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THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén khang thé khang IL-4R hodc manh gan két khang nguyén cua no,
trong d6 vung bién d6i chudi ning chra (I) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 twong tmg nhu
dugc thé hién trong SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; hoic (II) HCDRI,
HCDR2 va HCDR3 twong tng nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO.12
va SEQ ID NO.13; va/hoic, ving bién doi chudi nhe chira (I) LCDR1, LCDR2 va LCDR3
twrong tng nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8; hoic
(I) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 twong tmg nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.14, SEQ
ID NO. 15 va SEQ ID NO.16; hoac (IIT) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tng nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.40; hoic (IV) LCDRI,
LCDR2 va LCDR3 tuong ung nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.42, SEQ ID NO.39 va
SEQ ID NO.8; polynucleotit md héa khang thé nay; vecto chira polynucleotit ndy; té bao
vat chil chtra vecto ndy; thude thir chtra khang thé ndy; dugc pham chira khang thé nay; va
phuong phap san xuit khang thé nay.
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Linh vwe k§ thuit dwec dé cap

Sang ché dé cip dén khang thé gin két voi IL-4R cia ngudi, vA manh gin
két khang nguyén cta né. Sang ché ciing dé cip dén khang thé thé kham hozc khang
thé nhén tao chira ving CDR tir khang thé néu trén, va dugc pham chira khang thé gin

két v6i IL-4R ctia ngudi ndy, va manh gan két khang nguyén cia no.
Tinh trang k§y thuit clia sang ché

Bénh di tng 12 mot tinh trang bénh 1y nghiém trong, bao gdm:cac phan tng di ting
khong de doa dén tinh mang, c6 thé chita khoi trong mét khoang thoi gian; va cic bénh di

ung de doa tinh mang.

Céc phuong phép hién tai dé diéu tri di ing bao gdm tranh cac chét gy di ing,
diéu tri bang duoc Iy cho céc tridu chimg va phong ngira bang liéu phap mién dich dic
hiéu véi chét giy di ung.

Interleukin-4 (IL-4, con duoc goi 14 yéu t6 kich thich té bao B hoic BSF- 1) duogc
dic trung cho kha ning kich thich ting sinh té bao B dé dap ung vé6i ndng do thip cia
khang thé globulin mién dich khang bé mit. IL-4 da duoc chirng minh 14 c6 nhiéu hoat
tinh sinh hoc, bao gé)m kich thich su phét trién cla té bao T, té bao mast, bach ciu hat, té
bao nhén khéng 16 va té bao hong ciu, v.v. IL-4 giy ra sy biéu hién cia MHC-II trong té
bao B dang khong hoat dong, va ting cudng tiét globulin mién dich IgE va IgG1 boi cac

té bao B duge hoat hda.

Hoat tinh sinh hoc ctia [L-4 dugc diéu hoa bdi cac thu thé IL-4 trén bé mat té bao
cu thé (IL-4R). Thuy thé IL-4 (IL-4R) bao gdm 802 gbc axit amin, va IL-4R dugc biéu
hién trén bé mit cua té bao T, té bao B, té bao tuyén gidp, t& bao tiy xwong, dai thuc bao
va té bao mast. Chudi o ctia IL-4R ciing 12 thanh phén cta thy thé IL-13 (IL-13R), vi vy
IL-4R ciing c6 thé didu hoa hoat tinh sinh hoc ctia IL-13. Theo phuong phap diéu tri méi,
thudc hodc ché phim chira chit ddi khang IL-4R c6 thé duge st dung cho ddi twong,
trude, trong hodc sau khi dbi twong tiép xtc véi chit gy di tng hodc c¢6 cac triéu chimg

di ung.
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Hién nay, nhiéu cong ty dugc pham & cac qudc gia khac nhau dang phat trién cac
khang thé don dong khang IL-4R dé didu tri cac bénh di ing lién quan khac nhau. Céc
don yéu cau cip bang doc quyénsang ché lién quan bao gdm, vi du, W02010053751,
W02001092340, W0O2008054606, WO2014031610, v.v. Trong s6 d6, dupilumab, la
thudc diéu tri bénh hen phé quan duogc phét tridn boi Sanofi Regeneron, da dugc chip
thuan @& luu hanh trén thi truong dé didu tri bénh viém da. Pbi véi cac chi dinh didu tri
bénh hen phé quan, cac thir nghiém 1am sang giai doan III cfing d& dugc hoan thanh va

budc vao giai doan dugc chip thuan dé luu hanh trén thi truong.

Céac phuong phéap diéu tri hién tai khong hiéu qua hodc c6 nguy co 16n hon. Do
dé, van ¢6 nhu cau khéng thé gén két v6i IL-4R ciia ngudi v6i d6 chon loc va hoat tinh
sinh hoc cao, dé sir dung lam thudc va duge phém, cling nhu phuong phap diéu tri co thé
didu tri bénh di ung qua trung gian IL-4R bang cach gin két v6i IL-4R clia ngudi co ai
luc cao va trung hoa hoat tinh sinh hoc cta IL-4R (bao gbm phong bé tuwong tac véi IL-
4R).

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Theo mot s6 phwong 4n, sang ché d& cap dén khang thé gin két dic hidu véi IL-4R
(con duoc goi 1a khang thé gin két v6i IL-4R cla ngudi, khéng thé khang IL-4R cua
ngudi) hodc manh gin két khang nguyén ctia né, trong do:

ving bién ddi chudi ning chira:

(I) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong Gng nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.3,
SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; hogc céc bién thé HCDR véi 3, 2 hodc 1 khac biét axit
amin khi so v6i HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO.3, 4
va 5, twong tng; hodc

(II) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.11,
SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13, tuong ung; hodc HCDR cac bién thé voi 3, 2
hodc 1 khac biét axit amin khi so v6i HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tng nhu
dugc thé hién trong SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13;

va/hodc, vung bién d6i chudi nhe chua:

(I) LCDRI1, LCDR2 va LCDR3 tuong tng nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.6,
SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8; hodc céc bién thé LCDR véi 3, 2 hodc 1 khac biét axit
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amin khi so v6i LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tmg nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.6, 7 va 8; hoac

(II) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuwong ung nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.14, SEQ ID NO.15 va SEQ ID NO.16; hoic cé4c bién thé LCDR véi 3, 2 hodc 1 khéc
biét axit amin khi so véi LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tng nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO.14, SEQ ID NO.15 va SEQ ID NO.16; hodc

(II1) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 twong ung nhu dugce thé hién trén SEQ ID
NO.38, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.40; hoic céc bién thé LCDR vé6i 3, 2
hodc 1 khic biét axit amin khi so vdi LCDRI, LCDR2 va LCDR3 twong ung
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.40; hodc

(IV) LCDRI, LCDR2 va LCDR3 twong tng nhu duoc thé hién trén SEQ ID
NO.42, SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.8; hodc cac bién thé LCDR véi 3, 2 hoidc 1 khac
biét axit amin khi so v6i LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tmg nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO.42, SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.8.

Mo ta van tit cac hinh vé

Fig.1:Trong md hinh chudt nhét bi bénh viém da, sau khi dugc man cam b%lng
axeton, cdc khang thé nhan tao hu25G7-A, hu25G7-B va khéang thé d6i chiung duong
dupilumab dugc tiém duéi da hai 14n mdi tudn, chiéu day tai ctia chuot nhét dugc do vao
ngay 27. Két qua cho thdy ring, so v6i nhém dbi chung, hu25G7-A, hu25G7-B va
dupilumab c6 thé lam gidm chiu day tai ciia chudt nhat mét cach hiéu qua, va hu25G7-B

cho thy hiéu qua t&t hon so véi dupilumab.
MG ta chi tiét sang ché
Theo mdt s6 phuong 4n, khéng thé gin két voi IL-4R ctia ngudi theo sang ché

hodc ménh gin két khang nguyén ctia né chira doan bét ky duge chon tir nhém bao gdm

(1) @én (IV) sau:

(I) ving bién dbi chudi nang chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tmg nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; va ving bién doi
chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tung nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.6, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8;
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(II) ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 twong (mg nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13; va viing bién déi
chubi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tng nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.14, SEQ ID NO.15 va SEQ ID NO.16;

(I11) ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tng nhu
duge thé hién trong SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; va vung bién dbi
chudi nhe chita LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong rng nhu duoc thé hién trong SEQ ID
NO.38, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.40; va

(IV) ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tng nhu
dugc thé hién trong SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; va ving bién d6i
chudi nhe chita LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong ung nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.42, SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.8.

Theo mot sd phuong 4n ciia khang thé gin két v6i IL-4R cua ngudi theo sdng ché

hoic méanh gén két khang nguyén ctia n6, viing bién doi chudi ning chira:

(I) trinh tu nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO.1 hodc trinh tu ¢6 do tuong déng
it nhét bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% so vi SEQ ID NO.1; hodc

(ID) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.9 hoic trinh tw ¢ do twong dong
it nhat bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.9; hoac

(IIT) trinh ty nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO.43 hoic trinh ty c6 d6 tuong
ddng it nhat bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% so véi SEQ ID NO.43; va/hoic,

ving bién doi chudi nhe chura:

(I) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.2 hoic trinh ty ¢6 d6 tuong dong
it nhét bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.2; hoac

(ID) trinh ty nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.10 hodc trinh tw c6 do tuong
ddng it nhat bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.10; hoic

(I1]) trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.37 hoic trinh ty ¢6 do tuong
ddng it nhit bing 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.37; hodc

(IV) trinh tg nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.41 hoic trinh tw ¢6 d tuong
ddng it nhit bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.A41L.

-5
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Theo it nht mot phuong 4n cta khang thé gin két v6i IL-4R clia ngudi theo sang

ché hodc manh gin két khang nguyén cia né, trong do:
ving bién dbi chudi ning 1a nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.1 va
ving bién dbi chudi nhe 14 nhur dwgc thé hién trong SEQ ID NO.2; hoic
vung bién dbi chudi nang 13 nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.9 va
ving bién dbi chudi nhe 14 nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.10; hodc
vung bién d6i chudi ning 12 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.43, va
vung bién ddi chudi nhe 12 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.37; hodc
ving bién ddi chudi ning 1 nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.43, va
ving bién ddi chudi nhe 1a nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.41.

Theo mét sb phuong 4n cia khang thé gin két voi IL-4R cla nguoi theo sang ché
hoic manh gin két khang nguyén cia né, trong do:

ving bién ddi chudi ning chira:

(D) trinh tw nhu dugc thé hién trén mét trong sé cac SEQ ID NO.25-SEQ ID
NO.27 hoic trinh tu c6 do twong ddng it nhit bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98% hodc 99%
so v&i mot trong cac SEQ ID NO.25-SEQ ID NO.27; hodc

(I) trinh tw nhu dugc thé hién trén mot trong s6 cac SEQ ID NO.31-SEQ ID
NO.33 hoic trinh tw c6 do twong ddng it nhit bang 70%, 80%, 90%, 95%., 98% hodc 99%
so véi mot trong cac SEQ ID NO.31-SEQ ID NO.33;

va/hoic

ving bién ddi chudi nhe chua:

(I) trinh tg nhu dugc thé hién trén mét trong s6 cac SEQ ID NO.28-SEQ ID
NO.SEQ ID NO.30 hodc trinh t c6 do twong ddng it nhit bang 70%, 80%, 90%, 95%,
98% hodc 99% so v6i mdt trong cac SEQ ID NO.28-SEQ ID NO.SEQ ID NO.30; hoac

(I) trinh tw nhu dwoc thé hién trén mot trong s6 cac SEQ ID NO.34-SEQ ID
NO.36 hoic trinh tu ¢6 do twrong dong it nhét bing 70%, 80%, 90%, 95%, 98% hodc 99%
so véi mot trong cac SEQ ID NO.34-SEQ ID NO.36.



41632

Theo mdt sb phuong 4n cu thé, ving bién d6i chudi ning 1a nhu duogc thé
hién trén mdt trong sé cac SEQ ID NO.25-SEQ ID NO.27, va viing bién d6i chudi nhe 1a
nhu dugc thé hién trén mot trong s6 cac SEQ ID NO.28-SEQ ID NO.SEQ ID NO.30.

Theo cac phuong 4n cy thé khac, ving bién ddi chudi nang 1a nhu duoc thé hién
trén mot trong sé cc SEQ ID NO.31-SEQ ID NO.33, va viing bién dbi chudi nhe la nhu
duoc thé hién trén mot trong sé cac SEQ ID NO.34-SEQ ID NO.36.

Theo mét sé phuong 4n, chudi ning cta khang thé gan két v6i IL-4R cua ngudi
theo sang ché hoic manh gin két khang nguyén cua né chua:

(1) trinh tw nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.17 hodc trinh tw ¢6 d6 tuong dong
it nhat bing 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, hodc 99% so v6i SEQ ID NO.17; hodc

(II) trinh tg nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO.19 hodc trinh ty ¢6 do twong
ddng it nhat bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, hodc 99% so véi SEQ ID NO.19; hoic

(III) trinh tg nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO.44 hodc trinh tu c6 do tuong
ddng it nhét bing 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, hodc 99% so v&i SEQ ID NO.44.

Theo mdt sé phuwong 4n, chudi nhe cua khang thé gin két voi IL-4R cua
ngudi theo sang ché hoic manh gin két khang nguyén cta n6 chira:

(I) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.18 hogc trinh ty ¢6 d§ twong dong
it nhat bang 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, hodc 99% so véi SEQ ID NO.18; hoic

(II) trinh tg nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.20 hodc trinh ty ¢6 do tuwong
ddng it nhét bing 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, hodc 99% so v6i SEQ ID NO.20; hodc

(III) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.45 hodc trinh ty ¢6 d§ tuong
ddng it nhét bang 90%, 95%, 98%, hodc 99% so v6i SEQ ID NO.45; hodc

(IV) trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.46 hodc trinh tu c¢6 do twong
ddng it nhét biang 90%, 95%, 98%, hodc 99% so v6i SEQ ID NO.46.

Theo it nhit mdt phuong 4n, chudi ning 1& nhu dugc thé hién trong SEQ ID

NO.17 va chudi nhe 12 nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.18.

Theo mét phuong an khac, chudi ning 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.19
va chudi nhe 12 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.20.
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Theo mot phuong 4n khéc, chudi ning 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.44
va chudi nhe 13 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.45.

Theo mot phuong 4n khéc, chudi ning 13 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.44
va chudi nhe 12 nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO.46.

Theo mét sb phuong an, khang thé khang IL-4R theo séng ché hodc manh gin két
khéng nguyén cta né 1a khang thé cia chudt nhét, khang thé thé kham, khang thé cia

nguoi, khang thé nhén tao hodc manh cia ching.

Theo mdt sé phuong 4n cu thé, khang thé khang IL-4R theo sing ché hozc manh

gin két khang nguyén ciia n6 1a khéng thé nhan tao.

Theo mét sb phuong 4n, khang thé khang IL-4R theo sang ché hodc manh gan két

khang nguyén ctia n6 chira manh hodc t6 hgp ciia ching dugc chon tir nhém bao gom:

- trinh tr ving FR ¢6 ngudn gbc tir chudi nhe dong mam cia ngudi IGKV3-
11*01;

- trinh tw dot bién nguoc c6 do tuong dong it nhét bing 95% so v&i ving FR c6
ngudn gbc tir chudi nhe dong mam cia ngudi IGKV3-11*#01. Theo mot s6 phuong 4n cu
thé, dot bién nguoc nay 1a dot bién bét ky dugc chon tir nhém bao gdm L46P, L47TW va
F71Y, hoic tb hop cia ching.

Theo mét sé phuwong 4n, khéng thé khang IL-4R theo séng ché hodc manh gin két

khang nguyén ctia n6 chira manh hodc t6 hgp ctia chiing dugc chon tr nhom bao gém:

- trinh tw ving FR ¢6 ngudn gbc tir chudi ning dong mam cta ngudi IGHV3-

48*01;

- trinh tw dot bién nguoc c6 do tuong dong it nhét bing 95% so véi ving FR ¢6
ngudn gdc tir chudi ning dong mam cta ngudi IGHV3-48*01. Theo mot s6 phuong 4n cu
thé, dot bién nguge nay 1a dot bién bét ky dugc chon tir nhom bao gdm S49A, F67S va
A93T, hoidc td hop cda chung.

Theo mot sé phwong 4n, khéng thé khang IL-4R theo séng ché hodc méanh gin két
khang nguyén cua n6é chira manh hodc t6 hop ctia chiing dugc chon tir nhém bao gbm:

- trinh tu ving FR c6 ngudn gbc tir chudi nhe dong mam cta nguoi IGKV2D-
29*01;
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- trinh tu d6t bién nguoc c6 dd tuong ddng it nhat bang 95% so vé6i ving FR ¢6
ngudn gbe tir chudi nhe dong mim cta ngudi IGKV2D-29*01. Theo mét s6 phuong 4n

cu thé, dot bién ngugc nay dugce chon tir nhém bao gff)m M4L va/hoac V58I.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé khang IL-4R theo sang ché hodc manh gin két
khang nguyén cua n6 con chira manh hodc t6 hop cua chung dwgc chon tr nhém

bao gdm:

- trinh ty vung FR c6 ngudn gbc tir chudi ning dong mam cia ngudi IGHV1-

2*02;

- trinh tu d6t bién nguoc c6 do twong dbng it nhit bang 95% so véi ving FR c6
ngudn gbc tir chudi niing dong mam cta ngudi IGHV1-2*02. Theo mot sd phuong 4n cu
thé, dot bién nguoc nay 1a dot bién bit ky duge chon tir nhém bao gébm M69L, R711,
T73K va R94K, hoic t6 hop ctia ching.

Theo mot sé phuong 4n, ving bién dbi chudi nang cua khang thé khang IL-4R
‘theo sang ché hoic manh gin két khang nguyén cta né chtra ving khung chudi ning cia
IgG1, IgG2, I1gG3 hodc IgG4 cla ngudi hodc céc bién thé cua ching. Theo mot sb
phuong &n cu thé, ving bién ddi chudi ning chira ving khung chudi ning cta IgG1 cla
nguoi hodc céac bién thé cua ching, vi du viing bién ddi chubi nang nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO.43 hodc bién thé ving bién d6i chudi nang c6 do tuong ddng trinh tur it
nhit bang 85% so v6i SEQ ID NO.43.

Theo mdt sb phuwong 4n, khang thé khang IL-4R theo séng ché hodc manh gin két
khang nguyén ctia né chira cdc vung hing dinh cia chudi «, A hodc céac bién thé cia
ching, vi du vung bién dbi chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.44 hoic bién
thé cia ving bién dbi chudi nhe ¢ do twong ddng trinh tu it nhit bing 85% so v6i SEQ
ID NO.44.

Theo mdt sb phuong an, khang thé IL-4R nhén tao hodc manh cia n6 nhu néu trén
con chtra cac ving hang dinh chudi ning cta IgGl, IgG2, IgG3 hodc I1gG4 cua ngudi
hodc céc bién thé cta ching.

Theo it nhit mot phuong 4an, khéng thé bao gdm cic ving hing dinh chudi
ning ctia IgG2 hodc IgG4 cla nguoi. IgG2 hodc IgG4 khdng c6 hoat tinh giy doc té bao
qua trung gian té bao phu thudc khang thé. Theo cach khéc, IgG1 khdng c6 hoat tinh géy
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doc té bao qua trung gian t€ bao phu thudc khéng thé sau khi gdy dot bién axit amin c6

thé dugc st dung.

Theo it nhit mot phuong 4n, bién thé bao gbm cac dot bién ving hing dinh
chudi ning duoc chon tir nhém bao g@)m:céc dot bién lam giam hoat tinh giy doc té bao
qua trung gian té bao phu thudc khang thé, hozc 1am tn that hoat tinh gay ddc té bao qua
trung gian té bao phu thudc khang thé, bao gém, nhung khong chi giéi han & N297A,
L234A, L235A trong IgG1.

Theo mot s& phuong 4n ctia khang thé khang IL-4R theo sang ché hodc méanh gin
két khang nguyén ctia no, trong d6 khang thé nay 12 khang thé nhén tao, va trinh tu chudi
ning 13 nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.17 hodc ¢6 do tuong ddng trinh ty it nhét
bang 85% so v6i SEQ ID NO.17; trinh tw chudi nhe 1a nhu duge thé hién trong SEQ ID
NO.18 hoidc c6 d6 tuong ddng trinh tr it nhit bang 85% so véi SEQ ID NO.18.

Theo mdt s6 phuong 4n ciia khang thé khang IL-4R theo sang ché hodc manh gin
két khang nguyén cia né, trong d6 khang thé nay 12 khang thé nhén tao, va trinh tu chudi
ning 1a nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.19 hodc c6 do tuong dbng trinh ty it nhét
bang 85% so véi SEQ ID NO.19; trinh tu chudi nhe 14 nhu duoc thé hién trong SEQ ID
NO.20 hodc ¢6 d6 tuong ddng trinh tu it nhit bang 85% so véi SEQ ID NO.20.

Theo mét sd phuong 4n ctia khang thé khang IL-4R theo sang ché hoic manh gan
két khang nguyén cia né, trong d6 khang thé nay 12 khang thé nhan tao, va trinh tu chudi
ning 13 nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO.44 hodc ¢6 do tuong dbng trinh ty it nhét
bing 85% so v6i SEQ ID NO.44; trinh tw chudi nhe 14 nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.45 hodc c6 d6 tuong ddng trinh tu it nhit bang 85% so véi SEQ ID NO.45.

Theo mdt s6 phuong 4n ctia khéng thé khang IL-4R theo sang ché hoic manh gan
két khang nguyén ctia no, trong d6 khéng thé nay 12 khang thé nhan tao, va trinh tu chudi
ning 13 nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.44 hodc c¢6 dd twong dbng trinh ty it nhét
bing 85% so v6i SEQ ID NO.44; trinh tu chudi nhe 13 nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.46 hodc c6 do twong ddng trinh tu it nhit bing 85% so véi SEQ ID NO.46.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé dugc phan lap khang IL-
4R hodc manh gin két khang nguyén ciia n6, khac biét & chd khang thé nay canh tranh
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gén két v6i IL-4R chia ngudi voi khang thé gin két voi IL-4R cta nguoi bat ky hodc

manh gan két khang nguyén cta nd néu trén.

Theo mét s6 phuong 4n, séng ché @& cap dén khang thé dic hiéu kép hodc khang
thé da dic hidu chira ving bién dbi chudi nhe va/hodc ving bién dbi chudi ning cla
khang thé gin két voi IL-4R cta ngudi theo sdng ché hodc manh gin két khang nguyén
cua no.

Theo mdt phuong an khic, sang ché @& cap dén khang thé chudi don chira ving
bién dbi chudi nhe va/hodc ving bién ddi chudi nang cia khang thé gan két véi IL-4R
cuia nguodi theo sng ché hoic manh gin két khang nguyén ctia né.

Theo mdt s6 phuong 4n, sing ché dé cap dén polynucleotit, ma hod khéng thé gin
két v6i IL-4R ctia nguoi theo sang ché hoac manh gin két khang nguyén ctia né.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén polynucleotit, ma hoa khang thé
canh tranh gin két v6i IL-4R hoic epitop cua n6 voi khang thé gin két véi IL-4R cia
ngudi theo sdng ché hoic manh gin két khang nguyén ctia né.

Theo moét phuong an khéc, sing ché d& cap dén polynucleotit, trong dé
polynucleotit niy mé hod khang thé dac hiéu kép, khang thé da dic hiéu, hodc khang thé
chudi don néu trén.

Theo mét sé phuong 4n, polynucleotit theo sang ché 1a ADN hodc ARN.

Theo mét sé phuong 4n, sang ché dé cap dén vecto chira polynucleotit néu trén,
trong d6 vecto nay la vecto bidu hién sinh vat nhan that, vecto biéu hién sinh vat nhan so
hodc vecto virut.

Theo mot sd phuong 4n, sang ché @& cap dén té bao vat chu, trong d6 té bao vat
chi nay duogc bién nap bang vecto néu trén, va t€ bao vat chu nay dugc chon tir nhém
bao gém té bao nhan so hodc té bao nhan that.

Theo it nhit mot phwong 4n, té bao nhan so dugc chon tir vi khuén, nhu E. coli.

Theo it nhat mot phuong éan, té bao nhan that dugc chon tir nhém bao g@)m té bao

nam men va t€ bao dong vat ¢6 vi, nhu Pichia pastoris hodc t€ bao CHO.

-11-



41632

Sang ché ciing md ta phwong phép phat hién hodc do IL-4R, bao gbm buéc cho
mAu tiép xuic v6i khang thé khang IL-4R néu trén hodc ménh gin két khang nguyén cia
no.

Theo mot sb phuong an, sang ché dé cap dén thubc thir dé phat hién hodc do
IL-4R ctia ngudi, va thude thir nay chira khang thé khang IL-4R néu trén hoic manh gén

két khang nguyén cua no.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché @& cap dén thudc thir dé phat hién hoic do
IL-4R cta ngudi chira khang thé canh tranh gin két v6i IL-4R hodc epitop ctia nd véi
khang thé gan két v6i IL-4R clia ngudi theo sang ché hodc manh gin két khang nguyén
cua no.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché @& cap dén thudc thir dé phat hién hoic do
IL-4R ciia ngudi chira khang thé dic hidu kép, khang thé da dic hiéu, va khang thé chudi

don néu trén.

Theo mot sb phuong 4n, séng ché dé cap dén ché phim chin doin dé chén
doén bénh lién quan dén té bao biéu hién IL-4R cta ngudi, chira khédng thé khang IL-4R
néu trén hodc manh gin két khang nguyén ctia n6. Theo mot phuong an khac, ché phim
chdn doan nay chira khang thé canh tranh gén két véi IL-4R hodc epitop cua nd véi
khang thé gin két voi IL-4R ciia ngudi theo sang ché hoac manh gin két khang nguyén
ctia no.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché d& cap dén dugc pham chira khang thé gin két
véi IL-4R cia nguoi theo sang ché hoic manh gin két khing nguyén
clia n6, va ta duge, chat pha lodng hoic chét mang duoc dung.

Theo mdt sb phuong 4n cu thé, 1iéu don vi cua duge phém chira khang thé TL-4R
hodc manh gin két khang nguyén clia né theo sang ché & luong nim trong khoang tir
1mg dén 1000mg.

Theo mdt sd phuong 4n cu thé, n(“mg d6 ctua khang thé IL-4R theo sang ché hoic
manh gin két khang nguyén cla né trong dugc phim nim trong khoang tir Img/L dén
1000mg/L.

Theo mdt s& phuwong 4n cu thé, dugc pham chtra dung dich dém, ndng do ctia dung

dich dém nay niam trong khoang tir ImM dén 1000 mM.
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Sang ché ciing mo ta sir dung khéng thé gan két v6i IL-4R clia ngudi néu trén hodc
manh gin két khang nguyén cia n6 dé san xuét thudc diéu tri hodc phong ngira bénh hodc

tinh trang bénh qua trung gian IL-4R.

Séng ché cling mo ta sit dung dugc phdm néu trén dé san xuat thudc di€u tri hodc

phong ngira bénh hodc tinh trang bénh qua trung gian IL-4R.

Theo mdt s6 phuong 4n, séng ché dé cap dén khang thé gén két voi IL-4R néu trén
ctia nguoi hodc manh gan két khang nguyén ciia n6 dé st dung trong diéu tri hodc phong

ngtra bénh hodc tinh trang bénh.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé cép dén dugc pham néu trén d€ st

dung dé diéu tri hodc phong ngira bénh hodc tinh trang bénh .
Theo sang ché, tinh trang bénh hodc bénh c6 thé 13 bénh hoic tinh trang mién dich.

Theo mot sb phuong 4n, bénh hoic tinh trang bénh nay dugc chon tir nhoém bao
gdm:bénh bénh hen phé quan, bénh polyp miii, bénh viém xoang mén tinh, bénh da di
tng, bénh viém thuc quan ting bach cAu 4i toan, bénh tic nghén phéi min tinh, bénh
viém miii di tng, bénh viém khép, bénh viém, phan Gng di tng, hoi ching ting sinh bach
huyét tu mién, bénh thiéu mau tan mau tr mién, Barrett thuc quan, bénh viém mang

mach nho tw mién, bénh lao va bénh than.

Theo it nhit mét phuong 4n, bénh hodc tinh trang bénh nay 1a bénh bénh hen phé
quan. Theo mot phuong 4n khac, bénh hodc tinh trang bénh nay 1a bénh da di img.

Theo mot sé phuong 4n, sang ché dé cap dén khing thé gin két véi IL-4R cia
ngudi hodc manh gin két khang nguyén cua né, trong d6 manh gén két khang nguyén nay

1a manh Fab, manh Fv, manh scFv hodc méanh F(ab’),.

Sang ché ciing md ta phuwong phap didu tri va/hoic phong ngira bénh hodc tinh
trang qua trung gian IL-4R, bao gbm budc cho ddi tugng bi bénh (hodc d6i twong) can
didu tri st dung lwong hiru hiéu didu tri bénh (hodc lugng hitu hiéu phong ngira bénh) ctia

khang thé gin két véi IL-4R ctia ngudi néu trén hodc manh gin két khang nguyén cla né.

Sang ché ciing md ta phuong phap didu tri va/hoic phong nglra bénh hodc tinh
trang qua trung gian IL-4R, bao gbm bude cho ddi twgng bi bénh (hodc db6i tuong) can

diéu tri sir dung lwgng hitu hiéu diéu tri bénh (hoic lugng hitu hiéu phong ngira bénh) cua
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dugce phdm néu trén. Sang ché ciing mé ta phwong phap diéu tri va/hoic phong ngira bénh
midn dich, bao gdm budc cho dbi tuong bi bénh (hodc ddi twong) can diéu tri st dung
lugng hitu hiéu diéu tri bénh (hodc lugng hitu hiéu phong ngira bénh) cta khing
thé gin két véi IL-4R cia ngudi hojc méanh gian két khang nguyén cla né hoic dugc

pham néu trén.
Thuat ngir

D& mo ta chi tiét hon sang ché, mot sb thuat ngit k§ thuat va khoa hoc dugce thé
hién cu thé dudi day. Trir khi c6 quy dinh khéc, toan bd cac thuét ngit k¥ thuét va khoa
hoc khéc dugc st dung trong sang ché c6 nghia thong thudng duge hiéu béi ngudi c6

hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Thuét ngir “IL-4R cta nguoi” dugce st dung trong ban mo ta dé chi thu thé xytokin

cua nguoi gén két dic hiéu voi interleukin-4 (IL-4), IL-4Ro..

M4 mdt ky tu va ma ba ky tu duge st dung trong sang ché dé mo ta cic axit amin

dugc mo ta trong J. Biol. Chem, 243, (1968) p3558.

Thuat ngir “khang thé” duge str dung trong ban md ta dé chi globulin mién dich, 1a
cAu trac chudi bén peptit duge hinh thanh bing cach lién két hai chudi ning gidng nhau
va hai chudi nhe giéng hét nhau bang lién két disulfua gitra cic chudi. Cac ving hang
dinh chubi ning cia globulin mién dich khac nhau thé hién cac thanh phén axit amin va
su sip xép trinh tr khac nhau, do d6 thé hién tinh khang nguyén khac nhau. Theo do, cac
globulin mién dich c6 thé dugce chia thanh nim loai (hodc dugc goi 1a céc isotyp globulin
mién dich), d6 1a IgM, IgD, IgG, IgA va IgE, c4c chudi ning cta chung twong tng la
chudip, chudi &, chudi vy, chudi a va chudi €. Theo thanh phan axit amin ctia viing ban 1é
cling nhu sb lugng va vi tri cla céc lién két disulfua chubi ning, cung mdt loai Ig c6 thé
duoc chia thanh céac typ phu khéac nhau; vi du, IgG c6 thé dugc chia thanh IgGl, I1gG2,
IgG3 va IgG4. Chudi nhe ¢6 thé dugc chia thanh chudi « hodc A, xét cac ving héng dinh

khéac nhau. Moi trong s6 nam Ig c6 thé c6 chudi « hodc A.

Chudi nhe khang thé con chtra ving hing dinh chudi nhe, ving nay bao gbm chudi

A, A ctia ngudi hodc chudt nhat hoac cac bién thé cua chung.

Chudi ning khang thé con chira viing hing dinh chudi ning chia IgGl, 1gG2,
IgG3, IgG4 cia nguodi hodc chudt nhét hodc cac bién thé cua ching.
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Gén diu tan cing N cta chudi ning va chudi nhe ctia khdng thé, trinh tu gém
khoang 110 axit amin thay dbi phan 16n, duge goi 1a ving bién dbi (ving V); phan con
lai ctia trinh ty axit amin gin dau cubi C 14 tuong db6i bn dinh, duoc goi 1a ving hing dinh
(ving C). Ving bién d6i bao gbébm ba ving siéu bién (HVR) va bdn ving khung (FR) c6
trinh ty twong dbi dugc bao thn. Ba ving siéu bién déi x4c dinh do ddc hiéu cta khang
thé, con duoc goi la ving x4c dinh tinh bd trg (CDR). M&i ving bién ddi chudi nhe
(LCVR) va mbi ving bién dbi chudi ning (HCVR) bao gdbm ba CDR va bén FR, véi thir
tu tir dAu cudi amin dén diu cudi carboxyl 1a: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 va
FR4. Ba CDR chudi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3; ba CDR chudi ning bao
gbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3.

Khang thé bao gdm khéang thé ctia chudt nhit, khang thé thé kham, khing thé nhan
tao, va khang thé cua nguoi, co thé thu duoc béng cach tai to hop, vi du c6 thé 1a khang

thé t4i td hop cta ngudi thu duge bang qua trinh truéng thanh 4i luc.

Thuat ngit “khang thé tai td hop clia ngudi” duge sir dung trong ban md ta dé chi
cac khang thé cta ngudi dugc didu ché, bidu hién, tao ra hodc phan lap bang phuong
phép tai td hop va cac k¥ thuat va phuong phép lién quan da duge biét dén nhiéu trong
linh vuc nay, nhu: (1) cic khang thé duge phan 1ap tir dong vét chuyén gen hoic chuyén
nhi®m sic thé globulin mién dich cia ngudi - dong vét chuyén gen nhi®m sic thé (vi du
chuot nhét), hodc té bao lai dugc tao ra tir d6; (2) cac khang thé dugc phan 14p tir cac té
bao vat chit dugc bién nap d& biéu hién cac khang thé, nhu bénh chuyén nhiém; (3) céc
khang thé dugc phén lap tir thu vién khéng thé nguoi td hop tai t6 hop; va (4) cic khang
thé dugc diéu ché, biéu hién, tao ra hodc phan lap bing cach ndi trinh tu gen globulin
mién dich cia nguoi véi trinh tw ADN khac hodc twong tu. Céac khang thé tai tb hop cua
ngudi nhu vy bao gdm ving bién ddi va ving hing dinh, cic ving nay lién quan dén
trinh tu globulin mién dich dong mam cu thé cia ngudi duge ma hoa boi cac gen dong
mam, nhung ciing lién quan dén su sap xép lai va dot bién tiép theo, nhu nhitng dot bién
x4y ra trong qua trinh truong thanh cua khang theé.

Thuat ngir “khang thé ctia chudt nhit” duge st dung trong ban mé ta dé chi khang
thé don dong khang IL-4R clia ngudi, dugc diéu ché theo kién thirc va k§ ning trong linh
vuc nay. Trong qué trinh chuén bi, dbi tugng thir nghiém duoc tiém khang nguyén IL-4R

hoic polypeptit bao gdbm cic epitop cla chung, sau d6 t€ bao lai biéu hién khang thé so
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hitu cac dic diém trinh tu hodc chirc ning mong muén dugc tach ra. Theo mot s6 phuong
4n cu thé, khang thé IL-4R ctia chudt nhit hodc méanh gin két khang nguyén cla chung
con chira cac ving hing dinh chudi nhe ctia chudt nhat, chudi A hogc cac bién thé cua
chung, hodc con chira cac vung hing dinh chudi ning cua IgG1, IgG2, 1gG3 hodc 1gG4

ctia chudt nhat, hoac cac bién thé cua chung.

Thuit ngit “khang thé cua ngudi” bao gom cac khang thé ¢6 cac ving bién ddi va
hing dinh tir trinh tu globulin mién dich dong mam cia ngudi. Cac khang thé ciia con
nguoi trong don sang ché nay c6 thé bao gdm cac gbc axit amin khong dugc ma hoa béi
trinh tu globulin mién dich dong mam ctia ngudi (vi du, cac dot bién dugc dua vao do dot
bién ngau nhién hodc dic hiéu tai vi tri in vitro hodc do dot bién soma in vivo). Tuy nhién,
thuat ngir “khéng thé ctia ngudi” khong bao gdm khéng thé trong d6 trinh ty CDR ¢6
ngudn gde tir dong mam cua cac loai dong vat c6 va khac (nhu chudt) dd duogc lién hop

vao trinh ti khung ctia ngudi (tire 12 “khang thé nhén tao ).

Thuat ngtr “khéng thé nhan tao”, con duogc goi 1a khang thé lién hop CDR, duoc
sir dung trong ban mo ta d8 chi cac khang thé dugc tao ra bang cach lién hop céc trinh tu
CDR cua loai khong phai cua ngudi vao vung khung ving bién ddi cua khang thé cia
nguoi. Cac khang thé nhan tao khic phuc duoc phan Gng khang thé manh gay ra béi cac
khang thé thé kham mang lugng 16n cc thanh phan protein khong dbng nhat. P& tranh
giam hoat tinh cung véi giam tinh sinh mién dich, ving bién d6i cia khang thé cia nguoi

s& phai chiu dot bién nguge t6i thiéu dé duy tri hoat tinh.

Thuét ngit “khang thé thé kham” dugc str dung trong ban mo ta dé chi khang thé
dugc hinh thanh bing cach dung hgp ving bién dbi cua khang thé cta chudt nhit vé6i
ving hing dinh cta khang th cua nguoi, khang thé thé kham c6 thé 1am giam bét dap
{mg midn dich do khang thé chudt nhit gy ra. Dé thiét 1ap mot khang thé thé kham,
truGe tién, té bao lai tiét ra khang thd don dong dic hiéu cta chudt nhit duoc thiét lap,
gen vung bién ddi sau d6 dugc tach dong tir té bao lai clia chudt nhit, sau d6 gen ving
hing dinh ctia khing thé ctia ngudi duoc tich dong nhu mong mudn, gen ving bién ddi
ctia chudt nhit duoc lién két véi gen ving hing dinh ciia con ngudi dé tao thanh gen thé
kham c6 thé dugc chén vao vecto cia ngudi, va cubi cling 14 phén tir khang thé thé kham
duoc biéu hién trong hé sinh vat nhan chuin hodc hé sinh vat nhan so. Ving héng dinh

cua khang thé cua nguoi dugce chon tr cic ving héng dinh chudi nang cua IgGl, IgG2,
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T¢G3 hoic IgG4 cia ngudi hodc céc bién thé ciia ching, t5t hon néu cdc ving hing dinh
chudi ning cta IgG2 hodc IgG4 cla nguoi, hodc IgG1 khdng c6 hoat tinh gly doc t€ bao

qua trung gian té bao phu thudc khang thé sau khi dot bién axit amin.

Thuét ngit “manh gin két khang nguyén” dugc st dung trong ban md ta dé chi
manh Fab, manh Fab’, doan F (ab’), c6 hoat tinh gén Két khang nguyén, manh Fv, doan
scFv gin két véi IL-4R ctia ngudi, cling nhu polypeptit hodc protein bao gbm cac doan
néu trén. Thuit nglt “manh gin két khang nguyén” néu trén bao gbdbm mdt hoic nhiéu
CDR ctia khang thé theo séng ché. Manh Fv 13 manh khang thé tdi thiéu mang toan bd
cac vi tri gin két khang nguyén, n6 chtra ving bién dbi chudi ning va ving bién dbi
chudi nhe, nhung khéng c6 ving hing dinh. Néi chung, khang thé Fv con chtra trinh tu
lién két polypeptit giita ving VH va vung VL, va c¢6 kha ning hinh thanh cAu trac cin
thiét d& gén két voi khang nguyén. Ngoai ra, cac trinh ty lién két khac nhau c6 thé dugc
sir dung dé két nbi cac viing bién dbi ctia hai khang thé dé tao thanh chudi polypeptit, cu

thé 1a khang thé chudi don hozc Fv chudi don (scFv).

Thuét ngir “gin két v6i IL-4R” duge st dung trong ban md ta dé chi kha ning
twong tac voi IL-4R cla nguoi. Thudt ngit “vi tri gin két khang nguyén” dugc st dung
trong ban mo ta dé chi cac vi tri ba chidu dugc nhan biét boi khang thé hoic manh gin

két khang nguyén ctia don sang ché nay.

Thuét ngtt “epitop” dugc st dung trong ban md ta dé chi cac vi tri trén khang
nguyén gin két dic hiéu véi globulin mién dich hodc khang thé. Céc epitop co thé duoc
hinh thanh bdi cic axit amin 1ién k&, hodc boi cac axit amin khong lién ké dugc dua dén
gin nhau hon do su cudn gp béc ba ctia mot protein. Cac epitop hinh thanh bdi céc axit
amin 1ién ké thuong dugc giit lai sau khi tiép xtc voi dung moi bién tinh, trong khi céc
epitop dugc hinh thanh béi cudn gép béc ba thudng khong c6 sau khi xur ly v6i dung moi
bién tinh. Epitop thuong bao gbm it nhat 3-15 axit amin trong ciu trac khong gian ddc
d4o. Céac phuong phap xac dinh epitop gin két bsi mot khang thé nhét dinh da dugc biét
dén nhiéu trong linh vuc nay, bao gbm thtr nghiém két tha mién dich va thim tich mién
dich, va cac phuong phap tuong tu. Cac phuong phap xac dinh cAu tric khong gian clia
epitop bao gbm céc k§ thuat trong linh vuc nay va ky thuét duoc mo ta trong ban mo ta

ndy, nhu tinh thé hoc tia X va cdng huéng tir hat nhan hai chiéu, v.v..
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Thuét ngit “gan két dac hiéu véi” va “gan két chon loc véi” dugce sit dung trong

ban mo ta dé chi gin két ctia khang thé vdi epitop trén mot khang nguyén xac dinh trude.

Thong thuong, khang thé gin két v6i khang nguyén xac dinh trudc cb hing sb
phan ly can bing (KD) nhé hon khoang 107 M hodc tham chi thap hon, va 4i Iyc cia
khang thé dé gin két véi khang nguyén xac dinh trude cao hon it nhét hai 14n so v6i gan
két v6i cac khang nguyén khong dic hiéu (nhu BSA) khac véi khang nguyén dugc xac
dinh truéc hodic cic khang nguyén c6 lién quan chat ché, nhu dugce do trong mot thiét bi
théng qua k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit (SPR), trong d6 IL-4R tai t6 hop cua
nguoi dugc st dung lam chét phén tich trong khi khang thé duoc st dung nhu mét phoi
tir. Thuat nglt “khéng thé nhan biét khang nguyén” va thuét ngit “khang thé gan két dic

hidu v6i” ¢6 thé duge st dung thay thé cho nhau trong ban m ta.

Thuét ngit “phan Gng chéo” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi kha nang ctia
khang thé theo sang ché gin két véi TL-4R tir cac loai khac nhau. Vi du, khang thé theo
sang ché gin két v6i IL-4R ciia ngudi ciing ¢ thé gén két v6i TIL-4R tir loai khic. Phén
trng chéo duoc do bang cach phat hién phéan tng cu thé v6i khang nguyén tinh khiét trong
céc thtr nghiém lién két (vi du, SPR va ELISA), hodc bang cach phat hién twong tac chirc
nang hoic gin két véi cac t& bao bidu hién IL-4R vé& mit sinh ly. C4c phuong phép x4c
dinh phan tng chéo bao gbm cac thir nghiém lién két tiéu chuén nhu duge mo ta trong
ban mo ta nay, nhu phan tich cdng hudng plasmon bé mat (SPR) hoic phép do té bao
dong chay chuyén dung.

Thuét ngit khang thé “trung hoa” hodc “phong bé” dugc st dung trong ban mo ta
dé chi khang thé gin két voi IL-4R cia ngudi va dan dén Gc ché hoat tinh sinh hoc cla
hIL-4 va/hodc hIL-3. S tc ché hoat tinh sinh hoc hIL-4 va/hodc IL-13 nay c¢6 thé dugc
danh gia bf?lng cach do mdt hoac nhiéu chi sb vé hoat tinh sinh hoc hIL-4/hoéc hIL-13 da
biét trong linh vuc nay, nhu hoat hoa té bao gay ra do hIL-4 va/hoic hIL-13 va lién két
ctia hIL-4 v6i IL-4R cta nguoi, vi du phuong phap néu trong CN103739711A. Thuét ngit
“&rc ché sinh trudng” (vi du khi lién quan dén té bao) bao gdm bat ky su gidm phat trién

té bao nao c6 thé do ludng duoc.

Thuat ngft “tao ra dap tng mién dich” va “tdng cudng phéan tmg mién dich” duoc
st dung thay thé cho nhau trong ban mo ta dé chi dap Gng mién dich ddi véi su kich thich

cua khang nguyén cu thé (tirc 12 thy dong hoic thich tmg).
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Thuét ngit “gdy cam tng”, dbi véi CDC hoic ADCC, d cép dén viéc kich thich

co ché cu thé dé truc tiép tiéu diét té bao.

Thuét ngtr “hoat tinh gy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé”
dugce str dung trong bdn mo ta dé chi céc té bao biéu hién thy thé Fc truc tiép ti€u diét cac
té bao dich dwoc phu bang khing thé thong qua viéc nhan biét phan doan Fc ctia khéng
thé. Hoat tinh gy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé cia khang thé c6
thé bi giam hodc bi loai bé thong qua sta dbi trén phan doan Fc cua IgG. Viéc sta doi dé
cap dén cac dot bién dugc thuc hién trén ving héng dinh chudi ning cua khang thé, nhu
cac dot bién duoc chon tir nhém bao gdm N297A, L234A va L235A trong IgGl, thé
kham IgG2/4 va F235E hodc dot bién L234A/E235A trong IgG4.

Protein dung hop 1a protein dugc ddng biéu hién boi hai gen thong qua tai t6 hop
ADN. Protein dung hop Fc ving ngoai bao IL-4R tai t6 hop 13 protein dung hop thu duge
bing cach dong biéu hién IL-4R ving ngoai bao véi doan Fc khang thé cta ngudi, thong
qua tai td hop ADN. Ving ngoai bao IL-4R 1a mot phén ctia protein IL-4R duge biéu
hién bén ngoai mang té bao.

Cac phuong phap san xuit va tinh ché khang thé va cac manh gin két khang
nguyén da dugc biét dén trong linh vuc nay va cé thé duoc tim thdy, vi du, trong
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Chapters 5-8 and 15. Vi du, céc
chudt nhét c6 thé dugce gy mién dich bang IL-4R clia ngudi hodc méanh cta no, va sau dé
cac khang thé thu duogc c6 thé dugc bién tinh lai, tinh ché va giai trinh tu bing céc
phuong phéap thong thuong da biét trong linh vuc nay. Cdc ménh gin két khang nguyén
cing c¢6 thé dugc didu ché bing cac phuong phap thong thudng. Khang thé hodc manh
gin két khang nguyén duge md ta trong ban md ta dugc thiét ké di truyén dé bd sung mot
hodc nhiéu FR cta ngudi vao CDR khong phéi ctia ngudi. Trinh ty dong mam FR cia
nguoi co thé duoc 1iy tir ImMunoGeneTics (IMGT) qua trang web http://imgt.cines.ft,
hodc The Immunoglobulin FactsBook, 2001ISBN012441351.

Khang thé duoc thiét ké di truyén hodc manh gin két khang nguyén c6 thé duoc
didu ché va tinh ché bing cac phuong phap thong thudng. Vi dy, trinh tuy ADN bd sung
ma héa chudi nang va chudi nhe c6 thé dugc tich dong va tai td hop thanh vecto bidu
hién GS. Sau dé vecto biu hién globulin mién dich t4i t& hop c6 thé duge chuyén nhiém

dn dinh vao cac té bao CHO. Trinh tu cia khéng thé nhan tao theo sang ché dugc chén
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vao vecto bidu hién twong ung bang phuong phap tach dong phan tir va khang thé nhan
tao twong ung thu dugc béng cach biéu hién trong hé biéu hién t& bao HEK293. Theo
phuong phap duoc khuyén céo hon trong linh vuc nay, hé biéu hién cia dong vat c6 vi
c6 thé dan dén qué trinh glycosyl héa cic khang thé, dién hinh 14 & dau cubi N duge bao
tha cao trong ving FC. Cac dong vo tinh 4n dinh c6 thé thu duoc thong qua sur biéu hién
cta khang thé gin két dac hiéu voi khang nguyén ctia ngudi. Cac dong biéu hién c6
thé dugc tang sinh trong moi trudng nudi ciy khéng c6 huyét thanh dé san xuét khang thé
trong thiét bi phan tmg sinh hoc. Méi trudng nudi cy, trong d6 mot khang thé da dugc
tiét ra, ¢6 thé duoc thu thap va tinh sach bing c4c k¥ thuat théng thuong. Khéng thé c6
thé dwoc loc va co dic bing céc k§ thut thong thudng. Cac hdn hop hoa tan va céc chat
da lugng c6 thé duogc loai bé mot cach hidu qua bang cac ky thuat thong thuong, nhu
sang phan tr hodc trao d6i ion. San pham thu duoc phai dugc 1am dong lanh ngay l4p tic,

vi du & nhiét do -70°C, hoic c6 thé duge dong khd.

Khéng thé nay c6 thé 1a khang thé don dong (mAb), sir dung dé chi khang thé
thu duoc tir mot dong té bao don 1, nhung khdng giéi han & dong té bao nhan thuc, sinh
vat nhan so hodc thuc khuén thé. C6 thé thu duoc khang thé don dong va manh gén két
khang nguyén cua chuing, vi du, bang phwong phap té bao lai, phwong phép tai td hop,
phuong phap hién thi thé thuc khudn, phuong phap tong hop (vi du, lién hop CDR) hodc
cac phuong phéap khac da biét trong linh vurc nay.

Céc khang thé c6 thé 13 khang thé don dic hidu, dic hiéu kép hodc khang thé da
dac hiéu. Cac khang thé da dic hiéu cho thiy do dic hiéu dbi véi cac epitop khic nhau
cla peptit dich, hodc cling co thé chira cac ving gin két khang nguyén thé hién do dic
hiéu cho nhiéu hon mot peptit dich. Khéng thé khang IL-4R clia nguoi c6 thé duoc lién
két hodc clng biéu hién v6i mot phan tir chire nang khic (nhu mdt peptit hodc protein
khac). Vi du, khang thé hoic cac manh ctia ching c6 thé duoc két ndi c6 chirc nang (vi
du bang cach ghép nbi héa hoc, dung hop gen, lién két khong cong hoéa tri hodc céc
phuong phép khac) v6i mot hodc nhiéu phén tr khac (vi duy, mot khang thé hodc manh
gn két khang nguyén khac) dé tao ra khang thé dic hiéu kép hodc khang thé da ddc hiéu

c6 do dac hiéu gin két thir hai.

Thuét ngit “st dung” va “diéu tri”, khi 4p dung cho dong vat, con nguoi, dbi tuong

thit nghiém, t€ bao, md, co quan hogc dich sinh hoc, d€ cap dén viéc ti€p xtic véi duge
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phém, chét diéu tri, chit chin doan hoic ché phém ngoai sinh véi dong vat, nguoi, dbi
tuong, té bao, mé, co quan hodc dich sinh hoc. “Viéc st dung”, “sitr dung” va “diéu tri”
6 thé d& cap dén nhu phuong phap didu tri, duge dong hoc, chan doan, nghién ctru va
thir nghiém. Viéc xit Iy t€ bao bao gbm viéc cho thude thir tiép xtc véi té bao, cling nhu
tiép xtic thude thir véi chat 1éng trong d6 chét 16ng d6 tiép xuc v6i té bao. “Viéc sir dung”,
“stir dung” va “didu tri” cling c6 nghia 1a xt 1y in vitro va ex vivo d6i voi té bao, bang
cach st dung thudc thir, ché phém chin doan, lién két, hoic bé‘mg cach sir dung té bao
khac. “Diéu tri” khi ap dung cho con ngudi, thu y hodc dbi tuong nghién ciru, dé cap dén
diéu tri tri lidu, cac bién phap du phong hodc phong ngilra, nghién ctru cling nhu cac Ung

dung chén doan.

Thuét ngit “dé diéu tri” c6 nghia 1 st dung bén trong hodc bén ngoai dugc chét
didu tri (nhu ché phim bao gbm bat ky khang thé nao cia manh gin két khang nguyén
cua no6 theo sang ché) cho dbi tugng bi bénh (hodc dbi tugng) bi, nghi ngd c6 hodc nhay
cam v&i mot hodic nhidu triéu chimg bénh ma duogc cht da biét hoat tinh diéu tri. Thong
thuong, dugc chét diéu tri duge st dung v6i mot luong ¢6 hiru hiéu dé 1am giam bdt mot
hodc nhiéu triéu ching bénh & dbi tugng bi bénh (hoac dbi tuong) hodc quén thé duoc
diéu tri, bang cach gay ra su thuyén gidm cla céc triéu chimg do, hodc bang cach tc ché
su tién trién cta céc triéu chimg d6 & bét ky mac do nao do co thé do luong duoc vé mit
1am sang. Lugng dugc chét diéu tri hitu hiéu dé giam bat bét ky triéu chung bénh cu thé
nao (con dugc goi 1a “lugng hitu hiéu didu tri bénh™) c6 thé thay ddi tiry theo cac yéu td
nhu tinh trang bénh, tudi va can ning clia dbi tuong bi bénh (hodc dbi tuong) va kha nang
cua duoge chit dé tao ra tic dung mong mubn & ddi tuong bi bénh (hodc dbi tuong). Liéu
mot triéu ching bénh di thuyén gidm hay chua co thé duoc danh gia bang phuong phap
1am sang bt ky thudng duge béc sT hodc cac nha cung cép dich vu cham séc stc khoe
chuyén mon khéac st dung dé danh gia murc d6 nghiém trong hodc tinh trang tién trién coa
triéu chirng d6. Mac du mét phuong 4n cua don sang ché nay (vi du, mdt phuong phap
didu tri hodc san phim san xuét) co thé khong hiéu qua trong viéc 1am giam bt céc triéu
ching bénh quan tAim & mdi dbi trong bi bénh (hodc ddi trong), né s& lam gidm bt cac
triéu chirng bénh muc ti€u quan tim dén mot sb luong dbi twong bi bénh (hozc dbi tuong)
c6 y nghia théng ké dugc xac dinh béi phép kiém dinh thdng ké nao bat ky biét dén trong
[inh vuc nay nhu phép kiém dinh Student, phép kiém dinh chi binh phuong, phép kiém
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dinh U theo Mann va Whitney, phép kiém dinh Kruskal-Wallis (phép kiém dinh H), phép
kidm dinh Jonckheere Terpstra va phép kiém dinh Wilcoxon.

Thuat ngit “cai bién bao thu” hoic “thay thé hodc thay thé bao thu “ c6 nghia 1a sy
thay thé cac axit amin khéc c6 cac dic diém tuong tu (nhu dién tich, kich c& chudi bén,
tinh ky nuéc/tinh va nudc, ciu truc va d6 ctng cta chudi chinh, v.v.) cho céc axit amin
trong protein, sao cho viéc cai bién c6 thé dugc thuc hién thong thuong ma khong lam
thay ddi hoat tinh sinh hoc cta protein. Nhin chung, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay biét ring mot su thay thé axit amin don 1é trong ving khong thiét yéu cta
polypeptit khong lam thay dbi vé co ban hoat tinh sinh hoc (vi du, xem Watson et al.
(1987) Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., Page 224
(4th edition)). Ngoai ra, su thay thé cua cac axit amin c¢6 cu tric hodc chiic ning tuong

tu khong c6 kha nang 1am gian doan hoat tinh sinh hoc.

“Luong hiru hiéu” bao gbm lugng dt dé cai thién hodc phong ngira triéu chirng
hoidic d4u hiéu ctia mot tinh trang y t€. Luong hiru hidu cling c6 nghia 1a lugng du dé cho
phép hodc tao didu kién cho chin doan. Liéu luong hitu hi€u cho dbi tuong hodc dbi
tugng thu y cu thé c6 thé khac nhau phu thudc vao cic yéu td nhu tinh trang dang dugc
diéu tri, stc khoe chung cia dbi tugng, duong st dung va lidu lurong st dung va mirc do
nghiém trong clia cac tdc dung phu. Mot luong hitu hi€u co6 thé 1a liéu t6i da hodc quy

trinh st dung thudc dé tranh cac tac dung phu hodc tac dung doc hai dang ké.

Thuét ngit “ngoai sinh” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi cac chit dugce tao ra

bén ngoai co thé sinh vit, t€ bao hodc co thé ngudi, phu thudc vao ngir canh.

Thuét ngit “ndi sinh” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi cac chat dugc tao ra

trong té bao, sinh vat hoic co thé nguoi, phu thudc vao ngit canh.

Thuét ngit “d6 twong dong” hodc “do twong ty” dugc st dung trong ban mo ta dé
chi sy giéng nhau vé trinh tur gifta hai trinh tu polynucleotit hodc gitta hai polypeptit. Khi
mot vi tri trong hai trinh ty dugce so sanh dugc chiém boi cing mét don vi gbc hoidc don
vi axit amin, vi du, khi mot vi tri trong mdi hai phan tt ADN bi chiém béi adenin, thi cac
phan tr 14 tuong dong tai vi tri nay. Phén trim d6ng nhét gitta hai trinh t 12 mdt ham cua
sb vi tri phu hgp/twong déng duoc chia sé boi hai trinh tu chia cho sb vi tri dugc so sanh,

sau d6 nhan véi x 100%. Vi du néu 6 trong sé 10 vi tri trong hai trinh tu trung khép hodc
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tuong déng khi cc trinh tu duge sap hang t6i wu, thi hai trinh tu c6 d6 twong ddng bang
60%. No6i chung, so sanh dugc thuc hién khi hai chudi duge sép thrfmg hang trinh tu dé
cung cip phan trim nhan dang tdi da. Thuat ngit “dd tuong ddng trinh tu it nhit bang
85%” c6 nghia 12 bién thé c6 do twong ddng trinh tu it nhit bing 85% tuong ddng véi
trinh tw géc, hai trinh ty ¢6 d6 twong dong it nhit bing 85%. Theo mot s6 phwong 4n, do
twong ddng trinh ty it nhat bang 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% hoac 99%; theo mot sb phuong 4n cu thé, do tuong déng trinh tu bé“mg
90%, 95% hodc 99% hodc cao hon; theo cac phuong an cu thé khac, d6 tuong déng trinh
tu it nhit bang 95%. Trinh tu axit amin c¢6 d§ tuong dbng trinh tu it nhét bang 85% bao
gém mot hoac nhiéu dot bién méat doan, chén hoic thay thé axit amin khi so sanh véi

trinh ty gdc.

Thuat ngit “t& bao”, “dong t€ bao” va “ching t€ bao” duogc st dung thay thé cho
nhau va toan b cic chi dinh nhu vy bao gdm ca té bao thé hé sau cla chung. Do do,
thuat ngit “bién nap” va “t& bao dugc bién nap” bao gbm cac t€ bao vat dbi tugng chinh
va céc chiing té bio ¢6 ngudn gbc tir 46 ma khong tinh dén sb 14n ciy chuyén. Ciing dugc
hidu ring toan bd cac té bao thé hé sau c6 thé khong hoan toan giéng nhau vé ham luong
ADN, do dot bién c6 cha y hodc ngau nhién. Té bao thé hé sau dot bién thu dugc bang
cach sang loc, c6 chitc ning hodc hoat tinh sinh hoc tuwong tu nhu té bao duoc bién nap

ban dau, ciing nam trong pham vi cla sang cheé.

Thuét ngir “tly y” c6 nghia la sy kién hodc tinh hudng sau dé c6 thé xay ra, nhung
khong nhét thiét phai xay ra. Mo ta bao gdm cac truong hop ma sy kién hogc tinh huéng
xay ra hodc khong xay ra. Vi du, “tuy y bao gbm 1-3 céc ving bién d6i chudi ning cia
khang thé” c6 nghia 12 viing bién dbi chudi ning cua khang thé c6 trinh tu cu thé c6 thé

6 nhung khong nhét thiét phai cé.

Thuét ngit “dugc pham” dugc st dung trong ban md ta d& chi ché phdm bao gdbm
hdn hop ctia mot hodc nhiéu khang thé hoic manh gin két khang nguyén cta chiing nhu
dugc mo ta trong ban md ta nay hodc mubi sinh ly/dugc dung hodc tién chét cua ching
cung vai cac thanh phan héa hoc khéc, ciing nhu cac thanh phén bd sung nhu chat mang
va ta dugc sinh ly/duge dung. Dugc phim nham muc dich thic dAy hoat dong ddi véi
co thé, tao diéu kién thuan loi cho viéc hép thu hoat chit va do d6 tao ra tac dung sinh

hoc.
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Vi du thue hién sang ché

Sang ché s& duge mod ta chi tiét thong qua céac vi du dudi ddy, nhung khong chi
gidi han & céc vi du nay. Trong céc vi du theo sang ché, khi cac diéu kién cu thé khong
duoc boc 19, thi cac thir nghiém thuong duge thuc hién trong cac diéu kién théng thuong
duoc mo ta trong Antibodies, A Laboratory Manual and Molecular Cloning Manual, cia
Cold Spring Harbour hodc céac didu kién duoc dé xut boi cac nha san xuét nguyén lidu
hoéc ché phém. Khi ngué)n ctia cac thude th khong dugc bde 10 cu thé, thi cac thudc thir

12 cac thudc thir thong thudng c6 ban trén thi truong.
Vi du 1:G4y mién dich cho chudt nhit va thir nghiém

Protein tai t hop IL-4R cia ngudi dugc danh diu trinh ty His (h-IL-4R-his),
protein tai td hop IL-4R ctia chudt nhit dugc danh déu trinh ty His (m-IL-4R-his) va
protein tai t& hop IL-4R ctia khi vang duge danh déu trinh ty His (khi-IL-4R-his) dugc
tbng hop bdi Acrobiosystems, biéu hién trong HEK293 va tinh ché.

Protein tai t6 hop IL-4R ciia nguoi duge danh d4u trinh tu Fc ca nguoi (h-IL-4R-
Fc) duoc thiét ké, biéu hién va tinh ché béi cac tac gia sang ché. Protein tinh khiét duoc
st dung trong mdi thir nghiém sau trong cac vi du.

S6 luong va vi tri cliacic gbc axit amin CDR trong ving VL va ving VH cia
~ khéng thé hodc manh gin két khang nguyén trong vi du ndy dugc danh s6 thir thu theo hé
théng danh s6 thtr tw Kabat da biét (LCDR1-3, HCDR2-3), hogc hé théng dénh sé thir tw
Kabat va CHOTHIA (ABM) (HCDR1).

Béang 1. Thong tin v& chét sinh mién dich

Tén Trinh tw axitamin | Co s¢ dif lidu §6/
(tr ddu dén cudi) Danh muc s0
h-IL-4R-his Met26-His232 NP _000409.1
m-IL-4R-his Ile26-Arg233 NP 001008700
IL-4R-his cua khi vang Met26-Arg232 G7Q0S7
h-IL-4R-Fc Met1-His232 NP _000409.1

Khang thé don dong khéng IL-4R cta ngudi duogc san xuét bang cach gy mién
dich cho cac chudt nhit. Cac chuot nhét cai 57BL/6, 6-8 tun tudi (JOINN Laboratories
(Suzhou) Research Center Co., Ltd., animal production license number: 201503052)

dugc str dung trong thir nghiém.
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Mbi truong nudi dudng: mic dd SPF. Sau khi dugc mua, cic chudt nhét dugc duy
tri trong moi truong phong thtr nghiém trong 1 tudn, thich nghi véi chu ky sang/tdi 12/12
gi0, & nhiét 4§ 20-25°C; va do Am 40-60%. Cac chudt nhét thich nghi dugc chia thanh 3
16ng, mbi 16ng 5 chudt nhit. Khang nguyén mién dich 1a protein tai t6 hop IL-4R ctia
ngudi duge dénh diu trinh tu Fe (h-IL-4R-Fe, ndng do bing 0,73mg/mL). Khang nguyén
duge nhii héa bang ta dugc bd trg Freund (sigma, mi san phém s6 :F5881): ta dugc bd
tro Freund hoan chinh (CFA, Pierce, mi san phim sd 77140) dugc st dung dé gay mién
dich 14n dau, va ta dugc bd tro axit nucleic (CpG, Shanghai Sangon) va ta dugc bd trg

nhom (Alum, Thermo Cat# 7161) dugc st dung dé tang cudng mién dich tiép theo.

Vao ngay 0, khang nguyén dugc nhil hoa (70pg/chudt nhit) dugc tiém vio mang
bung. Vao ngay 14, 28, 42, 56, 77, theo khéi lugng & lung va mac d trudng bung, khang
nguyén dugc tiém vao lung va mang bung (mbi 14n tiém 0,1mL). Mau dugc 14y vao ngay
21, 35, 49, 63 va 84 d& xét nghiém méu. Thir nghiém ELISA dugc thuc hién trén huyét
thanh chudt nhét theo vi du thir nghiém 1 dé x4c dinh ndng d6 chuan ctia khang thé trong
huyét thanh chuot. Sau 1an gdy mién dich thit tu, cic chudt nhit c¢6 ndng d6 chuin cua
khang thé cao trong huyét thanh va nbng do chudn c6 xu huéng én dinh dugc chon dé
dung hop té bao 14 lach; budc ting cudng mién dich dugc thuc hién 3 ngay trude khi
dung hop; dung dich khang nguyén duoc didu ché bing cach st dung dung dich dém
phosphat dugc tiém vao mang bung véi lidu lugng bing 10pg/chudt. Bang cach sir dung
céc budc dung hop tdi wru héa qua trung gian PEG, céc té bao lympho lach va té bao u tiy

Sp2/0 (ATCC® CRL-8287 ™) dugc dung hop dé thu dugc cac té bao lai.
Vi du 2:Thir nghiém ELISA va sang loc cac khang thé
1. Thir nghiém gan két ELISA:

Thir nghiém ELISA duoc st dung d& phat hién dic tinh gan két ctia khang thé IL-
4R. Pia vi chuin d6 dugc phii truc tiép v6i protein tai t6 hop IL-4R dugc dénh déu his,
khang thé duoc bd sung vao moi giéng, va sau d6 hoat tinh gin két ciia khang thé véi
khang nguyén dugc phat hién bang cach bd sung khang thé thir cip (Fc khang thé khang
nguyén lién hop HRP) va co chit HRP TMB.

Protein IL-4R-his cta ngudi hodc khi vang dugc phu 1én dia vi chudn d6 96 giéng,

100pL mbi giéng & ndng d6 0,5pg/mL, va i qua dém & 4°C. Dia dugc rira bang dung dich
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rira ba 14n, 250l mdi giéng. M3i bude rira dugc thue hién véi lic trong 10 gidy dé dam
béo rira d. Dung dich phong bé 200uL/giéng dugc bd sung vao va u ¢ nhiét do phong
trong 2 git. Dia dugc rira bang dung dich rira ba 1An, 250pL mdi giéng. Mbi budc rira
duoc thue hién véi lic trong 10 gidy dé dam bao rita di. 100pL khang thé khang IL-4R
can thtr nghiém di dugc pha lodng bang dung dich pha loang dugc bd sung vao mdi
giéng va 0 & nhiét do phong trong 1 gio. Dia duoc rira bang dung dich rira ba 14n, 250pL
mdi giéng. 100uL khéang thé thtr cip cia dé khang IgG cua ngudi dugc danh d4u HRP
(dugc pha lodng v6i ty 1€ 1:20000 bang dung dich pha lodng) dugc bb sung vao mdi
giéng va 0 & nhiét do phong trong 1 gid. Dia dugc rira bing dung dich rira ba lan, 250uL
mdi giéng. 100uL. TMB dugc bd sung vao mdi giéng va phan tng dugc duy tri trong 15
phut trong bong t61. 50puL axit sulfuric 0,16 M/L dugc bd sung vao mdi giéng. Tri s6 OD
& bude séng bang 450nm dugc xac dinh bang thiét bi doc vi dia Thermo MultiSkanFc, tri
s& ECso ciia khang thé IL-4R gin két v6i IL-4R dugc tinh toan.

2. Thir nghiém phong bé ELISA:

Trong thi nghiém nay, bing thir nghiém phong bé in vitro, tac dung phong bé
gin két IL-4R clia ngudi v6i IL-4 cua ngudi bdi cac khang thé khang IL-4R cua nguoi
dugc chon loc dugc phat hién. Cu thé, protein téi td hop IL-4R dugc danh dAu trinh tu Fc
dugc pht lén dia vi chuén d6 96 giéng, khang thé gin két voi IL-4R cta nguoi dugce bd
sung vao dé gin két hoan toan véi epitop, sau do 1a IL-4 (Biolegend, ma san phim sd
574004) duoc bd sung vao, khang thé khang IL-4 duoc tiép hop vé6i biotin va
neutravidin-HRP (Pierce, ma san phim s6 31001) dugc sir dung dé phat hién liéu IL-4 c6
thé gén két voi IL-4R hay khong, tri s ICs0 duoc tinh todn cho khang thé IL-4R dé
phong bé gén két TL-4/IL-4R.

Protein IL-4R-Fc ciia ngudi duge phu 1én dia vi chudn do 96 giéng, 100pL mdi
giéng & ndng do 0,5pg/mL va duge 1 qua dém & 4°C. Dia dugce rura bang dung dich rira
ba 1an, 250pL mdi giéng. Mbi budc giat dugce thuc hién voi lic trong 10 gidy dé dam bao
rira d0. Dung dich phong bé 200pL/giéng duoc bd sung vao va i & nhiét do phong trong
2 gio. Dia dugce rira bang dung dich rira ba 1an, 250puL mbi giéng. Mbi buéc rira dugc
thure hién véi lic trong 10 gidy dé dam béo rira du. 100uL khang thé khang IL-4R can thir
nghiém da duoc pha lodng bang dung dich pha lodng dugc bd sung vao mdi giéng va i &

nhiét do phong trong 1 gi¢. Dia duoc rira bang dung dich rira ba 1an, 250puL mdi giéng.
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100pL IL-4 pha lo2ng dugc bd sung vao mdi giéng va i & nhiét do phong trong 1 gio.
Pia duoc rira bing dung dich rira ba 1an. 100uL khang thé khang IL-4 dugc tiép hop voi
biotin pha loang dugc bb sung vao mbi giéng va 1 & nhiét d6 phong trong 1 gid. Dia duge
ria béng dung dich rtra ba lan. Neutravidin dugc danh dAu trinh ty HRP (duoc pha loang
véi ty 1€ 1:5000 véi chét pha logng) duoc bd sung vao va i & nhiét do phong trong 1 gio.
Dia dugc rira bang dung dich rira ba 1an, 250uL mdi giéng. 100pL TMB duge bd sung
vao mdi giéng va phan tmg dugc duy tri trong 15 phut trong béng t61. 50pL axit sulfuric
0,16 M/L dugc bd sung vao mdi giéng. Tri s6 OD & budc séng bang 450nm duoc xac
dinh bing thiét bi doc vi dia Thermo MultiSkanFc, tri sb ICs0 duge tinh toan cho khang
thé IL-4R d& phong bé gin két ctia IL-4R véi IL-4.

Vi du 3:Thir nghiém hoat tinh t& bao thong bao cta cac khang thé gin két voi IL-

4R ctia nguoi

Té bao IL-4 HEK-Blue duoc mua tr Invivogen (mé san phdm sb hkb-stat6). Céc
té bao dwoc chuyén nap 6n dinh véi gen IL-4R ciia ngudi va bo gen SEAP qua trung gian
STAT6. SEAP duoc tiét vao dich ndi c6 thé dugc phat hién béi co chit SEAP QUANTI-
Blue dé xac dinh mac dd hoat hda ctia qua trinh truyén tin hiéu IL-4R.

Trong thir nghiém nay, qua trinh hoat hoa cua té bao HEK-Blue IL-4 duoc phat
hién, va hoat tinh té bao in vitro ctia khang thé IL-4R dugc danh gi4 theo ICso. Té bao
HEK-Blue IL-4 dugc nudi cdy trong mdi truong DMEM chtta 10% FBS, 100pug/mL
Zeocin (Invivogen, mi san phim s6 ant-zn-05) va 10pg/mL Blasticidin (Invivogen, ma
san phim s6 ant-bl-05); té bao dugc nudi ciy cép hai tir 2 dén 3 14n mot tudn, theo ty 1&
1:5 hodc 1:10. Dbi v6i nudi cdy cép hai, moi trudong duge loai bo, va rira 16p té bao bang
5ml 0,25% trypsin, sau d6 trypsin duoc loai bo, cac t& bao dugc dit trong ta
céy tir 3 dén 5 phtt, va mdi trudng méi dugce bd sung vao dé tao hdn dich lai cac té bao.
100pL hdn dich té bao dugc bd sung vao dia nudi cy té bao 96 giéng, voi mat do bang
5x10° té bao/mL, mdi trudong 14 DMEM chira 10% FBS, 100ug/mL Zeocin va 30ug/mL
Blasticidin, va 100pL nuéc vo trung dugc bb sung vao xung quanh dia 96 giéng. Pia
nudi ciy duge U trong ti cdy trong 24 giy (37°C, 5% CO2). Sau khi cac t€ bao bam vao
thanh, 100pL khang thé pha lodng theo cach thit nghiém s& dugc bd sung vao mdi giéng.
Dia nudi cdy duoc 1 trong ti chy 20-24 giy (37°C, 5% CO2). 20pL chit ndi cua té bao

duoc chuyén tir mdi giéng sang dia ddy phing 96 giéng méi, dung dich co chét
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QUANTI-Blue 180pL dugc bd sung vao, va dia nudi ciy dugc 1 trong th ciy trong bong
t8i tir 1-3 gid. Do hip thu & budce song 620nm duge do bang thiét bi doc vi dia (Thermo
MultiSkanFc).

Vi du 4: Khang thé gén két v6i IL-4R clia ngudi trc ché ting sinh cla té bao TF-1

Té bao TF-1 (ATCC CRL-2003) 14 t& bao u lympho biéu hién IL-4R va nhay cam
v&i cac xytokin nhu IL-4/IL-13. IL-4 c6 thé kich thich t€ bao TF-1 ting sinh trong truong
hop khong c¢6 GM-CSF. Céc hoat tinh trung hoa cta cac khang thé IL-4R khac nhau
dugc so sanh trong thtr nghiém bing cach bd sung cac khang thé trung hoa dé phong bé
qué trinh ciia IL-4 va (rc ché ting sinh ctia t& bao TF-1. Té bao TF-1 dugc nudi cly trong
mdi truong RPMI1640 chita 10% FBS, 2ng/mL. GM-CSF (R&D, ma san pham sb 215-
GM-010); c4c té bao dugc nudi cly cAp hai tir 2 dén 3 14n mot tudn véi ty 18 1:10. 100uL
hén dich t& bao duoc bd sung vao dia nudi cy té bao 96 giéng, v6i mat do bing 2x10° té
bao/mL, mdi trudng 1a moi truong RPMI1640 chira 10% FBS, va 100uL nude vo trung
duge bd sung vao xung quanh dia 96 giéng. 50uL khéng thé pha lodng theo thtr tu can
thir nghiém va 50pL IL-4 (R&D, ma san pham s 204-IL-050) & ndng d6 cudi cing bang
0,7ng/mL dugc bd sung vao mdi giéng, dia nuoi ciy duoc U trong ti chy trong 72 gio
(37°C, 5% CO2). Khi qué trinh nudi ciy két thuc, qua trinh ting sinh cta té bao dugc phét
hién bang cach str dung kit CTG (Promega, ma san phim s6 G7572).

Vi du 5: Thir nghiém dong hoc va 4i luc gan két in vitro

Thiét bi Biacore, GE dugc st dung dé xac dinh ai luc gén két cta khang thé

nhan tao khang IL-4R cua ngudi voi IL-4R cua nguoi.

Khang thé chéng bit gilt cia ngudi duge lién hop cong hoa tri v6i chip cam bién
sinh hoc CM5 cia thiét bi Biacore (Biacore X100, GE) theo phuong phip duwgc mo ta
trong huéng dan cua kit khdng thé chdng bt giit cia ngudi (ma san phim s6 BR-1008-39,
GE), do d6 luong khéng thé nhét dinh cin thir nghiém da duoc bat gitt bang 4i lwc; mot
loat cc gradient ndng do cia khang nguyén IL-4R (khang nguyén IL-4R dugc mua tir
Acrobiosystems, Ca#ILLR-H5221) chay qua bé mait cia chip, tin hidu phan tmg duoc phat
hién trong thoi gian thuc bang cach sir dung thiét bi Biacore (Biacore X100, GE) dé thu
duogc cac dudng cong gan két va phan ly. Sau khi hoan thanh qué trinh phan ly ctia mdi

chu ky, chip sinh hoc dugc lam sach va tai sinh bing dung dich tai sinh dugc cung clp
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bén trong kit khang thé chéng bat gitt ctia ngudi. Kit lién hgp amin dugc sit dung trong
thir nghiém dugc mua tir GE (ma san phém sb #BR-1000- 50, GE), va dung dich dém la
dung dich dém HBS-EP+10% (mi san phdm s6 #BR-1006-69, GE) dugc pha logng voi
nuéc khir ion dén 1 x (46 pH bing 7,4).

Dit liéu thu duoc tir thir nghiém dugc gén vao mo hinh gan két (1:1) bang cach str
dung phén mém danh gia BiacoreX1002.0 GE, va tri sb 4i luc dugc xac dinh.

Vi duy 6: Trinh ty va san xuét khang thé

Bing thtr nghiém gin két ELISA (gin két ELISA cua IL-4R-his cta nguoi)
va thtt nghiém phong bé ELISA (ELISA phong bé hIL-4/IL-4R) trong vi du 2, thi
nghiém trc ché hoat hoa té bao HEK293-Blue IL-4 dugc kich thich bang IL-4 trong vi du
3, va thir nghiém ¢ ché tang sinh cla té bao TF-1 dugc kich thich béi IL-4 trong vi du 4,
hai dong té bao lai don dong cho thiy hoat tinh in vitro t6t nhat duoc chon loc. Két qua
thir nghiém hoat tinh duoc thé hién trong bang 2.

Bang 2. Céc dong té bao lai duoc chon loc ¢6 hoat tinh in vitro tot nhét

ELISA (ECs,) (ng/mL) Phong bé
Phong bé | ginkét ciia | Uc ché tang
, hIL-4/IL- té bao sinh cta té
S6 Iugn s 1 AR 4R bin HEK?293- bao TF-1
chuot ahe | T€bao lai ﬁs ﬁa IL-4R-his cia | IL-4R-his cia FLISA | Blue L4 bang IL-4
ngudi khi vang chudt nhat (ICso) (v6i IL-4) (ICs0)
(ng/mL) (ICs0) (ng/mL)
(ng/mL)
11 25G7 3319 | khong ginkét | khong gin két 8,132 0,9749 51,26
3 7B10 45,78 | khong ginkét | khong gin két 29,86 79,76 4181
Dupilumab | 27,62 | khéng ginkét | khong gin ket 52,08 5,069 102,2

Céc dong té bao lai don dong 25G7 va 7B10 c6 hoat tinh in vitro tot nhat dugc
chon loc va trinh tu khang thé don dong dwgc tach dong tir 6. Qua trinh tach dong trinh
tu tir t& bao lai 13 nhu sau. Té bao lai & giai doan sinh trudng logarit dugc thu thip, ARN
duge chiét xuét bai Trizol (Invitrogen, 15596-018) (theo hudng dan cua kit), qua trinh
phién ma ngugc dugc thuc hién (enzym phi€n ma ngugc PrimeScript™, Takara, cat
#2680A). ADN bb sung thu dugc bing cach phién ma nguge duge khuéch dai bang PCR
sir dung by doan mdi Ig cda chudt nhét (Novagen, TB326 Rev. B0503), sau d6 duoc
chuyén dén cong ty giai trinh tu dé giai trinh tu, va trinh tw khéng thé thu dugc duoc phan
tich.
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Trinh ty ving bién doi chudi ning va trinh tu ving bién doi chudi nhe ctia khang

th don dong cua chudt nhat 25G7 1 nhu sau:
25G7 HCVR

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPEKGLEWV
AFISSGSSIIYYADIVKGRSTISRDNAKNTLFLQMTSLRSEDTAMY YCTRGNKRGF
FDYWGQGTILTVSS (SEQ ID NO.1);

25G7LCVR

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCNASSSVSYMY WYQRKPRSSPKPWIYLT
SNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWRSNPPMLTFGSGTKL
EVK (SEQ ID NO.2);

Céc trinh tv CDR dugc chira trong cac vung nay duoc thé hién trong bang 3.

Bang 3. cac trinh tu CDR cua khang thé don dong 25G7

Tén Trinh ty SEQ ID NO.
HCDRI1 GFTFSDYGMH SEQ ID NO.3
HCDR2 | FISSGSSIIYYADIVKG | SEQID NO.4
HCDR3 GNKRGFFDY SEQID NO.5
LCDRI NASSSVSYMY SEQ ID NO.6
LCDR2 LTSNLAS SEQ ID NO.7
LCDR3 QQWRSNPPMLT SEQ ID NO.8

Trinh tu ving bién doi chudi ning va trinh ty vung bién doi chuoi nhe cua khang

th8 don dong cua chudt nhit 7B10 13 nhu sau:
7B10 HCVR

QVQLQQPGTELLKPGASVSLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIG
LIHPNSDTTKFSENFKTRATLTIDKSSSTAYMKLSSLTSEDSAVYYCAKSKIITTIV
ARHWYFDVWGTGTTVTVSS(SEQID NO: 9);

7B10 LCVR

DIVLTQSPPSLAVSLGQRATISCKASQSVDYGGDSYMNWYQQKLGQPPKV
LIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDVATYYCQHSNENPPTFGGGT
KLEIK(SEQID NO: 10);

C4c trinh tu CDR dugc chira trong cac vung nay dugc thé hién trong bang 4.
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Bang 4. Cac trinh ty CDR cua khang thé don dong 7B10

Tén Trinh tu SEQ ID NO.

HCDRI GYTFTSYWMH SEQ ID NO.11
HCDR2 | LIHPNSDTTKFSENFKT | SEQID NO.12
HCDR3 | SKIITTIVARHWYFDV | SEQID NO.13
LCDR1 | KASQSVDYGGDSYMN | SEQID NO.14
LCDR2 AASNLES SEQ ID NO.15
LCDR3 QHSNENPPT SEQ ID NO.16

Trinh tu ving bién dbi thu duge duoc gin két véi trinh tw ving hing dinh cta
ngudi @ thu dwgc trinh tw khang thé thé kham cua ngudi-chudt. Bing céch st dung
phuong phap tach dong phén tir, trinh tu khang thé thé kham dugc chén vao vecto biéu
hién tuong tmg. Bang cach st dung hé bidu hién t& bao HEK293, c6 thé thu dugc cac
khang thé thé kham 25G7-C va 7B10-C cla ngudi-chudt.

Theo phuong phap cua vi du 2 dén 5, khang thé thé kham tinh khiét duoc thir
nghiém hoat tinh in vitro. Dit li€u dugc thé hién trong bang 5. Két qua cho théy dbi voi
khang thé 25G7-C, ca tac dung phong bé gin két IL-4 va tac dung tc ché tang sinh ctia té
bao déu tbt hon dang ké so véi khang thé dbi chung dupilumab (dugc tbng hop theo
WHO Drug Information, Vol. 26, No. 4, 2012 synthesis).

Bang 5. Phat hién hoat tinh in vitro

Gan két Gan két Phong bé | Phong bé gan Ue ché tan
ELISA ELISA ELISA | kétciatébao | " " b§0
IL-4R-his | IL-4R-hiscia | hIL-4/IL- | HEK293- e
- o . : .. | TF-1bangIL- | Kp(nM)
cua nguoi khi vang 4R Blue IL-4 (v6i 4 (ICsy) (Biacore)
(ECs) (ECsp) (ICs0) IL-4) (ICs) (ng,nff)
(ng/mL) (ngml) | (ng/mL) (ng/mL)
25G7-C 9,094 | khong gin két 39,69 2,025 20,27 0,725
7B10-C 11,83 khong gin két 162,3 9,034 46,43 0,278
Dupilumab 55,84 khong gin két 209,4 3,235 207,2 0,126

Vi du 7: Thtr nghiém lam tuong thich v6i ngudi cta khang thé caa chudt nhét

Hai ching (25G7 va 7B10) c6 hoat tinh chirc ning manh nhét trong s6 cac khang
thé ctia chudt nhit thu duoc nhan tao héa. Trén co sé cAu tric dién hinh thu duoc cua
VH/VLCDR khéng thé ciia chudt nhét, trinh tw ving bién ddi chudi nang, chudi nhe duge
sap thang hang trinh ty v6i co s dir liéu khang thé dong mam, dé thu dugc mau dong
mém cla ngudi c6 do twong dong cao. Trong s6 d6, ving khung chudi nhe dong mam
ctia ngudi c¢6 ngudn gbc tir gen chudi nhe kappa cua nguoi, t6t hon néu cac khuon chudi
nhe dong mam ciia ngudi IGKV3-11%01 (SEQ ID NO.22, déi véi khéng thé 25G7) va
IGKV2D-29%01 (SEQ ID NO.24, d6i véi khang thé 7B10). Ving khung chudi nang dong
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mam cla ngudi c6 ngudn gbc tir chudi ning cia nguvi, t6t hon néu khuén chudi ning
dong mAm cta ngudi IGHV3-48*01 (SEQ ID NO.21, dbi v6i khang thé 25G7) va
IGHV1-2*02 (SEQ ID NO.23, d6i vdi khang thé 7B10).

Trinh ty khu6n dong mam cia ngudi dugc thé hién dudi day.
Khudn chudi nang dong mam ciia ngudi IGHV3-48*01:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVS
YISSSSSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID
NO.21);

Khudn chudi nhe dong mam cia ngudi IGKV3-11*01:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDA
SNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWP (SEQ ID NO.22);

Khudn chudi nang dong mam cia ngudi IGHV1-2*02:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLEW
MGWINPNSGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAR
(SEQ ID NO.23);

Khudn chudi nhe dong mam ciia ngudi IGKV2D-29*01:

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKTYLY WYLQKPGQPPQL
LIYEVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQSIQLP (SEQ ID
NO.24).

Céac vung CDR cua khang thé ctia chudt nhéit duoc lién hop vao khudn nhén tao
dugc chon loc, dé thay thé vung bién ddi nhan tao sau dé dugc tai td hop véi vung hf?lng
dinh IgG. Sau d96, dua trén chu triic ba chidu ctia khang thé cia chudt nhét, cic gbc gan
vao, cac gbe twong tac truc tiép v6i cac ving CDR va céc gbc co tac dong quan trong dén
cAu tric cia VL va VH dugc dot bién ngugc dé thu dugc mot loat cac phéan tir nhan tao.

Trong s6 d6, Hu7B10-VH-a, hu7B10-VH-b va hu7B10-VH-c duoc cai bién dé sir
dung cho muc dich san xuét dugc phém, va vi tri tha nhét cta khuoén chudi ning dong
mam cia ngudi dugc thay ddi tir Q thanh E. hu25G7 ciing dugc cai bién dé sir dung cho
muc dich san xuét dugc phém. Trinh ty ving bién dbi chudi ning ctia hai khang thé duoc

nhén tao nay tuong ing duogc thé hién trong SEQ ID NO.25-SEQ ID NO.27 va SEQ ID
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NO.31-SEQ ID NO.33; trinh tu ving bién ddi cia chudi nhe twong tmg duge thé hién
trong SEQ ID NO.28-SEQ ID NO.30 va SEQ ID NO.34-SEQ ID NO.36.

hu25G7-VH-a:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWV
AFISSGSSITYYADIVK GRETISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGNKRG
FFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO.25);

hu25G7-VH-b:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWYV
AFISSGSSIIYYADIVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNKRGF
FDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO.26);

hu25G7-VH-c:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWYV
AFISSGSSIIYYADIVKGRSTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNKRGF
FDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO.27);

hu25G7-VL-a:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIYLTS
NLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKVEI
K (SEQ ID NO.28);

hu25G7-VL-b:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIYLTS
NLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKVEI
K (SEQ ID NO.29);

hu25G7-VL-c:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRPWIYLTS
NLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTK VEI
K (SEQ ID NO.30);

hu7B10-VH-a:
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EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEW
MGLIHPNSDTTKFSENFKTRVIMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARSKIIT
TIVARHWYFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO.31);

hu7B10-VH-b:

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSY WMHWVRQAPGQGLEW
MGLIHPNSDTTKFSENFK TRVTMTIDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAKSKIIT
TIVARHWYFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO.32);

hu7B10-VH-c:

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEW
MGLIHPNSDTTKFSENFK TRVTLTIDKSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAKSKIIT
TIVARHWYFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO.33);

hu7B10-VL-a:

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPPQL
LIYAASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.34);

hu7B10-VL-b:

DIVLTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPPQL
LIYAASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTFGGG
TKVEIK (SEQ ID NO.35);

hu7B10-VL-c:

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPPQL
LIYAASNLESGIPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTFGGGT
KVEIK (SEQ ID NO.36).

Chon loc cac khudn va thiét ké dot bién nguoc cho dong té bao lai 25G7 dugc thé

hién trong bang 6.

Bang 6. Chon loc cdc khu6n va thiét ké dot bién nguoc

25G7-VL 25G7-VH
hu25G7-VL-a duoc lién hop hu25G7-VH-a S49A
hu25G7-VL-b F71Y hu25G7-VH-b S49A, A93T
hu25G7-VL-C | L46P,L47W, F71Y | hu25G7-VH-c | S49A, F67S, A93T
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Chon loc cac khudén va thiét ké dot bién ngugc cho dong t¢ bao

lai 7B10 duoc thé hién trong bang 7 sau:

Bang 7. Chon loc céc khudn va thiét ké dot bién nguoc

7B10-VL 7B10-VH
hu7B10-VL-a | dugcliénhop | hu7B10-VH-a dugc lién hop
hu7B10-VL-b MAL hu7B10-VH-b R711, R94K
hu7B10-VL-C V581 hu7B10-VH-c | M69L, R711, T73K, R94K

Sau khi tht nghiém bidu hién quy md nhé cta cac t6 hop chudi nhe va chudi ning
néu trén va so sanh sd lugng cia cac dot bién ngugce, khang thé nhan tao cudi cung
hu25G7 (v6i chudi ning VH-c va chudi nhe VL-a) va phan t khang thé hu7B10 (véi
chudi ning VH-b va chudi nhe VL-b) dugc danh gia va chon loc toan dién; trinh tu chubi
nhe va trinh ty chudi ning hoan chinh twong g cua chung duge thé hién trong SEQ ID
NO.17-SEQ ID NO.20.

hu25G7 HC

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWV

AFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNSL YLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNKRGF
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTK VDK
RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPE
VQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEK TISK AK GQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVM
HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (SEQ ID NO.17);

hu25G7 LC

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIYLTS
NLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTK VEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEQ ID NO.18);

hu7B10 HC

-35-



41632

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLEW
MGLIHPNSDTTKFSENFKTRVTMTIDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAKSKIIT
TIVARHWYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO.19);

hu7B10 LC

DIVLTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPPQL
LIYAASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTFGGG
TKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC (SEQ ID NO.20).

Trinh tu cia khang thé nhén tao dugc chén vao vecto biéu hién twong tmg bing
phuong phép tach dong phén tir, va cdc khang thé nhan tao tuvong tmg thu duogc bing
céch biéu hién trong hé biéu hién té bao HEK293.

Vi du 8:Dt liéu hoat tinh ciia khang thé nhan tao

Céc khang thé nhan tao hu25G7 va hu7B10 duoc thtr nghiém in vitro nhu dugc
mo ta trong vi du 2-5, va két qua thtr nghiém dugc thé hién trong bang 8. Két qua cho
thdy ca hu25G7 va hu7B10 chi gin két v6i IL-4R ciia ngudi, nhung khong gin két véi
IL-4R cua khi vang, chi ra ring ca hai khang thé gin két v6i cac biéu mo ciia IL-4R ctia
ngudi khong tuong dong véi IL-4R cua khi vang; va c6 thé gin két ddc biét voi IL-4R
ctia ngudi. Ca hai khang thé c6 thé phong bé céc qua trinh truyén tin hiéu nbi bao va gin
két IL-4/IL-4R, din dén trung hoa tic dung hoat héa IL-4 va Gic ché tang sinh cta té bao
TF-1, trong d6 hoat tinh phong bé va c ché cua hu25G7 van con tét hon dang ké so véi

khéng thé déi ching dupilumab, trong khi trj sb 4i lwc Kp twong ddi thap hon.

Bang 8. Phat hién hoat tinh in vitro
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Gan két Gan két Phong bé F . £ o
BLISAIL- | ELSAIL- | ELISALL- | FOREEER | (it
deis | dbisein | UL oo | Tl | (000
IL-4 (v6i IL-4) 4 (ICs)
(EC50) (ECSO) (ICSO) (IC )(n /mL) (n /rnL)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) s0) (& &
hu25G7 3,413 khong gin két 23,6 0,9431 29,56 1,07
hu7B10 12,010 khong gin két 75,3 6,8700 1124 0,284
Dupilumab 42,560 | khong gan két 178,7 0,6668 491,2 0,126

Vi du 9: Thir nghiém trudng thanh 4i luc cia khang thé hu25G7 nhan tao

P& thu dugc cac khang thé khang IL-4R ctia ngudi hiéu qua hon, khang thé 25G7
dd dugc lam trudng thanh ai lyc thong qua phuong phap nén hién thi ndm men va thu
vién ndm men truéng thanh 4i luc huéng dich 6 CDR duoc thiét ké va didu ché trén co s6
khang thé hu25G7, va mbi thoéi héa da duoc thiét ké. Céc axit amin dot bién da thiét ké
duoc dua vao thu vién khang thé hu25G7-scFv bang PCR va tai t6 hop tuong ddng; kich
¢& cta mdi thu vién khoang 10°. Thu vién ndm men dugc tao cAu trac dugc xac minh
bing phuong phap giai trinh tw thé hé thir hai (GENEWIZ) d xac nh4n tinh da dang ciia

thu vién.

IL-4R cta ngudi duge danh déu biotin dugc st dung dé chon cac khéang thé c6 ai
luc cao tir thu vién nidm men hu25G7-scFv. Sau hai vong sang loc MACS (hat tir tinh
streptomycin, Invitrogen) va hai vong sang loc FACS (BD FACSAriaTM FUSION),
dong don dong nim men dugc chon d8 nudi cdy don dong va cam tng biéu hién. FACS
(BD FACSCanto II) dugc st dung dé phat hién su gin két cia mot dong ndm men don
v6i IL-4R cia ngudi va dong nAm men don c6 4i lyc cao hon véi 4i luc cia khang thé
25G7 kidu dai dugc chon dé xac minh trinh ty. Sau khi sip thang hang trinh tu va phan
tich cac dong trinh tu sap xép, trinh tu thira duoc loai bo, trinh ty khong du thura duoc
chuyén déi thanh phan tir khang thé ctia nguoi c6 chidu dai ddy du dé biéu hién trong &
bao dong vat ¢6 vi. Khang thé c6 chiéu dai ddy dii sau khi tinh sach 4i lyc da duoc kiém
tra 4i luc bang cach sir dung BIAcoreTM X-100 (GE Life Sciences) va cac phan tir khang
thé trng vién ¢6 ai lyc cao hon véi IL-4R cua nguodi dugc chon nhu sau. Ai luc cua céc
phan tir khang thé véi IL-4R cta ngudi cao hon 4i lyc ciia khang thé hu25G7 thé dai,
trong d6 ai lyc cia phan t khang thé hu25G7-A so véi 4i luc cia phan t& dupilumab,

trong khi 4i luc cua phan to hu25G7-B t6t hon dang ké so vé6i ctia dupilumab.

Sau khi thanh thuc i luc, trinh tu ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé hu25G7-
A 1a nhu sau:
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hu25G7-A LCVR

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASSSVPYMYWYQQKPGQAPRLLIYLTS
NLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRAYPPMLTFGGGTK VEI
K (SEQ ID NO.37).

C4c trinh tu CDR dugc chira trong viing nay duoc thé hién trong bang 9.

Bang 9. céc trinh tu CDR

Tén Trinh tu SEQ ID NO.
LCDRI | RASSSVPYMY | SEQIDNO.38
LCDR2 LTSNLAS SEQ ID NO.7
LCDR3 | QQWRAYPPMLT | SEQ ID NO.40

Trinh tuy ving bién ddi chudi nhe cua khang thé hu25G7-B 13 nhu sau:
hu25G7-B LCVR

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASPGVPPLAWYQQKPGQAPRLLIYLASS
RPSGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO.41);

Céc trinh tu CDR dugc chita trong ving nay dugc thé hién trong bang 10.

Bang 10. céc trinh twy CDR

Tén Trinh tu SEQ ID NO.
LCDRI | RASPGVPPLA | SEQID NO.42
LCDR2 LASSRPS SEQ ID N0.39
LCDR3 | QQWRSNPPMLT | SEQIDNO.8

Vung bién d6i chudi nhe hu25G7-A LCVR néu trén dugc tai t6 hop v6i ving hing
dinh chudi nhe hu25G7 d thu duoc chudi nhe khang thé hu25G7-A; ving bién dbi chudi
nhe hu25G7-B LCVR néu trén dugc tai td hop v6i ving hing dinh chudi nhe hu25G7 ¢
thu dugc chudi nhe khang thé hu25G7-B.

Céc gbc axit amin khong 6n dinh trong hu25G7-VH-c dugc tdi wu hoa dé ting
cuong sinh kha dung, dan dén ving bién d6i chudi nang hu25G7-VH:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWV
AFISSGSSITYYADIVKGRSTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNKRGF
FDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO.43).

Ving bién d6i chudi ning dugc mo ta néu trén cb thé dugc tai t6 hop véi ving

hing dinh chudi ning hu25G7 dé thu dugc chudi ning khang thé hu25G7-A/hu25G7-B.
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Trinh tw chudi ning c6 chidu dai ddy di hu25G7-A va hu25G7-B dugc thé
hién trén SEQ ID NO.44.

hu25G7 HC

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWV
AFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNTL YLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNKRGF
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTK VDK
RVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPE
VQFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEK TISK AKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO.44);

MBdi trinh tu chudi nhe c6 chidu dai ddy da dugc thé hién trong SEQ ID NO.45-
SEQ ID NO.46.

hu25G7-A LC

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASSSVPYMYWYQQKPGQAPRLLIYLTS
NLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRAYPPMLTFGGGTKVEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEQ ID NO.45);

hu25G7-B LC

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASPGVPPLAWYQQKPGQAPRLLIYLASS
RPSGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEQ ID NO.46).

Vi du 10: Dt liéu hoat tinh trudng thanh &i lyc cua khang thé nhan tao

Hai khang thé hu25G7-A va hu25G7-B dugc thir nghiém nhu duge mo ta trong
vi du 3 va Vi du 4; ca hai khang thé cia hu25G7-A va hu25G7-B ¢6 thé phong bé gan két
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cua IL-4/IL-4R, va qu4 trinh truyén tin hiéu nodi bao, dan dén trung hoa tac dung hoat hoa
cta IL-4 va IL-13, va trc ché ting sinh cua t& bao TF-1; dir lidu hoat tinh dugc thé hién

trong bang 11.

Bang 11. So sanh dir liéu hoat tinh

Phong bé Phong bé gan | Phong bé ginkét | Ucchétang | Uc ché tang sinh
ELISA IL- két ciia cac té clia cac té bao sinh ctia té cia té bao TF-1
Khang thé | 4/IL-4R ctia | bao HEK293- HEK293-Blue | bao TF-1 bang bang IL-13
ngudi (ICs,) | Blue (bang IL-4) (bang IL-13) IL-4 (ICsp) (ICs0)
(ng/mL) (ICsp) (ng/mL) | (ICsp) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
hu25G7-A 1442 6,49 10,02 83,72 13,24
hu25G7-B 108,4 6,598 8,38 50,95 13,71
Dupilumab 156,3 12,48 14,75 100,9 18,10

Trong tht nghiém tc ché tang sinh cua t& bao TF-1 do kich thich IL-13, ca
hu25G7-A va hu25G7-B déu cho théy tdc dung c6 lgi. Tac dung nay da dugc kiém
chung nhiéu lan va két qua cho thdy trong cung diéu kién, tri s6 e ché (ICs0) cua
hu25G7-A dbi véi ting sinh cta t bao TF-1 dugc kich thich béi IL-13 bang 11,68, va tri
s& trc ché (ICs0) ctia dupilumab dbi chimg déi véi tang sinh cta té bao TF-1 dugc kich
thich boi IL-13 bang 22,85. Khi so sanh vé6i dupilumab, hu25G7 c6 tic dung cai thién
dang ké trong phong bé gin két cua IL-4, IL-13 v6i IL-4R, cling nhu ting sinh cta té bao
gdy ra bdi gin két do.

Vi du 11:Nghién ctru tadc dung cia khéng thé nhan tao d6i v6i bénh viém da &

chudt nhét

P& thiét 1ap md hinh chudt nhit bi bénh viém da, chudt nhét chuyén gen IL-4/IL-
4Ra (duge mua tir Cyagen Bioscience Biological Research Center (Taicang) Co., Ltd.)
dugc st dung. 100pL dung dich diu oliu axeton OXZ 1,5% (axeton:ddu oliu =
4:1) dugc thoa déu lén bung cla mdi chudt nhit, kich ¢& tir khodng 3cm x 3
cm, dé gdy min cam. Ngiy gdy man cam dugc tinh 1a DO (ngdy 0). Vao ngay thir 7,
20uL dung dich dau oliu axeton OXZ 1% dugc thoa déu 1én ca hai tai (ca hai bén) cua
chudt nhit dé thtr thach, va thir thach cir 72 gid mot 1an.

Téng cong c6 5 nhom, bao gbm nhém dbi chimg binh thuong (chi st dung
dung dich dau oliu axeton dé gdy man cam va tht thach), nhom dbi chung mo hinh,
hu25G7-A, hu25G7-B va nhém dupilumab, dugc thiét 14p trong thir nghiém nay, véi 3
dén 5 chu6t nhit mdi nhém. Liéu st dung cho nhém st dung bang 50mg/kg, va dudng sir

dung 13 tiém dudi da, hai 1An mdi tudn (xem bang 12 dé biét thong tin chi tiét). Vao ngay
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27, chiu day cua tai dugc do bang thudc cip vernier, va két qua duogc thé hién trong

bang 12.

Bang 12. So db lidu lugng cho mdi nhém

. S6 lwong chudt o Liéu st Tén suét su
Nhom ahit Puong su dung dung dung*
Nhom dbi chimg 3 (chudt nhét i . CA o xe A
binh thusng duc) Tiém dudi da - hai 1an mai tuan
ke 5 (3 chudt nhit
Nhomfi o chimg c4i+2 chudt Tiém duéi da - hai 14n mdi tuin
md hinh ‘
nhat duc)
5 (3 chudt nhit o
hu25G7-A cait2 chudt Tiém dudi da 50mg/kg hai 1an moi tudn
nhat duc)
3 (2 chudt nhét i . Sx e s
hu25G7-B cai+1 male) Tiém dudi da 50mg/kg hai 1an mo6i tuan
4 (2 chudt nhét o
Dupilumab cait2 chudt Tiém dudi da 50mg/kg hai lan moi tuan
nhat duc)

Két qua cho thdy tai chudt & nhom dbi chimg c6 biu hién bénh 1y 1o rang, chiéu
day tai cao hon déng ké so v6i nhém dbi chimg binh thudng. Chidu day tai ciia chudt &
nhém hu25G7-A, hu25G7-B va dupilumab thdp hon dang k& so v6i nhém déi chimg mo
hinh vao ngay 27. Nghia 13, hu25G7-A, hu25G7-B va dupilumab c6 thé duoc sir dung dé

diéu tri viém da, va hu25G7-B hiéu qua hon dupilumab.
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YEU CAUBAO HO
1. Khang thé khang IL-4R hoic manh gén két khang nguyén ctia né, trong do:
ving bién ddi chudi ning chua:
(I) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tng nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.3,
SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; hodc

(Il) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tmg nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.11, SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13;

va/hoic, vung bién doi chuoi nhe chira:

(I) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tng nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.6,
SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8; hodc

(II) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 twong tng nhu duoc thé hién trong SEQ ID
NO.14, SEQ ID NO.15 va SEQ ID NO.16; hoac

(II) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong Umg nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.38, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.40; hodc

(IV) LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong ung nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.42, SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.8.

2. Khang thé khang IL-4R hoic manh gan két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong d6
khéng thé nay chira chira ving bat ky duogc chon tir (I) dén (IV) sau:

(I) ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tng nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; va ving bién dbi
chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong ung nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.6, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8;

(I) ving bién ddi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 twong ting nhur
duoc thé hién trong SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO. 13; va ving bién doi
chudi nhe chira LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong tng nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.14, SEQ ID NO.15 va SEQ ID NO.16;

(II1) ving bién dbi chudi ning chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 twong tmg nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; vi ving bién dbi
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chubi nhe chta LCDR1, LCDR2 va LCDR3 twong tmg nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.38, SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.40;

(IV) ving bién dbi chudi nang chira HCDR1, HCDR2 va HCDR3 tuong tng nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5; va ving bién d6i
chubi nhe chita LCDR1, LCDR2 va LCDR3 tuong Gng nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO.42, SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.8.

3. Khéang thé khang IL-4R hoic manh gén két khang nguyén cua né theo diém bt ky
trong sb cac diém tir 1 dén 2, trong d6 khang thé nay con chira manh hoic t6 hop cia

ching dugc chon tir nhém bao gbm:

- trinh ty vung FR c¢é ngudn gbc tir chudi nhe dong mam cta ngudi IGKV3-

11*01; va

- trinh ty dot bién nguoc c6 d6 twong ddng it nhét bang 95% so véi ving FR ¢c6
nguén géc tir chubi nhe dong mam cla nguoi IGKV3-11*01; tdt hon néu, dot bién ngugc

nay dugc chon tir nhém bao gbm L46P, L47W va F71Y, hodc t5 hop ctia chung;

va/hoic, khang thé khang IL-4R nay hoic manh gén két khang nguyén ctia né con

chira manh hoic t6 hop cia chiing duge chon tir nhom bao gbm:

- trinh tu ving FR c6 ngudn gbc tir chudi ning dong maim cta ngudi IGHV3-

48*01; va

- trinh tu dot bién nguoc c6 do tuong dong it nhét bang 95% so v&i viing FR c6
ngudn gbc tir chudi ning dong mam cta ngudi IGHV3-48%01; tbt hon néu, dot bién
ngugc nay duge chon tir nhom bao gém S49A, F67S va A93T, hodc td hop ctia chiing.

4. Khang thé khang IL-4R hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo diém bat ky
trong sb cac diém tir 1 dén 2, trong d6 khang thé nay con chira manh hozc t6 hop cla
ching dugc chon tir nhém bao gom:

- trinh tr ving FR ¢6 ngudn gbc tir chudi nhe dong mam cia ngudi IGKV2D-
29*01; va

- trinh tir d6t bién nguoc c6 do tuong dbng it nhit bing 95% so véi ving FR c6
ngudn gbc tir chudi nhe dong mam cta ngudi IGKV2D-29*01; tbt hon néu, dot bién

nguogc nay dugce chon tir nhém bao gém MA4L va/hoac V58I;
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va/hodc, khang thé khang IL-4R nay hodc ménh gan két khang nguyén ctia n6 con

chtra méanh hoic t6 hop cta chiing duge chon tir nhém bao gbm:

- trinh tu ving FR c6 ngudn gdc tir chudi ning dong mam cia ngudi IGHVI-

2*%02; va

- trinh tu dot bién nguoc c6 d6 trong ddng it nhat bang 95% so v6i ving FR ¢6
nguén géc tir chudi ning dong maim cla nguoi IGHV1-2*02; tdt hon néu, dot bién nguoc

nay dugc chon tir nhém bao gdm M69L, R711, T73K va R94K, hodc t hop cla ching.

5. Khang thé khang IL-4R hoic manh gin két khang nguyén ctia né theo diém bét ky
trong sb céc diém tir 1 dén 2, trong d6 manh gin két khang nguyén dugc chon tir nhém
bao g(”)m manh Fab, manh Fab’-SH, manh Fv, manh scFv, va manh (Fab’),; ving bién
dbi chudi nang ctia khang thé nay chira cac ving khung chudi ning cta IgG1, IgG2, 1gG3
hodc IgG4 cua ngudi hodc cac bién thé cna ching; tt hon néu, viing bién d6i chudi ning
cta khang thé ndy chira cic ving khung chudi ning cua IgGl1, IgG2 hodc IgG4 cua
ngudi; t6t hon nita néu, ving bién ddi chudi ning ctia khing thé nay chira cac ving

khung chudi ning cua IgG4 cia nguoi.

6. Khang thé khang IL-4R ho#ic manh gian két khang nguyén ciia n6 theo diém bat ky

trong sO cac diém tir 1 dén 2, trong do:
vung bién ddi chudi nang chura:

(I) trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.1 hodc trinh ty ¢6 do twong dong
it nhét bang 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.1; hodc

(IT) trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.9 hodc trinh tu c6 do twong dong
it nhat bang 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.9; hodc

(IIT) trinh tg nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.43 hodc trinh ty ¢6 d§ twong
déng it nhét béng 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.43;

va/hodc, viung bién doi chudi nhe chira:

(I) trinh tu nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.2 hofc trinh tw ¢6 do twong ddng
it nhét béng 90%, 95%, 98%, 99% so v4i SEQ ID NO.2; hodc

(II) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.10 hogc trinh ty c6 do tuong
ddng it nhat biang 90%, 95%, 98%, 99% so véi SEQ ID NO.10; hoic
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(III) trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.37 hodc trinh ty ¢6 40 twong
ddng it nhit bing 90%, 95%, 98%, 99% so véi SEQ ID NO.37; hoac

(IV) trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.41 hoic trinh ty c6 do tuong
ddng it nhit bing 90%, 95%, 98%, 99% so v6i SEQ ID NO.41;

t6t hon néu, khang thé khang IL-4R nay hodc manh gén két khang nguyén ctia né

chura:

ving bién ddi chudi nang nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.1 va

vung bién dbi chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.2; hodc

ving bién ddi chudi ning nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO.9 va

vung bién dbi chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.10; hodc

ving bién ddi chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.43, va

ving bién ddi chudi nhe nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.37; hodc

ving bién ddi chudi nang nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.43, va

vung bién ddi chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.41.

7. Khang thé khang IL-4R hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 theo diém bat ky
trong sb cac diém tir 1 dén 2, trong do:

viing bién ddi chudi ning chira:

(1) trinh tw nhu dugc thé hién trén mét trong sé cac SEQ ID NO.25-SEQ ID
NO.27 hoic trinh tu c6 do twong dong it nht bing 90%, 95%, 98% hodc 99% so v&i mot
trong sé cac SEQ ID NO.25-SEQ ID NO.27; hodc

(1) trinh tw nhu dugc thé hién trén mot trong s6 cac SEQ ID NO.31-SEQ ID
NO.33 hoic trinh ty c6 d6 tuong ddng it nhit bang 90%, 95%, 98% hodc 99% so vi mot
trong sb cac SEQ ID NO.31-SEQ ID NO.33;

va/hodc ving bién d6i chudi nhe chira:

(I) trinh ty nhu dugc thé hién trén mot trong sé cac SEQ ID NO.28-SEQ ID
NO.SEQ ID NO.30 hoic trinh t ¢6 d6 twong ddng it nhat bang 90%, 95%, 98% hodc
99% so v&i mot trong sb cac SEQ ID NO.28-SEQ ID NO.SEQ ID NO.30; hodc
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(D) trinh ty nhu duoc thé hién trén mot trong sd cac SEQ ID NO.34-SEQ ID
NO.36 hoic trinh ty c6 d twong ddng it nhit bang 90%, 95%, 98% hodc 99% so v6i mot
trong s cac SEQ ID NO.34-SEQ ID NO.36.

8. Khang thé khang IL-4R hodc manh gan két khang nguyén cua né theo diém bét ky
trong sb cac diém tir 1 dén 2, trong do:
chudi ning chira:

(I) trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.17 hoic trinh tw ¢6 do twong ddng
it nhat bang 90%, 95%, 98%, hoic 99% so véi SEQ ID NO.17; hoic

(II) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.19 hogc trinh tu c6 df twong
ddng it nhét bing 90%, 95%, 98%, hodc 99% so v6i SEQ ID NO.19; hoac

(III) trinh ty nhu dugce thé hién trong SEQ ID NO.44 hoic trinh tu ¢6 d§ twong
ddng it nhat bang 90%, 95%, 98%, hodc 99% so vi SEQ ID NO.44;

va/hodc chudi nhe chira:

(I) trinh ty nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO.18 hodc trinh tw ¢6 d twong déng
it nhat bang 90%, 95%, 98%, hoic 99% so véi SEQ ID NO.18; hogc

(II) trinh tg nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.20 hodc trinh ty c6 do tuong
ddng it nhat bang 90%, 95%, 98%, hodc 99% so véi SEQ ID NO.20; hodc

(IIT) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.45 hodc trinh ty ¢6 do tuong
ddng it nhit bang 90%, 95%, 98%, hodc 99% so v6i SEQ ID NO.45; hodc

(IV) trinh ty nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.46 hodc trinh tu ¢6 do tuong
ddng it nhat bang 90%, 95%, 98%, hodc 99% so véi SEQ ID NO.46;

t6t hon néu, khang thé khang IL-4R ndy hodc manh gin két khang nguyén

ctia n6 chira chudi bat ky duoc chon tir nhém bao gom:

chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.17 va chudi nhe nhu duoc thé
hién trong SEQ ID NO.18; hoac

chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.19 va chubi nhe nhu duoc thé
hién trong SEQ ID NO.20; hoac
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chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.44 va chudi nhe nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO.45; hoac

chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO.44 va chudi nhe nhu
duge thé hién trong SEQ ID NO.46.

9. Khang thé khang IL-4R hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 theo diém bat ky
trong s céac diém tir 1 dén 2, trong d6 khang thé nay 1a khang thé ctia chuot nhat, khang
thé thé kham, khang thé ctia ngudi, khéng thé nhan tao hoic manh cia chung.

10. Polynucleotit ma ho4 khang thé khang IL-4R hodc manh gin két khang nguyén cla

n6 theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9.

11. Vecto chita polynucleotit theo diém 10, trong d6 vecto ndy 1a vecto biéu hién sinh vat

nhan that, vecto bicu hién sinh vat nhan so, hodc vecto virut.

12. Té bao vat chu chira vecto theo diém 11, tot hon néu, t€ bao vat chi nay dugc chon tur
nhém bao gom té bao vi khuan, t€ bao nam men, t&€ bao dong vat co vu, tot hon nira néu,
t& bao vat chi duge chon tir nhém bao gdm Escherichia coli, Pichia pastoris, 1€ bao

budng tring ctia chudt nhit ddngTrung Quéc, té bao than phdi cua ngudi 293.

13. Thudc thir chira khang thé khang IL-4R hodc manh gin két khang nguyén cta n6 theo

diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9.

14. Thudc thir chira khang thé khang IL-4R hoic manh gin két khang nguyén ctia n6 theo
diém bAt ky trong sd cac diém tir 1 dén 9, dé st dung trong chan doan bénh lién quan dén

té bao biéu hién IL-4R ciia nguoi.

15. Dugc phim chira khang thé khang IL-4R hodc manh gan két khdng nguyén cta no
theo diém bét ky trong sb cac diém tr 1 dn 9; va ta duoc, chét pha loing hodc chéit mang
duoc dung.

16. Phuong phép san xuét khang thé khang IL-4R hodc manh gén két khang nguyén cla
n6, bao gém céac budc sau:biéu hién khang thé khang IL-4R hodc manh gin két khang
nguyén cua no trong té bao vat chu theo diém 12, va phan 1ap khang thé khang IL-4R nay

ho#c manh gin két khang nguyén cia né tir t€ bao vat chu.
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DANH MUC TRINH TU

<110> JIANGSU HENGRUI MEDICINE CO., LTD.

SHANGHAI HENGRUI PHARMACEUTICAL CO., LTD.
<120> KHANG THE KHANG IL-4R VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
<130> 719056CPCT

<160> 46

<170> SIPOSequenceListing 1.0
<210> 1

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<221> Mién

<222> (1)..(118)

<223> vung bién dbi chudi ning mAb 25G7 cua chudt nhét

<400> 1

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

1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile Tyr Tyr Ala Asp Ile Val
50 55 60
Lys Gly Arg Ser Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80
Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Ile Leu Thr Val Ser Ser
115
<210> 2
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<221> Mién

<222> (1)..(108)

<223> Vving bién dbi chudi nhe mAb 25G7 cua chudt nhit

<400> 2

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

1 5 10 15
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Asn Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
Tyr Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Arg Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
65 70 75 80
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Arg Ser Asn Pro Pro Met
85 90 95
Leu Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Val Lys
100 105
<210> 3
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(10)
<223> mAb 25G7 HCDR1 cua chudt nhit

<400> 3

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gly Met His
1 5 10
<210> 4

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> Mién
<222> (1)..(17)
<223> mAb 25G7 HCDR2 cua chudt nhit

<400> 4
Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile Tyr Tyr Ala Asp Ile Val Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(9)
<223> mAb 25G7 HCDR3 cua chudt nhit

<400> 5

Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp Tyr

1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> Mién

<222> (1)..(10)

<223> mAb 25G7 LCDR1 cua chudt nhit
<400> 6

Asn Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 10
<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> Mién
<222> (1)..(7)
<223> mAb 25G7 LCDR2 ciia chudt nhit

<400> 7

Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(11)
<223> mAb 25G7 LCDR3 cua chudt nhit

<400> 8

Gln Gln Trp Arg Ser Asn Pro Pro Met Leu Thr
1 5 10
<210> 9

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> Mién

<222> (1)..(125)

<223> Vung bién ddi chudi n&ng mAb 7B10 cua chudt nhit

<400> 9

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

1 5 10 15
Ser Val Ser Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Ile His Pro Asn Ser Asp Thr Thr Lys Phe Ser Glu Asn Phe
50 55 60
Lys Thr Arg Ala Thr Leu Thr Ile Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Lys Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Ser Lys Ile Ile Thr Thr Ile Val Ala Arg His Trp Tyr Phe
100 105 110
Asp Val Trp Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 10
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(111)

<223> Vung bién ddi chudi nhe mAb 7B10 cua chudt nhit
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<400> 10
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Pro Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Gly
20 25 30
Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Leu Gly Gln Pro Pro
35 40 45
Lys Val Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His
65 70 75 80
Pro Val Glu Glu Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Asn
85 90 95
Glu Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 11
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(10)
<223> mAb 7B10 HCDR1 cia chudt nhit

<400> 11

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met His
1 5 10
<210> 12

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> Mién
<222> (1)..(17)
<223> mAb 7B10 HCDR2 cua chudt nhit

<400> 12

Leu Ile His Pro Asn Ser Asp Thr Thr Lys Phe Ser Glu Asn Phe Lys
1 5 10 15

Thr

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> Mién
<222> (1)..(16)
<223> mAb 7B10 HCDR3 cua chudt nhit

<400> 13

Ser Lys Ile Ile Thr Thr Ile Val Ala Arg His Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10 15
<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> Mién
<222> (1)..(14)
<223> mAb 7B10 LCDR1 cua chudt nhit

<400> 14

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Gly Gly Asp Ser Tyr Met Asn
1 5 10 15
<210> 15

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> Mién
<222>  (1)..(7)
<223> mAb 7B10 LCDR2 cua chudt nhit

<400> 15

Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(9)
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<223> mAb 7B10 LCDR3 cuia chudt nhit

<400>
Gln His Ser Asn Glu Asn Pro Pro Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Glu
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu
Thr
Leu
Leu
Cys
145
Ser
Ser
Ser
Asn
Pro
225
Phe
val
Phe
Pro
Thr
305
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
385
Ser

Glu

His

Val
Leu
Met
Phe
50

Gly
Gln
Arg
Val
Ala
130
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
210
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
290
val
Ser
Lys
Glu
Phe
370
Glu
Phe

Gly

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

16

17
445
PRT

Trinh ty nhén tao

Chudi
(1)..(445)
Chudi ndng cua khang

17
Gln

Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Gly
Thr
115
Pro
val
Ala
Gly
Gly
195
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
275
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
355
Tyr
Asn
Phe
Asn
Thr

435
18

215

PRT

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Ser
Asn
Asn
100
val
Cys
Lys
Leu
Leu
180
Thr
Val
Pro
Lys
Val
260
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
340
Met
Pro
Asn
Leu
Val

420
Gln

Trinh tu

Chudi

5

Val Glu Ser

5
Ser

Val
Ser
Thr
Ser
85

Lys
Ser
Ser
Asp
Thr
165
Tyr
Lys
Asp
Ala
Pro
245
val
val
Gln
Gln
Gly
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
405

Phe

Lys

Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Arg
Ser
Arg
Tyr
150
Ser
Ser
Thr
Lys
Pro
230
Lys
Val
Asp
Phe
Asp
310
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
390
Ser

Ser

Ser

Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg
Gly
Ala
Ser
135
Phe
Gly
Leu
Tyr
Arg
215
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
295
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr
Arg

Cys

Leu

nhén tao

(1)..(215)

18

thé
Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Phe
Ser
120
Thr
Pro
Val
Ser
Thr
200
val
Phe
Thr
val
Val
280
Ser
Leu
Ser
Pro
Gln
360
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
440

41632

nhan tao hu25G7

Gly
Ser
25

Pro
Ile
Asp
Glu
Phe
105
Thr
Ser
Glu
His
Ser
185
Cys
Glu
Leu
Leu
Ser
265
Glu
Thr
Asn
Ser
Gln
345
Val
Val
Pro
Thr
val

425
Leu

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys
Ile Tyr

Asn Ala
75

Asp Thr

90

Asp Tyr

Lys Gly
Glu Ser

Pro Val
155

Thr Phe

170

val val

Asn Val
Ser Lys

Gly Gly
235

Met Ile

250

Gln Glu

Val His
Tyr Arg

Gly Lys
315

Ile Glu

330

Val Tyr

Ser Leu

Glu Trp

Pro Val
395

Val Asp

410

Met His

Ser Leu

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Trp
Pro
Thr
140
Thr
Pro
Thr
Asp
Tyr
220
Pro
Ser
Asp
Asn
val
300
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
380
Leu
Lys

Glu

Gly

Chudi nhe cua khang thé nhan tao hu25G7

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Gly
Ser
125
Ala
Val
Ala
Val
His
205
Gly
Ser
Arg
Pro
Ala
285
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
365
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
445
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Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr
Gln
110
Val
Ala
Ser
val
Pro
190
Lys
Pro
val
Thr
Glu
270
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
430

Gly
Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175
Ser
Pro
Pro
Phe
Pro
255
val
Thr
Val
Cys
Ser
335
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

415
His

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Pro
Gly
Asn
160
Gln
Ser
Ser
Cys
Leu
240
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400

Gln

Asn



Glu Ile
1
Glu Arg

Tyr Trp

Leu Thr
50

Gly Ser

65

Asp Phe

Leu Thr
Ala Pro

Gly Thr
130

Ala Lys

145

Gln Glu

Ser Ser
Tyr Ala

Ser Phe
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu Val
1
Ser Val

Trp Met

Gly Leu
50

Lys Thr

65

Met Glu

Ala Lys
Asp Val

Lys Gly
130

Gly Gly

145

Pro Val

Thr Phe
val Vval

Asn Val
210

Pro Lys

225

Glu Leu

Asp Thr
Asp Val

Gly Val
290

Asn Ser

305

Trp Leu

Val Leu

Ala Thr
20

Tyr Gln

35

Ser Asn

Gly Thr
Ala Val

Phe Gly
100

Ser Val

115

Ala Ser

val Gln
Ser Val

Thr Leu
180

Cys Glu

195

Asn Arg

19
455
PRT
Trinh tu

Chudi

Thr Gln Ser
Leu Ser Cys
Gln Lys Pro

Leu Ala Ser
55
Asp Phe Thr
70
Tyr Tyr Cys
85
Gly Gly Thr

Phe Ile Phe

val Val Cys
135
Trp Lys Val
150
Thr Glu Gln
165
Thr Leu Ser

Val Thr His

Gly Glu Cys
215

nhé&n tao

(1)..(455)
Chudi ndng cua khang

19
Gln Leu

Lys Val
20

His Trp

35

Ile His

Arg Val
Leu Ser

Ser Lys
100

Trp Gly

115

Pro Ser

Thr Ala
Thr Val
Pro Ala
180
Thr Val
195
Asn His
Ser Cys
Leu Gly
Leu Met
260
Ser His
275
Glu Vval
Thr Tyr

Asn Gly

Val Gln Ser
5
Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Asn Ser
55
Thr Met Thr
70
Arg Leu Arg
85
Ile Ile Thr

Gln Gly Thr

Val Phe Pro
135
Ala Leu Gly
150
Ser Trp Asn
165
Val Leu Gln

Pro Ser Ser

Lys Pro Ser
215
Asp Lys Thr
230
Gly Pro Ser
245
Ile Ser Arg

Glu Asp Pro

His Asn Ala

295

Arg Val Vval
310

Lys Glu Tyr

Pro
Asn
Gly
40

Gly
Leu
Gln
Lys
Pro
120
Leu
Asp
Asp
Lys

Gln
200

thé
Gly
Ala
Ala
40

Asp
Ile
Ser
Thr
Thr
120
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
200
Asn
His
Val
Thr
Glu
280
Lys

Ser

Lys

Ala
Ala
25

Gln
Ile
Thr
Gln
Val
105
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

185
Gly

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Trp
90

Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
170
Asp

Leu

Leu
Ser
Pro
Ala
Ser
75

Arg
Ile
Asp
Asn
Leu
155
Asp
Tyr

Ser

41632

Ser
Ser
Arg
Arg
60

Ser
Ser
Lys
Glu
Phe
140
Gln
Ser

Glu

Ser

nhén tao hu7B10

Ala Glu Val

Ser
25

Pro
Thr
Asp
Asp
Ile
105
val
Ala
Leu
Gly
Ser
185
Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
265
Val
Thr

Val

Cys

10
Gly

Gly
Thr
Thr
Asp
90

Val
Thr
Pro
val
Ala
170
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
250
Glu
Lys
Lys
Leu

Lys

Tyr
Gln
Lys
Ser
75

Thr
Ala
val
Ser
Lys
155
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
235
Phe
val
Phe
Pro
Thr

315
Val

Lys
Thr
Gly
Phe
60

Ile
Ala
Arg
Ser
Ser
140
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
220
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
300

vVal

Ser

Leu
Val
Leu
45

Phe
Leu
Asn
Arg
Gln
125
Tyr
Ser
Thr
Lys

Pro
205

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
Val
His
Ser
125
Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
205
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
285
Glu

Leu

Asn

-53-

Ser
Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
Thr
110
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

190
Val

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Trp
110
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
190
Tyr
Lys
Pro
Lys
val
270
Tyr
Glu
His

Lys

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Pro
95

val
Lys
Arg
Asn
Ser
175
Lys

Thr

Gly
15

Ser
Trp
Asn
Ala
Tyr
95

Tyr
Ser
Thr
Pro
val
175
Ser
Ile
Val
Ala
Pro
255
Val
Val
Gln

Gln

Ala

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu
80

Met
Ala
Ser
Glu
Ser
160
Leu

Val

Lys

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Phe
Thr
Ser
Glu
160
His
Ser
Cys
Glu
Pro
240
Lys
val
Asp
Tyr
Asp

320
Leu



Pro
Glu
Asn
Ile
385
Thr
Lys
Cys

Leu

Ala
Pro
Gln
370
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
450

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Asp
1
Gln
Gly
Gln
Arg
65
Arg
Glu
Thr
Leu
Pro
145
Gly
Tyr
His

vVal

Ile
Pro
Asp
Leu
50

Phe
Val
Asn
val
Lys
130
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<221>

<222>
<223>
<400>

Glu
1
Ser
Ser
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Val
Leu
Met
Tyr
50

Gly

Gln

Arg

<210>
<211>

Pro
Gln
355
Val
Val
Pro
Thr
Val
435
Leu
20

218
PRT

Ile
340
Val
Ser
Glu
Pro
Val
420
Met

Ser

Trinh tu

Chudi

325
Glu

Tyr
Leu
Trp
Val
405
Asp
His

Pro

Lys
Thr
Thr
Glu
390
Leu
Lys
Glu

Gly

Thr
Leu
Cys
375
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
455

nhén tao

(1)..(218)
Chudi nhe cua khang thé nhan

20
val

Ala
Ser
35

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
115
Ser
Glu
Ser
Leu
Val
195
Lys

21

98
PRT

Leu
Ser
20

Tyr
Ile
Gly
Ala
Pro
100
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
180

Tyr

Ser

Thr
5
Ile
Met
Tyr
Ser
Glu
85
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
165
Ser

Ala

Phe

Gln
Ser
Asn
Ala
Gly
70

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
150
Ser
Thr
Cys

Asn

Thr
Cys
Trp
Ala
55

Ser
val
Gly
Val
Ser
135
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
215

Trinh ty nhén tao

Mién
(1)..(98)

Khuén chudi ndng

21

Gln Leu Val

Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met

22
95

Leu
20

Trp
Ser

Phe

Asn

5
Ser

val

Ser

Thr

Ser
85

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile

70
Leu

Ile
Pro
360
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
440

Pro
Lys
Tyr
40

Ser
Gly
Gly
Gly
Phe
120
val
Trp
Thr
Thr
Val

200
Gly

Ser
345
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

425
His

Leu
Ala
25

Leu
Asn
Thr
val
Gly
105
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
185
Thr

Glu

330
Lys

Ser
Lys
Gln
Gly
410

Gln

Asn

tao
Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr
90

Thr
Phe
Cys
vVal
Gln
170
Ser
His

Cys

Ala
Arg
Gly
Pro
395
Ser

Gln

His

41632

Lys
Glu
Phe
380
Glu
Phe

Gly

Tyr

hu7B10

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
155
Asp
Lys

Gln

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Val
Pro
Leu
140
Asn
Ser

Ala

Gly

Gly
Glu
365
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
445

Val
val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
205

Gln
350
Met
Pro
Asn
Leu
Val

430
Gln

Thr
Asp
30

Gln
Val
Lys
His
Ile
110
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

190
Ser

déng mam cua ngudi IGHV3-48*01

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser

Arg

Gly
Ala
Ala
40

Ser

Arg

Ala

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp

Glu

Gly
10

Gly
Gly
Ile

Asn

Asp
90

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala

75
Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

val

Pro
Ser
30

Glu
Asp

Ser

Tyr

335
Pro

Thr
Ser
Tyr
Tyr
415

Phe

Lys

Pro
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser
95

Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
175
Glu

Ser

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu

Tyr
95

Arg
Lys
Asp
Lys
400
Ser

Ser

Ser

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser
80

Asn
Arg
Gln
Tyr
Ser
160
Thr
Lys

Pro

Gly
Tyr
val
val
Tyr

80
Cys



41632

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(95)
<223> Khudn chudi nhe dong médm clia ngudi IGKV3-11*01
<400> 22
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp
85 90
<210> 23
<211> 098
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(98)
<223> Khuén chudi ning dong midm cua ngudi IGHV1-2*%02
<400> 23
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 30
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr
65 70 75
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr
85 90
Ala Arg
<210> 24
<211> 100
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(100)
<223> Khuén chudi nhe déng mdm cua ngudi IGKV2D-29*01
<400> 24
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr
1 5 10
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70 75
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met
85 90
Ile Gln Leu Pro
100
<210> 25
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(118)
<223> hu25G7-VH-a
<400> 25
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

10

Ser Gly Phe Thr Phe

25

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Gly
Trp
Lys
Ala

Tyr
95

Pro
15

His
Gln
val
Lys

Gln
95

Gly
15

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr

80
Cys

Gly
Ser
Pro
Pro
Ile

80
Ser

Gly

Ser Asp Tyr

30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
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35
Ala Phe TIle Ser Ser
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser

Gly
Ile
70

Leu

Arg

Ser

Glu
Cys
Arg

Gly

Ser
55

Ser
Arg

Gly

Ser
Ala
Gln

Ser

85
Ala Arg Gly Asn Lys
100

Leu Val Thr Val Ser

115
<210> 26
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<221> Mién
<222>  (1)..(118)
<223> hu25G7-VH-b
<400> 26
Glu Val Gln Leu Val
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser

20

Gly Met His Trp Val

35
Ala Phe Ile Ser Ser

50

Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser

Ile
70
Leu

Arg

Ser

55
Ser

Arg

Gly

85
Thr Arg Gly Asn Lys
100
Leu Val Thr Val Ser
115
<210> 27
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(118)

<223> hu25G7-VH-c

<400> 27

Glu Val Gln Leu Val

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Gly Met His Trp Val
35

Ala Phe Ile Ser Ser

50

Lys Gly Arg Ser Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Arg

Ser

Gln
Ser
Lys

Ala

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser

Arg

Gly

Ser
Cys
Pro

Ser

85
Thr Arg Gly Asn Lys
100

Leu Val Thr Val Ser

115
<210> 28
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(108)
<223> hu25G7-VL-a
<400> 28
Glu Ile Val Leu Thr
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu

20

Tyr Trp Tyr Gln Gln

35
Leu Thr Ser Asn Leu

50

55

40
Ser

Arg
Ala

Phe

Gly
Ala
Ala
Ser
Arg
Ala

Phe

Gly
Ala
Ala
Ser
Arg
Ala

Phe

Pro
Asn
Gly

40
Gly

Ile
Asp
Glu

Phe
105

Gly
Ser
25

Pro
Ile
Asp

Glu

Phe
105

Gly
Ser
25

Pro
Ile
Asp

Glu

Phe
105

Ala
Ala
25

Gln

Ile

Ile
Asn
Asp

Asp

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90
Asp

Gly
Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90
Asp

Thr
10
Ser

Ala

Pro

41632

Tyr
Ala
75

Thr

Tyr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Tyr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Tyr

Leu
Ser
Pro

Ala

Tyr
60

Lys
Ala

Trp

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Ser
Ser
Arg

Arg

45
Ala

Asn
Val

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Leu
vVal
Leu

45
Phe

-56-

Asp
Ser
Tyr

Gln
110

Pro
Ser
Glu
Asp
Ser
Tyr

Gln
110

Pro
Ser
Glu
Asp
Ser
Tyr

Gln
110

Ser
Ser
30

Leu

Ser

Ile
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
15

Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
15

Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr

95
Gly

Pro
15

Tyr
Ile

Gly

Val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Met
Tyr

Ser



41632

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu

65 70 75 80
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Arg Ser Asn Pro Pro Met
85 90 95
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 29
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(108)
<223> hu25G7-VL-b

<400> 29
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Asn Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
35 40 45
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu
65 70 75 80
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Arg Ser Asn Pro Pro Met
85 90 95
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 30
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(108)
<223> hu25G7-VL-c

<400> 30
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Asn Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Pro Trp Ile Tyr
35 40 45
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu
65 70 75 80
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Arg Ser Asn Pro Pro Met
85 90 95
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 31
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(125)
<223> hu7B10-VH-a
<400> 31
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Leu Ile His Pro Asn Ser Asp Thr Thr Lys Phe Ser Glu Asn Phe
50 55 60
Lys Thr Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Lys Ile Ile Thr Thr Ile Val Ala Arg His Trp Tyr Phe
100 105 110
Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 32
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Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg

Thr

Thr

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg

Thr

Thr

Thr
Cys
Trp
Ala
55

Ser

Val

Gly

<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(125)
<223> hu7B10-VH-b
<400> 32
Glu Val Gln Leu Val Gln
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys
20
Trp Met His Trp Val Arg
35
Gly Leu Ile His Pro Asn
50
Lys Thr Arg Val Thr Met
65 70
Met Glu Leu Ser Arg Leu
85
Ala Lys Ser Lys Ile Ile
100
Asp Val Trp Gly Gln Gly
115
<210> 33
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(125)
<223> hu7B10-VH-c
<400> 33
Glu Val Gln Leu Val Gln
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys
20
Trp Met His Trp Val Arg
35
Gly Leu Ile His Pro Asn
50
Lys Thr Arg Val Thr Leu
65 70
Met Glu Leu Ser Arg Leu
85
Ala Lys Ser Lys Ile Ile
100
Asp Val Trp Gly Gln Gly
115
<210> 34
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(111)
<223> hu7B10-VL-a
<400> 34
Asp Ile Val Met Thr Gln
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser
20
Gly Asp Ser Tyr Met Asn
35
Gln Leu Leu Ile Tyr Ala
50
Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Arg Val Glu Ala Glu Asp
85
Glu Asn Pro Pro Thr Phe
100
<210> 35
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Ile
Ser

Thr

Thr
120

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Ile
Ser

Thr

Thr
120

Pro
Lys
Tyr
40

Ser
Gly

Gly

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Asp
Ile

105
Val

Ala
Ser
Pro
Thr
Asp
Asp
Ile

105
val

Leu
Ala
25

Leu
Asn
Thr

Val

Gly
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Val

Thr

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

Val

Thr

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr

90
Thr

vVal
Tyxr
Gln
Lys
Ser
75

Thr

Ala

Val

vVal
Tyr
Gln
Lys
Ser
75

Thr

Ala

Val

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

41632

Lys
Thr
Gly
Phe
60

Ile
Ala

Arg

Ser

Lys
Thr
Gly
Phe
60

Ile
Ala

Arg

Ser

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr

Cys

Val

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
val
His

Ser
125

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
Val
His

Ser
125

val
Val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu
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Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Trp
110

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Trp
110

Thr
Asp
30

Gln
Val
Lys
His

Ile
110

Gly
15

Ser
Trp
Asn
Ala
Tyr

95
Tyr

Gly
Ser
Trp
Asn
Ala
Tyr

95
Tyr

Pro
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Phe

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Phe

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser

Asn



Pro
Lys
Tyr
40

Ser
Gly
Gly

Gly

Pro
Lys
Tyr
40

Ser
Gly
Gly

Gly

Leu
Ala
25

Leu
Asn
Thr

Val

Gly
105

Leu
Ala
Leu
Asn
Thr
Val

Gly
105

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr

90
Thr

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr

90
Thr

bién d@3i chudi nhe hu25G7-A

Pro
Arg
Gly
40

Gly
Leu

Gln

Lys

Ala
Ala
25

Gln
Ile
Thr

Gln

Val
105

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Trp

90
Glu

10

<221> Mién
<222> (1)..(111)
<223> hu7B1l0-VL-b
<400> 35
Asp Ile Val Leu Thr Gln Thr
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys
20
Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp
35
Gln Leu Leu Ile Tyr Ala Ala
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Arg Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Glu Asn Pro Pro Thr Phe Gly
100
<210> 36
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(111)
<223> hu7B1l0-VL-c
<400> 36
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys
20
Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp
35
Gln Leu Leu Ile Tyr Ala Ala
50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Arg Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Glu Asn Pro Pro Thr Phe Gly
100
<210> 37
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(108)
<223> Vvung
<400> 37
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser
50 55
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100
<210> 38
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Mién
<222> (1)..(10)
<223> hu25G7-A LCDR1
<400> 38
Arg Ala Ser Ser Ser Val Pro Tyr Met Tyr
1 5
<210> 39
<211> 7
<212> PRT

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Leu
Ser
Pro
Ala
Ser
75

Arg

Ile

41632

Ser
Ser
Pro
Ser
Thr
Cys

Val

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys

Val

Ser
Ser
Arg
Arg
Ser
Ala

Lys

Val
Val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Val
Val
Gly
Gly
Leu
Gln

Glu

Leu
Val
Leu
45

Phe

Leu

Tyr

-5O-

Thr
Asp
30

Gln
Val
Lys
His

Ile
110

Thr
Asp
30

Gln
Ile
Lys
His

Ile
110

Ser
Pro
30

Leu
Ser

Glu

Pro

Pro
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Pro
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Pro
Tyr
Ile
Gly
Pro

Pro
95

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser

Asn

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser

80
Asn

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

Met



41632

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> Mién

<222>  (1)..(7)

<223> hu25G7-B LCDR2
<400> 39

Leu Ala Ser Ser Arg Pro Ser
1 5

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(11)
<223> hu25G7-A LCDR3

<400> 40

Gln Gln Trp Arg Ala Tyr Pro Pro Met Leu Thr
1 5 10
<210> 41

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<221> Mién
<222> (1)..(108)
<223> Vung bién dbi chudi nhe hu25G7-B

<400> 41
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Pro Gly Val Pro Pro
20 25 30
Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Leu Ala Ser Ser Arg Pro Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Arg Ser Asn Pro Pro
85 90 95
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 42
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<221> Mién
<222> (1)..(10)
<223> hu25G7-B LCDR1

<400> 42

Arg Ala Ser Pro Gly Val Pro Pro Leu Ala
1 5 10
<210> 43

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<221> Mién
<222> (1)..(118)
<223> Ving bién ddi chudi ning duoc tbi uu héa hu25G7-VH-c
<400> 43
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45
Ala Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile Tyr Tyr Ala Asp Ile
50 55 60
Lys Gly Arg Ser Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Thr Arg Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

-60-

Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu

80
Met

Gly
Tyr
vVal
val
Tyr
80

Cys

Thr



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu Val Gln

1
Ser

Gly
Ala
Lys
65

Leu
Thr
Leu
Leu
Cys
145
Ser
Ser
Ser
Asn
Pro
225
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
305
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
385
Ser

Glu

His

Leu
Met
Phe
50

Gly
Gln
Arg
Val
Ala
130
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
210
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
290
Val
Ser
Lys
Glu
Phe
370
Glu
Phe

Gly

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

44
445
PRT

Trinh tu nhén tao

Chudi

(1)..(445)
Chudi n&ng hu25G7-A va hu25G7-B

44

Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Gly
Thr
115
Pro
vVal
Ala
Gly
Gly
195
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
275
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
355
Tyr
Asn
Phe
Asn
Thr
435

45

215
PRT

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Ser
Asn
Asn
100
val
Cys
Lys
Leu
Leu
180
Thr
Val
Pro
Lys
Val
260
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
340
Met
Pro
Asn
Leu
val

420
Gln

Val
5
Ser
val
Ser
Thr
Ser
85
Lys
Ser
Ser
Asp
Thr
165
Tyr
Lys
Asp
Ala
Pro
245
Val
Val
Gln
Gln
Gly
325
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
405
Phe

Lys

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Arg
Ser
Arg
Tyr
150
Ser
Ser
Thr
Lys
Pro
230
Lys
Val
Asp
Phe
Asp
310
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
390
Ser

Ser

Ser

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg
Gly
Ala
Ser
135
Phe
Gly
Leu
Tyr
Arg
215
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
295
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
375
Thr
Arg
Cys

Leu

Trinh ty nhén tao

Chudi

(1)..(215)
Chudi nhe hu25G7-A

45

5

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Phe
Ser
120
Thr
Pro
Val
Ser
Thr
200
val
Phe
Thr
Val
Val
280
Ser
Leu
Ser
Pro
Gln
360
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
440

Gly
Ser
25

Pro
Ile
Asp
Glu
Phe
105
Thr
Ser
Glu
His
Ser
185
Cys
Glu
Leu
Leu
Ser
265
Glu
Thr
Asn
Ser
Gln
345
Val
Val
Pro
Thr
val

425
Leu

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

Asp
Lys
Glu
Pro
Thr
170
vVal
Asn
Ser
Gly
Met
250
Gln
val
Tyr
Gly
Ile
330
Val
Ser
Glu
Pro
Val
410
Met

Ser

10

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr
Tyr
Gly
Ser
val
155
Phe
Val
Val
Lys
Gly
235
Ile
Glu
His
Arg
Lys
315
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
395
Asp
His

Leu

41632

Val Gln
Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Val
Trp Gly

Pro Ser
125

Thr Ala

140

Thr Val

Pro Ala
Thr Vval

Asp His
205

Tyr Gly

220

Pro Ser

Ser Arg
Asp Pro
Asn Ala
285
Val Val
300
Glu Tyr
Lys Thr
Thr Leu
Thr Cys
365
Glu Ser
380
Leu Asp
Lys Ser
Glu Ala

Gly Lys
445

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Gln
110
Val
Ala
Ser
val
Pro
190
Lys
Pro
val
Thr
Glu
270
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
350
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
430

Gly
15

Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175
Ser
Pro
Pro
Phe
Pro
255
val
Thr
val
Cys
Ser
335
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

415
His

15

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Pro
Gly
Asn
160
Gln
Ser
Ser
Cys
Leu
240
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
320
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
400

Gln

Asn

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Pro Tyr Met

20

25

-61-

30



Tyr Trp

Leu Thr
50

Gly Ser

65

Asp Phe

Leu Thr
Ala Pro

Gly Thr
130

Ala Lys

145

Gln Glu

Ser Ser
Tyr Ala

Ser Phe
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu Ile
1
Glu Arg

Ala Trp

Leu Ala
50

Gly Ser

65

Asp Phe

Leu Thr
Ala Pro
Gly Thr
130
Ala Lys
145
Gln Glu
Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe
210

Tyr Gln
35
Ser Asn

Gly Thr
Ala Val

Phe Gly
100

Ser Val

115

Ala Ser

Val Gln
Ser Vval

Thr Leu
180

Cys Glu

195

Asn Arg

46
215
PRT
Trinh tu

Chudi

Gln Lys Pro

Leu Ala Ser
55
Asp Phe Thr
70
Tyr Tyr Cys
85
Gly Gly Thr

Phe Ile Phe

Val Val Cys
135
Trp Lys Val
150
Thr Glu Gln
165
Thr Leu Ser

Val Thr His

Gly Glu Cys
215

nhan tao

(1) ..(215)
Chudi nhe hu25G7-B

46
Val Leu

Ala Thr
20

Tyr Gln

35

Ser Ser

Gly Thr
Ala Val

Phe Gly
100

Ser Val

115

Ala Ser

Val Gln
Ser Val

Thr Leu
180

Cys Glu

195

Asn Arg

Thr Gln Ser
5
Leu Ser Cys

Gln Lys Pro

Arg Pro Ser
55
Asp Phe Thr
70
Tyr Tyr Cys
85
Gly Gly Thr

Phe Ile Phe

Val Val Cys
135
Trp Lys Val
150
Thr Glu Gln
165
Thr Leu Ser

Val Thr His

Gly Glu Cys
215

Gly
40

Gly
Leu
Gln
Lys
Pro
120
Leu
Asp
Asp

Lys

Gln
200

Pro
Arg
Gly
40

Gly
Leu
Gln
Lys
Pro
120
Leu
Asp
Asp
Lys

Gln
200

Gln
Ile
Thr
Gln
val
105
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

185
Gly

Ala
Ala
25

Gln
Ile
Thr
Gln
Val
105
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

185
Gly

Ala
Pro
Ile
Trp
Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
170
Asp

Leu

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Trp
90

Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
170
Asp

Leu

41632

Pro
Ala
Ser
75

Arg
Ile
Asp
Asn
Leu
155
Asp
Tyr

Ser

Leu
Pro
Pro
Ala
Ser
75

Arg
Ile
Asp
Asn
Leu
155
Asp
Tyr

Ser

Arg
Arg
60

Ser
Ala
Lys
Glu
Phe
140
Gln
Ser

Glu

Ser

Ser
Gly
Arg
Arg
60

Ser

Ser

Lys

Glu-

Phe
140
Gln
Ser

Glu

Ser

Leu
45

Phe
Leu
Tyr
Arg
Gln
125
Tyr
Ser
Thr
Lys

Pro
205

Leu
val
Leu
Phe
Leu
Asn
Arg
Gln
125
Tyr
Ser
Thr
Lys

Pro
205

-62-

Leu
Ser
Glu
Pro
Thr
110
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

190
Val

Ser
Pro
30

Leu
Ser
Glu
Pro
Thr
110
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

190
val

Ile
Gly
Pro
Pro
95

val
Lys
Arg
Asn
Ser
175
Lys

Thr

Pro
15

Pro
Ile
Gly
Pro
Pro
95

val
Lys
Arg
Asn
Ser
175
Lys

Thr

Tyr
Ser
Glu
Met
Ala
Ser
Glu
Ser
160
Leu

val

Lys

Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu
Met
Ala
Ser
Glu
Ser
160
Leu
Val

Lys





