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Linh vuc ky thuat dwgc dé cap

Sang ché @& cap dén khang thé dac hiéu kép khang CD20 clia nguoi va thu the
transferin cta nguoi, phuong phap san xuét ching, duoc pham chira cdc khang thé nay,

va viéc st dung chung.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Té bao lympho 1a mdt trong nhiéu tip hop ctia cac té bao bach cau. Chung nhan
dién ddc hiéu va dap ung vdi khang nguyén la. Ba l6p té bao lympho chinh 1a té bao
lympho B (t& bao B), té bao lympho T (& bao T) va té bao diét tw nhién (NK). Té bao
lympho B la cac té bao chiu trach nhiém cho viéc san xuét khang thé va tao ra mién dich
thé dich. Té bao B truéng thanh trong tiy xwong va roi khoi tiy bidu hién khang thé gin
két khang nguyén trén bé mit t& bao ciia ching. Khi té bao B non lan dau gip khang
nguyén ma khang thé gin két mang ctia n6 dic hiéu, té bao nay bét dau phan chia nhanh
chéng va thé hé sau ciia né biét hoa thanh céc té bao B ghi nh¢ va té bao tac dong duge
goi 1a "té bao huyét twong". Té bao B ghi nhé c6 khoang thoi gian séng dai hon va tiép
tuc biéu hién khang thé gén két mang c6 cung tinh dac hi¢u nhu té bao bd me ban dau.
Céc té bao huyét tvong khong san xuét khang thé gan két mang nhung thay vao do san
xuét dang tudn hoan cta khang thé d6. Khang thé tuan hoan 1a phan tir tac dong chinh

ctia mién dich thé dich.

Khang nguyén CD20 (con dugc goi 1a khdng nguyén biét hoa gioi han té bao
lympho B ctia ngudi, Bp35) 1a protein xuyén mang ky nude c6 phan tir luong Xap xi 35
kDa nam trén cac té bao lympho tién B va B truong thanh (Valentine et al., J. Biol.
Chem. 264 (1989) 11282-11287; va Einfeld et al., EMBO J. 7 (1988) 71 1-717). Khang
nguyén nay cling dugc biéu hién trén hon 90% céc u lympho khong Hodgkin té bao B
(NHL) (Anderson et al., Blood 63 (1984) 1424-1433), nhung khong dugc phat hién ra
trén céc té bao gbc tao huyét, tién té bao B, té bao huyét tuong binh thuong hodc mo
binh thuong khac (Tedder et al., J. Immunol. 135 (1985) 973-979). CD20 dugc cho la

diéu hoa (céac) budc ban d4u trong qua trinh hoat hoa sur khoi dAu chu trinh té bao va su
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biét hoa (Tedder et al., & trén) va co thé hoat dong nhu kénh ion canxi (Tedder et al., J.
Cell. Biochem. 14D (1990) 195).

Nho tao ra su biéu hién ctia CD20 trong u lympho té bao B, khang nguyén nay la
dich didu tri hitu ich dé didu tri dang u lympho nay. Nho tao ra su biéu hién ciia CD20
trong u lympho té bao B, khang nguyén nay c6 thé dong vai tro lam dbi tuong “hudng
dich” ctia dang u lympho nay. V& ban chit, sy huéng dich nay c6 thé duogc khéi quat
nhu sau: khang thé dic hidu vé6i khang nguyén bé mit CD20 cia té bao B duge dung
cho bénh nhan. Céc khang thé khang CD20 nay gén két dac hiéu véi khang thé CD20
clia (c6 vé 13) ci té bao B binh thuong va té bao B 4c tinh; khang thé gan két khang
nguyén bé mit CD20 c6 thé dan dén viéc pha huy va lam tiéu khéi u té bao B. Ngoai ra,
cac hoa chat hodc chét danh dau phéng xa co tiém ning ph4 huy khéi u ¢6 thé lién hop
v6i khéng thé khang CD20 nay sao cho chét nay “dugc phan phéi” ddc hi¢u t6i khoi u
t& bao B. Khong phan biét céch tiép can, muc dich chinh déu a dé pha hiy khoi u; cach
tiép can cu thé ¢6 thé duoc xac dinh béng khang thé khang CD20 cu thé duogc str dung
va, do do, cac phuong phap tiép can san c6 dé hudng dich khang thé CD20 c6 thé thay
dbi déang ké. Vi du, khéng thé rituximab (RITUXAN®) ma la khang thé don dong kham
ctia chudt/ngudi da dugc thiét ké di truyén duoc dinh huong khéng khéng nguyén CD20
ctia nguoi (co thd mua duoc trén thi truong tir Genentech, Inc., South San Francisco,
California, M§) dugc st dung dé diéu tri cho bénh nhan bi u lympho khong Hodgkin té
bao B duong tinh v&i CD20 dang tai phit hodc khang mirc d6 thap hodc c6 nang.
Rituximab 1 khang thé dugc d& cap dén 1a "C2B8" trong US 5736137 va trong US
5776456. Cac nghién ciru vé co ché tac dong in vitro da ching minh rang RITUXAN®
ghn két véi bd thé & nguoi va lam phén hiy dong té bao B lymphoit nho tinh gay doc té
bao phu thudc bd thé (CDC - complement-dependent cytotoxicity) (Reff et al., Blood
83 (1994) 435-445). Ngoai ra, n6 c6 hoat tinh dang ke trong céc thir nghiém vé tinh gay
doc té bao phu thudc khang thé (ADCC - antibody-dependent cellular cytotoxicity).
Nghién ctru tién 1am sang in vivo da cho thdy raing RITUXAN® lam tiéu té bao B khoi
mau ngoai vi, hach bach huyét, va tay xuong ctia khi cynomolgus, ¢6 1€ 1a qua cac quy
trinh qua trung gian bd thé va qua trinh qua trung gian té bao (Reff et al., Blood 83
(1994) 435-445). Cac khang thé khang CD20 khac dugc chi dinh dé diéu tri NHL bao
gom khang thé chuodt Zevalin™ lién két v6i dong vi phong xa, Yttrium-90 (IDEC
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Pharmaceuticals, San Diego, CA, M¥), Bexxar™ ma la mot khang thé chuot déy du

khéc lién hop v6i I-131 (Corixa, WA, MY).

CD20 ciing 1a khang nguyén dich hitu ich dé diéu tri bénh ty mién. Rituximab
cling dugc nghién ctru trong mot loat cac 161 loan tu mién khong é4c tinh, trong do té bao
B va tu khang thé xuét hién gitt vai tro trong sinh ly bénh hoc cta bénh (xem tai liéu, vi
du, Edwards et al., Biochem. Soc. Trans. 30 (2002) 824-828). Rituximab dugc bao cdo
c6 kha nang lam giam dAu hiéu va céc triéu chirng cua, vi dy, bénh viém khép dang thép
(RA - rheumatoid arthritis) (Leandro et al., Ann. Rheum. Dis. 61 (2002) 883-388;
Edwards et al., Arthritis Rheum. 46 (Suppl. 9) (2002) S46; Stahl et al., Ann. Rheum.
Dis. 62 (Suppl. 1) (2003) OP004; Emery et al., Arthritis Rheum. 48 (2003) S439), bénh
luput (Eisenberg, Arthritis. Res. Ther. 5 (2003) 157-159; Leandro et al., Arthritis
Rheum. 46 (2002) 2673-2677; Gorman et al., Luput, 13 (2004) 312-316), ching xudt
huyét giam tiéu cAu mién dich (D'Arena et al., Leuk. Lymphoma 44 (2003) 561-562;
Stasi et al., Blood 98 (2001) 952-957; Saleh et al., Semin. Oncol. 27 (Suppl. 12) (2000)
99-103; Zaia et al., Haematologica 87 (2002) 189-195; Ratanatharathorn et al., Ann. Int.
Med. 133 (2000) 275-279), chimg ngimg phét trién té bao hong cau sach (Auner et al.,
Br. J. Hematol. 116 (2002) 725-728); chung thiéu mau tu mién (Zaja et al.,
Haematologica 87 (2002) 189-195 (erratum appears in Haematologica 87 (2002) 336),
bénh ngung két t6 lanh (Layios et al., Leukemia 15 (2001) 187-188; Berentsen et al.,
Blood 103 (2004) 2925-2928; Berentsen et al., Br. J. Hematol. 115 (2001) 79-83;
Bauduer, Br. J. Hematol. 112 (2001) 1083-1090; Damiani et al., Br. J. Hematol. 114
(2001) 229-234), hoi chung khéang insulin typ B nghiém trong (Coll et al., N. Engl. J.
Med. 350 (2004) 310-311, bénh cryoglobulin huyét hdn hop (De Vita et al., Arthritis
Rheum. 46 Suppl. 9 (2002) S206/5469), bénh nhuoc co (Zaja et al., Neurology 55
(2000) 1062-1063; Wylam et al., J. Pediatr. 143 (2003) 674-677), bénh u hat Wegener
(Specks et al., Arthritis & Rheumatism 44 (2001) 2836-2840), bénh chéng lai bénh
pemphigut thong thuong (Dupuy et al., Arch. Dermatol. 140 (2004) 91-96), bénh viém
da co (Levine, Arthritis Rheum. 46 (Suppl. 9) (2002) S1299), hoi ching Sjogren (Somer
et al., Arthritis & Rheumatism 49 (2003) 394-398), bénh cryoglobulin-huyét két hop typ
1T hoat dong (Zaja et al., Blood 101 (2003) 3827-3834), bénh pemphigut thong thuong
(Dupay et al., Arch. Dermatol. 140 (2004) 91-95), bénh than kinh tu mién (Pestronk et

al., J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 74 (2003) 485-489), hoi chung co giat mét-co giat
3
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co can ung thu (Pranzatelli et al. Neurology 60 (Suppl. 1) (2003) PO5.128:A395), va
bénh xo cing rai rac tai phat-thuyén giam (RRMS) (Cross et al. (tom tit) "Preliminary
results from a phase II trial of Rituximab in MS" Eighth Annual Meeting of the Americas
Committees for Research and Treatment in Multiple Sclerosis, (2003) 20-21).

Céc cdng bd lién quan dén lidu phap bang rituximab bao gbm: Perotta and Abuel,
Blood 10 (1998) (phan 1-2) 88B; Perotta et al., Blood 94 (1999) 49 (tom tit); Matthews,
R., Ann. Rheum. Di's, & trén; Leandro et al., Arthritis and Rheumatism 44(9): S370
(2001); Leandro et al., Arthritis and Rheumatism 46 (2002) 2673-2677; Weide et al.,
Luput 12 (2003) 779-782; Edwards and Cambridge, Rheumatology 40 (2001) 205-211;
Cambridge et al., Arthritis Rheum. 46 (Suppl. 9) (2002) S1350; Edwards et al., Arthritis
and Rheumatism 46 (2002) S197; Levine and Pestronk, Neurology 52 (1999) 1701-
1704; De Vita et al., Arthritis & Rheum. 46 (2002) 2029-2033; Hidashida et al., Annual
Scientific Meeting of the American College of Rheumatology; Oct 24-29; New Orleans,
LA 2002; Tuscano, J., Annual Scientific Meeting of the American College of
Rheumatology; Oct 24-29; New Orleans, LA 2002; Martin and Chan, Immunity 20
(2004) 517-527; Silverman and Weisman, Arthritis and Rheumatism 48 (2003) 1484-
1492; Kazkaz and Isenberg, Current opinion in pharmacology 4 (2004) 398-402;
Virgolini and Vanda, Biomedicine & pharmacotherapy 58 (2004) 299-309; Klemmer et
al., Arthritis and Rheumatism 48 (2003) 9,S (SEP) S624-5624; Kneitz et al,
Immunobiology 206 (2002) 519-527; Arzoo et al., Annals of the Rheumatic Diseases
61 (2002) p922-924; Comment in Ann. Rheum. Dis. 61 (2002) 863-866; "Future
Strategies in Immunotherapy" boi Lake va Dionne, trong Burger's Medicinal Chemistry
and Drug Discovery (2003 bdi John Wiley & Sons, Inc.); Liang and Tedder, Wiley
Encyclopedia of Molecular Medicine, phién: CD20 as an Immunotherapy Target, 2002
tiéu dé "CD20"; Phu luc 4A c6 tiéu dé "Monoclonal Antibodies to Human Cell Surface
Antigens" bdi Stockinger et al., Eds: Coligan et al., trong Current Protocols in
Immunology (2003 John Wiley & Sons, Inc.); Penichet and Morrison, "CD
Antibodies/molecules: Definition; Antibody Engineering" trong Wiley Encyclopedia of
Molecular Medicine Section: Chimeric, Humanized and Human antibodies; dugc dang
truc tuyén ngay 15 thang 01 ndm 2002; Specks et al., Arthritis & Rheumatism 44 (2001)
2836-2840; Koegh et al., "Rituximab for Remission Induction in Severe ANCA-

Associated Vasculitis: Report of a Prospective Open-Label Pilot Trial in 10 Patients”,
4
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American College of Rheumatology, S6 phién: 28-100, Tiéu dé phién: Vasculitis, Kiéu
phién: ACR Concurrent Session, Danh muc chinh: 28 Vasculitis, Phién 10/18/2004
(http://www.abstractsonline.com/viewer/SearchResults.asp); Eriksson, Kidney and
Blood Pressure Research 26 (2003) 294; Jayne et al., Kidney and Blood Pressure
Research, 26 (2003) 294; Jayne, thong céo 88 (11th International Vasculitis and ANCA
workshop), 2003 American Society of Nephrology; Stone and Specks in the Clinical
Trial Research Summary of the 2002-2003 Immune Tolerance Network,
http://Www.immunetolerance.org/reseaTclT/autoimmune/ trials/stone.html; Leandro et

at, Arthritis Rheum. 48 (Suppl. 9) (2003) SI 160.

Céc Patent va cong b don sang ché lién quan dén khang thé CD20 bao gém US
5776456, US 5736137, US 5843439, US 6399061, US 6682734, US 2002/0197255 Al,
US 2003/0021781 A1, US 2003/0082172 Al, US 2003/0095963 Al, US 2003/0147885
Al; US 6455043; WO 00/09160; WO 00/27428; WO 00/27433; WO 00/44788;
WO 01/10462; WO 01/10461; WO 01/10460; US 2001/0018041 A1, US 2003/0180292
Al, WO 01/34194; US 2002/0006404; WO 02/04021; US 2002/0012665 Al;
WO 01/74388; US 2002/0058029 Al; US 2003/0103971 Al; US 2002/0009444 Al;
WO 01/80884; WO 01/97858; US 2002/0128488 Al; WO 02/34790; WO 02/060955;
WO 02/096948; WO 02/079255; US 6,171,586 B1; WO 98/56418; WO 98/58964;
WO 99/22764; WO 99/51642; US 6194551 B1; US 6242195 B1; US 6528624 Bl; usS
6538124; WO 00/42072; WO 00/67796; WO 01/03734; US 2002/0004587 Al;
WO 01/77342; US 2002/0197256; US 2003/0157108 Al; US 6565827 B1; US 6090365
B1; US 6287537 B1; US 6015542; US 5843398; US 5595721, US 5500362; US
5677180; US 5721108; US 6120767; US 6652852 B1; US 6410391 B1; US 6224866
Bl; WO 00/20864; WO 01/13945; WO 00/67795; US 2003/0133930 Al
WO 00/74718; WO 00/76542; WO 01/72333; US 6368596 Bl; US 6306393; US
2002/0041847 Al; US 2003/0026801 Al; WO 02/102312; US 2003/0068664;
WO 03/002607; WO 03/049694; US 2002/0009427 Al; US 2003/0185796 Al
WO 03/061694; US 2003/0219818 Al, US 2003/0219433 Al; WO 03/068821;
US 2002/0136719 A1; WO 2004/032828; WO 2004/035607; US 2004/0093621; US
5849898: EP 0330191; US 4861579; EP 0332865; WO 95/03770; US 2001/0056066;
WO 2004/035607; WO 2004/056312; US 2004/0093621; WO 2004/103404. Céc cong

bé don lién quan dén khang thé CD20 bao gom: Teeling, J., et al., Blood 10 (2004) 1182.
5
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WO 2014/033074 d& cap dén con thoi hang rdo méu ndo ma lién két céc thu the
trén hang rio méau ndo va phuong phap sir dung ching. Khang thé thu thé hang rao mau
ndo 4i luc thdp va viéc st dung ching duge béo cdo trong WO 2012/075037. WO
2014/189973 d& cap dén khang thé khang thu thé transferin va phuong phap st dung
chung. Modun con thoi hang rao méu ndo chua chét tac dong ndo, tac nhan lién két va
mot chét gén két hoa tri modt ma gén két véi thu thé hang rao mau ndo dugc bdo cao
trong WO 2015/101588. WO 2010/033587 lién quan dén phuong phéap diéu tri bénh xo
cing rai rac tién trién ¢ bénh nhan, va vat pham san xuat kém huéng dan dé st dung
cho bénh do6. Phuong phap didu tri, lam nglng hodc ngan ngira bénh dép Umg vdi viée
diéu tri béng cac khang thé khang CD20 & bénh nhan méc bénh, bao gém viéc cho bénh
nhan d6 dung it nhit mot liéu lam tiéu phu cta khang thé khang CD20 dugc béo cdo
trong WO 2012/096924. Hawker, K., et al. (Ann. Neurol. 66 (2009) 460-471) da bao
céo vé két qua ctia th nghiém da nhan kiém so4t bang gia duge mu doi ngau nhién cta
Rituximab & bénh nhan méc bénh xo ctng rai rac tién trién nguyén phat.

Ban chit k§ thuit cta sang ché

Mot khia canh nhu dugc bao céo trong ban md ta nay la khang thé dic hiéu kép

chtra:

a) mot khang thé (chiéu dai diy di) chua hai cap mdi cip gdm chudi nhe
khang thé (chidu dai ddy dit) va chudi nang khéng thé (chidu dai day du), trong do cac
vi tri gn két tao ra boi mdi trong sd céc cap chudi ning (chidu dai diy du) va chudi nhe

(chidu dai ddy du) nay gin két ddc hiéu vao khang nguyén thu nhéat, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay duogc dung hop
v6i dau tan C bat ky clia mot chudi ning cta khang thé (chiéu dai day du), trong d6 vi
tri gan két ciia méanh Fab bo sung nay gén két dic hiéu vao khang nguyén thlr hai,

trong d6 mdi trong sb cac chudi nhe khang thé (chiu dai day di) chta trong mién
chudi nhe hang dinh (CL) & vi tri 123 gdc axit amin arginin (thay cho gbc axit glutamic
kiéu dai: dot bién E123R) va 6 vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay cho gbe glutamin
kidu dai; dot bién Q124K) (danh sé theo Kabat),

trong d6 mdi trong s6 cac chudi nang khang thé (chiéu dai day du) chta trong

mién chudi ning hang dinh tha nhét (CH1) & vi trf 147 gbc axit glutamic (thay cho gbe

6
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lysin kiéu dai; dot bién K147E) va & vi tri 213 gbc axit glutamic (thay cho gdc axit amin
lysin kiéu dai; dot bién K213E) (danh s theo chi s0 Kabat EU),

trong d6 manh Fab b sung gén két dic hiéu vao khang nguyén th hai nay chira
midn trao ddi chéo sao cho mién chudi nhe hang dinh (CL) va mién chudi ning hing
dinh 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau, va

trong d6 khang nguyén thir nhét 12 CD20 cta ngudi va khang nguyén thir hai [a
thu thé transferin ctia ngudi.

Theo mdt phuong an, manh Fab bd sung dugce dung hop voi dAu tan C cua chudi
nang bang tac nhan lién két peptit.

Theo mot phuong an, dau tan N cta mién bién ddi chudi ning cua manh Fab
dugc dung hgp voi dau tan C coa chudi ning (chiéu dai day du) hodc dau tan C cla tac
nhan lién két peptit.

Theo mot phuong éan,

a)  chudi ning (chidu dai ddy di) dugc dung hop v6i manh Fab bd sung c6
cac gbe axit amin (chudi ning) dAu tan C 1a tripeptit LSP trong d6 prolin cua n6 dugc
dung hop truc tiép véi gbc axit amin thir nhét ctia méanh Fab bd sung hogc cta tac nhan
lién két peptit thong qua lién két peptit, va

b)  chudi ning (chidu dai ddy di) khong duge dung hop v6i manh Fab b
sung co cac gdc axit amin (chudi ning) dAu tan C 1a tripeptit LSP, hodc SPG, hodc PGK.

Theo mot phuong an, khang thé (chiéu dai day du) la

a)  khang thé c6 chidu dai ddy di thugc phan 16p IgG1 cla nguoi,

b)  khang thé c6 chidu dai ddy du thudc phan 16p IgG4 cua nguoi,

¢)  khang thé c6 chiéu dai ddy du thudc phan 16p IgG1 cua nguoi cb cac dot
bién L234A, L235A va P329G,

d)  khang thé c6 chiéu dai ddy du thudc phan 16p IgG4 cua ngudi c6 cac dot
bién S228P, L235E va P329G,

e)  khang thé c6 chiéu dai ddy di thuoc phan 16p IgG1 clia ngudi co cae dot
bién L234A, L235A va P329G trong cé hai chudi nang va dot bien i) T366W. va ii)
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S354C hodc Y349C, trong mot chudi ning va dot bién i) T366S, L368A, va Y407V, va
ii) Y349C hodc S354C, trong chudi ning con lai trong ung,

f)  khéng thé c6 chiéu dai ddy du thudc phan 16p IgG4 cua ngudi ¢d cic dot
bién S228P, L235E va P329G trong ca hai chudi niang va dot bién 1) T366W, va ii)
$354C hoic Y349C, trong mdt chudi nang va dot bién 1) T366S, L368A, va Y407V, va
ii) Y349C hoic S354C, trong chudi nng con lai twong tmg,

g)  khang thé c6 chidu dai ddy du thudc phan 16p IgG1 cua ngudi c6 cde dot
bién L234A, L235A, P329G, 1253A, H310A va H435A trong ca hai chudi nang va dot
bién i) T366W, va ii) S354C hodc Y349C, trong mot chudi nang va dot bién 1) T366S,
L368A, va Y407V, vaii) Y349C hodc S354C, trong chudi nang con lai tuong g, hodc

h) khang thé c6 chiéu dai ddy du thudc phéan 16p IgG1 cua nguoi ¢6 cac dot
bién L234A, 1L235A, P329G, M252Y, S254T va T256E trong ca hai chudi ning va dot
bién i) T366W, va ii) S354C hoac Y349C, trong mot chudi ning va dot bién i) T3668S,
L368A, va Y407V, vaii) Y349C hoac S3 54C, trong chudi ning con lai tuong tng, hodc

i) khang thé c6 chidu dai ddy di thudc phéan 16p IgG1 ctia ngudi ¢6 céc dot
bién L234A, L235A, P329G, H310A, H433A va Y436A trong ca hai chudi nang va dot
bién i) T366W, vi ii) $354C hodc Y349C, trong mot chudi ning va dot bién i) T366S,
L368A, va Y407V, va ii) Y349C hodc S354C, trong chudi ning con lai tuong Umg.

Theo mdt phuong an, manh Fab bd sung duge dung hop véi dAu tan C ctia chudi
nang chita dot bién T366W, hodc véi dau tén C cla chudi nang chira dot bién T366S,
L368A, va Y407V.

Theo mdt phuong an,

khang thé (chidu dai diy da) thugc phan 16p IgG1 cua ngudi c6 cic dot bién
L.234A, L235A va P329G trong ca hai chudi ning va dot bién T366W va S354C trong
mot chudi ning va dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong chudi ning con lai
tuong Ung, va

manh Fab bd sung dugc dung hop véi dau tan C cua chudi ning chua dot bién

T366W, hodc voi dau tan C cua chudi ning chia dot bién T366S, L368A, va Y407V.

Theo mot phuong an, khang thé dic hiéu kép chira
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i) chudi nhe c6 do ddng nhét trinh tw v6i SEQ ID NO: 01 1a 70% hodc nhiéu

hon,

i1) chudi ning c6 do déng nhét trinh ty véi SEQ ID NO: 02 1a 70% hoac nhiéu
hon,

iii)  chudinhe ¢6 d ddng nhét trinh ty v6i SEQ ID NO: 03 12 70% hodc nhiéu
hon, va

iv)  manh Fab chudi ning c6 do ddng nhét trinh tw voi SEQ ID NO: 04 14 70%

hozc nhiéu hon,
trong do
SEQ ID NO: 01 ¢6 trinh ty axit amin

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRS SKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQ
LLIYQMSNLVS GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLEL
PYTFGGGTKVEIKRTVAAP SVEIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKYV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC,

SEQ ID NO: 02 ¢6 trinh tu axit amin

QVQLVQSGAEVKKPGS SVKVSCKASGYAFSYSWINWVRQAPGQGLEW
MGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELS SLRSEDTAVYY
CARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSSASTKGP SVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTS GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKP SNTKVDEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKT
ISKAKGQPREPQVCTLPP SRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLD SDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG,

SEQ ID NO: 03 ¢6 trinh ty axit amin

AIQLTQSPSSL SASVGDRVTITCRASQSISSYLAWYQQKP GKAPKLLIYR
ASTLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTIS SLQPEDFATYYCQQNYASSNVDNT

9
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FGGGTKVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSC, va

SEQ ID NO: 04 ¢6 trinh ty axit amin

QSMQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGFSLS SYAMSWIRQHPGKGLEWIGY
IWSGGSTDYASWAKSRVTISKTSTTVSLKLSSVTAADTAVYYCARRYG
TSYPDYGDASGFDPWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC.

Mot khia canh nhu dugc béo céo trong ban mo ta nay 1a khang thé dic hiéu kép
ch(ra chudi nhe (chiéu dai déy d0) c6 trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 01, chudi nang
(chidu dai ddy dii) c6 trinh tyr axit amin cia SEQ ID NO: 02, chudi nhe (chidu dai day
da) c6 trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 03, va manh Fab cta khang thé chura trinh tur
axit amin cua SEQ ID NO: 04.

Theo mot phuong an, khéng thé dac hidu kép la khang thé don dong.

Mot khia canh nhu dugc bao céo trong ban mo ta nay la khang thé dac hi¢u kép
chura

a)  manh Fab thi nhit va manh Fab thtt hai, trong d6 moi vi tri ghn két clia
méanh Fab tht nhdt va manh Fab tht hai nay gin két dac hiéu v6i khang nguyén thi
nhét,

b) manh Fab tht ba, trong d6 vi tri gin két cia manh Fab tht ba nay gfn két
dic hidu v6i khang nguyén tht hai, va trong d6 manh Fab thtr ba nay chtra mién trao doi
chéo sao cho mién chudi nhe bién déi (VL) va mién chudi nang bién d6i (VH) dugc thay
thé cho nhau, va

c) vung Fc chta polypeptit ving Fe thir nhét va polypeptit ving Fc thit hai,

trong d6 mdi trong s6 manh Fab tht nhat va manh Fab tha hai chira manh chudi
ndng va chudi nhe c6 chiéu dai day du,

trong d6 dau tan C ciia manh chudi ning cua manh Fab thi nhét dugc dung hop

véi dau tan N cua polypeptit ving Fc thur nhét,

10
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trong do dau tan C ctia manh chudi ning cua manh Fab tht hai duoc dung hop
v6i diu tan N ciia mién chudi nhe bién déi cia manh Fab thtt ba va dau tan C clia mién
hang dinh chudi ning 1 ciia manh Fab thtr ba duge dung hop véi dau tan N ctia polypeptit
vung Fc thir hai,

trong d6 mdi chudi khang thé nhe c6 chidu dai ddy du ciia méanh Fab thir nhét va
manh Fab thir hai chira trong mién chudi nhe hing dinh (CL) & vi tr 123 gdc axit amin
arginin (thay cho gbc axit glutamic kidu dai; dot bién E123R) va & vi tri 124 gbc axit
amin lysin (thay cho gdc glutamin kiéu dai; dot bién Q124K) (danh s6 theo Kabat),

trong d6 moi méanh chudi ning ctia manh Fab thu nhét va manh Fab tht hai chira
trong mién chudi ning hing dinh thu nhét (CH1) & vi tri 147 gbc axit glutamic (thay
cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va & vi tri 213 gbc axit glutamic (thay cho gbe
lysin kidu dai axit amin; dot bién K213E) (danh s6 theo chi sb Kabat EU),

trong d6 khang nguyén thi nhét 1a CD20 cta ngudi va khang nguyén thir hai la
thu thé transferin ctia nguoi.

Theo mdt phuong an, polypeptit ving Fc thu nhét va polypeptit ving Fc thir hai
la

a) thudc phan 16p IgG1 cua nguoi,

b) thudc phan 16p IgG4 clia nguoi,

c) thudc phan 16p IgG1 ciia ngudi c6 cac dot bién L234A, L235A va P329G,

d) thudc phan 16p IgG4 cia ngudi c6 cac dot bién S228P, L235E va P329G,

e) thudc phan 16p IgG1 ctia ngudi c6 cac dot bién 1.234A, L235A va P329G
trong ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va S354C trong mdt polypeptit
vung Fc va cac dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong polypeptit vung Fc con
lai twvong Ung,

f) thudc phan 16p IgG4 cuia ngudi ¢ cac dot bién S228P, L235E va P329G
trong ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va S354C trong mot polypeptit
vung Fc va cac dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong polypeptit ving Fccon

lai tuong ung,
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g) thudc phan 16p IgG1 cua nguoi c6 cac dot bién L234A, L235A, P329G,
1253A, H310A va H435A trong ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va
$354C trong mdt polypeptit ving Fc va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va Y349C

trong polypeptit ving Fc con lai twrong (mg, hodc

h) thudc phan 16p IgG1 clia ngudi c6 cac dot bién L234A, L235A, P329G,
M252Y, S254T va T256E trong ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va
$354C trong mdt polypeptit ving Fc va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va Y349C
trong polypeptit ving Fc con lai twong mg, hodc

1) thudc phan 16p IgG1 cua nguoi c6 cac dot bién L234A, L235A, P329G,
H310A, H433A va Y436A trong ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va
$354C trong mdt polypeptit ving Fc va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va Y349C
trong polypeptit ving Fc con lai tuong ung.

Theo mdt phuong an, mot trong cac chudi ctia manh Fab th(tr ba dugc dung hop
v6i polypeptit vung Fe ¢6 dot bién T366W, hodc véi polypeptit ving Fc co dot bién
T3668S, L368A, va Y407V.

Theo mot phuong an, khang thé dic hiéu kép chira

i) chudi nhe c6 do ddng nhét trinh tw v6i SEQ ID NO: 14 it nhét 70%, hoic
it nhat 80%. hodc it nhit 90%, hodc 95% hodc nhiéu hon,

ii)  chudinang c6 do dong nhét trinh tw v6i SEQ ID NO: 15 it nhat 70%, hodc
it nhat 80%. hodc it nhit 90%, hodc 95% hodc nhiéu hon,

iii)  chudi khang thé chéo co d dong nhat trinh ty véi SEQ ID NO: 16 it nhét
70%, hodc it nhit 80%, hodc it nhat 90%, hodc 95% hoac nhiéu hon, va

iv)  chudi nang duogc cai bién c6 do dong nhét trinh ty véi SEQ ID NO: 17 it
nhat 70%, hodc it nhat 80%, hogc it nhat 90%, hodc 95% hodc nhiéu hon,

trong do

SEQ ID NO: 14 ¢6 trinh tyr axit amin

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQ
LLIYQMSNLVSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLEL
PYTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREA

12
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KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL SKADYEKHKYV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC,

SEQ ID NO: 15 ¢6 trinh ty axit amin
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAF SYSWINWVRQAPGQGLEW
MGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYY
CARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKT
ISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG,

SEQ ID NO: 16 ¢ trinh tr axit amin

QSMQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGF SLSSYAMSWIRQHPGKGLEWIGY
IWSGGSTDYASWAKSRVTISKTSTTVSLKLSSVTAADTAVYYCARRYG
TSYPDYGDASGFDPWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC, va

SEQ ID NO: 17 ¢6 trinh tu axit amin

QVQLVQSGAEVKKPGS SVKVSCKASGYAFSYSWINWVRQAPGQGLEW
MGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYY
CARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVS SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS SVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKP SNTK VDEKVEPKSCDGGGGSGGGGSAIQLTQSP
SSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLAWYQQKPGKAPKLLIYRASTLASGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQNYAS SNVDNTFGGGTKV
EIKSSASTKGP SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQS SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL

13
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HQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDE
LTKNQVSLWCLVKGFYP SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG.

Mot khia canh nhu duge bao cdo trong ban md ta nay 1a khang thé dic hiéu kép
chtta hai chudi nhe c6 chiéu dai ddy di mdi chudi 6 trinh ty axit amin cua SEQ ID NO:
14, chudi ning c6 chiéu dai diy du c6 trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 15, chudi
khang thé chéo c6 trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 16, va chudi ning dugc cai bién

¢6 trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 17.
Theo mdt phuong an, khang thé dic hiéu kép 1a khang thé don dong.

Mot khia canh nhu dugc bdo céo trong ban md ta nay la axit nucleic dugc phan

1a4p ma hoa khang thé dic hiéu kép nhu duge bao céo trong ban mo ta nay.

Mot khia canh nhu dugc béo cdo trong ban mo ta nay la t& bao chu chira axit
nucleic nhu duge bao céo trong ban md ta nay mé hoa khang thé dac hidu kép nhu dugc

béo céo trong ban mo ta nay.

Mot khia canh nhu dugc bao cdo trong ban md ta nay 1a phuong phéap san xXuét
khang thé dac hiéu kép nhu duge bdo cao trong ban md ta nay bao gdm cac buge dudi

A

day:

a) nudi cdy té bao chii nhu dugc bio cdo trong ban mo ta nay sao cho khang
thé dac hiéu kép dugce tao ra, va

b)  thuhdi khang thé dic hiéu kép ndy tir té bao hodc mdi truong nudi chy va
theo d6 san xuét ra khang thé dic hiéu kép nhu dugce bdo cdo trong ban mo ta nay.

Mot khia canh nhu duge bao cdo trong ban md ta nay la thé lién hop mién dich
chira khang thé déc hiéu kép nhu dugce bao cdo trong ban md ta nay va chét gay doc té
bao.

Mot khia canh nhu dugc béo cdo trong ban mo ta nay la dugc phdm chta khang
thé dic hiéu kép nhu dugc bao céo trong ban md ta nay va chit mang dugc dung.

Mot khia canh nhu dugc bao cdo trong ban mo ta nay la khang thé nhu duge bao

céo trong ban mo ta nay dé st dung lam thudc.

14
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Mot khia canh nhur duge bdo cao trong ban mo ta nay la khang thé nhu dugc bao

c4o trong ban mo ta nay dé diéu tri bénh ung thu.

Mot khia canh nhu dugc béo céo trong ban mo ta nay 1a khang thé dic hiéu kép
nhu dugce bao cdo trong ban mo ta nay dé st dung trong viéc diéu tri bénh ting sinh té

bao B.

Mot khia canh nhu duge bdo cdo trong ban mo ta nay la khang thé dac hiéu kép
nhu dugce bao cao trong ban md ta nay dé st dung trong viéc Uc ché su phat trién cia

céc té bao khéi u bidu hién CD20. Theo mdt phuong an, viéc tre ché nay 1a & trong ndo.

Mot khia canh nhu dugc bao céo trong ban mo ta nay la khang thé diac hiéu kép
nhu dugc bdo cdo trong ban mo ta nay dé str dung trong viéc diéu tri caxinom. Theo mot

phuong an dugc uu tién, caxinom 1a caxinom cuia/trong néo.

Mot khia canh nhu dugc béo céo trong ban mo ta nay la khang thé dac hiéu kép
nhu dugc bao céo trong ban mo ta nay dé st dung trong viéc diéu tri u lympho. Theo
mdt phuong an duge wu tién, u lympho 14 u lympho hé than kinh trung wong nguyén

phat (PCNSL - primary central nervous system lymphoma).

Mot khia canh nhu dugc bao céo trong ban mo ta nay la khang thé dic hiéu kép
nhu dugc bo céo trong ban mo ta nay st dung dé diéu tri bénh tu mién. Theo mot
phuong an, bénh tu mién 12 bénh xo cing rai rac. Theo mot phuong an dugc uu tién

bénh ty mién 14 bénh xo cling rai réc phat trién thi phat.

Mot khia canh nhu duge béo cao trong ban mod ta nay la khang thé dac hiéu kép
nhu duogc bao cao trong ban mo ta nay dé sir dung trong viéc lam ti€u cac té bao khdiu
biéu hién CD20. Theo mot phuong an, viéc lam tiéu nay la ¢ trong nao.

Mot khia canh nhu dugc béo cao trong ban mo ta nay 1a khang thé dzc hieu kép
nhu dugce bao cdo trong ban mo ta nay dé str dung trong viéc lam ti€u té bao B tudn hoan
bidu hién CD20. Theo mdt phuong 4n, viéc lam tiéu nay la & trong néo.

Mot khia canh nhu dugc béo cao trong ban mo ta nay la khang thé dac hiéu kép
nhu dugc bao cdo trong ban mo ta nay dé sir dung trong viéc lam tiéu té bao B dugc tach

ra tir ndo biéu hién CD20.
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Mot khia canh nhu duge bao céo trong ban mo ta nay la st dung khéang thé dac

hiéu kép nhu dugc bao cdo trong ban md ta nay d8 bao ché thude.

Theo mdt phuong 4n, thudc nay dé diéu tri bénh kiéu tang sinh. Theo mdt phuong
4n, bénh kiéu tang sinh 1a bénh tang sinh t& bao B. Theo mot phuong 4n, bénh kiu ting
sinh 1a u lympho té bao B. Theo mot phuong an duge uvu tién, bénh kiéu ting sinh 1a u

lympho hé than kinh trung wong nguyén phat.
Theo mot phuong an, thudc nay dé diéu tri khéi u.
Theo mdt phuong an, thudc nay dé diéu tri caxinom & nguoi.

Theo mot phuong an, thude nay dé diéu tri bénh tu mién. Theo mot phuong an,
bénh ty mién duoc chon tir nhém bao gdm dap tmg viém nhu bénh viém da bao gdm
bénh vay nén va viém da (vi du, viém da di tng); X0 cing bi toan than va xo cung; dap
ung lién quan dén bénh viém rudt (nhu bénh Crohn va viém rudt két man loét); hoi
ching suy ho hép (bao gdm hoi chimg suy hd hép ngudi trudng thanh; ARDS); viém
da; viém mang ndo; viém ndo; viém mang mach nho; viém rudt két; viém than tiéu cau;
c4c tinh trang di tng nhu eczema va bénh hen va céc tinh trang bénh 1y khéc lién quan
dén sy xam nhap cla cac té bao T va dap ng viém man tinh; xo vira dong mach; thiéu
hut két dinh bach cu; viém khép dang thap; luput ban d6 toan than (SLE - systemic
lupus erythematosus); bénh déi thao duong (vi du, bénh déi thao duong typ [ hoac bénh
dai thdo dudmng phu thudc insulin); bénh xo cirng rai rac; hoi ching Reynaud; viém tuyén
giap tu mién; viém ndo va day cot séng do di tmg; hdi chung Sjogren; bénh dai thao
dudng khéi phat & tudi vi thanh nién; va dap ing mién dich lién quan dén tinh qua man
chp tinh va bj tri hoéin diéu tiét béi xytokin va té bao lympho T thudng duge tim thay &
bénh lao, bénh sarcoit, viém da co, bénh u hat va viém mach; chiung thiéu mau 4c tinh
(Bénh Addison); bénh lién quan dén xuyén mach bach cAu; rdi loan viém hé than kinh
trung wong (CNS); hoi chung ton thuong da co quan; chung thiéu méau tan médu (bao
g6m, nhung khong bi gi6i han & ching cryoglobin huyét hodc thiéu méau duong tinh vai
nghiém phidp Coombs); bénh nhuge co; bénh diéu tiét boi phuc chit khang nguyén-
khang thé; bénh khang mang day cau than; hoi chimg khang phospholipit; viém day than
kinh di ung; bénh Graves; hoi ching nhuoc co Lambert-Eaton; bong pemphigut;
pemphigut; bénh da ndi tiét ty mién; bénh Reiter; hoi ching cung nguoi; bénh Bechet;
viém ddong mach té bao khéng 16; viém than phirc hop mién dich; bénh than IgA; bénh
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da day than kinh IgM; xult huyét giam tiéu cdu mién dich (ITP - immune
thrombocytopenic purpura) hodc giam tiéu cau ty mién. Theo mot phuong an, thudc nay
dé didu tri bénh xo cing rai rac. Theo mot phuong an dugc wu tién, thudc nay dé diéu

tri bénh xo cung rai rac phat trién thir phat.

Theo mot phuong 4n, thude dé 1am tiéu cac té bao khdi u bieu hién CD20. Theo

mdt phuong an, viéc 1am ti€u nay 1a ¢ trong nao.

Theo mot phuong 4an, thudc nay dé lam tiéu té bao B tudn hoan biéu hién CD20.

Theo mot phuong 4n, viéc lam tiéu nay la & trong ndo.

Theo mdt phuong an, thudc nay dé lam tiéu té bao B duoc tach ra tir ndo biéu

hién CD20.

Mot khia canh nhu duge béo céo trong ban mo ta nay la phuong phap diéu tri cho
c4 thé méc bénh kiéu ting sinh bao gdm budce cho ca thé nay dung mot lugng c6 hiéu
qua cua khang thé dic hiéu kép nhu duge bao cdo trong ban mo ta nay. Theo mot phuong

4n, bénh kiéu ting sinh 1 bénh tang sinh té bao B.

Mot khia canh nhur duge bao cdo trong ban mo ta nay 1a phuong phap diéu tri cho
c4 thé méc caxinom bao gdm budc cho ca thé nay dung mot luong c6 hiéu qua cta khang
thé dic hiéu kép nhu duge bao céo trong ban mo ta nay. Theo mdt phuong an dugc uu

tién, caxinom la caxinom cua/trong néo.

Mot khia canh nhu dugc béo cdo trong ban md ta nay la phuong phap diéu tri c4
thé méc u lympho bao gdm budc cho ca thé nay dung mot lugng c6 hiéu qua cta khang
thé dic hiéu kép nhu duge bdo céo trong ban md ta nay. Theo mdt phuong an dugc uu
tién, u lympho 1a u lympho hé than kinh trung wong nguyén phat (PCNSL - primary

central nervous system lymphoma).

Mot khia canh nhu duge bao cdo trong bin md ta nay 1a phuong phép diéu tri cho
c4 thé ¢6 bénh ty mién bao gdm budce cho ca thé nay dung mot luong ¢ hig¢u qua cua
khang thé ddc hiéu kép nhu duge bao cdo trong ban mo ta nay. Theo mdt phuong an,
bénh tu mién la bénh xo ctng rai rac. Theo mot phuong an dugc uu tién, bénh ty mién
Ja bénh xo cling rai réc phat trién tht phat.

Mot khia canh nhu duge béo céo trong ban md ta nay la phuong phép e ché su
phat trién cta cac té bao khdi u biéu hién CD20 & ca thé bao gébm budc cho ca thé nay
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dung mdt luong ¢6 hidu qua cta khéng thé dic hiéu kép nhu dugc béo cdo trong ban md
ta nay dé tic ché su phat trién cia cac té bao khdi u biéu hién CD20. Theo mdt phuong

an, viéc trc ché nay 1a ¢ trong nao.

Mot khia canh nhu duge bo cdo trong ban mo ta nay la phuong phép lam tiéu
céc t& bao khdi u biéu hién CD20 & ¢4 thé bao gdm budc cho ca thé nay dung mot luong
c6 hiéu qua cta khang thé dic hiéu kép nhu duge bo céo trong ban moé ta nay dé lam
tiu cac té bao khdi u biéu hién CD20. Theo mdt phuong én, viée te ché nay 13 o trong

nao.

Mot khia canh nhu duge béo céo trong ban mo ta nay 12 phuong phap lam ti€u té
bao B tuin hoan biéu hién CD20 & c4 thé bao gdm budc cho ca thé nay ding mot luong
c6 hiéu qua cia khang thé dac hiéu kép nhu dugce bao céo trong ban mo ta nay dé lam
tidu t& bao B tudn hoan biéu hién CD20. Theo mdt phuong én, viée ire ché nay 1a & trong

nao.

Mot khia canh nhu duge béo cao trong ban mo ta nay 1a phuong phap lam tiéu té
bao B dugc tach ra tur ndo biéu hién CD20 & ca thé bao gdbm budc cho ca thé nay dung
mdt lugng c6 hiéu qua cua khang thé dic hiéu kép nhu dugc béo cao trong ban mo ta

nay dé 1am tiéu té bao B dugc tach ra tir ndo bidu hién CD20.

Mot khia canh nhu dugc béo cdo trong ban md ta nay la phuong phap didu tri
bénh xo cling rai rac 6 ngudi bao gdm budc cho nguoi nay dung mot lugng c6 hiéu qua
tri liéu ctia khang thé nhu dugc bao cdo trong ban mo ta nay ma gin két vai CD20 cua
nguoi va lam ti€u té bao B, va trong do khang thé nay khong lién hop véi chét gay doc
té bao.

M5 ta chi tiét sang ché

Céac modun dime hoa tra khoa vao & va viéc str dung ching trong qua trinh xtr ly
k¥ thuat cho khang thé duoc md ta trong tai liéu Carter P.; Ridgway JB.B.;PrestalL.G.
Immunotechnology, Volume 2, Number 1, February 1996, pp. 73-73. Céu disulfua bd

sung trong mién CH3 dugc bao cdo trong tai liéu Merchant, A.M., et al., Nat. Biotechnol.

16 (1998) 677-681.

Théng tin tdng quat v& trinh tu nucleotit cla chudi nhe va chudi nang ctia globulin

mién dich cta nguoi dugc néu trong tai liu: Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins
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of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991).

Trong ban md ta nay, cac vi tri axit amin cia tAt ca cac ving va mién hing dinh
cta chudi ning va chudi nhe dugc danh sb theo hé théng d4anh sd Kabat dugc mo ta
trong tai liéu Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed.,
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) va dugc goi
]a “danh sb theo Kabat” trong ban md ta nay. Cu thé 13, hé théng dénh s6 Kabat (xem
cac trang tur 647 dén 660) trong tai litu Kabat, et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991) dugc st dung cho mién hing dinh chudi nhe CL ctia isotyp kappa
va lambda, va hé thong danh s6 theo chi s6 Kabat EU (xem céc trang tir 661 dén 723)
dugce st dung cho mién hé“lng dinh chudi ning (CH1, ving ban 18, CH2 va CH3, trong
ban mo ta nay dugc néu rd hon bang cach néi dén “d4nh s theo chi s6 Kabat EU” trong

truong hop nay).
I. Binh nghia

“Hang rao mau nfo” hodc “BBB” dung dé chi hang rao sinh ly gitta hé tuan hoan
ngoai vi va ndo va tuy sdng dugc tao ra boi cac diém ndi chic chan bén trong mang té
bao nodi bi vi mach mau ndo, tao ra hang rao chic chén han ché su van chuyén cac phan
tr vao trong ndo, ngay ca véi cac phan tu rat nho nhu ure (60 Daltons). BBB trong néo,
hang rao méu no tay sdng bén trong tuy sdng, va hang rao mau-vong mac bén trong
vong mac 1a hang rao mach mau lién tuc bén trong CNS, va trong ban mo ta nay duogc
goi chung 1a hang rao méu ndo hoac BBB. BBB ciing bao gdbm hang rao méu-CSF (day
dam rdi mang mach) noi ma hang rao nay dugc chu thanh tir t& bao dém mang 6ng chl
khong phai té bao ndi md mach.

Cac thuat ngit “khang thé khang CD20 ctia ngudi” va “khang thé gén két dac hiéu
vao CD20 cia ngudi” dung @& chi khang thé c6 kha nang ghn két peptit CD20 ctia nguoi
v6i 4i luc thich hop sao cho khang thé nay c6 thé duoc st dung lam chét chan doan
va/hodc tri lidu trong hudéng dich peptit CD20.

Do d6, thuét ngit nay ciing bao gdm khéng thé gin két manh ngin ctia CD20 cta

nguoi.
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Céc vi du vé khang thé gén két khang thé CD20 bao gdm: “C2B8” hi¢n dugc goi
la “rituximab” (“RITUXAN®”) (US 5736137); khang thé chu¢t 2B8 dugc danh déu
ytri-[90] duge ky hiéu 1a “Y2B8” (US 5736137); 1gG2a “B1” chudt tuy y dugc danh
déu bing 1311 dé tao ra khang thé “1311-B1” (BEXXAR™) (US 5595721); khang thé
chudt don dong “1F5” (Press et al., Blood 69 (1987) 584-591); khang thé “2H7 kham”
(US 5677180); khang thé don dong 127, G28-2, 93-1B3, B-C1 hodc NU-B2 ¢6 thé mua
dugc tir International Leukocyte Typing Workshop (Valentine et al., trong: Leukocyte
Typing III (McMichael, Ed.) p. 440, Oxford University Press (1987)); va khang thé don
dong dugc md ta trong US 8883980.

Khéng nguyén “CD20” 1a phosphoprotein khong dugc glycosyl hoa co phan tu
luong khoang 35 kDa dugc tim thay trén bé mat cta trén 90% té bao B tir mau ngoai vi
hodc cac co quan lymphoit. CD20 dugc biéu hién trong qua trinh phat trién sém cta tién
t bao B va duy tri cho dén khi biét hoa huyét twong € bao. CD20 c6 mat trén ca té bao
B binh thudng ciing nhu té bao B 4c tinh. Tén khac cia CD20 trong céc tai licu bao gdm
“khang nguyén han ché t& bao lympho B” va “Bp35”. Khang thé CD20 dugc mo ta trong
tai licu Clark et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 82 (1985) 1766 ching han. Xem thém
SEQ ID NO: 05.

“Bénh tw mién” trong ban md ta nay 1a bénh hoac 161 loan khong 4c tinh phét sinh
tir va dugc dinh huéng khang cac mo cia ca thé. Thuat ngit “bénh tu mién” nhu dugc
st dung trong ban mo ta nay déc biét khong bao gém bénh hoic tinh trang bénh 4c tinh
hodc ung thu, cu thé 1a khong bao gbém u lympho té bao B, bénh bach cau lympho cap
tinh (ALL — acute lymphoblastic leukemia), bénh bach ciu lympho man tinh (CLL —
chronic lymphocytic leukemia), bénh bach cau té bao tua va bénh bach cdu nguyén bao
tiy man tinh. Cac vi du vé bénh hoidc roi loan tu mién bao gé)m, nhung khong bi gidi
han &, dap Gtng viém nhu bénh viém da bao gdm bénh vay nén va viém da (vi dy, viém
da di tmg); xo cimg bi toan than va xo cing; dap ting lién quan dén bénh viém rudt (nhu
bénh Crohn va viém rudt két man loét); hdi chirg suy hd hép (bao gbdm hdi ching suy
ho hap ngudi trudng thanh; ARDS); viéem da; viém mang ndo; viém ndo; viém mang
mach nho; viém rudt két; viém than tiéu cAu; tinh trang di img nhu eczema va bénh hen
va céc tinh trang bénh ly khac lién quan dén su xam nhép cua cac té bao T va dap ung

viém man tinh; xo vita dong mach; thiéu hut két dinh bach cu; viém khép dang thép;
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luput ban d6 toan than (SLE); bénh dai thao duong (vi du, bénh dai thdo duong typ I
hodc bénh dai thio duong phuy thudc insulin); bénh xo cimg rai rac; hoi chirng Reynaud;
viém tuyén giap tu mién; viém ndo va day cot séng do di tmg; hoi chimg Sjogren; bénh
d4i thao dudng khéi phat & tudi vi thanh nién; va dap (mg mién dich lién quan dén tinh
qua man cAp tinh va bi tri hodn didu tiét bai xytokin va té bao lympho T thuong duoc
tim théy & bénh lao, bénh sarcoit, viém da co, bénh u hat va viém mach; ching thiéu
mau ac tinh (Bénh Addison); bénh lién quan dén xuyén mach bach cAu; rdi loan viém
hé than kinh trung wong (CNS); hoi ching tdn thuong da co quan; ching thiéu mau tan
mau (bao gém, nhung khong bi gi6i han & ching cryoglobin huyét hoic chimg thiéu
mau duong tinh v6i nghiém phap Coombs); bénh nhugc co; bénh diéu tiét boi phtc chét
khang nguyén-khang thé; bénh khang mang day cAu than; hoi chirmg khang phospholipit;
viém day than kinh di ung; bénh Graves; hoi ching nhugc co Lambert-Eaton; bong
pemphigut; pemphigut; bénh da ni tiét tu mién; bénh Reiter; hoi chimg cling nguoi;
bénh Bechet; viém dong mach té bao khéng 16; viem than phirc hop mién dich; bénh
than IgA; bénh da day than kinh IgM; ching xuét huyét giam tiéu cau mién dich (ITP -

immune thrombocytopenic purpura) hodc gidm tiéu cau tu mién v.v..

“Chét déi khang” 1 phan tir ma, khi gén két v6i chi thi bé mit té bao B, thi pha
huy, diét hodc lam ti€u té bao B ¢ dong vat ¢6 vi va/hodc can thiép vao mot hoac nhiéu
chue nang té bao B, vi du, bing cach lam giam hodc ngdn ngura dap Gmg thé dich gay ra
béi t& bio B. Chat déi khang nay c6 thé lam tiéu t€ bao B (nghia la lam giam mirc do
tuln hoan t& bao B) & dong vt cé vii duge didu tri bing chét nay. Sy tiéu nay ¢6 thé dat
duoc nho cac co ché khac nhau nhu gdy doc té bao trung gian té bao phu thudc khang
thé (ADCC - antibody-dependent cellular cytotoxicity) va/hodc gy doc té bao phu thudc
bd thé (CDC - complement-dependent cytotoxicity), uc ché su tang sinh té bao B
Vé/hoaflc su cam Ung gay chét té bao B (vi dy, thdng qua co ché chét té bao theo chuong
trinh). Chét dbi khang bao gom khéng thé, peptit trinh tu tdbng hop hodc nguyén thé va
céc phan tir nho ma gén két véi chi thi 1€ bao B, tuy y duoc lién hop hodc dung hop v6i
chit gay doc té bao.

Chét dbi khang “irc ché sy phat trién” la cdc chat, ma ngan ngtra hodc lam giam

su tang sinh cua t€ bao bicu hién khang nguyén ma chat doi khang gan két voi. Vi du,
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chat dbi khang nay c6 thé ngan nglra hodc lam giam sy ting sinh cua té bao B in vitro

va/hoac in vivo.

Chét dbi khang ma “cam ung sy chét té bao theo chuong trinh” la cac chét cam
ung su chét té bao theo chuong trinh, vi du, té bao B, nhu duoc xac dinh béng cac thu
nghiém chudn vé su chét té bao theo chuong trinh, nhu sy gin két cua Annexin V, su
phan doan ctia ADN, su co rut té bao, su gidn mang ludi ndi chét, su phén doan té bao,

va/hodc su tao thanh bong mang (duoc goi la thé chét té bao theo chuong trinh).

Chét dbi khang “lién két” khang nguyén dang quan tdm, vi dy, chi thi bé mit té
bao B, 1a chit ¢6 kha ning gin két khang nguyén voi ai luc va/hodc kha luc thich hop
sao cho chét ddi khang nay hiru ich 1am chét tri liéu huéng dich t& bao biéu hién khang

nguyén do.

“Hé than kinh trung wong” hodc “CNS” dung dé chi phtrc hop ctia cac mo than

kinh kiém soét chtrc nang ctia co the, va bao gdm ndo va tiy song.

“Thu thé hang rao mau ndo” (duge viét tat 12 “BBBR” trong ban mo ta nay) la
protein thu thé lién két v6i mang ngoai bao duoc biéu hién trén cac té bao nd6i md cta
nfo ma c6 kha nang van chuyén céc phéan tir qua BBB hogc dugc st dung dé van chuyén
phan tir duge st dung ngoai sinh. Cac vi du vé BBBR trong ban md ta nay bao gbm: thy
thé transferin (TfR), thu thé insulin, thy thé yéu td tang trudng gidng insulin (IGF-R),
thu thé lipoprotein mat d thap bao gdm ma khéng gidi han & protein lién quan dén thu
thé lipoprotein mat do thap 1 (LRP1) va protein lién quan dén thu thé lipoprotein mat
d6 thap 8 (LRP8), va yéu td ting trudng gibng yéu td tang trudng bidu bi gan két heparin
(HB-EGF). Mot BBBR duge uu tién 1a thu thé transferin (TfR).

“Thu thé transferin” (“TfR”) glycoprotein xuyén mang (v6i phéan tir lugng bang
khoang 180.000 Da) gdm hai cAu tric siéu phén tir lién két bang disulphua (mdi cu tric
siéu phan tr ¢ phén‘tir luong biéu kién 14 khoang 90.000 Da) tham gia vao qua trinh
hép thu sit & dong vat c6 xuong séng. Theo mot phuong an, TfR nhu duge dé cap trong
ban md ta nay 1a TfR clia nguoi chira trinh tu axit amin nhu duoc néu trong Schneider
et al (Nature 311 (1984) 675-678) chang han.

“Khéng thé da dac higu” dé chi khang thé c6 cac tinh ddc hiéu ghn két ddi voi it

nhét hai epitop khac nhau trén cung mot khang nguyén hodc hai khang nguyén khac
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nhau. Khang thé da dic higu dugce 14y 1am vi du c6 thé gén két v6i ca BBBR va khang
nguyén ndo. Khang thé da dic hiéu c6 thé dugce tao ra la khang thé chidu dai day da hodc
manh khang thé (vi dy, khang thé dac hicu kép F(ab')2) hodc t6 hop ctia n6 (vi dy, khang
thé c6 chiéu dai day du cong manh scFv hodc manh Fab bd sung). Cac khéng thé da
dugce xtr Iy k¥ thuét voi hai, ba hodc nhiéu hon ba (vi du 4) vi tri gin két khang nguyén

chtrc ning cling da dugc bao céo (xem, vi dy, US 2002/0004587 Al).

“Khung nhin cia nguoi” dbi v&i muc dich trong ban md ta nay la khung chira
trinh tur axit amin cia khung mién bién ddi chudi nhe (VL) hodc khung mién bién dbi
chudi nang (VH) dugc 14y tir khung globulin mién dich ciia nguoi hodc khung lién ing
clia ngudi, nhu dugc dinh nghia dudi day. Khung nhan cua nguoi “dugc lay tir” khung
globulin mién dich ctia ngudi hodc khung lién Gng ctia nguodi co thé chira cung trinh tu
axit amin cua nod, hodc cb thé chira céac thay ddi trong trinh ty axit amin. Theo mot )
phuong an, s6 lugng cic thay ddi axit amin 14 10 hodc it hon, 9 hodc it hon, 8 hodc it
hon, 7 hodc it hon, 6 hodc it hon, 5 hodc it hon, 4 hoic it hon, 3 hodc it hon hodc 2 hodc
it hon. Theo mdt s6 phuong 4n, khung nhan VL cia ngudi co trinh tu giéng véi trinh ty

khung globulin mién dich VL ctia nguoi hodc trinh tu khung lién ing cta nguoi.

“Aj lyc” ding dé chi do bén cua téng toan bd cac tuong tac khong cong hoa tri
gitta mot vi tri gén két cuia phan tu (vi dy, khang thé) va dbi tac gén két ctia n6 (vi du,
khang nguyén). Trir khi ¢6 quy dinh khac, trong ban mo ta nay, “ai luc gin két” dung
d& chi 4i luc gin két thuc chAt ma phan 4nh tuong tac 1:1 gitra cac thanh vién cua cap
ofn két (vi dy, khang thé va khang nguyén). Ai lyc clia phan tir X d6i voi dbi tac Y cla
n6 co thé thuong dugce bidu dién bang hing s6 phan ly (ka). Ai luc ¢6 thé duge do bang
cac phuong phéap thong thuong da biét trong linh vuc nay, nhu cong hudng plasmon bé
mit va bao gdm céc phuong phap dugc mo té trong ban mo ta nay.

Khang thé “thuin thyc ai lrc” ding dé chi khang thé c6 mot hodc nhicu thay doi
trong mot hodc nhiéu ving siéu bién (HVR), so v&i khang thé bd me ma khong c6 cac
thay dbi do, cac thay dbi nay khién cai thién 4i luc ctia khang thé d6i voi (cac) khang
nguyén cua no.

Thuét nglt “khang thé” trong ban md ta nay dugc su dung theo nghia rong nhat

va bao gdm cac cau tric khang the khéc nhau, bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, khang
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thé don dong, khang thé da dong, va khang thé da dac hiéu (vi du, khang thé dic hiéu

kép), mién 1a chung c6 hoat tinh gin két khang nguyén mong mudn.

Thuét ngtt “kha nang gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang
thé (ADCC - antibody-dependent cellular cytotoxicity)” 1a mot chirc nang duoc didu tiét
bing céch gén két thy thé Fc va ding dé chi sy phan gidi té bao dich béi khing thé nhu
néu trong ban mo ta ndy voi su c6 mit cua té bao tac dong. Theo mot phuong dn, ADCC
dugc do bang cach xtt Iy ché phdm chira cac té bao hdng cdu biéu hién CD19 (vi du, té
bao K562 biéu hién CD19 t4i td hop ctia nguoi) bang khang thé néu trong ban mo ta nay
vGi su ¢6 mat ciia té bao tac dong nhu PBMC (té bao mau don nhan ngoai vi) mdi duoc
phén 1ap hodc t€ bao tac dong duge tinh ché tir cac 16p dém, nhu té bao bach cau don
nhan to hoic té bao NK (té bao diét tw nhién). Té bao dich duge danh déu bang 3'Cr va
sau d6 duoc 0 v6i khang thé. Cée té bao da danh ddu dugce i v6i 1€ bao tic dong va phan
dich ndi trén bé mit dugc phén tich vé 5ICr dugc giai phong. Céc dbi chimg bao gom U
té bao ndi md dich voi té bao tac dong nhung khong c6 khang thé. Kha nang cta khang
thé trong viéc cam (mg cac budc ban dau diéu tiét ADCC duge nghién clru bang cach
do muc gén két ciia chung vao cac t& bao biéu hién thu thé Fcy, nhu cac té bao, biéu hién
t4i td hop FeyRI va/hotic FeyRIIA hofe té bao NK (cht yéu biéu hién FcyRIIIA). Theo

mot phuong an duge vu tién, mirc gin két vao FoyR trén té bao NK dugce do.

“Manh khang thé” dung dé chi phan tir khong phai la khang thé nguyén ven
nhung chtra mot phén ctia khang thé nguyén ven gin két vao khang nguyén ma khang
thé nguyén ven nay gén vao d6. Céac vi du v& manh khang thé bao gdm, nhung khong
giéi han &, Fv, Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab'); khang thé thé doi; khang thé mach thang;
phan tr khang thé chudi don (vi du, scFv); va khang thé da dic hiéu dugc tao ra tlr cac
manh khang thé.

Thuét nglr khang thé “thé kham” ding dé chi khang thé trong d6 mot phan cua
chudi nang va/hodc chudi nhe duge léy tr mot loai hodc nguén cu thé, con phﬁn con lai
cta chudi ning va/hodc chudi nhe d6 duogc ldy tir mot loai hodc ngudn khac.

“L6p” cua khang thé dung dé chi loai mién hang dinh hodc ving hing dinh ma
chudi ning ctia n6 c6. Co6 nam 16p khang thé chinh: IgA, IgD, IgE, 1gG va IgM, va mot
s6 16p trong 36 nay c6 thé duoc chia tiép thanh cac phéan 16p (isotyp), Vi du, 1gG1, 1gGa,
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IgGs, IgGs, IgA1 valgAa. Cac mién hang dinh chudi nang twong tng véi cac 16p globulin

mién dich khac nhau duge goi 12 o, 3, €, v va ., mot cach tuong tng.

Thuat ngit “chat gay doc té bao” trong ban mo ta nay dung d2 chi chét &rc ché
ho#c ngin nglra chirc ndng cua té bao va/hodc gly chét hodc pha hiy té bao. Chat gay
doc té bao bao gdbm, nhung khong gidi han &, chét ddng vi phong xa (vi du, A TP,
1125 y9% Re!$6, Re!®, Sm'S, Bi212, P2, Pb*'? va cdc chét ddng vi phong xa ctia Lu); chét
hoac thudc hoa tri (vi du, metotrexat, adriamixin, vinca alkaloit (vincristin, vinblastin,
etoposit), doxorubixin, melphalan, mitomyxin C, clorambuxil, daunorubixin hodc cac
chét can thiép khéc); chét e ché sinh trudng; enzym va cac manh cta ching nhu enzym
phan giai axit nucleic; chat khang sinh; doc t& nhu doc t6 phan tir nhé hodc doc t6 ¢6
hoat tinh enzym c6 nguén géc tir vi khuén, nidm, thuc vat hodc dong vat, bao gém cac
manh va/hodc cac bién thé ctia ching; va céac chét chdng khéi u hodc cac chét chéng ung

thu néu dudi day.

Thuét ngit “kha niang gdy doc té bao phu thudc bd thé (CDC - complement-
dependent cytotoxicity)” dung dé chi su phan giai té bao cam tng boi khang thé néu
trong ban mo ta nay véi sy ¢ mat cia bd thé. Theo mét phuong an, CDC dugce do bang
céch didu tri té bao ndi mé ngudi biéu hién CD19 bang khang thé néu trong ban mo ta
nay voi su co mit cua bd thé. Theo mdt phuong an, té bao nay dugc danh diu bémg
calxein. CDC dugc tim ra khi khang thé gay ra su phén gidi té bao dich 20% hodc trén
20% & ndng do 1a 30pg/mL. Mic gin két vao yéu t6 bd thé Clq c6 thé duge do bang
phuong phap ELISA. Trong thir nghiém nay, vé nguyén tac dia ELISA duoc phu bing
cac khoang nong do cua khéng thé, ma C1q ngudi hodc huyét thanh nguoi da dugc tinh
ché duge bb sung vao. Viée gin két voi Clq duoc phat hién bang khang thé duoc dinh
hudng khang C1q sau d6 1a thé lién hop dugc danh d4u peroxidaza. Viéc phat hi¢n murc
ghn két (ghn két tbi da Bmax) dugc do dudi dang mét do quang & bude song 405 nm
(OD405) dbi véi co chat peroxidaza ABTS® (2,2"-azino-di-[3-etylbenzthiazolin-6-
sulfonat (6)]).

“Churc nang tac dong” dung d8 chi cac hoat tinh sinh hoc ¢ thé quy cho vung Fc
cua khang thé, ma thay dbi theo 16p khang thé. Céc vi du vé chirc ning tac dong cla
khang thé bao gom: gin két C1q va gay doc té bao phu thudce bd thé (CDC - complement-

dependent cytotoxicity); gin két thu thé Fc; gy doc té bao qua trung gian té bao phu
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thudc khang thé (ADCC - antibody-dependent cellular cytotoxicity); thuc bao; diéu hoa

giam céc thu thé bé mit té bao (vi duy, thu thé té bao B); va hoat hoa té bao B.

Chure nang tac dong phu thudc su gén két thu thé Fc ¢6 thé duoc didu tiét boi su
tuong tac gitta ving Fc cua khang thé voi thu thé Fe (FcR), ma 1a thu thé bé mat té bao
duoc dac hiéu hoa trén té bao sinh huyét. Thu thé Fc thudc siéu ho globulin mién dich,
va di cho thiy 1a diéu tiét ca viéc loai bod ngudn bénh duge phi khang thé bang cach
thuc bao cac phirc hop mién dich, va phan giai hdng cau va nhiéu dich té bao khac nhau
khac (vi du, cac té bao khéi u) dugc pht khéng thé twong Ung, thong qua kha ning gay
doc té bao té bao phu thudc khang thé (ADCC - antibody-dependent cellular
cytotoxicity) (xem tai liéu, vi dy, Van de Winkel, J.G. and Anderson, C.L., J. Leukoc.
Biol. 49 (1991) 511-524). FcR dugc xac dinh bang tinh ddc hi¢u cta chung dbi véi
isotyp globulin mién dich: Thu thé Fc dbi véi cac khang thé IgG dugc goi la FeyR. Viée
gén két thu thé Fc dugc md ta trong tai liéu, vi dy, Ravetch, J.V. and Kinet, J.P., Annu.
Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492; Capel, P.J., et al., Inmunomethods 4 (1994) 25-34;
de Haas, M., et al., J. Lab. Clin. Med. 126 (1995) 330-341; va Gessner, J.E., et al., Ann.
Hematol. 76 (1998) 231-2438.

Su gén két chéo cla thu thé dbi v4i ving Fe cta cac khang thé IgG (FeyR) khoi
phat rat nhidu chirc nang tdc dong bao gdm thuc bao, gdy doc té bao cua té bao phu
thudc khang thé, va giai phong chit didu bién viém, cling nhu thanh thai phirc hop mién
dich va diéu hoa qua trinh san xuat khang thé. O ngudi, c6 ba 16p FeyR duge md ta dac
diém, do la:

— FeyRI (CD64) gin két IgG monome vdi ai luc 16n va dugce biéu hién trén dai

thuc bao, bach cau don nhan to, bach cAu trung tinh va bach cdu wa eozin.
Viéc cai bién trong vung Fe IgG it nhit & mot trong cac gde axit amin E233-
G236, P238, D265, N297, A327 va P329 (danh s6 theo chi s6 EU ctia Kabat)
lam giam kha nang gin két vao FeyRI. Cac gbc IgG2 tai cac vi tri 233-236,
duoc thay thé thanh IgG1 va TgG4, 1am giam kha nang gén két vao FeyRI di
khoang 10° 14n va loai bo dap img bach cau don nhan ngudi voi té bao hong
cu da dugc lam nhay béng khang thé (Armour, K.L., et al., Eur. J. Immunol.

29 (1999) 2613-2624).
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— FeyRII (CD32) gén két véi IgG phire hop véi & lye tir thap dén trung binh va
duoc biéu hién phd bién. Thu thé nay ¢6 thé duge chia thanh hai phéan 16p,
FcyRIIA va FeyRIIB. FeyRIIA dugc phat hién thdy & nhiéu té bao tham gia
vao qud trinh tiéu diét (vi du, dai thuc bao, bach cdu don nhan to, bach ciu
trung tinh) va dudong nhu cé thé hoat hoa qua trinh tiéu diét d6. FeyRIIB
duong nhu ¢6 vai tro trong qua trinh e ché va duoc phat hién thay trén té bao
B, dai thuc bao va dudng bao va bach cau wa eozin. Trén t€ bao B né duong
nhu ¢6 chuc nang e ché qua trinh san xudt globulin mién dich nita va chuyén
isotyp thanh, vi dy, 16p IgE. Trén dai thuc bao, FcyRIIB tac dong dé e ché
su thuc bao nhu duoc diéu tiét qua FcyRIIA. Trén bach cAu wa eozin va dudng
bao, dang B ¢6 thé hd tro tc ché su hoat hoa cac té bao nay thong qua IgE
gin két vao thy thé tach biét cia n6. Su gan két v6i FeyRIIA giam dugc phat
hién théy dbi voi, vi dy, khang thé chita ving Fc IgG ¢6 cac dot bién it nhat
& mot trong s& céc gbe axit amin E233-G236, P238, D265, N297, A327,
P329, D270, Q295, A327, R292, va K414 (danh sb theo chi s6 EU cia Kabat).

— FeyRII (CD16) gén két IgG véi 4i luc tir trung binh dén yéu va ton tai dudi
dang hai loai. FoyRIIIA duoc phat hién thdy trén té bao NK, dai thuc bao,
bach ciu ua eozin va mot sb bach cau don nhan to va té bao T va diéu tiét
ADCC. FeyRITIB duge biéu hién nhidu trén bach cdu trung tinh. Su gan két
vao FeyRIITA giam dugc phét hién thdy ddi véi, vi du, khang thé chtra viing
Fc TeG véi dot bién it nhit & mot trong s cac goc axit amin E233-G236,
P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295, A327, S239, E269, E293,
Y296, V303, A327, K338 va D376 (danh sb theo chi s6 EU cua Kabat).

Vi 1ap ban dd cac vi trf gén két trén IgG1 ctia ngudi doi voi cée thy thé Fe, cac
vi tri dot bién va cac phuong phap do kha nang gin két vao FeyRI va FeyRITA dugc dé
cap & trén duge mo ta trong tai liéu Shields, R.L., et al. J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-
6604.

“Luong ¢6 hi¢u qua” cua chét, vi du, dugc phém, dung dé chi lugng c6 tac dung,
& liéu luong va trong khoang thoi gian can thiét, dé dat dugc két qua tri liéu hodc phong

nglra mong muon.
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Thuéat ngit “thy thé F¢” trong ban mo ta nay ding dé chi thu thé hoat héa dugc
dic trung bdi sy ¢6 mit cua trinh ty ITAM té bao chit gén lién véi thu thé nay (xem tai
liéu, vi dy, Ravetch, J.V. and Bolland, S., Annu. Rev. Immunol. 19 (2001) 275-290).
Céc thu thé nay 1a FcyRI, FeyRIIA va FcyRHiA. Thuat ngit “khong c6 su gan két cua
FeyR” d@é chi rang & nong do khang thé 1a 10 pg/mL thi muc do gin két caa khang thé
néu trong ban mé t nay vdi té bao NK 1a 10% hodc dudi 10% so v6i mire do ghn két
* duge phét hién théy d6i véi khang thé khang OX40L LC.001 nhu dugc béo cdo trong
WO 2006/029879.

Trong khi IgG4 thé hién kha nang gin két FcR giam, cac khang thé cua cac phan
16p TeG khéc thé hién kha nang gin két manh. Tuy nhién Pro238, Asp265. Asp270,
Asn297 (khong c6 hydrat cacbon Fc), Pro329 va 234, 235, 236 va 237 Ile253, Ser254,
Lys288, Thr307, GIn311, Asn434, va His435 1a cac gbc ma dem lai sy gin két néu thay
dbi thi ciing lam giam kha nang gén két FcR (Shields, R.L., et al. J. Biol. Chem. 276
(2001) 6591-6604; Lund, I., et al., FASEB J. 9 (1995) 115-119; Morgan, A., et al,
Immunology 86 (1995) 319-324; va EP 0307 434). Theo mot phuong an, khang thé néu
trong ban mo ta nay la thuoc phan 1op IgG1 hogc 1gG2 va chira dot bién PVA236,
GLPSS331, va/hodc L234A/L.235A. Theo mot phuong an, khang thé néu trong ban mo
ta nay 1a thudc phéan 16p IgG4 va chira dot bién 1.235E. Theo mot phuong an, khang thé
ndy con chtra dot bién S228P.

Thuét ngit “ving Fc” trong ban md ta nay duogc st dung d& x4c dinh ving dau
tan C cta chudi ndng cta globulin mién dich ma chira it nhAt mot phan ving hang dinh.
Thuét nglt nay bao gdm cac vung Fe cta trinh tu nguyén thé va ving Fc bién thé. Theo
mot phuong an, vung Fe chudi ning IgG cua nguoi kéo dai tir Cys226, hodc tir Pro230,
dén dau tan carboxyl cla chudi nang. Tuy nhién, lysin dau tan C (Lys447) cua vung Fc

nay c6 thé c6 hodc co the khong c6 mat.

Khang thé néu trong ban md ta nay chira ving Fc, theo mét phwong an, vang Fc
nay dugc 14y tir ngudi. Theo mot phuong an, ving Fc nay chira tAt ca cac phan clia ving
hing dinh ctia nguoi. Vung Fe cua khang thé truc tiép tham gia vao hoat hoa b thé, gan
két C1q, hoat héa C3va gin két thy thé Fe. Trong khi sy anh hutng cua khang thé 1én
hé théng bd thé 1a tiry thudc vao cic didu kién nhét dinh, viéc gén két vao Clq duogc gy

ra béi céc vi tri gin két x4c dinh trong vung Fc. Cac vi tri gin két nay 1a da biét trong
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tinh trang k¥ thuét va duoc mo ta trong tai liéu, vi du, Lukas, T.J., et al., J. Immunol.
127 (1981) 2555-2560; Brunhouse, R., and Cebra, J.J., Mol. Immunol. 16 (1979) 907-
917; Burton, D.R., et al., Nature 288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., et al., Mol.
Immunol. 37 (2000) 995-1004; Idusogie, E.E., et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184;
Hezareh, M., et al., J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., et al., Immunology
86 (1995) 319-324; va EP 0307 434. Cac vi tri gén két nay 13, vi dy, L.234,1.235, D270,
N297. E318, K320, K322, P331 va P329 (danh s6 theo chi s6 EU ctia Kabat). Cac khang
thé thudc phan 16p IgG1, IgG2 va IgG3 thudng thé hién sy hoat hoa bb thé, gén két vao
C1q va hoat hoa C3, trong khi d6 IgG4 khong hoat hoa hé théng bo thé, khong gin két
vao Clq va khong hoat hoa C3.

“Vung Fc ctia khang thé” 1a thuat ngtt da dugc biét 16 v&i nguoi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay va dugc dinh nghia trén co s& phan c&t khang thé nho papain.
Theo mot phuong én, ving Fc 1a ving Fe cua ngudi. Theo mot phuong an, vung Fe la
phan 16p IgG4 clia ngudi chira cac dot bién S228P va/hoic [.235E (danh sé theo chi sb
EU ctia Kabat). Theo mot phwong an, vung Fc 1a phan 16p IgG1 clia ngudi chira cac dot
bién 1.234A va L.235A (danh sb theo chi s6 EU ctia Kabat).

“Khung” hodc “FR” dung dé chi cac gbe cla mién bién ddi ma khong phai la cac
gdc ciia vung siéu bién (HVR). FR cua mién bién ddi thuong bao gdm bdn mién FR:
FR1, FR2, FR3 va FR4. Do do, cac trinh tv HVR va FR thuong xuat hién theo trinh tu
sau day trong VH (hodc VL): FRI-HI(LI)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Céac thuat ngtt “khéang thé co chidu dai day du”, “khang thé nguyén ven” va
“khang thé toan phan” dugc st dung trong ban md ta nay theo cach thay thé cho nhau
@& chi khang thé 6 cAu tric vé co ban Ia twong tu v6i chu trac cta khang thé nguyén
thé hodc c¢6 chudi nang chira ving Fc néu trong ban mo ta nay. “Khang thé c6 chidu dai
ddy du” 1a khang thé chira viing bién d6i gin két khang nguyén cling nhu mién hang
dinh chudi nhe (CL) va mién hang dinh chudi nang, CHI, CH2 va CH3. Cac mién hang
dinh c6 thé 1a mién hang dinh trinh ty nguyén thé (vi du, mién hing dinh trinh tw nguyén
thé cua ngudi) hodc cac bién thé trinh tu axit amin ctia ching. Cu thé hon, khang thé c6
chidu dai dy du chra hai chudi nhe khang the (mdi chudi nhe chira mién bién ddi chudi
nhe va mién hing dinh chudi nhe) va hai chudi ning khang thé (mdi chudi nang chua

mién bién ddi chudi ning, vung ban 1€ va cac mién hing dinh chudi nang CHI, CH2 va
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CH3). Céc gbe axit amin dAu tan C K hoge GK ¢6 the ¢6 mat hodc khong doc 1ap véi

nhau trong hai chudi ning khang thé cua khang thé co chidu dai day dub.

Céc thuét ngft “té bao chu”, “dong t& bao chi” va “gibng cy té bao chi” duge
stt dung theo cach thay thé cho nhau va ding dé chi té bao trong do axit nucleic ngoai
sinh dugc dua vao, bao gdm thé hé sau cta té bao nay. Té bao chu bao gdm “thé bién
nap” va “t& bao bién nap”, bao gdm t& bao bién nap so cip va thé hé sau ¢6 ngudn goc
tir chiing, khong tinh dén sb 1an cdy chuyén. Thé hé sau ¢6 thé khong hoan toan gidng
vé thanh phén axit nucleic v6i t& bao bd me ma co thé chtra dot bién. Thé hé sau dot
bién c6 cung chtrc ndng hodc hoat tinh sinh hoc nhu dugc sang loc hodc chon loc trong

té bao bién nap ban diu duoc bao gdm trong cac thudt ngit nay.

“Khung lién Gng cua nguoi” la khung dai dién cho cac gdc axit amin xuat hién
phd bién nhét trong mot tap hop trinh tw khung VL hodc VH globulin mién dich cua
ngudi. Nhin chung, tap hop trinh tu VL hoiac VH globulin mién dich ctia ngudi nay 1a
tr phan nhom trinh tu mién bién d6i. Thong thudng, phan nhom trinh ty nay la phan
nhém nhu néu trong tai liéu Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th ed., Bethesda MD (1991), NIH Publication 91-3242, Vols. 1-3. Theo mot
phuong an, i v6i VL, phan nhém nay 12 phan nhém kappa 1 nhu néu trong tai liu
Kabat et al., néu trén. Theo mot phuong én, dbi v6i VH, phan nhom nay 1a phan nhom

III nhu néu trong tai liéu Kabat et al., néu trén.

Khéng thé “duoc bién doi gidng nhu cta nguoi” dung dé chi khang thé kham
chira cac gbce axit amin tir cic HVR khong phai clia nguoi va cac gdc axit amin tir cac
FR cuia nguoi. Theo mot s6 phuong &n nhét dinh, khang thé dugc bién doi gidng nhu
clia ngudi chira vé& co ban 1a toan b it nhit mot, va thuong 14 hai, mién bién doi, trong
d6 toan bo hogc v& co ban 14 toan bd cac HVR (vi du, CDR) ddu twong tng v6i cac HVR
(vi du, CDR) cua khang thé khong phai clia ngudi, va toan b0 hodc vé co ban 1a toan bd
cac FR déu tuong tmg v6i cac FR cta khang thé nguoi. Khang thé duoc bién dbi gidng
nhu cia nguoi tuy y ¢o thé chia it nhat mot phan ving hang dinh cua khang thé dugc
14y tir khang thé cua nguoi. “Dang dugc bién ddi gidng nhu ciia ngudi” cua khang the,
vi du, khang thé khong phai ctia ngudi, dung 8 chi khang thé trai qua qua trinh bién doi

giong nhu ciia nguoi.
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Thuat ngit “vung siéu bién” hogc “HVR”, trong ban md t nay, dung dé chi moi
trong sd cac viing cua mién bién ddi khang thé chira gbc phan dudi axit amin ma c6 tinh
siéu bién vé trinh tu (“ving quyét dinh tinh bd sung” hodc “CDR”) va/hodc tao thanh
cac vong xac dinh vé mit ciu tric (“vong siéu bién”), va/hodc chira cac gbc tiép xuc
khang nguyén (“diém tiép xtc khang nguyén”). Thong thudng, khang thé chira sau
HVR; ba trong VH (H1, H2, H3), va ba trong VL (L1, L2, L3).

HVR bao gom

(a)  cacvong siéu bién xudt hién tai cac gde axit amin 26-32 (L1), 50-52 (L2),
91-96 (1.3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) va 96-101 (H3) (Chothia, C. and Lesk,
AM., J. Mol. Biol. 196 (1987) 901-917);

(b)  Cac CDR xuét hién tai cdc gdc axit amin 24-34 (L1), 50-56 (L2), 89-97
(L3), 31-35b (H1), 50-65 (H2), va 95-102 (H3) (Kabat, E.A. et al,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH
Publication 91-3242.);

(c) cac diém tiép xtc khéng nguyén xuAt hién tai cac gdc axit amin 27¢-36
g nguy g
(L1), 46-55 (L.2), 89-96 (L.3), 30-35b (H1), 47-58 (H2) va 93-101 (H3)
(MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262 (1996): 732-745); va

(d) cac td hop cta (a), (b) va/hodc (c), bao gbm cac gbc axit amin 46-56 (L2),
47-56 (L2), 48-56 (L.2), 49-56 (L2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2),
93-102 (H3) va 94-102 (H3).

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, cac goc HVR va céc goc khéc trong mién bien doi (vi

du, cac gbe FR) trong ban mo ta nay duge danh sb theo tai liéu Kabat et al., néu trén.

“Thé lién hop mién dich” 1a khéng thé dugc lién hop v6i mot hodc nhiéu phén tt

khac loai, bao gdbm, nhung khong gidi han &, chét gay doc té bao.

«“C4 thé” hoic “dbi tuong™ 1a dong vat c6 vi. Pong vat cb va bao gbm, nhung
khéng gidi han ¢, dong vat da duge thuan hoa (vi du, bo, ctru, meo, chd, va ngua), dong
vat linh truong (vi dy, nguoi va dong vat linh trudng khong phai 1a ngudi nhu khi), tho
va dong vat gam nham (vi dy, chudt nhét va chuot céng). Theo mot s6 phwong 4n nhat
dinh, cé thé hodc dbi tugng nay 1a ngudi.
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Khang thé “da duge phan 1ap” 12 khang thé da dugc tach ra khéi mot thanh phan
cia moi truong tu nhién cua nd. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé dugc tinh ché dén
d6 tinh khiét 16n hon 95% hotic 99% nhu duge x4c dinh bang, vi dy, k¥ thuét dién di (vi
du, SDS-PAGE, tép trung theo diém déng dién (IEF), dién di mao quan) hodc k§y thuat
sdc ky (vi du, HPLC trao ddi ion hoic HPLC pha dao). Dé biét tong quan vé cac phuong
phap déanh gia do tinh khiét cta khang thé, xem tai liéu, vi du, Flatman, S. et al., J.
Chromatogr. B 848 (2007) 79-87.

Axit nucleic “da dugc phén lap” dung dé chi phan tir axit nucleic da duoc tach ra
khoi mot thanh phén ctia mdi truomg tu nhién cua no. Axit nucleic da duoc phan 1ap bao
gdm phan tir axit nucleic c6 trong té bao ma thuong chira phan tr axit nucleic do, nhung
phan tir axit nucleic ndy c6 mit bén ngoai nhidm séc thé hodc ¢ vi tri nhiém sic thé khac
v6i vi trf nhiém sic thé tu nhién ctia nod.

“Axit nucleic da duoc phén 14p ma hoa khang thé khang CD20 cta ngudi/thu thé
transferin ctia nguodi” dung dé chi mot hodc nhiéu phan tir axit nucleic mad hoa chudi
ning va chudi nhe khang thé (hodc cac manh cta ching), bao gdm (cé4c) phan tir axit
nucleic trong mdt vecto duy nhit hodc trong cac vecto riéng biét, va (cac) phén t axit

nucleic nay c6 mat tai mot hodc nhiéu vi tri trong t€ bao chu.

Thuét ngit “khang thé don dong” trong ban mo6 ta nay dung @& chi khang thé thu
dugc tir mot quan thé khang thé gin nhu tuong dong, tic 13, ting khang thé riéng 1é
trong quan thé nay gidng nhau va/hodc gin két vao cing mot epitop, ngoai trir cac bién
thé khang thé ¢6 thé c6, vi du, chira cac dot bién c6 trong tu nhién hodc phat sinh trong
qua trinh tao ra ché pham khéng thé don dong, cac bién thé nay thuong c6 mit véi lugng
nho. Nguoc lai voi ché phim khang thé da dong, ma thudng chira cac khang thé khac
nhau dugc dinh hudng khéang cac yéu tb quyét dinh (epitop) khac nhau, mdi khang thé
don dong cua ché phdm khéang thé don dong chi duge dinh huéng khang mot yéu to
quyét dinh trén khang nguyén. Vi vay, tir bd nghia “don dong” thé hién dic tinh cta
khang thé 14 thu dugc tir mot quéan thé khang thé gan nhu twong ddng, va khong duoc
hidu 12 cAn phai tao ra khang thé bang phuong phap cu thé bat ky. Vi du, khang thé don
dong dugce st dung theo sang ché ¢6 thé duge tao ra bang nhiéu k¥ thuét khac nhau, bao
gdm, nhung khong gi¢i han ¢, phuong phap té bao lai, phuong phap ADN tai td hop,
phuong phap bidu hién thé thuc khuan, va phuong phap st dung dong vt chuyén gen
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chira toan bd hodc mét phan locus globulin mién dich cia ngudi, cac phuong phap nay
va cac phuong phap lay lam vi du khac dé tao ra khang thé don dong dugc trinh bay

trong ban mo ta nay.

“Khang thé tran” dung dé chi khang thé khong dugc lién hgp voi gbc khéc loai
(vi du, gbe gay doc té bao) hodc chét danh dau phong xa. Khang thé tran co thé co6 mat

trong dugc pham.

“Khéang thé nguyén thé” dung dé chi phan tt globulin mién dich ¢ trong tu nhién
v6i cée cAu tric khac nhau. Vi du, khang thé IgG nguyén thé 1a glycoprotein di tetrame
khoang 150.000 dalton, gbm hai chudi nhe gidng nhau va hai chudi nang giéng nhau
duoc lién két bang disulfua. Tu du tan N dén dAu tan C, mdi chudi ndng c6 mot ving
bién déi (VH), con duge goi la mién ning bién ddi hogc mién bién ddi chudi ning, sau
d6 12 ba mién hing dinh (CHI, CH2 va CH3), theo d6 ndm gitta mién hing dinh thir
nhét va mién hé‘mg dinh tha hai cé vung ban 1&. Tuong tu, tur dau tan N dén dau tan C,
m&i chudi nhe c6 mot ving bién ddi (VL), con dugc goi la mién nhe bién d6i hodc mién
bién déi chudi nhe, sau d6 1a mot mién hing dinh chudi nhe (CL). Chudi nhe ciia khang
thé co thé duge gan vao mot trong hai loai, duge goi la kappa («) va lambda (1), dya

trén ¢o s& trinh tu axit amin ciia mién hang dinh cta no.

Thuat ngit “té hudng dan st dung” ding dé chi cac hudng dan thuong duge dua
vao trong cac bao goi chira san pham tri liéu bén trén thj truong, chira thong tin vé chi
dinh, cach sir dung, liéu luong, cach dung, liéu phap két hop, chdng chi dinh va/hodc

canh bao lién quan dén viéc st dung san pham tri liéu nay.

“Phan tram (%) do ddng nhét trinh tu axit amin” so v6i trinh tu polypeptit tham
chiéu dugc dinh nghia 1a phﬁn tram cac géc axit amin trong trinh ty dang quan tdm ma
gidng véi cac gdc axit amin trong trinh ty polypeptit tham chiéu, sau khi sip hang céc
trinh tu nay va dua cdc khoang trdng vao, néu can, dé dat dugc phan tram do ddng nhat
trinh tu t6i da, va khong coi bt ky cai bién thay thé bao toan nao 1a mot phén cia do
dong nhét trinh tu d6. Viéc sip hang nhim muc dich xac dinh phan tram do ddng nhat
trinh tu axit amin c6 thé dat duogc bé‘mg nhiéu cach ma nguoi co hiu biét trung binh
trong linh vuc nay da biét, vi du, béng cach str dung ph?m mém may tinh c6 ban trén thi
truong nhu phén mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hodc Megalign (DNASTAR). Nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé xac dinh céc thong s6 thich hop dé sap
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hang cac trinh ty, bao gdm cac thuét toan bét ky can dé dat dugc murc do thang hang tdi
da trén toan b0 chiéu dai ciia céc trinh tu dang dugc so sanh. Tuy nhién, dbi véi cac muc
dich trong ban md ta nay, gia tri % do déng nhét trinh ty axit amin dugc tao ra béng
cach st dung chuong trinh méy tinh so sanh trinh tw ALIGN-2. Chuong trinh may tinh
so sanh trinh tu ALIGN-2 nay duoc tao ra boi Genentech, Inc., va ma nguén da duoc
ndp voi tai liéu hudng dan st dung tai Co quan ban quyén Hoa Ky (U.S. Copyright
Office), Washington D.C., 20559, dugc dang ky tai d6 voi s6 ding ky ban quyén Hoa
Ky 1a TXU510087. Chuong trinh ALIGN-2 duogc ban trén thi truong boi Genentech,
Inc., South San Francisco, California, hodc ¢6 thé duogc bién dich tir ma nguén. Chuong
trinh ALIGN-2 nén duoc bién dich dé sir dung trén hé diéu hanh UNIX, bao gom UNIX
V4.0D s6 hoa. Tt ca cac thong sd so sanh trinh tu déu duge thiét dit boi chuong trinh
ALIGN-2 va khong thay ddi.

Trong trudng hop ALIGN-2 dugce st dung dé so sanh trinh tu axit amin, % do
déng nhét trinh tu axit amin cta trinh ty axit amin A da cho voi, dbi voi hodc so voi
trinh tu axit amin B d cho (¢ thé dugc dién dat theo cach khac 1a trinh ty axit amin A
da cho co6 hodc chira % do déng nhét trinh tu axit amin cu thé voi, @i voi hodc so voi

trinh ty axit amin B da cho) dugc tinh nhu sau:
100 1an phén s6 X/Y

trong d6 X 1a sé luong gbc axit amin dugc chdm diém 1a cac cdp so khdp gidng nhau
boi chuong trinh sdp hang trinh ty ALIGN-2 trong budc sap hang A va B bang chuong
trinh d6, va trong d6 Y 1a tdng s6 lugng gdc axit amin trong B. Can phai hiéu rang khi
chidu dai cua trinh tu axit amin A khong béng véi chiéu dai cta trinh ty axit amin B, thi
% d6 dong nhét trinh tu axit amin cia A so v6i B s€ khong bang % do ddng nhat trinh
tu axit amin cua B so v&i A. Trir khi c6 quy dinh cu thé khac, tit ca cac gia tri % do
déng nhét trinh tu axit amin dugc st dung trong ban mo ta nay déu thu dugc nhu dugc

md ta trong doan ngay trén day bang cach st dung chuong trinh may tinh ALIGN-2.

Thuét ngti “dugc pham” ding @2 chi ché pham & dang cho phép hoat tinh sinh
hoc cda thanh phan hoat tinh ¢6 trong do s€ c6 tac dung, va khong chtra cac thanh phan

bd sung ma doc khong thé chap nhan duge dbi v6i d6i twong st dung ché pham nay.
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“Chét mang duoc dung” dung @& chi thanh phan trong dugc pham, khong phai la
thanh phﬁn hoat tinh, ma khong doc dbi véi dbi trong. Chét mang dugc dung bao gém,

nhung khong gidi han &, chit dém, ta duoc, chit 1am 6n dinh, hoc chit bao quan.

Trong ban mo ta nay, “diéu tri” (va cac dang bién dbi ngit phap clia né nhu “su
didu tri” hodc “viéc diéu tri”) ding dé chi sy can thi¢p 1am sang nhim nd luc lam thay
d6i chu trinh tw nhién cta ca thé dang dugc didu tri, va c6 thé dugc thuc hién nham
phong bénh hodc trong chu trinh bénh ly 1am sang. Cac tac dung diéu tri mong mudn
bao gdm, nhung khong gidi han &, ngdn nglra sy xuAt hién hodc tai phat ctia bénh, lam
thuyén gidm cac triéu chimg, giam bt cac hau qua bénh 1y true tiép hodc gian tiép bat
ky cua bénh, ngan nglra sy di can, lam gidm tdc do tién trién cta bénh, cai thién hodc
giam nhe tinh trang bénh, va lam thuyén giam hodc ci thién su tién luvong. Theo mot sb
phuong an, khang thé néu trong ban mo ta nay dugc st dung dé tri hodn sy phat trién

ctia bénh hodc lam chdm sy tién trién cua bénh.

Thuéat ngli “vung bién d6i” hodc “mién bién d4i” dung dé chi mién cta chudi
ning hodc chudi nhe ciia khang thé ma lién quan dén viéc gan két khang thé vao khang
nguyeén. Cac mién bién dbi cua chudi ning va chudi nhe (VH va VL, mot cach tuong
ing) cua khang thé nguyén thé thuong co céu trac tuong tu, trong do mdi mién chira
bdn ving khung (FR) bao toan va ba vung siéu bién (HVR) (xem tai liéu, vi du, Kindt,
T.J. et al. Kuby Immunology, 6th ed., W.H. Freeman and Co., N.Y. (2007), trang 91).
Mot mién VH hodc VL c6 thé 1a du dé mang lai tinh ddc hi¢u gin két khang nguyén.
Ngoai ra, khang thé ma gin két vao khang nguyén cu thé co thé dugc phan 1ap bing
cach st dung mién VH hogc VL tir khéng thé gin két vao khang nguyén do dé sang loc
thu vién mién VL hoidc VH bd sung, mot cach tuong tng (xem tai liéu, vi du, Portolano,
S. et al., J. Immunol. 150 (1993) 880-887; Clackson, T. et al., Nature 352 (1991) 624-
628).

Thuét ngit “vecto”, trong ban mo ta nay, dung dé chi phan tir axit nucleic ¢6 kha
nang nhan gidng mot axit nucleic khac ma né lién két voi. Thuat ngir nay bao gdm vecto
duéi dang céu tric axit nucleic tu sao chép cling nhu vecto duoc két hop vao hé gen cta
té bao chi ma né dugce dua vao do. Mot sb vecto cu thé ¢6 kha ning didu khién su biéu
hién cua axit nucleic ma né duge lién két kiém soat dugc vao do. Cac vecto nhu vay

trong ban md ta nay dugc goi 1a “vecto biéu hién”.
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Thuat ngit “chét trc ché mién dich” nhu duoc st dung trong ban md ta nay cho
lidu phap phu d& cap dén céc chat hoat dong dé trc ché hodc che gidu hé mién dich cla
dong vat c6 vl dang dugc diéu tri trong ban mo ta nay. ChAt nay s& bao gom chét &rc ché
su san xudt xytokin, diéu hoa giam hoic trc ché su tu biéu hién khang nguyén, hodc che
gidu khang nguyén MHC. Cac vi du vé c4c chét nay bao gém pyrimidin dugc thé 2-
amino-6-aryl-5 (xem US 4665077); azathioprin; xyclophosphamit; bromcryptin;
danazol; dapson; glutaraldehyt (che gidu khang nguyén MHC, nhu dugc mo ta trong
US 4120649); khang thé khang idiotyp dbi voi khang nguyén MHC va cac manh MHC;
xyclosporin A; steroit nhu glucocorticosteroit, vi du, prednison, metylprednisolon, va
dexametason; xytokin hodc chét dbi khang thu thé xytokin bao gdém khang thé khang
interferon-y, -B, hodc -a, khang thé khang yéu t6 hoai tr khdi u o, khang thé khang yéu
t4 hoai tir khdi u B, khang thé khang interleukin-2 va khang thé khang thu thé IL-2;
khang thé khang LFA-1, bao gdm khéng thé khang CD11a va khang CD18; khang thé
khang 1.3T4; globulin khang té bao lympho khac loai; khang thé pan-T, t6t hon 12 khang
thé khang CD3 hogc khang CD4/CD4a; peptit tan dugc chira ving gan két LFA-3 (WO
90/08187); streptokinaza; TGF-p; streptodornaza; ARN hodc ADN tur vat chu; FK506;
RS-61443; deoxyspergualin; rapamyxin; thu thé t& bao T (US 5114721); manh thy thé
té bao T (Offner et al., Science 251 (1991) 430-432; WO 90/11294; Ianeway, Nature
341 (1989) 482; va WO 91/01133); va khang thé thy thé t& bao T (EP 0340109) nhu
T10B9.

“Chét hoéa tri” 1a hop chét hoa hoc hitu ich trong diéu tri ung thu. Céc vi du vé
chét hoa tri bao gdbm chat alkyl hoa nhu thiotepa va xyclosphosphamit (CY TOXANT™);
alkyl sulfonat nhu busulfan, improsulfan va piposulfan; aziridin nhu benzodopa,
carboquon, meturedopa, va uredopa; etylenimin va metylamelamin bao gbm altretamin,
trietylenmelamin, trietylenphosphoramit, trietylenthiophosphoramit va
trimetylolomelamin; nito mu tac nhu clorambuxil, clonaphazin, cholophosphamit,
estramustin, ifosfamit, mecloretamin, mecloretamin oxit hydroclorua, melphalan,
novembichin, phenesterin, prednimustin, trofosfamit, uraxil mu tac; nitrosure nhu
carmustin, clozotoxin, fotemustin, lomustin, nimustin, ranimustin; khang sinh nhu
aclacinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin, cactinomyxin,
calicheamixin, carabixin, carminomyxin, carzinophilin, chromomyxin, dactinomyxin,

daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, doxorubixin, epirubixin,
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esorubixin, idarubixin, marxelomyxin, mitomyxin, axit mycophenolic, nogalamyxin,
olivomyxin, peplomyxin, potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, rodorubixin,
streptonigrin, streptozoxin, tuberxidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; chét chéng
chuyén héa nhu metotrexat va S-flouraxil (5-FU); chit tuong tu axit folic nhu
denopterin, metotrexat, pteropterin, trimetrexat; chéit twong tu purin nhu fludarabin, 6-
mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin; chit twong tu pyrimidin nhu anxitabin,
azaxitidin, 6-azauridin, carmofur, xytarabin, dideoxyuridin, doxifluridin, enoxitabin,
floxuridin, 5-FU; kich thich t6 nam nhu calusteron, dromostanolon propionat,
epitiostanol, mepitiostan, testolacton; khang thuong thdn nhu aminoglutethimit,
mitotan, trilostan; chit don axit folic nhu axit frolinic; axeglaton; aldophosphamit
glycosit; axit aminolevulinic; amsacrin; bestrabuxil; bisantren; edatraxat; defofamin;
demecolxin; diaziquon; elfornithin; eliptini axetat; etogluxit; gali nitrat; hydroxyure;
lentinan; lonidamin; mitoguazon; mitoxantron; mopidamol; nitracrin; pentostatin;
phenamet; pirarubixin; axit podophylinic; 2-etylhydrazit; procarbazin; PSK®; razoxan;
sizofiran; spirogermani; axit tenuazonic; triaziquon; 2,2',2"-triclo trietylamin; uretan;
vindesin; dacarbazin; mannomustin; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gaxytosin;
arabinosit (“Ara-C”); xyclophosphamit; thiotepa; taxoit, vi du, paclitaxel (TAXOL®,
Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.) va doxetaxel (TAXOTERE®, Rhone-
Poulenc Rorer, Antony, France); clorambuxil; gemxitabin;  6-thioguanin;
mercaptopurin; metotrexat; chét twong tu platin nhu xisplatin va carboplatin; vinblastin;
platin; etoposit (VP-16); ifosfamit; mitomyxin C; mitoxantron; vincristin; vinorelbin;
navelbin; novantron; teniposit; daunomyxin; aminopterin; xeloda; ibandronat; CPT-11;
chat tc ché topoisomeraza RFS 2000; diflometylornithin (DMFO); axit retinoic;
esperamixin; capexitabin; va mudi duge dung, axit hodc dan xuét ctia chét bat ky trong
s6 céc chat néu trén. Cling bao gbm trong phan dinh nghia nay 1a cac chit khang hocmon
ma hoat dong dé didu hoa hogc @e ché tac dong ciia hocmon dén khéi u nhu khang
estrogen bao gém vi du, tamoxifen, raloxifen, aromataza uc ché 4(5)-imidazol, 4-
hydroxytamoxifen, trioxifen, keoxifen, LY117018, onapriston, va toremifen (Fareston);
va khang kich thich t6 nam nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolit, va goserelin;

va mudi dugc dung, axit hodc dan xuat cuia chit bat ky trong s6 cac chat néu trén.
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I1. Ché phim va phuong phép

Theo mot khia canh, sang ché dua mot phén vao két qua réng khang thé dac hiéu
kép khang CD20 cua nguoi/thu thé transferin ctia ngudi néu trong ban mo ta nay 6 cac
dic tinh duogc cai thién. Theo mot sd phuong 4n nhit dinh, sang ché d& cap dén cac
khang thé ddc hidu kép khang CD20 ciia ngudi/thy thé transferin cia ngudi. Khang thé
néu trong ban mo ta nay hiru ich dé, vi du, chan do4n hoic diéu tri bénh Parkinson hodc

bénh x0 cung rai rac.

A. Khéng thé dic higu kép khang CD20 clia ngudi/thy thé transferin ctia ngudi duge lay

lam vi du

Theo mot khia canh, sdng ché d& cap dén khang thé dac hiéu kép da dugc phan
1ap ma gin két vao CD20 cuia nguoi va thu thé transferin cia nguoi. Cac khang thé nay
3 khéng thé dac hiéu kép gdm khang thé 161 (chiéu dai ddy di) va manh Fab dugc dung
hop trong do cac mién nay dugc trao dbi chéo. Vi vay, khang thé dac hidu kép thu duge
1a khong d6i xtimg. Vi thé, khang thé dic hiéu kép dugc tao ra bang cach st dung cong
nghé di dime hoa dugc goi 1a tra khoa vao 6 (knod-into-hole) bang cach st dung chudi
ning thir nhét véi phan tir dugc goi 1 dot bién khoa (HC khoa) va chudi nang thr hai
v6i phan tir duge goi 1a dot bién 6 (HC 0).

Khéng thé 0039, ma cling 1a mdt khia canh cua sang ché, duoc cAu thanh tir bon
polypeptit c6 trinh tw axit amin 1a cac SEQ ID NO: 06 dén 09.

Khang thé 0039 1a khang thé ddc hiéu kép chira

a) mdt khang thé c6 chiéu dai diy du chua hai cap mdi cip gdm chudi nhe
khang thé c¢6 chiéu dai ddy du va chudi ndng khang thé c6 chilu dai day du, trong do cac
vi tri gin két tao ra boi mdi trong s cac cdp chudi nang chiéu dai day du va chudi nhe
chidu dai day du nay gin két ddc hiéu vao khang nguyén thir nhit, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop
v6i dau tan C ciia mot chudi ndng cta khang thé co chiéu dai day du, trong d6 vi tri gén
két cia manh Fab b sung nay gin két dac hiéu vao khang nguyén tht hai,

trong d6 mdi trong cac chudi nhe khéang thé co chiéu dai ddy du chua trong mién

chudi nhe hang dinh (CL) & vi tri 123 gdc axit amin arginin (thay cho gbc axit glutamic
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kiéu dai; dot bién E123R) va & vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay cho gbc glutamin

kiéu dai; dot bién Q124K) (danh sb theo Kabat),

trong d6 mdi trong cac chudi ning khang thé c6 chibu dai day du chia trong mién
chudi nang hing dinh thir nhét (CH1) & vi trf 147 gbc axit glutamic (thay cho gbc lysin
kiéu dai; dot bién K147E) va & vi tri 213 gbc axit glutamic (thay cho gbc axit amin lysin

kidu dai; dot bién K213E) (dénh sb theo chi sé Kabat EU),

trong d6 manh Fab bd sung gan ket dac hiéu vao khang nguyén thir hai chtra mién
tra0 ddi chéo sao cho midn bién ddi chudi nhe (VL) va mién bién doi chudi nang (VH)

duoc thay thé cho nhau, va

trong do khang nguyén thir nhét 13 CD20 cta nguoi va khang nguyén thu hai la

thu thé transferin cua nguoi.

Khéng thé 0041, ma cling 1a mot khia canh cta sang ché, dugc cdu thanh tr bén

polypeptit 6 trinh tu axit amin la cac SEQ ID NO: 01 dn 03 va SEQ ID NO: 10.
Khang thé 0041 1a khang thé dc hiéu kép chira

a) mdt khang thé c6 chiéu dai day du chua hai cap moi cap gdom chuoi nhe
khéng thé c6 chiéu dai day di va chudi nang khéang thé c6 chiéu dai day du, trong do cac
vi tri gan két tao ra boi mdi trong sd cac cdp chudi nang chicu dai day du va chuoi nhe

chiéu dai day da nay gin két dic hiéu vao khang nguyén thi nhat, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop
v6i dau tan C ctia mot chudi nang ctia khang thé co chiéu dai day du, trong d6 vi tri gin

két ctia manh Fab bd sung nay gin két dac hiéu vao khang nguyén thlr hai,

trong d6 mdi trong cac chudi nhe khang thé c6 chidu dai day du chura trong mién
chudi nhe hang dinh (CL) & vi tri 123 gbc axit amin arginin (thay cho gde axit glutamic
kiéu dai; dot bién E123R) va ¢ vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay cho gbe glutamin
kiéu dai; dot bién Q124K) (d4nh sé theo Kabat),

trong d6 mdi trong cac chudi ning khang thé c6 chidu dai day du chira trong mién
chudi ning hang dinh thir nhét (CH1) & vi tri 147 gdc axit glutamic (thay cho gbc lysin
kiéu dai; dot bién K147E) va & vi tri 213 gbc axit glutamic (thay cho gbc axit amin lysin

kidu dai: dot bién K213E) (dénh sb theo chi s6 Kabat EU),
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trong d6 manh Fab bd sung gan két dic hidu vao khang nguyén thir hai chira mién
trao ddi chéo sao cho mién chudi nhe hing dinh (CL) va mién chudi ning hing dinh 1

(CH1) dugc thay thé cho nhau, va

trong d6 khang nguyén thir nhét 1a CD20 cua nguoi va khang nguyén thir hai la

thu thé transferin cia nguoi.

Khang thé 0040, ma ciing 12 mdt khia canh ctia séng ché, duge chu thanh tr ba
polypeptit ¢6 trinh tu axit amin cta cac SEQ ID NO: 11 dn 13 va SEQ ID NO: 22.

Khang thé 0040 1a khang thé ddc hiéu kép chira

a) mot khang thé ¢6 chiéu dai day du chtra hai cap mdi cip gdm chudi nhe
khang thé c6 chicu dai day du va chuoi nang khang thé co chiéu dai day du, trong do cac
vi tri gan ket tao ra bdi moi trong cac cap chudi ning chiéu dai day du va chudi nhe

chiéu dai ddy du nay gin két ddc hiéu vao khang nguyén tht nhét, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay duoc dung hop
v6i diu tan C ctia mot chudi ndng ctia khang thé c6 chiu dai day du, trong d6 vi tri gan
két ctia manh Fab bd sung nay gin két dac hidu vao khang nguyén thir hai,

trong d6 manh Fab b sung gin két dic hiéu voi khang nguyén thir hai chira vung
trao ddi chéo sao cho mién chudi nhe héng dinh (CL) va mién chudi ning héng dinh 1
(CH1) duogc thay thé cho nhau, va

trong d6 khang nguyén thi nhét 1a CD20 cua ngudi va khang nguyén th hai la
thu thé transferin ctia nguoi.

Khang thé 0042, ma cling 1a mot khia canh cia sang ché, dugc cau thanh tir bdn

polypeptit ¢6 trinh tir axit amin cta cac SEQID NO: 14 dén 17.

Khéng thé 0042 12 khang thé dic hi¢u kép chira

a) chudi nhe tha nht va chudi nang thir nhét thu duoc khang thé tht nhét ma
ghn két ddc hiéu voi khang nguyén thir nhit; va

b) chudi nhe thi hai va chudi nang thir hai thu dugc tir khang thé tht hai ma
gin két dac hiéu voi khang nguyén tht hai, trong do

trong chudi nhe thir hai, mién hing dinh CL dwoc thay thé béi mién hing dinh
CH1 cua chudi nang tht hai; va
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trong chudi ning tha hai, mién hang dinh CH1 dugc thay thé boi mién hing dinh

CL cta chudi nhe thir hai; va

1) trong do trong vung hang dinh CL cua chudi nhe tht nhit, axit amin tai
cac vitri 124 va 123 (danh sb theo Kabat) dugc thay thé doc 1ap véi nhau bang axit amin
dugc chon tir K, R va H; va trong do trong vung hing dinh CHI cta chudi ning thu
nhét, axit amin tai cac vi tri 147 va 213 (dénh s6 theo EU chi sd ctia Kabat) dugc thay

thé doc 1ap v6i nhau béng axit amin dugc chon tir E hodc D; hoac

i1) trong d6 trong vung hing dinh CL cua chudi ning tht hai, axit amin tai
cac vitri 124 va 123 (danh sb theo Kabat) dugc thay thé doc lap voi nhau bang axit amin
duoc chon tir K, R va H; va trong d6 trong vung héng dinh CHI cua chudi nhe tht hai,
axit amin tai cac vi trf 147 va 213 (d4nh s6 theo EU chi sé ctia Kabat) duoc thay thé doc

1ap v6i nhau béng axit amin dugc chon tir E hodc D.

Khang thé ddc hidu kép nhu duge béo cdo trong ban md ta nay thu dwgc bing

cach biéu hién tam thoi trong cac té bao CHO. Hiéu suat duoc thé hién trong bang dudi

day.
Khang thé 0039 0040 0041 0042
¢ [pug/ml] 8,4 25,3 32 22,5
Luogng [mg] 29.4 88,6 112,0 78,8

Su phén bd/két hop khac nhau cuia cac polypeptit tuong g trén céc plasmit biéu
hién khac nhau va céc ty 1€ khac nhau cta plasmit tao thanh dugc st dung dé san xuét
t4i td hop céc khang thé dac hiéu kép. Cac két qua thu dugc trong céc té bao HEK 293

duoc thé hién trong bang dudi day.
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Dién tich dinh tuong doi
q (khong bi giam) [%]
Khang thé Ty 1€ mol plasmit 1, mAb Dime Khan
5 |chudis-6| W€
monome

0039 1:3 LC+HC-6: LC 9 10 80

0039 1:4 chéo+HC khoa 6 6 88

0039 1:3:2 LC+HC-6: LC 17 9 74

0039 14 | chéotHCkhéa:LC |, 5 85
chéo

0039 1:1:3 LC : LC+HC-6: LC 6 6 88

0039 1:1:4 chéo+HC khoa 3 4 93

0040 1:3 LC+HC-6: LC 10 18 72

0040 1:4 chéo+HC khoa 6 7 87

0040 1:3:2 LC+HC-6:LC 5 7 89

0040 14 | chéotHCKkhoa:LC 3 5 92
chéo

0040 1:1:3 LC : LC+HC-6 : LC 16 48 35

0040 1:1:4 chéo+HC khoéa 6 23 69

0041 1:3 LC+HC-6:LC 3 5 92

0041 1:4 chéo+HC khoa 1 2 97

0041 1:3:2 LC+HC-6:LC - 2 98

0041 l4p | CheorHCKMGa:LE 1 99
chéo

0041 1:1:3 LC : LC+HC-6: LC - 3 97

0041 1:1:4 chéo+HC khoéa - 2 97

LC+HC-6: LC
0042 1:2 chéorHC khoa - 1 99

Khang thé dic hiéu kép dugce tao ra trong cac té bao CHO v6i quy md nho va su

phéan bd san pham phu duoc phan tich sau budc tinh ché tht nhét bang cach su dung

phuong phap sdc ky ai lyc protein A va sau budc tinh ché tht hai bang cach st dung

phuong phap sdc ky loai trix theo kich c& didu ché. Cac két qua duge thé hién trong bang

dudi day.
Thu 3 lit 1én men sau Phén bd san pham phu
Khang Tnzolle san pfrlfllgrrllgrrr(l);eln A (CE-SDS khong c6 san) —
p =T, -
the | lasmit | (CE-SDS khéngeo | LC | HCS /2 IgAb dgf/nenSA% +
san/hi¢u suat) 4
. 55%
0039 | 1:3:2 26 mg 16 6 11 2
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Thu 3 lit Ién men sau Phan b6 san pham phu
Khiing "{I};follé san pkrlre?g; glr]i);ein A (CE-SDS khong c6 sdn)
thé | smit | (CE-SDSkhonged | LC | HCd | 7 mAD | dime 6-0 +
S 4 a X 0 /4 mAD
san/hiéu suat)
. 44%
0040 1:3:2 74.5 mg 23 8 7 17
. 82%
0041 1:3:2 > 80 mg 11 0 0 7
_ 83%
0042 1:2 68.4 mg 9 0 0 8
Thu 3 1it [én men sau Phan bd san pham phu
Khang | Ty 18 p.r?tem AA va san pham (CE-SDS khong c6 san)
thé plasmit diéu che SEC monome | mADb | dime 8-6 +
(CE-SDS khong c6 san/ | LC | HC 6 2 3
A A 0 /4 mADb
hi€u suat)
. 8,2 mg
0039 1:3:2 73% 10 0 2 15
A, 29.7 mg
0040 1:3:2 77% 10 0 0 14
. > 44 mg
0041 1:3:2 79% 8 0 0 13
) 43,6 mg
0042 | 1:2 =~ 90% 3 0 0 3
Thu 31'sau | San pham phu R o
«hi tinh SEC [%] ‘ San pham phu SEC [%]
, s 1A J< Thanh
Khang | Tylé ché ha
thé plasmit | protein A pham
HMW | LMW | SEC | HMW LMW
monome
SEC
0039 1:3:2 90% 2 7 95% 0 5
0040 1:3:2 89% 5 6 96,5% 1 2,5
0041 1:3:2 94% 6 0 97,5% | 0,5 2
0042 1:2 95% 2 3 97% 1 2

Khang thé dac hiéu kép dugc tao ra trong cac dong té bao khac nhau. Céac két qua

dugc thé hién trong bang dudi day.
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. Thanh pham
Vi tinh ché bang san Th;lh'a’él Sf;é{il:llxnh (tinh ché' protein A
q pham protein A m% - didu ché va SEC diéu
Khéng thé monome Al K ché)
(CE-SDS) (hll‘zﬁfuat/ CESDS 1 (higu sudt/CE-SDS
ong c6 sdn) A L3
khong c6 sdn)
CHO-K1 | HEK293 CHO CHO
7,4 mg/l 8,2 mg
0 0 9 9
0039 80% 93% 550, 739
21,3 mg/l 29,7 mg
0 0 s s
0040 83% 92% 44% 7%
o o >21 mg/l > 44 mg
0041 85% 99% 20 79%
19 mg/l 43,8 mg
0, 0 o
0042 91% 99% 23% 904%

Nhiét d6 két tu ddi v6i cac khang thé 0039, 0040, 0041 va 0042 duge xdc dinh
an lrot 12 nhiét do nim trong khoang tir khoang tir 54 dén 56°C, khoang tir 50 dén 53°C,
khoang tir 51 dén 53°C, va khoang tir 55 dén 57°C.

Toan bo khang thé 0041 thé hién cac tinh chét cai thién va vi thé 12 khia canh uu
tién cua sang ché. Cac tinh chét cai thién nay, trong s6 nhidu tinh chét cai thién khac,

thudc profin san pham phu cai thién.

Mot khia canh nhu dugc béo cdo trong ban mo ta nay la khang thé dic hiéu kép

chtra

a) mdt khang thé c6 chicu dai day du chua hai cap moi cap gom chuoi nhe
khang thé c6 chiéu dai day di va chudi nang khang thé c6 chiéu dai day du, trong do cac
vi tri gén két tao ra boi mdi trong cac cgp chuoi ndng chieu dai day da va chudi nhe

chidu dai dAy du nay gén két ddc hiéu vao khang nguyén thit nhat, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop
v6i ddu tan C cia mot chudi nang ciia khang thé c6 chiéu dai day du, trong do vi tri gin

két ctia manh Fab bd sung nay gin két dic hiéu vao khang nguyén thir hai,

trong d6 mdi trong cac chudi nhe khang thé c6 chiéu dai day du chua trong mién
chudi nhe hiang dinh (CL) & vi tri 123 gbc axit amin arginin (thay cho gbc axit glutamic
kidu dai; dot bién E123R) va ¢ vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay cho gbc glutamin
kidu dai; dot bién Q124K) (dénh sd theo Kabat),
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trong d6 mdi trong cac chudi ning khang thé c6 chidu dai ddy du chra trong mién
chudi ning hing dinh th nhét (CH1) & vi tri 147 gbc axit glutamic (thay cho gbc lysin
kidu dai; dot bién K147E) va & vi tri 213 gbc axit glutamic (thay cho gbc axit amin lysin

kidu dai; dot bién K213E) (danh sb theo chi sé Kabat EU),

trong d6 manh Fab bd sung gin két dac hiéu vao khang nguyén thir hai nay chura
midn trao ddi chéo sao cho mién chudi nhe hang dinh (CL) va mién chudi ning hing

dinh 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau, va

trong d6 khang nguyén thi nhét 12 CD20 cta nguoi va khang nguyén tht hai 1a

thu thé transferin ciia nguoi.

Mot khia canh nhu duge bao céo trong ban mo ta nay la khang thé dic hiéu kép

chtra

a) mdt khang thé c6 chiéu dai day du chua hai cap mdi cap gdm chudi nhe
khéng thé ¢ chiéu dai day du va chu6i nang khéng thé c6 chiéu dai day du, trong do cac
vi tri gin két tao ra boi moi trong s6 cac cap chudi ning chiéu dai day du va chudi nhe

chidu dai day du nay gin két ddc hiéu vao khang nguyén tht nhét, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop
v6i dau tan C cia mot chudi niing cua khang thé c6 chiéu dai day d, trong do vi tri gin

két ctia méanh Fab bo sung nay gén két dic hiéu vao khang nguyén thir hai,

trong d6 mdi trong cac chudi nhe khang thé c6 chidu dai day du chira trong mién
chudi nhe hing dinh (CL) & vi tri 123 gdc axit amin arginin (thay cho gbc axit glutamic
kiéu dai: dot bién E123R) va & vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay cho gbc glutamin

kidu dai; dot bién Q124K) (danh sd theo Kabat),

trong d6 mdi trong cac chudi ning cua khang thé c6 chiéu dai ddy di chira trong
mién chudi nang hing dinh thir nhét (CH1) & vi tri 147 gbc axit glutamic (thay cho gbc
lysin kiéu dai; dot bién K147E) va & vi tri 213 gbc axit glutamic (thay cho gbc lysin kiéu
dai axit amin; dot bién K213E) (danh s theo chi s6 Kabat EU),

trong d6 manh Fab bd sung gin két dzc hiéu v6i khang nguyén thir hai nay chira
vung trao dbi chéo sao cho mién chudi nhe hang dinh (CL) va mién chudi ning hang

dinh 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau,
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trong d6 khang nguyén th nhit 14 CD20 cta ngudi va khang nguyén thit hai 1a

thu thé transferin cua nguoi,

trong d6 vi tri gin két CD20 ctia ngudi bao gdm trinh tu mién bién ddi chudi
ning (VH) c6 do dong nhét trinh tu it nhat 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, hodc 100% so v6i trinh tyr axit amin SEQ ID NO: 18 va trinh tu mién
bién ddi chudi nhe (VL) c6 do dong nhat trinh ty it nhat 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% so véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 19, va

trong do6 vi tri gin két thu thé transferin ctia nguoi bao gbm trinh tu mién bién
ddi chudi ning (VH) c6 do ddng nhét trinh tu it nhat 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% so véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 20 va
trinh tu mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 do dong nhét trinh tu it nhat 1a 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% so v6i trinh tw axit amin SEQ
ID NO: 21.

Theo mot s6 phuong an nhat dinh, trinh tu VH ¢6 do ddng nhét it nhat 12 90%,
91%. 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% chira céc cii bién thay thé (vi
du, thay thé bao toan), cai xen, hodc lam khuyét so vOi trinh tuy tham chiéu, nhung vi tri
gan két chua trinh tu ndy van git lai kha nang gin két v6i khdng nguyén cta nd. Theo
mot s6 phuong an nhit dinh, tong cong 1 dén 10 axit amin dugec thay thé, cai xen va/hodc
lam khuyét trong SEQ ID NO: 18 hoac 20. Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh, cac cai
bién thay thé, cai xen, hodc 1am khuyét xuat hién trong ving bén ngoai ving HVR (nghia

13, trong FR).

Theo mdt sb phuong an nhét dinh, trinh tu VL ¢6 d6 ddng nhat it nhat 12 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% chira cac cai bién thay thé (vi
du, thay thé bao toan), cai xen, hodc 1am khuyét so vOi trinh tu tham chiéu, nhung vi tri
gin két chtra trinh ty nay van gift lai kha nang gin két v6i khdng nguyén cia nd. Theo
mot s& phuong an nhét dinh, tong cong 1 dén 10 axit amin dugc thay thé, cai xen va/hodc
lam khuyét trong SEQ ID NO: 19 hodc 21. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh, cc ci
bién thay thé, cai xen, hodc lam khuyét xuat hién trong ving bén ngoai vang HVR (nghia

la, trong FR).
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Theo mdt phuong 4n, vi tri gén két CD20 ciia ngudi bao gom trinh tu VH nhu
trong SEQ ID NO: 18, bao gdm cac cai bién sau dich ma cta trinh ty d6 va trinh tuw VL

nhu trong SEQ ID NO: 19, bao gdm céc cai bién sau dich mi cua trinh tu do.

Theo mot phuong an, vi tri gén két thu thé transferin ctia nguoi chira trinh tw VH
nhu trong SEQ ID NO: 20, bao gdm céc céi bién sau dich ma cta trinh tw d6 va trinh tu

VL nhu trong SEQ ID NO: 21, bao gbm cac cai bién sau dich mi cua trinh tu do.
Theo mdt phuong an, khang thé dic hidu kép chtra

i) chudi nhe ¢6 do ddng nhat trinh tu voi SEQ ID NO: 01 it nhét 1a 70%, it
nhét 80%, it nhat 90%, hodc 95% hogc cao hon,

ii)  chudining c6 do dong nhét trinh tu véi SEQ ID NO: 02 it nhét 12 70%, it
nhét 80%, it nht 90%, hoic 95% hodc cao hon,

iii)  chudi nhe c6 do ddng nhat trinh tu véi SEQ ID NO: 03 it nhét 1a 70%, it
nhit 80%, it nhit 90%, hodc 95% hodc cao hon, va

iv)  manh Fab chudi ning c6 d dong nhét trinh tu voi SEQ ID NO: 04 it nhét
12 70%, it nhat 80%, it nhit 90%, hogc 95% hodc cao hon,

trong do
SEQ ID NO: 01 ¢6 trinh tu axit amin

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRS SKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQ
LLIYQMSNLVSGVPDRFSGSGS GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAQNLEL
PYTEGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDRKLKS GTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKYV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC,

SEQ ID NO: 02 ¢6 trinh tu axit amin

QVQLVQSGAEVKKPGS SVKVSCKASGYAFSYSWINWVRQAPGQGLEW
MGRIFPGDGDTDYNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELS SLRSEDTAVYY
CARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSSASTKGP SVFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS SVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKS CDKTHTCPPCPAPEAAGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
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KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKT
ISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSC SVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPG,

SEQ ID NO: 03 ¢6 trinh tu axit amin

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLAWYQQKP GKAPKLLIYR
ASTLASGVPSRFSGSGSGTDETLTISSLQPEDFATYYCQQNYASSNVDNT
FGGGTKVEIKSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSC, va

SEQ ID NO: 04 ¢6 trinh ty axit amin

QSMQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGFSLS SYAMSWIRQHPGKGLEWIGY
IWSGGSTDYASWAKSRVTISKTSTTVSLKLSSVTAADTAVYYCARRYG
TSYPDYGDASGFDPWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC.

Mot khia canh nhu dugc bdo céo trong ban md ta nay 1a khang thé dic hiéu kép

chta

a) mot khang thé c6 chiéu dai day du chira hai cap moi cap gom chuodi nhe
khang thé ¢6 chiéu dai day di va chudi ndng khang thé c¢o chiéu dai day du, trong do cac
vi tri gén két tao ra boi mdi trong sd cac cip chudi nang chicu dai déy du va chudi nhe

chidu dai diy du nay gin két dac hiéu vao khang nguyén thir nhit, va

b) mdt manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop
v6i dAu tan C cia mot chudi ndng cta khang thé co6 chidu dai ddy du, trong d6 vi tri gin
két cia manh Fab bd sung nay gin két dic hiéu vao khang nguyén tht hai,

trong d6 mdi trong cac chudi nhe khang thé c6 chiéu dai day du chua trong mién
chudi nhe hing dinh (CL) & vi tri 123 gdc axit amin arginin (thay cho gbc axit glutamic
kidu dai; dot bién E123R) va ¢ vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay cho gbe glutamin

kidu dai; dot bién Q124K) (danh sé theo Kabat),
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trong d6 mdi trong céc chudi ning khang thé c6 chiéu dai dly du chira trong mién
chudi ning hang dinh thi nhét (CH1) & vi tri 147 gbc axit glutamic (thay cho gbe lysin
kiéu dai; dot bién K147E) va & vi tri 213 gbc axit glutamic (thay cho gbc axit amin lysin

kidu dai; dot bién K213E) (d4nh sb theo chi sé Kabat EU),

trong d6 manh Fab bd sung gan két dic hiéu vao khang nguyén tht hai nay chira
midn trao ddi chéo sao cho mién chudi nhe hing dinh (CL) va mién chudi nang hing

dinh 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau,

trong d6 khang nguyén th nhat 12 CD20 ctia ngudi va khang nguyén thi hai 1a

thu thé transferin cia nguoi,

trong do vi tri gin két CD20 ctia nguoi chira mién bién ddi chudi nang (VH) ¢6
trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 18 va mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 trinh ty axit
amin cia SEQ ID NO: 19, va

trong do vi tri gin két thu thé transferin ctia nguoi chira mién bién d6i chudi ning
(VH) ¢6 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 20 va mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 trinh
tu axit amin ctia SEQ ID NO: 21.

Mot khia canh nhu duge béo céo trong bin m6 ta nay la khang thé dic hiéu kép

chtra

a)  mot khang thé c6 chiéu dai day du chira hai cdp mdi cip gdm chudi nhe
khang thé c6 chidu dai diy du va chudi nang khang thé c¢6 chiéu dai day du, trong do6 cac
vi tri gén két tao ra boi mdi trong s6 cac cap chudi ning chidu dai ddy da va chudi nhe
chiéu dai day du nay ghn két dac hiéu vao khang nguyén thu nhét, trong d6 khang thé
¢6 chidu dai ddy du nay chira ving Fe tao ra bang céc polypeptit viung Fec, mdi polypeptit

ving Fe nay chira mién CH1, CH2 va CH3, cua hai chudi ning chiéu dai day du, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop
v6i dau tan C ciia mot chudi ngng cta khang thé co6 chidu dai day du, trong d6 vi tr gén

két ctia manh Fab b sung gin két nay dac hiéu vao khang nguyén thu hai,

trong d6 mdi trong cac chudi nhe khang thé c6 chiéu dai diy du chira trong mién
chudi nhe hing dinh (CL) & vi tri 123 gbc axit amin arginin (thay cho gbc axit glutamic
kidu dai; dot bién E123R) va & vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay cho gbc glutamin
kiéu dai; dot bién Q124K) (d4nh sb theo Kabat),
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trong d6 mdi trong cac chudi ning khang thé c6 chiéu dai ddy du chira trong mién
chudi ning hing dinh tht nhit (CH1) & vi tri 147 gée axit glutamic (thay cho goc lysin
kidu dai: dot bién K147E) va & vi tri 213 gbe axit glutamic (thay cho gbc axit amin lysin
kiéu dai; dot bién K213E) (danh sb theo chi sé Kabat EU),

trong d6 manh Fab bd sung gin két ddc hiéu vao khang nguyén thu hai chira mién
trao dbi chéo sao cho mién chudi nhe hing dinh (CL) va mién chudi ning hang dinh 1
(CH1) dugc thay thé cho nhau,

trong d6 khang nguyén thu nhét 1a CD20 cua ngudi va khang nguyén thir hai la
thu thé transferin cia ngudi,

trong do vi tri gin két CD20 cuia nguoi chtra mién bién d6i chudi ning (VH) ¢6
trinh tr axit amin cta SEQ ID NO: 18 va mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 trinh ty axit
amin cua SEQ ID NO: 19,

trong do vi tri gin két thu thé transferin ctia nguoi chira mién bién ddi chudi ning
(VH) c6 trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 20 va mién bién ddi chudi nhe (VL) c6 trinh
tu axit amin ctia SEQ ID NO: 21, va

trong d6 polypeptit viung Fc la

a) thudc phan 16p IgG1 cuia nguoi,

b) thudc phan 16p IgG4 cua nguoi,

C) thudc phan 16p IgG1 ctia nguoi c6 cac dot bién 1L234A, L235A va P329G,

d) thudc phan 16p IgG4 ctia ngudi c6 cac dot bién S228P, L235E va P329G,

e) thudc phan 16p [gG1 ctia nguoi c6 cac dot bién L234A, L235A va P329G
& ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va S354C trong mot polypeptit vung
Fc va cac dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong polypeptit ving Fc con lai
tuong Ung,

f) thudc phan 16p IgG4 ctia nguoi c6 cac dot bién S228P va P329G ¢ ca hai
polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va S354C trong mot polypeptit vung Fc va
cac dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong polypeptit ving Fc con lai tuong

ung,
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g) thudc phan 16p IgG1 cta nguoi c6 cac dot bién L234A, L235A, P329G,
1253A, H310A va H435A & ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va S354C
trong mot polypeptit ving Fc va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va Y349C trong

polypeptit ving Fc con lai tuong (mg, hodc

h) thudc phan 16p IgG1 cua nguoi ¢ cac dot bién L234A, L235A, P329G,
M252Y, S254T va T256E & ca hai polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va S354C
trong mt polypeptit ving Fc va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va Y349C trong

polypeptit ving Fc con lai tuong ng, hodc

i) khang thé c6 chiéu dai ddy du thudc phan 16p IgG1 cta ngudi c6 cic dot
bién L234A, L235A, P329G, H310A, H433A va Y436A trong ca hai chudi niing va cac
dot bién 1) T366W, va ii) S354C hodc Y349C, trong mot chudi ning va cac dot bién i)
T3668S, L368A, va Y407V, va ii) Y349C hoac S354C, trong chudi ning con lai tuong
ung.

Theo mot khia canh khac, khang thé dic hidu kép khang CD20 ctia nguoi/thu thé
transferin cia ngudi theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an néu trén ¢ thé két
hop déu hiéu bét ky trong s6 cac ddu hiéu nhu dugc mo ta trong cac phan tir 1 dén 3

dudi day, & dang don 1€ hodc ¢ dang két hop:
1. Khéang thé kham va khang thé duoc bién dbi gidng nhu ciia ngudi

Theo mdt sé phuong an nhét dinh, khang thé duoc dé cap trong ban md ta nay la
khang thé kham. Mot s6 khang thé kham nhét dinh duoe mo ta trong cac tai liéu, vi du,
US 4816567; va Morrison, S.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855).
Trong mot vi du, khang thé kham chira ving bién dbi khong phai cua nguoi (vi dy, vang
bién ddi duoc 4y tir chudt nhét, chudt cng, chudt dong, tho, hogc dong vat linh trudng
khong phai 1a nguoi, nhu khi) va vung hing dinh ctia nguoi. Trong mot vi du khac,
khang thé kham 1a khang thé “duoc chuyén 16p” trong d6 16p hodc phén 16p da duogc
thay d6i so v6i 16p hodc phan 16p cta khang thé bd me. Khang thé kham bao gdm céc

manh gén két khdng nguyén cua chung.

Theo mot s6 phuong &n nhat dinh, khéng thé kham 1a khang thé dwoc bién doi
gidng nhu cta nguoi. Thong thuong, khang thé khong phai clia nguoi duoc bién ddi

gidng nhu cia nguoi dé lam giam tinh sinh mién dich d6i v&i nguoi, nhung van gitt

51



47136

52/128

duogc tinh dac hiéu va ai lyc cua khang thé bd me khong phai ctia nguoi. Thong thuong,
khang thé dugc bién d6i gibng nhur ctia ngudi chira mot hodc nhiu mién bién ddi trong
do6 cac HVR, vi du, cac CDR, (hodc cac phan ctia ching) duoc 14y tir khang thé khong
phai ctia nguoi, va cac FR (hodc cac phén ctia ching) dugc 14y tir cac trinh tu khang thé
ctua nguoi. Khang thé duoc bién dbi gidng nhu cua ngudi tiy y cling chua it nhat mot
phan ciia viing hing dinh cua ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, mot sb gbc FR trong khang
thé duoc bién dbi gidng nhu cta ngudi dugc thay thé bang cac gbc twong ung tir khang
thé khong phai cta nguoi (vi du, khang thé ma cac gbc HVR dugc 14y tir d6), vi du, aé

khdi phuc hodc cai thién tinh dac hi¢u ho#c ai luc cuia khang thé.

Céc khang thé dugc bién dbi gidng nhu cua nguoi va cac phuong phép tao ra
chiing dugc mo ta trong tai liéu, vi du, Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci. 13
(2008) 1619-1633, va cung duoc md ta trong cac tai liéu, vi duy, Riechmann, I. et al.,
Nature 332 (1988) 323-329; Queen, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989)
10029-10033; US 5821337, US 7527791, US 6982321, va US 7087409; Kashmiri, S.V.
et al., Methods 36 (2005) 25-34 (mo ta viéc ghép vung quyét dinh tinh ddc hiéu (SDR));
Padlan, E.A., Mol. Immunol. 28 (1991) 489-498 (md ta “k¥y thuat tai tao bé mat”);
Dall’ Acqua, W.F. et al., Methods 36 (2005) 43-60 (md ta “k§ thudt xdo tron FR”); va
Osbourn, J. et al., Methods 36 (2005) 61-68 va Klimka, A. et al., Br.J. Cancer 83 (2000)
252-260 (md ta phuong phap “chon loc c6 hudng dan” dé 1am x4o tron FR).

Cac vung khung clia ngudi ma co thé dugc st dung trong bude bién dbi gidng
nhu cua nguoi bao gbm, nhung khong gi¢i han §: ving khung dugc chon loc bang cach
st dung phuong phéap “khop t6t nhat” (xem tai liéu, vi du, Sims, M.J. etal., J. Immunol.
151 (1993) 2296-2308; vung khung dugc liy tr trinh ty lién Ung cla cac khang thé
ngudi thue phan nhom cu thé cta cac ving bién ddi chudi nhe hodc chudi ning (xem
tai lidu, vi du, Carter, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-4289; va
Presta, L.G. et al., J. Immunol. 151 (1993) 2623-2632); vung khung thuan thuc (dugc
gay dot bién soma) cuia ngudi hodc ving khung dong mam clia nguoi (xem tai liéu, vi
du, Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-1633); va vung khung
duoc léy thong qua sang loc cac thu vién FR (xem céc tai liéu, vi du, Baca, M. et al., J.
Biol. Chem. 272 (1997) 10678-10684 va Rosok, M.J. et al., J. Biol. Chem. 271 (19969
22611-22618).
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2. Khang thé ctia ngudi

Theo mét sb phuwong dn nhét dinh, khang thé duoc dé cap trong ban mo ta nay la
khéng thé cia ngudi. Khang thé clia ngudi ¢6 thé duoc tao ra bang cach st dung nhiéu
k¥ thudt da biét trong linh vue nay. Cac khang thé cua ngudi duge md ta chung trong tai
liéu van Dijk, M.A. and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374
va Lonberg, N., Curr. Opin. Immunol. 20 (2008) 450-459.

Khang thé cia nguoi c6 thé dugc tao ra bang cich st dung chét sinh mién dich
cho dong vat chuyén gen da dugc bién dbi dé tao ra khang thé nguyén ven cua ngudi
hodc khang thé nguyén ven ¢ ving bién dbi cua ngudi nham dép tng lai thach thirc
khéang nguyén. Dong vat nay thuong chira toan by hodc mot phan locus globulin mién
dich ctia nguoi, thay cho locus globulin mién dich noi sinh, hodc c6 mat bén ngoai nhiém
séc thé hoic duge két hop mot cach ngdu nhién vao nhiém sdc thé cta dong vat do. O
chudt nhét chuyén gen nhu véy, locus globulin mién dich ndi sinh thuong bi lam bét
hoat. Dé biét tong quan vé cac phuong phap 8 thu duoc khang thé clia ngudi tir dong
vat chuyén gen, xem tai liéu Lonberg, N., Nat. Biotech. 23 (2005) 1117-1125. Xem thém
trong cac tai liu, vi du, US6075181 va US 6150584 mo ta cong nghe
XENOMOUSE™: US 5770429 mb ta cong nghé HUMAB®; US 7041870 md ta cong
nghé K-M MOUSE® va US 2007/0061900 md ta cong nghé VELOCIMOUSE®). Vung
bién dbi cia nguoi tir khang thé nguyén ven tao ra boi dong vat nhu véy co thé duoc cai

bién tiép, vi du, bing céch két hop véi ving hing dinh khic cia nguoi.

Khang thé ctia ngudi cling ¢6 thé duoc tao ra bang cac phuong phap trén co s té
bao lai. Dong té bao u tiry ctia nguoi va dong té bao u tay khac loai ctia chudt nhit-nguoi
ding dé tao ra khang thé don dong cla ngudi da duge md ta. (Xem cac tai liéu, vi du,
Kozbor, D., J. Immunol. 133 (1984) 3001-3005; Brodeur, B.R. et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York
(1987), pp. 51-63; va Boerner, P. et al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Khang thé cla
nguoi dugc tao ra bang cong nghé té bao lai t& bao B ciia nguoi cling dugc mo ta trong
tai lidu Li, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.USA 103 (2006) 3557-3562. Cac phuong phap
khac bao gom cac phuong phap duge mo ta, vi du, trong tai liéu US 7189826 (md ta
viéc tao ra khang thé IgM don dong ctia ngudi tir dong té bao lai) va trong tai liéu Ni,

J., Xiandai Mianyixue 26 (2006) 265-268 (mo ta té bao lai nguoi-ngudi). Cong nghé té
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bao lai ctia ngudi (cong nghé Trioma) cling dugc mo ta trong tai liéu Vollmers, H.P. and
Brandlein, S., Histology and Histopathology 20 (2005) 927-937 va Vollmers, H.P. and
Brandlein, S., Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology 27
(2005) 185-191.

Khang thé ctia ngudi cling ¢6 the dugce tao ra bang cach phéan 1dp trinh tu mién
bién dbi ctia dong v6 tinh Fv dugc chon loc tir cac thu vién bicu hién thé thuc khuan thu
duge tir ngudi. Céc trinh ty mién bién doi nay sau d6 c6 thé duge két hop v6i mién hing

dinh mong mudn cia nguoi.
3. Cac bién thé cta khang thé

Theo mdt sb phuong an nhét dinh, sang ché dé cap dén bién thé trinh tu axit amin
ciia khang thé dic hidu kép nhu dugc dé cap trong ban mo ta nay. Vi du, co thé mong
mudn 14 cai thién i luc gén két va/hodc céc tinh chét sinh hoc khéc cia khang thé. Bién
thé trinh tu axit amin cta khang thé ¢6 thé duoc tao ra biang cach dua cic cai bién thich
hop vao trinh ty nucleotit ma hoa khang thé, hodc bang cach tong hop peptit. Cac cai
bién nhu vy bao gém, vi du, cai bién lam khuyét va/hodc cai bién cai xen va/hodc cai
bién thay thé cac gbc trong trinh tu axit amin cta khang thé. T hop bat ky cua cai bién
lam khuyét, cai bién cai xen va cai bién thay thé co thé dugc thuc hién dé thu duogc cau
tric cudi cing, voi didu kién 1a ciu tric cudi cung nay c6 cac dac tinh mong mudn, vi

du, gan két khang nguyén.
a) Bién thé thay thé, bién thé cai xen va bién thé lam khuyét

Theo mot ) phuong an nhét dinh, sdng ché d& cap dén bién thé khang thé c6 mot
hogc nhidu cai bién thay thé axit amin. Céc vi tri dugc quan tam dé gay dot bién thay
thé bao gdm HVR va FR. Céc cai bién thay thé bao toan dugc thé hién trong bang dudi
ddy voi tiéu dé 1a “cai bién thay thé uu tién”. Céc thay dbi dang ké hon duoc trinh bay
trong bang 1 véi tiéu dé 1a “cai bién thay thé 14y lam vi du”, va nhu dugc md ta thém
dudi day lién quan dén cac nhom chudi bén axit amin. Cai bién thay thé axit amin c6
thé dugc dua vao khang thé dang quan tAm va cac san phim dugc sang loc vé hoat tinh
mong mubn, vi du, su gén két khang nguyén dugc gitt lai/céi thién, tinh sinh mién dich

giam, hodac ADCC hodc CDC cai thién.
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Goc ban dau

Cai bién thay thé 14y lam vi du

Cai bién thay thé wu tién

Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg

Tle () Leu; Vz;\lfolzil:é; ﬁla; Phe; Leu
Leu (L) Norleuxin; Il;;h\gal; Met; Ala; Tle
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Leu

Norleuxin

Céc axit amin c6 thé duge nhom theo cac tinh chét chudi bén chung:

(1) Ky nudc: Norleuxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) Ua nudc trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) Cé tinh axit: Asp, Glu;

(4) C6 tinh bazo: His, Lys, Arg;

(5) Cac gbc gy anh huong dén su dinh hudng chudi: Gly, Pro;

(6) Thom: Trp, Tyr, Phe.
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Céc cai bién thay thé khong bao toan s& phai trao dbi thanh vién thudc mot trong

s6 cac 16p nay cho mot 16p khac.

Mot loai bién thé thay thé bao g@)m viéc thay thé mot hodc nhiéu géc vung siéu
bién cta khang thé bd me (vi du, khang thé duoc bién d6i gidng nhu cla nguoi hodc
khang thé ciia ngudi). Thong thuong, (céc) bién thé tao thanh dugc chon loc dé nghién
clru tiép s& 6 cac cai bién (vi du, cai thién) vé mot sé tinh chét sinh hoc nhét dinh (vi
du, 4i luc tang, tinh sinh mién dich giam) so voi khang thé bd me va/hoic vé co ban git
lai duoc mot s6 tinh chét sinh hoc nhat dinh ctia khang thé b me. Bién thé thay thé tiéu
biéu 1a khang thé thun thuc ai lyc, ma cé thé dugc tao ra mot cach thuén loi, vi du, béng
cach sir dung cac k¥ thuat lam thuan thuc ai Iuc trén co s& biéu hién thé thuc khuén nhu
céc k¥ thuat néu trong ban mo ta nay. Mot cach ngdn gon, mot hodc nhiéu gbc HVR
duoc lam thuan thuc va cac bién thé khang thé duoc biéu hién trén thé thuc khuan va

duoc sang loc vé hoat tinh sinh hoc cu thé (vi du, ai luc gén két).

Céc thay dbi (vi du, thay thé) c6 thé duge tao ra trong HVR, vi dy, dé cai thién ai
luc cua khang thé. Cac thay d6i nay c6 thé duge tao ra trong “diém néng” HVR, tuc 14,
céc gbe duoc ma hoa bdi cac codon ma trai qua qua trinh dot bién v6i tAn sudt cao trong
qua trinh thuan thuc soma (xem tai liéu, vi du, Chowdhury, P.S., Methods Mol. Biol.
207 (2008) 179-196), va/hogc cac gbe tip xic v6i khang nguyén, va bién thé VH hoic
VL tao thanh dugc thr nghiém vé &i luc gén két. Sy thuan thuc 4i luc bang céach tao cau
trac va chon loc lai tir cac thu vién tha cép dd dugc mo ta trong tai liéu, vi du,
Hoogenboom, H.R. et al. in Methods in Molecular Biology 178 (2002) 1-37. Theo mot
sb phuong 4n vé viée thuan thuc 4i luc, tinh da dang duoc dua vao cac gen ¢o kha nang
bién dbi duge chon dé thuan thuc bang phuong phéap bét ky trong sb nhiéu phuwong phap
da dang (vi dy, PCR d& 15i, x4o tron chudi, hogc gy dot bién dinh huéng oligonucleotit).
Sau do6 thu vién tht cép dugc tao ra. Thu vién nay sau d6 dugc sang loc dé nhan biét
bién thé khang thé bit ky ma c6 ai lyc mong mubn. Mot phuwong phéap khac dé dua tinh
da dang vao bao gdm phuong phép dinh huéng HVR, trong d6 mot vai gbe HVR (vi du,
4-6 gbc mot 14n) duoc chon ngau nhién. Cac gbc HVR tham gia vao viéc gin két khang
nguyén coO thé duoc nhan biét mot cach dic hiéu, vi dy, bé‘mg c4ch sir dung k¥ thuat 1ap
mé hinh hodc gay dot bién quét alanin. Cu thé, CDR-H3 va CDR-L3 thuong dugc nhim

toi.
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Theo mot sd phuong an nhét dinh, cai bién thay thé, cai bién cai xen hodc cai
bién lam khuyét co thé xudt hién trong mot hodc nhiéu HVR, mién 12 c4c thay ddi nay
vé co ban khong lam giam kha nang gin két khang nguyén cuia khang thé. Vi du, cic
thay d6i bao toan (vi duy, cai bién thay thé bao toan néu trong ban mo ta nay) ma vé co
ban khong lam giam 4i luc gin két c6 thé dugc tao ra trong HVR. Céc thay dbi nay co
thé, vi dy, ndm bén ngoai cac gbe tiép xuc khang nguyén trong HVR. Theo mot 50
phuong an nhét dinh vé trinh ty VH va VL bién thé dugc dé cap 6 trén, mdi HVR khong
duoc lam thay dbi, hodc chtra khong nhiéu hon mét, hai hodc ba cai bién thay thé axit

amin.

Phuong phép hitu ich dé nhan biét cac gdc hodc cac ving cua khang thé ma c6
thé duoc nhim t6i dé gy dot bién duogc goi 1a “gly dot bién quét alanin” nhu dugc mo
ta trong tai liéu Cunningham, B.C. and Wells, J.A., Science 244 (1989) 1081-1085.
Trong phuong phap nay, mot gbc hodc nhom céc gbc muc tiéu (vi du, cac gbc mang
dién nhu arg, asp, his, lys va glu) duge nhén biét va thay thé bang axit amin trung tinh
hodc mang dién Am (vi du, alanin hodc polyalanin) dé x4c dinh xem liéu tuong tac cla
khang thé véi khang nguyén ¢6 bi anh huong hay khong. Cac cai bién thay thé khac nira
¢6 thé dugc dua vao tai cac vi tri axit amin thé hién do nhay chirc ning ddi vé6i cac cai
bién thay thé ban dau. Theo cach khac, hodc ngoai ra, cau tric tinh thé ciia phte hop
khang nguyén-khang thé dé nhan biét cac diém tiép xuc gitra khang thé va khang nguyén.
Céc gbe tiép xtc nay va cac gbc 1an can ¢o thé duogc hudng dich hodc loai bo dudi dang
ung vién dé thay thé. Cac bién thé co thé duge sang loc dé xé4c dinh xem liéu ching c6

chira c4c tinh chit mong mudn hay khong.

Cai bién cai xen trinh ty axit amin bao gbm dot bién dung hop dau tan amino
va/hodc dau tan carboxyl o chiéu dai nam trong khoang tir mot gbe dén polypeptit chira
mdt trim gbc hodc nhiéu hon, cling nhu cai bién cai xen mot hodc nhidu gdc axit amin
bén trong chudi. Cac vi du v& cai bién cai xen dau tan bao gdm khang thé co gbc
methionyl dau tan N. Céc bién thé cai xen khac ctia phén tir khang thé bao gdm dot bién
dung hop véi d4u tan N hogc d4u tan C cta khang thé dbi véi enzym (vi du, d6i véi

ADEPT) hoic polypeptit lam tang thoi gian ban huay trong huyét thanh cua khang thé.
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b) Cac bién thé glycosyl hoa

Theo mdt s6 phuong 4n nhét dinh, khang thé dic hiéu kép dugc dé cap trong ban
mo ta nay dugce bién ddi dé lam ting hodc giam muc do ma khang thé d6 dugc glycosyl
héa. Viéc thém vao hodc lam khuyét di cac vi tri glycosyl hoa dbi v6i khang thé co thé
duoc thuc hién mét cach thuan lgi béng cach thay ddi trinh ty axit amin sao cho mot

hoac nhiéu vi tri glycosyl hoa dugc tao ra hodc loai bo.

Khi khang thé nay chtra ving Fe, thi hydrat cacbon dugc gin vao do6 c6 thé duge
thay déi. Khéng thé nguyén thé san sinh tir t& bao dong vat c6 vl thudng chia
oligosacarit phan nhanh, hai nhanh ma thuong dugc gén vao Asn297 cla mién CH2 clia
ving Fe bang lién két N. Xem tai liéu, vi dy, Wright, A. and Morrison, S.L., TIBTECH
15 (1997) 26-32. Oligosacarit c6 thé bao gém nhiéu hydrat cacbon khéac nhau, vi du,
mannoza, N-axetyl glucosamin (GIcNAc), galactoza, va axit sialic, cling nhu fucoza gian
vao GlcNAc trong “than” cua cAu tric oligosacarit hai nhanh. Theo mot sd phuong an,
viéc cai bién oligosacarit trong khang thé nhu néu trong ban md ta nay co thé duoc thuc

hién dé tao ra bién thé khang thé c6 mot s dc tinh cai thién nhat dinh.

Theo mdt phuong an, bién thé khang thé duoc tao ra c6 cAu trac hydrat cacbon
thiéu fucoza gén (truc tiép hodc gian tiép) vao vung Fe. Vi du, luong fucoza trong khang
thé nay ¢6 thé nim trong khoang tir 1% dén 80%, tir 1% dén 65%, tir 5% dén 65% hoic
tr 20% dén 40%. Lugng fucoza duge xac dinh bang cach tinh lugng fucoza trung binh
bén trong chudi duong & Asn297, so voi tong ctia toan bd cac cAu tric glyco gin vao
Asn 297 (vi du, cac cAu trac phirc hop, lai va ham luong mannoza cao) nhu dugc do
bing khéi phé MALDI-TOF, nhu dugc md ta trong WO 2008/077546 ching han.
Asn297 dung dé chi gbc asparagin nam ¢ khoang vi tri 297 trong vung Fc (danh s6 EU
cac gdc trong vung Fe); tuy nhién, Asn297 cling c6 thé nam & vi tri khoang + 3 axit amin
ding trude hodc ding sau vi tri 297, tic 14, gitra vi tri 294 va vi tri 300, do sy thay do6i
trinh ty nho trong khang thé. Cac bién thé fucosyl hoa nay c6 thé cai thién chirc ning
ADCC. Xem tai liéu, vi du, US 2003/0157108; US 2004/0093621. Cac vi du vé céc tai
lidu cong bé lién quan dén bién thé khang thé “duoc khir fucosyl” hodc “thiéu fucoza”
bao gdm: US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614;
US 2002/0164328;  US 2004/0093621;  US 2004/0132140;  US 2004/0110704;
US 2004/0110282;  US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570;
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WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO 2005/053742; WO 2002/031140; Okazaki,
A. et al., J. Mol. Biol. 336 (2004) 1239-1249; Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech.
Bioeng. 87 (2004) 614-622. Céc vi du vé dong té bao c6 kha nang tao ra céc khang thé
dugce khir fucosyl bao gdm cac té bao Lecl13 CHO thiéu hut su fucosyl hoa protein
(Ripka, J. et al., Arch. Biochem. Biophys. 249 (1986) 533-545; US 2003/0157108; va
WO 2004/056312, dic biét & Vi du 11), va cac dong té bao bat hoat gen, nhu gen alpha-
1,6-fucosyltransferaza, FUTS, t& bao CHO bét hoat gen (xem tai liéu, vi du, Yamane-
Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng. 87 (2004) 614-622; Kanda, Y. et al., Biotechnol.
Bioeng. 94 (2006) 680-688; va WO 2003/085107).

Céc bién thé khang thé con dugc bao gbm oligosacarit da tach doi, vi du, trong
do oligosacarit hai nhanh gin vao ving Fc cua khang thé dugc tach doi bing GleNAc.
Céc bién thé khang thé nay c6 thé c¢6 chuc nang fucosyl hoa giam va/hodc chirc nang
ADCC cai thién. Céc vi du vé cac bién thé khang thé nay dugc mo ta trong cac tai lidu,
vi du, WO 2003/011878; US 6602684; va US 2005/0123546. Sang ché ciing dé cap dén
bién thé khang thé c6 it nhit mot gde galactoza trong oligosacarit duge gin vao ving
Fc. Cac bién thé khang thé nay c6 thé c¢6 chuc ning CDC cai thién. Cac bién thé khang
thé nay duge md ta trong céc tai ligu, vi du, WO 1997/30087; WO 1998/58964; va WO
1999/22764.

¢) Bién thé ving Fc

Theo mot sb phuong an nhit dinh, mot hodc nhidu cai bién axit amin c6 thé dugc
dua vao vung Fc ctia khang thé dac hiéu kép nhu duge dé cap trong ban mo ta nay, tir
d6 tao ra bién thé ving Fe. Bién thé ving Fc ¢6 thé chtra trinh tu ving Fc cia nguoi (vi
du, viung Fc IgG1, IgG2, 1gG3 hoac [gG4 cua ngudi) chira ci bién axit amin (vi du, thay

thé) & mot hodc nhiéu vi tri axit amin.

Theo mot s6 phuong an nhit dinh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé c6 mot
s6 nhung khong phai tAt ca cac chuc nang tic dong, ma khién no tré thanh (mg vién
mong mudn cho céc tng dung trong do6 thoi gian ban hiy cia khang thé in vivo 1a chirc
ning tac dong quan trong nhat dinh (nhu bd theé va ADCC) la khong can thiét hodc co
hai. Thtr nghiém kha nang gy doc té bao in vitro va/hoic in vivo ¢d thé duoc thuc hién
dé khing dinh viéc 1am giam/loai bo hoan toan hoat tinh CDC va/hodc ADCC. Vi duy,
thir nghiém gén két thu thé Fe (FeR) ¢6 the duge thue hién dé dam bao rang khang thé
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thiéu kha ning gin két FoyR (do do c6 thé thiéu hoat tinh ADCC), nhung van giit lai
duge kha ning gén két FeRn. Céc té bao so cép dé didu tiét ADCC, té bao NK, biéu hién
Fc (chi RIIL trong khi d6 bach cdu don nhén to biéu hién FeyRI, FeyRII va FeyRIIL Su
biéu hién FcR trén té bao sinh huyét dugc tém tit trong Bang 3 & trang 464 cta tai li¢u
Ravetch, J.V. and Kinet, J.P., Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492. Cac vi du khong
nhdm gidi han sang ché v& thtr nghiém in vitro dé danh gia hoat tinh ADCC cua phén tir
dang quan tdm dugc md ta trong cac tai ligu US 55003 62 (xem tai liéu, vi du Hellstrom,
I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 7059-7063; va Hellstrom, I. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 1499-1502); US 5821337 (xem tai li¢u Bruggemann,
M. et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 1351-1361). Theo cach khéac, phuong phép thu
nghiém khong c6 hoat tinh phéng xa c6 thé dugc st dung (xem, vi dy, thir nghiém vé
kha nang gdy doc té bao khong co hoat tinh phong xa ACTI™ dé dém té bao
theo dong chay (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; va thir nghiém vé kha nang
gay doc té bao CytoTox 96® khong c6 hoat tinh phong xa (Promega, Madison, WI). Té
bao tac dong hitu ich cho cac thir nghiém nhu vy bao gbm té bao mau don nhan ngoai
vi (PBMC) va té bao diét ty nhién (NK). Theo cach khac, hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC
cua phéan tir dang quan tdm c6 thé dugc danh gia in vivo, vi du, trong md hinh dong vét
nhu mé hinh dong vét dugc mo ta trong tai liéu Clynes, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 95 (1998) 652-656. Thit nghiém gén két v6i C1q cling ¢6 thé duoc thyuc hién de
khang dinh khang thé khong thé gin két voi Clq va vi thé thiéu hoat tinh CDC. Xem, vi
du, ELISA gén két C1q va C3c trong WO 2006/029879 va WO 2005/100402. bé danh
gid su hoat héa bd thé, thir nghiém CDC c6 thé dugc thyc hién (xem tai lidu, vi du,
Gazzano-Santoro, H. et al., J. Immunol. Methods 202 (1996) 163-171; Cragg, M.S. et
al., Blood 101 (2003) 1045-1052; va Cragg, M.S. and M.J. Glennie, Blood 103 (2004)
2738-2743). Viée xéc dinh su gin két FcRn va toc d thanh thai/thoi gian ban huy in
vivo cling ¢ thé dugc thyc hién bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh

vuc ndy (xem tai liéu, vi du, Petkova, S.B. et al., Int. Immunol. 18 (2006: 1759-1769).

Céc khang thé ¢6 chirc nang tic dong giam bao gdm céc khang thé c6 cai bién
thay thé mdt hoc nhidu gdc ving Fe 238, 265, 269,270, 297, 327 va 329 (US 6737056).

Céc thé dot bién Fc nay bao gdm céc thé dot bién Fe co cac cai bién thay thé tai hai hogc
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nhidu vi tri axit amin 265, 269, 270, 297 va 327, bao gdbm thé dot bién Fe dugc goi 1a
“DANA” ¢6 cai bién thay thé gbc 265 va gdc 297 thanh alanin (US 7332581).

Mot s6 bién thé khang thé nhat dinh c6 kha nang gan két vao FcR cai thién hodc
giam di duge mo ta. (Xem cac tai ligu, vi du, US 6737056; WO 2004/056312, va Shields,
R.L. et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604).

Theo mét sé phwong an nhét dinh, bién thé khang thé chira ving Fc ¢6 mot hodc
nhidu cai bién thay thé axit amin ma cai thién ADCC, vi du, cdi bién thay thé tai cac vi

tri 298, 333, va/hodc 334 cua ving Fc (cac gbc duge danh s6 theo EU).

Theo mot sb phwong 4n, cac thay ddi dugc thuc hién trong vung Fc ma dan dén
s thay dbi (tirc 1a, cai thién hodc giam bét) kha nang gy doc té bao gin két vao Clq
va/hodc phu thudc bd thé (CDC - complement-dependent cytotoxicity), vi du, nhu duge
md ta trong céc tai liéu US 6194551, WO 99/51642, va Idusogie, E.E. et al., J. Immunol.
164 (2000) 4178-4184.

Khang thé co thoi gian ban hily ting va kha nang gin két vao thy thé Fc méi sinh
(FcRn) dugce cai thién, ma chiu trach nhiém van chuyén IgG tir me sang bao thai (Guyer,
R.L. etal., J. Immunol. 117 (1976) 587-593, va Kim, J.K. et al., J. Immunol. 24 (1994)
2429-2434), duge md ta trong US 2005/0014934. Khang thé nay chtra ving Fc c6 mot
hodc nhiu cai bién thay thé trong d6 ma cai thién sy gfn két ctia ving Fc vao FcRa.
Céc bién thé Fc nhu vy bao gbm céc bién thé Fc c6 cac cai bién thay thé tai mot hodc
nhiéu gbc ving Fe: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356,
360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 hoic 434, vi du, céi bién thé gbc ving Fc 434
(US 7371826).

Xem thém tai liéu Duncan, A.R. and Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740;
US 5648260; US 5624821; va WO 94/29351 lién quan dén cac vi du khac vé bién thé
cua vung Fc.
d) Bién thé khang thé dugc xi ly k¥ thuat bang xystein

Theo mot sd phuong an nhét dinh, c6 thé mong mudn 13 tao ra khang thé dugc
xu ly k¥ thuét béng xystein, vi dy, “thioMAb”, trong d6 mot hosic nhiéu gdc ctia khéng
thé duoc thay thé bang gbc xystein. Theo cac phuong an cu thé, cac goc da duge thay
thé xuAt hién tai cac vi tri c6 thé tiép can dugc ciia khang thé. Nho viée thay thé cac gbe
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nay b::ing xystein, cdc nhom thiol ¢6 tinh phan ing nho do duoc dinh vi tai cac vi tri ¢
thé tiép can duoc cua khang thé va c6 thé duoc sir dung dé lién hop khéng thé d6 véi
cac géc khac, nhu géc thudc hodc géc thube-tac nhan lién két, dé tao ra thé lién hop
mién dich, nhu dugc mo ta thém trong ban mo td nay. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh,
mdt hodc nhidu gbe bat ky trong s6 cac gbe sau day co thé duoc thay thé bang xystein:
V205 (d4nh s Kabat) ctia chudi nhe; A118 (dénh s6 EU) ctia chudi nang; va S400 (ddnh
s6 EU) cta ving Fe chudi ngng. Khang thé duge xir Iy k¥ thuét bang xystein c6 thé duoc

tao ra nhu duge mo ta trong tai liéu, vi dy, US 7521541.
¢) Dan xuat cua khang thé

Theo mot $6 phuong an nhét dinh, khang thé dac hiéu kép duge dé cap trong ban
mo ta nay co thé duoc cai bién tiép dé chira cac gbc khong chira protein bd sung ma da
biét trong linh vuc nay va sn c6. Cac gbe thich hop d8 tao dan xuit cho khang thé bao
g6m, nhung khong gi6i han 6, polyme tan dugc trong nuée. Cac vi du khéng nham gidi
han sang ché vé polyme tan dugc trong nudc bao gbém, nhung khong giéi han &,
polyetylen glycol (PEG), copolyme cia etylen glycol/propylen glycol,
carboxymetylxenluloza, dextran, ruou polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, poly-1, 3-
dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme cua etylen/maleic anhydrit, axit polyamin
(homopolyme hodc copolyme ngau nhién), va dextran hodc poly(n-vinyl
pyrolidon)polyetylen glycol, propropylen glycol homopolyme, copolyme cua
prolypropylen oxit/etylen oxit, polyol da dugc polyoxyetyl hoa (vi du, glyxerol), rugu
polyvinylic, va hdn hop cta chung. Polyetylen glycol propionaldehyt ¢ thé c6 vu diém
trong san xuat nho tinh 6n dinh trong nudce cia nd. Polyme ¢ thé c6 phan tit lugng bét
ky, va co thé dugc phan nhénh hogc khéng dugc phan nhanh. S& lwong polyme gdn vao
khang thé c6 thé thay doi, va néu nhiéu hon mdt polyme dugc gén vao, thi chung co thé
1a céc phan twr gidng nhau hodc khac nhau. Thong thuong, sb luong va/hodc loai polyme
duoc st dung dé tao dan xuit co thé duoc xac dinh dua trén céac yéu t5 cAn can nhic bao
gb6m, nhung khong gidi han &, tinh chét hodc chirc nang cu thé ctia khang thé can dugc
cai thién, liéu dan xuét ctia khang thé nay c6 dugc st dung trong tri liéu trong cac diéu

kién da x4c dinh hay khong, v.v..

Theo mot phuong an khac, sang ché d& cap dén thé lién hop cta khang thé va gbc

khong chira protein ma c6 thé dugc lam néng mdt cach chon loc bang cach cho tiép xuc
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véi birc xa. Theo mdt phuong an, gbc khong chira protein 1a dng nano cacbon (Kam,
N.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005) 11600-11605). Birc xa ¢6 thé co
bude séng bat ky, va bao gbm, nhung khong gidi han &, cac budc song khong gay hai
cho céac té bao CHO binh thudng, nhung la cac budc séng lam nong gbc khong chira
protein dén nhiét dd ma tai do cac té bao gan véi gbc khang thé khong chira protein bi
tiéu diét.

B. Phuong phép tai t6 hop va ché pham

Khang thé co thé duogc tao ra bang cach st dung phuong phép tai t6 hop va ché
pham, vi dy, nhu dugc md ta trong US 4816567. Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap
dén axit nucleic d3 dugc phan 1ap ma hoéa khang thé dic hiéu kép khang CD20 cua
nguoi/thu thé transferin cia nguoi néu trong ban mo ta nay. Theo mot phuong an khac,
sang ché dé cap dén mét hodc nhiéu vecto (vi du, vecto biéu hién) chira axit nucleic nay.
Theo mot phuong an khac, sang ché dé cap dén té bao chu chira axit nucleic nay. Theo
mot phuong an, t& bao chi 14 t& bao nhan chudn, vi du, té bao budng trimg chudt dong
Trung Hoa (CHO) hodc té bao dang lympho (vi du, té bao Y0, NSO, Sp20). Theo mot
phuong 4n, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra khang thé dac hiéu kép khang CD20
ctia nguoi/thu thé transferin ctia ngudi, trong d6 phuong phap nay bao gbdm budc nudi
céy té bao chu chira axit nucleic ma héa khang thé, nhu duge md ta ¢ trén, trong diéu
kién thich hop dé biéu hién khang the, va tuy y thu hdi khang thé nay tir té bao chu (hodc
moi trudng nudi cy té bao chu).

Pé san xuét tai to hop khang thé dac hiéu kép khang CD20 cua nguoi/thy thé
transferin ctia nguoi, thi axit nucleic mé hoa khang thé, vi du, nhu dugc md ta & trén,
duogc phéan 14p va cai xen vao mot hodc nhidu vecto dé tiép tuc tach dong va/hodc biéu
hién & té bao chi. Axit nucleic nay c6 thé duoc phéan 1ap va giai trinh tuw mot cach dé
dang bang cach st dung cac quy trinh thong thuong (vi du, bang cach st dung mau do
oligonucleotit c6 kha nang ghn két dac hiéu vao cac gen ma hoa chudi ning va chudi

nhe cua khang thé).

Cac té bao chu thich hop dé tach dong hodc biéu hién vecto ma héa khang thé
bao gom té bao nhan so hodc té bao nhan chuin néu trong ban md ta nay. Vi dy, khang
thé c6 thé duoc tao ra & vi khuin, dic biét 1a khi khong can dén qua trinh glycosyl héa
va chtrc nang tac dong Fc. Péi véi viee biéu hién manh khang thé va polypeptit & vi
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khudn, xem céc tai lidu, vi du, US 5648237, US 5789199 va US 5840523. (xem thém
tai liéu Charlton, K.A., In: Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.),
Humana Press, Totowa, NJ (2003), pp. 245-254, md ta viéc biéu hién manh khang thé
& E. coli.). Sau khi biéu hién, khéng thé nay c6 thé duge phan 1ap tir té bao vi khudn thé

nhdo trong phan doan tan dugc va ¢ thé dugc tinh ché tiép.

Ngoai sinh vt nhan so, vi sinh vét nhén thuc nhu ndm soi hoic nidm men ciing
1 vat cha tach dong hodc vat cha biéu hién thich hop doi véi vecto ma héa khang thé,
bao gdm bao gbm cac chiing ndm va nAm men c6 con duong glycosyl hoa da “dugc bién
d6i gidng nhu clia nguoi”, dan dén viéc tao ra khang thé c6 mo hinh glycosyl hoa cua
ngudi mot phén hozc hoan toan. Xem tai liéu Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (2004)
1409-1414; va Li, H. et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215.

Té bao chi thich hop dé biéu hién khang thé da duogc glycosyl hoa cling dugc 14y
tir sinh vat da bao (dong vat khong xuong séng va dong vat c6 xuong séng). Céc vi du
vé t& bao ddng vat khong xuwong séng bao gbdm té bao thuc vat va té bao con trung. Nhiéu
chiing baculovirus da dugc nhén biét c6 thé dugc str dung két hop voi té bao con trung,

dac biét la dé chuyén nhiém té bao Spodoptera frugiperda.

Céc gibng cdy té bao thuc vat ciing ¢o thé duoc st dung lam vat chi. Xem cac
tai lidu, vi du, US 5959177, US 6040498, US 6420548, US 7125978, va US 6417429
(m6 ta cong nghé PLANTIBODIES™ dé tao ra khang thé & thuc vat chuyén gen).

Té bao dong vat ¢6 xuong séng cling ¢c6 thé duogc st dung lam vét chd. Vi du,
cac dong té bao dong vat co v duge bién ddi thich hop dé sinh trudng trong huyén phu
c6 thé duoc st dung. Cac vi du khéc vé dong té bao vat chu dong vat c6 vi hitu ich 1a
dong CV1 than khi dugc bién nap boi SV40 (COS-7); dong té bao than phoi nguoi (293
hoac té bao 293 duoc mo ta trong tai ligu, vi du, Graham, F.L. et al., J. Gen Virol. 36
(1977) 59-74); té bao than chudt dong con (BHK); té bao Sertoli chudt nhit (t€ bao TM4
nhu duge mo ta trong tai liu, vi du, Mather, J.P., Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252); té
bao than khi (CV1); té bao than khi xanh chau Phi (VERO-76); té bao canxinom co tir
cung nguoi (HELA); té bao than ché (MDCK; té bao gan chudt Buffalo (BRL 3A); té
bao phdi nguoi (W138); t& bao gan nguoi (Hep G2); khéi u vi chudt nhat (MMT
060562); t& bao TRI, nhu dugc md ta trong tai li€u, vi du, Mather, J.P. et al., Annals
N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68; té bao MRC 5; va té bao FS4. Cac dong té bao vat
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chu dong vat c¢6 vua hitu ich khac bao gbém té bao budng trimg chudt ddng Trung Hoa
(CHO), bao gdm té bao DHFR" CHO (Urlaub, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77
(1980) 4216-4220); va dong té bao u tiry nhu YO, NSO va Sp2/0. D& biét tong quan vé
cac dong té bao vat chi dong vat c6 va cu thé thich hop dé tao ra khéng thé, xem tai
liéu, vi du, Yazaki, P. and Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo,
B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004), pp. 255-268.

C. Phuong phap va ché phdm ding dé chan doan va phat hién

Theo mét s phuong an nhét dinh, khang thé bt ky trong s cac khang thé dic
hiéu kép khang CD20 cta nguoi/thu thé transferin cia ngudi duge dé cap trong ban mo
ta nay htu ich dé phat hién sy c6 mat cia CD20 trong mau sinh hoc. Thuét ngir “phét
hién” trong ban md ta nay bao gdm phat hién dinh tinh hodc dinh lugng. Theo mot s6

phuong an nhét dinh, mau sinh hoc chtra té bao hodc mo.

Theo mot phuong an, sang ché d& cap dén khang thé dac hiéu kép khang CD20
ctia nguoi/thu thé transferin clia ngudi dé st dung trong phuong phéap chin doan hoic
phét hién. Theo mot khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phap phat hién su c6
mit cia CD20 trong mau sinh hoc. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh, phuong phéap nay
bao gdm budc cho mAu sinh hoc tiép xuc véi khang thé dac hiéu kép khang CD20 cla
nguoi/thu thé transferin ctia ngudi nhu duge néu trong ban mo ta nay trong diéu kién
cho phép khang thé dic hiéu kép khang CD20 cuia nguoi/thy thé transferin cuia nguoi
gin két v6i CD20, va phat hién xem ligu ¢6 tao ra phttc hop gitta khang thé ddc hidu kép
khang CD20 cta ngudi/thu thé transferin ctia ngudi va CD20 hay khong. Phuong phap

nay c6 thé 1a phuong phép in vitro hodc in vivo.

Theo mdt sb phuong an nhét dinh, sang ché d& cap dén cac khang thé ddc hiéu
kép khang CD20 ciia ngudi/thy thé transferin ctia ngudi dugc danh d4u. Chét danh déu
bao g6m, nhung khong giéi han 6, chit danh d4u hoic géc dugc phat hién mot cach truc
tiép (nhu chét danh dAu huynh quang, chét danh déu sinh mau, chét danh déu day dac
dién t, chat ddnh dau phat quang va chét danh diu c6 hoat tinh phong xa), cling nhu
cac géc, nhu enzym hodc phéi ter, ma duoc phat hién mot cach gian tiép, vi du, thong
qua phan tmg enzym héa hodc tuong tac phan ti. Céc chit danh du 13y lam vi du bao
gbm, nhung khong gidi han o, chit ddng vi phong xa 2P, "*C, %1, *H, va "'I, nhém
huynh quang nhu chelat d4t hiém hodc floresxein va dan xut cua no, rhodamin va dan
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xudt ctia no, dansyl, umbelliferon, luxeriferaza, vi dy, luxiferaza dom dom va luxiferaza
vi khudn (US 4737456), luxiferin, 2,3-dihydrophtalazindion, peroxidaza cai ngua
(HRP), phosphataza kidm, p-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza, vi
du, glucoza oxidaza, galactoza oxidaza va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza, oxidaza
di vong nhu uricaza va xantin oxidaza, dugc cong hop véi enzym ma su dung hydro
peroxit dé oxy hoa tién chit thudc nhudm nhu HRP, lactoperoxidaza hodc
microperoxidaza, biotin/avidin, chét ghi nhan spin, chit danh d4u thé thuc khudn, gbc

tw do 6n dinh, va dang tuong tu.
D. Thé lién hop mién dich

Sang ché ciing mo ta thé lién hop mién dich chira khang thé khang CD20 cua
nguoi/thu thé transferin cta ngudi nhu duge bao céo trong ban md ta nay lién hop véi
mot hodc nhidu chit gay doc té bao, nhu chét hoa tri hoic dugc chét, chét trc ché sinh
truong, doc t (vi du, doc td protein, doc td ¢6 hoat tinh enzym c6 nguén géc vi khudn,
nim, thuc vat, hodc dong vat, hodc cac manh cua ching), hodc cac déng vi ¢0 hoat tinh

phong xa.

Theo mot phuong 4n, thé lién hop mi&n dich 1a thé lién hop khang thé-dugc chat
(ADC) trong d6 khang thé déc hiéu kép dugc lién hop v6i mot hodc nhiéu dugc chit,
bao gom nhung khong bi gi6i han & maytansinoit (xem US 5208020, US 5416064 va
EP 0 425 235 B1); auristatin nhu cac gbe dugce chit monometyl auristatin DE va DF
(MMAE va MMAF) (xem US 5635483, US 5780588, va US 7498298); dolastatin;
calicheamixin hodc dan xuat cua né (xem US 5712374, US 5714586, US 5739116,
US 5767285, US 5770701, US 5770710, US 5773001, va US 5877296; Hinman, L.M.
et al., Cancer Res. 53 (1993) 3336-3342; va Lode, HN. et al., Cancer Res. 58 (1998)
2925-2928); anthraxyclin nhu daunomyxin hodc doxorubixin (xem Kratz, F. et al., Curr.
Med. Chem. 13 (2006) 477-523; Jeffrey, S.C. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 16 (2006)
358-362; Torgov, M.Y. et al., Bioconjug. Chem. 16 (2005) 717-721; Nagy, A. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 (2000) 829-834; Dubowchik, G.M. et al., Bioorg. & Med.
Chem. Letters 12 (2002) 1529-1532; King, H.D. et al., J. Med. Chem. 45 (20029 4336-
4343; va US 6630579); methotrexat; vindesin; taxan nhu docetaxel, paclitaxel,

larotaxel, tesetaxel, va ortataxel; trichothexen; va CC1065.
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Theo mot phuong an khac, thé lién hop mién dich chira khang thé dic hi¢u kép
nhu dugc mo ta trong ban md ta nay lién hop voi doc td ¢6 hoat tinh enzym hodc manh
cua no, bao g61n nhung khong bi gi6i han & chudi A bénh bach hau, cac manh co hoat
tinh khong gin két cia doc t5 bénh bach hau, chudi A exotoxin (tir Pseudomonas
aeruginosa), chudi A rixin, chudi A abrin, chudi A modecxin, alpha-sarcin, protein
Aleurites fordii, protein dianthin, protein Phytolaca americana (PAPI, PAPIL, va PAP-
S), chét tre ché Momordica charantia, curxin, crotin, chét rc ché Sapaonaria officinalis,
gelonin, mitogellin, restrictoxin, phenomyxin, enomyxin, va tricothexen. Xem, vi du,

WO 93/21232 duogc cong bd ngay 28 thang 10 nam 1993.

Theo mot phuong 4n khac, thé lién hop mién dich chtra khang thé dic hiéu kép
nhu duge mo ta trong ban md ta nay lién hop véi nguyén tir ¢6 hoat tinh phong xa aé
tao ra thé lién hop phong xa. Mot loat cac dong vi c6 hoat tinh phong xa la s&n c6 dé san
xudt thé lién hop phong xa. Cac vi du bao gdm At 1P 1125, Y0, Re'®, Re!88 Sm'?,
Bi22, P32, Pb2!2 va cac ddng vi ¢6 hoat tinh phong xa cua Lu. Khi thé lién hop phong xa
duoc stt dung dé phat hién, né co thé bao gdbm nguyén tir c¢6 hoat tinh phong xa dung
cho nghién ciru xa hinh, vi du TC*™ hogc 1123 hodc chét ghi nhan spin dé chyp hinh
cong huéng tir hat nhan (NMR - nuclear magnetic resonance) (con dugc biét dén 1 chup
hinh cdng hudng tlr, MRI), nhu iot-123 14n nita, iot-131, indi-111, flo-19, cacbon-13,

nito-15, oxy-17, gadolini, mangan hoéc sat.

Thé lién hop cua khang thé dic hiéu kép va chét gay doc té bao c6 thé duge tao
ra bang cach st dung mot loat chAt bat cdp hai chic nhu N-suxinimidyl-3-(2-
pyridyldithio) propionat (SPDP), suxinimidyl-4-(N-maleimidometyl) xyclohexan-1-
carboxylat (SMCC), iminothiolan (IT), din xuét hai chirc ciia imidoeste (nhu dimetyl
adipimidat HCI), este c6 hoat tinh (nhu disuxinimidyl suberat), aldehyt (nhu
glutaraldehyt), cac hop chit bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexanediamin), dan
xuit bis-diazoni (nhu bis-(p-diazonibenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen
2,6-diisoxyanat), va cac hop chét flo c6 hoat tinh bis (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen).
Vi du, doc td mién dich rixin ¢6 thé duoc chuin bi nhu dugc md ta trong tai ligu Vitetta,
E.S. et al, Science 238 (1987) 1098-1104. Axit 1- isothioxyanatobenzyl-3-
metyldietylen triamin pentaaxetic dugc danh diu cacbon-14 (MX-DTPA) 1a chét tao
chelat 14y 1am vi du dé lién hop nucleotit phong xa v6i khang thé. Xem WO 94/11026.
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Téc nhan lién két nay c6 thé 1a “tic nhan lién két c6 thé phan tich” tao diéu kién cho
viéc giai phong dugc chit gy doc té bao trong té bao. Vi du, tac nhan lién két khong
bén axit, tdc nhan lién két nhay véi peptidaza, tac nhén lién két khong bén quang, tic
nhan lién két dimetyl hodc tac nhén lién két chtra disulfua (Chari, R.V. et al., Cancer
Res. 52 (1992) 127-131; US 5208020) ¢o6 thé dugc st dung.

Thé lién hop mién dich hogc ADC trong ban md ta nay bao gdbm mot cach o
rang, nhung khong bi giéi han & thé lién hop nay dugc tao ra bang cac thudc thir tac
nhan lién két chéo bao gém, nhung khong bi gi¢i han 6, BMPS, EMCS, GMB S, HBVS,
L.C-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS,
sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, va sulfo-SMPB, va
SVSB (suxinimidyl-(4-vinylsulfon)benzoat) ma c6 thé mua duoc trén thi truong (vi du,

tir Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A).

Thé lién hop ctia khéng thé dic hiéu kép nhu duge bao cdo trong ban md ta nay
va mot hoac nhiéu doc tb phan t& nho, nhu calicheamixin, maytansin (US 5208020),
trichothen, va CC1065 cling dugc bao gdm trong ban md ta nay. Theo mot phuong an
ctia séng ché, khang thé dic hiéu kép duoc lién hop véi mot hodc nhiéu phan tt
maytansin (vi du, khoang tir 1 dén khoang 10 phan tr maytansin trong mdi phan tt chat
d6i khang). Maytansin ¢ thé, vi du, dugc chuyén héa thanh May-SS-Me ma ¢6 thé dugc
khir thanh May-SH3 va duge phan tmg vi chit d6i khang da cai bién (Chari et al.
Cancer Research 52: 127-131 (1992)) d¢€ tao ra thé lién hop maytansinoit-khang thé.

Theo céch khéac, khang thé dic hiéu kép nhu duge bdo céo trong ban mo ta nay
dugc lién hgp voi mot hoac nhiéu phén tr calicheamixin. Ho calicheamixin cua khang
sinh ¢6 kha ning tao ra ADN s¢i doi tach ra & né)ng do dudi picomol. Chét twong tu cua
calicheamic vé ciu triic ma c6 thé duoc st dung bao gém, nhung khong bi gidi han 6,
v1 1,021, 03 I, N-axetyl-yl I, PSAG va 01 1 (Hinman et al. Cancer Research 53: 3336-
3342 (1993) va Lode et al. Cancer Research 58: 2925-2928 (199%)).

Séang ché con bao gdm khang thé dac hiéu kép nhu dugc bao cdo trong ban md
ta nay lién hop véi hop chét c6 hoat tinh phéan gidi nucleotit (vi du, ribonucleaza hoac

ADN endonucleaza nhu deoxyribonucleaza; DNaza).
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Theo cach khac, protein dung hop chira khang thé dc hiéu kép nhu duge bao céo
trong ban mod ta nay va chét gy doc té bao co thé duge tao ra, vi du, bang cac k¥ thuat

tai td hop hodc tdng hop peptit.
E. Dugc phim

Dugc phdm chira khang thé ddc hiéu kép khang CD20 cua ngudi/thu thé
transferin cta ngudi nhu duge néu trong ban mo ta nay dugc bao ché bang cach tron
khang thé nay ma c6 muc do tinh khiét mong mudn v&i mot hodc nhiéu chét mang dugc
dung tily ¥ (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. (ed.) (1980)),
& dang ché pham dugc 1am kho lanh hodc dung dich nudc. Chéat mang duoc dung thuong
khong doc ddi véi nguoinhén ¢ lidu luong va néng do duoc sir dung, va bao gém, nhung
khong gidi han ¢: chit dém nhu phosphat, xitrat va cac axit htru co khéc; chat chéng
oxy hoa bao gdm axit ascorbic va methionin; chit bao quan (nhu octadexyl
dimetylbenzyl amoni clorua; hexamethoni clorua; benzalkoni clorua; benzethoni clorua;
phenol, rugu butylic hodc benzylic; alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben;
catechol; resorxinol; xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); polypeptit ¢6 phéan tu
luong thép (it hon khoang 10 gbc); protein nhu albumin huyét thanh, gelatin hodc
globulin mién dich; polyme wa nuéc nhu poly(vinylpyrolidon); axit amin nhu glyxin,
glutamin, asparagin, histidin, arginin hogc lysin; monosacarit, disacarit va cac hydrat
cacbon khac bao gé)m glucoza, mannoza hodc dextrin; chét tao chelat nhu EDTA; dudng
nhu sucroza, mannitol, trehaloza hodc sorbitol; dbi ion tao mudi nhu natri; phtrc kim
loai (vi du, phtrc Zn-protein); va/hodc chét hoat dong bé mit khong ion nhu polyetylen
glycol (PEG). Céc chit mang dugc dung 14y 1am vi du trong ban mo ta nay con bao gém
chét phan tan thude trong k& nhu hyaluronidaza glycoprotein tan dugc ¢d hoat tinh trung
tinh (sHASEGP), vi du, PH-20 hyaluronidaza glycoprotein tan duoc cta nguoi, nhu
thuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Mot s6 SHASEGP lay lam vi du va
phuong phap st dung, bao gdm rhuPH20, dugc md ta trong US 2005/0260186 va
US 2006/0104968. Theo mdt khia canh, sSHASEGP dugc két hop v6i mot hodc nhiéu

glycosaminoglycanaza bd sung nhu chondroitinaza.

Céac dugc phdm khéng thé dugc 1am kho lanh 1y lam vi du dugc md ta trong
US 6267958. Cac duoc pham khang thé chira nudc bao gdm céac ché phdm dugc mo ta
trong US 6171586 va WO 2006/044908, dugc pham dugc néu trong WO 2006/044908
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chira chit dém histidin-axetat. Dugc phim chira khang thé khang CD20 ldy 1am vi du
nhu duge mo ta trong WO98/56418, dugc két hop rd rang trong ban mo ta nay bang

cach tham chiéu.

Duoc phédm dugc 1am kho lanh thich hop dé ding duéi da duge mo ta trong
WO 97/04801. Dugc pham duge lam kho lanh nay c6 thé dugc hoan nguyén bang chit
pha lodng thich hop dén ndng do protein cao va dugc pham d3 hoan nguyén nay ¢ thé

duoc dung dudi da cho dong vat c6 va can dugc diéu tri trong ban mo ta nay.

Duoc pham néu trong ban mo ta nay cé th& con chira nhidu hon mot thanh phén
hoat tinh khi cAn d6i voi chi dinh cu thé dugc diéu tri, tot hon 1a thanh phan c6 hoat tinh
bd sung ma khong gdy tac dong c6 hai cho nhau. Cac thanh phan hoat tinh nay c6 mat

mot cach thich hop & dang két hop v6i lugng hitu higu ddi v6i muc dich du dinh.

Cac thanh phﬁn hoat tinh c6 thé duoc giit trong vi nang dugc tao ra, vi du, bang
k¥ thuat tu giot hodc polyme hoa bé mit phan céch, vi du, hydroxymetylxenluloza hodc
vi nang gelatin va vi nang poly-(metyl metacrylat), mot cach twong tng, trong hé théng
phéan phéi thube dang keo (vi du, liposom, vi cau albumin, vi nhil twong, hat nano va
vién nang nano) hogc trong dai nhii twong. Cac k¥ thuat nhu vay dugc mo ta trong tai

liéu Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. (ed.) (1980).

Dugc pham giai phong kéo dai co thé duoc bao ché. Cac vi du thich hop vé dugc
pham giai phong kéo dai bao gbm co chét ban thAm gdm polyme ran ky nuée chira
khang thé, co chét nay ¢ dang vat phém duoc tao hinh, vi du, mang hodc vi nang. Cac
vi du vé co chét giai phong kéo dai bao gdm polyeste, hydrogel (vi du, poly(2-
hydroxyetyl-metacrylat), hodc ruou poly(vinylic)), polylactit (US 3773919), copolyme
cua axit L-glutamic va y etyl-L-glutamat, etylen-vinyl axetat khong phan hiy, copolyme
axit lactic-axit glycolic d& phan hity nhu LUPRON DEPOT™ (vi cau tiém dugc dugc
cAu thanh tir copolyme axit lactic-axit glycolic va leuprolit axetat), va axit poly-D-(-)-3-

hydroxybutyric.

Dugc phdm @& stt dung in vivo thuong 1a vo trung. Tinh vo trung c6 thé dugc tao
ra dé dang, vi du, béng cach loc qua mang loc vo trung. Theo mot phuong an, dugc

phim 12 dugc phim dang truong.
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F. Phuong phap diéu tri va ché phdm

Khang thé dic hiéu kép khang CD20 cia ngudi/thu thé transferin ciia nguoi bat

ky dugc md ta trong ban md ta ndy co thé dugc st dung trong phuong phap diéu tri.

Theo mot khia canh, sang ché @ cap dén khang thé dic hiéu kép khang CD20
cla nguoi/thy thé transferin clia nguoi dé str dung lam thudc. Theo cac khia canh khéc,
sang ché d& cap dén khang thé dic hiéu kép khang CD20 cua ngudi/thu thé transferin
ctia ngudi dé st dung trong ngan ngra va/hodc diéu tri bénh ting sinh té bao B. Theo
mot s6 phwong 4n nhét dinh, sang ché dé cap dén khang thé dac hiéu kép khang CD20
ctia nguoi/thu thé transferin cua ngudi dé stir dung trong phuong phap diéu tri. Theo mot
s6 phuong 4n nhat dinh, sang ché dé cap dén khang thé dac hiéu kép khang CD20 cua
ngudi/thu thé transferin ctia nguoi dé str dung trong phuong phap diéu tri cho cé thé méc
bénh ting sinh té bao B bao gdm bude cho ca thé nay dung mot lwgng c6 hiéu qua cua
khang thé dac hiéu kép khang CD20 cia ngudi/thu thé transferin ctua nguoi. Theo mot
phuong én, phuong phap nay bao gdm budc cho ca thé nay dung mot lugng c6 hiéu qua
cha it nhat mot chat tri liu bd sung, nhu duge liét ké dudi day. Theo cac phuong an
khic, sang ché d& cap dén khang thé ddc hiéu kép khang CD20 clia ngudi/thy thé
transferin ciia nguoi dé str dung trong viéc lam ti€u té bao B duoc tach ra tir ndo biéu
hién CD20. Theo mét s& phuong 4n nhét dinh, sing ché d& cap dén khang thé dic hiéu
kép khang CD20 cuia ngudi/thu thé transferin ctia nguoi dé st dung trong phuong phap
lam tiéu té bao B duoc tach ra tir ndo biéu hién CD20 & ca thé bao gém bude cho ca thé
nay dung mot luong c6 hiéu qua ciia khang thé dac hiéu kép khang CD20 cia ngudi/thu
th transferin cta nguoi dé 1am tiéu té bao B duoc tach ra tlir ndo biéu hién CD20. “Ca

thé” theo phuong an bét ky trong sd cac phuong an 6 trén tbt hon 1a nguoi.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén viéc st dung khang thé dic hidu
kép khang CD20 cua nguoi/thu thé transferin ctia ngudi dé san xuét hodc bao ché thube.
Theo mot phuong an, thude nay dé diéu tri bénh tang sinh té bao B. Theo phuong an
khac, thube nay dé sir dung trong phwong phap diéu tri bénh ting sinh té bao B bao gdbm
bude cho c4 thé mac bénh lién quan dén tang sinh té bao B nay dung mot luong c6 hiéu
qua cua thudc. Theo mot phuong 4n, phuong phap nay bao gbm bude cho ca thé nay
ding mot lugng co6 higu qua ctia it nhat mot chét tri lidu bd sung, nhu dugc liét ké dudi

day. Theo mdt phwong an khac, thudc nay dé lam tiéu cua té bao B dugc tach ra tir ndo
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biéu hién CD20. Theo mdt phuwong an khac, thudc nay dé str dung trong phuong phap
]am tiéu té bao B duoc tach ra tir ndo biéu hién CD20 & c4 thé bao gém bude cho ca thé
nay dung mot lugng c6 hiéu qua cta thubc d& 1am tiéu té bao B duoc tach ra tir ndo biéu
hién CD20. “Cé thé” theo phuong 4n bét ky trong sé cac phwong 4n & trén c6 the 1a
nguoi.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& cap dén phuong phap diéu tri bénh ting
sinh té bao B. Theo mdt phuong an, phuong phap nay bao gdm budc cho ca thé mac
bénh ting sinh té bao B nay dung mot lugng c¢6 hiéu qua cta khang thé dic hiéu kép
khang CD20 cta nguoi/thu thé transferin ctia nguoi. Theo mdt phuong dn, phuong phap
nay bao gém budce cho cé thé nay dung mot lugng c6 hiéu qua cua it nhAt mot chét tri
liéu bo sung, nhu duge néu dudi day. “Ca thé” theo phuong an bét ky trong sd céc

phuong an ¢ trén c6 the la nguoi.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap lam tiéu té bao B
tudn hoan biéu hién CD20 & cé thé. Theo mot phuong an, phuong phap nay bao gdbm
bude cho c4 thé nay ding mdt lugng ¢6 hidu qua cla khang thé dac hiéu keép khéng
CD20 cuia ngudi/thu thé transferin cia nguoi @8 1am tiéu t& bao B tudn hoan biéu hién

CD20. Theo mot phuong an, “ca thé” 1a nguoi.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén duge pham chtra khang thé bat ky
trong sb cac khang thé dic hiéu kép khang CD20 ctia nguoi/thy thé transferin ctia ngudi
dugc dé cap trong ban mo ta nay, vi du, dé st dung trong phuong phéap bét ky trong sd
cac phuong phap tri liéu néu trén. Theo mét phuong an, dugc pham chira khang thé bat
ky trong s6 cac khang thé dac hidu kép khang CD20 cua ngudi/thu thé transferin cua
nguoi dugce dé cép trong ban mo ta nay va chit mang dugc dung. Theo mot phuong an
khéc, duoc phadm chira khang thé bit ky trong sé cc khang the dac hiéu kép khang
CD20 ctia ngu¢i/thu thé transferin cua ngudi dugc dé cap trong ban mo ta nay va it nhat
mét chat tri liéu bd sung, vi du, nhu dugc néu dudi day.

Khéng thé nhu duge béo cdo trong ban md ta nay co thé duogc st dung mot minh
hogc két hop voi cac chit khéc trong liéu phéap. Vi du, khang thé nhu duge bo cdo trong
ban mé ta ndy c6 thé duge ding ddng thoi véi it nhat mot chat tri liéu bd sung. Theo

mot ) phuong an nhét dinh, chét tri lidu bd sung 1a chét tri liéu hiéu qua dé diéu tri cung

72



47136

73/128

mdt bénh ting sinh té bao B hogc bénh tang sinh té bao B khac khi khéng thé dac hiéu

kép nhu duge béo cdo trong ban md ta nay dugc stt dung dé diéu tri.

Céac liéu phap két hop néu & trén bao gdm viéc st dung két hop (khi hai hoac
nhidu hon hai chét tri liéu duge bao gbm trong cing mot ché pham hodc cac ché pham
tach biét), va str dung riéng &, trong truong hop do, viéc str dung khang thé néu trong
ban mo ta nay co thé dién ra trudc, trong, va/hodc sau khi stt dung chét hoic cac chét tri
liéu bd sung. Theo mdt phuong 4n, viéc sir dung khang thé dic hiéu kép khang CD20
ctia nguoi/thu thé transferin cia ngudi va st dung chét tri 1iéu bd sung dién ra trong
khoang mot thang, hodc trong khoang mdt, hai hoic ba tuan, hodc trong khoang mot,
hai, ba, bbn, nam, hodc sdu ngay, véi nhau. Khang thé néu trong ban md ta nay cling ¢
thé duoc str dung & dang két hop vé6i cac liéu phap can thiép khac nhu, nhung khong
gi6i han 6, xa tri, liéu phap hanh vi, hoic céac liéu phap khac da biét trong linh vuc nay

va thich hop cho r6i loan than kinh can diéu tri hodc ngan ngira.

Khang thé néu trong ban mo ta nay (va chét tri liéu bd sung bt ky) ¢6 thé duoc
st dung theo céch thich hop bét ky, bao gdm sir dung ngoai duong ti€u hoa, trong phoi
va trong mili, va néu can dé didu tri tai chd, thi st dung trong thuong t6n. Viée truyén
ngoai duong tiéu hoa bao gbm sir dung trong co, trong tinh mach, trong dong mach,
trong mang bung hodc dui da. Viéc ding lieu c6 thé 12 theo dudng thich hop bat ky, vi
du, bang cach tiém, nhu tiém trong tinh mach hoic tiém dudi da, tiy thudc mot phan
vao viée liéu viée st dung nay la ngén ngay hay ca doi. Céc lich trinh dung liéu khac
nhau bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, st dung mot 14n hodc st dung nhiéu 1an & cac
thoi diém khac nhau, st dung thubc liéu cao (bolus) va truyén theo xung dugc du tinh

dén trong ban mo ta nay.

Ngoai ra, khang thé dic hiéu kép cd thé duoc st dung mot cach thich hop bang
céch truyén xung, vi dy, v6i lidu giam dan cta khang thé dac hiéu kép do. Liéu nay co
thé duoc cho dung bﬁng cach tiém, tiém trong tinh mach hogc ti€ém dudi da, tuy thudc

mdt phan vao viéc dung ngan ngay hay ca doi.

Khang thé néu trong ban mo td nay dugc phéi tron, dinh lidu va str dung theo
céach thirc pht hgp véi ti€u chuén thuc hanh y té tdt (GMP: good medical practice). Cac
yéu t6 cAn xem xét trong ngft canh nay bao gdm rdi loan cu thé can diéu tri, dong vat co
v cu thé can didu tri, tinh trang 14m sang cua timg bénh nhan, nguyén nhan gay ra rdi
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loan, vi tri phan phéi chit, phuong phap st dung, lich trinh st dung va cac yéu td khac
da biét dbi v6i bac si. Khang thé nay khong cAn phai, nhung tiy ¥ duge phdi tron v6i
mot hodc nhiéu chét hién dang dugc st dung dé ngan ngira hodc diéu tri roi loan dang
quan tim. Lugng c6 hiéu qua cua cac chét khéc nay phu thudc vao luong khang thé ¢
mat trong dugc phém, loai rdi loan hodc diéu tri, va cac yéu t6 khac néu & trén. Céc chét
nay thuong duge str dung ¢ cung lidu luong va véi cac dudng dung nhu dugc néu trong
ban mo ta nay, hodc khoang tur 1 dén 99% lidu luong nhu néu trong ban mo ta nay, hodc
& lidu luong bét ky va theo dudng bat ky ma dugce xé4c dinh 1a thich hop dwa vao kinh
nghiém/lam sang.

Céc phuong phap dua vao lipit dé van chuyén ciu triac dung hop hodc hop chat
qua BBB bao gbm, nhung khong gidi han 6, bao nang c4u tric dung hop hodc hop chat
trong liposom ma cé thé ghép cip véi chét gén két hoa tri mot ma gan két vao thu thé
trén ni md mach ciia BBB (xem, vi du, US 2002/0025313), va bao chat gin két hoa tri
mdt nay trong cac hat lipoprotein mét do thép (xem, vi dy, US 2004/0204354) hodc
apolipoprotein E (xem vi du, US 2004/0131692).

DPé ngin nglra hodc didu tri bénh, lidu luong thich hgp cta khang thé nhu néu
trong ban mo ta nay (khi duoc st dung ¢ dang mot minh hodc két hop v6i mot hodc
nhiéu chét tri liéu bd sung khac) s& phu thudc vao loai bénh cin diéu tri, loai khang thé,
muc do trAm trong va thoi gian méc bénh, liéu khang thé duoc stt dung nham muc dich
ngan nglra hay tri lidu, liéu phép tri li¢u da dung trude do, tién str 1am sang va déap ung
cta bénh nhan vdi khang thé, va quyét dinh cua bac si didu tri. Khang thé nay dugc st
dung mot cach thich hop cho bénh nhén mot 1an hodc qua mdt dot diéu tri nhiéu lan.
Tuy thudc vao loai va muc do trAm trong ctia bénh, liéu luong khang thé nam trong
khoang tir 1 pg/kg dén 15 mg/kg (vi du 0,5mg/kg - 10 mg/kg) c6 thé 1a lidu lugng tng
¢t ban diu dé st dung cho bénh nhan, du 1a, vi du, bﬁmg cach st dung riéng biét mot
hodc nhiéu lan, hay bing cach truyén lién tuc. Mot lidu luong hang ngay dién hinh c6
thé nam trong khoang tir 1pg/kg dén 100 mg/kg hodc 16n hon, tiry thudc vao cac yéu tb
néu & trén. D& st dung lap lai trong vai ngay hodc lau hon, thi tuy vao tinh trang bénh,
viée diéu tri thuong s& dugc duy tri cho dén khi c6 duogc su e ché triéu chung bénh
mong mudn. Mot lidu lwong ldy lam vi du cua khang thé s& nam trong khoang tir 0,05

mg/kg dén 10 mg/kg. Vi vy, mot hodc nhiéu liéu khoang 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4.0
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mg/kg hodc 10 mg/kg (hodc t6 hop bat ky clia chung) c6 thé dugc str dung cho bénh
nhan. Cac liéu nay co thé duoc st dung ngét quéng, vi dy, mot tudn mot lan hoic ba
tudn mot lan (vi du, sao cho bénh nhén nhan khoang tir hai dén hai muoi hodc, vi du,
khoang sau liéu khang thé). Liéu nap ban dau cao, sau d6 1a mot hodc nhidu liéu thap
hon ¢6 thé dugc st dung. Tuy nhién, céc ché @6 liéu luong khéc cling c6 thé duoc st
dung. Tién d9 cta liéu phap nay dugc theo ddi mot cach dé dang bang cac ky thuat va

thir nghiém thong dung.

Can phai hidu ring ché pham hodc phuong phép tri ligu bét ky trong s6 céc ché
pham hozc phuong phap tri liéu & trén c6 thé duoc thuc hién bang cach sir dung thé lién
hop mién dich nhu néu trong ban mo ta nay thay thé cho hoic ngoai khang thé dac hiéu

kép khang CD20 cia nguoi/thu thé transferin ctia nguoi.

Ché pham chtra khang thé dic hiéu kép nhu dugc bdo céo trong ban mo ta nay
ma gin két véi khang nguyén bé mat té bao B s& duge phéi tron, dinh liéu, va st dung
theo cach phu hop véi thuc tién y hoc tt. Cac yéu td cAn xem xét trong hoan canh nay
bao gém bénh hoac roi loan cu thé duoc diéu tri, dong vat ¢ va cu thé duoc diéu tri,
tinh trang bénh 1am sang cua timg bénh nhén, nguyén nhan gy bénh hoac r6i loan, vi
tri phan phéi cht, phuong phép st dung, lich trinh sir dung, va cac yéu tb khac da biét
ddi vai céac bac st. Luong ¢6 hiéu qua tri liu cua chit dbi khang dugc dung s& dugc didu

chinh dua theo cac yéu td can xem x¢€t nay.

Bén canh viéc didu tri bénh tang sinh té bao B thi khang thé ddc hiéu kép nhu
duogc bao cdo trong ban md ta nay cd thé duoc str dung dé diéu tri bénh tu mién. Céc vi
du vé bénh tu mién hodc cic rdi loan bao gém, nhung khong bi gidi han &, suy giam tiéu
cAu trung gian mién dich, nhu xudt huyét giam tiéu cau tu phat cép tinh va xuét huyét
giam tidu cAu tu phat man tinh, viém da co, chiing mua giat Sydenham, viém théan luput,
s6t thap khép, hoi chimg da tuyén, xudt huyét Henoch-Schonlein, viém than sau lién ciu
khuén, ndt ban do, viém dong mach Takayasu, bénh Addison, ban do da dang, viém nut
quanh dong mach, viém cot séng dinh khép, hoi chimg Goodpasture, viém mach huyét
khéi tic nghén, xo gan do tic mat nguyén phat, viém tuyén gidp Hashimoto, nhiém doc
tuyén giap, viém gan hoat dong man tinh, viém da co/viém da co, viém da sun,
pamphigut thong thuong, bénh u hat Wegener, bénh than mang, bénh xo clng cot bén

teo co, bénh giang mai bién ching than kinh, ching dau da co, thicu mau ac tinh, viém
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than tiéu cau va viém xo phé nang tién trién nhanh, d4p ing viém nhu bénh viém da bao
gbdm bénh vay nén va viém da (vi dy, viém da di ing); xo cting bi toan thén va xo cimg;
dap ung lién quan dén bénh viém rudt (nhuw bénh Crohn va viém rudt két man loét); hoi
chirng suy ho hép (bao gdm hoi chimg suy ho hép nguoi truéng thanh; ARDS); viém
da; viém mang ndo; viém ndo; viém mang mach nho; viém rudt két; viém than tiéu cau;
tinh trang di tmg nhu eczema va bénh hen va cac tinh trang bénh ly khac lién quan dén
su xam nhap cua cac té bao T va d4p tng viém man tinh; xo vita dong mach; thiéu hut
két dinh bach ciu; viém khép dang thép; luput ban d6 toan than (SLE); bénh dai thdo
dudng (vi du, bénh dai thao duong typ I hodc bénh dai thao duong phu thudc insulin);
bénh xo ctng rai rac; hoi chung Reynaud; viém tuyén giap tu mién; viém ndo va day
cot séng do di Gng; hoi ching Sjogren; bénh dai thao duong khoi phat ¢ tudi vi thanh
nién; va dap tmg mién dich lién quan dén tinh qua man cap tinh va bi tri hoadn diéu tiét
bdi xytokin va té bao lympho T thuong dugc thiy & bénh lao, bénh sarcoit, viém da co,
bénh u hat va viém mach; bénh thidu mau 4c tinh (bénh Addison); bénh lién quan dén
xuyén mach bach ciu; r6i loan viém hé than kinh trung wong (CNS); hoi chung tdn
thuong da co quan; ching thiéu mau tan mau (bao gom, nhung khong bi gi6i han ¢
ching cryoglobin huyét hodc ching thidu méu duong tinh véi nghiém phap Coombs);
bénh nhugc co; bénh didu tiét boi phire chit khang nguyén-khang thé; bénh khang mang
d4y cau than; hoi chimg khéng phospholipit; viém day than kinh di tng; bénh Graves;
hdi ching nhuge co Lambert-Eaton; bong pemphigut; pemphigut thong thuong; bénh
da noi tiét tu mién; bénh Reiter; hoi chung cing ngudi; bénh Bechet; viém dong mach
t& bao khdng 13; viém than phtre hop mién dich; bénh than IgA; bénh da day than kinh
IgM; xuit huyét giam tiéu cAu mién dich (ITP - immune thrombocytopenic purpura)
hodc giam tiéu cAu tw mién v.v.. Theo khia canh nay cua sang ché, ABM theo sang ché

duoc st dung 44 1am tiéu mau cua té bao B binh thudng trong thoi gian kéo dai.

Tuy nhién, nhu dugc luu y o trén, cac lugng dugce d& xuét ctia khang thé dac hiéu
kép nay d& cap dén y tudng tuyét voi vé su than trong trong tri li¢u. Yéu t chinh trong
viéc chon Jidu va lich trinh dung lidu thich hop la két qua thu dugc, nhu dugc chira &
trén. Vi du, liéu tuong d6i cao hon ¢c6 thé duge yéu cau ngay tu dau dé diéu tri cho bénh
dang tién trién va bénh cAp tinh. Dé thu duoc ket qua c6 hi¢u qua nhét, thi tiry vao bénh

hodc r6i loan, chét doi khang dugc st dung gan nhat ¢6 the v6i dau hiéu, chan doan, su
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xuét hién, hodc xay ra dau tién cia bénh hodc rdi loan hodc trong thoi gian thuyén giam

cuia bénh hodc rdi loan.

Bén canh viéc st dung khang thé dugc phan 1ap dac hiéu kép nhu duge bao cao
trong ban mod ta nay cho bénh nhén thi sang ché con bao gdm viéc dung khang thé dic
hiéu kép nay bang liéu phap gen. Viéc dung axit nucleic ma héa khang thé dic hiéu kép
duogc bao ham trong cum tir “dung lugng co hiéu qua tri liéu cta khang thé dac hicu
kép”. Xem, vi dy, WO96/07321 lién quan dén viéc str dung liéu phap gen dé tao ra khang
thé noi bao.

Co6 hai phuong phap tiép can chinh dé dua axit nucleic (tuy y dugc chira trong
vecto) vao cac té bao ctia bénh nhan; in vivo va ex vivo. Dé phan phéi in vivo, axit nucleic
duogc tiém truc tiép vao bénh nhén, thuong la ¢ vi tri ma khang thé dic hiéu kép dugc
yéu ciu. Péi véi diéu tri ex vivo, cac té bao cua bénh nhan duge loai bo, axit nucleic
dugc dua vao cac té bao da duoc phan lap nay va cac té bao da duoc cai bién duoc cho
bénh nhéan dung truc tiép hodc, vi dy, dugc bao nang trong mang x0p di duoc ciy vao
bénh nhan (xem, vi du US 4892538 va US 5283187). Co nhiéu k¥ thuat khac nhau san
c6 dé dua axit nucleic vao trong céc té bao sdng. Cac k¥ thuat nay thay dbi tiy thude
vao viée lidu axit nucleic dugc chuyén vao céc té bao da nudi céy in vitro, hay in vivo
trong cac té bao ciia vat chi duge du dinh. Cac k¥ thudt thich hop dé chuyén axit nucleic
vio cac té bao dong vat c6 v in vitro bao gém st dung liposom, dién hoéa, vi tiém, dung
hop té bao, DEAE-dextran, phuong phap két tia canxi phosphat, v.v.. Vecto dugc sur

dung phé bién dé phan phdi ex vivo gen nay la retrovirut.

Cac k¥ thuét truyén axit nucleic in vivo dugc uu tién hién nay bao gbdm chuyén
nhiém bé“mg vecto virut (nhu adenovirut, virut Herpes don gian loai I, hoac
virut adenovirut lién hgp) va hé thong gde lipit (lipit hiru ich dé chuyén gen qua trung
gian lipit 2 DOTMA, DOPE va DC-Chol chéng han). Trong mot sb truong hop, mong
muén 12 tao ra ngudn axit nucleic bang chéit huéng dich céc t& bao dich, nhu khang thé
d#c hiéu protein mang bé mat té bao hoic té bao dich, phéi tir ddi vai thu thé trén té bao
dich, v.v.. Khi liposom dugc st dung, protein gan két v4i protein mang bé mit té bao
lién quan dén qué trinh nhap bao c6 thé dugc sir dung 8 hudng dich va/hodc dé tao diu
kién cho viéc hép thy, vi du, protein capsit hodc cac manh cua né huéng kich thich dbi

v6i kibu té bao cu thé, khang thé do6i voi protein trai qua su nhap vong, va protein hudng
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dich su dinh vi ndi bao va tang cuong thoi gian ban huy ndi bao. Ky thuat dé nhép bao
qua trung gian thu thé dugc mo ta trong tai liéu, vi du, Wu et al., J. Biol. Chem.
262:4429-4432 (1987); va Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:3410-3414
(1990). Dé biét tdng quan vé phuong phap chi thi gen hi¢n da biét va céc quy trinh liéu
phap gen, xem tai liéu Anderson et al., Science 256:808-813 (1992). Xem thém WO
93/25673 va céc tai liéu tham khao dugce trich dan trong do.

Céc k¥ thuét thong thuong dé lién hop cac chét tri liéu bd sung v6i khang thé da
duoc biét dén (xem tai liéu, vi du, Arnon et al., "Monoclonal Antibodies for
Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy", trong Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom
et al., "Antibodies For Drug Delivery", trong Controlled Drug Delivery (2nd Ed.),
Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody
Carriers of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", trong Monoclonal
Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506
(1985); va Thorpe et al., "The Preparation and Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin
Conjugates", Immunol. Rev., 62 (1982) 119-58).

III. V4t phdm san xuét

Theo mdt khia canh khac nhu dugc béo cao trong ban mo ta nay, sang ché dé cap
dén vat phém san xuat chtra cac nguyén liéu hitu ich dé diéu tri, ngin nglra va/hodc chan
doan cac rdi loan & trén. Vit phém san xuat chira vét chira va nhan hodc to hudng dan
st dung nam trén hodc gén lidén véi vat chira. Cac vét chtra thich hop bao gém, vi du,
chai, lo, bom tiém, ti dyng dung dich dung trong tinh mach, v.v.. Vat chia co thé dugc
tao ra tir cac vat liéu khac nhau nhu thuy tinh hodc chét déo. Vat chira dung ché phém,
ma ban than né hoic két hop v6i mot ché pham khac c6 hiéu qua trong viee diéu tri,
ngdn nglra va/hodc chin doan tinh trang bénh ly, va c6 thé c6 cong vao vo trang (vi du,
vat chura co thé 1a tai dung dung dich dung trong tinh mach hodc 1o c6 nut day co thé
choc thung bang kim tiém dudi da). ft nht mot hoat chét trong ché pham nay 1a khang
thé nhu duoc bao céo trong ban md ta nay. Nhan hodc to hudng dan st dung thé hién
rang ché phim nay dugc st dung dé didu tri tinh trang bénh 1y dugc lua chon. Ngoai ra,
vat phdm san xuét c6 thé chtra (a) vat chira thir nhét chtta ché pham trong do, trong d6

ché pham nay chira khang thé nhu duge bao céo trong ban md ta nay; va (b) vat chtra
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thir hai chira ché pham trong do, trong do6 ché pham nay chta chét gay doc té bao khéc
hodc chét tri liéu khéc. Vat phém san xuét theo phuwong 4n nay co thé con chtra to huéng
dAn str dung thé hién rang ché phim nay co thé dwoc st dung dé diéu tri tinh trang bénh
ly cu thé. Theo cach khac, hodc ngoai ra, vat phém san xuat c6 thé con chira vat chira
thtr hai (hodc thi ba) chira chit dém duge dung, nhu nude kim khuén ding cho tiém
(BWFI — bacteriostatic water for injection), nudc mudi dém phosphat, dung dich Ringer
va dung dich dextroza. N6 ¢o thé con bao gdm céac nguyén liéu khac dwgc mong mudn
xét theo quan diém thuong mai va quan diém nguoi st dung, bao gdm cac chat dém

khéc, chét pha lodng, chit don, kim tiém va bom tiém.

Can phai hiéu rang vt phim san xut bat ky trong sb cac vat phim san xudt &
trén ¢6 thé chira thé lién hop mién dich nhu dugc bao cdo trong ban mo ta nay thay thé
cho hodc ngoai khang thé dac hiéu kép nhu dugc bao céo trong ban md ta nay.

Vi du thuc hién sang ché

Duéi day 1a cac vi du vé phuong phap va ché pham theo séng ché. Can phai hiéu

rang nhiéu phuong dn khac nhau khdc ¢6 thé duoc thuc hién dya vao phan mo ta chung

néu trén.
Vit liéu & phuong phéap tong quat

Thong tin tdng quat lién quan dén trinh tu nucleotit ctia chudi nhe va chudi ning
globulin mién dich ctia ngudi duge néu trong tai liéu: Kabat, E.A., et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Sth ed., Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, MD (1991). Axit amin cua cac chudi khang thé duoc danh sb va
vién dan theo cach danh s theo Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991)).
Ky thuat ADN ti to hop

Céac phuong phap chuin duoc stt dung dé thao tac trén ADN nhu dugc mo ta
trong tai liéu Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A laboratory manual; Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Chat phan tng sinh

hoc phan tir dugc sur dung theo hudng dAn ciia nha san xuét.
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Tong hop gen

Cac doan gen mong mudn duoc tao ra tr oligonucleotit dugc tao ra bang cach
téng hop hoa hoc. Céac doan gen dai, c6 bén sudn la cac vi tri phan cét endonucleaza
giéi han don, dugc 14p rap bang cach ghép va ndi cac oligonucleotit bao gdm khuéch
dai PCR va sau d6 duoc tach dong qua cac vi tri gi¢i han duge chi dinh nay. Cac trinh
tw ADN cua cac doan gen da tai tao dong thuan duoc xac nhan bé“mg cach giai trinh tu
ADN. Cac doan gen tong hop dugc xép thir tu theo md ta cho trude tai Geneart
(Regensburg, Duc).

Xéac dinh trinh ty ADN

Céc trinh tw ADN dugc x4c dinh béng cach giai trinh tu soi kép dugce thuc hién
& MediGenomix GmbH (Martinsried, Duc) hodc SequiServe GmbH (Vaterstetten,
buc).

ADN va phén tich trinh tu protein va quan ly dir liéu trinh tu

G6i phan mém GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) phién ban
10.2 va Infomax's Vector NT1 Advance suite phién ban 8.0 duoc st dung dé tao ra, 1ap

ban dd, phan tich, chti thich va minh hoa trinh tu.
Vecto biéu hién

P& bidu hién khang thé dic hidu kép mong mudn, plasmit biéu hién dé biéu hién
tam thoi (vi du, trong té bao HEK293) dua trén td chire cADN c6 hoac khong co gen
Khoi diu CMV-intron A hodc dua trén b chirc bo gen voi ving khéi dau CMV ¢6 thé

duoc ap dung.
Ngoai cat-xet bidu hién khang thé thi cac vecto nay chira:
- gbc sao chép cho phép sao chép plasmit nay trong E. coli, va
- gen B-lactamaza tao tinh khang ampixilin & E. coli.
Pon vi phién mé cua gen khang thé duoc cdu thanh tr cac thanh phan sau:
- (céc) vi tri gidi han ddc thu ¢ dau 5°
- yéu tb tang cudng sém tirc thi va gen khéi dau tir cytomegalovirut cua

nguoi,
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trinh tu intron A trong truong hop t6 chirc cADN,

- vung khong dich ma ¢ dAu 5’14y tir gen khang thé ctia nguoi,
- trinh tu tin hiéu chudi ning globulin mién dich,

- axit nucleic ma hoa chudi khang thé twong tng dudi dang cADN hodc c6

td chirc exon-intron bd gen,
- vung khong dich ma & dAu 3’ véi trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa,
- trinh tu gen két thic, va
- (c4c) vi tri gioi han dac thi & déu 3.

Gen dung hop ma hoa cac chudi khang thé duoc tao ra bang phuong phap PCR
va/hoic tong hop gen va dugce lip rap bang phuong phap va k¥ thuat tai t hop da biét
bang cach ndi cac doan axit nucleic twong tng, vi du, bang cach st dung céc vi tri gi6i
han dac th trong céc vecto tuong Gng. Cac trinh tu axit nucleic da tai tao dong thuan
duoc x4c nhan bang cach giai trinh tw ADN. Dé chuyén nhiém tam thoi thi plasmit voi
lugng 16n hon dugc tao ra bang ché phim plasmit tir gidng ciy E. coli bién nap

(Nucleobond AX, Macherey-Nagel).

D1 voi tht ca cdc cu tric, cong nghé di dime hoa tra khoéa vao 6 (knob-into-
hole) dugc st dung v6i cai bién thay thé khoa thong thuong (T366 W) trong mién CH3
tht nhat va cai bién thay thé & tuong ting (T366S, L368A va Y407V) trong mién CH3
thtr hai (cing nhu hai gbc xystein duge dua vao bd sung S354C/Y349°C) (chua trong

trinh tu chudi nang (HC) tuong ung dugc md ta & trén).
K§ thuét nudi cAy té bao
K§ thuat nuoi céy té bao chuin nhu dugc mo ta trong tai liéu Current Protocols

in Cell Biology (2000), Bonifacino, J .S., Dasso, M., Harford, J].B., Lippincott-Schwartz,
J. and Yamada, K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc., dugc st dung.

Chuyén nhiém tam thoi trong hé théng HEK293-F

Khang thé dic hiéu kép dugc tao ra bang cach biéu hién tam thoi. Vi thé qué trinh
chuyén nhiém véi plasmit twong Ung bang cach st dung h¢ théng HEK293-F
(Invitrogen) theo hudng din cta nha san xuat duoc thye hién. Mot cach ngin gon, té
bao HEK293-F (Invitrogen) sinh trudng trong huyén phu trong binh Jic hodc trong thiét
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bi 1én men c6 khudy trong mdi trudng biéu hién FreeStyle™ 293 khong huyét thanh
(Invitrogen) dugc chuyén nhiém véi hon hop cua plasmit biéu hién twong Gng va
293fectin™ hoic fectin (Invitrogen). Péi vé6i binh lic dung tich 2 L (Corning), cac té
bao HEK293-F dugc gieo & mat d6 1,0%10° té bao/mL trong 600 mL va dugc i & tdc do
120 vong/phit, CO2 8%. Vao ngay tiép theo, cac té bao nay duge chuyén nhiém & mét
d6 té bao khoang 1,5%106 t& bao/mL vé6i xap xi 42 mL hon hop ciia A) 20 mL moi truong
Opti-MEM (Invitrogen) chtra 600 pg tdng cong ADN plasmit (1 pg/mL) va B) 20ml
moi trudng Opti-MEM dugc bd sung 1,2 mL 293 fectin hodc fectin (2 pL/mL). Theo
muc tiéu thu glucoza, dung dich glucoza dugc bd sung trong thoi gian 1én men. Phan
dich ndi trén bé mit chira khang thé d3 tiét ra dugc thu hoach sau 5-10 ngay va khang
thé duov tinh ché truc tiép tir phan dich ndi trén bé mat hogc phan dich ndi trén bé mat

nay duge dong lanh va luu gitr.
Xéc dinh protein

Nong do protein cua cac khang thé duoc tinh ché va cac dan xuét dugc xac dinh
bang cach xac dinh mét do quang (OD) ¢ budce song 280 nm, bang cach st dung hé s6
hép thu mol dugc tinh trén co sé trinh tu axit amin theo Pace, et al., Protein Science 4

(1995) 2411-1423.
Xéc dinh ndng do khang thé trong phan dich ndi trén bé mat

Nong do ctia cac khang th8 va cac dan xudt trong phan dich ndi trén bé mit nudi
chy té bao dugc udc lugng bang cach két tia mién dich voi cac hat protein A agaroza
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Puc). Vi thé, 60 pL hat protein A Agaroza dugc
rira ba lan trong TBS-NP40 (chat dém Tris 50 mM, do pH=7.5, dugc bd sung NaCl 150
mM va Nonidet-P40 1%). Sau do, 1-15 mL phan dich ndi trén bé mit nudi ciy té bao
duoc dua 16n cac hat protein A Agaroza dugc can bang trude trong TBS-NP40. Sau khi
U trong 1 gidr & nhiét do trong phong thi cac hat nay duoc rita trén cdt loc Ultrafree-MC
(Amicon) mot lan béng 0,5mL TBS-NP40, hai lan bﬁmg 0,5 mL 2x nudc mubi dugc dém
phosphat (2xPBS, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Dtc) va bdn 1an nhanh bing
0,5mL chit dém Na-xitrat 100 mM (d6 pH = 5,0). Khang thé da gin két duoc ria giai
bang cach thém 35 pL chét dém mAu NuPAGE® LDS (Invitrogen). Mot nira mau dugc
két hop voi chét khit mau NuPAGE® hodc duoc dé yén khong khir, mot cach twong
mg, va dugc 1am nong trong 10 phtt & nhiét do 70°C. Sau do, 5-30 uL dugc dua lén
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gel NuPAGE® 4-12% Bis-Tris SDS-PAGE (Invitrogen) (voi chét dém MOPS dbi v6i
SDS-PAGE khéng dugc khir va chit dém MES ¢6 chét phu gia dém chay mau chéng
oxy hoa NUPAGE® (Invitrogen) d6i voi SDS-PAGE duge khwr) va duge nhuom bang

Coomassie Blue.

Nong do ctia khang thé trong phan dich nbi trén bé mit nudi cy té bao duge dinh
luong bang phuong phap sdc ky ai luc HPLC. Mot cach ngin gon, phan dich ndi trén bé
mit nudi cdy té bao chira khang thé ma gén két vao protein A duogc dua [én cot Applied
Biosystems Poros A/20 trong KH,PO4 200 mM, natri xitrat 100 mM, do pH=7,4 va duoc
rira giai bang NaCl 200 mM, axit xitric 100 mM, do pH=2,5 trén hé théng Agilent HPLC
1100. Khéng thé da rira giai duoc dinh lugng bang do hap thu UV va tich phan cta cdc
dién tich dinh. Khang thé IgG1 tiéu chuén da tinh ché duge st dung lam chét chuén.

Theo cach khac, ndng d6 cta cac khang thé va cac din xuét trong phan dich ndi
trén bé mit cay té bao duoc do bang phuwong phap IgG-ELISA dang sandwich. Mot cach
ngéan gon, cac dia vi chuin 96 giéng StreptaWell High Bind Streptavidin A (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Dic) dugc phu 100 uL/giéng phan tu bét khang thé
khang IgG clia nguoi dugc biotinyl héa F(ab’)2<h-Fcy> Bl (Dianova) ¢ noéng do 0,1
ng/mL trong 1 gio & nhiét do trong phong hodc theo cach khac 1a dé qua dém ¢ nhiét do
4°C va sau d6 rira ba 1in bing 200 pL/giéng PBS, Tween 0,05% (PBST, Sigma). Sau
d6, 100 pL/giéng day pha loang trong PBS (Sigma) cta phan dich ndi trén bé mit nudi
chy té bao chira khang thé twong tmg dugc thém vao cac giéng va duoc u trong 1-2 gid
trén may lic & nhiét do trong phong. Cac giéng nay dugc rura ba 1an bang PBST voi
lugng 200 pL/ giéng va khang thd da gin két duoc phat hién bang 100 uL
F(ab*)2<hFey>POD (Dianova) O ndng d6 0,1 pg/mL dudi dang khang thé phat hién
bang cach U trong 1-2 gi¢ trén may l4¢c & nhiét do trong phong. Khang thé phat hién
khong gin két duoc loai bo bang céach rira ba 14n bang PBST véi luong 200 pl/ giéng.
Khang thé phat hién khong gan két nay duge phdt hién bang cach them 100 pL
ABTS/giéng sau d6 1a 1. Viéc xéc dinh d hap thy duge thuc hién trén thiét bi do phd

Tecan Fluor & buéc song do 14 405 nm (budce song tham chiéu 1a 492 nm).
Tinh ché khéng thé didu ché

Céc khang thé dugc tinh ché tir phan dich ndi trén bé mit nudi cly té bao duoc
loc dua trén quy trinh chuén. Néi mot cach ngén gon, cac khang thé dugc dua 1én cot
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protein A Sepharose (GE healthcare) va dugc ria bang PBS. Viéc rira giai cac khang
thé dat dugc & do pH=2,8 sau d6 trung hoa ngay lap tic. Protein két tu dugc tach khoi
céc khang thé monome bang phuong phép sdc ky loai trir theo kich ¢& (Superdex 200,
GE Healthcare) trong PBS hodc trong chat dém Histidin 20 mM chtra NaCl 150 mM
(d0 pH=6,0). Cac phan doan khang thé monome dugc gdp lai, dugc co (néu cin) bang
cach st dung, vi du, thiét bi c6 ly tim MILLIPORE Amicon Ultra (30 MWCO), duogc
dong lanh va luu trit ¢ nhiét do -20°C hoac -80°C. Mot phén mau duoc cung cép cho
qua trinh phan tich protein sau d6 va xac dinh déc diém phan tich bang cac phuong phap,
vi du, SDS-PAGE, séc ky loai trir theo kich ¢& (SEC) hogc khoi phd.

SDS-PAGE

Hé gel NuPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) dugc su dung theo hudng dan cua nha
san xudt. Cu thé, 10% hosc 4-12% gel NuPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast (dd
pH=6,4) va NuPAGE® MES (gel khu, voi chét phu gia dém chay mau chéng oxy hoa
NuPAGE®) hogc dém chay miu MOPS (gel khong khir) dugc st dung.

CE-SDS

Do tinh khiét va tinh toan ven khang thé duoc phan tich bang phuong phéap CE-
SDS st dung cdng nghé vi chip chira dich Labchip (PerkinElmer, M¥). Vi thé, 5L dung
dich khang thé duoc tao ra cho phan tich CE-SDS béng céch sir dung b0 kit chét phan
tng biéu hién protein HT theo huéng d3n cia nha san xuit va duogc phén tich trén hé
théng LabChip GXII bang cach st dung chip biéu hién protein HT. S liéu duge phan
tich bang cach st dung phin mém LabChip GX.

Séc ky phan tich loai trir theo kich ¢&

Séc ky loai trir theo kich ¢& (SEC) dé xac dinh su két tu va trang thai oligome
ctia cac khang thé dugc thyce hién bang sac ky HPLC. Mot cach ngén gon, cac khang thé
da dugce tinh ché bang protein A dugc dua 1én Tosoh TSKgel G3 000SW trong NaCl 300
mM, chéat dém KH,PO4/K2HPO4 50 mM (do pH=7,5) trén hé théng Dionex Ultimate®
(Thermo Fischer Scientific), hodc 1én cot Superdex 200 (GE Healthcare) trong 2x PBS
trén hé théng Dionex HPLC. Khang thé da rira giai duge dinh luong bang do hép thu
UV va tich phan ciia cdc dién tich dinh. Chét chun loc gel BioRad Gel Filtration
Standard 151-1901 dugc str dung lam chét chuan.
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Khéi phd

Phan nay mo ta viéc xac dinh dac diém cta khang thé dac hiéu kép nhin manh
vao su lap rap chinh x4c cta chung. Céc cAu trtic so cip dugc mong doi duge phan tich
bang khbi phé ion hoa tia dién (ESI-MS) clia khang thé nguyén ven da deglycosyl hoa
va trong cac truong hop cu thé ctia khang thé dugc deglycosyl hoa/phan giai bang LysC

han ché.

Céac khang thé dugc deglycosyl hoa biang N-Glycosidaza F trong chét dém
phosphat hogc chit dém Tris & nhiét 4o 37°C trong thoi gian t6i da 17 gid & nong dd
protein 1a 1mg/mL. Viéc phan giai bang LysC (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Puc) han ché duoc thyc hién véi 100 pg khang thé da deglycosyl hoa trong chét dém
Tris (d6 pH=8) & nhiét d6 trong phong trong 120 gio, hodc ¢ nhiét do 37°C trong 40
phut, mot cach twong Gmg. Trudce khi do khéi phd, cac mau duoc khir mudi bang phuong
phap HPLC trén cot Sephadex G25(GE Healthcare). Tong khdi lugng duge xéac dinh
qua ESI-MS trén hé théng maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) dugc lap

ngudn TriVersa NanoMate (Advion).
Thir nghiém phén hiy hoa hoc

Mau dugc chia thanh ba phén nho va dugc dém lai trong His 20 mM /His*HCI,
NaCl 140 mM, d6 pH=6,0 hodc trong PBS, mdt cach twong tng, va dugc luu gitt & nhiét
do 40°C (His/NaCl) hodc 37°C (PBS). Mau dbi chimg duge lvu gitt ¢ nhiét do -80°C.

Sau khi két thic thoi gian 4, mAu duge phan tich vé ndng do hoat tinh twong a6i
(BIAcore), sy két tu (SEC) va sy phan manh (dién di mao quan hodc SDS-PAGE) va

duoc so sanh véi doi chimg chua xu 1y.
Do 6n dinh nhiét

Mau duge tao ra & ndng do 1a 1 mg/mL trong 20 mM Histidin/Histidin clorua,
NaCl 140 mM, d6 pH=6,0, dugc chuyén vao trong dia quang 384 giéng bang cach ly
tam qua dia loc 0,4pm va duge phu bang dau parafin. Ban kinh thily dong hoc duoc do
lap lai nhiéu 1in bang phwong phép do tan xa anh sang dong hoc trén thiét bi doc dia
DynaPro (Wyatt) trong khi cac mau duoc 1am néng véi tdc d6 0,05°C/phut tr 25°C 1én
80°C.
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Theo cach khac, cac mau duoc chuyén vao day microcuvet 10uL va s6 liéu tan
xa anh sang tinh cling nhu s6 liéu phat huynh quang khi kich thich bang laze budc séng
266 nm dugc ghi bing thiét bi Optim1000 (Avacta Inc.), trong khi chung dugc lam nong
& tde do 0,1°C/phut tir 25°C 1én 90°C.

Nhiét d6 bit dAu két tu dugc dinh nghia 1a nhiét do ma tai d6 ban kinh thiy dong
hoc (DLS) hodc cudng d anh sang tan xa (Optim1000) bt dau tang 1én.

Theo cach khac, mAu dugc chuyén vao day nhiéu cuvet 9 pL. Day nhiéu cuvet
nay duoc lam nong tir 35°C 1én 90°C & toc do khong d4i 1a 0,1°C/phut trong thiét bi
Optim1000 (Avacta Analytical Inc.). Thiét bi nay lién tuc ghi cudng do anh sang tan xa
ciia laze 266 nm v6i diém s liéu xap xi mdi 0,5°C. Cudng do tin xa énh sang dugc v&
db thi theo nhiét do. Nhiét do bt ddu két tu (T_agg) dugc dinh nghia la nhiét d6 ma tai

do cudng do anh sang tan xa bt dau tang 1én.

Nhiét d6 nong chay dugc dinh ngha 1a diém udn trong do thi cuong do phat
huynh quang so véi buge song
Vidul
Biéu hién va tinh ché

Khang thé dic hiéu kép dugc tao ra nhu duge mb ta & trén trong phan nguyén
liéu va phuong phap tong quét.

Khang thé dic hiéu kép dugc tinh ché tir phan dich ndi trén bé mat bang cach két
hop phuong phap sic ky 4i luc protein A va phuong phap sdc ky loai trir theo kich cd.
San phim thu duge duge xac dinh ddc diém vé do dong nhét bing khdi phd va ddc tinh
phan tich nhu do tinh khiét bang CE-SDS, ham lwong monome va do 6n dinh.

Céc cu truc so cap dugc mong doi dugc phén tich bang khoi phd ion hoéa tia dién
(ESI-MS) cta khang thé nguyén ven da dugc deglycosyl hoa va duoc deglycosyl
héa/phan huy bang plasmin hodc theo cach khac la khang thé duoc deglycosyl hoa/phéan
huy bang LysC gi¢i han nhue duge mo6 ta trong phé”m cac phuong phap tbng quat.

Céc phuong phap phan tich bd sung (vi du, do on dinh nhiét, khéi phd va danh

gi4 chitc nang) chi dugc st dung sau khi tinh ché bing protein A va SEC.
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Vidu?2
Xac dinh kha nang gén Kkét vao thu thé transferin in vitro

Su gén két ciia khang thé dic hiéu kép voi thu thé transferin ctia chudt dugc kiém
tra biing phan tich FACS trén té bao u tiy X63.AG8-563 cita chudt nhat. Néu khéang thé
AB thé hién xu huéng nhét dinh v6i su gin két khong dic hiéu vao té bao Ag8, thi mirc
g#n két dac hiéu c6 thé duge dinh luong bing céch G dong thoi v6i khang thé khang TfR
cta chudt voi lugng du 20 1An. Cac té bao duge thu hoach bang cach ly tdm, duoc rira
mot 1an bang PBS va 5x10* té bao duge 1 v6i ddy pha loang 1,5 pM dén 10 nM ciia thé
dung hgp polypeptit c6 hodc khong bd sung khéng thé khang TR cta chudt 200 nM
trong 100 uL RPMI/FCS 10% trong 1,5 gid trén nudce da. Sau 2 1An rira bang RPMI/FCS
10%, cac té bao nay duge G voi khang thé dé khang IgG ctia ngudi dugc ghép cap voi
Phycoerythrin (Jackson Immunoresearch) & do pha loang 1:600 trong RPMI/FCS 19%
trong thoi gian 1,5 gid trén nude d4. Cac té bao duoc rira 14n nita, dugc tao huyén phu
lai trong RPMI/FCS 10% va murc d¢ phat huynh quang Phycoerythrin dugc do trén thiét
bi FACS-Array (Becton-Dickinson).

Vidu3

Thir nghiém gin két dya trén cong hudng plasmon bé& mat d6i véi su twong tac khang

thé TfR nguoi

Thir nghiém gén két nay dugc thue hién trén thiét bi BlAcore B 4000 (GE
Healthcare) da trang bi chip cam bién C1 (GE Healthcare, s6 16 BR1005-35) duoc xur ly
trude bang khang thé khang Fab ctia nguoi (GE Healthcare, 5616 28-9583-25) bang céch

st dung quy trinh ghép c@p amin chuén theo hudng dan cua nha cung cp.

Pé do dong hoc, mau khang thé dugc gift ¢d dinh dugce bang cach 4p dung thoi
gian tiép xtic 1a 60 gidy va tdc @6 chay 1a 10 pL/phit trong nude mudi duge dém
phosphat do pH=7,4, Tween 20 0,05% & nhiét @6 25°C. Thu thé transferin cia ngudi
duoc gén His6 tai t6 hop (hé théng R&D, s6 16 2474-TR-050) dugc st dung trong cac
ndéng do ting va tin hiéu duge kiém soat theo thoi gian. Thoi gian trung binh kéo dai
150 gidy dbi voi thoi gian két hop va 600 gidy doi v6i thoi gian phan ly ¢ tdc do dong
chay 1a 30pL/phut duge ghi. S6 ligu duge khép bing céch st dung mo hinh gén két ty

1¢ 1:1 (Langmuir isotherm).
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YEU CAU BAO HOQ
1. Khaéng thé dic hidu kép bao gdm

a) mot khang thé bao gdm hai cap moi cdp gom chuoi nhe khang thé va chudi ning
khang thé, trong d6 cac vi tri gan két tao ra béi moi trong so cac cap chudi ning va chudi

nhe gin két dic hiu vao khang nguyén thir nhét, va

b) mdt manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop v6i dau tan
C clia mdt trong cac chudi ning cua khang thé thong qua tac nhan lién két peptit, trong

do vi tri gén két cia manh Fab bd sung gin két dac hiéu vé6i khang nguyén thi hai,

trong d6 khang nguyén thi nhét 14 protein CD20 ¢ ngudi va khang nguyén thir hai la

thu thé transferrin ctia nguoi,

bao gdbm

i) chudi nhe thir nhét c6 trinh ty ciia SEQ ID NO: 01,

ii) chudi ning thir nhét ¢6 trinh tu cia SEQ ID NO: 02,
iii) chudi nhe thi hai c6 trinh ty ctia SEQ ID NO: 03, va
iv) chudi nang th hai c6 trinh tu cia SEQ ID NO: 10.

2. Khang thé ddc hidu kép gin két ddc hiéu voi protein CD20 clia ngudi va thu thé

transferrin ciia nguoi,

bao gom

i) hai ban sao cua chudi nhe thir nhét ¢6 trinh tu cua SEQ ID NO: 01,

ii) mot ban sao cia chudi nang thir nhét ¢6 trinh tu cia SEQ ID NO: 02,

iii) mot ban sao cua chudi nhe tht hai ¢6 trinh ty cua SEQ ID NO: 03, va

iv) mdt ban sao cua chudi nang thir hai ¢6 trinh tu cua SEQ ID NO: 10.

3. Khang thé theo diém 1 hofic 2, trong d6 khang the 12 khang thé don dong.

4. Dugc phim bao gom khang thé theo diém bét ky trong s céc diém tir 1 dén 3 va

chit mang dugc dung.

5. Khang thé dic hiéu kép bao gbm
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a) mot khang thé bao gom hai cap moi cdp gom chudi nhe khang thé va chudi ning
khang thé, trong d6 cac vi tri gan ket tao ra béi moi trong s6 cac cap chudi ning va chudi

nhe gén két ddc hiéu vao khang nguyén thir nhét, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop voi dau tan
C ctia mdt trong cac chudi nang cua khang thé thong qua tac nhan lién két peptit, trong

do vi tri gan két ctia manh Fab bd sung gan két dac hiéu véi khang nguyén thi hai,

trong do khang nguyén thu nhét 1 protein CD20 & nguoi va khang nguyén thir hai 1a

thu thé transferrin cta nguoi,

bao gbm

i) chudi nhe thtr nhét ¢6 trinh ty ciia SEQ ID NO: 01,

ii) chudi nang thir nhét c6 trinh tu ciia SEQ ID NO: 02,
iii) chudi nhe thir hai ¢6 trinh ty cia SEQID NO: 03, va
iv) chudi nang thir hai ¢6 trinh tu ctia SEQ ID NO: 10
dé str dung lam thude.

6. Khang thé dic hiéu kép ghn két ddc hiéu voi protein CD20 cia ngudi va thy thé

transferrin clia nguoi,

bao gom

i) hai ban sao cua chudi nhe thit nhat ¢c6 trinh tu cua SEQ ID NO: 01,

ii) mdt ban sao cua chudi ning tht nhét ¢c6 trinh tu cia SEQ ID NO: 02,
i) mot ban sao cua chudi nhe th{ hai ¢ trinh ty cia SEQ ID NO: 03, va
iv) mdt ban sao cua chudi ning tht hai c6 trinh tu cia SEQ ID NO: 10
dé str dung lam thude.

7. Khéng thé dic hiéu kép bao gom:

a) mot khang thé bao gém hai cap mdi cap gom chudi nhe khang the va chuoi ndng
khang thé, trong do céac vi tri gdn két tao ra bdi mdi trong s6 cac cdp chudi nang va chudi

nhe gén két ddc hiéu vao khéng nguyén thir nhét, va
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b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop voi dau tan
C ctia mot trong cac chudi nang cua khang thé thong qua tac nhén lién két peptit, trong

do6 vi tri gin két ctia manh Fab bd sung gén két dac hiéu véi khang nguyén thi hai,

trong do6 khang nguyén tht nhét 1a protein CD20 & ngudi va khang nguyén tht hai 1a

thu thé transferrin cta ngudi,

bao gdm

i) chudi nhe thir nhat c6 trinh ty cia SEQ ID NO: 01,

i1) chudi nang thir nhét c6 trinh tu cua SEQ ID NO: 02,
iii) chudi nhe thi hai ¢ trinh ty cia SEQ ID NO: 03, va
iv) chudi ning tht hai ¢6 trinh tu cia SEQ ID NO: 10
dé su dung lam thudc dé diéu tri bénh da xo cung.

8. Khang thé dic hiéu kép ghn két dic hiéu voi protein CD20 cua nguoi va thu thé

transferrin clia nguoi,

bao gdm

i) hai ban sao cua chudi nhe thit nhét ¢c6 trinh tu cia SEQ ID NO: 01,

ii) mot ban sao cua chubi ning thi nhat ¢6 trinh tu cia SEQ ID NO: 02,
iii) mot ban sao cua chudi nhe tht hai ¢6 trinh ty ciia SEQ ID NO: 03, va
iv) mot ban sao cua chudi nang thit hai c6 trinh tw ctia SEQ ID NO: 10
dé st dung lam thudc dé diéu tri bénh da xo cung.

9. Khang thé dac hiéu kép bao gom

a) mot khang thé bao gom hai cap mdi cip gom chudi nhe khang thé va chuodi nang
khang thé, trong do cac vi tri gdn két tao ra béi mdi trong s6 cac cdp chuoi ndng va chudi

nhe gin két dac hiéu vao khang nguyén thir nhét, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop véi dau tan
C ciia mot trong cac chudi ndng ctia khang thé thong qua tac nhan lién két peptit, trong

do vi trf gan két ctia manh Fab b sung gan két ddc hiéu voi khang nguyén tht hai,
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trong d6 khang nguyén thi nhét 1a protein CD20 & ngudi va khang nguyén thi hai la

thu thé transferrin cia nguoi,

bao gdm

i) chudi nhe thir nhit c6 trinh ty cua SEQ ID NO: 01,

ii) chudi ning thir nhit c6 trinh ty cia SEQ ID NO: 02,
i) chudi nhe thi hai c6 trinh ty cia SEQ ID NO: 03, va
iv) chudi ning thit hai c6 trinh ty ciia SEQ ID NO: 10
dé bao ché thude.

10. Khang thé dac hiéu kép gin két ddc hiéu véi protein CD20 ctia nguoi va thy thé

transferrin ciia nguoi,

bao gdbm

i) hai ban sao ciia chudi nhe thir nht ¢6 trinh tu cia SEQ ID NO: 01,

ii) mot ban sao cua chudi ning th nhét ¢c6 trinh tu cua SEQ ID NO: 02,
iii) mot ban sao cua chudi nhe thit hai ¢6 trinh ty ctia SEQ ID NO: 03, va
iv) mdt ban sao cua chudi nang thit hai ¢6 trinh tu ctia SEQ ID NO: 10
dé bao ché thude.

11. Khang thé dac hiéu kép bao gom

a) mot khéng thé bao gdm hai cap mdi cap ¢dm chudi nhe khang thé va chudi nang
khang thé, trong do6 cac vi tri gin két tao ra bai mdi trong s6 cac cap chudi nang va chudi
nhe gin két dac hiéu vao khang nguyén thir nhét, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop voi dau tan
C cia mot trong cac chudi nang cua khang thé thong qua tac nhén lién két peptit, trong
do vi tri gan két cia manh Fab b sung gan két dic hiéu véi khang nguyén thir hai,
trong d6 khang nguyén thi nhét 1a protein CD20 ¢ nguoi va khang nguyén tht hai la

thu thé transferrin ctia nguoi,
bao gdm

i) chudi nhe tht nhit c6 trinh tw cia SEQ ID NO: 01,
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ii) chudi ndng thtr nhat c6 trinh tu cua SEQ ID NO: 02,
i) chudi nhe tht hai ¢6 trinh tu ctia SEQ ID NO: 03, va
iv) chudi ning thit hai ¢6 trinh ty ctia SEQ ID NO: 10
d8 bao ché thudc dé diéu tri bénh da xo climg.

12. Khang thé dic hiéu kép gan két ddc hiéu véi protein CD20 ctia ngudi va thu thé

transferrin clia nguoi,

bao gdm

) hai ban sao ctia chudi nhe thtr nhét c6 trinh ty cia SEQ ID NO: 01,

ii) mot ban sao ctia chudi nang thi nhét ¢ trinh tu ciia SEQ ID NO: 02,
iii) mot ban sao cua chudi nhe tht hai c6 trinh ty cua SEQ ID NO: 03, va
iv) mdt ban sao cua chudi ning thir hai ¢6 trinh tu cua SEQ ID NO: 10
d& bao ché thudc dé diéu tri bénh da xo cing.

13. Khéng thé dic hiéu kép bao gdm

a) mot khang thé bao gom hai cdp moi cap gom chudi nhe khang the va chuoi ning
khang thé, trong d6 cac vi tri gan két tao ra bdi mdi trong s6 cac cap chuodi nang va chuoi

nhe gin két dic hiéu vao khang nguyén thi nhat, va

b) mot manh Fab bd sung, trong d6 manh Fab bd sung nay dugc dung hop véi dau tan
C ctia mdt trong cac chudi ning cua khang thé thong qua tac nhan lién két peptit, trong

d6 vi tri gin két cia manh Fab bd sung gin két dic hiéu véi khang nguyén thir hai,

trong d6 khang nguyén thtr nhét 1a protein CD20 ¢ nguoi va khang nguyén thir hai la

thu thé transferrin ciia nguoi,

bao gém

i) chudi nhe thr nht c6 trinh tu ciia SEQ ID NO: 01,

ii) chudi nang thi nhét ¢4 trinh tu cia SEQ ID NO: 02,
1i1) chudi nhe thit hai ¢6 trinh tu ctia SEQ ID NO: 03, va

iv) chudi nang thtr hai c6 trinh tw cia SEQ ID NO: 10
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dé bao ché thudc dé 1am suy giam CD20 biéu hién céc té bao B dugc o 1ap trong ndo.

14. Khang thé dac hidu kép gin két dac hiéu voi protein CD20 cia ngudi va thu thé

transferrin clia nguoi,

bao gém

i) hai ban sao cua chudi nhe thu nhét ¢6 trinh tu cua SEQ ID NO: 01,

ii) mot ban sao cua chudi ning thi nhét ¢6 trinh tu cia SEQ ID NO: 02,

iii) mot ban sao cua chudi nhe tht hai ¢6 trinh ty cia SEQ ID NO: 03, va

iv) mot ban sao cua chudi nang thi hai c6 trinh tu cua SEQ ID NO: 10

d8 bao ché thudc dé lam suy giam CD20 biéu hién céac té bao B duge cd 1ap trong néo.

15.  Thubc dé didu tri cac thé bi bénh da xo cling bao gbm lugng hiru hiéu cua khang

thé theo diém bit ky trong sé cac diém tir 1 dén 3.

16.  Thubc bao gdm lwgng hiru hiéu ctia khéng thé theo diém bat ky trong s6 cac diém

tir 1 dén 3 ding d& 1am tidu CD20 biéu hién t€ bao B duge ¢d 14p trong ndo ¢ cd thé.
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1

Leu

Met

Tyr

Arg

65

Ser

Gly

Gly

Ser

Ala
145

Ser

Ser

Ile

50

Val

vVal

Thr

Gln

Val

130

Ser

Leu

Trp

35

Trp

Thr

Thr

Ser

Gly

115

Phe

vVal

LC2

Gln

Thr

20

Ile

Ser

Ile

Ala

Tyr

100

Thr

Ile

val

Ser
405

Gln

His

nhan tao

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Ala

85

Pro

Leu

Phe

Cys

47136

Phe Phe Leu

Gly Asn Val

Tyr

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

Asp

val

Pro

Leu
150

Thr

Gly

Val

His

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

Thr

Pro

135

Leu

Gln
440

Pro

Ser

Pro

40

Thr

Ser

Ala

Gly

val

120

Ser

Asn

Val

Phe

425

Lys

Gly

Gly

25

Gly

Asp

Thr

Val

Asp

105

Ser

Asp

Asn

Ser

410

Ser

Ser

Leu

10

Phe

Lys

Tyr

Thr

Tyr

90

Ala

Ser

Glu

Phe

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser

Val Lys

Ser Leu

Gly Leu

Ala Ser
60

Val Ser
75

Tyr Cys

Ser Gly

Ala Ser

Gln Leu

140

Tyr Pro
155

Thr

Val

Leu
445

Pro

Ser

Glu

45

Trp

Leu

Ala

Phe

val

125

Lys

Arg

val

Met

430

Ser

Ser

Ser

30

Trp

Ala

Lys

Arg

Asp

110

Ala

Ser

Glu

Asp
415

His

Pro

Gln

15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Arg

95

Pro

Ala

Gly

Ala

Lys

Glu

Gly

Thr

Ala

Gly

Ser

Ser

80

Tyr

Trp

Pro

Thr

Lys
160
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Val Gln Trp

Ser Val Thr

Thr Leu Thr
195

Cys Glu Val
210

Asn Arg Gly
225

<210> 9

<211> o681
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 9
Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Trp Ile Asn
35

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

0039-

Lys

Glu

180

Leu

Thr

Glu

Trinh tu

HC2

Leu

vVal

20

Trp

Phe

vVal

Ser

Val
100

Val

165

Gln

Ser

His

Cys

Asp

Asp

Lys

Gln

Asn

Ser

Ala

Gly
215

nhan tao

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

47136

Ala

Lys

Asp

200

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Leu

Asp

185

Tyr

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Gln

170

Ser

Glu

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Ser

Thr

Lys

Pro

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Gly

Tyr

His

Val
220

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Asn

Ser

Lys

205

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Ser

Leu

190

val

Lys

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Gln

175

Ser

Tyr

Ser

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
340

val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

310

Ser

Lys

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

47136

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser

185

Ile

vVal

Ala

Pro

Val

265

vVal

Gln

Gln

Ala

Pro
345

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Gly

Glu

Gly

Gly

140

vVal

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

Val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

vVal
350

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr
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Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Gly

Gly

465

vVal

Ser

Leu

Ser

Gln

545

Ser

Ser

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

530

Pro

Asn

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His

435

Ser

Ala

Asp

Leu

Tyr

515

Ser

Glu

vVal

Ala

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Ile

Arg

Ala

500

Arg

Gly

Asp

Asp

Ser
580

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Gly

Gln

vVal

485

Trp

Ala

Ser

Phe

Asn

565

Thr

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Leu

470

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

550

Thr

Lys

Glu
Tyr
375
Asn
Phe
Asn
Thr
Gly
455
Thr
Ile
Gln
Thr
Thr
535
Thr

Phe

Gly

47136

Leu

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln

440

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

520

Asp

Tyr

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Ser

Cys

Lys

505

Ala

Phe

Tyr

Gly

Ser
585

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

Pro

Arg

490

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly

570

Val

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Gly

Ser

475

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

555

Thr

Phe

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Gly

460

Ser

Ser

Lys

val

Thr

540

Gln

Lys

Pro

val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu

445

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

525

Ile

Asn

val

Leu

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

510

Ser

Ser

Tyr

Glu

Ala
590

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

Ala

Ile

495

Lys

Arg

Ser

Ala

Ile

575

Pro

Trp

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

480

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

560

Lys

Ser
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Ser

Asp

Thr

625

Tyr

Gln

AsSp

Lys

Tyr

610

Ser

Ser

Thr

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Ser
595

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

675

10
695
PRT

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

660

vVal

Trinh tu

0041-

10

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

HC2

Leu

Val

20

Trp

Phe

Val

Ser

vVal
100

Ser

Glu

His

Ser

645

Cys

Glu

nhan tao

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Gly

Pro

Thr

630

val

Asn

Pro

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Gly

Val

615

Phe

Val

vVal

Lys

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

47136

Thr

600

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
680

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

Val

Ala

vVal

His

665

Cys

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Ala

Ser

Val

Pro

650

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Leu

Trp

Leu

635

Ser

Pro

vVal

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

vVal

Gly

Asn

620

Gln

Ser

Ser

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Cys

605

Ser

Ser

Ser

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

vVal

Trp

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
670

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Val

Ala

Gly

Gly

655

Lys

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Lys

Leu

Leu

640

Thr

Val

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

vVal

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
340

Val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

vVal

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

47136

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

vVal

Ala

Pro

Val

265

vVal

Gln

Gln

Ala

Pro
345

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Gly

Glu

Gly

Gly

140

vVal

Phe

Val

vVal

Lys

220

Ala

Thr

val

vVal

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Ser

Ala

val

Ala

vVal

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

vVal

Tyr

Gly

Ile

Val
350

vVal

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr
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Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Gly

Gly

465

Gln

Tyr

Ile

Lys

Leu

545

Arg

Pro

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Ser

Thr

Ala

Gly

Ser

530

Ser

Tyr

Trp

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His

435

Ser

Gln

Leu

Met

Tyr

515

Arg

Ser

Gly

Gly

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Ser

Ser

Ser

500

Ile

Val

Val

Thr

Gln
580

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Gly

Met

Leu

485

Trp

Trp

Thr

Thr

Ser

565

Gly

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gln

470

Thr

Ile

Ser

Ile

Ala

550

Tyr

Thr

Glu

Tyr
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Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

455

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

535

Ala

Pro

Leu
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Leu
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Pro

Asn

Leu

Val

Gln

440

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly

520

Lys

Asp

Asp

Val

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Gly

val

His

505

Ser

Thr

Thr

Tyr

Thr
585

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

Pro

Ser

490

Pro

Thr

Ser

Ala

Gly

570

Val

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Gly

Gly

475

Gly

Gly

Asp

Thr

val

555

Asp

Ser

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Gly

460

Leu

Phe

Lys

Tyr

Thr

540

Tyr

Ala

Ser

val

365

vVal

Pro

Thr

Val

Leu

445

Ser

Val

Ser

Gly

Ala

525

vVal

Tyr

Ser

Ala

Ser

Glu

Pro

vVal

Met

430

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

510

Ser

Ser

Cys

Gly

Ser
590

Leu

Trp

vVal

Asp

415

His

Pro

Gly

Pro

Ser

495

Glu

Trp

Leu

Ala

Phe

575

val

Trp

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

480

Ser

Trp

Ala

Lys

Arg

560
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Ala
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Ala Pro

Gly Thr
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Ala Lys
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Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Pro

Ser Val
595

Ala Ser

vVal Gln

Ser Val

Thr Leu
660

Cys Glu
675

Asn Arg
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PRT
Trinh tu
0040-LC1
11

Val Met

Ala Ser
20

Asn Gly Ile Thr

35

Pro Gln Leu Leu

50

Asp Arg Phe Ser

65

Phe Ile Phe

Val Val Cys
615

Trp Lys Val
630

Thr Glu Gln

645

Thr Leu Ser

Val Thr His

Gly Glu Cys
695

nhan tao

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Tyr Leu Tyr

Ile Tyr Gln

55

Gly Ser Gly
70
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Pro

600

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
680

Pro

Arg

Trp

Met

Ser

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

665

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ser

Asn

Ala

Lys

650

Asp

Leu

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Asp

Asn

Leu

635

AsSp

Tyr

Ser

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

Glu

Phe

620

Gln

Ser

Glu

Ser

Pro

Ser

Lys

val

60

Phe

Gln

605

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
685

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

670

Val

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Lys

Arg

Asn

Ser

655

Lys

Thr

Pro
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His

Gln

Val

Lys

Ser

Glu

Ser

640

Leu

vVal

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
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Ser

Leu

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Arg

Glu

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Val

Leu

Val
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Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
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Thr
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PRT

Glu
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Ala
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Ser

Leu
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Val

Lys
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Gln Val Gln

1
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Trp Ile Asn

35

Gly Arg Ile
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Leu

val
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Trp

Phe

Ala
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Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln
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Ser

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe
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Phe

Ser
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Val

Ser

Thr
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5

Ser

val
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Gln
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Arg

Gly

Ser

Lys
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Gly

val
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Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gly

Gly

105

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Asp

val
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Gly

Ile

vVal

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Glu
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Gly

Gly

Thr

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser
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Cys

Val

Tyr

Gln

Asp

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Lys

Ala

Gly

Tyr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ala

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
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Leu

Pro

Ser

30
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Gly

Gln Asn
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Ile Lys
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Asn Phe

Leu Gln
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Asp Ser
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Tyr Glu

Ser Ser

Gly Ser

Tyr Ser

Trp Met
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Lys
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Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys
290

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Ser

val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Thr

Ser

85

Phe

vVal

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyxr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
295

47136

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

vVal

Ala

Pro

vVal

265

Val

Gln

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

vVal

Asp

Tyr

Ser

75

Thr

vVal

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

val

Lys

220

Ala

Thr

Val

val

Ser
300

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val
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Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

370

Asn

Ser

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His

435

13
695
PRT

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Trinh tu

0040-

13

HC2

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys Val

20

Trp Ile Asn Trp

35

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

nhan tao

vVal Gln Ser

5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

47136

His Gln

Lys Ala

Gln Pro
345

Leu Thr
360

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Val

Val Phe

425

Gln Lys
440

Gly Ala

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Trp

315

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu Val Lys

10

Ala Ser Gly Tyr Ala

25

Ala Pro Gly Gln Gly

40

Asn

Pro

Gln

val

365

vVal

Pro

Thr

val

Leu
445

Lys

Phe

Leu
45

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Lys

Glu

335

Cys

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Glu

320

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly Ser

15

Ser Tyr Ser

30

Glu Trp Met
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Gly

Lys

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Ile

Arg

Leu

Asn

vVal

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

vVal
275

Phe

Val

Ser

vVal

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

47136

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr
280

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

vVal

Ala

Pro

vVal

265

Val

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Asp

Ser

75

Thr

Val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

Val

vVal

Lys

220

Ala

Thr

vVal

val

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu
285

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

vVal

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn
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Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Gly

Gly

465

Gln

Tyr

Ile

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

450

Ser

Thr

Ala

Gly

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His

435

Ser

Gln

Leu

Met

Tyr
515

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Gly

Ser

Ser

Ser

500

Ile

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Gly

Met

Leu

485

Trp

Trp

Arg

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gln

470

Thr

Ile

Ser

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

455

Glu

Cys

Arg

Gly

47136

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln

440

Ser

Ser

Thr

Gln

Gly
520

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Gly

Gly

Val

His

505

Ser

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

Pro

Ser

490

Pro

Thr

Asn

Trp

315

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Gly

Gly

475

Gly

Gly

Asp

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Gly

460

Leu

Phe

Lys

Tyr

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

vVal

Pro

Thr

Val

Leu

445

Ser

val

Ser

Gly

Ala
525

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

510

Ser

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

vVal

Asp

415

His

Pro

Gly

Pro

Ser

495

Glu

Trp

Val

Glu

320

Lys

Thr

Trp

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

480

Ser

Trp

Ala
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Lys

Leu

545

Arg

Pro

Ala

Gly

Ala

625

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ser

530

Ser

Tyr

Trp

Pro

Thr

610

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
690

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Ser

Gly

Gly

Ser

595

Ala

val

Ser

Thr

Cys

675

Asn

14
219
PRT

val

vVal

Thr

Gln

580

vVal

Ser

Gln

val

Leu

660

Glu

Arg

Trinh tu

0042-

14

LC1

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro

Ala

Ser
20

Thr

Thr

Ser

565

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

645

Thr

val

Gly

Ile

Ala

550

Tyr

Thr

Ile

Val

Lys

630

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

535

Ala

Pro

Leu

Phe

Cys

615

vVal

Gln

Ser

His

Cys
695

nhan tao

Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

5

Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser

47136

Lys

Asp

Asp

Val

Pro

600

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
680

Thr

Thr

Tyr

Thr

585

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

665

Gly

25

Ser

Ala

Gly

570

Val

Ser

Asn

Ala

Lys

650

Asp

Leu

10

Thr

val

555

Asp

Ser

Asp

Asn

Leu

635

Asp

Tyr

Ser

Thr

540

Tyr

Ala

Ser

Glu

Phe

620

Gln

Ser

Glu

Ser

vVal

Tyr

Ser

Ala

Gln

605

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
685

Ser

Cys

Gly

Ser

590

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

670

vVal

30

Leu

Ala

Phe

575

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

655

Lys

Thr

15

Lys

Arg

560

Asp

Ala

Ser

Glu

Ser

640

Leu

Val

Lys
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Asn

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Arg

Lys

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Ile

35

Leu

Phe

val

Leu

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

15
448
PRT

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

vVal

Lys

Trinh tu

0042-

15

HC1

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

nhan tao

47136

Trp

40

Met

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Lys

vVal

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Lys

Arg

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser
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Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
225

vVal

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Leu

val

20

Trp

Phe

Val

Ser

Val

100

Thr

Pro

vVal

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

vVal

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

vVal

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro
230

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Cys

47136

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

vVal

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu
235

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

vVal

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro
240
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Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

370

Asn

Ser

Arg

Leu

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

<220>
<223>

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

vVal

Gly

Asp

Trp

His

435

16
229
PRT

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Trinh tu

0042-

LC2

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

nhan tao

47136

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Val

Phe

425

Lys

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Thr

vVal

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

vVal

Pro

Thr

val

Leu
445

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

vVal

Met

430

Ser

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Cys

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly
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47136 121/128

<400> 16

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

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

Met Ser Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
35 40 45

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Ser
50 55 60

Arg Val Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Ser Leu Lys Leu Ser
65 70 75 80

Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Tyr
85 90 95

Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Ser Gly Phe Asp Pro Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Val Ala Ala Pro
115 120 125

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr
130 135 140

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
145 150 155 160

val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
165 170 175

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185 190

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
195 200 205

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
210 215 220

Asn Arg Gly Glu Cys
225



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

<220>
<223>

<400>

17
674
PRT

Trinh tu

0042-

17

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

HC2

Leu

Val

20

Trp

Phe

Val

Ser

vVal

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly
180

nhan tao

val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

47136

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser
185

Glu

10

Gly
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