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Linh vue k§ thuét dwge dé cap

Sang ché d& cap dén cac khang thé khang CD154 (CD154) dugc cai tién ¢6 ddc tinh
duoc giam bat va cac dic tinh chirc ning va (mg dung cla ching trong céc liéu phap mién
dich, dac biét 1a trong diéu tri cac rdi loan viém, di g, tr mién, céy ghép, va ung thu. Cu
thé 1a sang ché boc 10 cac khéng thé khang CD154 ai lyc cao c6 ai luc va hoat dong chirc
ning duoc cai thién ma khong tao huyét khéi hodc cac phan tmg déng méu in vivo, va tao ra
cac dic tinh diéu tri mong mudn vi du nhu tao ra su dung nap mién dich va chin mién dich

thé dich.

Sang ché d& cap dén cac khang thé khang CD154 (CD154) duge cai tién ¢6 ddc tinh
duoc giam bot va cac dic tinh chitc ning va ing dung cuia chiing trong c4c liéu phap mién
dich, dic biét 1a trong diéu trj cac rbi loan viém, di ing, tu mién, ciy ghép, va ung thu. Cu
thé 1 sang ché boc 16 cac khang thé khang CD154 4i luc cao c6 4i luc va hoat ddng chirc
ning dugc cai thién ma khong tao huyét khéi hodc cac phan ting ddng méu in vivo, va tao ra
cac dac tinh tri li¢cu mong mubn vi du nhu tao ra su dung nap mién dich va chin mién dich

thé dich.
Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

CD40L (CD154) 1a muc tiéu trj liéu c6 gia tri va co tinh hgp phap cao trong ty mién,
dao thai manh ghép va cac bénh lién quan dén mién dich khéac & chudt, dong vét linh truong
khong phai ngudi (NHP) va ngudi. Trong nhidu thir nghiém 14m sang pha II, aCD154 da thé
hién mot cach hiéu qua viéc chan cac hoat dong cia CD154 in vivo va cai thién bénh.
aCD154 khéc véi tht ca cac lidu phap khac & anh huong cta no 1én phan hoi mién dich; né
12 mot trong cac liéu phap duy nhit ma c6 thé dem lai dung nap mién dich chirc ning, nhu
dugc thé hién ca ¢ chudt va khi. O chudt, hiu nhu tit ca cac méd hinh bénh ty mién c6 thé
duoc cai thién br?mg liéu phap aCD154 (Noelle, R. J., Mackey, M., Foy, T., Buhlmann, J. va
Burns, C., "CD40 and its ligand in autoimmunity". A4nn N Y Acad Sci 1997. 815: 384-391;
Mackey, M. F., Barth, R. J., Jr. va Noelle, R. J., "The role of CD40/CD154 interactions in
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the priming, differentiation, and effector function of helper and cytotoxic T cells", J Leukoc
Biol 1998. 63: 418-428; Noelle, R. J., "CD40 and its ligand in cell-mediated immunity".
Agents Actions Suppl 1998. 49: 17-22; va Quezada, S. A., Jarvinen, L. Z., Lind, E. F. va
Noelle, R. J., "CD40/CD154 Interactions at the Interface of Tolerance and Immunity". Annu
Rev Immunol 2004. 22: 307-328), v6i su thuyén giam lau dai quan sat duoc.

Trong NHP, dung nap ghép cung loai vinh vién c6 thé dat dugc str dung cac khéa
diéu tri ¢ bao gém aCD154 (Kenyon, N. S., Chatzipetrou, M., Masetti, M., Ranuncoli, A.,
Oliveira, M., Wagner, J. L., Kirk, A. D., Harlan, D. M., Burkly, L. C. va Ricordi, C., "Long-
term survival and function of intrahepatic islet allografts in rhesus monkeys treated with
humanized anti-CD154". Proc Natl Acad Sci., USA 1999. 96: 8132-8137; Kirk, A. D.,
Burkly, L. C., Batty, D. S., Baumgartner, R. E., Berning, J. D., Buchanan, K., Fechner, J.
H., Jr., Germond, R. L., Kampen, R. L., Patterson, N. B., Swanson, S. J., Tadaki, D. K.,
TenHoor, C. N., White, L., Knechtle, S. J. va Harlan, D. M., "Treatment with humanized
monoclonal antibody against CD154 prevents acute renal allograft rejection in nonhuman

primates". Nat Med 1999. 5: 686-693).

Ngoai ra, thir nghiém 14m sang giai doan II & nguoi da chi ra rang aCD154 c6 hidu
qua trong SLE (Sidiropoulos, P. I. va Boumpas, D. T., "Lessons learned from anti-CD154
treatment in systemic lupus erythematosus patients", Lupus 2004. 13: 391-397), bénh da xo
cing (xem dit liéu so bd) va bénh giam tiéu cau tu phat (Sidiropoulos, P. I. va Boumpas, D.
T., "Lessons learned from anti-CD154 treatment in systemic lupus erythematosus patients”,
Lupus 2004. 13: 391-397). Nhu vay, aCD154 14 loai thudc ddc nhat ma cho phép can thigp
ngén han v6i loi ich 14m sang dai han. Thit bai cia n6 khong phai ¢ hiéu qua, ma la do tinh

doc khong luong trude duge.

Piu nhitng nim 1990 hang dugc IDEC Pharmaceuticals and Biogen Inc. (nay la
hang Biogen Idec) da dua ra hai aCD154 mAbs khéac nhau vao nhiéu thir nghiém 14m sang
pha /II. Khang thé duoc phét trién bsi IDEC (IDEC-131) 1a IgG1 duge ngudi hoa ¢6 ngudn
géc tr khang thé khang nhan chudt CD154 dugc phat trién tai dai hoc Dartmouth. Khéng
thé nay va cac bién thé duge nguoi héa dugce boc 10 trong sang ché M§ $b 6,001,358; 36
6.440,418; 56 6,506,383; s6 7,074,406; va s6 7,122,187, ndi dung ciia ching dugc két hop &

day dé tham khao. Trong khi céc chi dinh ban dAu chimg minh ring thudc c6 hidu qua cao,
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doc tinh cua mot khang CD154 khac da ngén can viéc tiép tuc phat trién 14m sang. Trong
thir nghiém, doc tinh quan sat dugc duoc bao gém sy cam Ung cac hién tugng tao huyét
khbi trong bénh nhéan. Trén co s& cac lo ngai vé ddc tinh, tAt ca cac thu nghiém déu bi dinh
chi va cac nd luc duoc hudéng téi viée tai k§ thuét mAbs dé duy tri hidu qua va giam doc

tinh.

Trong khi da dat dugc sy giam vé ddc tinh, lai c6 sy gidm sut déng ké vé hiéu qua
ctia kha ning tao dung nap ciia oCD154 mAbs (Ferrant, J. L., Benjamin, C. D., Cutler, A.
H., Kalled, S. L., Hsu, Y. M., Garber, E. A., Hess, D. M., Shapiro, R. L., Kenyon, N. S.,
Harlan, D. M., Kirk, A. D., Burkly, L. C. va Taylor, F. R., "The contribution of Fc effector
mechanisms in the efficacy of anti-CD154 immunotherapy depends on the nature of the

immune challenge". Int Immunol 2004. 16: 1583-1594).

Biogen-Idec va UCB gan day di bao cdo v& viéc phat trién cac khang thé khang
CD154 v6i 49 an toan da dugc cai thién. Cu thé 1a ho da bao cdo vé viéc san xudt CD154
Fab khang nhén dugc gin két (Pegylated anti-human CD154 Fab) dugc goi 1a CDP-7657
ho#c ruplizumab. Do Fabs c6 thoi gian ban huy in vivo ngén (nghia 13, khoang tir 4 dén 8
gi®) Fab nay dugc cai thién cac dic tinh dugc dong hoc cua n6. Tuy nhién, trong khi hiéu
qua 1am sang dugc bao céo la tt, khang thé ndy trong bdo cdo thé hién tiém nang thép.
Ngoai ra, Bristol Meyers Squib da bao cao v& viéc phat trién protein dung nap mién khang
thé Fc bao gbém tinh dic hidu véi CD154. Puge bao cao rang protein dung nap nay da thé
hién hiéu qua trén cac md hinh bénh & chudt, cu thé 14 mo hinh thach thte KLH va mo hinh
NZB x NZW SLE (lupus).

Mic du v6i nhitng bdo cdo néu trén, van c6 nhu cdu dang k& trong linh vuc vé cac
khang thé khang CD154 dugc cai tién, nghia 13, nhitng khang thé an toan va hidu qua, va
nhitng khang thé c6 tiém ning va cac dic tinh duge dong hoc t6t. Sang ché nay dat duoc
nhirng myc ti€u do.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Muc dich cta sang ché 1a dé xuit khang thé khang CD154 ¢6 hiéu qua, d) an toan va

cac dugc dong hoc dugc cai thién dé str dung trong liéu phap cho con ngudi.
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Cu thé hon muc dich cta sang ché 1a d& xuit khang thé khang CD154 ngudi duge
nguoi héa chtra (i) polypeptit mién bién ddi chudi ning bao gdm hoic chira polypeptit o
trinh tu duoc lua chon tir SEQ ID NO: 15, 17 va 18 dugc thé hién trén céc hinh 2A dén 2C,
va (ii) va polypeptit mién bién ddi chudi nhe bao gdm hoic chira polypeptit c6 trinh tu dugc
lya chon tir SEQ ID NO: 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 va 31 dugc thé hién trén
céc hinh 2A dén 2C, véi didu kién rang khang thé khang CD154 nguoi duoc nguoi hoa
khong bao gdm polypeptit mién bién dbi chudi ning c6 trinh ty SEQ ID NO:15 va
polypeptit mién bién d6i chudi nhe ¢6 trinh tw SEQ ID NO:20.

Ngoai ra, myc dich cta sang ché 1a dé xuét khang thé khang CD154 ngudi duge
nguoi héa chira (i) polypeptit mién bién ddi chudi ning bao gdm hodc chira polypeptit c6
trinh ty SEQ ID NO: 1 nhu dugc thé hién trén cac hinh 1A-C, va (ii) va polypeptit mién
bién dbi chudi nhe bao gdm hodc chita polypeptit c6 trinh tuy SEQ ID NO: 2 duoc thé hién
trén cac hinh 1A-C.

Muc dich cua sang ché ciing 1a dé xuét khang thé khang CD154 ngudi nhu duge dé
cap trén 3 doan néu trén ma chtra cc mién hang dinh IgG1, 1G2, 1gG3 hodc IgG4 thiéu kha
ning gan C1Q va gén vao FcyR2 va/hodc FeyR3.

Muc dich cua sang ché ciing 1a dé xuét khang thé khang CD154 ngudi nhu dugc dé
¢ap trén 4 doan néu trén ma chira cc mién hing dinh IgG1 ngudi thiéu kha ning gan C1Q

va gén viao FcRy2 va/hodc FeRy3.

Muc dich cua sang ché ciing 1a dé xut khang thé khang CD154 ngudi nhu dugce dé
cép trén 5 doan néu trén ma chira cac mién hing dinh IgG1 ngudi chira cac dot bién E269R

va K322A (d4nh s6 theo Kabat).

Muc dich cta sang ché ciing 1a dé xudt khang thé khang CD154 nguoi duge ngudi
hoa theo doan md ta bét ky néu trén chira cac mién hé‘mg dinh ning va nhe IgG1 c6 trinh tu

SEQ ID NO:3 va SEQ ID NO:2 duoc thé hién trén cac hinh 1A-C.

Muc dich cua sang ché ciing 1a d& xudt khang thé khang CD154 nguoi duoc nguoi
héa theo doan md ta bat ky néu trén, trong d6 khang thé 14 IgG1 isotype va vung Fc cia
khang thé ngoai ra con duogc tao dot bién dé thém it nhat mot dot bién khac ma anh huéng

dén chtrc nang tac dong vi du nhu dot bién lam suy yéu viéc gan FcRn, dot bién lam suy yéu
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hozc han ché sy glycosyl héa hodc mdt dot bién khac 1am suy yéu kha ning ctia khang thé
gén vao FcR vi du nhu FeyR2 hodc FeyR3 hodc mot FeR khac hode lam suy yéu viéc gin

vao bo theé.

Muc dich ctia séng ché ciing 1a d& xuét khing thé khang CD154 nguoi duge nguoi
héa theo doan md ta bat ky néu trén, trong d6 khang thé 1a IgG1 isotype va ving Fc cla
khéng thé duoc tao dot bién dé con thém dot bién E223P va/hodc D265A hodc bét ky trong

s6 cac dot bién Fe duge xac dinh trong bang 1, 2 hodc 3.

Muc dich cta sang ché ciing 1a dé xuit khang thé khdng CD154 ngudi duge nguoi
héa theo doan md ta bat ky néu trén, trong do khang thé 1a IgG1 isotype va ving Fc cla

khang thé duoc tao dot bién dé thém dot bién E233P.

Muc dich cua séng ché ciing 1a dé xuét khang thé khang CD154 ngudi duge nguoi
héa theo doan md ta bét ky néu trén, trong d6 ving Fc cua khang thé ngoai ra con duge tao
dot bién dé thém mot hodc nhidu dot bién khac dé cai thién thoi gian ban huy in vivo.

Muc dich ciia sang ché ciing 1a dé xuit dugc phdm chira mot lugng hiéu qua didu tri
hodc ngin ngua cua it nhat mot khang thé khang CD154 ngudi duge nguoi hoa theo doan
mo ta bt ky néu trén.

Muc dich cua sang ché cling la dé xuit dugc phém chira mot Iwgng hi€u qua diéu tri
hodc ngédn ngura cua it nhit mot khang thé khang CD154 ngudi dugc nguoi hoa theo doan

mo ta bat ky néu trén, ngoai ra con chira khang nguyén, te bao, md, hodc co quan.,

Muc dich cua sang ché cling Ia dé xuit dugc phém chira mot lugng hiéu qua diéu tri
hodc ngédn ngira cua it nhit mot khang thé khang CD154 ngudi duge nguoi hoa theo doan
mo ta bt ky néu trén, ngoai ra con chira tu khang nguyén, chét di ing, tic nhan gay viém,
thube, hoic té bao hién (khong phai ciia ngudi) xeno hoic (allo) twong thich khong-HLA.

Muc dich cua sang ché ciing 12 dé xuit phuwong phap tic ché mién dich hodc liéu phap
mién dich st dung khang thé hodc ché pham theo doan mo ta bat ky néu trén.

Muc dich ctia sng ché ciing 1a dé xuét phuong phép diéu tri déi twong v6i bénh di
ing, viém, hoac tu mién dich hodc nguoi nhin céy ghép bang cach dung khéng thé hozc ché

pham theo doan md ta bét ky néu trén.
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Muc dich ctia sang ché ciing 1a dé xuét phuong phap didu tri hodc ngin ngira GVHD
trong dbi twong bang cach dung khéng thé hodc ché phdm theo doan mo ta bat ky néu trén
tir trude, trong hodc sau khi ghép mo, co quan hodc cac té bao hién ting ma mot cach tiy y
6 thé dugc bién dbi gen vi du, CAR-T (c4c thy thé t& bao T khang nguyén chimeric) hoic

cac té bao NK (an mdi ty nhién).

Muc dich cta sang ché ciing 1a dé xuét phuong phap tao su dung nap hodc tc ché
mién dich cu thé khang nguyén kéo dai bang cach dung khéng thé hoic ché phdm theo doan
mo ta bit ky néu trén, trong d6 phuong phap dugc tuy chon ngoai ra con bao gbm dung té
bao, khang nguyén, md, hodc co quan ma chira khang nguyén ma d6i v6i no6 sy dung nap

hodc e ché mién dich kéo dai can dugc tao ra.

Muc dich cta sang ché ciing 1a dé xuit phuong phap liéu phéap gen, té bao, md hoic

co quan ma bao gdm viéc dung khang thé hodc ché phim theo doan mé ta bit ky néu trén.

Muc dich cta sang ché ciing 14 d& xuét phuong phép diéu tri tinh trang dugc lya chon
tir bénh vay nén, viém khép dang thip, viém khop vy nén, viém budng trimg, lupus hodc
SLE, tiéu duong, IBD, bénh Crohn, ITP, viém tuyén gidp, viém khop dang thip, bénh
nhuoc co nang, lupus ban do hé théng, bénh Graves, ban xuét huyét giam tiéu ciu tu phat,
thiéu mau tan huyét, dai thao duong, bénh viém rudt, bénh Crohn, bénh da xo cing, bénh
véy nén, cac bénh tuy mién do thudc gy ra, hodc lupus do thudc gay ra bang cach dung

khang thé hodc ché pham theo doan md ta bét ky néu trén.

Muc dich cta sang ché ciing 1a dé xuét phuong phép diéu tri thy xuong, co quan hoidc
céc té bao mién dich ma dugc st dung trong liéu phap té bao hodc ghép tang hoic ghép tiy
bao gdm buédc 1 tiy xuong, co quan, md hodc cac té bao mién dich da néu voi khang thé
hodc ché phim theo doan md ta bt ky néu trén, vi dy, trong d6 tuy xwong, md, co quan
hodc céc t& bao mién dich di dugc xt ly bao gdm céc té bao T clia nguoi nhan va/hodc
ngudi hién ting.

Muc dich cua sang ché ciing 1a dé xuét phuong phép tao dung nap ma khong tao ra
cac su ki¢n huyét khéi trong bénh nhéin can diéu tri bao gém budc dung cho bénh nhan mat

luong hiéu qua khang thé hodc theo doan md ta bat ky néu trén, ma tiy chon ngoai ra con
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bao gdm viéc dung khang nguyén vi du, tw khang nguyén, chét di ung, tic nhan giy viém,

thudc, hodc té bao cho (allo) twong thich khong-HLA.

Muc dich cua sang ché ciing 1a dé xuét phuong phap tao dung nap, mién dich kéo dai
hodc ngédn chan té bao B hodac T & bénh nhin cAn nhan hodc da nhéan céc té bao, co quan
hodc mé duogc ghép, vi duy, trong do thudc c6 ngudn gde sinh hoc vi du nhu khang thé tri

liéu, thy thé, protein dung nap, hocmon, tc nhén sinh truéng hodc cytokine.

Muc dich cia sang ché ciing 14 dé xuét phuong phap didu tri r6i loan tw mién do té
bao T bang cach dung mot luong hiéu qua khang thé hodc ché phdm theo doan mo ta bat ky

néu trén.

Muc dich cia sang ché ciing 1a dé xuit phuong phap diéu tri rdi loan ty mién do té
bao B bang cach ding mdt lugng hiéu qua khang thé hodc ché pham theo doan md ta bét ky

néu trén.

Muc dich cua sang ché ciing 1a dé xuét phuong phép diéu tri bénh ty mién dugc lya
chon tir viém khép dang thép, bénh nhugc co nang, lupus ban dé hé théng, bénh Graves,
bénh Huntington, ban Xuét huyét giam tiéu cau tu phat, thiéu mau tan huyét, dai th4do duong,
bénh Parkinson, bénh Véy nén, bénh Addison, bénh da xo cing, lupus, va cic bénh tu mién
do thudc gay ra, vi dy, lupus do thudc gay ra bang cach dung mot lugng hidu qué khéang thé

hodc ché pham theo doan mo ta bét ky néu trén.

Muc dich cua sang ché ciing 1a dé xuét phuong phap diéu tri theo doan md ta bét ky

néu trén ma bao gom viéc dung khang nguyén.

Muc dich cta sang ché ciing 1a dé xuét phuong phap diéu tri hodc ngin ngira GVHD,
ghép tlry xuong (BMT), bénh da xo cting, lupus, ITP, viém khép dang thip, hen, IBD hoic
mot rdi loan viém rudt khéc bing cach ding mdt lugng hiéu qua khang thé hodc ché phdm

theo doan md ta bat ky néu trén.

Muc dich cia sang ché cling 1a dé xuét phuong phap didu tri tinh trang, réi loan hodc
bénh & nguodi duge trung gian toan by hodc mot phan boi viée truyén tin higu CD40, hoic
triéu chimg bét ky néu trén, phuong phap bao gbém budc dung mot lugng hiéu quéa khang thé
hodc ché phém theo doan mé ta bat ky néu trén, vi dy, trong do tinh trang, rdi loan hodc

bénh & ngudi 1a viém, di tng, hodc phan hoi ty micn dich hodc xo hoa hogc tinh trang, ro1



34105

loan ho#ic bénh & ngudi duge lua chon tir viém thén, viém khép dang thép, lupus ban dé hé
théng, viém dbt séng, lupus ban do do thube gay ra, bénh viém rudt, bénh Crohn, bénh Véy
nén va bénh da xo cung hogc tinh trang, 161 loan hoidc bénh & nguoi dugce lya chon tir viem
da tiép xuc di (mg, rung 10ng téc toan thén, hen ban xudt huyét di ing, hen ning, hen
chuyén hoa, hen di Umg, viém da di (mg, viém da dang mun rdp, ban do6 ndi cuc rin, ban d6
¢6 bo, ban d6 da dang; ban d6 nut, u hat di Gng, u hat hinh vong, chimg giam bach ciu hat,
viém phéi qua man, viém gidc mac, hdi chimg hu than, hoi ching chéng lép, bénh cta
nguoi nuodi bd cAu, viém da than kinh ti phat, may day, viém mang bd dao, viém bi co & tré
em, va lang ben hodc tinh trang, r6i loan hodc bénh & ngudi duoc lva chon tir viém phé
quan phdi di tmg do nhiém nim aspergillosis; thiéu mau tan huyét tu mién; bénh gai den;
viém da tiép xtc di ing; bénh Addison; viém da di img; rung toc ting vung; rung 16ng toc
toan than; ching thoai hoa dang tinh bot; ban xuit huyét di tmg; phan tng phan v¢; thiéu
mau khong tai tao; phu mach, di truyén; phu mach, ty phat; viém dé6t sbng dang thip; viém
dong mach, so; viém dong mach, t€ bao khéng 16; viém dong mach, Takayasu; viém dong
mach, tam thoi; hen; mét diéu hoa gian mach; viém buéng trimg tu mién; viém tinh hoan tu
mién; thit bai da ndi tiét tw mién; bénh Behget; bénh Berger; bénh Buerger; bong
pemphigut; bénh nim candida, bénh niém mac da man tinh; bénh Caplan; hdi chung sau
nhdi mau co tim; hoi chimg sau m& mang ngoai tim; viém tim; bénh khong hép thu gluten;
bénh Chagas; hoi chimg Chédiak-Higashi; bénh Churg-Strauss; hoi ching Cogan; bénh
ngung két t6 lanh; hdi chimg mao; bénh Crohn; crioglobulin huyét; viém xo phé nang vo
can; viém da dang muyn rop; viém bi co; dai thao dudng; hoi chimg Diamond-Blackfan; hoi
chung DiGeorge; lupus ban d6 hinh dia; viém mac ua eosin; viém thugng ciing mac; ban do
ndi cuc ran; ban do c6 bo; ban do da dang; ban do nut; s6t Dia Trung Hai; hdi chung Felty;
X0 phéi; viém cau thén, phéan vé; viém cAu than, ty mién; viém cAu than, sau nhiém lién cau
khuin; viém cAu than, sau céy ghép; bénh tiéu cAu than, thudc mang; hoi ching
Goodpasture; bénh manh ghép chéng lai vat chd; chimg gidm bach cau hat, do mién dich
gy ra; u hat hinh vong; bénh u hat, di img; bénh u hat viém co; bénh basedow; viém tuyén
giap Hashimoto; bénh tiéu mau & tré so sinh; bénh nhiém sic t6 sit mo, tu phat; ban Xuat
huyét Henoch-Schénlein; viém gan, man tinh chid dong va man tinh tién trién; bénh td chire

bao x; hoi chitng ting bach cau 4i toan; ban xuat huy¢t gidm ticu cau ngau phat; hdi ching
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nghé nghiép; viém bi co & tré em; viém khép dang thép § tré em (viém khép man tinh & tré
em); bénh Kawasaki; viém gidc mac; viém gidc két mac kho; hdi chimng landry-guillain-
barre-strohl; bénh phong; hdi ching Loeffler; hoi chimg Lyell; bénh Lyme; bénh u hat
lympho; bénh té bao mast, toan than; bénh mo lién két hdn hop; viém don day than kinh da
d; hoi ching Muckle-Wells; hoi chirg hach lympho niém mac da; hdi chimg hach lympho
niém mac da; mod bao thé 1uGi da nhan; bénh da xo cimg; bénh nhugc co nang; u sui dang
ndm; viém mach hoai tir, hé théng; hdi ching hu thén; hoi ching ch6ng lép; viém mo md&
duéi da; huyét cdu t6 niéu kich phat cam lanh; huyét cau t6 niéu kich phat ban dém; dang
pemphigut; pemphigut; pemphigut ban do; pemphigut tréc; pemphigut thong thuong; bénh
cua ngudi nuodi bd cau; viém phéi, qua man; viém da dong mach két ndi; dau co dang thép;
viém da co; viém da thin kinh, ty phat; bénh da thin kinh Bd Dao Nha; ching kinh giat/tién
kinh gidt; xo mat xo cip; xo clng hé théng tién trién (bénh ctng bi); bénh vy nén; viém
khép vay nén; bénh tich protein phé nang; xo héa phéi, hoi chimg/hiéu (mg Raynaud; viém
tuyén giap Reidel; hoi ching Reiter, viém da sun tdi phat; bénh sbt thép khép; viém khép
dang thép; bénh sacoit; viém cing mac; viém dudng mat xo cing; bénh huyét thanh; hoi
chimg Sézary; hoi chimg Sjogren; hdi chimg Stevens-Johnson; bénh Still; viém tién ndo xo
héa ban cp; viém mit ddng cam; lupus ban do hé théng; sy dao thai méd ghép; viém rudt
két man loét; bénh mo lién két khong phén biét; may day, man tinh; may day, lanh; viém
mang bd dao; lang ben; bénh Weber-Christian; bénh u hat Wegener; va hoi ching Wiskott-
Aldrich.
M?b ta vin tit cac hinh vé

Céc hinh 1A dén 1C thé hién cac trinh tu axit amin cla khang thé khang CD154 méi
ma c6 ngudn gbe tir IDEC-131. Trén hinh viing c6 thé cai bién c¢6 mit trong ca cac
polypeptit chudi ning va chudi nhe duoc in ddm, cac CDR duoc boi vang va céc phan du
dot bién truong thanh 4i luc duge gach chan va cac dot bién Fe¢ (ECR va KOA) dugc thé
hién bang mau do va dugc gach chén.

Céc hinh 2A dén 2C so khép cac mién hing dinh IgG1 dugc cai bién khic nhau va
céc trinh tu chudi ning va nhe dugc cai bién ¢6 ngudn gbc tir IDEC-131 va khang thé chudt

bo me cia ching.
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Hinh 3 chua céc két qua ctia cac thir nghiém gfin BIAcore so sanh véi viéc gén khang
thé khang CD154 nguoi duge ngudi hoa méi (duge goi trong hinh va trong don séng ché
ndy 1a "INX021") vao IDEC-131 v& kha nang gin CD154 bicu hién céc té bao Jurkat clia
ching. Nhu dugce thé hién, khang thé cai tién ting khoang 5 14n v& 4i luc gin d6i véi CD154

(dugc biéu hién trén cac té bao Jurkat) khi so sanh véi IDEC-131.

Hinh 4 chira cac két qua thir nghiém thé hién ring khang thé cai tién ("INX021") c6
nhidu tidém nang dé kich hoat té bao B dugc din dong CD154 béi té bao T hon so véi IDEC-
131.

Hinh 5 chuta céc két qua thtr nghiém thé hién r?mg cac dot bién FcR cla cac khang
thé CD154 khang chudt IgG ngudi chira cing cac dot bién nhu INX021 (K322A va E269R)
tao dung nap trong mo hinh dung nap da.

Hinh 6 chira cic két qua thtr nghiém thé hién rang cac phic hop mién dich cia

INX201 khong kich thich sy két tu hoidc su hoat héa céc tiéu cAu nguoi va chudt in vitro.

Céc hinh 7A dén 7D chua cac két qua thir nghiém thé hién rang INX021 khong tao ra
s kich hoat tiéu cAu hodc céc hidu qua khac Ién céc tiéu cdu khi so sanh v6i khang thé ddi
chirng duong. Hinh 7A thé hién n6 khong tao ra sy cing thing huyét khéi, hinh 7B thé hién
rang n6 khong kich thich su két tu tiéu cAu hodc déng méau véi bang ching la khdng quan
sat thay cac vt nghén mach phéi, hinh 7C thé hién rang né khong lam anh huéng dén s
luong cac tiéu cau luu thong va hinh 7D tém tit cac uu diém quan sat dugc cta khang thé

nay dugc quan sat & chudt FeyRIla Tg.

Céc hinh 8A va 8B thé hién ring cc khang thé CD154 IgG1 khang chudt chira cac
dot bién Fc ma lam giam hodc han ché viéc gin FcR va hoat dong bd sung (cac dot bién
E2669R va K322A duoc chira trong INX021) 1a su (¢ ché mién dich trong cac moO hinh
dong vat. Hinh 8A thé hién rang khang thé khang CD154 chira cac dot bién nay ngin chin
EAE va hinh 8B thé hién ring khéng thé khang CD154 chia cac dot bién nay ngan chin
mién dich thé dich va tao dung nap phan hdi lai myelin/oligodendrocyte glycoprotein

("MOG").

Hinh 9 so sanh cac hidu qua cta céc bién thé khang thé khac nhau ctia IDEC-131 bao
gém INX021 dbi véi su kich hoat té bao B dugc kich thich béi té bao T dua trén su biéu
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hién CD86. Céc hi€u qua cta né la thay dbi thé hién rang ai lyc gin dugc ting khong nhét

thiét lién quan dén tiém nang t6t hon, nghia 13, hoat dong trc ché mién dich.

Céc hinh 10A va 10B so sanh céc hiéu qua cua INX021 va khang thé 5¢8 chimeric
ddi voi su san xudt cac khang thé IgG va IgM trong thir nghiém KLH. Hinh 10A so sanh

cac hiéu qua ctia chiing trén IgG va hinh 10B so sdnh cac hi¢u qua cta ching trén IgM.

Céc hinh 11A va 11B so sanh cac hiéu qua cua phuong tién, INX021 va khang thé
5c8 trén cac didm tam phoi. Hinh 11A thé hién su so sénh diém tdm phoi va hinh 11B chira
biéu dd so sanh sb luong va mirc do di dong cia céac diém tam phdi trong 14 lach va céc

hach lympho (cac LN) cta cac dong vét duge diéu tri.

Hinh 12 téng két tan suét tén thuong quan sat dugc thanh cac két qua dugc cong bd

v6i mot khang thé khang CD154 khac (Pegylated aCD154 Fab ctia Biogen/UCB).
Mo ta chi tiét sang ché
Truée khi boc 16 chi tiét sang ché cac phan mo ta sau ddy duge cung cip. Trir khi ¢

quy dinh khac, tit ca cac thuét ngir k§ thuat va khoa hoc dugc st dung & diy c6 cung nghia

nhu thuong dugc hiéu bsi chuyén gia trong linh vire ma sing ché thudc vé.

Thudt ngtt "khang thé" nhu duoc str dung & day theo sang ché, bao gdbm khang thé
dugc phan 1ap, ti td hop hodc tdng hop dugc ngudi héa, khéng thé lién hop hogc khang thé
dan xuét. Thuat ngit "khang thé" théng thuong la dé nham bao gdm doan khang thé, bao
gébm doan gdn khang nguyén, trir khi duoc néu khéc di hodc dugc hiéu khéac di theo noi
dung. Doan gin khang nguyén canh tranh v6i khang thé nguyén ven vé viéc gin dic hiéu.
Théng thuong xem, Fundamental Immunology, Ch. 7 (Paul, W, ed., 2nd ed. Raven Press,
N.Y. 1989%). Céc doan gin khang nguyén c6 thé duoc tao ra bang cac k§ thuat ADN tai to
hop hodc bang cach ct cac khang thé nguyén ven bang hoa chit hodc bing enzym. Trong
mot s6 phuong 4n, céc doan gin khang nguyén bao gdm Fab, F(ab),, Fab', F(ab')2, F(ab")s,
Fd, Fv, mién cac khang thé (dAb), cac doan don va doi khéc, cac doan viung xac dinh bd
sung (complementarity determining region - CDR), cac khang thé don chudi (vi dy, scFv,
scFab, va scFabdC), céc khang thé chimeric, cac doan khang the doi (diabodies), cac doan
khang thé ba (triabodies), cac tiéu doan khang thé (minibodies), cac doan khéng thé siéu

nho (nanobodies), va cic polypeptit ma chira it nh4t mot phan cia khang thé ma di dé cho
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phép gin khang nguyén ddc hiéu vao polypeptit; va cac dung nap va céac dAn xuét cua
ching. Xem, vi du, Holliger va Hudson, Nature Biotechnology 23: 1126-1136 (2005) va
Hust va cdng su, BMC Biotech 7: 142007).

Trir khi dugc néu khac di hodc dugc bao ham trong ndi dung, "khang thé" theo sang
ché bao gdm toan bo cac khang thé va cac doan gin khang nguyén bit ky cla no, cac dan
xudt hodc cac cai bién khang thé ma c6 thé chira mot hoic nhiéu cai bién (vi du, chen, x0a,
thé, cai bién sau dich ma axit amin ho#c sy thiéu hut chung, v.v.), bao gém cac lién hop
khang thé (nghia 13, khang thé hodc doan gin khang nguyén clia né duoc lién hop vao hogc
duge két hop véi lién minh chac ning). Cac dan xuit khang thé, bao gém cac lién hop
khang thé, ¢ thé 1a trén co s& hoic ¢6 thé chira doan gin khang nguyén theo sang ché ma
gin dic hidu CD154. Ngoai ra, cac phuong an khang thé dugc dé clp & trén c6 thé 1a cic
lién hop, cac din xuét, cac doan, cac khang thé nguoi hoan toan, dugc nguoi hoa, lai cua
chudt, hamster, dé, tho. Cén hiéu réng trong cac khia canh nhét dinh theo sang ché, thuat
ngit "khang thé" c6 thé khong bao gbém mot hogc nhidu phuong 4n khang thé dugc liét ké &

trén; vi du nhu céc truong hgp ma 1a hién nhién véi chuyén gia trong linh vuc.

Thuét ngft "chic ndng tdc dong" la dé chi kha ning chirc ning cta Fc hodc mién
hing dinh cia khéng thé dé gin céc protein va/hodc céc té bao ctia hé théng mién dich. Cac
khang thé ¢6 chirc ning tic dong dugc giam va cic phuong phép dé thiét ké cac khang thé
nay 1a da duge biét dén rong rdi trong linh vuc (xem, vi dy, tai liéu WO 05/18572, WO
05/03175, va sang ché M§ sb 6,242,195) va dugc mo ta chi tiét hon & day. Cac chlrc nang
tac dong dién hinh bao gébm kha ning gin protein bo sung (vi dy, protein bd sung Clq),
va/hodc thu thé Fe (EcR) (vi du, FeyRI, FeyRIL, FeyRIla, FeyRIII, va/hodc FeyRIIIb). Cac
hiu qua chirc ning cua vi€c ¢ thé gin mot hoic nhiéu nguyén tr néu trén bao gdm, ma
khong gi6i han, cb dinh opsonin, thuc bao, gy doc té bao phu phudc khéng nguyén
(antigen-dependent cellular cytotoxicity - ADCC), giy doc phu thudc bd sung
(complement-dependent cytotoxicity - CDC) va/hodc diéu bién té bao hiéu luc (effector).
Su giam vé chuc ning tac dong la dé chi su giam vé& mot hodc nhiéu hoat dong té bao hoic
héa sinh dugc gay ra it nhit mot phin bang viéc gan Fc véi thy thé nhan dang ctia né hoic
véi protein bd sung hodc té bao hiéu luc, trong khi duy tri hoat dong gén khéng nguyén cua

ving c6 thé cai bién cua khang thé (hodc doan khang the), mdc du véi ai lyc gan dugc giam,
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tuong tu, déng nhét, hoic tang. Cac khang thé cu thé theo sang ché thé hién chuc nang tac
dong giam. Gidm vé chirc ning tac dong, vi du, viéc ghn Fc v6i cu thé Fe hodc protein bd
sung, co thé dugc thé hién dudi dang s6 1an giam (vi duy, gidm 1,5 lan, 2 14n, va tuong tu) va
¢6 thé duoc tinh toan dya vao, vi du, phﬁn tram gidm vé hoat dong gén dugce xac dinh béng
cach thuc hién céc thr nghiém gén da duoc biét rong ri trong linh vue (xem, vi dy, tai liéu

WO 05/18572).

Tru khi duoc yéu cau khac di bi ndi dung, cac thuat ngir so it cling bao ham ca sd

nhiéu va cac thuit ngir s6 nhicu cling bao ham ca so it.

Xuyén sudt ban mo ta ndy va cdc yéu cau bao ho, tlir "gom," hodc céac bién theé vi du
nhu "chtra" hodc "bao gom" s& dugc hiéu la bao ham sy c¢6 mit cta cac doi tugng hodc
nhém ddi twong da duoc xac dinh nhung khong gi6i han bat ky doi twong hodc nhém doi

tuwgng nao khéc.

Thuit ngit "CD154" 1a dé chi phéi tir dugc biéu hién trén c4c té bao T dugc hoat héa.
CD154 dugc biét dén bing mot sb tén khac trong linh vuc, vi du nhu phéi tr CD40
(CD40L), thu thé di CD40 (CD40CR), gp39, T-BAM, phan tir hoat héa & bao T (T-Cell
Activating Molecule), TRAF, protein hoat hoa lién quan dén TNF (TNF-Related Activation
Protein - TRAP), va thanh vién siéu nhom phéi tir yéu t6 hoai tir khéi u 5 (Tumor Necrosis
Factor Ligand Superfamily Member 5 - TNFSF5) (Gauchat va cong sy, 1993 FEBS Lett.
315: 259-266; Graf va cong sw 1992, Europ. J. Immun. 22: 3191-3194; Hollenbaugh va
cOng su, 1992 EMBO J. 11: 4313-4321). Céc thuat nglt ndy dugce st dung hoan dbi xuyén
sudt don sang ché nay. Cac protein gin CD154, bao gdm céc khang thé, theo sang ché gin
dic hiéu vao CD154 nguoi va co thé phan ng chéo va do do gin ddc hiu vao CD154 cua
cac loai khac. Trong cac phuong an nhit dinh, cac protein gin CD154, bao gdm céc khang
thé, theo séng ché gin dic hidu vao CD154 cta ngudi, CD154 cta chudt hodc CD154 cia
linh truéng khong phai con nguoi.

Thuat nglt "khang thé khang CD154" cling bao gbém khéng thé tong hop dugc ngudi
hoa hodc khang thé tai to hop ma dugc tao ra s dung cong nghé ADN tai td hop, chéng han
nhu, vi du, khang thé dugc biéu hién béi thé thuc khuan (bacteriophage). Thuat ngft "khang

thé khang CD154" cling can duoc giai thich 1a bao gbm khang thé ma dugc tao ra bang viéc
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téng hop phan tr ADN ma héa khang thé va phan tir ADN biéu hién protein khang thé, hogc
trinh ty axit amin quy dinh khang thé, trong d6 DNA hodc trinh tu axit amin d4 dugc thu sir
dung cong nghé ADN tong hop duge ngudi hoa hodc cong nghé trinh tu axit amin ma c6
s&n va dugc biét dén rong rai trong linh vuec.

"Pot bién hoic cac dot bién ma han ché hodc 1am giam viéc gén FcR va han ché doc
tinh" & day la dé chi dot bién hodc cac dot bién ma han ché hoic loai trir bénh giam luong
tidu cAu tu mién hodc chimg huyét khbi hodc dong tu mau in vitro va/hodc in vivo. Céc i tri
trong Fc hodc céc mién hang dinh cua cic loai khang thé nguoi khac nhau bao gdm IgGl,
IgG2, IgG3 va IgG4 nguodi ma ¢ thé duoc cai bién dé loai trir hodc 1am giam viéc gin FcR
va tac dong dén (lam yéu hoic ting cuong) cdc chic ning tic dong Fc khac da duoc biét
rong rdi trong linh vyc. Cac dot bién vi du ma ¢6 thé duoc cai bién trong IgG1 Fe ngudi

hogic mién hing dinh dugc xac dinh trong cac bang tir 1 dén 3 va trong cac vi du bén dudi.

"Pot bién hodc cac dot bién ma loai trir hodc 1dm gidm chirc ning bd sung va duy tri
cac dic tinh tao dung nap " 1a dé chi dot bién hodc cac dot bién & cac khang thé dwoc nguoi
hoa, lai tao hodc cua nguodi chlra cac mién héng dinh cta nguoi, tdt hon 14 cac mién hé’mg
dinh IgG1 hodc IgG3 cta ngudi, trong d6 ving Fe clia n6 da dugc tao dot bién & mot hoic
nhidu diém nhim loai trir hodc giam bt dang ké vide gin bd sung. Tt hon 1a cac dot bién
nay s& khong lam anh hudng dang ké dén kha ning cta khang thé dé tao dung nap in vivo.
Viée ndy c6 thé duoc thiét 1ap str dung cdc mo hinh dung nap thich hop vi du nhu mé hinh
ghép da. Cac vi tri trong Fc hodc cac mién hing dinh cta cic loai khang thé ngudi khac
nhau bao gdm IgG1, IgG2, 1gG3 va IgG4 ciia ngudi ma 6 thé duge cai bién dé ma c6 thé
duoc cai bién dé loai trlr hodc gidm bét viée gin bd sung va c6 thé anh huéng dén (Iam yéu
hoic ting cudng) cac chic nang tac dong Fc khac da dugc biét rong rai trong linh vuc. Cac
vi tri vi du ma c6 thé duoc cai bién trong IgG1 dugc xac dinh trong cdc bang tir 1 dén 3 va

cac vi du dudi day.

"Bénh nhan" ¢6 thé 1a con ngudi hodc dong vat khdng phai nguoi, t6t hon 14 dong vat
c6 vu. Trong cac phuong 4n vu ti€n sang ché nay tao ra cac khang thé khang CD154 nguoi
thich hop cho liéu phdp danh cho con nguoi chira cac mién hang dinh IgG1 hoic IgG3 dugc
dot bién, trong d6 cac dot bién nay loai trir hodc ngén chén phén 16n ddc tinh hoac céc lo

ngai vé do an toan vi du nhu bénh giam luong ti€u cau tu mien hodc chimg huyét khoi hodc
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cac phan ing dong mau hodc doc tinh c6 lién quan dén cac phan mg bd sung va tét hon 1a
trong d6 cac khang thé nhu vay gitt lai kha ning tao dung nap hodc sy {rc ché thé dich kéo
dai in vivo.

Nhu dugce st dung & day, "d6i tuong", la dé chi sinh vét hodc mau té bao, mau mo
hodc mau co quan ¢6 ngudn gbc tir d6, bao gbm, vi du, cac dong té bao duge nudi cdy, mau
sinh thiét, mau mau, hodc mau dich chira té bao. Trong nhiéu truong hop, dbi teong hodc
mau ¢6 ngudn gdc tir d6 chira nhiéu loai t& bao. Trong mot phuong 4n, miu bao gom, vi du,
hdn hop cla cac té bao binh thudng va cac té bao khdi u. Trong mdt phwong an, mau chira it
nhét 10%, 15%, 20%, va ting hon nita dén, 90%, hodc 95% céc té bao khéi u. Sinh vat c6
thé 1a dong vat, bao gé)m nhung khong bi gidi han &, dong vat, vi du nhu bo, lon, chudt,

chudt nhat, ga, meo, cho, v.v., va thuong 1a dong vat c6 vii, vi du nhu con ngudi.

Thuét ngit "diéu tri" trong céc cAu trac ngit phap khac nhau trong sdng ché 1a dé chi
viéc ngan ngua (nghia 1a ngdn ngra bang thudc), chita bénh, dao nguoc, lam yéu, 1am giam
bat, giam tdi thiéu, x6a bd, hoic tam ngimg cac tdc dong nguy hai cla trang thai bénh, sy
tién trién bénh, tdc nhan giy bénh (vi du vi khuén hoic vi rat), hodc tinh trang bt thudng
khac. Vi du, didu tri c6 thé bao gdm viéc 1am giam bot mot triéu chimg (nghia 13, khong

nhat thiét 13 tat ca cac triéu ching) cua bénh dé lam suy yéu su tién trién ctia bénh.

"Diéu tri hodc ngin nglra ty mién" hodc "diéu tri hodc ngin nglra" mot tinh trang
bénh khac vi du nhu ung thu, nhiém trung, viém, di ng, céy ghép, bénh manh ghép chéng
lai vat chu va cac tinh trang khac trong d6 cac khang thé khang CD154 13 ¢6 tiém ning vé
loi ich diéu tri nhu duogc st dung & day, 1a dé chi mét phén hoéc toan bd viéc ngédn chén,
lam tré, hodc ngin nglra su tién trién cta bénh. Trong truong hgp bénh ung thu diéu nay c6
nghia la diéu tri hodc ngin chin di can ung thu; ngan chan, lam tré, hodc ngin ngira su tai
phat cua ung thu bao gém ca di cin ung thu; hodc ngan ngua sy khdi phat hodc sy phat trién
cta ung thu (ngin ngua bing thubc) & dong vat c6 vu, vi dy, con ngudi. Ngoai ra, cac
phuong phép theo sang ché c6 thé duge tién hanh d& diéu tri cic bénh nhan 12 ngudi bi bénh
ung thu. Tuy nhién, cling c6 kha nang rang cac phuong phép cling ¢6 hiéu qua trong viéc
diéu tri ung thu & cac dong vat c6 vu khac. Trong cdc phuong 4n uu tién cac khang thé dbi
tugng dugce st dung dé diéu tri tu mién, di tmg, viém, céy ghép, GVHD, ghép tuy xuong

(BMT), va dé tao dung nap khang nguyén dic hiéu hodc ngin mién dich khang nguyén dic
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hiéu duoc kéo dai, viéc ngan chédn cu thé su phéan hoéa, hoat héa va/hodc tang sinh ctia té bao
T va/hoidc té bao B trong céc dbi tuong cin duoc diéu tri. Cac muc tidu uu tién bao gém
bénh da xo cimg, lupus hodc SLE, ITP, IBD, bénh Crohn, bénh viém rut, bénh Crohn,
bénh vy nén, viém mang bd dao, viem khép dang thap, hen, GVHD, ghép tiy xuong, tiéu
duong, viém khéop dang thap, viém khép vay nén, bénh vy nén, cdy ghép té bao, ciy ghép
md, cdy ghép co quan, ghép tiy xuong, liéu phap té bao va gen, viém budng tring va viém

tuyén giap.

Nhu duoc sir dung & day, thuat ngir "lrong hiéu qua diéu tri" 13 nhim dé dinh luong
luong didu tri trong khuon khd didu tri can thiét dé diéu tri tinh trang vi dy, ty mién, di ing,
viém, GVHD hoic cdy ghép hodc 1am gidm hodc loai trir phan hdi mién dich, dic biét 1a
phan hdi khéng thé té bao B hodc té bao T chéng lai khang nguyén vi du nhu khang nguyén
tu dong, di img nguyén, tic nhan giy viém, té bao, md, hoic co quan dugc ghép hodc chéng
lai thudc vi du nhu c6 ngudn gbe sinh hoc, vi dy, khang thé diéu tri, protein dung nap Ig,

hocmon, tac nhan sinh trudng, hodc protein hodc polypeptit diéu trj khac.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat nglr "lwong hiéu qua du phong" la nhim dé dinh
luong luong diéu tri trong khuon khd didu tri can thiét @& du phong tinh trang, hoic tién
trinh va céc triéu chirng cta bénh vi du, tu mién, di tmg, viém, GVHD hodc chéng céy ghép,

thudc hodc phan hdi dao thai.

Sang ché d& xuat khang thé khang CD154 duoc cai tién dé st dung trong liéu phap
cho con ngudi ma ¢ ngudn goc tir khang thé duoc nguoi hoa IDEC-131 duge phat trién béi
hang dugc IDEC Pharmaceuticals (hién gio' 1a hang BiogenIDEC). IDEC-131 1a khang thé
4i Iuc cao ma duge phat hién béi BIAcore tai 25° C gin véi CD154 ngudi véi Kp bang 151

pm.

IDEC131 1a khang thé khdng CD154 dugc ngudi héa IgGl isotype ¢ ngudi ma cé
ngudn gbc tr khang thé khang CD154 ngudi & chudt (24-31), ma da dugce boe 19 trong sang
ché Mg s 5,747,037. Dong té bao lai giai phong 24-31 ma da duoc khai thac thuong mai
duoc luu giit tai Trung tdm tap hop loai md Hoa Ky va dong té bao dugc luu gitr duge gin

sb dang ky ATCC HB1712.
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Trinh tu cta IDEC-131, va viéc st dyng ching trong didu trj cac dich diéu tri di ung,
tu mién, viém khéc nhau va dé ngan chin cac phan hdi mién dich c6 ngudn gbc tir té bao T
va B da dugc boc 10 trong cac sang ché My sb 6,001,358; 6,440,418; 6,506,383; 7,074,406
va 7,122,187. Dya trén cac dic tinh cia n6 bao gém cac hi€u qua ngan ngura mién dich tiém
ning trén mién dich té bao T va B va IDEC-131 &i luc cao dugc tién hanh trong céc thir
nghiém 1am sang & nguoi. Cu thé 13, IDEC-131 da dugc sir dung trong céc thir nghiém 14m
sang & ngudi duge tai tro boi IDEC dé didu tri 2 dich diéu tri tu midn, nghia 13, ban xuét
huyét giam tiéu cau tu phét ("ITP") va ngimg/tai phat bénh da xo cimg ("RR-MS"). Trong
khi cac thir nghiém 1am sang nay véi IDEC-131 da thé hién mét sé hiéu qua 14m sang (ngay
ca rét sém & tuong ddi it bénh nhan), ching da bi tam dimg sau khi c6 bao ring mot khang
thé khang CD254 khang nhan IgG1 khac dugc phat trién boi Biogen, cling ¢6 ngudn gdc tir
khang thé khang CD154 nguoi & chudt, (khang thé 5c8 & chudt dugce phan lap béi Seth
Lederman cua dai hoc Columbia) da gy ra cac tac dung ngugce cho cdc bénh nhan ¢ nguoi.
Cu thé 13, khi Biogen t6 hop khéc loai khang thé 5c¢8 duoc sir dung trong cic thir nghiém
1am sang da xuét hién hién tuong tao huyét khdi nguge ("TE's") ma gy nén ddt quy va tir
vong ¢ mot s6 bénh nhén trong thir nghiém 14m sang. Sang ché giai quyét cac van dé nay

bing cach tao ra cac uu diém dugc dong hoc khac lién quan dén IDEC-131.

Nguoc lai, sang ché d& xuAt mot bién thé duoc ngudi héa clia khang thé khang
CD154 ngudi ¢6 ngudn gbe tir IDEC-131, ma gidng IDEC-131 & chd 1a thude isotype IgG1
cua nguoi, tuy nhién, vung Fc cta n6 da dugc thiét ké dé loai trir ca viéc lién két FcR 1an su
kich hoat bb sung. Cu thé 13, mién hing dinh duoc thiét ké dé chtra cac dot bién E269R va
K322A (trong d6 cac phan du dot bién nay duogc danh sb theo hé thdng sé khang thé Kabat).
Chc dot bién nay lam giam mot cach tuwong img viéc gan Clg va FeyRlIla. Cu thé 1a khang
thé dugc cai bién san phém cO viéc gén FcR/C1q dugc han ché, nghia 13, n6 khong gén vao
FcRy2 hodc vao FcRy3 trén cac tidu cAu va khong gin hoic hoat héa bd sung. Nguoce lai
viéc gén vao FcRn cia n6 khong bi anh hudng. Nhu dugce bdce 10 dudi ddy, va duge ching
minh béi dit liéu thtr nghiém dugce boc 1§ & day cac khang thé khang CD154 IgG1 chtta cic
dot bién nay khi dugc thir nghiém trong cdc mé hinh thir nghiém khdc nhau khong thé hién
bét ctr hoat dong tién huyét khdi o thé xac dinh dugc nao in vitro hodc in vivo trén céc tiéu

ciu nguoi hodc chuot.
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Ngoai ra, c4c trinh ty ndng va mién bién dbi chudi nhe ctia IDEC-131 dugc thiét ké
thém sy trudng thanh &i lyc. Sy trudng thanh ai luc dugce thue hién v6i hi vong ting cuong
4i luc gén cta khang thé khang CD154 ngudi san pham khi so sanh v6i IDEC-131 trong khi
van duy tri cdc dic tinh ngin nglra mién dich mong mudn cua né. Tuy nhién, két qua nay
van con lau mai duge dam bao do IDEC-131 dugce dé cap da co ai luc gin manh v&i CD154
ctia nguoi (161 pm) va co tiém nang ngan ngira mién dich trong cac md hinh khéc nhau (cac

md hinh EAE, ngin ngira mién dich & ngudi va dung nap khéc loai).

Sau nhiéu thtr nghiém va cic phuong phap sang loc ké tiép cac phién ban dot bién
ctia cac chudi ning va nhe c6 thé duoc cai bién ctia IDEC-131 duge thu di tao ra cac khang
thé duoc ngudi héa (bao gdm INX021) ¢6 4i luc duge céi thi¢n so véi IDEC-131. Cu thé 1a
INX021 duoc thu cing v6i 12 bién thé khac. Cac bién thé duge ngudi hoa ndy duge danh
gia va INX021 dugc lya chon lam tng ctr vién chinh cho liéu phap ¢ nguoi dua trén viée
gén ¢6 loi cia n6 (=v6i CD154 ctia ngudi c6 4i luc 16n gép 5 1an so véi IDEC-131) va né
cling thé hién cac dic tinh chirc ning (ngin ngira mién dich) t6t hon khi so sanh véi IDEC-

131 va khi so sanh véi ca cac bién thé khac.

Nhu duoc thé hién trén céc hinh 1A-C (ma chira céc trinh tu cta khang thé khang
CD154 ngudi IgG1 duge ngudi hoa duge cai tién, INX021), khang thé ndy chira hai dot
bién trong chudi ning CDR3, ba dot bién trong chudi nhe CDR1 va hai dot bién trong chudi
nhe CDR3 (khi so sanh véi IDEC-131). Do d6, tong cong 7 phan du CDR dugc céi bién.
Bit ngd nhu duoc thé hién duwéi ddy, khing thé khang CD154 ngudi duge ngudi hoa san
phim gin vao CD154 clia ngudi véi ai luc 16n gép khoang 5 1an so v&i khang thé bd me ma
duoc ghi nhan trude ty gin no véi CD154 clia nguoi voi i luc rat 16n. Viéc nay gy bt ngd
do ngay chi mét cai bién CDR ciing c6 thé c6 cac anh huong manh mé dén ai lyc géan khang
thé. Ngoai ra, khong thé du doan duoc réng ai luc cta cac khang thé da co ai luc tuong dbi
cao cling dugc cai thién.

Khéng thé duge ngudi hoa duge cai bién nay khi dugc thtr nghiém trong cidc md hinh
in vitro va in vivo khac nhau thé hién cac dic tinh ngin ngira mién dich rit tiém ning. Cu
thé 1a, INX021 c6 tiém ning ngin nglra mién dich thé dich, EAE va n6 tao dung nap khac

loai hodc viéc khong phan hdi khang nguyén dic hiéu té bao T kéo dai. Nhu dugc thé hién
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dusi day, INX021 tao ra tiém ning e ché manh hon sy hoat héa té bao B duoc din boi

CD154 té bao T khi so sdnh v6i IDEC-131.
Do d6, khang thé cai tién (khi duoc so sanh v6i IDEC-131):
(i)  thé hién 4i lyc gin véi CD154 & ngudi 16n gép S 1an so véi IDEC-131,
(ii) no tao ra cac hoat dong ngdn ngura mién dich tiém ning hon khi so véi IDEC-131,

(iii) gibng nhu IDEC-131 né ngan ngira mién dich (thé dich) T va B, vi du n6 ngin

ngira EAE va n6 tao ra sy dung nap khac loai, va

(iv) no biéu hién dd an toan duoc cai thién khi so sanh vi IDEC-131 do cac dot bién
trong vung Fc ma giam b6t dang ké lién két FcR va Clq va két qua 1a n6 khong
bidu hién bit ky hoat dong tién huyét khdi c6 thé phat hién nao in vitro hoic in

vivo trén cac ti€u cau cliia nguoi va chudt.

Dua vao cac dic tinh duge két hop nay d6i trong khang thé khang CD154 nguoi 1a
hoan toan phi hop dé sir dung trong liéu phap cho con nguoi do nd biéu hién dd an toan
duogc ting cuong va co tiém ning hon va do d6 c6 hiéu qua hon so v6i IDEC-131. Puogc dy
doan réng ai luc gén duoc tang cuong cua khang thé nay s€ tao diéu kién cho viéc st dung
n6 qua lidu tiém duéi da. Viéc nay 1a c6 loi boi tiém nang st dung cua né trong viéc didu tri

cdc muc tiéu chira bénh man tinh & nguoi.

Ngoai ra, vi khang thé ddi trgng nguyén ven, nghia 13, chira ddy @i do dai cua IgGl,
nén né c6 thé thé hién duoc dong hoc va cac vu diém vé d6 an toan véi Pegylated Fab dang
duoc phét trién béi hing Biogen/UCB va véi khang nguyén ddc hiéu CD154 dang dugc
phat trién bai hing Bristol Meyers Squibb.

Ngoai ra, do khéng thé ddi tuong thé hién tiém nang cao hon, viéc nay con co thé
giup tdng cudng do lidu nén khang thé ¢o thé dugc dung it thuong xuyén hon. Diéu nay la
quan trong do hau hét cac tng dyung cta khang thé ddi twong 1a ding dé diéu tri cac dich
diéu tri tv mién & ngudi man tinh, di ing hodc viém trong do lidu 1ap lai s& 1a can thiét cho
bt ky khudn khd didu tri ¢6 hiéu qua nao. Cy thé 13, khang thé cai tién 1a hoan toan phu hop
cho céc diéu tri trong d6 viéc ngin ngira mién dich t& bao B hodc T 1a viéc tri liéu mong

muon.
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Do d6, trong don sang ché nay tic gia dé xuét cac khang thé khing CD154 nguoi
dugce nguoi hda duge cai tién va c6 tinh méi dé sir dung trong diéu tri mién dich & ngudi co
ai luc duge va cac dic tinh dugc dong hoc khac dugc cai thién, ma khong tao ddc tinh cho
céc bénh nhén 1a con ngudi, cu thé 13 cac khing thé nay khong tao ra su két tu tiéu cau hodc
su kién huyét khdi & céac dbi tuong con ngudi, va hon nita, do kha ning khong gén va bd
sung hoat héa cia ching, ching khong gian tiép gy doc té bao ma trung gian tr ADCC
hodac CDC. Nhu dugce thé hién trong cac vi du khang thé cai tién thé hién cac dic tinh dugc
dong hoc va chtte ning dugc céi thién dang ké lién quan dén IDEC131 va véi mot khang thé
CD154 khac duge sit dung trude ddy trong liéu phap & ngudoi. Do do, khang thé nay thé hién

céc loi ich 1am sang khi dugc st dung trong liéu phdp & nguoi.

Trong khi khang thé cai tién INX021 chtra 2 dot bién ma twong g giam bét viée
gin FcRy2 va 3, va viéc gin Clq, con dugc hinh dung thém rang céc dot bién khac trong
vung Fc ¢6 thé dugce bd sung ma co6 thé 1am giam bét thém nita viée gén v6i cac thu thé Fe
khac hodc cac chirc nang tdc dong thay thé hodc bd sung khac. Céc vi du vé cac dot bién
nay da dugc biét dén rong rdi trong linh vuc, vi dy, Shields RL, Namenuk AK, Hong K, va
cOng sy, “High resolution mapping of the binding site on Human IgG1 for Fe for FeyRL Fe
for FeyRII, Fc for FeyRIIL and FcRn" bdo cao v& thibt ké céc bién thé IgG1 véi viec gin
vao Fc cho FeyR dugc gidm. J Biol. Chem. 2001; 276: 6591-604) Ngoai ra, céc tai liéu
US20070237767 va US20100104564) md ta su phat sinh dot bién Fc dé loai trir viée gin
FcR. Ngoai ra, cac dot bién Fc cu thé va céc hiéu qua cia né duoc liét ké trong bang tir 1
dén 3 duéi day. Cac dot bién nay chi nhdm muc dich vi du ma khong loai trir cac dot bién
va cac t hop khac ctia n6 da dugc biét dén 1a thuc dy hodc suy yéu cac chirc ning tac dong
Fc vi du nhu viéc gén FcR, gén bd sung, su glycosyl hoa, hoat dong ADCC, hoat dong
CDC, viéc gén FcRn, trong sb céac loai khac.

Bang 1 (tir Shields va cdng su, "High resolution mapping of the binding site on
Human IgG1 for Fc for FeyRI, Fc for FeyRIL, Fc for FeyRII, and FeRn", J Biol Chem
2001; 276: 6591-604.

Dot bién Fe

FcyRI

FcyRlla

FcyRIIb

FceyRlIlla

FcRn

E233P

0,12

0,08

0,12

0,04

0,54
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D265A 0,16 0,07 0,13 0,09 1,23
D265N 0,02 0,03 0,02
D270N 0,03 0,05 0,04
N297A 0,15 0,05 0,1 0,03 0,8
S298N 0,05 0,08 0,06
P329A 0,48 0,08 0,12 0,21 0,8
D270A 0,76 0,06 0,1 0,14 1,05
Bang 2 (tr US20100104564)
Dot bién | FeyR FcyRlIla FcyRIla FeyRII FeyRlIlla Feyllla
Fc I (H131) (R131) b (V158) (F158)
K326V | 0,52 0,01 0,01 0,02 0,87 2,34
V369R | 0,79 0,01 0,02 0,03 0,93 1,64
F405K | 1,52 0,02 0,02 0,02 1,08 2,55
L410P | 1,27 0,01 0,01 0,01 0,99 1,75
V427R | 1,69 0,03 0,05 0,03 1,27 0,59
Bang 3 (tr US20070237767)
Bién thé
# Dot bién Fe | FeyRI | FeyRIla | FeyRIIb | FeyRIle | FeyRIIla | Clq | FeRn
113 L234N 0,1 0,19 2,05 0,49 1,18 | 1,06

-22-




34105

744 G237 0,07 0,14 0,57 0,66 0,1 1,8 | 1,74
88 S239F 0,28 0,02 0,33 0,1 0,95 | 0,85
826 V262E 1,03 0,16 0,92 36,47 2,85 | 9,27
76 V264F 0,43 0,05 0,22 0,06 1,87 | 1,07
143 V266T 0,28 0,1 0,16 0,18 1,21 | 0,53
228 S267N 0,72 0,08 0,27 3,18 | 0,85
148 E269R 0,07 0,07 0,13 0,06 0,05 1,15 | 0,72
779 N286E 0,07 0,38 0,37 0,01 0 2,12
858 N297R 0,01 0,01 0,01 0,06 0,01 0,45
80 T299A 0,01 0,1 0,56 72,84 0,06 2,31 | 0,82
870 R301D 0,87 0,11 0,06 0,04 0,03 1,58 | 0,5
84 N325L 0,42 0,04 1,46 0,03 2,18 | 0,91
161 N325E 1,34 0,09 0,05 0,03 <0,02 | 0,86 | 0,55
473 L328R 0,07 0,1 0,88 0,37 0,11 1,21 | 1,82

Dua vao két hop nay vé d6 an toan, cac dic tinh duge dong hoc va chitc ning, cic
khéang thé CD154 IgG1 khéng nhan dugc ngudi hoa cai tién nay c6 thé duoc sir dung dé
diéu tri hodc ngin ngira cic tinh trang trong d6 viéc ngdn nglra hoat hda, biét hoa va ting
sinh té bao T va/hoidc B 1a dugc mong mudn dé diéu tri vi du nhu céac tinh trang di Ung, ty
mién, cdy ghép (ciy ghép mo, té bao, co quan cung loai hodc khéc loai) va viém. Cac vi du
cu thé khong nham giéi han ctia chung bao gdém vi du nhur bénh da xo cig, lupus ban do hé
théng (SLE), cac dang lupus khac, giam luong tiéu cau tw mién (ITP), ghép than, ghép da va
mod dao, viém khop dang thap, bénh sacoit, viém khép vay nén, bénh Crohn, bénh viém
rudt, bénh Crohn, COPD, hen, tiéu dudng, viém tuyén giap, bénh manh ghép chéng lai vat

chu, cdy ghép té bao gbc sinh huyét hoidc tily xwong (BM), va vita xo dong mach. Mot )
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bién thé khac bao gdm INX021 ciing thé hién hiéu qua tiém nang, bao gdm kha ning tao

dung napin vivo.

Nhu duoc ching minh bang dir liéu thir nghiém Gng dung duge chiém nghiém cy thé
clia cac khang thé cai tién bao gdm INX021 1a dé giam bt hodc ngan nglra cic phan g
khang thudc, dic biét cac phan Ung tao viéc chéng lai cac thube khac va cac vat chét sinh
hoc vi du nhu céc khang thé diéu tri, cac protein dung nap, cac hocmon, céc tic nhéan sinh
tredng, cac enzym, cac peptit, cac chét khang sinh, cic chit khang vi rit, va twong tu. Viéc
nay gitip cac thube ndy co thé dugc dung trong khoang thoi gian dugc kéo dai hon, ¢6 thé
tang s6 luong bénh nhan phéan tmg vdi thudc, va/hogc c6 thé tao diéu kién cho hidu qua ddi

vGi cac bénh nhan dugce di€u tri bang thudc.

Nhu duge thao ludn & déy, cac diém khéc trong viing Fc ctia IgG1 cia ngudi va cic
mién hang dinh khic & ngudi 1a da duge biét dén 13 tham gia vao viéc gin bd sung va/hoic
viéc hoat hoa cling nhu viéc g'fm FcR. Theo d6, cac dot bién duge mé ta 1a vi du vé cac dot
bién thich hgp trong viing Fc ctia IgG1 hodc IgG3 hodc cac khang thé khac ma c6 két qua 1a

viéc mat mot hodc ca hai sy gan bo sung va gan FcR.

Viéc tao dung nap hodc cac hidu qua ngin ngira mién dich (T hodc B) dugc kéo dai
ctia cac bién thé aCD154 dot bién gin bd sung hodc cac bién thé clia né ¢ thé dugc danh
gia trong miu da dugc nghién ciu k§ v& nhimg truong hop sbng sét sau cdy ghép da khong
tuong thich haplo, trong d6 su dung nap dai han duoc tao ra bang cach sir dung aCD154 va
khang nguyén allo. Tuy nhién, cAc m6 hinh dung nap khéc co6 thé duoc st dung thay thé dé
thé hién kha ning thiéu hut bd sung aCD154 va/hodc cac bién thé thiéu hut FcR (chira ving

Fc duge dot bién) dé tao dung nap.

Céc hoat dong huyét khdi cia FcR duge dot bién aCD154 c6 thé dugc thir nghiém
trén md hinh chudt biéu hién thu thé FcyRIIA ¢ ngudi ma san sinh ra céc sy kién quan sat
théy trong (Ferrant, J. L., Benjamin, C. D., Cutler, A. H., Kalled, S. L., Hsu, Y. M., Garber,
E. A., Hess, D. M., Shapiro, R. 1., Kenyon, N. S., Harlan, D. M., Kirk, A. D., Burkly, L. C.
va Taylor, F. R., "The contribution of Fc effector mechanisms in the efficacy of anti-CD154
immunotherapy dépends on the nature of the immune challenge". Int Immunol 2004. 16:

1583-1594). Trong loai chudt nhu viy, diéu trj bing aCD154 (CD154 khéng chudt) gay ra
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thuyén tic phoi; do d6 su gidm vé viée gin FeR trong cac khang thé khang CD154 chira cac
ving Fe dot bién & ngudi (cac mién hing dinh IgG1 dugc dot bién) loai trir hodc giam bét
dang ké su tao thanh céc huyét khéi. St dung mo hinh nay hodc cac md hinh c6 thé so sanh
cac hiéu qua cuia céac bién dang Fc cu thé v& doc tinh lién quan dén lidu phap aCD154 c6 thé

duoc xac dinh.

Mat 1an nita, cac khang thé dic hiu CD154 dugc dot bién cta sang ché ma c6 nguén
géc tir IDEC-131, ¢6 thé duoc sir dung dé diéu trj va du phong tinh trang bét ky trong d6 su
chdng lai cac hiéu qua ctia CD154 bao gdm tao tin hidu CD154/CD40, hodc chin hodc ngin
" ngira viéce gin CD154 v6i CD40 1a c6 hidu qua diéu tri, va ¢6 thé gidm bét céc triéu ching
ctia bénh. Céc vi du cta n6 bao gdm diéu tri di Gmg, tw mién, ung thu, ciy ghép, GVHD,
viém va cac tinh trang khac, dic biét la cac diéu kién trong do6 su lam dung nap va/hodc su
ngan ngira mién dich thé dich hoic mién dich té bao T 12 dwgc mong mudn dé diéu tri. Cac
vi du cu thé bao gém bénh da xo cing, viém khép dang thép, bénh viém rudt, bénh Crohn,
viém tuyén gip, lupus ban d6, giam luong tiéu cau ty mién, tiéu dudng, bénh manh ghép
chéng lai vét chy, liéu phap té bao, co quan va ciy ghép mo, vi du, da, than, tuy, thy xuong,
vita xo dong mach, va céc tinh trang khic & do viéc ngian ngua té bao T hodc dich thé 1a

mong muon.

Céc khéng thé ddi twong ma nham dén CD154 thé hién cdc ddc tinh an toan dugc cai
thién 1a ¢6 tiém ning diéu tri 16n do CD154 12 muyc tiéu cyc ky hip din cho viéc can thiép
mién dich trong pho rdng 16n cua tu mién dich, va cac bénh lién quan dén manh ghép. Tét
ca cac md hinh 4o cta bénh ty mién & chudt duge thir nghiém cho dén nay dugc cai thién
diéu tri bang didu tri aCD154. Ngoai viéc chin twong tic CD154-CD40 don gian, liéu phap
0aCD154 din dén viéc tao su dung nap mién dich (Ngin ngtra su dao thai mo ghép béng
c4ch chin céac tuong tac CD40-CD154 da dugc bao cdo nhiéu 14n dé tao ra sy dung nap dai
han véi da, Gordon, E. J., Markees, T. G., Phillips, N. E., Noelle, R. J., Shultz, L. D.,
Mordes, J. P., Rossini, A. A. va Greiner, D. L., "Prolonged survival of rat islet and skin
xenografts in mice treated with donor splenocytes and anti-CD154 monoclonal antibody",
Diabetes 1998. 47: 1199-1206; Markees, T. G., Phillips, N. E., Noelle, R. J., Shultz, L.. D.,
Mordes, J. P., Greiner, D. L. va Rossini, A. A., "Prolonged survival of mouse skin allografts

in recipients treated with donor splenocytes and antibody to CD40 ligand", Transplantation
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1997. 64: 329-335; Jarvinen, L. Z., Blazar, B. R., Adeyi, O. A., Strom, T. B. va Noelle, R.
J., "CD154 on the surface of CD4*CD25" regulatory T cells contributes to skin transplant
tolerance", Transplantation2003. 76: 1375-1379; Quezada, S. A., Fuller, B., Jarvinen, L.
7., Gonzalez, M., Blazar, B. R., Rudensky, A. Y., Strom, T. B. va Noelle, R. ],
"Mechanisms of donor-specific transfusion tolerance: preemptive induction of clonal T-cell
exhaustion via indirect presentation", Blood 2003. 102: 1920-1926; Frleta, D., Lin, J. T,
Quezada, S. A., Wade, T. K., Barth, R. J., Noelle, R. J. va Wade, W. F., "Distinctive
maturation of in vitro versus in vivo anti-CD40 mAb-matured dendritic cells in mice" J
Immunother 2003. 26: 72-84; Quezada, S., Eckert, M., Schned, A., Noelle, R. J. va Burns,
C., “Distinct mechanisms of action of anti-CD154 in early versus late treatment of murine
lupus nephritis"Arth Rheum. 2003.; Elster, E. A., Xu, H., Tadaki, D. K., Montgomery, S.,
Burkly, L. C., Berning, J. D., Baumgartner, R. E., Cruzata, F., Marx, R., Harlan, D. M. va
Kirk, A. D., "Treatment with the humanized CD154-specific monoclonal antibody, hu5C8,
prevents acute rejection of primary skin allografts in nonhuman primates, Transplantation”,
2001. 72: 1473-1478, cac md dao (Benda, B., Ljunggren, H. G., Peach, R., Sandberg, J. O.
va Korsgren, O., "Co-stimulatory molecules in islet xenotransplantation: CTLA4Ig
treatment in CD40 ligand-deficient mice", Cell Transplantation 2002. 11: 715-720) tay
xuong (Wekerle, T. va Sykes, M., "Mixed chimerism and transplantation tolerance",
Annual Review of Medicine 2001, 52: 353-37019, va v s6 cic co quan duge cdy ghép khéc
(Camirand, G., Caron, N. J., Turgeon, N. A., Rossini, A. A. va Tremblay, J. P., "Treatment
with anti-CD154 antibody and donor-specific transfusion prevents acute rejection of
myoblast transplantation", Transplantation 2002. 73: 453-461; Tung, T. H., Mackinnon, S.
E. va Mohanakumar, T., “Long-term limb allograft survival using anti-CD154 antibody in a
murine model", Transplantation" 2003. 75: 644-650). Hon thé nira, ahuman CD154 trong

NHP da thé hién tao dung nap dai han véi cac ciy ghép da cung loi.
Phéin md ta chung vé cac phuong phdp méi d8 san xuét cac khang thé cai tién
Phuwong phdp vi du dé téng hop cdc khdng thé cii tién

ADN mi héa Vi va Vi ctia amurine CD154 hodc IDEC-131 loai hamster hoidc bién
thé nhu dugce bdc 16 & ddy duoc nhan ban va duge dung hgp véi ADN ma héa ving v 1
CH1, CH2, CH3 & nguoi hodc véi cac bién thé IgG1 duge boc 16 ¢ day. Cac trinh tu
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nucleotit duoc thay xac dinh st dung may phan tich trinh ty Megabace™. Vecto biéu hién
plasmit, pEE12 chtra ca chudi ndng va nhe cua mdi bién th8 MR1 dugc bién nap vao cac té

bao NSO va cac san phidm duoc tinh sach béi phép sic ky té bao A.
Viéc gin cdc khdng thé cdi tién viao CD154

So sanh véi hoat dong gén cac bién thé khang thé CD154 duoc xé4c dinh béng viéc
gin ching véi cac té bao CHO dugc chuyén nhiém véi CD154 ctia chuft. Cac té bao CHO
biéu hién CD154 s& dugc 0 v6i aCD154 duge dan nhan biotin voi sy c6 mét cua cac bién
thé chudi nang aCD154 khong dugc dan nhan hodc cic khing thé duoc tuong thich isotype
trong 1 gio & 4°C. Viée gin MR1 duogc biotin hoa s& duge phat hién sir dung chit c6 huynh
quang dugc lién hgp streptavidin va viéc do luong té bao troi s& duge thuc hién. Phan trim
trc ché béi cac bién thé co thd duoc x4 dinh bang viée ghi lai cac suy giam bang cuong do

huynh quang cuta céac té bao MR1 duge nhudm.
Thoi gian bdn hiiy khdng thé sir dung ELISA

ELISA hodc Biacore ¢co thé duge str dung dé xac dinh thoi gian ban hiy in vivo cla
céc bién thé ahuman IgG1. Cac ndng dd huyét thanh cta hlgG1 c6 thé duoc xac dinh tai
thoi gian dugce thiét dat, vi du, 1 thang sau khi dung.

Viéc gin cdc bién thé vao cdc FcR.

Viéc gén bién thé IgG1 mAbs vao FcR c6 thé duge x4c dinh béi thir nghiém pha rén.
Céc dia Briefly, Maxisorb ELISA ¢6 thé dugc phu bang FeyRI, FcyRIIA, FeyRIIB, hodc
FcyRIIIA & nguoi hode chudt (Cac hé théng R & D). Cé4c phién ban dugc biotinyl hoa ciia
cac bién thé co thé duge san xuét. Viéc gén c6 thé dugc xac dinh béng viéc phat hién mau
str dung avidin dugc gén enzym. Sy suy gidm vi€c gén duoc xac dinh cho cai bién duoc so
sanh v6i nguyén tr WT.

Viéc giin aCD154 mAbs vio Clq & nguwoi

Viéc ndy ¢6 thé duge tac dong sur dung cac phuong phap da biét hoic nhu dugc md
ta & day. Clq ctia nguoi da dugc tinh sach ¢6 thé duoc chia vao cac giéng trong d6 cic bién
thé TgG1 ciia MR1 hodc IDEC-131 da dwgc hép thu trén céc dia Maxisorb ELISA. Lién két

Clq s& duge phat hién véi khang Clq HRP cua ga. Tét ¢4 cic bién thé s& dugc so sanh véi

-27-



34105

viéc gén cia Clq 1én WT IgGl MR1, nhu dugc md ta (Ferrant, J. L., Benjamin, C. D.,
Cutler, A. H., Kalled, S. L., Hsu, Y. M., Garber, E. A., Hess, D. M., Shapiro, R. L., Kenyon,
N. S., Harlan, D. M., Kirk, A. D., Burkly, L. C. va Taylor, F. R., "The contribution of Fc
effector mechanisms in the efficacy of anti-CD154 immunotherapy depends on the nature of
the immune challenge", Int Immunol 2004. 16: 1583-1594.; va Taylor, P. A., Lees, C. J,,
Wilson, J. M., Ehrhardt, M. J., Campbell, M. T., Noelle, R. J. va Blazar, B. R., "Combined
effects of calcineurin inhibitors or sirolimus with anti-CD40L mAb on alloengraftment

under nonmyeloablative conditions", Blood 2002. 100: 3400-3407).
Tao dung nap véi aCDI154 mAbs djt bién.

Kha ning cua thé khang CD154 dé tao dung nap hodc ngin ngira mién dich kéo dai
¢6 thé duoc xac dinh bing cac phuong phép da biét va duoc md ta cu thé & day. CD154
khang chudt & hamster ma dugc san xuét trong phong thi nghiém ctia ching t6i MR1 tao ra
hang ngdy dung nap manh ghép dai han, nhu chiing t6i da thé hién (Quezada, S. A., Fuller,
B., Jarvinen, L. Z., Gonzalez, M., Blazar, B. R., Rudensky, A. Y., Strom, T. B. va Noelle,
R. J., "Mechanisms of donor-specific transfusion tolerance: preemptive induction of clonal
T-cell exhaustion via indirect presentation", Blood 2003. 102: 1920-1926; Quezada, S. A.,
Bennett, K., Blazar, B. R., Rudensky, A. Y., Sakaguchi, S. va Noelle, R. J., "Analysis of the
underlying cellular mechanisms of anti-CD154-induced graft tolerance: the interplay of
clonal anergy va immune regulation", J Immunol 2005. 175: 771-779; Rossini, A. A.,
Parker, D. C., Phillips, N. E., Durie, F. H., Noelle, R. J., Mordes, J. P. va Greiner, D. L.,

"Induction of immunological tolerance to islet allografts", Cell Transplant 1996. 5: 49-52).

Dung nap duogc tao ra bang cach dung chung khang thé cung loai (dudi dang cac té
bao lich duge hién) va aCD154. Pa dugc thé hién ring dang IgGl duge ngudi hoa cia
MRI1 ciing tao dung nap manh ghép 24, va do do6 bién thé WT y1 s& dong vai trd 1 doi
chimg duong cho viéc tao dung nap. Céc phién ban dot bién ciia MR1 ma da mat kha ning

bd sung gin s& duge kiém tra kha ning tao dung nap manh ghép.

Viéc ghép da duogc thyc hién 1a cai bién cua ky thuat dugc st dung bdi Markees va
cong su (12). Mot cach ngin gon, chudt CB6F1 duc du do tubi s& dugc st dung lam ddi

tuong hién ca cac té bao lich (DTS) va cac manh ghép da. Chudt C57BL/6 1a dbi tuong
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nhéan s& dugc tiém 500 pl dung dich mudi duge can bang Hanks chira hoic khong chira 5 x
107 DST t& bao bing cach tiém & mach tai (tiém tinh mach) va 500 ug WT hodc aCD154
dot bién hogc immunoglobulin dbi chting, hamster hodc ngudi, (HIgG1) trong hoén hop
nuéc mudi dém phosphat (PBS) trong mang bung vao cac ngay 3, 5 va 7. Chudt s& duoc
didu tri v6i khang thé pho hop (250 pg/ 14n tiém) 3 1an mdi tudn, sau d6 trong khoang thoi
gian thir nghiém. Vao ngay 0, chudt nhin s& dugc gy mé bing 50 pg mdi trong sd ketamin
va xylazin dugc tiém trong mang bung mdi gam trong luong co thé (15 mg/mL trong PBS),
va cdc manh ghép da CB6F1 s& dugc chudn bi sir dung cac phuong phép da duoc thiét 1ap.
Su dao thai s€ duoc xac dinh vao ngay con lai it hon 20% s6 manh ghép da. Cac dong vat s&
duoc danh gia vé hién tugng khong tiép nhan ghép da trong 100 ngay. Ngoai ra, d6i voi moi
nhém dung nap, cdc manh ghép da s& duoc 14y vao ngay 100 va dugc dénh gia bing phuong
phdp mo hoc vé xAm nhap bach cAu va duge chdm diém dua vao sd luong t€ bao/khu vuc
dwoc do. Cubi cung, viée cdy ghép bén thir ba (da H-2K) s& duoc cly ghép trén chudt da
dugc tao dung nap (trén cac nhém dugc chon) dé dam bao ring su dung nap dugc tao ra la
dic hiéu khang nguyén, nhu da dugc cong bd trude day trong hé thdng nay ( Markees, T.
G., Phillips, N. E., Noelle, R. J., Shultz, L. D., Mordes, J. P., Greiner, D. L. va Rossini, A.
A., "Prolonged survival of mouse skin allografts in recipients treated with donor splenocytes
va antibody to CD40 ligand", Transplantation 1997. 64: 329-335, Markees, T., Phillips, N.,
Gordon, E., Noelle, R. J., Mordes, J. P., Greiner, D. L. va Rossini, A. A., "Improved skin
allograft tolerance induced by treatment with donor splenocytes and an extended course of
anti-CD154 monoclonal antibody", Transplant Proc 1998. 30: 2444-2446; Markees, T. G.,
Appel, M. C., Noelle, R. J., Mordes, J. P., Greiner, D. L. va Rossini, A. A., "Tolerance to
islet xenografts induced by dual manipulation of antigen presentation and co-stimulation",
Transplantation Proceedings 1996. 28: 814-815) cla mién dich thé dich véi aCD154 mAbs
dot bién.

Negoai viée danh gid anh hudng cia viée bd sung va cc dot bién FeR v6i su dung
nap, anh huong cta viéc didu tri khang thé vé6i su phét trién ctia cac cac phan hodi mién dich
thé dich so cép va tho cép ciing s& dugc thir nghiém nhu duge mo ta tir trude. Mot cach so
lwgc, chudt (4 ca thé mot nhém) s& duge tao mién dich véi ovalbumin ctia ga trén CFA (200

ug/chudt) va dugce diéu tri bing cac bién thé MR1 (200 p/chudt x 3 lAn/tuan). Vao cac ngdy
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7, 14 va 21, IeM va IgG khang OVA s& dugc do bang cic khang OVA ELISA duge chuin
hoa va cac ndng do huyét thanh ctia khang OVA s& dugc dinh luong.

Cic nghién civu vé dpc tinh véi aCD154 mAbs cii tién.

Hoat dong tao huyét khéi cia aCD154 dd duge minh hoa trén mo hinh chudt st dung
chudt ma biéu hién FcyRITA & ngudi. M6 hinh nay song song voi cac phét hién vé doc tinh
trong NHP st dung ca cac dang dugc aglycosylat héa va dang nguyén ven cta khang
CD154 nguoi. Mot cach so luge, chudt s& duge tiém cdc phirc hop mién dich (IC) duoc thé
hién ciia sSCD154 (céc hé théng R & D) va mbi bién thé ctia aCD154 (138ug mAb va 50ug
Ag, x4p xi 500nM IC & ty 1& hoa hoc luong phép 1:3 (mAb/Ag)). Sau khi tiém, néu hdn hop
tan huyét khdi, chudt s& biéu hién hién tugng mét phuong huéng, thd can, va kha ndng
chuyén dong bi han ché kéo dai. Viéc nay thé hién ring hoat dong nay sé& khién giam déng
ké luong tiéu cAu. Sau 60 phit, phdi s& dugc thu thap, duge ¢b dinh bang formalin, phiu
thuét va dugc nhudm H&E. Cac phén phéi ctia chudt s& dugc danh gia dé dua ra cac bing
chimg vé& chung huyét khdi (nhu duge do bang huyét khéi ndi mach) va sb lugng huyét
khdi/phan s& duge dém. DPé6i v6i mdi chudt, 10 phan s& duge dém va tbng s6 huyét khbi
duoc so sanh chéo gifta tit ca cac nhom dugc didu tri bang cac bién thé IgG1 MRI khéc
nhau. Ngoai ra, tong lugng tiéu cdu (duogc thu thap bang cach chdm tim tai thoi diém gay
chét), s& duge danh gia bing céch do luong té bao trdi, va duge mong doi 12 giam dén 80%
st dung cdc khang thé ndy ma tao huyét khéi. Céc tim kiém ndy s& xdc dinh bién thé MR1
nao (viéc gan FcR (N325L, K326V, E269R) tao huyét khdi va néu sy thay thé viée gan FcR
thay thé hoat dong nay.

Viéc chdn sw phdt trién ciia bénh tw mién cé nguon goc tir t¢ bao T, viém ndo tiy

tw mién thir nghiém (EAE).

Chudt C57BL/6 cai tir 5 dén 8 tudn tudi s& dugc tao mién dich duéi da bang 200 pg
MOG35-55 peptit dugc nhii twong héa trong CFA duoc bd sung 5 mg/ml khuin
mycobacterium tuberculosis. Chudt s€ dugc ti€ém & b bung 250 ng doc t6 pertussis tai thoi
diém tao mién dich va 48 gid sau. Sau 7 ngdy, chudt s& nhan lidu mién dich ting cudng
gibng hét v6i MOG/CFA ma khong c6 doc to pertussis. Bénh 1am sang thudng dén gita

ngdy 16 va ngay 20 sau khi tao mién dich. Chudt s& dugc ding mdi trong sb cac bién thé
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MR1, IgG ngudi (1a dbi chimg cho cac bién thé), Ig hamster (1a d6i chimg cho MR1) hodc
MR1 hamster (200 pg/chudt 3x/tuan) trong subt thoi gian thir nghiém (50 ngay).

Danh gia 1am sang. Chudt sé duoc chidm diém bbn 14n mdi tuan nhu sau: 0, khong
phét hién céc déu hiéu ctia EAE; 0,5, dudi viy yéu; 1, dudi hoan toan yéu; 1,5, dudi va chi
sau yéu; 2, liét don phuong chi sau mot phén; 2,5, liét song song chi sau mot phén; 3, liét
song song chi sau hoan toan; 3,5, liét chi sau hoan toan va liét chi truée don phuong; 4,
hoan toan liét ca chi trudc va chi sau; 5, tr vong. Chudt chdm diém 16n hon 4 nhung nhé

hon 5 s& dugc gy chét nhan dao.
Sw xdc dinh djc tinh

Khang thé mong mudn theo sang ché khong c6 doc tinh hodc doc tinh duoc giam
manh trong mo6 hinh huyét khéi dong vat. St dung cdc mo hinh dugc mo ta ¢ trén, s€ thé
hién ring cac khang thé IgG1 khang CD154 trong d6 chudi ning ctia cic mién hang dinh
chira d6t bién E269R va dot bién K322A (theo thang diém Kabat) khong tao sy két tu tiéu

cau.
Sw xdc dinh vé cong hiéu

Cong hiéu (viéc tao sy dung nap) s& duogc thir nghiém trong cdc mo hinh dung nap

manh ghép da nhu dugc mo ta ¢ trén.
Cdc ting dung chin dodn va dwpe phim ciia khdng thé khdng hCD154 cdi tién

Trong mdt phuong 4n theo sang ché, khang thé khang CD154, hodc dugc phim chira
khang thé, c6 thé ngan chin phén hdi mién dich trong d6i tugng. Khang thé theo sing ché,

hodc dugc phim theo séng ché, duoc sir dung cho ddi trong véi lugng ngin chin hidu qua.

Trong cdc phuong an nhét dinh, "lugng ngin chin hiéu qua" cua khéng thé khang
CD154, hodc duge pham chira khang thé, 1a luong bat ky ma c6 hiéu qua khi ngan chan
twong tac CD154-CD40 trong dbi twong ma n6 duge ding véi. Cac phuong phap xac dinh
"lugng ngén chan" la da dugc biét dén bai chuyén gia trong linh vuc va phu thudc vao cac
tac nhan bao gdm, nhung khdng bi gidi han &: loai ddi tugng tham gia, kich thudc va tudi

ctia d6i twong, va cac dac tinh duge dong hoc cua tac nhan di€u tri cu thé dugc cung cap.
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Trong mdt phuong 4n cu thé hon theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang
ché, hodc dugc pham chira khang thé, ¢6 thé ngan chin phan hdi mién dich bang c4ch ngan

chin tuong tac CD154-CDA40.

Trong mdt phuong an theo sing ché, khang thé khang CD154 theo séng ché, hodc
dugc pham chira khang thé, c6 thé ngdn chdn viém. Déi voi cac muc dich theo sang ché, cac
phan hoi viém duoc tao khac biét & dd, sung, nong va dau, 1a cidc hdu qua clia dan nd mao
mach do phu va su di chuyén ctia céc bach cu thuc bao. Mot s6 vi du vé phan hoi viém bao
gbém: viém khép, viém da tiép xtic, hoi ching hyper-IgE, bénh viém rudt, hen di Gng, va
bénh viém tu phat. Bénh viém tu phét bao gdm, vi du, bénh vy nén va lupus (vi du, lupus
ban dé hé théng (SLE), lupus ban dé do thubc gy ra, va viém than). Xem, vi du, Gallin
1989. Fundamental Immunology, Chapter 26, Raven Press, 2d Ed., pp. 721-733, New
York. Sang ché nay dé xuét phuong phap diéu tri hodc ngin ngira triéu ching cta lupus ban
d6 hé théng (SLE) trong c4 thé, phuong phap bao gdm budc ding khang thé khang CD154

theo sang ché, cho ca thé véi lugng hi€u qua dé diéu tri hodc ngin ngua triéu chimg SLE.

Mbt s vi du v& viem khép bao gdm: viém khép dang thap, viém khép khong phai
dang thap, viém khép lién quan dén bénh Lyme va viém xuong khép. Mot s6 vi du v& bénh
viém tu phat bao gém: bénh véy nén va lupus toan than. Trong mot phuong 4n theo sang
ché, khang thé khang CD154, hodc dugc pham chtra khéng thé, c6 thé ngin chin su dao thii

co quan dugc ciy ghép boi dbi tuong.

Trong mdt phuong an cu thé hon theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sing
ché, hoic dugc phém chtra khang thé, c6 thé ngan chin sy dao thai abi tugng tim, than, gan,
da, cac té bao dao tuy hoic tiy xuong.

Trong mdt phuong 4n theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang ché, hoic
dugc pham chira khang thé, c6 thé ngin chin bénh manh ghép chéng lai vét chu trong dbi
tuong.

Trong mdt phuong 4n theo sang ché, khang thé khdng CD154 theo sang ché, hoic
duge phdm chira khang thé, c6 thé ngan chin cac phan hdi di Gmg, trong ddi twong--vi du,

hay sét hodc di ing v6i penicillin hodc cac thude khéc.
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Trong mot phwong an dbi tuong cac khang thé khang CD154 bao gdbm INX021 la
hitu dung dé giam bét hodc ngin nglra cac phan Ung khang thudc, dic biét 1 cdc phan tng
chéng lai cac vit chit sinh hoc va cac thudc khac vi du nhu cac khang thé tri lidu, cac
protein dung nap, cac hocmon, cc tdc nhén sinh truéng, cic emzym, cac peptit, cac chit
khang sinh, céc chit khang vi rat, va twong tw. Viéc nay co thé cho phép cac thude nay duogc
duing v6i thoi gian kéo dai hon, ¢6 thé tang sb lugng bénh nhan phan Gng véi thudc, va/hodc
c6 thé tao diu kién cho cong hiéu cia thubc vé6i cac bénh nhan duogc didu tri béng thude.
Céac vi du vé ching di dugc biét dén trong linh vuc bao gém Humira, Enbrel, Rituxan,

Xolair, Herceptin, va Avastin.

Cac vi du khac vé céc khang thé tri liéu trong d6 céc khang thé khang CD154 déi
tuong co thé duge st dung dé ngin ngira hodc 1am gidm nhe phan tng khang thudc bao gdm
cac khang thé duéi day: 3F8, 8H9, Abagovomab, Abciximab, Abituzumab, Abrilumab,
Actoxumab, Adalimumab, Adecatumumab, Aducanumab, Afasevikumab, Afelimomab,
Afutuzumab, Alacizumab pego, ALD518, Alemtuzumab, Alirocumab, Altumomab
pentetate, Amatuximab, Anatumomab mafenatox, Anetumab ravtansine, Anifrolumab,
Anrukinzumab, Apolizumab, Arcitumomab, Ascrinvacumab, Aselizumab, Atezolizumab,
Atinumab, Atlizumab (= tocilizumab), Atorolimumab, Avelumab, Bapineuzumab,
Basiliximab, Bavituximab, Bectumomab, Begelomab, Belimumab, Benralizumab,
Bertilimumab, Besilesomab, Bevacizumab, Bezlotoxumab, Biciromab, Bimagrumab,
Bimekizumab, Bivatuzumab mertansine, Bleselumab, Blinatumomab, Blontuvetmab,
Blosozumab, Bococizumab, Brentuximab  vedotin, Briakinumab, Brodalumab,
Brolucizumab, Brontictuzumab, Cabiralizumab Canakinumab, Cantuzumab mertansine,
Cantuzumab ravtansine Caplacizumab, Capromab pendetide Carlumab Carotuximab,
Catumaxomab, CBR96-doxorubicin immunoconjugate, Cedelizumab, Cergutuzumab
amunaleukin, Certolizumab pegol, Cetuximab, Ch.14.18, Citatuzumab bogatox,
Cixutumumab, Clazakizumab, Clenoliximab, Clivatuzumab tetraxetan, Codrituzumab,
Coltuximab ravtansine, Conatumumab, Concizumab, Crenezumab, Crotedumab, CR6261,
Dacetuzumab, Daclizumab, Dalotuzumab, Dapirolizumab pegol, Daratumumab,
Dectrekumab, Demcizumab, Denintuzumab mafodotin, Denosumab, Derlotuximab biotin,

Detumomab, Dinutuximab, Diridavumab, Dapirolizumab pegol, Daratumumab,
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Dectrekumab, Demcizumab, Denintuzumab mafodotin, Denosumab, Derlotuximab biotin,
Detumomab Dinutuximab, Diridavumab Domagrozumab, Dorlimomab aritox, Drozitumab,
Duligotumab  Dupilumab Durvalumab Dusigitumab, Ecromeximab, Eculizumab,
Edobacomab, Edrecolomab, Efalizumab, Efungumab, Eldelumab, Elgemtumab,
Edrecolomab, Efalizumab, Efungumab, Eldelumab, Elgemtumab, Elotuzumab,
Elsilimomab, Emactuzumab, Emibetuzumab, Emicizumab, Enavatuzumab, Enfortumab
vedotin, Enlimomab pegol, Enoblituzumab, Enokizumab, Ensituximab, Epitumomab
cituxetan, Epratuzumab, Erlizumab, Ertumaxomab, Etaracizumab, Etrolizumab,
Evinacumab, Evolocumab, Exbivirumab, Fanolesomab, Faralimomab, Farletuzumab
FBTAO05, Felvizumab, Fezakinumab, Fibatuzumab, Ficlatuzumab, Figitumumab,
Firivumab, Flanvotumab, Fletikumab, Fontolizumab, Foralumab, Foravirumab,
Fresolimumab, Fulranumab, Futuximab, Galcanezumab, Galiximab, Ganitumab,
Gantenerumab, Gavilimomab, Gemtuzumab, ozogamicin, Gevokizumab, Girentuximab,
Glembatumumab, vedotin, Golimu, Gomiliximab, Guselkumab, Ibalizumab, Ibritumomab
tiuxetan, Icrucumab, Idarucizumab, Igovomab, IMAB362, Imalumab, Imciromab,
Imgatuzumab, Inclacumab, Indatuximab ravtansine, Indusatumab vedotin, Inebilizumab,
Infliximab, Intetumuméb, Inolimomab, Inotuzumab ozogamicin, Ipilimumab, Iratumumab,
Isatuximab, Itolizumab, Ixekizumab, Keliximab, Labetuzumab, Lambrolizumab,
Lampalizumab, Lanadelumab, Laprituximab emtansine, Lebrikizumab, Lendalizumab,
Lenzilumab, Lerdelimumab, Lexatumumab, Libivirumab, Lifastuzumab vedotin,
Ligelizumab, Lilotomab satetraxetan, Lintuzumab, Lirilumab, Lodelcizumab, Lokivetmab,
Lorvotuzumab mertansine, Lucatumumab, Lulizumab pegol, Lumiliximab, Lumretuzumab,
Mapatumumab, Margetuximab, Maslimomab, Mavrilimumab, Matuzumab, Mepolizumab,
Metelimumab, Milatuzumab, Minretumomab, Mirvetuximab, soravtansine, Mitumomab,
Mogamulizumab, Monalizumab, Morolimumab, Motavizumab, Moxetumomab pasudotox,
Muromonab-CD3, Nacolomab tafenatox Namilumab, Naptumomab estafenatox,
Naratuximab emtansine, Narnatumab, Natalizumab, Navicixizumab,, Navivumab,
Nebacumab, Necitumumab, Nemolizumab, Nerelimomab, Nesvacumab, Nimotuzumab,
Nimotuzumab, Nimotuzumab, Nivolumab, Nofetumomab merpentan, Obiltoxaximab,

Obinutuzumab, Ocaratuzumab, Ocrelizumab, Odulimomab, Ofatumumab, Olaratumab,

-3Y-



34105

Olokizumab, Ontuxizumab, Opicinumab, Oportuzumab monatox, Oregovomab, Orticumab,
Otelixizumab, Otlertuzumab, Oxelumab, Ozanezumab, Ozoralizumab, Pagibaximab,
Palivizumab, Pamrevlumab, Panitumumab, Pankomab, Panobacumab, Parsatuzumab,
Pascolizumab, Pasotuxizumab, Pateclizumab, Patritumab, Pembrolizumab, Pemtumomab,
Perakizumab, Perakizumab, Pertuzumab, Pexelizumab, Pinatuzumab vedotin, Pintumomab,
Placulumab, Plozalizumab, Pogalizumab, Polatuzumab vedotin, Ponezumab, Prezalizumab,
Priliximab, Pritoxaximab, Pritumumab, PRO 140, Quilizumab, Racotumomab, Radretumab,
Rafivirumab, Ralpancizumab, Ramucirumab, Ranibizumab, Raxibacumab, Refanezumab,
Regavirumab, Reslizumab, Rilotumumab, Rinucumab, Rituximab, Rivabazumab pegol,
Robatumumab, Roledumab, Romosozumab, Rontalizumab, Rovalpituzumab tesirine,
Rovelizumab, Ruplizumab, Sacituzumab govitecan, Samalizumab, Sapelizumab, Sarilumab,
Satumomab  pendetide, Secukinumab, Seribantumab, Setoxaximab, Sevirumab,
Sibrotuzumab, SGN-CD19A, SGN-CD33A, Sifalimumab, Siltuximab, Simtuzumab,
Siplizumab, Sirukumab, Sofituzumab vedotin, Solanezumab, Solitomab, Sonepcizumab,
Sontuzumab, Stamulumab, Sulesomab, Suvizumab, Tabalumab, Tacatuzumab tetraxetan,
Tadocizumab, Talizumab, Tamtuvetmab, Tanezumab, Taplitumomab paptox, Tarextumab,
Tefibazumab, Telimomab aritox, Tenatumomab, Teneliximab, Teplizumab, Teprotumumab,
Teprotumumab, Tesidolumab, Tetulomab, Tezepelumab, TGN1412, Ticilimumab
(tremelimumab), Tildrakizumab, Tigatuzumab, Timolumab, Tisotumab vedotin, TNX-650,
Tocilizumab (atlizumab), Toralizumab, Tosatoxumab, Tositumomab, Tovetumab,
Tralokinumab, Trastuzumab, Trastuzumab emtansine, TRBS07, Tregalizumab,
Tremelimumab, Trevogrumab, Tucotuzumab celmoleukin, Tuvirumab, Ublituximab,
Ulocuplumab,  Urelumab,  Urtoxazumab,  Ustekinumab, Vadastuximab talirine,
Vandortuzumab, Vedotin, Vantictumab, Vanucizumab, Vapaliximab, Varlilumab,
Vatelizumab, Vepalimomab, Vesencumab, Visilizumab, Vobarilizumab, Volociximab,
Vorsetuzumab, mafodotin, Votumumab, Xentuzumab, Zalutumumab, Zanolimumab,

Zatuximab, Ziralimumab va Zolimomab aritox.

Trong mdt phuong 4n theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang ché, hoic
duge pham chira khang thé, c6 thé ngan chan phan hdi ty mién dich trong d6i tuong bi bénh

ty mién. Trong mot sO phuong an, phan hoi tu mién dich li€n quan dén hodc ¢6 ngudn goc
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tr tinh trang duoc lya chon tir nhém bao gém: viém khop dang thap, bénh nhuge co ning,
lupus ban dé hé théng, bénh Graves, ban xuét huyét giam tiéu clu tu phat, thiéu mau tan
huyét, dai thao duong, bénh viém rudt, bénh Crohn, bénh da xo cing, bénh Véy nén, cac
bénh tw mién do thube gy ra, hoic lupus do thudc gy ra. Trong cic phuong an nhét dinh,

phan hdi tw mién dich lién quan dén hodc c6 ngudn gde tir lupus ban do hé théng.

Trong mot phuong &n theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sing ché, hoic
dugc phim chira khang thé, co thé ngan chan phan hdi tr mién dich trong dbi tugng dang bi

bénh phan hdi tuy mién dich ma c6 ngudn goc tir bénh truyén nhiém.

Trong mdt phuong an theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang ché, hoic
dugc phim chira khang thé, c6 thé ngan chin phan hdi ty mién dich trong ddi tugng dang bi
bénh phan hdi tw mién dich ma c¢6 ngudn gbe tir hoi ching Reiter, viem dét séng, bénh

Lyme, nhiém HIV, giang mai, hoc lao.

Trong mdt phuong an theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang ché, hogc

duoc phdm chira khang thé, c¢6 thé ngan chin xo héa trong ddi tuong.

Mot sb vi du vé xo héa bao gbm: xo héa phéi hozic bénh héa xo. Mot s6 vi du vé xo
hoa phdi bao gém: xo hoa phéi thir cAp véi hoi chimg suy ho hép ngudi trudng thanh, xo
héa phédi do thube, xo hoa phdi tw phat, hodc viém phdi qua man. Mot sé vi du vé bénh héa
x0 bao gdm: Viém gan C; viém gan B; xo gan; xo gan thtr cAp v6i su nhiém ddc; xo gan thir

cap véi thudc; xo gan thir cap voi nhiém vi rut; va xo gan thir ¢ap v6i bénh ty mién.

Trong mdt phuong an theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang ché, hoic
dugc phém chtra khang thé, c6 thé ngan chan bénh dudng ti€u hoa. Mot sb vi du vé bénh
duong tiéu hoa bao gém: 161 loan thuc quan, bénh viém rudt (bao gé)m bénh Crohn va viém
rudt két man loét), viém da day, viém dai trang collagen (bao gdém viém dai trang lympho
bao va viém dai trang vi md), bénh tiéu chay md& (cling dugc goi 1a bénh rudt nhay cam véi

gluten, bénh sprue da day, hodc khong dung nap gluten), va bénh cimg bi.

Trong mdt phuong an theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang ché, hoic
duoc phém chira khang thé, co thé ngén chdn bénh duong mau. Mot sb vi du vé bénh duong

mau bao gém: vita xo dong mach, bénh dong mach than, phu bach huyét, cac roi loan thiéu
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mau cyc bd, va thuong tat do tai chay méau. Ciing dugc bao gbm 1 cac bénh phtic hgp mién

dich/mach mau collagen vi du nhu lupus ban dé hé théng hoic crioglobulin huyét.

Trong mdt phuong an theo sang ché, khang thé khang CD154 theo séng ché, hoic
dugce pham chira khang thé, c6 thé ngan chin sy gia ting cla cic té bao khdi u té bao T
trong d6i tuong dang bi bénh ung thu té bao T, vi du, ung thu bach cAu té bao T hoidc u bach
huyét. Khang thé khang CD154 nhu viy, hodc dugc pham chtra khang thé, c6 thé duogc
dung cho dbi tugng véi luong hiéu qua dé ngan chin sy gia ting cla cac té bao khdi u té

bao T trong dbi tugng nay.

Trong mdt phuong 4n theo sing ché, khang thé khang CD154 theo séng ché, hoic
duoc phém chtra khang thé, co thé ngén chédn su nhidm vi rat cta céac té bao T cua ddi tuong
bdi vi rit gy ung thu bach cu té bao T & ngudi loai 1 (HTLV I). Khang thé khang CD154
hodc dugc phdm chtra khing thé nhu vay co thé dugc dung cho dbi tuong v6i mot luong
hiéu qua dé ngan nglra nhiém vi rut.

Trong moét phuong an theo sang ché, khang thé khang CD154 theo séng ché, hoic
duoc phém chira khéng thé, co kha nang tao anh céac té bao ung thu hodc céac té bao khédi u
trong ddi twong ma biéu hién protein CD154 ma véi né khang thé theo sang ché gin dic
hiéu vao. Phuong phép tao anh céc té bao ung thu hodc cac té bao khéi u trong ddi tuong
bao gém céc budc: dung cho d6i twong mot luong hiéu qua khéng thé khang CD154 theo
sang ché, hoic ché pham chira né, trong cac diéu kién cho phép su tao thanh cia cac phuc
hop gitta khang thé va protein trén bé mit cua cac té bao ung thu hoic cac té bao khdi u; va
tao anh phtrc hgp protein/ khang thé bat ky duogc tao ra, nhd d6 tao anh céac té bao ung thu

hoic cac té bao khdi u bat ky trong dbi tuong.

Trong mdt phuong an theo sang ché, khang thé khang CD154 theo sang ché, hoic
duoc phém chira khang thé, co thé phat hién sy c6 mat cua cac té bao ung thu hoac cac té
bao khéi u trong dbi twong ma biéu hién protein CD154 ma v6i né khang thé theo séang ché
gin dic hidu vao. Mot phuong phap dé phat hién su c6 mit cla céc té bao ung thur hodc cac
té bao khéi u nhu vy trong d6i tuong bao gém céc bude: dung cho dbi trong mot luong
hiéu qua khang thé khang CD154 theo sang ché, hoic dugc phdm chira né, trong cac didu

kién cho phép sy hinh thanh cta phitc hop gilta khang thé va protein; x6a bét ky tac duge
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ngudi hoa anh khong lién quan khoi dbi twong, va phat hién sy c6 mit cia phirc hop
protein/ khang thé duoc tao ra, su c6 mit ciia phirc hop nay chi bao sy c6 mit cia cac té bao

ung thu hodc céac té bao khdi u trong dbi tugng.
Duwgc phiam

Sang ché nay dé xuét cac duge phdm chia protein gin CD154, vi dy, khang thé

khang CD154, nhu dugc mo ta trong sang ché nay.

Trong mot phuong &n theo sang ché, dugc phdm chira it nhat mot khang thé khang

CD154, theo sang ché.

Céc khang thé khang CD154 céi tién hodc dugc phim chira khang thé, khong giy ra
chimg huyét khi, bao gdm cac sy kién huyét khdi va do d6 1a hoan toan phu hop cho liéu
phép & nguoi.

Céc duge phdm nhu vy c6 thé con bao gbm mot hodc nhiéu chit mang dugce dung
duoc chép nhén, chét phy tro, phurong tién phan phéi, chét dém va/hoidc chét dn dinh bat ky .
Céc ky thuat vi du dé tao thanh va dung cac khang thé theo sang ché c6 thé dugc tim thdy
trong, vi du, "Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack Publishing Co., Easton, Pa., an
ban méi nhét. |

Trong mdt phuong an cu thé hon theo séng ché, chit mang dugc dung dugc chép
nhan 1a dung dich mudi dém phosphat, dung dich nuéc mudi sinh 1y, nuée, cac dung dich

xitrat/sucroza/Tween va céac nhii twong, vi dy, cac nhil twong dau/nuée.

Trong mdt phuong 4n theo sang ché, duge pham c6 thé duge phan phéi trong thiét bi
bao con nhong cuc nho dé giam bét hodc ngin ngira phan hdi mién dich vat chu chbng lai
ché phém. Céac chét gén, vi du nhu cac khang thé hoic cac doan khang thé theo sang ché,
ciing ¢6 thé duge phan phéi trong bao con nhong cuc nho trong mang, vi du nhu, vi dy,
liposom hodc phuong tién phén phéi duoc bao vé mién dich hodc duge boc trong bao con

nhong khéc.

Trong mdt phuong an theo sang ché, duge phdm c6 thé 12 & dang ché pham dé tiém

tiét trung, vi dy, dich huyén phu chira dau hoiic chira nudec tiét trung. Dich huyén phu nay co
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thé didu ché theo cac k§ thudt da biét trong linh vyc sir dung céc tac duge ngudi hoa huyén

phu, 1am uét, phan tan thich hop.

Trong mdt phuong an theo sang ché, duogc phém ¢ thé duge hép thu theo duong
miéng, ngoai da hodc tiém tinh mach. Khi dugc dung mot cach hé théng, dugc pham nén vo
tring, hiu nhu khong chira chét gay sét va dung dich dugc chép nhén ngoai dudng tiéu hoa
¢6 lién quan dén pH, tinh déng truong, va do 4n dinh. Vi dy, dugc phém hau nhu khong
chita cac vat chét gy sdt sao cho phit hop véi viée dung lam liéu phép chita bénh cho

ngudi. Cac dicu kién nay 13 da biét doi v6i ngudi cé hicu bict trung binh trong linh vye.

Trong mot phuong 4n cu thé hon theo sang ché, dbi véi viée diung qua dudng miéng,
dugc phém duge diéu ché thanh vién con nhdng, vién nén, dung dich hodc dich huyén phu
chira nuée thich hop. Cac dang rin cia ché pham dé dung qua dudng miéng c6 thé chua céac
chét mang hodc cac tad duge thich hop, vi du nhu tinh bot ngd, gelatin, lactoza, acacia,
sucroza, xenluloza siéu tinh thé, kaolin, mannitol, dicanxi phosphat, canxi carbonat, natri
clorua, hodc axit alginic. Cac chét phan i ma c6 thé duoc sir dung bao gdm, ma khong gidi
han ¢, xenluloza si€u tinh thé, tinh bot ngd, tinh bt natri glycolat, va axit alginic. Cac chét
gén vién nén ma c¢6 thé dugc s dung bao gém acacia, metylxenluloza, natri
carboxymetylxenluloza, polyvinylpyrolidon (Povidone™), hydroxypropyl metylxenluloza,
sucroza, tinh bot, va etylxenluloza. Cac chit bdi tron ma co6 thé duge st dung bao gém

magie stearat, axit stearic, dich long silicon, talc, sap, dau, va silic oxit keo.

Trong mdt phuong 4n cu thé hon theo sang ché, d6i véi viée dung ngoai da, cac dugc
phdm c6 thé tao ra dudi dang thubc m& thich hop. Mot sé vi du vé dang ché pham dung
ngoai da bao gém: cac giot, con, nude xuce, kem, dung dich, va thudc m& chwra thanh phén
hoat chat va cac phuong tién va cac chat hd trg khac.

Trong mdt phuong &n theo sang ché, dang thubc m& ban ran ding ngoai da dién hinh
chira néng dd thanh phﬁn hoat chét tur khoang 1 dén 20%, vi duy, tir 5 dén 10%, trong chét
mang, vi du nhu kem nén dugc pham.

Trong mot phuong an theo sang ché, cac duoc phim dung dé hit va truyén qua da
cing c6 thé duoc didu ché. Dugce phdm c6 thé duge ding qua dudng miii hodc phdi, vi du,

dudi dang xit bt hodc chat 16ng (dugce 1am lanh kho).
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Trong mot phuong an theo séng ché, cac dang 16ng ctia duge pham dé ding qua
duong miéng duoc didu ché trong nuée hodc cac phuong tién nude khac co thé chira cac tac
dugc ngudi hoa huyén phu khic nhau vi du nhu metylxenluloza, cac alginat, tragacanth,
pectin, kelgin, carrageenan, acacia, polyvinylpyrolidon, va rugu polyvinyl. Cac dang long
cla cac duge phim theo sing ché ciing ¢6 thé bao gdm cac dung dich, cac nhil twong, céc
sird va cac con ngot chira, cung véi (cac) hoat chét hoat héa, cac tac nhan lam u6t, cac chét
lam ngot, va cac chét tao mau va vi. Cac dang bdt va 16ng khac nhau cia cac dugc phém co
thé duogc diéu ché bang cac phuong phap thong thuong dé hit vao phdi ctia dong vat c6 va

can duoc diéu tri.

Trong m{t phuong 4n theo sang ché, cac dang 16ng cta duoc phim dé tiém c6 thé
bao gém cic chat mang khac nhau vi du nhu céc dau thuc vat, dimetylaxetamit,
dimetylformamit, etyl lactat, etyl carbonat, isopropyl myristat, etanol, cac polyol, nghia la,
glycerol, propylen glycol, polyetylen glycol dung dich, va twong tu. Trong mot s6 phuong
4n, ché phém bao gém chét mang xitrat/sucroza/Tween. Pé tiém tinh mach, cac phién ban
c6 thé hoa tan trong nude ciia ché phdm c6 thé dung bang phuong phép nhé giot, & d6 dugc
phém chtra chét chéng ndm va ta duge sinh ly duoc chép nhin dugc tiém. Cac ta dugc sinh
Iy dwoc chip nhén c6 thé bao gbm, vi du, 5% dextrose, 0,9% nudc mudi, dung dich Ringer
hoic cac t4 duoc thich hgp khac. Dang khong tan thich hop cua ché pham c6 thé dugc didu
ché va duge dung nhu dich huyén phu trén co s& nude hodc trén co s¢ dau duoc lidu duge

chép nhén, vi du nhu este ¢o6 axit béo chudi dai, vi du, etyl oleat.

Trong mdt phuong an theo sang ché, duoc pham chua tir khoang 0,1 dén 90% trong
luong (vi du nhu tir 1 dén 20% hodc tir 1 dén 10%) khang thé khang CD154 theo séng ché,

trong chit mang duoc pham duoc chép nhan.

Trong mdt phuong an theo sang ché, ndng @6 tdi wu cta khing thé khang CD154
theo sang ché trong mdi duge pham thay ddi theo mdi dang va hiéu qua tri liéu mong mudn
trong cac bénh ly cu thé va cac khuon khd didu tri twong quan. Dang dugc pham 1a da duoc
biét dén rong réi trong linh vuc. Cac phuong phap thong thuong, da duge biét & ngudi ¢o

trinh d6 trung binh trong linh vyc, ¢ thé duoc st dung dé dung duoc pham cho d6i twong.
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Theo d6, cac dugc phdm theo sang ché lién quan dén céc dang giai phong kéo dai.
Giai phong kéo dai, hodc gidi phong kidm soat, hodc giai phong cham, 14 dé chi cac dang
thu6c ma giai phong thube hoat hoa, vi du nhu polypeptit hodc thudc khang thé, trong mot
khoang thoi gian sau khi ding cho dbi twong. Giai phong kéo dai cac thudc polypeptit, ma
¢6 thé xay ra trong mot khoang thoi gian mong mubn (vi du nhiu phut, nhiéu gid, nhiéu
ngay, nhiéu tudn hodc 14u hon, phu thudc vao dang cta thuéc) khac véi cac dang tiéu chuin
trong d6 hau nhu toan bo don vi lidu dung 12 sin sang cho viéc hép thu ngay lap tic hodc
phan phdi ngay 1ap tirc qua dudng mau. Cac dang giai phong kéo dai co thé, trong cac
phuong 4n nhat dinh, c6 két qua & muc diéu hoa thudc tir mot 1an dung ma dugce duy tri, vi
du, trong 8 gid hodc 1au hon, 12 gio hodc 1au hon, 24 gio hodc 1au hon, 36 gid hodc 1au hon,
48 gid hodc 1au hon, 60 gid hodc l1au hon, 72 gio hodc 1au hon, 84 gi¢ hodc 14u hon, 96 gid
ho#c 1au hon, hodc thadm chi, vi du, trong 1 tudn hodc 2 tudn hodc 14u hon, vi du, 1 thang
hodc 14u hon. Cac ché phdm giai phong kéo dai c6 thé chira khing thé khang CD154 clia

sang che.

Trong mot s phurong 4n theo sang ché, dugc phidm ngoai ra con chira hop chit didu
bién min dich hodc ngin ngira mién dich khéc. Vi duy, hop chét diéu bién mién dich hodc
ngin ngira mién dich nhu vy c6 thé 1a mot trong sd sau dy: tac nhan lam gian doan viéc
truyén tin hidu dong kich thich té bao T qua CD28; tic nhan lam gian doan viéc truyén tin
hiéu calcineurin, corticosteroid, tdc nhan chéng tang sinh, va khang thé ma gén dac hiéu vao
protein duoc biéu hién trén bé miit ctia cac t& bao mién dich, bao gdm nhung khong bi gi6i
han & CD45, CD2, IL2R, CD4, CD8 va RANK FcR, B7, CTLA4, TNF, LTp va VLA-4.

Trong mot s& phuong 4n clia sing ché, hop chit diéu bién mién dich hodc ngin ngira
mién dich 13 tacrolimus, sirolimus, mycophenolate mofetil hodc dang hoat hoa cua né axit
mycophenolic, mizoribin, deoxyspergualin, brequinarnatri, leflunomit, rapamycin hodc
azaspiran.

Trong cac phuong an khac cia sang ché, cac khang thé theo sang ché hoic cac dugc
pham chira chiing c6 thé dugce chtra trong thung chita, gbi hodc goi riéng hodc 1a mot phan

cua kit v4i cac nhin va cac huéng dan sir dung.

Viéc ding va cdc dwong vin chuyén
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Céc khang thé khang CD154 theo sang ché va cac duge phim theo sang ché c6 thé
dugc dung cho d6i twong theo cach bat ky ma duoc chdp nhén y té. Dbi véi cac muc dich
cla sang ché, "dung" c6 nghia 1a phuong phap tiéu chudn bit ky dé ding khang thé, doan
khang thé, hodc duoc pham ma da biét boi chuyén gia trong linh vuc, va khong bi gi¢i han
& chc vi dy dé cap o day.

Trong mdt sb phuong an theo sdng ché, cac khang thé khang CD154 theo sing ché va
cac duogc phém theo sang ché c6 thé dugce dung cho d6i twgng bang cach tiém tinh mach,
tiém dudi da, tiém tr cung, ti€ém bép, tiém tuy séng, tiém tAm that, tiém ndi mac tir cung,
tiém dong mach, tiém mach mau, tiém trong khép, tiém trong hoat dich, tiém trong xuong
{rc, tiém trong vo, tiém trong gan, tiém trong cot séng, tiém trong khdi u, tiém trong hop so;
dung béng cac duong rudt, dudng phéi, niém mac, trong t& cung, hodc dudi ludi, hodc

ngoai ra, vi du, tai cac vi tri viém hodc noi phat tri€n khoi u.

Trong mdt s6 phuong 4n theo séng ché, cac khang thé khang CD154 theo sang ché va
cac duoc pham theo sang ché ¢6 thé dugc ding cho ddi tugng bang dudng miéng hoic bang

duong mili, hodc bang cac dudng hit, mat, truc trang, hodc ngoai da.

Trong phuong an cu thé hon, cac khang thé khang CD154 theo séng ché, va cac dugc
pham theo sang ché ¢6 thé dugc ding cho ddi twgng theo dudng miéng dudi dang cac vién

con nhdng, cac vién nén, cdc dung dich hodc dich huyén phu chtra nude.

Trong phuong 4n cu thé hon, cac khang thé khang CD154 theo sang ché va cac dugc
phim theo sang ché co thé duoc dung cho dbi twong ngoai da bing cach boi kem, thudc ma

hodc tuong ty.

Trong cac phuong 4an khac cua sang ché, céc khang thé khang CD154 theo sang ché,
va cac duoc phdm theo sang ché ciing ¢6 thé duge dung cho d6i twong bang cach hit nho

viéc st dung thude xong hoi, thudc hit bot kho hodc dng thé lidu luong dinh luong.

Trong cac phuong an khic theo sang ché, cac khang thé khang CD154 theo sing ché,
va cac dugc phdm theo sang ché c6 thé dugc dung cho dbi tugng bang cach st dung giai
phong kéo dai, b'ﬁmg cac cach nhu ti€m du trlt cac céy ghép co thé tiéu duoc ap dung truc
tiép trong khi phAu thuat hodc bing cach cdy ghép mot bom truyén hodc cdy ghép giai

phong kéo dai twong thich sinh hoc vao d6i tuong.
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Trong phuong 4n cu thé hon, cic khang thé khang CD154 theo sang ché, va cac dugc
phim theo sang ché c6 thé duge dung cho ddi trong bang cac duong st dung du trit ¢6 thé
tiém, vi du nhu bing cach dung céc chat va cac phuong phap c6 thé tiém hodc c6 thé phan

hiy sinh hoc du trit 1, 3, hodc 6 thang.

Trong phuong 4n cu thé hon, cac khang thé khang CD154 theo sang ché, va cac dugc
phim theo sang ché c¢6 thé duoc dung cho dbi tuong bang cach dan 1én da cta déi tuong
miéng dan chtra khang thé, din xuét khang thé hodc dugc pham, va dé miéng dan tiép xuc

v6i da cua dbi tuong, thong thuong trong tir 1 dén 5 gio mdi miéng.

Trong cac phuong an khic cla sang ché, cac khang thé khang CD154 theo sang ché,
va cac duoc pham theo séng ché c6 thé duoc dung cho ddi tugng véi lidu bit ky trén mdi
trong lwong co thé va tan suét lidu bat ky ma duge chdp nhén trong y hoc. Liéu dugc chép

nhén bao gém khoang gifta 0,01 va 200 mg/kg trong luong co thé dbi tuong.

Céc khang thé khang CD154 dbi twong dugc ding cho ddi tugng véi lugng hidu qua
dé tao hiéu qua mién dich mong mudn, nghia 13, viéc ngan ngira mién dich té bao T hoic B,
hodc lwong hidu qua dé ngan ngira, xir 1y, hodc cai thién cic triéu chimg ctia bénh trong d6
viéc ngdn ngua mién dich té bao B hoic T dugc mong mubn trong didu tri. Nhu da duoc dé

cp cac tinh trang nay bao gom cu thé 1a cac dau hiéu tu mién, viém va di ing.

Téng luong ding khang thé c6 thé tiy chon gom tir ,01, ,1, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50,
100 mg hodc nhiéu hon hodc ¢6 thé chua lugng can thiép bét ky cac gia tri mg & trén. Trong
phuong 4n wu tién theo sang ché, cac khang thé khang CD154 dugc mo ta & ddy, hoic cic
doan gém cua no, cling nhu céc két hop cua céc doan khang thé da néu, c6 thé duoc dung
cho d6i twong nhén véi tAn sudt mot 1An mdi hai muoi sau tuan hodc ngén hon, vi du nhu
mot 1an méi muoi sau tuan hoic ngén hon, mdt 1an mdi tam tudn hoic ngén hon, hodc mot

14n moi bon tuan, moi thang, moi hai tuan hodc ngéan hon.

Trong phuong phép bat ky dé st dung cac khéng thé hodc cac duge pham theo sang
ché, cac khang thé hodc cac duge phém c6 thé duge dung cho d6i tuong vai lidu don hoic
nhiéu liéu mdi ngay, mdi 2, 3, 4, 5 hodc 6 ngdy, hang tudn, hang thang hodc phén bét ky
hodc sb nhiéu caa né, va ngoai ra co thé duoc dung 1ap lai cho dbi tuong & cac khoang tir

mdi ngay dén cach thang, nhu duge xé4c dinh boi chuyén gia.
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Trong phuong phap bat ky dé sir dung cac khang thé hodc cic dugc pham theo sang
ché, cac khang thé hodc cic dugc pham chira ching, c6 thé dugce dung cho dbi tuong cin
duoc didu tri & cac khoang thoi gian dai nhu dwoc chi dinh, trong khoang nhidu ngay hoic
nhidu tudn cho dén sudt cudc doi cia ddi tugng. Trong cic phuong 4n khac, cac khang thé
khéang CD154 theo sang ché, va cac duoc phim theo sang ché ¢ thé duge dung lap lai cho

d6i twong & cac khoang thoi gian tir mdi ngay dén cach thang.

Trong mdt phuong 4n theo sang ché, cac khang thé khang CD154 theo sang ché, va
cac dugc phim theo sang ché c6 thé duge dung véi nhiéu lidu mdi ngay, dé dat dugc tong
lidu hang ngay mong mudn. Hiéu qua cia phwong phap didu tri ¢6 thé duoc dénh gia bang

céch theo ddi cac triéu chimg hodc cac ddu hidu da biét vé bét thuong & dbi tugng.

Déi v6i tht ca phuong an theo sang ché, lidu luvong va ty 16 lidu cta cac khang thé
khang CD154 theo sang ché va cac dugc phéim theo sang ché c6 hidu qua dé tao ra cac hidu
qua mong mudn s& phu thudc vao cac nhan td khac nhau, vi du nhu ban chét ciia bénh can
dugc xur ly, kich thuée va tudi cta dobi tuong, muc tiéu diéu tri, dugc phém cu thé duoc st

dung, dugce dong hoc clia chét hoat tinh, va danh gia cua bac si diéu tri.

Cén hiéu réng lidu hiéu qua cb thé phu thudc vao cac dic diém cta dbi tugng nhan, vi
du nhu, tudi, gi61i tinh, tinh trang mang thai, chi s6 khéi lugng co thé, khéi lugng nac cda co
thé, tinh trang hoic c4c tinh trang ma ché phdm duoc st dung, céc tinh trang stic khde khéc
ctia dbi twong nhan ma co6 thé anh huong dén su téng hop hodc dung nap ché pham, cac
mirc IL-6 trong dbi twong nhén, va hién tugng khang ché phdm (vi du, xuét hién & bénh
nhan phat trién céc khang thé khang lai ché phdm). Ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh
vuc s& c¢6 thé xac dinh lugng hiéu qua va tAn sut dung qua cac thir nghiém hang ngay, vi du
nhu duge huéng din boi phan boc 16 & day va dugc huéng dan trong Goodman, L. S.,
Gilman, A., Brunton, L. L., Lazo, J. S., & Parker, K. L. (2006). Goodman & Gilman's the
pharmacological basis of therapeutics. New York: McGraw-Hill; Howland, R. D., Mycek,
M. J., Harvey, R. A., Champe, P. C., & Mycek, M. J. (2006). Pharmacology. Lippincott's
illustrated reviews. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; va Golan, D. E. (2008).
Principles of pharmacology: the pathophysiologic basis of drug therapy. Philadelphia, Pa.,
[v.v.]: Lippincott Williams & Wilkins.
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Theo d6, cac khang thé khang CD154 theo séng ché, va cac duoc pham theo sang
ché, s& dugc dung véi luong hiéu qua dé dat duge muc dich du dinh cta ching. Lugng hidu
qué didu tri c6 thé 1a dé chi luong khang thé hiéu qua dé ngan ngira, 1am giam nhe hoic cai
thién cac triéu ching bénh hodc kéo dai thoi gian séng s6t cua dbi tuong dugce diéu tri.
Luong hiéu qué didu tri c6 thé dat duoc bang cach thay d6i liéu va lich ding cua cac khang

thé déi tugng.

Céc khang thé khang CD154 theo séng ché, va cac duge phdm theo sang ché c6 thé
dugc dung lam mot lidu don véi cac muc dich nhit dinh, vi du nhu ngin ngira phan hoi
mién dich véi khang nguyén ma véi nd d6i trong duge tiép xac trong mt thoi gian ngén, vi
du nhu khang nguyén ngoai sinh dugc dung trong mot ngay didu tri. Cac vi du cta viée tri
liéu nhu vy bao gdbm dong sir dung doan khéng thé theo sang ché cing vdi tac nhén tri lidu,
vi du duoc phdm khang nguyén, di tmg nguyén hodc sén phim huyét, hodc vecto liéu phap
gen. Trong céac chi dinh & d6 khang nguyén c¢6 mdt 1au dai, vi du nhu trong kiém soat phan
mg mién dich véi md duge chy ghép hoic véi cac duge pham khang nguyén dugc ding lau
dai, cac doan khang thé hodc cac dugc phém theo sang ché duoc dung trong cic khoang
thoi gian dai nhu dugc chi dinh y hoc, trong khoang tir nhiéu ngay hodc nhiéu tudn dén sudt

cudc doi cuaa doi tugng.

Trong phuong phap bit ky duge md ta & trén, céc khéng thé hodc cac dugc phdm cb
thé duge dung cho dbi tugng véi tic nhan thir hai. Trong cic phuong 4n nhét dinh, tac nhan
1a tdc nhén tri li€u, vi du nhu, vi dy, tic nhan didu bién mién dich hoic tac nhan ngan ngua
mién dich. T4c nhan diéu bién mién dich hodc tic nhan ngan ngira mién dich c6 thé 1a bat

ky trong sd:

(a) tAc nhan lam gidn doan viéc truyén tin hiéu dong kich thich té bao T théng qua

CD28;
(b) tac nhan lam gian doan viéc truyén tin hiéu calcineurin,
(¢) corticosteroid,

(d) tdc nhan ngén ngua tdng sinh; va
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(¢) khang thé gin dic hidu véi protein dugc biéu hién trén bé mit clia cac té bao
mién dich, bao gém nhung khong bi gigi han & CD45, CD2, IL2R, CD4, CD8 va
RANK FcR, B7, CTLA4, TNF, LTa va VLA-4.

Hop chét didu bién mién dich hoic ngan nglra mién dich ¢6 thé 13, vi dy, tacrolimus,
sirolimus, mycophenolat mofetil, mizoribin, deoxyspergualin, brequinar natri, leflunomit,
rapamycin hodc azaspiran. Khang thé va tac nhén tht hai c6 thé duge ding déng thoi hodc
tuan tu. Trong mot s6 trudong hop, ¢6 thé cé wu diém khi ding mot hodc nhiéu axit nucleic
theo sang ché cho ddi tugng cAn dugc didu tri. Cac phuong phép didu tri va chin doan theo
sang ché bao gdm budc dung it nhat mot axit nucleic theo sang ché theo cac phuwong phap

da dugc biét dén rong rdi dugc bao gdm trong pham vi sdng ché.

Trong mot phuong 4n theo sang ché, (cac) d6i tuong ma c6 thé duoc didu tri béi cac
phuong phap duoc dé cap & trén 1a dong vat. Tét hon 13, dong vat 1a dong vat ¢ vii. Céc vi
du vé dong vat c6 vu ma co thé dugc diéu tri bao gém, nhung khong gidi han &, nguoi, dong
vat linh truong khong phai nguoi, cac loai gam nhim (bao gém chudt, chudt nhit, hamster
va chu6t lang) bo, ngya, ctru, dé, lon, chdé va meo. Tét hon 13, dong vat c6 vu trong ban md
ta nay la nguoi.

Sang ché nay s& dugc mo ta rd hon dya vao cac vi du sau day. Tuy nhién, chuyén gia
trong linh vuc can hiéu rang cac phwong phdp va cac két qua cu thé dugc thao luan chi don

thuin nham minh hoa sang ché dugc mo ta & day.

Céc vi du sau ddy dugc dat ra dé cung cAp cho ngudi c6 trinh do trung binh trong
Iinh vuc phén bdc 10 va mod ta hoan chinh vé viéc tao ra va su dung dbi tuong sang ché, va
khéng nhim muc dich gi6i han pham vi cta sang ché. Céc nd luc da duge thuc hién dé dam
bao su chinh xac vé& cac sb liéu duoc st dung (vi du lugng, nhiét do, ndng do, v.v..) tuy
nhién mot sb 151 thue nghiém va sai s6 1a ¢c6 thé duoc chép nhin. Trir khi dugce néu khac di,
cac phan 13 cac phén theo trong lugng, trong lugng phén tir 12 trong lugng phan tir trung

binh, nhiét d6 14 tinh theo thang bach phan; va ap suét 1a & hodc gan ap suét khi quyén.

Vi du thye hién sang ché
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Vi du 1: Thiét ké cac cai bién khang thé véi 4i luc cao hon v6i CD154 & ngudi (Cac

gi4 tri Kp thap hon)

Trong don sang ché ndy cac tic gia sang ché mo ta khang thé CD154 IgG1 khang
nhin dugc ngudi hda c6 céac trinh ty duge chira trong céc hinh 1A-C ma dé str dung trong
liéu phap cho con nguoi, cu thé 14 céac chi dinh diéu tri trong d6 su ngdn ngira mién dich té
bao T va B 14 dugc mong mubn trong diéu tri. Khang thé dugc dé cép O trén ndy c6 ngudn
gbc tir IDEC131 bang cach st dung két hop cac phuong phap dot bién va truéng thanh ai
luc va bing cach ci bién ving IgG1 Fe ctia IDEC-131 nham loai trir FeyRII va FeyRIII va
Clq (gén bd sung).

Cu thé 14, cac két hop khéc nhau cua céac ph?m du CDR trén céc vung co thé cai bién
ning va nhe cia IDEC131 dugc tao dot bién v6i muc dich thu duge cai bién cua IDEC-131
co a1 luc gén voi CD154 cua nguoi dugc cai thién. Cac thi nghiém nay tao ra mot 36 lugng
16n céc cai bién. SO luong 4p dao cua cac bién thé khong gin véi CD154 & ngudi nay tot
hon so v&i IDEC-131, thay vi ching ¢ cic 4i luc gin tét hodc kém hon CD154 & ngudi
(cac két qua khong duge thé hién).

Céc thi nghiém nay tao ra 11 bién thé duge nguoi héa ma duge xac dinh trong va
chira céc trinh ty chudi ning va nhe duge thé hién trén cac hinh 2A dén 2C va 3. Ai luc gén
ctia mdi bién thé nay voi CD154 & nguoi sau d6 duge sang loc bang Biacore. Thir nghiém
Biacore dugc tién hanh nhu duoc thé hién dudi day.

THU NGHIEM BIACORE:
Thiét bi: Biacore 3000

Dém thir nghiém- 10 nM dém HEPES (pH 7,4), 150 nM NaCl, 3mM EDTA, 0,05% P20
(polyoxyetylensorbitan)

Pém tai tao- 10 mM Glycin HCI (pH 1,75)
Pém tiép hop- 10 nM dém natri axetat (pH 5)

Téc d6 dong chay- Tdc do dong chay dé thu thap phdi tir 13 5 pl/phit. Toe do dong chay dé
phén tich dong hoc 1a 30 pl/phut.

Quy trinh:
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Cac thtr nghi¢ém gén duoc thyuc hién trén Biacore 300 tai 25° C. Céc khang thé duogc
¢b dinh truc tiép trén té bao dong 2 (1000 RU két hop #23) va té bao dong 4 (1000 RU
EWT #131) va khang nguyén CD154 dugc cho chdy qua bd chip. Viéc gin khang nguyén
vao cac khang thé dugc thir nghiém duwoc theo ddi trong thoi gian thye. T ko, ke va Ko

quan sat duoc dugc xac dinh cho mdi bién thé.

Phan tich chAm diém dugc thuc hién st dung cac néng do phan tich cu thé. O cac
ndéng do duoc thir nghiém, viéc gfn cin dugc quan sat ngay ca néu 4i luc gin phdi tir 1a
twong dbi yéu. Cac dong hoc day du c6 thé duge thyc hién bang cac phwong phap da biét.
D6i véi cac tuong tac phén tir véi tbe do tit nhanh, cic trang thai dong hoc 6n dinh c6 thé

duge st dung dé x4c dinh gia tri KD.

Phan tich Chi binh phuong (y2) ¢6 thé dugc thuc hién dé xac dinh do chinh x4c ciia
phén tich. y2 trong khoang tir 1 dén 2 dugc coi la dang ké va dudi 1 duoc coi 1a hét sirc
dang ké. Viéc sang loc nay cho phép x4c dinh s6 lugng cac bién thé trinh tu vé6i céc 4i luc
gén duoc cai thién dang ké, nghia 14, tot hon tir 4 dén 5 1an so v6i IDEC-131. Nhu duoc ghi
chi & trén, diéu nay xay ra rat bit ngy do IDEC-131 thé hién 4i luc gan hodc KD bang 151
pm. Két qua nay con gay ngac nhién hon do IDEC-131 dugc lua chon lam tng ctr vién 1am
sang chinh trong sé nhidu trinh ty dwgc ngudi hoa tng cir vién khac dya trén 4i lyc gin

manh mé& ctia n6 vai CD154.

Nhu duoc thé hién dudi diy cac khang thé khang CD154 duge nguoi héa c6 ngudn
gbe tir IDEC-131 duoc thu ma c6 cac gia tri Kp nam trong khoang tlr thdp nhu 26pm cho
dén 57 pm. Cac trinh ty axit amin cta cdc trinh tu bién thé ning va nhe cluia cac bién thé nay
ma dugc xdc dinh trong don sang ché nay 1a bién thé 21, bién thé 22, bién thé 23, bién thé
24, bién thé 25, bién thé 26, bién thé 27, bién thé 28, bién thé 29, bién thé 30 va bién thé 31
trong hinh 2.

Bang 4 tong hop cic 4i luc gan khac nhau cta cic bién thé nay nhu dugc xac dinh

b1 Biacore.

Béang 4.

Bién thé | Ka(1/Ms) | Ka(1/s) | Kb Chi? Do cai thién trong
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i Kbp (dugce so sanh
v6i IDEC131)

IDEC- 3,468E 525E- | 1,51E- 0,097 1,0

131 +06 04 10

21 4,42E 128E- | 2,89E- 0,184 4,7
+06 04 11

22 4,48E LI7TE- |2,62E- 0,222 52
+06 04 11

23 3,35E 141E- |421E- 0,242 4,2
+06 04 11

24 3,70E 1,35E- | 3,64E- 0,265 4,9
+06 04 11

25 4,11E 1,49E 3,62E- 10,243 3,9
+06 +04 11

26 2,03E 1,17 +04 | 5,76E - {0,201 2,5
+06 11

27 3,58E 1,20E- | 3,36E- 0,135 4,5
+06 04 11

28 3,65E 1LISE- |3,15E- 0,108 4,8
+06 04 11

29 3,86E 133E- | 344E- 0,152 4,2
+06 04 11

30 4,24E 1,40E- |329E- |0,171 4.4
+06 04 11

31 3,61E 123E- |341E- 0,121 4,8
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+06 04 11

e (Trung binh n=6)

Vi du 2: Sir dung céc bién thé khang nguyén véi 4i luc cao hon cho CD154 & nguoi
(Céc gié tri Kp thap hon) cho viéc ding SC

Nhu dugc thé hién trong bang & trén, bién thé duoc lya chon lam ung ct vién chinh
s& #21 ¢6 gia tri Kp bang 29 pM 14 tét hon 4,7 14n so v6i IDECI31. Su cdi thién vé 4i luc
ndy 1a dang ké do né cho phép khang thé nay duoc dung bang cach tiém dudi da. Cac
nghién ctru trude voi IDEC131 da thé hién hiéu qua 1am sang & ngudi & trén 10 mg/kg, hodc
nhim muc dich phan tich gi¢i han trén ctia 20 mg/kg. Dya vao do, va gia dinh rang nguoi
¢6 trong luong trung binh khoang 80 kg, liéu v6i lugng hiéu qua c6 thé duoc tinh toan nhu
sau day:

10 mg/kg X 80 kg = lidu 800 mg.

Tuy nhién, dang khéng thé dugc str dung thong thuong khong vuot qua 100 ng/ml. (
http://www .sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X06000895)

Ngoai ra, thé tich lidu duge dung nap dién hinh d ding s.q. ndm trong khoang tir
0,5 dén 5ml (céc thé tich 16n hon 3mL dugc coi 1a "16n"). Do d6, lidu higu qua ddi véi
IDEC-131 14 can khoang 8 mL. (xem tinh to4n bén dudi.) Thé tich liéu nay vuot qua cac
dinh muc y té s.q..

(10 mg/kg X 80 kg)/100 mg/ml = 8mL.

Nguoc lai, do bién thé sb #21 (INX021) ¢6 Kp thdp hon 5 1an (nghia 13, gin véi i
luc 16n hon v6i CD154), bién thé s& cAn thudc v6i lugng it hon 5 lan dé dat duge cuing hiéu
qua. Nhu duoc thé hién dudi ddy didu nay c6 nghia 1a thé tich liéu bang khoang 1,6 ml ma
la phut hop véi muc trong cic cong udcy té vé viéc tiém s.q. cho bénh nhan.

(2 mg/kg X 80 kg)/100 mg/ml = 1,6 mL.

Do d6, khong giébng IDEC131, INX021 14 hoan toan phit hgp dé ding qua dudong

S.q..

Vi du 3: So sanh tiém ning ciia cic khing thé khang CD154 theo sang ché
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Hinh 4 md ta so luge cac két qua thtr nghiém phat hién viéc ngan chan sy hoat hoa té
bao B duoc dan dong tir CD154 té bao T. Céac két qud nay dugc chura trong hinh minh hoa
tiém nang dugc cai thién, nghia 13, viéc ngin chin t6t hon dbi voi sy hoat hoa té bao B duoc

dan dong tir CD154 té bao T ctia INX-021 khi so sanh véi IDEC-131.
Vi du 4: Kha ning cta khang thé cai tién trong viéc tao dung nap

Hinh 5 thé hién cac két qua cua céc thir nghiém minh hoa ring cac khang thé CD154
IgG1 khang chudt chua cung cac dot bién Fc nhu duogc chira trong INX021 (E269R va
K322A)) ¢6 thé tao dung nap trong thir nghiém & da duge mo ta & trén. Do d6, cac khang
thé khang CD154 nguoi chira cac mién hﬁng dinh IgG1 dugc tao dot bién nay nén tao dung

nap va chic cac hiéu qua khac cia CD154 trén cdc bénh nhén la nguoi.
Vi du 6: INX021 khong tao su két tu tidu cau in vitro

Hinh 6 thé hién cac két qua cla cac thir nghiém ma boc 16 rang khang thé INX021
chira cac dot bién ma giam bdt hodc loai trir viée gén FcR khong tao su két tu tiéu clu in
vitro trong thir nghiém sir dung cc phirc hop mién dich cia d6i tugng khang thé INX021 va
collagen. Cac thtr nghiém in vitro in vitro nay bdc 10c rang cac phtrc hgp mién dich ciia cac
dot bién FcR trong khoang thoi gian 16 hodc 20 phut khong tao nén sy hoat héa hodc sy két
tu clia ca cac tiéu cau ¢ ngudi 1an & chudt dugc phan 1ap. Ngugc lai trong cung thir nghiém

khang thé 5¢8 ddi chung gy ra su két tyu tiéu cau.

Vi du 7: Cac khang thé khang CD154 theo sang ché khong tao ra su két tu tiéu ciu in

VIvo

Hinh 7A-D thé hién cac két qua cta cac thir nghiém minh hoa rang INX021 khong
hoat hoa cac tiéu cau, khong tao ra su két ty tiéu cau va khong l1am anh huéng dén (gidm
bé6t) sb luong tiéu cau in vivo. Thir nghiém trong hinh 7A thé hién rang INX021 khéng tao
ra cang thang huyét khéi hodc hoat héa cac tiéu cau khi so sanh v6i d6i chimg dwong. Thir
nghiém trong hinh 7B thé hién rang INX021 khong lam anh huéng dén sé lugng cac ticu
cAu tudn hoan so sanh véi ddi chung dwong. Thir nghiém trong hinh 7C thé hién rang
INX021 khong tao ra sy hinh thanh cac cuc méau dong (tic mach) trong phdi so sanh véi dbi

chimg dwong. Hinh 7D tom tit c4c 1i ich ctia INX021 in vivo, nghia 13, né khong lam gidm
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bét sO luong tieu cau, khong hoat héa tiéu cau, khong gay ra cdng thang ve ti€u cau va nd

khong tao nén sy hinh thanh cac cyc mau dong.

Vi du 8: Str dung céc khang thé khang CD154 theo sdng ché trong cac mb hinh tu
mién

CAc thir nghiém duoc tom tit trong hinh 8A-B thé hién ring cac khing thé khing
CD154 IgG1 chdng duoc ngudi héa chira cac dot bién Fc trong INX021 ma giam bt hodc

loai trir viée gan FcR 12 hoat dong trong cdc mo hinh tu mién hodc viém khac nhau.

Thit nghiém trong hinh 8A thé hién ring cic khang thé CD154 IgG1 & ngudi chia
céc dot bién Fe trong INX021 ¢6 tiém ning ngan chin EAE trong thoi gian khoang 20 ngay.
Thit nghiém trong hinh 8B thé hién ring cac khang thé khang CD154 IgG1 duoc ngudi hoa
chira céc dot bién Fe trong INX021 ¢6 tiém ning ngin nglra mién dich thé dich chdng lai

myelin oligodendrocyt glycoprotein ("MOG") ¢6 thé so sanh v6i khang thé bb me.

Vi du 9: Thir nghiém cta céc bién thé IDEC-131 bao gdm INX021 vé kha ning ngin

ngua sy kich hoat té bao B duoc kich thich béi té bao T clia ching

Thir nghiém trén hinh 9 so sanh cAc hiéu qua cla céc bién thé khang thé khéc nhau
theo sang ché, nghia 13, bién thé tir s6 #21 (INX021) dén sb #31 dé ngin ngira sy kich hoat
té bao B duoc kich thich bsi té bao T dua trén sy biéu hién ctia CD86. Trong céc thu
nghiém nay cac hi¢u qua ngdn ngura cla cac bién thé khang thé theo sang ché dugc so sanh
trong phan tng lympho hdn hop. Két qua doc dugc 1a su bidu hién CD86 bang cac té bao B
duoc kich hoat. Nhu duge thé hién trén hinh céc khang thé véi cac gia tri Kp t6t hon khong
nhét thiét 1a twong quan véi hiéu qué chic nang dugc cai thién trong cdc phan tmg MLR.

INX021 ¢6 cac dic tinh ngan ngira mién dich vuot troi khi so sanh v6i cdc bién thé khac.

Vi du 10: Céc phép do nghién ctru dc tinh INX021 va phan hdi khéng thé phu thudc
té bao T (TDAR)

Nham d4nh gid su thich hgp cua nd dé sir dung trong liéu phap cho con ngudi, khédng
thé cai tién INX021 dugce thir nghiém trong nghién ciru 8 tudn non-GLP tox & khi Rhesus &
cac trung tim CRL va Harvard. Thiét ké nghién ctru duge thé hién trén cac bang dudi day.
Muc dich ctia nghién ctru 1a thi nghiém tinh an toan va hiéu qua cua INX021 ¢ linh trudng

khong phai la con ngudi (NHP).
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Bang 5 Tong quan ctia thir nghiém TDAR:

Tbng quan ctia thir nghiém TDAR:

Lidu bat dau Ngay 1
Lidu KLH thtr nhit | Ngay 29

Chay mau

Céac ngay 29, 36, 39 (Cac ngay sau lidu KLH 0, 7, 10)

Liéu KLH thi hai

Ngay 43

Chay mau Céac ngay 43, 50, 53, 57 (Cac ngay sau lidu KLH 14, 21, 24, 28)
Do IgG va IgM

Bang 6 Cac nhém TDAR NHP:

Vi tri Piéu tri Céc loai linh truémg
khong phai la con
nguoi (NHP)
CRL Ta dugc long Rhesus
CRL 50 mg/kg Rhesus
CRL 20 mg/kg Rhesus
Harvard Ta dugc long Cynomolgus
Harvard 1 mg/kg Cynomolgus
Harvard 5 mg/kg Cynomolgus

Hinh 10A-B so sanh cac hiéu qua ctia INX021 va khang thé 5¢8 lai tao v6i su san

xuét cac khang thé IgG va IgM trong thtr nghiém KLH. Hinh 10A so sanh céac higu qua cia

chiing v6i IgG va hinh 10B so sanh cic hiéu qua cia ching vai [gM.

Hinh 11A-B so sanh céac hiéu qua ctia phuong tién, INX021 va khang thé 5c8 trén

chc diém tam phoi. Hinh 11A thé hién sy so sanh diém tam phdi va hinh 11B chura biéu do
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so sanh sb luong va mirc do di dong cua céac tdm phoi trong 14 1ach va cac hach bach huyét
(cac LN) ctia cac dong vat dugce diéu tri.

Hinh 12 tom t&t tAn suét ton thuwong quan sat dugc thanh cc két qua duge cong bd
v6i mot khang thé khang CD154 khéac (aCD154 Fab dugc pegylat hoa clia Biogen/UCB).

Céc két qua nay chi bao rang INX021 14 an toan va hiéu qua trong liéu phap & ngudi.

Vi du 11: INX021 ngin ngira cdc phan hdi khang thé khéng thude (ADA) trong cac
NHP

Trong cac thir nghiém INX021 tox/TDAR dugc thao luén trong vi du trude ching toi
da do su ¢6 mat cia cac ADA trong tht ca cac nhom. Cac phan hoi TDAR trong tat ca cac
dong vat dugce ngan ngura thé hién ring c4c phan hdi khang thé vé6i cac khang nguyén tan
duoc 6 thé duoc ngin ngira trong cac dong vat duogc xir Iy INX021. Dé kiém tra didu nay,
ching tdi do cac phan hdi ADA & khi rhesus trong 8 tudn sau khi tiém INX021, hodc 5C8.
Toan bo trir mdt dong vat véi cac lidu thap nhét (1 mg/kg) ctia nhém INX021 thét bai trong
viéc phét trién bt ki ADA c6 thé phét hién nao.

Phuong phép:

Viéc phdt hién cdc khdang thé chéng lai INX021 va ch5C8 & Rhesus (ELISA)

Pha ché axit sulfuric 2N (dung dich dimg)

Cho mdi 1000 mL axit sulfuric 2N c¢An dugc pha ché tron 500 mL axit sulfuric 4N
vé6i 500 mL nudce cat. Tron déu. Han st dung 12 mdt ndm tir ngdy pha ché hoic han st dung
ctia nha san xudt cho mdi thanh phan don, bat ¢t ngay nao sém hon, s& dugc ap dung. Dung
dich s& duoc cAt gift & nhiét do phong (tir 17°C dén 27°C).

Chudn bi cac dia 96 giéng dugc phu

Trong céac protocol nay vat chét thir nghiém 12 dé chi cac mau chia tinh chat khi
Rhesus hodc Cynomolgus, cdc mau chia ddi ching duong, va/hodic cac mau trong.

Quy trinh

1. Chuén bi 1,0 pg/mL dung dich pht véi INX021 hodc ch5C8 st dung dém phu

(Dém cacbonat bicacbonat 0,2) lam chét pha lodng.
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2. Thém 100 pL dung dich pht vao mdi giéng cua (cac) dia polystyren sach 96 giéng

va che phu.
3. U (c4c) dia trong tir 12 dén 24 gidy & tir 2°C dén 8°C.

4. Hit (loai bd) dung dich phi tir mdi giéng cta (cac) dia, sau d6 rira mdi giéng bang

3x 300 pL 1X PBS-T.

5. Thém 200 pL Blocker Casein vao mdi giéng cua (cac) dia va che phu.

6. U dia trong 1 gid + 5 phut.

7. Hut Blocker Casein tir mdi giéng ctia (cac) dia, sau do ria mdi giéng biang 3 x 300
pL 1X PBS-T.

8. Str dung (cAc) dia ngay sau khi rtra (hoan tat viéc dit trong vong 2 gid ké tir lac
hoan tét rua). Gén han st dung 13 ngdy viéc chuén bi dia duoc hoan tat.

Quy trinh thir nghiém dé phat hién cac khang thé chong lai INX021 hogc ch5C8

Trong cac quy trinh thtr nghiém nay "vat chét thtr nghiém" 13 dé chi cac mau chia
tinh chit khi Rhesus hodc Cynomolgus, cic mau chira d6i chung duong, va/hodc cac miu
trbng. Nhiét do phong/khong khi xung quanh 1a tir 17°C dén 27°C.

Quy trinh

1. Thém 100 pL. mdi v4t liéu thir nghiém vao (céc) giéng thich hop clia (c4c) dia
duoc phit INX021 hodc ch5C8 va che phii bing d bit kin dia.

2. Str dung khudn dia dé ghi lai vi tri cda vat liéu thtr nghiém.

3. U vat liéu thtr nghiém véi (cac) dia duge phi INX021 hodc ch5C8 & nhiét dd
phong trong 1 gi¢ + 5 phut.

(a) Ouy trinh phdn tich

1. Hat vat lidu thtr nghiém tir moi giéng cla (cac) dia, sau d6 rira moi gieng cua (cac)

dia bang 3 x 300 pL 1X PBS-T.

2. Thém 100 pL 0,125 pg/mL INX021-BIOTIN hodc 1,0 pg/mL ch5C8-BIOTIN vao

mdi giéng ctia (cac) dia va che phu bing dd bit kin dia.
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3. U (céc) dia & nhiét dd phong trong 1 gidr £ 5 phit.

4. Hat (loai bd) INX021- BIOTIN hozic ch5C8-BIOTIN tir mdi giéng cua (céc) dia, sau
d6 rira mdi giéng cua (cac) dia bang 3 x 300 pL. 1X PBS-T.

5. Thém 100 pL 0,1 pg/mL SA-HRP vao mdi giéng ciia (c4c) dia va che phu.
6. U (c4c) dia & nhiét do phong trong 30 phut + 5 phit.

7. Hut (loai bé) SA-HRP tir mdi giéng ciia (cac) dia, sau d6 rira moi giéng cta (cac) dia

bang 3 x 300 pL 1X PBS-T.
8. Thém 100 pL TMB vao mdi giéng ctia (c4c) dia.
9. U (c4c) dia & nhiét do phong trong 20 phut + 5 phit.
10. Thém 100 pL axit sulfuric 2N vao mdi giéng ciia (cac) dia.

11.Doc (cac) dia & 450 nm sir dung dung cu quang phé tAm nhé trong vong 30 phut dé
phén tich.

Gidm dit lidu tong qudt

V&i tht ca vat lidu thir nghiém gié tri trung binh A450, d6 léch chuin, va % sai sb
(néu n=2) hoic CV% (néu n > 3) s& duoc tinh todn dé thir nghiém céc bién, trir khi duge néu
khac di. Tat ca CV% tiéu chi chép nhin s& ap dung cho cac gia tri % sai s6 néu % sai sb
duoc tinh toan thay vi CV%. Néu ba hoic nhiéu hon ba giéng cua vat liéu thtr nghiém duogc

phan tich, mét giéng c6 thé duoc luge bd néu CV% khong dat tiéu chi da néu.
% CV: r D0 1éch chuén > gid tri trung binh x 100
% sai sO: r gid tri A — gia tri B v gi4 tri trung binh x 100

Phan tich mirc du binh thudong tdi da (Maximum Normed Residual - MNR) s& dugc
thuc hién dé thir nghiém cac bién & mirc 5% trén TS trong d€ loai bé hai gid tri cac mau thir
nghiém tréng A450 (TS) ngoai 1&. A450 trung binh s& dugc tinh todn tlr tAt ca cac gia tri

khong dugc loai bo 1a ngoai 16. Cac giéng bd sung c6 thé dugc bo qua do 161 ky thudt.

Diém cét dia cy thé (PSCP) s& duoc tinh toan la diém cat tong (CP) x A450 trung
binh TS trdng (khdéng c6 ngoai 1&) = PSCP (overall Cut Point (CP) x Blank TS mean A450
(khong c6 ngoai 18) = PSCP).
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Tiéu chudn chdap nhdn chung

Néu TS trdng c¢6 nhiéu hon hai ngoai 18 thi dia that bai va can duoc phan tich lai. It
nhét 5 gi tri A450 TS tréng phai duogc gitt dé phan tich MNR sau khi danh déu cac ngoai 18
va céc giéng ma di dugc dénh déu do 13i k¥ thuat. Cong thic sau diy s& duge st dung aé
tinh toan gia tri MNR: Gid tri TS trong MNR — TS trbng trung binh (MNR Blank TS value -
mean Blank TS)

D6 léch chudn x Vn -1

Gié tri s& dugce xac dinh 1a ngoai 1€ néu gia tri MNR 16n hon so véi gia tri ti€u chuén.
Cac gia tri tiéu chudn duoc xac dinh 1a: n=12=0,727, n=11=0,745, n=10=0,763, n=9=0,783,
n=8=0,804, n=7=0,825, n=6=0,844, va n=5=0,858. T4t ca ngoai 1¢ s& dugc dénh déu.

Blocker Casein tréng va A450 trung binh TS trdng sau khi bo ngoai 1¢ c4n nhé hon
LPC A«0. Didm cét dia cu thé (PSCP) s& duoc tinh toan nhu sau: PSCP = CF * trung binh
toan cau TS (khong co6 ngoai 18). Yéu tb hiéu chinh (CF) s& duogc thém vao tip phéan tich.
LPC A450 trung binh phai 16n hon PSCP. Néu khong, LPC cho mau d6 that bai.

CV% dém thtr nghiém tréng nén < 30%. Néu dém thir nghiém tréng khong dat cac
tiéu chuin dugc do & trén, dia s& dugce thir nghiém trong qua trinh ddnh gid khoa hoc dé xéc
dinh xem dit liéu c6 thé dugc sir dung hay khong.

HPC > MPC > LPC cho A450 trung binh ctia mdi nhom PC. it nhét hai phan ba cac
muc PC can dat cac tiéu chuin dugc chép nhan, voi it nhit mot PC & mdi mirc PC nam
trong cac tiéu chuédn dugc chép nhén.

% sai sb cic mAu thtr nghiém gifta céc giéng nhan ban nén < 25%. Néu mau thi

nghiém khong dat cac tiéu chuan nay, mau s& dugc phan tich lai.

Chudn bi cdc doi chimg dwong, TS trongva dém thir nghiém tréng

Céac dbi chimg duong s& duge chudn bi bing cach ghim khang thé ddi chitng duong
dai dién trong tinh chét khi Rhesus 100% (RHS) hodc tinh chét khi Cynomolgus. Cac d6i
chimg duong trong 100% khuén 16m s& dugc pha loang 10 1An bang Blocker Casein dé tao

ra néng dd hoat dong thich hop va 10% khudn 18m. Mbi nhom PC s& duoce chuén bi ddc 1ap
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v6i nhau va s& duoc phén tich trén mdi dia. Vao ngdy phan tich, cac PC s& duoc phan tich

trén moi dia.

MBbi dia s& chira hai nhém PC LPC (50ng/mL), MPC (250 ng/mL va HPC (1000
ng/mL). TS trdng ciing s& dugc chudn bi v6i ndng do cudi cing bang 10% khudn 16m dugce
pha lodng bang Blocker Casein. 12 giéng TS tréng s& dugc chay trong mdi dia. Blocker
Casein s€ dugc chay trong it nhét hai giéng ctia mdi dia. Tét ca vat liéu thir nghiém sé& dugc

phan tich trong it nhat hai giéng trir khi dugc néu khac di.
Thir nghiém sang loc

Pé sang loc, c4c mAu dwoc pha lodng 1/10 trong Blocker Casein dugc phén tich mdi
quy trinh dugc md ta trong phan 7.0. Gia tri hép thu trung binh clia cic mau nghién ci,
trong qué trinh phan tich miu, s& duge so sanh v6i PSCP va s& duoc bao cdo 1a co tiém
ning duong tinh néu gi tri hép thy trung binh 1a > PSCP hodc am tinh néu gia tri hip thu
trung binh la <PSCP.

KET QUA

Céc phan hdi TDAR trong tAt ca cac dong vat dugc ngin chin thé hién ring khing
thé phan hdi lai cac khang nguyén tan dugc c6 thé duoc ngin nglra trong cac dong vat duoc
xtr Iy INX021. Dé thir nghiém viéc ndy, chung tdi do cac phan hdi ADA & khi rhesus trong
vong 8 tudn sau khi tiém INX021, hosc 5C8. TAt ca trir mdt dong vat véi cac lidu thap nhat
(1 mg/kg) cia nhém INX021 thét bai trong viéc phat trién ADA c6 thé phat hién bat ky. Do
d6, khang thé cai tién INX021 c6 thé duogc sir dung dé ngan nglra mién dich thé dich, vi du,
khéang lai cac thudc mién dich vi du nhu cic chét ¢c6 nguén géc sinh hoc, vi du, cic khéng

thé tri liéu, c4c protein dung nap va tuong tu.

Céc tai lidu trich din cua sang ché

Céc tai liéu trich din duoc liét ké sau day. Noi dung cta chiung duoc két hop o day
bang cach vién din.
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Toan bd phan bdc bd cla moi tai liu dugce trich dan (bao gém cac sang ché, cac don
sang ché, c4c bai bdo, cac phan tém tat, cdc sdch hudng dan, cac sdch, hodc cac dang boc 10
khac) trong phan tinh trang k¥ thuat cua sang ché, mo ta chi tict sing ché, va cac vi du duge

két hop & ddy bang cach vién dan.

Céc thay ddi khac nhau c6 thé dwoc thuc hién cho sang ché theo phin mb ta chi tiét &
trén. Thong thuong, trong cac diém yéu cau bao hd sau day, cac thuat ngit duoc st dung
khong nham gidi han sang ché vao cac phuong an cu thé duge boc 16 trong phan mo ta va
céc yéu cAu bao ho. Theo d6, sang ché khong bi gi6i han ¢ ph?m bdc 10, ma thay vao do

pham vi ctia sang ché 1a dugc xac dinh toan bd theo céc diém yéu cau bao ho sau day.

Sang ché c6 the dugce thyc hién bang cach khic so véi da duge md ta cu the trong
phin mo ta va cac vi du néu trén. Céc cai bién va cic bicn the khéc nhau cla sang ché 1a co
thé theo cac hudng din néu trén va, do do, 1a nam trong pham vi bao hd cua cac diém yéu

cau bao ho kem theo.
Céac don sang che lién quan

Sang ché yéu cAu hudng quyén wu tién theo cdc don sang ché My sb 62/192,269
duge ndp vao ngay 14 thang 7 ndm 2015; don sang ché My s 62/197,966 dugc ndp vao
ngay 28 thang 7 ndm 2015; va don sang ché My s6 62/277,201 dugc ndp vao 11 thang 1

ndm 2016. Noi dung clia cc don sdng ché nay dugce két hop & day dé tham khao.
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé khang CD154 hoic doan khéang thé chtra polypetit mién bién d6i chudi ning

bao gdm trinh tw axit amin cua SEQ ID NO: 1 va polypeptit mién bién d6i chudi nhe bao
gbm trinh tir axit amin ctia SEQ ID NO: 2.

2 Khang thé khang CD154 & nguoi hodc doan khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé
khang CD154 hodc doan khang thé nay chira cac mién hang dinh IgG1, IG2, IgG3 hoic
IgG4 & nguoi.

3. Khang thé khéang CD154 & ngudi hofic doan khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé
khang CD154 hodc doan khang thé nay chira cic mién hang dinh IgG1 & nguoi.

4. Khéng thé khang CD154 & nguoi hodc doan khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé
khang CD154 hogc doan khang thé nay chtra cac mién hing dinh IgG1 & ngudi ma chira dot
bién E269R va dot bién K322A (trong d6 danh sb theo Kabat).

5. Khang thé khang CD154 & ngudi hojc doan khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé
khang CD154 hodc doan khang thé nay chtra cic mién hing dinh IgG1 & nguoi c6 chudi
nhe va ndng lan lugt bao gém trinh ty axit amin cua SEQ ID NO:3 va trinh ty axit amin cta

SEQ ID NO: 4.

6. Ché pham chira khang thé khang CD154 & ngudi hodc doan khang thé theo diém 1 va

chit mang duoc dung.

7. Ché pham chira khang thé khang CD154 & nguoi hodc doan khang thé theo diém 2 va

chit mang duoc dung.
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8. Ché phim chura khang thé khang CD154 & ngudi hodc doan khéng thé theo diém 3 va

chit mang duoc dung.

9. Ché pham chtra khang thé khang CD154 & nguoi hoic doan khang thé theo diém 4 va

chit mang duoc dung.

10. Ché phdm chira khang thé khdng CD154 & ngudi hodc doan khang thé theo diém 5 va

chat mang dugc dung.
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215

Vimg bién d6i dirge in dim
Cie CDR duge bl vang
Cée phin die duge o d6t bien nromg thanh ai lye duge gach chi

16 24 30 41 B3 B}

DIVMTIQSPSF LSASVGDRVT ITCKASSNLG HAVAWYQQKP GKSPKLLIYS ASNRYTGVED

70 80 3] 100 110 120
RFSGSGSGTD FILTISSLOP EDFADYFCQQ YDDYPYTFGG GTKLEIRATV AAPSVFIFPE

EVACLLHNEY

LERADYREHE WYARIEVIHQG LESPVLIESEN RGEC
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3/15

HINH IC

Cac irinh ty INXO21

Mién bién d6i chudi ning (SEQID NO: 1)

EVOLOESGPELVEPSETLSLTCTVEGDS ITTHGFWIWIRKPPGNRLEYMGYT BYSGETYYNPSLKSRIS ISR
DT3KNOFSLRKLASVTAADTGVYYCAYRIYGRTEYYFDYWSQETTLTIVES

Mién bién d6i chudi nhe (SEQ ID NO: 2)
HIWMPOS PSP LS ASVEDRVTITCRKAS SN LGHAVIYQORPGRS PRLLIYSASNRY TGVEDRESGSGSGTDE
TLTISSLOPEDEADYFCOQYDDYPYTFGGGTKLETK

Mién hang dinh chudi ndng (SEQ ID NO: 3)

ASTKGPSVFPLAPS SKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALT $GVETFPAVLOS SGLYSLSSVVTV
PSSELGTOTYI CNVNHKPSNTKVDKKAEPKSCDKTHT CPPCPAPELLGGPSVFLEFPEPKDT LMI SRT 2E
TOVVVIVS HRDPEVE FNWYVDGVEVHNAKTKPREROYNS TYRVV S VLTV LEQDWLNGKEYKCAVSNKALPA
PIEKTISKAKGOPREPOVYTLEFS RDELTENOVSLTCLVKGEYPS DI AVERESNGOPENNYKTTPRVLDSD
GSFFLYSKLTVDKS REOOGNVESC SYMEEALHNHYTOKSLSLSPGK

Mién hing dinh chuoéi nhe (SEQ ID NO: 4)
RTVARPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNE YPREAKVOWKVDNALDSGN SQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLEKADYEKHKVYACEVTHOGLS SPVTKSFNRGEC

INX021 mién bién déi chudi ning CDR1 (SEQ ID NO: 5)

i
GDEITHGEWI .

INX021 mién bién d6i chuéi ndng CDR2 (SEQ ID NO: 6)
YISYSGSTY

INIX021 mién bién déi chudi ning CDR3 (SEQ ID NO: 7)
YRSYGRTEYYFDY

INX021 mién bién d6i chudi nhe CDR1 (SEQ ID NO: 8)

KASSHLGHAVA
INX021 mién bién d6i chuéi nhe CDR2 (SEQ ID NO: 9)
BAENRYT

INX021 mién bién d6i chudi nhe CDR3 (SEQ ID NO: 10)
QOYDDYPYT
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Cic két qua TDAR:

1eG TDAR (dinh) duge so sinh véi cde kiém soat dung dich mmn {cac dudng dmm
lg\l TDAR (déy) duge so sanh véi cde kiém sodt dung dich mudi (cde ﬂu(m&f chim),

-80-



34105

14/15

x

HINH 1A

Piém tam phoi

4
3.3
3
2.5
—
=
e 2
=
e
& L3
]
0.5
O pidm v e Tedn sl LN DESm tdor pho mge treo redt LN Didm tdin phai 1 tich
<433

8 Veh SINX BSGE
Cie diém che diém tAm phéi (& trén): $6 hrong va mire 1& bio cla ¢de diém tim phoi trong I
lach va LN cta ede ddng vt duge didu tr

s ssderaanis Plmpue

HINH 11B

8
4 vt nghén mach

{phai) INX021

-81-



34105

15/15

% . N

. g i
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Téom it vé tan suit 1on thuong khi so sénh vai div lidu vit nghén mach UCB duge edng bo:

(CDP7657, khang thé khang CD40L thién ving Fe, ngin chin cdc phan hoi mién dich phy thude
vio C DJ,DL ma Mmtm LO che bién chimg hmu khoi: mdt nghién cirn trong co thé Arthritis Res

Ther. 2015; 17(1):234
. $6 dong vatbianh  Tong s phin phéi  S§ phin phéi bi

Nhém lidu  huwéng(%)  dugckiémtra  inhhudng (% )
( dc doa clumg hch St - » -
Dung dich nudc mudi 7 (50%} t ; 406 ‘3«5‘}4’;
Biogen/UCB Pegylated Fab
Dung dich nude mudi 1(25%)

3 (37.5¢ {1}

” e o
huSC8 O 5(625%) 17.6%

immuNext INX021
Phuong tién ; 2 (50%) ; 174 1.7%

L3
»
.
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<110> ROTHSTEIN, Jay
<120> KHANG THE KHANG CD154 HOAC POAN KHANG THE VA CHE PHAM CHUA CHUNG
<130> 43260.2613

<140> TBA
<141> 2016-07-13

<150> 62/192269
<151> 2015-07-14

<150> 62/197966
<151> 2015-07-28

<150> 62/277201
<151> 2016-01-11

<1l60> 32

<170> PatentIn phién badn 3.5

<210> 1
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> 1INX021 Mién bién dbdi chudi ning

<400> 1

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

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Ile Thr Asn Gly
20 25 30

Phe Trp Ile Trp Ile Arg Lys Pro Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Ile Ser Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

-83-



Lys Leu

Tyr Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

Ser

Ser

Thr
115

2
107
PRT

Trinh ty Nhén tao

Ser

Tyr
100

Leu

34105

Val Thr Ala Ala Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala

85

90

95

Gly Arg Thr Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln

Thr Val Ser Ser

INX021 Mién bién

2

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

330
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Nhén tao

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

Phe

Lys

120

105

chudi nhe

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser Phe
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

-84-

Leu

Ser

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Asp

110

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



<220>
<223>

<400>

Ala

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Ala

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
180

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

INX021 Mién hing

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

34105

dinh chudi ndng

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Arg

His

Arg

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
185

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

-85-

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
190

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu



His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

4
107
PRT

Trinh ty Nhan tao

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Asn

Pro

Gln

230

val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

34105

Glu Tyr

Lys Thr

Thr Leu

Thr Cys

250

Glu Ser

265

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

Gly Lys
330

INX021 Mién hdng dinh chudi nhe

4

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Ala Val
205

Lys Ala

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

270

Gly Ser
285

Gln Gln

Asn His

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1

5

10

15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

20

25

-86-

30



Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Pro

Gly

50

Tyr

His

Val

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

<400>

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

5
10
PRT

Glu

Ser

Leu

val

Lys
100

Ala

Gln

Ser

Tyxr

Ser

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Chudt nhit nha

5

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

34105

Trp Lys

Thr Glu

Thr Leu

Val Thr

90

Gly Glu
105

Gly Asp Ser Ile Thr Asn Gly Phe Trp Ile

1

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

<400>

6
9
PRT

5

Chudt nhit nha

6

10

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr

1

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

<400>

7
13
PRT

7

5

Chudt nhit nha

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Asn Ala Leu
45

Ser Lys Asp

Ala Asp Tyr

Gly Leu Ser
95

Tyr Arg Ser Tyr Gly Arg Thr Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1

<210>

8

5

10

-87-

Gln

Ser

Glu

80

Ser



<211>
<212>
<213>

<400>

11
PRT

Chudt nhit nha

8

34105

Lys Ala Ser Ser Asn Leu Gly His Ala Val Ala

1

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

<400>

9
7
PRT

5

Chudt nhit nha

9

Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr

1

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

<400>

10
9
PRT

5

Chudt nhit nha

10

Gln Gln Tyr

1

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

<400>

Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val
50

11
330
PRT
Homo
11

Thr

Ser

Glu

35

His

Asp Asp

sapiens

Lys Gly

Gly Gly

20

Pro Val

Thr Phe

Tyr Pro Tyr Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

Ser

Ala

Val

Ala
55

Val

Ala

Ser

40

Val

Phe

Leu

25

Trp

Leu

10

Pro Leu

10

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

-88-

Ala

Leu

Gly

Ser
60

Pro

Val

Ala

45

Gly

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Ser



Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

34105

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

-89-

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe



Leu Tyr
290

Val Phe
305

Gln Lys

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

50

Leu Ser

65

Tyr Ile

Lys Val

Pro Ala

275

Ser Lys

Ser Cys

Ser Leu

12
330
PRT
Trinh tu

IDEC-131
12

Thr Lys

Ser Gly
20

Glu Pro
35

His Thr

Ser Val

Cys Asn

Glu Pro

100

Pro Glu

Leu Thr Val
295

Ser Val Met
310

Ser Leu Ser
325

Nhéan tao

Gly Pro Ser

Gly Thr Ala

Val Thr Val

Phe Pro Ala
55

Val Thr Val
70

Val Asn His
85

Lys Ser Cys

Leu Leu Gly

280

Asp

His

Pro

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

34105

285

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

Glu

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ala

Lys
330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

-90-

300

Leu His Asn His Tyr Thr

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Phe

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro



Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

34105

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

-91-

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



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

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Ala

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

13
330
PRT

Chudt nhit nha

13

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
180

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Arg

His

Arg

34105

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
185

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

-92-

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
190

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu



His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

14
330
PRT

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Trinh tu

Trinh tu

14

Ala Ser Thr Lys

1

Ser Thr Ser Gly

20

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Nhén tao

tuong déng trinh tu

Gly Pro Ser Val Phe

5

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Gl

34105

u Tyr

Lys Thr

Thr Leu

Thr Cys

Gl

250

u Ser

265

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

Gl

y Lys
330

10

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Ala

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

15

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

mién hing dinh chudi nidng

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

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

25

-93-

30



Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
225

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

vVal

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
230

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

34105

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

vVal

185

Glu

Lys

Thr

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

-9Y-

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
235

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
240



Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Thr

Phe

Gly

Ser
65

Val

Leu

Trp

Tyr

50

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

15
120
PRT

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Trinh tu

Trinh tu

15

Gln

Ser

Ile

35

Ile

Ile

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Ser

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Nhén tao

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

34105

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

mién bién d&bi chubi

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser
70

Ser

Thr

Lys

Gly

55

Arg

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

nang IDEC-131

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

-05-

Leu

Asp

Asn

Tyr

Lys
75

vVal

Ser

Lys

Asn

60

Asn

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Phe

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

15

Asn

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Glu

Gly

Met

Lys

Leu
80



Lys Leu Ser

Cys Arg Ser

Gly Thr Thr

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

<400>

Glu

1

Thr

Phe

Gly

Ser

65

Lys

Tyr

Gly

val

Leu

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

Arg

Thr

<210>
<211>
<212>

115

16
120
PRT

Ser Val Thr Ala Ala

85

Tyr Gly Arg Thr Pro

100

Leu Thr Val Ser Ser

Chudt nh&t nha

16

Gln

Ser

Ile

35

Ile

Ile

Ser

Ser

Thr

115

17
120
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Ser

Ser

Tyr

100

Leu

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Gly

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Arg

Val

Ser

Thr

Lys

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Ser

120

Gly

Val

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Pro

Ser
120

34105

Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala

90

95

Tyr Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln

105

Pro Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Thr Tyr

Thr Ser

Asp Thr

90

Tyr Tyr
105

-96-

Leu

Asp

Asn

Tyr

Lys

75

Gly

Phe

Val

Ser

Lys

Asn

60

Asn

vVal

Asp

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Phe

110

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp
110

Ser

15

Asn

Tyr

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Glu

Gly

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gln



34105

<213> Homo sapiens
<400> 17
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Ile Thr Asn Gly
20 25 30

Phe Trp Ile Trp Ile Arg Lys Pro Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Ile Ser Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Tyr Arg Ser Tyr Gly Arg Thr Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 18
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Tuong déng trinh tuy mién bién dbéi chudi ndng

<400> 18

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

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

Gly

Ser

65

Lys

Tyr

Gly

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

Arg

Thr

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

<400>

Ile
35

Ile

Ile

Ser

Ser

Thr

115

19
107
PRT

Trp

Ser

Ser

Ser

Tyr

100

Leu

Tle

Tyr

Ile

Val

85

Gly

Thr

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Arg

Val

Chuét nhit nha

19

Asp Ile Val

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp
85

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Lys

Gly

55

Arg

Ala

Thr

Ser

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Pro

40

Ser

Asp

Ala

Pro

Ser
120

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

34105

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Tyr

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

-08-

Asn

Tyr

Lys

Gly

Phe

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile
75

Lys

Asn

60

Asn

Val

Asp

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Phe

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp
110

Ser

Ile

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Tyr

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Met

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



Thr Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

20
107
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

20

val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

21
107
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

Trinh tu

21

Asp Ile Val Met

34105

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

Nhan tao

105

mién bién d8i chudi nhe

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Nhé&n tao

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser Phe
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

IDEC_AB2-IMX

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

midn bién d8i chudi nhe 30

Ser

Asn

Pro

Asp

Ser

Asn

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ile

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
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Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Ile

Arg

Val Ala

Tyr

Ser

Ser
50

Gly

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

22
107
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

Trinh tu

22

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Nhén tao

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

34105

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

mién bién ddi chudi

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

10

Gly

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

nhe

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

-100-

His

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

25

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

His

Leu

Ser

Gln

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro



65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

23
107
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

23

Asp Ile Vval

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

24
107
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

70

34105

75

80

Asp Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asp Asp Tyr Pro Tyr

85

90

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

Nhé&n tao

105

mién bién d3i chubdi nhe

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Nhé&n tao

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser Phe
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

-101-

22

Leu

Ser

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



34105

<220>
<223> Trinh tu mién bién d@bi chudi nhe 21

<400> 24
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Ser Asn Leu Gly His Ala
20 25 30

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

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

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

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

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

<210> 25
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu mién bién déi chudi nhe 28

<400> 25
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Pro Ser Ser Leu Gly His Ala
20 25 30

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

-102-



Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Ala

Ser

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly Gly

26
107
PRT

100

Trinh tu

Trinh tu

26

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Nhéan tao

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Thr

Thr

Cys

Leu

34105

Gly

Leu

Gln

Glu
105

mién bién ddi chudi

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser

Gly

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Val

Thr

Gln

90

Ile

nhe

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

-103-

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

23

Leu

Ser

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Asp Arg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Gln Pro

80

Asp Asp Tyr Pro Tyr

Ser

Pro

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Val Gly
15

His Ala

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Tyr
95



34105

<210> 27
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu mién bién @8i chudi nhe 31

<400> 27

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Asn Gln Pro Leu Gly His Ala
20 25 30

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

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

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

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

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

<210> 28
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty mién bién dbéi chudi nhe 29

<400> 28

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Gly Asn Gln Pro Leu Gly His Ala
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val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

29
107
PRT

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

Trinh tu

29

Asp Ile Val

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Nhan tao

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

34105

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

mién bién d&bi chudi

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

nhe

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

-105-

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

27

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Pro

Lys
45

Asp Arg

60

Ser

Asp

Ser

His

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



Thr Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

100
30
107
PRT
Trinh tu
Trinh tu
30

Asp Ile Val Met

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

<220>
<223>

<400>

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

31
107
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

Trinh tu

31

85

34105

90

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

Nhé&n tao

105

midn bién ddi chudi nhe

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Asn Arg

Thr Asp

70

Asp Tyr
85

Gly Thr

Nhéan tao

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser Phe
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

26

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

midn bién d8i chubdi nhe 24
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Ser

His

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



Asp Ile

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70

65

Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Phe Cys Gln
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
105

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

32
107
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Trinh tu

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp
85

Nhén tao

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Tuong déng trinh

32

val

Val

Trp

35

Ala

Met
Thr
20

Tyr

Ser

100

Thr

Ile

Gln

Gln

Thr

Gln

Arg

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

tu mién

Ser

Cys

Lys

Tyr
55

Pro

Lys

Pro

40

Thr

34105

Ser Phe
10-

Ala Pro
25

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile
105

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Asp

bién -@di chudi nhe

Ser Phe Leu Ser Ala

10

Ala Ser Gln Asn Leu

25

Gly Lys Ser Pro Lys

Gly Val Pro Asp Arg

90

75

Ile Lys
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60

45

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Gly
30

Leu

Phe

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

His

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Ala

Leu Ile

Ser Gly

95

Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

80

Gln Tyr Asp Asp Tyr Pro Tyr





