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Linh vue k§ thuit dwoce dé cap
Sang ché dé cip dén linh vuc dwoc phim, va cu thé 1a duge pham chira khéang

thé khang IL-4R hodc doan gin két khéng nguyén cia no.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché
Céc tuyén bd & day chi cung cip thong tin co s& ¢6 lién quan dén phin moé ta

sang ché va khong nhét thiét tao nén giai phap ky thuat da biét.
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ting khong de doa dén cudc séng va cic bénh di Gng de doa dén cude sbng. Céc
phwong phap diéu tri bénh di ung hién nay bao gdm tranh di img nguyén, diéu tri dugc
ly chéng cac triéu ching, va du phong béng liéu phap mién dich dic hiéu di tng
nguyeén.

Intolokin-4 (IL-4, ciing dugc biét dén 1a yéu t6 kich thich té bao B hodc BSF-1)
dugc dic trung béi kha ning kich thich su ting sinh cta té bao B khi dap tung tng voi
cac khang thé khang globulin mién dich trén bé mat & ndng d6 thip. IL-4 da duoc
chiing minh 1a c6 hoat tinh sinh hoc rong, bao gém kich thich‘su phat trién cta té bao
T, té bao mast, té bao hat, t& bao nhan khé)ng 16, hﬁ”)ng ciu, v.v.. IL-4 kich thich su biéu
hién MHC-II & céc té bao B nghi va ting cuong tiét cac globulin mién dich IgE va
IgG1 béi céc té bao B hoat hoa.

Hoat tinh sinh hoc cua IL-4 dugc giy ra béi cac thu thé IL-4 dic hiéu trén bé
mit té bao (IL-4R). Thu thé IL-4 (IL-4R) bao gém 802 gbc axit amin, va IL-4R dugc
biéu hién trén bé mit cua té bao T, t& bao B, té bao tuyén tre, té bao tdy xuong, dai
thuc bao va t& bao mast. Chudi o cia IL-4R ciing 13 mot phan cia thu thé IL-13
(IL-13R), va do d6 IL-4R ciing c6 thé 1am trung gian cho hoat tinh sinh hoc cta IL-13.
Gibng nhu mot liéu phap méi, dwoc phdm chira chat ddi khang IL-4R va hdn hop clia
ching c6 thé duoe sir dung cho dbi twong trude, trong hodc sau khi tiép xuc véi di tng

nguyén hodc sau khi bi€u hién céc tri€u ching di ung.
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Céc ché phém cod néng do6 protein cao dét ra cac thach thic vé d6 6n dinh vat ly
va héa hoc cia protein va gip kho khan trong qua trinh bao ché, bao quan va phén
phéi ché phdm protein. Mot van d& d6 1a protein c6 xu huéng tao thanh cac hat trong
qua trinh x ly va/hodc bdo quan khién cho cac hoat dong trong qua trinh xtr 1y tiép
theo gép kho khan.

Hién nay, cac don yéu ciu cp patent dé cap dén khang thé khang IL-4R va ché
phim cta né bao gdm cong bd don quéc t& s6 WO2010053751, WO2001092340,
W02008054606, W0O2014031610, cong bd don yéu cu cAp patent Trung Qudc sd
CN106604744A, v.v..

Ban chit k§ thuit clia sing ché

™ . AA 1oL o 1A 1A
Do d§ nhét cua ché ph

am protein tdng co tdc d
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ché phadm dén khau phéan phdi thuéc dén bénh nhén, nén van cin phat trién mot ché
phim protien c6 ndng d6 twong déi cao va d nhdt thip thich hop, trong d6 do nhét
thap 1a thich hop dé bao ché, bao quan va st dung ché pham protein.

Sang ché dé cap dén duoc phim chira khang thé khang IL-4R hodc doan gin
két khang nguyén ctia né va chat dém, trong d6 chit dém nay duoc chon tir chat dém
histidin-axit axetic, va dugc pham nay c6 d pH nim trong khoang tir khoang 4,5 dén
6,0, tét hon 13 nam trong khoang tir khoang 4,5 dén 5.5, tot nhét & khoang 5,0.

Theo mot s6 phuong an, trong dugc phém duogc mo ta trén day, chat dém co6 dd
pH nam trong khoang tir 4,8 dén 5,5, t6t hon 1a khoang 5,0.

Theo mdt vai phuong 4n, chit dém trong dugc phim c6 do pH nim trong
khoang tir khoang 4,5 dén 6,0, tdt hon 13 nim trong khoang tur 4,5 dén 5.5, tot hon 1a
nim trong khoang tir khoéng 4,6 dén 5,5, tot hon 1a ndm trong khoang tir khoang 4,7
dén 5,5, tét hon 1a nam trong khoang tir khoang 4,8 dén 5.5, tir 4,9 dén 5,5, tbt hon 1a
ndm trong khoang tir khoang 5,0 dén 5.5, tot hon 1a ndm trong khoang tir khoang 5.2
dén 5.5, hoic tdt hon 1a ndm trong khoang tr khoang 5,3 dén 5,5, tot nhét 1a 5,0, va
cac vi du khong gidi han bao gém khoang 4,5, khoang 4,6, khoang 4,7, khoang 4,8,
khoang 4,0, khoang 5,0, khoang 5,1, khoang 5,2, khoang 5,3, khoang 5,4 va khoang
5,5.

Theo mot vai phuong an, chit dém histidin-axit axetic trong dugc phém co
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ndng d6 nim trong khoang tr 10 mM dén 60 mM, va cac vi du khong gii han bao
gdm khoang tir 10 mM dén 30 mM, tir 10 mM dén 40 mM, va tir 20 mM dén 50 mM.

Theo mot vai phuong 4n, chit dém trong dugc phdm c6 ndng d6 nim trong
khoang tir khoang 10 mM dén 50 mM, t6t hon 13 tir khoang 10 mM dén 30 mM, va céc
vi du khong gi6i han bao gbm 10 mM, 12 mM, 14 mM, 16 mM, 18 mM, 20 mM, 30
mM, 32 mM, 34 mM, 36 mM, 38 mM, 40 mM, 42 mM, 44 mM, 46 mM, 48 mM va 50
mM, va t6t nhét 13, chét dém c6 néng do b%mg khoang 20 mM hodc 50 mM.

Theo mot vai phuong 4n, khang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang
nguyén cua né trong duogc phdm c6 ndng do nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 200
mg/mL, va céc vi du khong gidi han bao gdm: 110 mg/mL, 120 mg/mL, 130 mg/mL,
140 mg/mL, 150 mg/mL, 160 mg/mL, 170 mg/mL, 180 mg/mL, 190 mg/mL, 200
mg/mL, va khodng bét ky gitta chiing.

Theo mot vai phuong an, khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén cia né trong dugc phim c6 ndng do nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 180
mg/mL.

Theo mdt vii phuong 4n, khéng thé khang IL-4R hogic doan gin két khang
nguyén cia nd trong dugc phim c6 ndng do bang khoang 150 mg/mL.

Theo mot vai phuong an, khang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang
nguyén cla n6 trong dugc phim c6 ndéng do bang 100 mg/mL hodc 16n hon, t6t hon 1a
nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 150 mg/mL, va t5t nhat 13 120 mg/mL.

Theo mot vai phuong 4n, khing thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén cta né trong duoc phim c6 ndng do nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 140
mg/mL.

Theo mét vai phuong é&n, khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén cia né trong duogc phdm c¢6 ndéng do ndm trong khoang tir 100 mg/mL dén 120
mg/mL, va cac vi du khdng gi¢i han bao gbém: 102 mg/mL, 104 mg/mL, 106 mg/mL,
108 mg/mL, 110 mg/mL, 112 mg/mL, 114 mg/mL, 116 mg/mL, 118 mg/mL va 120
mg/mL.

Theo mdt vai phuong én, duoc phém con chira chat cai bién do nhét, trong d6
chét c4i bién do nhét duge chon tir nhém bao gdm MgCly, CaClz, NaF, NaSCN, KCl,
CH3COONa, Na,SO4, Nal, Arg-HCI, arginin, histidin va lysin, t6t hon 1a duge chon tur
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nhém bao gbm MgCly, histidin va arginin hydroclorua (Arg-HCL).

Theo mét vai phuong 4n, dugce phém chira chét cai bién d6 nhét. Trong mot vai
truong hop, ché phim khang thé c6 dd nhét cao do ndng do khang thé cao. Theo mot
vai phuong 4n, chét cai bién do nhét 13 lysin, arginin hodc histidin. Theo mot vai
phuong 4n, chat cai bién do nhét 12 arginin. Theo mdt vai phuong 4n, chét céi bién do
nhdt bao gf‘)m dang mudi, nhuy mudi cia arginin, lysin hodc histidin. Theo mot vai
phuong an, chét cai bién d6 nhét 13 axit amin, nhu axit amin dang L, nhu L-arginin,
L-lysin hodc L-histidin. Theo mdt vai phuong an, chét cai bién d6 nhdt duoc chon tir
nhom bao gém MgCl,, CaCl,, NaF, NaSCN, KCI, CH3COONa, Na;SOs, Nal,
Arg-HCI, histidin va lysin. Theo mdt vai phuong an, chét cai bién dd nhét dugce chon
tir nhom bao gdm MgCl,, histidin va Arg-HCI.

Theo mot vai phuong an, chét cai bién d0 nhét c6 ndéng d6 nim trong khoang tix
khoang 5 mM dén khoing 220 mM. Céac vi du khdng gi6i han bao gbm bao gbm,
nhung khong chi gidi han 6: 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM,
70 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110 mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 150 mM,
160 mM, 170 mM, 180 mM, 190 mM, 200 mM, 210 mM, hodc 220 mM, va khoang
bét ky gitta chung.

Theo mot vai phuong an, chét cai bién do nhét c6 ndng d6 nam trong khoang tir
khoang 10 mM dén khoang 220 mM. Theo mdt vai phuong én, chét cai bién do nhot
¢6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang 50 mM dén khoang 180 mM.

Theo mot vai phuong an, chét cai bién dd nhét c6 ndng d6 nam trong khoang tir
khoang 5 mM dén khoang 148 mM.

Theo mdt vai phuong an, chét cai bién d6 nhét co nf‘)ng d6 ndm trong khoang tir
khoang 50 mM dén khoang 120 mM.

Theo mdt vai phuong an, chit cai bién d6 nhét c6 ndng do nim trong khoang tur
khoang 5 mM dén khoang 50 mM. Theo mdt vai phuong 4n, chét cai bién do nhét co
ndng d6 nam trong khoang tir khoang 10 mM dén khoang 40 mM.

Theo mot vai phuong én, dugc phém c6 dd nh6t dudi 40 mPa.s hodc dudi 30
mPa.s.

Theo mot vai phuong én, duoc phim c6 do nhét dudi 20 mPa.s.

Theo mot vai phuong an, chét cai bién do nhét trong dugce pham co ndng do
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ndm trong khoang tir 50 mM dén 148 mM, t5t hon 12 ndm trong khoang tir 85 mM dén
120 mM.

Theo mét vai phuong én, chét cai bién do nhot 1a:

i) arginin hydroclorua c6 néng dd nim trong khoang tir 5 mM dén 220 mM;

ii) histidin c6 ndng d6 nim trong khoang tir 5 mM dén 100 mM; hoic

iii) MgClz ¢6 ndng d6 nim trong khoang tir 5 mM dén 90 mM.

Theo mdt vai phuong an, chét cai bién do nhét 1a:

i) arginin hydroclorua c¢6 ndng d ndm trong khoang tir 10 mM dén 220 mM;

ii) histidin c6 ndng dd nim trong khoang tir 10 mM dén 100 mM; hoic

iii) MgCl, c6 ndng d6 nim trong khoang tir 10 mM dén 90 mM.

¢6 non

gQ

Theo mot vai phuong 4n, chét cai bién @6 nhét 1 arginin hydrocloru
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Theo mot vai phuong 4n, chét cai bién do nhét 13 histidin c6 ndng dd nim trong
khoang tor 5 mM dén 100 mM, va cac vi du khong gidi han bao gém 10 mM, 20 mM,
30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM hogc 100 mM, va khoang
bét ky gitta chiing.

Theo mot vai phuong an, chit cai bién do nhét 1a MgCla c6 ndng dd nam trong
khoang tr 10 mM dén 90 mM va cac vi du khong gidi han bao gbébm 10 mM, 20 mM,
30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM, 70 mM, 80 mM hodc 90 mM, hodc khoang bét ky
gitta chung.

Theo mot vai phwong 4n, khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén cia né trong dugc phém c¢6 ndng dd nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 200
mg/mL, va chit cai bién dd nhét duogc chon tir nhom bao gém MgCl,, histidin va
arginin hydroclorua.

Theo mot vai phuong an, néu khang thé khang IL-4R hodc doan ghn két khang
nguyén cta né trong duogc phim c6 ndng d6 nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 200

mg/mL, chét cai bién do nhét duge chon tir nhdm bao gém MgCly, histidin va arginin
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hydroclorua c6 ndng d6 nim trong khoang tir 50 mM dén 200 mM.

Theo mdt vai phuong 4n, néu khang thé khang IL-4R ho#c doan gin két khang
nguyén cia noé trong dugc phim c6 ndng d6 nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 200
mg/mL, thi chét cai bién d6 nhét duge chon tir nhém bao gdm MgCl, ¢6 ndng d6 nim
trong khoang tir 50 mM dén 90 mM, histidin c6 ndng d6 nim trong khoang tir 50 mM
dén 100 mM va arginin hydroclorua c6 néng d§ nim trong khoang tir 10 mM dén 200
mM, tét hon 12 ndm trong khoang tir 50 mM dén 180 mM.

Theo mdt vai phuong 4n, khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén cua né trong dugc phim c6 ndng do niam trong khoang 120 mg/mL dén 150
mg/mL, va chit cai bién d6 nhét duge chon tir nhém bao gdm MgCla ¢6 ndng do nim

trong khoang tir 50 mM dén 90 mM, histidin c6 ndng dd nim trong khoang tir 50 mM

J4

dén 100 mM va arginin hydroclorua c6 ndng d9 nim trong khoang tir 50 mM dén 120
mM.

Theo mdt vai phuong an, khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén clia né trong dugc phim c6 ndng do nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 140
mg/mL, va chit cai bién d6 nhét duoc chon tr nhém bao gdm histidin, arginin
hydroclorua va MgClz ¢6 ndéng dd nim trong khoang tir 5 mM dén 50 mM va tét hon
14 histidin, arginin hydroclorua hodc MgCl c6 ndng d6 nam trong khoang tir 10 mM
dén 40 mM.

Theo mdt vai phuong an, khéng thé khang IL-4R hodc doan ghn két khang
nguyén cua né trong dugc phdm c6 ndng do nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 140
mg/mL, va chit cai bién d6 nhét 12 histidin, arginin hydroclorua hogc MgClz ¢6 ndng
d6 bang 30 mM.

Theo mdt vai phuong an, khang thé khang IL-4R ho#ic doan gin két khang
nguyén cuia nd trong dugc phdm c6 ndng do nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 120
mg/mL, va chét cai bién d nhét duge chon tir nhém bao gom histidin, arginin
hydroclorua va MgCla ¢6 ndng do nim trong khoang tir 5 mM dén 50 mM va tot hon
13 histidin, arginin hydroclorua hodc MgCl2 c6 ndng do nam trong khoang tr 10 mM
dén 40 mM. |

Theo mot vai phuong an, chét cai bién do nhét trong duge phém dugc chon tu

nhém bao gdm MgClz ¢6 ndéng d6 nim trong khoang tir 50 mM dén 90 mM, histidin
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c¢6 ndng d6 nam trong khoang tir 85 mM dén 100 mM va arginin hydroclorua c6 ndng
d6 ndm trong khoang tir 90 mM dén 120 mM.

Theo mdt vai phuong an, chét cai bién do nhot trong dugc phérn dugc chon tir
nhom bao gdm histidin, axit arginin clohydric va MgClz c6 ndng do nim trong khoang
tir 5 mM dén 50 mM va tbt hon 1a histidin, axit arginin clohydric hodc MgCl> c6 ndng
d6 ndm trong khoang tir 10 mM dén 40 mM.

Theo mét vai phuong an, dugc phim con chira chit hoat dong bé mat, t&t hon 12
polysorbat 80.

Theo mot vai phuong an, chéit hoat dong bé mit trong dugc phém cd néng do
nim trong khoang tir 0,1 mg/mL dén 1,2 mg/mL, t&t hon 13 0,8 mg/mL.

N
A

Theo mot vai phuong an, chit hoat dong bé mit trong dugc phém c6 nong do
nam trong khoang tr khoang 0,1 mg/mL dén 1,0 mg/mL, tt hon 1a nim trong khoang
tir 0,2 mg/mL dén 0,8 mg/mL, t8t hon nita 12 ndm trong khoang tr 0,4 mg/mL dén 0,8
mg/mL, va cac vi du khong gi6i han bao gbm, nhung khong chi gi6i han @, 0,2
mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,45 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,55 mg/mL, 0,6 mg/mL,
0,7 mg/mL, 0,8 mg/mL, 0,9 mg/mL, 1,0 mg/mL hodc khoang bét ky gitta ching, va t6t
nhét 12 chit hoat dong bé mit c6 ndng do bé‘mg 0,8 mg/mL.

Theo mot vai phuong 4n, duge phim dugc md ta trén day bao gdm:

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gin két khédng nguyén clia nd c6 ndng dod
nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 200 mg/mL; (b) chat dém histidin-axit axetic ¢6
ndng d6 nim trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-6,0; (c) cht cai bién do
nhét ¢6 ndng d6 nam trong khoang tir 50 mM dén 220 mM; va (d) polysorbat 80 ¢
ndng d6 nim trong khoang tr 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL, trong d6 chét cai bién do
nh6t duoc chon tir nhém bao g@)m: MgCly, CaCly, NaF, NaSCN, KCl, CH;COONa,
NaSOs, Nal, arginin, arginin hydroclorua, histidin va lysin; t5t hon 1a chét cai bién do
nhét duoc chon tir nhém bao gdm MgCly, histidin va arginin hydroclorua.

Theo mot vai phuong én, dugc phdm con chua chit 1am dn dinh, trong d6 tbt
hon 13 chit 1am 6n dinh dugc chon tir nhém bao gém trehaloza va sucroza, va tot hon
12 sucroza.

Theo mot vai phuong éan, chét 1am 6n dinh trong dugc phim c6 ndng do nam

trong khoang tr 20 mg/mL dén 70 mg/mL, t6t hon 1a tir 40 mg/mL dén 60 mg/mL, va
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t6t nhét 12 58 mg/mL.

Theo mdt vai phwong an, chit lam 8n dinh trong dugc phim c6 ndng do nam
trong khoang tir 40 mg/mL dén 70 mg/mL.

Theo mot vai phuong an, dudng trong dugc phdm dugc mo ta trén day co ndng
d6 nam trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 60 mg/mL, tét hon 1a nam
trong khoang tir 55 mg/mL dén 60 mg/mL, va c4c vi du khong giéi han bao gom 50
mg/mL, 51 mg/mL, 52 mg/mL, 53 mg/mL, 54 mg/mL, 55 mg/mL, 56 mg/mL, 57
mg/m, 58/mL, 59 mg/mL va 60 mg/mL.

Theo mot vai phwong an, dugc phém chira:

(a) khang thé khang IL-4R hojc doan gén két khang nguyén cta no6 c6 ndng do
ndm trong khoang tir 100 mg/mL dén 150 mg/mL; (b) chat dém histidin-axit axetic c6

A 7

ndng d6 nam trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (¢) chét cai bién

[
CO»

nhét ¢6 ndng d6 ndm trong khoang tr 80 mM dén 148 mM, hodc tir 5 mM dén 50
mM; (d) polysorbat 80 co ndng d6 nim trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL;
va (e) sucroza c6 ndng dd nam trong khoang tir 40 mg/mL dén 60 mg/mL, trong d6
duge phdm c6 d6 nhét nhé hon 20 mPa.s.

Theo mot vai phwong an, dugc pham chira:

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gin két khang nguyén cla nd co nbéng do
nam trong khoang tr 100 mg/mL dén 150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6
nf“)ng do nam trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (¢) chét cai bién do
nhét ¢6 ndng d6 nam trong khoang tr 80 mM dén 148 mM; va (d) polysorbat 80 co6
ndng d6 nim trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL.

Theo mot vai phuong an, dugc pham chtra:

(a) khang thé khing IL-4R hodc doan gén két khang nguyén ciia n6 c6 nbéng do
nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 120 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic co
ndng d6 nim trong khoang tir 10 mM dén 20 mM, pH 4,5-5,5; (c) histidin co ndng do
ndm trong khoang tr 10 mM dén 40 mM; (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong
khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,0 mg/mL; va (e) sucroza c6 ndng d6 nam trong khoang tir
50 mg/mL dén 60 mg/mL.

Theo mot vai phuong an, dugc phdm chira:

(a) khang thé khang IL-4R hoic doan gin két khang nguyén cua né co ndng do
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nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 140 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢
ndng do ndm trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (c) chét cai bién do
nhét c6 ndng dd nim trong khoang tir 10 mM dén 40 mM; (d) polysorbat 80 c6 ndng
d6 ndm trong khoang tir 0,4 mg/mL dn 1,2 mg/mL; va (e) sucroza c6 ndéng do nim
trong khoang tir 40 mg/mL dén 70 mg/mL;

hodc,

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gén két khang nguyén cia no co ndéng do
nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 200 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢
ndng do nam trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (¢) chét cai bién do
nhét c6 ndéng dd nam trong khoang tir 40 mM dén 220 mM; va (d) polysorbat 80 c6
ndng d6 nam trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL;

trong d6 chat cai bién @6 nhét duge chon tir nhém bao gbm: Mg
NaF, NaSCN, KCl, CH3;COONa, Na;SO4, Nal, arginin, arginin hydroclorua, histidin
va lysin.

Theo mot vai phuong 4n, dugc pham cha:

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gin két khang nguyén cua nd co nong dd
ndm trong khoang tr 100 mg/mL dén 140 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6
ndng d6 nim trong khoang tr 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (c) chét cai bién do
nhét c6 ndng d6 nam trong khoang tr 10 mM dén 40 mM; (d) polysorbat 80 c6 noéng
d6 nam trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (e) sucroza c ndng do nim
trong khoang tir 40 mg/mL dén 70 mg/mL, trong d6 chét cai bién do nhot 1a histidin,
arginin hydroclorua hogc MgCl; hodc

(a) khang thé khing IL-4R hogc doan gin két khang nguyén ciia n6 c6 nong do
nim trong khoang tr 100 mg/mL dén 180 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6
nbng do nam trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (c) MgCl ¢6 ndéng do
ndm trong khoang tir 40 mM dén 90 mM va (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong
khoang tr 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL; hodc

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén cta né co nbéng do
ndm trong khoang tir 100 mg/mL dén 180 mg/mL; (b) chat dém histidin-axit axetic ¢6
ndng do ndm trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (c) histidin c6 nong do
ndm trong khoang tir 50 mM dén 100 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong
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khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL; hosc

(a) khang thé khang IL-4R hoic doan gén két khang nguyén ctia né c6 ndng dod
nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 180 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic ¢6
ndng do nam trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (¢) arginin hydroclorua
c6 ndng dd ndm trong khoang tir 50 mM dén 200 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndéng do
nam trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL.

Theo mot vai phuong 4n, dugce phém chira:

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gén két khang nguyén cua né cé ndng do
nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 140 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6
ndng d6 nim trong khoang tir 10 mM dén 30 mM, pH 4,5-5,5; (c) histidin ¢ ndng dd
nidm trong khoang tir 10 mM dén 40 mM; (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong
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khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (e) sucroza c6 noéng &
40 mg/mL dén 70 mg/mL.

Theo mot vai phuong an, dugc pham chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan ghn két khang nguyén cia no co ndéng dd
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic co nbéng d6 20 mM, pH 4,5-5.5; (c)
histidin c6 ndéng dd 30 mM; (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 0,8 mg/mL; va (e) sucroza
¢6 ndng dd 58 mg/mL.

Theo mdt vai phuong 4n, dugc phim chira:

(a) 120 mg/mL khéng thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén cua
né; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢ ndng d6 20 mM, pH bang khoang 5,0; (¢)
histidin c6 ndng d6 30 mM; (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 0,8 mg/mL; va (e) sucroza
58 mg/mL.

Theo mot vai phuong én, dugc phim chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén cta no cé ndng dd
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndéng dd 50 mM, pH bang khoang 5,0;
(c) polysorbat 80 co ndng d6 0,8 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndéng do 58 mg/mL.

Theo mdt vai phuong an, dugc phim chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén cia né co nbéng do
nam trong khoang tir khoang 100 mg/mL dén 180 mg/mL; (b) chat dém histidin-axit

axetic c6 nong do nam trong khoang tir khoang 10 mM dén 30 mM, pH nim trong
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khoang tir khoang 4,5 dén 5,5; (c) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong khoang tir
khoang 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (d) arginin hydroclorua c6 ndng d6 nim trong
khoang tir khoang 90 mM dén 200 mM.

Theo mdt vai phuong 4n, dugc phim chira:

(a) khang thé khang IL-4R hoic doan gén két khang nguyén cua nd c6 ndng do
khoang 150 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c¢6 néng do6 20 mM, pH bang
khoang 5,0; (c) polysorbat 80 co ndng d6 khoang 0,8 mg/mL; va (d) arginin
hydroclorua c6 ndng d6 khoang 120 mM.

Theo mot vai phuong 4n, dugc phdm chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang nguyén cta n6 co ndng do
nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 140 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6

)

néng do nam trong khodng tr 20 mM dén 60 mM, pil 4,5 dén 5,5; (c) poly
n6ng d6 nam trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (d) sucroza co néng do
nim trong khoang tr 40 mg/mL dén 70 mg/mL.

Theo mot vai phuong &n, dugce phim chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang nguyén clia no c¢o ndng do
nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 140 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6
ndéng d6 50 mM, pH 4,5-5,5; (c) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong khoang tr 0,4
mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng d6 nam trong khoang tr 40 mg/mL dén
70 mg/mL.

Theo mot vai phuong an, dugce pham chua:

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gén két khang nguyén ctia no co ndng do
ndm trong khoang tr 100 mg/mL dén 120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6
ndng d6 nim trong khoang tir 20 mM dén 60 mM, pH 5,0-5,5; (c) polysorbat 80 c6
ndng d6 nim trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng do
nam trong khoang tir 50 mg/mL dén 60 mg/mL; trong d6 t6t hon 13, dugc phdm chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén ciia n6 co nong do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢ ndéng d6 50 mM, pH 5,0-5.5; (c)
polysorbat 80 co ndng d6 0,8 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndéng do 58 mg/mL.

Theo mét vai phuong an, dugce phim chua:

(a) khéng thé khang IL-4R hoic doan gin két khang nguyén ctia né co nong do

1
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120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng d6 50 mM, pH bang khoang 5,0;
(c) polysorbat 80 c6 ndng dd 0,8 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng d6 58 mg/mL.

Theo mot vai phwong 4n, khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén cua né trong dugce phém bao gdm ving bién dbi chudi nang va ving bién dbi
chudi nhe dugc thé hién duéi day:

(i) ving bién ddi chudi ning bao gdm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, tuong Ung; va

ving bién ddi chudi nhe bao gdbm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8, twong ung;

(ii) ving bién dbi chudi ning bao gdbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 13, tvong ing; va

ving bién ddi chudi nhe bao gébm LCDR1, L
ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16, tuong ing;

(iii) ving bién dbi chudi niang bao gbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, tuong ing; va

ving bién ddi chubdi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 40, twong ng; hodc

(iv) ving bién ddi chudi ning bao gébm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, twong tng; va

viing bién dbi chudi nhe bao gbm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 42, SEQ ID NO: 39 va SEQ ID NO: 8, tuong Ung.

Theo mot vai phuong é&n, khang thé khang IL-4R hodc doan ghn két khang
nguyén cda né trong duoc pham bao gbm:

ving bién ddi chudi ning bao gdm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, twong Ung; va

ving bién ddi chudi nhe bao gdbm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 40, twong Ung.

Theo mot vai phuong 4n, khing thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén cia né trong dugc phim bao gbém ving bién dbi chudi ning va ving bién ddi
chudi nhe dugc thé hién dudi day:

(v) ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc ¢ it
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nhit 90% ddng nhét v6i SEQ ID NO: 1, va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 2 hoic ¢6 it nhat 90% ddng nhit vi SEQ ID NO: 2;

(vi) ving bién d6i chubi ndng c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 9 hodc c6 it
nhit 90% ddng nhét v6i SEQ ID NO: 9, va vung bién dbi chudi nhe c6 trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 10 hoic c6 it nhat 90% ddng nhit véi SEQ ID NO: 10;

(vii) viing bién dbi chudi ning cé trinh tu néu trong SEQ ID NO: 25, 26, 27, 43
hodc 47 hodic c6 it nhit 90% ddng nhét véi SEQ ID NO: 25, 26, 27, 43 hoic 47, va
viing bién dbi chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 28, 29, 30, 37 hoic 41 hoic
c6 it nhit 90% ddng nhit véi SEQ ID NO: 28, 29, 30, 37 hoic 41; hoiic

(viii) ving bién ddi chudi ning c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 31, 32 hoic
33 hodc c6 it nhat 90% ddng nhit véi SEQ ID NO: 31, 32 hodc 33, va ving bién dbi
SEQ ID NO: 34, 35 hoic 36 hoic c6 it nhit 90% ddn

~
A /4 b
hudi nhe ¢é trinh f1 t 1g

o

nhét v6i SEQ ID NO: 34, 35 hoic 36;

Tét hon 13, khang thé khang IL-4R hoic doan gin két khang nguyén ciia n6 bao
gdm ving bién dbi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe dwoc thé hién duéi day:

(IX) ving bién dbi chudi ning c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 43 hoic ¢ it
nhét 90% déng nhét véi SEQ ID NO: 43, va vung bién ddi chudi nhe c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 37 hoiic ¢6 it nhit 90% ddng nhit véi SEQ ID NO: 37; hodc

(X) ving bién @i chudi nang c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 43 hoic ¢ it
nhit 90% ddng nhit v6i SEQ ID NO: 43, va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 41 hodc c6 it nhit 90% ddng nhit véi SEQ ID NO: 41; hodc

(XI) ving bién dbi chudi ning cé trinh tu néu trong SEQ ID NO: 47 hodc c6 it
nhét 90% dé)ng nhét véi SEQ ID NO: 47, va viung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 41 hodc c6 it nhét 90% ddng nhét v6i SEQ ID NO: 41.

Theo mét vai phuong 4n, ving bién d6i chudi ning ctia khang thé khang IL-4R
hoic doan gén két khang nguyén ciia né trong dugc pham cé trinh tw néu trong SEQ
ID NO: 43, va ving bién ddi chudi nhe ctia né ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 37.

Theo mdt vai phuong 4n, khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang
nguyén ctia né trong duoc phim bao gdm ving ¢ dinh. Theo mot vai phuong én,
khang thé khang IL-4R hoic doan gin két khang nguyén clia né bao gbm ving ¢b dinh

cta cac chudi k va A ciia ngudi hodc cic bién thé clia n6, va con bao gobm vung c6 dinh
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chudi ning cua IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4 ngudi hodc cic bién thé cia nd, nhu
IgG4-S228P hoic thé dot bién IgG4-234A/235A.

Theo mot vai phuong én, khang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang
nguyén cda n6 trong dugce phém bao g?)m chudi ning va chudi nhe dugc thé hién duéi
day:

chudi ning néu trong SEQ ID NO: 17 va chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 18;
hoac

chudi ning néu trong SEQ ID NO: 19 va chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 20;
hodc

chudi nang néu trong SEQ ID NO: 44 va chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 45;

hoac

hoac

chudi ning néu trong SEQ ID NO: 48 va chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 46.

Theo mot vai phuong 4n, khiang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang
nguyén cua nd trong dugc phdm bao gdm chudi ning néu trong SEQ ID NO: 44 va
chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 45.

Sang ché cling dé cap dén khang thé khang IL-4R, trong d6 viing bién dbi chudi
ning cua no c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 47 hodc ¢6 it nhit 90% dbng nhét véi
SEQ ID NO: 47, va vung bién dbi chudi nhe cua nd co trinh tu néu trong SEQ ID NO:
41 hodc c6 it nhit 90% ddng nhat véi SEQ ID NO: 41.

Sang ché ciing d& cép dén khang thé khang IL-4R bao gbébm chudi ning néu
trong SEQ ID NO: 48 va chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 46.

Theo mot phwong an, dugc phdm chira: (a) khang thé hu25G7-A ¢6 ndng do
100 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 nbéng d6 20 mM, pH 4,5-6,0; va (¢)
polysorbat 80 c6 néng d6 0,1 mg/mL.

Theo mot phuong én, dugc pham chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong do
100 mg/mL; va (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng do 20 mM, pH 4,5.

Theo mdt phuong 4n, dugc phim chta: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do
100 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic 6 ndéng d6 20 mM, pH 4,5; va (c)
polysorbat 80 c6 ndng d6 0,1 mg/mL.
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Theo mét phuong 4n, dugc phdm chua: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
100 mg/mL; va (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng d6 20 mM, pH 5,0.

Theo mot phwong 4n, dugc phim chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
100 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; va (c)
polysorbat 80 c6 ndng d6 0,1 mg/mL.

Theo mdt phuong an, dugce phdm chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndéng dd
100 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6 ndng d6 20 mM, pH 6,0; va (c)
polysorbat 80 c6 néng o 0,1 mg/mL.

Theo mdt phuong 4n, dugc phdm chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do
100 mg/mL; va (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng dd 20 mM, pH 5.5.

Theo mdt phuong an, duoc pham chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng dd

100 mo/mT .
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polysorbat 80 c6 ndng d6 0,1 mg/mL.

Theo mdt phuong an, dugc pham chtra: (a) khang th8 hu25G7-A c6 néng do
nam trong khoang tir 100 dén 150 mg/mL; va (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng
d6 20 mM, pH 5,0-5,5.

Theo mdt phuong &n, dugc phim chta: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng do 20 mM, pH 5,0; va (c) NaCl
c6 ndng d6 122 mM.

Theo mdt phuong an, duge phim chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 ndng dd 20 mM, pH 5,0; va (c) MgCL
¢6 ndng do 85 mM.

Theo mdt phuong &n, dugc phém chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 néng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng do 20 mM, pH 5,0; va (c) CaClz
¢6 ndng d6 148 mM.

Theo mot phuong an, dugc pham chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng d6 20 mM, pH 5,0; va (c) KCI
c¢6 ndng d6 124 mM.

Theo mot phuong 4n, dugc phim chia: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chat dém histidin-axit axetic ¢6 ndng dd 20 mM, pH 5,0; va (c)
CH3;COONa c6 ndng d6 86 mM.
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Theo mdt phuong 4an, duwgc phdm chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 nong db
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; va (c)
Na>SO4 c6 ndng dd 96 mM .

Theo mot phwong 4an, dugc phdm chira: (a) khing thé hu25G7-A c6 nong do
120 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 néng d6 20 mM, pH 5.0; va (c) Nal co
ndng d6 113 mM.

Theo m{t phuong an, dugc phdm chtra: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng dd 20 mM, pH 5,0; va (c) NaF
c6 ndng dd 74 mM.

Theo mdt phuong &n, dugce phém chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 néng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng @6 20 mM, pH 5,0; va (c)

112 mM.

O

NaSCN c¢6 ndng d

Theo mot phuong an, dugce phim chira: (a) khéng thé hu25G7-A ¢6 ndng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 n6ng d6 20 mM, pH 5,0; va (c)
Arg-HCl ¢6 ndng d§ 120 mM.

Theo mot phuong 4n, dugc phdm chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng dd
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 nbéng d6 20 mM, pH 5,0; va (¢) lysin
c6 ndng d6 118 mM.

Theo mot phuong an, dugc pham chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6 ndng dd 20 mM, pH 5,0; va (c)
histidin ¢6 ndng dd 93 mM.

Theo mot phuong 4n, dugc pham chira: (a) khéng th8 hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6 ndéng dd 20 mM, pH 5,0; va (c) prolin
¢6 ndéng do 207 mM.

Theo mot phuong 4n, dugc pham chta: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong do
150 mg/mL; (b) chat dém histidin-axit axetic c6 ndng do 20 mM, pH 5,0; va (c) MgCL
¢6 ndng d6 85 mM.

Theo mot phuong an, dugc phim chtra: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng dd
150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng do 20 mM, pH 5,0; va (c¢) CaCl
¢6 ndng do 148 mM.
Theo mot phuong 4n, dugc phim chua: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong do
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150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; va (c)
histidin ¢6 néng d6 93 mM.

Theo m6t phuong 4n, duwgc phim chita: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng dd
150 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 néng dd 20 mM, pH 5,0; va (c) MgCl»
¢6 ndng dd 50 mM.

Theo mét phwong 4n, dugc phim chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng dd
150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; va (c) MgClL
c6 ndng d6 90 mM.

Theo mot phuong én, dugc phém chtra: (a) khang thé hu25G7-A ¢o néng do
150 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; va (c) CaCl
¢6 ndéng dd 90 mM.

=
=
(=
a
(@)
=

g
ong do 2
¢6 ndng do 148 mM.

Theo mot phuong 4n, dugc pham chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do

150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6 nbéng dd 20 mM, pH 5,0; va (c)
histidin c6 ndng d6 90 mM.

Theo moét phuong an, duoc pham chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong dd

150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6 ndéng dd 20 mM, pH 5,0; va (c)
Arg-HCl c6 ndng d6 120 mM.

Theo mdt phuong an, dugc phdm chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng dd

150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic co néng d6 20 mM, pH 5,0; (c¢) MgClz ¢co6
ndéng d6 90 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 0,1 mg/mL.

Theo mdt phuong 4n, dugc phdm chira: (a) khéng th8 hu25G7-A c6 nong do

150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 nﬁ“)ng d6 20 mM, pH 5,0; (¢) MgCl2 ¢co6
ndéng d6 90 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndéng do 1 mg/mL.

Theo mdt phuong 4n, dugc pham chira: (a) khéng th8 hu25G7-A c6 nong do
120 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic co néng dd 20 mM, pH 5,0; (c¢) NaCl cé
ndéng d6 122 mM; va (d) polysorbat 80 ¢6 ndéng d6 0,1 mg/mL.

Theo mot phuong 4n, dugc phdm chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 nong do 20 mM, pH 5,0; (c) NaCl c6
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ndng d6 122 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng do 1 mg/mL.

Theo mdt phuong 4n, duge phdm chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 nong do
150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; (c) histidin
c6 ndng dd 90 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng 6 0,1 mg/mL.

Theo mdt phwong 4an, duge pham chita: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng dd
150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d 20 mM, pH 5,0; (c) histidin
c6 ndng d6 90 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng dd 1 mg/mL.

Theo mét phuong 4an, dugc phdm chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 nong do
150 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c¢6 néng d6 20 mM, pH 5,0; (c) Arg-HCI
¢6 ndng dd 120 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng do 0,1 mg/mL.
Theo mdt phuong 4n, dugc phim chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 néng do

i g . A

€
>

1g d6 20 mM,
¢6 ndéng dd 120 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng do 1 mg/mL.

Theo mét phuwong 4n, dugc pham chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do
khoang 165 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndéng do khoang 20 mM, pH
5,0; va (c) MgCla c6 ndng do ndm trong khoang tr khoéng 50 mM dén 90 mM.

Theo mdt phuong 4n, dugc phim chtra: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong do
khoang 165 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng do khoang 20 mM, pH
5,0; va (c) histidin c¢6 nong dd nim trong khoang tir khoang 50 mM dén 90 mM.

Theo mdt phuong 4n, duoc pham chira: (a) khéng thé hu25G7-A c¢6 ndng do
khoang 165 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng dd khoang 20 mM, pH
5,0; va (c) Arg-HCl ¢6 ndng dd nim trong khoang tir khoang 90 mM dén 200 mM.

Theo mdt phuong an, dugc phdm chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong dod
150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng do 20 mM, pH 5,0; (c) Arg-HCl
co néng do 120 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 0,8 mg/mL.

Theo mdt phuong an, duoc phim chta: (a) khang th8 hu25G7-A c6 nong do
150 mg/mL; (b) chdt dém histidin-axit axetic c6 ndng do 20 mM, pH 4.8; (c) histidin
¢6 ndng d6 87 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng do 0,8 mg/mL.

Theo mét phuong 4n, dugc phim chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 nong dd
150 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic ¢c6 ndng do 20 mM, pH 5,0; (c) histidin
c¢6 ndng dd 100 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndng do 0,8 mg/mL.
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Theo mdt phuong 4an, duge phdm chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; (c) histidin
c¢6 ndng d6 30 mM; (d) polysorbat 80 c6 néng do 0,8 mg/mL; va (e) sucroza co ndng
d6 41,8 mg/mL.

Theo mot phuong 4n, dugc phim chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,0; (c) histidin
¢6 ndéng d6 30 mM; (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 0,8 mg/mL; va (e) sucroza cd ndng
do 58 mg/mL.

Theo mot phuong 4an, dugc phim chita: (a) khang thé hu25G7-A c6 nong do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 20 mM, pH 5,2; (c) histidin
c6 ndéng dd 30 mM; (d) polysorbat 80 c6 ndng d6 0,4 mg/mL; va (e) sucroza co ndng
d

»
W

5 50 mg/mL.

Theo mdt phuong 4n, duge phim chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c¢6 néng d6 50 mM, pH khoang 5,0; (c)
polysorbat 80 ¢ ndng d6 0,8 mg/mL; va (d) sucroza co ndng d6 58 mg/mL.

Theo mot phuwong 4n, dugc phim chtra: (a) khang th8 hu25G7-A ¢6 ndng dd
ndm trong khoang tir 120 mg/mL dén 150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic co
néng dd 20 mM, pH 5,0; (c) histidin c6 néng d6 nam trong khoang tur 30 mM dén 100
mM; (d) polysorbat 80 co ndéng d6 0,8 mg/mL; va (e) sucroza c6 ndng do nim trong
khoang tir 41,8 mg/mL dén 58 m/mL.

Theo mét phuong 4n, duoc pham chira: (a) khéng thd hu25G7-A ¢6 ndng do
150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 néng do 20 mM, pH 5,0; (c) arginin
hydroclorua c¢6 ndng d6 120 mM; va (d) polysorbat 80 c6 ndéng d6 0,8 mg/mL.

Theo mot phuong an, duoc pham chira: (a) khéng th8 hu25G7-A c6 nong do
nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 140 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6
ndng dd 50 mM, pH 4,5-5,5; (c) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong khoang tr 0,4
mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng dd khoang 58 mg/mL.

Theo mot phuong 4n, dugc phém chta: (a) khéng thé hu25G7-A ¢6 néng do
nam trong khoang tr 100 mg/mL dén 140 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic ¢6
ndéng d6 50 mM, pH 4,8-5,5; (c) polysorbat 80 c6 ndng do nim trong khoang tur 0,4
mg/mL dén 1,2 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng d6 khoang 58 mg/mL.
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Theo mdt phuong én, dugc phém chira: (a) khang thé hu25G7-A ¢6 néng do
nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 120 mg/mL; (b) cht dém histidin-axit axetic c6
néng dd 50 mM, pH 4,5-5,5; (c) polysorbat 80 cé néng dod nidm trong khoang tr 0,4
mg/mL dén 0,8 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng d6 khoang 58 mg/mL.

Theo mot phuong 4n, duoc phim chira: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng o
khoang 132 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng dd 50 mM, pH khoang
5,5; (c) polysorbat 80 c6 ndng dd khoang 0,4 mg/mL; va (d) sucroza cé ndéng do
khoang 58 mg/mL.

Theo mét phuong 4n, duoc phim chira: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng do
khoang 100 mg/mL; (b) chit dém axit histidin-axetic c6 ndng d6 50 mM, pH khoéang
5,0; (c) polysorbat 80 cé ndng d6 khoing 0,8 mg/mL; va (d) sucroza co6 ndéng do
khoang 58 mg/mL.

Theo mot phuwong an, dugc phim chira: (a) khéang th8 hu25G7-A ¢6 ndng dd
khoang 100 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 nong dd 50 mM, pH khoang
4,5; (c) polysorbat 80 co ndng do khoang 0,4 mg/mL; va (d) sucroza cé noéng do
khoang 58 mg/mL.

Theo mdt phuong &n, dugc phim chta: (a) khang th8 hu25G7-A c6 ndéng do
khoang 140 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 ndng do 50 mM, pH khoang
4,5; (c) polysorbat 80 co ndng d6 khoang 0,8 mg/mL; va (d) sucroza cé nbéng do
khoang 58 mg/mlL.

Theo moét phuong an, dugc phim chta: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng dod
khoang 120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndéng @6 50 mM, pH khoéng
4,5; (¢) polysorbat 80 co ndng do khoang 1,2 mg/mL; va (d) sucroza cé nong do
khoang 58 mg/mL.

Theo mdt phuong 4n, dugc pham chtra: (a) khéng thé hu25G7-A c6 ndng dd
khoang 100 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 50 mM, pH khoang
5; (c) polysorbat 80 cd ndéng d6 khoang 1,2 mg/mL; va (d) sucroza co ndng do khoang
58 mg/mL.

Theo mot phuong an, dugc phim chira: (a) khéng thé hu25G7-A c¢6 ndng do
khoang 100 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 50 mM, pH khoang
5,5; (c¢) polysorbat 80 co ndng do khoang 0,4 mg/mL; va (d) sucroza co6 ndng do
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khoang 58 mg/mL.

Theo mot phuong 4n, dugc phidm chita: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng do
khoang 120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 50 mM, pH khoang
5,5; (c) polysorbat 80 co néng dd khoang 1,2 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng dd
khoang 58 mg/mL.

Theo mdt phuong 4n, dugc phidm chita: (a) khang thé hu25G7-A c6 ndng dd
khoang 120 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 ndng @6 50 mM, pH khoéang
5; (¢) polysorbat 80 c6 ndng d6 khoang 0,8 mg/mL; va (d) sucroza c6 ndng d6 khoang
58 mg/mL.

Séang ché ciing d& xuét phuong phap bao ché dugc phdm, phuong phap nay bao
gdm budc trao dbi dém dung dich gdc chira khing thé khang IL-4R hodc doan gan két
khang nguyén cua nod.

Sang ché ciing dé xuit ché phim dong khd chia khang thé khang IL-4R hodc
doan gin két khang nguyén cta n6, trong do ché phim dong kho dugc tao ra bang
céch dong kho duoc phdm duge mo ta trén day.

Sang ché cling dé xuét ché pham dong kho chira khang thé khang IL-4R hodc
doan gin két khang nguyén cta nd, trong do ché pham dong kho duoc tao thanh bang
cach pha lodng duogc phidm duge mo ta trén day va sau d6 dong kho.

Séang ché ciing d@& xuit ché pham dong kho chua khang thé khang IL-4R hozc
doan gin két khang nguyén cua no, trong dé ché phim dong kho dugce tao ra bang
cach pha loang dugc phim dugc md ta trén day 1 1in, 2 14n hodc 3 1n, va sau d6 dong
kho.

Sang ché ciling dé xuét dung dich hoan nguyén chira khang thé khang IL-4R
hoic doan gin két khdng nguyén cia nd, trong d6 dung dich hoan nguyén duogc tao
thanh bang cach hoan nguyén ché phdm dong kho duge mo ta trén day.

Theo mdt vai phuong an, dung dich hoan nguyén bao gbm céc thanh phan sau:

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gin két khang nguyén cua né voi lugng
120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng d6 50 mM, pH khoang 5,0; (c)
polysorbat 80 co ndng d6 0,4 mg/mL; va (e) sucroza cé ndng d6 50 mg/mL.

Theo mdt phuong 4an, dung dich hoan nguyén bao gébm: (a) khang thé
hu25G7-A c6 néng d6 khoang 120 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6 ndng
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d6 khoang 50 mM; (c) polysorbat 80 co ndng d6 khoang 0,8 mg/mL; va (d) sucroza c6
ndng d6 khoang 58 mg/mL, va pH cia duge pham 13 khoang 5,3.

Theo mét phuong é&n, dung dich hoan nguyén bao gdbm: (a) khang thé
hu25G7-A ¢6 ndng d6 khoang 150 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 ndng
d6 khoang 20 mM; (c) polysorbat 80 c6 ndng d6 khoang 0,8 mg/mL; va (d) arginin
hydroclorua cé ndng dd khoang 120 mM, va pH cua dugc phim 12 khoang 5,3.

Sang ché ciing dé xuit san phdm san xuét chura dd chua chtra duge phdm hogc
ché phdm d6ng kho hodc dung dich hoan nguyén dugc md ta trén day.

Sang ché ciing md ta phuwong phap didu tri hodc ngin ngira bénh hoc rdi loan

mién dich, ma bao gdom cho d6i twgng st dung mot lwong hitu hiéu dé diéu tri cua

duoc pham, ché pham dong khd hoic dung dich hoan nguyén dugc md ta trén day,
trong d6 t6t hon 13, bénh mién dich 1a bénh hodc rdi loan qua trung gian IL-4R

Theo mot vai phuong an, bénh hodc 16i loan mién dich dugc chon tir nhém bao
gém: hen, polyp miii, viém xoang man tinh, r6i loan da di tng, viém thyc quan wa
eosin, bénh phéi tac nghé&n man tinh, viém mii di Gng, viém khép, bénh viém, phan
tng di tng, hoi ching tang san lympho tu mién, thiéu mau tan huyét ty mién, Barrett
thuc quan, viém mang mach nho tu mién, bénh lao, va bénh than; tdt hon 13, bénh hodc
rdi loan nay 13 hen hoic 16i loan da dj tng.

Theo mot vai phuong 4n, bénh hodc t6i loan mién dich 13 hen.

Theo cac phuong an khéc, bénh hodc rdi loan mién dich 1a r6i loan da di tng.

Sang ché ciing dé xudt viéc sir dung dugc pham, ché phim dong kho, dung dich
hoan nguyén ciia ché pham dong khd, hodc san phim san xuét dugc mo ta trén day dé
bao ché thudc dé diéu tri hoic phong ngira bénh hodc 61 loan mién dich, trong dé tbt
hon 13, bénh hodc rdi loan mién dich 13 bénh hodc r6i loan qua trung gian IL-4R.

Dugc phdm, ché phim dong kho, dung dich hoan nguyén cia ché phim dong
kho, hoac san phém san xuét theo sang ché c6 thé dugc sur dung lam thudc, ot hon 1a
lam thubc dé diéu tri hodc ngan nglra bénh hodac r6i loan mién dich, tot hon nira 12 lam
thubc d& didu tri bénh hoic rdi loan qua trung gian IL-4R.

Dugc phim, ché phim déng kho, dung dich hoan nguyén ctia ché phim dong
kho, hoac san phém san xuét theo séng ché c6 thé dugc st dung lam thudc, tdt hon 1a

lam thubc dé diéu tri hodc phong ngira bénh hodc 161 loan mién dich trong d6 tdt hon
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nita 13, bénh hodc réi loan mién dich dwoc chon tir nhém bao gdém: hen, polyp miii,
viém xoang man tinh, bi loan da dj ung, viém thuc quan ua eosin, bénh phéi tac
nghé&n man tinh, viém miii di tng, viém khdp, bénh viém, phan tng di tng, hdi ching
tang san lympho tw mién, thiéu mau tan huyét tu mién, Barrett thuc quan, viém mang
mach nho ty mién, bénh lao, va bénh thén; t8t hon 13, bénh hoic rdi loan nay 13 hen
hoic rdi loan da di ung.

Theo sang ché, histidin c6 thé hoat dong dué6i dang ca chit dém 1dn chat cai
bién d6 nhét, va do d6, ham luwong cudi cia histidin trong dugc phdm 14 tong luong
ctia histidin trong chit dém va luong histidin ma dugc bd sung thém dé 1am giam do

nhét. Vi du, néu histidin ¢6 n&”)ng dd 90 mM duoc bd sung thém vao chit dém
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cua no6, thi noéng do cudi cua histidin tror 0 mM, va pH cta duogc

pham 12 khoang 5,0.

M3 ta vin tit cac hinh vé

FIG.1 thé hién cac két qua cta thir nghiém tic dung ctia khang thé khang IL-4R
dén bénh viém da & chudt. O cic mau viém da & chudt, sau khi gdy nhay cam bang
axeton, cac khang thé dwgc 1am tuong thich véi ngudi hu25G7-A va hu25G7-B va
khang thé d6i chung duong tinh dupilumab duge sir dung dudi da: tién hanh sir dung
hai 14n mot tudn, va do dd day tai ctia chudt vao ngay 27. Cac két qua chi ra ring so
v6i nhém ddi chung, hu25G7-A, hu25G7-B va dupilumab déu c6 hidu qua trong viéc
lam giam d6 day tai ctia chudt, va hu25G7-B thé hién hiéu qua tdt hon so voi
dupilumab.

FIG.2 thé hién cac két qua phtt hop ctia cdc cong thie bao ché.

FIG.3 thé hién biéu dd duong déng tri v& sy thay déi d6 én dinh ctia ché pham,
trong d6 cic dién tich mau xdm c6 nghia 1a vuot quéa cac gi6i han va dién tich mau

trang c6 nghia 1a trong céc gi6i han.
M6 ta chi tiét sang ché

Céc thuat nglt

Pé tao diéu kién thuén loi cho viéc hiéu sang ché, mot so thuat ngit khoa hoc va
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ky thuat duoc chi rd dudi day. Trir khi dugce quy dinh rd rang theo cdch khac ¢ day, tat
cé& cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuét dugce st dung & day c6 nghia thuong dugc hiéu
b6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay.

Pon qubc té s6 PCT/CN2019/102169 dugc dua vao ddy bang cach vién dan.

"Chét dém” dugc ding dé chi chit dém ma chéng lai su thay dbi pH do tac
dong cia cac thanh phén lién hop axit-bazo. Céc vi du v& chit dém ma kiém soat pH
ndm trong khoang thich hop bao gdm axetat, sucxinat, gluconat, mudi histidin, oxalat,
lactat, phosphat, xitrat, tartrat, fumarat, glyxylglyxin va cac chit dém axit hitu co khac.

"Ch4t dém mudi histidin" 1a chit dém chira cac ion histidin. Céc vi du vé chat
dém mudi histidin bao gém chit dém histidin-hydroclorua, chit dém histidin-axetat,

chit dém histidin-phosphat, chat dém histidin-sulfat, va chit dém tuong tu, va chét
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dém histidin-axetat dugc wu tién. Chét dém histidin-axetat dugc ba
va axit axetic, va cling dugc biét dén 13 chét dém histidin-axit axetic (His-AA).

Thuat ngte "chit dém xitrat” 13 chit dém chira cac ion xitrat. Cac vi du vé chét
dém xitrat bao gém chét dém axit xitric-natri xitrat, chét dém axit xitric-kali xitrat,
chit dém axit xitric-canxi xitrat, chit dém axit xitric-magie xitrat, va chét dém tuwong
tu. Chét dém xitrat duoc wu tién 1a chét dém axit xitric-natri xitrat.

"Chét dém sucxinat” 13 chit dém chtra ion sucxinat. Vi du chat dém sucxinat
bao gém chit dém axit sucxinic-natri sucxinat, chit dém axit sucxinic-kali sucxinat,
chit dém axit sucxinic-canxi sucxinat, va chit dém tuong tu. Chét dém sucxinat duoc
wu tién 12 chit dém axit sucxinic-natri sucxinat.

Thuat ngit "chit dém phosphat” 1a chit dém chtra ion phosphat. Vi du vé chét
dém phosphat bao gbm chit dém dinatri hydro phosphat-natri dihydro phosphat, chét
dém dinatri hydro phosphat-kali dihydro phosphat, chit dém dinatri hydro
phosphat-axit xitric, va cht dém twong tu. Chét dém phosphat dugc vu tién 1a chét
dém dinatri hydro phosphat-natri dihydro phosphat.

Thuat ngit "chét dém axetat” la chit dém chtra ion axetat. Cac vi du vé chét
dém axetat bao gém chit dém axit axetic-natri axetat, chit dém mudi histidin axit
axetic, chit dém axit axetic-kali axetat, chit dém axit axetic-canxi axetat, chit dém
axetic-magie axetat, va chit dém tuong tu. Chét dém axetat dugc uu tién la chat dém

axit axetic-natri axetat.
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"Dugc phdm" dugc ding dé chi hdn hop chtra mot hoic nhiéu khang thé hoic
doan lién két khang nguyén ctia n6 dugc bdc 16 & day va cac thanh phan hoéa hoc khac,
vi du, chit mang va ta duoc duoc dung/chép nhan dugc v& mit sinh 1y. Muc dich ciia
duoc phém 1a duy tri 0 dn dinh cua hoat chit khang thé va thic déy viéc sir dung cho
sinh vat, tao diéu kién cho viéc ha“ip thu hoat chét, nhd d6 tao ra hoat tinh sinh hoc.

Nhu duge st dung & day, "dwoc phdm" va "ché phidm" khong loai trir 1dn nhau.

Trir khi duge quy dinh theo cach khéc, dung moi cua dugce phdm & dang dung
dich dugc md ta & day 1a dung dich chira nude.

"Trao d6i” dugc dung dé chi viéc trao ddi hé dung mdi ma hoa tan protein
khang thé. Vi dy, hé dung mdi vu truong hogc c¢6 ham lugng mudi cao chira khang thé
duge trao dbi, béng cac thao tac vat ly, vdi hé dém cua ché phém dn dinh, sao cho

7 2

IP\A A .
ham On dinh. C

=

khong chi gi6i han &, siéu loc, thdm tach hodc hoan nguyén sau khi ly tAm.

"Ché phim dong kho” dugc dung @2 chi ché phdm hodic duge phim thu dugc
bang cach dong kho trong chan khong dugc pham hoic ché phadm & dang léng hodc
dang dung dich.

"Sacarit" theo sang ché c¢é cong thirc chung (CH20)n va dan xuét cta no, bao
gém monosacarit, disacarit, trisacarit, polysacarit, duong rugu, duong khu, duong
khong khw, v.v.. Sacarit cé thé dugc chon tr nhém bao gém glucoza, sucroza,
trehaloza, lactoza, fructoza, maltoza, dextran, glyxerin, erythritol, glyxerol, arabitol,
xylitol, sorbitol, mannitol, mellibioza, melezitoza, raffinoza, mannotrioza, stachyoza,
maltoza, lactuloza, maltuloza, glucitol, maltitol, lactitol, iso-maltuloza, v.v.. Sacarit
duoc vu tién 1a disacarit khong khir, sacarit dugc uu tién 1a trehaloza hodc sucroza, va
sacarit dugc uu tién nhét 14 sucroza.

Chét hoat dong bé& mit theo sang ché c¢6 thé duoc chon tir nhém bao goém
polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame, Triton, natri dodecyl sulfonat, natri lauryl
sulfonat, natri octyl glycosit, lauryl-/myristyl-/linoleyl-/stearyl-sulfobetain,
lauryl-/myristyl-/linoleyl-/stearyl-sarcosin, linoleyl-/myristyl-/xetyl-betain, lauramido
propyl-/cocaramit  propyl-/linoleinamit  propyl-/myristylamit  propyl-/palmitamit
propyl-/isostearamit propyl-betain, myristylamit propyl-/palmitamit

propyl-/isostearamit propyl-dimetylamin, natri metyl cocoyl, natri metyl oleyl taurat,
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polyetylen glycol, polypropylen glycol, copolyme cta etylen va propylen glycol, va
chét hoat dong bé mit tuong tu. Chét hoat dong bé& mat dugc wu tién 13 polysorbat 80
hodc polysorbat 20, va chét hoat dong bé mit dugc wu tién hon nita 1a polysorbat 80.
Thuét ngit "dd nhét” c6 thé 1a "dd nhét dong hoc" hodc "dd nhét tuyét dbi".
"D§ nhét dong hoc” 1a sb do strc can cua chét long chay dudi tac dong cuia trong luc.
Khi hai chit 16ng c6 thé tich bing nhau dugc dit trong cdc nhét ké mao quan gibng
nhau va dugc dé chay theo trong luc, thi chét 16ng c6 dd nhat nhiéu hon cén nhiéu thoi
gian hon dé chay qua mao quan so vé6i chét 16ng c6 dd nhét it hon. Vi dy, néu mot chét
16ng cin 200 gidy dé hoan thanh viéc chay ctia n6 va chét 16ng khéc can 400 gidy, thi

d6 nhét dong hoc cia chét 16ng thir hai 12 bing hai 1an so véi chét 16ng thw nhéit. "Do

nhét tuyét doi", doi khi goi 1a d6 nhét dong hoc hodc do nhét don gidn, 1a tich cia do
nhét dong hoc va mat d6 chat 16ng (d) nhét tuyét 461 = d6 nhét dong hoc x mét do).

D6 nhét dong hoc duoc biéu thi & dang LT, trong d6 L 1a chiéu dai va T 1a thoi gian.
D06 nhdt dong hoc thdong thudng dugce biéu thi & dang centistoke (cSt). Don vi SI cua
dd nhé6t dong hoc 14 mm?/s, ma béng 1 cSt. Do nhét tuyét dbi dugc biéu thi & dang
centipoise (cP). Pon vi SI cia do nhat tuyét db6i 1a milliPascal-gidy (mPa-s), trong do 1
cP =1 mPa-s.

Thuét ngit "khoang" va "xdp xi” nhu dugc st dung & ddy c6 nghia la gia tri
bang s6 nim trong khoang sai s6 chdp nhan dwoc dbi véi gia tri cu thé dugc xac dinh
boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay, va gia tri bang sb tuy
thudc mdt phﬁn vao cach do gia tri hodc xac dinh gia tri nay (tirc 1a gi6i han cua hé
théng do). Vi du, "khoang” c6 nghia 1a trong khoang do léch chuén bing 1 hoic 16n
hon 1 mdi 14n thuc hién trong linh vyc nay. Theo cach khac, "khoang" hodc "vé co ban
bao gdbm" ¢6 nghia 1a khoang £20%, £15%, +10% hodc +5% cta céc gia tri bang s6 cu
thé néu sau d6. Hon nita, riéng d6i véi hé hodc quy trinh sinh hoc, thuat ngft nay co thé
1én dén mot bac d6 16n hoic gép 5 14n ctia mot gia tri béng sb. Khi mot gia tri cu thé
dugc dé cap trong ban mo ta séng ché va yéu ciu bao hd, trir khi dugc chi ra rd rang
theo cach khac, nghia cia thuat nglt "khoang" hodc "v& co ban bao gdm” dbi véi gia tri
cu thé d6 nén dugc gia dinh 1a nam trong khoang sai ) chép nhén dugc.

Duoc phdm dugc mo ta & ddy co thé c6 tac dung On dinh: khing thé trong d6

hau nhu van giit dugc dd on dinh vat 1y clia n6, va’hodc do on dinh hoa hoc va/hodc
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hoat tinh sinh hoc sau khi b4do quén. Tét hon 13, dugc phém vé co ban van giit duoc do
én dinh vat 1y va hoa hoc ta nd va hoat tinh sinh hoc sau khi bao quén. Giai doan bao
quan thuong duge chon loc dua trén thoi han st dung tién dinh ctia dugc phém. Hién
c6 rit nhiéu k¥ thuat phén tich dé danh gia do én dinh protein, va do bn dinh sau khi
bao quan trong mot khoang thoi gian da chon ¢ nhiét d6 da chon co6 thé dugc do.

Dugc phdm 6n dinh chira khang thé 13 duoc phdm trong d6 khdng quan sat thay
co su thay dbi dang ké trong cac didu kién sau: bao quan & nhiét do tu lanh (2-8°C)
trong it nhét 3 thang, tdthon 12 6 thang, tdt hon nita 12 1 nam, va tham chi t&t hon nita
12 t6i da 2 nam. Ngoai ra, cac ché phdm dang 16ng 8n dinh bao gdm céac ché pham long
ma c6 cac dic diém n dinh sau khi bao quan & nhiét do 25°C trong khoang 1 thang, 3
thang va 6 thang. Tiéu chuén thong thudng chép nhan duge v& do 6n dinh 12 nhu sau:

+1. 1-l Asn

Ao thipde o A :
tnong muong, Kioi khoang 10%

o f‘1'lt"\ raYs) or 1
1g {ua RiiUaillg 1

monome bi thoai bién khi dugc do bing SEC-HPLC. Dugc phim chira khang thé la

ng qué khoang 5%, khang thé
mot chét long mau hoi vang, gﬁn nhu khong mau va trong subt, hoic khong mau, hodc
trong sudt dén hoi duc, bang phén tich truc quan. Nong do, d6 pH va &p sut thim thau
cta ché pham khong thay d6i qua £10%. Thong thudong, mirc giam quan sit duge 1a
khong qué khoang 10%, tbt hon 1a khong qua khoang 5%. Thong thuong, khong qua
khoang10%, t6t hon 13 khéng qua khoang 5%, két tu dugc tao thanh,

Khéng thé "van giit duge do dn dinh vat ly cta no" trong dugc pham néu no
khong c6 mirc két tu, két tha va/hodc bién tinh ting dang ké khi kiém tra bing mat
thudng vé mau sic vi/hodc do trong, hodc khi dugc do bang k¥ thuat tn xa anh sang
UV, sic ky loai trir theo kich thuéc (size exclusion chromatography-SEC) va k§ thuat
tan xa anh sang dong (dynamic light scattering-DLS). Céc thay dbi v& cdu hinh protein
c6 thé dugc danh gia bing k¥ thuét quang phd huynh quang (ma x4c dinh cAu tric bac
ba cua protein) va bing quang phd FTIR (ma x4c dinh cAu tric bac hai cla protein).

Khang thé "van gitt duoc do dn dinh héa hoc” trong dugc phém néu n6 khong
c6 su thay dbi dang ké nao vé& mit hoa hoc. Po 4n dinh héa hoc ¢ thé dugc danh gia
bang cach phat hién va dinh lugng cic dang thay dbi v& mat héa hoc cua protein. Cac
qué trinh thoai bién ma thuong lam thay ddi cAu trac héa hoc cua protein bao gdm
thuy phan hodc phén cét (duge danh gia bang cac phuong phap nhu sdc ky loai trir
kich thuéc va SDS-PAGE), oxy hoa (danh gia bang cac phuong phap nhu 14p ban )
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peptit két hop véi phuong phap do khdi phd hoic MALDI/TOF/MS), khir amit (duoc
danh gi4 bing cac phuong phap nhu sic ky trao dbi ion, dién di mao quan hdi tu déng
dién, 14p ban dd peptit, va do lugng axit isoaspartic), va qué trinh déng phan hoéa (dugc
d4nh gi4 bang cach do lugng axit isoaspartic, 14p ban dd peptit, v.v.).

Khang thé "vAn giit dwgc hoat tinh sinh hoc cua né” trong dugc phadm néu hoat
tinh sinh hoc ctia khang thé tai thoi diém nhét dinh 13 nam trong khoang hoat tinh sinh
hoc tién dinh dwogc thé hién & thoi diém bao ché dugc pham. Hoat tinh sinh hoc cta
khang thé c6 thé duge xac dinh, vi dy, bang thir nghiém gin két khang nguyén.

"IL-4R ctia nguoi" (hIL-4R) dugc dung dé chi thy thé xytokin ctia nguoi gin
két dic hiéu véi intolokin-4 (IL-4) hoic IL-4Ra.

M3 ba chit cai hoic mot chit cai dung cho axit amin dugc str dung ¢ ddy dugc
boc 10 trong tai liéu J. Biol. Chem, 243, p3558 (1968).

Thuét ngir "khang thé (Ab)" bao gdm phan tir gin két voi khang nguyén hodc
phtcc hop phan tr chua it nhit mot ving quyét dinh bd sung (complementarity
determining region-CDR) gén két dic hiéu véi hodc tuong tic véi khang nguyén cu
thé (hodc epitop ctia nd, vi du, khang nguyén IL-4R hodc epitop cua n6). Thudt ngir
"khang thé” bao gém cac phan tir globulin mién dich c6 bdn chudi polypeptit, hai
chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) lién két v6i nhau bang lién két disulfua, cling nhu
1a cAc multime cta n6 (vi du, IgM). Mbi chudi ning bao gbm ving bién d6i chudi
ning (duge viét tit & day 1a HCVR hodc VH) va ving ¢ dinh chudi ning (CH). Ving
c¢b dinh chudi ning bao gdm ba viing (mién), CH1, CH2 va CH3. Méi chudi nhe bao
gém vung bién dbi chudi nhe (duoc viét tit & day la LCVR hogc VL) va vung c¢d dinh
chudi nhe (CL). Ving ¢b dinh chudi nhe bao gdm mot ving (mién, CL). Cac ving VH
va VL ¢6 thé con duge chia nhé thanh cac ving siéu bién, ma dugc goi la ving quyét
dinh bd sung (complementarity determining region-CDR) va xen gifta cac vung quyét
dinh bd sung 13 cac ving dugc bdo toan hon duoc goi la ving khung (framework
region-FR). Mdi VH va VL bao gém ba CDR va bbn FR xip xép tir diu amino dén
dau carboxy theo thtt ty sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Céc FR cua khang thé khang IL-4R (hogc doan gin két khang nguyén cua no)
c6 thé 1a giéng vOi cac trinh ty dong mam cla ngudi, hodc cb thé dugc cai bién tu

nhién hodc nhan tao. Céc khéing thé c6 thé thude cac 16p phu khac nhau, vi dy, khang
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thé IgG (vi du, 16p phu IgG1, IgG2, 1gG3, hoic IgG4), IgAl, IgA2, IgD, IgE hoic
IgM.

Céac vi du khong gi6i han vé cac doan gin két khdng nguyén bao gdm: (i) cac
doan Fab; (ii) cac doan F(ab')2; (iii) cadc doan Fd; (iv) cic doan Fv; (v) c4c phén ti Fv
chudi don (scFv); (vi) cac phan doan dAb; va (vii) cac don vi nhén dién t1 thiéu bao
gdm gbc axit amin ma bit chuéc viing siéu bién cta khang thé (vi du, ving quyét dinh
bd sung phén 14p (CDR) nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 gidi han. Céc
phén t& dugc thao téc di truyén khéc, nhu cac khang thé dic higu mién, cac khang thé
don mién, cac khang thé da loai mién, cic khang thé kham, cac khang thé dugc ghép

CDR, c4c khang thé dang dime, cac khang th dang trime, cac khang thé dang tetrame,

immunopharmaceutical-SMIP), va vung IgNAR bién dbi clia c4 map, va cling dugce
bao gbm trong thuét ngit "doan gin két khang nguyén” nhu dugc st dung & day.

Poan gin két khang nguyén cla khéng thé thuong s& bao gom it nhit mot ving
bién di. Viing bién ddi c6 thé 1a ving c6 kich thudc bit k¥ hodc bao gdm thanh phén
axit amin va thudong bao gébm CDR ma ndm canh hodc ndm trong khung ctia mot hodc
nhiéu trinh ty khung. Trong c4c doan lién két voi khang nguyén c6 ving VH va vung
VL, cac vung VH va VL ¢c6 thé duoc sip dit so v6i nhau theo cach sap xép thich hop.
Vi du, ving bién ddi c6 thé 1a dang dime va chtra dime VH-VL hodc VL-VH.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, trong chu hinh bét ky gdm ving bién ddi va
vung ¢b dinh cta doan gin két khang nguyén, cac ving bién dbi va c¢b dinh c6 thé
duoc lién két truc tiép v6i nhau hoac ¢é thé duoc lién két nho toan bd hodc mot phén
vung ban 18 hodc vung lién két. Vung ban 18 ¢6 thé bao g@)m it nhét 2 (vi du, 5, 10, 15,
20, 40, 60 hodc nhiéu hon 60) axit amin ma tao nén lién két linh dong hodc ban linh
dong giita c4c ving bién dbi va/hodc cb dinh lién ké trong phan tir polypeptit don. Hon
nita, doan gin két khang nguyén theo sing ché ¢6 thé bao gdm homodime hogc
heterodime (hodc cidc multime khéac) c¢6 vung bién dbi va ving ¢d dinh ma dugc lién
két khong cong hoa tri véi nhau va/hodc lién két v&i mot hodc nhidu ving VH hoic
VL monome (vi dy, bang lién két disulfua).

"Khang thé chudt” nhu dugc st dung & ddy 1a khang thé don dong thu duogc tir
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chudt nhét hodc chudt cbng duoc san xuét theo hiéu biét va k§ ning trong linh vuc ky
thuat nay. Trong qué trinh san xudt, ddi tugng thir nghiém dugc tiém khang nguyén, va
sau d6 té bao lai biéu hién khang thé véi trinh tw hodc cac dic tinh chirc ndng mong
mudn dugc phén 14p. Néu dbi tugng tiém thir nghiém 1a chudt nhit, khéng thé tao ra la
khang thé co nguén géc tr chudt nhét, va néu ddi tugng tiém thi nghi¢m 1a chudt
cbng, khang thé duoc tao ra 12 khang thé c6 ngudn gbc tir chudt cdng.

"Khéng thé kham” 14 khang thé dugc tao thanh bing cach dung hgp ving bién
d8i cta khang thé cua loai thtr nhét (nhw chudt nhit) véi ving cb dinh ciia khéng thé
cta loai th& hai (nhu ngudi). Khang thé kham dugce tao ra bing cach dAu tién tao ra té
bao lai tiét khang thé don dong ctia loai thi nhét, sau d6 tach dong gen ving bién dbi
tir t& bao lai, tich dong gen ving c¢b dinh cta khang thé cua loai thir hai éu can, nbi
gen ving bién dbi ciia loai thir nhét va gen ving ¢b dinh
gen kham, dua gen kham vao vecto bidu hién, va sau d6 biéu hién c4c phan ti khang
thé kham trong hé nhan chuin hodc hé nhén so. Theo mot phuong 4n dugc uu tién cla
sang ché, chudi nhe ciia khang thé kham con bao gém ving cb dinh chudi nhe cta céc
chudi x va A hodc céc bién thé ctia n6. Chudi ning khang thé ciia khang thé kham con
bao gdm ving ¢ dinh chudi ning ctia IgG1, IgG2, 1gG3 hodc IgG4 clia nguoi hodc
bién thé cta né, tdt hon 1a ving ¢ dinh chudi ning cta IgG1, IgG2 hodc IgG4 cla
ngudi, hodc bién thé ving c¢b dinh chudi ning IgG1, IgG2 hodc IgG4 sir dung dot bién
axit amin (vi du, dot bién YTE, dot bién nguoc, dot bién L234A va/hodc L235A, hodc
dot bién S228P).

Thuét ngit "khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi”, bao gbm céc khang thé
dugc ghép CDR, dugc dung dé chi khang thé duoc tao ra béng cach ghép céc trinh tu
CDR cua khang thé thu dugc tir dong vat (vi du, khang thé chudt) vao viing khung cta
ving bién ddi ciia khéng thé ngudi. Khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi c6 thé
tranh dugc phan tmg khac loai dugc gy ra boi khang thé kham vi né mang mot lugng
16n céc thanh phén protein khéc loai. Céc trinh ty khung nhu vy c6 thé thu dugc tlr co
s& dit liéu ADN cong cong hodc cac ngudn tai liéu tham khdo da cong b6 ma bao gdm
cac trinh ty gen cia khang thé dong mam. Vi du, céc trinh tw ADN dong mam cla céc
gen ciia céc ving bién dbi chudi nhe va chudi ning ciia ngudi c6 thé duge tim hiéu

trong co s& dit liéu trinh ty dong mam clia nguoi "VBase" (san c6 tur
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http://www.vbase2.org/), cling nhu 1a trong tai liéu Kabat, E. A. et al., 1991 Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5th ed. Pé tranh lam giam hoat tinh do giam
tinh sinh mién dich, trinh tu FR trong ving bién dbi cua khang thé ngudi co thé duogc
gdy dot bién ngugc mot lugng nhd dé duy tri hoat tinh. Céc khang thé dugc lam tuong
thich v6i ngudi theo sang ché ciing bao gdm céc khang thé dugc 1am twong thich véi
ngudi ma duge 1am truéng thanh i lwc CDR nhd bidu hién thé thuc khuén.

Do cac gbc tiép xtic ciia khang nguyén, viéc ghép cac CDR c6 thé dan dén
khang thé thu duoc hoic doan gin két khang nguyén ctia né c6 4i lyc giam véi khang
nguyén do céc gbc khung tiép xic véi khang nguyén. Céc tuong tac nhu vay co thé 1a
két quéa ctia sur sidu dot bién cla céc té bao soma. Do d6, vAn cin ghép axit amin khung
cho nhu viy véi khung cia khéng thé duoc 1am twong thich voi ngudi. Cac gdc axit

2

amin tir khang thé khong phai ciia nguoi hodc doan ghn két khang nguyén ciia ndé ma
tham gia vao viéc gin két voi khang nguyén c6 thé dugc xac dinh bang cach kiém tra
trinh tw va cu tric cla ving bién ddi ciia khéng thé don dong ctia dong vat. Cac gbe
trong khung cho CDR ma khic v6i dong mam c6 thé duge coi 1a ¢6 lién quan. Néu
dong mam gén nhét khong thé dugc xac dinh, trinh tu nay coé thé dugc so sanh véi
trinh ty lién Umg ctia 16p phy hodc trinh ty lién tng cta trinh ty khang thé dong vat voi
ty 16 phan trim tuong ddng trinh tu cao. Céc gbc khung hiém duoc cho 12 két qua cta
qué trinh siéu dot bién soma va do d6 déng mot vai trd quan trong trong viéc gin két.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, khang thé hodc doan gin két khang nguyén
ciia n6 c6 thé con bao gdm ving cb dinh chudi nhe ciia ngudi hodc chudi k va A cua
chudt hodc bién thé cua no, hodc con bao gém ving ¢d dinh chudi ning cta IgGl,
T¢G2, IgG3 hoidc IgG4 ctia ngudi hodc ciia chudt hodc bién thé cia no.

Thuét ngit "bién thé théng thuong" cua ving ¢b dinh chubi ning cta khang thé
ngudi va vung ¢ dinh chudi nhe ctia khang thé nguoi duge md ta trong sang ché dugc
dung dé chi bién thé cua ving c¢d dinh chudi ning hodc ving ¢b dinh chudi nhe thu
duoc tir ngudi ma da dugce bdc 16 trong giai phap da biét va khong lam thay doi chu
tric va chic ning cua vung bién ddi cua khang thé. Cac bién thé dugc ldy lam vi du
bao gdm cac bién thé ving ¢ dinh chubi ning cua IgG1, IgG2, IgG3 hoac IgG4 voi
cac cai bién truc tiép vi tri va céc thay thé axit amin cta ving c¢b dinh chudi ning. Céc

thay thé cu thé 13, vi du, dot bién YTE, dot bién L234A va/hodc L235A, dot bién
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S228P, hoic cac dot bién dé thu duoc chu tric num trong 18 (sao cho chudi ning cla
khéng thé c6 dang két hgp niim-Fc va 16-Fc) da biét trong giai phap k¥ thuat c6 trude.
Céac dot bién nay da dugc khéng dinh 1a Iam cho khang thé c6 cac dic tinh méi, nhung
khong 1am thay dbi chitc ning ciia viing bién dbi ctia khang thé.

"Khéang thé ngudi” va "khang thé thu dugc tir nguoi" duge str dung thay dbi cho
nhau, va c6 thé 1a khang thé thu duoc tir ngudi hodc khang thé thu duoc tir sinh vat
chuyén gen ma dd duge “thao tac di truyén” dé tao ra khang thé ngudi dic hiéu khi
dap ung vai su kich thich khang nguyén va ¢6 thé dugc san xuét bing phuong phap
bét ky da biét trong linh vyc k¥ thuat nay. Theo cac k¥ thuét nhét dinh, cac yéu té gdbm
locut gen chudi nhe va chudi ning ciia ngudi duge dua vao cée chiing té bao trong do
locut gen chudi nhe va chudi ning ndi sinh dugce pha hily c6 muc tiéu. Sinh vét chuyén
gen c6 thé tdng hop cac khang thé ngudi dic hiu v6i cac khéng nguyén, va sinh vat
nay c6 thé dugc st dung dé tbng hop cac té bao lai tiét khang thé ngudi. Khang thé
nguoi cling cé thé 1a khang thé trong d6 chudi ning va chudi nhe duoc ma hoa bing
céc trinh ty nucleotit ¢6 ngudn gdc tir mot hodc nhiéu ngudn ADN cta ngudi. Khang
thé nguoi ddy di ciing c6 thé duge tao thanh bang phwong phap chuyén nhiém gen
hodc nhiém sic thé va cong nghé biéu hién qua thé thuc khuin, hodc dugc tao ra boi
céc té bao B duoc hoat héa in-vitro, toan bd cac phuong phéap nay la da biét trong linh
vuc k¥ thuat nay.

"Khang thé don dong” duge dung dé chi khang thé duoc tao ra tir quén thé cac
khang thé gin nhu tuong ddng, tic 13, cac khang thé tao thanh quin thé nhan dién
cung mot epitop va’hodc gén két v6i cling mot epitop, ngoai trir cic khang thé bién thé
c6 thd ¢6 (vi dy, khang thé bao gbm céc dot bién c6 ngudn gdc trong ty nhién hodc céc
do6t bién xuét hién trong qua trinh san xuét ché pham khéng thé don dong, cac bién thé
nhu vy thuong cb mit véi lugng nho). MOi khang thé don dong trong ché pham
khang thé don dong (cong thirc) duge hudng khang mot quyét dinh trén khang nguyén.
Do d6, bb ngit "don dong” chi dac didm cia khang thé khi thu dugoe tir quén thé cac
khang thé gan nhu twong ddng, va khong dugc hiéu 13 doi hoi san xudt khéng thé bing
phuong phap cu thé bat ky. Vi du, cac khang thé don dong duoc st dung theo sang ché
¢6 thé duoc tao ra bing nhiéu k¥ thuat, bao gbém nhung khong chi gidi han ¢ phuong
phép su dung té bao lai, phwong phép st dung ADN téi t6 hop, phuong phép biéu hién
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trén thé thuc khuén, va phuong phap sit dung cac dong vat chuyén gen chtra toan b
hozic mdt phan locut gen globulin mién dich cta ngudi, va cac phuong phap nhu vay
va cac phuong phéap duogc 14y 1am vi du khac dé tao ra khang thé don dong dugec md ta
o day.

Hon nita, mic du hai mién cia doan Fv, VL va VH, dugc ma hda boi cac gen
riéng biét, song chung c6 thé duoc lién két nho yéu td lién két tong hop bang phuong
phap tai td hop, dé né co thé tao ra chudi protein don trong d6 cac ving VL va VH tao
cap dé tao thanh phan tir don gid (duge ding dé chi 1a Fv chudi don (scFv); vi dy, xem
tai litu, Bird et al., (1988) Science, 242: 423-426; va Huston et al., (1988)
Proc.Natl. Acad.Sci USA 85: 5879-5883). Cac khang thé chudi don nhu véy ciing dugc
du dinh 12 dugce bao gdm trong thuat ngit "doan gén két khang nguyén" cua khang thé.

)

Céc doan khéang thé nhu vay duge tao ra ba &ng cach st dung céc k¥

da biét @i voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat na‘ly, va dugc sang
loc tinh hitu ich gidng nhu khéng th nguyén ven. Cac phin gén két khang nguyén c6
thé dugc téng hop bang céng nghé ADN tai t8 hop hodc bang cach phan cit hoa hoc
hodc bing enzym cac globulin mién dich nguyén ven.

Poan gin két khang nguyén ciing ¢6 thé duge két hop vao phan tir don chudi
chira mdt cdp doan Fv nbi tiép (VH-CH1-VH-CH1) ma cung véi polypeptit chudi nhe
bb sung tao thanh cip ving gén két voi khang nguyén (Zapata et al., 1995 Protein
Eng. 8(10): 1057-1062; va patent My s6 US5641870).

Fab 1a mot doan khang thé c6 khéi lugng phan ti bang khoang 50.000 va ¢6
hoat tinh gin két véi khang nguyén, va dugc tao ra bang cach xtr Iy khing thé IgG
bang papain proteaza (ma phan cit gbc axit amin & vi tri 224 cua chudi H), trong d6
khoang mot nira chudi H & phia dAu tan cung N va toan bd chudi L dugc lién két véi
nhau bing cac lién két disulfua.

F(ab'), 1a m{t doan khang thé c¢6 khdi lugng phan tir khoang 100.000 va c6 hoat
tinh gin két v6i khang nguyén va bao gbm hai ving Fab dugc nbi véi nhau & vi tri ban
18, va duoc tao ra bing cach phan cit mot phan duéi hai lién két disulfua trong ving
ban 18 IgG bang pepsaza.

Fab' 1a doan khang thé c6 khéi lugng phan tir bang khoang 50.000 va c6 hoat

tinh gin két khang nguyén, va dugc tao ra bing cach phén cit lién két disulfua trong
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ving ban 1& cia F(ab'), dugc mo ta trén day. Fab' ¢6 thé dugc tao ra bang cach xir ly
F(ab"), ma nhén dién dic hiéu va gin két v6i khang nguyén bing chit khir nhu
dithiothreitol.

Ngoai ra, Fab' ¢6 thé duoc bidu hién bing cach cai ADN m3 hoéa doan Fab' cia
khang thé vao vecto biéu hién tir sinh vat nhan so hodc vecto biéu hién tir sinh vét
nhan chudn va dua vecto nay vao t& bao nhén so hoic t& bao nhan chuén.

Thuat ngit "khéng thé chudi don", "Fv chudi don" hodc "scFv" dugc ding dé
chi phan tir chira mién bién d6i chudi ning ctia khéng thé (hodc ving, VH) va mién
bién dbi chudi nhe ciia khéng thé (hogic ving, VL) dugc lién két nho yéu td lién két.
Céac phan t& scFv nhu vay co thé c6 cong thirc chung: NH>-VL-phén tir lién
két-VH-COOH hoic NH,-VH-phén ti lién két-VL-COOH. Céc yéu t6 lién két thich

1. 3 whia 1.5 tha At d

it 1A Lidt kL
ngp woing gidi pndp Ky uludil OiCt O

hodc cac bién thé ctia né, vi du, 1-4 (bao gdm 1, 2, 3, hodc 4) bién thé lap (Holliger et
al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448). Céc yéu tb lién két khac c6 thé
duoc st dung trong sang ché duge md ta trong tai liéu: Alfthan et al. (1995), Protein
Eng. 8:725-731; Choi et al. (2001), Eur. J. Immuno. 31:94-106; Hu et al. (1996),
Cancer Res. 56:3055-3061; Kipriyanov et al. (1999), J. Mol. Biol. 293:41-56; va
Roovers et al. (2001), Cancer Immunother.50:51-59.

Khang thé dang dime 12 mot doan khang thé trong d6 scFv dugc dime hoa, va 13
doan khang thé c6 hoat tinh gin két voi khang nguyén hai gia. O hoat tinh gan két
khang nguyén hai gié, hai khang nguyén co6 thé gidng nhau hoic khac nhau.

dsFv dugce tao ra bing cach lién két cac polypeptit, trong d6 mot gbc axit amin
trong mdi VH va VL dugc thay thé bang gbc xystein thong qua céc lién két disulfua
gifta cac gbc xystein. Cac gbc axit amin dugc thay thé bing cac gbc xystein co thé
dugc chon loc theo cac phuong phap da biét (Protein Engineering, 7:697 (1994)) dua
trén du dodn cAu tric ba chiéu cua khang thé.

Theo mdt vai phuong 4n cua sang ché, doan gin két khang nguyén c6 thé dugc
tao ra bang cic budc sau: tao ra cADN ma hoa VH va/hodc VL cua khang thé don
dong theo sang ché ma nhan dién dic hiéu va gin két voi khang nguyén va cADN ma
hoéa cac mién mong mubn khac, tao ra ADN ma hoa doan gin két khang nguyén, cai

ADN vao vecto biéu hién tir sinh vAt nhin so hodc vecto bieu hién sinh vét nhén
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chudn, va sau d6 dua vecto bidu hién vao té bao nhan so hoic t& bao nhan chuin dé
biéu hién doan gén két khang nguyén.

"Vung Fc” ¢6 thé 1a viing Fc ¢6 trinh tr nguyén thé hodc viung Fc bién thé. Mic
du ranh gi6i ciia ving Fec cia chudi nang globulin mién dich c6 thé khéc nhau, song
vung Fc chudi ning IgG cua ngudi thuong duge xac dinh 1a kéo dai tir gbc axit amin &
vi tri Cys226, hodc tr Pro230, dén dau carboxyl ctia né. Viéc danh sb cac géc trong
ving Fc 1a theo chi s6 EU nhu trong tai liéu Kabat. Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md., 1991. Vung Fc cua globulin mién dich thudng cé hai mién
ving ¢b dinh CH2 va CH3.

Thuét ngtt "khéc biét axit amin" hodc "dot bién axit amin” dugc dung dé chi su

9
~ 7 X . N ,
- X+ ~ Ad nsrid niniin aXa ~Ah~ &

¢6 mat céc thay ddi axit amin hodc céc d
bién thé so véi protein ho#ic polypeptit ban dAu, bao gdm 1 hodc nhiéu hon 1 axit amin
thém, mat hodc thay thé trén co s& protein hodc polypeptit ban dau.

"Ving bién dbi" cua khéng thé dugc ding dé chi ving bién dbi ctia chudi nhe
(VL) khang thé hogc ving bién dbi ciia chudi ning (VH) khang thé, don 1¢ hotic két
hop. Nhu da biét trong linh vuc k§ thuét ndy, ving bién dbi ctia mdi chudi nhe va
chudi ning gébm 4 ving khung (FR) dugc ndi v6i nhau boi 3 ving quyét dinh bd sung
(complementarity determining region-CDR), cling dugc biét dén 1a ving siéu bién.
CDR trong mdi chudi dugc gilt chit v6i nhau bdi cac FR va, cuing véi cac CDR tao
thanh chudi khac, gop phén tao nén vi tri gin két v6i khang nguyén cua khang thé. C6
it nhét hai ky thuat dé xéc dinh cdc CDR: (1) phuong phap dua trén do bién doi trinh
ty giita cac loai (tic 13, Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
(5th ed., 1991, National Institutes of Health, Bethesda MD)); va (2) phuong phap dua
trén céc nghién ctru tinh thé hoc ciia phirc hgp khéng nguyén-khang thé (Al-Lazikani
et al., J Molec. Biol. 273:927-948 (1997)). Nhu dugc st dung & day, CDR co thé
duoc dung dé chi 14 cac CDR dugce x4ac dinh bang mdt trong hai phuong phap hodc két
hop ca hai phuong phép.

Thuét ngtt "khung khéng th8” hodc FR dugc dung dé chi mot phan ctia mién
bién dbi VL hodc VH, ma c6 chirc ning nhu 13 khung cho cic vong gin két khang

nguyén (CDR) ctia mién bién doi. V& co ban né la mien bien d6i ma khong co cac
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CDR.

Thuat ngit "ving quyét dinh bd sung” hoic CDR dugc dung d& chi mét trong sb
6 ving siéu bién trong mién bién ddi ctia khéng thé ma chu yéu gop phin vao viéc gin
két khang nguyén. N6i chung, c6 ba CDR (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) trong mdi
ving bién ddi chudi ning va ba CDR (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) trong mbi ving
bién d6i chudi nhe. Cac ranh gidi trinh tu axit amin cua cac CDR ¢6 thé duogc xac dinh
bing cach sir dung so dd bat ky trong s nhiéu so dd da biét, bao gbm so dd danh sb
“Kabat” (tham khao tai liéu Kabat et al. (1991), "Sequences of Proteins of
Immunological Interest", 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD), so dd danh sb "Chothia" (Martin, ACR. Protein Sequence and
Structure Analysis of Antibody Variable Domains[J]. 2001) va so dd danh sb

] now pnmn
. Vit

NAMATYN (4o 1WA Ay a
v ALley 2rCV jed

ImMunoGenTics (IMGT) (tham khéao tai li€u
Immunol., 27, 55-77(2003)), va so dd twong tw. Vi du, d6i véi dang c6 dién, theo so
dd danh sb Kabat, cac gdc axit amin ciia CDR gbc axit amin trong mién bién do6i chudi
ning (VH) duoc danh sé 1a 31-35(HCDR1), 50-65(HCDR?2) va 95-102(HCDR3); gbc
axit amin ctia CDR trong mién bién dbi chudi nhe (VL) dugc danh s6 14
24-34(LCDR1), 50-56(LCDR2) va 89-97(LCDR3). Theo so dd Chothia, c4c axit amin
CDR trong VH duoc danh sé 1a 26-32(HCDR1), 52-56(HCDR2) va 95-102(HCDR3);
va gdc axit amin trong VL dugc danh s6 1a 24-34(LCDR1), 50-56(LCDR2) va
89-97(LCDR3). Theo céc dinh nghia v& CDR bing cich két hop ca so dd Kabat va so
dd Chothia, CDR bao gdm gbc axit amin 26-35(HCDR1), 50-65(HCDR2) va
95-102(HCDR3) trong VH cla ngudi va gbc axit amin 24-34(LCDRI),
50-56(LCDR2) va 89-97(LCDR3) trong VL cua ngudi. Theo so dd IMGT, c4c gdc axit
amin ciia CDR trong VH duoc danh sé so bo 1a 27-38(CDR1), 56-65(CDR2) va
105-117(CDR3), va cac gbc axit amin cia CDR trong VL dugc danh sd so bo 14
27-38(CDR1), 56-65(CDR2) va 105-117(CDR3). Theo so d6 IMGT, c4c CDR cuta
khang thé c6 thé dugc xdc dinh bing cach st dung chuong trinh phin mém
IMGT/DomainGap Align.

"Mién cua ving ¢ dinh ciia khing thd” dugc dung dé chi mién thu dugc tir céc
ving cb dinh cia chudi nhe va chudi ning ciia khang thé, bao gdm CL va cic mién

CH1, CH2, CH3 va CH4 thu dugc tr cac loai khang thé khac nhau.
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"Epitop" hodc "quyét dinh khang nguyén” dugc dung dé chi vi tri trén khang
nguyén ma globulin mién dich hoic khéng thé gén két dic hiéu. Epitop thudng bao
odm it nhat 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 hodc 15 axit amin lién tiép hodc khong
lién tiép trong mét cdu hinh khong gian duy nhéit. Tham khao tai liéu, vi du, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, volume 66, G.E. Morris, Ed.
(1996).

Thuat ngit "gén két dic hiéu", "gén két chon loc", "gén két chon loc véi" va
"gén két dac hidu voi” dugc ding dé chi viéc gfn két cua khang thé véi epitop trén
khang nguyén tién dinh.

Thuét ngit "ai luc” dwoc ding dé chi cuong do tuong tac gitta khang thé va

khang nguyén trong mdt epitop. Trong mdi vi tri khang nguyén, ving bién dbi cua

"nhanh” khang thé twong tac véi khang nguyén & nhidu vi tri axit amin nho lyc lién ket
yéu khong cdng hoa tri; twong tic cang nhi€u thi i lyc cang manh. Nhu dugc st dung

& day, thuat nglt "4i lyc cao” d6i voi khang thé hodc doan gin két khang nguyén cua
né (vi du, doan Fab) dugc dung @& chi khang thé hodc doan gin két khang nguyén c6
Kp nhoé hon hodc bing 1EM (vi du, Kp nhé hon hogc bang 1E'°M, Kp nhé hon hoac
bing 1E'M, Kp nhé hon hodc bing 1E'2M, Kp nhé hon hodc bang 1E*M hodc Kp
nhé hon hozc bang 1E“M).

Thuét ngit "KD" hodc "Kp" dugc dung @& chi hang s6 phan ly can bang doi véi
twong tac khang thé-khang nguyén cu thé. Thong thuong, khéng thé gén két véi khang
nguyén v6i hing sd phéan ly cin bang (KD) nhé hon khoang 1E*M (vi du, nhé hon
khoang 1E°M, 1EM hodc 1E'M hogc nhé hon), vi du, nhu duge xac dinh bang
thiét bi BIACORE nho k§ thuit cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon
resonance-SPR). Gi4 tri KD cang nho, 4i luc cang lon.

Thuét ngit "phén tir axit nucleic” dugc dung dé chi phan tt ADN va phan tir
ARN. Phan tit axit nucleic ¢6 thé 1a phan tr ADN mach don hodc mach kép hodc phan
tir ARN, vi du, ADN hoiic mARN mach kép. Axit nucleic "dugc lién két hoat dong”
khi n6 duoc dit vao mbi quan hé chirc nang vo6i trinh tu axit nucleic khac. Vi du, trinh
tu khoi du hodc trinh tu ting cudng dugc lién két hoat dong v6i trinh tu ma hoa néu
n6 tac dong dén qua trinh phién ma cta trinh ty ma hoa.

Thuét ngit "vecto™ c6 nghia 14 mdt cau tric c6 kha nang phén phdi mét hodc
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nhiéu gen hodc trinh ty quan tdm va tSt hon 12 biéu hién gen hodc trinh ty nay trong té
bao chi. Vi du vé cac vecto bao gdm, nhung khéng chi gidi han &, vecto virut, vecto
biéu hién ADN trAn hodc ARN, plasmit, vecto cosmit hodc thé thuc khudn, vecto biéu
hién ADN hodc ARN kém tac nhin ngung tu cation, vecto biéu hién ADN hodc ARN
dwoc bao nang trong liposom, va cac té bao nhan chuin nhét dinh, nhu té bao téng
hop.

Céac phuong phép san xuét va tinh ché khang thé va cac doan gin két khang
nguyén 1a da biét rd trong linh vuc nay, vi du, cdc phuong phap duoc md ta trong
chuong 5-8 va 15 cua tai liéu Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press. Vi du, chudt c6 thé duge gy mién dich bing khang nguyén hodc doan cua no,
va khang thé thu duoc c6 thé duge phuc hdi dic tinh va tinh ché, va c6 thé tién hanh
gin két khang nguyén c6 thé dugc san xudt bing cac phuong phép thong thuong.
Khang thé hoidc doan gin két khang nguyén dugc md ta trong sang ché thuong dugc
thao téc di truyén dé chira mot hoic nhidu FR khéc ctia nguoi trong CDR khong phai
ctia nguoi. Céc trinh ty dong mam FR cta ngudi ¢6 thé thu duge bang céach so sanh co
s¢ dit lidu gen dong mim clia ving bién ddi cua khang thé nguoi IMGT bing phan
mém MOE, hoic c¢o th thu dugc t tii liéu Immunoglobulin Journal,
2001ISBN012441351.

Thuét ngit "té bao chu" dugc dung dé chi t& bao ma vecto biéu hién dugc dua
vao. Céc té bao chu c6 thé bao gﬁ“)m t& bao vi khuan, vi trung, thuc vt hodc dong vat.
Vi khuén nhay véi sy bién nap bao gém cac thanh vién thudc ho Enterobacteriaceae,
nhu cdc ching cla Escherichia coli hodc Salmonella; céc thanh vién cia ho
Bacillaceae, nhu Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus va Haemophilus
influenzae. Cac vi sinh vét thich hop bao gdm Saccharomyces cerevisiae va Pichia
pastoris. Cac dong té bao chu dong vt thich hop bao gdbm CHO (dong té bao chuot
hang Trung Quéc), té bao HEK293 (vi du khong gi6i han bao gom té bao HEK293E)
va té bao NSO.

Khéang thé dugc thao téc di truyén hodc doan gén két khang nguyén c6 thé duoc
téng hop va tinh ché bang cach sir dung cic phuong phap thong thuong. Vi du, cac

trinh tu cADN ma hoa céc chudi nhe va chudi ning c6 thé dugc tich dong va tai to
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hop vao vecto bidu hién GS. Céc vecto bidu hién globulin mién dich ti td hop c6 thé
dwge chuyén nhifm 6n dinh vao té bao CHO. Theo giai phéap k¥ thuét tuy y, hé biéu
hién ctia ddng vat c6 va c6 thé din dén viéc glycosyl hoa khang thé, ddc biét 1a & vi tri
dau N dugc bao toan cao cta ving Fc. Cac dong dn dinh duoc tao ra bang cach biéu
hién céac khang thé gin két dic hiéu véi cac khdng nguyén. Cac dong duong tinh c6 thé
dugc nhan rong trong moi trudng khong chira huyét thanh chira trong cc binh phan
g sinh hoc dé san xudt khang thé. Méi trudong nudi cy chira khang thé duoc tiét ra
¢c6 thé dugce tinh ché béng cach st dung cac ky thuét thong thuong, vi du, sir dung cot
Sepharose FF protein A hodc protein G chira dung dich dém da diéu chinh. Cac doan
gin két khong dic hiéu duge rira tréi. Khang thé gin két duoc ria giai bing cach st
dung phuong phap gradien pH, va cac doan khéang thé dugc phat hién bang cach st
dung SDS-PAGE va thu gom. Khéng th

phuong phap thong thuong. Cac hdn hop hoa tan va cac polyme ciing c6 thé duoc loai
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ugc loc va cd bang céch sir dung cic
b6 bang cac phwong phap thong thudng, nhu rdy phén ti va trao d6i ion. San phim thu
dugc can dugc dong lanh ngay, vi du, & nhiét d§ -70°C, hodc dugc dong kho.

Thuét ngit "str dung”, “viéc st dung”, “cung cap” va "diéu tri," néu duoc 4p
dung cho dong vit, nguoi, dbi tugng thr nghiém, té bao, mo, co quan hodc dich sinh
hoc, dugc dung dé chi viéc cho thude ngoai sinh, chit diéu tri, chit chin doan, ché
phdm hodc thi thuat (vi du, “gdy chét” trong phan vi du thyc hién sang ché) tiép xuc
véi ddng vat, nguoi, dbi tuong, té bao, mo, co quan hoidc dich sinh hoc. "Cung cép" va
"didu tri" ¢6 thé dugce ding dé chi céac phuong phap diéu tri, x4c dinh dugc dong hoc,
chin doan, nghién ctru va thit nghiém. Viéc didu tri té bao bao gdm cho chét phan mg
tiép xtc véi té bao, va cho chét phéan Gng tiép xuc voi dich, trong d6 dich nay duoc
cho tiép xuc véi té bao. “Cung cép” va "st dung” cling c6 nghia la didu tri té bao
ching han bing chét phan g, chat chin dodn hodc chit gin két, hodc bang té bao
khac in vitro hodc ex vivo. "Diéu tri", néu dugc 4p dung cho ngudi, thi y hodc ddi
twong nghién ctru, dugc dung dé chi viéc diéu tri chita bénh, cdc bién phap phong ngira
hodc ngan ngira, cac ing dung nghién clru va chéan doan.

"Bidu tri" hodc "viée didu tri” dugc dung dé chi viéc st dung chat diéu tri, nhu
ché phdm chira hop chit bt k¥ trong s6 cac hop chét néu trong cac vi du cua sang ché,

bén trong hodc bén ngoai bénh nhéan (hodc dbi trong) c6 (hoic nghi ngd ¢6 hodc nhay
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cam vdi) mot hodc nhiéu triéu chiing ctia bénh ma chit diéu tri dugc biét dén 1a co tac
dung diéu tri. Thong thuong, chat diéu tri duoc sir dung véi lugng hitu hiéu dé lam
thuyén gidm mot hodc nhiéu triéu chitng bénh & bénh nhéan (hodc déi tuong) hodc
nhém bénh nhan can diéu trj dé lam thoai lui céc triéu ching nhu vay hoic tc ché su
tién trién cta céc triéu chimg nhu vy dén muc c6 thé danh gid dugc trén 1m sang.
Luong chét didu tri hitu hidu dé lam thuyén giam triéu chimg cu thé bat ky ciia bénh
(cling dugc goi 14 "lugng hitu hiéu dé didu tri") c6 thé khac nhau tiry thudc vao cic yéu
t6 nhu tinh trang bénh, do tudi va cin ning cta bénh nhén (hoic ddi tugng), va kha
ndng dugc chit tao ra tac dung diéu tri mong mudn & bénh nhan (hoic dbi tuong).
Triéu ching bénh da dugc lam thuyén gidm co thé dugc danh gia bing cac phuong
phap thlt nghiém 14m sang bét ky thuong dugce sit dung béi bac s§ hodc cac chuyén gia
chim séc stte khée khac dé danh gia mirc d6 nghiém trong hodc tinh trang tién trién
cia triéu chirng d6. Méc du cac phuong 4n theo sang ché (vi du, phuong phap diéu tri
hodc san phim didu trj) c6 thé khong c6 hidu qua trong viéc lam thuyén giam toan bd
céc triéu chung dich cia bénh, nhung ching can lam giam céc triéu chung dich cia
bénh & mdt s6 bénh nhéan c6 y nghia théng ké, nhu dugc xac dinh theo cac phuong
phép kidm dinh théng ké bat ky da biét trong linh vuc ky thuat ndy, nhu kiém dinh t
Student, kiém dinh chi binh phuong, kiém dinh U theo Mann va Whitney, kiém dinh
Kruskal-Wallis (kiém dinh H), kiém dinh Jonckheere-Terpstra va kiém dinh Wilcoxon.

"Cai bién bao toan axit amin" hodc "thay thé bao toan axit amin” c6 nghia la
axit amin trong protein hodc polypeptit dugc thay thé bang cac axit amin khac c6 céc
dic diém tuong tu (nhu dién tich, kich thudc chudi bén, do ky nuéc/dd wa nude, clu
hinh khung va d6 cung), vi vy céc thay d6i c6 thé thuong duogc tién hanh ma khong
lam thay ddi hoat tinh sinh hoc hoidc céac dic diém cin thiét khac (nhu 4i luc va/hoic
tinh dic hidu v6i khang nguyén) cia protein hodc polypeptit. Nguoi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thudt nay hiéu ring, néi chung, mot thay thé axit amin don &
ving khéng can thiét ciia polypeptit hdu nhu khong lam thay dbi hoat tinh sinh hoc
(tham khéo tai lidu, vi du Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene, The
Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4th Ed.)). Ngoai ra, cdc thay thé axit amin
twong tw vé cdu tric hodc chirc nang it c6 kha ndng pha hiy hoat tinh sinh hoc.

"Lién két voi IL-4R" dugc dung dé chi kha ning twong tdc v6i IL-4R nguoi.
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Thuét ngit "vi tri gén két v6i khang nguyén" & ddy duoc ding dé chi vi tri khong gian
ba chiéu dugc nhan dién bai khang thé hoic doan gén két khang nguyén dugc mo ta ¢
day.

Thuét ngtt "phan tng chéo” dugc dung dé chi kha nang khang thé dugc mo ta &
day gén két v6i IL-4R tir cac loai khac nhau. Vi du, khéng thé dwgc md ta & day ma
gin két v6i IL-4R ngudi cling ¢6 thé gén két véi IL-4R cua loai khac. Mirc phan ting
chéo duge do bang cach phat hién kha ning phan tng ddc hiu véi cac khang nguyén
da tinh ché trong thir nghiém gén két (vi du SPR va ELISA), hodc bang cach gin két
hodic twong téc chirc ning vdi cac té bao ma biéu hién sinh Iy IL-4R. Cac phuong phap
x4c dinh kha ning phan tmg chéo bao gdém cac thtr nghiém gin két chuan nhu dugc
md tad & diy, vi du phén tich cong hudng plasmon bé& mat (SPR) hodc phép do dong
chay té bao.

"Trung hoa" hodc "phong bé" khang thé dugc dung @8 chi khang thé gan két voi
hIL-4R d3n dén wc ché hoat tinh sinh hoc cuia hIL-4 va/hodc hIL-13. Ut ché hoat tinh
sinh hoc ctiia hIL-4 va/hodc IL-13 nhu vy co thé dugc danh gia béng cach do mot
hosic nhidu chi s6 hoat tinh sinh hoc ctia hIL-4 va/hogic hIL-13 da biét rd trong linh vyc
k¥ thuét nay, nhu hoat hoa té bao dugc cam tng béi hlL-4 va/hodc hIL-13 va gin két
hIL-4 v&i hIL-4R (tham khao tai liéu, CN103739711A). Thuat ngit "rc ché su phat
trién" (vi du khi duoc dung dé chi céc té bao) duoc du dinh 1a bao gbm viéc lam gidm
su phat trién té bao c6 thé do duoc.

Thuét ngir "gdy dap tmg mién dich" va "tang cuong dp ung mién dich” ¢6 thé
dugc st dung thay ddi cho nhau va dugc dung dé chi su kich thich (trc 13, thé thu
dong ho#ic ¢6 kha nang thich nghi) cua dip ung mién dich vé&i khang nguyén cu thé.
Thuét nglt "cam Ung” dic hi€u ddi vai viée cam tng CDC hodc ADCC dugc dung dé
chi viée kich thich co ché dic hidu tiéu diét té bao truc tiép.

"Kha nang gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khéang thé
(Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity-ADCC)" ¢6 nghia 1a t& bao biéu hién
thy thé Fe tiéu diét true tip té bao dich dugc phii khang thé nho sy nhan dién doan Fe
ctia khang thé. Chirc nang téc dong ADCC ciia khang thé c6 thé dugc lam giam hoge
duoc loai bo bing cach cai bién doan Fe ctia IgG. Cai bién duge ding dé chi dot bién

trong vung ¢ dinh chudi ning cta khang thé, nhu dot bién dugc chon tir nhém bao
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gdm N297A, L234A va L235A cia IgG1; thé kham IgG2/4, F235E cua [gG4, va dot
bién L234A/E235A.

Khéang thé dugc thao tac di truyén hoédc doan gén két khang nguyén c6 thé dugc
tbng hop va tinh ché bang cach st dung céc phuong phap théng thudng. Vi du, cic
trinh tw cADN m3 héa cac chudi nhe va chudi ning c6 thé dugc tach dong va tai td
hop vao vecto bidu hién GS. Céc vecto biéu hién globulin mién dich tai td hop c6 thé
duoc chuyén nhiém &n dinh vao té bao CHO. Trinh tu cta khang thé duoc lam tuong
thich v6i nguoi duwge mo ta & day duoc cai vao vecto biéu hién twong tng nho st dung
k¥ thuat tach dong phén ti, va khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi twong tGng
c6 thé dugc tao ra béng cach st dung hé biéu hién té bao HEK293 dé biéu hién va téng

- FA+ L o<

g B0 3 cd ~& LA , £ .
ua adng vat co vu ¢o tnc dan 1 héa khan

C héa khang
N dugc bao toan cao cia vung FC. Cac dong 4n dinh duoc tao ra béng cach biéu hién
céc khang thé gin két dic hidu véi cac khang nguyén thu duoc tir nguoi. Cc dong
duong tinh c6 thé dwgc nhan rong trong mdi truong khong chira huyét thanh chua
trong cac binh phan tng sinh hoc dé san xuét khang thé. Mbi trudng nudi cdy c6 khang
thé tiét ra c6 thé dugce tinh ché va thu gom bang cic k¥ thuat thong thuong. Khang thé
6 thé dugc loc va cb bing cach sir dung cac phuong phap thong thuong. Cac hdn hop
hoa tan va céac polyme ciing ¢ thé duoc loai bd bang cac phuong phép thdng thudng,
nhu rdy phan tt va trao déi ion. San phdm thu dugc can dugc dong lanh ngay, vi du, &
nhiét do -70°C, hoidc dugc ddong kho.

"Luong hitu hiéu" hoac "lidu hitu hiéu" duge ding d& chi lugng thude, hop chét
hodc dugc phém cAn d@é thu dugc mot hodc nhiéu két qua diéu tri c¢6 lgi hodc mong
mubn. Dbi v6i cac tng dung phong ngira, cac két qua c6 loi hodc mong mubdn bao gdm
lam thuyén gidm hodc 1am giam nguy co, lam gidm mic d§ nédng, hodc lam cham su
khéi phat bénh, bao gdm céc ddu hiéu sinh héa, mé hoc va/hogc hanh vi cia bénh, céc
bién ching ctia no, va céac kidu hinh bénh hoc trung gian ma xut hién trong qua trinh
tién trién bénh. Pi véi cac tng dung didu tri, cac két qua c6 loi hoic mong mudn bao
gbm cac két qua 1am sang, nhu lam giam ty 1& mic cac rdi loan khac nhau c6 lién quan
dén khang nguyén dich theo sing ché hodc 1am thuyén giam mot hodc nhiéu triéu

chimg ctia r6i loan, 1am gidm liéu ding cia cac chat khic can dé diéu tri roi loan, tdng
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cuong tac dung diéu tri cta chét khac, va/hoic lam cham su tién trién cia cac rdi loan
& bénh nhan (hodc ddi twong) c6 lién quan dén khang nguyén dich theo sdng ché.

"Ngoai sinh" dugc dung dé chi cac chit duoc téng hop bén ngoai sinh vit, té
bao hodc co thé ngudi tiry theo cac tinh hubng.

"Ndi sinh" dwoc ding @8 chi cac chit dugc tdng hop trong té bao, sinh vit, hoic
co thé ngudi tiry theo céc tinh hudng.

Thuét ngit "phan lap" duoc ding dé chi mot trang thai da tinh ché, va trong
trudng hgp nay cd nghia 1a mgt phan tir dugc chi rd héu nhu khdng c6 cac phén tir sinh
hoc khac, vi du axit nucleic, protein, lipit, cacbohydrat, hodc cic nguyén liéu khac,
(nhu manh v& t€ bao va moi trudng nudi ciy). Noi chung, thuét ngit "phan 14p" khong
c6 nghia 1a khong c6 mdt hoan toan cac chét nay hoic khong c6 mit nude, dung dich

11U

O
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&m, hodc mudi, trir phi chiing ¢6 mat véi lugn g dén viéc
str dung hop chét dé thir nghiém hoic diéu tri nhu duge mo ta & day.

"Tinh twong ddng” hoic “tinh dbng nhét” dugc ding @& chi tinh tuong ddng
trinh tu gitta hai trinh tu polynucleotit hodc gifta hai trinh tu polypeptit. Néu cac vi tri
trong hai trinh tu cAn so sanh duge chiém gilt bdi cung mot tiéu don vi monome axit
amin hodc bazo, vi du néu mbi vi tri ctia hai phan tr ADN bi chiém gitt boi adenin, thi
cac phan tir nay la twong dong & vi tri @6. Ty 1€ tuong ddng gitta hai trinh ty 1a mot
ham s cac vi tri bét cip hodc tuong ddng c6 chung boi hai trinh ty chia cho sO vi tri
duoc so sanh nhan vai 100%. Vi du, néu 6 trong $6 10 vi tri dugc bét cap hodc tuong
dong khi hai trinh ty dugc sap thing hang t6i wu, thi hai trinh tu nay tuong dong 60%.
Noéi chung, néu hai trinh tu dugc sép thing hang, tién hanh so sanh dé thu dugc ty 1¢
phén trim twong dong ti da. "It nhit 85% trinh ty ddng nhét" dwgc md ta & day co
nghia 14 néu bién thé va trinh tu gbc duge sip thing hang, thi hai trinh tu it nhat trong
ddng 85%; theo mot s6 phuong 4n, hai trinh ty nay twong ddng it nhét 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99%; theo mot sd
phuong &n cu thé, hai trinh ty nay twong dong 90%, 95% hodc 99% hodc hon 99%;
theo cac phuong an cu thé khac, hai trinh tu twong déng it nhat 95%. Trinh tu axit
amin ¢6 it nhit muc twong ddng trinh tu it nhat 1a 85% dugc tao ra bang cach bét,
thém hodc thay thé mot hoic nhiéu axit amin trong trinh tu géc.

Nhu dugc st dung & day, thuit ngir "té bao," "dong té bao," va "ching nudi cy
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té bao" duge sit dung thay dbi cho nhau va tt ca cic thuat ngit ndy bao gdm ca thé hé
con. Do d6, cac thuat ngir "té bao bién nap" va "t& bao dd bién nap" bao gém céc té
bao thr nghiém va céc ching nudi cdy so cip thu dugc tir d6 bét k& s6 14n ciy chuyén.
Cén hiéu ring toan bod cac thé hé con c6 thé khéng giéng nhau hoan toan vé luong
ADN do c4c dot bién chi ¥ hodc khong chii y. Thé hé con dot bién c6 cung hoat tinh
sinh hoc hodc chirc nang nhu dugc sang loc trong cac t& bao da bién nap ban diu dugc
bao gdm.

Thuat ngit "ty y" hodc"mot cach tly y” cé nghia la su kién hodc tinh huéng
duoc mo td ngay sau do6 co thé, nhung khong nhét thiét, xay ra, va ban mo ta nay bao
gbm céc truong hop ma su kién hodc tinh hudng nay xay ra hodc khong xay ra. Vi du,

"ty y bao gom 1 dén 3 viing bi€n doi chudi ning ctia khang thé” c6 nghia la ving bién
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Quy trinh bao ché duge phaim (ché phim) chira khéng thé dugc 14y 1am vi du:

Buéc 1: Mot lugng nhit dinh cia dung dich khéng thé khang IL-4R da tinh ché
dugce trao d6i dung moi (t6t hon 1a siéu loc) bang dung dich khdng chira khang thé; it
nhét 6 1an thé tich dugc trao dbi bang mang siéu loc, va khang thé dugc ¢ dén ndng
d6 nhét dinh. Mot thé tich nhét dinh cta dung dich céi chtra cac nguyén licu bd tro
khac duge bd sung, va hdn hgp ndy duge pha lodng bang dung dich dém dé thu duoc
ndng do6 cén thiét ctia khang thé va mdi nguyén liéu b tro va duge tron k§. Dung dich
gbc dugce loc va sau d6 dugce 14y mAu kiém soét trung tdm va dugc thir do vo trung.
Dung dich gbc duge cho di qua mang loc PVDF c6 kich thuéc 15 loc bing 0,22 um va
dich loc dugc thu gom.

Budc 2: Diéu chinh luong nap dén 2,15 mL, dich loc dugc nap vao lo c6 dung
tich 2 mL, va déng niit, va tién hanh 14y mAu kiém soat trung tam lac ban dau, luc gitra
va khi két thic qué trinh nap dé phat hién sy chénh 1&ch cua thé tich nap.

Bude 3: May déng nip duoc khéi dong dé dong nap nhom va tién hanh dong
nip.

Buéc 4: Tién hanh kiém tra bang mit thuong d khing dinh ring san phdm
khong co khuyét tat, nhu nap khong chinh xac. Cac nhan lo dugc in va dan; cac nhan

hop céc tong duge in, hdp céc tong dugc gép, tién hanh déng gbi, va nhan hop cac
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tong dugc dan.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du dudi ddy minh hoa thém cho sang ché, tuy nhién sang ché khong bi
giGi han & cac vi du nay. Cac phuong phéap dugc 14y 1am vi du trong céc vi du thuc
hién sang ché trong d6 cac diéu kién cu thé khong duogc chi rd thuong dugce tién hanh
trong cac didu kién thong thudng nhu Antibodies: A Laboratory Manual and Molecular
Cloning: A Laboratory Manual by Cold Spring Harbor Laboratory, hodc trong cac diéu
kién dugc khuyén c4o boi nha san xuét nguyén li€u thé hodc nha san xuit hang héa.
Céac chét phan ing ma khong ¢ ngudn gbc cu thé dugc chi ra 1a céc chét thong thuong

c6 ngudn goc trén thi truong.

Vi du 1: Gy mién dich chudt va phét hién

Protein t4i t6 hop IL-4R ngudi dugc gin dudi his (h-IL-4R-his), protein tai 6
hop IL-4R chudt dugc gin dudi his (m-IL-4R-his) va protein t4i t6 hgp IL-4R khi zerut
dugc gén dudi his (IL-4R zerut-his) duoc tbng hop béi Acrobiosystems, dugc biéu
hién béi té bao HEK293 va duge tinh ché.

Protein tai td hop IL-4R ngudi dugc gén dudi Fc duogc lam tuwong thich véi
ngudi (h-IL-4R-Fc) duge ty thiét ké, bidu hién va tinh ché. Céc protein da tinh ché
dugc st dung trong céac thir nghiém dugc md ta trong cac vi du sau.

Céc gbc axit amin CDR cta céc ving VL va VH ctia céc khéng thé hodc cac
doan gin két khang nguyén trong vi dy nay tuong ung voi so d6 danh s6 Kabat da biét
(LCDR 1-3, HCDR 2-3) va so dd d4nh s6 AbM (HCDR1) v& s6 lugng va vj tri.

Bang 1. Thong tin vé chit sinh mién dich

Tén Pau va cubi trinh tu axit | S6 co s¢ dit lidu/sd
amin Catalo

h-IL-4R-his Met26-His232 NP_000409.1

m-IL-4R-his [le26-Arg233 NP_001008700

IL-4R zerut-his Met26-Arg232 G7Q0S7

h-IL-4R-Fc Met1-His232 NP_000409.1
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Céac khang thé don dong khang IL-4R ngudi dugce tao ra bang cach gay dot bién
chuot. Chudt 1a chudt C57BL/6 thir nghiém, cai, 6-8 tudn tudi (Joinn Laboratories
(Suzhou) New Drug Research Center Co., Ltd., sé gidy phép san xuét dong vat:
201503052).

MBoi truong nudi: Loai SPF. Chudt sau khi dugc mua vé dugc nudi trong moi
trudong phong thi nghiém trong 1 tudn, véi chu ky sang/tbi 12/12 gio, & nhiét do
20-25°C, d6 4m 40-60%. Chudt di thich nghi véi v6i méi truong duge chia vao 3
chudng, mbi chudng 5 con. Khang nguyén mién dich 1a protein tai t& hop IL-4R ngudi
duge gén dudi Fe (h-IL4R-Fc & ndng do 0,73 mg/mL). T4 dugc Freund (Sigma, Cat#:
F5881) duoc st dung d& nhii hoa, trong d6 ta duge day du Freund (CFA, Pierce, Cat#

9

77140) duoc st dung dé gay mién dich so bd, va ta dugc axit nucleic (CpG, Sangon

N ~dm -l QT nan 1 o2 <7
Biotech (Shanghai)) va

gdy mién dich ting cudng con lai.

Vao ngay 0, 70 pg khang nguyén d4 nhii hoa dugc tiém trong mang bung (IP) &
mdi con chudt. Vao céc ngay 14, 28, 42, 56 va 77, viéc tiém khéng nguyén ¢ lung va
trong mang bung (mdi 14n tiém 0,1 mL) duoc tién hanh dya trén khéi u & lung va sung
& bung. Mau dugc thu gom vao cic ngay 21, 35, 49, 63 va 84 dé xét nghiém mau, va
huyét thanh cia chudt dugc xét nghiém bing phuwong phap ELISA néu trong vi du 2 aé
xé4c dinh hiéu gid khang thé trong huyét thanh chudt. Sau khi gy mién dich 1an tht tu,
tién hanh dung hop té bao 14 lach & chudt trong do6 hiéu gia khang thé 1a cao va c6 xu
huéng on dinh trong huyét thanh. Tién hanh gdy mién dich tdng cudng 3 ngay trudce
khi dung hop, va 10 pg dung dich khing nguyén dugc bao ché voi dung dich dém
phosphat dugc tiém trong mang bung (IP) & mdi chudt. Cac té bao lymho lach va té
bao u tay, t& bio Sp2/0 (ATCC® CRL-8287™), duge dung hop bang quy trinh dung
hop qua trung gian PEG duoc t6i wru hoa dé tao ra duoc cac té bao lai.

Vi du 2: Thit nghiém ELISA va sang loc khang thé

1. Thtt nghiém gén két ELISA:

Thir nghiém ELISA duogc sir dung dé phat hién cac ddc tinh gdn két ciia khang
thé khang IL-4R. Vi dia dugc phii protein téi t& hop IL-4R dugc gan dudi his. Sau khi
khéang thé dugc bd sung vao mdi 16, hoat tinh gin két khang thé voi khang nguyén
duoc phat hién bing cach bd sung khang thé thu cdp (khang thd Fc khang khang thé so
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cAp dugc lién hop véi HRP) va co chat TMB cho HRP.

Protein IL-4R ngudi hodic khi zerut-his duge phi trén vi dia c¢6 96 13, 100 pL
mdi 15 & ndng d6 0,5 pg/mL, va 4 qua dém & nhiét d6 4°C. Pia duoc rira ba lan bang
dung dich dém rta & ndng do 250 pL mébi 18. Dung dich phong bé dugc bd sung &
ndng d6 200 pL mdi 15 va dia duge 0 & nhiét do trong phong trong 2 gid. Dia dugc rira
ba 1in bing dung dich dém rira & ndng d6 250 pL mdi 15. Khang thé khang IL-4R can
thir nghiém dwoc pha lodng trong chit pha loang dugc bd sung & ndéng d6 100 uL mdi
16. Pia dugc G & nhiét do trong 1 gid. Dia dugc rira ba lan béng dung dich dém rvra &
ndng d6 250 uL mdi 16. Khang thé thi cip dé khang IgG ngudi duge pha lodng & ndng
d6 1:20000 bing chét pha loang dugc bd sung v6i lwgng 100 pL mébi 18. Dia duoc G &
nhiét do trong 1 gio. Pia dugce rua ba l4n bing dung dich dém rtra & ndng do 250 puL

1NO0 T mAT 1]
LUV p i1 1

(@)

va hadn hon
vad 1101 Y

1 hop duge cho

5 4 wuu

ung voi luong ,
trong 15 phut trong bong t6i. Axit sulfuric 0,16 M/L duogc bd sung véi lugng 50 pL
mdi 18. Gia tri OD dugc doc & budc séng 450 nm béng thiét bi doc vi dia Thermo
MultiSkanFc va gié tri ECso gén két ctia khang thé khang IL-4R v6i IL-4R dugc tinh
toan.

2. Thir nghiém phong bé ELISA:

Trong thir nghiém nay, bang thr nghiém phong bé in vitro, d phét hién dugc sy
phong bé gin két cta IL-4R ngudi v6i IL-4 nguoi bing khang thé khang IL-4R ngudi.
Cu thé 13, protein tai td hop IL-4R dugc gén dudi Fc duge phu trén vi dia ¢6 96 16,
khang thé gén két vi IL-4R ngudi sau d6 dugc b sung dé gin két hoan toan va chiém
gitt epitop, va sau d6 IL-4 (Biolegend, Cat# 574004) dugc bd sung. Khang thé khéng
IL-4 duoc lién hop véi biotin va Neutravidin-HRP (Pierce, Cat# 31001) dugc sur dung
dé phat hién liéu IL-4 ¢c6 thé van gén két v6i IL-4R, va gia tri ICso cua sy phong bé
lién két IL-4/IL-4R bang khang thé IL-4R duoc tinh toan.

Protein IL-4R ngudi-Fc dugc phi trén vi dia ¢6 96 18, 100 uL m&i 18 ¢ ndng do
0,5 pg/mL, va i qua dém & nhiét d§ 4°C. Dia dugc rira ba lan b?mg dung dich dém rtra
& ndng d6 250 pL mdi 15. Dung dich phong bé dugc bd sung & ndng d6 200 pL mdi 16
va dia dugc U & nhiét o trong phong trong 2 gi¢. Dia dugc rira ba 1an bang dung dich
dém rira & ndng d6 250 puL mdi 1. Khang thé khang IL-4R can thir nghiém dugc pha

lodng trong chét pha lodng dugc bd sung véi lwong 100 pL mdi 16, va dia dugc G &

47

47/110



52426

nhiét d6 trong phong trong 1 gid. Pia dugc rira ba 14n bing dung dich dém rira & ndng
d6 250 pL mdi 18. IL-4 da pha lodng dugc bd sung véi lugng 100 pL mdi 13, va dia
duoc 0 & nhiét do trong phong trong 1 gid va sau d6 dugc rira ba 1an. Khéng thé khang
IL-4 duoc lién hop véi biotin d3 pha lodng dugc bd sung véi lugng 100 pL mdi 15, va
dia duoc 4 ¢ nhiét d6 trong phong trong 1 gio va sau d6 rira ba 14n. Neutravidin dugc
danh ddu HRP duoc pha lodng trong chét pha loing & ty 1& 1:5000 duoc bd sung, va
dia dugc U & nhiét do trong phong trong 1 gid. Dia dugc rira ba 1an bang dung dich
dém rira & ndng do 250 pL mdi 15. TMB dugc bd sung véi lugng 100 uL mdi 19, va
hdn hop duge cho phan ing trong 15 phut trong bong t6i. Axit sulfuric 0,16 M/L dugc
bd sung véi lugng 50 pL mdi 1. Gia tri OD duge doc & bude song 450 nm bang thiét

bi doc vi dia Thermo MultiSkanFc va gia tri ICso phong bé sy gin két ciia IL-4R véi
. . .

mang gen béo cao

Cac té bao HEK-Blue IL-4 dugc mua tir Invivogen (Cat# hkb-stat6), va cac té
bao dugc chuyén nhidém dn dinh gen IL-4R cua ngudi va bo gen SEAP qua trung gian
STAT6. Do d6, mitc hoat héa cua con dudng truyén tin higu IL-4R c6 thé dugc xac
dinh bing cach phét hién luong SEAP tiét ra trong dich nbi bang QUANTI-Blue, co
chét ctia SEAP.

Trong thir nghiém nay, hoat tinh té bao in vitro cta khang thé IL-4R duogc danh
gia theo ICso bang cach phat hién sy hoat hoa ctia cac té bao HEK-Blue IL-4.

Céc t& bao HEK-Blue IL-4 dugc nudi cdy trong mdi truong DMEM chira 10%
FBS, 100 pg/mL Zeocin (Invivogen, Cat# ant-zn-05) va 10 pg/mL Blasticidin
(Invivogen, Cat # ant-bl-05), va cly chuyén 2-3 1An mot tudn véi ty 186 cdy chuyén 1a
1:5 hogc 1:10. Trong qué trinh cAy chuyén, méi truong duoc loai bd bang céch hut
bang pipet, va 16p té bao dugce rira bang 5 mL trypsin 0,25%. Sau d6 trypsin dugc loai
b6 bang cach hut pipet, cac té bao duoc phan giai trong ti G trong 3—5 phut, va sau do
mdi trudng méi dugc bd sung dé tai huyén phi té bao. 100 uL huyén phu té bao dugc
bd sung vao dia nudi cdy té bao 96 16 & mat do 5x10° té bao/mL, va mdi truong nudi
cdy 13 DMEM chtra 10% FBS, 100 pg/mL Zeoxin va 30 pug/mL Blasticidin. Chi 100

uL nude vo trung duge bd sung vao cac 15 ngoai bién ctia dia c6 96 15. Dia dugc i
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trong t0 U trong 24 gid (37°C, 5% CO2). Sau khi té bao bam vao thanh, khang thé da
pha lodng lién tiép can thir nghiém dugc bd sung véi lugng 100 pL mdi 16. Pia duge u
trong ti 1 trong 20-24 gidy (37°C, 5% CO2). Sau d6 20 pL dich ndi té bao dugc lay ra
tir m3i 15 cho vao dia day bing méi 96 15, 180 pL dung dich co chdt QUANTI-Blue
dugc bd sung, va dia duge U trong ti 0 trong 1-3 gio trong bong t6i. Mtrc hip thu &
buéce séng 620 nm dugc do bang thiét bi doc vi dia (Thermo MultiSkanFc).
Vi du 4: Uc ché su tang sinh ctia céc té bao TF-1 bang cac khang thé gin két
vai IL-4R nguoi

Céc té bao TF-1 (ATCC CRL-2003) 1 c4c té bao u lympho biéu hién IL-4R va

nhay véi cdc xytokin nhw IL-4/IL-13. IL-4 ¢6 thé kich thich céc té bao TF-1 ting sinh

khi khéng c6 mit GM-CSF. Trong thir nghiém nay, hoat tinh trung hoa cta cac khang

<
'
3
-
(=N
o
3
=N
oy
D(
3

dé phong bé con dudng hoat dong cia IL-4 va trc ché su tang sinh ctia c4c té bao TF-1.

Céc t& bao TF-1 dugc nudi cdy trong moi trudng RPMI1640 chira 10% FBS va
2 ng/mL GM-CSF (R&D, Cat# 215-GM-010), va dugc cdy chuyén 2-3 lan mot tudn
v6i ty 16 cAy chuyén bang 1:10. 100 uL huyén phi té bao dugc bd sung vao dia nudi
ciy té bao 96 16 & mat dd 2x10° t& bao/mL, mdi trudng nudi cdy la moi trudong
RPMI1640 chtra 10% FBS. Chi 100 pL nudc vo trung dugc bd sung vao cic 16 ngoai
bién ctia dia c¢6 96 18. 50 pL khang thé da pha lodng lién tiép can thtr nghiém va 50 pL
IL-4 (R&D, Cat# 204-1L-050) & ndng d6 cudi bang 0,7 ng/mL duoc bd sung vao mdi
18, va dia nudi cdy dugc U trong ti U trong 72 gio (37°C, 5% CO2). Sau khi nu6i cly
xong, su ting sinh té bao dugc phat hién bang céch st dung kit CTG (Promega, Cat#
G7572).

Vi du 5: Ai luc gén két in vitro va thir nghiém ddng hoc

Ai luc cua khang thé dugc lam twong thich véi nguoi khang IL-4R can thir
nghiém dbi v6i IL-4R ctia ngudi dugc xéc dinh bang cach st dung thiét bj Biacore,
GE. ‘

Khéng thé bét git khang thé ngudi duogc lién két cong héa tri véi chip cam bién
sinh hoc CM5 cua thiét bi Biacore (Biacore X100, GE) theo phwong phdp dwgc mo ta
trong huéng dan st dung kit bét giit khing thé nguoi (Cat# BR-1008-39, GE), va do

dé mot lugng nhét dinh khang thé can thtr nghiém dugc bét gitt dua trén 4i lyc. Sau d6
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mot diy cac gradien ndng do ciia cac khang nguyén IL-4R (toan bd cic khang nguyén
IL-4R dugc mua tir Acrobiosystems, Cat# ILR-H5221) dugc cho chay qua bé mit cta
chip, va thiét bi Biacore (Biacore X100, GE) dugc st dung dé phat hién céac d4u hiéu
phan tmg trong thoi gian thuc dé thu duge cac dudong cong gén két va phan ly. Sau méi
chu ky phan ly duoc két thic, chip sinh hoc dugce rira va tai tao bang dung dich tai tao
duge didu ché trong kit bit giit khang thé ngudi. Kit lién két amino dugc sir dung
trong thir nghiém nay dugc mua tir tdp doan GE (Cat# BR-1000-50, GE), va dung dich
dém 13 dung dich d¢ém HBS-EP+ 10x (Cat# BR-1006-69, GE) dé pha loang dén ndng
d6 1x (pH 7,4) bang nuéc khir ion.

S6 liéu thu duoc tir thtr nghiém nay dugc khép véi phdn mém danh gia
BiacoreX100 phdn mém 2.0 GE v6i mé hinh gin két (1:1) dé thu duoc cac gid tri ai
fuc.

Vi du 6: C4c trinh ty khang thé va san xuét khang thé

Dua trén thit nghiém gén két ELISA (lién két ELISA cua IL-4R ngudi-his) va
thtt nghiém phong bé ELISA (phong bé ELISA IL-4 ngudi/IL-4R) nhu duge md ta
trén day trong vi du 2, thir nghiém Uc ché hoat hoa cac té bao HEK293-Blue 1L-4
trong didu kién kich thich IL-4 trong vi du 3 va thit nghiém trc ché sy ting sinh cua cac
té bao TF-1 trong diéu kién kich thich IL-4 trong vi du 4, hai chung té bao lai don
dong thé hién hoat tinh in vitro t5t nhat dugc chon. Céc két qua ctia thir nghiém hoat
tinh dugc thé hién trong bang 2.

Bang 2. Cac két qua cuia thit nghiém hoat tinh ctia cic chung té bao lai

ELISA (ECso) ICso dé | ICs0 dé trc
(ng/mL) phong bé ché su ting
?g“ ;iﬁ‘n{fﬁ% su gan két |sinh c6 lién
£ 1x 1o cua té bao | quan dén
Te bao lai nli';iRhi IL-4R | IL-4R IL‘;” 58_14R HEK293-B| IL-4 cia
guol- khi-his |chudt-his (n g/mL) lue IL-4 | cac t€ bao
s & (v6ilL-4) | TF-1
(ng/mL) | (ng/mL)
2567 | 3319 | Khong | Khong | g5, 0,9749 | 51,26
gan ket | gan ket
Khong | Khong
10 | 4578 oin ket | gin ket 29,86 79,76 418,1
Dupilumab| 27,62 | 50ong | Khong |55 4 5,069 102,2
gan két | gdn ket
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Céc chung té bao lai don dong 25G7 va 7B10 dugc chon, va céc trinh tw khang
thé duoc tach dong tir ¢6. Tach dong trinh tu tir t€ bao lai 12 nhu sau.

Céc té bao lai & pha phét trién logarit dugc thu gom, va ARN dugc chiét ra bang
cach st dung Trizol (Invitrogen, 15596-018) (theo cédc trinh tu trong hudng dan st
dung kit) va dugc phién ma ngugc (PrimeScript™ Reverse Transcriptase, Takara, cat#
2680A). cADN thu dugc béng cach phién ma nguge dugce khuéch dai béng phéan Ung
PCR nh& bd mdi-Ig chudt nhit (Novagen, TB326 Rev.B 0503) va sau d6 dugc giri dén
co quan gidi trinh tw dé giai trinh ty, va céc trinh ty khang thé thu duogc duge phan
tich.

Céc trinh ty ving bién ddi chudi nhe va chudi ning cia khéng thé don dong
chudt 25G7 ia nhu sau:

25G7 HCVR

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPEKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNTLFLQMTSLRSEDTAMY YCTRGNKR
GFFDYWGQGTILTVSS (SEQ ID NO: 1)

25G7 LCVR

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCNASSSVSYMYWYQRKPRSSPKPWIYL
TSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWRSNPPMLTFGSGT
KLEVK (SEQ ID NO: 2)

Céc trinh ty CDR ndm trong khéang thé nay dugc thé hién trong bang 3.

Bang 3. Céc trinh tw CDR ciia khéng thé don dong 25G7

Tén Trinh tu Sb

HCDRI GFTFSDYGMH SEQ ID NO: 3
HCDR2 | FISSGSSIIYYADIVKG SEQ ID NO: 4
HCDR3 | GNKRGFFDY SEQ ID NO: 5
LCDRI NASSSVSYMY SEQ ID NO: 6
LCDR2 LTSNLAS SEQ ID NO: 7
LCDR3 QQWRSNPPMLT SEQ ID NO: 8

Céc trinh tw ving bién ddi chudi nhe va chudi ning ctia khang thé don dong
chuot 7B10 1a nhu sau:
7B10 HCVR
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QVQLQQPGTELLKPGASVSLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEW
IGLIHPNSDTTKFSENFKTRATLTIDKSSSTAYMKLSSLTSEDSAVYYCAKSKIITT
IVARHWYFDVWGTGTTVTVSS (SEQ ID NO: 9)

7B10 LCVR

DIVLTQSPPSLAVSLGQRATISCKASQSVDYGGDSYMNWYQQKLGQPPK
VLIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDVATYYCQHSNENPPTFGG
GTKLEIK (SEQ ID NO: 10)

Céc trinh tw CDR nim trong khang thé nay dugc thé hién trong bang 4.

Bang 4. Céc trinh ty CDR ctia khang thé don dong 7B10

Tén Trinh tu S
HCDRI GYTFTSYWMH SEQ ID NO: 11
HCDR2 LIHPNSDTTKFSENFKT SEQ ID NO: 12
HCDR3 SKIITTIVARHWYFDV SEQ ID NO: 13
LCDRI KASQSVDYGGDSYMN SEQ ID NO: 14
LCDR2 AASNLES SEQ ID NO: 15
LCDR3 QHSNENPPT SEQ ID NO: 16

CA4c trinh ty vung bién d6i thu dugc duge lién két v6i trinh ty ving c¢b dinh cta
nguoi dé tao ra trinh tu khang thé kham ngudi-chuodt. Trinh tu cua khang thé kham
dugc cai vao vecto bidu hién tuong Gng nhd cic k¥ thuat tich dong phan tir. Cac
khang thé kham ngudi-chudt 25G7-C va 7B10-C duoc tao ra nho hé biéu hién té bao
HEK293.

Cac khang thé kham da tinh ché dugc thir nghiém hoat tinh in vitro clia chung
bing céc phuong phap dugc md ta trong cac vi du 2-5 trén déy, va sd lidu dugc thé
hién trong bang 5. Cac két qua chi ra rang khang thé 25G7-C tbt hon dang ké so véi
khéng thé ddi ching dupilumab (dugc tbng hop c6 dya vao tai lieu WHO Drug
Information, Vol. 26, No. 4, 2012) ca hai khéang thé déu phong bé su gin két IL-4 va
trc ché sy ting sinh té bao.

Béng 5. Thir nghiém hoat tinh in vitro

Céac Gén két | Génkét | Phong bé | Phong bé | Ucchésu
khang | ELISA | ELISA | ELISA | sulién két | tangsinh | Kp(nM)
thé cua cua IL-4 clia cac té c6 lién (Biacore)

IL-4R | IL-4R | nguoi/IL- bao quan dén

ngudi-hi | khi-his | 4R (ICso) | HEK293- | IL-4 cua

s (ECs0) | (ECso) | (ng/mL) | BlueIL-4 | céc té bao
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(ng/mL) | (ng/mL) (v6iIL-4) | TF-1 (ICs0)
(ICso0) (ng/mL)
(ng/mL)
25G7-C | 9,004 | Khong | 3949 2,025 20,27 0,725
gin két
7B10-C | 11,83 | KROng | 1653 9,034 46,43 0,278
gan ket
Dupilum | 556, | Kbhong 1,9 4 3,235 2072 0,126
ab gén két

Vi du 7: Thir nghiém lam twong thich véi nguoi cua khang thé chuot

Céc khang thé chudt thu duge 25G7 va 7B10 dugc 1am tuong thich voi nguoi.
Trén co s& cAu trac dién hinh cua khang thé chuét VH/VLCDR thu duoc, céc trinh tu
vung bién dbi chudi nhe va chudi ning dugc so sanh véi co so dit licu Germine cia
khang thé ngudi d& thu duoc khuon mau dong mam co tinh twong ddéng cao. Ving
khung chudi nhe dong mam cia ngudi thu duge tir cac gen chudi nhe « cia ngudi, tt
hon 13 cac khuon miu chudi nhe dong mam cia ngudi IGKV3-11*01 (SEQ ID NO:
22, d6i v6i khang thé 25G7) va IGKV2D-29*01 (SEQ ID NO: 24, dbi v6i khang thé
7B10). Ving khung chudi ning dong mim cla ngudi duge thu tir chudi ning cia
ngudi, tbt hon 1 cdc khudn mau chudi ning dong mim cta ngudi IGHV3-48*01
(SEQ ID NO: 21, dbi véi khang thé 25G7) va IGHV1-2*02 (SEQ ID NO: 23, d6i vai
khéng thé 7B10).

Céc trinh ty ctia cac khudén miu dong mam cla ngudi duge thé hién dudi day.

Khudn mau chudi ning dong mam ciia ngudi IGHV3-48*01:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWV
SYISSSSSTIY YADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ
ID NO: 21)

Khuon mau chudi nhe dong mim cia ngudi IGKV3-11*01:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYD
ASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY YCQQRSNWP (SEQ ID NO:
22)

Khudn mAu chudi ning dong mam ctia ngudi IGHV1-2*02:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLE
WMGWINPNSGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAR
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(SEQ ID NO: 23)

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

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKTYLYWYLQKPGQPPQ
LLIYEVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQSIQLP (SEQ
ID NO: 24)

Céac ving CDR cua khang thé chudt dugc ghép vao khudn mAu duogc l1am tuong
thich v&i ngudi dugce chon va sau d6 duogc tai td hop vai cac vung cb dinh IgG, va sau
d6 tién hanh dot bién ngugc dé thu dugc loat phan tir duge lam twong thich véi nguoi.

hu7B10-VH-a, hu7B10-VH-b va hu7B10-VH-c dugc cai bién hiéu luc cua
thubc, va vi tri tht nhét cia khuén mau chudi ning dong mam ciia ngudi dugc thay
dbi tir Q sang E. Céc trinh ty cla cac ving bién dbi chudi ning dugc lam tuong thich

r.: 1. L on

v6i nguoi cia hai khang th

P AT Y

A e~
1ICu UVl

-

SEQ ID NO: 31-33,
tuong Gng; cac trinh tw cia cac vung bién dbi chudi nhe dugc néu trong SEQ ID NO:
28-30 va SEQ ID NO: 34-36, twong Ung.

hu25G7-VH-a:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGNK
RGFFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 25)

hu25G7-VH-b:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNK
RGFFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 26)

hu25G7-VH-c:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNK
RGFFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 27)

hu25G7-VL-a:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIYLT
SNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKV
EIK (SEQ ID NO: 28)

hu25G7-VL-b:
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIYLT
SNLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTK
VEIK (SEQ ID NO: 29)

hu25G7-VL-c:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRPWIYLT
SNLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTK
VEIK (SEQ ID NO: 30)

hu7B10-VH-a:

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLE
WMGLIHPNSDTTKFSENFKTRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARS
KIITTIVARHWYFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 31)

hu7B10-VH-b:

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLE
WMGLIHPNSDTTKFSENFKTRVTMTIDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAKSK
IITTIVARHWYFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 32)

hu7B10-VH-c:

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSY WMHWVRQAPGQGLE
WMGLIHPNSDTTKFSENFK TRVTLTIDKSISTAYMELSRLRSDDTAVY YCAKSK
IITTIVARHWYFDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 33)

hu7B10-VL-a:

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPP
QLLIYAASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTF
GGGTKVEIK (SEQ ID NO: 34)

hu7B10-VL-b:

DIVLTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPPQ
LLIYAASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTFG
GGTKVEIK (SEQ ID NO: 35)

hu7B10-VL-c:

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPP
QLLIYAASNLESGIPDRFSGSGS GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTFG

GGTKVEIK (SEQ ID NO: 36)
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Thiét ké dot bién nguoc ciia dong t& bao lai 25G7 dugc thé hién trong bang 6.

Bang 6. Chon loc khudn mAu va thiét ké dot bién nguoc

25G7-VL 25G7-VH

hu25G7-VL-a Puoc ghép hu25G7-VH-a S49A

hu25G7-VL-b F71Y hu25G7-VH-b S49A, A93T

hu25G7-VL-c L46P, L47W, hu25G7-VH-c S49A, F67S,
F71Y A93T

Luu y: cac vi tri axit amin dé gdy dot bién ngugc dugc xac dinh bang cach st
dung so dd danh sb Kabat.

Thiét ké dot bién nguoc cia dong té bao lai 7B10 duge thé hién trong bang 7
duéi day.

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

7B10-VL 7B10-VH

hu7B10-VL-a Puoc hu7B10-VH-a Puogc ghép
ghep

hu7B10-VL-b M4L hu7B10-VH-b R711, R94K

hu7B10-VL-c V58I hu7B10-VH-¢ M69L, R711, T73K, R94K

Luu y: cé4c vi tri axit amin dé gay dot bién nguoc dugc xac dinh bang cach st
dung so dd d4nh s6 Kabat.

Céc trinh tu chudi nhe va chui ning dAy du twong ting ciia khang thé dugc lam
tuong thich v6i nguoi dugc 14y 1am vi du hu25G7 (st dung chudi nang VH-c va chudi
nhe VL-a) va phin t& khang thé hu7B10 (st dung chudi nang VH-b va chudi nhe
VL-b) duoc néu trong SEQ ID NO: 17-20.

hu25G7 HC

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNKR
GFFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDKSRWQEGNVES
CSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (SEQ ID NO: 17)

hu25G7LC
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCNASSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIYLT
SNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC (SEQ ID NO: 18)

hu7B10 HC

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYWMHWVRQAPGQGLE
WMGLIHPNSDTTKFSENFK TRVTMTIDTSISTAYMELSRLRSDDTAVY YCAKSK
ITTIVARHWYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTK VDKK VEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS

RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV

LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 19)

hu7B10 LC

DIVLTQTPLSLSVTPGQPASISCKASQSVDYGGDSYMNWYLQKPGQPPQ
LLIYAASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQHSNENPPTFG
GGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC (SEQ ID NO: 20)

Trinh tu cua khang thé dugc lam twong thich véi nguoi dugce cai vao vecto biéu
hién twong tmg bang cach sit dung k¥ thuét tach dong phan tir, va khang thé duogc lam
twong thich v&i ngudi tuong Gng co thé dugc tao ra bang cach st dung hé biu hién té
bao HEK293 dé bidu hién va tdng hop.

Vidu 8: S4 liéu hoat tinh ctia cac khang thé dugc 1am twong thich v6i nguoi

Céc khéng thé duoc lam twong thich v6i ngudi hu25G7 va hu7B10 duge tién
hanh thtr nghiém hoat tinh in vitro dugc mo ta trong cac vi du 2-5, va céc két qué duogc
thé hién trong bang 8.

Céc két qua cho thdy rang ca khang thé hu25G7 va khang thé hu7B10 chi gin
két v6i IL-4R ngudi va khong gin két v&i IL-4R khi rezut, chiing t6 12 ca hai khang
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thé déu gén két véi epitop ngudi ma khong tuong ddng véi epitop khi rezut va gén két
dic hidu véi IL-4R ngudi. Ca hai khang thé déu c6 thé phong bé su gén két IL-4/IL-4R
va cac con dudng truyén tin hidu ndi bao, dan dén trung hoa su hoat hoa IL-4 va trc
ché sy ting sinh cia cac té bao TF-1, trong d6 hoat tinh tc ché va phong bé cua

hu25G7 van tét hon dang ké so v6i hoat tinh tc ché va phong bé cta khang thé ddi

58/110

chirng dupilumab.

Bang 8. Thir nghiém hoat tinh in vitro

Phongbé | o < | Ko(@M)
o ] ) | su gan s tin (Biacore)
Gén két | Gén két | Phongbé | kétcia | 1 0
ELISA | ELISA | ELISA | céc té li‘“ co
Ciac clia ciia IL-4 bao ée}‘ ‘%;a;‘
khing | IL-4R | IL-4R | ngudi/lL | HEK293 i cae
thé | nguwoi-his | khi-his | -4R -Blue t‘éabﬁic
(ECs) | (ECs) | (ICso) |TL-4(véi | ppy
(ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) 1L-4)
(ICs0) (ICs0)
(ng/mL) (ng/mL)
hu25G7 | 3,413 g;f’gégt 23,6 0,9431 29,56 1,07
hu7B10 | 12,010 ;iof{‘égt 753 6,8700 112,4 0,284
D“plbl“ma 42,560 ;Irllol?égt 1787 | 0.6668 | 4912 0.126

Vi du 9: Thir nghiém 1am trudng thanh 4i luc dbi véi khéng thé dugc 1am tuong
thich v&i nguoi hu25G7

Khang thé hu25G7 dugc lam truong thanh 4i lyc thong qua cong nghé nén tang
biéu hién ndm men, thu vién ndm men truéng thanh &i lyc nham vao 6 CDR duoc thiét
ké v tao ra dua trén khang théd hu25G7, céc doan mdi thoai hoa dwoc thiét ké, va cac
axit amin dot bién duoc thiét ké dugc dua vao thu vién khang thé hu25G7-scFv bing
PCR va tai t6 hop twong ddng. Kich thudc cia mdi thu vién 12 khoang 10°, va thu vién
ndm men duoc tao thanh dugc kiém tra do da dang cua né bang phwrong phap giai trinh
tu thé hé thir hai (GENEWIZ).

IL-4R ngudi duge danh déu biotin duge sit dung dé chon loc céc khang thé 4i
luc cao tir thu vién nadm men hu25G7-scFv. Sau hai vong sang loc MACS (céc hat tir

streptomyxin, Invitrogen) va hai vong sang loc FACS (BD FACSAria™ FUSION),
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dong ndm men don dugc chon dé& nudi céy va kich thich su biéu hién. FACS (BD
FACSCanto II) dugc st dung d& phat hién su gin két ciia dong ndm men don v&i
IL-4R cta ngudi, va dong ndm men don vé6i 4i lyc cao hon 4i lyc cua khang thé 25G7
kiéu dai duoc chon dé kiém tra viéc giai trinh ty. Sau khi sép théng hang va phéan tich
cic dong giai trinh ty, trinh ty du thira dugc loai bo, va trinh tu khong du thira dugc
chuyén héa thanh phén tir khang thé ngudi cé chiéu dai ddy da dé biéu hién trong té
bao ctia dong vat c6 vi. Viéc xac dinh ai luc ciia khang thé c6 chidu dai dﬁy du sau khi
tinh ché 4i luc dugc tién hanh b@“mg cach st dung BIAcore X-100 (GE Life Sciences),
va céc phan tir khang thé dy tuyén véi ai luc cao hon véi IL-4R ngudi dugc chon. Ai
luc ctiia cac phén t khang thé voi IL-4R ngudi 1a cao hon i lyc cua khéng thé
hu25G7 kiéu dai, trong d6 4i luc ctia phan tir khang thé hu25G7-A 1a twong duong voi

b - I LN Av The

4i Iuc cia dupilumab, va 4i luc clia phén tr hu25G7-B la tot hon dang ké so v&i ai luc

>

cuia dupilumab.

Trinh ty ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé hu25G7-A thu dugc tr viéc lam
truong thanh ai lyc 1 nhu sau:

hu25G7-A LCVR

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASSSVPYMYWYQQKPGQAPRLLIYLT
SNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRAYPPMLTFGGGTKV
EIK (SEQ ID NO: 37)

Céc trinh tw CDR nim trong khéng thé n.e‘ly dugc thé hién trong bang 9.

Béang 9. Céc trinh ty LCDR cua hu25G7-A

Tén Trinh tu Sd
LCDRI RASSSVPYMY SEQ ID NO: 38
LCDR2 LTSNLAS SEQ ID NO: 7
LCDR3 QQWRAYPPMLT SEQ ID NO: 40

Trinh ty ving bién ddi chudi nhe cua khang thé hu25G7-B 1a nhu sau:
hu25G7-B LCVR
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASPGVPPLAWYQQKPGQAPRLLIYLAS
SRPSGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKVE
IK (SEQ ID NO: 41)
Céc trinh ty CDR nim trong khang thé nay dugc thé hién trong bang 10.
Bang 10. Céc trinh ty CDR
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Tén Trinh tu )
LCDR1 | RASPGVPPLA SEQ ID NO: 42
LCDR2 LASSRPS SEQ ID NO: 39
LCDR3 | QQWRSNPPMLT SEQ ID NO: 8

Ving bién ddi chudi nhe hu25G7-A LCVR dugc boc 19 trén day duoc tai td hop
v6i ving ¢b dinh chudi nhe hu25G7 dé thu duge chudi nhe khang thé hu25G7-A; viing
bién dbi chudi nhe hu25G7-B LCVR duge mb ta trén day duoc téi td hop véi ving cb
dinh chudi nhe hu25G7 dé thu duogc chudi nhe khang thé hu25G7-B.

Cac gbc axit amin cia hu25G7-VH-c dugc lam tdi wu dé thu dugc cac ving
bién déi chudi ning hu25G7-A/B VH va hu25G7-C VH.

hu25G7-A/B VH:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRGNKR
GFFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 43)

hu25G7-C VH:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNTLYLQMSSLRAEDTAVY YCTRGNKR
GFFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 47)

Céc vung bién dbi chudi ning dugc mo ta trén day co thé duoc tai to hop voéi
ving ¢ dinh chudi nidng hu25G7 dé thu dugc cac chudi nidng khang thé
hu25G7-A/hu25G7-B va hu25G7-C.

Céc trinh ty chudi ning ddy du cta hu25G7-A va hu25G7-B dugc néu trong
SEQ ID NO: 44.

hu25G7 HC (tie 13, chudi ning khang thé hu25G7-A/hu25G7-B)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCTRGNKR
GFFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYF PEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
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FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO: 44)

Chudi ning khang thé hu25G7-C:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEW
VAFISSGSSITY YADIVKGRSTISRDNAKNTLYLQMSSLRAEDTAVYYCTRGNKR
GFFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFS

MQYJRATTIN AT I_T\TU‘)'T

UD VIVIIIEALILINIL X 11/

SEQ ID NO: 48)
CAc trinh tu chudi nhe ddy du tuong tng dugc néu trong SEQ ID NO: 45-46.
hu25G7-ALC
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASSSVPYMYWYQQKPGQAPRLLIYLT
SNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRAYPPMLTFGGGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC (SEQ ID NO: 45)
hu25G7-B/hu25G7-C LC
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASPGVPPLAWYQQKPGQAPRLLIYLAS
SRPSGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWRSNPPMLTFGGGTKVE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC (SEQ ID NO: 46)
Vi du 10: S6 lidu v& hoat tinh 1am truong thanh 4i luc ciia céc khang thé dugc
lam twong thich v6i nguoi
Céc khéng thé hu25G7-A va hu25G7-B dugc phat hién theo vi du 3 va vi du 4;
¢4 hai khang thé hu25G7-A va hu25G7-B c6 thé phong bé viéc gin két voi IL-4/IL-4R
va cac con duong truyén tin hiéu ndi bao, dan dén trung hoa su hoat hoa IL-4 va IL-13

va trc ché sy tang sinh cua cac t& bao TF-1. S4 liéu hoat tinh duoc thé hién trong bang
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Béng 11. So sanh s liéu hoat tinh
Pl}ong’bé su P}}ong’bé sur Uc ché su
] gankét cua | gan ket cha Ucchésy | tingsinh co

Phong bé céc te bao cact€ bao | tdng sinh co lién quan

Céc khan ELISAIL-4 | HEK293-Blu | HEK293-Blu | lién quan dén IL-13

g ngudi/IL-4R | e (v6iIL-4) | e (v6iIL-13) dén IL-4 cua cua cac te

(ICs0) (ICs0) (ICs0) cac té bao bao TF-1
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) TF-1 (ICs0) (ICs0)

(ng/mL) (ng/mL)

hu25G7-A 144,2 6,49 10,02 83,72 13,24
hu25G7-B 108,4 6,598 8,38 50,95 13,71
Dupilumab 156,3 12,48 14,75 100,9 18,10

Trong thr nghiém ¢ ché su tang sinh cla céc té bao TF-1 do su kich thich
IL-13 ghy ra, cad hu25G7-A va hu25G7-B déu thé hién céac tac dung co loi. So véi
dupilumab, hu25G7-A va hu25G7-B du c6 tac dung tot hon dang ké trong viéc phong
bé su gin két ctia IL-4 va IL-13 v6i IL-4R va sy tdng sinh té bao do sy gin két gay ra.

Vi du 11: Nghién ctu vé tac dung cua khang thé duoc 1am tuong thich voi
ngudi trén chung viém da ¢ chudt

Thiét 1ap céc méau viém da & chudt: Chudt chuyén gen IL-4/IL-4Ra (dugc mua
tir Cyagen Bioscience Biological Research Center (Taicang) Co., Ltd.) dugc st dung,
100 pL dung dich dau oliu axeton OXZ 1,5% (axeton:dau oliu = 4:1) dugc boi déu lén
bung (dién tich 3 cm x 3 cm) cia mdi con chudt dé giy nhay cam, va ngay gy nhay
cam 13 DO (ngay 0). Vao ngay thu 7, 20 pL dung dich dau oliu axeton OXZ 1% duogc
boi déu cho ca hai tai (ca hai bén) cua mdi con chudt dé thir, va tién hanh tho mdi 72
gio.

Trong thir nghiém nay, 5 nhém dugc 1ap 1€n, d6 la nhom dbi ching thong
thuong (chi boi dung dich dau oliu axeton dé giy nhay cam va kich tng), nhom dbi
chimg mAu, nhém hu25G7-A, nhém hu25G7-B va nhém dupilumab, trong do mdi
nhém goém 3-5 con chut. Lidu dung cua cac nhom sir dung 1a 50 mg/kg, duong dung

13 duéi da, va tién hanh st dung hai JAn mot tudn (xem bang 12 dé biét thong tin cu
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thé). Do day cua tai duge do bing thudc kep vao ngay 27, va cic két qua duoc thé hién
trén FIG.1.

Bang 12. Phac db diing ciia mbi nhém

Nhém S6 con Puwong dung Liéu dung Tén suét ding
chudt
Nhém ddi | 3 (con duc) Duéi da - Hai 14n mot tudn
ching thong
thuong
Nhém dci)i 5 (3 con céi Dudi da - Hai 14n mot tudn
chirng mau +2 con
duc)
hu25G7-A |53 concai| Dudida 50 mg/kg | Hai lan mot tudn
+ 2 con
duc)
hu25G7-B |3 (2concai| Dudida 50 mg/kg | Hai lin mot tudn
+ 1 con
duc)
Dupilumab |4 (2 con cai Duéi da 50 mg/kg Hai 14n mot tun
+2 con
duc)

Céc két qua thu duge cho thdy rang tai cia chudt & nhom db6i ching mau c¢6 ton
thwong bénh 1y 13 rét, va do day cia tai la 16n hon dang ké so véi do day cua tai &
nhém d6i ching thong thuong. DO day tai cia chudt & cée nhom hu25G7-A,
hu25G7-B va dupilumab la nho hon dédng ké so v6i nhom ddi chimg mau vao ngay 27.
Tire 1, hu25G7-A, hu25G7-B va dupilumab c6 thé duge sir dung dé dicu tri bénh
viém da, va hu25G7-B c¢6 tac dung tbt hon so voi dupilumab.

Céc vi du bao ché ché phdm

Thiét bi dugc st dung dé bao ché va cac phuong phép tinh todn cac két qua la
nhu sau:

Séc ky loai trir phan tit SEC:

bay 1a phuong phap dé phan tich sy phan tach chét tan theo mdi quan hé twong
d6i gitta c& 13 cia 18 gel va kich thuée ciia cudn phan tir mau polyme.

Ty 1& phén trim luong monome SEC = Monome/téng s A x 100% (monome 12

dién tich dinh ctia monome dinh chinh trong mau, va tong sO A la tong cua cic dién
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tich dinh).

Thiét bi d& do SEC: Agilent 1260; cot: waters, XBrige BEH200A SEC (300 x
7,8 mm 3,5 pm).

Pién di gel mao din CE:

Day 1a phuong phap di chuyén gel vao 6ng mao dan nhu l1a mdi truong hd tro
cho qua trinh dién di va phéan tach theo khéi lugng phén tir ctia mAu duéi mot dién thé
nhét dinh.

Ty 16 phin trim do tinh khiét CE khong khir = dinh chinh/téng s6 A x 100%
(dinh chinh 12 dién tich dinh cta dinh chinh trong mAu, va tong s6 A 1a tong cta tat ca
cac dién tich dinh).

Thiét bi do CE: Beckman model plus800

Dién di mao quan hdi tu déng dién ¢6 hién anh iCIEF:

D4y 14 k¥ thuét phan tach theo su chénh léch vé cac diém déng dién pl cua cac
protein.

Ty 1€ phén trim luong dinh trung tinh iCIEF = dién tich dinh trung tinh/tong
dién tich x 100% (tdng dién tich 1a tdng sb dién tich cua cac dinh axit, trung tinh va
bazo).

Nha san xudt thiét bi xac dinh iCIEF: protein don gian, loai: muarice.

Po do nhét: dd nhét duge do b?mg cach st dung luu tbc ké (nha san Xuét:
Anton Paar, loai: MCR xx2) & nhiét 4o do béng 25°C, va cac mau dugc dat truc tiép
trén dia do dé kiém tra.

Ap suét thdm thiu: phuwong phép diém doéng bang duge sir dung dé do ap sut
tham thiu. Piém déng bing cta dung dich dugc do bang cach st dung phan tr cam
bién nhiét dd c6 do nhay cao dua trén mbi quan hé ty 1€ gitta gid tri giam diém dong
bang va ndng dd mol ctia dung dich, va sau d6 chuyén thanh ap sut thdm théu thong
qua dién lugng. Nha san xudt thiét bi: Loser, loai: OM815.

Vi du 1: Sang loc hé dém

Ché phim chra 100 mg/mL khang thé hu25G7-A va 0,1 mg/mL (PS80)
polysorbat 80 dugc didu ché trong cac hé dém khac nhau véi pH br?mg 4,5-6,5, va do
6n dinh cta khang thé trong cac hé dém khac nhau dugc kiém tra. Thibt ké cu thé cac

cong thirc dwoc thé hién trong bang dudi day.
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Béng 13. Thanh phén ctia cac miu ché pham
Hé dém
20 mM axit histidin-axetic (His-AA) pH4,5
20mM His-AA pHS5.,0
20 mM axit axetic-natri axetat (AA) pH 5,5
20 mM axit sucxinic-natri sucxinat (SA) pH 5,5
20 mM axit xitric-natri xitrat (CA) pH 5,5
20mM His-AA pH 5,5
20mM His-AA pH 6,0
20mM His-AA pH 6,5

>
c
7]
O

0| | N | | W N =

M3i mau duge loc vo trung, nap vao céac lo, va sau d6 kiém tra hinh thirc bén

ngoai va SEC trong diéu kién nhiét do cao bang 40°C. S6 liéu duogc thé hién trong

bang duéi day.
Bang 14. Céc két qua vé do on dinh ctia cac mAu ché pham
% % Su
x 1 a . . in .. Monome | thay ddi
Mau Dbiéu kién Hinh thirc bén ngoai SEC fwong dbi
theo SEC
! TO Trong 99,2
40°C D15 Trong 96,6 2,5
40°C M1 Trong 94,5 4,7
T0 Trong 99,4
2 40°C D15 Trong 96,9 2,5
40°C M1 Trong 94,9 4,5
TO Trong 99,3
3 40°C D15 Trong va tring duc 96,5 2,7
sooc M1 | rangduc, véisoluong | gy, 5,0
hat giéng suong mu nhé
T0 Trong va tring duc 99,4
4 40°C D15 S hat 16n 96,2 3,2
10°C M1 Trangxduc, V01 SO II:IQ’I’lg 93,9 54
hat giong suong mu 16n
T0 Trong va tring duc 99,3
5 40°C D15 S6 hat 16n 96,6 2,8
40°C M1 Tranggduc, V41 sO ll‘l’C_YIilg 94.9 44
hat giong suong mu 16n
6 TO Trong 99,4
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40°C D15 Trong 96,3 3,1
40°C M1 Trong 94,5 4,9

TO Trong 99,1
7 40°C D15 Trong 96,8 2,3
40°C M1 Trong va tring duc 95,1 4,0

TO N/A 99,0
8 40°C D15 N/A 94,3 4.8
40°C M1 Puc N/A N/A

Luu y: D15 14 phat hién vao ngay 15, M la thang, TO 1a phét hién ngay sau khi
chudn bi miu, va N/A 14 khong phat hién.

Céac két qua chi ra ring hinh thirc bén ngoai cua dung dich dém SA/CA/AA la
tuong dbi kém, va do d6 His-AA dugc chon 1am hé dém. Trong hé His-AA, d6 pH

bing 4,5-5,5 lam cho hinh thirc bén ngoai 2 His-AA pH 6,5, SEC cua
mdi hé dém khong c6 sy khac biét dang ké, va pH 5,0 va 6,0 1a &t hon mot chut. Do
d6, hé dém cua khang thé 13 His-AA, pH 4,5-6,0.
Vi du 2: Sang loc céac ndng d6 khang thé

Céc ché pham chira hu25G7-A & céc ndng d6 khac nhau dugc bao ché trong cic
hé dém 20 mM His-AA pH 5,0, 5,5, va cac thanh phén ctia ché phém la nhu sau:

1) 20 mM His-AA pH5,0, 100 mg/mL hu25G7-A

2) 20 mM His-AA pHS5,5, 100 mg/mL hu25G7-A

3) 20 mM His-AA pH5,0, 150 mg/mL hu25G7-A

4) 20 mM His-AA pH5,5, 150 mg/mL hu25G7-A

5) 20 mM His-AA pH5,0, 139 mg/mL hu25G7-A

6) 20 mM His-AA pH5,0, 127 mg/mL hu25G7-A

7) 20 mM His-AA pHS5,0, 120 mg/mL hu25G7-A

8) 20 mM His-AA pH5,5, 138 mg/mL hu25G7-A

9) 20 mM His-AA pH5,5, 122 mg/mL hu25G7-A

Sau khi mdi ché pham trong s6 cac ché phim dugc bao ché, ddu tién mot phan
mAu ché phdm dugc l4y ra dé phét hién do nhét clia ché pham. Sau d6 moi mau trong
sb cac mau duge loc vo tring, nap vao cac lo, va sau do kiém tra hinh thtc bén ngoai,
SEC, CE-SDS khéng khir va iCIEF trong didu kién nhiét do cao bang 40°C dé kiém

tra anh hudng cla cdc nong dd khang thé khac nhau dén do nhét va do 6n dinh cua céc
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Bang 15. Céc két qua d4nh gia d§ nhét cua ché phim

>

u

D6 nhét mPa.s

13,7

25,5

90,0

140,5

34,6

26,5

21,8

93,2

OR[N N[ |WIN |—

52,6

Bang 16. Céc két qua danh gia do én dinh cia ché pham

i % Monome | % dinh trung Z;lgri:; ?{E&
Miu | Didulién | thie bén theo SEC | tinh theo iCIEF
ngoai % thay % thay % thay
doi doi doi
TO Trong | 99,4 65,0 96,12
: 40°CD15 | Trong | 96,9 2,5 57,5 7,5 92,37 | 3,75
5 TO Trong | 99,4 65,3 95,93
40°C D15 | Trong | 96,3 3,1 55,0 | 10,3 | 92,09 | 3,84
TO Trong | 99,3 63,9 96,10
. 40°CD15 | Trong | 96,4 2.9 54,8 9,1 92,85 | 3,25
A TO Trong | 99,4 65,0 96,22
40°CDI15 | N/A! | 96,5 2,9 53,1 11,9 | 91,29 | 4,93

d6 khang thé khac nhau khong c6 su khéc biét dang ké: cu thé 1a trong c4c dung dich
dém His-AA véi pH 5,0 hogc 5,5, ndng do khéng thé c6 anh hudng nhe dén do on dinh
cta ché phim; tuy nhién, ndéng do khang thé cang cao, d6 nhét cua ché pham cang 16m,
va trong dung dich dém c6 pH 5,0, d6 nhét bang khoang 14 mPa.s, khi ndng do khang
thé bang 100 mg/mL, trong khi d6 d nhdt bang khoang 22 mPa.s khi nbéng dd khéng

thé bang 120 mg/mL.
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Vi du 3: Sang loc cac chét cai bién d6 nhét

Cac ché phdm hu25G7-A chira cic chét cai bién do nhot khac nhau & nong do
khang thé bing 120 mg/mL dugc bao ché trong dung dich dém 20 mM His-AA (pH
5,0). Anh huéng ctia cac chét cai bién do nhét khac nhau dén do nhét cia ché pham
dwoc kiém tra véi do nhét 1a chi sb danh gia. Dé dap tng cac yéu cAu déng truong clia
céc ché phdm dung dudi da, mdi chit cai bién dd nhét duge bd sung vao ché phdm &
ap sut thdm théu tréng chét cai bién d6 nhét bang 270 mosm/kg dé kiém tra tac dung
ctia n6. Céc két qua cu thé dugc thé hién trong bang dudi day.

Bang 17. Két qua dot nhét

Chat ﬁgtlen do Nong 46 (mM) bo nhornt1 ;rgl.glg binh
Khéng dugc bo sung N/A 16
(trong)

NaCl 122 8
MgCl, 85 5,3
CaCly 148 5,6

KCI 124 7,7
CH3COONa 86 8,8
NaxSO4 96 9,5
Nal 113 8.3

NaF 74 6,3
NaSCN 112 6,6
Arg-HCl 120 7,2
Lys 118 8,7

His 93 6,6

Pro 207 12,9

Céac két qua chi ra réng, NaCl, MgCl,, CaCl, KCl, CH;COONa, NazSOs, Nal,
NaF, NaSCN, Arg-Hcl, Lys (lysin) va His (histidin), ngoai trir prolin, déu co tac dung
dang ké trong viéc lam giam d nhdt cla ché phim & ndng do tdi da tuong tmg. Trong
sb cac chét cai bién nay, Arg-HCI, MgClz, CaCly, NaF, NaSCN va histidin c6 tac dung
tdt hon, va do d6 Arg-HCI, MgCl,, CaCl, va histidin dugc uu tién lam chét cai bién do
nhdt.

Vi du 4: Tac dung cua chét cai bién d6 nhét dén dd nhét cia cac ché pham co
ndng do cao

Dé kiém tra tic dung cla chét cai bién do nhdt, cac ché phdm hu25G7-A & ndng
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d6 khang thé bang 150 mg/mL hu25G7-A dugc bao ché trong dung dich dém 20 mM
His-AA, pHS5,0, va cac thanh phén cu thé 13 nhu sau:

1) khong c6 chét cai bién d6 nhét (N/A)

2) 85 mM MgCl

3) 148 mM CaCl,

4) 93 mM histidin

Téc dong cua cic nguyén liéu bd trg khac nhau dén do nhét cua ché phdm co
ndng dd cao dugc kiém tra v6i do nhét 12 chi sb danh gia.

Bang 18. Két qua dot nhot

Mau PO nhét mPa.s
1 88,80
2 16,86
3 17,22
4 19,00

Céc két qua chi ra ring khi ndng dd ctia khang thé 1a 150 mg/mL, dd nhét cia
ché phim c6 thé dugc 1am giam 1a duéi 20 mPa.s nho MgCl, CaClz va histidin, va tac
dung lam gidm do nhét 1a tuong d6i tbt.

Vi du 5: Anh huéng cta chét cai bién d6 nhot dén do 6n dinh ciia ché pham

Trong hé dém 20 mM His-AA pH 5,0, cac ché ph'?lm Hu25G7-A, 6 néng do
khang thé bing 150 mg/mL va chira cac nguyén ligu bd tro & cac ndng do khac nhau,
duoc bao ché, va anh hudng cla cic nguyén liéu bd trg & cac ndng dd khic nhau dén
do 4n dinh nhiét (dugc bao quéan trong 17 ngay ¢ nhiét do 40°C) cua ché phém duogc
kidm tra. Thiét ké thir nghiém va céc két qua duoc thé hién trong bang dudi day.

Bang 19. C4c miu ché phdm
Méu Chat ci bién do nhot
Trbéng (khong dugc bd

sung)

50mM MgCl2

90mM MgCI2

2

3

4 90mM CaCl2
5 148mM CaCl2
6

7

8

90 mM histidin
122mM NacCl
120mM Arg-HCI
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Bang 20. Anh hudng cta lugng cac nguyén liéu bd trg dén dd 6n dinh ciia mau

% Su % Su
thay thay
% doi doi
Miu | Diéukién | Monome | tuong (;fh(;E-i]hDS tuong
theo SEC | dbi Ong KT 6
theo theo
SEC CE
1 TO 99,0 95,7
40°C D17 94,7 4,3 93,5 2,2
5 TO 99,0 95,6
40°C D17 94,3 4,7 91,9 3,7
3 T0O 99,0 95,7
40°C D17 93,8 5,2 91,4 43
4 T0 99,0 95,1
40°C D17 93,4 5,6 88.9 6,2
5 TO 98,8 95,7
40°C D17 92,9 5,9 87,9 7,8
6 TO 99,0 95,3
40°C D17 95,7 3,3 90,8 4,5
7 T0 99.0 95,3
40°C D17 94,3 4,7 90,3 5
g TO 98.9 95,2
40°C D17 94,8 4,1 91,0 4,2

Céc két qua cho thay ring: MgCla, Arg-HCI, NaCl va histidin ¢6 anh hudng nhe
dén d dn dinh cta ché phdm, trong d6 do én dinh cta cac ché phim chra MgCly,
Arg-HCIl, NaCl va histidin 1a t5t hon so v&i ché phém chtra CaClp, mac khir CE cua
nhém CaCl, trong diéu kién nhiét do cao la tét hon so v6i muc khir cia cac mau ché
pham khac, va d6 8n dinh ciia ché phdm chira MgClo, Arg-HCI va histidin 1a tot hon,
va do d6 MgCl,, Arg-HCI va histidin dugc uu tién.

Vi du 6: Dénh gia tong thé v& anh hudng ciia chit cai bién do nhét dén do on
dinh cta ché pham

Trong dung dich dém 20 mM His-AA pH 35,0, cac ché phém chira 0,1 mg/mL
PS80, 150 mg/mL Hu25G7-A va chét cai bién do nhét duoc bao ché, trong dé ndng do

ctia PS80 trong mau dugc lic trong 15 ngay 1a 1 mg/mL. Anh huodng ctia cac nguyén
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liéu bd trg khac dén dd nhét va do bn dinh cua ché phém Hu25G7-A duge kiém tra.
Thiét ké thir nghiém 13 nhu sau.

1) N/A (khong c6 chét cai bién d6 nhét)

2) 90 mM MgCl,

3) 120 mM Arg-HCl

4) 90 mM histidin

Sau khi mdi ché phérn trong sb cac ché phém duoc bao ché, diu tién mot phé‘m
mAu ché phim dugc 14y ra d& phat hién d6 nhét ciia ché pham. Sau d6 mdi mu duoc
loc v6 trung, nap vao céac lo, va sau dé duoc kiém tra hinh thirc bén ngoai, SEC, CE
khong khir trong céc diéu kién nhiét dd cao bing 40°C, lip lai buéc dong lanh va ra

dong (-35°C dén 4°C) va lic (tdc dd lic 300 vong/phut & nhiét do 25°C) dé danh gia

r

71/110

anh hudng cla céc nguyén liéu b6 tro khac nhau dén d6 nhét va dd 6n dinh cta ché
phim. Céc két qua thu dugc dugc thé hién trong cac bang dudi day.
Bang 21. Céac két qua d4nh gia do nhot
Mau P06 nhét mPa.s
1 82,2
2 12,1
3 15,8
4 17,7
Béng 22. Céc két qua vé do on dinh
% Su % Su
Monom |thay d6i| CE |thay doi
Miu | Diéukién | Hinh thic bénngoai | etheo | twong | khong | tuong
SEC |dditheo| khtr |doitheo
SEC CE
TO Trong 99,2 96,5
40°C M1 Trong 93,9 5,3 90,3 6,2
Dong lanh va
| 4 dong 5 Ian Trong 98,7 0,5 95,7 0.8
Lic D1 Trong 98,8 0,4 95,9 0,6
Lic D15 Trong 98,7 0,5 95,0 1,5
TO Trong va tring duc nhe | 99,4 95,9
2 Tring duc, véi $6
40°C M1 lugng hat giong suong | 92,2 7,2 88,3
mu 16n 7,6
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zoggnl;r;hlgg Trong va tréng duc 98,5 0,9 95,3 0.6
Léc D1 Xuét hién céc hat 985 | 09 | 955 | 04
Lic D15 Trong 98,5 0,9 94,2 1,7
TO Trong va tring duc nhe | 99,3 95,8
Tréng (1‘1_19, v6i sb
40°C M1 lugng hat giong swong | 93,0 6,3 88,8 7
3 mu 16n
zogfnlgléhlgg Trong va tréng duc 98,5 0,8 95,6 0.2
Lic D1 Xuét hién céc hat 98,4 0,9 95,7 0,1
Lic D15 Trong 98,4 0,9 95,1 0,7
TO Trong va tring duc nhe | 99,5 96,1
Tréng dug, v&i sb
40°C M1 lugng hat giong swong | 94,1 5.4 89,0 7,1
4 mu 16n
g?gnléu;hlgs Trong va tréng duc 98,6 0,9 95,3 0.8
Lic DI Xuét hién céc hat 98,3 1,2 95,8 0,3
Lic D15 Trong 98,6 0,9 95,0 1,1

Luu y: Lac D1 1a phét hién sau khi lic trong 1 ngay, va lac D15 1a phat hién sau
khi lic trong 15 ngay.

Céc két qua cho thiy rang:

Sau khi nguyén li€u bb trg 1a chit cai bién dd nhét dugce bd sung, hinh thirc bén
ngoai cho thdy tring duc, nhung khong c6 sy khac biét gilta cic nguyén liéu bb tro;
khi ché phdm chtra 0,1 mg/mL PS80, nhém chira chit cai bién d6 nhét duge lac trong
1 ngay va céc hat bit diu xudt hién. Tuy nhién, khi PS80 1a 1 mg/mL, hinh thirc bén
ngoai van trong sau Kkhi l4c trong 15 ngay.

Céc két qua SEC & nhiét do 40°C da cho thay rang luong monome SEC bi giam
nhe sau khi bd sung chét cai bién do nhot, nhung khong c6 sw khdc biét dang ke giita
cic mAu ctia m&i nhém, néu nhém mau Arg-HCI va nhém méu histidin 1a tot hon, va
mju histidin ¢6 do 8n dinh t6t nhit. Céc két qua CE & nhiét do 40°C da cho thdy ring
CE bi giam nhe sau khi bd sung chét cai bién d6 nhdt, nhung van c6 su khac biét nho
gilta cac nguyén liéu bb tro.

Vi du 7: Sang loc cac ndng do chét cai bién do nhot

72



52426 73/110

Trong hé dém 20 mM His-AA pH 5,0, céc ché phdm chtra khéng thé Hu25G7-A
v&i cac ndng dd khéc nhau va chat cai bién do nhét dugc bao ché dé kiém tra do nhét

ctia cac ché phadm. Thiét ké thir nghiém va cac két qua duoc thé hién trong bang duéi

day.
Bang 23. Céc két qua danh gia do nhot
4. .. .5 | Ndng db chét cai A e .
Chgg‘fﬁgen bién d6 nhot Norzil i(; nlji‘;tem D6 nhét mPa.s

' (mM)

10 163,1 37,9

50 163,8 18,6

MgCl 90 165,1 18,0

90 190 31,2

10 162,6 49,1

His 50 163,9 27,0

90 164,2 19,1

10 160,7 54.4

50 163,0 31,5

90 163,4 21,6

Arg-HCI 120 166,0 19,9

150 152 18,9

180 149 16,5

200 147 14,8

Céc két qua da cho thdy rdng viéc ting ndng do clia chét cai bién do nhét His,
MeCl, va Arg-HCI 6 thé 1am gigm déng ké do nhét cta ché pham.

Vi du 8: Thir nghiém do n dinh ctia ché phdm

Dé cai thién hinh thic bén ngoai cia ché pham, lugng axit amin c6 tinh bazo
(chét cai bién d6 nhdt) duoc bd sung vao ché phém dugc coi 1a gidm, va cac mau ché
phim dugc bao ché nhu sau:

1. 20 mM His-AA pH 5,0, 30 mM histidin, 0,8 mg/mL PS80, 41,8 mg/mL
sucroza, 120 mg/mL khéng thé Hu25G7-A, ham lugng cudi ctia histidin trong mau la
50 mM;

2.20 mM His-AA pH 4,8, 87 mM histidin, 0,8 mg/mL PS80, 150 mg/mL khang
thé Hu25G7-A;

3. 20 mM His-AA pH 5,0, 100 mM histidin, 0,8 mg/mL PS80, 150 mg/mL
khang thé Hu25G7-A;
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4. 20 mM His-AA pH 5,0, 120 mM arginin hydroclorua, 0,8 mg/mL PS80, 150

mg/mL khang thé Hu25G7-A;

Sau khi mdi ché phdm trong s cac ché phim dugc bao ché, déu tién mot phan
mAu ché phim dugc 14y ra dé phat hién do nhét cua ché phdm. Sau d6 mdi mau dugc
loc vd trung, nap vao cac lo, va tiép d6 duge kiém tra do bn dinh & nhiét d6 4°C va
25°C. Hinh thitc bén ngoai, ap suit thim théu, 46 pH, SEC, CE da khir va iCIEF cta

cac mau dugce phét hién dé danh gia do nhét va do On dinh cuia cac mau ché pham khac
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nhau, va cac két qua duoc thé hién trong bang.

Bang 24. Cac két qua vé do nhét, pH va ap sudt thAm thiu

. L2 P Po nhét mPa.s
Miu I Ap suat tham thau 3 — 3 -
p mosm/kg Lan phéat hién Lap phét Tr‘ung
1 hién 2 binh |
1 5,03 284 13,33 12,26 12,8
2 491 306 16,28 14,84 15,5
3 5,01 310 14,99 16,16 15,6
4 5,09 292 14,02 16,63 15,3
Bang 25. Céc két qua vé d¢ 6n dinh ¢ nhiét do 4°C va 25°C
% Su % Mirc
. thay thay o % Muc
Lo Hmh o oidinh | dd | o | thay dbi
x | Dieu | thuc . CE-SDS
Mau ien | b Monome | tuong | trung tinh | tuong 1Khon tuong
ien | BeN 1y oo SEC| déi | theoiCIEF | déi | "pp.° | dditheo
ngoat theo theo CE-SDS
SEC iCIEF
TO | Trong 98,7 69,1 95,3
25°C
M1 Trong 97,8 0,9 65,3 3,8 95,4 0.1
25°C
1| M3 Trong | 97,2 1,5 58,7 10,4 92,8 255
4C Tron 97,5 1,2 65,9 3,2 95,6
M3 g 9 b 5 b S _092
ac Tro 98,2 0,5 64,9 4,2 97,0
Ml]. rong s H H s H _1,7
TO |Trong| 98,5 68,7 94,8
2 o
zlfﬂc Trong| 97,7 | 08 | 602 85 | 946 | 02
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f/ﬂcl Trong| 98,7 | -02 | 63,9 48 | 969 | -21
TO | Trong 98,5 69,2 95,0
25°Clrrong | 97,8 | 07 60,7 85 | 948 | 02

3 | M1 ’ ’ ’ ’ > :
YCl Trong | 987 | -02 | 643 49 | 965 | -15
MI1 ’ ’ ’ ’ ’ :
TO |Trong| 98,6 69,0 95,0

. 21\5/[1(3 Trong| 97,7 | 0.9 62,4 66 | 951 | -0.1
4C ) Trong | 98,7 | -0,1 64.2 48 | 967 | -17
Mi1 ’ ’ ’ ’ ’ :

Céc két qua da cho thiy ring: muc thay d6i pH cua cac mau ché pham sb 14
déu nam trong khoang 0,1, va dung lugng cia dung dich dém Ia twong dbi tbt; ap sudt
thAm thau 12 nim trong khoang déng trwong, va do nhoét déu bang khoang 20 mPa.s;
sau khi mau sd 1 dugc bao quan & nhiét do 25°C trong 3 thang, mirc CE/iCIEF giam
nhe, va sau khi dugc bao quan trong 3 thang ¢ nhiét do 4°C, hinh thirc bén ngoai van
trong, va do 4n dinh hoa hoc khong bi thay dbi dang ké. Cac mAu sb 14 ¢6 hinh thuc
bén ngoai trong sau khi dugc bao quan & nhiét do 4°C trong 11 thang, va cac két qua
phat hién cta SEC, iCIEF va CE-SDS 1a én dinh, vi thé cdc ché pham s6 1-4 mo ta
trén day déu twong db6i 6n dinh.

Vi du 9: Sang loc ndng do duong

Pé phat trién ché phim dung dudi da va lam giam kich tng khi tiém, tt nhét 1a
kiém so4t &p sudt thAm thau dé déng truong, va do do nbéng d6 duong duge sang loc dé
x4c dinh nbéng do duong déng truong. Ché phim chira 50 mM His-AA pH 5,0, 58
mg/mL sucroza, 0,8 mg/mL PS80 va 120 mg/mL khang thé hu25G7-A dugc bao ché,
va 4p suit tham thiu dugc do 3 14n bang cach sir dung phuong phap diém dong lanh.

Bang 26. Ap suét thAm théu cta ché phim (mosm/kg)

A A Lan phat hién Lan phat Gia tri trung
Lan phat hién 1 ) hién 3 binh

290 298 304 297

Céc két qua di cho thy rang ap suat thim thiu 1 khoang 297 mosm/kg, tirc 1a,

déng treong, & ndng do dudng bang 58 mg/mL.
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Vi du 10: Sang loc cac quy trinh dong lanh
Ché phdm chira 25 mM His-AA pH 4,9, 60 mg/mL hu25G7-A, 25 mg/mL
sucroza va 0,2 mg/mL PS80 dugc bao ché, duogc loc vo trung, duoc nap vao lo voi
lwong 3,4 mL/lg, va dugc dong khod theo quy trinh sau.
Bang 27. Quy trinh dong khd

Cac thong sb | Nhiét d6 cai dat | Thoi gian cai dit | Thoi gian luu | Mic chan
quy trinh (®) (phut) gitt (gio) khong (Pa)
Mitc cip 5 N/A N/A N/A

Truéce dong

lanth 5 10 1 N/A
Truge dong -45 50 2,5 N/A
lanh
Say so cip -5 60 30 20
Séy th cap 25 60 1 10
Séy tht cip 25 1 7,5 1

Sau khi dugc dong kho, mau dugc léy ra khoi hop, trong do6 hinh thirc bén
ngoai ctia mau 1a nhu sau: bdt dwoc nén mau tring v6i hinh thitc bén ngoai day du va
khong bi db. Géan 1,5 mL nudc dé tiém duge st dung dé hoan nguyén, va cac thanh
phin ctia miu d3 hoan nguyén la nhu sau: 50 mM His-AA, 120 mg/mL hu25G7-A, 50
mg/mL sucroza, 0,4 mg/mL PS80, pH 5,3. M&Au d3 hoan nguyén dugc tién hanh cac lan
phat hién khac nhau. Céac két qua di cho thdy rang cac chi s6 cua dung dich hoan
nguyén sau khi dong lanh chét pha loging va hoa tan chét c6 déu tdt.

Bang 28. Cac két qua vé do 4n dinh truéc va sau khi dong lanh

% Monome | ,, 0
Thoigian | Hinh thicbénngodi | theo SEC tr{;’n}glt?ﬁh ngfg o
theo iCIEF
Trudce khi
g lgah N/A 99,1 62,1 96,4
Sau khlAdong Trong va‘trang duc, mau 98.9 62,0 95,8
kho vang nhat

Vi du 11: Téi wu hoa céac cong thire clia ché pham
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Thiét ké thtr nghiém DOE dugc tién hanh véi 50 mM dung dich dém His-AA
pH, ndng d6 khang thé Hu25G7-A va ndng d6 PS80 la cac bién sb (cdc bién s6 1a: pH
4,5-5,5, PS80 0,4-1,2 mg/mL va ndng dd protein khang thé Hu25G7-A 100-140
mg/mL), va phdn mém JMP duge st dung dé tao ra mot loat coéng thtrc cho ché phim
Hu25G7-A, trong d6 toan bd cac cong thirc déu chira sucroza c6 ndng dd 58 mg/mL,
va thong tin cu thé dugc thé hién trong bang 29. D) dn dinh cta ché pham dugc thir
nghiém bing cach lam thoéi bién cudng buc, bao gdm nhiét do cao 40°C, lic (300
vong/phut) va cac thit nghiém doéng lanh-rd dong (-35°C dén 4°C). Hinh thic bén
ngoai, dd nhadt, SEC, CE va iCIEF dugc sit dung lam cac chi sb danh gia, va cac Kkét
qua duoc thé hién trong bang 30. Phuong phap binh phuong nhé nhét dugc str dung dé
phan tich thdng ké cac két qua.

Bang 29. Cac thanh phén va d nhét cia cac ché pham thir nghiém trong qué

trinh sang loc cong thirc DOE

Nbng do Nong do o
Miu | khingthé | pH | PS80(mg/mL) k}tllfng the | DO nhot
uc té (mPa.s)
(mg/mL) (me/mL)
01 132,6 5 0,4 132,9 21,9
02 100 5 0,8 97,2 9,8
03 140 5 12 1436 32,7
04 100 45 0,4 104,4 6,5
05 140 45 0,8 143,0 14,9
06 120 45 12 123,7 8.9
07 100 5 1,2 97,3 9,2
08 100 5,5 0,4 97,1 13,7
09 120 5,5 1.2 122.2 25,1
10 120 5 0,8 121,6 16,3
11 120 5 0,8 1224 14.4

Bang 30. Cac két qua clia thir nghiém sang loc cong thirc DOE

Hinh thy o O?dinh % CE-SDS
= oA oA n we run () -
Mau Dieukien | 1o ngoai xgg‘gg‘é tinh thgeo khéong khir
iCIEF
DO Trong 99,7 66,5 97,3
01 40°C-M1.6 Trong 96,6 37,9 96,7
Lic-D14 Trong 99,5 N/A N/A
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DO Trong 99,6 66 97,2

02 40°C-M1.6 Trong 96,7 37,5 96,2
Lic-D14 Trong 99,6 N/A N/A

DO Trong 99,8 66,5 97,5

03 40°C-M1.6 Trong 96,1 37,4 96,6
Lic-D14 Trong 99,5 N/A N/A

DO Trong 99,7 67,8 97,7

04 40°C-M1.6 Trong 96,1 33,4 95,4
Lic-D14 Trong 99,5 N/A N/A

DO Trong 99,7 66,8 97,9

05 40°C-M1.6 Trong 95,8 32,3 95,6
Lic-D14 Trong 99,6 N/A N/A

DO Trong 99,7 66,9 97,2

06 40°C-M1.6 Trong 95,6 33 92,6
Lic-D1 Trong 99,5 N/A N/A

DO Trong 99,9 66,4 98,1

07 40°C-M1.6 Trong 95,8 35,4 96,1
Lic-D14 Trong 99,7 N/A N/A

DO Trong 99,6 66,2 97,9

08 40°C-M1.6 Trong 96,4 38 95,6
Lic-D14 Trong 99,7 N/A N/A

DO Trong 99,4 67,6 96,7

09 40°C-M1.6 Trong 95,7 36,7 94,4
Lic-D14 Trong 99,5 N/A N/A

DO Trong 99,8 66,1 97,2

10 40°C-M1.6 Trong 96,2 38,2 95,1
Lic-D14 Trong 99,7 N/A N/A

DO Trong 99,6 67,4 97,1

11 40°C-M1.6 Trong 96,2 37,6 95,1
Léc-D14 Trong 99,7 N/A N/A

Luu y: ML1.6 1a 1,6 thang; D14 1a ngay 14, va DO 1a ngay bét ddu th nghiém.

Céc két qua da cho thdy rang sau 5 chu ky dong lanh-rd dong, mdi ché phdm
van ¢6 hinh thtrc bén ngoai trong.

Sé liéu thoi bién cudng birc dugc khép, va cac gid tri chénh léch vé do nhét do
thoai bién va 40°C CE va iCIEF dugc khép tdt va mé hinh nay 1a c6 hiéu qua. Céc két
qué dugc thé hién trén FIG.2. Khi ndng do PS bing 0,8 mg/mL, biéu dd duong dang

tri dugc vé béng cach Iéy néng do khéng thé va do pH lam céc truc tung va truc hoanh,
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twong tng, va do nhét va gia tri chénh léch thoai bién CE/iCIEF & 40°C lam céc chi
s6, va biéu @b dudng déng tri thé hién mirc thay déi do 6n dinh cta cac ché pham dugc
v& bing cach 1iy d6 nhét < 30 cP, muc giam CE < 3% va muc gidm iCIEF < 30% lam
cac gidi han, va céac két qué dugc thé hién trén FIG.3.

Céc két qua da cho thdy ring: ndng dd protein cang thép, gia tri pH cang giam,
va d6 nhét ciia ché phdm cang gidm; cac gi tri CE 1a t8i wu khi pH béng 5,0, va dinh
trung hoa iCIEF 1a téi wu khi pH bang 5,1. Dya vao biéu dd dudng dang trj va cac két
qua do nhot, ché phdm &n dinh 14 nhu sau: ndng d6 khang thé 13 100-140 mg/mL,
PS80 14 0,4—1,2 mg/mL, va pH 1a 4,5-5,5. Hon nita, ché phdm én dinh hon khi nong
d6 khang thé 12 110-130 mg/mL va do pH 1a 4,85-5,45.

Ché phdm chira 50 mM His-AA pH 5,0, 120 mg/mL khang thé hu25G
mg/mL sucroza va 0,8 mg/mL PS80 dugc bao ché, dugc loc vo tring va nap vao cac

lo. Thir nghiém do 4n dinh & 4°C sau d6 dugc tién hanh va céac két qua duoc thé hién

79/110

trong bang 31.
Bang 31. Cac két qua cta thtt nghiém do 6n dinh 4°C
X . % dinh |
Thoi gian II;IAI nh thl‘ff: % Monome theo SEC | trung tinh &&E-Eﬁf
en ngoal theo iCIEF 8
TO Trong 99,1 61,5 97,2
4°C M4 Trong 98,8 66,8 98,1

Céc két qua da cho thdy rang: ché phdm dugc mo ta trén day van 6n dinh sau

khi duoc bdo quén trong 4 thang & nhiét do 4°C.
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YEU CAU BAO HO

1. Dugc phim, trong d6 duge phidm nay chtra khéng thé khang IL-4R hodc doan
gin két khang nguyén cia no va chit dém, trong do6 chit dém nay 13 chit dém
histidin-axit axetic, va chit dém nay c6 do pH nam trong khoang tir 4,5 dén 6,0, trong
d6 chit dém histidin-axit axetic c6 ndng do ndm trong khoang tir 10 mM dén 60 mM;

duoc phdm con chira polysorbat 80, trong d6 polysorbat 80 co ndng do nim
trong khoang tir 0,1 mg/mL dén 1,2 mg/mL;

dugc phim con chira chét cai bién do nhot, trong d6 chét céi bién do nhét duge
chon tir nhém bao gébm MgCl, histidin va arginin hydroclorua, trong d6 chét cai bién
d6 nhét c6 ndng do nam trong khoang tir 5 mM dén 148 mM;

trong dé khang thé khang IL-4R hodc doan ghn két khang nguyén ctia n6 bao
gdm:

(i) viing bién dbi chudi ning bao gdm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, twong tng; va

ving bién ddi chudi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 40, tuong ung.

2. Dugc phém theo diém 1, trong d6 chét dém histidin-axit axetic c¢6 do pH nam

trong khoang tur 4,5 dén 5,5.

3. Dugc pham theo didm 1, trong d6 chit dém histidin-axit axetic c6 noéng do

nam trong khoang tir 10 mM dén 50 mM.

4. Dugc phém theo diém 3, trong d6 chit dém histidin-axit axetic ¢o noéng do

nam trong khoéang tir 10 mM dén 40 mM.

5. Dugc pham theo diém 1, trong d6 khang thé khang IL-4R hodc doan gan két

khang nguyén ctia nd co ndng d6 khong dudi 100 mg/mL.

6. Dugc pham theo diém 1, trong d6 khang thé khang IL-4R hodc doan ghn két
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khang nguyén cia nod co ndng do nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 200 mg/mL.

7. Dugc phdm theo didm 1, trong d6 khang thé khang IL-4R hodc doan gén két

khéng nguyén cia noé c6 ndng d6 nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 180 mg/mL.

8. Duoc phadm theo diém 1, trong d6 khang thé khang IL-4R hodc doan ghn két

khéang nguyén cia nd co ndng d6 nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 150 mg/mL.

9. Duoc phém theo diém 1, trong d6 chét cai bién do nhét 1a:
i) arginin hydroclorua c6 ndng d6 nim trong khoang tir 5 mM dén 148 mM;
ii) histidin c6 ndng dd nam trong khoang tir 5 mM dén 100 mM; hodc

iii) MgClz ¢6 nong do nam trong khoang tir 5 mM dén 90 mM.

10. Dugc phdm theo diém 9, trong d6 khang thé khang IL-4R ho#c doan gin két
khang nguyén cua nd cd ndng d6 nam trong khoang tir 100 mg/mL dén 200 mg/mL; va
chét cai bién dd nhét duge chon tir nhém bao gdm MgCls ¢6 ndng do nim trong
khoang tr 50 mM dén 90 mM, histidin c6 néng do nam trong khoang tr 50 mM dén

100 mM, va arginin hydroclorua c6 ndng dod nam trong khoang tir 5 mM dén 148 mM.
11. Dugc pham theo diém 10, trong d6 khang thé khang IL-4R hogc doan gan
két khang nguyén cia nd co ndng dd ndm trong khoang tr 120 mg/mL dén 150

mg/mL.

12. Dugc phim theo diém 10, trong d6 chit cai bién d6 nhét 1a arginin

hydroclorua cé ndng d6 nam trong khoang tir 50 mM dén 148 mM.

13. Dugc pham theo diém 1, trong d6 polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong
khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,0 mg/mL.

14. Dugc phim theo diém 13, trong d6 polysorbat 80 c6 ndng d6 0,8 mg/mL.
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15. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 dugc pham nay chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang nguyén ctia n6 c6 ndng do
nim trong khoang tir 100 mg/mL dén 150 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6
ndng d6 nam trong khoang tir 10 mM dén 40 mM, do pH nam trong khoang tur 4,5 dén
5,5; (c) chét cai bién do nhét c6 ndng d6 nim trong khoang tir 80 mM dén 148 mM,
trong do chit cai bién d6 nhét 14 MgCly, histidin hodc arginin hydroclorua; va (d)
polysorbat 80 c6 ndng do nam trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL;

trong d6 khang thé khang FIL-4R hodc doan gin két khang nguyén cia né bao
gbm:

(i) ving bién ddi chudi ning bao gbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, twong ung; va

Vﬁng bién ddi chudi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ

ID NO: 38, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 40, twong Gng.

16. Duoc phém theo diém 1, trong d6 duoc phém nay chira:

(a) khang thé khang IL-4R hogc doan gin két khang nguyén cia no6 co nong do
ndm trong khoang tir 100 mg/mL dén 200 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic ¢6
ndng dd nam trong khoang tir 10 mM dén 50 mM, d6 pH nim trong khoang tir 4,5 dén
5,5; (¢) chét cai bién d6 nhét co néng d6 nam trong khoang tr 5 mM dén 148 mM; va
(d) polysorbat 80 c6 ndng dd nim trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL;

trong d6 chat cai bién dd nhét duge chon tr nhém bao gdbm MgCl,, arginin
hydroclorua, va histidin;

trong d6 khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén clia n6 bao
gdm:

(i) ving bién ddi chudi ning bao gébm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, tuong ung; va

ving bién ddi chudi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 40, twong (ng.

17. Duoc phim theo diém 16, trong d6 dugc pham nay chia:

(a) khang thé khang IL-4R hoic doan gin két khang nguyén ctia n6 co ndng dod
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nim trong khoéang tir 100 mg/mL dén 180 mg/mL; (b) chit dém histidin-axit axetic c6
ndng d6 nim trong khoang tir 10 mM dén 40 mM, do pH nim trong khoang tir 4,5 dén
5,5; (c) arginin hydroclorua c6 ndng d6 nim trong khoang tir 50 mM dén 148 mM; va
(d) polysorbat 80 c6 ndng d6 nim trong khoang tir 0,4 mg/mL dén 1,2 mg/mL;

trong d6 khang thé khang IL-4R hodc doan gén két khang nguyén cta nd bao
gbm:

(i) ving bién ddi chudi ning bao gdbm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, twong Ung; va

ving bién ddi chudi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 40, tuong Gng.

18. Dugc phim theo diém 1, trong d6 dugc phim nay chira:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén cta nd co ndng do
khoang 150 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 néng d6 khoang 20 mM, do
pH khoang 5,0; (c) polysorbat 80 co néng do khoang 0,8 mg/mL; va (d) arginin
hydroclorua co ndéng dd khoang 120 mM;

trong d6 khang thé khang IL-4R hogc doan gin két khang nguyén cta no bao
gom:

(i) ving bién d6i chudi ning bao gébm HCDR1, HCDR2 va HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5, tuong Ung; va

ving bién déi chudi nhe bao gdm LCDR1, LCDR2 va LCDR3 néu trong SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 40, tvong ung.

19. Dugc phdm theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 18, trong do:

khang thé khang IL-4R hogc doan gén két khang nguyén cua né bao gbm ving
bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe, trong do:

ving bién dbi chudi ning c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 43 hodc 47 hodc ¢co
it nhit 90% ddng nhat véi SEQ ID NO: 43 hodc 47, va ving bién doi chudi nhe ¢6
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 37 hodc ¢6 it nhit 90% dong nhat v6i SEQ ID NO: 37.

20. Duoc phém theo diém 19, trong d6 khang thé khang IL-4R hogc doan gn
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két khang nguyén ciia né bao gdm ving bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi
nhe, trong d6:

vung bién dbi chudi ning c6 trinh tr néu trong SEQ ID NO: 43 hodc c6 it nhét
90% ddng nhét v6i SEQ ID NO: 43, va ving bién ddi chudi nhe ¢6 trinh tw néu trong
SEQ ID NO: 37 hoic ¢6 it nhit 90% ddng nhét véi SEQ ID NO: 37.

21. Duogc phim theo diém 19 hoic 20, trong d6 khang thé khang IL-4R bao
gdm chudi ning va chudi nhe dugc thé hién dudi day:

khéng thé khang IL-4R bao gdm chudi ning néu trong SEQ ID NO: 44 va chudi
nhe néu trong SEQ ID NO: 45.

22. Ché pham dong kho chira khang thé khang IL-4

N

o ~
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N Cu
@)
I
ot
(V)]
o
=
a»

nguyén cda nod, trong do ché pham dong khd duge tao ra

phim theo diém bét ky trong s cc diém tir 1 dén 21.

23. Dung dich hoan nguyén chua khang thé khang IL-4R hodc doan gin két
khang nguyén clia n6, trong d6 dung dich hoan nguyén nay dugc tao ra bing cach

hoan nguyén ché phidm dong kho theo diém 22.

24. Dung dich hoan nguyén theo diém 23, trong d6 dung dich hoan nguyén
chira c4c thanh phan sau:

(a) khang thé khang IL-4R hodc doan gin két khang nguyén ctia n6 co ndng do
120 mg/mL; (b) chét dém histidin-axit axetic c6 ndng do 20 mM,; (c) polysorbat 80 c6
ndng d6 0,8 mg/mL; va (d) arginin hydroclorua c6 ndng dd 120 mM, dung dich hoan
nguyén nay c6 do pH bang khoang 5,3.
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<110>

Co., Ltd.

<120>

Ser Gly Gly

Ala Ala

Gln
40
Ser
Ser

Arg

Gly
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DANH MUC TRINH TU

25

Ala
Ser
Arg

Ser

Jiangsu Hengrui Medicine Co.,

10

90

Ser
Pro
Ile

Asp

Ltd.

Gly
Gly
Glu
Ile

60

Asn
75

Glu Asp

Phe Phe Asp

105

<130> 721013CPCT

<150> CN202010107765.0

<151> 2020-02-21

<160> 48

<170> Danh muc trinh ty SIPO 1.0

<210> 1

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(118)

<223>

<400> 1

Glu Val Gln Leu Val Glu

1 5

Ser Leu Lys Leu Ser Cys

20

Gly Met His Trp Val Arg
35

Ala Phe Ile Ser Ser Gly

50 55

Lys Gly Arg Ser Thr Ile

65 70

Leu Gln Met Thr Ser Leu

85
Thr Arg Gly Asn Lys Arg
100

Ile Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 2

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(108)

<223>

<400> 2

87

; Shanghai Hengrui Pharmaceutical

Leu
Phe
Lys
45
Tyr
Ala

Thr

Tyr

DUQC PHAM CHUA KHANG THE KHANG IL-4R, CHE PHAM DONG KHO DPUQC TAO
RA TU DUQC PHAM NAY VA DUNG DICH HOAN NGUYEN BUQC TAO RA TU CHE PHAM NAY

Viing bién &di chudi ning cua khang thé chuét don dong 25G7

Val Lys Pro Gly Gly
15

Thr Phe Ser Asp

30

Gly Leu Glu Trp

Tyr
val

Tyr Ala Asp Ile Val

Lys Asn Thr Leu Phe
80
Ala Met Tyr Tyr
95
Trp Gly Gln Gly
110

Cys

Thr

ving bién ddi chudi nhe cta khang thé chuét don ddng 25G7
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Gln Ile Val Leu Thr

1 5

Glu Lys Val Thr Met
20

Tyr Trp Tyr Gln Arg

35
Leu Thr Ser Asn Leu
50

Gly Ser Gly Thr Ser

65 70

Asp Ala Ala Thr Tyr

85

Leu Thr Phe Gly Ser

100

<210> 3
<211> 10
<212> PRT

52426

Gln Ser Pro Ala Leu
10
Thr Cys Asn Ala Ser
25
Lys Pro Arg Ser Ser
40
Ala Ser Gly Val Pro
55 60
Tyr Ser Leu Thr Ile
75
Tyr Cys Gln Gln Trp
90
Gly Thr Lys Leu Glu
105

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(10)

Met
Ser
Pro
45
Val
Ser

Arg

val

Ser Ala Ser

Ser Val Ser

30

Lys Pro Trp
Arg Phe Ser
Ser Met Glu

Ser Asn Pro

Lys

<223> HCDR1 cua khang thé& chudét don dong 25G7

<400> 3
Gly Phe Thr Phe Ser
1 5

<210> 4
<211> 17
<212> PRT

Asp Tyr Gly Met His
10

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(17)

<223> HCDR2 cua khang thé& chudt don doéng 25G7

<400> 4

Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile Tyr Tyr Ala Asp Ile Val Lys
15

1 5
Gly

<210> 5
<211> 9
<212> PRT

10

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(9)

<223> HCDR3 cua khang thé chudét don déng 25G7

88

15

95

80

Pro
Tyr
Ile
Gly
Ala

Pro

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

Met
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<400> 5
Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp Tyr
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(10)

<223> LCDR1 ctha khang thé& chudt don dong 25G7

<400> 6
Asn Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1) ..(7)

<223> LCDR2 cua khang thé chudét don dong 25G7

<400> 7
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(11)

<223> LCDR3 cua khang thé chudt don dong 25G7

<400> 8
Gln Gln Trp Arg Ser Asn Pro Pro Met Leu Thr
1 5 10

<210> 9

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(125)

<223> Ving bién dbi chudi ndng cua khang thé chudét don dong 7B10
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Leu
Tyr
Gln
45
Lys
Ser
Ser

Ala

Val

125

Leu
Gln
Lys
45
Glu
Phe

Tyr

Lys

Leu Lys Pro

15
Thr Phe
30

Gly Leu Glu

Thr

Phe Ser Glu
Thr
80
Val Tyr
95

Arg His Trp
110

Ser Ser

Ser Ser

Ala

Ala Val Ser
15

Ser Val Asp

30

Leu Gly Gln

Ser Gly Ile

Thr Leu Asn
80
Cys Gln His
95
Leu Glu Ile
110

<400> 9
Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Thr Glu
1 5 10
Ser Val Ser Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25
Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly
35 40
Gly Leu Ile His Pro Asn Ser Asp Thr Thr
50 55 60
Lys Thr Arg Ala Thr Leu Thr Ile Asp Lys
65 70 75
Met Lys Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp
85 20
Ala Lys Ser Lys Ile Ile Thr Thr Ile Val
100 105
Asp Val Trp Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr
115 120
<210> 10
<211> 111
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(111)
<223>
<400> 10
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Pro Ser
1 5 10
Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser
20 25
Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln
35 40
Lys Val Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu
50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70 75
Pro Val Glu Glu Glu Asp Val Ala Thr Tyr
85 90
Glu Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100 105
<210> 11
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(10)
<223> HCDR1 cua khang thé chudt don doéng 7B10

90

Gly
Ser
Trp
Asn
Ala
Tyr

Tyr

Leu
Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

Lys

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Phe

Ving bién ddi chudi nhe cta khang thé chuét don ddng 7B10

Gly
Gly
Pro
Ala
His

Asn
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<400> 11
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met His
1 5 10

<210> 12

<211s> 17

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(17)

<223> HCDR2 cua khang thé& chuét don dong 7B10

<400> 12

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

Thr

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(16)

<223> HCDR3 cua khang thé chuét don ddéng 7B10

<400> 13
Ser Lys Ile Ile Thr Thr Ile Val Ala Arg His Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10 15

<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(14)

<223> LCDR1 cua khang thé chudét don ddéng 7B10

<400> 14
Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Gly Gly Asp Ser Tyr Met Asn
1 5 10 15

<210> 15

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<221> MIEN
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92/110

<222> (1)..(7)

<223> LCDR2 cla khang thé& chudt don ddéng 7B10

<400> 15

Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1) ..(9)

<223> LCDR3 cua khang thé& chudt don ddéng 7B10

<400> 16

Gln His Ser Asn Glu Asn Pro Pro Thr

1 5

<210> 17

<211> 445

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<221> CHUOI

<222> (1)..(445)

<223> ChuBi ning cua khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hu25G7

<400> 17

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 Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ala Phe Tle Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile Tyr Tyr Ala Asp Ile Val
50 55 60

Lys Gly Arg Ser Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr

65 70 75 80

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

85 90 95

Thr Arg Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro

115 120 125
Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn

145 150 155 160

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

165 170 175
Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
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180
Ser Leu Gly Thr
195

Asn Thr Lys Val

210
Pro Pro
225
Phe Pro

Cys Pro

Pro Lys

245

vVal Thr Cys Val
260
Phe Asn Trp Tyr
275
Pro Arg Glu Glu
290
Thr Val Leu
305
Val Ser Asn

His

Lys

325

Ala Lys Gly Gln
340
Gln Glu Glu Met
355
Gly Phe Tyr Pro
370

Pro Glu Asn Asn
385

Ser Phe Phe Leu

405

Glu Gly Asn Val
420
His Tyr Thr Gln
435

<210> 18

<211> 215
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

cHUOI

<400> 18
Glu Ile Val Leu
1 5
Glu Arg Ala Thr
20
Tyr Trp Tyr Gln
35
Leu Thr Ser Asn
50
Gly Ser Gly Thr
65
Asp Phe Ala Val
85

185
Lys Thr Tyr Thr
200
Asp Lys Arg Val
215
Ala Pro Glu
230

Pro Lys Asp

Phe
Thr

Val Val Asp Val
265

Val Asp Gly Val
280

Gln Phe Asn

295
Gln Asp Trp
310

Gly Leu Pro

Ser
Leu
Ser
Pro

345
Gln

Pro Arg Glu

Thr Lys Asn

360

Ser Asp Ile

375

Tyr Lys
390

Tyr Ser Arg

Ala
Thr Thr
Leu

Phe Ser Ser

425

Cys

52426

190

Cys Asn Val Asp
205
Glu Ser Lys Tyr
220
Leu Gly Gly Pro
235

Leu Met Ile Ser

250

Ser Gln Glu Asp

270

Glu Val His Asn

285

Tyr Arg

300

Asn Gly Lys
315

Ser Ile

Thr Val
Glu

Glu Lys

330

Thr
350
Leu Thr
365
val Glu Trp Glu
380
Pro Pro Val Leu
395
Thr Val Asp Lys

Gln Val Tyr

vVal Ser

410

Val Met His Glu
430

His Lys
Gly Pro

Ser Val
240

Arg Thr

255

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser

Tyr Lys
320
Thr Ile
335
Leu

Cys
Ser Asn

Ser
400
Ser Arg
415

Ala Leu

Asp

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

440

Trinh tu nhdn tao

(1) ..(215)
Chudi nhe cua khang thd duoc lam tuong thich véi ngudi hu25G7

Thr Gln Ser Pro

445

Ala Thr Leu Ser

10

Leu
25

Gln
40

Ser Cys Asn Ala Ser Ser

Ser
30

Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg

45

Leu Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg

55

Asp
70
Tyr

Phe Thr Leu Thr Ile Ser

Tyr Cys Gln Gln Trp Arg

60

Ser
75

Ser

90

93

Leu Ser
15
Val Ser

Leu Leu

Phe Ser
Leu Glu

80
Asn Pro
95

Pro
Pro
Phe
Pro
val
Thr

val

Asp
Trp

His

Pro
Tyr
Ile
Gly
Pro

Pro

Ser
Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys

Ser

Gln

Asn

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

Met
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Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

100

Ala Pro Ser
115
Gly Thr Ala
130
Ala Lys Val
145
Gln Glu Ser

Ser Ser Thr

Val Phe Ile Phe

120
Ser Val Val Cys

135
Gln Trp Lys Val
150
Val Thr Glu Gln
165

Leu Thr Leu Ser

180
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val

195
Ser Phe Asn
210

<210> 19

<211> 455
<212> PRT
<213>

<220>

200
Arg Gly Glu Cys
215

Trinh ty nhédn tao

52426

105
Pro

Leu
Asp

Asp
170

155

val Glu Ile Lys Arg Thr

110

Pro Ser Asp Glu Gln Leu

125

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro

140

Asn Ala Leu Gln Ser Gly

160

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr

175

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His

185

<221> CHUOI
<222>

<223>

<400> 19

Glu Val Gln Leu

1 5

Ser Val Lys Val

20

Trp Met His Trp
35

Gly Leu Ile His

50

Lys Thr

65

Met Glu

Arg Val

Leu Ser

85

Ser Lys
100

Asp Val Trp Gly
115

Lys Gly Pro

130
Gly Thr

Ala Lys

Ser
Gly Ala
145
Pro

Val Thr Val

(1) ..(455)
Chudi ning cia khang thé dugc lam tuong thich véi

Val
Ser
Val
Pro
Thr

70
Arg
Ile
Gln

val

Ala

150

Ser

165

Thr Phe Pro Ala
180
Val Thr Val
195
Val Asn His
210

Pro Lys Ser Cys

vVal

Asn

Val
Pro
Lys

Asp

Gln Ser Gly Ala Glu

10

Cys Lys Ala Ser Gly

25

Arg Gln Ala Pro Gly

40

Asn Ser Asp Thr Thr

55

60

Met Thr Ile Asp Thr

75

Leu Arg Ser Asp Asp

90

Ile Thr Thr Ile Val

105

Gly Thr Thr Val Thr Val

120

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

135

Leu Gly Cys Leu Val Lys
155
Trp Asn Ser Gly Ala Leu

170
Leu Gln Ser Ser
185
Ser Ser Ser Leu
200

Pro Ser Asn Thr
215

Lys Thr His Thr

94

190

205

val Lys Lys Pro

15
Thr Phe
30

Gly Leu

TyTr Thr

Gln Glu
45
Lys Phe Ser Glu
Thr
80
Ala Val Tyr
95
Arg His
110
Ser Ser

Ser Ile Ser

Thr
Ala Trp
Ala

125
Ser

140

Gly Leu
Gly Thr

Lys Val Asp Lys

Phe
160
Gly

Asp Tyr

Thr Ser
175
Tyr Ser
190
Gln Thr

Leu

Tyr
205
Lys

220

Cys Pro Pro Cys

Pro

Val
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr

ngudi hu7B10

Gly
Ser
Trp
Asn
Ala
Tyr
Tyr
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
Ile
Val

Ala

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
val

Lys

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys
Phe
Thr
Ser
Glu
His
Ser
Cys
Glu

Pro

94/110
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225 230 235 240
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
245 250 255
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
260 265 270
Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
275 280 285
Gly Val Glu Val His Asn Ala Thr Lys Pro Arg Glu Glu
290 295 300
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Val Leu Thr Val Leu His
305 310 315 320
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
325 330 335
Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Ala Lys Gly Gln
340 345 350
Glu Pro Gln Val Pro Pro Arg Glu Glu Met

Pro Lys

val val

Val Asp

Lys Gln Tyr

Ser Gln Asp

Ala Leu

Lys Pro Arg

Tyr Thr Leu Ser Thr Lys

355 360

365

Asn Gln Val Ser
370

Ile Ala VvVal Glu

385

Thr Thr Pro Pro

405

Lys Leu Thr Val
420
Cys Ser Val Met
435
Leu Ser Leu Ser
450

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

20
218
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

cHUOI

<400> 20

Asp Ile Val Leu

1 5

Gln Pro Ala Ser
20

Gly Asp Ser

35
Gln Leu Leu
50

Arg Phe Ser

65

Arg Val Glu

Tyr
Ile
Gly

Ala
85
Glu Asn Pro Pro
100
Thr val Ala Ala
115

Leu Thr Cys Leu Val
375
Trp Glu Ser
390

al

Lys Gly
380
Asn Gly Gln Pro
395
Ser Asp

410
Arg Trp
425
Glu Ala Leu His

440
Gly Lys
455

Leu Asp
Asp Lys Ser

Asn His
445

His

Pro

Trinh tu nhén tao

(1) ..(218)
Chudi nhe citia khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hu7B10

Gln Thr Pro Leu Ser Leu
10
Ser Cys Lys Ala Ser Gln
25
Tyr Leu Gln Lys
45
Ser Asn Leu Glu
60
Gly Thr Asp Phe
75
Gly Val Tyr Tyr
90
Gly Gly Thr Lys
105
Ser Val Phe Ile Phe Pro
120

Thr
Ile

Met Asn Trp

40
Ala Ala
55

Gly Ser

Tyr
Ser

70

Glu Asp Val

Thr Phe Gly

Pro

95

Phe Tyr Pro

Glu Asn Asn
400

Gly Asn Val
430
Tyr Thr Gln

Ser Val Thr
15

Ser Val Asp

30

Pro Gly Gln

Ser Gly Val

Thr Leu Lys
80

Gln His

95

vVal Glu Ile

110

Pro Ser Asp

Cys

125

Ser

Pro
Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser
Lys

Glu

Asp

Ser

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser
Asn
Arg

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

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser

145 150 155 160

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr

165 170 175
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185 190
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200 205

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215

<210> 21

<211> 98

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<221> MIEN
<222> (1) ..(98)

AL U L 3 - oh
<223> Khudn miu cta chudi ning ddng mam clha ngudi IGHV3-48*01]

<400> 21

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 Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20 25 30
Ser Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Ser Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu 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

<210> 22

<211> 095

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1) ..(95)

<223> Khudn miu cta chudi nhe déng mdm cta ngudi IGKV3-11*01

<400> 22
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

96



52426

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro
85 90 95

<210> 23

<211> 098

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1) ..(98)

<223> Khudn miu cia chudi ning déng mém cua ngudi IGHV1-2%02

<400> 23

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr

20 25 30
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 80

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

Ala Arg

<210> 24

<211> 100

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(100)

<223> Khuén miu cua chudi nhe déng madm cua ngudi IGKV2D-29%01

<400> 24

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

1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser

20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Pro
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser
85 90 95

97
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Ile Gln Leu Pro
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100
<210> 25
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhdn tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(118)
<223> hu25G7-VH-a
<400> 25
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ala Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Ala Arg Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 26
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(118)
<223> hu25G7-VH-b
<400> 26
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ala Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Thr Arg Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp
100 105

98

Leu
Phe
Lys
45
Tyr
Ala
Thr

Tyr

Leu
Phe
Lys
45
Tyr
Ala

Thr

Tyr

Val Gln

Trp Gly Gln
110

Val Gln
15

Thr Phe

30

Gly Leu

Pro
Ser
Glu

Tyr Ala Asp
Lys Asn Ser
80
Ala Val Tyr
95
Trp Gly Gln
110

Gly

Asp

Gly
Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr

Gly

Thr

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
Cys

Thr
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Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 27
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(118)
<223> hu25G7-VH-c
<400> 27
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ala Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ile Ile
50 55 60
Lys Gly Arg Ser Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Thr Arg Gly Asn Lys Arg Gly Phe Phe Asp
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 28
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(108)
<223> hu25G7-VL-a
<400> 28
Glu Ile vVal Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Asn Ala Ser
20 25
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
85 90
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
100 105

99

Leu
Phe

Lys
45

Tyr
Ala
Thr

Tyr

Leu
Ser
Pro
45
Ala
Ser

Arg

Ile

Pro
Ser

Glu
N v
nby

Ser
80
Ala Val Tyr

95
Trp Gly Gln
110

Lys Asn

Ser Leu Ser

15
Ser Val
30

Arg Leu

Ser
Leu

Arg Phe Ser
Ser Leu Glu
80
Ser Asn Pro
95
Lys

Gly

Asp

Pro
Tyr
Ile
Gly
Pro

Pro

Gly

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

Met
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<210> 29
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(108)
<223> hu25G7-VL-b
<400> 29
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Asn Ala Ser
20 25
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
85 90
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
100 105
<210> 30
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..(108)
<223> hu25G7-VL-c
<400> 30
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Asn Ala Ser
20 25
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
85 90
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
100 105
<210> 31
<211> 125
<212> PRT

100

Ile

Leu
Ser
Pro
45
Ala
Ser

Arg

Ile

Ser Leu Ser
15
Val Ser

Leu Leu

Ser Leu Ser

15
Ser Val
30

Arg Pro

Ser
Trp

Arg Phe Ser
Ser Leu Glu
80
Ser Asn Pro
95
Lys

Pro
Tyr

Ile

Pro
Tyr
Ile
Gly
Pro

Pro

Gly

Met

Saw

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

Met
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<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1) ..(125)
hu7B10-VH-a

<400> 31
Glu Val Gln Leu Val
1 5
Ser Val Lys Val Ser
20
Trp Met His
35
Gly Leu Ile
50
Lys Thr Arg Val Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Arg
85
Ala Arg Ser Lys Ile
100
Asp Val Trp Gly Gln
115

Trp Val

His Pro

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

32
125
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1)..(125)
hu7B10-VH-b

<400> 32

Glu Val Gln Leu

1 5

Ser Val Lys Val
20

Trp Met His

35
Gly Leu Ile
50

Lys Thr Arg

65

Met Glu Leu

val
Ser

Trp Val

His Pro
Thr

70
Arg

Val

Ser
85
Ala Lys Ser Lys
100
Asp Val Trp Gly
115

Ile

Gln

<210> 33

<211> 125
<212> PRT

Trinh tu nhén tao

Gln
Cys
Arg
Asn
55
Met

Leu

Trinh tu nhdn tao

Gln
Cys
Arg
Asn
55
Met
Leu

Ile

Gly

52426

Ser Gly Ala
10
Lys Ala Ser
25
Gln Ala Pro
40
Ser Asp Thr
Thr Arg Asp
75
Ser Asp
90
Thr Ile
105
Thr Thr Val

120

Arg

Thr

Ser Gly Ala
10
Lys Ala Ser
25
Gln Ala Pro
40
Ser Asp Thr

Thr Ile Asp

Glu
Gly
Gly
Thr

60
Thr

75

Arg Ser Asp
90
Thr Ile

105

Thr

Asp

Val

Val Lys Lys Pro

15
Thr Phe
30

Gly Leu

Tyr Thr

Gln Glu
45
Lys Phe Ser Glu
Thr
80

Ala Val Tyr

95

Ser Ile Ser

125

Val Lys Lys Pro
15

Thr Phe Thr

30

Gly Leu Glu

Tyxr

Gln
45
Lys Phe Ser Glu
Ile Ser Thr
80
Ala Val Tyr
95

Arg His Trp
110

Ser

Thr

Ala

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

120

101

125

Gly
Ser
Trp
Asn

Ala

Gly
Ser
Trp
Asn
Ala
Tyr

Tyr

Ala
Tyr
Met

Phe

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys

Phe
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<213>
<220>
<221> MIEN
<222> (1)..
<223>

<400> 33
Glu Val Gln
1
Ser Val Lys
20
Trp Met His
35

Gly Leu Ile His

50

Lys Thr Arg Val

65
Met Glu Leu
Ala Lys Sexr
10
Asp
115

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

34
111
PRT
Trinh

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1) ..

<400> 34

Asp Ile Val

1

Gln Pro Ala

20

Gly Asp Ser
35

Gln Leu Leu

50

Arg Phe Ser

65

Arg Val Glu

Glu Asn Pro
10

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

35
111
PRT

Val Trp Gly

(125)

hu7B10-VH-cC

Leu Val
5
Val Ser

Trp Val

Pro

Thr

70
Ser Arg
85

S

[
l,..—l
o

L
0
Gln

tu

(111)

hu7B10-VL-a

Met Thr
5
Ser Ile

Tyr Met
Ile Tyr

Gly Ser
70
Ala Glu
85
Pro Thr
0

Trinh ty nhén tao

Gln
Cys
Arg
Asn

55
Leu

nhdn tao

Gln
Ser
Asn
Ala
55
Gly

Asp

Phe

Trinh tyu nhdn tao
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Ser Gly Ala
10
Lys Ala Ser
25
Gln Ala Pro
40
Ser Asp Thr
Thr Ile Asp
75
Ser Asp

90

Arg

Thr
105

Thr Thr Val

120

Thr Pro Leu
10
Cys Lys Ala
25
Trp Tyr Leu
40
Ala Ser Asn

Ser Gly Thr
75
Val Gly Val
90
Gly Gly Gly
105

Glu
Gly
Gly
Thr

60
Lys
Asp

val

Thr

Ser
Ser
Gln
Leu

60
Asp

Tyr

Thr

102

vVal
Tyr
Gln
45
Lys
Ser
Thr
Ala

val
125

Leu
Gln
Lys
45
Glu
Phe

Tyr

Lys

Lys Lys Pro

15
Thr Phe
30

Gly

Thr

Leu Glu

Phe Ser Glu

Ile Thr
80
Val Tyr
95

Arg His Trp
110

Ser Ser

Ser

Ala

Ser Val Thr
15

Ser Val Asp

30

Pro Gly Gln

Ser Gly Val

Thr Leu Lys
80
Cys Gln His
95
Val Glu Ile
110

Gly
Ser
Trp
Asn
Ala
Tyr

Tyr

Pro
Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

Lys

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys

Phe

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser

Asn
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<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1) ..(111)
hu7B10-VL-b

<400> 35
Asp Ile Val Leu Thr
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile
20
Gly Asp Ser Tyr Met
35
Gln Leu Leu Ile Tyr
50
Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Arg Val Glu Ala Glu
85
Glu Asn Pro Pro Thr
100

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

36
111
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1)..(111)
hu7B10-VL-c

<400> 36
Asp Ile Val Met Thr
1 5
Gln Pro Ala Ser Ile
20
Gly Asp Ser Tyr Met
35
Gln Leu Leu Ile Tyr
50
Arg Phe Ser Gly Ser
65 70
Arg Val Glu Ala Glu
85
Glu Asn Pro Pro Thr
100

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

37
108
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1) ..(108)

Gln
Ser
Asn
Ala
55
Gly

Asp

Phe

Trinh tu nhdn tao

Gln
Ser
Asn
Ala
55
Gly

Asp

Phe

52426

Thr Pro Leu
10
Cys Lys Ala
25
Trp Tyr Leu
40
Ala Ser Asn

Ser

Ser

Gln

Leu
60

Ser Gly Thr Asp

75

vVal Gly Val
90
Gly Gly Gly
105

Thr Pro Leu
10
Cys Lys Ala
25
Trp Tyr Leu
40
Ala Ser Asn

Ser Gly Thr

Tyr

Thr

Ser
Ser
Gln
Leu

60
Asp

75

Val Gly Val
90
Gly

105

Trinh ty nhdn tao

Tyr

Gly Gly Thr

103

Leu
Gln
Lys
Glu
Phe
Tyr

Lys

Leu
Gln
Lys
45
Glu
Phe
Tyr

Lys

ving bién @bi chudi nhe cua hu25G7-A

Ser Val Thr
15

Ser Val Asp

30

Pro Gly Gln

Ser Gly Val

Thr Leu Lys
80

Gln His

95

Val Glu Ile

110

Cys

Ser Val Thr
15

Ser Val Asp

30

Pro Gly Gln

Ser Gly Ile

Thr Leu Lys
80
Cys Gln His
95
Val Glu Ile
110

Pro
Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

Lys

Pro
Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

Lys

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser

Asn

Gly
Gly
Pro
Asp
Ser

Asn
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52426

<400> 37

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr

1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser

20 25
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40

Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

65 70 75

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp

85 90
Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
100 105

<210> 38

<211> 10

<212> PRT

«213> Trinh ty nhin tac

<220>

<221> MIEN

<222> (1)..(10)

<223> LCDR1 cua hu25G7-A

<400> 38
Arg Ala Ser Ser Ser
1 5

<210> 39
<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
<221> MIEN

<222> (1)..(7)
<223>

<400> 39

Val Pro Tyr Met Tyr
10

Trinh tu nhdn tao

LCDR2 cua hu25G7-B

Leu Ala Ser Ser Arg Pro Ser

1 5

<210> 40
<211> 11
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1)..(11)

Trinh tu nhdn tao

LCDR3 cua hu25G7-A

104

Leu
Ser
Pro
45
Ala
Ser

Arg

Ile

Ser Leu Ser

15
Ser Val
30

Arg Leu

Pro
Leu

Arg Phe Ser

Glu

80

Ala Tyr Pro
95

Lys

Ser Leu

Pro
Tyr
Ile
Gly
Pro

Pro

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

Met
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<400> 40

52426

Gln Gln Trp Arg Ala Tyr Pro Pro Met Leu Thr

1

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

41
108
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1) ..

<400> 41
Glu Ile Val
1
Glu Arg Ala
20

Ala

Leu
50

Gly Ser Gly

65

Asp Phe Ala

Leu Thr Phe

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

42
10
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1) ..

<400> 42

5

(108)

Leu Thr
5
Thr Leu

(10)

Trinh ty nhén tao

Gln

Ser

Pro
55
Phe

Tyr

Gly

Trinh tu nhén tao

10

Ser Pro Ala
10
Cys Arg Ala
25
Pro
40
Ser Gly Ile
Thr Leu Thr
75
Gln Gln
90
Lys Val
105

Cys

Thr

LCDR1 cua hu25G7-B

Thr
Ser

la

Pro

60
Ile
Trp

Glu

Arg Ala Ser Pro Gly Val Pro Pro Leu Ala

1

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

43
118
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

MIEN
(1) ..

5

(118)

10

Trinh ty nhé8n tao

105

ving bién d&bi chudi nhe cua hu25G7-B

Arg

Ile

Ser
Pro
1 Leu
Ser
Glu
80

Ser Asn Pro

95
Lys

Ser Leu

Pro
Pro
Tle
Gly
Pro

Pro

Gly

Leu

Ser
Glu

Met

Ving bién dbi chudi ning sau khi téi uu hdéa hu25G7-A/B VH
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<400> 43
Glu Val Gln Leu
1 5
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met His Trp
35
Ala Phe Ile Ser
50
Lys Gly Arg Ser
65
Leu Gln Met Asn
85
Thr Arg Gly Asn
100
Leu Val Thr Vval
115

<210>
<211>

<212>
<213

35>

44
445
PRT

Trinh tu

<220>
<221>
<222>
<223>

CHUOI

<400> 44

Glu Val Gln Leu

1 5

Ser Leu Arg Leu

20
Gly Met His Trp
35
Ala Phe Ile Ser
50

Lys Gly Arg Ser

65

Leu Gln Met Asn
85

Thr Arg Gly Asn

100
Leu Val Thr Vval
115
Leu Ala Pro Cys
130
Cys Leu Val Lys
145

Ser Gly Ala Leu

val
Ser
val
Ser
Thr

70
Ser

Lys

Ser

nhin

(1)..(445)
Chudi ning cta hu25G7-A vda hu25G7-B

val
Ser
Val
Ser
Thr

70
Ser
Lys
Ser

Ser

Asp

Glu
Cys
Arg
Gly
55
Ile
Leu

Arg

Ser

tao

Glu
Cys
Arg
Gly
55
Ile
Leu
Arg
Ser
Arg

135
Tyr

150

Thr

165

Ser Ser Gly Leu
180
Leu Gly Thr
195
Asn Thr Lys Val

210

Ser

Tyr
Lys

Asp

Ser
Ser
Thr

Lys
215

52426

Ser Gly Gly Gly
10
Ala Ala Ser Gly
25
Gln Ala
40
Ser Ser

Pro Gly

Ile Ile
60
Asp Asn
75
Arg Ala Glu Asp
90
Gly Phe Phe Asp
105

Ser Arg

Ser Gly Gly
10
Ala Ala Ser
25
Gln Ala
40
Ser Ser

Gly
Gly
Pro Gly
Ile

60
Asn

Ile
Ser Arg Asp

75
Arg Ala Glu Asp

90

Gly Phe Phe
105
Ser

Asp

Ala
120
Ser

Thr Lys

Thr Ser Glu

Val Gln
15

Thr Phe

30

Gly Leu

Leu Pro

Phe Ser

Lys Glu
45
Tyr

Tyr Ala Asp

Ala Thr

80

Ala Val Tyr
95

Trp Gly Gln

110

Lys Asn
Thr

Tyr

Val Gln Pro
15

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

Leu
Phe

Lys
45
Tyr Tyr Ala Asp
Ala Lys Asn Thr
80
Ala Val Tyr
95

Trp Gly Gln
110

Pro Ser Val

Thr
Tyr
Gly

125
Ser Thr Ala Ala

140

Glu Pro
155
Val His Thr

170
Ser Ser Val
185
Tyr Thr Cys Asn
200
Arg Val Glu Ser

Phe Pro
Gly

Leu

Val Thr Val Ser

160
Phe Pro Ala Val

175
Val Thr Vval Pro
190
Val Asp His Lys
205

Lys Tyr Gly Pro

220

106

Gly
Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr

Gly

Gly
Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro

Pro

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser

Cys
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Pro Glu
225

Phe

Pro Cys Pro Ala Pro
230
Pro Pro Lys Pro Lys
245

Thr Cys Val Vval Vval
260

Asn Trp Tyr Val Asp

275

Arg Glu Glu Gln Phe

290 295

Thr Val Leu His Gln Asp Trp

305 310

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro

325
Gly Gln Pro Arg Glu
340

Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn
355 360

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile

370 375

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
295 290

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg
405
Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys

Asp

Val Asp

Phe Gly
280

Pro Asn

Ala Lys

265

345

52426

Ser Val
240
Thr

Phe Leu Gly Gly Pro
235
Thr Leu Met TIle Ser
250
Val Ser Gln Glu Asp
270
Val Glu Val His Asn
285
Ser Thr Tyr Arg
300
Leu Asn Gly Lys
315
Ser Ser Ile Glu
330
Pro Gln Val Tyr

Arg
255
Pro Glu

Ala Lys

Val Val Ser

Glu Tyr Lys
320
Thr Ile
335

Leu Pro

Lys

Thr
350
vVal Ser Leu Thr

365
Val Glu Trp

380
Pro Pro Val
395

Leu Thr Val Asp
410
Ser Val Met His

Gln Cys Leu

Ala Glu Ser Asn

Thr Leu Asp Ser

400
Ser Arg
415

Ala Leu

Lys

Glu

420

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu

435

<210> 45

<211> 215
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

CcHUOI

<400> 45
Glu Ile Val Leu
1 5
Glu Arg Ala Thr
20
Tyr Trp Tyr Gln
35
Leu Thr Ser Asn
50
Gly Ser Gly Thr
65
Asp Phe Ala Val
85
Leu Thr Phe Gly
100
Ala Pro Ser Val
115
Gly Thr Ala Ser

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

Thr
Leu
Gln
Leu
Asp

70
Tyr
Gly

Phe

Val

Trinh ty nhdn tao

Gln
Ser
Lys
Ala
55
Phe
Tyr
Gly

Ile

Val

425

440

Ser Pro Ala Thr
10
Cys Arg Ala Ser
25
Pro Gly Gln Ala
40
Ser Gly Ile Pro
60
Leu Thr Ile
75
Gln Gln Trp
90
Lys Val Glu
105
Phe Pro Pro Ser
120
Cys Leu Leu Asn

Thr
Cys

Thr

107

430
Gly Lys
445

Ser Leu Ser
15

Ser Val Pro

30

Arg Leu Leu

Leu
Ser

Pro
45
Ala Arg Phe Ser
Ser Leu Glu
80
Ala Tyr Pro
95

Lys Arg Thr
110

Glu Gln Leu

Ser
Arg
Ile
Asp

125
Asn Phe Tyr Pro

Phe
Pro
Val
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

His

Pro
Tyr
Ile
Gly
Pro
Pro
Val
Lys

Arg

Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu
Met
Ala
Ser

Glu
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130

Ala Lys Val Gln Trp Lys

145

Gln Glu Ser Val Thr Glu

135
Val

150

165

Ser Ser Thr Leu Thr Leu

180

Tyr Ala Cys Glu Val Thr

195

Ser Phe Asn Arg Gly Glu

210

<210> 46

<211> 215
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

CHUOI

<400> 46

Glu Ile Val Leu

1 5

Glu Arg Ala Thr

20
Ala Trp Tyr Gln
35
Leu Ala Ser Ser
50

Gly Ser Gly Thr

65

Asp Phe Ala Val
85

Leu Thr Phe Gly

100
Ala Pro Ser Val
115
Gly Thr Ala Ser
130

Ala Lys Val Gln

145

Gln Glu Ser Val

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

Thr
Leu
Gln
Arg
Asp

70
Tyr
Gly
Phe

val

Trp

Ser

His
200
Cys
215

Trinh tu nhdn tao

Gln Ser
Ser Cys

Lys Pro
40

Pro Ser

55

Phe Thr

Tyr Cys
Gly Thr

Ile Phe
120
Val Cys
135
Lys Val

150

Thr

165
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser

180

Glu Gln

52426

140

Asp Asn Ala
155

Gln Asp Ser Lys

170
Lys Ala Asp
185
Gln Gly Leu

Pro Ala Thr
10
Arg Ala Ser
25
Gly Gln Ala

Gly Ile Pro
60

Leu Thr Ile
75

Gln Gln

90

Lys Val
105
Pro

Trp
Glu
Ser

Pro

Leu Leu Asn

Leu Gln Ser Gly
160
Ser Thr Tyr
175
Glu Lys His
190

Ser Pro Val

Asp
Tyr

Ser
205

Ser Leu Ser
15

Gly Val Pro

30

Arg Leu Leu

Leu
Pro

Pro
45
Ala Arg Phe Ser
Ser Leu Glu
80
Ser Asn Pro
95

Lys Arg Thr
110

Glu Gln Leu

Ser
Arg
Ile
Asp

125
Asn Phe Tyr Pro

140

Asn Ala
155
Asp Ser Lys

170
Lys Ala Asp
185

Asp

Leu Gln Ser Gly
160
Asp Ser Thr Tyr
175
Tyr Glu Lys His
190

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val

195

200

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 47

<211> 118
<212> PRT
<213>

215

Trinh ty nhdn tao

108

205

Asn
Ser
Lys

Thr

Pro
Pro
Ile
Gly
Pro
Pro
Val
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr

Ser
Leu
Val

Lys

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

Lys
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<220>
<221>
<223>

MIEN

<400> 47
Glu Val Gln Leu
1 5
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met His Trp
35
Ala Phe Ile Ser
50
Lys Gly Arg Ser
65
Leu Gln Met Ser
85
Thr Arg Gly Asn
100
Leu Val Thr Val
115

<210> 48

<211l> 445
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

CHUOI

<400> 48

Glu VvVal Gln Leu

1 5

Ser Leu Arg Leu

20
Gly Met His Trp
35
Ala Phe Ile Ser
50

Lys Gly Arg Ser

65

Leu Gln Met Ser
85

Thr Arg Gly Asn

100
Leu Val Thr Val
115
Leu Ala Pro Cys
130
Cys Leu Val Lys
145

hu25G7-C VH

val
Ser
val
Ser
Thr

70
Ser

Lys

Ser

Trinh ty nhan

Val
Ser
Val
Ser
Thr

70
Ser
Lys
Ser

Ser

Asp

150
Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly

165

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu

180

52426

Glu Ser Gly Gly
10
Ala Ala Ser
25
Gln Ala Pro
40

Ser Ser Ile

Cys
Arg

Gly

55

TIle Ser Arg Asp

75

Arg Ala Glu
90

Gly Phe Phe

105

Leu
Arg

Ser

tao

Glu Ser Gly Gly
10
Cys Ala Ala Ser
25
Arg Gln Ala Pro
40
Gly Ser Ser Ile
55
Ile Ser Arg Asp
75
Leu Arg Ala Glu
90
Arg Gly Phe Phe
105
Ser Ala Ser Thr
120
Arg Ser
135
Tyr Phe

Thr Ser

170

185

Gly Leu

Gly Phe

Gly Lys
45
Ile Tyr

60
Asn Ala

Asp Thr

Asp Tyr

Chudi ndng cta khadng thé hu25G7-C

Gly Leu

Gly Phe

Gly Lys
45
Ile Tyr

60
Asn Ala

Asp Thr

Asp Tyr

Lys Gly

val Gln
15

Thr Phe

30

Gly Leu

Pro
Ser
Glu

Tyr Ala Asp

Thr

80

Ala Val Tyr
95

Trp Gly Gln

110

Lys Asn

Val Gln Pro
15

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

Tyr Ala Asp

Lys Asn Thr
80
Ala Val Tyr
95
Trp Gly Gln
110
Pro Ser Val

125

Glu Ser
140

109

Thr Ala Ala

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
155
Val His Thr Phe Pro Ala Val

160

175

Ser Ser Val Val Thr Val Pro

190

Gly
Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr

Gly

Gly
Asp
Trp
Ile
Leu
Tyr
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln

Ser
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Ser Leu Gly
195
Asn Thr Lys
210
Pro Pro
225

Phe

Cys

Pro Pro

Val Thr Cys

Thr Lys Thr

Val Asp Lys
215
Ala Pro
230
Lys Pro Lys
245
Val val val

Pro

260

Phe Asn Trp

275
Arg Glu
290

Val Leu

Pro

Thr
305
Val Ser Asn

Ala Lys Gly

Tyr Val Asp

Glu Gln Phe
295
His Gln Asp
310
Lys Gly Leu
325
Gln Pro Arg

340

Gln Glu Glu

2E58

S22

Gly Phe Tyr
370

Pro Glu Asn

385

Ser Phe Phe

Glu Gly Asn

Met Thr Lys

Pro Ser Asp
375
Tyr Lys
390
Leu Tyr Ser
405
Val Phe Ser

Asn

420

His Tyr Thr

435

Gln Lys Ser

52426

Tyr Thr

200
Arg Val

Glu Phe Leu

205

220
Gly Gly

235

Thr Leu
250

vVal Ser

265

Gly Vval Glu

280

Asn Ser Thr

Asp

Asp

Trp Leu Asn

Met Ile

Gln Glu

Val His
285

Tyr Arg
300

Gly Lys

315

Pro Ser Ser
330
Glu Pro Gln
345

Asn Gln
260

STV

Ile Ala

val

Val

Thr Thr Pro

Ile Glu

Val Tyr

Leu
365

Glu Trp
380

Pro Val

Ser

395

Arg Leu Thr
410
Cys Ser Val
425
Leu Ser Leu
440

Val Asp
Met His

Ser Leu

445

110

Cys Asn Val Asp

Glu Ser Lys Tyr

Pro
Ser
Asp
270
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
350
Thr
Glu
Leu

Lys

Glu
430
Gly

His Lys
Gly Pro

Ser Val

240
Arg Thr
255
Pro Glu

Ala Lys

Val Ser

Tyr Lys
320
Thr Ile
335
Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn
Ser
400
Ser Arg
415

Ala Leu

Asp

Lys

Pro
Pro
Phe
Pro
Val
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

His

Ser
Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
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