céc quy trinh chuin da duoc
biét boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

3. C4c chét dung trong nudi cy md in vitro

Moi truong nudi cdy PBMC: RPMI-1640, 10% FBS, 1%
Penixilin/Streptomyxin, 1% axit amin khong thiét yéu, 1% Natri pyruvat, 5 mM p-
mercaptoetanol (tt ca thu tir Invitrogen, San Diego, M3).

Phuong phép
1. Thir nghiém ting sinh PBMC qua trung gian CD40L
1.1 Tinh ché té bao don nhan méu ngoai vi ciia ngudi (PBMC)

Cac PBMC ban diu dugc tinh ché tir 16p vang mau sau ly tim tir mu toan
phén thu duoc tir ngudi tinh nguyén khée manh (Blutspendezentrum, Basel). Lép
vang médu sau ly tdm dwgc pha lodng theo ty 1& 1:4 bing PBS khong c6 Ca®* va
Mg** chtra 5mM EDTA va 25ml dugc chia phan u6c vao cc éng Falcon 50ml. Lép

vang mau sau ly tim di pha lodng dugc nim duéi véi 14ml Ficoll-Plaque Plus (GE
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Healthcare) mdi éng Falcon va dugc ly tAm & nhiét do trong phong trong 20 phut &
tbc d6 2250 vong/phit (khéng kim ham). Sau khi ly tam, 16p gitta hai pha dugc
chuyén vao 6ng Falcon don 50ml. Céc 16p gitta hai pha tir nhidu 6ng (tir ngudi cho
duy nhét) dugc thu gom 1én dén thé tich 30ml. Thém PBS dugc bd sung SmM
EDTA vio va cac té bao dugc quay & nhiét do trong phong trong 5 phut & téc do
2250 vong/phut. Dich ndi dugc loai bé trudc khi thém 15ml dung dich dém phén
gidi t& bao hong ciu (red blood cell - RBC) va u & nhiét do trong phong trong 5
phut. Sau d6 thém 20ml PBS/5SmM EDTA vao va cac té bao lai duoc quay (nhiét do
trong phong/5 phit & tdc do 2250 vong/phut). Céc té bao duge rira 2 1dn trong
PBS/5mM EDTA (véi cac buéc ly tim xen k&) va dugc tai huyén phi trong 35ml
mdi trudng PBMC trude khi x4c dinh sd lugng té bao séng sét bang cach st dung
phuong phap loai trir bing nhuém xanh Trypan. Céc t& bao khong duoc sir dung dé
kich thich in vitro ngay dugc bdo quan lanh.
1.2 Thir nghi€ém kich thich PBMC in vitro

Diy pha lodng hai 14n 7 diém ctia m&i mAb khang CD40 hodc dbi chiung
isotyp dugc tién hanh ba 1dn trong dia Costar 96 156 ¢6 hodc khong c6 lidu ¢b dinh
5ug/ml khang IgM F(ab’)2, 1uM CpG2006, dich ndi chira IL-4 ngudi (75 ng/ml),
hoic 40pg/ml huCD40L tai td hop (cic ndng dd cudi cung duge chi ra). Cac ndng
d6 ban d4u ctia mbi mAb khang CD40 nam trong khoang tir 20pg/ml dén 100pg/ml
tily theo thir nghiém. CD40L duogc sit dung trong liéu dap ting lam ddi chung duong
cho tét ca cac thir nghiém. Cac lidu cua khang IgM, CpG2006, IL-4 va CD40L dugc
chon dua vao cic thir nghiém truéc trong d6 kha ning cta cic chit phan Gng nay
(don 1é hoic két hop) gdy ra su ting sinh PBMC hoic té bao B dugc danh gia & lidu
dap tng (sb liéu khong duoc trinh bay). Cac PBMC (mat do cudi cung 1a 8x10*
trong mdt 16) sau d6 duoc thém vao mdi 16 truéce khi & trong 3 ngiy & 37°C/5%
CO,. Thém *H-thymidin (1 pCi/50pl/18) vao mbi 15 trong 6 gid nudi cy cudi cing
true khi thu hoach va xac dinh lugng thymidin dwa vao biang cach st dung may
dém nh4p nhay MicroBetaTrilux. Luu ¥ ring céc t& bao cong mdi trudng va cac té
bao céng moi truong cong dich nudi cdy khang IgM, IL-4, CpG2006 hoic dbi
chimg CD40L (khoéng c6 cac mAb khang CD40) dugc bao gém trong mdi thir

nghiém.
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S6 liéu dém nhép nhay duge phan tich bang cach sit dung phin mém Excel
va GraphPad Prism. Céc két qua duoc trinh bay dudi dang sé dém trung binh trong
mdt phit (cpm) (+/- sai s6 chuin ciia s6 trung binh) so v&i log ndng d6 mAb khang
CDA40 bién dbi. Cac mau dbi chimg duong tinh va cac mirc co ban cua t& bao cong
mdi trudng duoc chi ra trén mdi dd thi. Gia tri IC50 hodc EC50 dugc tinh tuy theo
khép duong cong thanh cong sb liéu béi Prism.

Céac PBMC dugc kich thich nhu dugc chi ra & trén véi 20pg/ml CD40L ¢6
hoic khong c6 liéu dap timg ciia mAb khang CD40 thir nghiém trong 3 ngay. Sy
tang sinh dugc danh gia bing viéc két hop *H-thymidin sau 72 gio nudi cdy. Céac két
qua duogc trinh bay duéi dang gia tri trung binh ctia ba 14n nubi cdy véi SEM va dai
dién cua 4 ngudi cho (cac thit nghiém ddc lap). Gia tri ICSO ctia su tic ché qua trung
gian mAb khang CD40 dugc 1ap thanh Béng theo pg/ml.

2. Thir nghiém cht van PBMC in vitro

Céc PBMC nguoi dugc kich thich nhu duge chi ra trong doan 1.2 & trén véi
lidu dap ting ctia Chirl12.12, mAbl, mAb2 hodc mAb3 trong 3 ngdy ma khong c6 su
ddng kich thich cta hodc c6 mit cia Spg/ml khang IgM F(ab’)2 hoic 1pM
CpG2006. Su ting sinh duoc danh gia bing viéc két hop 3H-thymidin vao sau 72
gio nudi cdy. Cac két qua duogc trinh bay dudi dang gia tri trung binh cia ba lin
nuoi céy v6i SEM va dai dién cua 4 ngudi cho (cac thir nghi€ém dc 1ap).

3. Thtr nghiém ADCC

Thém 50ul hdn dich PBMC (10x10° t& bao/mL) vao céac 15 déy tron (Corning

Incorporated - Costar #3790), 50pl t& bao Raji dugc nhudm calxein & ndng dd

(2x105 té bao/mL) va thém 100pul dung dich pha loang khang th& hodc mau dbi

7
.....

Céc té bao dugc thu gom & dy dia (3 phit & 250g) va i & 37°C trong moi
truong CO, duge 1am 4m (5%) trong 1 gid. Cac té bao duoc tach ra khoi moi trudng
bang cach ly tdm (3 phat & 750g) va 100ul dich ndi duge chuyén vao dia den day
trong (Corning Incorporated - Costar #3904) dé do.

Huynh quang dugc x4c dinh & budc song 535nm sau khi kich thich & buée
soéng 485nm véi quang phd ké SpectraMax Gemini (Molecular Devices). Mirc phén

gi4i té bao cu thé duoc tinh bing cong thirc dudi day:
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(murc do gidi phong thir nghiém — mirc d¢ giai phong tu phat)/(mic do giai phéng
t6i da — murc do giai phong tw phat) x 100.

4. Lién két ciia bién thé khang thé khang CD40 cia ngudi véi dong té bao BIAB
ngudi

Phuong phap dém té bao theo déng chay dugc sir dung, dé so sanh mirc gin
két ctia cic bién thé Fc khang thé khang CD40 khac nhau véi céc té bao BJAB
ngudi. Do d6, 2 x 10° té bao dwgc nudi cdy mbi 15 trén dia day chit V c6 96-15. Ria
c4c dia hai 1an v6i 200pL dung dich dém FACS (PBS, 5% FCS, 2mM EDTA) trong
2 phut & 4°C & 1350xg. Céc dich ndi dugce loai bd va cac té bao dugc tai huyén phu
trong 100mL dung dich dém FACS chira 8% huyét thanh ngudi (InVitromex, Cat.
No. S4190) va 1 trong 10 phtit. Sau khi rira bién thé Fc khang CD40 ngudi hai 1an
thém 50pL dung dich dém FACS véi 1% huyét thanh nguoi bit diu & ndng do
10ug/mL véi ty 16 pha lodng 1:2. Cac té bao duoc U trong 30 phut trén dé tiép theo
tién hanh hai buée rira. 50pL FITC thé khang IgG ngudi da dong, F(ab')2 (DAKO,
Cat. No. F 0315) duoc thém vao mdi 15 va 1 trong 30 phit trén da. O cubi thoi ky 1,
céc t& bao dugc rira hai 14n, t4i huyén phi trong 100uL dung dich dém FACS va thu
duoc trén FACS Cantoll.

Sau khi thu dugc cuong d6 huynh quang trung binh ctia kénh FITC dugc thu
trén FloJo.Graphing va khép dudng cong dugc thuc hién véi phin mém GraphPad
Prism 5.0. Do thay ddi cac cudong do gifra cac thir nghiém riéng biét, nén cc gia tri
dwoc chudn hoa. Do d6, gié tri cao nhit cia mdi day thir nghiém khang thé 1a 100%.
Céc 1an khép dudng cong khong tuyén tinh duoc thuc hién voi cac gia tri phin
tram.

5. Thir nghiém san sinh xytokin qua trung gian CD40L & cac té bao dudi gai co
ngudn gdc bach ciu don nhan (cdc MoDC)
5.1 Bao ché té bao dudi gai c6 ngudn gbc tir bach cdu don nhén ngudi

Céac PBMC ngudi duoc chudn bi tir 16p vang mau sau ly tAm ngudi thu duoc
tir tb chire chir thap d6 Thuy si. Lép vang méu sau ly tm dugc pha lodng véi ty 1€
1:5 trong PBS (Invitrogen, Cat. No. 20012019) va duoc phan phdi trong cac phin
udce 35 mL vao 6ng falcon 50mL. Sau d6, 13mL Ficoll (GE Healthcare, Cat. No. 17
1440-02) dugc 16t trong mdi éng. Céc té bao dugc ly tim & tdc d6 1680xg & nhiét
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do trong phong trong 20 phit ma khéng ding lai. Lép chira PBMC dugc thu gom
va rira hai l4n trong thé tich 16n PBS trong 5 phut & toc d6 1000 x g. Cubi cung cac
t€ bao dugc tai huyén phi trong 10mL PBS va duoc dém.

Céc bach ciu don nhin ngudi dwoc phan 1ap bi dong tr 100 x 107 PBMC
bang cach st dung kit phan 1ap bach cAu don nhan ngudi II tir Miltenyi (Miltenyi,
Drtrc, Cat. No. 130-091-153) trén thiét bi AutoMACS theo huéng din st dung cia
nha san xuit. Sau khi cac t& bao phan 14p dugc rira hai 1an trong 5 phut & tdc do
1000xg & 4°C trong modi truong nudi cdy (RPMI1640 (Invitrogen, Cat. No.
61870010), 10% FCS (Invitrogen, Cat. No.16000044, ngudn gbc M§), 1mM natri
pyruvat (Invitrogen, Cat. No. 11360039), 1 x NEAA (Invitrogen, Cat.No.
11140035) 1 x Penixillin/Streptomyxin (Invitrogen, Cat. No. 15140122) ). Pém cac
bach ciu don nhan phan l4p, dit vao cac dia c6 6 156 & mat dd 0,4 x 106/mL va nudi
cdy trong 7 ngay & 37°C, 5% CO,. Dé phan biét cac bach cau don nhan véi té bao
dudi gai tai td hop, IL-4 ngudi [80 ng/mL] va GM-CSF ngudi [100 ng/mL] (ca hai
dugc san xuét ndi bd) dugc thém vao moi truong nudi ca“iy & thoi diém bit diu nudi
cdy.

5.2 Kich thich té bao dubi gai (cac DC) dé giai phéng xytokin

Céac DC chua truéng thanh duoc thu hoach sau 7 ngdy nudi cdy bang cach
rira céc dia c6 6 16, thu gom cac té bao va rira chung hai 14n trong 5 phut & tde do
1400xg trong mdi trudng nudi ciy. Sau do, 2 x 105 iDC duge nudi cdy trong cac dia
day bang c6 96-16 (Becton Dickinson, Cat. No. 353072) trong 100uL. Pbi vai cac té
bao ddi chimg duwong tinh dwgc kich thich bang MegaCD40L (Alexis, Cat. No.
ALX-522-110-C010) & ndng d6 1pg/mL, miu dbi chting 4m tinh bao gbém chi cac
iDC trong méi truong. Trong thir nghiém ddi khang, cac bién thé Fc cua khang thé
khang CD40 ngudi dugc thém vao véi néng d6 10pug/mL véi ty 16 pha loang 1:2
cing v6i 1pg/mL MegaCD40L dbi véi lidu dap tng. Céac dich ndi cta cac té bao
dugc kich thich dugc thu gom 24 gid sau d6 dé do lwong TNFa. Trong thtr nghiém
chit van, céc bién thé Fc ctia khang thé khang CD40 ngudi dugc thém vao véi ndng
d6 10pg/mL véi ty 1€ pha lodng 1:2 va céc dich ndi duge thu sau 48 gir dé do lugng
TNFo. Céc té bao dugc nudi cdy va dwoc kich thich ba 1in trong tit ca cac thir

nghiém.
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5.3 Po lugng TNF alpha biang ELISA

Pé do luong TNFa trong cac dich ndi, ELISA duoc thuc hién nhu sau.
Khéng thé bit gitr khang TNFa (BD Pharmingen, Cat. No. 551220) dugc bao trén
cac dia ELISA (Greiner, Nunc F96 Maxisorp, Cat. No. 442404) & néng dd 5pg/mL
trong 50uL mdi 16 qua dém & 4°C. Dbi v6i mbi budc rira, cac dia duge rira 3 13n véi
250uL trong mdy rira dia BioTek ELx 405. Sau 1an rtra dau tién, 200pL Superblock
TBS (Thermo Scientific, Pierce, Cat. No. 37535) duoc 1 trong 1 gir & 37°C. Tiép
theo, TNFa chudn (TNFa nguoi tai td hgp, R&D Systems, Cat. No. 210-TA) hoic
mau dugc thém vao 25ul. TNFo chuin dugc bit diu & néng do cudi cung la
20ng/mL trong mot ddy pha lodng véi ty 18 1:2. Ngoai ra, 25uL khang thé phat hién
(biotin khdang TNFa nguoi, BD Pharmingen, Cat. No. 554511) dugc thém vao voéi
ty 1& pha lodng 1:500. C4c dia dugc & qua dém & 4°C. Sau khi rira, thé tiép hop
Avidin-POD (ExtrAV phosphataza kiém, Sigma, Cat. No. E-2636) duoc pha lodng
véi ty 1€ 1:5000 trong Superblock TBS, dugc thém vao 50uL va u trong 1 gio &
nhiét do trong phong. Céc dia duogc rira va 50uL co chit p-Nitrophenylphosphat
(Sigma, Cat. No. C-3041) dugc thém vao dé phat hién trong 15 phit. Cac dia
ELISA dugc doc & 450nm v6i phan mém SoftMax Pro trén may SpectraMax M5
(thiét bj phan tt).

6. Nghién ctru ddc tinh

Muc dich chinh ban d4u ctia nghién ctru doc tinh 13 dé nghién ctru doc tinh
tiém ting cia mAb] liéu cao (100mg/kg) so véi Chirl2.12.

30 con khi cynomolgus c¢6 ngudn gdc & Mauritius dugc sit dung cho nghién
ctru nay. Tai thoi diém bét dau dung liéu, tudi cta cac con khi nay 1a khoang 4 dén
5 tudi va c6 khdi lugng tir 4,5 dén 6,6 kg dbi v6i con duc va 3,1 dén 4,3 kg dbi véi
con cai.

mAbl (50 mg/mL) dugc dung qua dudong tinh mach cho mdt nhom khi
cynomolgus (5 dyc/5 cai; nhém 2) v6i mirc lidu 100mg/kg va thé tich lidu 2mL/kg
mdi 14n mot tudn trong 5 tuln (viéc ding khang thé thir nghiém vao cac ngay 1, 8,
15, 22, 29, va 36). Mot nhom khi cynomolgus khéac (5 dwc/5 céi; nhom 3) dung
khéng thé gbc Chirl2.12 qua dudng tinh mach bing cach truyén mot liéu 16n cham
v6i mic lidu 100mg/kg va thé tich lidu SmL/kg gia duge. mAbl véi thé tich lidu
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2mL/kg dugc diung cho mdt nhém khi cynomolgus khac ma dugc dung lam déi
ching (5 duc/5 cai; nhém 1). T4t c4 cac con khi dugc md tir thi sau mét hodc hai
ngay ding liéu cudi cing.

Pi quyét dinh két hop tao mién dich bing Keyhole Limpet Hemocyanin
(KLH) dé danh gi4 hiéu qua cua ca hai Ab khéang CD40. Vao ngay thir 2, cac con
duoc tao mién dich véi 1mg KLH trong phén sau d6 tiém nhéc lai 1iéu 0,5 mg KLH
trong phén vao ngay thir 23. Huyét thanh duoc 14y mau truée khi tao mién dich/tiém
nhic lai ciing nhu twong Gmg vao ngdy 7 va 14 sau khi tao mién dich va tiém nhic
lai. Hiéu gia IgM/IgG dic hiéu KLH dugc xac dinh bing phuong phap ELISA bing
céch st dung huyét thanh dbi chung chira [gM/IgG khang KLH cua khi cynomolgus
lam mAu chudn. Mau duge 14y mau 3 1in trude khi dung lidu va vao cac ngay 15, 29
va vao lic md tir thi (ngdy 37/38) dé xé4c dinh kidu hinh mién dich cua céc té bao B
chua tirng thi nghiém (CD20+CD21+CD27-). Téng sb té bao CD20 B chua tirng thi
nghiém tuyét d6i dugc tinh tir tong sb té bao lympho trong mau mau va téng sd té
bao CD20 B chua tirng thi nghiém twong ddi bing may dém té bao theo dong chay.
Béng 4: Tong két nghién ctru doc tinh

S6 MO ta Muc liéu | Thétich | s6con/nhém | M3 tir thi sau
nhém | nhém | (mg/kg/liéu) | liu* |Duc| Cai 5 tun
(mL/kg)
1 Pbi 0 2 5 5 SM/5SF
ching
2 mAbl 100 2 5 5 5M/5F
3 | Chirl2.12 100 5 5 5 5M/5F

* Dua vao khoi lugng co thé cia c4 nhan gin day nhat

Dénh gid dc tinh dua trén sy quan sat vé 1am sang, ty 18 tir vong (cac diu
hidu 14m sang bao gdm quan sét sau khi dung khang thé, danh gia phan, kiém tra
long, va su ti€u thu thirc an), khdi lugng co thé, cac kiém tra v& mit, kiém tra tim
mach, bénh ly 1dm sang (bao gém su dong mau, kiém tra su hoat hoéa tiéu ciu bén
ngoai, huyét hoc, héa hoc 1am sang va phan tich nudc tiéu), khdi lugng co quan, va
cac két qua md ¢ thi vi m6 va vi mé. Kiéu hinh mién dich & méu duoc thuc hién ba

14n trude khi dung khang thé, vao cac ngdy 15 va 29 cia pha dung khang thé ciing
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nhu vio ngdy md tir thi. Ngoai ra, kiéu hinh mién dich ctia mé 14 lach va hach bach
cau thoat nuéc cia vi tri tiém Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) dugc thuc hién
khi mé tir thi. Ngoai ra, dap tmg khang thé phu thudc té bao T (TDAR) véi KLH
duoc kiém tra dé so sanh truc tiép vé mirc dd anh huéng cua Chirl2.12 c6 kha nang
gy ra ADCC hoan toan v6i mAbl. Mau dugc thu tlr tit ca cac con dé danh gia
dong hoc doc tinh va dénh gia khang thé khang thubc c6 thé c6 (anti-drug antibody
- ADA).
7. Tao profin in vitro khéc ciia mAbl
7.1 Tinh ché PBMC

Céc té bao don nhén ciia mau ngoai vi ngudi dugc chun bi nhu duge néu &
trén trong phan 1.1.
7.2 Tinh ché té bao B & amidan nguoi

Nang amidan va mé lién két dugc 14y ra va nguyén liéu amidan sau d6 duge
cit thanh cac miéng to ~ Smm trude khi dugc nghién qua bd loc t& bao kim loai véi
viéc rira thong thudong véi moi trudng té bao B. Cac té bao amidan sau d6 duoc loc
hai 14n qua bd loc té bao 70uM dé loai bé manh v& té bao. Cac té bao B dugc phan
1ap tir cac PBMC méi bang cach st dung kit 1am giau té bao B cua nguoi chon lgc
am tinh EasySep (Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada). Cac t& bao B
dugc tinh ché bing cach sir dung kit 1am giau t& bao B ciia ngudi chon loc 4m tinh
EasySep theo cic huéng din ctia nha san xuit (Stemcell Technologies, Vancouver,
BC, Canada).
7.3 Dénh gi4 gid tri EC50 lién két véi CD40 bang cach st dung cac PBMC hoic té
bao B cua nguoi va ciia dong vét linh trudng khdng phai nguoi

Cac PBMC (khi zerut, khi cynomolgus hoic nguoi) hodc cic té bao B
amidan (chi cta ngudi) dugc &t & 4°C trong 30 phut véi mAbI tinh khiét duge danh
dAu hoic khang thé ddi ching isotyp & lidu dap tng (ndng do cudi cling nam trong
khoang tir 2,5 pg/ml dén 0,00125 pg/ml). Cac té bao sau d6 duoc ria trude khi
dugc U voi khang thé khang IgG ngudi (phan ung chéo cua dong vt linh trudng
khong phai ngudi) va khang thé khang IgG ngudi dugc biotinyl hoa véi phéan ng
chéo t6i thiéu véi cac NHP (R10; luu y rang c6 thé phén biét c4c té bao B cua nguoi

biéu hién IgG mang bang cach nhudm khang IgM hodc thong qua mirc do0 nhudém
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FACS khac nhau). Cac té bao lai dugc & & 4°C trong 30 phut trude khi duge rira va
trai qua viéc nhuém cudi ciing véi streptavidin-FITC trong 20 phit & 4°C. Cac té
bao sau d6 dugc rira va danh gia sy biéu hién CD40 trén cac t& bao CD20+ té bao
dugc thue hién bing may do té bao theo dong chay.
7.4 Déanh gid sy tc ché ting sinh PBMC hoic té bao B cia ngudi va dong vat linh
trudng khong phai nguoi duge cdm tng bdi CD154

Diy pha lodng hai 1in 7 diém ciia m3i mAb khang CD40 hodc dbi ching
isotyp dugc tién hanh ba 1an trong cac dia 96 18 khi c6 mit cac ndng d6 EC80 caa
CD154 va IL-4 ngudi tai té hop. Cic ndng d6 ban diu cia mdi mAb khang CD40
nim trong khoang tir 20 pg/ml dén 100 pg/ml tuy theo thir nghiém. Cac té bao va
cac mAu ddi ching méi truong dugc sir dung 1am cac dbi chimg am tinh cho tAt ca
céc thit nghiém. Cac PBMC (khi zerut, khi cynomolgus hozic ngudi) hodc cac té bao
B amidan (chi ngudi) sau d6 dugce thém vao mdi 16 truée khi 0 trong 3 ngdy &
37°C/5% CO,. Thém *H-thymidin (1pCi/50p1/18) vao mbi 18 trong 6 gio nudi cdy
cudi ciing trude khi thu hoach va xac dinh mirc két hop thymidin bing cach st dung
méy dém nhép nhay.
8. Hidu qua ciia mAbl két hop véi xyclosporin A & mé hinh ciy ghép cung loai
thén trén khi cynomolgus
8.1 Dong vat

T4t ca cac con khi cynomolgus (Macaca fascicularis) dugc sit dung 1a khi
duc tudi tir 7,5-9 (#5529/ #5533, #5523/#5524 va #5536/#5538), duoc nudi nhdt,
khéi lwong tir 7,7+0,9 kg va c6 ngudn gbe tir Philipin (Siconbrec, Makati City,
Philipin). O thoi diém ciy ghép, cac con c6 huyét hoc binh thuong, héa hoc huyét
thanh/nuéc tiéu va 4m tinh véi vi khudn lao, Salmonella/Shigella, v6i khang thé
chéng lai tAc nhén virut (HerpesB, virut gdy bénh bach cau té bao T & khi, virut gay
thiéu hut mién dich & khi, retrovirut typ D & khi, viém gan B) va vai vat ky sinh
trong/ngoai thich hop. Tuy nhién, tit ca cac dong vat c6 khang thé chbng lai
cytomegalovirut va virut viém gan A (HAV) (dugc thtr nghiém vao nam 2010; dong
vat #5536 1a am tinh v6i HAV). Nghién ctru tir ddng vat #5523 dugce tht nghiém

duong tinh v&1 Balantidium coli vao thang 12 nam 2010.
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Trong tudn ddu tién sau khi phiu thuét, cic con khi dwgc nhébt trong cac
chudng cho phép nhin thiy nhau. Phin thoi gian con lai, cadc con khi #5536/#5538
duogc nhdt cung nhau va 4 con khi con lai dugc nhét riéng biét trong toan bd thir
nghiém (cdc con khong phu hop). T4t ca cac con duge nhét dudi nhiét do duy tri
(20-24°C), d6 4m it nhat 12 40% va chu ky anh sang tu nhién. T4t ca duge cho an it
nhét hai 14n mét ngdy véi cac hdn hop hoa qua va rau. Nudc va vién Kliba Nafag
3446 (Kaiseraugst, Pic) duoc cung cp tiy .

T4t ca thir nghiém dugc thuc hién theo Quy dinh bao vé dong vat cua Thuy
ST va dudi gidy phép BS1555.

Bang 5: Cac dic diém cua dong vat

Loai Chiing Loai Ngudi | Giéi | Khdi | Tudi
ban tinh | luong
Khi Cynomolgus | Ching Khéng | BioPRIM | M/F |7,7£0,9 | 7,5-9
(Macaca batky | dugc chird
fascicularis)

8.2 Piéu kién thir nghiém
8.2.1 CAy ghép than va su theo di sau phiu thuit

Cé4c cip dong vit cho/nhan dugc chon theo tidu chi ghép ABO, ghép nhim
DRB exon2 (Blancher A, Tisseyre P, Dutaur M, et al. (2006) Immunogentics;
58(4):269-82) va cac dap tng trong phan tng té bao lympho hdn hgp mét chiéu
(Mixed lymphocyte reaction - MLR), ¢6 cac chi s6 kich thich MLR (cac MLR-SI)
>7 va <47 (Bigaud M, Maurer C, Vedrine, et al. (2004) J. Pharmacol. Toxicol.
Methods; 50(2):153-9). Cac két qua cta viéc lua chon nay duogc trinh bay trong
Bang 6 va dugc bao gém trong hai 1an ciy ghép (ciy ghép hoan ddi gitra 2 dong vat
cho). Mdi con nhan dugc cdy bing dau do do tir xa (Data Sciences Inc, M) dé theo
doi huyét ap dong mach, nhip tim va hoat dong van dong.

Pé6i voi phiu thudt, viéc gdy mé chung dwoc tién hanh bang ketamin;
10mg/kg, trong co, (i.m.) két hop véi atropin (0,05mg/kg tiém bip) va dugc duy tri
bang cach thong khi N,0/0, (50:50) va propofol qua dudng tinh mach (i.v.) (4-

10mg/kg/gid; dugc bd sung liéu 16n 5-10mg bét ctr khi nao cin). Cac than cia con
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cho duogc thu, rira sach véi dung dich lanh cua dai hoc Wisconsin (4°C) (thoi gian
bao quan lanh < 4 gid) va dugc ciy ghép khac kiéu, bang cach sit dung cac k§ thuat
vi mach méau chuin dé tao ra duong ndi tan nbi bén gitta tinh mach thén ghép va
tinh mach chu ctia con nhén va gifta ddng mach than ghép va dong mach chu xa ctua
con nhan (thdi gian ndi mach < 40 phut). Thu thuat mé 15 théng niéu quan — bang
quang dugc thuc hién nhd vao sy xuét hién nudc tiéu tir manh ghép. Cac than
nguyén thé duoc loai bé. Thudc giam dau sau phdu thuit dugc ding la
buprenorphin, 0,01-0,02mg/kg, trong co, ba lin hang ngdy); khang sinh
(cefotaxime, 25mg/kg, trong co, hai 14n hang ngay hoic ceftriaxon, 50mg/kg, trong
co trong lidocain 1%, bén 1an hang ngay). Thubc giam dau va khang sinh duoc
ding trong 5 ngay. Bét cir khi nao téng sb tiéu cdu thé hién ting 1én hodc giam di rd
rét, thi aspirin dugc diung véi lidu 5mg/kg trong co hang ngay (Aspegic, Sanofi-
Aventis, Meyrin, Thuy dién).

Céc con nhan dugc theo doi su thay dbi vé cac tinh trang bénh 1dm sang va
tinh trang bénh tim mach, khdi lugng co thé, kha nang tiép nhan thirc dn va nudc
(dwoc bd sung dén lidu tbi da 100-150 ml/kg/ngdy), lugng nude tiéu san xuit ra,
huyét hoc (béng cach st dung thiét bi Beckmann Coulter ACTS5DifY), héa hoc huyét
thanh va nudc tiéu (bing cich s dung may phén tich Vetscan dé xac dinh
SCrea/SUré/SAmylaza hang ngdy va may phan tich Beckmann Synchron CX5 dé
x4c nhan cudi cling cia cac mau huyét thanh va nudc tiéu). Creatinin huyét thanh
(SCrea) va cac mirc uré (SUré) dugc st dung nhu cac chi sé6 danh dau chirc niang
ghép. Cac mau sinh thiét duoc diéu khién bﬁng si€éu &m qua da dugc thuc hién véi
kim tiém 16G, nhu dugc mo ta trudec d6 (Gaschen L, Kunkler A, Menninger K, et
al. (2001) Vet. Radiol. Ultrasound; 42(3):259-64), dugc gdy mé chung vao ngay 30
(chi cac ddng vat #5529 va #5533). Ngoai ra, kha niang dong mau va su két tyu tidu
cAu duoc theo ddi dic biét & cac con #5529/#5533 va #5523/#5524 vao lac trude va
sau khi cdy ghép.

Céc con nhan cudi ciing dugc gy chét trong truong hop (i) suy manh ghép
ndng (vi du Screa >500 umol/l hogc Suré >20mmol/l) cé lién quan hodc khong lién
quan dén diém sé siéu 4m tang; hodc (ii) cac van dé vé strc khoe noéi chung va/hodc

cac dau hi¢u kiét strc trén lam sang rd rét. Liic mo tr thi, cic manh ghép cung loai
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than dugc thu thap (k€ ca ni€u quan va dudng ndi mach), cung véi tat cd cac co
quan chinh khéc, va dugc xir ly d€ phan tich mo tiép theo.

Bang 6: Théng tin chung vé su két hop con cho/nhan va cac phac dd diéu tri dugc

st dung
Con Khéi Con | ABO | MLR-SI| mADbI/CsA | Ngay cay
nhén lugng co cho (mot (mg/kg, ti€ém ghép
thé (kg) chidu) | tinh mach/ding
qua miéng)
5529 & 7,35 5533 | B/B 16 30/20 21.09.10
d
5533 & 6,1 5529 | B/B 9 30/20 21.09.10
d
5523 & 8,2 5524 | B/B 7 30/20 18.01.11
3
5524 & 8,3 5523 | B/B 18 30/20 18.01.11
3
5536 & 8 5538 | B/B 47 30/20 07.06.11
3
5538 & 8,45 5536 | B/B 11 30/20 07.06.11
d

8.2.2 Piéu tri bing mAb1 va xyclosporin A (CsA)

mAb1 dugc cung cip & dang 16ng méi dwoc rd dong vao ngay truyén tir -
80°C. Thuc hién viéc dung 30mg/kg/trong tinh mach mot 1an mot tudn, ngoai trur
vé6i ba liéu ddu tién vao ngay -1, 0 va 1 (truéc va sau khi cdy ghép). CsA ding qua
duong miéng (p.o.) 1a vi nhii twong truéc khi ¢6 (dung dich ubng Sandimmun
Neoral (RTM), 100mg/ml, Novartis Pharma AG). CsA dugc ding & lidu hang ngay
(bt ddu vao ngay -1) 12 20mg/kg/ding qua dudng miéng, két hop v6i mAbl (xem
Bang 6).
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8.2.3 Theo dodi céc thong sb dugc dong hoc mAb1 (Pharmacokinetic - PK), tinh tao
mién dich (khang thé ctia dong vat linh truéng khang ngudi) va cac thong sb duoc
luc hoc (PD)

Céc mau méu (500u1 huyét thanh) duoc thu thap (truéc khi dung khéang thé
trong tinh mach) dé x4c dinh murc phoi nhidém mAb1 & ngay -1, 3, 7 (ban dau va 15
phut), 14, 28, 42, 56, 70, 84 va 100. Pé xac dinh CsA, cidc mau méu duoc thu gom
trudc khi dung qua dudng miéng hodc CsA (C0/C24) va 2 gid sau khi dung (C2).
C2 twong tng v6i cac mirc hdp thu CsA dinh. T4t ca nguyén liéu dugc bao quan & -
80°C cho dén khi xur ly thém (kit phat hién CsA, hdn hop Hot Star Taq Master,
Qiagen Minnesota, M§). Cac miu tao mién dich mAbl dugc thu gom (50ul huyét
thanh) vao ngay -1, 7, 14, 28, 42, 56, 70, 84 va 100 trong diéu kién gilt dong lanh &
-80°C. No6i tom lai, cac dia vi chudn do 96 16 dugc phui CD40 ngudi tai td hop. Céc
dia ndy duoc bao quan & 4°C qua dém. Sau khi phong bé, cac chit chudn cua bo 14y
chuén (Calibrator standards - Cs), cdc mAu kiém tra chét lugng (Quality Control -
QC) va cac mau xét nghiém chira mAbl dugc thém vao dia. Dia duge u & +25°C
trong 120 phut cing véi khudy. Sau khi rira dia, thém khéng thé chudi nhe kapa
khang ngudi cia chudt nhét sau d6 thém tiép tiép hop khang chudt nhit (H+L) cua
dé HRP vao dia dé phat hién mAb1 bat ky gin két vai CD40 tai t6 hop. Su gin két
nay dugc nhin thdy bing mit thudng bing cach thém co chit sinh mau (TMB) va
cudng d6 mau duoc tao ra (hdp thu) ty 18 truc tiép véi ndng d6 mAb1 c6 mit. Nong
do ctia mAbl trong cac mau sau d6 duge tinh lai tir duong cong hiéu chinh. Cac
mAu PD dugc thu vao thoi diém 2-3 ngay trudce khi cdy ghép lam cac mau ban dau
(0,5ml trong heparin). Sau d6, viéc thu thap duoc tién hanh theo so db twong tu nhu
v6i cac miu PK. Céc t& biao CD20+ va CD3+ duge dém bing cac éng TruCount
(Becton Dickinson, cat# 340334) dugc st dung theo cdc hudng din cua nha san
xudt v6i mAb khiang CD40-APC nguoi (Dong 5C3, Becton Dickinson, cat#
555591), khang CD3-PerCP nguoi (Dong SP34-2, Becton Dickinson, cat# 552851)
va cua mAb khang CD20-FITC nguoi (Dong LT20, Immunotools, cat#
21279203X2). S6 liéu duoc thu thap trén may dém té bao theo dong chay LSRII

(Becton Dickinson Biosciences) bing cach sir dung phan mém DIVA (phién ban
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6.1.1). Cac té bao lympho va céc hat dugc qua cbng trong vét chdm FSC/SSC theo
kich ¢& va ty 1€ hat va con dugce phan tich vé mitc biéu hién ctia CD20 va CD3.
8.2.4 Mo hoc

T4t ca céc mo thu thap (cac sinh thiét manh ghép hodc lac mé tir thi) dwgc
kiém tra vi mo6 va c¢b dinh trong dung dich formalin dém 4%. Sau khi kht nuéec,
ching dugc nhiing vao sép parafin. Cac phan day c& 3pm dugc cit tir cac khéi
parafin va nhuém véi hematoxylin va eozin (HE). Ba 14n nhudém khac (phan tng
schiff véi axit periodic, trichrome, va Verhoeff) dugc thuc hién trén cac ph?m than.
Céc mAu sinh thiét va mAu 14y luc md tir thi dugc kiém tra béi nha nghién ciru bénh
hoc c6 kinh nghiém va cho diém theo phan loai Banff 07 v& bénh ly ghép cing loai
than (Solez K, Colvin RB, Racusen LC, et al (2008) Am. J. Transplant; 8(4):753-
60). Viéc xem lai twong duong cling dugc thuc hién bdi cac chuyén gia bén ngoai.

Ngoai ra, héa hoc mo6 mién dich cia protein bd thé C4d dugc thuc hién bé“mg
cach st dung khang thé khang C4d da héa tri thich hop dé nhudm cac phan parafin
(Regele H, Exner M, Watschinger B, et al. 2001, Nephrol. Dial. Transplant; 16:
2058-2066). C4b duoc coi nhu chit danh déu én dinh va tin cdy clia ching thai
ghép cip dang dich thé (acute humoral rejection - AHR). Sau khi ¢ dinh va nhing
vao sap parafin, cic phién kinh (SuperFrostPlus, RTM, Menzel-Glaeser, Dirc) v6i
c4c phan diy 3pm dugc chudn bj va dugc 1am kho qua dém trong 10 & 37°C dé lam
két dinh t6i wu véi cac 14 kinh. Céc phan than ngudi bi thai dugc thém vao lam dbi
chiing duong tinh.

Truéc khi st dung céc 14 kinh dugc loai parafin trong Xylen (10 phut), dugc
tao lai d6 4m qua etanol di phan loai va dugc dit vao nude cAt. Su thu héi khang
nguyén dugc thuc hién bing ndi niu ap suét trong 10 phut & 4p suét 1 bar trong
dung dich dém xitrat (pH 6,0) nhu dugc mo td truéc ddy (Segerer S, Mack M,
Regele H, Kerjaschki D, Schlondorff D. Kidney Int. 1999; 56: 52-64). Dé nhudm
mién dich, quy trinh sau ddy dugc st dung: (i) lam bét hoat peroxidaza ndi sinh
bang H,0, 0,5% trong metanol tuyét dbi trong 20 phut & nhiét d trong phong; (ii)
rira cac 14 kinh trong PBS 0,01M, pH 7,4 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Duc);
(iii) u cac 14 kinh v6i stta bot khong chit béo 4% “Rapilait” trong PBS, (Migros
Genossenschaftsbund, Thuy Dién) trong 60 phit & nhiét d0 trong phong; khoa voi,
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khong rira; (iv) 4 mdt 14 kinh véi pAb thé khang C4d nguoi (Biomedica
Medizinprodukte, Vienna, Ao) véi ty 1& 1:40 trong PBS chira 1% NGtS qua dém &
+4°C. L4 kinh thir hai ding 1am miu d6i ching am tinh bing cach ding miu dbéi
chimg isotyp tho (Zymed Laboratories Inc, M¥) thay cho khang thé ban diu; (v) rira
cac 14 kinh trong PBS 0,01M, pH 7,4; (vi) t tit ca céc 1a kinh véi IgG dé khang tho
dugc biotinyl héa (Vector Laboratories, Inc. M§) véi ty 1€ 1:200 trong PBS chtra
NGtS 1% trong 30 phut & nhiét d§ trong phong; (vii) rira céc 14 kinh trong PBS
0,01M, pH 7.4; (viii) & v6i Streptavidin/HRP (Vector Laboratories, Inc. M¥) trong
PBS trong 30 phut & nhiét d6 trong phong, (ix) phat hién hoat tinh HRP biang AEC+
(DakoCytomation Corp., Carpenteria, M§) trong 8-10 phut, theo déi mirc 4o nhudém
bang kinh hién vi, rira trong nuéc cit, (x) nhudém tuong phan véi Dako (RTM)
Automation Hematoxylin (DakoCytomation Corp., Carpenteria, M§) trong 2 phut
va xanh trong nuéc may dang chay trong 5 phut; (xi) gén vao méi truong do chira
nude (Medite Medizintechnik AG, Thuy Dién).

Vi du 1: Danh gi4 hoat tinh chli van cia mAbl, mAb2 va mAb3

S6 lidu thu nghi€ém dugc dya vao viéc st dung cdc PBMC nguoi ban dau
phan 14p chwa duoc phan doan. Toan bd cac ché phim PBMC (thay vi cac té bao B
hodc céc bach ciu don nhén phan 1ap dugc) bit chude nhiéu hon véi trudng hop in
vivo trong d6 mAb khang CD40 c6 thé c6 nhiéu tac dung truc tiép hodc gian tiép 1én
céc loai té bao bach cau khac nhau. Bing cach str dung thir nghiém ting sinh PBMC
nay da xac dinh duoc ring cic mAb khang CD40 khong dugc glycosyl héa mAbl
(N297A) va mAb2 (D265A) van gift dugc trinh tu axit amin cta doan gin két véi
khang nguyén khong thay ddi tir khang thé Chirl2.12 gbc, van gitt dugc cac dic
tinh phong bé CD40L khong chi van ciia mAb Chirl2.12 gbc. Khang thé mADb3
(bién thé LALA) c6 tinh chii van yéu khi c6 mit IL-4.

Cu thé 13, cac két qua thir nghiém cho thiy rang khéng c6 mAb nio trong sb
cac mAb khang CD40 cam Fc nao c6 kha nang kich thich phan chia té bao bdi cac
PBMC ngudi (n = 4 con cho), két qua twong tw véi két qua quan sat duge & mAb
Chir12.12 gbc (xem Fig.1). Cac PBMC ting sinh khi dap tmg véi CD40L. Ca
mAb] ciing nhu mAb2 déu khong thé thiic dy ting sinh cac PBMC dugc cam tng
bdi CpG2006 hodc khang IgM F(ab’), (Fig.2). Ngoai ra, Chir12.12 khéng thuc diy
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su tdng sinh cdc PBMC dugc cam ung bdi khiang IgM F(ab’),, tuy nhién khong
gidng nhu mAb1 va mAb2 khang thé gbc nay e ché hoan toan sy ting sinh PBMC
duge cdm ung baoi CpG.

Khi c6 mit IL-4, mAb3 (d6t bién LALA) dugc quan sat 13 gy ra luong két
hgp thymidin nhung cé thé lap lai duge (n=4 con cho), mirc ma dugc cam ung badi
mot minh IL-4, trong khi d6 mAbl, mAb2 va Chirl2.12 khong dat dugc mic nay
(Fig.3). N6i chung céc két qua nay chi ra ring ngoai trir mAb3 (khi c6 mit IL-4),
khong mdt mAb khang CD40 nao c6 hoat tinh chud van.

Céc két qua & trén ciing chi ro ring mAbl va mAb2 khéng c6 hoat tinh chu
vén khi ¢c6 mét cac tin hiéu déng kich thich. D4y 1a phét hién quan trong vi c6 thé 1a
cdc bach cAu & bénh nhian méc bénh ty mién man tinh c6 thé c6 kiéu hinh da hoat
hoa hoac da hoat héa mot ph?m va do d6 dé truyén tin hi€u thong qua CD40 hoac
c4c tac nhan kich thich khac. Luu y rang Chirl12.12 (nhung khéng phai mAb cam Fc
hodic CD40L) trc ché hoan toan su ting sinh PBMC duoc cam tng béi CpG2006.
CpG2006 1a phéi tir tdng hop dbi véi thu thé gidng Toll 9 (TLRY), thu thé da biéu
hién gén két v6i tic nhan gdy bénh va ssADN thu duoc tir vat chi. O ngudi, TLR9
duoc bidu hién béi cac té bao B va (v6i mirc do it hon) cac bach ciu don nhéan trong
mau ngoai vi. Néu CpG chtra cic ODN dd dugc thé hién trude day la thic day
ADCC (Moga, et al. 2008), c6 thé dugc nghién ctru ring CpG2006 c6 kha ning
thiic ddy ADCC qua trung gian Fc IgG1 dong mam ctia mAb Chir12.12 gbc.

Vi du 2: Panh gi4 kha ning ctia cic mAb khang CD40 cam Fc trong viéc phong bé
su tang sinh PBMC qua trung gian CD40L

S6 liéu true day chi ra rang Chirl2.12 c6 thé phong bé su ting sinh PBMC
qua trung gian CD40L ctia cac t€ bao B nguoi ban du va cac dong té bao u lympho
té bao B ngudi. Céc tac gia sang ché da d4nh gia su rc ché tang sinh ciia cac PBMC
qua trung gian CD40L bai Chirl2.12 va ba khang thé theo sang ché mAbl, mAb2,
mAb3. Bang 7 dudi day thé hién cac trj s6 ICs clia viéc (rc ché nay dugc trinh bay
thanh bang theo don vi mg/ml (c4c két qua dugc trinh bay duéi dang gia tri trung
binh cia ba 14n nudi céy v6éi SEM va dai dién cta 4 con cho, cac thr nghiém doc
1ap). Céc két qua chi ra ring Chir12.12 ciing c6 thé trc ché sy ting sinh cac PBMC
qua trung gian CD40L. Ngoai ra, mAb1l, mAb2 va mAb3 ciing phong bé hoan toan
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su phin chia PBMC qua trung gian CD40L véi hiéu luc tuong tu véi Chirl2.12.
Khong mot mAb nao trong sb cac mAb khang CD40 phong bé su ting sinh PBMC
dugc cam vng béi khang IgM + IL-2 (sb liéu khong dugc trinh bay) goi y ring hoat
tinh phong bé cta cac mAb khang CD40 13 phu thudc dich (va khong lién quan dén
chic nidng Fc).

Bang 7: Tri s6 ICsq clia su trc ché tang sinh PBMC qua trung gian CD40L béi mAb
khang CD40 (png/ml).

Khang thé | IC50
Chir12.12 (wt Fc) 0,176
mAbl (N297A) 0,058
mAb2 (D265A) 0,146
mAb3 (LALA) 0,118

Vi du 3: Gén két cua bién thé khang thé khang CD40 ngudi véi dong té bao BJAB
nguodi

Pé loai trir cac thay dbi c6 thé co trong viéc gin két dic hidu véi CD40, su
gin két cua ba bién thé mAbl, mAb2 va mAb3 dugc thit nghiém so vé6i Chirl2.12
gbc trén dong té bao B, BIAB, ma chu yéu biéu hién CD40. Su gin két duoc thir
nghiém v6i liéu chuin d9 ban dau 13 10ug/mL véi ty 1€ pha lodng 1:2.

Pé so sanh cac dudng cong cla cic thir nghiém khac nhau, thi cuong do
huynh quang trung binh cao nhét cia mdi liéu chudn do riéng biét dugc dit 12 100%
lién két va khop dudng cong khéng tuyén tinh dugc 4p dung. Trong hai thir nghiém
riéng biét, tit ca bdn bién thé khang thé Chir12.12, mAbl, mAb2 va mAb3 déu cho
thdy céc duong cong gin két twong duong trén cic té bao BJAB (Fig.5). Khong
quan sat thiy c6 su thay doi kha ning ghn két ctia cac bién thé vai cac dot bién khéc
nhau cta ving lién két Fc cta Chirl2.12.

Do d6, cac két qua & trén da cho thdy ring sy dot bién vi tri gin két Fc da
khong lam anh hudng dén vi tri gin két voi CD40 clia céc ving bién dbi cua
Chir12.12 gbc. mAbl, mAb2 va mAb3 van giit lai kha ning gin két twong duong
ciia CD40 trén céc t€ bao BJAB.
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Vi du 4: Su kich thich/tc ché giai phong TNF alpha tir cac té bao dudi gai c¢6 ngudén
gbc tir bach cAu don nhan ctia ngudi bing cac bién thé Fc khang CD40

Su kich thich giai phong TNF alpha tr cic MoDC ngudi bang céac bién thé Fc
khang CD40

Mot sb khang thé khang CD40 ctia ngudi da duge thé hién 1a c6 téc dung chi
van trén nhém té bao khac (Gruber 1989). Pé loai trir r%mg cac bién thé Fc mADlI,
mAb2, mAb3 va Chirl2.12 din dén hoat hoa ciac MoDC, cac tic gia sang ché da
nghién ctru li€u ban than khéng thé c6 gay ra su giai phong TNFa khi dugc 1 trong
48 gid v6i cac té bao hay khong. Ngugce lai v6i thir nghiém dbi khang, cac MoDC
ngudi 7 ngay tudi dugc nudi cdy trong 48 gid chi khi c6 mit tht ca bdn bién thé
khéng CD40 trén dudng cong dap tng liéu bét dau v6i lidu 10pg/mL. Sau do, cac
dich ndi duoc do lugng TNFa bing ELISA. T4t ca c4c bién thé khang CD40 mAbl,
mADb2, mAb3 va Chirl12.12 khong lam giai phéng TNFa tr cdc MoDC so voi su
kich thich bang CD40L 1a miu ddi chimg duong tinh (sb liéu khéng dugc trinh
bay). Khong quan sat thdy su phu thudc lidu & ca bén bién thé khang thé. Luong
TNFo khong lam ting dang ké trén mirc MoDC khong bi kich thich (sb liéu khong
duoc trinh bay). Do d6, hoat tinh chi vén cua bdn khang thé nay cé thé duoc loai
trur.

Su trc ché giai phong TNF alpha tir cac MoDC ngudi bang céac bién thé Fc khing
CD40

Khéng thé Chirl2.12 gbc phong bé su twong tac ctia CD40-CD40L va do d6 -
ciing s& phong bé su hoat héa té bao. Su kich thich CD40 trén té bao dudi gai co
ngudn gbc tir bach cAu don nhan ngudi voi céc trime CD40L dan dén giai phong
xytokin tién viém giéng TNFa ching han (Ma 2009). Hon nita, sy thay dbi ¢ ving
Fc s& khong 1am anh huéng dén chirc ning phong bé cua cac bién thé so voi
Chir12.12. T4t ca bbn khang thé déu e ché giai phong TNFa qua trung gian
CD40L tir cac MoDC ngudi véi tri s6 ICs, twong duong.

Do d6, cac MoDC ngudi 7 ngay tudi dugc kich thich trong 24 gid bang
MegaCD40L, cu tric ti t6 hop trime kép véi su c6 mit cla ca bbn bién thé khang
CD40 phong bé. Sau d6, cac dich ndi dugc do lugng TNFa béng ELISA. Tt ca céc
bién thé ddt bién Fc mAbl, mAb2 va mAb3 déu cho thiy su trc ché dap ting theo
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lidu twong ty gidng Chirl2.12 trong ba thir nghiém riéng biét (s6 lidu khong duge
trinh bay). Cac két qua so bd ciing cho thdy su trc ché giai phong IL-23 twong ty tir
cac MoDC nguoi (s6 liéu khong dugc trinh bay).

Khé6p dudng cong khong tuyén tinh duoc 4p dung dé uéc tinh tri s6 ICs cta
tAt ca bdn khéng thé va tri s6 IC50 trung binh tir cic thir nghiém duogc tinh toan. Tri
sb ICsp trung binh cta bdn bién thé cua su giai phéng TNFo, tir cic MoDC ngudi
ndm trong khoang tr 32ng/mL dén 40ng/mL (Bang 8). N6i tém lai, cac dot bién
trong vang Fc khong 1am anh hudéng dén tic dung dbi khang ctia céc bién thé khang
thé.

Bang 8: ICs ctia cac bién thé Fc khac nhau cia su tc ché TNF alpha

#1 #2 #3 Trung binh SEM
Chir12.12 | khong duoc
41 30 36 4
tinh
mAbl 23 44 58 40 10
mAb2 41 12 42 33 10
mADb3 39 8 47 32 12

ICs, tinh theo ng/mL cta cac bién thé Fc khang CD40 ngudi khéc tir ba thir nghiém
doc 1ap. Khép duong cong khong tuyén tinh & #1 dbi véi Chir12.12 khong cho phép
udc tinh gia tri cda IC50 (n. c. = khong dugc tinh).

Do d6 dd dugc thé hién bing cac két qua ¢ trén riang tit ca bdn bién thé
khong hoat hoa dé gay ra su giai phong TNFa. tir cdc MoDC. Quan trong hon, tat ca
c4c bién thé mAb1, mAb2 va mAb3 déu trc ché sy tdng hop xytokin qua trung gian
CD40L bdi cdc MoDC nguoi véi hi€u qua in vitro tuong tu so véi Chirl2.12.

Vi dy 5: Tém tit s ligu

Bang 9 dudi day thé hién tom tit mot s6 dic tinh quan trong cia cac khang

thé mAb1, mAb2 va mAb3 theo sang ché so véi khang thé Chir12.12 gdc.

Bang 9: S4 liéu so sanh

Tiéu chi Iua chon Chir 12.12 mAbl mADb2 mAD3

Gan két cac Ab khang CD40 véi 0,55 0,69 0,49 0,33
CD40 nguoi (Biacore, Kd nM)
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Hoat tinh ADCC 100% <1% <1% 40%
(su phan gi4i ddc hiéu duge chuén
hoa)
Hoat tinh chui van trén cAc >10000 >10000 | >10000 | >10000
huPBMC
(EC50, ng/ml)
Su tc ché CD40L — cac huPBMC 13 15 17 15
(IC50, ng/ml)
Ty (ngay) — 9,3+/-0,90 | 8,8+/-0,49 | 11,6+/-2,3 | khong
PK chudt (10mg/kg) xac dinh

Vidu 6: Mo ta vin tit cac trinh tu axit amin va nucleotit hitu ich dé thuc hién sang

I4
A

ché
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SEQ ID | M6 ta trinh tu
NO:
1 trinh tu axit amin HCDR1 cua CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
2 trinh tu axit amin HCDR2 cua CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
3 trinh tu axit amin HCDR3 cua CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
4 trinh tu axit amin LCDR1 cua CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
5 trinh tu axit amin LCDR2 cua CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
6 trinh ty axit amin LCDR3 cua CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
7 trinh tu axit amin VH cia CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
8 trinh tu axit amin VL cia CHIR-12.12, mAbl, mAb2, mAb3
9 Trinh tu axit amin cta chudi ning c6 chidu dai dy du cia CHIR-
12.12
10 Trinh tu axit amin cia chudi nhe toan ven ciia CHIR-12.12
11 Trinh tu axit amin c@ia chudi ning c6 chiéu dai ddy di cia mAbl
12 Trinh tu axit amin toan ven cua chudi nhe cia mAbl
13 Trinh ty axit amin cia chudi ning c chidu dai dy dt ciia mAb2
14 | Trinh tw axit amin ctia chudi nhe c6 chiu dai ddy di ciia mAb2
15 Trinh tu axit amin céia chudi ning c6 chidu dai ddy di cia mAb3
16 Trinh tu axit amin cdia chudi nhe c6 chiéu dai dy di cia mAb3
17 Trinh tu axit amin cia ving Fc cua mAbI
18 Trinh ty axit amin cta vung Fc cia mAb2
19 Trinh ty axit amin cia ving Fc cia mAb3
20 | ADN ma héa chudi ning c6 chidu dai diy dii cia CHIR-12.12
21 | ADN ma héa chudi nhe c6 chiéu dai diy da cia CHIR-12.12
22 ADN mi héa chudi ning c6 chiéu dai diy dii cia mAbl
23 ADN mi héa chudi nhe c6 chidu dai diy dii cia mAbl
24 | ADN mai héa chudi ning c6 chidu dai diy dii ciia mAb2
25 | ADN ma héa chudi nhe c6 chiéu dai diy di cia mAb2
26 | ADN ma héa chudi ning c6 chiéu dai ddy di cia mAb3
27 | ADN mai héa chudi nhe c6 chiu dai diy du ctia mAb3
28 Trinh tu axit amin cia CD40 nguoi
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Vi du 7: Céc trinh ty axit amin va nucleotit hitu ich dé thuc hién sang ché

SEQ | Céc trinh ty axit amin ho#c nucleotit chi tiét

ID NO:
1 SYGMH
2 VISYEESNRYHADSVKG
3 DGGIAAPGPDY
4 RSSQSLLYSNGYNYLD
5 LGSNRAS
6 MQARQTPFT
7 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK

GLEWVAVISYEESNRYHADSVKGRFTISRDNSKITLYLQMNSLRT
EDTAVYYCARDGGIAAPGPDYWGQGTLVTVSS

DIVMTQSPLSLTVTPGEPASISCRSSQSLLYSNGYNYLDWYLQKP
GQSPQVLISLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGV
YYCMQARQTPFTFGPGTKVDIR

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVISYEESNRYHADSVKGRFTISRDNSKITLYLQMNSLRT
EDTAVYYCARDGGIAAPGPDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PASKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK

10

DIVMTQSPLSLTVTPGEPASISCRSSQSLLYSNGYNYLDWYLQKP
GQSPQVLISLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGV
YYCMQARQTPFTFGPGTKVDIRRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVADNLQSGNSQESVTEQDSKDSTY
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SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

11

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGK
GLEWVAVISYEESNRYH ADSVKGRFTI SRDNSKITLY
LQMNSLRTED TAVYYCARDGGIAAPGPDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPS NTKVDKRVEP KSCDKTHTCP
PCPAPELLGG PSVFLFPPKPKDTLMISRTP EVTCVVVDVS
HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYASTYRVVSVLT
VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI
AVEWESNGQP ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

12

DIVMTQSPLS LTVTPGEPAS ISCRSSQSLL YSNGYNYLDW
YLQKPGQSPQVLISLGSNRA SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI
SRVEAEDVGV YYCMQARQTPFTFGPGTKVD IRRTVAAPSV
FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVADNLQ
SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPV TKSFNRGEC

13

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFS SYGMHWVRQA
PGKGLEWVAVISYEESNRYH ADSVKGRFTI SRDNSKITLY
LOQMNSLRTED TAVYYCARDGGIAAPGPDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPS NTKVDKRVEP KSCDKTHTCP
PCPAPELLGG PSVFLFPPKPKDTLMISRTP EVTCVVVAVS
HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI
AVEWESNGQP ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK
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14

DIVMTQSPLS LTVTPGEPAS ISCRSSQSLL YSNGYNYLDW
YLQKPGQSPQVLISLGSNRA SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI
SRVEAEDVGV YYCMQARQTPFTFGPGTKVD IRRTVAAPSV
FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVADNLQ
SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPV TKSFNRGEC

15

QVQLVESGGG VVQPGRSLRL SCAASGFTFS SYGMHWVRQA
PGKGLEWVAVISYEESNRYH ADSVKGRFTI SRDNSKITLY
LQMNSLRTED TAVYYCARDGGIAAPGPDYW GQGTLVTVSS
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPS NTKVDKRVEP KSCDKTHTCP
PCPAPEAAGG PSVFLFPPKPKDTLMISRTP EVICVVVDVS
HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI
AVEWESNGQP ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

16

DIVMTQSPLS LTVTPGEPAS ISCRSSQSLL YSNGYNYLDW
YLQKPGQSPQVLISLGSNRA SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI
SRVEAEDVGV YYCMQARQTPFTFGPGTKVD IRRTVAAPSV
FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVADNLQ
SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPV TKSFNRGEC

17

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

18

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
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EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

19

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

20

CAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCT
GGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCT
TCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCA
AGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATCATATGAGGAAAGTA
ATAGATACCATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCT
CCAGAGACAATTCCAAGATCACGCTGTATCTGCAAATGAACA
GCCTCAGAACTGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAG
ATGGGGGTATAGCAGCACCTGGGCCTGACTACTGGGGCCAGG
GAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCAAGTACCAAGGGCCCAT
CCGTCTTCCCCCTGGCGCCCGCTAGCAAGAGCACCTCTGGGG
GCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCG
AACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTA
CTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGC
ACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGG
AGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCCAGGCTCAGCGCTCCTGCCT
GGACGCATCCCGGCTATGCAGTCCCAGTCCAGGGCAGCAAGG
CAGGCCCCGTCTGCCTCTTCACCCGGAGGCCTCTGCCCGCCCC
ACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTTCTGGCTTTTTCCCCAGGCT
CTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACCCAGGCCCTGCA
CACAAAGGGGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTGCCAAGAGCCAT
ATCCGGGAGGACCCTGCCCCTGACCTAAGCCCACCCCAAAGG
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CCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCTTCTCTCCTCCC
AGATTCCAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCCCAAATC
TTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCC
AGCCCAGGCCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCC
TAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCGGGTGCTG
ACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGG
GGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACC
CTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGG
ACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGG
GAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAGGG
CCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTGAG
AGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGAT
GACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTT
CTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCA
GCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTC
CGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAG
AGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCGGGTAAA

21

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGACCGTCACCC
CTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCCAGTCAGAGCC

TCCTGTATAGTAATGGATACAACTATTTGGATTGGTACCTGCA
GAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGGTCCTGATCTCTTTGGGTTCT
AATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGA
TCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCT
GAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTCGACAAACT
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CCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAGACGA
ACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATG
AGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAA
TAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGA
TAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGA
GCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCT
GACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACG
CCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAA
AGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

22

CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGAGTGGTGCAGCCT
GGCCGGTCCCTGAGACTGTCTTGCGCCGCCTCCGGCTTCACCT
TCTCCAGCTACGGCATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGCA
AGGGACTGGAATGGGTGGCCGTGATCTCCTACGAGGAATCCA
ACAGATACCACGCTGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACAATCT
CCCGGGACAACTCCAAGATCACCCTGTACCTGCAGATGAACT
CCCTGCGGACCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGG
ACGGAGGAATCGCCGCTCCTGGACCTGATTATTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTGACAGTGTCCTCCGCTAGCACCAAGGGCCCCT
CCGTGTTCCCTCTGGCCCCCTCCAGCAAGTCCACCTCTGGCGG
CACCGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGA
GCCCGTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACT
CCCTGTCCTCCGTGGTGACCGTGCCCTCTAGCTCTCTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACAC
CAAGGTGGACAAGCGGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACAAGA
CCCACACCTGTCCCCCCTGCCCTGCCCCTGAACTGCTGGGCGG
ACCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTG
ATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGAC
GTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTG
GACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAACAGTACGCCTCCACCTACCGGGTGGTGTCTGTGCTGAC
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CGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTG
CAAGGTCTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCCATCGAAAAGAC
CATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAGCCACAGGTGTA
CACACTGCCCCCCAGCCGGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGT
GTCCCTGACCTGTCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATC
GCCGTGGAGTGGGAGTCCAACGGACAGCCCGAGAACAACTAC
AAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTTCC
TGTACTCCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGG
GCAACGTGTTCTCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAA
CCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGAGCCCCGGCAAG

23

GACATCGTGATGACCCAGTCCCCCCTGTCCCTGACCGTGACAC
CTGGCGAGCCTGCCTCTATCTCCTGCAGATCCTCCCAGTCCCT
GCTGTACTCCAACGGCTACAACTACCTGGACTGGTATCTGCAG
AAGCCCGGCCAGTCCCCACAGGTGCTGATCTCCCTGGGCTCC
AACAGAGCCTCTGGCGTGCCCGACCGGTTCTCCGGCTCTGGCT
CTGGCACCGACTTCACACTGAAGATCTCACGGGTGGAAGCCG
AGGACGTGGGCGTGTACTACTGCATGCAGGCCCGGCAGACCC
CCTTCACCTTCGGCCCTGGCACCAAGGTGGACATCCGGCGTAC
GGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAG
CAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGAC
AACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGA
GCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCT
GACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGC
CTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAA
GAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

24

CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGAGTGGTGCAGCCT
GGCCGGTCCCTGAGACTGTCTTGCGCCGCCTCCGGCTTCACCT
TCTCCAGCTACGGCATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGCA
AGGGACTGGAATGGGTGGCCGTGATCTCCTACGAGGAATCCA
ACAGATACCACGCTGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACAATCT
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CCCGGGACAACTCCAAGATCACCCTGTACCTGCAGATGAACT
CCCTGCGGACCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGG
ACGGAGGAATCGCCGCTCCTGGACCTGATTATTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTGACAGTGTCCTCCGCTAGCACCAAGGGCCCCT
CCGTGTTCCCTCTGGCCCCCTCCAGCAAGTCCACCTCTGGCGG
CACCGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGA
GCCCGTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACT
CCCTGTCCTCCGTGGTGACCGTGCCCTCTAGCTCTCTGGGCAC
CCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACAC
CAAGGTGGACAAGCGGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACAAGA
CCCACACCTGTCCCCCCTGCCCTGCCCCTGAACTGCTGGGCGG
ACCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTG
ATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGCC
GTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTG
GACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAACAGTACAACTCCACCTACCGGGTGGTGTCTGTGCTGAC
CGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTG
CAAGGTCTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCCATCGAAAAGAC
CATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGCGAGCCACAGGTGTA
CACACTGCCCCCCAGCCGGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGT
GTCCCTGACCTGTCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCTCCGATATC
GCCGTGGAGTGGGAGTCCAACGGACAGCCCGAGAACAACTAC
AAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTITCC
TGTACTCCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGG
GCAACGTGTTCTCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAA
CCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGAGCCCCGGCAAG

25

GACATCGTGATGACCCAGTCCCCCCTGTCCCTGACCGTGACAC
CTGGCGAGCCTGCCTCTATCTCCTGCAGATCCTCCCAGTCCCT
GCTGTACTCCAACGGCTACAACTACCTGGACTGGTATCTGCAG
AAGCCCGGCCAGTCCCCACAGGTGCTGATCTCCCTGGGCTCC

-83-




29626

AACAGAGCCTCTGGCGTGCCCGACCGGTTCTCCGGCTCTGGCT
CTGGCACCGACTTCACACTGAAGATCTCACGGGTGGAAGCCG
AGGACGTGGGCGTGTACTACTGCATGCAGGCCCGGCAGACCC
CCTTCACCTTCGGCCCTGGCACCAAGGTGGACATCCGGCGTAC
GGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAG
CAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGAC
AACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGA
GCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCT
GACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGC
CTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAA
GAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

26

CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGAGTGGTGCAGCCT
GGCCGGTCCCTGAGACTGTCTTGCGCCGCCTCCGGCTTCACCT
TCTCCAGCTACGGCATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGCA
AGGGACTGGAATGGGTGGCCGTGATCTCCTACGAGGAATCCA
ACAGATACCACGCTGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACAATCT
CCCGGGACAACTCCAAGATCACCCTGTACCTGCAGATGAACT
CCCTGCGGACCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGG
ACGGAGGAATCGCCGCTCCTGGACCTGATTATTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTGACAGTGTCCTCCGCTAGCACCAAGGGCCCCT
CCGTGTTCCCTCTGGCCCCTTCCAGCAAGTCTACCTCCGGCGG
CACAGCTGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCTGAG
CCTGTGACAGTGTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACCTCTGGCG
TGCACACCTTCCCTGCCGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTC
CCTGTCCTCCGTGGTCACAGTGCCTTCAAGCAGCCTGGGCACC
CAGACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCTTCCAACACC
AAGGTGGACAAGCGGGTGGAGCCTAAGTCCTGCGACAAGACC
CACACCTGTCCTCCCTGCCCTGCTCCTGAAGCTGCTGGCGGCC
CTTCTGTGTTCCTGTTCCCTCCAAAGCCCAAGGACACCCTGAT
GATCTCCCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGT
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GTCCCACGAGGATCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTCGGGAGG
AACAGTACAACTCCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCG
TGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCA
AAGTCTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGACAA
TCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCTAGGGAACCCCAGGTGTACA
CCCTGCCACCCAGCCGGGAGGAAATGACCAAGAACCAGGTGT
CCCTGACCTGTCTGGTCAAGGGCTTCTACCCTTCCGATATCGC
CGTGGAGTGGGAGTCTAACGGCCAGCCTGAGAACAACTACAA
GACCACCCCTCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTG
TACTCCAAACTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGC
AACGTGTTCTCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACC
ACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGTCTCCCGGCAAG

27

GACATCGTGATGACCCAGTCCCCCCTGTCCCTGACCGTGACAC
CTGGCGAGCCTGCCTCTATCTCCTGCAGATCCTCCCAGTCCCT
GCTGTACTCCAACGGCTACAACTACCTGGACTGGTATCTGCAG
AAGCCCGGCCAGTCCCCACAGGTGCTGATCTCCCTGGGCTCC
AACAGAGCCTCTGGCGTGCCCGACCGGTTCTCCGGCTCTGGCT
CTGGCACCGACTTCACACTGAAGATCTCACGGGTGGAAGCCG
AGGACGTGGGCGTGTACTACTGCATGCAGGCCCGGCAGACCC
CCTTCACCTTCGGCCCTGGCACCAAGGTGGACATCCGGCGTAC
GGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAG
CAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGAC
AACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGA
GCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCT
GACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGC
CTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAA
GAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

28

MVRLPLQCVLWGCLLTAVHPEPPTACREKQYLINSQCCSLCQPG
QKLVSDCTEFTETECLPCGESEFLDT
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WNRETHCHQHK YCDPNLGLRVQQKGTSETDTICTCEEGWHCTS
EACESCVLHRSCSPGFGVKQIATGVSD
TICEPCPVGFFSNVSSAFEKCHPWTSCETKDLVVQQAGTNKTDV
VCGPQDRLRALVVIPIIFGILFAILL

VLVFIKK VAKKPTNKAPHPK QEPQEINFPDDLPGSNTAAPVQETL
HGCQPVTQEDGKESRISVQERQ

Vi du 8: Cac két qua ddc tinh

Muc dich chinh cia nghién ctru ddc tinh la dé xac dinh ddc tinh cua mAbl,
sau khi diing trong tinh mach mdi 14n mét tudn cho khi cynomolgus trong 5 tudn (6
lin ding khang thé thir nghiém). Phién ban khoéng cdm (ADCC) cua khang thé nay
(Chirl2.12) ciling dugc st dung dé so sanh cac tac dung cua khang thé hoat hoa
ADCC v6i phién ban cam ADCC (mAb1).

Ngoai ra, cic con khi dugc tao mién dich v6i KLH dé danh gia hiéu qua cua
ca hai Ab khang CDA40.

Khéng thdy c6 trudng hop nao chét hoic thay ddi khdi luong co thé, cac diu
hi€u lam sang, va muc ti€u thy thic dn udc tinh co6 thé do diéu tri véi mAb1 hodc
Chir12.12. C4c phan ng cuc bd & vi trf tiém KLH c6 thé twong duong nhau o tit ca
cdc nhom.

Ngoai ra, khong cé phat hién nao lién quan dén khang thé thir nghiém trong
cac nghién ciru & mit va tim mach.

V& huyét hoc quan sat thiy c¢6 su giam nhe nhung c6 ¥ nghia théng ké vé
phén tram va sb luong bach clu 4i kiém tuyét dbi & cac con dugc diéu tri béng
mAb1 va Chirl2.12: mdi lién quan véi viéc diéu tri bang khang thé tht nghiém
khong thé loai trir. Phan tich nudc tiéu da phat hién thdy cac keton trong nuGe tiéu
ctia 1/5 s& con khi cai duge diéu tri bing mAbl va 2/5 sb con khi cai dugc didu tri
bang Chirl2.12 v6i méi lién quan khong 15 rang véi viée dung khang thé. Trong
héa hoc 1am sang, quan sat thiy ndng do lipaza c6 xu hudng ting nhe dbi véi cac
con khi duc dugc diéu tri béng Chir12.12 cling nhu mdt con khi céi dugce diéu tri
bing Chirl2.12, tuy nhién diéu nay c¢6 thé xem nhu 13 ¢6 lién quan dén doc tinh han

cheé.
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Su dong méau khoéng bi anh huong bsi viée didu tri bang mAbl hoic
Chir12.12 nhu dugc danh gia bing thoi gian tao prothrombin, thdi gian prothrombin
dugc hoat héa mét phan, va fibrinogen. Téng sb luong tidu ciu nim trong khoang
binh thudng. Nong d6 P-selectin hosic sCD40L trong huyét twong khong chi ra sy
hoat hoa tiéu cau. |

O cac con dugc diéu tri béng Chir12.12, kiéu hinh mién dich mau da cho
thdy su giam dang ké lugng té bao B CD20", ma 13 hoat dong dugc ly mong dgi cla
khang thé nay. Dic biét 13, cdc t& bao B CD20"CD21" B (ma dugc cho la
CD40°°) dugc 1am suy yéu bing Chir12.12. Tuy nhién, cac té bao B CD20°°CD21
cling dugc giam dang ké dic biét vé& cudi nghién ciru. TSt hon 13, cac té bao B chua
timg thtr nghiém CD20°CD21°CD27" dugc lam suy yéu biang khang thé hoat hoa
ADCC Chir12.12, trong khi cac té bao B nhd CD20"CD21*CD27" hiém khi bi anh
huéng. S6 lugng tuyét dbi cua cac té bao NK CD16" ciing giam khoang 50% & céc
dong vat dugc didu tri bing Chirl2.12. Nhu mong muén, sau khi didu tri bing
mAbI (ma 13 ADCC-c4am), khdng quan sat thdy sy giam dang ké té bao B CD20"
cling nhu khong c¢6 su giam bat ky nao vé sb té bao NK CD16" tuyét dbi. Duy chi
céc té bao B cho thiy sy giam vira phai trong subt qua trinh dung khang thé 1a té
bao B CD20°° CD21". Céc té bao nay da dugc biét 1a ddc hiéu & khi va c6 ngudn
gbc tir tim mam, do d6 phat hién nay khong dwoc xem 12 c6 lién quan dén su bién
d6i sang nguoi.

Viéc tao kiéu hinh mién dich cua 14 lach va cac hach bach huyét rut hét KLH
lac md tir thi cho thiy trudong hop twong ty. S luong twong dbi cua té bao B CD20*
gidm & cic con dugc didu tri bing Chirl2.12, tuy nhién khong quan sat thiy su
giam thich hop té bao B CD20" & c4c con dugc didu tri bang mAbl véi su giam nhe
dén vira phai cac té bao B CD21 (cac hach bach huyét cua khi & ca hai gioi, voi
lach chi & khi duc). Khong c6 su khéc biét vé cac két qua tao kiéu hinh mién dich
d6i véi vi trf tiém hach bach huyét phai va trai rat KLH.

Phan ting khang thé phy thudc té bao T (T-cell dependent antibody reaction -
TDAR) da cho thiy ring, so véi nhom dbi chimg, khoéng quan sat thay déap tmg IgG
va IgM véi KLH & cac con duoc diéu tri bing mAbl hodc Chirl2.12. Vi viée phong
bé su hoat héa té bao B bang cach trc ché tuong tac cia phdi tr CD40 — CD40 1a
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hoat dong dugc ly du dinh cia mAb1, va vi Chirl2.12 dugc du dinh 1am suy yéu té
bao B, nén phat hién nay cling dugc xem nhu khong lién quan vé doc tinh.

DPanh gia dong hoc doc tinh cho thdy ring céac ndng d6 & vung 10m tang 1é€n
trong qué trinh nghién ctru chung t6 sy tich liiy mAbl va Chirl2.12. Cac ndng d6 &
viing 18m trung binh sau liu thir tv va tht nim 1a tuong tw nhau, ching té tinh
trang bénh dat t6i trang thai gin 6n dinh sau lidu th@ nim dbi véi mAbl va
Chir12.12. Mtc phoi nhiém trung binh (& c4 hai gi6i) qua khoang thoi gian ding
khéng thé (AUC,) sau liéu th tir va thir ndm 12 906 va 990 h.mg/mL, tvong tng dbi
v6i mAbl1, va 757 va 751 h.mg/mL, twong tmg ddi v6i Chirl2.12. Céc tri sb AUC,
cling chi ra c4c tinh trang bénh dat t6i trang thai gan 6n dinh sau khi dung liu tha
nam.

Céc kiém tra vi mo da khong cho thiy bét ky bang chung nao v& ddc tinh
trén co quan dich, va khdi luong cac co quan ciing ndm trong khoang binh thuong &
loai nay.

Vé mit vi mo, cac phét hién c6 lién quan dén khang thé thir nghiém cua ca
hai khang thé da cho thiy & tit ca cic co quan bach huyét (14 lach va hach bach
huyét (mac treo rudt, ham duéi, nach, va ben)), & d6 mAbl va Chirl2.12 Gc ché
hoan toan sy phat trién tim mam & ving té bao B v6 ndo. Viéc nhudém mién dich
CD20 cuia 14 lach va md hach bach huyét ddi bén rut hét KLH da cho thiy kich c&
clia nang lympho trong 14 lach cling nhu viéc 1am can kiét té bao B trong 14 lach va
hach bach huyét, mot tic dung ma duogc bao cdo nhidu hon & cac con duoc didu trj
bang Chirl2.12 so véi diéu tri bing mAbl. Céc phat hién tim mim & cac con duoc
diéu trj bang mAb]1 phii hop vdi viée giam té bao B CD21" dugc nhan thdy trong
nghién ctru x4c dinh kiéu hinh. Viéc nhuém mién dich CD40 d& cho thiy su giam
déng ké viéc nhuom CD40 trong hach bach huyét va 14 lach sau khi didu tri bing
mAb1 hodc Chirl2.12.

Két luan, dwa vao cac két qua cua nghién ctru nay, viéc dung mAbl hoic
Chir12.12 trong tinh mach mdi 14n mdt tudn trong 5 tudn (6 lan dung) véi ndéng do
100mg/kg cho céc con khi cynomolgus duc va cai duge dung nap tbt. Viéc tao kiéu
hinh mién dich d& cho théy su can kiét t& bao B & cac con duge diéu tri béng

Chir12.12 nhung khong duogc diéu trj béng mAb] ngoai trir t& bao B CD21", tuy
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nhién TDAR d4 cho thdy su khong c6 mit phan tng IgG va IgM sau khi tao mién
dich bing KLH & ca con dugc diéu tri bing mAbl va Chir12.12. M bénh hoc da
cho théy thiéu cac tAim mam & 14 lach va hach bach huyét tr cac con duge diéu tri
bing mAbl va Chirl2.12. Cac tac dung trén té bao B 1a hoat dong dugc ly mong
muébn va do d6 khéng dwoc xem 1a c6 hai. Muc tac dung c6 hai khoéng quan sat
dugc (no-observable-adverse-effect level - NOAEL) dugc coi nhu 1a & lidu
100mg/kg dbi v6i ca mAb]1 va Chirl2.12 trong céc diéu kién cta nghién ctru nay.
Vi du 9: Xéc dinh profin in vitro khac ctia mAbl

Su gén két va phan tmg chéo chirc ning ciia mAb1 duge xac dinh gitta cac bach ciu
ngudi, khi zerut va khi cynomolgus. Bang 10 thé hién su so sanh truc tiép cua céc
tri s6 EC50 gén két dbi voi mAb1 & ca ba loai.

Bang 10: Tinh phéan Gng chéo cia mAbl & nguoi va NHP.

Thir nghiém Nguoi Khi zerut Cynomolgus
Su gin két véi 0,26, 0,28 0,22+/-0,033 0,3, 0,24
CD40 (n=6)

(cic té bao B

CD20+ — FACS)

(EC50, pg/ml)

Su trc ché CD154 0,058, 0,075 | 0,03+/-0,017 (n= 0,015, 0,02
(té bao B ngudi & | (cac té bao B 6) (cac PBMC)
cac PBMC) amidan nguoi) (cac PBMC)

(IC50, pg/ml)

mAb]1 lién két v6i cdc té bao CD20+ (c4c té bao B) ciia tht ca ba lodi véi
EC50 tuong duong. Ngoai ra, mAbl c6 thé @ ché sy ting sinh cac té bao B amidan
ngudi cling nhu cac PBMC tr khi Cynomolgus va khi zerut dugc cam tng boi
CD154+IL-4. Néi chung, céc két qua nay chi ra ring kha ning mAbl lién két véi
CD40 va trc ché su tdng sinh cac té bao B nguoi hodc caic PBMC dong vét linh

trudng khong phai ngudi duge cam tng bdi CD154 1a rat gidng nhau. S4 liéu muc
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chiém giit thu thé (receptor occupancy - RO) in vitro va tic ché chirc ning d3 cho
phép c6 mdi lién hé giira hai bién sb nay dugc x4c dinh cho mbi loai (Bang 11).

Bang 11: Méi lién hé gitra RO va su trc ché chire nidng cua mAbl

ICs trong thir nghiém trc ché chirc nang * | RO ™ i vivo twong tng
(ng/mL) (%)
Khi 0,02551 22,9
zerut
Nguoi 0,067 43,8

* Su ting sinh cdc PBMC ¢ khi zerut va té bao B amidan & ngudi duge cam ung boi
CD154 +IL4 hoa tan.

® KD in vivo gia dinh & khi zerut va & ngudi 1a gidng nhau nhu KD duoc tinh todn
trong nghién ctru PK/PD & khi cyno.

°mAbl gia dinh 14 cao hon [dich] khi 4p dung phuong trinh Hill-Langmuir.

Céc két qua chi ra ring cdc PBMC khi zerut c6 RO bdi mAbl nhé hon
khoang 2 1an so véi cac té bao B ngudi dé e ché 50% su ting sinh PBMC. O
nguoi, sy Uc ché hoan toan c6 thé thu duoc voi RO xép xi 75% (duoc du doan in
Vivo).

Vi du 10: Nghién ctru cdy ghép
Su tdn tai clia méanh ghép

Pidu tri két hop mAbl (30mg/kg trong tinh mach) va xyclosporin A,
20mg/kg dung qua dudng miéng trong qua trinh ciy ghép than clng loai dan dén
kéo dai déng ké sy ton tai ctia 6 con tham gia trong nghién ctru. Cac manh ghép
hoat dong trong sudt >91*, 31, >92%, >92% >08%* v >98* ngay (trung binh: >83,6
ngay) & cac con #5529, #5533, #5523, #5524, #5536 va #5538, tuong tng (* két
thiuc quy trinh thir nghiém). Sy ton tai & cac con khong duge diéu trj (hodc duge
diéu tri v6i cac liéu IS dudi muc didu tri) ndm trong khoang tir 7-10 ngay (sb liéu
bénh str).

Con #5533 duogc gy chét sau 31 ngdy cdy ghép, do suy than cép tinh va tiéu
khé. Nguyén nhan gdy bénh nay xuét hién sau thoi gian bi tang huyét ap kéo dai va
gy mé dé 14y sinh thiét.

Theo ddi sau ciy ghép
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(a) Nbng db creatinin (SCrea) va uré (SUré) trong huyét thanh

SCrea la thong s chinh dugc st dung dé danh gia chirc ning than. O tit ca 6
con, cac murc SCrea ting trén mitc ban diu sau khi cdy ghép mot ngay (tr 81,8+14,6

dén 221,5+37,1 pmol/l). SCrea ting 1én nhu vay 1a mot dic diém phd bién & tudn

dAu tién sau khi ciy ghép (Bang 12).

Bang 12: Su thay dbi luong SCrea dugc quan sat & cac con khi nhan ciy ghép cung

loai thin NHP dugc diéu tri bing liéu phép két hgp mAbl va CsA véi lidu twong

ung 30 va 20mg/kg
Ngay sau khi Luogng sCrea (umol/l)
ciy ghép #5536 | #5538 | #5523 | #5524 | #5529 | #5533
-4 101 109 85 73 81 86
-1 106 &9 80 71 95 76
0 95 105 74 72 76 69
1 234 238 213 198 277 169
3 190 261 148 155 243 191
7 112 189 136 141 110 110
10 111 172 193 206 102 139
14 101 166 209 165 103 156
17 113 181 277 157 94 175
21 114 162 192 117 111 206
24 112 156 155 124 111 191
28 95 133 119 111 100 170
31 95 139 119 106 122 629
35 103 135 110 100 104
38 104 128 111 109 108
42 107 113 110 101 114
45 95 124 108 115 113
49 103 118 104 106 101
52 107 129 105 111 102
56 122 103 112 95 101
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59 112 105 94 97 99
63 110 120 115 115 99
66 103 132 110 104 107
70 101 116 91 100 105
73 103 124 105 120 109
77 103 109 98 121 105
80 103 101 102 113 109
84 101 104 120 126 110
87 107 103 111 112 108
91 100 112 119 112 105
94 117 133

Trong sudt tudn du tién, cac ndng do SUré tang nhanh chong trén muc ban
dau dugc do vao ngdy 0 (4,5+1,3 mmol/l) (Bang 13). O cac con #5529/#5533 va
#5536/#5538, lugng SUré 1a 16-20 mmol/l (ngay 3-5), trong khi & cic con #5523 va

#5524 tuong Umg 13 9 hodc 8 mmol/l (ngay 7).

Bang 13: Su thay d6i SUré dwoc quan st & khi nhin ménh ghép cung loai thin
NHP duoc diéu trj bing lidu phép két hop mAbl va CsA véi lidu twong ung 30 va

20mg/kg,
Ngay Lugng sUré (mmol/l)
sau Kkhi | #5536 | #5538 | #5523 | #5524 | #5529 | #5533
ciy ghép
-4 7 5 4 4 8 5
-1 7 6 5 6 9 5
0 6 4 3 4 6 5
1 14 12 7 8 13 9
3 20 17 5 6 16 15
7 9 14 9 8 9 11
10 5 10 17 14 6 11
14 6 8 18 13 5 18
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17 7 10 16 8 5 15
21 7 10 14 7 4 19
24 6 9 8 6 4 17
28 8 10 11 8 4 12
31 6 9 11 8 4 18
35 7 10 8 7 6

38 7 8 6 5 6

42 7 9 10 7 6

45 7 9 10 8 6

49 9 9 8 6 8

52 6 8 6 6 7

56 8 9 9 9 6

59 4 8 9 10 8

63 6 9 8 7 7

66 7 11 7 7 7

70 6 9 10 9 7

73 7 9 9 10 5

77 11 14 8 10 7

80 6 7 7 8 7

84 6 7 9 9 6

&7 6 8 8 8 6

91 7 8 10 10 5

94 7 8

Mot tudn sau khi cdy ghép, chiic ning than c6 xu huéng binh thudng va
SCrea/Suré tré nén gﬁn v6i muc ban diu. Tuy nhién, cac con #5533, #5523 va
#5524 (nhung khong phai #5529, #5536 va #5538) da cho thdy SCrea/SUré ting
thém & thoi diém tir ngay 7 dén ngay 19-25 sau khi ciy ghép, ching to suy than.
Trong subt thoi ky nay cac ddu hidu nhu ching khét nhidu/chimg tidu nhiéu (#5523
va #5524), canxi huyét duoc duy tri & muc cao (SCa) (#5533) hodc tang thé tich
manh ghép (#5523 va #5524).
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Sau ngay 20-25, céc con #5529, #5523, #5524, #5536 va #5538 duoc cai
thién va cho thdy chirc ning than tuyét voi cho dén khi két thuc nghién cou. Tuy
nhién, & ngay 31, con #5533 thé hién cic mitc SCrea/SUré tang ro rét, khéng dinh
suy than cip tinh (SCrea; 629 pmol/l va SUré; 18 mmol/l). Bénh ly nay xay ra sau
thoi gian ting huyét 4p duy tri va quy trinh 1y sinh thiét mot ngay truge khi gay
chét. Trong sudt thoi ky nay, cac dinh ting huyét 4p (~170 mmgHg tdm thu) va giai
doan giam huyét 4p (~40 mmgHg tdm thu) dugc ghi lai.

(b) Nong d6 amylaza, lipaza trong huyét thanh, khéi luwong co thé va téng s tiéu
ciu

Nong d6 amylaza huyét thanh ting nhe khoang gép 1,3 14n & tt ca cac con &
céc ngdy 1-7 sau khi cdy ghép (311+53 U/L & ngay 0 va 418+66,8 U/L & ngay 7 sau
khi cdy ghép) (Bang 14). Con #5533 da quan sat thiy c6 ndng do amylaza cao nhét
trong nghién ctru & ngay 1 sau khi cdy ghép (1050 U/L). Trudc khi ciy ghép, khong
quan sat thiy su khac nhau giita lugng amylaza trude khi dung liéu mAbl déu tién
va sau 24 gid (ngay -1 va ngay 0).

Béang 14: Nong d6 amylaza trong huyét thanh (U/L) & c4c con duge ghép than dugc
diéu tri bang hdn hop cia mAbl véi lidu 30mg/kg trong tinh mach va CsA vdi lidu

20mg/kg qua dudng miéng

Thoi gian Luong amylaza | STDEV Lan tang
sau khi cdy ghép | trung binh (U/L)
Ngay 0 311 52,95
Ngay 7 418,2 66,8 1,34
Ngay 14 459,2 71,5 1,48
Ngay 56 526,6 121,5 1,69
Ngay 84 460,4 66,8 1,48

Nbng a6 lipaza trung binh trong huyét thanh thay dbi it truéc va sau khi chy
ghép (Bang 15). Chi duy nhit & cudi clia quy trinh thir nghiém, c6 thé thdy su ting
it (ngay 84; gip 2,18 1an). Con #5533 thé hién ndng d9 lipaza cao nhét do duoc &
ngay 1 (284,4 U/L). S liéu lipaza tir con #5536 va #5538 khong c6 san. Mirc thay
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d6i ndng do amylaza va lipaza 13 twong ty véi cac muc duoc tim thdy trong cac thir
nghiém cy ghép khac bing cach sir dung cac khang thé khac hodc céc hop chit co
khdi lwgng phén tir thip (s liéu khong dugce trinh bay).

Bang 15: Nong d¢ lipaza trong huyét thanh (U/L) & bén con khi ghép than dugc
diéu tri bing hdn hop ciia mAb1 véi lidu 30mg/kg trong tinh mach va CsA véi lidu
20mg/kg qua dudng miéng

Thoi gian sau khi cdy | Luong lipaza trung | STDEV | Lan tang
ghép binh (U/L)

Ngay 0 12 1,3

Ngay 7 13,05 2,26 1,09

Ngay 14 12,9 1,25 1,08

Ngay 56 16,6 341 1,38

Ngay 84 26,2 21,06 2,18

Mirc giam khéi lugng co thé nhanh va rd rét phan 16n ¢6 thé quan sét thdy &
céc con #5529, #5533 va #5536. Trong tit ca 6 con dugc cdy ghép, mirc giam khéi
luong co thé nam trong khoang tir -4 dén -18% trong subt 21 ngay du tién sau khi
cdy ghép. Tuy nhién, su giam khdi luong co thé c6 huéng hdi phuc sau thoi diém
d6 va vé cudi nghién ciru.

Téng s6 tiéu cdu 1 binh thuong (300-400 t& bao x 103/ul) hodc ting lén
trong sudt thoi ky sau khi ciy ghép 600-800 té bao x 103/ul. Con #5529 dugc diéu
tri bing aspirin trong 3 ngay (ngay 7-9) do tong sb tiéu ciu tang nhanh. Con #5533
da cho thiy tang tiéu ciu kéo dai (>1000 t& bao x 103/ul) va dugc didu tri aspirin
giita cac ngay 7-26.

(c) Lugng mAbI trong méu va tong sb té bao B

Nghién ctru PK/PD tham chiéu va phan tich dwgc thuc hién truée day trong
d6 khi cynomolgus dugc cho ding mdt lidu khang thé duy nhét trong tinh mach véi
litu 10mg/kg (sb liéu khéng duoc trinh bay). Trong nghién ciru nay, cac profin
ndng do theo thoi gian da thé hién viée sir dung qua trung gian dich rd rang (target
mediated disposition - TMD), véi mdt con ¢ biéu hién do thanh thai nhanh hon so

véi con con lai, do mtc bi€u hién dich c6 thé cao hon, dic biét 1a vai trd ctia mirc
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biéu hién dich trong viéc diéu chinh PK. Tur nghién ctru nay, cling da khéng dinh
ring khi ndng d6 mAbl trong huyét thanh cao hon khoang 5 microg/mL, muc
chiém gitt thu thé CD40 hau nhu 13 100%.

Viéc thiét ké nghién ctru cdy ghép (hang tudn va mbc lidu mAbl cao -
30mg/kg, va khéng c6 pha phuc hdi/rira sach thudc) khéng cho phép muc phan tich
va viéc ldp moé hinh giéng nhu nghién cttu PK/PD dugc thuc hién trudc d6. Tuy
nhién, cic quan sat sau d6 dugc thuc hién (tém tit trong Bang 16); i) mAbl khong
dugc phat hién trong cac méu thu thap trudc khi dung lidu diu tién, ii) mAbl dugc
phat hién sudt giai doan dung lidu v, iii) trong tit c4 cic mAu thu thap va cac ndng
do giam gifta cdc c4 nhan 13 khac nhau (1200 - 2500 microg/mL dbi véi khi
cynomolgus 5524, 1000 - 2000 microg/mL dbi véi khi cynomolgus 5523 va 850 -
2400 microg/mL dbi véi khi cynomolgus 5529). T4t ca cac gia tri phoi nhiém déu 1a
trén (170 dén 500 14n) ndng do can thiét dé thu dugc muc chiém giit thyu thé hoan
toan & khi cynomolgus.

Bang 16: Nong d6 mAb1 trong huyét thanh & khi cynomolgus #5533, #5529, #5523
va #5524

mAbl (microg/mL)

Thoi gian
Cyno 5523 | Cyno_ 5524

(ngay) Cyno_ 5533 | Cyno_5529
-1 0 0 0 0
3 591 618 1315 1384
7 682 1003 1033 1135
7,01 1557 1553 2452 2669
14 925 1037 1463 1744
28 654 896 1672 1965
42 851 1770 1259
56 1896 1991 1283
70 2385 1641 2534
84 2191 1266 2402
91 2069 1066 2071
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Thir nghiém tao mién dich (khang thé khang mAbl cua khi) ciing dugc danh
gi4 trong nghién ctu ndy. T4t ca cdc miu déu cho két qua am tinh, nhung luong
mAbl cao trong cic mau nay, c6 thé phong ngira mot cach tiém ning viéc phat hién
chung do su can thiép thude.

Su can kiét mot phén céc té bao CD20+ ¢6 thé dugc quan sat theo thoi gian &
tit ca cac con dugc diéu tri. Cac quan sat twong tu dd dugc thiy trong nghién ciru
PK/PD duogc thuc hién truéc d6 (sé liéu khong dugc trinh bay).

Két qua md hoc

Panh gid md bénh hoc ctia cic manh ghép cing loai than da cho thiy khong
co su thai loai cép tinh va man tinh & cdc manh ghép #5523, #5524, #5529 va
#5538, va ranh gi6i thay d6i & manh ghép #5536 ma dat duoc & cudi cua thu
nghiém, nghia 1a (cac két qua dugc tdng két trong Bang 17). Su thAm quanh mach
t6i thidu va su thdm qua k& & cac con #5523 #5524 va #5538, va su ting sinh t& bao
cdu than tdi thiéu & con #5529 duge quan sat.

Béng 17: Két qua mo hoc

Ngay sau
Consbé | Mau | khicdy | Crea/Uré Chén doan
ghép
#5529 Sin%l 30 100/4 | Banff: khong thai loai
thiét
Banff: khong thai loai (ting sinh té
10-0001 | m i 91 105/5 | bao cau than téi thiéu, xo héa noi
thi mac tdi thiéu)
Khéc: Thiéu sy hinh thanh GC & cac
co quan bach huyét thir cip. Viém
rudt két manh trang (B. coli).
Khéng c6 cac thay d6i khac lién
quan dén diéu tri.
45533 sin%1 30 170/12 Banft: 1A, l,an tda xo h(')fl k& som, su
thiét tao thanh hoc nhé hinh ong
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Banff: khac (gifn 6ng, thim qua k&
10-0002 md tir 31 629/18 va X0 hoa, Vién} 6ng tbi thiéu, ,ép Xe
thi quanh dudng noi mach mau, té€ bao
ua eozin quanh niéu quan)
Khac: thiéu sy tao thanh GC & céc co
quan bach huyét thir cAp. Viém rudt
két manh trang (B. coli).
Khéng c6 su thay dbi khac lién quan
dén diéu tri.
sinh
#5523 | thiét | khéng | khong
Banff: khong bi thai loai (su thAm
mo tir nhap quanh mach t6i thiéu, chit tao
11-0001 thi 92 119/10 | nhay trong mét tinh mach))
Thiéu su tao thanh GC & cac co quan
bach huyét thir cip. Khong c6 su thay
ddi khac lién quan dén diéu tri.
sinh
#5524 | thiét | khong | khong
mo tir Banff: khong thai loai (su thAm nhép
11-0002 | thi 92 112/10 | k& da 6 t6i thiéu),
Thiéu su tao thanh GC & cac co quan
bach huyét thtr cip. Khéng c6 cac
thay dbi khéc lién quan dén diu tri.
sinh
#5536 | thiét | khéng | khong
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Banff: thay d6i ranh gi6i (su thAm
nhap k& da 6 tdi thiéu véi viém éng
mo tir trung tam tdi thidu), cac té bao huyét

11-0002 | thi 98 104/8 | tuong trung tdm

Thiéu sy tao thanh GC & céc co quan
bach huyét tht cip. Khong c6 céc

thay d6i khéc lién quan dén diéu tri.

sinh
#5538 | thiét | khong | khong

md tr Banff: khong thai loai (c6 sy thAm
11-0002 | thi 98 114/9 | nhép k& da 6 t6i thiéu)

Thiéu su tao thanh GC & cac co quan
bach huyét thir cdp. Viém bach huyét-
mo bao trung tim mét bén & phdi.
Khong c6 cac thay dbi khac lién quan

dén diéu tri.

Con #5533 ma dugc gy chét vao ngay 31 sau khi ciy ghép da bidu hién gian
6ng, tham nhap k& va xo héa nhung chi viém éng than tbi thiéu. Ngoai ra, da phat
hién théy su thdm nhiém wa eozin ndi trdi & vung lan cén ni€u quan va ap xe gén
dudng ndi mach mau. T4t ca cac phat hién da chi ra chuc ning than yéu kéo dai
song khong thé khing dinh dugc viée thai loai.

Viéc nhudém mién dich C4d 1a 4m tinh & tit ca cac trudong hop.

Thiéu su phat trién tim mam c6 hodc khong quan sat thiy hién tugng teo
nang duoc quan sat thdy & cac co quan bach huyét & tit ca cac con. Viem rudt két
manh trang bi gy ra do nhiém Balantidium coli dugc chdn doan & céc con #5529
va#5533.

Khong c6 cac thay doi nao khac lién quan dén diéu tri duoc quan sat thiy.

Nghién ctru ciy ghép — thao luén
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Muc dich ctia nghién ctru cy ghép 1a dé danh gia, trong mé hinh thai manh
ghép cung loai thin cua dong vat linh trudng khong phai nguoi, tic dung cé lgi cua
mAb1 khi dugc dung trong liéu phap diéu tri két hop véi lidu duéi lidu didu tri cta
xyclosporin A. Ngoai ra, thich hop dé dénh gia su khéng c6 tac dung phu & md hinh
trong dé tinh trang vi€ém toan than giam.

Khi dugc ding nhu lidu phéap diéu tri két hop voi lidu dudi lidu didu tri coa
CsA (20mg/kg qua dudong miéng), mAbl di cho thiy hiéu qua trong viéc lam tang
su ton tai ctia cac manh ghép cung loai than & cac NHP. Thoi gian tdn tai trung binh
clia manh ghép 1a >83,6 ngay va 5 trong sd 6 con dat duoc dén cubi quy trinh thir
nghiém (dugc thiét 14p trong 91-98 ngay).

Viéc nhim vao CD40 bang cach sir dung khang thé khang CD40 phong bé
khong chit van (mAbl) din dén kéo dai thoi gian tdn tai manh ghép & cac NHP
duge ciy ghép tiéu dao hoic than. Ngoai ra, céc tic gia sang ché da danh gia hiéu
qua va dd an toan cua viec st dung mAb1 (ma 13 cdm Fc) tét hon so vé6i Chirl2.12
dugc bao cio trude d6 (khang thé khang CD40 don dong cta ngudi toan ven cla
isotyp IgGl/kapa véi cic ddc tinh lam can ki€t té bao B va phong bé ddng kich
thich).

Trong toan bd thoi ky sau khi cdy ghép, khong c6 mit bat ky hau qué bénh
1am sang c6 lién quan nao (vi du ting nhe lwgng amylaza/lipaza gép phan vao viéc
suy chtrc ning thin thong thudng sau khi cdy ghép). Tuy nhién, cac con #5333,
#5523 va #5524 déu cho thiy chtrc ning thin giam & thoi diém nim trong khodng
tir 7 dén 19. Khoang thoi gian nay thuong duge dic trung boi sy phuc hdi luong
SCrea/Suré, huyét 4p va thé tich manh ghép & cac con sau khi cdy ghép. Trong cac
con nay, cic ddu hiéu suy chirc nang thin duoc thiy nhu SCrea/SUré tang lén (tht
ca 3 con), thé tich manh ghép ting tam thoi (#5523, #5524) hoic ching khat
nhiéu/chting tiéu nhidu (#5523, #5524). Mot gia thiét c6 thé 1a cdc con nay da phat
trién quy trinh thai loai sém, ma dugc kiém soat sau 3 tuan diéu tri béng mAbl. Su
bat thudng nay & giai doan sém sau khi ciy ghép c6 thé 1a do sy khac nhau duoc tao
ra bdi mo6 hinh mién dich cta sy hoat dong con dudng CD40 huéng dich phan tir

(cam Fc).
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Mot con (#5533) dugc gdy chét vao ngay 31 do suy than cép tinh (khong thai
loai). Két qua nay 14 do hdi phuc khéng hoan toan chirc nang than sau qué trinh cy
ghép. Cac d4u hiéu chi ra chic ning than yéu 13 lugng SUré cao (11-19 mmol/l)
hozc ndng d6 SCa cao dugc duy tri (>2,8 mmol/l). Viéc mat méanh ghép cubi dugc
ting 1én boi tinh trang ting huyét 4p duoc duy tri (>140 mmHg tdm thu) két hop véi
tinh trang giam huyét 4p duoc quan sat trong sudt thoi gian gy mé duoc ap dung
trong qué trinh 1y sinh thiét va cac dinh ting huyét ap cao duoc ghi vao tbi trudc
khi gay chét (~170 mmHg tdm thu) (Palmer BF (2002) N. Engl. J. Med;
347(16):1256-1261). Tat ca cac biéu hién d6 khong thé gop phin vao viée diéu tri
bing mAbl va chi gép phan vio cac khéac biét giita cac ca nhan & giai doan sau khi
ciy ghép.

Hiéu qua cao ciia liéu phéap diéu tri két hop c6 thé cling dugc chimg minh vé
md hoc. 5 trong s6 6 méanh ghép da cho thiy chat lugng manh ghép tuyét voi & cudi
cta thtr nghiém. Thiéu su phat trién tim mam ciing dugc quan sat & thir nghiém ciy
ghép vai Chirl2.12. Khéng quan sat thiy su thay ddi mé khac lién quan dén diéu
tri.

Mot con sbéng s6t kéo dai (#5529) da phat trién bénh viém rudt két manh
trang do Balantidium coli gdy ra. Mic du, bénh 1y nhiém nay thuong gip & khi
macaques va thudng khong c6 tridu ching, nhung sy (rc ché mién dich c¢6 thé din
dén sy khéi phat bénh cip tinh (Schuster FL, Ramirez-Avila L, (2008) Clin.
Microbiol. Rev; 21(4): 626-38). O con nay khéng quan sat thiy cac ddu hiéu lam
sang, nhu tiéu chay hoic giam khdi lugng co thé.

Vé viéc theo doi téng sb t& bao B, viéc lam can kiét mot ph?m c6 thé duoc
quan sat theo thoi gian & tht ca cac con dugc didu tri. Viéc 1am can kiét mot ph?m
nay co thé khong do viéc lam can ki€t qua trung gian thu thé Fc c6 hoat tinh vi
mADb1 13 khang thé cam, ma khong lién két voi FcR ciing nhu khong qua trung gian
ADCC in vitro. Viéc lam can ki€t mot phﬁn c6 thé 13 do thiéu cac tAm mam, ma
dugc quan sat trén mo hoc & cudi cua thir nghiém. Viéc lam can kiét mot phé“m nay
c6 thé 1a do thiéu cac dau hidu tdn tai.

Tom lai, cac két qua ctia nghién ciru ciy ghép tng ho viée st dung mAbl

nhu cac dich co6 gia tri dé diéu trj su thai loai than trong liéu phéap diéu tri két hop
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vGi profin an toan tuyét voi. Profin an toan tuyét voi va hiéu qua con ung ho viéc st
dung khéng thé theo sang ché trong diéu tri rbi loan tu mién va/hoic rbi loan viém,
va phong sy thai ghép qua trung gian truyén tin hiéu CD40 qua trung gian CD40L
trén cac té bao bidu hién khéng nguyén CD40.
Téng két

Khéng thé khang CD40 chwa dugc béo cdo 1a gy ra cac tac dung cdm mau
trén cac bénh nhén, tuy nhién sy ting enzym tuy & cdc bénh nhan u lympho té bao B
ding Ab khang CD40 Chirl2.12 va nguy co viém tuy c6 thé xay ra loai trir viéc st
dung khéang thé khang CD40 kha bién Fc trong bénh ty mién man tinh va su cly
ghép vi cac ly do an toan. Do d6, cic tic gia clia sang ché tao ra khang thé khang
CD40 IgG1 cam Fc (mAbl, mAb2, vi mAb3) khong thé gy ra doc tinh té bao phu
thudc khéng thé (ADCC) hodc doc tinh té bao phu thudc bd thé (CDC) ca in vitro va
in vivo. mAb1 khong thé kéo dai thoi gian ton tai manh ghép cung loai than & déng
vat linh trudng khong phai nguoi két hop véi xyclosporin véi lidu dudi lidu didu tri.
Ngoai ra, mAb1 c6 thé tic ché hoan toan d4p ting khang thé nguyén phat va thir phat
v6i viéc gdy mién dich bing khang nguyén phu thudc té bao T. Quan trong 1a,
khong c6 bang ching v& céc tic dung cAm mau hodc md hoc vé tuy bét thuong
trong nghién ciru cdy ghép hoidc tao min dich. Néi chung, cac két qua nay goi y
ring mAb] 13 an toan va c6 hiéu qua didu tri, va c6 thé dugc st dung dé diéu tri cho
cac bénh nhan mic bénh ty mién do t& bao lympho B va té bao trinh dién khang
nguyén giy ra hoic bi ciy ghép manh ghép cung loai & dé tuong tdc CD40-CD154

c6 lién quan dén vi¢c gdy ra bénh.
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YEU CAU BAO HO

. Khéang thé phén 14p truc tiép chéng lai polypeptit CD40 dich (SEQ ID NO:28),
khac biét & ch(z)y khang thé nay cé trinh tu axit amin chudi nang néu trong SEQ
ID NO: 11 va trinh ty axit amin chudi nhe néu trong SEQ ID NO:12.

. Khang thé phan 1ap theo diém 1, trong d6 khang thé nay wc ché su truyén tin
hiéu dugc cam tng bdi CD40L vi tri s6 IC50 bﬁng 50ng/ml hodc nhé hon.

. Khang thé phén 1ap theo diém bat k¥ trong s cac diém 1 hodc 2, trong dé khang
thé nay khong c6 hoac c6 hoat tinh chi van thép ddi voi su truyén tin hiéu
CDA40.

. Duoc phdm chtra khang thé theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, két
hop véi it nhét mét ta dugc, cht pha lodng hodc chét mang dugc dung.

Duoc phdm theo diém 4, trong d6 duoc phdm niy con chta thém céc hoat chit
khéc.

Dugc pham dang 16ng chira khang thé theo diém bét ky trong sé cac diém tr 1
dén 3 v6i it nhit mot dung dich dém.

Axit nucleic phan 14p ma hoa khang thé theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1
dén 3.

Vecto tdch dong hodc biéu hién chira mot hodc nhiéu axit nucleic theo diém 7.
Vecto tach dong hodc biéu hién theo didm 8 chira cac trinh tuy ma héa SEQ ID
NO: 22 va SEQ ID NO:23, dugc lién két dong véi cac trinh tu khéi ddu thich
hop.

10. Té bao chu chira mdt hodc nhiéu vecto tach dong hodc biéu hién theo diém 8

hoac 9.

11. Quy trinh san xuat khang thé theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, bao

gdm budc nudi cdy té bao chii theo diém 10, tinh ché va thu hdi khang thé nay.
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<210> 1
<211> 5
<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 1

Ser Tyr Gly Met His

1 5
<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 2

Val Ile Ser Tyr Glu Glu Ser Asn Arg Tyr His Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 3

Asp Gly Gly Ile Ala Ala Pro Gly Pro Asp Tyr

1 5 10
<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai
<400> 4

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp
1 5 10 15
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<210> 5
<211> 7
<212> PRT
<213>

<400> 5

Ngudi hién dai

Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser

1

<210> 6
<211> 9
<212> PRT
<213>
<400> 6

5

Ngudi hién dai
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Met Gln Ala Arg Gln Thr Pro Phe Thr

1

<210> 7
<211> 120
<212> PRT
<213>
<400> 7

Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Gly Met His Trp
35

Ala Val Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn
Ala Arg Asp Gly
100

Gly Thr Leu Val

115
<210> 8
<211> 112
<212> PRT
<213>
<400> 8

5

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Ngudi hién dai

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Ile

Val

Nguoi hién dai

Ser

Ala

Gln

Glu

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Pro
105
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Gly

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

Gly

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

Val

Thr

Gly

His

60

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ile

Val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln



Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Arg

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Gln

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

<400>

Val

Ala

Tyr

35

Val

Phe

Val

Thr

9
450
PRT

Met

Ser

20

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

70

Glu

Thr

Ngudi hién dai

9

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Thr

Pro

Val

Ala
165

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Ile

Val

Ala

Lys

150

Leu

Ser

Cys

Asp

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Gln

Glu

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

120

Lys

Tyr

Ser
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Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Pro
105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Pro

105

Ala

Ser

Phe

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Arg
Asn
Asp
90

Gly
Ser
Thr

Pro

Val
170
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Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

Thr

Ser

Glu

155

His

Thr

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Thr

Gly

His

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ile

Val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Asp
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Pro
15

Tyr
Gln
Val
Lys
Gln

95

Ile

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
175

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Arg

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val



Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

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

<400>

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

10
219
PRT

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His
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10

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440
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Leu Ser
185

Tyr Ile

Arg Val

Pro Ala

Lys Pro
250

Val Val
265

Tyr Val

Glu Gln

His Gln

Lys Ala
330

Gln Pro
345

Met Thr
Pro Ser
Asn Tyr
Leu Tyr

410

Val Phe
425

Gln Lys
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Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro



Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Arg

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Gln

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<400>

Val

Ala

Tyr

35

Val

Phe

Val

Thr

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
195

Thr

11
450
PRT

Met

Ser

20

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Ser

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ngudi hién dai

11

Ser
Cys
Asp
Leu
55

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
135
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
215

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Gly Met His Trp Val Arg Gln

35
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Pro Leu Ser
10

Arg Ser Ser
25

Trp Tyr Leu

Gly Ser Asn

Ser Gly Thr

Val Gly Val
90

Gly Pro Gly
105

Val Phe Ile
120

Ser Val Val

Gln Trp Lys

Val Thr Glu

170

Leu Thr Leu
185

Glu Val Thr
200

Arg Gly Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Thr

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Gly Gly Gly Val Val

10

Ala Ser Gly Phe Thr

25

Ala Pro Gly Lys Gly

40
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Val Thr

Leu Leu
30

Pro Gly
45

Ser Gly

Thr Leu

Cys Met

Val Asp

110

Pro Ser
125

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp
190

Gly Leu
205

Gln Pro

Pro

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Arg

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gly Arg

15

Phe Ser Ser Tyr

30

Leu Glu Trp Val

45



Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Val

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
355

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Tyr

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Glu

Ile

70

Leu

Ile

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Glu

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Ser

Arg

Thr

Ala

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
360
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Asn

Asp

Glu

Pro

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Arg

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met
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Arg

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

His

60

Lys

Ala

Asp

Lys
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Gln

Gly

Gln

Asn

Leu

Glu

Lys

Lys

60

Leu

Lys

Phe

45

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

125

Gly

Pro

Ser

Gln

His
205

Phe

Val

Phe

45

Pro

Thr

Val

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

190

Tyr

Pro

Thr

30

Asn

Arg

Val

Ser

Trp

Glu

Leu

Asn

95

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

175

Asn

Thr

Pro

15

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
95

Tyr

Glu

His

80

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

160

Leu

Val

Gln

Lys

Val

Tyr

Glu

His

80

Lys



Ala

Pro

Thr

Ser

145

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

130

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
210

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

<400>

Pro

Glu

115

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

195

Leu

19
217
PRT

Ala

100

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

180

Ser

Ser

Pro

Gln

Val

Val

Pro

165

Thr

Val

Leu

Ile

Val

Ser

Glu

150

Pro

Val

Met

Ser

Nguoi hién dai

19

Ala Pro Glu

1

Pro

Val

Val

Gln

65

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser
145

Lys

Val

Asp

50

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

130

Asp

Asp

Asp

35

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

115

Asn

Ile

Ala

Thr

20

Val

Val

Ser

Leu

Ala

100

Pro

Gln

Ala

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

85

Pro

Gln

Val

Val

Gly

Met

His

Val

Tyr

70

Ile

Val

Ser

Glu
150

Glu

Tyr

Leu

135

Trp

Val

Asp

His

Pro
215

Gly

Ile

Glu

His

55

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

135

Trp

Lys

Thr

120

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

200

Gly

Pro

Ser

Asp

40

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

120

Thr

Glu

29626

Thr

105

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Lys

Ser

Arg

25

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

105

Leu

Cys

Ser

Iie
Pro
Leu
Asn
Ser
170

Arg

Leu

Val
10

Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
90

Ile
Pro

Leu

Asn

Ser

Pro

Val

Gly

155

Asp

Trp

His

Phe

Pro

Val

Thr

Val

75

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
155

-117-

Lys

Ser

Lys

140

Gln

Gly

Gln

Asn

Leu

Glu

Lys

Lys

60

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

140

Gln

Ala

Arg

125

Gly

Pro

Ser

Gln

His
205

Phe

Val

Phe

45

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

125

Gly

Pro

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

190

Tyr

Pro

Thr

30

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Glu

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

175

Asn

Thr

Pro

15

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

95

Gly

Glu

Tyr

Asn

Gln

Met

Pro

Asn

160

Leu

Val

Gln

Lys

Val

Tyr

Glu

His

80

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
160



Tyr Lys Thr

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

195
Ser Leu
210

Lys

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

20
1956
ADN
Ngud

<400> 20
caggtgcagt

tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ggtatagcag
gcaagtacca
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aggccagcac
gcatcccggce
ccggaggcect
ggctctggge
tgctgggctc
accccaaagg
agtaactccc
accgtgccca
tagagtagcc

cttcctcagce

Thr Pro

165

Leu Thr

180

Ser Val

Ser Leu

i hién dai

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctcag
cacctgggcce
agggcccatc
ccctgggcetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
agggagggag
tatgcagtcc
ctgcccgcecce
aggcacaggc
agacctgcca
ccaaactctc
aatcttctct
ggtaagccag
tgcatccagg

acctgaactc

Pro

Val

Met

Ser

Val Leu

Asp Lys

Glu
200

His

Pro
215

Gly

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
aactgaggac
tgactactgg
cgtcttcccc
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagce
ggtgtctgct
cagtccaggg
cactcatgct
taggtgcccce
agagccatat
cactccctca
ctgcagagcc
cccaggcectc

gacaggcccce

ctggggggac

29626

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

170

175

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

185

Ala Leu His Asn His

Lys

gtggtccagce
agctatggca
atatcatatg
tccagagaca
acggctgtgt
ggccagggaa
ctggcgcccg
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ggaagccagg
cagcaaggca
cagggagagg
taacccaggce
ccgggaggac
gctcggacac
caaatcttgt
gccctccagce
agccgggtgce

cgtcagtctt

-118-

190

205

ctgggaggtc

tgcactgggt
aggaaagtaa
attccaagat
attactgtgc
ccctggtcac
ctagcaagag
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcagcttggg
tggacaagag
ctcagcgctc
ggccccgtcet
gtcttctggce
cctgcacaca
cctgccectg
cttctctcct
gacaaaactc
tcaaggcggg
tgacacgtcc

cctcttcceccc

Tyr Thr

Gln

cctgagactc
ccgccaggcet
tagataccat
cacgctgtat
gagagatggg
cgtctcctca
cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttggtgag
ctgcctggac
gcctcttcac
tttttcccea
aaggggcagg
acctaagccc
cccagattcc
acacatgccc
acaggtgccc
acctccatct

CCaaaaccca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccagcccce
ggccacatgg
acctctgtcc
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgetgg
aggtggcagc
tacacgcaga
<210> 21

<211> 657
<212> ADN

<213>

<400> 21
gatattgtga

atctcctgca
tacctgcaga
tccggggtcece
agcagagtgg
ttcactttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc
<210> 22

<211>

<212>
<213>

ADN

<400> 22
caggtgcagc

1350

catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
acagaggccg
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

agagcctctc

Ngudi hién dai

tgactcagtc
ggtccagtca
agccagggca
ctgacaggtt
aggctgagga
gccctgggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

Nguoi hién dai

tggtggaatc

cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
gctcggccca
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttctte
cttctcatgc

cctgtctccg

tccactctcce
gagcctcctg
gtctccacag
cagtggcagt
tgttggggtt
caaagtggat
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgccegte

29626

aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
ccctctgece
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctatagca
tcecgtgatge

ggtaaa

ctgaccgtca
tatagtaatg
gtcctgatct
ggatcaggca
tattactgca
atcagacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
tgggacccgt
tgagagtgac
acaccctgcecce
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

cccctggaga
gatacaacta
ctttgggttc
cagattttac
tgcaagctcg
ctgtggctgce
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
ggggtgcgag
cgctgtacca
cccatcccgg
ctatcccagce
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

gccggcctcece
tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc
acaaactcca
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa

agagtgt

tggcggcgga gtggtgcagc ctggccggtce cctgagactg

-119-

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1956

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657

60



tcttgcgccecg
cctggcaagg
gctgactccg
ctgcagatga
ggaatcgccg
gctagcacca
ggcaccgccg
tggaactctg
ggcctgtact
tacatctgca
aagtcctgcg
ccttccgtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
tccacctacc
gagtacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggca
cagaagtccc
<210> 23

<211> 657
<212> ADN
<213>

<400> 23
gacatcgtga

atctcctgca
tatctgcaga
tctggecgtgce

tcacgggtgg

cctcecggett
gactggaatg
tgaagggccg
actccctgcecg
ctcctggacc
agggcccctce
ctctgggctg
gcgccctgac
ccctgtectce
acgtgaacca
acaagaccca
tcctgttecce
gcgtggtggt
gcgtggaagt
gggtggtgte
gcaaggtctc
gccagccccg
accaggtgtc
gggagtccaa
acggctcatt
acgtgttctc

tgtccctgag

Ngudi hién dai

tgacccagtc
gatcctccca
agcccggceca
ccgaccggtt

aagccgagga

caccttctcc
ggtggccgtg
gttcacaatc
gaccgaggac
tgattattgg
cgtgttccct
cctggtgaaa
ctccggcgtg
cgtggtgacc
caagccctcc
cacctgtccc
cccaaagccc
ggacgtgtcc
gcacaacgcc
tgtgctgacc
caacaaggcc
cgagccacag
cctgacctgt
cggacagccc
cttcctgtac
ctgctccgtg

ccccggcaag

cccectgtec
gtccctgcetg
gtccccacag

ctccggctct

cgtgggcgtg

29626

agctacggca
atctcctacg
tcccgggaca
accgccgtgt
ggccagggca
ctggccccect
gactacttcc
cacacctttc
gtgccctcta
aacaccaagg
ccctgeccectg
aaggacaccc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgcctgccecce
gtgtacacac
ctggtcaaag
gagaacaact
tccaagctga

atgcacgagg

ctgaccgtga
tactccaacg
gtgctgatct
ggctctggca

tactactgca

-120-

tgcactgggt
aggaatccaa
actccaagat
actactgcgc
ccctggtgac
ccagcaagtc
ccgagcccgt
cagccgtgcet
gctctctggg
tggacaagcg
cccctgaact
tgatgatctc
ctgaagtgaa
ccagagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgcccecccag
gcttctaccc
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

cacctggcga
gctacaacta
ccctgggcectce
ccgacttcac

tgcaggcccg

gcgacaggcc
cagataccac
caccctgtac
cagggacgga
agtgtcctcc
cacctctggc
gaccgtgtcc
gcagtcctcc
cacccagacc
ggtggaaccc
gctgggcgga
ccggaccccce
gttcaattgg
acagtacgcc
gaacggcaaa
gaccatctcc
ccgggaagag
ctccgatatc
cccececctgtg
gtcceggtgg

ccactacacc

gcctgcectcet
cctggactgg
caacagagcc
actgaagatc

gcagaccccce

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350

60
120
180
240

300



ttcaccttcg
ttcatcttcc
ctgaacaact
agcggcaaca
agcagcaccc
gtgacccacc
<210> 24

<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 24

caggtgcagc
tcttgcgcecg
cctggcaagg
gctgactccg
ctgcagatga
ggaatcgccg
gctagcacca
ggcaccgccg
tggaactctg
ggcctgtact
tacatctgca
aagtcctgceg
ccttcecgtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
tccacctacc
gagtacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt

ctggactccg

1350

gccctggcac
cccccagcga
tctaccccecg
gccaggagag
tgaccctgag

agggcctgtce

Ngudi hién dai

tggtggaatc
cctccggett
gactggaatg
tgaagggccg
actccctgcg
ctcctggacc
agggcccectce
ctctgggctg
gcgccctgac
ccctgtectce
acgtgaacca
acaagaccca
tcctgttece
gcgtggtggt
gcgtggaagt
gggtggtgtc
gcaaggtctc
gccagccccg
accaggtgtc
gggagtccaa

acggctcatt

caaggtggac
cgagcagctg
ggaggccaag
cgtcaccgag
caaggccgac

cagccccgtg

tggcggegga
caccttctcc
ggtggccgtg
gttcacaatc
gaccgaggac
tgattattgg
cgtgttccct
cctggtgaaa
ctccggegtg
cgtggtgacc
caagccctcc
cacctgtccc
cccaaagccc
ggccgtgtcecce
gcacaacgcc
tgtgctgacc
caacaaggcc
cgagccacag
cctgacctgt
cggacagccc

cttcctgtac

29626

atccggcgta
aagagcggca
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaagc

accaagagct

gtggtgcagc
agctacggca
atctcctacg
tcccgggaca
accgccgtgt
ggccagggcea
ctggccccect
gactacttcc
cacacctttc
gtgccctcta
aacaccaagg
ccctgccectg
aaggacaccc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgcctgcecece
gtgtacacac
ctggtcaaag
gagaacaact

tccaagctga

-121-

cggtggccge
ccgccagcgt
aggtggacaa
aggactccac
ataaggtgta

tcaacagggg

ctggccggtce
tgcactgggt
aggaatccaa
actccaagat
actactgcgc
ccctggtgac
ccagcaagtc
ccgagcccgt
cagccgtgcet
gctctctggg
tggacaagcg
cccctgaact
tgatgatctc
ctgaagtgaa
ccagagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgccccceccag
gcttctaccc
acaagaccac

ccgtggacaa

tcccagegtg
ggtgtgcctg
cgccctgcag
ctacagcctg
cgcctgcgag

cgagtgce

cctgagactg
gcgacaggcc
cagataccac
caccctgtac
cagggacgga
agtgtcctcc
cacctctggce
gaccgtgtcc
gcagtcctcc
cacccagacc
ggtggaaccc
gctgggcgga
ccggaccccc
gttcaattgg
acagtacaac
gaacggcaaa
gaccatctcc
ccgggaagag
ctccgatatc

cccecectgtg

gtccecggtgg

360

420

480

540

600

657

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cagcagggca
cagaagtccc
<210> 25

<211> 657
<212> ADN
<213>

<400> 25
gacatcgtga

atctcctgca
tatctgcaga
tctggcgtgce
tcacgggtgg
ttcaccttcg
ttcatcttcc
ctgaacaact
agcggcaaca
agcagcaccc
gtgacccacc
<210> 26

<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 26

caggtgcagc
tcttgcgcecg
cctggcaagg
gctgactccg
ctgcagatga
ggaatcgccg
gctagcacca
ggcacagctg
tggaactctg

ggcctgtact

1350

acgtgttctc

tgtccctgag

Nguoi hién dai

tgacccagtc
gatcctccca
agcccggcca
ccgaccggtt
aagccgagga
gccctggcecac
cccccagcga
tctacccccg
gccaggagag
tgaccctgag

agggcctgtc

Ngudi hién dai

tggtggaatc
cctccggett
gactggaatg
tgaagggccg
actccctgcecg
ctcctggacc
agggcccectce
ctctgggctg
gcgccctgac

ccctgtcectce

ctgctccgtg

cccecggcaag

cccectgtec
gtccctgcetg
gtccccacag
ctccggctcet
cgtgggcgtg
caaggtggac
cgagcagctg
ggaggccaag
cgtcaccgag
caaggccgac

cagccccecgtg

tggcggcegga
caccttctcc
ggtggccgtg
gttcacaatc
gaccgaggac
tgattattgg
cgtgttccct
cctggtcaag
ctctggcgtg

cgtggtcaca

29626

atgcacgagg ccctgcacaa ccactacacc

ctgaccgtga
tactccaacg
gtgctgatct
ggctctggca
tactactgca
atccggcgta
aagagcggca
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaagc

accaagagct

gtggtgcagc
agctacggca
atctcctacg
tcccgggaca
accgccgtgt
ggccagggcea
ctggcccctt
gactacttcc
cacaccttcc

gtgccttcaa

-122-

cacctggcga
gctacaacta
ccctgggcetce
ccgacttcac
tgcaggcccg
cggtggccge
ccgccagcegt
aggtggacaa
aggactccac
ataaggtgta

tcaacagggg

ctggccggtce
tgcactgggt
aggaatccaa
actccaagat
actactgcgc
ccctggtgac
ccagcaagtc
ctgagcctgt
ctgccgtgcet

gcagcctggg

gcctgcctcet
cctggactgg
caacagagcc
actgaagatc
gcagaccccce
tcccagcegtg
ggtgtgecctg
cgccctgcag
ctacagcctg
cgcctgcgag

cgagtgc

cctgagactg
gcgacaggcc
cagataccac
caccctgtac
cagggacgga
agtgtcctcc
tacctcecgge
gacagtgtcc
gcagtcctcc

cacccagacc

1320

1350

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



tatatctgca
aagtcctgcg
ccttctgtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
tccacctacc
gagtacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggca
cagaagtccc
<210> 27

<211> 657
<212> ADN

<213>

<400> 27
gacatcgtga

atctcctgca
tatctgcaga
tctggegtge
tcacgggtgg
ttcacctteg
ttcatcttce
ctgaacaact
agcggcaaca
agcagcaccc
gtgacccacc
<210> 28

<211> 277

<212> PRT
<213>

acgtgaacca
acaagaccca
tcctgttccce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgtc
gcaaagtctc
gccagcctag
accaggtgtc
gggagtctaa
acggctcctt
acgtgttctc

tgtccctgte

Ngudi hién dai

tgacccagtc
gatcctccca
agcccggceca
ccgaccggtt
aagccgagga
gccctggceac
cccccagcga
tctaccccceg
gccaggagag
tgaccctgag

agggcctgtc

Ngudi hién dai

caagccttcc
cacctgtcct
tccaaagccc
ggacgtgtcc
gcacaacgcc
cgtgctgacc
caacaaggcc
ggaaccccag
cctgacctgt
cggccagcct
cttcctgtac
ctgctccgtg

tccecggcecaag

ccccectgtcece
gtccctgcetg
gtccccacag
ctccggcectct
cgtgggcgtg
caaggtggac
cgagcagctg
ggaggccaag
cgtcaccgag
caaggccgac

cagccccecgtg

29626

aacaccaagg
ccctgecectg
aaggacaccc
cacgaggatc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgcctgcecc
gtgtacaccc
ctggtcaagg
gagaacaact
tccaaactga

atgcacgagg

ctgaccgtga
tactccaacg
gtgctgatct
ggctctggca
tactactgca
atccggcegta
aagagcggca
gtgcagtgga
caggacagca
tacgagaagc

accaagagct

-123-

tggacaagcg
ctcctgaagce
tgatgatctc
ctgaagtgaa
ctcgggagga
aggactggct
ctatcgaaaa
tgccacccag
gcttctaccc
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

cacctggcga
gctacaacta
ccctgggcetce
ccgacttcac
tgcaggcccg
cggtggccge
ccgccagcegt
aggtggacaa
aggactccac
ataaggtgta

tcaacagggg

ggtggagcct
tgctggcggce
ccggacccct
gttcaattgg
acagtacaac
gaacggcaaa
gacaatctcc

ccgggaggaa

ttccgatatc
ccctectgtg

gtcccggtgg

ccactacacc

gcctgectcet
cctggactgg
caacagagcc
actgaagatc
gcagaccccc
tcccagegtg
ggtgtgccetg
cgccctgcag
ctacagcctg
cgcctgcgag

cgagtgc

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

657



<400>

28

Met Val Arg

1

Ala

Ile

Ser

Ser

65

Lys

Ser

Ser

Phe

Pro

145

Cys

Ala

Arg

Leu

Lys

225

Asp

Gly

Val

Val

Asn

Asp

50

Glu

Tyr

Glu

Glu

Gly

130

Cys

His

Gly

Ala

Leu

210

Ala

Leu

Cys

Gln

His

Ser

35

Cys

Phe

Cys

Thr

Ala

115

Val

Pro

Pro

Thr

Leu

195

Val

Pro

Pro

Gln

Glu
275

Leu

Pro

20

Gln

Thr

Leu

Asp

Asp

100

Cys

Lys

Val

Trp

Asn

180

Val

Leu

His

Gly

Pro

260

Arg

Pro

Glu

Cys

Glu

Asp

Pro

85

Thr

Glu

Gln

Gly

Thr

165

Lys

Val

Val

Pro

Ser

245

Val

Gln

Leu

Pro

Cys

Phe

Thr

70

Asn

Ile

Ser

Ile

Phe

150

Ser

Thr

Ile

Phe

Lys

230

Asn

Thr

Gln

Pro

Ser

Thr

55

Trp

Leu

Cys

Cys

Ala

135

Phe

Cys

Asp

Pro

Ile

215

Gln

Thr

Gln

Cys

Thr

Leu

40

Glu

Asn

Gly

Thr

Val

120

Thr

Ser

Glu

Val

Ile

200

Lys

Glu

Ala

Glu
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Val

Ala

25

Cys

Thr

Arg

Leu

Cys

105

Leu

Gly

Asn

Thr

Val

185

Ile

Lys

Pro

Ala

Asp
265

Leu

10

Cys

Gln

Glu

Glu

Arg

90

Glu

His

Val

Val

Lys

170

Cys

Phe

Val

Gln

Pro

250

Gly

Trp

Arg

Pro

Cys

Thr

75

Val

Glu

Arg

Ser

Ser

155

Asp

Gly

Gly

Ala

Glu

235

Val

Lys

-124-

Gly

Glu

Gly

Leu

60

His

Gln

Gly

Ser

Asp

140

Ser

Leu

Pro

Ile

Lys

220

Ile

Gln

Glu

Cys

Lys

Gln

45

Pro

Cys

Gln

Trp

Cys

125

Thr

Ala

Val

Gln

Leu

205

Lys

Asn

Glu

Ser

Leu

Gln

30

Lys

Cys

His

Lys

His

110

Ser

Ile

Phe

Val

Asp

190

Phe

Pro

Phe

Thr

Arg
270

Leu

15

Tyr

Leu

Gly

Gln

Gly

95

Cys

Pro

Cys

Glu

Gln

175

Arg

Ala

Thr

Pro

Leu

255

Ile

Thr

Leu

Val

Glu

His

80

Thr

Thr

Gly

Glu

Lys

160

Gln

Leu

Ile

Asn

Asp

240

His

Ser
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Fig.1
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Fig.2
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Fig.3
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Fig.4
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