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Linh vue k¥ thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén cac khang the dugc cai bién c6 chirc ning hi¢u tng dugc
bién ddi va/hoic cac dic tinh duge dong hoc duge bién doi. Cac khang thé nay hiru ich

trong viéc diéu tri tri liéu cac rdi loan khac nhau, cu thé 1a c4c tinh trang viém.
Tinh trang ky thuit ciia sang che

Khéng thé don dong c6 tdm quan trong ngay cang gia ting lam chit phan ung
diéu tri trong y hoc 1am sang trong 20 ndm qua. Trong nhiu nam, nd luc dé cai thién
khang thé tap trung vao viéc 1am giam tinh sinh mién dich tiém ning ctia ching, tao ra
cac khang thé duoc lam gidng ngudi hodc thim chi hoan toan la khang thé ctia nguoi.
Phuong phap khac nhim t81 wu hoa khang thé bang cach cai thién chirc nang hiéu Gmg
cta chung. Trong khi cac hiéu qua truc tiép dugc trung gian boi ving lién két khang
nguyén bién do6i ctia khang thé, cac hiéu qua gian tiép duoc trung gian boi ving Fe 6n
dinh. Céc nd luc dé cai thién chuc nang hiéu tng chu yéu tap trung vao viéc didu bién
vung Fc. Ngoai ra, su cai thién thoi gian ban huy trong huyét thanh ctia khéng thé didu
tri 1a diéu mong mudn dé c6 thé lam giam lugng khang thé can thiét, va ¢ thé 1am
tang tinh thuén tién cua ching cho cic bénh nhin bang cach kéo dai khoang céch thoi
gian diéu tri.

Déi voi cac tng dung diéu tri, globulin mién dich G (IgG) thude vé nhom lua
chon dugc wu tién do céc 1y do sau; cac IgG dé tinh sach, twong dbi on dinh khi bao
quan, ¢6 thé duoc dung trong tinh mach, c6 thoi gian ban hiy sinh hoc in vivo kéo dai
va c6 thé tham gia vao nhiéu chirc ning hiéu tng sinh hoc nhu sy hoat hoa tinh gy
doc té bao phu thude bd thé (complement dependent cytotoxicity: CDC) va sy huy
dong té bao hiéu tng bing céc twong tac Fe-thu thé khac nhau (tinh gay doc té bao phu
thudc khang thé (antibody-dependent cellular cytotoxicity: ADCC)). Trong s nim
nhom globulin mién dich, IgG c6 thoi gian ban huy sinh hoc dai nhét do su tuong tac
dic biét c6 né véi thu thé tai st dung IgG, thu thé Fe so sinh (FcRn). Mot trong sb cac
chirc ning da biét cua thy thé nay 1a dé giai ctru IgG khoi sy thoai bién c6 xtic tac. Céu

trac ddng tinh thé FcRn-Fc duge giai quyét da chi ra ring su tuong téc véi Fc Xuat



49988 6o

hién & vung ban 18-Cy2-Cu3 cua IgG. Su tuong tac nay xuit hién theo cach phu thudc
chit ché vao pH & do pH ¢ tinh axit tir 6,0 dén 6,5 trong cac ndi thé. Cac phan tir IgG
d3 lien két duoc tai st dung tré lai bé mat té bao, ¢ do chung duge giai phong & pH
sinh 1y 1a 7,4 vao hé tudn hoan, trong khi cac phan tir IgG khong tao phirc dugc dinh
sin dé thodi bién trong tiéu thé. Su téi s dung nay la co ché 1am cho thoi gian ban hiy
cta IgG dugce kéo dai; do do su diéu bién tuong tdc FcRn-IgG s€ cho phép kiém soat
dac hiéu thoi gian ban huy trong huyét thanh cua globulin mién dich gama va protein
dung hop Fec.

Tuy thudc véao linh vuc st dung, ¢o thé cAn 1am ting hodc giam thoi gian luu
tra trong huyét thanh cua IgG. Dé sir dung trong didu tri, cAn c6 thoi gian ban huy dai
hon v6i lidu nho hon va sb 14n tiém can thiét it hon. Mot sb phuong phéap lam tang thoi
gian ban hiy da dugc danh gia bao gdm str dung polyetylen glycol (PEG), su tao ra
protein albumin hoac protein dung hop Fc va tang cudng su twong tac FcRn-IgG. Cac
dugc pham PEGyl hoa da duoc sir dung trong 1am sang tr nam 1990 va su PEGyl hoa
1a cong nghé dugc thiét 1ap dé kéo dai thoi gian duy tri cua dugc chét trong mau. Do
albumin trong huyét thanh ctia ngudi (human serum albumin: HSA) cling dugc tai st
dung bai FcRn nho su tuong tac phu thudc do pH, mot vai protein dung hop albumin
lam gia tdng tinh dn dinh va thoi gian ban huy cling da dugc tao ra. Ngoai ra, cac
manh khéng thé dung hop véi albumin hodc céc mién lién két albumin da dugc ching
_minh 1a kéo dai thoi gian luu tra trong huyét thanh trong cac nghién cliru tién 14m sang.
Viée tao ra cac protein dung hop Fc 1a chién lugc khac dé 1am cho cic protein hodc
peptit c6 ddc tinh twong ty v6i khang thé nguyén ven.

Su cai bién ving Fc da nghién ctu duge tom tat trong tai liéu Saxena (2016)
Frontiers in Immunology, Vol. 7, Article 580.

Van c6 nhu ciu lién tuc vé khang thé c6 chirc nang hiéu timg va/hodc dic tinh
dugce dong hoc dugc cai thién.

Ban chét k§ thuit ctia sang ché

Céac tac gia sang ché da phat hién dugc rang mot sd dot bién dic hidu trong
vung Fc cua khang thé lam ting déng ké 4i luc ctia khang thé nay véi FcRn & pH 6,
trong khi ai luc & pH 7,4 van thdp. Cac khang thé ¢6 cac dot bién nay dugc mong doi
1a c6 dic tinh duge dong hoc dugce cai thi¢n. Ngoai ra, cac khang thé niy c6 chtc ning
hidu tmg vurot trdi so v6i cac khang thé da biét nhu infliximab (IFX).
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Do d6, sang ché dé cap dén d6i twong dugc x4c dinh trong cac muc tir [1] dén
[88] sau day:
[1] Khang thé chtra mién lién két TNFa va vi tri lién két FcRn, c6 4i luc cao voi
FcRn cia ngudi & pH 6, ai luc cao nay duge ddc trung b&i hing s6 can bang phan ly
(Kp) nho hon 100nM, va con ¢6 ai luc thdp v6i FcRn ciia nguoi & pH 7.4, 4i luc thip
nay dugc dic trung bdi gia tri Kp 16n hon 1uM, trong do trinh tu axit amin cua khang
thé nay chira axit amin 434W.
[2] Khang thé theo muc [1], trong d6 trinh ty axit amin cua khang thé nay con chua
axit amin 428E va/hodc axit amin 311R.
[3] Khang thé theo muc [1] hodc [2], trong d6 trinh tu axit amin cla khang thé nay
chtra céc axit amin 311R, 428E va 434W.
[4] Khéang thé theo muc bt ky trong sb cac muc néu trén, trong do6 khang thé nay
thu dugc bang cach thé tryptophan cho asparagin ¢ vi tri 434 (N434W), tuy y thé axit
glutamic cho methionin & vi tri 428 (M428E), va tay y thé arginin cho glutamin & vi tri
311 (Q311R).
[5] Khang thé theo muc bt ky trong sb cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
thu dugc bang cach thé axit glutamic cho methionin & vi tri 428 (M42 8E).
[6] Khang thé theo muc bit ky trong sb cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
thu dugc bang cach thé arginin cho glutamin & vi tri 311 (Q311R).
[7] Khang thé theo muc bit ky trong sb cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
bao gém chudi ning chira trinh ty axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:13.
[8] Khang thé theo muc bat ky trong s cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
¢6 4i luc v6i FcRn ctia ngudi ¢ pH 6 16n hon &i lyc cua infliximab.
[9] Khang thé theo muc bit ky trong s6 cac muc néu trén, trong do ai luc cao voi
FcRn cua ngudi & pH 6 néu trén dugc dic trung boi hing sé phan ly Kp nhé hon 50
nM.
[10] Khang thé theo muc bat ky trong s6 cac muc néu trén, trong do ai lyc cao voi
FeRn ciia ngudi & pH 6 néu trén duoc dic trung béi hing sé phan ly Ko nho hon 25
nM.
[11] Khang thé theo muc bat ky trong sb cac muc néu trén, trong d6 i luc cao vdi
FcRn cua ngudi & pH 6 dugc dic trung boi héng s6 phan ly Kp nho hon 10 nM.

[12] Khang thé theo muc bt ky trong s cdc muc néu trén, ¢6 i lyc véi FeRn cua
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ngudi & pH 6 duoc dic trung bdi hing sd phan ly Kb nam trong khoang tir 1 nM dén
500 nM, hogc tir 2 nM dén 100 nM, hogc tir 3 nM dén 50 nM, hodc tr 4 nM dén 25
nM, hodc tir 5 nM dén 10 nM.

[13] Khang thé theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, trong do 4i lyc cao néu
trén, hodc gia tri Kp néu trén dac trung cho ai luc cao, dugc xac dinh bang phuong
phap cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance: SPR).

[14] Khang thé theo muc bét k¥ trong sd cac muc néu trén, trong d6 4i lyc thap véi
FcRn cua ngudi & pH 7,4 néu trén dugc déc trung boi gia tri Kp 16n hon 10 pM.

[15] Khang thé theo muc bit ky trong s6 cac muc néu trén, trong do gia tri Kp néu
trén dic trung cho 4i luc véi FcRn cua ngudi & pH 7.4 dugc xac dinh bing phuong
phéap SPR.

[16] Khéang thé theo muc bat ky trong sb cac muc tir [1] dén [15], trong d6 ai luc v6i
FeRn ctia ngudi & pH 7,4 & mitc qué thip dén mirc khong thé xac dinh dwoc gid tri Ko
bang phuong phap SPR.

[17] Khéang thé theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, lién két voi TNFa cta
nguoi véi Kp nhé hon 200 pM.

[18] Khéng thé theo muc bit ky trong s6 cac muc néu trén, lién két v61 TNFo, clia
ngudi voi Kp nhé hon 100 pM.

[19] Khéng thé theo muc bét ky trong sb cac muc néu trén, lién két v6i TNFa cta
ngudi v6i Kp nhé hon 50 pM.

[20] Khang thé theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, lién két voi TNFa cla
ngudi v6i Kp nhé hon 25 pM.

[21] Khang thé theo muc bt ky trong sb cac muc néu trén, lién két voi TNFa cla
ngudi v6i Kp nhd hon 10 pM.

[22] Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc néu trén, dugc van chuyén qua 16p
don té bao phan cuc tir phia dinh dén phia day bén.

[23] Khang thé theo muc bt ky trong sb cac muc néu trén, dugc van chuyén qua lop
don té bao phan cyc tir phia dinh dén phia d4y bén voi luong 16n hon khang thé dbi
chiung chtra chudi nhe c6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:1 va
chudi ning c¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:2.

[24] Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc néu trén, dugc van chuyén qua 16p

don té bao phan cuc tr phia dinh dén phia day bén v6i luong 16n hon infliximab.
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[25] Khang thé theo muc [24], trong d6 luong khang thé dugc van chuyén qua 16p
don té bao phan cuc 16n hon ghp ddi lugng infliximab duge van chuyén qua 16p don té
bao phan cuc.

[26] Khang thé theo muc bt ky trong sb cac myc tir [23] dén [25], trong d6 lugng
néu trén dung dé chi khéi luong khéang thé dugc van chuyén qua 16p don té€ bao phan
cuc trong vong bbn gid.

[27] Khang thé theo muc bt ky trong s cac muc tir [22] dén [26], trong d6 lugng
khang thé dugc van chuyén qua 16p don té bao phan cuc 16n hon gAp hai 1an lugng
globulin mién dich bd me dugc van chuyén qua 16p don té bao phan cyc, trong do
globulin mién dich b me nay khic v6i khang thé néu trén chi & chd vung Fc ciia n6
chi ¢ céc axit amin kiéu dai.

[28] Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc néu trén, trong do ty 1€ phén tram
ctia khang thé 16n hon ty 18 phan tram cua infliximab dugc vén chuyén qua 16p don té
bao phan cuc tir phia dinh dén phia ddy bén khi c6 mat globulin mién dich canh tranh
véi lugng du gp mudi lan, trong do ty 1€ phan trim dung dé chi tong khéi lugng clia
cac globulin mién dich dugc van chuyén qua 16p don té bao phan cuc.

[29] Khang thé theo muc [28], trong do6 ty 1€ phan tram khéang thé dugc van chuyén
qua 16p don té bao phan cuc 16n hon gép ba 1an ty 1& phan tram globulin mién dich bd
me dugc van chuyén qua 16p don té bao phan cyc, trong do globulin mién dich bd me
nay khac véi khang thé néu trén chi & chd ving Fc ctia n6 chi ¢co cic axit amin kiéu
dai.

[30] Khéng thé theo muc [28] hodc [29], trong d6 ty 1§ phan tram khang thé dugc
van chuyén qua 16p don té bao phan cuc 16n hon gép ba lan ty 1& phan tram infliximab
duoc van chuyén qua 16p don té bao phan cuc.

[31] Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc tir [22] dén [30], trong d6 16p don
té bao phan cuc néu trén 1a 16p don cla té bao T84 phan cuc.

[32] Khang thé theo muc bat ky trong s6 cic myc néu trén, lién két vi CD64 véi Kp
nhé hon 100 nM, tét hon 1a nh6 hon 10 nM.

[33] Khang thé theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, lién két v6i CD32a(H)
véi Kp nhd hon 10 pM.

[34] Khang thé theo muc bat ky trong s6 cac muc néu trén, lién két véi CD32a(R)
v6i Kp nhé hon 10 pM.
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[35] Khang thé theo muc bét ky trong s cac muc néu trén, lién két voi CD32b véi
Kp nho hon 10 pM.

[36] Khang thé theo muc bat ky trong s cac muc néu trén, lién két voi CD16a(V)
v&i Kp nhé hon 500 nM, t6t hon 1 nho hon 100 nM.

[37] Khang thé theo muc bét ky trong $6 cac muc néu trén, lién két voi CD16a(F)
v6i Kp nhé hon 10 pM, t6t hon 12 nh6 hon 1 pM.

[38] Khang thé theo muc bat ky trong s0 cac muc néu trén, lién két v6i CD16b(NA2)
v6i Kp nhé hon 10 pM, t6t hon 1a nh6 hon 1 uM.

[39] Khang thé theo muc bat ky trong sb cac muc néu trén, lién két voi Clq cla
ngudi véi cudng do cao hon so voi infliximab.

[40] Khang thé theo muc bit ky trong sd cac muc néu trén, co tinh gdy doc té bao
phu thudc bd thé ctia bd thé & thd 16n hon cta infliximab, tinh theo ndng d6 ECso
twong d6i va/hoic ty 18 chét téi da tuong doi.

[41] Khang thé theo muc bat ky trong s6 cac muc néu trén, c6 kha nang cam tng dai
thuc bao CD14+CD206+ & mic bang hodc 16n hon infliximab.

[42] Khang thé theo muc bat ky trong sb cac muc néu trén, c6 kha ning e ché su
tang sinh té bao T & mirc bang hodc 16n hon infliximab.

[43] Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc néu trén, 1a khang thé khong dugc
fucosyl héa hodc khang thé c6 muc do fucosyl hoa giam.

[44] Khéang thé theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, bao gbm (i) mién Vi
chtra ving CDR1 ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:3, ving
CDR2 ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:4, va ving CDR3 ¢6
trinh tu axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:5, va (ii) mién Vu chtra ving
CDRI1 c6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:6, ving CDR2 ¢6
trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:7, va ving CDR3 ¢6 trinh tu
axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:8.

[45] Khang thé theo muc bat ky trong s6 cac muc néu trén, chira mién Vu c6 trinh ty
axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:9 va mién Vi, ¢6 trinh ty axit amin nhu
duogc thé hién trong SEQ ID NO:10.

[46] Khang thé theo muc bt ky trong s6 cic muc néu trén, chira chudi nhe ¢6 trinh
tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:1 va chudi ning c6 trinh ty axit amin

nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:11.
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[47] Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [43], trong d6 khang thé
nay bao gdm (i) mién Vi chira ving CDR1 ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO:14, ving CDR2 ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO:15, va vung CDR3 ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO:16, va (ii) mién Vy chira viing CDRI1 ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO:17, ving CDR2 ¢¢ trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO:18, va ving CDR3 ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:19.
[48] Khang thé theo muc [47], chtra mién Vi ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO:20 va mién Vi ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ
ID NO:21 hodc SEQ ID NO:22.

[49] Khang thé theo muc [47] hodc [48], chita chudi nhe c6 trinh ty axit amin nhu
dugc thé hién trong SEQ ID NO:23 hodc SEQ ID NO:24 va chudi ning c6 trinh tu axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:12.

[50] Khang thé theo muc bét ky trong s6 cic muc néu trén, trong d6 khang thé nay
lién két dac hiéu v6i TNFo ciia nguoi.

[51] Khang thé theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
khong lién két dic hicu véi TNFB.

[52] Khang thé theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
(i)  lién két v6i TNFo clia ngudi véi hing sb phéan ly (Kp) nhé hon 125 pM;

(i)  phan Ung chéo véi TNFa clia Macaca mulatta va v6i TNFa cia Macaca
fascicularis,

(ili)  ¢6 hiéu lyc 16n hon infliximab, nhu dugc xdc dinh bang thir nghiém L929;
va/hoac

(iv) c6 kha ning lién két v6i TNForrime ciia ngudi theo hé sé ti lugng (khéng thé :
TNFo1rime) it nhét 1a 2.

[53] Khéng thé theo muc bét ky trong sd cac muc néu trén, lién két véi TNFa tir
Macaca mulatta véi Kp nhdé hon 1 nM.

[54] Khang thé theo muc bét ky trong sd cac muc néu trén, lién két voi TNFa tir
Macaca fascicularis véi Kp nhé hon 1 nM.

[55] Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc néu trén, trong d6 hiéu lyc cua
khang thé dé Grc ché su chét t€ bao theo chuong trinh do TNFa gy ra so v6i hiéu luc

cua infliximab (hiéu lyc tuong déi), duoc xac dinh trong thir nghiém 1.929, 1a 16n hon
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3,5, va trong d6 hiéu luc tuong dbi nay 1a ty 1& cta gia tri ICso tinh theo ng/ml cua
infliximab trong thir nghiém 1929 véi gia tri ICso tinh theo ng/ml ctia khang thé trong
thtr nghiém L.929.

[56] Khang thé theo muc bit ky trong s6 cac muc néu trén, trong do nhigt do nong
chay cua midn bién ddi cta khang thé & dang scFv, duge xac dinh bang phuong phap
do huynh quang quét vi sai, it nhét la 65°C.

[57] Khang thé theo muc bit ky trong s6 cac muc néu trén, trong d6 nhi¢t do nong
chay cua mién bién dbi ctia khéng thé & dang scFv, dugc xac dinh bang phuong phap
do huynh quang quét vi sai, it nhét 1 68°C.

[58] Khang thé theo muc bit ky trong s6 cac muc néu trén, trong do nhiét do nong
chay, dugc xac dinh bing phuong phap do huynh quang quét vi sai, {t nhét 1a 70°C.
[59] Khang thé theo muc bt ky trong sb cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
¢6 kha nang phong bé su tuong tac gitta TNFa cia nguoi va thy thé TNF I (TNFRD).
[60] Khang thé theo muc bt ky trong sd cac muc néu trén, trong d6 khang thé nay
c6 kha ning phong bé su tuong téc gitta TNFo. cia nguoi va thu thé TNF II (TNFRII).
[61] Khang thé theo muc bt ky trong sb cac muc néu trén, trong do khang thé nay
cd kha nang e ché su ting sinh té bao cuia cac té bao don nhan mau ngoai vi trong
phan Ung cua té bao lympho hdn hop.

[62] Khang thé theo muc bt ky trong sd cac muc néu trén, trong dé khang thé nay
c6 kha nang trc ché su tiét interleukin-1p do LPS gdy ra tr cac bach cAu don nhén
CD14".

[63] Khang thé theo muc [62], trong do6 gid tri ICso a8 e ché sy tiét interleukin-1p
do LPS gay ra la nhé hon 1 nM.

[64] Khang thé theo muc [63], trong d6 gié tri ICso dé trc ché sy tiét interleukin-1p
do LPS giy ra néu trén, tinh theo mol, thip hon cla adalimumab.

[65] Khang thé theo muc bat ky trong s6 cac muc néu trén, c6 kha ning e ché su
tiét TNFo do LPS géy ra tlr cac bach cAu don nhan CD14".

[66] Khang thé theo muc [65], trong do gié trj ICso d€ trc ché sy tiét TNFa do LPS
gdy ra 1a nho hon 1 nM.

[67] Khang thé theo muc [66], trong do gid tri ICso dé e ché su tiét TNFa do LPS
gdy ra néu trén, tinh theo mol, thap hon ctia adalimumab.

[68] Khang thé theo muc bat ky trong sb cac muc néu trén, 1a globulin mién dich G
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(IgG), tot hon 1a IgG1.

[69] Axit nucleic ma hoa khang thé theo muc bat ky trong sb cac muc néu trén.

[70] Vecto hodc plasmit chtra axit nucleic theo muc [69].

[71] Té bao chira axit nucleic theo muc [69] hodc vecto hodc plasmit theo muc [70].
[72] Phuong phép tao ra khang thé theo muc bat ky trong sb cac muc tur [1] dén [68],
bao gdm budc nudi chy té bao theo muc [71] trong mdi truong trong céc didu kién cho
phép su biéu hién cta axit nucleic ma hoa khang thé, va thu hoi khéang thé tir cac té
bao hodc tir moi trudng.

(73] Khang thé theo muc bt ky trong s6 cac muye tir [1] dén [68] dé st dung trong
viéce diéu tri tinh trang viém hodc 161 loan lién quan dén TNFa.

[74] Khang thé dé st dung theo muyc [73], trong do rbi loan viém néu trén dugce chon
tir danh sach cac bénh va r6i loan dugc liét ké trong phan “Réi loan can dwoc diéu tri”
duai day.

[75] Khang thé dé str dung theo muc [73], trong do 161 loan viém néu trén la rdi loan
viém cua duong da day-ruot.

[76] Khang thé dé st dung theo muc [75], trong do r6i loan viém cta duong da day-
rudt néu trén 1a bénh viém rudt.

[77] Khéang thé dé st dung theo muc [75] hodc [76], trong d6 réi loan viém cuia
duong da day-rudt néu trén la bénh Crohn.

[78] Khang thé dé st dung theo muc [77], trong d6 bénh Crohn néu trén dugc chon
tr nhém bao g6m c6 bénh Crohn ¢ hoi trang, rudt Kkét, hoi-két trang, va/hodc ¢ phﬁn
trén riéng biét (da day, ta trang va/hodc hdng trang) va bao gdm ca dic tinh bénh
khong hep/khong co that, hep, co that va quanh hau mon, cho phép su két hop bat ky
cta vi tri va dic tinh bénh cua bénh bat ky trong sb cac bénh duoc d& cap trén day.

[79] Khéang thé dé s dung theo muc [75] hodc [76], trong d6 rdi loan viém cua
duong da day-rudt néu trén la bénh viém loét rudt két.

[80] Khang thé dé st dung theo muc [79], trong d6 bénh viém loét rudt két néu trén
dugce chon tir nhom gém c6 bénh viém loét tryc trang, bénh viém két truc trang xich
ma, viém rudt két bén tréi, bénh viém loét rudt két toan bo, va bénh viém tii thira.

[81] Khang thé dé s dung theo muc [75] hodc [76], trong d6 rdi loan viém cua
duong da day-rudt néu trén la bénh viém ruot két vi thé.

[82] Khang thé dé s dung theo muc [73], trong do6 rdi loan viém néu trén 1a bénh
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viém khop.
[83] Khang thé dé sir dung theo muc [73] hodc [82], trong do rdi loan viém néu trén
12 bénh viém kh6p dang thép.
[84] Khang thé dé st dung theo muc bét ky trong sb cac muc tir [73] dén [83], trong
d6 phuong phap néu trén bao gdm bude cho d6i tuong dung khang thé qua duong
miéng.
[85] Khang thé dé st dung theo muc bét ky trong sd cac muc tir [73] dén [84], trong
do6 phuong phap néu trén bao gdm budc st dung khéng thé tai chd.
[86] Dugc pham chira khang thé theo muc bat k¥ trong s6 cac muc tir [1] dén [68].
[87] Phuong phép céi thién sy van chuyén xuyén bao ciia khang thé khéng lai TNFa,
bao gdm budc dua cic dot bién thé Q311R, M428E va N434W vao trinh tw axit amin
cta khang thé nay.
[88] Phuong phap kéo dai thoi gian ban huy trong huyét twong ctia khang thé khang
lai TNFo, bao gdm budc dua cic dot bién thé Q311R, M428E va N434W vao trinh ty
axit amin cta khéng thé nay.
M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién hiéu luc ciia cac bién thé khang thé khang TNFa dé lam trung
hoa TNFo, cua ngudi trong thtr nghiém 1.929. Cac duong cong dap tng lidu cua cac
bién thé khang thé khang TNFa va infliximab tham chiéu duoc thé hién.

Fig.2 thé hién sy van chuyén cac bién thé IgG khang TNFa qua cac t& bao T84
phan cuc. Luong bién thé khéng thé khang TNFa va Infliximab (IFX) tir phia dinh dén
ngudn phia ddy bén & thoi diém 4 gio sau khi cho thém. Pugc thé hién theo ng/cm?.

Thanh sai s6 thé hién gia tri d6 1éch chudn SD ciia tir hai dén bon 16p don riéng biét,

Fig.3 thé hién sy van chuyén cac bién thé IgG khang TNFo qua cac té bao T84
phéan cuc véi su ¢ mit cua lugng du IgG bénh u tiy. Luong cac bién thé Ab khang
TNFa va IFX dugc van chuyén tir phia dinh dén ngudn phia ddy bén véi su c6 mit cla
IgG bénh u tiiy & nguoi v6i luong du gap 10 1an & thoi diém 4 gio sau khi cho thém,
Puoc thé hién theo ng/cm?. Thanh sai s6 thé hién gi4 tri SD ctia ba dén bdn 16p don
riéng biét.

Fig.4 thé hién hoat tinh ADCC. Su cam tng ADCC béi cac bién thé khang thé
khang TNFa , khang thé kiéu dai va IFX.

Fig.5 thé hién sy lién két voi Clq cua ngudi. Su lién két cta IFX va cac bién
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thé khang thé khang TNFa v6i Clq clia ngudi. Mi nong do duge thir nghiém hai lan.
Thanh sai sb thé hién gia tri SD.

Fig.6 thé hién hoat tinh CDC. Ty 1¢ phan trdm t€ bao chét dbi voi cac bién thé
khang TNFo khac nhau duge so sanh voi IFX. M3di diém ctia mau 1a gia tri trung binh
ctia 6 14n lap lai doc 1p.

Fig.7 thé hién miic d6 cam tng dai thuc bao CD14"CD206" boi mdi hop chit
so v6i sur cam Ung boi IFX. 86 lidu tom tat 1a cua 4 thir nghiém doc 1ap. Cac cot thé
hién gi4 tri trung binh, céc thanh sai s6 thé hién gia tri SEM.

Fig.8 thé hién mirc do (rc ché sy tang sinh té bao T boi moi hop chét so véi
IFX. S6 lidu tom tét 12 ctia 3 thir nghiém doc 1ap. Céc cot thé hién gia tri trung binh,
céc thanh sai s6 thé hién gia tri SEM.

Fig.9 thé hién du¢i dang so dd qua trinh tao dot bién dinh huéng diém.

Fig.10 1a hinh v& minh hoa bang so dd cua cac dang N-glycan chiém uu thé
duoc gin voi N297 ciia céc bién thé khang thé khang TNFo. Hai ciu hinh N-glycan
chiém vu thé trong nhém céc bién thé khang thé khang TNFa duoc thir nghiém 1a
4GlcNac-1Fuc-3Man va 4GleNac-1Fuc-3Man-1Gal trong khi d6 cac bién thé IgG
duoc tao ra v6i sy c¢6 mat cua 2FF, cac cAu tric co hai rau giéng nhau xuét hién ngoai
trir viéc cac cu trac nay khong chira fucoza.

M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén khang thé c6 kha nang lién két v6i TNFa va chira vi tri
lién két FcRn. Theo sang ché, khang thé chira vi tri lién két FcRn néu no co6 kha ning
lidn két v6i FeRn, t6t hon 12 véi FcRn ciia ngudi, & pH 6. Sw lién két v6i FeRn & pH 6
¢6 thé duoc xéac dinh bing phwong phap SPR, vi dy, nhu dugc md ta trong Vidu 4 clua
sang ché. Néu su lién két clia khéng thé véi FeRn & pH 6 ¢6 the duge phat hién bang
phuong phap SPR, khang thé nay c6 vi tri lién két véi FcRn. Khang thé theo sang ché
¢6 4i luc cao v6i FcRn cla ngudi ¢ pH 6, dugc dic trung boi hing s6 can bing phan ly
(Kp) nhé hon 100 nM. Khang thé nay con c6 4i lyc thap voi FeRn ciia nguoi ¢ pH 7.4,
dwoc dic trung boi gia tri Kp 16n hon 1 pM. Trinh ty axit amin cta khang thé nay
chtra axit amin tryptophan & vi tri 434 (theo cach dénh s6 EU).

Trong toan bd phin md ta va bd yéu ciu bao hd nay, hé thong danh s6 Kabat
thuong dugce st dung khi dé cap dén gbc trong mién bién d6i (khodng céac gbe tir 1 dén
107 ctia chudi nhe va cic gdc tir 1 dén 113 cta chudi ning) (Kabat et al., Sequences of
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Immunological Interest. 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)). Céc thuét ngit “hé théng dénh s6 EU” hodc “chi s EU”
thuong dugc st dung khi dé cap dén gbc trong ving 4n dinh chudi ning cia globulin
mién dich (vi duy, chi sd EU duoc thong bao trong tai liéu cua Kabat va cac déng tac
gia, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991) chi dugc dua vao ¢ day dé tham
khao). Trir khi dugc chi 18 theo cach khac ¢ day, su vién dan dén chir sd cua cac géc
trong mién bién dbi cua khang thé c6 nghia 1a viéc danh s6 gbc bang hé thdng danh s6
Kabat. Trir khi duoc chi rd theo cach khac & day, su vién dan dén chit sb cta géc trong
mién én dinh cia khang thé c6 nghia la viéc danh sb gbe bing hé thong danh s6 EU (vi

du, xem Cong bd don qudc té& s6 WO 2006/073941).

Khdng thé

Trong ngtt canh cua sng ché, thuat ngit “khéang thé” duoc st dung lam tir dong
nghia cho "globulin mién dich" (Ig), thut ngit nay dugc dinh nghia la protein thudc vé
nhém TgG, IgM, IgE, IgA, hogc IgD (hodc phan 16p bt ky cta nd), va bao gbm tit ca
céc khang thé va manh chtc ning cua n6 da biét theo cach thong thuong. Trong ngit
canh cua séng ché, thuat ngit "manh chirc ning" cua khang thé/globulin mién dich
dugc dinh nghia 1a manh lién két khang nguyén hodc din xudt khac cua khang thé bd
me gan nhu duy tri dugc mot hodc nhiéu dic tinh ctia khang thé bd me nay. Thuat ngit
"manh lién két khang nguyén" hodc “mién lién két khang nguyén” cia khang
thé/globulin mién dich duge dinh nghia 1a manh (v/ du, ving bién ddi cua IgG) duy tri
dugc vung lién két khang nguyén. Thuét ngit "ving li€n két khang" cta khang thé
thuong dugc tim thiy trong mot hodc nhiéu ving siéu bién cua khang thé, nghia 1a
viing CDR-1, -2, va/hotic -3. Khang thé theo sang ché co thé 12 mot phin cta ciu triic
¢6 hai hodc nhiéu chtrc ning.

Tét hon néu khang thé 12 khéng thé don dong. Khi dugc st dung trong ban md
t4 nay, thudt ngit "khéng thé don dong" khong chi gi¢i han ¢ khang thé dugc tao ra
bing cong nghé té bao lai. Thuat ngt "khang thé don dong" dé chi khang thé c6 ngudn
gbc tir mot dong vo tinh, bao gdm ca dong c6 nhén dién hinh, c6 nhan nguyén thuy,
hoic thé thuc khuén bét ky, va khong phai phuong phap ma n6 duge tao ra. Cac khang
thé don dong co thé duge tao ra bang céch st dung nhiéu loai k¥ thuat da biét trong

linh vuc nay bao gém str dung k¥ thuat té bao lai, tai td hop, va hién thi phago, hodc su
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két hop ctia chung. (Harlow and Lane, " Antibodies, A Laboratory Manual" CSH Press
1988, Cold Spring Harbor N.Y.).

Theo cac phuong an khac, bao gdm ca céc phuong 4n lién quan dén viéc st
dung in vivo ctiia khang thé khang TNFa & nguoi, cac khang thé kham, khang thé duoc
lam giéng linh truéng, khang thé duoc lam gidng ngudi, hodc khang thé ctia ngudi c6
thé dwoc st dung. Theo phuong an dugce uu tién, khang thé 1a khang thé cta ngudi
hoic khang thé dugc lam gibng nguoi, t6t hon nita 1a khang thé don dong ciia nguoi
hoic khang thé don dong dugc lam cgidng nguoi.

Theo phuong an cu thé khac, khang thé theo sang ché 1a globulin mién dich, tdt
hon 1a globulin mién dich G (IgG). Phan 16p cla IgG theo sang ché khong bi giéi han
va bao gdbm IgGi, IgGa, 1gGs, va IgGa. Tot hon 1a TgG theo sang ché 1a cua phan 16p 1,
2 hodc 4, nghia 1 n6 1an luot 1a phan tir IgG1, IgGa, hodce IgGa. Tét nhit 1 IgG theo

sang ché 12 cia phan 16p 1, nghia la n6 1a phan to 1gG1.

Mién lién két TNFo

Khéng c6 gioi han cu thé v& min lién két TNFo cua khang thé theo sdng ché.
N6 ¢6 thé co ngudn gbe tir khéng thé bat ky c6 kha nang lién két voi TNFo.

Tét hon 1a khang thé theo séng ché lién két dac hi¢u véi TNFo. Khi duge s
dung trong ban mo ta nay, khang thé "nhén biét dic hiéu", hodc "lién két dic hiéu voi"
TNFa ciua nguoi, khi khang thé nay co thé phan biét gitta TNFa cta ngudi va mot
hodic nhidu phan it tham chiéu. Tét hon 1a gia tri ICso d& lién két v6i mdi trong s cac
phén tir tham chiéu 16n hon it nhat 1000 lan gia tri ICso & lién két v6i TNFo. O dang
chung nhat ctia nd (va khi khong c6 sy tham chiéu xac dinh nao dugc dé cap), "su lién
két dic hiéu" dung dé chi kha ning cta khéng thé phan biét gitra TNFo cua nguoi va
phan tir sinh hoc khong lién quan, nhu dugc xac dinh, vi du, theo cac phuong phap thir
nghiém tinh dac hiéu da biét trong linh vuc ndy. Cac phuong phap nay bao gdm,
nhung khong chi gigi han 6, phuong phap thAm tach Western va thu nghiém ELISA.
Vi du, thir nghiém ELISA tiéu chuén c¢6 thé dugc tién hanh. Théng thuong, viée xdc
dinh tinh dac hiéu lién két duoc thuc hién bang cach st dung phan tir khong phai phan
tir sinh hoc tham chiéu don 1&, ma 1a tap hgp cua khoang tir ba dén nam phan tt sinh
hoc khong lién quan, nhu bot sita, BSA, transferrin hodc phan t tuwong ty. Theo mot
phuong 4n, sy lién két dac hiéu ding dé chi kha nang cia khang thé phan biét giita

TNFo ciia ngudi va TNFp cia nguoi.
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Khang thé theo séng ché bao gdm mién VL va mién Vu. Mién Vi chita ving
CDRI1 (CDRL1), ving CDR2 (CDRL2), ving CDR3 (CDRL3) va vung khung. Mién
Vi chtta ving CDR1 (CDRH1), ving CDR2 (CDRH2), vung CDR3 (CDRH3) va
vung khung.

Thuét ngtt “CDR” dung dé chi mot trong sdu vung siéu bién trong cac mién
bién ddi ctia khang thé gop phan déng ké vao su lién két khang nguyén. Mot trong sd
cac dinh nghia dugc st dung phd bién nhit cho sdu ving CDR nay duogc dé xuit boi
Kabat E. A. va cac ddng tac gia (1991) Sequences of proteins of immunological
interest. NIH Publication 91-3242). Khi dugc st dung trong ban md ta nay, dinh nghia
cia Kabat vé& cac ving CDR chi ap dung cho cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 cua
mién bién dbi chudi nhe (CDR L1, CDR L2, CDR L3, hodc L1, L2, L3), cling nhu cho
chc ving CDR2 va CDR3 clia mién bién doi chudi ngng (CDR H2, CDR H3, hogc H2,
H3). Tuy nhién, khi dugc st dung trong ban md ta nay, ving CDR1 ctia mién bién dbi
chudi ning (CDR H1 hodc H1) dugc xac dinh béi cac gbe sau (theo cich danh s6
Kabat): N6 bét ddu ¢ vi tri 26 va két thac trude vi tri 36.

Theo mdt phuong an cla sang ché, khang thé theo séng ché 1a khang thé khang
TNFa nhu dugc bdc 10 trong tai liéu bét ky trong s cac don sang ché qubc té s6
PCT/EP2017/056218, PCT/EP2017/056246, PCT/EP2017/056237 va
PCT/EP2017/056227 nhu da ndp ban dau. Theo phwong 4n khic nita clia séng ché,
khéng thé 1a khang thé khang TNFo. c¢6 mién bién doi chudi nhe va/hodc mién bién ddi
chudi nang chtra ving quyét dinh tinh bd tro (CDR) ¢6 cac trinh ty axit amin nhu duge
boc 16 trong cac don sang ché quéc té s6 PCT/EP2017/056218, PCT/EP2017/056246,
PCT/EP2017/056237 va PCT/EP2017/056227 nhu da ndp ban dau.

Theo phuong an dugc uu tién cia sang ché, khang thé 12 khang thé khang
TNFa c¢6 mién bién ddi chudi nhe va/hodc mién bién d6i chudi ning chira mot hodc
nhidu ving CDR c6 c4c trinh ty axit amin nhu dugce boc 10 trong céc don sang ché
qubc té s6: PCT/EP2017/056218, PCT/EP2017/056246, PCT/EP2017/056237, hodc
PCT/EP2017/056227. Theo phuong 4n dugc uu tién khac nita cia sang ché, khang thé
1a khéng thé khang TNFa c6 mién bién dbi chudi nhe va mién bién d6i chudi ning
chtra ving CDR ¢6 céc trinh ty axit amin nhu dugc boc 10 trong diém 2 yéu cau bao hd
ctia don séng ché qubc té s& PCT/EP2017/056218, trong diém 2 yéu cau bao hd cla
don séng ché quéc té s6 PCT/EP2017/056246, trong diém 2 yéu cau bao hd cia don
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sang ché qudc té s PCT/EP2017/056237 hodc trong diém 2 yéu cau bao hd cua don
sang ché qudc té s PCT/EP2017/056227, nhu da ndp ban dau. Theo phuong an dugc
uu tién khic nira cua sang ché, khang thé khang TNFo, dugc chon tir nhom gém cO cac
khang thé khang TNFa chta trinh tu axit amin cta mién bién ddi chudi ning va/hodc
trinh ty axit amin cua mién bién ddi chudi nhe theo diém 4 yéu ciu bao hd cua don
sang ché qubc té sb PCT/EP2017/056218, diém 5 va 6 yéu cAu bao hd cta don sdng
ché quéc té sé PCT/EP2017/056246, diém 5 va 6 yéu ciu bao hd ciia don séng ché
qudc té s6 PCT/EP2017/056237, diém 4 yéu ciu bao ho cua don sang ché quéc té b
PCT/EP2017/056227, va su két hop cua ching. Su boc 10 cua mdi tai liu trong sb cac
don sang ché quéc & s PCT/EP2017/056218, PCT/EP2017/056246,
PCT/EP2017/056237 va PCT/EP2017/056227 dugc vién dan toan bd ¢ day. Chung tao
thanh mot phan ctia bdn mo ta clia sdng ché nay.

Theo phuong an cu thé, khang thé theo sang ché bao gdm (i) mién Vi chtra
ving CDR1 ¢6 trinh ty axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:3, ving CDR2
¢6 trinh tu axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:4, va ving CDR3 ¢0 trinh tu
axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:5, va (ii) mién Vu chira ving CDR1 ¢6
trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:6, ving CDR2 ¢6 trinh tu axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:7, va vung CDR3 ¢6 trinh tu axit amin nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO:8.

Theo phuong an dugc uu tién hon, khang thé theo sang ché chira mién Vi ¢
trinh tuy axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:9. Theo phuong an khac dugc
uvu tién hon, khang thé chtra mién Vi c6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO:10. Tét nht 12 khang thé theo sang ché chira (i) mién Vi ¢6 trinh tu axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:9, va (i) mién Vi ¢4 trinh tu axit amin nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO:10.

Theo phuong an cu thé khéc, khang thé theo sang ché bao gébm (i) mién Vi
chtra ving CDR1 ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:14, ving
CDR2 ¢6 trinh ty axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:15, va ving CDR3
¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:16, va (ii) mién Vu chia
ving CDR1 ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:17, ving CDR2
¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:18, va ving CDR3 ¢6 trinh
fir axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:19.
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Theo phwong 4n dugc uu tién hon, khang thé theo sang ché chura mién Vu ¢
trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:20. Theo phuong an khac duogc
uu tién hon nita, khang thé chtra mién Vi ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO:21 hogc SEQ ID NO:22. Tét nht la khing thé theo sang ché chira (i)
mién Vi ¢6 trinh ty axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:20, va (ii) mién VL
¢ trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:21 hodc SEQ ID NO:22.

Khang thé theo sang ché c6 4i luc cao v6i TNFa cia ngudi. Thudt ngit “Kp”
dung dé chi hing sb can bang phan ly cla sy twong tic khang thé-khang nguyén cu
thé. Thong thuong, khang thé theo sang ché lién két voi TNFa ctia ngudi v6i hang s6
can bing phéan ly (Kp) nho hon khoang 2x107° M, t6t hon 1 nhod hon 1,5x10710 M, tét
hon 13 nho hon 1,25x101° M, tét hon nita 1a nhé hon 1x10°1° M, t6t nhat 12 nho hon
7,5x10""" M hodc tham chi nhd hon 5x10"" M, nhu dugc xéc dinh bang cach sir dung
ky thuat cong huéng plasmon bé mat (SPR) trong thiét bi BIACORE. Cu thé, viéc xdc
dinh gia tri Kp duoc tién hanh nhu dugc mo ta trong Vi du 1.

Cdi bién dnh huéng dén di lyc v6i FcRn

Khang thé theo sang ché chira trinh tu axit amin khac véi trinh ty axit amin cua
trinh tw tu nhién caa khang thé kidu dai do it nhat mot “cai bién axit amin” nhu dugc
xac dinh ¢ day. ft nhat mot cai bién axit amin nay anh hudng dén 4i lyc cua khang thé
v6i FcRn cua nguoi. Thong thuong, it nhét mot cai bién axit amin lam tang ai lyc cla
khang thé v6i FcRn cua nguoi 6 pH 6. Theo mot phuong an, it nhat mot cai bién axit
amin lam tang ai lyc cua khang thé v6i FcRn ctia ngudi & pH 6, trong d6 né khong lam
thay dbi dang ké 4i lyc voi FcRn ciia ngudi & pH 7.4. Tot hon 1a khang thé duogc cai
bién c6 it nhat mot dot bién thé axit amin so véi trinh tu axit amin cia khang thé kiéu
dai hodc ctia khéang thé bd me, vi dy, tir khoang mot dén muoi dot bién thé axit amin,
va tét hon 14 tir khoang mot dén nam dot bién thé axit amin. Tét hon 1a it nhit mot cai
bién axit amin nam trong vi tri lién két FcRn cta khang thé. Khang thé nay c6 thé c6
mot hodc nhiéu sy cai bién axit amin nim ngoai vi tri lién két FcRn cta khang thé 1am
anh huéng dén su lién két FcRn, vi du, boi sy thay dbi cu trac. (Céc) ci bién axit
amin nay co thé duoc tao ra bang cac phuong phép da bit ro vé ban chét, vi du, bang
cach tao ra su dot bién dinh hudéng diém nhu dugc mo ta trong tai liéu “Antibody
Engineering — Methods and Protocols”, dugc hiéu chinh béi Patrick Chames, 2nd ed.,
2012, Chapter 31 (ISBN 978-1-61779-973-0).
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Khéng thé theo sang ché chia axit amin tryptophan & vi tri 434 (theo cach danh
s6 EU). Axit amin nay dugc goi ¢ day 14 “434W”. Axit amin tu nhién ¢ vi trf 434 cua
khang thé IgG ctia ngudi khong duoc cai bién 14 asparagin (N). Do do, c6 thé thu dugc
khang thé theo sang ché bang cach dua sy dot bién N434W vao khang thé. Tét hon 1a
khang thé theo sang ché ¢6 thé thu duoc hodc thu duoc bang céach thay thé tryptophan
cho asparagin & vi tri 434,

Khang thé theo séng ché chta axit amin 1 axit glutamic & vi tri 428 (theo cach
danh sb EU). Axit amin ndy dugc goi ¢ day-1a "428E". Axit amin tu nhién & vi tri 428
ctia khéng thé IgG ciia nguoi khong dugc cdi bién 1a methionin (M). Do d6, ¢6 thé thu
duoc khéng thé theo sang ché bing cach dua sy dot bién M428E vao khing thé. Tét
hon 1a khang thé theo séng ché ¢c6 thé thu dugc hodc thu duoc bang céach thay thé axit
glutamic cho methionin & vi tri 428.

Tét hon 1a khang thé theo séng ché con chira axit amin arginin & vi tri 311 (theo
cach danh sb EU). Axit amin ndy duge goi ¢ ddy 1a "311R". Axit amin ty nhién & vi tri
311 ctia khang thé IgG ciia ngudi khong duogc cai bién la glutamin (Q). Do do, co thé
thu dugc khang thé theo sang ché b@fmg cach dua su dot bién Q311R vao khang thé.
Tét hon 1a khang thé theo sang ché ¢6 thé thu duoc hodc thu duge bang cach thay thé
glutamih cho arginin ¢ vi tri 311.

Theo mot phuong an, khang thé theo sang ché chira axit amin 434W va axit
amin 428E. Theo phuong an khac, khang thé theo sang ché chira axit amin 434W va
axit amin 311R. Theo phuong an dugc uu tién cua sang ché, khang thé chira cic axit
amin 434W, 428F va 311R. Khang thé nay c6 thé thu duoc bing cch dua céc dot bién
Q311R, M428E va N434W vio khang thé.

Trinh tu axit amin con lai cia mién én dinh c6 thé giéng v6i trinh tu axit amin
ty nhién cua IgG cua nguoi dién hinh. Tuy nhién, néu trinh ty axit amin cua khang thé
¢6 thé chira mot hodc nhiéu dot bién thé hodc cai bién thém cho trinh tu axit amin tu
nhién ciia ving Fe ctia khang thé tw nhién, mién 1a khang thé nay van 6 hoat tinh lién
két TNFa va cac chirc ning hiéu tng.

Theo phuong an duge uu tién, ving Fc cta khang thé theo sang ché, bao gdm
vung ban 18, bao g61n hoac gém ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO:13.

Theo mot phuong an, chudi ndng cua khang thé theo sang ché c6 trinh ty axit
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amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:11. Tot hon 1a khang thé nay con chira
chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:1.

Theo phuong an khéc, chudi ning cua khang thé theo sang ché c¢6 trinh ty axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:12. Tét hon 1a khang thé nay con chira
chudi nhe c6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:23 hodc SEQ ID
NO:24.

Theo khia canh dugce uu tién cia sang ché, khang thé theo sang ché 1a khang thé
khong dugc fucosyl hoa hodc khang thé c6 muc do fucosyl hoa giam.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngi “khang thé c6 mic do
fucosyl hoa giam”, ding dé chi khéng thé trong do it hon 90% N-glycan cta khang thé
nay duoc fucosyl hoa. Cac phuong phap dé xac dinh ty 1& phan tram fucosyl hoa la da
biét trong linh vuc nay. Tt hon 1a ty 18 phan tram fucosyl hoa duge xéc dinh nhu dugc
md ta trong Vidu 11 cia sang ché.

Theo mdt phuong én, it hon 75%, hodc it hon 50%, hoic it hon 25% N-glycan
ctia khang thé dugc fucosyl hoa. T4t nhét 1a it hon 15% N-glycan cta khang thé duoc
fucosyl héa. Theo phuong an cu thé, N-glycan cta khang thé theo sang ché khong
chira bat ky fucoza nao.

Tét hon 1a it hon 90% N-glycans & vi tri N297 (theo cdch danh s6 EU) cta
khang thé dugc fucosyl héa. Theo phuong én khac, it hon 7 5%, hodc it hon 50%, hodc
it hon 25% N-glycan & vi tri N297 (theo cach danh s6 EU) cua khang thé dugc fucosyl
hoa. T6t nhét 14 it hon 15% N-glycan & vi tri N297 (theo cach dénh s6 EU) cta khang
thé duoc fucosyl hoa.

Theo phuong an khac, N-glycan & vi tri N297 ctia khéng thé khong chira bat ky
fucoza nao.

Khéng thé khong dugc fucosyl hoa, d6i khi con duge goi la khang thé dugc
afucosyl hoa, co thé duoc tao ra béng nhiéu phuong phap khac nhau. Vi du, phuong
phéap 1am bét hoat hiép ddng céc gen doi v6i al,6-fucosyliransferaza (FUTS) va GDP-
manoza 4,6-dehydrataza (GMD) trong cac t& bao CHO c¢6 thé dugc st dung dé tao ra
cac bién thé cta khang thé don dong dugc afucosyl hoa hoan toan va tang tudng
ADCC (vi du, xem tai liéu Imai-Nishiya et al. (2007) BMC Biotechnol. 7, 84). Phuong
phap st dung nucleaza ngén tay kém (zinc-finger nuclease: ZFN) phan cit gen FUTS

trong vung ma hoa 18i xtc tac cia a1,6-fucosyltransferaza va do d6 pha v& chuc niang
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enzym tuong ung trong cac t& bao CHO c6 thé duoc sir dung dé tao ra khang thé don
dong hoan toan khong c6 fucoza trong 161 (vi du, xem tai liéu: Malphettes et al. (2010)
Biotechnol. Bioeng. 106, 774-783).

Khéng thé c6 mtc do fucosyl hoa giam co thé duoc tao ra bang cach thém co
chit mdi nhu 2-deoxy-2-flo-2-fucoza vao mdi truong nudi ciy (vi du, xem tai liéu
Dekker et al. (2016) Sci Rep 6:36964), dan dén lam giam sy két hop fucoza vao IgG-
Fc glycan.

Theo phuong an khac, khang thé theo sang ché c6 ham lugng axit sialic cao. bé
c6 thé dat duoc su gia tang mic do sialyAl hoa, vi du, béng cach chuyén nhiém déng
thoi xytidin monophosphat—axit sialic synthaza (CMP-SAS), chét van chuyén xytidin
monophosphat-axit sialic (CMP-SAT), va o 2,3-sialyltransferaza (vi du, xem tai liCu

Son et al. (2011) Glycobiology 21, 1019-1028).

Ai lwe véi FeRn

Ai lyc v6i FeRn ctia ngudi ¢ pH 6 cua khang thé theo sang ché cao. Sy lién két
cia khang thé v6i FcRn cua nguoi & do pH 6 voi ai luc cao dugce dac trung boi gia tri
Kp nho hon 100 nM. Tét hon 1a gia tri Kp sy lién két vai 4i luc cao & pH 6 12 nhd hon
75 nM, hodc nho hon 50 nM, hodc nho6 hon 25 nM, hodc thim chi nho hon 10 nM. Vi
du, gid tri Kp ddc trung cho 4i lyc voi FcRn cua nguoi & pH 6 ¢é thé nam trong
khoang tir 1 nM dén 500 nM, hogc tir 2 nM dén 100 nM, hoge tir 3 nM dén 50 nM,
hodc tir 4 nM dén 25 nM, hodc tir 5 1M dén 10 nM.

Theo phuong 4n dugc wu tién, 4i lyc cia khang thé theo sang ché v6i FcRn cua
ngudi & pH 6 16n hon ai luc cta infliximab v6i FeRn cua nguoi ¢ pH 6,0.

T4t hon néu 4i luc cia khang thé theo sang ché v6i FcRn cua ngudi dugce xéc
dinh béng k¥ thuét cong hudng plasma bé mit (SPR), vi du, nhu dugc mo ta trong Vi
du 4 cla sang ché.

Khéng thé theo sdng ché thuong c6 ai luc thip véi FcRn ctia nguoi & pH 7,4. Ai
lue thip ndy duge dic trung béi gid tri Kp 16n hon 1 uM. Tét hon la 4 lyc thdp voi
FcRn cua ngudi & pH 7,4 duoc dac trung boi gid tri Kp 16n hon 2 uM, hogc 16n hon 5
uM, hodc 16n hon 10 pM.

Theo phuong &n cu thé, 4i luc ¢ mtc quéa thip dén mirc khong thé xac dinh
duoc gia tri Kp bang phuong phap SPR.

Theo phuong 4n cu thé, ty 18 ciia (i) gid trj Kp dbi voi su lién két khang thé theo
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sang ché v6i FcRn ciia ngudi & pH 7,4 véi (ii) gia tri Ko d6i voi su lién két véi FcRn
clia ngudi & pH 6,0, it nhit 1a 100. Tt hon 1a ty 1¢ nay it nhét 12 200, hodc it nht 1a
300, hodc it nhat 1a 400, hogc it nhat 1a 500, hogc it nhét 1a 600, hodc it nhat la 700,
hodc it nhét 1a 800, hodc it nhit 13 900, hogc it nhét 1a 1000.

Bdc tinh chitc ndng cua khang thé

Khéng thé theo sang ché duoc van chuyén hiéu qua qua l6p don té bao phan
cuc tir phia dinh dén phia d4y bén. Thong thudng, sy van chuyén qua 16p don té bao
phan cyc v6i lugng 16n hon luong infliximab, trong d6 lugng khang thé trong
infliximab ding dé chi khéi lugng/cm? ctia 16p don té bao phan cyc. Luong khang thé
dugce van chuyén qua 16p don té bao phan cuc, so véi lugng infliximab dugc van
chuyén qua 16p don té bao phan cyc, it nhit 1a 110%, t6t hon 12 it nhat 1a 125%, tot
hon nita 1a it nhat 1a 150%, hodc it nhat 1a 175%, hodc it nhat 1a 200% (trong d6 luong
infliximab dugc van chuyén duoc thiét 1ap béng 100%).

Ngoai ra, khang thé dwoc van chuyén dic hiéu qua 16p don té bao phan cuc tur
phia dinh dén phia day bén véi sy 6 mit cia luong du globulin mién dich canh tranh.
Qua trinh nay dugc goi ¢ diy l1a sy van chuyén dac hiéu.

Ty 1& phan trim cua tbng khdi lugong globulin mién dich dugc van chuyén qua
16p don té bao phan cuc 16n hon ty 1¢ phan trim infliximab dugc van chuyén qua 16p
don té bao phéan cuc tir phia dinh dén phia ddy bén v6i sy c6 mat cua globulin mién
dich canh tranh vdi luong du gép 10 1an. Ty 1é phan trim khang thé theo sang ché
duoc van chuyén qua 16p don té bao phan cuc voi sy c6 mit clia cac globulin mién
dich khong lién quan véi luong du gap 10 l4n, so véi ty 1€ phan trim infliximab dugc
véan chuyén qua 16p don t€ bao phan cuc véi su c6 mit cua khang thé khong lién quan
v6i luong du gdp 10 Ian, it nhit 1a 150%, hodc it nhat 1a 200%, hodc it nhét 12 250%,
hodc it nhat 1a 300% (lugng infliximab duoc thiét lap bang 100%).

Tbt hon 14 16p don té bao phan cuc 1a 16p don cua céac té bao T84 phan cyc. Thir
nghiém véan chuyén bét chuéc qua trinh van chuyén xuyén bao co thé duoc tién hanh
nhu dugc mo ta trong Vi du 5 cua sang ché.

Khéng thé theo sang ché lién két v6i CD64, CD32a(H), CD32a(R), CD32b,
CD16a(V), CD16a(F) va CD16b(NA2).

Khang thé theo sang ché thuong lién két véi CD64 véi gia tri Kp nhé hon 100
nM, t6t hon 1a nhé hon 10 nM.
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Khéng thé theo sang ché thudng lién két v6i CD32a(H) véi gid tri Kp nho hon
10 pM.

Khéng thé theo sang ché thudng lién két voi CD32a(R) voi gia tri Kp nho hon
10 pM.

Khéng thé theo sang ché thuong lign két voi CD32b véi gid tri Kp nho hon 10
uM.

Khéng thé theo séng ché thudng lién két voi CD16a(V), vi du, voi gid tri Ko
nho hon 500 nM, tét hon 1a nhd hon 100 nM.

Khéng thé theo séng ché thuong lién két v6i CD16a(F), vi du, véi gia tri Kp
nhé hon 10 pM, tét hon 1a nhé hon 1 uM.

Khéng thé theo sang ché thuong lién két véi CD16b(NA2), vi du, v6i gid tri Kp
nhé hon 10 uM, tét hon 12 nh6 hon 1 pM.

Khéng thé theo sang ché con lién két véi Clq otia ngudi. Tot hon 1a sy lién két
nay manh hon su li€n két cua infliximab v6i Clq cuia nguoi.

Khéang thé theo séng ché con c6 tinh gay doc t€ bao phu thude bd thé (CDC)
cia bd thé & thé. TSt hon néu CDC cua khang thé theo sang ché 16n hon cua
infliximab, tinh theo gié tri ECso tuong déi va/hodic ty 16 chét tdi da twong doi.

Khang thé theo sdng ché con c6 kha ning cam Gng cac dai thuc bao
CD14*CD206". Tt hon 1a mtrc d6 cam ng tuong duong, bé‘mg, hoic 16n hon muc do
cam ung cua infliximab.

Khang thé theo sang ché con ¢6 kha ning trc ché sy ting sinh cua té bao T. Tt
hon 1a mac d0 Gc ché su tang sinh cua té bao T twong duong, béng, hodc 16n hon muc

do wrc ché cia infliximab.

Duoc phcfm va diéu tri

Viée didu tri bénh bao gdm didu trj cho bénh nhan da dwoc chuan doan la méc
dang bénh bét ky & giai doan hodc su biéu hién 1am sang bét ky; viéc lam cham su
khoi phat hodc tién trién hodc ting niang hodc lam suy giam céc triéu chimg hodc déu
hiéu ctia bénh; va/hodc phong ngtra va/hodc lam giam muc d§ nang cta bénh.

"Péi tuong" hodc "bénh nhén" ma dugc dung khang thé khang TNFo, ¢6 thé 1a
dong vat ¢6 vu, nhu dong vat khong phéi linh truong (vi du, bo, lon, ngua, meo, cho,
chudt, v.v.) hodc dong vat linh truéng (vi du, khi hodc nguoi). Theo mot s6 khia canh,

ngudi 1a bénh nhan tré em. Theo céc khia canh khac, nguoi la bénh nhan & tudi truong
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thanh.

Ché pham chira khang thé khang TNFa va, tuy y mot hodc nhiu chét diéu tri
bd sung, nhu chit diéu tri thir hai dugc md ta dudi day, duge mo ta ¢ day. Cac ché
pham nay thuong dugc cung cip dudi dang mot phan cta dugc phédm vo khuén chira
chit mang dugc dung. Ché phdm nay c6 thé & dang thich hop bat ky (tuy thudc vao
phuong phap mong mudn dé dung né cho bénh nhan).

Khang thé khang TNFa c6 thé dugc dung cho bénh nhan bang nhidu dudng
khac nhau nhu duong miéng, qua da, dudi da, trong mii, trong tinh mach, trong co,
ndi tiy mac, tai chd hodc cuc by, vi dy, niém mac. Duong dung thich hop nhét trong
truong hop cho trude bét ky s& phu thudc vao khang thé cu thé, dbi tuong, va tinh chét
va muc do ning cta bénh va tinh trang thé chét cua ddi tuong. Thong thuong, khang
thé khang TNFa s& dugc dung trong tinh mach.

Theo phuong an dugc dic biét wu tién, khang thé theo sang ché dugc dung qua
duong miéng. Néu ding qua dudong miéng, t6t hon néu khang thé 1a IgG, t6t nhét 1a
IgGa.

Theo cac phuong an dién hinh, khang thé khang TNFa c6 mat trong dugc pham
v6i ndng do du dé cho phép dung trong tinh mach v6i lugng nam trong khoang tr 0,5
mg/kg thé trong dén 20 mg/kg thé trong. Theo mot s6 phuong an, ndng do ctia khéang
thé thich hop dé st dung trong ché phim va céc phuong phap duge mod ta ¢ day bao
gbém, nhung khong chi giéi han ¢, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 2,5
mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg,
11 mg/kg, 12 mg/kg, 13 mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16 mg/kg, 17 mg/kg, 18 mg/ke,
19 mg/kg, 20 mg/kg, hoac ndng do nim trong khoang gitra gid tri bat ky cua céc gia tri
néu trén, vi du, tr 1 mg/kg dén 10 mg/kg, tr 5 mg/kg dén 15 mg/kg, hodc tir 10 mg/kg
dén 18 mg/kg.

Liéu hitu hiéu ctia khang thé khang TNFo. ¢6 thé nam trong khoang tir khoang
0,001 dén khoang 750 mg/kg cho mot lan dung (vi du, bolus), nhidu 1an dung hodc
dung lién tuc, hodc dé dat dugc nong do trong huyét thanh nam trong khoang tir 0,01
dén 5000 pg/ml cho mot 1an st dung (vi dy, bolus), nhiéu 1an dung hodc dung lién tuc,
hodc khoang hodc gié tri hitu hi¢u bét ky trong d6 tuy thudc vao tinh trang bénh dugc
diéu tri, duong dung va do tudi, trong luong va tinh trang bénh cta d6i tuong. Trong

truong hop dung qua dudong miéng, ndng do trong huyét thanh c6 thé rit thip hoic
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tham chi thap hon gii han phat hién. Theo mot s6 phuong 4n, mdi liéu c6 thé nim
trong khoang tir khoang 0,5 mg dén khoang 50 mg/kg thé trong hodc nam trong
khoang tir khodng 3 mg dén khoang 30 mg/kg thé trong. Khéng thé ¢c6 thé duogc bao
ché dudi dang dung dich nude.

Theo phuong 4n duoc ddc biét uu tién, khang thé theo sang ché dugc dung qua
duong miéng. Néu dung qua dudong miéng, t5t hon néu khang thé 1a IgG, t6t nhét 1a
IgGa. Néu khang thé dugc dung qua dudong miéng, lidu dung hang ngay cta khang thé
thuong nam trong khoang tir khoang 0,01 mg/kg dén khoang 100 mg/kg thé trong,
hodc tir khoang 0,05 mg/kg dén khoang 50 mg/kg thé trong, hodc tir khoang 0,1 mg/kg
dén khoang 25 mg/kg thé trong, hodc tir khoang 0,15 mg/kg dén khoang 10 mg/kg
trong thé trong, hogc tir khoang 0,16 mg/kg dén khoang 5 mg/kg thé trong, hodc tur
khoang 0,2 mg/kg dén khoang 2 mg/kg thé trong, hodc tir khoang 0,2 mg/kg dén
khoang 1 mg/kg thé trong. N6i chung, céc lidu c6 loi la lidu ndm trong khoang tir 1
dén 200 mg mdi ngay, tot hon 1a tir 5 dén 100 hogc tir 10 dén 50 mg mdi ngay.

Cac duoc phém ¢6 thé duge trinh bay theo cach thudn tién & cac dang liéu don
vi chira lugng dinh trude ciua khang thé khang TNFo, trong mdi liéu. Pon vi nay ¢6 thé
chira tir 0,5 mg dén 5 g, vi du, nhung khong lam gi6i han ¢, 1 mg, 10 mg, 20 mg, 30
mg, 40 mg, 50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, 750 mg, 1000 mg,
hodc khoang bat ky nam gitta hai gia tri bét ky néu trén, vi duy, tir 10 mg dén 1000 mg,
tir 20 mg dén 50 mg, hogc tir 30 mg dén 300 mg. Cac chit mang dugc dung c6 thé &
nhiéu dang khac nhau, tiy thudc vao, vi dy, tinh trang bénh can duoc diéu tri hodc
duong dung.

Viée x4c dinh lidu ding hitu hiéu, tdng luong liéu ding, va thoi gian diéu tri
bang khang thé khang TNFo, cua né la da duoc biét 16 trong kha ning cua ngudi cé
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, va co thé dugc x4c dinh bang cach sit dung
nghién ciu tang lidu ding chuan.

Céc ché pham diéu tri chira khang thé khang TNFa thich hop trong cdc phuong
phap duge mo ta & ddy c6 thé duge bao ché dé bao quan dudi dang ché phim dong
kho nhanh hodic dung dich nu6c bing cach tron 1dn khéng thé ¢6 do tinh khiét mong
mudn voi cac chét mang, t& dugc hodc chat 6n dinh dugc dung tuy y thuong dugc st
dung trong linh vuc nay (tht ca cac chét nay dugc goi ¢ day la "chit mang"), nghia 12

cac dém, chit én dinh, chét bao quan, chét tao déng truong, chét téy rioa khong ion,
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chét chéng oxy hoda, va céc chit phu gia hdn hop khic. Xem tai liéu: Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16th edition (Osol, ed. 1980). Cac chit phu gia nay phai 1a
chat khong doc dbi véi nguoi duge cho st dung voi lidu dung va ndng do duoc st
dung.

Céac dém gitp duy tri do pH nam trong khoang gin bang diéu kién sinh ly.
Chung co thé c6 mat v6i nong do nam trong khoang tir khoang 2mM dén khoang
50mM. Cac dém thich hop bao gdm ca céc axit hitu co va axit v0 co va cac mubi cla
chiing nhu cdc dém xitrat (vi du, hén hop mononatri xitrat-dinatri xitrat, hon hop axit
itric-trinatri xitrat, hdn hgp axit xitric-mononatri xitrat, v.v.), cac dém xitrat-
phosphat, cac dém sucxinat (vi du, hdn hop axit sucxinic- mononatri sucxinat, hdn hop
axit sucxinic-natri hydroxit, hén hop axit sucxinic- dinatri sucxinat, v.v.), cac dém
tartrat (vi du, hon hop axit tartric-natri tartrat, hdn hop axit tartric-kali tartrat, hén hop
axit tartric-natri hydroxit, v.v.), cdc dém fumarat (vi du, hén hop axit fumaric-
mononatri fumarat, hdn hop axit fumaric-dinatri fumarat, hdn hop mononatri fumarat-
dinatri fumarat, v.v.), cdc dém gluconat (vi du, hdn hop axit gluconic-natri glyconat,
hdn hop axit gluconic-natri hydroxit, hdn hop axit gluconic-kali glyuconat, v.v.), &ém
oxalat (vi du, hdn hop axit oxalic-natri oxalat, hdn hop axit oxalic-natri hydroxit, hon
hop axit oxalic-kali oxalat, v.v.), cac dém lactat (vi du, hdn hop axit lactic-natri lactat,
hdn hop axit lactic-natri hydroxit, hdn hop axit lactic-kali lactat, v.v.) va cac dém
axetat (vi du, hdn hop axit axetic-natri axetat, hdn hop axit axetic-natri hydroxit, v.v.).
Ngodi ra, cdc dém phosphat, d¢ém histidin va cac mudi trimetylamin nhu Tris c6 thé
dugc st dung.

Duoc phém cua sang ché c6 thé con chura it nhat mot mudi, vi du, natri clorua.
Tét hon 1a ndng dd mudi ndm trong khoang tir 100 mM dén 200 mM, vi du, khoang
150 mM.

Céc chit bio quan c6 thé dugc thém vao dé 1am chdm sw phat trién cua vi sinh
vat, va co thé dugc thém vao véi lugng ndm trong khoang tir 0,2% dén 1% (trong
luong/thé tich). Céc chit bao quan thich hgp bao gdm phenol, rugu benzyl, meta-
cresol, metyl paraben, propyl paraben, octadexyldimetylbenzyl amoni clorua,
benzalconi halogenua (vi dy, clorua, bromua, va iodua), hexametoni clorua, va cac hop
chét alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben, catechol, resorxinol, xyclohexanol,

va 3-pentanol. Cac chét tao déng truong do6i khi dugc goi la "chéit dn dinh" c6 thé dugc
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thém vao dé dam bao tinh ding truong cla cac ché phdm dang long va bao gdm céc
ruou duong polyhydric, t6t hon 1a rugu ba trihydric hodc rugu dudng bac cao hon, nhu
glyxerin, erythritol, arabitol, xylitol, sorbitol va manitol. C4c chét 6n dinh dé chi loat
céc ta duoc c6 thé nam trong pham vi chirc ndng tir chét don dén chét phu gia dé hoa
tan chét diéu tri hodc gitp ngdn nglra sy bién tinh hoic bam dinh vao thanh dd chira.
Céc chét 6n dinh dién hinh co thé 13 cac rwou dudng polyhydric (da liét ké trén day);
cac axit amin nhu arginin, lysin, glyxin, glutamin, asparagin, histidin, alanin, ornithin,
[-leuxin, 2-phenylalanin, axit glutamic, threonin, v.v., cac duong hitu co hodc rugu
duong, nhu lactoza, trehaloza, stachyoza, manitol, sorbitol, xylitol, ribitol,
myoinositol, galactitol, glyxerol va chéit tuong tu, bao gbm ca cac hop chét xyclitol
nhu inositol; polyetylen glycol; cdc polyme axit amin; cac chat khit chra luu huynh,
nhu ure, glutathion, axit thioctic, natri thioglycolat, thioglyxerol, a-monothioglyxerol
va natri thio sulfat; cac polypeptit co trong lwgng phan tir thap (vi dy, cac peptit c6 10
gbc hodc it hon); cac protein nhu albumin huyét thanh cia nguoi, albumin huyét thanh
clia bo, gelatin hodc céac globulin mién dich; cac polyme wa nuGc, nhu
polyvinylpyrolidon monosacarit, nhu xyloza, manoza, fructoza, glucoza; cac disacarit
nhu lactoza, maltoza, sucroza va trisacacarit nhu rafinoza; va cac polysacarit nhu
dextran. Céc chét dn dinh ¢ thé c6 mit véi luong nam trong khoang tur 0,1 dén 10000
phén trong lugng theo phan trong lugng cua protein hoat tinh.

Céc chét hoat dong bé mit hodc chét tiy rira khong ion (con duoc goi 1a "chét
thAm u6t") c6 thé duogc thém vao dé gitip hoa tan chét diéu tri cling nhu bao vé protein
diéu tri chdng lai su két tu do khudy, diéu nay ciing cho phép ché phdm dugc cho tiép
xtc v6i bé mit cét chiu ung suit ma khong lam bién tinh protein. Céc chét hoat dong
bé mit khong ion thich hgp bao gdm céc polysorbat (20, 80, v.v.), cac polyoxame
(184, 188 v.v.), cac polyol pluronic, cac monoete polyoxyetylen sorbitan (TWEEN®-
20, TWEEN®-80, v.v.). Cac chit hoat dong bé mit khong ion ¢6 thé c6 mat véi luong
ndm trong khoang tir khoang 0,05 mg/ml dén khoang 1,0 mg/ml, hodc nim trong
khoang tir khoang 0,07 mg/ml dén khoang 0,2 mg/ml.

Céc t& duoc hdn hop khac bao gdm céc chat don (vi du, tinh bot), chét chelat
hoa (vi dy, EDTA), chét chéng oxy hoa (vi du, axit ascorbic, methionin, vitamin E),
chét e ché proteaza va ddng dung mdi.

Ché pham & day ciing ¢6 thé chira chét dicu tri thir hai, ngoai khang thé khang
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TNFo. ctia n6. Vi du vé céc chét diéu tri thir hai thich hop dugc dua ra dudi day.

Ché do dung liéu c6 thé thay ddi tir mot 1An mdi thang dén hang ngay phu thudc
vao nhiéu yéu td 1am sang, bao gém loai bénh, mtic do nang cla bénh, va tinh man
cam cua bénh nhan voi khang thé khang TNFa. Theo cac phuong an cu thé, khang thé
khang TNFa dugc ding hang ngy, hai lan mdi tudn, ba 1an mdi tudn, hai ngay mot
lan, 5 ngay mot 1an, mdi tudn mot lan, 10 ngay mot 14n, hai tudn mot 1an, ba tudn mot
1An, bdn tuan mot 1An hodc mdi thang mot lan, hoic trong khoang bat ky gifta hai gia
tri néu trén bat ky, vi dy, tu bdn ngay mot 1an dén mdi thang mot lan, tb 10 ngay mot
1an dén hai tudn mot 1an, hodc tir hai dén ba 1an mot tudn, v.v..

Liéu dung cuia khang thé khang TNFa. can dugc dung s& thay d6i theo khang thé
cu thé, d6i tuong, va tinh chat va mtic dd ning cua bénh, tinh trang thé chit cua ddi
tuong, ché do didu tri (vi dy, chit diéu tri tht hai c6 duge sir dung hay khong), va
duong dung dugce chon; liéu dung thich hop c6 thé dugc xac dinh dé dang bdi ngudi
c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring lugng va khoang
cach tdi uu cua céac liéu dung riéng biét cia khing thé khang TNFa s& dugc xac dinh
theo tinh chat va mirc do cua tinh trang bénh dugc diéu tri, dang, dudong va vi tri dung,
va do tudi va tinh trang bénh cua dbi tuong cu thé dugc diéu tri, va cudi cung bac si s€
xéc dinh lidu dung thich hop can dugc su dung. Liéu dung nay co thé dugc lap lai
thuong xuyén, khi thich hop. Néu xuét hién tac dung phu, lvong va/hodc tan sudt cla

lidu ding c6 thé dugc thay dbi hodc giam di, theo thuc té 1am sang thong thudng.

RGi loan can duwoc diéu tri

Sang ché mo ta phuong phép diéu tri hoic phong ngira bénh lién quan dén
TNFo cua nguoi ¢ dbi tugng, bao gdm budc cho dbi tugng nay dung khang thé nhu
dugce xac dinh ¢ day. Thuat ngit “rdi loan lién quan dén TNFa” hodc “bénh lién quan
dén TNFo dé chi réi loan bét ky, su khoi phat, su tién trién hode tinh trang dai dang
clia cac triéu chung hodc tinh trang bénh can c¢6 su tham gia cua TNFa. Céc rdi loan
lién quan dén TNFa lam vi du bao gb6m, nhung khong chi gidi han &, cac tinh trang
man tinh va/hodc ty mién cda tinh trang viém noi chung, cac rdi loan viém trung gian
béi sy mién dich no6i chung, cac bénh & hé than kinh trung wong (central nervous
system: CNS) do viém, cac bénh viém anh hudng dén mét, khép, da, niém mac, hé

than kinh trung wong, dudng da day-rudt, duong tiét nidu hodc phoi, cc tinh trang
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viém mang mach nho ndéi chung, bénh viém vong mac, bénh viém mang mach nho
HLA-B27+, bénh Behget, hoi chimg kho mét, chimg tdng nhan ap, hdi chimg Sjogren,
bénh déi thao dudng (bao gdm ca bénh than kinh do dai thao dudng ), tinh trang khéng
insulin, cac tinh trang cta bénh viém khép noi chung, bénh viém khép dang thép, bénh
viém xuong-khép, bénh viém khép phan ng va hoi ching Reiter, bénh viém khop
tudi thiéu nién, bénh viém dbt sdng dang thép, bénh xo ctng rai rdc, hoi ching
Guillain-Barré, bénh nhuoc co, bénh xo clmg cft bén teo co, bénh sarcoit, bénh viém
thafm—tiéu cAu, bénh than man tinh, bénh viém bang quang, bénh vay nén (bao gém ca
bénh viém khép vay nén), bénh viém tuyén md hoi c6 mu, bénh viém mé mg dudi da,
bénh mu da hoai thu, hoi ching SAPHO (bénh viém mang hoat dich, bénh tring c4,
bénh mun mu, chung phi dai xuong va viém xuong), bénh trimg ¢4, hoi chimg Sweet,
bénh pemphigut, bénh Crohn (bao gé)ln ca su biéu hién ngoai rudt), bénh viém loét
rudt két, bénh hen phé quan, bénh viém phéi qua man, cac bénh di ung néi chung,
bénh viém mii di ong, bénh viém xoang di ung, bénh phéi tac nghén man tinh
(COPD), bénh xo hoa phéi, bénh u hat Wegene, hdi chung Kawasaki, bénh viém dong
mach té bao khéng 15, bénh viém mach Churg-Strausss, bénh viém nit quanh dong
mach, bong, bénh md ghép chéng tic chd, phan Gng tic chi chéng lai md ghép, cac
giai doan thai bo sau khi ghép co quan hodc tily xuong, c4c tinh trang mang tinh cuc
bd va toan than cta bénh viém mach n6i chung, bénh luput ban do toan than va dudi
da, bénh viém da co va viém da co, bénh ctng bi, bénh tién san giat, bénh cép tinh va
man tinh, bénh viém gan virut, bénh viém gan do rugu, tinh trang viém sau ph?lu thuat
nhu sau khi ph?lu thuat mét (vi du, bénh duc thuy tinh thé (thay thuy tinh thé mat) hodc
phau thuat do chimg tang nhan é&p), phau thuat khép (bao gdm ca phau thuét ndi soi
khép), phau thuét ¢ cac ciu trac lién quan dén khép (vi duy, day chang), phau thuat
rang va/hodc & miéng, cac thu thudt tim mach xam 14n tbi thiéu (vi dy, PTCA, cit nao
mang xo vita, dat stent), cac thi thuét soi 6 bung va/hodc ndi soi trong bung va phu
khoa, cac thu thuat ndi soi duong tiét nidu (vi du, phéu thuat tuyén tién liét, soi niéu
quan, soi bang quang, bénh viém bang quang k&), hodc tinh trang viém quanh vi tri
phﬁu thuét (ngin ngra) n6i chung, bénh viém da bong nudce, bénh viém da wa bénh cau
trung tinh, bénh hoai tir thugng bi nhiém ddc, bénh viém da mun mu, bénh s6t rét thé
ndo, hdi chung tan huyét ting ure-huyét, tinh trang thai bé mo ghép khac gen cung

loai, bénh viém tai gitta, tinh trang bi ran can, bénh ban d6 nut, cac hoi ching loan san
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ty, bénh viém dudng mat xo cung nguyén phat, bénh khop a6t sdng huyét thanh 4m
tinh, bénh thiéu mau tan huyét ty mién, bénh u hat miéng-mat, bénh viém miéng mu
dang sui, bénh viém miéng ecpet, bénh ludi hinh ban dd, bénh viém miéng di chuyén,
bénh Alzheimer, bénh Parkinson, bénh Huntington, bénh li¢t Bella, bénh Creutzfeld-
Jakob va céc tinh trang thoai hoa than kinh n6i chung.

Su tiéu xuong lién quan dén bénh ung thu, tinh trang viém lién quan dén bénh
ung thu, chiung dau lién quan dén bénh ung thu, chimg suy mon lién quan dén bénh
ung thu, sy di can xuong, cac dang dau cép tinh va man tinh, bat ké cac dang nay do
hiéu ng trung tAm hodc ngoai bién cua TNFo, hay khong va bt ké cac dang nay dugc
phén loai theo dang dau do viém, nhan cam dau hodc do bénh than kinh hay khong,
bénh dau day than kinh hong, dau lung dudi, hoi chiung éng co tay, hoi ching dau
ving phirc hgp (complex regional pain syndrome: CRPS), bénh gut, bénh dau day thin
kinh sau viém gan, bénh dau co xo hoa, trang thai dau cuc bd, cac hdi ching dau méan
tinh do khdi u di can, chimg dau bung kinh.

Céac rbi loan cu thé can duoc diéu tri bao gém cac tinh trang cia bénh viém
khép noi chung, bénh viém khép dang thdp, bénh viém xuong-khép, bénh viém khop
phan g, bénh viém khép tudi thiéu nién; bénh vay nén bao gém ca bénh viém khop
vay nén; bénh viém rudt, bao gém c4 bénh Crohn, bénh viém loét rudt két bao gém ca
bénh viém tryc trang, bénh viém két trang xich ma, bénh viém két-truc trang xich ma,
bénh viém rudt két bén trai, bénh viém rudt két dién rong va bénh viém toan bd rudt
két, bénh viém rudt két khong xac dinh, bénh viém rudt két vi thé bao gém ca bénh
viém rudt két colagen va té bao lympho, bénh viém rudt két & mo lién két, bénh viém
rudt két chuyén huéng, bénh viém rudt két & tai thira, bénh viém rudt két va eosin va
bénh viém tai thura.

Tét nhat 12 khang thé theo sang ché dugc sir dung dé diéu tri bénh viém rudt, cu
thé 1 bénh Crohn, bénh viém loét rudt két hodc bénh viém rudt két vi thé. Bénh Crohn
¢6 thé 1a bénh Crohn & hdi trang, rudt két, hdi-két trang hoic phan trén riéng biét (da
day, ta trang va/hodc hong trang) bao gbm ca dic tinh bénh khong hep/khong co that,
hep, co that va quanh hau mon, cho phép su két hop bat ky cta vi tri va dac tinh beénh
ciia bénh bat ky trong s& cc bénh néu trén. Bénh viém loét rudt két co thé 12 bénh
viém loét truc trang, bénh viém két truc trang xich ma, bénh viém rudt két bén trai,

bénh viém toan b rudt két man loét va bénh viém tui thura.
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Liéu phdp két hop va cdc khia canh khdc

Tét hon 1a bénh nhin dang dugc diéu tri béng khang thé TNFa ciing duogc diéu
tri bang thubc thong thudng khac. Vi dy, bénh nhén méc bénh viém rudt, dic biét 1a
bénh c6 mirc do tir trung binh dén ning cling thuong dugc didu tri bing mesalazine
hodc cac din xuét hoic tién duoc chit cia nd, céac chat corticosteroit, vi du,
budesonide hodc prednisolone (qua dudong miéng hodc trong tinh mach (i.v.)), cac chét
Gc ché mién dich, vi du, azathioprin/6-mercaptopurin (6-MP) hodc metotrexat,
xyclosporin hodc tacrolimus. Cac thuéc khéc co thé duge dung dong thoi cho bénh
nhan bao gdm cac khang thé khang TNFa khéac (vi du, infliximab, adalimumab,
etanercept, certolizumab pegol, golimumab), cac chit d6i khang integrin (vi du,
natalizumab, vedolizumab), cdc khang thé khang IL-23 (vi du, MEDI2070), cac khang
thé khang P7 (vi du, etrolizumab), cac chat trc ché JAK trong con duong JAK/STAT
(vi du, tofacitinib), va cac cht khac. Céc thubc khac c6 thé duge dung dong thoi cho
bénh nhan bao gém cac chit Gc ché mién dich (vi du, azathioprin/6-MP hodc
metotrexat hodc xyclosporin dung qua dudng miéng) dé duy tri su thuyén giam bénh
4n dinh va lau hon. Khia canh khéc nita cia sang ché md ta viéc st dung khang thé
khang TNFa nhu dugc xac dinh trén day dé lam giam mrc 4o viém.

Khia canh khac nita cua sang ché 1a khang thé khang TNFa nhu dugc xéc dinh
trén day dé str dung trong viéc lam giam murc do viém & bénh nhan méc bénh viém.

Khia canh khac cua sang ché md ta phuong phap diéu tri tinh trang viém, bao
gbdm budc cho bénh nhan can diéu tri dung lugng hiru hiéu cla khang thé khang TNFa
nhu duoc xac dinh trén day. Tét hon néu tinh trang viém la mdt trong sb céc tinh trang
bénh da mo ta trén day.

Khia canh khéc nita cua sang ché 1a mo ta phuong phap phong ngua tinh trang
viém, bao gdm budc cho bénh nhan can diéu trj dung luvong hitu hiu cta khang thé
khang TNFa nhu dugce xac dinh trén day. Tét hon néu tinh trang viém nay mot trong
sb cac tinh trang bénh da mo ta trén day.

Khia canh khéac nita cua sang ché phuong phép cai thién sy van chuyén xuyén
bio ciia khang thé khang lai TNFa, bao gdm buée dua dot bién thé Q311R, M428E va
N434W vao trinh tur axit amin cta khang thé @& thu duge khang thé dugc céi bién co
su van chuyén xuyén bao dugc cai thi¢n. Tét hon 1a khang thé dugc cai bién 12 khang

thé nhu da mo ta trén déy.
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Khia canh khac niia cia sang ché 1a phuong phap kéo dai thoi gian ban hiy

trong huyét twong cta khang thé khang lai TNFo, bao gdm buéc dua dot bién thé
Q311R, M428E va N434W vao trinh ty axit amin cia khang thé dé thu duogc khang thé

dwoc cai bién c6 thdi gian ban hiy trong huyét tuong keéo dai. Tét hon 1a khang thé

duoc cai bién 1 khang thé nhu da mo ta trén day. Thoi gian ban hiy trong huyét tuong

¢6 thé tang it nhét 10%, hoc it nhat 20%, hodc it nhat 30%, hodc it nhét 40%, hoic it

nhat 50%, so véi thoi gian ban huy trong huyét twong ctia khang thé khong duoc cai

bién (nghia 12 khang thé b6 me khong c6 dot bién thé cc axit amin Q311R, M428E va

N434W).
Bang 1. Téng quan vé cac trinh ty ctia danh muc trinh tu.
SEQ ID NO: | M ta trinh ty axit amin
1 Chudi nhe ctia khang thé kiéu dai (Ab-wt), khang thé bd me cla
khéng thé cai bién dugc str dung trong cac vi du
2 Chudi ning cua Ab-wt, khang thé bd me ciia khéng the cai bién
dugc st dung trong céac vi du

3 CDR L1 cta dong 16-22-HO03

4 CDR L2 cta dong 16-22-HO05

5 CDR L3 cta dong 16-22-HO05

6 CDR HI1 cta dong 16-22-HO5

7 CDR H2 cua dong 16-22-HO05

8 CDR H3 ctia dong 16-22-H05

9 Vi ctia IgG dugce lam gidng nguoi cta dong 16-22-HOS

10 VL ctia IgG duoc lam giéng ngudi cia dong 16-22-HOS

11 Chudi nang cia Ab-REW (dua trén dong 16-22-HO05)

12 Chudi nang ciia Ab-REW (dua trén dong 17-22-B03)

13 Vung Fc cia Ab-REW (bao gbm ving ban 18)

14 CDR L1 cta dong 17-22-B03

15 CDR L2 ctia dong 17-22-B03

16 CDR L3 cuia dong 17-22-B03

17 CDR H1 cta dong 17-22-B03

18 CDR H2 cua dong 17-22-B03 |
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SEQ ID NO: | Mé ti trinh ty axit amin

19 CDR H3 cua dong 17-22-B03

20 Vi cua IgG dugce lam gidng nguoi cia dong 17-22-B03

21 Vi cua IgG dugc lam gibng nguoi cta dong 17-22-B03 (sc08)

22 Vi cua IgG dugc lam gidng ngudi cia dong 17-22-B03 (sc02)

23 Chudi nhe cua IgG duoc lam gidng nguoi cua dong 17-22-B03
(sc08)

24 Chudi nhe ctua IgG dugc lam gidng ngudi cua dong 17-22-B03
(sc02)

Vi du thywe hién sang ché
Bién thé ctia khang thé

Mot sb bién thé ctia khéng thé khang TNFa (sau ddy dugc goi la “khang thé bd
me” hodc “Ab-wt”) duoc tao ra béng cach dua dot bién thé vao vung Fc cla trinh tu
axit amin cua khang thé. Chudi nhe ctia Ab-wt c6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO:1, va chudi ning ctia Ab-wt ¢6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO:2. Céc dot bién dugc dua vao bang cach gy dot bién dinh huéng
diém theo cdc phuong phap da thiét 1ap. Tém lai, cac dot bién dugc dua vio bing
phuong phép PCR. Poan mdi xudi dugc thiét ké dé chira dot bién du dinh trong khi
doan mdi nguoc dugc thiét ké sao cho cac ddu 5° cia hai doan moi nay dugc ghép theo
kidu k& lung (nhung khong chdng 1én nhau) (Fig.9). PCR dugc thyc hién trong 25 chu
trinh (98°C trong 10 gidy, 64°C trong 30 gidy, 72°C trong 3 phut). Trude khi cho san
phim PCR chay trén gel agaroza, khuéon PCR khong dot bién dugce loai bo ra khéi hdn
hop cua cac san pham PCR bang cach st dung enzym gi¢i han Dpnl. Sau khi tinh sach
gel ctia san pham PCR, céac dau bang dugc gin dé thu dugc plasmit dang vong dugc
bién nap vao té bao E.coli kha bién. Sau khi 0 qua dém, mot s6 khuan lac dugc thu
hoach, ADN plasmit dugc phén 18p va gidi trinh ty dé x4c nhan rang dot bién da duoc
dua vao.

Cac bién thé khong dugc fucosyl hoa dugce tao ra bé‘mg cach cho thém 0,15 mM
co chit mdi 2-deoxy-2-flo-2-fucoza vao moi trudng nudi cdy (Dekkers et al. (2016)
Sci Rep 6:36964). Qua trinh nay lam giam déng ké su két hop fucoza vao IgG-Fc
glyan, nhu duoc thé hién trong Vi du 11 dudi day.
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Bang 2: Cac bién thé khang thé dugc tao ra ciia khang thé khang TNFo, (theo
cach d4nh s6 EU)

Ky hiéu Sw dot bién so véi khang thé b6 me

Ab-wt* Khong (= khang thé bd me)

Ab-REW** Q311R/M428E/N434W

Ab-REW-2FF** bién thé khong duoc fucosyl hoa clia Ab-REW B

* khang thé khong phai cia sang ché; **khang thé theo sang ché
Khang thé Ab-REW va Ab-REW-2FF la céc khang thé theo sang ché.

Vi du 1. Ai luc v6i TNFa

Phuong phap:

Ai Iyc v6i TNFa duge xac dinh bing thiét bi Biacore. Chip CM5 duoc tao ra
bang cach su dung quy trinh Biacore ¢b dinh amin chuan. Khi chén chip CM5 vao, hé
théng nay dugc gin mdi va sau d6 dugc chuin hoa bang dung dich chuin héa BIA
(Biacore Preventative Maintenance Kit 2). Chip dugc cho thém vao hé¢ nay cung voi
dém chay trén PBS-T; trudc khi ¢ dinh, bé mat chip duogc gén mdi bé‘mg ba 14n bom
NaOH 50mM. Protein A duogc ¢b dinh trén bé mat chip. Nham muc dich nay, protein
dugc pha loang dén ndng d6 5 pg/ml vao dém axetat 10mM & pH 4.5 va dugc bom
vio dé tao ra su dap g lién két & mtc ~1000 RU trong ca 4 dong t€ bao. Dé loai bd
chét khong dugc lién két cong hoa tri ra khoi tAt ca cac dong té bao trén chip, tién hanh
rtra ba lan trong 15 gidy bang NaOH 50mM. Trén chip protein A, khang thé bi bét gitt
trong cac dong té bao 2 va 4, v6i cac dong té bao 1 va 3 dugce sur dung dé trir chit tham
chiéu. Khang thé thir nghiém dugc pha loang trong PBS-T dén ndéng do 10nM va 2,5-
7.5ul duge bom vio dé thu duge 120 RU cta khang thé bét gir. Chét phan tich TNFa
duoc diéu ché voi ndng d6 500 pg/ml trong nuéce theo hudng din cua nha cung cap va
duoc pha loang thém vao dém chay PBS-T. Dong hoc ciia mdt chu trinh duge st dung
dé dénh gia i lyc & trang thai 6n dinh. Doi v6i mdi chu trinh phan tich 1a chu trinh
don, chudn do cia 5 ndng do chét phan tich dugc bom 1én phéi tir va sau d6 sy phén ly
cia phuc chét duoc xac dinh. Bé mit dugce tai tao bang cach st dung glyxin & pH 1,7.
Phuong phép tham chiéu kép dugc st dung trong do s0 lidu tir bé mat bat gitt da lién
két phdi tr (fc 2 va 4) duge trir ra khoi cac bé mit tham chiéu trong d6 khong co phdi

tr bi bt giir (fc 1 va 3 tuong ung). Cac JAn bom mau trdng ciia dém dugc thuc hién
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mdi 3 dén 4 chu trinh va sau d6 dugc trir ra khoi cac chu trinh bom chét phan tich dé
hiéu chinh ddi v6i sy thay d6i nho trong chu tric bit giit phdi tir. Cac 14n bom lap lai
chét phan tich khi bat dAu va két thuc cia mdi 1an phan tich dugc sir dung dé kiém tra
su thoai bién cia mau, hodc sy thay d6i theo tinh ning cla thiét bi. T4t ca cac phép
phan tich duge thuc hién ¢ nhiét do 25°C va gia mau dugc U & nhiét dd 10°C trong
sudt cac 1an thu nghiém. M3i thir nghiém duge thuc hién it nhét ba 1an. M6 hinh lién
két 1:1 duoc stir dung dé khép sb lieu dong hoc thu dugec.

Tét ca cac khang thé déu c6 dong hoc lién két tuong tw v6i TNFa, diéu nay cho
théy ring su cai bién bat ky duoc dua vao khong lam thay dbi dang ké ving lién két
khang nguyén. Déi v6i khang thé Ab-REW-2FF, c6 thé khong xéac dinh dugce ty 18
phén ly, do d6, c6 thé khong xéc dinh dugc i lue (Kp). Tuy nhién, ty 1& két hop voi
khang thé khéc 13 twong duong, didu nay cho thy rang viéc dua sy dot bién vao khong

lam &nh huéng dang ké dén su lién két.

Bang 3: Pong hoc lién két ctia cac bién thé IgG1 clia nguodi voi TNFo nhu dugc

xé4c dinh bang phuong phap SPR

Ka (105/Ms) Ka (10°5/s) Ko (pM)
Ab-wt 837+0,11 3,45 + 0,20 413 +0,19
Ab-REW 6,224 0,91 2,04 + 0,52 3,30 + 0,74
Ab-REW-2FF 5,80 + 0,58 nd* nd*

*Khéng thé xac dinh dugc ty 1 phan ly (kd).

Vidu 2. Hiéu luc

Phuong phap:

Céac té bao 1929 duoc 0 véi TNFo, 0,25 ng/ml va actinomycin D 1 pg/ giéng voi
su ¢O mit cia cac hé pha loang theo bac cua cac bién thé khang thé khang TNFa. Sau
khi 0 trong 20 gid & nhiét do 37°C/CO, 5%, muc do dép Umg ting sinh dugce xac dinh
bang cach st dung MTS (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymetoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli va chét phan ung két hop electron (phenazin etosulfat,
PES). MTS dugc chuyén hoa thanh san phim formazan bing cic enzym
dehydrogenaza c6 mat trong cac té bao c6 hoat tinh chuyén hoéa. Lugng san phim
formazan khi dugc x4c dinh theo muc do hép thu ¢ budc song 492 nm truc tiép ty 1€
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thuan v6i sb lugng t€ bao con song trong moi truong nudi cay.
Két qua:
Céc két qua dugc thé hién trén Fig.1. Viéc dua cac dot bién vao vung Fc cua

khang thé khang TNFa khong 1am anh hudng dén hiéu luc.

Vi du 3. Ai luc v6i cic thu thé Fey (CD64, CD32a, CD32b, CD16a, CD16b)

Phuong phap:

Al lyc véi FeyR dugce xac dinh bﬁng thiét bi Biacore. Chip CM5 dugc chuén bi
bang cach st dung quy trinh Biacore ¢ dinh amin chuén. Khi chén chip CM5 vao, h¢
théng nay dugc gén mdi va sau d6 duoc chuén hoa bang dung dich chuén héa BIA
(Biacore Preventative Maintenance Kit 2). Chip nay dugc bd sung vao hé théng ciing
v6i dém chay 1a nuéc mudi dém phosphat Tween-20 (PBS-T); tru6e khi c¢b dinh, bé
mat chip dugc gén mdi b%mg ba 1an bom NaOH 50mM. FcyR duoc ¢ dinh trén bé mat
chip bang céach st dung hé bét gitt dudi His. Chip khang dudi His dugc chuén bi theo
huéng dan kit ctia Biacore, v6i khang thé & muirc ~12000 RU dugc ling phu trén ca 4
dong t& bao. Dé loai bo chat khong lién két cong hda tri ra khoi tht ca cac dong té bao
trén chip, tién hanh rtra ba 1an trong 30 gidy bang glyxin 10 mM ¢ pH 1.5. Céc thy thé
Fcy dugce pha lodng trong PBS-T dén ndng d6 nim trong khoang tir 0,5 dén 2 pg/ml,
v6i 2,5-5,0ul duge bom lén chip tao ra mirc do bét gilt nim trong khoang tir 60 dén
200 RU. Khéng thé dugc pha lodng vao PBS-T trude khi phan tich. Dong hoc cua chu
trinh don duge st dung dé danh gid & luc & trang théi on dinh. D6i v6i mdi chu trinh
phan tich 1a chu trinh don, chudn d9 cta 5 nong do khang thé dugc bom 1én phdi ti
FcyR va sau d6 sy phan ly cta phuc chit duoc xac dinh. Bé mit duogc tai tao bang cach
st dung dung dich da khuyén cdo, glyxin 10 mM & pH 1,5 dbi v6i bé mat bat gitt
khéng dudi His. Phuong phap tham chiéu kép dugc st dung trong do s6 liéu tir bé mit
bt gitt da lién két phdi tir (fo 2 va 4) duge trir ra khoi bé mit tham chiéu khong c6
phéi tt bi bat gitt (fc 1 va 3 tuong tng). Cac 14n bom mAu tréng ctia dém duge thuc
hién d6i voi mi chu trinh chudn do cta khang thé va sau d6 trir di chu trinh bom chét
phan tich, d& hi¢u chinh d6i véi céc thay doi nho trong bé mit bét gitr phdi tir. Tat ca
cac phan tich dugc thuc hi¢n ¢ nhiét do 25°C va gia mau dugc U & nhiét do 10°C trong
subt cac 1An thir nghiém. M3 thir nghiém dugc thyc hién it nhat ba lan.

Két qua:
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Su lién két v6i CD64 khong bi anh huong boi khang thé khang TNFa dugc
thibt ké. Viec dua céc dot bién vao khong 1am anh huéng dén ai luc véi CD32a(H),
CD32a(R) va CD32b. Tuy nhién, Ab-REW-2FF ¢6 su tang ai luc vai CD16a(V) glp
5,5 lan. Khéang thé khong dugc fucosyl hoa Ab-REW-2FF ciing cai thi¢én su lién két
v§i thu thé CD16a 4i lyc thap va v6i CD16b.

Bang 4: Ai lyc voi céc thy thé Foy CD64, CD32a(H), CD32a(R) va CD32b khi
duoc xac dinh bang phuong phap SPR. Gia tri trung binh va do 1éch chuén cta 4i lyc

duoc tinh tir hai hoc nhidu thir nghiém doc 1ap duoc thé hién.

Ai lre (Kp)

CD64 CD32a(H) CD32a(R) CD32b

(nM) (LM) (uM) (HM)
Ab-wt 2,92+0,07 0,67+0,04 khong xac dinh 3,14+ 0,80
Ab-REW 2,80+£0,24 0,78 +0,05 1,60 £ 0,01 1,21+0,32
Ab-REW-2FF 2,93+0,16 1,87 +0,37 1,45+ 0,01 1,13+0,25

Bang 5: Ai luc vé6i céc thu thé Fey CD16a(V), CD16a(F) va CD16b nhu dugc
x4c dinh bing phuong phap SPR. Gia tri trung binh va do léch chuan cua ai luc duge

tinh tir hai hodc nhiéu thir nghiém ddc 1ap dugc thé hién.

Ai lue (Kp)

CD16a(V) CD16a(F) CD16b(NA2)

(nM) (1M) (HM)
Ab-wt 184 +£31,9 khong xac dinh > 3,00
Ab-REW 280 + 36,1 2,41 +£0,68 1,65 +0,36
Ab-REW-2FF 33,5+0,99 0,15+0,01 0,40 + 0,07

Vi du 4. Ai luc v6i FcRn

Phuong phap:

Phuong phap SPR dugc thuc hién bé‘mg cach st dung thiét bi Biacore 3000 ¢
céc chip cam bién CM5 duge két hop voi khang thé IgG1 khang TNFa (~500 don vi
cdng huéng (resonance unit: RU)) bang cich st dung phuong phap hoa hoc két hop
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amin nhu duge mo ta boi nha san xuit. Su két hop duge thuc hién béng cach bom 2,0
ug/ml ctia mdi protein trong natri axetat 10mM, & pH 4,5, bang cach st dung kit két
hop amin (GE Healthcare). Bém HBS-P & pH 7,4 (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM,
chit hoat dong bé mit P20 0,005%) hodc dém phosphat & pH 6,0 (d¢ém phosphat 67
nM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,005%) dugc st dung lam dém chay va dém pha
lodng. Pong hoc lién két dugc xdc dinh bang cich bom lwong chuén do (1000 — 31,2
nM) ctia FcRn ctia ngudi (human FcRn: hFcRn) ¢6 duoi His dang monome trén khang
thé da c¢b dinh & pH 7.4 hodic pH 6,0. Tat ca cac thir nghiém SPR dugc tién hanh &
nhiét d6 25°C véi toe do dong 40 ul/phut. S6 liéu lién két duge didu chinh vé 0, va gid
tri cia té bao tham chiéu dugc trir di. Mo hinh lién két phdi tir 1:1 Langmuir duoc
cung cip bang phin mém danh gia BIA (phién ban 4.1) dugc stt dung dé xac dinh
dong hoc lién két.

Céc két qua cho thiy ring su lién két ctia khang thé kiéu dai Ab-wt v6i hFcRn
phu thudc chit ch& vao do pH. T4t ca cac bién thé khang thé duoc thiét ké déu co ai
luc cao v6i FcRn ¢ pH 6,0, nhung van duy tri sy phu thudc vao do pH cua ching va
khong lién két v6i thy thé & pH 7,4. Bét ngd 1a bién thé chira REW ¢6 mite d6 lién két
manh hon > 160 lan & d6 pH co tinh axit va van khong phat hién dugc su lién két
trong cac diéu kién dugc thir nghiém & do pH trung tinh. Cac bién thé khang thé c6 su

lién két véi FeRn duoc céi thién so véi infliximab chira ving Fe cta IgG1 kiu dai.

Bang 6: Ai lyc ciia cac bién thé khang thé khang TNFa v6i FeRn ¢ pH 6,0 va
pH 7,4 nhu duoc x4c dinh bang phuwong phap SPR

pH 6,0 pH 7,4
, Su thay déi so Kbp
Kb Sw thay doi so voi o,
. v6i IFX (gapso  (nM)
(nM) wt (gap so 1an) .
lan)

Ab-wt 1000 NA
Ab-REW 5,61 178 75,8 NA
Ab-REW-2FF 6,24 160 68,1 NA
IFX 425 NA

NA: khong thu duoc s liéu do su lién két yéu.
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Vidu 5. Sy van chuyén xuyén bao

Phuong phap:

Ciac mang loc Transwell (1,12 cm?) c¢6 mang polytetrafloetylen
(polytetrafluoroethylene: PTFE) duoc phu colagen vé1i c@ 16 0,4 pm dugc G qua dém
trong moi truong phat trién hoan toan, sau d6 gieo 1,0 x 106 té bao T84 cho mbi giéng.
Dién tr& qua biéu mo (transepithelial electrical resistance: TEER) dugc theo doi hang
ngdy bing céch sir dung 6m ké MILLICELL-ERS-2. Céc mbi truong nudi cly dugc
phét trién trong thoi gian tir 4 dén 5 ngay trudce khi dat dén muac nhap dong véi gia tri
TEER ndm trong khoang tir 1000 dén 1300 Q x cm?. Truéc khi tién hanh céc thi
nghiém, céc 16p don duogc bd déi trong 1 gio trong dung dich mudi can bang cia Hank
(Hank’s Balanced Salt Solution: HBSS). Sau d6, 400 nM bién thé khang thé hodc IFX
mdt minh hodc cung véi 4000nM IgG bénh u tily cua ngudi voi tinh dac hiéu khong
lién quan duge cho thém vao khoang Transwell ¢ phia dinh. Cac mau dugc thu thap tir
ngudn phia ddy bén & thoi diém 0 gio va 4 giv sau khi cho thém. Nong do khang thé
trong ngudn phia day bén dugc xac dinh bing phuong phap ELISA. Tém lai, cac dia
Maxisorp c6 96 giéng dugc phu qua dém biang TNFa tai td hop hodc khang thé dic
hiéu tir dé khang Fc cta nguoi, ca hai mau nay dugc pha lodng dén ndéng do 1 pg/ml
trong PBS. Sau do, cac dia dugc phong bé bing PBS chta sira tach béo 4% trong 2 gio
& nhiét d6 trong phong, tiép d6 rira 4 1an bang PBS chira Tween 20 0,05%. Céc mAu
dugc 14y trong khi tht nghiém su véan chuyén xuyén bao dugc cho vao cic giéng va
duoc U trong 2 gid & nhiét do trong phong trude khi rira nhu trén day. Céac bién thé
khang thé da bét gitt, IFX hodc IgG tdng s6 dugc duge phat hién bang cach st dung
khang thé dic higu tir dé khang Fc cua nguoi lién hop voi phosphataza kiém (alkaline
phosphatase: ALP). Muc do lién két dugc quan sat bang miét thuong bang cach cho
thém 100 pul co chat ALP va phd hép thu & bude song 405nm duoc ghi lai. Luong bién
thé khang thé, IFX va IgG tong s6 di van chuyén duoc tinh tir duong cong chuén cia

mdi trong so céac bién thé khang the riéng biét.

Su van chuyén xuyén bao cla cic bién thé khang thé qua cac té bao phan cuc biéu md
cia nguoi
Két qua:

Céc bién thé khéng thé khang TNFa duoc thiét ké dugc thir nghiém vé su van
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chuyén xuyén bao qua 16p don t& bao va so sanh v6i khang thé kiéu dai hodc IFX 1a
khéng thé khac khang TNFa IgG1 cia ngudi. Cac két qua duoc thé hién trén Fig.2.
Khang thé khang TNFo kiéu dai duoc van chuyén tlr phia dinh dén ngudn phia day
bén. So vé6i IFX, khang thé IgG1 khéc ¢6 ving Fe kiéu dai, Ab-REW dugc van chuyén
nhidu hon gip 2,8 1n ciing nhu ddi voi trudng hop khéng thé Ab-REW-2FF.

Su van chuyén xuyén bao cia cac bién thé khang thé qua cac té bao phan cuc biéu md
clia ngudi véi sy ¢6 mit ciia IgG canh tranh
Két qua:

Téng luong globulin mién dich dugc van chuyén qua 16p don té bao T84 phan
cuc tir phia dinh dén ngudn phia déy bén khi céc bién thé khing thé khang TNFa dugc
& v6i IgG bénh u tiy ciia nguoi v6i luong du gp 10 1an & thoi diém 4 gio sau khi cho
thém 12 twong dwong déi vai tht ca cac khang thé. Tuy nhién, 4i luc v6i FcRn ¢ pH 6,0
tang 1én 1am cho su vAn chuyén khang thé khang TNFa ddc hi¢u qua 16p don té bao
cling cao hon dang ké v6i su ¢6 mat cua lwong du IgG canh tranh clia ngudi voi tinh

dic hiéu khong lign quan. Céc két qua duoc thé hién trén Fig.3.

Vidu 6. ADCC

Phuong phap:

Kit 15i th nghiém sinh hoc chira gen thong bao ADCC tir Promega dugc st
dung. Tém lai, cac té bao dich mTNFa CHO-K1 voéi néng dd 1 x 103/ml dugc céy 1én
céc dia nudi cdy mo (ddy tron) mau trang, 100ul/ giéng. Céc dia nay dugc u qua dém &
nhiét do 37°C/CO, 5%. Vao ngdy thtr 2, 95 ul moi truong thir nghiém dugc loai bd va
duoc thay thé bang 25ul té bao hiéu tmg Jurkat duoc thiét ké v6i ndng dd 3 x 10/ml.
Sau d6, cac dia nay dugc u trong 6 gid ¢ nhiét do 37°C/CO2 5%. Chét phan tmg
BioGlo™ duoc chuén khi két thic qué trinh @ Céc dia duge dé can bang dén nhiét do
moi trudng trong thoi gian tir 10 dén 20 phut truge khi cho thém 75 ul chét phan tGng
BioGlo™ vao mdi giéng. Sau khi  trong thoi gian tir 5 dén 10 phut trong moi truong
t6i, mirc do phat quang duoc xac dinh. Mo hinh 4-PL dugc st dung dé khép s6 lidu.

Céac két qua (xem Fig.4) cho thdy rang tht ca cac khang thé khang TNFo déu
gay ra ADCC nhung voi mue d6 khac biét. So v6i khang thé kidu dai Ab-wt, cc bién
thé khang thé cho thdy mirc do ADCC tang lén. Cu thé 13, bién thé khéang thé khong
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duoc fucosyl hoa Ab-REW-2FF c6 muc do ADCC dugec cai thién dang keé.

Vi du 7. Su lién két v6i Clq

Phuong phap:

Thir nghiém ELISA duogc thuc hién béng cach st dung cac dia MaxiSorp co 96
giéng trong do6 cac giéng dugc phu TNFa cia ngudi dugc pha loang dén ndng do 1
ng/ml trong PBS. Sau khi G qua dém 6 nhiét do 4°C, cac dia nay dugc phong bé bang
PBS chira sita tach béo 4% trong 1 giy va dugc rira bén 1an bing PBS chira Tween-20
0,05% (PBS-T). Sau do, cac lugng da chuén d6 cua khang thé IgG khang TNFo dugc
pha lodng trong PBS-T, dugc thém vao va U trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau
khi rira bang cach st dung PBS-T, Clq cta ngudi (0,5 pg/ml) duge pha loang trong
dém Veronal 0,1 M (CaClz 0,25 mM va MgCl, 0,8 mM ¢ pH 7,2), dugc cho thém vao
cac giéng va dugc U trong 1 gio. Sau do, cac giéng dugc rira nhu trén da mo ta trén day
true khi khang thé cta thé khang Clq cla nguoi dugc pha loang theo ty 1¢ 1:5000
trong PBS-T dugc cho thém vao cac giéng va dugc U trong 1 gio. Sau khi rira, khéng
thé tir Itra khang IgG clia tho da lién hop véi HRP duge pha lodng theo ty 1€ 1:5000
trong PBS-T duoc thém vao. Sau do, cac giéng dugce roa va 100ul co chit 3,3°,5,5°-
tetrametylbenzidin dugc cho thém vao mdi giéng. Mirc dd hép thu dugc do & budc
song 620nm bang cach st dung quang phé ké Sunrise.

Céc bién thé khang thé khang TNFo duoc bét gitt trén TNFa clia nguoi trude
khi C1q cua ngudi duge thém vao. Cac két qua (xem Fig.5) cho thdy rang khang thé
lien két véi C1q nhung voi cuong do lién két khac biét. Cu the 1a, Ab-REW va Ab-
REW-2FF lién két manh hon mot chit so v6i IFX. Su c6 mat cua fucoza & N-glucan
hai rau duge gin v6i N297 khong 6 hodc chi ¢6 anh huong rét nho dbi voi su lién két.
Thi bac mirc do lién két tir manh nhét dén yéu nhat 1a nhu sau: Ab-REW > Ab-REW-
2FF > IFX.

Vidu 8. CDC
Phuong phap:

Thir nghiém CDC khang TNFa do tinh géy doc té bao phu thudc khang thé cua

bd thé & tho. Cac té bao dich biéu hién mTNFa duge cay vao cac vi dia voi sy c6 mat

39



49988 40/69

ctia khang thé khang TNFa dé kich thich kha ndng gy doc té bao cua bd thé. Sau mau
lap lai doc lap (cac bién thé khang thé khang TNFa) va 4 mau lip cia chét chuén tham
chiéu (IFX) dugc chuin bi véi ndng d0 60 pg/ml, dugc pha loang ndi tiép (cac budc
pha loang la 1,3 14n) va cac dia pha loang dugc bit kin cho dén khi str dung. Cac té bao
dich chtra gen thong bao kha nang séng LUC duoc chuin bi v6i ndng do 1,5 x 10°/ml
va duroc bao quan trong bé nude & nhiét d 37°C. B6 thé clia thd dugc pha lodng ghp 3
1an dén ndng do thir nghiém cudi trong DMEM ¢6 ndng dod glucoza cao. Ngay sau khi
chuan bi xong, bd thé dugc két hop véi cac té bao dich theo ty 1& 1:1 (theo thé tich).
40ul ctia hdn hop b thé/té bao dich dwoc chuyén vao mdi giéng cua dia thtr nghiém.
Khang thé dugc tao ra trong dia pha lodng dugc chuyén vao cac té bao (20pl/giéng) va
sau d6 dia nay dugc 0 & nhiét do 36°C/CO: 1% trong 3,5 gid. Cac dia thit nghiém
dwoc dé can bang dén nhiét do trong phong trong moi trudng td1 trong 35 phut. Glo &
trang thai 4n dinh duoc 1am can bing dén nhiét o moi truong trong 120 phut trude
khi st dung, dugc cho thém vao dia thit nghiém (20 ul/giéng) va duogc bao quan &
nhiét do trong phong trong moi trudng t8i trong 35 phut truge khi mirc do phat quang
dugc xac dinh. Sau do, ty 1€ phén tram té bao chét dugc tinh toan ddi v6i mdi néng do
ctia mdi mAu va md hinh 4-PL duoc st dung dé khop s lidu.

Két qua:

Cac két qua dugc thé hién trén Fig.6 va trong Bang 7. Két qua vé ndng dd ECso
tuong ddi va % chét téi da twong dbi dbi voi hicu suét ctia mau thtr nghiém trong thir
nghiém CDC cho thdy tht hang hoat tinh rd rang phi hop véi ca hai két qua xic dinh
hoat tinh. Ab-REW cho thiy hoat tinh CDC cao hon so véi IFX, bt ké ham luong
fucoza. Khi so sénh truc tiép gitta cdc mau bién thé fucoza dé hiéu rd hon tac dong cia
ham luong fucoza déi v6i hoat tinh CDC, Ab-REW-2FF so v6i Ab-REW, cho thay
rang muc do dap ung hoat tinh CDC la twong duong. Su so sanh nay cho thiy muc do
dap tng ECso twong dbi 1a 97,1% va mic do dap Gng cua % chét t6i da twong ddi 1a
100,4%.

Béang 7: Hoat tinh CDC ctia céc bién thé khang thé khang TNFa vé gia tri ECso

twong ddi va % chét twong dbi so véi IFX

) ) EC50 twong ddi Ty 18 chét tbi da twong doi
So ID ciia mau . \
(phan tram) (phan tram)
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IFX 100 100
Ab-REW 123,7 113,8
Ab-REW-2FF 120,1 114,2

Vidu 9. Su cdm tng cac dai thuc bao diéu hoa

Phuong phap:

Céc té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) dugc phan 18p tir cac 16p buffy khoe
manh. Cac té bao dugc phan 1ap thong qua ly tam gradien Ficoll. Cac té bao cla hai
dbi tugng cho riéng biét dugc tron 13n vé6i sb lugng bang nhau va 2 x 10° té bao cla
hdn hop nay dugc trai trong céc dia 96 giéng voi tdng thé tich 100 pl/ giéng. Cac té bao
dugc 0 trong 48 gid & nhiét do 37°C/CO2 5%. Sau 48 gio, cac bién thé khang thé
khang TNFa hodc IFX dugc thém vao dé dat néng do cudi bé‘mg 10 pg/mL. Mbi hop
chit duoc cho thém I3p lai 5 hodc 6 Jan. Thé tich cubi bang 150 pl/ giéng. IgG1 trong
huyét thanh cua ngudi (Sigma #15154) dugce st dung lam d6i chimg. Sau khi cho thém
cac hop chit, cdc phan Gng cla té bao lympho hdn hop (mixed lymphocyte reaction:
MLR) dugc nudi cdy trong 4 ngdy nita & nhiét do 37°C/CO2 5%. Sau d6, cac dia duoc
rira bang cach st dung PBS/SmM EDTA (PBS/EDTA) va u v6i PBS/EDTA v6i lugng
50ul/giéng trong 20 phit ¢ nhigt do trong phong. Céc dia dugc ly tam va chét long
dugc tach ra. Khang thé dugc pha lodng trong PBS/EDTA (khang CD14-PE, khéang
CD206-APC, ca hai khang thé nay dugc pha loAng voi ty 1& 1:10). Céc t€ bao duge ti
tao huyén phu trong 50pl dung dich khéang thé va dugc u trong 20 phat & nhiét do
trong phong. Sau do, cac té bao duoc rira bang PBS/EDTA va dugce tai tao huyén phu
trong 50ul PBS/EDTA. Cac mau da nhudm dugc phan tich trén thiét bi FACS Fortessa
bang cach st dung phin mém FACSDiva. Viéc phan tich dugc thuc hién bang cach st
dung phin mém FlowJo.

Su cam tng cac dai thuc bao didu hoa duge phan tich trong 4 phan tng MLR
doc 1ap va déu thanh cong trong tAt ca cac thit nghiém (so sanh IFX véi d6i chung
T¢G). Céc két qua dugc thé hién trén Fig.7. Mre d6 cam (g boi TFX ¢6 thé khéac nhau
gitta cac thtr nghiém do thuc té r%mg mdi thtr nghiém dugc thyc hién béng cach su
dung dbi tugng cho khac nhau c6 sy thay d6i gitta céc dbi tuong. Tét ca cac bién thé

khang thé khang TNFo dugc thtr nghiém déu cam Ung dai thuc bao didu hoa
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CD14*CD206" véi mitc do thay dbi nhé giita cac hop chat. Ab-REW va Ab-REW-2FF
cam Uung nhiéu dai thuc bao didu hoa hon mét chut so v4i I[FX, tuy nhién, chi trong

truong hop Ab-REW-2FF, muc d tang 1én 1a dang ké.

Vidu 10. Uc ché su ting sinh cua té bao T
Phuong phéap:
Té bao PBMC dugc phén 14p tir cac 16p buffy khoe manh. Céc té bao dugc

phan 14ap thong qua ly tdm gradien Ficoll. Cac té bao cla hai ddi twong cho riéng biét
duge tron 13n véi sé luong bang nhau va 2 x 10° t& bao cua hdn hop nay dugc trai
trong cac dia 96 giéng voi téng thé tich 1a 100 nl/giéng. Céc té bao duoc U trong 48
giv & nhiét do 37°C/CO2 5%. Sau 48 gid, céc bién thé khang thé TNFo hodc IFX duge
thém vao dé dat néng d6 cudi 1a 10 pg/ml. Mbi hop chit dugc cho thém l3p lai ndm
hoic sau lan. Thé tich cubi 1a 150 pl/giéng. IgG1 trong huyét thanh cta ngudi (Sigma
#15154) dugce st dung lam d6i chung. Sau khi cho thém céac hop chét, cdc phan tng
cia t& bao lympho hén hop (MLR) dugc nudi cdy trong 2 ngdy nita & nhiét do
37°C/CO2 5%. Sau do6, thymidin d triti hoa (CH thymidin, 0,5 microCurie/giéng) dugc
cho thém vao san phdm nudi cdy. Cac san phim nudi ciy duoc u tiép trong 18 giv &
nhiét do 37°C/CO2 5%. Cac mau dugc thu hoach béng cach st dung thiét bi thu hoach
Microbeta Filtermat 96 6 va dugc phén tich bang cach st dung thiét bj dém vi dia
Microbeta duogc trang bi thiét bi phat hién riéng ré. Cac mau duoc dém trong 10
gify/giéng va dugc chuyén d6i thanh s6 dém/gidy (counts per minute: cpm).

Két qua:

Su tc ché sy ting sinh cla té bao T dugc do trong ba phan tng MLR doc 1ap va
dugc xac dinh la thanh cong néu IFX lam d6i chimg duong gly ra su uc ché. Mic do
trc ché boi IFX trong cac thir nghiém riéng bigt c6 thé khac nhau, didu nay c6 thé 1a do
su khac biét trong viéc cam ung dai thyc bao didu hoa. Trong mdi thir nghiém, kha
nang e ché sy ting sinh té bao T clia cac bién thé khang thé khang TNFa dugc tinh
todn so véi déi chimg duong IFX. Khéng thé Ab-REW-2FF cho thdy muc d9 tre ché
ting cuong dang ké so v6i IFX trong khi mtc dd tc ché boi Ab-REW la tuong duong
so v6i IFX (xem Fig.).

42



49988 43769

Vi du 11. Phan tich N-glycanPhuong phap:

50ul mdi bién thé IgG (1 mg/ml) duoc quay ly tdm xubng trong 10 phut & tbe
dd 13.000xg trude khi 1 pg trypsin da hoa tan trong 100 pl amoni bicacbonat 50 mM
(pH 7,8) dugc thém vao va dugc U qua dém ¢ nhiét do 37°C. Thiét bi ly tAm duoc
quay ly tam xudng véi tbc do 13.000xg trong 10 phut, va dong chay qua duoc chuyén
vao 6ng Eppendorf va dugc lam khd trong thiét bi SpeedVac (Heto Maxi dry). Céc
mau da lam kho duoc hoa tan trong 20 pl axit formic 1%, dugc nghién bing séng am
trong 30 gidy, va dugc ly tdm trong 10 phut ¢ tdc dd 16.100xg. Sau do, mdi mau dugc
chuyén vao lo méi, va tién hanh phan tich bing cach sic ky 16ng-khi phd nbi tiép
(liquid chromatography-tandem mass spectrometry: LC-MS/MS) pha nguoc (C18)
nano truc tuyén dbi voi peptit phan giai protein dugc thuc hién béng cach str dung hé
thdng sic ky Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific, M¥). Sul dung
dich peptit dugc bom vao cot chiét va peptit duoc rura gidi theo kiéu rura nguoc tu cot
chiét vao cot phan tich. Pha dong gdm c6 axetonitril va nuée loai dung dé khéi phd, ca
hai chét nay chtra axit formic 0,1%. Viéc tach bing cach sic ky dat duge bing cach st
dung gradien nhi phéan tir 3 dén 50 % axetonitril trong nuéc trong 60 phit voi tbc do
dong 12 0,3 wl/phut. Hé théng séc ky LC duge ndi véi pho ké khdi Q ¢6 tir cuc lai
chinh xac orbitrap (Thermo Fisher Scientific, M) bang ngudn ion héa phun dién tir
nano. Cac mau peptit dugc phan tich bang phuong phap phin manh phan ly do va
cham ning luong cao (high energy collisional dissociation: HCD) véi nang luong va
cham dugc chuin hoa & muc 20, thu dugc mot lAn quét danh gia Orbitrap trong
khoang khéi lwgng cia m/z 1a 300 - 2000, sau do la két qua MS/MS ctia muoi ion co
cuong do cao nhét trong thiét bi Orbitrap.

Viéc phan tich sb liéu dugc thuc hién trén thiét bj Xcalibur v2.0. Phd MS/MS
clia tit ca cac mau N-glyco-peptit dugc chiét bang cach tim kiém ion oxoni; 204,086
(N-axetylhexosamin) va 366,1388 (N-axetylhexosamin-hexoza). Bing cach st dung
phuong phap phan manh HCD v6i nang luong va cham dugc chuan héa & muc 20, céu
fric ctia glycan va khéi lugng peptit ddi voi IgG duge phat hién. Céc sdc phd ion chiét
dugc déi vei glycol-peptit dich (EEQYNSTYR déi véi IgG1) duge chiét v6i do chinh
x4c 10 phan triéu (ppm) va phd MS/MS tuong tng dugc kiém tra bang phuong phap
thi cong. Phuong phap phan manh HCD v6i ndng luong va cham dugc chuin hoa &

muc 35 dugc st dung dé phét hién trinh ty peptit va xac nhan rﬁng khéi lugng cua
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peptit twong Gmg Vv6i trinh tu cta peptit ding. Dién tich dugi duong cong cia tAt ca cac
glycol-peptit chiét duge dugc tinh todn va ty 1€ phin trim cla mdi dang glyco dugc
xac dinh.
Két qua:

Déi vé6i khang thé Ab-REW, hai dang N-glycan chiém wu thé va twong ung véi
> 90% téng lugng hdn hop N-glycan, cu thé 14 4GlcNac-1Fuc-3Man va 4GlcNac-
1Fuc-3Man-1Gal. Ca hai dang N-glycan chiém uu thé nay déu chtra fucoza trong 15i.
P& tao ra phién ban “khong dugc fucosyl héa” ciia Ab-REW (Ab-REW-2FF), co chét
mdi 2-deoxy-2-flo-1-fucoza (2FF) dugc st dung. Lép ban dd MS ctia khang thé nay
cho thiy rang phuong phap nay thanh cong trong viéc lam cho sy két hop cta fucoza
giam dang ké, do phat hién dugc sy giam tir > 90% xubng 13%. Céc dang N-glycan
chiém wu thé sau khi xu ly 1a gidng nhu cac bién thé duoc tao ra khi khong c6 mit

2FF, ngoai trr vi€c cac cAu triic nay khong c6 fucoza (xem thém Fig.10).

Bang 8: Ty 1& dang N-glycan dugc gin voi N297 cia khang thé IgG khing
TNFa

CAu tric N-glycan Ab-REW Ab-REW-2FF
(“o) (Vo)

4GlcNac-1Fuc-3Man 69,1 8,5

4GlcNac-1Fuc-3Man-1Gal 21,7 4,5

4GlcNac-3Man 0,7 64,3

4GlcNac-3Man-1Gal 0 17,3

Céc dang glycosyl hoa khac 8,5 5,4

44



49988 45/69
YEU CAU BAO HO

1. Khéng thé chira mién lién két TNFo va vi trf lién két FcRn, ¢6 i luc cao v6i FcRn
clia ngudi & pH 6, ai lyc cao nay duge dic trung b&i hing sd can bang phan ly (Kp)
nho hon 100 nM, va con khong c¢6 4i luc hodc co ai luc thap v6i FcRn cta nguoi & pH
7,4, ai luc thép nay dugc dic trung boi Kp 16n hon 10 pM, trong do trinh tu axit amin
ciia khang thé nay chira axit amin 311R, 428E, 434W, va trong d6 khang thé nay bao
gbm (i) mién Vi chira ving CDR1 ¢6 trinh ty axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ
ID NO:3, ving CDR2 ¢6 trinh tu axit amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:4, va
ving CDR3 ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:5, va (ii) mién
Vi chtra ving CDR1 ¢6 trinh tu axit amin nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO:6,
ving CDR2 ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:7, va ving
CDR3 ¢6 trinh tw axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:8.

2. Khang thé theo didm 1, c6 4i lyc v6i FeRn cua nguoi ¢ pH 6 16n hon éi lye cla

infliximab.

3. Khang thé theo didm 1 hoic 2, trong d6 ai luc cao v6i FcRn cua ngudi ¢ pH 6 néu

trén dugc dic trung béi hing s6 phan ly Kp nhé hon 10 nM.

4. Khéng thé theo diém bét ky trong sb cic didm néu trén, lién két véi TNFa cta

nguoi voi Kp nhé hon 100 pM.

5. Khang thé theo didm bat ky trong sb cac diém néu trén, dugc van chuyén qua 16p
don té bao phan cuc tir phia dinh dén phia day bén voi luong 16n hon luong

infliximab.

6. Khang thé theo diém 5, trong d6 lugng khang thé dugc van chuyén qua 16p don té
bao phén cuc 16n hon gép hai 1an lugng infliximab dugc van chuyén qua 16p don té

bao phén cuec.

7. Khang thé theo diém bit ky trong s6 cac diém néu trén, trong do ty 1é phan tram
khang thé 16n hon ty 1& phan trim infliximab dugc van chuyén qua 16p don té bao

phan cyc tir phia dinh dén phia day bén véi su c6 mit cla globulin mién dich canh
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tranh véi luong du ghp mudi 14n, trong do6 ty 1& phan tram ndy ding @& chi tdng khdi

lugng globulin mién dich dugc vén chuyén qua 16p don té bao phan cuc.

8. Khang thé theo diém 7, trong do ty 18 phan trim khéang thé dugc van chuyén qua
16p don té bao phan cuc 16n hon gp ba lan ty 1& phén trim infliximab dugc van

chuyén qua 16p don té bao phan cuc.

9. Khang thé theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, 1a khang thé khong dugc

fucosyl hoa hodc khang thé c6 muc do fucosyl hoa giam.
10. Dugc pham chita khang thé theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 9.

11. Phuong phép cai thién sy van chuyén xuyén bao cta khing thé khang lai TNFa,
bao gdm bude dua dot bién thé Q311R, M428E va N434W vao trinh tu axit amin cua
khang thé nay dé thu duoc khang thé néu trong didm 1 dén 9.

12. Phuong phap kéo dai thoi gian ban hiy trong huyét tuong ctia khang thé khang lai
TNFa, bao gdm budc dua dot bién thé Q311R, M428E va N434W vao trinh tur axit

amin ctia khang thé nay 8 thu duge khang thé néu trong diém 1 dén 9.
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Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

vVal
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Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

<220>
<223>

<400>

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

3
11
PRT

Trinh tu nhan tao

CDR L1 cua dong 16-22-HO05

3

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

49988

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Pro

Asn

395

Leu

vVal

Gln

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Phe Ser Gly Leu Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

4
7
PRT

Trinh ty nhé&n tao

CDR L2 cua dong 16-22-HO05

4

5

Gly Ala Ser Lys Leu Ala Ser

1

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

<220>

5
15
PRT

Trinh ty nhé&n tao

5

10

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Val

Pro

400

Thr

Val

Leu
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<223> CDR L3 cuna dong 16-22-HO05
<400> 5

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser Ser Ser Ser Asp Gly Ser Tyr Ala

1 5 10 15
<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CDR H1l cua dong 16-22-HO05

<400> ©

Gly Ile Asp Phe Asn Asn Tyr Gly Ile Gly

1 5 10
<210> 7

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> CDR H2 cua dong 16-22-HO05

<400> 7

Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Ala Ile Thr Asn Phe Ala Asn Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 8

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> CDR H3 cua dong 16-22-HOS5

<400> 8

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

1 5 10
<210> 9

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> VH cua IgG duogc lam gibng ngudi cua dong 16-22-H05

5



49988 57/69

<400> 9

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Ile Asp Phe Asn Asn Tyr
20 25 30

Gly Ile Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser Asp Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 10
<211> 114
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> VL cua IgG dugc lam gibng ngudi cta dong 16-22-HOS

<400> 10
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Lys Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Phe Ser Gly
20 25 30

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

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



49988

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr

65

70

Ala Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Ser

85

90

Ser Ser Asp Gly Ser Tyr Ala Phe Gly Gly

Leu

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Gly

Thr

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ser

vVal

Leu

Ile

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Gln

vVal
130

11
452
PRT

Trinh tu nhan tao

100

105

Ile Ser Gly Leu Gln Pro

75

Tyr Tyr Tyr Ser

Gly Thr Lys Leu

110

Chudi ning cua Ab-REW (dua trén dong 16-22-H0S5)

11

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gly

115

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Pro

100

Thr

Pro

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Val

Leu

Leu

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Ala

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Ser

Arg

Ala

Thr

Pro
135

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ser

Ala

Thr

Val

120

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ser

Ser

Lys

Leu

Ile

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ala

Ser

Val

Asp

Gly

Phe

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Thr
140

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Thr

125

Ser

Pro

Asn

30

Glu

Asn

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Ser
95

80

Ser

Thr Val

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

58/69



Ala

145

val

Ala

Val

His

Cys

225

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

vVal

Ser

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
370

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

vVal

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

val

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
375

49988

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

vVal

Ala

Arg

360

Gly

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Glu

Phe

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Arg

Ala

Pro

Thr

Ser
380

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Leu

Thr

255

Val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val
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Glu

385

Pro

Val

Glu

Ser

Trp

Val

Asp

His

Pro
450

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Tyr

Ile

Ala

65

Tyr

Cys

Pro

Val

Leu

Asp

Ala

50

Lys

Leu

Ala

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

12
454
PRT

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Gly

390

Asp

Trp

His

Gln

Gly

Gln

Trp

Trinh tu nhdn tao

49988

Pro

Ser

Gln

His
440

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Asn

395

Leu

Val

Gln

Chudi ning cla Ab-REW (dwa trén dong

12

Gln

Arg

Met

35

Cys

Gly

Gln

Arg

Gly
115

Leu

Leu

20

Cys

Ile

Arg

Met

Gly

100

Gln

Val

Ser

Trp

Asp

Phe

Asn

85

Gly

Gly

Glu

Cys

val

Ser

Thr

70

Ser

Tyr

Thr

Ser

Lys

Arg

Arg

55

Ile

Leu

Gly

Leu

Gly

Ala

Gln

40

Arg

Ser

Arg

Gly

Val
120

Gly

Ser

25

Ala

Glu

Lys

Ala

Asp

105

Thr

Gly

10

Gly

Pro

Glu

Asp

Glu

90

Gly

val

Leu

Ile

Gly

Ser

Ser

75

Asp

Val

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Thr

Lys

Cys

430

Leu

17-22-B03)

Val

Asp

Lys

Asp

60

Ser

Thr

Asp

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ala
125

Pro

Ser

30

Leu

Ala

Asn

Val

Ala

110

Ser

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Gly

15

Ala

Glu

Ser

Thr

Tyr

95

Phe

Thr

Pro

400

Thr

Val

Leu

Gly

Gly

Trp

Trp

Val

80

Tyr

Asp

Lys

60/69



Gly

Gly

145

vVal

Phe

Val

val

Lys

225

Leu

Thr

Val

vVal

Ser

305

Leu

Ala

Pro

Pro

130

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

210

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

290

Thr

Asn

Pro

Gln

Ser

Ala

Val

Ala

vVal

195

His

Cys

Gly

Met

His

275

Val

Tyr

Gly

Ile

Val
355

vVal

Ala

Ser

Val

180

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

260

Glu

His

Arg

Lys

Glu

340

Tyr

Phe

Leu

Trp

165

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

245

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

325

Lys

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

230

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

310

Tyr

Thr

Leu

Leu

135

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

215

His

Val

Thr

Glu

Lys

295

Ser

Lys

Ile

Pro

49988

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

200

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

280

Thr

val

Cys

Ser

Pro
360

Pro

Val

Ala

Gly

185

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

265

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

345

Ser

Ser

Lys

Leu

170

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

250

Val

Phe

Pro

Thr

Val

330

Ala

Arg

10

Ser

Asp

155

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

235

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

315

Ser

Lys

Glu

Lys

140

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

220

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

300

Leu

Asn

Gly

Glu

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

205

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

285

Glu

His

Lys

Gln

Met
365

Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
Val
Ala
Pro
Val
270
Val
Gln
Arg
Ala
Pro

350

Thr

Ser

Glu

His

175

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

255

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

335

Arg

Lys

Gly

Pro

160

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

240

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

320

Pro

Glu

Asn
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Gln Val
370

Ala Vval

385

Thr Pro

Leu Thr

Ser Val

Ser Leu

Glu Trp

Pro Val

Val Asp

420

Glu His
435

Ser Leu Ser Pro

450

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

<220>
<223>

<400>
Glu Pro

1

Pro Glu

Lys ASp

Val Asp

50

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp

13
232
PRT
Trinh tu

vung
13

Lys Ser

Leu Leu
20

Thr Leu

35

Val Ser

Val Glu

Ser Thr

Leu Asn
100

49988

Thr Cys Leu Val Lys Gly
375

Glu Ser Asn Gly Gln Pro
390

Leu Asp Ser Asp Gly Ser
405 410

Lys Ser Arg Trp Gln Gln
425

Glu Ala Leu His Trp His
440

Gly Lys

nhdn tao

Fc cuaa Ab-REW (bao gdm vung

Cys Asp Lys Thr His Thr

Gly Gly Pro Ser Val Phe
25

Met Ile Ser Arg Thr Pro
40

His Glu Asp Pro Glu Val
55

Val His Asn Ala Lys Thr
70

Tyr Arg Val Val Ser Val
85 90

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
105

11

Phe

Glu

395

Phe

Gly

Tyr

ban

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Tyr

380

Asn

Phe

Asn

Thr

[
Dy

Pro

Phe

Val

Phe

60

Pro

Thr

Val

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
445

Pro

Pro

Thr

45

Asn

Arg

Val

Ser

Ser

Tyr

Tyr

Phe

430

Lys

Cys

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
110

Asp

Lys

Ser

415

Ser

Ser

Pro
15

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

95

Lys

Ile

Thr

400

Lys

Cys

Leu

Ala

Pro

vVal

Val

Gln

80

Arg

Ala

62/69



Leu

Arg

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
225

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

210

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Ala
115

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

195

Ser

Ser

14
11
PRT

Pro

Gln

Val

vVal

Pro

180

Thr

Val

Leu

Trinh tu

CDR L1 cua dong 17-22-B03

14

Ile

Val

Ser

Glu

165

Pro

vVal

Glu

Ser

nhdn tao

Glu

Tyr

Leu

150

Trp

Val

Asp

His

Pro
230

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

215

Gly

49988

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

185

Arg

Leu

Ser Lys

Pro Ser

Val Lys

155

Gly Gln

170

Asp Gly

Trp Gln

His Trp

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

15
7
PRT

Trinh ty nhan tao

CDR L2 cua dong 17-22-B03

15

5

Lys Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1

5

10

12

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Ser

Gln

His
220

Lys

125

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

190

Asn

Thr

Gln

Met

Pro

Asn

175

Leu

Val

Gln

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys
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<210> 16
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CDR L3 cua dong 17-22-B03

<400> 16

Gln Cys Thr Tyr Tyr Glu Pro Ser Tyr Val Phe Arg Ala

1 5 10
<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> CDR Hl cua déng 17-22-B03

<400> 17

Gly Ile Asp Phe Ser Ala Gly Tyr Asp Met Cys

1 5 10
<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> CDR H2 cua dong 17-22-B03

<400> 18

Cys Ile Asp Ser Arg Arg Glu Glu Ser Asp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 19

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CDR H3 cua dong 17-22-B03

<400> 19

Gly Gly Tyr Gly Gly Asp Gly Val Asp Gly Ala Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 20

13

64/69



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ile

Ala

65

Tyr

Cys

Pro

Val

Leu

Asp

Ala

50

Lys

Leu

Ala

Trp

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

<220>
<223>

<400>

124
PRT

Trinh tu nhan tao

49988

VH cia IgG dugc lam gidng ngudi cua dong

20

Gln

Arg

Met

35

Cys

Gly

Gln

Arg

Gly

115

21
112
PRT

Leu

Leu

20

Cys

Ile

Arg

Met

Gly

100

Gln

Trinh tu

Val

Ser

Trp

Asp

Phe

Asn

85

Gly

Gly

nhan tao

Glu

Cys

Val

Ser

Thr

70

Ser

Tyr

Thr

Ser

Lys

Arg

Arg

55

Ile

Leu

Gly

Leu

Gly

Ala

Gln

40

Arg

Ser

Arg

Gly

Val
120

Gly

Ser

25

Ala

Glu

Lys

Ala

Asp

105

Thr

Gly

10

Gly

Pro

Glu

Asp

Glu
90

Gly

val

Leu

Ile

Gly

Ser

Ser

75

Asp

Val

Ser

Val

Asp

Lys

Asp

60

Ser

Thr

Asp

Ser

VL cua IgG dugc lam gibéng ngudi cua dong

21

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Pro Ser Ser Leu Ser

10

Gln Ala Ser Gln Ser

25

Pro Gly Lys Ala Pro

40

14

65/69

17-22-B03

Gln Pro Gly Gly
15

Phe Ser Ala Gly
30

Gly Leu Glu Trp

Tyr Ala Ser Trp

Lys Asn Thr Val
80

Ala Val Tyr Tyr
95

Gly Ala Phe Asp
110

17-22-B03 - (sc08)

Ala Ser Val Gly
15

Ile Ser Ser Tyr
30

Lys Leu Leu Ile
45



Tyr LysS

Ser Gly
65

Glu Asp

Tyr Val

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Lys
50

Ser Gly
65

Ala Asp

Tyr Val

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

Ala

Ser

Phe

Phe

22
112
PRT

Ser

Gly

Ala

Arg
100

49988

Thr Leu Ala Ser Gly Val
55

Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70

Thr Tyr Tyr Cys Gln Cys
85 90

Ala Phe Gly Gly Gly Thr
105

Trinh ty nhan tao

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

60

Ser

Tyr

Leu

VL cua IgG dugc lam gidng nguoi cua dong

22

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Phe

23
219
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Arg
100

Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Ser Ser

Ile Lys Cys Gln Ala Ser
25

Gln Gln Lys Pro Gly Lys
40

Thr Leu Ala Ser Gly Val
55

Thr Glu Phe Thr Leu Thr
70

Thr Tyr Tyr Cys Gln Cys
85 90

Ala Phe Gly Gly Gly Thr
105

nhan tao

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Leu

Arg

Ser

Tyr

Thr

17-22-B03 -(sc02)

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Leu

Glu

Val
110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val
110

Ser

Gln

Pro

95

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Leu

Gly

Pro

80

Ser

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Ser

Gly
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<220>

<223> Chudi nhe cua IgG dugc lam gibng nguoi cua dong 17-22-B03 -
(sc08)

<400> 23

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

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Tyr Lys Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

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

Tyr Val Phe Arg Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

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

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

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

16



<210> 24
<211> 219
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

(sc02)

<400> 24

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Ala

Tyr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Ile Gln

Arg Val

Ala Trp

35

Lys Ala

Gly Ser

Asp Phe

Val Phe

Thr Val

115

Leu Lys

130

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Arg

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Ala

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Trinh tu nhan tao

Gln

Lys

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Phe

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

49988

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Val

120

Ser

Gln

vVal

Leu

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Chudi nhe cua IgG dugc lam gibng

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Cys

90

Thr

Ile

vVal

Lys

Glu

170

Leu

Thr

17

ngudi cua dong 17-22-B03 -

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Leu

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asp

Tyr

Thr

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Glu

Val

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Val

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser
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195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
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