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Sang che dé Cé_p dén khang thé khang CSF-1R va c4c manh lién két cia khang
thé nay, trinh tr ADN ma hoéa khang thé nay, t¢ bao chu c6 trinh ty ADN nay va

phuong phép biéu hién khang thé hoic manh lién két trong t€ bao chu. Sang ché ciing

2 2

dé cap dén dugc pham chira khang thé hodc manh lién két cia khang thé nay va vié

(e}

N\

st dung khang the, manh lién két va cac ché phdm bao gém ché phim chira chiing

dung dé didu tri bénh.

Tinh trang ky thuit ctia sing ché
Yéu 6 kich thich tao dong 1 (Colony Stimulating Factor 1 - CSF- 1), cling du’c_rc

biét dén 12 yéu t6 kich thich tao dong dai thuc bao (Macrophage Colony Stimulat

Factor - M-CSF) 1a mét xytokin dugce tao ra béi nhidu t& bao khac nhau, bao gbm dai
thure bao, céc t€ bao ndi md va guén bao xo. CSF-1 gom hai polypeptit “monome”,

’

5 hoat tinh sinh hoc. CSF-1 tdn tai trong ng it

c
nhét ba dang truén ng thanh do cat ndi c6 chon loc RNA (tham khao, Cerrctti va coi

(TC?

su, 1988, Molecular Immunology, 25:761). Ba a dang cuia CSF-1 dugc dich m3 tir cac
tién chit rnRNA khéc nhau, mé héa cac monome polypeptit tir 256 dén 554 axit

A ° . 2 r Y A e N
amin, ¢ trinh tir tin hiéu axit amin 32 & cic dau amin va mot vung xuyén man

AAAAAAAA g gia
dinh cua xap xi 23 axit amin gin dau cach Cac peptit tién chat duge didu tri sau
d6 boi dau amin va dau cacboxyl ctia c4c phan tich protein phén giai dé giai phong

£} ﬂqv—

n pr
CSF-1 trudng thanh. Gbc tir 1-149 ciia tit c ba dang trudng thanh cia CSF-1 déu
tuong déng nhau va dugc cho 13 ¢6 chira trinh tu cin thiét cho hoat tinh sinh hoc cta
CSF-1. Cac monome CSF-1 in vivo dugc dudng héa va nhj tring héa théng qua lién

ket disulfit. CSF-1 thudc nhém chét chi vén sinh hoc dé thiic day san xuét cac té bao
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mau. Dic biét, chit nay hoat dong nhu 13 mét chét hoat héa ting truéng va biét héa
cho céc té bao gbc thy xuong ciia dong thuc bao don nhan. Ngoai ra, CSF-1 kich
thich kha niing sbng sot, sy tang sinh va chtrc nang cua dai thuc bao thong qua mot
thu thé déc hiéu trén céc t& bao hdi dap.

Thu thé CSF-1(CSF-1R) ciing duoc goi 1a san phim gen c-fms hodc CD115.
CSF-1R la mdt glycoprotein TM typ 1 165kDa thudc ho tyrosin kinaza thy thé typ III.
Ngoai CSF-1, dong dang cAu tric nhung trinh ty phan t& khong lién quan IL-34 ciling
duoc biét dén 12 mot phdi tir cho CSF-1R (Lin, va cong su, 2008, Science 320:807-
811). Biéu hién ctia CSF-1R bi gi6i han trong céc t& bao cia dong t€ bao dai thuc
bao-bach cau don nhan, ca tap hop cac mo luu thong va tdp hop cac mé noi tra, va té
bao huy xwong. Ngoai ra, con duge biéu hién trong mdt sb cac té bao thude hé sinh
san & dong nhét c4i bao gdm noan bao, té bao mang rung va nguyén bao nudi phdi.

Su lién két ctia phdi tr CSF-1 dén thu thé CSF-1 din dén qua trinh phosphoryl
héa cta thu thé trén mot hodc nhiéu gdc tyrosin, théng qua hoat dong clia ving
kinaza tyrosin. Qu4 trinh phosphoryl héa nay c6 thé duogc tim tha do khéang thé c6
s&n bém vao thy thé chi sau qua trinh phosphoryl héa (Vi du nhu khéng thé thu thé
Phospho-M-CSF (Tyr546) #3083 tir cong nghé phét tin higu té bao).

Su biéu hién ctia CSF-1 va CSE-1R tuong quan véi sy phét trién cia khéi u va
su chun doan yéu kém ddi vé6i nhidu loai bénh ung thu. Pai thuc bao lién quan dén
khéi u (Tumour-Associatd Macrophage - TAM) c6 thé 13 mot ché phdm chinh cta u
mé dém va muc d6 cao cia CSF-1 va CSF-1R lién quan dén st thAm nhiém TAM
cao va su chuén doan yéu kém db6i véi mot sb loai u.
va cong su, 1989, Blood 73:1786-1793 d& cip dén khéng thé chéng lai C
ché hoat tinh cta CSF-1 (Sherr, C.J. va cong su,1989, Blood 73:1786- 1793).
W02009/026303 dé cap dén khéang thé khéng CSF-1R bam vio CSF-1R & nguoi va
in vivo miu u & chuét bang cach st dung khang thé khang chudt CSF-IR.
W02011/123381 dé cap dén khang thé khang CSF-1R tiép nhan CSF-1R va 6 hoat

Khéng thé ¢6 CSF-1R d3 duogc biét dén trong linh vyuc k§ thuét nay. Sherr, C.J.
CSF

-1R 1rc
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tinh ADCC. WO2011/123381 cfing dé cap dén in vivo mAu u & chudt bing cach sir
dung khang the khéng chudt CSF-1R. W02011/140249 d& cip dén khang thé khang
CSF-1R chén lién két cia CSF-1 dén CSE-1R va duoc cho réng hitu ich trong diéu tri
ung thu. WO2009/112245 dé cap dén khang thé IgG1 khang CSF-IR trc ché CSF-1
lién két v6i CSF-1R va duge cho rang hitu ich trong diéu tri ung thu, viém dudng
rudt va viém khop dang thdp. W02011/131407 d& cip dén khang thé khéng CSF-1R
tc ché CSF-1 lién két v6i CSF-1R va duoc cho ring hitu ich trong diéu tri lo2ng
xuong va ung thu. WO02011/107553 dé cap dén khéng thd khang CSF-1R tc ché
CSF-1 lién két véi CSF-1R duogc cho 1a hitu ich ich trong diéu tri lodng xuong va ung
thu. WO2011/070024 dé cap dén khang thé khang CSF-1R bam vao manh khéng thé
delD4 ctia CSF-1R & nguoi.

Trong linh vyc k¥ thuét nay, xuit hién nhu ciu cung cip céc khéng thé moi
chéng CSF-1R thich hop cho cac ting dung trj liéu. Trong khi tmg dung tri liéu cla
khéng thé khang CSF-1R trong diéu trj ung thu duge mo ta trude day, van c6 nhu ciu
cung cép cac ing dung tri liéu méi cho cac khang thé nay.

Thuét ngit “bénh xo héa” dé cap dén mot phan tng dé 1am lanh vét thuong
khéc thuong trong d6 soi md lién két thira dugc tao ra trong ndi tang hosic mo. Su tich
tu va trAm léng cta cac ché phém ma trdn ngoai bao du thira, chéng han nhu colagen
va fibronectrin, dAn ¢én mé bi xo héa va seo héa dé cubi cing dan dén ching suy da
co quan.

Vi du vé bénh xo héa bao gbm chimg xo héa phéi, ching han nhu xo hoa phdi

tw phat va X0 nang, xo thin, xo gan, chai gan, viém xo duong mit, xo gan mat

~

=

<

guyén phat, xo hba vach ngin tim, xo héa trung thét, xo tuy nguyén phat, xo hda sau
T
L

)

1ic mac, xo khoi tién trién, xo hda toan than do thén, bénh Crohn, seo 161, nhdi mau
co tim, X0 cling bi toan thén, xo cting bi va xo khop.

Vét thuong dén dén viéc dong mau ngay 14p tirc va phan tmg dong mau véi su
tdng trudng cla chit nén ngoai bao (Extracellular Matrix - ECM) tam thoi. Su két tu

va kich hoat tiéu ciu gitip thiic ddy phan tng viém duoc dic trung béi sy gidn mach
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mau va ting d6 tinh thAm mach mau cho phép su ting luc cia céc té bao mién dich
khac nhau bao gdm neutrophil, dai thuc bao, eosinophil va cac té& bao lympho.
Neutrophil va dai thuc bio cét bd mé hoai tir ciia vét thuong 1am gidm nguy co nhiém
trung va clng véi viéc kich hoat céc té bao lympho tiét ra mot loat céc yéu td hoat
hoa tang truéng va xytokin dugc str dung dé khuéch dai hon nita phan tng viém. Cac
phan tir chéng han nhu TGF, PDGF, IL-13 hoat héa dai thuc bao va tao ra sy ting
luc, sy ting sinh va hoat héa cia nguyén bao xo & vét thuong. Kich hoat nguyén bao
x0 hodc nguyén bao xo co, dugc dic trung boi bidu hién cua actin co tron o va tiét ra
colagen va céc ché phdm ECM khéc. Kich hoat nguyén bao xo, co rut colagen luéi,
kéo cing canh ctia vét thuong dén phén trung tAm. Biéu mo va céc té bao ndi mé ting
1én va di chuyén qua ma trin tam thoi dé tai tao cac mé bi tén thuong hoan thanh viéc
chita tri vét thuong.

Chén thuong hodc thuong tén mé hoic réi loan theo qua trinh chita tri din dén

phéan tmg khong pht hop ctia vét thuong. Sy két tia qua mic va siéu lién két ngang

o>

cta colagen va ECM dién ra din dén chét c4u tao thira va 1am xo cirng m

seo & vi tri
cu tric t& bao md thong thuong.

Nguyén nhén ctia bénh xo héa c6 thé phu thudc vao co quan ndi tang hodc md
c6 lién quan dén va chua duoc biét dén trong mot sb bénh chéng han nhu xo hda phéi
tw phat (Idiopathic Pulmonary Fibrosis - IPF). Xo gan va chai gan giai doan diu Ia
két qua tir qua trinh tén thuong gan mén tinh kéo dai qua tiép xuic véi mét loat cac
yéu t bao gom yéu t§ v& moi trudng va yéu t6 in udng hodic céc tac nhan lay nhiém.
Nhiém viém gan B va viém gan C dai han c6 thé dan dén xo gan. Viéc str dung qua
nhidu @b udng ¢6 cdn ho#c ché d6 an c6 ham lugng chit béo/dudng cao duy tri lién
tuc trong mot thoi gian dai ciing ¢ thé dan dén bénh xo gan. Tuong tw nhur vay, bénh
tiéu duong c6 thé gdy tén thuong va tao seo & than din dén mét chic nang.

IPF 12 mét trong bay bénh phdi mé k& ma nguyén nhén chua duoc biét dén.
Céc yéu t6 vé moi truong ching han nhu tiép xtic véi b xa hodc céc hat bitc xa c6

thé déng vai tro 1a nguyén nhan. Nhitng nguoi hut thube 14 cling c6 thé c6 nguy co bi
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méc bénh cao. Mot khi d& duoc chuén doan 13 méc bénh, thi tudi tho ctia bénh nhan 13
rit ngin véi ty 18 séng st trung binh 13 khoang 2-5 nam.

Viée didu tri bénh xo hoa thudng bao gém thude khéng viém va thubc tc ché
mién dich nhung nhitng loai thudc nay ciing chi dem lai mot sb tac dung nhé cho
bénh nhan. Phuong phap diéu tri thiéu hidu qué gbép phan cho viéc xem xét lai IPF va
bénh xo héa néi chung, nhu 1a mdt phan tng bét thuong dé 1am lanh vét thuong va
khong phai 1a trang thai d& bi viém. Pirfenidon 13 mdt phan tir thubc nhé da duoc
chép nhén st dung dé diéu tri IPF & Nhat Ban ndm 2008 va & Chau Au nim 201 1, cod
kha ning diéu trj thong qua nhiéu co ché hoat dong. Cho dén nay, cac phuong phép
diéu tri khong tring dich va liéu phéap diéu tri khéng bing khang thé duoc chip nhan
dé cho céc chi dinh vé xo hoéa.

Do véy, hién nay c6é nhu cau vé y té chua dugc dap tng dbi voi viéc cai thién
kha ning diéu tri bénh xo hoéa. Vi du nhu, ddi vé6i IPF, ty 1€ séng sot 3 ndm la 50% va
ty 16 séng 5 nam chi 1a 20% va cin cdy ghép trong khoang 20% céc trudng hop.

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét khéng thé khang CSF-1R hodc manh lién
két cua khang thé nay bao gbém mot chudi nang, trong d6 viing bién déi ctia chudi
nang bao gdm it nhit mot CDR c6 trinh tur dugc dua ra trong SEQ ID S6:4 cho CDR-
HI, CDR ¢4 trinh tw dugc dua ra trong SEQ ID S8:5 cho CDR-H2 va CDR 6 trinh
trr duoc dua ra trong SEQ ID S4:6 cho CDR-H3, vi du nhu trong d6 CDR-HI1 14 SEQ
ID S6: 4, CDR-H2 1a SEQ ID Sé: 5 va CDR-H3 1a SEQ ID S4: 6.

Theo mot khia canh, khang thé hodc cic manh khang thé lién két theo sang ché
bao gbm mot chudi nhe trong d6 ving bién dbi ctia chudi nhe bao gdm it nhit mot
CDR c6 trinh ty duge dua ra trong SEQ ID S4:1 cho CDR-L1, CDR c6 trinh tu duogc
dua ra trong SEQ ID S6:2 cho CDR-L2 va CDR ¢6 trinh tw dugc dua ra trong SEQ
ID S6:3 cho CDR-L3, vi du nhu trong d6 CDR-L1 14 SEQ ID Sé: 1, CDR-L2 13 SEQ

ID S6: 2 va CDR-L3 1a SEQ ID S§: 3.
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Khang thé theo séng ché c6 4i luc cao cho CSF-1R, ¢6 kha ning chin lién két
clia phéi tir dén CSF-1R, khong hoat héa CSF-1R va khong gdy ra qua trinh tiép nhan
cua CSF-1R.

Sang ché ciing d& cap dén dén chudi polynucleotit, ching han nhu ADN, m3
héa khang thé hoic manh khang thé nhu duge mé t3 trong ban mo ta nay.

Sang ché ciing dé cap dén té bao chu bao gdm chudi polynucleotit.

Phuong phép biéu hién khang thé hosic manh lién két ctia khang thé nay dugc
dé xuét trong ban mo6 ta nay.

Sang ché ciing d& cép dén duoc phim bao gdm khéng thé hodc cac manh lién
két cta khéng thé nay.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit phuong phap diéu tri bao gdm viée
cung cAp mot luong khang thé c6 hitu qua diéu tri bénh, manh khang thé hodic ché
phidm nhu dugc mé ta trong ban mo ta nay.

Sang ché ciing dé cap dén khang thé, manh khang thé lién két hoic ché phim
theo sang ché dé sur dung trong diéu tri, cu thé 1a trong diéu tri bénh ung thur va/hodc
bénh xo hda.

MO t4 viin tit cic hinh vé

Sang ché duoc mo ta thém chi dé minh hoa trong céc vi du duéi day két hop
v6i céc hinh v& kém theo:

Fig.1A dén 1F thé hién trinh ty amino axit va trinh tu polynucleotit nht dinh.

Fig.2A va Fig.2B thé hién sy lién két ciia céc trinh tw nhét dinh.

Fig.3 thé hién trinh tu phan ngoai bao CSF-1R & nguoi dugc mi héa bing
chudi polynucleotit dung @ chuyén nap céc té bao va biéu hién protein trén bé mit
clia t€ bao. Céc t& bao sau d6 dimg dé gay midn dich cho dong vat chu.

Fig4 thé hién su @c ché ciia CSF-1 lién két véi véi cac t& bio THP-1 bing
khang thé Ab969.

Fig.5a thé hién su @rc ché ctia CSF-1 kich thich su séng con va su tdng sinh
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bang bach ciu don nhan nguyén phat & nguoi bang khang thé Ab969.

Fig.5b thé hién su tc ché cua IL-34 kich thich sw sdng con va su tdng sinh
bang bach ciu don nhan nguyén phét & ngudi bing khang thé Ab969.

Fig.6 thé hién su rc ché cua CSF-1 kich thich sur séng con va su tang sinh béng
bach cau don nhan nguyén phét & chudt bang khang thé Ab535.

Fig.7 thé hién mtic d6 ciia bé mit t& bao CSF-1R trén céc & bao THP-1 1 véi
b969, CSF-1 & ngudi va ddi chiing dong vi.

Fig.8 thé hién muc do tuong dbi cia bé m3t t& bao CSF-1R trén céc t& bio
THP-1 dugc diéu tri v&i b969 so véi dbi chimg déng Vi.

Fig.9 thé hién muc d6 ctia bé mit t& bao CSF-1R trén cac té bao RAW264.7
duoc @ v6i b535, CSF-1 va dbi ching ddng vi.

Fig.10 thé hién mtc do twong dbi ctia bé mit t& bao CSF-1R trén cac té bio
RAW264.7 dugc didu tri v6i b535 so v6i dbi chimg dbng vi.

Fig.11 thé hién mirc d cta qua trinh phosphoryl héa CSF-1R trén céc t& bao
HEK293F bi truyén nhiém bing CSF-R khi dugc kich thich bing CSF-1 hoic didu tri
v6i b969.

Fig.12 thé hién mutc do tiét ra MCP-1 tir bach ciu don nhan nguyén phat &
nguoi khi 0 véi b969 va véi CSF-1.

Fig.13 thé hién tac dung tc ché cta bach cdu don nhan trung gian CSF-1 con
sdng bang khang thé duoc nhan héa 969.g5 so véi chimeric Ab969.g0.

Fig.14 thé hién tac dung trc ché bach ciu don nhan trung gian CSF-1 con sbng
boi cac khang thé mé ghép da nhan héa khac nhau ciia Ab969.

Fig.15a thé hién ndng d6 cia CSF-1 trong cac mau huyét thanh duogc 14y tir khi
mdm cho6 da xir Iy véi 7 mg/kg liu tiém tinh mach don Ab969. g2.

Fig.15b thé hién ndng do ctia CSF-1 trong cac mau huyét thanh duoc 14y tir khi
mdm ché duge diéu tri véi 1,5 mg/kg liéu tiém tinh mach don Ab969.g2.

Fig.15¢ thé hién tac dung ctia viéc st dung khéng thé Ab969.g2 cho khi m&m
ché v6i ché d6 lidu 1a 7 mg/kg va 1,5 mg/kg trong luu thong trén qué trinh luu thong
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ctia bach ciu don nhan khéng cb dién & cac thoi didm khéc nhau.

Fig.16 thé hién tac dung chdng khéi u ctia khang thé Ab535 so véi khéng thé
ddi chimg, dbi ching duong tinh va chit din lam di chiing trong cac con chudt
khong 16ng suy gidm mién dich mang vt cdy ctia md hinh ciy ghép bénh ung thu va
¢ nguoi dudi da MCF-7.

Fig.17 thé hién tac dung ctia viéc chdng khéi u cua khang thé Ab535 so véi
khéng thé déi chimg, dbi chting duong tinh va chit din 1am déi chimg trong mAu ung
thu tuyén tién 1iét dtng vi tri PC-3.

Fig.18a thé hién tac dung ctia viéc diéu tri xo héa phéi do bleomyxin véi
Ab535 trén néng d6 colagen BALF so v6i dbi chimg ddng vi.

Fig.18b thé hién tic dung cua viée didu tri xo héa phdi do bleomyxin véi
Ab535 trén bénh xo héa clia mau phdi do bing s6 didm Ashcroft so véi dbi chiing
dong vi.

Fig.18c thé hién tac dung ctia viéc diéu tri xo héa phdi do bleomyxin véi
Ab535 trén ndng d6 albumin trong huyét trong so véi déi chiing d6ng vi.

Fig.18d mot s dai thuc bao trong dung dich BAL ctia chudt bi xo héa phdi do
bleomyxin dugc nghién ctru va thé hién rang viée diéu tri xo héa phdi do bleomyxin
bing Ab535 lam giam mét sé dai thuc bao trong dung dich BAL so vé&i d6i ching
déng vi d3 diéu tri trén dong vat. Dir liéu thé hién theo nghia 12 + SEM; * Biéu thj su
khac biét dang ke tir dng vi chira mubi; # biéu thi sy khéc biét dang k& tir lidu didu
tri cho chudt v6i khang thé dbi ching dong vi (p < 0,05)

Fig.19 céc hinh v& biéu thi phan tich mo bénh hoc ctia phdi tir salin dbi chiing,
belomyxin v6i d6i chimg dong vi va bleomyxin véi Ab535 diéu tri cho dong vit.

Fig.20a thé hién tac dung ctia viéc diéu tri su thiéu ADA do xo héa phéi gy ra
& chudt véi Ab335 trén nong do colagen BALF so v6i didu tri bing déi ching ddng
Vi.

Fig.20b thé hién tac dung ctia viéc diéu tri su thiéu ADA do xo héa phdi giy ra

6 chudt v6i Ab535 trén bénh xo hoéa tir mau phdi do bing sb diém Ashcroft so véi
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diéu trj bang dbi chimg ddng vi.

Fig.20c thé hién tac dung ctia viée diéu tri sw thiéu ADA do so héa phdi gay ra
& chudt voi Ab535 trén ndng do albumin trong huyét twong so vé6i didu tri bang ddi
chimg déng vi.

Fig.20d thé hién mot s dai thuc bao trong dung dich BAL ctia chudt theo mau
thiéu ADA do chiing xo héa phdi va thé hién viée didu tri su thiét ADA do so héa
phdi gdy ra & chudt véi Ab535 1am gidm mét s dai thuc bao trong dung dich BAL.

Fig.21 thé hién c4c hinh v& bidu thi phan tich m6 bénh hoc ctia phdi tir nhiing
con chudt c6 (ADA+) binh thudng va chudt b thiéu ADA bi xo hoéa phdi (ADA-), tat

ca duoc didu trj bing ddi chimg ddng vi hodc Ab535.

M6 ta chi tiét sang ché

Theo mét phuong 4n, khang thé duoc d& xuit boi sang ché c6 kha nang chin
phéi tir lién két dén CSF-1R. Viéc ngan chin & day 1a ngin chin vé mat vat ly chéng
han nhu bang c4ch hut gift cac thu thé nhung ciing s& bao gdm d& trong d6 cac khéang
thé hoic cac manh khang thé lién két epitop ma gay ra, vi du nhu su thay ddi vé hinh
dang c6 nghia 1a phdi tir ty nhién véi thu thé khong c6 lién két dai (duge dé cap dén
trong ban md t& nay 13 chat chin di 14ap thé hodc chit e ché di lap thé). Theo mét
phuong 4n, khang thé trong ban m6 ta séng ché lién két tAt ca cac ddng vi ctia CSF-
IR, vi dy véi nhiing bién thé trong ving ECD, ching han nhu V23G, A245S, H247P,
V279M va su két hop cua hai, ba hoc bén bién thé nay.

Céc thir nghiém thich hop dé x4c dinh kha nang clia khang thé nhim ngan chin
CSF-1R dugc md ta trong cac Vi du thuc hién sang ché. CSF-1 va IL-34 ¢4 hai ddu I3
phdi tir cho CSF-1R va khéang thé cua séng ché tét nhét 13 Gc ché hoat tinh cta ca
CSF-1 va IL-34 trong man chtic t& bao. Tt hon I3, khang thé theo sang ché cling
khéng géy ra hoat tinh cia CSF-1R va/hoic qué trinh tiép nhan CSF-1R. Tét hon la,
khang thé theo séng ché cling lam tan c6 chon loc lugng bach cAu don nhan khéng cb

dién in vivo.
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Céc bach ciu don nhan khong ¢ dién thuong d& cip dén cac bach ciu don
nhan c6 biéu hién CD14 thép va biéu hién CD16 cao. Sé lugng nay cua cac bach ciu
don nhan duoc cho 13 céc tién chat cia cac dai thuc bao lién quan dén khéi u.

Céc phan tt khang thé theo sang ché thich hop ¢6 4i luc lién két cao. Ai luc co
thé do duogc bang cach sir dung bét ky phuong phép thich hgp d3 biét trong linh vuc
ndy, bao gdm céc k¥ thuat ching han nhu cong hudng plasmon bé mit, vi du nhu
BIAcore, nhu dwgc mé ta trong cic vi du trong ban mé ta nay, bang cach st dung
bién phép cach ly ty nhién hogc tai tb hop CSF-1R hoic protein/polypeptit dung hop
thich hop. Theo mét vi du, 4i luc duoc do béng cach sir dung viing ngoai bao CSF-1R
tai to hop & ngudi nhur duge mo ta trong cac vi du ctia ban md ta nay. Trong mot vi
du nhu ving ngoai bao CSF-1R tai t6 hop & ngudi duge sir dung 1a mot monome.
Thich hop 12 cc phan tir khang thé theo sing ché c6 i luc lién két @& cach ly nguoi
voi CSF-1R v6i khoang 1nM hogc it hon 1nM. Theo mét phuong 4n phén tr khang
thé ctia sang ché c6 4i luc lién két véi khoang 500pM hoic thip hon. Theo mot
phuongén,ph&nn&khéngthécﬁaséngchécééihn:H&JkétVéikhoéngZSOphdhoéc
thdp hon. Theo mot phuong 4n, phan tir khéng thé clia sang ché c6 4 luc lién két
khoang v6i 200pM hoic thap hon. Theo mét phuong 4n, sang ché dé xut khang thé
khang CSF-1R c¢6 4i luc lién két véi khoang 100pM hosc thap hon. Theo mét phuong
&n, sang ché dé xuAt khang thé khang CSF-1R d3 nhan héa c6 4i luc lién két véi
khoang 100pM hosc thip hon, tt hon I3 khoang 10pM hodc thip hon, tét hon nita 13
khoang 5pM hogc thdp hon. Theo mot phuong én khéc, sang ché dé xuit khéng thé
khang CSF-1R d& nhén héa c6 &i luc lién két véi khoang 100pM hoic thip hon, tdt
hon 1a khoang 10pM hodc thap hon, t6t hon nita 13 khoang 5pM hoic thip hon.

Tri s6 s6 hoc cta 4i luc cang thép thi 4i lyc ctia khang thé hoic manh khéang thé
cho khéng nguyén cang cao.

Khang thé CSF-1R & nguoi dugc dung trong ban md ta nay dé cap dén tén
protein & ngudi CSF-1R hodc manh khang thé ¢ hoat tinh sinh hoc khéng thé cta
ching, vi du nhu dugc dua ra trong SEQ ID S6: 39 hodc ghi nhén trong UniProt theo
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s0 P07333. Tét nhién 13 duge biéu hién protein truéng thanh khéng bao gbm trinh tu
tin hiéu do phan sau duoc phan cit sau khi dich m3.

Sang ché @& xuAt khang thé cac khéng thé khang CSF-1R méi, bao gdm cac
khang thé duoc nhan héa. Khéng thé duoc tao ra tir su mién dich héa cua chudt nhét
v6i nguyén bao xo & chudt nhét chuyén nap véi vecto biéu hién vung ngoai bao cua
CSF-1R. Sang loc so bo trén bé mit cho lién két CSF-1R & ngudi cta khang thé CSF
dugc x4c dinh la khoang 1000 giéng chira khang thé 6 hoat tinh CSF-1R. Sang loc
thi cip cho khang thé c6 kha ning khang ngudi CSF-1 lién két véi CSF-1R & nguoi
da xéc dinh vé6i 88 giéng dwong tinh. Sang loc giai doan ba cho khang thé c6 kha
nang ngan chan CSF-1 phy thude vao su sdng sét cta bach cdu don nhan nguyén phat
¢ nguoi d4 xac dinh véi 18 giéng duong tinh. Ving bién ddi cta 18 giéng duong tinh
da duoc tach dong, ma dan dén viéc tach dong thanh cong cla 14 khing thé va su
biéu hién sau d6 cho rang 9 khang thé chimeric khang CSF-1R biéu hién mtrc d§ vira
di va c6 kha ning trc ché lién két cia CSF-1R. Chin khang thé nay duoc x4c dinh
trinh ty va tim thiy tit ca déu c6 trinh tu duy nhét va duoc st dung dé nghién ctu
thém.

Chin khéng thé chimeric khang CSF-1R dugc dénh gid cho hoat tinh ngan chin
phdi tir va kha nang tc ché su séng ctia bach ciu don nhan trung gian I1L-34 hoat tinh.
Bén trong sb céc khéng thé duoc wu tién dé nghién ctru thém vi chiing dugc chimg
minh 12 Grc ché hoan toan CSF-1 lién két véi va mitc d6 trc ché su séng ctia bach ciu
don nhén cao. 4 khing thé chimeric khéng CSF-1R ndy duoc kiém nghiém cho hoat
tinh clia chling trong mot sé in vitro cac thir nghiém dé danh gid i luc, su trc ché cua
lién két CSF-1, phan tmg chéo v6i khi niu, khi mdm ché va CSF-1R & ché, qua trinh
ti€p nhan CSF-1R va hoat tinh ctia CSF-1R. Bén khéng thé khang thé khang CSF-1R
cling dugc nhén héa va do ai luc ciia mo ghép duogc nhan hda. Su nhan hoéa cua hai
trong sb cac khéng thé khang CSF-1R tao ra khang thé dugc nhan héa hoan toan
(khéng ton tai gbc cho ctia chudt nhat) gbe véi 41 luc (Kp) twong duong véi khang thé

chimeric b6 me va Tm dé chi ra khéng thé ¢6 nhiét d6 én dinh pht hop. Nguoc lai,
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hai khéng thé khang CSF-1R d4 nhan hoa khac ¢6 4i luc gidm cho CSF-1R, lién quan
dén khéng thé chimeric, va Tm thdp hon. Vi thé, chi mb ghép d& nhin héa hoan toan
clia hai trong sd cac khéng thé dé duy tri 4i luc duoc biéu hién & quy m6 1én hon dé
phén tich thém.

Viéc phén tich thém cic m6 ghép d3 nhan héa hoan toan md ghép da nhin hoa
ctia hai khang thé dugc tién hanh va nghién ctu rc ché MCP-1, trong d6 sur trc ché
cua CSF-1R bao hiéu béng khang thé chin lién két CSF-1 khién mirc d6 tiét ra MCP-
1 giam. Thir nghiém nay da bt ngd cho thdy mo ghép d4 nhan hdéa hoan toan thé hién
hoat tinh gidm so véi khang thé chimeric. Mot loat cac thi nghiém trén mét hoidc
nhiéu khéng thé yu tién, da chi dinh Ab969, duoc tién hanh d tiét 16 xem tai sao md
ghép da nhén hoéa hoan toan hoat tinh c6 hoat tinh giam. Mot s6 mo ghép d4 nhin héa
trung gian ctia Ab969 duoc tao ra va kiém nghiém trong thir nghiém tc ché MCP-1.
Diéu da duoc nhan thdy 13 cic mo ghép bao gdm gbc cho cta chudi nhe bién dbi Y71
thé hién hoat tinh trong thit nghiém e ché MCP-1 ¢6 thé so sanh v6i hoat tinh cta
chimeric Ab969. Piéu da dugc gia thuyét 1a su khac biét vé hoat tinh clia cac mé
ghép khang thé khac nhau trong thir nghiém ttc ché MCP-1 do su thay ddi trong tbc
d6 ghép ciia khang thé h (giam K,) so v6i Ab969.

Viéc so sénh két qua phan tich v tinh én dinh nhiét ciia Ab969 véi céc khang
thé khéng CSF-1R khic nhau, vi du nhu khang thé khang CSF-1R Ab970, cho thiy 1a
Ab969 c6 thé on dinh hon.

Viéc phan tich sinh hoc thém d6i v6i cac mo ghép da nhan hoa ctia Ab969 cho
thdy rang mot sb mo ghép két tiia khi khang thé dugc ¢ dic. Didu duogc thé hién 13 sy
thé cua géc lizin & vi tri 38 trong chudi nhe, vi du glutamin, d&n dén d6 én dinh vat ly
dugc cai thién.

Theo d6, md ghép khang thé cua Ab969, ADb969.g2 (cling dugc goi 1a Ab969),
dugc chon loc cho in vitro c4c nghién ctru thém vé dic tinh. Ngoai loi thé vé 4i luc
lién két manh dén CSF-1R, thi nhiét d6 én dinh 16n va d6 én dinh vt ly ctia khéng

thé 16n chiing minh duoc su Ge ché tét cua hoat tinh bach ciu don nhan phu thude IL-
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34 va cling duoc thiy 13 c6 kha nang lién két cac bién thd SNP cta CSF-1R.
Ab969.22 cling dugc sir dung cho phan tich danh diu dugc luc hoc & khi m&m ché da
dé cap dén dé lién két CSF-1R, chin lién két CSF-1 va 1am tan ¢6 chon loc s luong
bach ciu don nhan khong ¢b dién & khi mdm ché in vivo, 14 c4c té bao tién than cia
céc dai thuc bao lién quan dén khéi u.

Do viy, theo mdt phuong 4n, sing ché tao ra mot khang thé bao gdm mét
chudi ning va/ hoic mot chudi nhe, trong d6 chudi ning va/hodc chudi nhe bao gdm
it nhat mot CDR dugc din xuét tir khang thé khing CSF-1R 969.2.

Ab969.2 1a mét phan tir IgG4 d4 nhan héa c6 d6 dai hoan chinh; chudi nhe bao
gdm mot chudi kappa & ngudi trong ving hing dinh (Km3 alotyp) va chudi ning bao
gbm chudi ning gamma-4 & ngudi trong ving hing dinh véi khép ndi 6n dinh dot
bién S241P (Angal va cong su, 1993). Kiéu ddng phan héa DG tiém ning ¢ trong
ving bién ddi ctia chudi nhe & vi tri két nbi cia CDR-L2 va céu triic cia CDR-L2.
Trinh ty cta cac chubi niang va chudi nhe trong khang thé ddy dii Ab969.2 dugc dua
ra trong SEQ ID S§: 27 va 19.

Géc trong ving bién ddi cua khéng thé duoc danh sb theo quy udc cua hé
théng dugc tao ra boi Kabat va cong su, 1987. Hé théng nay duogc dua ra bdi Kabat
va cOng sy, 1987, trong tai liéu “Sequences of Protein of Immunological Interest”,
US Department of Health vA Human Services, NIH, USA (duéi day goi 1a “Kabat va
cong su (d& cap trén day)”). Hé théng danh sb nay dugc st dung trong ban mod ta nay
trir khi dugc quy dinh khéc di.

Céc ky hiéu gbc Kabat luén khong tuong ting truc tiép véi cach danh sb tuyén
tinh ctia gdc axit amin. Trinh tu axit amin tuyén tinh trong thuc t€ ¢6 thé chta it hon
hodc bd sung thém axit min trong phuong phap danh sb Kabat nghiém ngat tuong
ing voi vige rat bét, hodc chén vao, hop phan cu tao, bt ké 13 trong cAu tric hay
trong ving quyét dinh bd ciu (Complementarity Determining Region - CDR), cla
cu tric ving bién d6i co ban. Viéc danh sé Kabat chinh xéc cho céc gbe ¢6 thé duoc

xac dinh cho khang thé bang cach sap xép céc gde co tinh ddng déng trong trinh tur
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cuia khéng thé véi trinh ty d4nh sé Kabat “tiéu chuin”.

Cac CDR ciia chudi nhe trong ving bién dbi duogc b tri & cac gbe 31-35
(CDR-H1), céc gbe 50-65 (CDR-H2) va céc gbc 95-102 (CDR-H3) theo hé théng
danh sb Kabat. Tuy nhién, theo Chothia (Chothia, C. va Lesk, A.M., J. Mol. Biol.,
196, 901-917 (1987)), vong ghép kin twong duwong véi CDR-H1 kéo dai tir gbc 26
dén gbc 32. Do vay trir khi c6 quy dinh khéc di, ‘CDR-H1’ duoc ding trong ban mo
ta nay nhim muc dich tham khao géc 26 dén 35, nhu duge mé ta trong su két hop cta
hé thong danh sé Kabat vi dinh nghia vong t6pd cuia Chothia.

Céc CDR cua chudi nhe trong ving bién déi dugc bd tri & cac gbc 24-34
(CDR-L1), cac goc 50-56 (CDR-L2) va céc gbc 89-97 (CDR-L3) theo hé thdng danh
s6 Kabat.

Khéng thé dé sir dung trong sang ché c6 thé thu dugc bang céch sir dung bt ky
phuong phép thich hop d3 biét trong linh vuc nay. Polypeptit/protein CSF-1R bao
g0m céc protein dung hop, céc t& bao (t4i t3 hop hoic mét céch tu nhién) biéu hién
polypeptit c6 thé duogc sir dung dé tao ra khang thé dé dic biét phat hién ra CSF-1R.
Plypeptit c6 thé 1a polypeptit “truéng thanh” hodc manh hoat tinh sinh hoc hodc din
xuét hoat tinh sinh hoc cta ching. Protein & ngudi duge ghi nhan trong UniProt theo
s6 P07333.

Céc polypeptit, st dung dé giy mién dich cho vat chy, c6 thé duoc didu ché
bang nhiing quy trinh d3 biét trong linh vuc nay tlr cc té bao chu di duoc didu tri gen
bao gdm viéc biéu hién céc hé théng hozic ¢6 thé dugc thu hdi tir ngudn sinh hoc tu
nhién. Theo sing ché, thudt ngit “polypeptit” bao gdém céc peptit, polypeptit va
protein. Cac thudt nglt nay st dung dé thé cho nhau trr khi ¢6 quy dinh khéc.
Polypeptit CSF-1R trong mot s6 trudng hop c6 thé 1a mot phin chudi protein 16n hon
chang han nhu protein dung hop, vi du nhu, dugce dung hop vao thé 4i luc hosc dang
tuong tu.

Khéng thé dugc tao ra dé chdng lai polypeptit CSF-1R c6 thé thu duoc, trong

d6 tao mién dich cho dong vat 1 cin thiét, bang céch st dung polypeptit cho dong
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vat, t6t hon 14 cho dong vat khong phai 1a nguoi, biang céch st dung céc quy trinh d3
biét hodc théng thudng, xem, vi du nhu, tai liéu Handbook of Experimental
Immunology, D. M. Weir (t4i ban), T4p 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford,
England, 1986). Bong vt mau néng, chéng han nhu thd, chudt, chuét nhit, clry, bo,
lac da hodc lgn c6 thé duge gdy mién dich. Tuy nhién, chudt, tho, lon va chudt nhét
thudng 12 thich hop nhét.

Khang thé don bao c6 thé duoc diéu ché bing phuong phép bt ky da biét trong
linh vuc nay chéng han nhu k¥ thuit hybridoma (Kohler & Milstein, 1975, Nature,
256:495-497), k¥ thuét trioma, k¥ thuat hybridoma té bao B & nguoi (Kozbor va cong
su, 1983, Immunology Today, 4:72) va k¥ thuat hybridoma EBV (Cole va cong su,
1985, Monoclonal Antibodies va Cancer Therapy, pp77-96, Alan R Liss, Inc.).

Khang thé ciing c6 thé dugc tao ra bang cach st dung phuong phép khang thé
don bao lympho bang cach tach dong v biéu hién CDNA trong ving bién dbi cta
globulin mién dich d tao ra tir cac t& bao don bao lympho chon dé san xuét khang thé
ddc hiéu bang, Vi du nhu, céc phuong phap dd mé ta trong Babcook, J. va cong su,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-7848; W092/02551; WO04/051268 va
Cong b Pon qubc té s6 W004/106377.

Viéc sang loc khang thé c6 thé duge thuc hién bing céch si dung céc thu
nghiém dé do d6 lién két v6i CSE-1R & ngudi va/hodc cc thir nghiém dé do kha
ning chan phéi tir lién két véi thu thé. Cac vi du v& céc thi nghiém thich hop duoc
md ta trong phén vi du thuc hién sang ché.

Nbi dung cu thé & ddy nhdm dé cdp dén khang thé chi cong nhan khang nguyén
ma n6 la dic hiéu hodc mot khang thé c6 4i luc lién két cao hon déng ké dén khang
nguyén ma né 1a dic hiéu so véi lién két dén cac khéang nguyén khong phai 13 dic
hiéu vi du 4i luc lién két cao hon it nhit it nhit 5,6,7,8,9,10 lan.

Trinh ty axit amin va trinh ty polynucleotit ciia mot sb khang thé theo sang ché
dé cap dén trén Fig.1 va Fig.2.

Theo mdt khia canh ctia sang ché, khang thé 13 khang thé khang CSF-1R hodc
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ménh lién két ctia khang thé nay bao gdm mot chudi ning, trong d6 ving bién ddi cua
chudi ning bao g0m it nhét mdt CDR c¢6 trinh ty duoc dua ra trong SEQ ID S: 4 cho
CDR-HI, CDR c6 trinh tu dugc dua ra trong SEQ ID S§:5 cho CDR-H2 va CDR ¢4
trinh tu dugc dua ra trong SEQ ID S8:6 cho CDR-H3. Tét hon 13, ving bién dbi
chudi nang bao g@)ln trinh tu dugce dua ra trong SEQ ID Sé: 4 cho CDR-HI, trinh tu
duoc dua ra trong SEQ ID S8:5 cho CDR-H2 va trinh tu dugc dua ra trong SEQ ID
S6:6 cho CDR-H3.

Trong khia canh thir hai ctia sing ché, khang thé 13 khang thé khang CSF-1R
hodc ménh lién két ctia khang thé nay, bao gdm mot chudi nhe, trong d6 ving bién
ddi ctia chudi nhe bao gdm it nhit moét CDR c6 trinh tu duoc dua ra trong SEQ ID
S6: 1 cho CDR-L1, CDR c6 trinh ty duge dwa ra trong SEQ ID S4:2 cho CDR-L2 va
CDR c6 trinh ty dugc dua ra trong SEQ ID S4:3 cho CDR-L3. Tét hon 13, viing bién
ddi cta chudi nhe bao gbm trinh tu duoc dua ra trong SEQ ID S4:1 cho CDR-HI,
trinh tu duoc dua ra trong SEQ ID S4:2 cho CDR-H2 va trinh tu duogc dua ra trong
SEQ ID S4:3 cho CDR-H3.

TheOIthphuongén,khéngthécﬁaséngchélékhéngthékhéng(ZSFéH{hoéc
manh lién két cua khéng thé nay bao gdm mét chudi nang d néu trén va con bao gdbm
mot chudi nhe trong d6 ving bién dbi cua chudi nhe bao gém it nhét mot CDR ¢é
trinh ty duoc dua ra trong SEQ ID Sé: 1 cho CDR-L1, CDR c6 trinh tu dugc dua ra
trong SEQ ID S6:2 cho CDR-L2 va CDR ¢6 trinh tur dugc dua ra trong SEQ ID S4:3
cho CDR-L3. Tét hon 13, viing bién ddi ctia chudi nhe bao gém trinh tu dugc dua ra
trong SEQ ID S6:1 cho CDR-LI1, trinh tur duge dua ra trong SEQ ID S8:2 cho CDR-
L2 va trinh ty dugc dua ra trong SEQ ID S8:3 cho CDR-LS3.

Theo mét phuong én, it nhit mét axit amin dugc thay bang véi phép thé bao
toan mdt hozc nhiéu CDR duoc chon tir nhém gbm riéng:

bat ky mét trong sé CDR-HI, CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2, CDR-
L3;

bat ky mét trong s6 céc t5 hop CDR-HI1 va H2, CDR-HI va H3, CDR-HI va
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L1, CDR-HI va L2, CDR-HI va L3, CDR-H2 va H3, CDR-H2 va L1, CDR-

H2 va L2, CDR-H2 va L3, CDR-H3 va L1, CDR-H3 va L2, CDR-H3 va L3,

CDR-L1vaL2, CDR-L1 vaL3, CDR-L2 vaL3;

CDR-H1, H2 va H3, CDR-H1, H2 va L1, CDR-H1, H2 va L2, CDR-H1, H2 v3

L3, CDR-H2, H3 va L1, CDR-H2, H3 va L2, CDR-H2, H3 va L3, CDR-H3,

L1vaL2, CDR-H3,L1 vaL3, CDR-L1,L2, L3;

bét ky mot trong s6 cac t6 hop CDR-HI, H2, H3 va L1, CDR-HI, H2, H3 vi

L2, CDR-HI, H2, H3 va L3, CDR-H2, H3, L1 va L2, CDR-H2, H3, L2 va L3,

CDR-H3, L1, L2 va L3, CDR-L1, L2, L3 va H1, CDR-L1, L2, L3 va H2,

CDR-L1,L2, L3 vaH3, CDR-L2, L3, H1 va H2,

CDR-HI, H2, H3, L1 va L2, CDR-HI, H2, H3, L1 va L3, CDR-HI1, H2, H3,

L2 val3, CDR-L1, L2, L3, H1 va H2, CDR-L1, L2, L3, H1 va H3, CDR-L1,

L2,13, H2 va H3; va

t hop CDR-H1, H2, H3, L1, 1.2 va L3.

Theo mét phuong 4n, ving cta chudi ning dugc bdc 16 trong ban mo ta nay
bao gdm trinh tw véi 1, 2, 3 hogc 4 phén thé axit amin bao toan, vi du nhu trong dé
c4c phan thé 1 nim trong cAu tric.

Theo mdt phuong 4n, ciu triic cia chudi nang trong ving bién déi bao gdm 1,
2, 3, hodc 4 axit amin trong d6 dugc chén, khuyét, thé hodc su két hop ctia chung.
Theo mdt phuong 4n, axit amin thé turong Gng véi axit amin tir khéng thé thé cho.

Theo mét phuong 4n, ving bién dbi cua chudi nhe dugc bdc 10 trong ban mo6 ta
nay bao gdm trinh tu véi 1, 2, 3 hogc 4 phan thé axit amin bao toan, vi du nhu trong
d6 cac phan thé 1 ndm trong cu tric.

Theo mét phuong 4n, ciu tric cia chudi nhe trong viing bién ddi bao gdm 1, 2,
3 hodc 4 axit amin dugc chén, x6a, thé hodc su két hop ctia chiing. Theo mét phwong
&n, amino dugc thé 13 axit amin tuong Ung tr khang thé cho.

Theo mot khia canh cta sing ché, sang ché dé xuAt khang thé khang CSF-1R

hodc manh lién két ctia khang thé nay, trong d6 ving bién dbi ctia chudi nang bao
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gom ba CDR va trinh ty ciia CDR-HI tuong ddng hodic twong tur it nh&t 60%, 70%,
80%, 90% hodc 95% so voi trinh tu dugc dua ra trong SEQ ID S6:4, trinh tu clua
CDR-H2 tuong dong hogc tuong tu it nhit 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% so véi
trinh tu dugce dua ra trong SEQ ID S6:5 va trinh tu cua CDR-H-3 tuong dé)ng hodc
tuong tu it nhat 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% so véi véi trinh tu dugc dua ra trong
SEQ ID S6:6. Tét hon 13, khang thé khang CSF-1R hosic manh lién két clia khéng thé
nay, cdn bao gdm mot chudi nhe, trong d6 ving bién ddi ciia chudi nhe bao gbm ba
CDR va trinh ty ctia CDR-L1 tuong ddng hodc twong tu it nhit 60%, 70%, 80%, 90%
hodc 95% so vé6i trinh tu duge dua ra trong SEQ ID Sé:1, trinh tu cia CDR-L2 tuong
déng hodc tuong tu it nhat 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% so véi trinh tu dugc dua
ra trong SEQ ID S4:2 va trinh tu cia CDR-L3 tuong déng hoic twong tu it nhit 60%
so v6i trinh ty dugc dwa ra trong SEQ ID S6:3.

Theo mét phuong 4n, ving bién ddi duoc d& xuét tuong ddng hodc tuong tu it
nhat 60%, 70%, 80%, 90% hoc 95% so véi trinh tu ving bién ddi dwoc d cp trong
ban mo ta. Theo mdt phwong 4n, sang ché dé xut khang thé khang CSF-1R dé canh
tranh vé6i lién két chia khang thé hodic manh khéng thé ctia sang ché déi véi lien két
cho thu thé CSF-1R, t6t hon 13, ving ngoai bao ctia thu thé CSF-1R, dédc biét la thu
thé CSF-1R ctia SEQ ID $6:35, 36, 37, 38 va/hodc 39 hodic trinh tu trong muc dit liéu
UniProt P07333, cu thé 13 ving ngoai bao cia thu thd CSF-1R ciia SEQ ID Sé: 36
hodc 498 axit amin clia ving ngoai bao boc 16 trong muc dit li€u UniProt P07333
(axit amin 20 dén axit amin 517 cta P07333).

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuAt khéng thé khang CSF-1R chan chéo
lién két ctia khang thé bao gdm 6 CDR duoc dua ra trong trinh tu SEQ ID Sé:1 cho
CDR-L1, SEQ ID S6:2 cho CDR-L2, SEQ ID Sé:3 cho CDR-L3, SEQ ID Sé:4 cho
CDR-H1, SEQ ID S6:5 cho CDR-H2 va SEQ ID S4:6 cho CDR-H3, vi du nhu véi 4
luc 100pM hoic it hon, cu thé 1a trong d6 viéc chin ngang 14 di lap thé.

Theo mot phuong 4n khéc, séng ché d& xuét khang thé khang CSF-1R hoic

manh lién két ctia khang thé ndy e ché hoic chdng l4n véi lién két ctia CSF-1
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va/hogc IL-34 dén ving ngoai bao ctia thu thé CSF-1R.

Theo mt phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé khang CSF-1R dé chén chéo
lién két ctia khang thé bao gdém 6 CDR duoc dua ra trong trinh tu SEQ ID Sé:1 cho
CDR-L1, SEQ ID S6:2 cho CDR-L2, SEQ ID Sé:3 cho CDR-L3, SEQ ID Sé:4 cho
CDR-H1, SEQ ID S6:5 cho CDR-H2 va SEQ ID $4:6 cho CDR-H3, vi du véi 4i luc
100pM hodc it hon, cu thé trong d6 khéng thé chan chéo lién két bang céch lién két
epitop tuong ddng nhu khang thé ma né chan.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét khéng thé hosic manh lién két cia khéng
thé nay, trong d6 gbc dau C ctia trinh tw khéng thé dugc phan cét, vi du gbc dau C coa
mot trinh tu cfa chudi ning, vi du nhu dau lyzin. Theo mot phuong 4n, axit amin
duoc phan cit tir mot trinh ty dugc dé cap trong ban mo ta. Nhin chung, mic d§ phan
cit gay ra boi nhitng bién déi sau dich m& cua cac khéng thé dugc bidu hién hoic
manh khang thé lién két.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuAt khang thé khang CSF-1R cua bét ky
phuong 4n nao trong s cac phuong 4n trén hodc dudi day, trong d6 dau lyzin C cta
trinh tu chudi ning da dé cap dén trong SEQ ID Sé: 27 hoic SEQ ID Sé: 29 dang
thiéu hoac khuyét. Lyzin dau C bi thiéu hoic khuyét, vi du nhu & vi tr 453 cta SEQ
ID Sé: 27 hoic vi tri 472 ctia SEQ ID S6: 30 c6 thé x&y ra, vi du qua biéu hién cua
khang thé khang CSF-1R trong hé théng biéu hién ma khong can mé héa du lyzin.
Theo Iua chon, viéc khuyé't géc dau C, chéng han nhu lyzin, ¢6 thé bi anh huédng nhu
mdt bién ddi sau dich ma.

Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc cdc manh khang thé lién két theo sang
ché duoc nhan héa.

Nhu duge sir dung trong ban md ta nay, thuét ngit “khang thé duoc nhan héa”
dé cép dén khang thé hogc phan tir khang thé trong d6 chubi nang va‘hozc chudi nhe
c¢6 chira mot hodc nhiéu CDR (bao gé)m, néu mudn, mot hozic nhiéu CDR bién déi) tur
khéng thé thé cho (vi du nhu trong khang thé don bao cia chudt) ghép vao trong

chuoi ndng va/hodc chuoi nhe trong cau tric ving bién dbi ctia chit nhan khang thé
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(vi du nhu trong khéng thé ctia ngudi) (xem, vi du nhu, tai liéu US 5,585,089;
W091/09967). Pé kiém nghiém lai, xem tai liéu cua Vaughan va cdng su, Nature
Biotechnology, 16, 535-539, 1998. Theo mdt phuong 4n thay cho toan by CDR dang
dwoc chuyén dén, chi mdt hodc nhiéu gbc d3 x4c minh c6 tinh dic hiéu tir bat ky mot
trong cac CDR d3 mé ta trén day duoc chuyén dén cAu tric khéng thé & ngudi (xem,
vi du nhu, tai liéu cta nhu, tai liéu cia Kashmiri va cong sy, 2005, Methods, 36:25-
34). Theo mét phuong 4n chi gbc d4 x4c minh c¢6 tinh dac hiéu tir mot hoic nhiéu
CDR d3 mb ta trén day duoc chuyén dén ciu tric khang thé & ngudi. Theo mot
phuong 4n, chi gdc d4 x4c minh cé tinh dc hiéu tir mbéi CDR d3 mo t4 trén day duoc
chuyén dén dén ciu tric khang thé & nguoi. Khi CDR hoiic gbc di x4c minh c6 tinh
dic hiéu duge ghép ndi, bat ky trinh tu trong cAu trac ving bién ddi ctia chét nhén cé
thé duoc st dung lién quan dén nhém/loai khéng thé thé cho tir CDR c6 ngudn gbc,
bao gbm tir chudt, dong vat linh trudng va cc ving ciu tric & ngudi.

Thich hop 13, khang thé dugc nhan héa theo sang ché c6 ving bién ddi bao
gdm chét nhan & ngudi trong ving ciu tric cling nhu mot hodc nhiéu CDR d3 tao ra
cu thé trong ban mé ta ndy. Do vay, theo mdt phuong 4n, khang thé duoc nhan héa
lién két CSF-1R & ngudi trong d6 ving bién déi bao gdm chit nhan & nguoi trong
viing cAu triic va CDR thé cho khong phai tir ngudi CDR.

Vi du vé cac ciu tric & ngudi c6 thé duoc st dung trong sang ché 1a KOL,
NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY va POM (Kabat va cong su, dé cap trén day). Vi
du nhu, KOL va NEWM c6 thé dugc sit dung cho chudi ning, REI ¢6 thé duoc sir
dung cho chudi nhe va EU, LAY va POM c6 thé dugc st dung cho ca chubi nang va
chubi nhe. Theo lua chon, c6 thé sur dung trinh tur dong tinh & ngudi, nhu duge thé

hién tai: http://vbaza.mrc-cpe.cam.ac.uk/.

O khang thé duge nhin héa theo sang ché, chudi ndng va chuoi nhe trong chat
nhan khéng nhat thiét can phai c6 ngudn goc tir khang thé twong dong nhau va c6 thé,
néu muon, bao gbm céc chudi tong hop c6 cac ving cau tric ¢é ngudn goc cac chudi

khac nhau.
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Theo mét phuong 4n, cAu tric & ngudi bao gdm 1, 2, 3, hogc 4 phan thé, bd
sung hoic khuyét axit amin, vi du nhu 1, 2, 3 hoic 4 phén thé axit amin bao toan hoidc
phén thé cia céc gbc cho.

Theo mét phuong an, trinh ty duoc str dung nhu mét clu tric & nguoi tuong tu
hodc tuong déng 80%, 85%, 90%, 95% hoic hon thé so véi trinh tr dugc dé cap
trong ban mo ta.

Ving ciu tric thich hop cho chudi ning ciia khang thé dwoc nhan héa theo
séng ché nhw vy dan xuit tur phén nhém VH2 & nguoi véi trinh ty 3-1 2-70 & ving
JH3 J (SEQ ID Sé: 33).

Do vy, theo mdt vi du, sang ché d& xuit khéng thé dwoc nhan héa bao gbm
trinh tu dugce dua ra trong SEQ ID Sé: 4 cho CDR-HI, trinh ty dugc dua ra trong
SEQ ID S6: 5 cho CDR-H2 va trinh ty duoc dua ra trong SEQ ID Sé: 6 cho CDR-
H3, trong d6 viing ciu truc chudi néang dugc dua ra tir phdn nhém VH3 & ngudi véi
trinh ty 1-3 3-07 cung ving JH4.

Theo mét vi du, ving bién ddi cta chudi ning trong khang thé bao gdm trinh
tu dugc dua ra trong SEQ ID Sé: 23.

Ving céu trac thich hop cho chudi nhe ctia khang thé duoc nhan héa theo sang
ché nhu vy dan xuét tir phén nhém dong tinh & nguoi VK1 2-1-(1) O12 cing ving
JK4 J (SEQID Sé: 31).

Do vay, theo mot vi dy, sang ché d& xudt khang thé duogc nhan hoéa bao gbm
trinh tu duge dua ra trong SEQ ID S&: 1 cho CDR-L1, trinh tu dugc dua ra trong
SEQ ID S0: 2 cho CDR-L2 va trinh ty dugc dua ra trong SEQ ID S4: 3 cho CDR-L3,
trong d6 ving ciu tric chudi nhe duoc dua ra tir phan nhém VK1 2-1-(1) 012 &
ngudi cung vung JK4 J.

Theo mdt vi du, ving bién ddi cta chudi nhe cua khang thé bao gbm trinh tu
dugc dua ra trong SEQ ID Sé: 15.

Trong mdt khang thé duoc nhan hoéa cta séng ché, céc ving cAu tric khong can

phai c6 trinh ty tuong déng nhau chinh xé4c clia khéng thé cho thu thé. Vi du nhu, gbe
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khong binh thudng c6 thé duoc thay ddi gbc xay ra thuong xuyén hon dbi v6i nhém
ho#c loai chudi cia chit nhan. Theo lua chon, géc da chon trong ving cAu tric cla
chit nhan c6 thé duoc thay ddi sao cho twong ing véi gbc di tim thiy & vi tri tuong
ddng nhau trong khéng thé thé cho (xem tai liéu ctia Reichmann v cOng su, 1998,
Nature, 332:323-324). Nhung thay d6i nay nén duogc gitt & mic can thiét t8i thidu dé
khéi phuc 4i lyc trong khang thé thé cho. Quy chuin dé lva chon géc trong ving cdu
tric ciia chat nhan géc c6 thé can thay dbi duoc dua ra trong tai liéu W091/09967.

Do viy, theo mdt vi du, sang ché d& xuét khang thé dugc nhan hoa, trong d6
gdc it nhit & vi trf 78 cla ving bién ddi cia chudi ning (kiéu danh s Kabat) 1a gbe
cho. Theo mét phuong 4n, gbc 78 ciia ving bién ddi ctia chudi ning duoc thay bing
alanin.

Géc cho duge diing trong ban mé ta ndy d& cip dén dang gbc cia khéang thé
khong phai & nguoi (vi du nhu khéng thé ctia chudt) d3 cho cac CDR.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xut khéng thé dwoc nhan héa trong d6 ving
bién dbi cia chudi ning khong gdc chira bat ky gbe cho nao.

Do vy, theo mot vi du, sang ché d& xuét khang thé dwgc nhan héa, trong do it
nhét mot géc ¢ vi tri 38, 71 va 87 clia ving bién ddi cua chudi nhe (kiéu dénh sb
Kabat) 1a gbc cho. Theo mot phuong 4n, mot trong gbc chon ra tir gbe & vi tri 38, 71
va 87 thudc ving bién ddi ctia chudi nhe (kiéu d4nh sb Kabat) 1a géc cho. Theo mot
phuong 4n, hai trong s6 gbc chon ra tir gbc & vi tri 38, 71 va 87, vi du nhu 38 va 71;
hodc 38 va 87; hodc 71 va 87, thuéc ving bién ddi cta chudi nhe (kiéu danh sb
Kabat) 12 gc cho. Theo mot phuong 4n, ba gdc & vi trf 38, 71 va 87 thude ving bién
d6i ctia chudi nhe (kiéu danh sé Kabat) 1 gbc cho,

Theo modt phuong 4n, gbc 38 trong ving bién dbi cua chudi nhe dugc thay
bang lyzin. Theo mdt phuong 4n khac, gbc 38 trong ving bién dbi cua chudi nhe
duoc thay bing glutamin.

Theo mdt phuong 4n, gbc 71 trong ving bién dbi ctia chudi nhe dugc thay

bang tyrosin.
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Theo mdt phuong 4n, gbc 87 trong ving bién dbi cta chudi nhe dugc thay
bang phenylalanin.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé dwoc nhan héa trong do6 chi
gbe 71 trong ving bién ddi cua chudi nhe 1& mdt ngudi cho gde, tbt hon 1a, tyrosin.

Theo mdt phuong 4n cu thé, sang ché dé xuit khang thé khang CSF-1R hoic
manh lién két cua khang thé nay c6 chudi ning bao gém ving bién ddi cua trinh tu
chudi ning da dé cap dén trong SEQ ID S§: 23 va chudi nhe bao gbm ving bién ddi
cla trinh tur chudi nhe da dé cap dén trong SEQ ID S4: 15.

Theo mot khia canh khac cla sang ché, khang thé khang CSF-1R ho#c manh
lién két ciia khang thé ndy tao ra lién két CSF-1R, tbt hon 12 vung ngoai bao ctia CSF-
1R, t6t nhét 13, vung ngoai bao ctia CSF-1R & ngudi, trong d6 khang thé hoic méanh
khéng thé lién két bao gdm ving bién ddi ctia chudi nhe ctia SEQ ID Sé: 15 va ving
bién dbi ctia chudi ning ctia SEQ ID S4: 23, tét hon I3, trong d6 khang thé hoic manh
lién két ciia khang thé nay 12 mot khang thé don bao, 13 mot khang thé dang IgG1-
IgG2-, IgG4, 1a mdt Fab, Fab bién dbi, Fab’, Fab’ bién ddi, F(ab’),, Fv, khang thé
ving don (vi du nhu trong VH hodc VL hosic VHH), scFv, khang thé héa tri hai, hoa
tri ba ho#c hoa tri bon, Bis-scFv, dang tb hop diabody, triabody hodc tetrabody.

Theo mét phuong 4n, sang ché tao ra mot trinh tu khang thé tuong tu hoic
tuong déng 80% so voéi trinh tu duge dé cap trong ban mo ta nay, vi du nhu 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98% hoic 99% so v&i mot phan hodc
toan b trinh tw lién quan. Theo mdt phuong 4n, trinh tu c6 lién quan 1a SEQ ID Sé:
15. Theo mét phuong an, trinh ty ¢6 lién quan 13 SEQ ID S4: 23.

“Tuong dong", nhu duoc st dung trong ban mo ta ndy, nghia 1a & bat ky vi tri
cu thé nao trong chudi lién két, c6 gbc axit amin 13 tuong ddng nhau gifta cac trinh tu.
"Tuong tu", nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, chi ra réng, & bt ky vi trf cu thé
ndo trong chudi lién két, c6 géc axit amin thudc loai twong tu nhau gifta cac trinh ty.
Vi du nhu, leucin c6 thé duoc thé cho isoleucin hodc valin. Axit amin khic ma c6 thé

thuong duoc thé cho mot axit khéc bao gom nhung khong giéi han 6:
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- phenylalanin, tyrosin va tryptophan (axit amin c6 chudi bén thom);

- lyzin, arginin va histidin (axit amin c¢6 chudi bén bazo);

- aspartat va glutamat (axit amin c6 chudi bén axit);

- asparagin va glutamin (axit amin c¢6 chudi bén amid); va

- Xystein va methionin (axit amin c¢6 chudi bén chira sunphua). P9 tuong ddng
va tuong tr c6 thé d& dang tinh dugc (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M.,
ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing. Informatics va
Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A.M., and Griffin, A.M., va Griffin, H.G.,
tai ban, Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology,
von Heinje, G., Academic Press, 1987, Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. va
Devereux, J., tai ban, M Stockton Press, New York, 1991, phén mém BLASTT™ sin
co tr NCBI (Altschul, S.F. va cong su, 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410; Gish, W. &
Stats, D.J. 1993, Nature Genet. 3:266-272. Madden, T.L. va cong su, 1996, Meth.
Enzymol. 266:131-141; Altschul, S.F. va cdng su, 1997, Axit nucleicRes. 25:3389-
3402; Zhang, J. & Madden, T.L. 1997, Genome Res. 7:649-656).

Céc phan tir khang thé ctia sang ché c6 thé bao gbm mét phan tir khang thé day
dt 6 chibu dai chudi ning va chubi nhe hoan chinh hodc manh lién két ctia khéang thé
ndy va cé thé, nhung khéng gidi han Fab, Fab bién dbi, Fab’, Fab’ bién doi, F(ab’),,
Fv, khang thé ving don (vi du nhu trong VH hodc VL hodc VHH), scFv, khang thé
héa tri hai, hda tri ba hosc hoéa tri bdn, Bis-scFv, céc dang tb hop diabody, triabody,
tetrabody va cdc manh khang thé lién két epitop ctia bt ky chét & trén (xem, vi du
nhu, tai liéu ciia Holliger va Hudson, 2005, Nature Biotech. 23(9):1126-1136; Adair
va Lawson, 2005, Drug Design Reviews - Onlin 2(3), 209-217). Céc phuong phap dé
tao ra va san xuit cidc manh khéang thé da biét trong linh vuc nay (xem, vi du nhu, tai
li€u cua Verma va cong sy, 1998, Journal of Immunological Methods, 216:165-181).
Céc manh khang thé khac st dung trong séng ché bao gém cac manh khang thé Fab
va Fab’ dd m6 ta trong Cong b6 don sang ché qubc t& W005/003169, W0O05/003170
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va WO05/003171. Khang thé da hoa tri c6 thé gém nhiéu dic tinh, vi du nhu dac hiéu
kép hodc c6 thé dugc ddc hiéu don (xem, vi du nhu, tai liéu cua W092/22853,
WO05/113605, W02009/040562 va W02010/035012).

Ménh khéng thé lién két ciia mot khang thé ding trong ban mé ta nay dé cép
dén manh khéng thé c6 kha nang lién két khang nguyén véi 4i luc dé bidu hién dac
diém ctia manh khang thé 13 riéng biét cho khang nguyén.

Theo mét phuong 4n, khang thé trong mé ta sang ché tao ra 14 CSF-1R lién két
protein dung hop khéng thé bao gdm mot nira globulin mién dich, vi du manh khang
thé Fab hodc manh khang thé Fab’, va mdt hoic hai khang thé ving don (dAb) lién
két truc tiép hodc gian tiép v6i né, vi du nhu dugc md tAd trong tai liéu
W02009/040562, W02010/035012, WO02011/030107, WO2011/061492 va
W02011/086091 ma ndi dung dugce dua vao day dé tham chibu.

Theo mot phurong 4n, protein dung hop bao gbm hai ving khang thé, vi du nhu
ghép cdp chudi niing bién doi (variable heavy - VH) va chudi nhe bién ddi (variable
light - VL), lién két tity y bang lién két disunphua.

Theo mot phuong 4n, nguyén t6 Fab hoic Fab’ cia protein dung hop tuong
déng ho#c twong tu vé dd ddc hiéu véi khang thé ving don hoic khang thé. Theo mot
phuong 4n, Fab hodc Fab’ c¢6 d§ dic hiéu khac véi khéang thé vung don hodc khang
thé, didu d6 c6 nghia 13 protein dung hop 14 da héa trj. Theo mét phuong 4n, protein
dung hop da hoa tri theo sang ché c¢6 diém bam albumin, vi du cdp VH/VL trong d6
¢6 tao ra diém bam albumin.

Céc ving dinh cua phan tir khéng thé theo sang ché, néu cé, c6 thé dugc chon
dé c6 lién quan dén chic ning dugc d xuit ciia phan tir khang thé, va cu thé 13 chic
nang tac dong c6 thé duoc yéu clu. Vi du nhu, ving hang dinh 13 vung IgA, IgD, IgE,
IgG hodc IgM & ngudi. Cu thé 13, c¢6 thé st dung ving hing dinh IgG & nguoi, dic
biét 1a cac dong vi IgG1 va IgG3 khi phan ti khang thé st dung dé chita bénh va yéu
cau chirc nang tac dong cta khang thé. Theo lua chon, cac 16p khang thé IgG2 va

IgG4 c6 thé duoc st dung khi phan tt khang thé diing cho muc dich chita bénh va cac
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chirc ning tic dong cua khang thé khéng duoc yéu cau.

Theo mdt phuong 4n cu thé, khéng thé cua sang ché 1a khang thé IgG2 hosc
IgGA4.

Can hiéu ring c4c trinh tu bién thé trong ving hing dinh cling c6 thé dugc st
dung. Vi du nhu, céc phén tir IgG4 trong d6 serin ndm & vi trf 241 ¢6 dugc thay bing
prolin nhu dugc mé ta trong Angal va cong su, 1993, Molecular Immunology, 1993,
30:105-108 c6 thé duoge sir dung. Do vdy, theo mét phuong an trong d6 khang thé 13
khang thé IgG4, khang thé c6 thé bao gdm S241P d6t bién.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuat tuong tng cling s& hidu rang
khang thé c6 thé dién ra mot loat bién ddi sau dich m3. Loai va mic d bién dbi
thuong phu thude vao dong té bao chu si dung @ biéu hién khang thé ciing nhu didu
kién nuéi cdy. Cac bién dbi nay c6 thé bao gdm céc thay dbi trong qua trinh duong
hoa, 6xi héa methionin, tao thanh diketopiperazin, ddng phan héa aspartat va khir
amit cho asparagin. Mot bién ddi thuong xuyén d6 la lam mat gbc bazo & diu
cacboxy (ching han nhu lyzin hodc arginin) do hoat dong ctia cacboxipeptitaza (nhu
dugc mo ta trong tai liéu ctia Harris, RJ. Journal of Chromatography 705:129-134,
1995). Do vy, c6 thé hip thu lyzin ddu C trong chudi ning cta khang thé c6 thé
khong c6 miit.

Theo mdt phuong 4n, chudi ning ciia khang thé bao gbm ving CH1 va chudi
nhe cua khang thé bao gdm vung CL, hodc kappa hodc lambda.

Theorn@tphuongén,chuSinéngcﬁakhéngthébaogénlvﬁng(ﬂil,VﬁngCH{2
va ving CH3 va chudi nhe cta khang thé bao gdm ving CL, hoic kappa hoic
lambda.

Khéng thé duoc d& xuét bsi sang ché c6 mot chudi ngng bao gdm trinh tu duogc
dua ra trong SEQ ID S&: 27 va chudi nhe bao gdm trinh tw duoc dua ra trong SEQ ID
S6: 19. Séng ché ciing dé cap dén khang thé khang CSF-1R hoiic manh lién két cia
khéng thé nay, trong d6 chudi ning va chudi nhe trong ddng hoic tuong tu it nhét

80% (t6t hon 13, 85%, 90%, 95% hodc 98%) so véi chudi ning bao gdm trinh tr dwoc
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dua ra trong SEQ ID S&: 27 va chudi nhe bao gdm trinh ti duoc dua ra trong SEQ ID
S6: 19. Theo mot phuong 4n, chudi nhe c6 hodc bao gém trinh ty dugc dua ra trong
SEQ ID Sé: 19 va chudi nang c6 hoac bao gém trinh ty dugc dua ra trong SEQ ID
S6: 27. Theo mot phuong 4n khéc, chudi nhe c¢6 hodc bao gdm trinh tu SEQ ID Sé:
19 va chudi ning c6 hosc bao gdm trinh tu SEQ ID Sé: 27, trong d6 axit amin lyzin &
vi tri 453 cua SEQ ID S6: 27 thiéu hoic khuyét.

Sang ché ciing d& xuét vung ddc hiéu hodc epitop ciia CSF-1R & nguoi dugc lién
két thong qua khang thé da tao ra theo séng ché, cu thé 1a khang thé 969.g2 bao gbm
trinh ty chudi nang gH2 (SEQ ID S4: 27) va/hoic trinh ty chudi nhe gL7 (SEQ ID Sé:
19).

Vung déc hi€u hodc epitop nay cia polypeptit CSF-1R & ngudi ¢ thé dugce xé4c
dinh béi bat ky phuong phap 1ap ban db apitop thich hop d3 biét trong linh vuc nay két
hop véi bt ky mot trong céc khéng thé dugc tao ra tir sang ché. Vi dy v& cac phuong
phép nay bao gdm viéc sang loc céc peptit ¢6 d6 dai khac nhau tir CSF-1R d lién két
v6i khang thé ctia sang ché véi cac manh khéng thé nho nhét c6 thé lién két dic hiéu véi
khéng thé ¢6 chira trinh tu epitop da duoc cong nhan bdi cac khang thé (vi du nhur peptit
trong ving c6 khoang 5 dén 20, t6t hon la khoang 7 axit amin theo chiéu dai). Peptit
CSF-1R c6 thé duoc san xuit ddng bd hoic theo kha nang ti€u hoéa protein phan giai
cta polypeptit CSF-1R. Peptit lién két khang thé c6 thé dugc x4c dinh bang, Vi du nhu,
phén tich khéi phd. Theo mét vi du khac, khéi phd NMR hoic tinh thé hoc X-ray c6 thé
duoc sir dung dé x4c dinh epitop lién két biang khang thé cta séng ché. Mot khi da x4c
dinh, méanh epitopic lién két khang thé cta séng ché c6 thé duoc st dung, néu can, mot
ché phim gay mifn dich dé thu thém khang thé lién két epitop tuong dong nhau.

Cac phan tir sinh hoc, chang han nhu khang th hoic cac manh khang thé, c6
chira axit va/hodc cac nhém chirc co ban, vi thé 1am cho phan ti c6 téng dién tich 1a
duong hozc am. S6 luong cua téng thé cac dién tich c6 thé “quan sat dugc s€ phu
thudc vao trinh tu axit amin tuyét di cta thuc thé, méi truong cuc bd cia cac nhom

dién tich trong cau tric 3D va trong diéu kién méi trudng ctia phan tir. Diém dang
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dién (pI) 12 d6 pH ma & d6 mot phan tir cu thé holic bé mat tiép xic dung méi cia
chiing khéng mang tong dién tich. Theo mdt vi dy, khang thé CSF-1R va c4c manh
khang thé cta sang ché c6 thé dugc san xuét dé c6 diém dang nhiét thich hop. Piéu
ndy c6 thé khién khang thé va/hodc céc manh khéng thé vé6i céc dic tinh manh hon,
cu thé 14 ¢6 d6 hoa tan thich hop va/hoic bién dang 4n dinh va/hodc ddc tinh lam sach
dugc cai thién.

Do vy, theo mot phuong 4n ctia séng ché, sang ché dé xuét khang thé CSF-1R
da nhén héa dugc san xudt dé c6 diém ding nhiét khac v6i didm déng nhiét ctia khang
thé da x4c dinh ban dau. Khang thé ¢6 thé, vi du duoc san xuét béng cach thé mot géc
axit amin, ching han nhu thé gbc axit amin ¢6 tinh axit véi mdt hozc nhiéu gbe axit
amin co ban. Theo lua chon, géc axit amin co ban ¢6 thé duoc dua vao hodc géc axit
amin c6 tinh axit c6 thé bj loai bd. Theo lua chon, néu phén tir c6 mot gde axit co tri
s6 pI cao & mirc khong thé chip nhén dugc, thi gbc c6 tinh axit c6 thé dugc dua vao
dé giam pl, theo yéu ciu. Didu quan trong d6 13 khi didu khién viéc bao quéan pl phai
duoc thuc hién dé gilt lai hoat tinh mong mudn cia khang thé hoic méanh khéng thé.
Do vdy, theo mdt phuona 4n, khang thé hodc manh khang thé dugc san xuét c6 hoat
tinh trong ddng nhau hoic turong ddng nhau dang ké 1a khang thé hodc manh khéng
thé “chua bién d6i”.

Céc chuong trinh chang han nhu x ExPASY

http://www.expasy.ch/tools/pi tool.html, va http://www.iut-arles.up.univ-

mrs. fi/w3bb/d_abim/compo-p.html ¢6 thé duge sir dung dé dw doan diém ding dién

ctia khang thé hoic manh khang thé.

Can phai hiéu rang &i luc cla khéng thé duge tao ra theo sang ché c6 thé bi
thay dbi bang cach st dung bét ky phuong phap thich hop d biét trong linh vyc nay.
Sang ché cling dé cap dén céc thay ddi khac cta phan tir khang thé theo sang ché, c6
mot ai lyc d& duge cai thién cho CSF-1R. C4c thay dbi nay c6 thé thu duoc bang quy
chuén cia su truong thanh 4i lyc bao gbm viée gy dot bién CDR (Yang va cong su,

1995, J. Mol. Biol., 254:392-403), chudi x40 trdn (Marks va cong su, 1992,
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Bio/Technology, 10:779-783), sir dung chung dot bién ctia E. coli (Low va cong su,
1996, J. Mol. Biol,, 250:359-368), ADN x4o tron (Patten va cong su, 1997, Curr.
Opin. Biotechnol., 8:724-733), hién thi siéu vi (Thompson va cdng su, J. Mol. Biol.,
256, 77-88, 1996) va PCR gidi tinh (Crameri va cong su, 1998, Nature, 391:288-
291). Vaughan va cdng su (d& cap trén day) thao lusn vé& cic phwong phép cua su
trudng thanh 4i luc.

Néu mubn, khang thé st dung trong sang ché c6 thé duge lién hop dén mot
hodc nhidu (c4c) phén tir tac dong. Can phai hiéu ring phén tir tac dong c6 thé bao
gdm phén tir t4c dong don hoiic hai hoic nhidu phan tir nay d8 lién két hinh thanh ban
phan don ma c6 thé gén vao khang thé theo sing ché. Trong d6, néu mudn thu duogc
mdt manh khang thé lién két véi phén tir tdc dong, thi c¢6 thé diéu ché duoc théng qua
qué trinh hoa hoc dat tiéu chuin hozc qua trinh t4i t hop ADN trong d6 manh khang
thé dugc lién két hodc 1a truc tiép hodc 1a théng qua chat két hop dén phéan tir tac
dong. Céc k¥ thuat dé tiép hop cc phén tir tic dong nay dén khang thé da duoc biét
dén trong linh vuc ndy (xem, Hellstrom va cdng sy, Controlled Drug Delivery, 2nd
Ed., Robinson va cdng su, tai ban, 1987, pp. 623-53; Thorpe va cong su, 1982,
Immunol. Rev., 62:119-58 va Dubowchik va cong sw, 1999, Pharmacology va
Therapeutics, 83, 67-123). Quy trinh héa hoc cu thé bao gém, vi du nhu, duge mo ta
trong céc cong bd don qubc t& W093/06231, W092/22583, W089/00195,
WO89/01476 va WO03/031581. Theo luya chon, trong d6 phan tir tic dong 13 mot
protein hodc polypeptit, 1ién két c6 thé dat duge bang céach sir dung quy trinh tai t
hop ADN, vi du nhu duge mo ta trong céc tai liéu WO86/01533 va EP0392745.

Thudt ngit phan ti tdc dong nhu duge sit dung trong ban mé ta nay bao gom,
Vi du nhu, cac chét chéng ung thu, thudc, ddc duogc, protein cb hoat tinh sinh hoc, vi
du cac enzym, cac khang thé hodc cdc manh khéng thé khac, cac polyme téng hop
nhén tao hogc ty nhién, axit nucleic va cac manh khang thé ctia ching vi du nhu trong
ADN, RNA va cac manh khang thé cta chung, nuclit phéng xa, cu thé 13, iot phéng

Xa, déng vi phong xa, kim loai cang hoéa, hat nano va nhém chét chi thi, chéng han
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nhur ché phim huynh quang hodc cac ché phim c6 thé duge phat hién théng qua
quang phé NMR hoic ESR.

Vi du v& cac phén tir tAc dong c6 thé bao gém doc tb té bao hodc céc chét doc
t6 t€ bao bao gdm bat ky tac nhan nao gdy tén hai dén (vi dy nhu gly chét) cac té bao.
Vi dy nhu, bao gdm combrestatin, dolastatin, epothilon, staurosporin, maytansinoit,
spongistatin, rhizoxin, halichondrin, roridin, hemiasterlin, taxol, cytochalasin B,
gramicidin D, ethidi bromua, emetin, mitomyxin, etoposit, tenoposit, vincristin,
vinblastin, colchicin, doxorubicin, daunorubicin, dihydroxy anthracin dion,
mitoxantron, mithramyxin, actinomyxin D, 1-dehydrotestosteron, glucocorticoit,
procain, tetracain, lidocain, propranolol, va puromyxin va twong tu hodc chét dong
dang cia ching.

Céc phan tir tac dong cling bao gdm, nhung khéng giéi han, chét chdng chuyén
héa (vi du nhu trong methotrexat, 6-mercaptopurin, 6-thioguanin, cytarabin, 5-
fluorouracil decarbazin), chat alkyl héa (vi du nhu trong mechlorethamin, thioepa
chlorambucil, melphalan, carmustin (BSNU) va lomustin (CCNU), cyclothosphamit,
busulfan, dibromomanitol, streptozotocin, mitomyxin C, va cis-dichlorodiamin
platinum (II) (DDP) cisplatin), anthraxyclin (vi du nhu trong daunorubixin (truéc day
goi 1a daunomyxin) va doxorubicin), khéng sinh (vi dy nhu trong dactinomyxin
(truéc ddy goi la actinomyxin), bleomyxin, mithramyxin, anthramyxin (AMO),
calicheamicin hodc duocarmyxin), va chét chéng gi4n phidn (vi du nhu trong
vincristin va vinblastin).

Céc phan tt tic dong khéc c6 thé bao gdm nuclit phéng xa tao cang ching han
nhu ""In va 9OY, Lum, Bimut*"?, Califoni®?, Iridi'** va Tungstenlgg/Rhenilsg; hoéc
thudc ching han nhu nhung khong gidi han, alkyl phosphocholin, chéit tGc ché
topoisomerazal, taxoid va suramin.

Céc phén ti tac dong khac bao gdm protein, peptit va cdc enzym. Cic enzym
dang quan tAm bao gém, nhung khéng gi6i han, cic proteolytic, hydrolaza, lyaza,

isomerass, transferaza. Protein, polypeptit va peptit ding quan tim bao gdm, nhung
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khong gi6i han, globulin mién dich, doc dugc chéng han nhu abrin, ricin A,
pseudomonas exotoxin, hodc ddc t6 bach hiu, protein chéng han nhu insulin, nhan t6
hoai tir khdi u, o-interferon, B-interferon, yéu t6 phat trién than kinh, yéu td tiang
trudng dan xuat tir tiéu cAu hoic chét hoat héa plasminogen ctia md, thudc tan huyét
khéi hodc thubc khéng phét sinh mach, vi du nhu trong angiostatin hodc endostatin,
hodc, tac nhan lam cai bién d4p tng sinh hoc ching han nhu lymphokin, interleukin-1
(IL-1), interleukin-2 (IL-2), yéu t6 phét trién thin kinh (NGF) hodc yéu t6 phét trién
khac va globulin mién dich.

Céc phén tir tac dong khac c6 thé bao gdm céc chit hitu ich c6 thé phét hién ra
dugc, vi du nhu trong chuén doan. Vi du vé céc chét co thé phét hién ra dugc bao
gé)m cac enzyme, cidc nhom ngoai, vét liéu huynh quang, vat liéu phét quang, vat liéu
phat quang sinh hoc, nuclit phéng xa, kim loai phéng ra positron (st dung trong chup
cét 16p bing positron), va ion kim loai ¢ tinh thuén tir khéng phéng xa. Xem Patent
M§ s6 4,741,900 d6i v6i céc ion kim loai c6 thé dugc lién hop véi khang thé ¢ dung
trong chuin doan. Cac enzym thich hgp bao gdém peroxidaza ca cai ngua, alkalin
phosphataza, beta-galactosidaza, hoicacetylcholinsteraza; cdc nhém thém thich hop
bao gdm streptavidin, avidin va biotin; vat liéu huynh quang thich hop bao gbém
umbelliferon, fluoretxein, fluoretxein isothiocyanat, rhodamin, dichlorotriazinylamin
fluoretxein, dansyl chlorit va phycoerythrin; vat liéu phat quang thich hop bao gdm
luminol; vat liéu phéat quang thich hop sinh hoc bao gém luciferaza, luciferin, va
aequorin; va nuclit phong xa thich hop bao gdm 'L, ', "'In va *Te.

Theo mét vi du khac, phan tir tic dong 6 thé 1am ting chu ky ban ra cuia khang
thé in vivo, va/hoic gidm tinh sinh mién dich ctia khang thé va/hodc ting cudng viéc
cung cép khang thé qua rao chan biéu mé dén hé thdng mién dich. Vi du céc phan ti
tac dong thich hop cta loai ndy bao gbm céc polyme, albumin, c4c protein lién két
albumin hodc cac ché phém lién két albumin chéng han nhu cac chét duoc mo ta
trong cong bd don qubc t& WO05/117984.

Theo mot phwong 4n, chu ky ban rd tao ra bang phan tr tac dong ddc lap véi
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CSF-1R 1a ¢6 loi.

Nhin chung, trong d6 phén tir tic dong 13 polyme c6 thé, dién ra qué trinh
polyme héa tu nhién hodc nhén tao, vi du chudi polyalkylen théng hodc mach nhanh
duoc tly v thé, polyalkenylen hodc polyme polyoxyalkylen hodc polysaccharit mach
nhénh hodc khéng c6 nhanh, vi du nhu trong polysaccharit cing loai homo- hoic
polysaccharit khac loai.

Céc phan thé cu thé tly chon c6 thé hién c6 trén polyme téng hop néu trén bao
gdm mét hoc nhiéu hydroxy, metyl hodc c4c nhém metoxy.

Vi du cu thé vé& polyme téng hop bao gém chudi poly(etylenglycol),
poly(propylenglycol) poly(vinylalcohol) mach thing hodc mach nhénh c6 thé tuy y
thé hodc cac dan xuit cia ching, cu thé 13 c6 thé tly v thé poly(etylenglycol), chéng
han nhu metoxypoly(etylenglycol) hodc cac din xuét ctia chung.

Qud trinh polyme héa ty nhién cu thé bao gdm lactoza, amylose, dextran,
glycogen hogc cac dan xuit cia ching.

Theo mdt phuong 4n, polyme la albumin hoic manh khéng thé cua chung,
chang han nhu albumin huyét thanh & nguoi hoic manh khang thé ctia chung,

“Céc dan xuit” nhu duoc st dung trong ban mod ta ndy ding d chi bao gdm
cac dan xudt phan tng, vi du cic nhém phan tmg chon loc thiol ching han nhu
maleimit va hodc chit trong tu. Nhém phan tng c6 thé duge lién két truc tiép hodc
théng qua doan lién két véi polyme. Cin phéi hiéu ring gbc ctia nhém trong mot sb
truong hop sé& tao thanh mot phan cia ché pham véi vai trd 12 nhém lién két gifta
manh khang thé va polyme.

Kich thu6c ciia polyme c6 thé duoc thay ddi nhu mong muén, nhung thong
thuong s€ trong pham vi trong lwong phan tir tir 500Da dén 50000Da, vi du tir
5000Da dén 40000Da, chang han nhu tir 20000Da dén 40000Da. Kich thuéc polyme
dugc chon loc cu thé trén co sé duge du tinh st dung cho ché phém, vi du c¢6 kha
nang dé dinh vi cidc mo nhét dinh, chéng han nhu khéi u hodc mé rong luu théng chu

ky ban rd (xem tai li¢u ciia Chapman, 2002, Advanced Drug Delivery Reviews, 54,
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531-545). Do vay, vi du nhu, trong do6 ché phdm dugc tao thanh dé tach ra khoi vong
tudn hoan va xuyén vao mo, vi du st dung trong viée didu tri cac khdi u, c¢6 thé si
dung thuan Igi trong luong phéan tir polyme, vi du nhu véi trong luong phéan tir
khoang 5000Da. Dbi v&i cac tmg dung trong d6 ché phidm van trong qua trinh luu
thong, thudn loi d& sit dung cho trong lugng phan tir polyme, vi du nhu cé trong
luong phén tir ndm trong khoang tir 20000Da dén 40000Da.

Céc polyme thich hop bao gdm polyme polyalkylen, ching han nhu
poly(etylenglycol) hodc, dic biét 13, metoxypoly(etylenglycol) hodc din xuét cua
chiing, va dic biét 13 v6i trong lwong phén tir ndm trong pham vi tir khoang 15000Da
dén khoang 40000Da.

Trong mdt vi du, khang thé st dung theo sang ché duoc gin vao gbe
poly(etylenglycol) (PEG). Theo mét vi du cu thé, khang thé 13 mot manh khang thé
va c4c phan tir PEG c6 thé dugc gin théng qua bt ky mach bén axit amin c6 sin
hodc nhém chic axit amin dau dugc dinh vi trong méanh khang thé, vi du bét ky
amino, imino, thiol, hydroxyl hoic nhém cacboxyl tu do. Axit amin nay c6 thé xay ra
mot cach tw nhién trong manh khang thé hoic c6 thé duge dua vao manh khang thé
bang cach st dung cac phuong phép téi tb hop ADN (xem, vi du nhu, céc tai liéu US
5,219,996; US 5,667,425; W098/25971, W02008/038024). Trong mdt vi du, phan tir
khéng thé ctia sang ché 14 mot manh khéng thé c6 Fab bién dbi trong d6 viéc bién ddi
b sung phia dau C ctia chudi ning trong mot hodc nhiéu axit amin dé cho phép cac
phan dinh kém cta cac phan tir tic dong. Thich hop 13, axit amin bd sung tao ra ving
ban 18 d3 bién dbi chira mét hodc nhiéu gbe xystein dé c6 thé gin vao phan tir tac
dong. Dung nhiéu canh dé gén hai hodc nhiéu phan tir PEG.

Thich hop 13, cac phén tir PEG duoc lién két ddng héa tri thong qua nhém thiol
ca it nhét mot gbe xystein da dinh vi trong manh khang thé. M3i phan tir polyme gan
vao manh khang thé da bién dbi co thé lién két déng hoa tri v6i nguyén tir sunphua
ctia gdc xystein d3 dinh vi trong manh khang thé. Lién két cong héa tri thudng s& 1a

lién két disunphua hodc, cu thé 13, mét lién két cacbon sunphua. Trong d6 nhém thiol
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duge sit dung 1am mot diém két nbi phu hop kich hoat cac phan tir tac dong, vi du cac
dan xuét chon loc thiol chéng han nhw c4c din xuit maleimit va cac dan xuét xystein
c6 thé duge st dung. Polyme kich hoat c6 thé duogc st dung nhu 12 vét liéu ban dau
trong didu ché manh khang thé bién dbi polyme nhu duge mé ta & trén. Polyme kich
hoat c6 thé 1a polyme bat ky c6 chira mot nhém phéan tng thiol ching han nhu axit o-
halocacboxylic hodc este a-halocacboxylic, vi du nhu trong iodoacetamit, imit, vi du
nhu trong maleimit, vinyl sulphone ho3c disunphua. V4t liéu ban dau c6 thé 14y duge
tur ngoai thi truong (vi du tir Nektar, trudc day 1a Shearwatr Polymes Inc., Huntsville,
AL, USA) hodc c6 thé duoc diéu ché tir vat liéu ban diu sin co trén phuong dién
thuong mai bang cach st dung quy trinh héa hoc thong thudng. Cu thé 13, cic phén tir
PEG bao gbm 20K metoxy-PEG-amin (thu dugc tir Nektar, formerly Shearwatr;
Rapp Polymee; va SunBio) va M-PEG-SPA (thu dugc tir Nektar, trudc day goi 1a
Shearwatr).

Theo mot phuong 4n, khéng thé 1a manh khang thé Fab, méanh khang thé Fab’
bién ddi hodc diFab ma 13 PEGylatd, ttc 12 ¢6 PEG (poly(etylenglycol)) két ndi cong
héa tri vao d6, vi du nhu theo phuong phép di dé cdp dén trong EP 0948544 hoic
EP1090037 [xem '"Poly(etylenglycol) Chemistry, Biotechnical va Biomedical
Applications", 1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press, New York,
"Poly(etylenglycol) Chemistry va Biological Applications", 1997, J. Milton Harris va
S. Zalipsky (eds), American Chemical Society, Washington DC va "Bioconjugation
Protein Coupling Techniques for the Biomedical Sciences", 1998, M. Aslam va A.
Dent, Grove Publishers, New York; Chapman, A. 2002, Advanced Drug Delivery
Reviews 2002, 54:531-545]. Trong mdt vi du, PEG dugc gén vao xystein trong ving
ban 1é. Theo mét vi du, manh khang thé Fab bién d6i PEG c6 nhém maleimit lién két
dong héa tri véi nhém thiol don dong trong viing ban 1& da cai bién. Gdc lyzin c6 thé
duoc lién két dong hoa tri v6i nhom maleimit va v6i mdi cac nhém amin trén gbc
lizin c6 thé dugc gin polyme metoxypoly(etylenglycol) c6 trong lrong phan tir xap xi

20.000Da. Tong trong luong phan tir ctia PEG gin vao méanh khang thé Fab c6 thé
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x4p xi 40.000Da.

Céc phan ti PEG cu thé bao gdm 2-[3-(N-maleimido)propionamido]etyl amit
cta lyzin d3 cai bién N,N’-bis(metoxypoly(etylen glycol) MW 20.000), cfing dugc
biét dén nhur 13 PEG2MAL40K (thu duoc tir Nektar, truée ddy goi 1a Shearwatr).

Céc ngudn thé cua lién két PEG bao gbm NOF cung chp GL2-400MA3 (trong
d6 m trong ciu trac dudi day 1a 5) va GL2-400MA (trong d6 m 1a 2) van xap xi 450:

H,CO-(CH,CH,0),_

H,CO-(CH,CH,0)” ™ H

e

N

p

; |
G\,/’ﬁ\\ o NY (CHE‘ (1 ,«*g;

Nouming

o) et
0

m la 2 hodc 5

Diéu d6 c¢6 nghia 13 méi PEG 1a khoang 20.000Da.

Do vdy, theo mét phuong an, PEG 1a 2,3-Bis(metylpolyoxyetylen-oxy)-1-{[3-
(6-maleimido-1-oxohexyl)amino]propyloxy}  hexan (hai nhinh PEG, -
CH,) ;NHCO(CH,)s-MAL, Mw 40.000 dugc biét dén la SUNBRIGHT GL2-
400MA3.

Céc phéan tt PEG tac dong thudc loai sau:
CH,0-(CH,CH,0)n

N
CH,O-(CH,CH,0)n /

0
Theo mdt phwong 4n, sang ché d& xuit mot khang thé, ching han nhu mot
khéng thé c¢6 chiéu dai hoan chinh, ma 12 PEGylatd (vi du v6i PEG dugc d& cap trong

ban mo ta nay), gin thong qua mot gdc axit amin xystein thudc hogc thudc khoang

axit amin 226 trong chudi, vi du axit amin 226 cla chudi ning (bang cach danh sb
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theo thir tu).

Theo mdt phuong 4n, sing ché d& xuét phan tr Fab’PEG bao gém mét hoic
nhiéu polyme PEG, vi du nhu 1 hogc 2 polyme, chéng han nhu polyme ho#c cac
polyme 40kDa.

Céc phan tir Fab-PEG theo séng ché c6 thé dic biét thuén loi & chd chung c6
chu ky ban 18 doc 1ap v6i manh khang thé Fe.

Theo mét phwong 4n, séng ché dé xult mot scFv lién hop véi polyme, ching
han nhu phan tir PEG, phén tit tinh bot hodc phén ti.

Theo mét phuong 4n, khang thé hodc manh khéng thé lién hop véi phén tir tinh
bot, vi du nhu dé 1am ting chu ky bén rd. Cac phuong phép tiép hop protein nhu duogc
mo ta trong US 8,017,739 dugc dua vao day dé tham chiéu.

Phén tir chi thi dugc ding trong ban m6 ta ndy 13 mot phén tir c6 kha nang phat
hién ra duoc, vi du nhu thuée nhuém huynh quang, ddu phéng xa hogic vt thé c6 thé
phét hién ra duoce khic.

Sang ché ciing d& xut trinh tw ADN phén 14p ma héa chudi ning va/hoic
chudi nhe ctia mot phan tir khang thé theo sang ché. Thich hop 13, trinh tw ADN m3
héa chudi ning hoic chudi nhe cia phan tir khang thé theo sang ché. Trinh tuw ADN
theo sang ché c6 thé bao gdm su tdng hop ADN, vi dy nhu dugc san xut bang qua
trinh hoéa hoc, cADN, hé gen ADN hoic su két hop bét ky ctia chiing.

Trinh tw ADN mé hoa phén tir khéng thé theo sang ché c6 thé thu duoc bang
cac phuong phdp ma ngudi c6 hiéu biét trung binh vé& linh vyc k¥ thudt trong tng
nay d3 biét. Vi du nhu, trinh tv ADN m# héa mot phan hodc toan bd chudi ning va
chudi nhe ctia khang thé c6 thé dwoc tong hop nhu mong mubn tit trinh tw ADN d4
xac dinh hodc trén co s& x4c dinh trinh tu axit amin tuong Ung.

Vigéc mi héa ADN cho c4c trinh tu c4u tric ciia chit nhan phd bién rong rai dbi
v&i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thudt trong Gmg va c6 thé duoc tong
hop dé dang trén co s& x4c dinh céc trinh tu axit amin da biét cua chung.

Céc k¥ thuét sinh hoc phan tr tiéu chuén c6 thé duoc sir dung dé chuén bi trinh
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tw ADN m3 hoa cho phan tit khang thé theo sang ché. Trinh tuy ADN m3 hoa phan tir
khang thé theo sang ché. Trinh ty ADN mong mudn c6 thé duge tdng hop hoan toan
ho#c mét phan bing céach st dung céc k¥ thuat tbng hop oligonucleotid. Thiét k& mdi
tao dot bién diém va k¥ thuat phan g chudi tring hop (PCR)c6 thé duoc sir dung
thich hop.

Vi du vé céc trinh tw ADN thich hop duogc thé hién trén Fig.1.

Sang ché ciing d& cap dén viéc tach dong hodc vecto biéu hién bao gdm mot
ho#c nhiéu trinh tu ADN ctia séng ché. Do vay, tao viéc tach dong hoic vecto biéu
hién bao gém mét hodc nhiéu trinh tu ADN ma héa khang thé cua sang ché. Theo
mot phirong 4n, vecto bao gdm céc trinh ty duge dua ra trong SEQ ID Sé: 28 va/hoic
SEQ ID 86: 20. Thich hop 14, viéc tach dong hodc vecto bidu hién bao gdm hai ADN
cac trinh ty, m& héa chudi nhe va chudi ning ctia phan ti khang thé ciia sang ché, tét
hon 13, SEQ ID 86: 28 va SEQ ID Sé: 20, c4c trinh tu tin hiéu twong tmg v thich
hop. Trong mdt vi du vecto bao gdm trinh t giita cac gen giita chudi ning va chudi
nhe (xem cong bd don quéc té WO0O03/048208).

Céc phuong phap chung dé cac vecto c¢6 thé duoc thiét ké, cac phuong phap
chuyén nap va céc phuong phép nubi cdy da biét déi véi ngudi c6 hidu biét trung
binh v linh vue k¥ thuat tuong tmg. Trong khia canh ndy, su tham chiéu dugc thuc
hién déi v6i “Current Protocols in Molecular Biology”, 1999, F. M. Ausubel (tai
ban), Wiley Interscience, New York va Maniatis Manual dugc xuét ban bdi Cold
Spring Harbor Publishing.

Sang ché ciing d& xuét t& bao chi bao gdm mét hoic nhidu vecto tich dong
hoic biéu hién c6 mot hodc nhiéu trinh tuy ® ma hoa khang thé theo séng ché. B4t ky
té bao chi/hé vecto thich hop cling c6 thé duoc sir dung cho bidu hién cua trinh
®ADN mi héa phan tir khang thé cta sang ché. Cac hé vi khuan, vi du E. coli, va cac
hé vi sinh vat nao khac c6 thé dugc sir dung hodc nhan chuan, vi du nhu & dong vat
¢6 v, hé biéu hién € bao chil ciing c6 thé duge sir dung. Céc t& bao chii & dong vét

c6 va thich hgp bao gom CHO, u tay hodc cac té bao lai.
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Sang ché ciing d& xuAt quy trinh tao ra phén ti khang thé theo séng ché bao
gdm viéc nubi cly t& bao chit c6 chira vecto clia sang ché trong c4c diu kién thich
hop dé mang lai bidu hién cta prote®tlr ADN ma héa phén tr khang thé theo sang
ché, va tach phén tir khang thé.

Phén tir khang thé c6 thé chi bao gdm polypeptide chudi ndng hoic chudi nhe,
trong truong hop nay chi trinh tu ma héa chudi ning hoic trinh ty ma héa chudi nhe
can dugc st dung dé chuyén nap céc té bao chi. D san xuét ché pham c6 chuia ca
chudi ning va chudi nhe. Dong t& bao c6 thé dugc chuyén nap vé6i hai vecto, vecto
thit nhat ma héa mot chudi nhe polypeptit va vecto thit hai m& héa mét chudi ning
polypeptit. Theo lua chon, c6 thé sir dung vecto don, vecto bao gdm céc trinh ty ma
héa chudi niang va chudi nhe polypeptit.

Khéng thé va cadc manh khang thé theo sang ché duoc biu hién & mirc d6 t6t tir
t& bao chi. Do vy cac dic tinh clia khang thé va/hodc cdc manh khang thé lién két
thich hop dé biéu hién trén quy mo thuong mai.

Do vay, sang ché d& xuit quy trinh nudi ciy t& bao chu va biéu hién khang thé
hodc méanh khang thé cua chung, tich phan sau va c6 thé tinh ché tlly ¥ cting phan sau
détaorakhéngthédﬁtédlhoacrnaﬂnkhéngthé.Thcornétphuongén,quytﬂnhcbn
bao gdm bude tiép hop phan tir tic dong véi khang thé duge tach hoiic manh khéang
thé, vi du nhu tiép hop véi polyme PEG, cu thé nhu duoc mb ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuét quy trinh dé tinh loc khang thé (cu thé
13, khang thé hodc manh khang thé theo sing ché) bao gdm viéc thuc hién séc ky trao
d6i ion trong ché do khong lién két sao cho cac tap chit dugc gilt lai trén cot va
khéng thé duoc rira giai.

Theo mdt phwong 4n, viéc tinh ché sir dung kha ndng thu 4i luc trén cdt CSF-
IR.

Theo mdt phuong 4n, tinh ché sir dung cibacron mau xanh hoiic twong tu dé
tinh ché dung hop albumin hoic tiép hop cac phan tir.

Nhya trao dbi ion thich hop st dung trong quy trinh bao gdm nhya Q.FF (duoc
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cung cip boi GE-Healthcare). Vi du nhw, ¢6 thé tién hanh buéc nay ¢ do pH la
khoang 8.

Quy trinh c6 thé con bao gdm buée thu diu tién st dung sic ky trao dbi ion, Vi
du nhu, tién hanh & d6 pH khoang tir 4 dén 5, chéng han nhu 4,5. Vi du nhu, sic ky
trao d6i ion c6 thé str dung nhua, chéng han nhu nhya CaptoS ho#c SP sepharose FF
(duge cung cip béi GE-Healthcare). Khang thé hoic manh khang thé sau d6 c6 thd
duoc rira gidi tir nhua bing cach sit dung dung dich mudi ion, ching han nhu natri
clorua, vidu & né)ng dd 200mM.

Do vay, budc hoic cic bude sic ky c6 thé bao gém mot hodc nhiéu bude 1am
sach, khi thich hop.

Qua trinh tinh loc cfing ¢ thé bao g(:f)m mot hodc nhiu bude loc, chéng han
nhu bude bd sung dung méi.

Do vy, theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuét khang thé da tinh ché chéng lai
CSF-1R hodc manh khéng thé, vi du nhu khang th& hoiic manh khang thé dugc nhan
héa, cu thé 1a khéng thé hoic manh khéng thé theo séng ché, hiu nhu 12 duoc tinh ché
tir, cu thé nhu 1a ndi doc t6 tu do hoic nira tu do va/hoic protein t& bao ® hoac ADN.

Dang tinh ché nhu dugc sir dung trén ddy 1a d6 tinh khiét it nhét 1a 90%, ching
han nhu 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% w/w hoic tinh khiét hon.

N6i chung, gan nhu khdng chira ndi doc t6 1a d& chi ham lugng doc t& 1 EU
trén mdi mg khang thé hodc it hon, chang han nhwr 0,5 hozc 0,1 EU trén mbi mg ché
phim.

Nhin chung, gn nhu khong chita t& bao chi p®ein hoic ADN 13 dé chi té bao
chi protein va/®c ham lugng ADN 400pg trén méi mg cta khang thé hodc it hon
chéng han nhu 100pg trén moi mg hoic it hon, cu thé 20 pg trén moi mg, néu can.

Sang ché ciing d& xuit khang thé khang CSF-1R (hodic cac dugc phim c6 kha
nang tuong tu) theo sang ché dé st dung nhim bao ché thuéc.

Sang ché cling d& xuAt khéng thé khang CSF-1R (hoic cac duoc pham c6 kha
ning tuong tw) dé didu tri bénh ung thu.
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Sang ché cling d& xuét viéc si dung khéang thé khang CSF-IR (hodc duoc
phidm c6 kha ning twong tu) dé san xuét thudc ding diéu tri hodc phong ngtra bénh
ung thu.

Sang ché cling d& xuit phwong phép diéu tri cho dbi tuwong 1a ngudi bi hodc ¢
nguy co bi bénh ung thu, phuong phép bao gbm bude dua vao dbi tugng mot lugng
hitu hiéu khang thé khang CSF-1R theo sang ché.

Khéng thé theo sang ché c6 thé duoc su dung dé diéu tri bénh ung thu duogc
chon tir nhém bao gém bénh ung thu v, ung thu tuyén tién liét, ung thu Xxuong, u
tly, ung thu dai truc trang, ung thu bach cau, ung thu hach bach huyét, ung thu da
ching han nhu ung thur té bao héc té melanoma, ung thu thuc quan, ung thu da day,
ung thu té bao hinh sao, ung thu ndi mac tir cung, ung thu ¢ tir cung, ung thu bang
quang, ung thu than, ung thu phdi, ung thu gan, ung thu tuyén giap, ung thu dau va
cb, ung thu tuyén tuy va ung thur budng trimg.

Theo mot phuong 4n, bénh ung thu 12 ung thu di cin tir bat ky cac bénh ung
thu ban dau da liét ké & trén, cu thé 1a ung thu xuong.

Diéu bit ngd dugc chimg minh 13 khang thé khdng CSF-1R tc ché hoat tinh
ctia CSF-1R dugc sir dung trong diéu tri cac bénh xo héa. Cu thé 13, c¢6 thé ching
minh dugc 12 khang thé khang CSF-1R duoc dung trong in vivo & dong vat méc
ching xo héa phéi.

Sang ché ciing d& xuét khéng thé khang CSF-1R (hoic cac dugc phim chira
khéang thé nay) dé diéu tri bénh xo hoa.

Sang ché cling dé xuét viéc si dung khang thé khang CSF-1R (hodc duoc
phdm chira khéng thé nay) dé san xuét thube dung diéu tri hodc ngin ngura bénh xo
hoa.

Sang ché cling d& xut phuong phép diéu trj cho dbi tuong 1a ngudi bi hodc ¢6
nguy co bi bénh xo héa, phuong phip bao gdbm viéc dua vao dbi tuong mot lugng
hitu hiéu khang thé khang CSF-1R theo sang ché.

Theo sang ché, thuat ngit "bénh xo héa" bao gém cac bénh dugc dic trung boi
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phén tmg bat thudng dé 1am lanh vét thuong trong d6 soi mo lién két thira duge tao ra
trong co' quan noi tang hodc moé. Cac bénh xo hda minh hoa bao gdbm nhung khong
giéi han & ching xo héa phdi ching han nhu xo héa phéi tu phét va xo nang, xo thin
bao gém viéc teo 6ng than va xo hda md k&, xo gan, chai gan, viém xo dudng méit, xo
gan mat nguyén phét, xo hoéa vach ngin tim, xo héa trung thit, xo iy nguyén phat,
xo héa sau phiic mac, xo khéi tién trién, xo héa toan than do than, bénh Crohn, seo
161, nhdi mau co tim, xo cing bi, xo cling bi toan than va xo khép.

Theo mot phuong 4an, khang thé hodc cac manh khéng thé theo sang ché duoc
dung dé diéu tri hodc phong ngira bénh ung thu hoic cac bénh xo hoa.

Khéng thé theo sang ché c6 thé duoc st dung dé diéu trj cac bénh viém nhiém,
cac bénh tuong tu, Vi du nhu, viém thép khép, xo vita dong mach, da xo cing, bénh
viém ruft, bénh Crohn, viém loét dai trang, viém d6t séng dang thip, viém cot sdng
dinh khép, viém khép, viém khép vay nén, viém khép dang thép, viém xuong khép,
bénh cham, viém da tiép xtc, bénh vy nén, hoi chimg sbc doc, nhidm khuin huyét,
sé¢ nhiém trung huyét, s6c noi doc t6, bénh suyén, viém phéi méan tinh, bénh bui
phdi, bénh sarcoidosis & phdi, bénh xuong xdp, hep van tim ti phét, thuong ton tai
tudi mau & tim va thén, ching huyét khéi, viém ciu than, bénh tiéu duong, ghép véi
vat chu, da xo cling, thoai héa co bap, loan dudng co, bénh Alzheimer v dot quy.

Khéng thé va cdc méanh khéng thé theo sang ché c6 thé dugc st dung trong
diéu tri hoic phong ngtra bénh.

Phén tir khéng thé cta sang ché cling c6 thé dugc st dung trong chudn doén, v
du nhu trong chuin doén in vivo va hinh 4nh vé trang thai bénh bao gdm CSF-1R.

Khang thé cta sang ché hitu ich trong diéu tri va/hodc phong ngra tinh trang
bénh 1y, Sang ché cling dé xuét ché phdm dugc phdm hodc chudn doan c6 chira phéan
tir khang thé theo sang ché két hop v6i mét hodc nhiéu t4 duge, chit lam logng, chit
mang dugc dung. Do viy, sang ché dé xuét viéc s dung khéng thé clia sang ché dé
san xuat thudc, ché pham thudng s& dugc dung nhu mét phan cua cac dugce phim v

tring thuong bao gdbm chit mang duoc dung. Duoc pham theo sang ché cé thé con
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bao gém ta dugc duogc dung.

Sang ché cling dé xuét quy trinh diéu ché duge phim hodc ché phim chuin
doan bao gdm viée bd sung hoic tron phan tir khang thé cua séng ché voi mot hodc
nhiéu t4 dugc, chit 1am lodng, chat mang dugc dung.

Phén tir khang thé c6 thé 13 ché phidm hoat chét duy nhét trong ché phdm hoic
chudn doan. Theo lya chon, khéng thé c6 thé dwoc st dung két hop, nhu ddng thi,
1an luot hodc riéng 18 v6i mot hodc nhidu hoat chét tri 1iéu. Theo phan tir khang thé
trong ché phdm dwoc phim hoic chuin doén c6 thé di kem céc ché phim hoat tinh
khéc bao gdm cac ché phdm khang thé khéac, vi du nhu cac thu thé cta yéu td ting
truéng biéu bi (EGFR, HER-2), thu thé cta yéu t6 ting truéng mach mau ndi md
(VEGFR), khang thé c6 yéu t6 tang truéng din xuét tir tidu cAu thu thé (PDGFR), cac
thanh phin khéng phai 13 khang thé ching han nhu imatinib, dasatinib, nioltinib,
basutinib, gefitinib, erlotinib, temsirolimus, vandetanib, vemurafenib, crizotinib,
vorinostat, romitpsin, bortezomib, sorafenib, sunitinib, pazopanib, regorafenib,
cabozantinib, Perfenidon, steroit hodc cac loai thudc khac, cu thé 13 cac loai thudc co
chu ky ban ra doc 14p v6i lién két CSF-1R.

Thanh phén hoat chit dugc dung trong ban mb ta nay dé cap dén thanh phin c6
tac dung dugc 1y, ching han nhu tac dung didu tri, v6i mot lidu luong cé lién quan.

Dugc phdm thich hop bao gdm khang thé véi mot lwong didu tri hidu qua theo
séng ché. Thuat ngit “lugng diéu tri hiéu qua” nhu dugc su dung trong ban mé ta nay
dé cap dén lugng ché phém co tac dung tri liéu can dé diéu tri, gidm nhe hodc chéng
lai cac bénh hoic diéu kién chi dinh, hodc dé tao ra tac dung cai thién, duoc hoc hodc
c6 tac dung ngdn ngira. Déi véi bat ky khang thé, luong didu tri hiéu qua c6 thé du
doan duoc tir dau hodc trong thtr nghiém nuoi céy té bao hoic & dong vat, thuong 1a &
c4c loai dong vat ngim nhim, thé, cho, lon hodc dong vat linh trudng. Thir nghiém &
dong vat ciing c6 thé duoc st dung dé chimg minh khoang luong can thiét thich hop
va cach st dung. Thong tin ndy sau d6 c6 thé duoc sir dung dé ching minh lidu luong

hitu ich va céch st dung & nguoi.
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Luong diéu tri hiéu quéa chinh x4c cho dbi tuong 1a nguoi s&€ phu thude vao
mirc d§ nghiém trong cia tinh trang bénh, tinh hinh strc khoe chung ctia dbi tuwong, do
tudi, can ning va giéi tinh cua dbi tuong, ché d6 an uéng, thoi gian va liéu trinh st
dung, phdi hop (cac) thude, do nhay phan Gng va d§ dung nap/ phan tng dé diéu tri.
C6 thé xé4c dinh lidu luong bang thi nghiém thong thuong va theo chi dinh ciia bac si.
Thong thudng, luong c6 tic dung diu chi s& 12 tir 0,01 mg/kg dén 500mg/kg, vi du
0,Img/kg dén 200mg/kg, chang han nhu 100mg/kg,

Céc dugc pham c6 thé & dang lidu don vi d& thuén tién chira mdt luong hoat
chit d3 dinh trudc theo sang ché cho mbi lidu.

Céc lidu chita bénh cua khéng thé theo sang ché khong thé hién 18 rang hoac
gidi han cac tac dong doc hai in vivo.

Céc ché phim c6 thé duoc st dung riéng r& cho bénh nhan hoic ¢6 thé duoc
duoc str dung két hop (vi du nhu déng thoi, 1an lugt hodc riéng 18) véi cac chat, thube
hozc hoocmo6n khic.

Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc cidc manh khang thé lién két theo séng
ché duoc st dung véi mot hodc nhiéu phuong phép diéu tri ung thu khéc nhau, vi du
nhu, hoa trj liéu, xa tri hodc phiu thuat. Néu ap dung hoa tri liéu, khang thé c6 thé
dugc dung trudce hodic sau khi str dung héa cht trj lidu hodc trong cting mot thoi gian.
Diéu tri bing hoa tri liéu c6 thé st dung két hop véi protein lién két khang thé bao
gdm, nhung khong giéi han cac chit giy pha huay AND/alkyl héa (vi du nhu
carboplatin, cisplatin), chat chéng chuyén héa (vi du nhu capecitabin, gemcitabin, 5-
flororaxil), chét trc ché nguyén phan (vi du nhu trong paclitaxel, vincristin).

Khéng thé dugc st dung dé diéu tri cac bénh viém khéc nhau ciing c6 thé sir
dung riéng hozc két hop véi c4c loai thude khang viém khéc nhau.

Khéng thé dugc sir dung dé didu tri cic bénh xo hda khac nhau c6 thé sir dung
riéng hozc két hop voi nhidu chét chéng xo héa. Vi du v& chit nhu thé 13 thube
Perfedidon.

Céc liéu trong d6 phan tir khang thé ciia sang ché duoc st dung phu thudc vao
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ban chit cta tinh trang diéu tri, tinh trang vat chi hién tai va trén bt ky khéang thé
dang dugc dung dé phong bénh hosc d& didu tri trong didu kién hién tai.

Tan suit lidu ding s& phu thudc vao chu ky ban ri cta phan tir khang thé va
thoi gian d4nh huéng. Néu phan tix khang thé c6 chu ki ban ra ngén (vi du nhu tir 2
dén 10 tiéng) c6 thé cin thiét dé cung cap mot hoic nhifu lidu mbi ngay. Theo lya
chon, néu phén tir khang thé c¢6 chu ky ban 13 dai) vi du nhu tir 2 dén 15 ngay)
va/hodc bién dang dugc lyc hoc (PD) kéo dai, diéu chi c6 thé 13 cin thiét dé cung cp
mdt lidu mot 1an mot ngay, mot 1an mot tudn hodc thdm chi ¢t 1 hodc 2 thang mot
lan.

Chu ky ban 1 dwoc dung trong ban mé ta nay dé chi thoi gian cia phén tir
trong qua trinh tuan hoan, vi du trong huyét thanh/huyét tuong.

Dugc luc hoc duge ding trong ban mé ta nay dé cip dén hinh dang va khoang
thoi gian tic dong sinh hoc cu thé cia phén tit theo sang ché.

Chit mang duoc dung s& khong tu tao ra cic khang thé dé tiép nhan riéng cac
ché pham va khong bi nhidm ddc. Chat mang thich hop c6 thé 16n, cac dai phan tir
chuyén héa chdm chang han nhu protein, polypeptit, hat md, tinh bot, axit polylactic,
axit polyglycolic, axit amin polymeic, axit amin copolime va virut khéng hoat dong
hodc céac hat birc xa.

Mubi duge dung c6 thé duogc st dung, vi du nhu mudi cong axit, chéng han
nhu hydroclorua, hydrobromua, phosphat va sulphat, hoic mubi ctia axit hitu co,
ching han nhu axetat, propionat, malonat va benzoat.

Chéat mang dugc dung trong cac ché pham diéu tri c6 thé chtra thém chit long
ché’mg han nhu nudc, nuéc mubi, glyxerin va ethanol. Theo Iya chon, chét phu tro,
ché’mg han nhu cac chit lam uét hodc chét nhi héa hoic céc chit dém pH, ¢6 thé ¢
trong céc hop chat. Cac chit mang nay cho phép cac duoc phim dé tao ra dudi dang
vién nén, vién tron, vién bao dudng, vién nang, dich l6ng, gel, si 16, hdn dich dac va
hén dich cho bénh nhan st dung.

Céc dang thich hop dé dung bao gdm cac dang thich hop dé st dung ngoai

-45-



41254

dudng tiéu héa, vi du nhu bing cach qua hoidc truyén, nhu 13 bing cach qua lidu 16n
hodc truyén lién tuc. Trong d6 ché phim dé qua hoic truyén, c6 thé & dang huyén
pht, dung dich hodc nhil twong trong dau hodc chét dn trong nudc va c6 thé chua
cac chat ding trong bao ché, ching han nhu chét tao huyén phil, chit bao quan, 1am
6n dinh va/hodc phan tén. Theo lva chon, phan tit khéng thé c6 thé & dang kho, dé
hoa tan trde khi sir dung v6i mot chat 1ong vé tring thich hop.

Khi dugc bao ché, cac ché phdm theo sang ché c6 thé st dung truc tiép cho dbi
tuong. Ddi tuong dugc diéu tri c6 thé 1a dong vat. Tuy nhién, theo mdt hodic nhiéu
phuong 4n, cic ché phdm dé lam thich img dé dung cho dbi tugng 1 ngudi.

Thich hop d6i véi cac ché phim theo sang ché 12 d6 pH cta ché phim cuédi
cing khong tuong dong véi tri s6 coa didm ding dién trong khéng thé hojic manh
khang thé, vi du néu d6 pH cta ché phém 12 7 sau d6 pI 13 tir 8-9 hoidc c6 thé thich
hop nhur trén. Trong khi khéng mubn bj ring budc béi Iy thuyét, c6 thé hiéu rang viéc
nay cudi cling c6 thé cung cép cong thirc hoa sau cting c6 tinh on dinh hon, vi du nhu
khang thé hodc manh khang thé con lai trong dung dich.

Theo mot vi du, ché phém dugc c6 do pH nam trong khoang tir 4,0 d&n 7,0 bao
gbm: 1 dén 200mg/mL ctia khang thé theo sang ché, 1 dén 100mM dung dich dém,
0,001 dén 1% chat hoat dong bé mit, a) 10 dén 100mN chat én dinh, b) 10 dén
500mM chat on dinh v 5 dén 500 mM cht truong lyc, hodic ¢) 5 dén 500 nM chét
truong luc.

Céc dugc phdm theo séng ché ¢ thé duogc sir dung qua mot s6 cach bat ky bao
gdm, nhung khong gidi han, dung qua duong miéng, qua tinh mach, vao trong co,
qua dong mach, qua tiy séng, qua ndi tuy mac, qua ndo that, 4p da, xuyén qua da (Vi
du nhu, xem W098/20734), dudi da, qua mang bung, trong mili, qua dudng rudt,
bang cach dip, ding duéi ludi, qua 4m dao hodc qua dudng truc trang. Ong phun
(hypospray) cling c6 thé duoc st dung ddi vé6i cac duge pham theo sang ché. Thong
thuong, céc ché pham diéu tri c6 thé duoc diéu ché duéi dang thudc tiém, hodc dang

dung dich 1éng hoic huyén phi. Ciing ¢6 thé didu ché theo dang ran thich hop d6i véi
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dung dich, ho#c huyén phu, chét mang dang 1dng trudce khi tiém.

N6i chung, viéc truyén truc tiép cac ché phém s€ duogc thuc hién bﬁmg cach
tiém, dudi da, trong mang bung, qua tinh mach hoic qua co, hodc truyén qua khoang
hé ctia mé. Ciing c6 thé sur dung cac ché phim vao trong ton thuong. Cac liéu diéu tri
c6 the 1a mét 1§ trinh diéu tri mét liéu hogc ké hoach didu tri nhidu lidu.

Cén phai hiéu ring ché phim hoat tinh trong ché phém s& 1 phén tir khang thé.
Nhu viy, s& nhay cam dé thoai bién trong duong tiéu héa. Do viy, néu ché phdm
duoc sir dung qua duong tiéu qua, ché phim s& cin phai chira cac chit dé bao vé
khang thé khoi thoai bién nhung giai phong khang thé khi da hap thu tir duong tisu
héa.

Thong tin chi tiét vé v& cac chat mang dugc dung duoge d& cap dén trong ’ai
liéu Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

Theo mot phuong 4n, ché phdm duoc tao ra dudi dang mét ché phim d& sur
dung khu trti bao gdm viéc hit vao.

Céc ché phdm hit vao duge thich hop bao gdm bot c6 thé hit, sol khi dinh
lugng chira khi d4y hozc dung dich c6 thé hit vao ma khong chira khi ddy. Bot c6 thé
hit theo sang ché chira hoat chit c6 thé bao gdm toan céc hoat chit da dé cap dén 6
trén hogic hdn hop cla cac hoat chat da dé cap dén & trén véi ta dugc vé mdt sinh ly.

Bot c6 thé hit c6 thé bao gdm monosacarit (vi du nhu trong glucoza hoic
arabinoza), disacarit (vi du nhu trong lactoza, sacaroza, mantoza), oligo- va
polisaccarit (vi du nhu trong destran), rwou da chic (vi du nhu trong socbitol,
manitol, xylitol), mudi (vi du nhu trong natri clorua, canxi cacbonnat) hodc hén hop
ctia ching v6i mot chat khac. Mono- hodc disacarit dugc st dung thich hop, viéc sir
dung lactoza hodc glucoza, dac biét nhung khong phai 1a duy nhat du6i dang hydrat.

Céc hat birc xa dé ling phu trong phdi yéu cau kich thuéc hat nhd hon 10
micron, chang han nhu 1-9 micron vi du tir 0,1 dén 5 pm, cu thé tir 1 dén 5 um. Kich
thuée hat ctia ché phdm hoat tinh (ching han nhu khang thé hoic manh khang thé) c6

tAm quan trong hang dau.
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Khi d4y c6 thé dugc st dung dé didu ché sol khi c6 thé hit phai da biét trong
linh vic nay. Khi ddy thich hop duge chon tir gitta cac hydrocacbon ching han nhu n-
propan, n-butan ho3c isobutan va halohydrocacbon ching han nhu clo héa va/hosc flo
héa cac din xuét clia metan, etan, propan, butan, xyclopropan hodc xyclobutan. Khi
dhy da d& cap & trén c6 thé duoc st dung riéng hoic trong cac hdn hop ciia chiing.

Khi day dic biét thich hop 14 cac din xuét halogen hoa ankan chon ra tir cac
TG 11, TG 12, TG 134a va TG227. Céac hydrocacbon duoc halogen héa, TG134a
(1,1,1,2-tetrafloroetan) va TG227 (1,1,1,2,3,3,3-heptafloropropan) va hdn hop cua
chiing @ cap dén trén dy 1 dac biét thich hop.

Sol khi 6 thé hit c6 chira khi diy ciing c6 thé chira cac chét khac, ching han
nhu chit dong dung mai, chit én dinh, chét c6 hoat tinh bé mit (chét hoat dong bd
mit), chit chng oxi hoa, chét 1am tron va cc chit d& diéu chinh d6 pH. Tét ca cac
thanh phan nay da biét dén trong linh vuc nay.

Sol khi c6 thé hit phai c6 chira khi diy theo sang ché c6 thé chita dén 5 % theo
trong lwong ctia hoat chét. Sol khi theo sang ché c6 chtra, Vi du nhu, 0,002 dén 5 %
theo trong lwong, 0,01 dén 3 % theo trong luong, 0,015 dén 2 % theo trong luong, 0,1
dén 2 % theo trong luong, 0,5 dén 2 % theo trong luong hodc 0,5 dn 1 % theo trong
luong cta hoat chét.

Theo Iya chon, viéc st dung khu tri & phdi cling c6 thé 1a st dung dung dich
16ng hodc ché pham dang huyén phu, vi du nhu sit dung thiét bi ching han nhu éng
phun, Vi du nhu, éng phun ndi v6i may nén (vi du nhu dng phu®ari LC-Jet Plus(R)
duoc nbi vé®4ay nén Pari Master(R) dugc san xudt bdi Pari Respiratory Equipment,
Inc., Richmond, Va.).

Khang thé clia sang ché c6 dé duge dua vao phéan tan trong dung moi, vi du
nhu duéi dang dung dich hozc huyén phit. N6 c6 thé duoc tao huyén phu bang dung
dich sinh 1y hoc twong tmg, vi du nhu dung méi dugc dung hodc céc dung dich dém.
Dung dich dém da biét trong linh vuc nay c6 thé chia 0,05 mg dén 0,15 mg disodium
edetat, 8,0 mg dén 9,0 mg NaCl, 0,15 mg dén 0,25 mg polysorbat, 0,25 mg dén 0,30
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mg axit xitric khan, va 0,45 mg dén 0,55 mg natri xitrat trén 1 ml nuéc dé dat duoc
d6 pH khoang 4,0 dén 5,0. Huyén phui c6 thé st dung, vi du nhu, khang thé d6ng khd.

Céc thé huyén phu hodc ché phim dung dich dung dich ding dé diéu tri bénh
cling c6 thé chira mot hoic nhiéu t4 duoc. T4 duoc da biét trong linh vuc nay va bao
gdm dung dich dém (vi du nhu dung dich dém xitrat, dung dich dém photphat, dung
dich dém axetat va dung dich dém bicacbonat), axit amin, uré, ruou, axit ascobic,
photpholipit, protein (vi dy nhu anbumin huyét thanh), EDTA, natri clorua, hat m#,
manitol, socbitol, va glyxerin. Dung dich hosc huyén phii ¢6 thé dugc bao nang trong
hat m& hoic tiéu cau phéan huy sinh hoc. Nhin chung 13, ché phém s& duoc tao ra hiu
nhu duéi dang v6 tring bang cach sir dung quy trinh san xuét vo tring.

Quy trinh ndy c6 thé bao gdm viéc san xult va khir tring bang cach loc dung
dich/dung méi dém dung cho ché phdm, huyén phu vo tring cta khang thé trong
dung dich/dung méi dén khir tring, va dinh lugng ché pham vio trong chai dung
bang cac phuong phép thudng d8 duge ngudi cé hiéu biét trung binh vé linh vuc ky
thuat twong tng biét dén.

Ché phim c6 thé phun theo sang ché c6 thé dugc tao ra, vi du nhu, 1a don vi
liu duy nhat. M3i lg chtra mt don vi lidu trong mot thé tich, vi du nhw 2ml dung
mdi/dung dich dém.

Khang thé dugc boc 16 trong ban md ta ndy c6 thé duogce thich hop dé truyén
bang cach phun.

Ciing du tinh rang khang thé theo séng ché c6 thé dugc ding bang cach sir
dung liéu phap gen. Pé dat duoc diéu nay, trinh tw ma héa chudi ning va chudi nhe
ADN ctia phan tir khang thé dudi su kidm soét cia céc phan tt ADN dua vao bénh
nhan sao cho chudi khang thé duogc bidu hién tir trinh tw ADN va dugc ghép tai chd.

Theo mét phuong 4n, sang ché bao gdm viée st dung khang thé hosc cac manh
khéng thé ctia chiing nhu mot chat phan ting hodc chuin doan, vi du lién hop véi mot
phén tir chi thi. Do vy, sing ché d& xuét khang thé hoic manh khang thé theo sang

ché duoc dédn nhan. Theo mdt phuong 4n, sing ché dé xuat mot cdt bao gdm mot
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khéng thé hosc méanh khang thé theo sang ché.

Do vy, sang ché @& xuit khang thé khang CSF-1R hoic manh khéang thé dé st
dung lam chét phén g cho cac muyc dich st dung sau:

1)  tinh ché protein CSF-IR (hoic manh lién két cta khang thé nay) — lién
hop v6i ma trén va st dung 1a c6t 4i luc, hodc (13 dang cai bién cua chét khéng CSF-
1R) nhu 1a mét chat két tia (vi du nhu dang cai bién v6i ving duge cong nhén béi
chit phan vmg khang Fc);

2)  phéat hién va/hoiic x4c dinh CSF-1R trén cac té bao hodc trong cac té bao,
con séng hodc ¢b dinh (cac té bao in vitro hodc trong md hoc trong cac phan t& bao).
Viéc sir dung phuong phép niy c6 thé bao gém viée xac dinh CSF-1R nhu mét diu
4n sinh hoc, theo tac dung ctia phwong phép diéu tri khang CSF-1R. Béi v6i muc dich
ndy, di twong phai dugc st ding dudi dang cai bién (vi du nhu bang cach thém gdc
khéc, 1am protein dung hop gen hozc lién hgp hoéa hoc, chang han nhu thém phan ti
thong béo, vi du sir dung mét miéng huynh quang nhdm muc dich dé phét hién ra
dugc);

3)  tinh ché hogc phan loai c4c té bao c6 CSF-1R da danh diu bing cach
lin két véi cée ddi twong da cai bién béi cac cach da minh hoa trong (1) va (2).

“Bao gdm” trong ngit canh ctia ban md ta nay c6 nghia 1 “bao gbém”.

Trong d6 trudng hop cin thiét vé mit k§ thuat, cac phuong 4n clia sang ché c6
thé dwoc két hop v6i nhau.

Céc phuong 4n dugc md ta trong sang ché bao gdm dic tinh/d4u hidu nhét
dinh. Sang ché ciing bao gdm cac phuong 4n riéng biét gdm hoic vé co ban gdm cac
dic tinh/d4u hiéu nay.

Tai liéu tham khao k¥ thuat, chang han nhw cic bang doc quyén sang ché va
cac don sdng ché, dugc dua vao day dé tham chiéu.

Bét ky phuong 4n nao dugc vién din cu thé va rd rang trong ban mo ta nay co
thé tao ra co s& cho viéc tr bd riéng hodc trong su két hop véi mot hodc nhiéu

phuong an khac.
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Vi du thire hién sdng ché
Vi du 1 — Tao ra khang thé khang CSF-1R
Mién dich héa

Loai chudt nhit Female Sprague Dawley duoc mién dich v&i nguyén bao xo &
chudt c6 RFL6 cing loai duge chuyén nhiém nhanh chéng bing vecto biéu hién phan
ngoai bao CSF-1R & ngudi lién két v6i phan tir glycosylphosphatidyl-inositol (GPI).
Fig.3 thé hién SEQ ID Sé: 39 14 trinh tw ngoai bao CSF-1R & ngudi ding trong mién
dich héa & chudt nhit.

Chudt nhat dugc tiém ching ngira duéi da nim lan trong khoang thoi gian ba
tudn v6i cac té bao chuyén nhidm 3-9x10° trén mbi dong vat. Freund’s Complete
Adjuvant (50% trong PBS) dugc tiém vao vi tri lién k& t& bao mién dich diu tién. Hai
tudn gdy mién dich sau clng, thu dugc té bao mau don nhan thudc viung ngoai vi
(PBMCs) va céc té bao lach.

Sang loc so bd céc phil néi khang thé

Céc phii ndi khang thé dugc sang loc ban dau cho kha ning lién két CSF-1R &
ngudi duge biéu hién trén cac t& bao chuyén nhim HEK293 theo cong nghé phéan
tich vi thé tich huynh quang (Fluorescence Microvolume Assay Technology -
FMAT).

Khoang 1000 giéng v6i hoat tinh khang CSF-1R dugc xéc dinh trong man hinh
FMAT so0 bd ctia dia c¢& 600 x 96 giéngs. Tong cong, cc té bao xép xi 3x10° B (té
bao don nhan tach & chuft) dugc sing loc dé san xudt khéng thé lién két CSF-1R

bang FMAT.

Sang loc thtr cip cac phii ndi khang thé

Thir nghiém vira qua duoc tao ra dé x4c dinh cac giéng duong tinh-FMAT bao
gdm viéc trung hoa hoat tinh khang CSF-1R, ttc 14 khang thé c6 kha ning ngin chin
CSF-1R lién két v6i thu thé CSF-1R & ngudi. U cac phi ndi khang thé véi cac té bao
THP-1 biéu hién CSF-1R trude khi 4 véi CSF-1 & ngudi. Mitrc 6 CSF-1 lién két véi
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cac t& vao THP-1 duoc do bing k¥ thuat phén tich t& bao theo dong chay str dung
khéng thé polyclonal khang CSF-1. Khong thich hgp céc phil ndi khang thé ding nhu
mdt d6i chimg am tinh.

Sang loc thtr cp dwoc 4p dung cho céc phtt ndi tir 779 giéng khéang thé va 88
giéng nay chtng minh hoat tinh chin CSF-1 ¢6 thé do duge.
Sang loc giai doan ba ctia phil ndi khang thé

Phu n6i khang thé thé hién viéc v6 hiéu héa hoat tinh trong tAm chén thr hai da
duoc kiém nghiém d6i véi kha ndng chdn CSF-1 phu thudc con séng ctia bach ciu
don nhan nguyén phat & ngudi. Bach ciu don nhan duoc tinh ché tir mau nguoi va
céc té bao 1x10* cac té bao 1 v6i mdi khéng thé dich ndi voi su ¢O mdt ctia 20ng/ml
CSF-1 & ngudi. Sau 72 gid 1, mot s6 bach cdu don nhan con sdng duoc do bang thir
nghiém CellTiter Glo.

Sang loc 14n ba dugc &p dung cho phu ndi tir 59 trong sb céc giéng khang thé
dd x4c dinh trong t4m chin thu hai va 18 giéng d& chtng minh duogc kha nang lam
giam kha ning séng ctia bach cAu don nhan qua trung gian CSF-1.
Tach dong khéng thé trong cac khu vuc bién ddi va phén tich lai hoat tinh chan

Thir tién hanh tach dong trong ving bién ddi (ving V) tir 18 giéng khéng thé
chimg t6 viéc trung hoa hoat tinh CSF-1. Chudi ning va chudi nhe cia globulin mién
dich trong viing V dugc khuéch dai béng RT-PCR sir dung cac doan mdi cu thé vao
khu vuc 6n dinh khéang thé cua chudt nhit va doan mdi du thira duoc thiét lap dé
nung céc trinh ty ma hoa ctia doan peptit din dudng globulin mién dich & chudt nht.
Céc gen trong ving V duoc thu hdi tir 14 khang thé va tach dong vao chudi ning va
chudi nhe trong cac vecto biéu hién IgG4 & nguoi.

Cap vecto khéng thé dugc chuyén nhim nhanh vao céc t& bio HEK293F va
mdi truong diéu hoa duge kiém nghiém dé trung hoa hoat tinh CSF-1 trén cac t& bao
THP-1 (nhu d3 d& cap & trén). Chin trong sb cac khang thé c6 kha ning e ché mot
phén hoic trc ché toan phan CSF-1 lién két v6i so v6i moi truong diéu hoa dbi ching.

Phén tich trinh tu clia chin khang thé khang CSF-1R trung hoa
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Chin khéang thé trung hoa duoc x4c dinh trinh tu dé danh gia tinh da dang cta
trinh tw. T4t c4 chi ¢ duy nhit chin khang thé. Céc khang th8 nay duoc tach dong va
biéu hién cho céc nghién ctru dinh hinh khéc.

Vi du 2 — Céc dic tinh in vitro cua chimeric CSF-1R khing ngudi Ab969 va
CSF-1R khang chudt Ab535.

i) Biéu hién chimeric Ab969

Céc ving bién ddi cua chin khang thé trung hoa di x4c dinh trong vi du 1 duoc
tach dong vao cac vecto biéu hién ctia chudi ning va chudi nhe tach biét va biéu hién
khéng thé IgG4 c6 chiéu dai hoan chinh & ngudi.

Cac gen VH duogc tach dong vao vecto pVhgdFL(V19H), chita ADN m3 hoa
doan din dAu tw nhién va chudi ning gamma-4 & ngudi trong ving hing dinh véi
khép ndi ctia dot bién dn dinh S241P. Céac gen VL (kappa) da dugc tach dong vao
vecto pKH10.1(V4L), chita ADN ma3 héa doan din d4u tu nhién va chudi kappa &
ngudi trong ving hing dinh (Km3 alotyp).

Khéng thé dwoc bidu hién bing cach chuyén nap dong thoi nhanh dé khép cac
cdp vecto chudi ning va chudi nhe va cc t& bio CHO-K1. Thuc hién viéc tinh ché
khéng thé vao PBS pH 7,4 sao cho miic d6 téng hop trong qua trinh didu ché cudi
cung nho hon 1%.

M&i manh ctia chin khang thé bao gdm mot khang thé duoc ky hiéu 13 khang
thé 969. Khang thé chimeric bao gdm cac khu vuc bién dbi & chudt nhit va chudi
ning gamma-4 & ngudi trong ving hing dinh va chudi kappa & nguoi trong ving
hé‘mg dinh dugc dé cap dén 1a khéng thé 969 hoic khéang thé 969cHcL hodc khang thé
969.20 trong vi du duéi day.

ii)  Thir nghiém chin phdi tir

Khé ning clia mdi trong s chin khang thé dé (e ché CSF-1 lién két véi cac 6
bao Céc té bao THP-1 dugc danh gia bang k¥ thuat phan tich té bao theo dong chay.
U céc té bao THP-1 v6&i mdi khéang thé & 0,5; 0,125; 0,031; 0,0078 va 0,00195ug/ml
trong 30 phut. Khang thé IgG4 khong thich hop lam dbi ching ddng vi. Sau khi lam
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sach, i cac t& bao véi CSF-1 0,5pug/ml & nguoi trong 30 phit. Sau khi 1am sach thém,
phét hién lién két CSF-1 bang cach 0 1an lugt véi khéng thé chéng CSF-1 dugc biotin
héa va streptavidin lién hop Alexa488. Phdi tir lién két thu thé duoc do bing k§ thuat
phan tich t€ bao theo dong chay va cudng d6 trung binh huynh quang (MFI) da thé
hién.

Thir nghiém nay x4c dinh bon khang thé, bao gdm Ab969, cao so v6i phan con
lai ctia khang thé d4 kiém nghiém, chimg t6 su trc ché hoan toan ctiia CSF-1 lién két &
ndng d6 31,3ng/ml. Céc két quéa ctia Ab969 duoc thé hién trén Fig.4.

iii)  Su trc ché sy séng s6t ciia bach ciu don nhén trung gian CSF-1 & IL-34
CSF-2R khang nguoi:

Céc khang thé CSF-1R khang ngudi d3 tinh ché duoc kiém nghiém kha ning
tic ché CSF-1 va IL-34 kich thich su sdng con va kha ning tdng sinh cta bach ciu
don nhan nguyén phat & ngudi. Trong mdi thir nghiém, st dung tic nhan gdy phan
bao (CSF-1 hoic IL-34) & ndng d6 kich thich t6i da ctia bach ciu don nhan.

Piéu ché PBMC & ngudi tr mau ngudi méi trén gradien Ficoll va bach ciu don
nhan tinh ché bang cach chon lya duong tinh. U bach ciu don nhan véi 0,25 pg/ml
khéng thé va 20ng/ml CSF-1 trong 72 gid va s6 lwong cac té bao con sdng twong dbi
dugc chimg minh bing cach sit dung phén tich CellTiter Glo. Pau doc phat quang
tuangquanvéiséluqngcéctébéocbnséng.Kétquéduqcthé}ﬁﬁlélﬁgja.

Piéu ché PBMC & ngudi tir mau ngudi méi trén gradien Ficoll va bach ciu don
nhén tinh ché bang cach chon lua duong tinh. U bach cdu don nhan véi 0,25 pg/ml
khang thé va 20ng/ml CSF-1 trong 72 gid va sb luong cac té bao con sdng tuong dbi
duoc chimg minh bing cach sir dung phén tich CellTiter Glo. Pau doc phat quang
tucngqumnvéiséluqngcéctébéocbnséng.Kétquédﬁqcthé}ﬁ@16lﬁg5b.

Bén trong s6 cé4c khang thé c6 Ab969 ching minh dugc mutrc d6 e ché cao cla
bach ciu don nhan con sdng so v6i cac khéng thé con lai cho su kich thich ctia ca
CSF-1 (Fig.5a) va IL-34 (Fig.5b), pht hop véi cac hoat tinh e ché phdi tir cta
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Khéang CSF-1R & chudt:

Tinh ché cac bach cdu don nhin nguyén phat CD11b" & chudt tir 14 lach ciia
chudt. U cac bach ciu don nhan véi chudn do cua CSF-1 (mCSF-1) & chudt trong 24
gio. Su giai phong MCP-1 vao mdi trudng t& bao duge do bing ELISA va su giai
phéng phu thudc vao lidu ctia MCP-1 bing mCSF-1 da ching minh. Theo mdt
phuong 4n nghién ctru, 10ug/ml chéng CSF-1R Ab535 & chudt duge bd sung cung
v6i sy chuan d6 mCSF-1. Sy giai phéng MCP-1 hoan thanh e ché bing Ab535 & tht
ca cac ndng d6 ciia CSF-1 d3 kiém nghiém (Fig.6).

Tién hanh thir nghiém giai phéng MCP-1 bang cach st dung bach ciu don
nhan nguyén phat & chuét véi 100 ng/ml ndng d6 CSF-1 bét bién va chudn do Ab535.
Uc ché phu thudce vao lidu cua gidi phéng MCP-1 dugc chirng minh va tinh todn ICs,.
ICsp trung binh cia Ab535 tir hai thi nghiém doc 14p d3 ching minh duoc 13 8,08
ng/ml.

Két luan: viéc diéu tri bach ciu don nhan & chudt véi CSF-1 gdy ra su giai
phong phy thude vao liéu ctia MCP-1, (¢ ché hoan toan bang cach diéu tri vé6i 10
ng/ml Ab535. Ab535 tic ché theo CSF-1 giai phong MCP-1 tir cac bach ciu don nhan
ctia chudt theo cach phu thudc vao lidu, véi ICs, la 8,08 ng/ml (n=2). Tri 36 ICs,
twong ty véi tri s duoc thé hién bai khang thé CSF-1R khéng ngudi.

iv)  Ailuc

Khéng thé di duoc kidm nghiém v& kha ning lién két CSF-1R trong thtt
nghiém BIAcore bang cach do lién két dong hoc véi CSF-1 tai td hop da tinh ché cta
protein dung hgp R/Fc.

Dang thir nghiém thu nap khang thé khang CSF-1R bang cach cb dinh IgG,
F(ab’), khédng ngudi, sau d6 dén chuin d6 ctia hCSF-1R/Fc trén bé mit thu dugc.
Tién hanh BIA (Phan tich tuong téc sinh hoc phan tir) bang cach sir dung BIAcore
3000 (GE Healthcare Bio-Sciences AB). T4t ca céc thi nghiém dugc thuc hién ¢ nhiét
d6 25°C. Manh F(ab’), tinh sach bang 4i lyc trong IgG khang nguoi cia dé, manh
khang thé dic hiéu F(ab’), dugc gift ¢4 dinh trén Cam bién CM5 (GE Healthcare Bio-
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Sciences AB) qua khép ndi hoa hoc amincé mirc do cta don vi phan tng ~5000
(RU). Dung dich dém HBS-EP (10mM HEPES pH7,4, 0,15M NaCl, 3mM EDTA,
0,005% Chét hoat dong bé mit P20, GE Healthcare Bio-Sciences AB) dugc st dung
lam dung dich dém van hanh v6i ty 1€ van hanh 13 10ul/phtt. Viée tiém khéang thé
khang CSF-1R dugc tién hanh dé dua ra mirc thu nap khoang 100 RU trén IgG,F(ab),
khang ngudi ¢b dinh.

CSF-1R & ngudi téi to hop/Fe (Cac hé théng R&D) vuot qua khang thé khang
CSF-1R d3 thu ¢ 5nM trong 30 phut cho giai doan phan ly. Tién hanh tiém & 5nM hai
lan twong ung véi dung dich dém déi chiing. So db cam bién duoc st dung dé tao ra
ty 16 phén ly. CSF-1R & ngudi tai té hop/Fc duge chudn do trén khang thé khéang
CSF-1R dé thu & 2,5mM theo ty 1 van hang 1a 30ul/phut trong 5 phiit tiép theo bing
giai doan phan ly 10 phiit. So d6 cam bién dugc six dung d€ tao ra ty 16 két hop. Tai
tao bé mit theo ty 1€ van hanh 10ul/phit béng cach tiém 10ul cta 40mM HCI ké tiép
13 bang c4ch tiém 5ul cia 10mM NaOH. Tinh todn céc dudng cong lién két da trir di
phéng tham chiéu d6i bang céch sir dung phdn mém danh gia BIA (phién ban 4.1)
theo quy trinh tiéu chudn. Cac thong sé Kintic dugc xac dinh theo thudt toén thich
hop.

Ba trong bén khang thé da kiém nghiém c¢6 i luc (Kp) nhé hon 10pM. Diéu
ndy so sanh thuan loi v6i chit phan tmg song song khang chudt CSF-1R, Ab535. Két
qua cho Ab969 va Ab553 duge thé hién trong Béang 1.

Bang 1
Toc do , N ,
, To6c do tach Ai luc Ailuc
Khéng thé ghép y
K, (M5 Kq(s™) Kp (M) Kp (pM)
Ab969 2,58x10° 2,49x107 9,65x107 9.6
Ab535 2,24x10° 1,06x107 4,73x107" 47

Ai Iyc ctia khang thé cling dwgc do bang thir nghiém trén co sé té bao bang céach

sir dung cac t& bao THP-I. Khang thé duge danh diu truc tiép v6i thude nhuém
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huynh quang Alexa-488 va 4i luc dugc do bang k§ thuit phan tich té bao theo dong
chay dinh lugng. Phép phan tich BIAcore khac nita khang dinh ring viéc két hop
huynh quang ctia khang thé khong 1am thay dbi 4i luc véi protein tai t6 hop CSF-1R.
Céc két qua duoc thé hién trong Bang 2.

Céc tri 6 4i luc tuyét dbi thu duge tr hai phuong phép khac nhau va su khéc
biét nay thuong duoc quan sat khi so sanh hai hé thong. Tuy nhién, phuwong phép trén

co 56 té bao d4 ching minh duge rang khang thé lién két CSF-1R véi 4i luc cao.

Béng 2
. Ailuc dyatréntébao | Ai luc BIAcore
Khéng the
Kp = S.D. (nM) Kp (pM)
Ab969 2,20 £ 0,19 4,80

v)  Su tic ché lién két CSF-1(ICs,)

Bén khéng thé dugc phén tich bang cach do hiéu luc twong dbi cua chung khi
tic ché CSF-1 lién két voi cac té bao THP-1. Tét ca bdn khéng thé thé hién do tng
ché cao ctia CSF-1 lién két v6i céc tri s6 ICs, nhéd hon 5ng/ml (~30pM) trong dang
thtre thir nghi€m nay.

Bang 3

Khéng thé ICsp = S.D. (ng/ml) trung binh
Ab969 2,89+ 1,22

vi)  Khang thé phan Gmg chéo

Kiém nghiém bdn khang thé cho phan tmg chéo v6i CSF-1R c¢6 chiu dai hoan
chinh & khi nau, khi m&m ché va ché. T4t ca bbn khang thé lién két v6i CSF-1R & khi
ndu va khi dudi dai ngoai CSF-1 & ngudi, thé hién rd rang lién két trén muc dbi
chimg déng vi.

Bang 4

Phan mg chéo

Khang thé
Khi dudi dai Khi mom cho Cho
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ADb969 Cé Cé Khoéng
vii)  Su tiép nhan CSF-1R

Ab969:

U céc té bao THP-1 véi Ab969 trong 0 gid, 0,5 gio, 2 giov, 4 giv, 24 gio va 48

gid. Céc té bao ciing duoc didu tri v6i CSF-1 & ngudi va ddi chimg dong vi lan luot
lam dbi chimg dwong tinh va dbi chiing Am tinh. Tai mdi thoi diém, mutc d6 bé mat té
bao CSF-1R duge do bing k§ thuat phan tich t& bao theo dong chay (Fig.7). Mic d6
tuong dbi cta bé mit t& bao CSF-1R trén céc té bao dugc didu tri véi Ab969 so véi
ddi chiing ddng vi d4 phan tich va thé hién trén Fig.8.

Viée diéu tri cac t& bao THP-1 véi CSF-1 téi tb hop gy ra su sut gidm nhanh
chéng va lién tuc theo mirc d6 ciia bé mit téb bao CSF-1R; phdi tir tw nhién lién hét
v6i thy thé cling gbc va khéi dong qua trinh tiép nhén cta phirc thu thé phéi t.

Céc t& bao THP-1 duogc didu tri v6i Ab969 thé hién cac mic d6 cao hon cia
biéu hién CSF-1R trén bé mit t& bo so véi cac té bao chua duge didu tri va céc té
bao da diéu tri bing dbi chiing ddng vi trong sudt toan bd chu trinh thoi gian 48 gio.
Dit liéu ndy cho thiy ring viéc diéu trj cac t& bao véi Ab969 khong gay ra qua trinh
tiép nhan ctia bé mit t& bao biéu hién hCSF-IR cho dén 48 it sau diéu tri.

Khi thoi gian tiép didn, c6 su gia ting déng chu ¥ trong bé mit t& bao biéu hién
CSF-1R trén cac té bao da dugc dibu tri va céc té bao da didu tri véi THP-1, theo su
biéu hién clia t& bao da diéu tri bing CSF-1. Pidu nay c6 thé 1a do su biéu hién thay
ddi trong sudt qua trinh phat trién té bao trong khoang thoi gian 48 gio thi nghiém va
c6 thé dan dén phan tmg cing thing,

Dé dua ra thém bing ching chimg minh ring Ab969 khong c6 kha néng tao ra
qué trinh tiép nhén thy thé, va ciing loai trir kha ning dong té bao THP-1 khong thich
hop vé mat sinh t&, cac bach ciu don nhan nguyén phat cling dugc st dung trong thir
nghiém v& qué trinh tiép nhan. Dit liéu tir thi nghiém nay ciing chimg minh rang
Ab969 khéng gy ra qué trinh tiép nhén nhanh chéng ctia bé mit CSF-1R trén cac

bach cdu don nhan ctia ngudi nguyén thiy khée manh.
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Ab535:

Dong té bao leukaemic bach ciu don nhan/dai thuc bao RAW?264.7 & chudt thé
hién mirc d6 cao CSF-1R (mCSF-1R) & chuét va thé hién hé thdng trén co s& té bao
thich hop dé kiém nghiém dii khang thé chéng chuét CSF-1R Ab535 ¢6 thé kich thich
qué trinh tiép nhén thu thé.

Céc t& bao RAW?264.7 duoc 1 v6i Ab535 trong 0 gio, 0,5 gid, 2 gio, 4 gid, 24
g0 va 48 gio. Céc té bao cling duge diéu trj v6i CSF-1R & ngudi va dbi chimg ddng
vi 14n lugt lam di chimg duong tinh va d6i chimg 4m tinh. Tai mdi thoi diém, mirc
d6 CSF-1R trén bé mit t& bao duoc do bang k¥ thuat phan tich t& bao theo dong chay
(Fig.9). Mitc d6 tuong déi ciia bé mit t& bao CSF-1R so véi déi chimg dong vi dugc
tinh toan va d& cap dén trén Fig.10.

Dit liéu cho thdy rang viéc didu trj cac t& bao THP-1 véi CSF-1 tai td hop dan
dén su suy giam d6t bién va nhanh chéng theo muc d6 bé mit t& bao CSF-1R.

Su giam mic d6 mCSF-1R r3 rang trén bé mit té bao dugc quan sat trén
RAW264.7 céc té bao duoc didu tri véi CSF-1 & ngudi trong 2 gior lién quan dén cac
té bao khong dugc diéu trj va cac t& bao duogc didu tri béng cach kiém soat 16p khang
thé. Viéc giam nay duoc duy tri trong 48 gid nghién ctu. Diéu ndy ching to ring
CSF-1 & ngudi tao ra qua trinh tiép nhan mCSF-1R va hop thic héa hé thdng thir
nghiém dé theo dai qué trinh tiép nhén thu thé.

Céc t€ bao RAW264.7 dugc diéu tri v6i Ab535 c6 cac mic d6 tuong tu bé mit
té bio mCSF-IR so v6i céc té bao chua duoc didu tri va cac té bao dbi chting dong vi
trong sudt toan b chu trinh 48 gid. Qua trinh tiép nhén thu thé trung gian khang thé
s€ dugc ky vong xay ra trong khung thoi gian, dit lifu ndy cho thdy ring Ab535
khéng tao ra qué trinh tiép nhan mCSF-1R.

Dé tao ra thém bing ching chimg té ring Ab535 khong c6 kha nang xay ra qua
trinh tiép nhén thu thé, dai thuc bao bach cdu don nhan nguyén phét CD11b* & chudt
dung trong thir nghiém tiép nhan. Piu nay cling chimg minh duogc 13 viée didu tri

bang dai thuc biao bach cu don nhan & chudt v6i b535 khong giy ra qua trinh tiép

-5O-



41254

nhén cta bé mit té bao biéu hién mCSF-1R cho dén 24 gid sau didu tri.
viii) Hoat h6a CSF1-R

CSF-1 lién két v6i CSF-1R, din dén su hinh thanh cta thu thé dimer, tao ra
qué trinh phosphoryl héa thu thé bang cach kéo cic ving kinaza lai véi nhau trong
ving khép kin. Diéu nay sau d6 din dén qu4 trinh tiép nhan thu thé va hoat tinh cta
mdt s§ chu trinh tai nap cac dac trung bao gdbm chu trinh Ras-MAPK. C6 thé thiy
rang khang thé khang CSF-1R c6 thé kich thich thu thé phan nhém va din phét tAng
tin hiéu ha Iuu. Py c6 thé 1a mot dic tinh khong mong mubn cho khang thé c¢6 thé tc
ché kha nang truyén tin hiéu cta thy thé, vi vay chat chil van cta thu thé bang Ab969
duge kiém nghiém bing cach st dung hai in vitro dang thir nghiém ddc 14p.

O dang thtr nghiém thi nhét, khéng thé dwoc 0 v6i cac té bao d& chuyén nhiém
v6i CSF-1R & ngudi ¢ chiéu dai hoan chinh va qu4 trinh phosphoryl héa cua thi thé
va cac phén tr truyén tin hiéu ha luu duge theo dai bang phép thdm tach Tay.

Dong té bio THP-1 biéu thi didm khoi ddu cho viée theo dsi trang thai hoat
dong cua CSF-1R. Tuy nhién, mic d biéu hién cia CSF-1R trong dong té bao nay
tuong ddi thap khién cho viéc tién hanh phan tich sinh héa khé khan. Vi thé, hé théng
thit nghiém duogc tao ra d sao cho mirc d6 ctia qua trinh phosphoryl héa CSF-1R ¢6
thé phat hién ra dugc tai hai gdc tyrosin, Y723 va Y809. Ngoai ra, qué trinh
phosphoryl hoéa ctia p44/42 MAPK (Erk1/2) tai T202 va Y204 duoc do 1a ddu doc
doc lap cho hoat tinh CSF-1R. Khi dugc kich thich véi CSF-1 bao gdm mot dbi
chimg duong tinh trong tit ca céc thi nghiém.

Céc té bao HEK293F duoc chuyén nhidm véi vecto plasmid biéu hién CSF-1R
c6 d6 dai hoan chinh. Sau 24 gid 1 trong trang thai huyét tuong tu do, cac té bao dugc
kich thich tr 100pg/ml dén 0,001 pg/ml cua Ab969.g0 trong 5 phut. Cac té bio cling
duoc diéu tri voi 500ng/ml CSF-1 ti t5 hop dé tao ra ddi chimg duong tinh. Céc té
bao khong duogc didu tri bao gdm dbi chimg &4m tinh. Dich thily phan protein tir c4c té
bao d3 xir ly va khong xtt ly duge tach ra bang phuong phap dién di polyacrylamit

SDS va tham vao nitroxenluloza. Tién hanh phuong phép thdm mién dich cAu Tay
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bang cach st dung khang thé cho photpho-Y723 CSF-1R (Coéng nghé Phat tin hiéu
Té bao #3151), photpho-Y809 (Cong nghé Phét tin hiéu Té bao #3154), toan bo CSF-
IR (Cong nghé Phat tin hidu Té bao #3152) va photpho-ERK1/2 (p44/42 MAPK)
(Cong nghé Phat tin hiéu Té bao #5301).

Céc t& bao HEK293F chuyén nhiém CSF-1R khong duogc kich thich ¢6 muc co
ban ciia qué trinh phosphoryl héa CSF-1R thap. Kich thich cac té bao vi CSF-1 tao
ra trong qua trinh phosphoryl héa CSF-1R & gbc Y723 va Y809 ma quan sat dugc dé
dang bing phép phan tich thdm tach Tay (Fig.11). Kich thich 16 rét qua trinh
phosphoryl héa ERK1/2 bang cach diéu tri CSF-1. Viéc didu tri bing céc té bao
HEK293F d4 chuyén mach véi khang thé Ab969.g0 khong kich thich qua trinh hoa
CSF-1R hoic tiém tang hoat tinh ERK1/2.

Trong thit nghiém th hai, khang thé Ab969 (monomeic va lién két ngang)
dwoc @ v6i bach cau don nhén nguyén phét & ngudi va su tiét MCP-1 duge diing nhu
mét déu hiéu ctia hoat tinh CSF-1R. Viéc diéu tri CSF-1 béng bach ciu don nhan &
ngudi khién ching giai phéng protein hoa huéng déng té bao don nhan-1 (MCP-1).
Néu khang thé khang CSF-1R c6 kha ning dé hoat hoa thu thé CSF-1R trén céc bach
cau don nhan, giai phéng MCP-1 ¢6 thé X4y ra.

Céc thir nghiém hda sinh dd m6 ta chi st dung khang thé khang CSF-1R don
thé. Tuy nhién, c6 thé thiy 1a IgG1 lién két ngang c6 thé ting cudng kha nang dem
cac phan tir CSF-1R vao trang thai khép kin va din dén qua trinh phosphoryl héa
tyrosin va tin hiéu ha luu. Dé danh gia diéu nay, tién hanh tht nghiém MCP-1 bing
cach st dung Ab969.g0 dé lién két ngang v6i khang thé khang nguoi.

Bach cau don nhan & ngudi duoc didu ché hoan toan tir mau nguoi nhu sau:
60-100 ml mau ngudi 14y tir cac dng BD Vacutainr 10 ml Lithium Heparin 171 IU.
Méu dugc chia thanh 3-4 dng Leucosep Ficoll (Greinr Bio-One) va lam ddy véi PBS.
Céc 6ng duoc ly tAm & 1000g, 20°C trong 10 phut, khong dung lai, va thu gom 16p
PBMC. Céc té bao bi két von va céac bach cdu don nhan sau d6 dugc tach ra béng

cach sir dung chon lua duong tinh cac hat CD14 & ngudi (Miltenyi Biotec 130-050-
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201) theo Quy chuén cia nha san xuAt. Khang thé Ab969.g0 duoc lién két ngang
bang cach bd sung khang thé chéng ngudi IgG & dé (cac hé théng R&D G-102-C)
theo ty 18 2:1 Ab969.g0:Fc. Cac bach cau don nhan duge dit trong 20.000 té bao trén
mdi 16 trong nhidu mé trudng véi su c6 mit cua lidu chuin d6 khang thé Ab969.g0
hodc Ab969.g0 d3 lién két ngang (loat pha lodng nira logarit bao gdm 16 ndng do, i
da la 10pg/ml). L3 kiém nghiém khong chia khéng thé, c6 va khong c6 cla 100ng/ml
CSF-1, ¢6 va khong c6 khang thé Fc khang ngudi (¢ ndng d6 ddng nhét nhau c6 mit
trong ndéng d6 dinh cua khang thé Ab969.g0 (5pg/ml)). Céc té biao duoc o trong 24
gi0, cac dia dugc quay dé két von cac té bao, va dich ndi duoc thu lai. MCP-1 tiét ra
duoc do bang MSD (K15 1AYB-2) theo quy chuin ciia nha san xuAt.

Két qua tir thi nghiém dé cip dén trén Fig.12. Phat hién ra Ia khéng lam tang
néng d6 MCP-1 cho bt ky phuong phép diéu tri Ab969.g0 nao, dudi dang monome
hogc lién két ngang, ndng d6 MCP-1 trong méi trudng cla cac t& bao da dugc xtr ly
ddng nhét véi cac té bao chua duge xit ly. Nhu mong doi, céc t& bao duge xtt Iy véi
CSF-1cho thiy su gia tiang dang ké trong tai san xult & cac ndng d6 MCP-1.

Vi du 3 — Su nhan héa khang thé 969 va sy chon lya m6 ghép dugc nhan héa

Bén khéng thé khang CSF-1R dugc chon cho nhan hoa trén co sé 4i luc va céc
dic tinh d& do cla ching trong Vi du 2.

1) Su tao ra md ghép dugc nhin héa

Khéng thé 969 va 970 dugc nhan héa bing cch ghép cac CDR tir khang thé &
chudt nhét trong vao khang thé dong tinh & ngudi trong ciu truc ving V.

Cac CDR duogc ghép tir thé cho vao trinh tu thy thé d3 xac dinh duoc béng
Kabat (Kabat va cong su, 1987), ngoai trir CDR-HI trong d6 st dung phurong phép
xac dinh Chothia/Kabat di két hop (xem Adair va cong su, 1991 Humanised
antibodies. W091/09967).

Vung V ¢ nguoi VK1 2-1-(1) O12 va viung J JK4 (V BAZA, http://vbaza.mrc-
cpe.cam.ac.uk/) dugc chon 1am chét nhan cho chudi nhe cia CDR. Vung V H2 3-1 2-

70 ¢ ngudi va vung J JH3 (V BAZA, http://vbaza.mrc-cpe.cam.ac.uk/) duoc chon
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1am chét nhan cho chudi ning ctia CDR.

Mbt s6 gbe cu tric tir ving V & chudt duoc duy tri trong céc trinh tu d3 nhan
hoéa, nhur d3 d& c4p dén trong Béang 1.

Céc gen ma héa céc trinh tu chudi nhe va chudi ning trong ving V & ngudi,
1an luot goi 14 gL1 va gHI duoc cAu tao va cAu triic bang phwong phép tdng hop tu
dong. Hon nita c4c bién thé khéc ctia ca chudi nhe va chudi ning trong vung V dugc
tao ra bang cach cai bién cac gen gL1 va gH1 théng qua k¥ thuét dot bién truc tiép
oligonucleotid.

Céac gen VK (gL1 to gl.9) d& dugc tich dong vao cua chudi nhe & ngudi trong
vecto biéu hién pKH10.1, ¢6 chira ADN m3 héa chudi Kappa trong ving hing dinh
(Km3 alotyp). Cac gen VH (gH1 va gH2) d3 dugc tach dong vao chudi ning gamma
4 & ngudi trong vecto biéu hién pVhy4P FL, c6 chira ADN m3 héa chudi nang
gamma 4 trong viing hing dinh v6i khép nbi dn dinh dot bién khép S241P (Angal va
cdng sy, 1993, Mol Immunol. 30:105-8). Su két hop khac nhau cia cac plasmit ma
héa chudi nhe va chudi ning bién ddi dugc cing chuyén nhiém vao HEK293F, din
dén biéu hién ciia cac khang thé 969 da nhan hoa, cac khang thé 969 tai t hop.

Ba khang thé khang CSF-1R khac ciing dugc da nhan hoa bang céch tao ra md
ghép bao toan chira gbc cia thé cho trong chudi ning va chudi nhe dugc dy doan 13
c6 tAm quan trong va mod ghép da nhan héa hoan toan khong chira gbc cia thé cho.

ii) Ai luc ciia cac khang thé duoc nhan hoa

Mdi mé ghép dugc nhan héa duge danh gia cho (i) 4i luc lién két CSF-1R &
ngudi bang BIAcore va (ii) nhiét d6 néng chay (Tm) duoc do bing phan tich Nhiét
huynh quang, ca hai déu lién quan dén khang thé chimeric khoi dau. Nhiét do néng
chay duoc cho 13 tao ra ddu hiéu ban diu coa phén tr khang thé dn dinh, vé6i cac
khéng thé khong 6n dinh thudng ¢6 Tm nhé hon 75,0°C.

Céc md ghép thé hién cac giai doan nhén héa ciia Ab969 dé cap dén trong
Béng 5. Bang 5 ciing thé hién khang thé chimeric Ab696 (969cHcL). M6 ghép bao
toan (969gH1gL1) c6 4i luc bat bién (Kp) v6i 2,4pM, vi thé khong c6 thiét hai vé 4i
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luc so v6i khang thé chimeric & chudt (969cHcL). Tm cua md ghép bao toan
969gH1gL1 1a 78,8°C va do d6 trj s6 ngudng 75,0°C & trén. Su thé gbc A78 clia thé
cho vao chudi ning V78 dé tao ra 969gH2gl 1 khéng 1am giam 4i luc cta khang thé
(Kp=2,3pM). Sau khi thé timg budc bing gbc K38, Y71 va F87 cua thé cho, 1dn tuot
vao Q38, F71 va Y87, trong 4i luc dugc quan sat. Mo ghép duoc nhan héa cubi ciing
969gH2gL.8 khong chira gdc cuia thé cho ¢6 4i luc twong tu khang thé chimeric ban
dau (4,1 pM).

Bang 5
M6 ghép ] Goc cho 0o B
, Goc cho VK kaM's™) Ka(s™) Kp (pM)

khang thé VH

969cHcL Khong c6 Khongcé | 2,31E+06 | 7,99E-06 3,5
969gH1gL1 | K38,y71, f87 A78 2,04E+06 | 5,00E-06 2,4
969gH1gL2 Y71, F87 AT8 1,46E+06 | 5,00E-06 34
969gH1gL3 K38, F87 A78 1,80E+06 | 5,00E-06 2,8
969gH1gL4 K38, Y71 A78 2,39E+06 | 5,00E-06 2,1
969gH1GI3 F87 A78 9,26E+05 | 6,11E-06 6,6
969gH1gL6 K338 A78 1,15E+06 | 5,00E-06 44
969gH1gL7 Y71 A78 1,50E+06 | 5,00E-06 3,3
969gH1gL8 - A78 1,17E+06 | 5,00E-06 43
969gH2gL1 | K38, Y71, F87 - 227E+06 | 5,23E-06 2.3
969gH2g1 2 Y71, F87 - 1,78E+06 | 6,11E-06 34
969gH2gL3 K38, F87 - 2,12E+06 | 7,29E-06 34
969gH2gL4 K38, Y71 - 2,20E+06 | 9,64E-06 4,4
969gH2gL5 Fg7 - 7,68E+05 | 5,00E-06 6,5
969gH2gL6 K38 - 1,40E+06 | 6,23E-06 4,4
969gH2gL7 Y71 - 1,40E+06 | 5,00E-06 3,6
969gH2gL.8 - - 1,23E+06 | 5,00E-06 4,1

Ab969 c6 kiéu dong phén héa DG tiém 4n & doan tiép hop CDE-L2 va cu
trac. Goc axit aspartic DG nay trong cac mo ghép 969gH2gl.7 va 969gH2gl.8 duoc
gay dot bién thanh serin dé dua ra trinh tu SG tro. Ai lyc véi CSF-1R duoc do bang
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BlIAcore va khong c6 thiét hai vé 4i luc da tim thiy (Bang 6). Ngoai ra, md ghép
969H2gL7(SG) va 969gH2¢l.8(SG) cudi cing da duy tri & Tm cao véi lan luot 13
80,5°C va 79,9°C.

Bang 6
Mo ghép | Goccho | Gbecho W'Y | ke Ko (5M)
s a S K4 (S
khéng thé VK VH ‘ PP
969cHcL | Khéngcé | Khongced | 4,35E+06 | 8,35E-06 2,0
969gH2gl.7
Y71 - 2,56E+06 | 7,16E-06 2,8
DG
969gH2gl.7
Y71 - 2,54E+06 | 5,00E-06 2,0
SG
969gH2gL8
- - 2,18E+06 | 5,00E-06 2,3
DG
969gH2gl .8
SG - - 3,22E+06 | 5,00E-06 1,6

Sw nhan héa Ab969 va khéng thé khang CSF-1R Ab970 khac tao ra khang thé
duoc nhén héa hoan chinh (khong ¢6 gdc cho & chudt) véi 4i luc (Kp) twong duong
v6i khang thé chimeric ban diu va Tm cho théy du doan ban dau vé do 6n dinh phan
tr. Phién bdn d4 nhan hoéa hoan toan ctia Ab969 (969gH2gl.8 SG)) dugc ddi tén
thanh Ab969.g5. Theo d6, phién ban chimeric ciia Ab969 s& duoc goi 12 Ab969.g0.

Ai luc ctia m6 ghép chimeric da tinh ché va md ghép d4 nhan hoéa cua khang
thé Ab9609 vao tai té hop CSF-1R dugce do lai bang cach str dung phén tich BIAcore.
Céc thi nghiém BlIAcore trudc d6 da tién hanh trong subt qua trinh nhan hoéa dugc
thuc hién bang cach st dung céc phil néi ctia té bao thd thay cho khéang thé da tinh
ché. Nhan thdy su giam nhe trong 4i luc véi cac tri s Kp ting xap xi tir 4pM dén
SpM.

Béang 7
Khang thé Thinghiém | k,(M's™) ke (s Kp (pM)
969.g0 1 2,16E+06 9,49E-06 4.4
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2 2,16E+06 9,10E-06 4,2

Trung binh 2,16E+06 9,30E-06 4,3

969.g5 1 1,63E+06 8,13E-06 5,0
2 1,50E+06 7,96E-06 5,3

Trung binh 1,57E+06 8,05E-06 5,1

iii) Sy trc ché kha ning séng ctia bach ciu don nhan trung gian CSF-1 bing Ab969.g0
va Ab969.g5
CSF-1 can thiét cho hoat héa va bach cAu don nhén con song trong moi trudng;

néu CSF-1 duoc loai bd sau khi bach ciu don nhan trai qua su chét t& bao theo
chuong trinh. Thir nghiém duogc tao ra & MCP-1 d3 sir dung protein hod huéng déng
té bao don nhén-1; cling dwoc biét dén nhu 1a CCL2, phdi tir kiéu C-C chemokin 2)
nhu doc ra. Khi kich thich CSF-1, MCP-1 tiét ra bach ciu don nhan & ngudi, ma co
thé dugc do tim trong céc 16p té bao ndi bang ELISA, thong thudng trong 24 gid sau
khi kich thich. Su trc ché CSR-1R béo hiéu ring khang thé chin lién két CSF-1 khién
1am giam MCP-1 tiét ra.

biéu ché PBMC & ngudi tr mau todn phin ctia ngudi méi trén gradien Ficoll
va céc bach ciu don nhan CD14" d4 tinh ché béng chon lya duong tinh. Toan bd cac
bach ciu don nhén 2x10* & véi loat pha lodng nira logarit véi 10pg/ml vao 0,35pg/ml
khang thé véi sy c6 mat cla 100ng/ml CSF-1 & nguoi trong 24 gio. Pi chimg bao
gdm “khéng khang thé, khong CSF-1” va “khéng khang thé, c6 CSF-1” tao ra cic tri
s6 giai phong MCP-1 t6i thidu va tri s6 giai phéng MCP-1 t6i da. Sau 24 gid 0, cac té
bao két von lai bang ly tAm va dich néi duoc gom lai. Po nbéng d6 MCP-1 bang cach
st dung ELISA CCL2/MCP-1 DuoSet (R&D Cac hé thong DY279) theo huéng dan
ctia nha san xuét,

Tur day trd di, thr nghiém nay duoc goi 14 “thir nghiém trc ché MCP-1”.

Thyc hién thi nghiém Gc ché MCP-1 d so sanh hoat tinh ciia 969.g5 d3 nhan
héa v6i chimeric Ab969.0. Tién hanh nam thir nghiém doc 1ap bang cach ding bén

ngudi cho bach ciu don nhan khac nhau. Trong tAt ca cac thir nghiém, md ghép duoc
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nhan héa Ab969.g5 c6 hoat tinh thip hon bt ngd so v6i khang thé chimeric ban dau
969.g0. Thi nghiém biéu thi duy nhat duoc thé hién trén Fig.13. ICs4 cho 969.g0 trong
thtr nghiém bach cau don nhan 13 24,6ng/ml, so véi 333,0ng/ml cho 969.g5. Didu nay
cho thdy rang viéc giam ba lan trong hiéu luc khang thé khi so sanh ca hai khang thé
bang cach st dung dang thirc thir nghiém nay.

Thuc hién mét loat thi nghiém béng cach sit dung Ab969 dé tiét 16 vi sao
khéng thé dwoc nhan héa c6 hoat tinh giam trong thir nghiém v& trc ché MCP-1. Dit
liéu cho thdy ring hoat tinh mét di cua Ab969.g5 duoc quan sat thdy trong thir
nghiém vé trc ché MCP-1 12 do tht tu trong d6 khang thé va céc phdi tir duge thém
vao cAc té bao muc tiéu. Hoat tinh cua ca Ab969.g0 va Ab969.g5 déu bi giam khi ap
dung dang thirc thir nghiém canh tranh, nhung quan trong hon 13, tim thy mot su
khéc biét 16n trong hoat tinh ngin chin ctia chiing. Tién hanh phan tich “tdc d6 ghép”
thdp hon ctia Ab969 nhan hoéa c6 thé gly ra vi€c sut giam hi€u qua cua phép phan
thich BIAcore. Dit lidu nay xac dinh ring, trong khi Ky, cua Ab969.20 va Ab969.g5
tuong tu nhau, Ka thdp hon cho Ab969.g5, & 1.57x10° M's! so véi 2.16x10° M's™!
cho 969.g0 (xem Bang 5). Trong mdt tht nghiém canh tranh, trong d6 CSF-1 va
khéng thé khang CSF-1R canh tranh dé lién két véi céc thu thé twong ddng nhau,
khang thé theo ty 16 ch4m hon c6 thé 1am giam hoat tinh tic ché néu tc d6 ghép cho
phdi tir cling cao va c6 phdi tir trong ndng do cao. DA biét rang CSF-1 & ngudi c6 tde
d6 ghép dic biét cao 1a 2.19x10° M'V' twong ty véi khéng thé, va thuc hién thi
nghiém véi ndng d6 CSF-1 cao (250ng/ml).

Dé tao ra thém bang ching chimg t6 ring giam 969.g5 trong hoat tinh tic ché
duoc tién hanh trén ddc tinh tu nhién cia khang thé, phat trién ELISA dé do CSF-1
lién két v6i CSF-1R. Phuong phap duoc goi 1a “thir nghiém chin phdi tir ELISA”.
Tién hanh thir nghiém nay bang cach sir dung lién két canh tranh, trong d6 CSF-1 va
khéng thé duoc két hop tir trude trude khi ung dung vao ranh gigi mang CSF-1R.
Thtr nghiém ciing c¢6 thé duoc thuc hién dé danh gi4 tc dong cua ndéng d6 CSF-1
trong hoat tinh ctia khéng thé.
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Khi do ICso cia 969.g0 va 969.g5 trong ELISA chin phdi tir bang cach st dung
Ing/ml ndng d6 CSF-1, ca hai khéng thé cho thiy hoat tinh twong tw v&i 14n lugt ICs,
cta 12,83ng/ml v6i ICsy cuia 19,65ng/ml. Khi sir dung ndng d6 ctia 10ng/ml CSF-1
trong thtr nghiém, ICs, ctia cd Ab969.g0 va Ab969.g5 tang, nhung quan trong hon 13,
su khéc biét gifta ching vé viéc tdng thém 14n luot dén 79,29ng/ml véi 268,10ng/ml.
Tiép tuc xu hudng trong thi nghiém bang cach st dung 100ng/ml CSF-1, trong do
Ab969.g0 va Ab969.g5 cho cic trj s ICsq 1an luot 13 828,70ng/ml va 3947,00ng/ml.
Thit nghiém vé tinh canh tranh ching minh ring Ab969.g5 hoat dong it hon
Ab969.g0 trong viéc ngan CSF-1 lién két v6i CSF-1R. Viéc giam tinh hiéu luc tré
nén rd rét hon khi ting néng d6 CSF-1.

iv) Nhin dang cac md ghép da nhéan hoda clia Ab969 véi hoat tinh twong tac véi
chimeric Ab969 trong thir nghiém trc ché MCP-1

Mot méanh cuia cac mo ghép trung gian d4 nhan héa Ab969 duoc didu ché bing
biéu hién luét qua sao cho in vitro hoat tinh c6 thé so sanh dugce (Bang8). Khang thé
chimeric (Ab969.g0) twong tng va mé ghép dugc nhan héa hoan toan (Ab969.g5)
cling c6 biéu hién thoang qua sao cho viéc so sanh truc tiép cac dic tinh cua khang

thé c6 thé dugc tién hanh trong cling mot 16.

Bang 8
Khang thé Mo ghép Goc cho VK Gbc cho VH
969.20 969cHcL Khoéng cé Khoéng co
969.g7 969gH2gL4 K38, Y71 -
969.9 969gH2gL6 K38 -
969.202 969gH2gL7 Y71 -
969.g05 969gH2gL 8(SG) - -

Hoat tinh in vitro ctia mdi khang thé duoc kiém nghiém trong tht nghiém vé su
tic ché cia MCP-1. Dang thiic thir nghiém nay st dung chudn do CSF-1 véi ndng do
riéng ctia khang thé di chon lwa, dang cho phép sang loc nhanh manh khang thé 16n
va nédu bat bat ky hoat tinh ngin CSF-1R khac nhau. Trong thir nghiém nay, MCP
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gidi phéng phu thudc lidu tir bach ciu don nhén nguyén phat & ngudi dugce do tim va
kha ning trong doi clia mdi khang thé d& ngan hoat tinh CSF-1R d4 do bing ndng do
CSF-1 trong d6 MCP-1 da duoc giai phéng. Pit cic t& bio don nhan trong 20.000 t&
bao trén mdi giéng trong nhiéu moi trudng v6i sy ¢d mit clia viée chudn d6 CSF-1 tai
t6 hop & ngudi (loat pha lodng gp hai 14n bao gdm 18 ndng do, t6i da 1a 500ng/ml).
B6 sung 1pg/ml khang thé liéu don. U céc té bao trong 24 gi va phii ndi dugc gom
lai. MCP-1 tiét ra duoc do bing ELISA. Thir nghiém trc ché MCP-1 cho théy ring
khéng thé Ab969.g2 va Ab969.g7 duy tri hoat tinh chin CSF-1 & mirc d6 cao, ca hai
thuc thé déu c6 kha nang tc ché hoan toan su tiét ra MCP-1 khi b sung CSF-1 vao
cac bach ciu don nhén & néng d6 16n hon 13 100ng/ml (Fig.14). Trong thit nghiém
ndy, nhan thay hoat tinh bi mit di & Ab969.g5, ma c6 thé chi vic ché MCP tiét ra dén
10ng/ml néng d6 CSF-1. Tuong tu nhu vay, khang thé Ab969. g9 ¢6 hoat tinh @rc ché
CSF-1R giam so v6i Ab969.g2 va Ab969.g7.

ICso cia m6 ghép duge nhan héa Ab969 chon loc duge do trong thir nghiém
MCP-1 dé dua ra danh gia k§ ludng hon vé kha ning tuong dbi cua chiing dé trc ché
hoat tinh cta bach ciu don nhan trung gian CSF-1. Piéu duoc xem 13 quan trong dé
déanh gi4 hoat tinh cta khéng thé bang cach dung tir nhiéu nguoi cho khac nhau ma
khong téng hop tir ngudn gdm hdn hop bach ciu don nhan. Bang 9 thé hién céc trj s6
ICs clia khang thé d3 tich lily tir cac thir nghiém tién hanh trén Ab969 bang cach
dung tir 6 thé cho khac nhau.

Ca hai md ghép dugc nhan héa Ab969.g2 va Ab969.g7 c6 ICs, trong ddi twong
thich v6i khang thé chimeric Ab969.g0. Nguoc lai hoan toan, Ab969.g5 ¢6 hiéu luc
thép hon (ty 18 chimeric/m6 ghép ICs trung binh 1a 19,6).

Bang 9
Khang thé | Géccho | Géc IC5o(ng/ml)
VK choVH | Thé | Thé | Thé | Thé | Thé | Thé | trungbinh+ | Chimeric/mé ghép
chol | cho2 | cho | cho |cho5 | cho6 S.E. trung binh
3 4
969.g0 K/C K/C | 31,0 | 57 |594]41,7]209 | 7.1 27,6 +/- 8,5 Khéng c6 (K/C)
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969.g7 K38, - 463 | 61 | K/C|K/C | K/C | K/C | 262+/-142 1,3
Y71 15 | 4D
969.g2 Y71 - N/A | N/A | 80,6 | 422 | 22,3 | 144 | 399 +/-148 1,3
(L4) | (1LO) | (L) | (2,0)
969.g5 - (SG) - 667,1 | 1003 | K/C | K/C | K/C | K/C 383,7 +/- 19,6
(21,5) | (17,6) 200,4

v) Ai luc ctia manh khang thé Ab696 d4 nhan héa

Ai lyc cia mdi mo ghép khang thé dugc nhan héa Ab969 va khéng thé
chimeric b me dwoc do bing BlAcore (Bang 10) trong d6 ba thi nghiém doc 1ap d3
dugc thuc hién va tinh toan cac tri sd trung binh. Dit liéu thé hién &i luc (Kp) khong
thay d6i trong subt qua trinh nhén héa tir phan tir chimeric (Ab969.g0) thong qua
khang thé “d4 nhan héa hoan toan” Ab969.g5. Tuy nhién, “tdc d6 ghép” cla khéng
thé giam khi qu4 trinh nhan héa di qua md ghép Ab969.g2; ca Ab969.g4 va Ab969.g5
déu c6 cac tri s6 K, thap hon mo ghép trude d6. Ngoai ra, K, ctia Ab969.g5 thip hon
Ab969.g4, ¢ kha ning chi ra ring su dot bién cta vi tri ddng phan héa DG dén SG

lam giam di “t5c do ghép” ciia khang thé hon nita.

Bang 10

M6 ghép khang Tén | Goccho | Goccho | KuM's | Ku(sT) | Kp(pM)
thé khéng VK VH h
thé

969cHcL 969.0 | Khong | Khéng |2,83E+06 | 1,03E-05 | 3,6
c6 ¢6 | 2,79E+06 | 1,10E-05 | 3,9
2,68E+06 | 9,51E-06 | 3,6
2,77E+06 | 1,03E-05 | 3,7
969gH1gL1 969.g1 K38, A78 | 2,65E+06 | 8,47E-06 | 32
Y71, 2,57TE+06 | 6,04E-06 | 2.4
F87 2,51E+06 | 9,88E-06 | 3,9
2,58E+06 | 8,13E-06 | 3,2
969gH2gL1 969.g6 | K38, - 2,43E+06 | 8,84E-06 | 3,6
Y71, 2,44E+06 | 8,95E-06 | 3,7
F87 2,54E+06 | 6,63¢-06 | 2,6
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2,47E+06 | 8,14E-06 | 3,3
969gH2gL4 | 969.g7 | K38, - 2,57E+06 | 7,73E-06 | 3,0
Y71 2,60E+06 | 9,41E-06 | 3,6
2,52B+06 | 1,15¢-06 | 4.6
2,56E+06 | 9,55E-06 | 3,
969gH2gL7 | 969.¢2 | Y71 ; 2,43E+06 | 1,07E-05 | 43
2,44E+06 | 8,39E-06 | 3.4
2,54E+06 | 8,74B-06 | 3.6
2,47E+06 | 9,28E-06 | 3,8
969gH2gL8 | 969.g4 - - 1,99E+06 | 5,00E-06 | 2,5
1,94E+06 | 6,65B-06 | 3.4
1,97E+06 | 5,00E-06 | 2,5
1,97E+06 | 5,55E-06 | 2.8
969gH2gL8(SG) | 969.g5 - - 1,71E+06 | 5,00E-06 | 2.9
1,85E+06 | 7,03B-06 | 3,8
1,84E+06 | 6,76E-06 | 3,7
1,80E+06 | 6,26E-06 | 3,5

Két lun:

Vi€ce thir nghiém manh mé ghép d dugc nhan héa Ab969 & trong mot vai thir
nghiém cho thdy ring tyrosin gdc & vi tri 71 (vi du nhu Y71) trong chudi nhe thuc
d4y hoat tinh cia khang thé. Thé vi tri Y71 cho vi du nhu phenylalanin cho két qua 1a
mot s giam toc 46 ghép clia khang thé (giam K,) lién quan dén phan i chimeric b6
me. Diéu nay dan viéc giam kha ning khang thé ngan CSF-1 lién két voi CSF-1R, da
tiét 16 trong thur nghiém theo ddi hoat tinh ctia CSF-1R trong bach ciu don nhéan
nguyén phat & nguoi (thir nghiém @e ché MCP-1).

Vi du 4 — Sy 6n dinh phan tir cia manh ghép Ab696 dugc nhan hoa
i) 6 6n dinh nhiét

Do 6n dinh nhiét (duge do bing nhiét 6 ndéng chay, Tm) duoc x4c dinh béi hai
phuong phap doc 14p; mét phuong phap theo ddi quy trinh bang lién két ctia thube
nhuém huynh quang dé tiép xuc bé mit ki nuée (phuong phéap Nhiét huynh quang),
phuong phép con lai 1a phurong phap do nhiét lugng (DSC), mdt ki thuat truc giao.
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T, duge do bing phuong phap Nhiét huynh quang cho cac loai mé phép cua
khang thé 969 (trong PSB pH7.4) duogc tém tit lai & Béang 11.

Bang 11
Mau Til trung | Tl S.D. (°C) | T2 trung | Tp2 S.D. (°C)
binh (°C) binh (°C)

969.22 80,5 0,6 65,6 0,4
969.g2 80,5 0,6 65,6 0,4
969.g5 79,7 0,6 64,7 0,2
969.g5 (pH

5.0) 82,7 0,1 59,9 0,5
969.g7 79,8 0,5 65,9 0,4
969.g9 79,4 0,5 65,8 0,5
P6i  chung

IgG4 66,4 0,8 ND ND

Néi chung, Fab’ Ty, nhu duoc do boi phuong phéap Nhiét huynh quang am chi

14 phan 16n mé ghép 969 én dinh vé mt nhiét lugng hon d6i ching IgG4.

ii) Téc dung ctia ndng d6 mau theo khuynh huéng két tu

Theo du doan vé tinh 6n dinh cta cic mau trong sudt qua trinh ct gift, tic

dung ctia néng d6 khang thé 1én tinh n dinh trong PHS pH 7,4 da dugc nghién ctru.

Thi nghiém 1:

Khang thé >10 mg/m] duoc c6 dic va u & nhiét 46 phong trong 5 ngdy. Ngay

sau khi c6 ddc (To) 969.g7 xuat hién ddm may va 969.g8 xuit hién mau tring duc.

Nguoc lai, miu 969.g5 dwoc danh gia 16 rang bang su kiém nghiém bang mét. Sau 5

ngay U ¢ nhiét 4o phong, mau 965.g5 dwoc gitt lai, trong khi d6 viée két tu 969.g7 va

969.g8 da tién trién thém, trong d6 mdi mAu thé hién mot chit két tua nang.

Tir nghién ctru nay, c6 thé sap x€p cic mau theo trit tw cta su khang két tu

trong cac didu kién nhu sau: 969.g5 > 969.28 > 969¢7.

Thi nghiém 2:
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Truéce khi ¢d dic, tit ca ba mau khang thé déu o rang khi kiém nghiém bang
mat véi viée loai trir 969.g6 (6 4,68 mg/ml) c6 mau tring duc. Sau khi ¢ dic
16mg/ml, luu y két tia 969.g6 sau 24 gio luu gilt & cd nhiét d¢ phong va 4°C. Tuy
nhién, c& 4969.g1 va 969.g4 déu duy tri rd rang khi nhin bing mét. Sau 5 ngay U
thém, cc hat 16n ho#c cic hat birc xa r3 rang nhat 13 cho mau 969.g1 & ca nhiét do
phong va 4°C. Quan sat viéc khong két tu dbi v6i miu 969.g4 hodc 13 & nhiét do
phong hodc 4°C, d3 danh gia khi kiém nghiém bing mt.

~ Tir nghién ciru ndy, c6 thé théy ring 969.g6 c6 mdt sé két tu khéng dn dinh
nhu luu gitt & néng d6 thip (4,68mg/ml) trong PBS pH 7.4. Ngoai ra, su két tia nay
tang thém boi ndéng do khéang thé. 969. gl da cd ddc cho théy tbc @6 két tu chim hon,
trong khi 969.g4 d c6 dic duy tri d6 6n dinh dén 5 ngay hodc & nhiét d6 luu giit.
Theo thit twr ctia tinh 6n dinh dé két tu sau: 969.g4 > 969.g1 > 969.g6.
Thi nghiém 3: Khang thé 969.g2, 969.g5, 969.g7 va 969.29

Tién hanh phén tich trén cac mu ngay sau khi c¢6 dac (Ty), sau khi 0 qua dém
va 5 ngdy sau khi ¢6 ddc. TAt ca cac miu déu rd rang qua sir kiém nghiém bing mét
va khéng c6 hién twong nio vé sy hinh thanh hat. Ngay sau khi c¢6 déc 23,07 mg/ml,
mau 969.g7 cho thiy su két tia nhu da quan sat dugc tir trude trong thi nghiém 1.
Quan sét thdy mau tring duc & 969.29, c6 thé thay rd hon sau 24 gi luu trit hodc &
nhiét d6 phong hogc 4°C. Tt ca cac md ghép 969 khac déu c6 thé thdy & qua su
kiém nghiém bang mét ngay sau khi cé dic.

Sau 21 ngdy 0, khong c6 thay dbi nhin thiy dugc nao quan sét thiy sau khi 0
qua dém & nhiét d6 phong, ca hai mé ghép 969.g7 va 969.g9 duge tong hop 12 két qua
ctia viée ¢6 dic cdc mAu trong khi khéng thé nhin thiy duoc su két tia ro rang & cac
mau khac.

N6i chung, mau 969.g2 cho thdy it nhit 1a khuynh huéng tong hop 13 két qua
cua viéc gia ting ndng d6. Pidu nay cling twong quan véi Ty, cao nhit nhu duge do
bang phuong phéap Nhiét huynh quang.

Két luan: Trong qué trinh biéu hién va tinh ché manh ghép Ab969 duge nhan
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héa, 18 rang 13 ndng d6 khang thé tang trén 10 mg/ml 1am cho qu4 trinh két tua cua
mot s6 mo ghép ciia khang thé duogc nhan héa tang nhanh. Dic biét 1a, Ab969.g1,
Ab969.g6 va Ab969.g7 tao thanh chit két tha, trong khi Ab969.g2, Ab969.g4 va
Ab969.g5 thi khong. Dit liéu nay chi ra ring viéc thé gbc lizin & vi tri 38 (K38) trong
chudi nhe cho glutamin 1am ting tinh 8n dinh ctia khang thé khi dugc c6 dic trén 10
mg/ml.

Vi du 5 - Phén tich in vitro d6i v6i Ab969.g2

1) Trinh tu ctia Ab969.g2

Ab969.g2 chira m6 ghép ciia chudi nhe gl.7 va mé ghép cia chudi ning gH2.
Lién két c4c trinh tu khang thé (cta nguoi cho) trong ving V voéi céc trinh ty dong
tinh & ngudi trong ving V d4 thé hién trén Fig.2A va Fig.2B, véi cac trinh ty d3 nhan
héa cudi cling cho mb ghép chudi nhe gl.7 va m6 ghép chudi ning gH2.

Céc gde cAu tric cta chudi nhe trong mo6 ghép gH2 14 tat ca tir gen dong tinh &
ngudi. Goe glutamin & vi tri 1 trong cAu tric ciia chudi nhe & ngudi duge thay bing
axit Glutamic (E1) nham ting cudng su biéu hién va d6 tinh ché ctia ché phim ddng
nhét, vi du bing cach chuyén héa Glutamin thanh pyroGlutamat & diu N cia khang
thé va cic manh khéang thé.

Cac gbc cau tric ciia chudi nhe trong md ghép gL7 14 tit ca tir gen dong tinh &
ngudi, véi viée loai trir gbe 71 (kiéu dénh sb Kabat), trong d6 c6 duy tri gbc tyrosin
thé cho. Gitt lai gbc nay dé tao kha ning gia ting khang thé duoc nhan héa nhu di dé
cap dén trong Vi du 3.

i) Sur trc ché ctia hoat tinh bach cau don nhan phu thudc IL-34 & nguoi.

Hoat tinh ctia Ab969.g2 so véi 969.g0 dugc danh gia trong thir nghiém bach
ciu don nhan phu thudc IL-34. Tién hanh thi nghiém bé“mg cach sir dung hai thé cho
bach ciu don nhén riéng biét va ICsy cho Grc ché @& kich thich bach ciu don nhan
trung gian dé tinh todn (Bang 12). Khong c6 sy khéc biét dang ké v& ICs, giita
Ab969.22 va Ab969.20.

Bach ciu don nhan nguyén phat & ngudi duge dit voi 20.000 t& bao trén mai
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giéng trong sy ¢6 mit cla 100ng/ml IL-34 t4i t5 hop & ngudi va lidu ¢6 chuin dd cua
khéng thé khang CSF-1R (day pha loéng nira logarit bao gém ndng 16 ndng do, t4i da
1a 10pg/ml). U céc t& bao trong 24 gid va phti ndi dugc gom lai. MCP-1 tiét ra duoc
do bang ELISA (DY279 cac hé théng R&D). Biéu dd thé hién tj 1& phin trim tc ché
trong san xuit MCP-1 so vé&i déi chimg duy nhét CSF-1.

Bang 12
, ICs4 (ng/ml)
Khéng thé , 5?
Go6ccho 1 Goc cho 2 Trung binh &+ S.E.
969.g0 20,10 9,79 14,95 +/- 5,17
969.g2 20,58 9,59 15,09 +/- 5,51

iii) Su lién két ctia Ab969.g2 v&i SNPs cua CSF-1R & nguodi

C6 bbn da hinh don nucleotit (SNP) khong dong nghia duge bd tri bén trong
ving lién két thu thé cta gen CSF-1R & ngudi duge ghi lai trong dan sd. Cac SNP 14
V32G, A245S, H247P va V279M (Fig.1F). Mdi SNP cai bién ctia CSF-IR & ngudi
duge tao ra va biéu hién mot cach 6n dinh trong céc dong t& bao. Lién két cua
Ab969.g2 v6i mbi SNP dugc xac nhan bing k¥ thuat phan tich t€ bao theo dong chay.
Vi du 6 - Phan tich d4nh d4u duoc luc hoc & khi mdm ché

Nghién ctru dwoc dong hoc/duge luc hoc (PK/PD) véi khang thé dugc nhan
héa don bao chéng CSF-1R 969.g2 duoc tién hanh dé chiing minh rang hoat tinh
dugc 1y cta khang thé déi v6i dong vét linh truéng khong phai 1a ngudi (khi moém
ché). Nhém bao gbém ba con khi mém ché duge str dung qua tinh mach véi liéu don
voi hode 7 mg/kg (nhém 1) hodc 1,5 mg/kg (nhém 2) khang thé 969.g2. Khang thé
dugc dung nap t6t ma khong c6 ca diu hiéu 1am sang bat loi ndo. Cac miu huyét
thanh 14y ¢ nhiéu thoi diém trong sudt 25 ngay nghién ctu.

Néng d6 huyét thanh ciia 969.g2 duge do bing ELISA va tién hanh phan tich
dugc dong hoc (Bang 13). Cac thong sb PK dugce tinh todn bang céch st dung phan
mém WinNonlin.

t1» 14 chu ky ban ra clia khang thé trong huyét thanh.
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Ciigala néng do6 tdi da cua khéang thé trong huyét thanh.

AUC la dién tich du6i duéi dudng cong (biéu dién ndng d6 thudc theo thoi
gian) va cho biét mirc d6 hip thu thube.

Su thanh thai 1a thé tich huyét twong thanh thai thube trén mdi don vi thdi gian.

Vol. Dist. 12 lugng phén bd, thé tich biéu kién trong d6 thudc duoc phén tan.

C6 su twong quan tot gifta cac tri s§ duoc quan sat théy va cac tri sb duge du
doan (dong vat 2 1a mot truong hop ngoai 1€ va duge xem 13 mdt mau ngoai lai). Cy;
da ty 1€ thuén véi lidu; AUC 16n hon lidu ty 18 thudn, chi bao chim hon su thanh thai &

liéu cao hon. Pa sb 969. g2 duge do tim trong huyét thanh.

Bang 13
Su thanh | Luong
Dong vit Liéu tVs Ciiga | AUCKp o |  théi phén tan
[mg/kg] [h] [hg/mL] | [h*pg/mLl]| (Cly) | (V, )
[mL/h/kg] | [mL/kg]
1 7 66,1 209,4 23184,5 0,30 28,8
2 7 30,3 117,6 6075,9 1,15 50,4
3 7 63,3 188,7 16761,0 0,42 38,1
4 1,5 27,9 36,1 1928,1 0,78 31,3
5 1,5 22,7 34,7 1668,6 0,90 29,5
6 1,5 27,1 36,6 1634,8 0,92 35,9

Phuong phap chi yéu dé thanh thai CSF-1 théng qua lién két v6i thy thé cung
ngudn gbc, CSF-1R. Kim him CSF-1 lién két véi CSF-IR lam gia ting ndng do
huyét thanh ctia CSF-1 théng qua viéc ngin ngira sy thanh thai thy thé trung gian;
quan sat hién tugng trong cdc mau chudt. Do vay, viée ting néng d6 CSF-1 trong
huyét thanh 13 d4u hiéu duoc luc hoc cia sy khép ndi va tre ché CSF-1R.

Ca hai liéu theo 969.g2 déu tao ra su két tu nhanh va dang ké huyét thanh
CSF-1. Hiéu qua 12 lidu phy thudc, c6 lidu 7 mg/kg cho ndng d6 CSF-1 dinh 16n hon

xap xi 10 14n so véi lidu 1,5 mg/kg. Mbi tuong quan giita dugc dong hoc/duoc luc
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hoc quan st duge v6i su chuén héa céc micc CSF-1 theo su thanh thai ctia khang thé.
Mitc 46 CSF-1 tr& lai duong chuén & cudi nghién ctru dbi v6i ca hai nhém didu tri.
Két qua duge thé hién trén F ig.15a va Fig.15b.

Fig.15a thé hién ndng d6 ctia CSF-1 trong cac mau huyét thanh duoc 4y tir khi
mdm ché dugc diéu tri v6i lidu tiém tinh mach don v&i 7 mg/kg Ab969.g2. Nong do
huyét thanh cta CSF-1 dugc do trong hai thir nghiém déc 1ap. Biéu db thé hién néng
d6 trung binh cua CSF-1 d6i véi ba dong vat trong Nhém 1 (7mg/kg) véi sai sb chudn
(ki hiéu hinh vuéng). Ciing dé cap dén ndng d6 huyét thanh trung binh cia Ab969.g2
(ky hiéu hinh tron)

Fig.15b thé hién ndng d6 ctia CSF-1 trong cac mau huyét thanh dugc 14y tir
khi mdm ché duoc diéu tri véi lidu tiém qua tinh mach don véi 1,5 mg/kg Ab969.g2.
Nbng d6 huyét thanh ctia CSF-1 dugc do trong hai thir nghiém ddc 14p. Biéu dd thé
hién ndng do trung binh ciia CSF-1 dbi véi ba dong vat trong Nhom 2 (1,5 mg/kg)
v6i sai s6 chudn (ky hiéu hinh vudng). Cling d& cap dén ndng do huyét thanh trung
binh cta Ab969.g2 (ky hiéu hinh tron).

Hai loai chinh clia ctia cac té bao bach cAu don nhan & nguoi va & khi mém ché
luu théng; (i) c4c bach cAu don nhan “cd didn” CD14+ CD16 va (ii) cac bach cau don
nhan CD14+ CD16+ ‘khong cb dién” hoic cac bach cu don nhan “ndi tra”. Cac mau
¢ chudt chiing minh duoc réng dai thuc bao ndi tr & md, bao gém cac TAM, duoc
dua ra tir loai bach ciu don nhan khéng cb dién. Ngoai ra, cac bach cdu don nhan
khéng c6 dién dugc cung cip tir biét héa thém cia bach cau don nhén c¢b dién. Luu
thong cac loai bach ciu don nhin & khi m&m ché dinh luong véi 969.g2 d3 duoc theo
d&i bang k¥ thuat phan tich t& bao theo dong chay bdn mau trong mau toan phan. K§
thuét phan tich té bao theo dong chay duoc thuc hién bang cach st dung khang thé
khang cyno CD45-PerCP, khing ngudi HLA-DR-APC, khang ngudi CD14-FITC
(tach dong My4) va khang ngudi CD16-PE (tich dong 3G8). Cac cong duoc dit bing
céch st dung ddi chimg ddng vi thich hop cho mbi khang thé. Cac bach cdu don nhan
co dién duge dinh nghfa 1 CD45" HLA-DR® CD14" CD16". C4c bach ciu don nhan
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khéng ¢b dién duoc dinh nghia 13 CD45" HLA-DR' CD14" CD16".

C4 hai liéu 969.g2 tao ra qu4 trinh tidu dich dan dan cta céc bach ciu don nhan
khong ¢b dién CD14* CD16" trong subt tudn nghién ctru diu tién. Hiu nhur toan bd
qué trinh tiéu dich cta cac bach ciu don nhan khéng cb dién bi gdy ra boi lidu
7mg/kg. Gidm bach ciu don nhan khong cb dién bang ca hai 1iéu 7 mg/kg va 1,5
mg/kg xuat hién dé dat dinh vao thoi diém ngdy thir 4, véi sb liéu tré lai binh thudng
vao ngay thir 11. Két qua duoc thé hién trén F ig.15¢. Biéu d6 hinh c6t cho thdy sb
lidu trung binh ctia bach ciu don nhan CD14* CD16" khéng ¢ dién tudn hoan & céc
thoi diém trong sudt qua trinh nghién ciru (céc ngay (D) 0, 1, 4, 18 va 25) véi sai sb
chuan. Néng do trung binh cta huyét thanh CSF-1 ciing duoc thé hién theo sai sb
chuén.

Vi du ndy x4c nhan rang (i) khang thé 969.g2 c6 kha ning lién két CSF-1R va
tc ché CSF-1 lién két & khi mdm ché, (ii) chimg minh dwoc hoat tinh duge Iy cia
khéng thé 969.g2 trong miu dong vét linh truéng khong phai 12 ngudi, (iii) chimg
minh dugc ring khang thé 969.¢2 da ding hét mét cach chon loc tap hop bach ciu
don nhan khéng c6 dién & khi mdm ché in vivo — tdp hop bach ciu don nhan duoc
xem & céc tién chét cua dai thuc bao lién két ung thu, va (iv) ndng do huyét thanh
ctia CSF-1 thich hop 1a mot ddu 4n sinh hoc dé do hoat tinh 969/g2.

Vi du 7 - Uc ché su phét trién ctia mé hinh cdy ghép ung thu va MCF-7

Khéng thé 969.g2 khong c6 kha nang lién két v6i CSF-1R & chudt. Do vdy, in
vivo cac nghién ctru & chudt duge thuce hién bang cach st dung khéng thé chdng
chudt CFS-1R Ab535 d cho thiy tinh hitu dung ctia Ab969.g2 trong diéu tri bénh
ung thu va bénh xo héa. Ab535 da thé hién cac dic tinh so sanh va hoat tinh ddi véi
Ab969.g2 trong mét sb thi nghiém in vitro.

Ab535 tao ra tic ché bach cdu don nhan CSF-1-mediatd con sbng trong vi du 2
iii), ¢6 i luc so sanh trong vi du 2 iv) va khong din dn qua trinh tiép nhan CSF-1R
trong vi du 2 vii).

Theo nghién ciru in vivo trén Ab535, in vivo mé hinh cdy ghép ung thu vi
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dugce tién hanh nhu sau:

Nghién ctru d3 do luong hiéu qua didu tri ciia khang thé Ab535, dung dudi da
(dui da), vs. khéng thé dbi chiing, ddi chiing dwong tinh va cht din 1am d8i ching
& chudt khong 16ng mién dich c6 ciy ghép dudi da mé hinh cap ghép ung thu va &
ngudi MCF-7. Uc ché su phat trién cia khbi u duoc st dung 1am thdéng sd diéu tri.
Ung thu v & ngudi MCP-7 duge sit dung 1am miu cdy ghép té bao sdng dudi da
trong chudt cai khéng 16ng mién dich. Dong t€ bao MCF-7 duoc quan sat tr ngén
hang u cua Vién Ung Thu Qudc gia (Hoa Ky). Dé sir dung thu nghiém, céc t& bao
duoc nudi cdy in vitro trong RPMI 1640 trung binh + 10% FCS. Céc té bao dugc lay
tr mang nhoé nudi cdy va tiém dudi da vao chudt. Bit dau diéu tri khdi u cé kich
thuée s& thay duoc rd rang (4-10mm). Céc hop chét va chit din lam déi chimg kiém
nghiém dugc dwa vao da ba 1in mot tudn. St dung dbi chimg duong tinh qua tinh
mach mdi ngdy mét 14n vao cac ngay 24, 33 va 40. Lugng tiém dugc diéu chinh riéng
biét theo trong luwong co thé & thoi diém tiém. Do duong kinh khéi u ba 1an mdi tuin
bang compa do 18. Tinh toan thé tich khéi u theo cong thitc V = (chiéu dai x (chiéu
rong)2)/2. Dé tinh toan thé tich u tuong d6i (RTV), thé tich mdi ngay do lién quan
dén ngay didu tri ddu tién. Tinh toan tai trung binh mdi ngay do va thé tich khéi u
trung binh trén nhom va ciing dugc didu tri trung binh mdi ngay dé kiém soat (T/C)
céc tri sd theo phan tram.

Két qua dd duoc thé hién trén Fig.16. Ab535 cho thiy tac dung khang u bang
mot liéu phu thude. Ca hai lidu khéng thé IgG d6i chung & chudt déu khong c6 tac
dung trc ché su phat trién cta khdi u. Thé tich khéi u twong dbi twong duong véi chit
dan lam ddi ching va déi chimg duong tinh din dén su trc ché phat trién khéi u.

Két luén: khéng thé thir nghiém Ab535 c6 tac dung khéng u dang ké vé& mat
thong k& md hinh cdy ghép ung thu vi & ngudi MCF-7 véi lidu cao nhét (30
mg/kg/ngay).

Vi du 8 - Uc ché sy phat trién cua ung thu rudt thing PC-3

Téc dung khang u va chéng di cin cta khéng thé Ab535 ciing duogc kiém
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nghiém bing cich sir dung mau ung thu rudt thing PC-3 in vivo. Dong té bao PC-3
duoc bién dbi di truyén dé tiép tuc biéu hién luciferaza cho phép in vivo phén tich
hinh anh phét quang sinh hoc, cho phép theo d&i su phat trién cia khéi u in vivo va
dé tién hanh ex vivo phén tich di cén trong cic co quan ndi tang d3 chon.

Nghién ctru bao gdm s4u nhém thir nghiém, mdi nhém chita hoic nglu nhién
11 con chudt duc khong 16ng NMRI hosc 12 (tit ca c4c Nhém con lai) con chudt duc
khong 16ng NMRI. Vao ngay 0, céc t& bio PC-3 dugc cay ghép diing chd vao tuyén
tién liét ctia tAt ca con chudt khéng 16ng dyc NMRI tham gia nghién ctru ndy. Vao
ngdy thtr 3, kiém nghiém khéi phét sy ting truéng ctia khdi u qua in vivo hinh anh
phét quang sinh hoc. Vao ngay tht 8, tién hanh in vivo hinh anh phéat quang sinh hoc
1an tht hai va dong vat mang khdi u duoc 14y ngau nhién vio siu nhém cho cac két
qua hinh &nh chinh la cuong d6 phét quang sinh hoc. Vao ngay tiép theo (ngdy thu 9),
bat dau viée tri liéu. Dong vat & Nhém 2 va Nhém 3 tiép nhan 1an luot 30mg/kg va
10mg/kg khang thé dbi chimg, 3 14n mdi tudn duéi da cho dén ngay thir 42. Pong vt
& Nhom diéu tri 4 va Nhém diéu trj 5 tiép nhan 14n luot 30mg/kg va 10mg/kg khang
thé Ab535, 3 1an m3i tun dudi da cho dén ngay thir 42. Pong vat & Nhom da bidu thi
Chét dan lam d6i ching va tiép nhan Chat din (PBS) 3 14n m&i tudn dusi da cho dén
ngay thir 42. Pong vat & Nhém 6 d3 biéu thi di chung duong tinh va tiép nhan
360mg/kg ddi ching qua ven mot 1in mdt tudn trong vong bén tudn (vao céc ngay 10,
17, 24 va 31). Trong subt qua trinh nghién ctu, sy phét trién ciia cac khéi u PC-3 d3
cdy ghép diing chd dugc theo dai in vivo vao cac ngay 3, 8 (ngiu nhién), 15, 22, 29,
36 va 43 bang cach sir dung hinh 4nh phét quang sinh hoc.

Tién hanh kham nghiém tir thi khi két thic nghién ctru. Trong lugng va thé tich
khéi u nguyén phat dugc x4c dinh. Céc bd phan duge chon lua (gan, 14 1lach va phéi)
duoc gom lai, mdt trong mbi phan cb dinh trong formalin va phén con lai tinh to4n
theo dang mau di can qua hinh anh phat quang sinh hoc bang cach st dung in vitro
thir nghiém luciferaza. Ngoai ra, xuong diii & phan chan va mét phén tuong tu &

xuong song lung duge gom lai dé tinh todn dang mau di cin & xuong bing cach st

-80-



41254

dung in vitro thir nghiém luciferaza.

D4u hiéu phat quan sinh hoc in vivo thé hién c4 hai khéi u nguyén phat va di
cén (hinh dnh toan than). Dya trén dit liéu nay, dudng cong vé su phat trién khéi u c6
thé duoc tinh toan & tAt ca cic nhém (Fig.17). Su ting trudng ctia khéi u déng nhét
trong tAt cd cac nhom nghién ctru cho dén khi nglu nhién va bit diu tri liéu. Dudi
day, Nhém chit din lam déi chimg 1 cling nhu hai khang thé din ching RTE11
nhém 2 va nhém 3 thé hién su phét trién khéi u déu din. Sy phat trién cta khéi u
giam di dang ké do in vivo trong ngay thir 43 ¢6 thé quan st thay dbi v6i dbi chimg
duong tinh (nhém 6). Khang thé Ab535, ding 14n luot 30mg/kg hodc 10mg/kg (nhém
4 va nhém 5), din dén su phat trién cta khdi u gidm di dang ké khi theo doi bang
cach str dung in vivo hinh &nh phét quang sinh hoc.

Thé tich va trong luong 4m uét cia khéi u nguyén phat dugc xac dinh trong
subt qué trinh kham nghiém tu thi vao ngay thit 44. Déi chiing dwong tinh (nhém 6),
dan dén cé thé tich va trong luong ctia khbi u nguyén phat giam di dang ké. Str dung
30mg/kg khang thé Ab535 (nhém 4), c6 thé quan sét thdy duoc 13 ca thé tich va trong
lugng ctia khdi u nguyén phat giam di dang ké. Khi sir dung 10mg/kg Ab535, thé tich
khéi u giam dang cha y nhung nhé hon nhitng gi nhém 4 cho thiy. Hiéu qua khéng u
khong dang ké c6 thé quan sét thiy trong trudng hop véi khang thé dbi chimg.

Bing céch st dung k¥ thudt hinh anh phat quang sinh hoc, hoat tinh luciferaza
cia khéi u nguyén phéat duoc do sau khi xét nghiém tir thi. K&t qua thiy duoc c6 thé
so sanh vé6i két qua nhén thdy qua gidi phiu khdm nghiém va dudng cong phét trién
in vivo. Déi chimg duong tinh (nhém 6) khién hoat tinh luciferaza cta khéi u nguyén
phét giam di rét dang k&. St dung 30mg/kg khang thé Ab535 (nhém 4), khién hoat
tinh luciferaza ctia khéi u nguyén phat giam di dang ké, trong khi d6 thi muc gidm it
hon, khi sir dung 10mg/kg Ab535 (nhém 5). Hoat tinh luciferaza khong giam di déng
ké c6 thé nhan thiy & khang thé d6i chimng.

Mdt s6 bd phan khac (gan, 14 1ach, phdi, xwong dui va mot phan cila xwong

song lung) duoc phén tich bang cach st dung k§ thuat hinh anh phét quang sinh hoc
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ex vivo. Trong trudng hop sit dung d6i chiing dwong tinh, hoat tinh luciferaza giam di
dang k& c6 thé thiy dwoc ¢ xwong dui va xuong séng lung, trong khi d6 sy giam
mang tinh tin hiéu chi nho hon déng ké trong trudong hop véi gan va 14 lach. Trong
trudng hop sit dung 30mg/kg (nhém 4) khéng thé Ab535, hoat tinh luciferaza giam di
dang k& cho gan va 1 rét & tit ca cac co quan ndi tang khac. Khang thé dbi chimg
(nhém 2 va nhém 3) khong tao ra bat ky sw gidm ndo cho hoat tinh luciferaza & tht ca
céc co quan ndi tang da kiém nghiém.

Két luan: hiéu qua khang u dang k& c6 thé dugc chiing minh cho khang thé
Ab535 trong mAu khéi u nay, két hop vé6i hiéu qua chbng di cin 5 rét.

Vi du 9 - Téc dong cua khang thé khang CSF-1R trong Bleomyxin thay dugc trong in
vivo mau v4t ctia chiing xo héa phdi

Bleomyxin 13 mot chit khang sinh duoc tach ra tir Streptomyces verticillatus va
duogc sir dung nhu 13 phuong phap héa tri cho cac bénh ung thu khac nhau. MAu vt
bleomyxin ctia bénh xo hoa phdi 13 mot mAu vat da ton tai trong mot thoi gian dai va
dugc st dung chi yéu nhu dugc md ta trong trong Madtes, DK va cong su, 1999, Am
J Respir Cell Mol Biol, 20, 924-34. Quy chuén chi tiét c6 thé tim théy trong tai liéu
tham khao sau day: Morschl, E., Molina, J. G., Volmer, J., Mohsenin, A., Pero, R. S.,
Hong, J. S., Kheradmand, F., Lee, J. J. va Blackburn, M. R. (2008), &nh hudéng mang
tinh tin hiéu cua thu thé A3 adenosin v6i bénh viém va xo héa phdi. Am. J. Respir.
Cell Mol. Biol.39: 697-705.

T4t ca cac con chudt da sir dung 12 cac con chudt cai thude loai C57B1k6 hoang
da dwoc mua tir Harlan Labs. Pudng truyén dan khi quan cit ngin duoc st dung
trong d6 chudt da bi gy mé véi avertin va tién hanh phau thust mé thong khi quan aé
truyén dén 3,5 don vi lidu bleomyxin trong 50 pl nude mudi hodc chi mdi 50 ul nuée
mudi 1am dbi ching. Didu tri theo cach nay din dén giai doan viém dat dinh vao ngay
thir 7 sau khi tiép xuc bleomyxin va giai doan xo hoa dat cuc dai vao ngdy thir 21 sau
khi tiép xuc. Tac dong ctia khang thé Ab535 thir nghiém dudi da v6i 30mg/kg, ba lan

mdi tudn tir ngdy thir 9 dén ngay thtr 21. Pong vét tham gia thi nghiém vao ngay thir
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21 va dau doc bao gbém phén tich mé bénh hoc cia phdi. Tinh trang 16ng coa t& bao
trong k¥ thuat BAL (rira phé quan phé nang) va su do luong colagen c6 thé hoa tan
dugc trong chét léng BAL. Phan tich m6 bénh hoc duoc tién hanh dé danh gia tdn
thuwong phéi bing cach sir dung hé théng danh gia Ashcroft cai bién dé x4c dinh mirc
d6 nghiém trong ctia bénh xo héa phdi (Hubner RH va cong su, 2008, Biotechniques
44: 507-17). Phbi bi cit m6t mé dugc bom cing véi 10% formalin dén 25¢m 4p suét
va duoc didu tri théng qua mdt loat dung dich ruou va xylen, nhung trong paraffin va
phén mé d3 loai bod paraffin true khi xtr Iy va nhudm bing phuong phap nhudém
Trichrome ctia Masson.

Luong colagen c6 thé hoa tan duge trong chét long BAL duoc dénh gia bing
cach sir dung bd dung cu thir nghiém Sircol c6 ban sin trén thi truong theo hudng dan
ctia nha san xuAt.

Téc dong trén sd luong dai thuc bao trong BAL c6 thé hoa tan dugc xdc dinh
bang cach st dung cac chét pha ché cytospin. Phin phan udc cta cac té bao BAL
duoc quay trén tim kinh hién vi, nhuém bing Diff-Quick va dém dai thuc bao.

D3 nhan thiy rang liéu phap diéu tri v6i khang thé chéng CSF-1R, Ab535, véi
lieu ding bat ddu vao ngay thir 9 khién phin xo héa phdi c6 bleomyxin duoc giam
nhiéu. Ca mirc d6 nghiém trong va mirc d6 xo héa déu duoc gidm dang ké. Chudt da
diéu tri c6 luong colagen bi giam, ddng thoi dugc cai thién bénh xo hoéa va ting
cudng bao vé hang rao phodi.

Fig.18a thé hién viéc diéu tri xo héa phdi c6 bleomycon véi Ab535 1am giam
nong do6 colagen BALF so v6i khi diéu tri v6i dbi chimg ddng vi.

Fig.18b thé hién viéc diéu tri xo héa phdi c6 bleomyxin véi Ab535 lam giam
sb diém Ashcroft clia cac vat mau so véi khi diéu tri véi dbi chimg ddng vi cho thiy
thém ring chudt da didu tri véi Ab535 d3 duoc cai thién bénh xo hoa.

Fig.18c thé hién viéc diéu tri xo héa phdi c6 bleomyxin v6i Ab535 lam giam
ndng d6 albumin trong huyét thanh so vé6i khi didu tri v6i dbi ching dong vi cho thiy

thém ring tinh thdm thanh mach & chuét da diéu trj véi Ab535 da duge cai thién.
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Fig.19 thé hién cac hinh v& biéu thi viéc phan tich mé bénh hoc ctia phdi theo
nuée mudi ddi chimg, bleomyxin v6i ddi ching ddng vi va bleocycin véi Ab535 da
diéu tri cho dong vat. Pong vat di diu tri bing Ab535 khién xo héa phdi giam di
nhiéu so v6i diéu tri bing déi chung ddng vi, dong vat didu tri bang belomyxin.

Vi du 10 - Tac dong cia khang thé khang CSF-1R & chudt mAu thiu adenosin
deaminaza cia chiing xo héa phbi

Adenosin 1a mét nucleosit phat tin hiéu manh, mc do cta ting khi cac t€ bao
phai chiu strc ép hoic bi ton thwong va mot loat cic phan tng dwogc tao ra khi
adenosin khép véi cac thu thé ghép protein G dic hiéu. Adenosin deaminaza (ADA)
12 mot enzym bién nhudng purin chuyén dbi adenosin thanh inosin. Tao ra cdc con
chudt loai bi bd ADA va cho thdy muc d6 gia ting ctia adenosin trong huyét thanh
cling nhu trong cac md, chang han nhu trong than, gan va phdi (Blackburn, MR va
cong su, 1998, J Biol Chem, 273(9): 5093-5100). Cé4c con chudt ndy cho thiy triéu
chimg ctia bénh phdi man tinh ching han nhw su pha hily phé nang, viém dudng ho
hap va tang dom c6 lién quan dén mirc d6 gia ting cua adenosin trong phoi Blackburn
MR va cong su, 2000, J Exp Med, 192: 159-70). Hau qua 12 c4c con chudt chét sau ba
tuan tudi do suy ho hép. Viéc diwa ADA ngoai sirth vao bang cach sir dung ché db lidu
thip 1am giam lwong adenosin va gia tang tudi tho ctia chudt cho phép phat trién mAu
vat ciia ching xo hoa phéi (Chunn JL va cong su, 2005, J Immunol 175: 1937-46,
Pedrosa M va cong su, 2011, PLoS One, 6(7): €22667). Theo mAiu vét nay, su ning
cao lién tyc ctia lwong adenosin lién quan dén sy gia ting trong chit trung gian
profibrotic c6 TGF-1 trong phdi, ting do két ta colagen trong md phdi va ting bénh
x0 hoa phdi. Pé khao sat anh hudng ctia cic phan tir v6i tiém ning chéng xo cho cac
con chudt thiéu ADA duogc duy tri theo ché d6 ADA ngoai sinh lidu lrong thip trong
vai tuln, sau d6 dimg diéu tri ADA va st dung chét chéng xo tiém tang.

T4c dong ctia khang thé khang CSF-1R Ab535 dugc khéo sat & chudt mau loai
bo ADA bi xo héa phdi. Trong mau nay, duy tri cac con chudt thiéu enzym bang didu

tri enzym ADA tir ngay tht 1 dén ngay th 21 sau sinh. Didu ché phuc hé ADA-
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polyetylen glycol (PEG) (Young HW va cong su, 2004, J Immunol 173: 1380-89) va
stt dung dé tiém trong co vao ngay tha 1, 5, 9, 13 va 17 sau sinh (l4n luot theo céc
don vi 0,625, 1,25, 2,5, 2,5 va 2,5) tiép theo 14 5 don vi tiém & bung vao ngay thir 21.
Khoéng st dung thém enzym sau ngay tht 21. Tiém 30mg/kg Ab535 dudi da, véi
lwong 14 100 pl ba 140/ tudn tir ngdy thir 25 (sau sinh) cho dén khi dong vat tham gia
thi nghiém vao ngay thir 42.

Dong vat tham gia thi nghiém vao ngay thir 42 va sb lidu doc duge chira céc
phan tich m6 bénh hoc ctia phdi, tinh trang 1éng ciia t& bao BAL va luong colagen c6
thé hoa tan trong chit 1ong BAL. Phan tich mé bénh hoc duoc tién hanh dé danh gia
t6n thwong phdi bing cach st dung hé théng dénh gia Ashcroft cai bién dé xac dinh
mic d6 nghiém trong ciia bénh xo hoéa phdi (Hubner va cong su, 2008,
Biotechnology 44: 507-17). Phéi bi cit mét mod duge bom cing véi 10% focmalin
dén 25cm 4p sudt va duoc didu tri théng qua mét loat dung dich rwou va xylen, nhiing
trong paraffin va phin mé da loai bo paraffin truée khi xir Iy va nhudém bang phuong
phép Trichrome ctia Masson.

Luong colagen c¢6 thé hoa tan dugc trong chét 1ong BAL duoc dénh gia bing
cach str dung bd dung cu thir nghiém Sircol c¢6 ban san trén thi truong theo hudng dan
clia nha san xuét.

Tac dong vé s6 lwong dai thuc bao trong chét long BAL dugc xac dinh b%mg
cach sir dung céc chét pha ché cytospin. Phin uéc clia cac té bao BAL dugc quay trén
tAm kinh hién vi, nhuém béng Diff-Quick va dai thuc bao dugc dém.

D3 nhan thiy ring lidu phéap didu tri v6i khang thé chdng CSF-1F Ab535 lam
giam dang ké xo phdi trong céc con chudt thiéu ADA. Chudt da didu tri c6 luong
colagen bi giam, ddng thoi dugc cai thién bénh xo héa va ting cudng bao vé hang rao
phdi.

Fig.20a thé hién viéc diéu tri chudt thiéu ADA véi bénh xo phéi da tao thanh
v&i Ab535 1am giam ndng d6 colagen BALF so v&i diéu tri bang ddi chimg dong vi.

Fig.20b thé hién viéc didu tri chudt thifu ADA véi bénh xo phdi di tao thanh
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v6i Ab535 l1am giam diém Ashcroft ctia mau vat so véi khi diéu tri bing d6i chimg
ddng vi, cho thiy thém ring chudt di diéu tri v6i Ab535 duge cai thién bénh xo héa.

Fig.20c thé hién viéc diéu tri chudt thiéu ADA véi bénh xo phéi da tao thanh
v6i Ab535 1am giam ndng d6 albumin trong huyét thanh so véi khi didu tri bing dbi
ching ddng vi, cho thiy thém ring tinh thim thanh mach cta chudt di diéu tri véi
Ab535 duoc cai thién.

Fig.20d thé hién viéc diéu tri chudt thibu ADA v6i bénh xo phdi di tao thanh
tiép nhan Ab535 khién sb lugng dai thuc bao trong chét 16ng BAL giam.

Fig.21 thé hién céc hinh v& biéu thi phan tich mé bénh hoc cta phdi tir nhiing
con chudt binh thuong (ADA+) va chudt thifu ADA v6i bénh xo phdi d3 tao thanh
(ADA-), c4 hai déu loai déu duoc diéu tri bing ddi chimg ddng vi hoic Ab535. Pbi
v6i chudt ADA-, d3 diéu tri voi Ab535 thi bénh xo héa phdi di duge giam di déng ké
so v6i didu tri bang d6i chimg ddng vi.

Do vy, didu nay cho thiy trong hai mAu xo phdi & chuét thi viéc diéu tri bing

khéng thé khang CSF-1R c6 thé diéu tri hitu hiéu bénh xo héa.
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YEU CAU BAO HO

1. Khang thé khang CSF-1R bao gom:

chudi ning, trong d6 viing bién ddi ctia chudi ning bao gdm CDR c6 trinh t
dwoc dua ra trong SEQ ID S6:4 cho CDR-H1, CDR c6 trinh tw dwgc dua ra trong
SEQ ID S6:5 cho CDR-H2 va CDR c6 trinh ty dugc dua ra trong SEQ ID S6:6 cho
CDR-H3; va

chudi nhe, trong d6 ving bién dbi ciia chudi nhe bao gébm CDR c6 trinh tur
dugc dua ra trong SEQ ID S6:1 cho CDR-L1, CDR c6 trinh ty dugc dua ra trong
SEQ ID S4:2 cho CDR-L2 va CDR c6 trinh tu dugc dua ra trong SEQ ID S8:3 cho
CDR-L3.

2. Khang thé khang CSF-1R theo diém 1, trong d6 chudi ning bao gdm trinh tur
duoc dua ra trong SEQ ID $6:23.

3. Khang thé khang CSF-1R theo diém bt ky trong s céc diém tir diém 1 dén
diém 2, trong d6 chudi nhe bao gdm trinh ti dugc dua ra trong SEQ ID Sé:15.

4. Khang thé khang CSF-1R theo diém bat ky trong s6 cac diém tir diém 1 dén
diém 3, ¢6 chudi nang bao gdm trinh tw dugc dua ra trong SEQ ID S6:23 va chudi
nhe bao gbm trinh tu duoc dua ra trong SEQ ID S6:15.

5. Khéng thé khang CSF-1R theo diém 1, ¢6 chudi ning bao gdm trinh tw dugc
dua ra trong SEQ ID S8:27 va chudi nhe bao gém trinh tu dugc dua ra trong SEQ ID
$6:19.

6. Khang thé khang CSF-1R theo diém 5, trong d6 khong c6 lysin & dau C cua
khang thé.

7. Khang thé khang CSF-1R theo diém bat ky trong sb cac diém tir diém 1 dén
diém 6, trong d6 phan tir khang thé duoc chon tir nhém bao gdm: phéan tir khang thé
hoan chinh ¢6 cac chudi niang va chudi nhe d3y du hodic manh phan tir nay, vi du nhu
duoc chon tir nhéom bao gém Fab, Fab’ bién ddi, Fab’, F(ab’),, Fv, va manh scFv.

8. Khéang thé khang CSF-1R theo diém bét ky trong s6 céc diém tir diém 1 dén

diém 7 c6 bd phén tic dong hoic phén tir chi thi dwoc gin vao dé.
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9. Khang thé khang CSF-1R theo diém bat ky trong s cac diém tir diém 1 dén
diém 8 c6 i luc lién két cho CSF-1R & ngudi 14 10pM hoic nhé hon 10pM.

10. Trinh tw ADN phén 14p m3 héa cic chudi ning va chudi nhe ctia khang thé
theo diém bét ky trong sb cac diém tir diém 1 dén diém 9.

11. Vecto tach dong bao gém mot hodc nhiéu trinh tw ADN theo diém 10.

12. Vecto biéu hién bao gbdm mot hoic nhiéu trinh tu ADN theo diém 10.

13. Vecto theo diém 11 hodc diém 12, trong d6 vecto bao gém cac trinh tu
dugc dua ra trong SEQ ID S6:28 va/hoic SEQ ID S6:20.

14. Té bao chi bao gbébm mot hodc nhiéu vecto tach dong theo diém 11 hodc
vecto biéu hién theo diém 12.

15. Quy trinh tao ra khang thé theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir diém 1
dén diém 9, bao gdm budc nudi cdy t& bao chu theo didm 14 va bude phan 14p khang
thé.

16. Dugc pham chira khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém tir diém 1
dén diém 9, két hop v6i mét hodc nhidu ta dugc, chit pha lo2ng hodc chét mang dugc
dung.

17. Dugc phim theo diém 16, con bao gbém c4c thanh phén hoat tinh khéc.
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1/35
FIG.1A
Céc trinh tw CA019_969 Ab
CDR-L1
LASEDIYDNLA SEQ ID NO:1
CDRL2
YASSLQOD SEQ ID NO:2
CDR-L3
LODSEYPWT SEQ ID NO:3
CDR-H1
GFSLTTYGMGVG SEQ ID NO:4
CDR-H2
NIWWDDDKYYNPSLKN SEQ ID NO:5
CDR-H3
IGPIKYPTAPYRYFDF SEQ ID NO:6

-890-



FIG.1B

Ving V ciial Ab969 & chudt nhit
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2/35

SEQ ID NO:7

DIQOMTQSPAS LSASLGETVS IECLASEDIY DNLAWYQKKP
ASSLODGVPS RFSGSGSGTQ YSLKINSLES EDAATYFCLQ

GTKLELK

Ving V cial. Ab969 & chudt nht

gacatccaga
aactgtctcc
cgtggtacca
gcaagtagct
tggcacacag
cgacttattt
ggcaccaagc

Ving V ctal. Ab969 & chudt nhét véi trinh tu tin hiéu duoc gach dudi hodc in nghiéng SEQ ID

NO:9

tgacacagtc
atcgaatgtc
gaagaagcca
tgcaagatgg
tattctctca
ctgtctacag
tggaattgaa

tccagcttcc
tagcaagtga
ggaaaatctc
ggtcccatca
aaatcaacag
gattctgagt
a

SEQ ID NO:8

ctgtctgcat
ggacatttac
ctcacctcct
cggttcagtg
cctggaatct
atccgtggac

GKSPHLLIYY
DSEYPWTEGG

ctctgggaga
gataatttag
catctattat
gcagtggatc
gaagatgctg
gttcggtgga

MGVPTQLLVL LLLWITDAIC DIQMTQSPAS LSASLGETVS IECLASEDIY

DNLAWYQKKP GKSPHLLIYY ASSLQDGVPS RFSGSGSGTQ YSLKINSLES
EDAATYFCLQ DSEYPWIFGG GTKLELK

Ving V ctial. Ab969 & chudt nhit véi trinh tu tin hidu duwoc gach dudi hoic in nghiéng SEQ ID

NO:10

atgggtgtcc

ccactcagct

cttggtgttg

ttgctgctgt

ggattacaga

tgccatatgt
ctctgggaga

gataatttag
catctattat
gcagtggatc
gaagatgctg
gttcggtgga

Ving V ciiaH Ab969 & chudt nhit SEQ ID NO:

gacatccaga
aactgtctcc
cgtggtacca
gcaagtagct
tggcacacag
cgacttattt
ggcaccaagc

tgacacagtc
atcgaatgtc
gaagaagcca
tgcaagatgg
tattctctca
ctgtctacag
tggaattgaa

QVTLKESGPG ILQPSQTLSL TCTFSGEFSLT
ANIWWDDDKY YNPSLKNRLT ISKDTSNNQA
GPIKYPTAPY RYFDFWGPGT MVTVS

Ving V ciaH Ab969 & chudt nhit SEQ ID NO:

caggttactc tgaaagagtc tggccctggg
cctcagtctg acttgcactt tctctgggtt

tccagcttcc
tagcaagtga
ggaaaatctc
ggtcccatca
aaatcaacag
gattctgagt
a

11
TYGMGVGWIR
FLKLTNVHTS

12

atattgcagc
ttcactgacc

-90-

ctgtctgcat
ggacatttac
ctcacctcct
cggttcagtg
cctggaatct
atccgtggac

OPSGKGLEWL
DSATYYCARI

cctcccagac
acttatggta



tgggtgtggg
gcaaacattt
ccggctcaca
tcaccaatgt
gggccgatta
cccaggaacc

Ving V cuaH Ab969 & chudt nhét véi trinh ty tin hiéu duoc gach dudi hodc in nghiéng

ctggattcgt
ggtgggatga
atctccaagg
acacacttca
aatacccgac
atggtcaccg

SEQ ID NO:13
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cagccttcag
tgataagtat
acacctccaa
gattctgcca
ggccccctac
tctcg

ggaagggtct
tacaatccat

caaccaagca
catactactg
cggtactttg

ggagtggctg
ctctgaaaaa
ttcctcaagc
tgctcggata
acttctgggg

MDRLTSSFLL LIVPAYVLSQ VTLKESGPGI LQPSQTLSLT CTFSGFSLTT

YGMGVGWIRQO PSGKGLEWLA NIWWDDDKYY NPSLKNRLTI SKDTSNNQAF
LKLTNVHTSD SATYYCARIG PIKYPTAPYR YFDFWGPGTIM VTVS

Ving V cuaH Ab969 & chudt nhét véi trinh tir tin hiéu duogc gach dudi hodc in nghiéng

SEQ ID NO:14

atggacaggc

ttacttcctc attcctactg

ctgattgtcc

ctgcatatgt

cctgtctcag
cccagaccct
tatggtatgg
gtggctggca
tgaaaaaccg
ctcaagctca

tcggataggg
tctggggccc

gttactctga
cagtctgact
gtgtgggctg
aacatttggt
gctcacaatc
ccaatgtaca
ccgattaaat
aggaaccatg

aagagtctgg
tgcactttct
gattcgtcag
gggatgatga
tccaaggaca
cacttcagat
acccgacggc
gtcaccgtct

ccctgggata
ctgggttttc
ccttcaggga
taagtattac
cctccaacaa
tctgccacat
cccctaccgg

cg

-01-

ttgcagccct
actgaccact
agggtctgga
aatccatctc
ccaagcattc
actactgtgc
tactttgact



FIG.1C

Viung V ctia 969gl.7 SEQ ID

DIQOMTQSPSS
ASSLODGVPS
GTKVEIK

LSASVGDRVT
RFSGSGSGTD

Ving V ciia 969gL.7 SEQ ID

gacatacaga
cagggtgaca
catggtatca
gcctcectcecte
cgggacggat
ctacttacta
ggcaccaaag

Ving V cta 969gL7 v6i trinh tur ky hiéu dugc gach dudi hodc in nghiéng SEQ ID NO:17

tgactcagtc
atcacctgtc
gcagaaacct
tccaagacgg
tacacactga
ctgcctgcaa
tggaaatcaa
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NO:15

ITCLASEDIY
YTLTISSLQP

NO:16

accctcaagc
tggcctccga
ggaaaggctc
cgttccatct
caattagctc
gactccgaat

g

DNLAWYQOQKP
EDFATYYCLQ

ctgagtgcca
ggatatctac
ccaagctcct
cggttcagcg
tctgcaaccg
acccatggac

GKAPKLLIYY
DSEYPWTFGG

gtgtgggaga
gataacctgg
gatttattat
gaagcggctc
gaggattttg
cttcggtggt

MSVPTQVLGL LLLWLTDARC DIOMTQSPSS LSASVGDRVT ITCLASEDIY

DNLAWYQOKP GKAPKLLIYY ASSLQDGVPS RFSGSGSGTD YTLTISSLQP
EDFATYYCLQ DSEYPWTFGG GTKVEIK

Ving V ctia 969gL7 v6i trinh tu ky hiéu duge gach dudi hodc in nghiéng SEQ ID NO:18

atgagcgtgc

ctactcaagt

cttggggctyg

ctcttgcttt

ggcttaccga

cgcaagatgc
gtgtgggaga
gataacctgg
gatttattat
gaagcggctc
gaggattttg
cttcggtggt

chudi nhe 969gL7 (V + hing dinh)

gacatacaga
cagggtgaca
catggtatca
gcctcctctce

cgggacggat

ctacttacta

ggcaccaaag

tgactcagtc
atcacctgtc
gcagaaacct
tccaagacgg
tacacactga
ctgcctgcaa
tggaaatcaa

accctcaagc
tggcctccga
ggaaaggctc
cgttccatct
caattagctc
gactccgaat

g

SEQ ID NO:19

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCLASEDIY DNLAWYQOKP
ASSLQDGVPS RFSGSGSGTD YTLTISSLQP EDFATYYCLOQ
GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNEY
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK

LSSPVTKSEN

RGEC

chudi nhe 969gL7 (V + hing dinh) SEQ ID NO:20

gacatacaga tgactcagtc accctcaagc ctgagtgcca
cagggtgaca atcacctgtc tggcctccga ggatatctac

-02-

ctgagtgcca
ggatatctac
ccaagctcct
cggttcagcg
tctgcaaccg
acccatggac

GKAPKLLIYY
DSEYPWTFGG
PREAKVQWKV
VYACEVTHQG

gtgtgggaga
gataacctgg



catggtatca
gcctcctctce
cgggacggat
ctacttacta
ggcaccaaag
cttcccgcecca
gcctgctgaa
gataacgccc
cagcaaggac
cagactacga
ctgagctcgc

chudi nhe 969gL7 (V + héng dinh) véi trinh tu ky hiéu dwge gach dudi hoic in nghiéng

gcagaaacct
tccaagacgg
tacacactga
ctgcctgcaa
tggaaatcaa
tctgatgagce
taacttctat
tccaatcggg
agcacctaca
gaaacacaaa
ccgtcacaaa

SEQ ID NO:21

41254
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ggaaaggctc
cgttccatct
caattagctc
gactccgaat
gcgtacggta
agttgaaatc
cccagagagg
taactcccag
gcctcagcag
gtctacgcct
gagcttcaac

ccaagctcct
cggttcagcg
tctgcaaccg
acccatggac
gcggccccecat
tggaactgcc
ccaaagtaca
gagagtgtca
caccctgacg
gcgaagtcac
aggggagagt

gatttattat
gaagcggctc
gaggattttg
cttcggtggt
ctgtcttcat
tctgttgtgt
gtggaaggtg
cagagcagga
ctgagcaaag
ccatcagggc
gt

MSVPTQVLGL LLLWLTDARC DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCLASEDIY

DNLAWYQQKP GKAPKLLIYY ASSLQODGVPS RFSGSGSGID YTLTISSLQP
EDFATYYCLQ DSEYPWTFGG GTKVEIKRIV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA
SVVCLLNNFY PREAKVOWKV DNALQSGNSQ ESVTIEQDSKD STYSLSSTLT
LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSEN RGEC

chudi nhe 969gL7 (V + hﬁng dinh) véi trinh tu ky hiéu duge gach dudi hodc in nghiéng

SEQ ID NO:22

atgagcgtgc

ctactcaagt

cttggggctg

ctcttgcttt

ggcttaccga

cgcaagatgc

gacatacaga

gtgtgggaga
gataacctgg
gatttattat
gaagcggctc
gaggattttg
cttcggtggt
ctgtcttcat
tctgttgtgt
gtggaaggtg
cagagcagga
ctgagcaaag
ccatcagggc
gt

cagggtgaca
catggtatca
gcctcctctce
cgggacggat
ctacttacta
ggcaccaaag
cttcccgcca
gcctgctgaa
gataacgccc
cagcaaggac
cagactacga
ctgagctcgc

tgactcagtc
atcacctgtc
gcagaaacct
tccaagacgg
tacacactga
ctgcctgcaa
tggaaatcaa
tctgatgagc
taacttctat
tccaatcggg
agcacctaca
gaaacacaaa
ccgtcacaaa

accctcaagc
tggcctccga
ggaaaggctc
cgttccatct
caattagctc
gactccgaat
gcgtacggta
agttgaaatc
cccagagagg
taactcccag
gcctcagcag
gtctacgcct
gagcttcaac

-03-

ctgagtgcca
ggatatctac
ccaagctcct
cggttcagcg
tctgcaaccg
acccatggac
gcggccccat
tggaactgcc
ccaaadgtaca
gagagtgtca
caccctgacg
gcgaagtcac
aggggagagt



FIG.1D

Ving V cia 969gH2 SEQ ID

EVTILKESGPA
ANIWWDDDKY
GPIKYPTAPY

LVKPTQTLTL
YNPSLKNRLT
RYFDFWGQGT

Ving V ciia 969gH2 SEQ ID

gaagtgacac
actcactttg
tgggcgtggg
‘gccaacatct
ccggctgacc
tgacaaatat
ggtcccataa
ccaagggaca

Vimng V ctia 969gH?2 véi trinh tu ky hiéu duoc gach dudi hodc in nghi€éng SEQ ID NO:25

tcaaggagtc
acatgtactt
atggatcaga
ggtgggatga
attagcaagg
ggatcccgtt
agtaccctac
atggttactg

41254
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NO:23

TCTFSGESLT
ISKDTSKNQV
MVTVS

NO:24

tggacccgcet
ttagtggcectt
cagccacctg
cgacaagtac
atacttctaa
gacaccgcaa
ggcaccttac
tctcg

TYGMGVGWIR
VLTMTNMDPV

ctggtgaaac
ctcattgact
gcaaggctct
tataacccgt
aaatcaagtg
cctactactg
cgatatttcg

QPPGKALEWL
DTATYYCART

caacccaaac
acctatggaa
ggaatggctg
ccctgaaaaa
gtgctgacca
cgcccgcecatt
acttttgggg

MEWSWVFLFF LSVTTGVHSE VTILKESGPAL VKPTQTLTLT CTEFSGEFSLTT

YGMGVGWIRQ PPGKALEWLA NIWWDDDKYY NPSLKNRLTI SKDTSKNQVV
LTMTNMDPVD TATYYCARIG PIKYPTAPYR YEFDFWGQGTM VTVS

Ving V ciia 969gH2 véi trinh tu ky higu dugc gach dudi hodc in nghiéng SEQ ID NO:26

atggagtggt

cctgggtgtt

tctgttcttc

ctgagtgtga

ccaccggggt

ccactccgaa
cccaaacact
tatggaatgg
atggctggcc
tgaaaaaccg
ctgaccatga
ccgcattggt
tttggggcca

chudi ning 969gH2 (V + hing dinh — hu IgG4P)

EVTILKESGPA
ANIWWDDDKY
GPIKYPTAPY
LGCLVKDYFP
SLGTKTYTCN
PKPKDTLMIS
QFNSTYRVVS

gtgacactca
cactttgaca
gcgtgggatg
aacatctggt
gctgaccatt
caaatatgga
cccataaagt
agggacaatg

LVKPTQTLTL
YNPSLKNRLT
RYFDFWGQGT
EPVIVSWNSG
VDHKPSNTKV
RTPEVTCVVV
VLTVLHQODWL

aggagtctgg
tgtactttta
gatcagacag
gggatgacga
agcaaggata
tccecgttgac
accctacggc
gttactgtct

TCTEFSGFSLT
ISKDTSKNQV
MVTVSSASTK
ALTSGVHTFP
DKRVESKYGP
DVSQEDPEVQ
NGKEYKCKVS

acccgctctg
gtggcttctc
ccacctggca
caagtactat
cttctaaaaa
accgcaacct
accttaccga

cg

gtgaaaccaa
attgactacc
aggctctgga
aacccgtccc
tcaagtggtg
actactgcgc
tatttcgact

SEQ ID NO:27

TYGMGVGWIR
VLTMTNMDPV
GPSVEFPLAPC
AVLOSSGLYS
PCPPCPAPEF
FNWYVDGVEV
NKGLPSSIEK

-94-

QPPGKALEWL
DTATYYCARI
SRSTSESTAA
LSSVVTIVPSS
LGGPSVFLEP
HNAKTKPREE
TISKAKGQOPR
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EPQVYTLPPS QEEMTKNQVS LTCLVKGEYP
PPVLDSDGSF FLYSRLTVDK SRWQEGNVES

LGK

chudi nang 969gH2 (V + hing dinh — hu IgG4P, exons underlined) SEQ ID NO:

gaagtgacac

tcaaggagtc

tggacccgct

SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

ctggtgaaac

GOPENNYKTT
HYTOKSLSLS

caacccaaac

actcactttg

acatgtactt

ttagtggctt

ctcattgact

acctatggaa

tgggcgtggg

atggatcaga

cagccacctg

gcaaggctct

ggaatggctg

gccaacatct

ggtgggatga

cgacaagtac

tataacccgt

ccctgaaaaa

ccggctgacc

attagcaagg

atacttctaa

aaatcaagtg

gtgctgacca

tgacaaatat

ggatcccgtt

gacaccgcaa

cctactactg

cgcccgcatt

ggtcccataa

agtaccctac

ggcaccttac

cgatatttcg

acttttgggg

ccaagggaca

atggttactg

tctcgagcgce

ttctacaaag

ggcccatccg

tcttccccecct

ggcgccctge

tccaggagca

cctccgagag

cacagccgcc

ctgggctgcc

tggtcaagga

ctacttcccc

gaaccggtga

cggtgtcgtg

gaactcaggc

gccctgacca

gcggcgtgca

caccttcccg

gctgtcctac

agtcctcagg

actctactcc

ctcagcagcg

tggtgaccgt

gccctccagce

agcttgggca

cgaagaccta

cacctgcaac

gtagatcaca

agcccagcaa

caccaaggtg

gacaagagag

ttggtgagag

tgtctgctgg
tgcagcccca
ggaggcctct
tttccaccag
ctgcgcatac
cgggaggacc
actccctcag
atcttctctc
ggtaagccaa
tagagtagcc
acctccatct
cctgttcccce

aagccaggct

gcccagggca
gaccacccca
gctccgggca

aggggcaggt
ctgccecctga

ctcagacacc
tgcagagtcc

cagccctcect
gcaaggcatg
ctcatgccca
gccacaggct
gctgcgctca
cctaagccca
ttctctceccte
aaatatggtc

gccagcacag
gcctggacgc
ccccatctgt
gggagagggt
ggatgcccct
gacctgccaa
ccccaaaggc
ccagatctga
ccccatgccc

ggagggaggyg
accccggctg
ctcctcaccc
cttctggatt
accccaggcce
gagccatatc
caaactctcc
gtaactccca
accatgccca

cccaggcctce
tgcatccagg
cttcctcagce

gccctccagce
gacaggcccc
acctgagttc

tcaaggcggg
agccgggtgce
ctggggggac

acaggtgccc
tgacgcatcc
catcagtctt

cCaaaaccca

aggacactct

catgatctcc

cggacccctg

aggtcacgtg

cgtggtggtg

gacgtgagcc

aggaagaccc

cgaggtccag

ttcaactggt

acgtggatgg

cgtggaggtg

cataatgcca

agacaaagcc

gcgggaggag

cagttcaaca

gcacgtaccg

tgtggtcagc

gtcctcaccg

tcctgcacca

ggactggctg

aacggcaagg

agtacaagtg

caaggtctcc

aacaaaggcc

tcccgtectce

catcgagaaa

accatctcca

aagccaaagg

tgggacccac
ccctctgcecc
gccccgagag

ggggtgcgag
tgggagtgac
ccacaggtgt

ggccacatgg
cgctgtgcca
acaccctgcc

acagaggtca
acctctgtcc
cccatcccag

gctcggceccca
ctacagggca

gaggagatga

ccaagaacca

ggtcagcctg

acctgcctgg

tcaaaggctt

ctaccccagc

gacatcgccg

tggagtggga

gagcaatggg

cagccggaga

acaactacaa

gaccacgcct

cccgtgctgg

actccgacgg

ctccttcttc

ctctacagca

ggctaaccgt

ggacaagagc

aggtggcagg

aggggaatgt

cttctcatgc

tccgtgatgce

atgaggctct

gcacaaccac

tacacacaga

agagcctctc

cctgtctctg

ggtaaa

-05-

28



chudi ning 969gH2 (V + he"mg dinh — hu IgG4P) v6i trinh tu ky hiéu dugc gach dudi hodc in

nghiéng

SEQ ID NO:29

MEWSWVEFLEF

LSVTTGVHSE

YGMGVGWIRQ
LTMTNMDPVD
PSVEPLAPCS
VLOSSGLYSL
CPPCPAPEFL
NWYVDGVEVH
KGLPSSIEKT
DIAVEWESNG
SVMHEALHNH

chudi ning 969gH2 (V + hing dinh — hu IgG4P, exons underlined) v4i trinh tur ky hiéu duoc
gach dudi hodc in nghiéng

atggagtggt

PPGKALEWLA
TATYYCARIG
RSTSESTAAL
SSVVTIVPSSS
GGPSVFLEPP
NAKTKPREEQ
ISKAKGOPRE
OPENNYKTTP
YTOKSLSLSL

cctgggtgtt
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VILKESGPAL
NIWWDDDKYY
PIKYPTAPYR
GCLVKDYFPE
LGTKTYTCNV
KPKDTLMISR
FNSTYRVVSV
POVYTLPPSQ
PVLDSDGSFEF
GK

SEQ ID NO:30

tctgttcttc

VKPTQTLTLT
NPSLKNRLTI
YEDEWGOGTM
PVIVSWNSGA
DHKPSNTKVD
TPEVTCVVVD
LTVLHODWLN
EEMTKNQVSL
LYSRLTVDKS

ctgagtgtga

CTFSGFSLTT
SKDTSKNQVV
VIVSSASTKG
LTSGVHTFEPA
KRVESKYGPP
VSQEDPEVQF
GKEYKCKVSN
TCLVKGFYPS
RWOQEGNVESC

ccaccggggt

ccactccgaa

gtgacactca

aggagtctgg

acccgctctg

gtgaaaccaa

cccaaacact

cactttgaca

tgtactttta

gtggcttctc

attgactacc

tatggaatgg

gcgtgggatg

gatcagacag

ccacctggca

aggctctgga

atggctggcc

aacatctggt

gggatgacga

caagtactat

aacccgtccc

tgaaaaaccg

gctgaccatt

agcaaggata

cttctaaaaa

tcaagtggtg

ctgaccatga

caaatatgga

tcccgttgac

accgcaacct

actactgcgc

ccgcattggt

cccataaagt

accctacggc

accttaccga

tatttcgact

tttggggcca

agggacaatg

gttactgtct

cgagcgcttc

tacaaagggc

ccatccgtct

tccceectgge

gccctgcetcecce

aggagcacct

ccgagagcac

agccgccctg

ggctgcctgg

tcaaggacta

cttccccgaa

ccggtgacgg

tgtcgtggaa

ctcaggcgcc

ctgaccagcg

gcgtgcacac

cttccecgget

gtcctacagt

cctcaggact

ctactccctc

agcagcgtgg

tgaccgtgcc

ctccagcagc

ttgggcacga

agacctacac

ctgcaacgta

gatcacaagc

ccagcaacac

caaggtggac

aagagagttg

gtgagaggcc

gggagggtgt
ccggctgtgce
ctcacccgga
ctggattttt
ccaggccctg
ccatatccgg
actctccact
actcccaatc
atgcccaggt
ggtgccctag
cgcatccacc
cagtcttcct

ctgctggaag
agccccagcce
ggcctctgac
ccaccaggct
cgcatacagg
gaggaccctg
ccctcagcetce
ttctctctgce
aagccaaccc
agtagcctgce
tccatctctt
gttcccccceca

ccaggctcag
cagggcagca
caccccactc
ccgggcagcc
ggcaggtgct
cccctgacct
agacaccttc
agagtccaaa

ccctcecetgcece
aggcatgccc
atgcccaggg
acaggctgga
gcgctcagac
aagcccaccc
tctcctcecceca
tatggtcccc

agcacaggga
tggacgcacc
catctgtctc
agagggtctt
tgcccctacc
ctgccaagag
caaaggccaa
gatctgagta
catgcccacc

aggcctcgcece
atccagggac
cctcagcacc

ctccagctca
aggccccagce
tgagttcctg

aggcgggaca
cgggtgctga
gggggaccat

aaacccaagg

acactctcat

gatctcccgg

acccctgagyg

tcacgtgcgt

ggtggtggac

gtgagccagg

aagaccccga

-06-



ggtccagttc

aactggtacg
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tggatggcgt

ggaggtgcat

aatgccaaga

caaagccgcg

ggaggagcag

ttcaacagca

cgtaccgtgt

ggtcagcgtc

ctcaccgtcc

tgcaccagga

ctggctgaac

ggcaaggagt

acaagtgcaa

ggtctccaac

aaaggcctcc

cgtcctccat

cgagaaaacc

atctccaaag

ccaaaggtgg
cggcccaccc

cagggcagcc

gacccacggg
tctgccctgg
ccgagagcca

gtgcgagggc
gagtgaccgc
caggtgtaca

cacatggaca
tgtgccaacc
ccctgcccce

gaggtcagct
tctgtcccta
atcccaggag

gagatgacca

agaaccaggt

cagcctgacc

tgcctggtca

aaggcttcta

ccccagcgac

atcgccgtgg

agtgggagag

caatgggcag

ccggagaaca

actacaagac

cacgcctccc

gtgctggact

ccgacggctc

cttcttcctce

tacagcaggc

taaccgtgga

caagagcagg

tggcaggagg

ggaatgtctt

ctcatgctcc

gtgatgcatg

aggctctgca

caaccactac

acacagaaga

gcctctcect

gtctctgggt

aaa

-97-



FIG.1E

VK1 2-1-(1) & ngudi trong két cAu chét nhan 012 JK4
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SEQ

DIOMTQOSPSS LSASVGDRVT ITCRASQSIS SYLNWYQOKP
ASSLOSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQOQ

VK1 2-1-(1) & ngudi trong két cdu chdt nhin 012 JK4

gacatccaga
cagagtcacc
attggtatca
gcatccagtt
tgggacagat
caacttacta

gggaccaagg

tgacccagtc
atcacttgcc
gcagaaacca
tgcaaagtgg
ttcactctca
ctgtcaacag
tggagatcaa

tccatcctcce
gggcaagtca
gggaaagccc
ggtcccatca
ccatcagcag
agttacagta
a

SEQ

ctgtctgcat
gagcattagc
ctaagctcct
aggttcagtg
tctgcaacct
cccctcectcac

ID NO:31

GKAPKLLIYA
SYSTPLTEGG

ID NO:32

ctgtaggaga
agctatttaa
gatctatgct
gcagtggatc
gaagattttg
tttcggcgga

VH2 3-1 2-70 & ngudi trong két chu chit nhan JH3 SEQ ID NO:33

QVTLKESGPA LVKPTQTLTL TCTFSGFSLS TSGMRVSWIR QPPGKALEWL
ARIDWDDDKF YSTSLKTRLT ISKDTSKNQV VLTMTNMDPV DTATYYCARI
AFDIWGQGTM VTVS

VH2 3-1 2-70 & ngudi trong két chu chdt nhén JH3 SEQ ID NO:34

caggtcacct
cctcacactg
tgcgtgtgag
gcacgcattg
caggctcacc
tgaccaacat
gcttttgata

tgaaggagtc
acctgcacct
ctggatccgt
attgggatga
atctccaagg
ggaccctgtg
tctggggcca

tggtcctgcg
tctctgggtt
cagcccccag
tgataaattc
acacctccaa
gacacagcca
agggacaatg

ctggtgaaac
ctcactcagc
ggaaggccct
tacagcacat
aaaccaggtg
cgtattactg
gtcaccgtct

-08-

ccacacagac
actagtggaa
ggagtggctt
ctctgaagac
gtccttacaa
tgcacggata

ct

GTKVEIK



FIG.1F
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Trinh ty axit amin cho CSF-1R SEQ ID NO: 35

MGPGVLLLLL
DGPPSPHWTL
VKDPARPWNV
HTNYSFSPWH
GPPALTLVPA
DEHNNRYQKV
LNLSSEQNLT
LANATTKDTY
PPEVSVIWTE
DDPYPEVLSQ
ISAGAHTHPP
KIIESYEGNS
AFGLGKEDAV
GACTHGGPVL
NIHLEKKYVR
ELRDLLHFSS
RDIMNDSNYI
LGLNPYPGIL
PTFQOOICSFL
LTCCEQGDIA

VATAWHGOGTI
YSDGSSSILS
LAQEVVVFED
GFTIHRAKFI
ELVRIRGEAA
LTLNLDQVDF
QEVTVGEGLN
RHTFTLSLPR
INGSGTLLCA
EPFHKVTVQS
DEFLEFTPVVV
YTFIDPTQLP
LKVAVKMLKS
VITEYCCYGD
RDSGFSSQGV
OVAQGMAFLA
VKGNARLPVK
VNSKEFYKLVK
OEQAQEDRRE
OPLLOPNNYQ

PVIEPSVPEL
TNNATEFQONTG
ODALLPCLLT
OSODYQCSAL
QIVCSASSVD
OHAGNYSCVA
LKVMVEAYPG
LKPSEAGRYS
ASGYPQPNVT
LLTVETLEHN
ACMSIMALLL
YNEKWEFPRN
TAHADEKEAL
LLNFLRRKAE
DTYVEMRPVS
SKNCIHRDVA
WMAPESTFEDC
DGYQOMAQPAF
RDYTNLPSSS
FC

VVKPGATVTL
TYRCTEPGDP
DPVLEAGVSL
MGGRKVMSIS
VNEDVELOHN
SNVOGKHSTS
LOGEFNWTYLG
FLARNPGGWR
WLOCSGHTDR
OTYECRAHNS
LLLLLLLYKY
NLQFGKTLGA
MSELKIMSHL
AMLGPSLSPG
TSSNDSFEFSEQ
ARNVLLTNGH
VYTVQSDVWS
APKNIYSTIMQ
RSGGSGSSSS

Trinh ty axit amin cho CSF-1R SEQ ID NO: 36

RCVGNGSVEW
LGGSAATIHLY
VRVRGRPLMR
IRLKVQKVIP
NTKLAIPQQS
MFFRVVESAY
PFSDHOPEPK
ALTFELTLRY
CDEAQVLQVW
VGSGSWAFIP
KOKPKYQVRW
GAFGKVVEAT
GOHENIVNLL
ODPEGGVDYK
DLDKEDGRPL
VAKIGDEGLA
YGILLWEIFS
ACWALEPTHR
ELEEESSSEH

IPVIEPSVPELVVKPGATVTLRCVGNGSVEWDGPPSPHWILYSDGSSSILSTNNATFONTGTYR
CTEPGDPLGGSAAIHLYVKDPARPWNVLAQEVVVFEDQDALLPCLLTDPVLEAGVSLVRVRGRP
LMRHTNYSFSPWHGFTIHRAKFIQSODYQCSALMGGRKVMSISIRLKVOKVIPGPPALTLVPAE
LVRIRGEAAQIVCSASSVDVNEFDVFLQHNNTKLAIPQOSDFHNNRYQOKVLTLNLDQVDFQHAGN
YSCVASNVQGKHSTSMEFFRVV

Trinh tw axit amin cho CSF-1R SEQ ID NO: 37
MRHTNYSFSPWHGFTIHRAKFIQSQDYQCSALMGGRKVMSISIRLKVOK

Trinh tr axit amin cho CSF-1IR SEQ ID NO:38 (SNP V32G, A245S, H247P, V279M, &
doan dwgc gach dwéi)
IPVIEPSVPELVXKPGATVTLRCVGNGSVEWDGPPSPHWTLYSDGSSSILSTNNATFQNTGTYR
CTEPGDPLGGSAATIHLYVKDPARPWNVLAQEVVVFEDQDALLPCLLTDPVLEAGVSLVRVRGRP
LMRHTNYSFSPWHGFTIHRAKFIQSQDYQCSALMGGRKVMSISIRLKVQKVIPGPPALTLVPAE
LVRIRGEAAQIVCSASSVDVNFDVFLQHNNTKLAIEQQSDFHNNRYQKVLTLNLDQVDFQHAGN
YSCZASNVQGKHSTSMFFRVVESAYLNLSSEQNLIQEVTVGEGLNLKVMVEAYPGLQGFNWTYL
GPFSDHQPEPKLANATTKDTYRHTFTLSLPRLKPSEAGRYSFLARNPGGWRALTFELTLRYPPE
VSVIWTFINGSGTLLCAASGYPQPNVIWLQCSGHTDRCDEAQVLOVWDDPYPEVLSQEPFHKVT
VOSLLTVETLEHNQTYECRAHNSVGSGSWAFIPISAGAHTHPPDE

-90-
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FIG.3

SEQ ID NO:

MGPGVLLLLL
TNNATFQONTG
VRVRGRPLMR
ELVRIRGEAA
SNVQGKHSTS
LANATTKDTY
ASGYPQPNVT
VGSGSWAFIP

39

VATAWHGQOGI
TYRCTEPGDP
HTNYSFSPWH
QIVCSASSVD
MFFRVVESAY
RHTFTLSLPR
WLOCSGHTDR
ISAGAHTHPP

PVIEPSVPEL
LGGSAATHLY
GFTIHRAKFI
VNEFDVFLQHN
LNLSSEQNLT
LKPSEAGRYS
CDEAQVLQVW
DE

41254
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VVKPGATVTL
VKDPARPWNV
QSODYQCSAL
NTKLAIPQQS
QEVTVGEGLN
FLARNPGGWR
DDPYPEVLSQ
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RCVGNGSVEW
LAQEVVVFED
MGGRKVMSIS
DFHNNRYQKV
LKVMVEAYPG
ALTFELTLRY
EPFHKVTVQS

DGPPSPHWTL
ODALLPCLLT
IRLKVQKVIP
LTLNLDQVDF
LOGENWTYLG
PPEVSVIWTFEF
LLTVETLEHN

YSDGSSSILS
DPVLEAGVSL
GPPALTLVPA
QHAGNYSCVA
PFSDHQPEPK
INGSGTLLCA
QTYECRAHNS
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FIG.5b
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FI1G.17

1.2x100°

1.0x1009

. Bat dau tri liéu

8.0x10 - / (9 ngay)

Hoat tinh luciferase in vivo

6.0x1008
4.0><10°8-'
2.0x10°8—-
0 2 4 6 8 10121416 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Ngay
Nhém 1: Chét dan lam d6i chiing (PBS) 3 1an méi tudn duwéi da, ngay 9-ngay 42 (n=12)
Nhém 2: 30 mg/kg khang thé ddi ching 3 1an mdi tuan dw6i da, ngay 9-ngay 42 (n=12)
Nhom 3: 10mg/kg khang thé dbi chirng 3 1an méi tudn dwéi da, ngay 9-ngay 42 (n=12)
Nhom 4: 30mg/kg khang thé Ab535 3 1an méi tuan dwéi da, ngay 9-ngay 42 (n=12/9)
Nhém 5: 10mg/kg khang thé Ab535 3 Ian mdi tuan dwéi da, ngay 9-ngay 42 (n=11/10)

Nhém 6: 36mg/kg ddi chirng dwong qua ven méi tudn 1 1an trong vong 4 tuan (ngay 10,
17, 24 va 31) (n=12/11)

RN
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Fig.18a
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Fig.18b
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Fig.18¢
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Fig.19
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Fig.20a
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DANH MUC TRINH TVY
<110> UCB Biopharma SPRL
<120> KHANG THE KHANG CSF-1R, TRINH Ty ADN PHAN LAP, VECTG TACH
DONG HOAC VECTG BIEU HIEN, TE BAO CHU BAO GOM VECTG NAY,
QUY TRINH TAO RA KHANG THE VA DUQGC PHAM CHUA KHANG THE
<130> GO181-PCT

<150> GB1315487.7
<151> 2013-08-30

<160> 39
<170> Sang ché phién ban 3.5

<210> 1

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CA@19 969 Ab trong trinh tu clia CDR-L1

<400> 1

Leu Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asp Asn Leu Ala
1 5 10

210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CA@19_969 Ab trong trinh ty cla CDRL2

<400> 2
Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Asp
1 5

<210> 3

<211> 9

212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CA@19_969 Ab trong trinh ty clGa CDR-L3
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<400> 3

Leu Gln Asp Ser Glu Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 4

211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> CA@19_969 Ab trong trinh ty cua CDR-H1

<400> 4

Gly Phe Ser Leu Thr Thr Tyr Gly Met Gly Val Gly
1 5 10

<21e> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> CA@19_969 Ab trong trinh tu cua CDR-H2

<400> 5

Asn Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Asn
1 5 10 15

<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CA@19 969 Ab trong trinh ty clia CDR-H3

<400> 6
Ile Gly Pro Ile Lys Tyr Pro Thr Ala Pro Tyr Arg Tyr Phe Asp Phe

1 5 10 15

<210> 7

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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220>
<223> Ab 9
<400> 7

Asp Ile Gln
1

Glu Thr Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Tyr Ala

50

Ser Ser

65

Gly

Glu Ala

Thr Phe Gly

<210> 8

<211> 321
<212> ADN
<213> Trin

<220>
<223>

<400> 8
gacatccaga

atcgaatgtc
ggaaaatctc
cggttcagtg
gaagatgctg

ggcaccaagc

69 chudt

Thr
5

Met Gln

Ser Ile Glu

20

Tyr Gln Lys

Ser Ser Leu

Thr Gln

70

Gly

Thr
85

Ala

Gly Thr

100

Gly

h tu nhan tao

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Tyr

Phe

Lys

Pro

Leu

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

nhat trong ving

Ala

Ala

25

Gly

Leu

Leu

Glu
105

41254

VL

Ser Leu

10

Ser Glu

Lys Ser

Val Pro

Ile
75

Lys

Gln
90

Leu Lys

Ab 969 chudt nhat trong viung VL

tgacacagtc tccagcttcc ctgtctgcat

tagcaagtga
ctcacctcct
gcagtggatc
cgacttattt

tggaattgaa a

ggacatttac gataatttag
catctattat gcaagtagct
tggcacacag tattctctca

ctgtctacag gattctgagt

-126-

Ser Ala Ser

Asp Ile Tyr

30

His Leu

45

Pro

Ser Phe

60

Arg

Asn Ser Leu

Ser Glu Tyr

ctctgggaga
cgtggtacca
tgcaagatgg
aaatcaacag

atccgtggac

Leu
15

Gly

Asp Asn

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ser

80

Pro
95

Trp

aactgtctcc
gaagaagcca
ggtcccatca

cctggaatct

gttcggtgga

60

120

180

240

300

321
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<210> 9

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Ab 969 chudét nhat trong vung VL véi trinh tyv tin hiéu dugc gach dudi va in
nghiéng

<400> 9
Met Gly Val Pro Thr Gln Leu Leu Val Leu Leu Leu Leu Trp Ile Thr

1 5 10 15

Asp Ala Ile Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Leu Gly Glu Thr Val Ser Ile Glu Cys Leu Ala Ser Glu Asp
35 40 45

Ile Tyr Asp Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Lys Lys Pro Gly Lys Ser Pro
50 55 60

His Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn
85 90 95

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Phe Cys Leu Gln Asp Ser
100 105 110

Glu Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
115 120 125

<210> 10
<211> 381
<212> ADN
<213> Trinh tyv nhan tao

<220>
<223> Ab 969 chudt nhat trong vung VL vdi trinh ty tin hiéu dugc gach dudi va in
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nghiéng
<400> 10
atgggtgtcc
gacatccaga
atcgaatgtc
ggaaaatctc
cggttcagtg
gaagatgctg
ggcaccaagc
<210>
<211>

<212>
<213>

11
125
PRT

<220>
223>
<400> 11
Gln Vval Thr
1

Thr Leu Ser

Gly Met Gly
35

Trp Leu Ala
50

Leu Lys Asn
65

Phe Leu Lys

ccactcagct
tgacacagtc
tagcaagtga
ctcacctcct
gcagtggatc
cgacttattt

tggaattgaa

Leu Lys

Leu Thr

20

Val Gly

Ile

Asn

Arg Leu

Thr
85

Leu

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Asn

cttggtgttg
tccagcettcec
ggacatttac
catctattat
tggcacacag
ctgtctacag

a

Trinh tuy nhan tao

Ab 969 chudt nhat trong ving

Ser Gly

Thr Phe

Ile Arg

40

Trp Asp

Ile Ser

Val His

41254

ttgctgcetgt
ctgtctgcat
gataatttag
gcaagtagct
tattctctca

gattctgagt

Pro Gly Ile

10

Ser Phe

25

Gly

Gln Pro Ser

Asp Asp Lys

Thr
75

Lys Asp

Thr Ser

90

Asp

-128-

ggattacaga
ctctgggaga
cgtggtacca
tgcaagatgg
aaatcaacag

atccgtggac

Leu Gln Pro

Thr
30

Ser Leu

Gly Lys

45

Gly

Tyr Asn

60

Tyr

Ser Asn Asn

Ser Ala Thr

tgccatatgt
aactgtctcc
gaagaagcca
ggtcccatca

cctggaatct

gttcggtgea

Ser Gln

15

Thr Tyr

Leu Glu

Pro Ser

Gln Ala

80

Tyr
95

Tyr

60

120

180

240

300

360

381
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Cys Ala Arg Ile Gly Pro Ile Lys Tyr Pro Thr Ala Pro Tyr Arg Tyr

100 105

Phe Asp Phe Trp Gly Pro Gly Thr Met Val Thr
115 120

<210> 12
<211> 375
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Ab 969 chudt nhat trong ving VH

<400> 12
caggttactc tgaaagagtc tggccctggg atattgcagc

acttgcactt tctctgggtt ttcactgacc acttatggta
cagccttcag ggaagggtct ggagtggctg gcaaacattt
tacaatccat ctctgaaaaa ccggctcaca atctccaagg
ttcctcaage tcaccaatgt acacacttca gattctgcca
gggccgatta aatacccgac ggccccctac cggtactttg
atggtcaccg tctcg

<210> 13

<211> 144

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>
nghiéng

<400> 13

110

Val Ser
125

cctcccagac
Tgegtgtees
ggtgggatga
acacctccaa
catactactg

acttctgggg

cctcagtctg
ctggattcgt
tgataagtat
caaccaagca
tgctcggata

cccaggaacc

Met Asp Arg Leu Thr Ser Ser Phe Leu Leu Leu Ile Val Pro Ala Tyr

1 5 10

15

Val Leu Ser Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln

20 25

30

Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu

-129-

60

120

180

240

300

360

375

Ab 969 chudt nhat trong viung VH vdi trinh ty tin hiéu dugc gach dudi va in
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35 40 45

Thr Thr Tyr Gly Met Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys
50 55 60

Gly Leu Glu Trp Leu Ala Asn Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr
65 70 75 80

Asn Pro Ser Leu Lys Asn Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Asn
85 90 95

Asn Gln Ala Phe Leu Lys Leu Thr Asn Val His Thr Ser Asp Ser Ala
100 105 110

Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Ile Gly Pro Ile Lys Tyr Pro Thr Ala Pro
115 120 125

Tyr Arg Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Pro Gly Thr Met Val Thr Val Ser
130 135 140

<210> 14
<211> 432
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Ab 969 chudt nhat trong vung VH véi trinh ty tin hiéu dugc gach dudi va in
nghiéng

;igggca;gc ttacttcctc attcctactg ctgattgtcc ctgcatatgt cctgtctcag 60
gttactctga aagagtctgg ccctgggata ttgcagccct cccagaccct cagtctgact 120
tgcactttct ctgggttttc actgaccact tatggtatgg gtgtgggctg gattcgtcag 180
ccttcaggga agggtctgga gtggectggeca aacatttggt gggatgatga taagtattac 240
aatccatctc tgaaaaaccg gctcacaatc tccaaggaca cctccaacaa ccaagcattc 300
ctcaagctca ccaatgtaca cacttcagat tctgccacat actactgtgc tcggataggg 360
ccgattaaat acccgacggec cccctaccgg tactttgact tctggggccc aggaaccatg 420
gtcaccgtct cg 432

-130-



41254

<210> 15

<211> 107

212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> 969 glL7 trong vung V

<400> 15
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Leu Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asp Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

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

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

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

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

<210> 16
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
223> 969 glL7 trong vung V

<400> 16
gacatacaga tgactcagtc accctcaagc ctgagtgcca gtgtgggaga cagggtgaca 60
atcacctgtc tggcctccga ggatatctac gataacctgg catggtatca gcagaaacct 120

-131-



41254

ggaaaggctc ccaagctcct gatttattat gcctcctctc tccaagacgg cgttccatcet 180
cggttcagecg gaagcggcetc cgggacggat tacacactga caattagctc tctgcaaccg 240
gaggattttg ctacttacta ctgcctgcaa gactccgaat acccatggac cttcggtggt 300
ggcaccaaag tggaaatcaa g 321
<210> 17

211> 127

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> 969 gL7 trong vung V v&i trinh ty tin hiéu dugc gach dudi va in nghiéng

<400> 17
Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Asp Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Leu Ala Ser Glu Asp
35 40 45

Ile Tyr Asp Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
50 55 60

Lys Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser Ser Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser
85 920 95

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Asp Ser
100 105 110

Glu Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
115 120 125

<210> 18
<211> 381

-132-



<212>
<213>

ADN

<220>

<223> 969

<400> 18
atgagcgtgc

gacatacaga
atcacctgtc
ggaaaggctc
cggttcagceg
gaggattttg
ggcaccaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

19
214
PRT

<220>
223>
<400> 19
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Tyr Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Trinh ty nhan tao

41254

gL7 trong vung V vé&i trinh ty tin hiéu duogc

ctactcaagt
tgactcagtc
tggcctccga
ccaagctect
gaagcggctc
ctacttacta

tggaaatcaa

chudi nhe 969 glL7 (V

Met Thr G1

Thr
20

Ile Th

Tyr Gln Gl

Ser Ser Le

Gly Thr As

70

Ala Thr

Ty

cttggggctg

accctcaagc
ggatatctac
gatttattat
cgggacggat

ctgcctgcaa

g

Trinh ty nhan tao

+ ha
n Ser Pro
Leu

r Cys

Pro
40

n Lys

u Gln
55

Asp
Thr

p Tyr

r Tyr Cys

ctcttgettt
ctgagtgcca
gataacctgg
gcctectctc
tacacactga

gactccgaat

ng dinh)

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Glu

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Leu Gln Asp

-133-

ggcttaccga
gtgtgggaga
catggtatca
tccaagacgg
caattagctc

acccatggac

Ser Ala Ser

Asp Ile Tyr

30

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Ser Ser Leu

Ser Glu Tyr

gach dudi va in nghiéng

cgcaagatgc
cagggtgaca
gcagaaacct
cgttccatct
tctgcaaccg

cttcggtggt

Val
15

Gly

Asp Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Trp

60

120

180

240

300

360

381



41254

85 920 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 20
<211> 642
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> chudi nhe 969 gL7 (V + hang dinh)

;:?giacgza tgactcagtc accctcaagc ctgagtgcca gtgtgggaga cagggtgaca 60
atcacctgtc tggcctccga ggatatctac gataacctgg catggtatca gcagaaacct 120
ggaaaggctc ccaagctcct gatttattat gectcctectc tccaagacgg cgttccatct 180
cggttcagecg gaagecggetc cgggacggat tacacactga caattagctc tctgcaaccg 240
gaggattttg ctacttacta ctgcctgcaa gactccgaat acccatggac cttcggtggt 300

-134-



ggcaccaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgc
<210>
<211>

<212>
<213>

21
234
PRT

<220>
<223>

tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

gcgtacggta
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Trinh ty nhan tao

41254

gcggecccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

dugc gach dudi va dugc in nghiéng

<400> 21
Met Ser Val
1

Asp Ala Arg

Ala Val

35

Ser

Ile Tyr

50

Asp

Lys Leu Leu

65

Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Pro Thr

Cys
20

Asp
Gly

Asp

Asn Leu

Ile

Tyr

Ser
85

Gly

Pro Glu

100

Gln

Ile

Arg

Ala

Tyr

70

Gly

Asp

Val Leu

Gln Met

Val Thr

40

Trp
55

Tyr

Ala Ser

Ser

Gly

Phe Ala

Leu Leu

10

Gly

Thr
25

Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Gln
75

Ser Leu

Thr Asp

90

Tyr

Thr
105

Tyr Tyr

-135-

ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gt

Leu Leu Trp

Ser
30

Pro Ser

Ala
45

Leu Ser

Pro
60

Gly Lys

Asp Gly Val

Thr Leu Thr

Gln
110

Cys Leu

cttcccgcca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

chudi nhe 969 gL7 (V + hang dinh) véi trinh tu tin hiéu

Leu Thr

15

Leu Ser

Glu Asp

Ala

Pro

Ser
80

Pro

Ile
95

Ser

Asp Ser

360

420

480

540

600

642



Glu Pro Thr

115

Tyr Trp

Thr Val

130

Ala Ala Pro

Leu Ser Thr

145

Lys Gly

Pro Arg Glu Ala Lys

165

Gln
180

Gly Asn Ser Glu

Leu Ser Ser

195

Tyr Ser

His Lys Val Ala

210

Tyr

Val
225

Thr Lys Ser Phe

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

22
702
ADN
Trinh ty

<220>
<223>

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Gly Gly

120

Val
135

Phe

Ser Val

Gln Trp

Val

Thr

Thr
200

Leu

Glu
215

Val

Arg Gly

nhan tao

41254

Gly Thr Lys

Ile Phe Pro

Val Leu

155

Cys

Val
170

Lys Asp

Glu
185

Gln Asp

Leu Ser Lys

Thr His Gln

Glu Cys

dugc gach dudi va dugc in nghiéng

<400> 22
atgagcgtgce ctactcaagt

gacatacaga tgactcagtc
atcacctgtc tggcctccga
ggaaaggctc ccaagctcct
cggttcageg gaagcggctc

gaggattttg ctacttacta

cttggggcectg

accctcaagc
ggatatctac
gatttattat

cgggacggat

ctgcctgcaa

ctcttgettt
ctgagtgcca
gataacctgg
gcctectctc
tacacactga

gactccgaat

-136-

Val Glu

125

Ile

Pro Ser

140

Asp

Leu Asn Asn

Asn Ala Leu

Ser Lys Asp

190

Ala Asp

205

Tyr

Gly Leu Ser

220

ggcttaccga
gtgtgggaga
catggtatca
tccaagacgg
caattagctc

acccatggac

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

160

Gln
175

Ser

Ser Thr

Glu

Lys

Ser Pro

chudi nhe 969 gL7 (V + hang dinh) véi trinh ty tin hiéu

cgcaagatgc
cagggtgaca
gcagaaacct
cgttccatct
tctgcaaccg

cttcggtggt

60

120

180

240

300

360



ggcaccaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgc
216>
<211>

<212>
<213>

23
125
PRT

<220>
<223>
<400> 23

Glu val Thr
1

Thr Leu Thr

Gly Met Gly

Leu Ala

50

Trp

Leu Asn

65

Lys

Val Leu Thr

Cys Ala Arg

Phe Asp Phe

tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Leu Lys Gl

Leu Thr

20

Cy

Val Gly Tr

Asn Ile Tr

Th
70

Arg Leu

Met Thr

85

As

Ile
100

Gly Pr

Trp Gly G1

gcgtacggta
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Trinh ty nhan tao

969 gH2 trong vung V

u Ser Gly

s Thr Phe

p Ile Arg

40

p Trp Asp

55

r Ile Ser

n Met Asp
o Ile

Lys

n Gly Thr

41254

gcggeccccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcect

aggggagagt

Ala
10

Pro Leu

Ser Phe

25

Gly

Gln Pro Pro

Asp Asp Lys

Thr
75

Lys Asp

Val
90

Pro Asp

Tyr Pro Thr

105

Met Val Thr

-137-

ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gt

Val Lys Pro

Thr
30

Ser Leu

Gly Lys Ala

45

Tyr Tyr Asn

Ser Lys Asn

Thr Ala Thr

Ala Pro Tyr

110

Val Ser

cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

Thr
15

Gln

Thr Tyr

Leu Glu

Pro Ser

Gln Val

80

Tyr
95

Tyr

Arg Tyr

420

480

540

600

660

702



115

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

24
375
ADN

<220>
<223>

<400> 24
gaagtgacac

acatgtactt
cagccacctg
tataacccgt
gtgctgacca
ggtcccataa
atggttactg
<210>
<211>

<212>
<213>

25
144
PRT

<220>

<223>

<400> 25

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe

1

Val His Ser Glu Val Thr Leu

Pro Thr Gln Thr Leu Thr Leu

35

Thr Thr Tyr Gly Met Gly Val

50

tcaaggagtc
ttagtggcett
gcaaggctct
ccctgaaaaa
tgacaaatat
agtaccctac

tcteg

969 gH2 trong vung V

5

20

120

Trinh ty nhan tao

969 gH2 trong ving V

tggacccgct
ctcattgact
ggaatggctg
ccggctgacc
ggatcccgtt

ggcaccttac

Trinh ty nhan tao

Leu

Lys

Thr
40

Gly
55

41254

ctggtgaaac
acctatggaa
gccaacatct
attagcaagg
gacaccgcaa

cgatatttcg

trinh tu tin hiéu dugc gach dudi va in nghiéng

125

caacccaaac
tgggcgtegg
ggtgggatga
atacttctaa
cctactactg

acttttgggg

actcactttg
atggatcaga
cgacaagtac
aaatcaagtg
cgcccgeatt

ccaagggaca

Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

10

15

Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys

25

30

Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu

45

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys

-138-

60

60

120

180

240

300

360

375



Ala Leu
65

Glu

Asn Pro Ser

Asn Gln Val

Thr Tyr Tyr

115

Tyr Arg
130

Tyr

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

26
432
ADN
Trin

<220>

<223> 969

<400> 26
atggagtggt

gtgacactca
tgtactttta
ccacctggca
aacccgtccc
ctgaccatga
cccataaagt
gttactgtct
<210>
<211>

<212>
<213>

27
453
PRT

220>
223>

Trp Leu

Leu Lys

85

Val
100

Leu
Ala

Cys

Phe Asp

h tu

Ala Asn

70

Asn Arg

Thr Met

Arg Ile

Phe Trp

Ile

Leu

Thr

Gly

120

Gly
135

nhan tao

41254

Trp Trp Asp

75

Thr Ile

20

Ser

Asn Met

105

Asp

Pro Ile Lys

Gln Gly Thr

Asp Asp Lys

Lys Asp Thr

Pro Val Asp

110

Pro Thr

125

Tyr

Met Val Thr

140

gH2 trong vung V véi trinh ty tin hiéu duoc

cctgggtgtt
aggagtctgg
gtggcttctc
aggctctgga
tgaaaaaccg
caaatatgga

accctacggc

cg

tetgttettce
acccgctctg
attgactacc
atggctggcc
gctgaccatt
tcccgttgac

accttaccga

Trinh ty nhan tao

ctgagtgtga
gtgaaaccaa
tatggaatgg
aacatctggt
agcaaggata
accgcaacct

tatttcgact

-139-

ccaccggggt
cccaaacact
gegtgggatg
gggatgacga
cttctaaaaa
actactgcgc

tttggggcca

chudi n3ng 969 gH2 (V + hang dinh - hu IgG4P)

Tyr Tyr

80

Ser
95

Lys

Thr Ala

Ala

Pro

Val Ser

gach dudi va in nghiéng

ccactccgaa
cactttgaca
gatcagacag
caagtactat
tcaagtggtg
ccgcattggt

agggacaatg

60

120

180

240

300

360

420

432



<400>

27

Glu val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Phe

Thr

Ser

145

Glu

His

Ser

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Asp

Lys

130

Glu

Pro

Thr

Val

Thr

Gly

35

Ala

Asn

Thr

Arg

Phe

115

Gly

Ser

Val

Phe

Val
195

Leu

Leu

20

Val

Asn

Arg

Met

Ile

100

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

180

Thr

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

165

Ala

Val

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Pro

Gln

Val

Ala

150

Ser

Val

Pro

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Met

Ile

Gly

Phe

135

Leu

Trp

Leu

Ser

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Lys

Thr

120

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser
200

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Tyr

105

Met

Leu

Cys

Ser

Ser

185

Ser

41254

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

920

Pro

Val

Ala

Leu

Gly

170

Ser

Leu

-140-

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Thr

Thr

Pro

Val

155

Ala

Gly

Gly

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Ala

Val

Cys

140

Lys

Leu

Leu

Thr

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Pro

Ser

125

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys
205

Pro

Thr

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Tyr

110

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

190

Thr

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Ala

Ser

Phe

Gly

175

Leu

Tyr

Gln

Tyr

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Tyr

Ser

Thr

Pro

160

Val

Ser

Thr



Cys

Glu

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Ser

Gln

Val

Val

385

Pro

Asn

210

Ser

Gly

Met

Gln

Val

290

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

370

Glu

Pro

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

Val

Asp

Tyr

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Thr

Glu

Leu

His

Gly

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
405

Lys

Pro

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

390

Ser

Pro

215

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

Val

375

Gly

Asp

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

360

Lys

Gln

Gly

Asn

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

345

Gln

Pro

Ser

41254

Thr

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

330

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
410

-141-

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

395

Phe

Val

220

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Pro

380

Asn

Leu

Asp

Ala

Pro

Val

Val

285

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

270

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Ser

Arg

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg
415

Val

Phe

240

Thr

Val

Val

Ser

Leu

320

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

400

Leu



41254

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
425

420

430

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

435

Leu Ser Leu Gly Lys

450

<210> 28
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 28
gaagtgacac

acatgtactt
cagccacctg
tataacccgt
gtgctgacca
ggtcccataa
atggttactg
tccaggagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggcea
gacaagagag
cagccctect
ccccatctgt
cttctggatt

ctgecgcatac

1966

chudi nang 969

tcaaggagtc
ttagtggctt
gcaaggctct
ccctgaaaaa
tgacaaatat
agtaccctac
tctcgagcgc
cctccgagag
cggtgtegtg
agtcctcagg
cgaagaccta
ttggtgagag
gcctggacgc
ctcctcaccc

tttccaccag

aggggcaggt

440

Trinh ty nhan tao

gH2 (V + hang dinh - hu IgG4P, cac exon dugc gach dudi)

tggacccgct
ctcattgact
ggaatggctg
ccggetgacc
ggatcccgtt
ggcaccttac
ttctacaaag
cacagccgcc
gaactcaggc
actctactcc
cacctgcaac
gccagcacag
accccggcetg
ggaggcctct

gctccgggea

gctgegctca

ctggtgaaac
acctatggaa
gccaacatct
attagcaagg
gacaccgcaa
cgatatttcg
ggcccatccg
ctgggetgcec
gccctgacca
ctcagcagcg
gtagatcaca
ggagggages
tgcagcccca
gaccacccca
gccacaggcet

gacctgccaa

-142-

445

caacccaaac
tgggcgtege
ggtgggatga
atacttctaa
cctactactg
acttttgggs
tcttcccect
tggtcaagga
gecggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
tgtctgctgg
gcccagggea
ctcatgccca
ggatgcccect

gagccatatc

actcactttg
atggatcaga
cgacaagtac
aaatcaagtg
cgcccgeatt
ccaagggaca
ggcgeccctge
ctacttcccc
caccttcccg
gccctccagc
caccaaggtg
aagccaggct
gcaaggcatg
gggagagggt
accccaggcec

cgggaggacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



ctgcccctga
ttctctectc
ccccatgcecc
acaggtgccc
acctccatct
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
ggggtgcgag
cgctgtgcecea
cccatcccag
ctaccccagc
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac
<210>
<211>

<212>
<213>

29
472
PRT

<220>
<223>

cctaagccca
ccagatctga
accatgccca
tagagtagcc
cttcctcagc
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcecegtectce
ggccacatgg
acctctgtcc
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgetgg
aggtggcagg

tacacacaga

ccccaaaggc
gtaactccca
ggtaagccaa
tgcatccagg
acctgagttc
catgatctcc
cgaggtccag
gcgggagegag
ggactggctg
catcgagaaa
acagaggtca
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaatgt

agagcctctc

Trinh ty nhan tao

41254

caaactctcc
atcttctctc
cccaggcctc
gacaggcccc
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
gctcggecca
gccccgagag
ggtcagecctg
gagcaatggg
ctccttcttc
cttctcatgc

cctgtctctg

dugc gach dudi va in nghiéng

<400> 29

actccctcag
tgcagagtcc
gccctccagce
agccgggtgc
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
ccctectgecc
ccacaggtgt
acctgecctgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatgce

ggtaaa

ctcagacacc
aaatatggtc
Tcaaggeges
tgacgcatcc
cctgttcccc
cgtggtggts
cgtggaggtsg
tgtggtcagc
caaggtctcc
tgggacccac
tgggagtgac
acaccctgcc
tcaaaggctt
acaactacaa
ggctaaccgt

atgaggctct

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly

1

5

10

15

Val His Ser Glu Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys

20

25

-143-

30

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1966

chudi nang 969 gH2 (V + hang dinh - hu IgG4P) v&i trinh ty tin hiéu



Pro

Thr

Ala

65

Asn

Asn

Thr

Tyr

Ser

145

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr
225

Thr

Thr

50

Leu

Pro

Gln

Tyr

Arg

130

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

210

Tyr

Gln

35

Tyr

Glu

Ser

Val

Tyr

115

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val
195

Ser

Thr

Thr

Gly

Trp

Leu

Val

100

Cys

Phe

Thr

Ser

Glu

180

His

Ser

Cys

Leu

Met

Leu

Lys

85

Leu

Ala

Asp

Lys

Glu

165

Pro

Thr

Val

Asn

Thr

Gly

Ala

70

Asn

Thr

Arg

Phe

Gly

150

Ser

Val

Phe

Val

Val
230

Leu

Val

55

Asn

Arg

Met

Ile

Trp

135

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

215

Asp

Thr

40

Gly

Ile

Leu

Thr

Gly

120

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

200

Val

His

Cys

Trp

Trp

Thr

Asn

105

Pro

Gln

Val

Ala

Ser

185

Val

Pro

Lys

41254

Thr

Ile

Trp

Ile

20

Met

Ile

Gly

Phe

Leu

170

Trp

Leu

Ser

Pro

Phe

Arg

Asp

75

Ser

Asp

Lys

Thr

Pro

155

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
235

-144-

Ser

Gln

60

Asp

Lys

Pro

Tyr

Met

140

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

220

Asn

Gly

45

Pro

Asp

Asp

Val

Pro

125

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

205

Leu

Thr

Phe

Pro

Lys

Thr

Asp

110

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

190

Gly

Gly

Lys

Ser

Gly

Tyr

Ser

95

Thr

Ala

Val

Cys

Lys

175

Leu

Leu

Thr

Val

Leu

Lys

Tyr

80

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

160

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp
240



Lys

Pro

Lys

Val

Asp

305

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

385

Asp

Lys

Ser

Arg

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

370

Asn

Ile

Thr

Arg

Val

Phe

Thr

275

Val

Val

Ser

Leu

Ser

355

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
435

Glu

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

340

Ser

Gln

Val

Val

Pro

420

Thr

Ser

245

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

325

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

405

Pro

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

His

310

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

390

Trp

Val

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

295

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

375

Thr

Glu

Leu

Lys

Gly

Ser

Arg

280

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

360

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
440

Pro

Val

265

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

345

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

425

Arg

41254

Pro

250

Phe

Pro

Val

Thr

Val

330

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

410

Asp

Trp

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

315

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

395

Gln

Gly

Gln

-145-

Pro

Phe

Val

Phe

300

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

380

Gly

Pro

Ser

Glu

Pro

Pro

Thr

285

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

365

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
445

Cys

Pro

270

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

350

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

430

Asn

Pro

255

Lys

Val

Tyr

Glu

His

335

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
415

Leu

Val

Ala

Pro

Val

Val

Gln

320

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

400

Tyr

Tyr

Phe



41254

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

450

455

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
470

465

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

30

ADN

<220>
<223>

2023

Trinh ty nhan tao

460

véi trinh tu tin hiéu dugc gach dudi va in nghiéng

<400> 30
atggagtast

gtgacactca
tgtactttta
ccacctggca
aacccgtccc
ctgaccatga
cccataaagt
gttactgtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
ccctectgec
catctgtctc
ctggattttt
cgcatacagg

cccctgacct

cctgggtgtt
aggagtctgg
gtggcttctc
aggctctgga
tgaaaaaccg
caaatatgga
accctacggc
cgagcgcttc
ccgagagcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacac
gtgagaggcc
tggacgcacc
ctcacccgga
ccaccaggct
ggcaggtgct

aagcccaccc

tectgttcttc
acccgctctg
attgactacc
atggctggcc
gctgaccatt
tcccgttgac
accttaccga
tacaaagggc
agccgccctg
ctcaggcegcc
ctactccctc
ctgcaacgta
agcacaggga
ccggetgtgc
ggcctctgac
ccgggeagcec
gcgctcagac

Caaaggccaa

ctgagtgtga
gtgaaaccaa
tatggaatgg
aacatctggt
agcaaggata
accgcaacct
tatttcgact
ccatccgtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
gatcacaagc
gggagggtgt
agccccagcec
caccccactc
acaggctgga
ctgccaagag

actctccact

-146-

ccaccggggt
cccaaacact
gegtgggatg
gggatgacga
cttctaaaaa
actactgcgc
tttggggcca
tcccectggce
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcc
ccagcaacac
ctgctggaag
cagggcagca

atgcccaggg

tgcccctacc
ccatatccgg

ccctcagcetc

ccactccgaa
cactttgaca
gatcagacag
caagtactat
tcaagtggtg
ccgcattggt
agggacaatg
gcecctgcetcc
cttccccgaa
cttcccggcet
ctccagcagc
caaggtggac
ccaggctcag
aggcatgccc
agagggtctt
ccaggccctg

gaggaccctg

agacaccttc

chudi nang 969 gH2 (V + hang dinh - hu IgG4P, cdc exon dugc gach dudi)

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



tctccteccca
catgcccacc
ggtgccctag
tccatctctt
aaacccaagg
gtgagccagg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaaggcctcc
gtgcgagggc
tgtgccaacc
atcccaggag
ccccagcgac
cacgcctccc
caagagcagg
caaccactac
<210> 31

<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 31

gatctgagta
atgcccaggt
agtagcctgc
cctcagcacc
acactctcat
aagaccccga
caaagccgceg
tgcaccagga
cgtcctccat
cacatggaca
tctgtcccta
gagatgacca
atcgccgtgg
gtgctggact
tggcaggagg

aCacCagaaga

actcccaatc
aagccaaccc
atccagggac
tgagttcctg
gatctcccgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
gaggtcagct
cagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc
ggaatgtctt

gcctctecct

Trinh tu nhan tao

41254

ttctctctge
aggcctcgec
aggccccagc
gggggaccat
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
cggcccaccc
ccgagagcca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttectc
ctcatgctcc

gtctctgggt

agagtccaaa
ctccagctca
cgggtgctga
cagtcttcct
tcacgtgegt
tggatggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaaggtgg
tctgeccctgg
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaggc
gtgatgcatg

aaa

C3u truc chdp nhan VK1 2-1-(1) 012 JK4 & ngudi

tatggtcccc
aggcgggaca
cgcatccacc
gttcccccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcegtc
ggtctccaac
gacccacggg
gagtgaccgc
ccctgecccc
aaggcttcta
actacaagac
taaccgtgga

aggctctgca

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

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

20

25

30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

-147-

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2023



35

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly

50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70

65

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
105

<210> 32
<211> 321
<212> ADN
<213>

220>

223> Cau

<400> 32
gacatccaga

atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagsg

<210> 33

<211> 114
<212> PRT
<213>

220>
<223>

<400> 33

85

100

40

55

Trinh ty nhan tao

41254

Val Pro

Thr Ile
75

Gln Ser
90

Ile Lys

45

Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser Leu Gln Pro
80

Tyr Ser Thr Pro Leu
95

tric chdp nhan VK1 2-1-(1) 012 JK4 & nguoi

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggagatcaa

tccatcctcc
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag

a

Trinh ty nhan tao

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

agttacagta

ctgtaggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag tctgcaacct

cccctctcac tttcggegga

Cau truc chdp nhan VH2 3-1 2-70 JH3 & nguoi

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

1

5

10

-148-

15

60

120

180

240

300

321



Thr Leu Thr

Gly Met Arg

35

Leu Ala

50

Trp

Leu Thr

65

Lys

Val Leu Thr

Cys Ala Arg

Val Ser

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

34
342
ADN

<220>

<223> Cau

<400> 34
caggtcacct

acctgcacct
cagcccccag
tacagcacat
gtccttacaa

gcttttgata

<210> 35

Leu Thr

20

Val Ser

Arg Ile

Arg Leu

Met Thr

85

Ile
100

Ala

Cys

Trp

Asp

Thr

70

Asn

Phe

Thr Phe

Ile Arg

40

Trp
55

Asp

Ile Ser

Met

Asp

Asp Ile

Trinh ty nhan tao

41254

Ser Phe

25

Gly

Gln Pro Pro

Asp Asp Lys

Thr
75

Lys Asp

Val
90

Pro Asp

Trp Gln

105

Gly

Ser

Gly

Phe

60

Ser

Thr

Gly

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Thr

tric chdp nhan VH2 3-1 2-70 JH3 & nguodi

tgaaggagtc
tctectgggtt
ggaaggccct
ctctgaagac
tgaccaacat

tctggggcca

tggtcctgeg
ctcactcagc
ggagtggctt
caggctcacc
ggaccctgtg

agggacaatg

ctggtgaaac
actagtggaa
gcacgcattg
atctccaagg
gacacagcca

gtcaccgtct

-149-

ccacacagac cctcacactg
tgecgtgtgag ctggatccgt
attgggatga tgataaattc
acacctccaa aaaccaggtg

cgtattactg tgcacggata

ct

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Met
110

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Val

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr

60

120

180

240

300

342



<211>
212>
<213>

220>
<223>

<400>

972
PRT

Trinh tv

Trinh tv

35

Met Gly Pro

1

Gly

Lys

Glu

Ser

65

Thr

Ile

Gln

Leu

Gly

145

Gly

Gln

Pro

Trp

50

Ser

Tyr

His

Glu

Thr

130

Arg

Phe

Gly

Gly

35

Asp

Ser

Arg

Leu

Val

115

Asp

Pro

Thr

Gly

Ile

20

Ala

Gly

Ile

Cys

Tyr

100

Val

Pro

Leu

Ile

nhan tao

41254

axit amin cho CSF-1R

Val

Pro

Thr

Pro

Leu

Thr

85

Val

Val

Val

Met

His
165

Leu

Val

Val

Pro

Ser

70

Glu

Lys

Phe

Leu

Arg

150

Arg

Leu

Ile

Thr

Ser

55

Thr

Pro

Asp

Glu

Glu

135

His

Ala

Leu

Glu

Leu

40

Pro

Asn

Gly

Pro

Asp

120

Ala

Thr

Lys

Leu

Pro

25

Arg

His

Asn

Asp

Ala

105

Gln

Gly

Asn

Phe

Leu

10

Ser

Cys

Trp

Ala

Pro

90

Arg

Asp

Val

Tyr

Ile
170

Val

Val

Val

Thr

Thr

75

Leu

Pro

Ala

Ser

Ser

155

Gln

-150-

Ala

Pro

Gly

Leu

60

Phe

Gly

Trp

Leu

Leu

140

Phe

Ser

Thr

Glu

Asn

45

Tyr

Gln

Gly

Asn

Leu

125

Val

Ser

Gln

Ala

Leu

30

Gly

Ser

Asn

Ser

Val

110

Pro

Arg

Pro

Asp

Trp

15

Val

Ser

Asp

Thr

Ala

95

Leu

Cys

Val

Trp

Tyr
175

His

Val

Val

Gly

Gly

80

Ala

Ala

Leu

Arg

His

160

Gln



Cys

Leu

Pro

Ser

225

Asn

Tyr

Ala

Thr

Ser

305

Leu

Thr

Asn

Pro

Asn

Ser

Lys

Ala

210

Ala

Thr

Gln

Gly

Ser

290

Glu

Lys

Tyr

Ala

Arg

370

Pro

Ala

Val

195

Glu

Ser

Lys

Lys

Asn

275

Met

Gln

Val

Leu

Thr

355

Leu

Gly

Leu

180

Gln

Leu

Ser

Leu

Val

260

Tyr

Phe

Asn

Met

Gly

340

Thr

Lys

Gly

Met

L'ys

Val

Val

Ala

245

Leu

Ser

Phe

Leu

Val

325

Pro

Lys

Pro

Trp

Gly

Val

Arg

Asp

230

Ile

Thr

Cys

Arg

Ile

310

Glu

Phe

Asp

Ser

Arg

Gly

Ile

Ile

215

Val

Pro

Leu

Val

Val

295

Gln

Ala

Ser

Thr

Glu

375

Ala

Arg

Pro

200

Arg

Asn

Gln

Asn

Ala

280

Val

Glu

Tyr

Asp

Tyr

360

Ala

Leu

Lys

185

Gly

Gly

Phe

Gln

Leu

265

Ser

Glu

Val

Pro

His

345

Arg

Gly

Thr

41254

Val

Pro

Glu

Asp

Ser

250

Asp

Asn

Ser

Thr

Gly

330

Gln

His

Arg

Phe

-151-

Met

Pro

Ala

Val

235

Asp

Gln

Val

Ala

Val

315

Leu

Pro

Thr

Tyr

Glu

Ser

Ala

Ala

220

Phe

Phe

Val

Gln

Tyr

300

Gly

Gln

Glu

Phe

Ser

380

Leu

Ile

Leu

205

Gln

Leu

His

Asp

Gly

285

Leu

Glu

Gly

Pro

Thr

365

Phe

Thr

Ser

190

Thr

Ile

Gln

Asn

Phe

270

Lys

Asn

Gly

Phe

Lys

350

Leu

Leu

Leu

Ile

Leu

Val

His

Asn

255

Gln

His

Leu

Leu

Asn

335

Leu

Ser

Ala

Arg

Arg

Val

Cys

Asn

240

Arg

His

Ser

Ser

Asn

320

Trp

Ala

Leu

Arg



385

Pro

Leu

Gln

Val

Lys

465

Gln

Ala

Phe

Leu

Lys

545

Tyr

Phe

Phe

Pro

Leu

Cys

Trp

450

Val

Thr

Phe

Leu

Leu

530

Tyr

Thr

Pro

Gly

Glu

Cys

Ser

435

Asp

Thr

Tyr

Ile

Phe

515

Leu

Gln

Phe

Arg

Lys
595

Val

Ala

420

Gly

Asp

Val

Glu

Pro

500

Thr

Leu

Val

Ile

Asn

580

Val

Ser

405

Ala

His

Pro

Gln

Cys

485

Ile

Pro

Leu

Arg

Asp

565

Asn

Val

390

Val

Ser

Thr

Tyr

Ser

470

Arg

Ser

Val

Leu

Trp

550

Pro

Leu

Glu

Ile

Gly

Asp

Pro

455

Leu

Ala

Ala

Val

Leu

535

Lys

Thr

Gln

Ala

Trp

Tyr

Arg

440

Glu

Leu

His

Gly

Val

520

Leu

Ile

Gln

Phe

Thr
600

Thr

Pro

425

Cys

Val

Thr

Asn

Ala

505

Ala

Leu

Ile

Leu

Gly

585

Ala

41254

Phe

410

Gln

Asp

Leu

Val

Ser

490

His

Cys

Tyr

Glu

Pro

570

Lys

Phe

-152-

395

Ile

Pro

Glu

Ser

Glu

475

Val

Thr

Met

Lys

Ser

555

Tyr

Thr

Gly

Asn

Asn

Ala

Gln

460

Thr

Gly

His

Ser

Tyr

540

Tyr

Asn

Leu

Leu

Gly

Val

Gln

445

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

525

Lys

Glu

Glu

Gly

Gly
605

Ser

Thr

430

Val

Pro

Glu

Gly

Pro

510

Met

Gln

Gly

Lys

Ala
590

Lys

Gly

415

Trp

Leu

Phe

His

Ser

495

Asp

Ala

Lys

Asn

Trp

575

Gly

Glu

400

Thr

Leu

Gln

His

Asn

480

Trp

Glu

Leu

Pro

Ser

560

Glu

Ala

Asp



Ala

Asp

625
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