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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché @ cap chung dén khéng thé khang CD40 dugc 1am twong thich v6i ngudi
dugc dung trong chin doan va tri liéu. Cu thé hon, sang ché @ cap dén khéng thé khang
CD40 duoc lam twong thich v6i nguoi duge st dung dé diéu tri cac bénh hoic cic r6i
loan khéc nhau dugc md ta béi cac té bao biéu hién CD40. Ngoai ra, sang ché ciing dé

cap dén dugc pham va kit chtra khang thé khang CD40 dugc 1am tuong thich véi ngudi.
Tinh trang ky thuat ctia sang ché

CD40 1a mot glycoprotein xuyén mang typ I 48kDa va mdt chi cua lién ho thy thé
yéu t6 hoai tir khéi u (TNF). CD40 dugc biéu hién trén céc loai t€ bao khac nhau bao
gdm cac té bao B thong thuong va té bao B khdi u, cac té bao cai vao nhau, ung thu biéu
md, cac té bao biéu md (vi du céc té bao keratin), nguyén bao sg¢i (vi du té bao dich
khép) va bénh tiéu cau. Ciing c6 mdt trén céc bach cAu don nhén, dai thuc bao, mot vai té
bao ndi md va cac té bao hinh sao ving nang. CD40 dugc biéu hién sém trong su phat
sinh c4 thé t& bao B, xudt hién trén c4c tién than cla té bao B sau d6 dén su xuét hién cia
CD10 vi CD19, nhung true khi bidu hién CD21, CD23, CD24, va xuét hién globulin
mién dich bé mit M (sIgM) (Uckun et al., 1990, Blood 15:2449). CD40 ciing dugc phat
hién trén amidan va céac té bao huyét tuong c6 ngudn gde tiry xuong (Pellat-Decounynck

et al., 1994, Blood 84:2597).

Phéi tir ctia CD40 1a CD40L (ciing duoc d& cdp dén dudi dang CD154, gp39, va
TRAP), chi lién ho TNF. CD40L 1a mot protein xuyén mang dugc bidu hién chu yéu trén
céc té bao CD4* T dugc hoat héa va tip hop con clia céc té bao CD8+ T (dugc bao cdo

boi: Van Kooten C. and Banchereau, 2000).

Su twong tac cia CD40 vi CD40L gdy ra ca dap Ung mién dich thé dich va dap
g mién dich dugc trung gian té bao. CD40 didu hoa cip phdi ti-thu thé nay dé hoat
hoéa cac t& bao B va cac té bao trinh dién khang nguyén khic (APC) gdm céc té bao hinh
tua (cac DC) (dugc bdo cdo bsi: Toubi and Shoenfeld, 2004); Kiener, et al., 1995). Chuc
ning ctia CD40 déi véi céc té bao B duge nghién ctru rong rai. Su hoat héa CD40 ddi véi

céc té bao B gy ra su ting sinh, su biét hoa thanh céc té bao tiét ra khang thé va isotyp
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thay thé cic tm phoi ctia cac co quan lympho thir cAp. Cac nghién ctru in vitro chi ra cac
tac dung d6i cua su hoat hoa CD40 ddi véi sy san xuét xytokin (IL-6, IL-10, TNF-a, LT-
@), su bidu hién céc phén tir dinh va céc thy thé dong kich thich (ICAM, CD23, CD80 va
CD86), va su biéu hién tang cia MHC 16p I, MHC 16p 11, va chét van chuyén TAP boi
cac té bao lympho B (Liu, et al., 1996). Trong hau hét cac quy trinh nay, CD40 dong vai

trd trong su phéi hop véi cic xytokin hodc cac tuong tac cua thu thé-phdi tir khac.

Su truyén tin hiéu CD40 dbi voi cac bach chu don nhan va cac DC lam ting su
sbng ciing nhu s tiét ra cac xytokin (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a va MIP-1a).
Su gin CD40 trén cic APC nay ciing din dén su diéu hoa tang cia cac phan tir ddng kich
thich nhu (ICAM-1, LFA-3, CD80 va CD&6). Su hoat héa cac thu thé CD40 13 mot trong
cac tin hiéu quyét dinh cho phép su thuan thuc hoan toan DC thanh cac APC c¢6 hi¢u qua
diu khién sy hoat héa ctia té bao T (Banchereau and Steinman, 1998) (Van Kooten C.

and Banchereau, 2000).

Cac nghién ctru méi day trong cac mo6 hinh chuét chi ra rang su truyén tin hiéu
CD40 trén céc té bao hinh tua ciing déng vai trd quan trong dbi voi su tao ra cac té bao
TH17 dugc xem 14 cac chét trung gian c6 tinh tu mién dich d6i vé6i cac bénh nhu ching

viém khép va da xo xtng (Iezzi, et al., 2009) (Perona-Wright, et al., 2009).

Tinh kha dung cia chudt bat hoat gen CD40 va CD40L ciing nhu cic khang thé
khang chudt cht van va d6i khang dua ra kha ning nghién ctru vai tro clia céc tuong tac
CD40-CD40L trong cac md hinh bénh khac nhau. Viéc st dung sy phong bé sy khang
CD40L da dugc chirng minh 13 c6 loi trong cac md hinh khac nhau vé tinh ty mién gdm
cac bénh tu phat giéng bénh viém than luput & chudt SNF1 hodc bénh tiéu dudong & chuot
NOD hoic cac dang gy ra qua thuc nghiém cta bénh gidng nhu chtng viém khép do
colagen gy ra (CIA) hodc bénh viém ndo va day cot sébng tu mién qua thyc nghiém
(EAE) (Toubi and Shoenfeld, 2004). CIA & chudt bi rc ché bdi mAb khang CD40L
phong bé su phét trién cia ching viém khép, khang thé huyét thanh chuin d6 véi
colagen, sy tham nhidm cua cac té bao viém vao md dudi mang hoat dich cling v6i sy dn
mon sun va xuong (Durie, et al.,, 1993). Ca bénh viém than luput va EAE, déu chung
minh duge ring su khang CD40L ciing c6 thé 1am gidm bét bénh dang dién ra, x4c nhan
vai trd ctia CD40-CD40L trong pha tic quan cua bénh (Kalled, et al., 1998); (Howard, et
al., 1999).



25207

Vai trd clia su tuong tdc CD40—CD40L dbi vai su tién trién cia EAE cling dugc
nghién cttu & chudt thiéu CD40L dugc tién hanh trong thu thé té bao T chuyén gen dic
hiéu ddi v6i protein gbc myelin. Nhitng con chudt nay khdng co kha nang phat trién EAE
sau khi duoc cung cip béi khang nguyén, va cac té bao T CD4+ con lai khong hoat dong

va khong san xuét INF-a (Grewal, et al., 1996).

Hon nita, cac khang thé e ché truc tiép chéng lai CD40 chi ra cac hiéu qua c6 lgi
trong cdc mo hinh bénh viém nhu EAE. Lamann va cic cdng su ching minh rang
mu5D12 khang CD40 mAb ngudi & chudt dbi khang va dang thé kham ciia mAb nay
ngan chan hiéu qua su biéu hién 14m sang EAE hiy myelin man tinh ¢ khi dudi séc giao .
phéi xa (Laman, et al., 2002); (Boon, et al., 2001). Nghién ctru tiép theo chi ra ring viéc
diéu tri bang tri lidu v6i khang thé khang CD40 & ngudi thé kham lam giam ching viém
c¢6 thé phat hién boi MRI va tri hodn sy mé rong cac thuong tdn ndo ton tai tir trudc

trong md hinh EAE & khi du6i séc (Hart, et al., 2005).

Céc khéang thé khang CD40 c6 hoat tinh chi van dugc thir nghiém & mo hinh chudt
vé chirg viém khép cé mot vai két qua mau thudn. Nhu dugc du doan véi chét kich
thich mién dich, FGK45 khang CD40 mAb & chudt chu véan cho théy lam bénh nang
thém trong md hinh chudt DBA/1 ctia CIA (Tellander, et al., 2000). Tuy nhién, trong md
hinh CIA man tinh khac FGK45, va khang CD40 mAb & chudt chil van khéc, 3/23, ca
hai lai biéu hién céc tac dung tri liéu tich cuc (Mauri, et al_., 2000). N6 dugce quy dinh boi
nhom nay véi cac khang thé chu van theo ché do diu trj tri lidu ndy c6 tac dung co loi
bing cach giy ra su chénh léch dap ting nﬁén dich theo huéng dap ung Th2 véi muc

giam ctia IFN-y va cdc muc tang cta IL-4 va IL-10 (Mauri, et al., 2000).

Su ngédn chan su thai ghép bang cach phong bé cac twong tac CD40/CD154 ciing
duoc chimg minh bing tai lidu. St dung ch5D12, chét déi khang khang CD40 thé kham,
trong cac nghién cu di ghép ¢ than & khi ndu chi ra rang su d6i khang ctia CD40 du cho
su bién ddi bénh va kéo dai thoi gian séng trung binh qua 100 ngay. Khi ch5D12 duoc
lién két véi khang thé khang CD86 va chi dua ra tai thoi diém bat dau cac nghién ctru di
ghép sau d6 boi su diéu tri kéo dai voi xyclosporin, dat duge thoi gian séng trung binh
dai hon 4 nim, cho thdy ring su két hop nay c6 thé c6 kha niang gy ra tinh khang
(Haanstra, et al., 2005).
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Do d6, ¢6 nhidu cac nghién ctru can 14m sang dé xuit bang chiing vé vai trd quyét
dinh ctia cip CD40-CD40L déi véi sy didu khién dap tng mién dich phu thude té bao T |
hiéu qua. Su phong bé su truyén tin hiéu cia CD40 do d6 dugc nhén dién la mot chién
luge tri lidu can thiét va thich hop dé tc ché dap ing mién dich gy bénh dbi véi céc
bénh nhu RA, da xo cung hodc bénh vay nén. Tuy nhién, cho dén nay, khong cé céc
khang thé CD40 dugc chép nhén d6i vé6i su can thiép tri liéu cua cac r6i loan nay do cac
phat hién vé cac khéng thé khang CD40 dbi voi su phat trién chi ra cac tac dung phu
quan trong. Do d6, con lai mot nhu cdu dang k& @bi v6i cac chét tri lidu c6 thé duoc st
dung dé xay ra trong hoat dong cia CD40-CD40L va phong bé su truyén tin hiéu CD40.
Nhu ciu nay ¢6 thé duoc giai quyét bai cic khang thé khang CD40 dugc lam twong thich
v6i ngudi méi lién két dac hidu CD40 va chi ra tinh ddc hiéu lién két khang nguyeén, 4i
luc, va cac dic tinh dugce luc hoc va duge dong hoc cho phép sur dung ching dé can thiép

trj liéu do6i véi cac r6i loan trén co s¢ CD40.
Ban chat ky thuit cia sang ché

Sang ché d& xuét khang thé don dong dugc lam tuwong thich véi nguoi trong do
khéng thé néu trén lién két ddc hiu voi CD40 & ngudi c6 hoat tinh dbi khang IC50 nho
hon 1nM va khong c6 chi véan 16n hon 100pg/ml dbi véi su tang sinh té bao B va trong
d6 khang thé néu trén khac biét & chd khang thé c6 thoi gian ban hiy in vivo trén dong

vat linh trudng khong phai nguoi it nhét 12 10 ngay.

Khéng thé don dong duge lam tuong thich v6i ngudi khac biét ¢ chd khang thé c6

thoi gian ban hiy trén khi cynomolgus 16n hon 8 ngay voi lidu dung it hon 30mg/kg.

Theo cac phuong an dan ching, khang thé theo sang ché bao gbm mét trinh ty
chudi niing dugc chon tir nhom gdm trinh tu bét ky trong sb céc trinh ty néu trong SEQ
ID NO:1 dén SEQ ID NO:4 va trinh tw chudi nhe dwoc chon tir nhom gdm trinh tw bat ky
néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ ID NO:8.

Theo céac phuong an thyuc hién khéc, khang thé 1a khang thé hoic doan lién két voi
khang nguyén cta khing thé duoc lam twong thich v6i ngudi c6 trinh ty axit amin cla
viing bién déi chudi ning c6 trinh tw bat ky néu trong SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ
ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID
NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID

-5
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NO:48, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, hodc SEQ ID NO:73.

Theo cac phuong an thuc hién khac, khang thé 1a khang thé duoc lam twong thich
vOi nguoi hodc doan lién két khang nguyén cta khéng thé bao gdm trinh tu axit amin
ving bién ddi chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 5 dén SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26,
SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ
ID NO:47, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID
NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75 hogc SEQ ID
NO:76.

Theo céc phuong an cu thé, khang thé don dong theo sang ché khac biét & chd n6
bao gdm chudi niang va chudi nhe, trong d6 trinh tw CDRI chudi nang dugc chon tir
nhém bao gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO:9 dén SEQ ID NO:11, trinh ty CDR2
chudi ning dugc chon tir nhém bao gém trinh tu néu trong SEQ ID NO:12 dén SEQ ID
NO:15 va trinh ty CDR3 chudi ning tir nhém bao gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO:16
dén SEQ ID NO:17; va trong d6 trinh ty CDR1 chudi nhe ¢6 trinh tu duoc chon tir nhdm
bao gém trinh tu néu trong SEQ ID NO:18 dén SEQ ID NO:21, trinh ty CDR2 chudi nhe
cé trinh tu néu trong SEQ ID NO:22 dén SEQ ID NO:23 va trinh ty CDR3 chudi nhe
dugc chon tir nhém bao gdm trinh tw néu trong SEQ ID NO:24 dén SEQ ID NO:25.

Theo cac phuong an thyc hién cu thé, khang thé don dong theo sang ché khac biét &
chd n6 bao gém trinh tw CDR1 chudi niang néu trong SEQ ID NO:10, trinh tur chudi ning
CDR2 néu trong SEQ ID NO:13 va trinh ty chudi ning CDR3 néu trong SEQ ID NO:16;
va trong d6 khang thé néu trén bao gdm trinh tw chudi nhe CDR1 néu trong SEQ ID
NO:19, trinh trr chudi nhe CDR2 néu trong SEQ ID NO:22 va trinh ty chudi nhe CDR3
néu trong SEQ ID NO:24.

' Theo cac phuong an cu thé khac, khang thé don dong theo séng ché & chd no bao

gém trinh ty CDR1 chudi niing néu trong SEQ ID NO:9, trinh tu chudi ning CDR2 néu
trong SEQ ID NO:14 va trinh tu chudi ning CDR3 néu trong SEQ ID NO:16; va trong
d6 khéang thé néu trén bao gbm trinh tw chudi nhe CDR1 néu trong SEQ ID NO:20, trinh
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tw chudi nhe CDR2 néu trong SEQ ID NO:22 va trinh tu chudi nhe CDR3 néu trong
SEQ ID NO:24. |

Theo phuong an cu thé khac, khang thé don dong theo sang ché khac biét & chd né
bao gdm trinh tw CDR1 chudi ning néu trong SEQ ID NO:9, trinh tu chudi ning CDR2
néu trong SEQ ID NO:14 va trinh tu chudi ning CDR3 néu trong SEQ ID NO:16; va
trong d6 khang thé néu trén bao gdm trinh tu chudi nhe CDR1 néu trong SEQ ID NO:20,
trinh tw chudi nhe CDR2 néu trong SEQ ID NO:22 va trinh tu chudi nhe CDR3 néu
trong SEQ ID NO:24.

Theo phuong an cu thé khéc, khang thé don dong theo sang ché & chd n6 bao gdbm
trinh tu CDRI chudi ning néu trong SEQ ID NO:11, trinh tu chudi ngng CDR2 néu
trong SEQ ID NO:15 va trinh tu chudi ning CDR3 néu trong SEQ ID NO:17; va trong
d6 khang thé néu trén bao gdm trinh tu chudi nhe CDR1 néu trong SEQ ID NO:21, trinh
ty chudi nhe CDR2 néu trong SEQ ID NO:23 va trinh tu chudi nhe CDR3 néu trong
SEQ ID NO:25.

Séang ché ciing md ta céc trinh ty riéng 1é vé céac chudi ning cua cac khang thé duoc
vu tién. Sang ché, vi du, @& cap dén khang thé khang CD40 bao gbm trinh ty ving bién
dbi chudi ning cua trinh ty bét ky trong s6 céc trinh ty néu trong SEQ ID NO:1 dén SEQ
ID NO:4. Khang thé khang CD40 dugc md ta thém khi bao gbm trinh ty ving chudi nhe
¢6 trinh tu bat ky trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ ID NO:8.

Ngoai ra dugc du tinh la khang thé duogc lam tuong thich véi nguoi hodc doan
khang thé c6 c6 ving bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe bao gdm céc trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO:27 va SEQ ID NO:26, tuong ung; SEQ ID NO:28 va
SEQ ID NO:26, twong tng; SEQ ID NO:29 va SEQ ID NO:26, tuong ung; SEQ ID
NO:30 va SEQ ID NO:26, twong tng; SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:31, tuong Ung;
SEQ ID NO:33 va SEQ ID NO:31, twong tng; SEQ ID NO:34 va SEQ ID NO:31, tuong
tng; SEQ ID NO:35 va SEQ ID NO:31, tuong tng; SEQ ID NO:37 va SEQ ID NO:36,
twong tmg; SEQ ID NO:38 va SEQ ID NO:36, twong Ung; SEQ ID NO:39 va SEQ ID
NO:36, trong tng; SEQ ID NO:40 va SEQ ID NO:36, tuong ung. |

Theo mdt phuong an thuc hién khac, sang ché dé cap dén khang thé hoic doan
khang thé c6 viing bién ddi chudi ning va ving bién doi chudi nhe bao gdom céc trinh tur

axit amin néu trong SEQ ID NO:27 va SEQ ID NO:26, tuong ung.

-7-
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Theo mot phuong an khéc, sang ché dé cap dén khang thé hodc doan khéang thé
duoc 1am twong thich véi nguoi c6 vung bién dbi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe

bao gdm céc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:28 va SEQ ID NO:26, trong ung.

Theo mot phuong an thuc hién khic, sdng ché dé cip dén khang thé hodc doan
khéng thé c6 vimg bién ddi chudi nang va ving bién d6i chubdi nhe bao gdm céc trinh ty

axit amin néu trong SEQ ID NO:29 va SEQ ID NO:26, tuong Gng.

Theo mdt phuong an thuc hién khac, sang ché d& cap dén khang thé hodc doan
khang thé ¢6 ving bién ddi chudi niing va ving bién d@bi chudi nhe bao gdm cac trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO:26, tuong ung.

Theo mdt phwong 4n thyc hién khdc, séng che dé cap dén khang thé hodc doan
khéang thé c6 vung bién doi chudi ning va vang bién doi chudi nhe bao gdm céc trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:31, tvong tng.

Theo mot phuong an thuc hién khac, sang ché d& cap dén khéang thé hodc doan
khang thé c6 ving bién d6i chudi ning va ving bién dbi chudi nhe bao gdm céc trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO:33 va SEQ ID NO:31, tuong ung.

Theo mdt phuong 4n thuc hién khéc, sang che dé cép dén khang thé hoac doan
khéang thé c6 vung bien doi chudi ning va vung bién doi chudi nhe bao gém céc trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO:34 va SEQ ID NO:31, twong ung.

Theo mdt phwong an thyc hién khdc, sdng ché dé cap dén khang thé hodc doan
‘khéang thé c6 vung bieén doi chudi ning va vang bién doi chudi nhe bao gdbm céc trinh ty

axit amin néu trong SEQ ID NO:35 va SEQ ID NO:31, tuong ung.

Theo mot phuong an thuc hién khac, sang ché @& cap dén khang thé hozc doan
khang thé c6 ving bién d6i chudi ning va ving bién dbi chudi nhe bao gdm céc trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:37 va SEQ ID NO:36, tuong ing.

Theo mot phuong an thyc hién khac, sang ché d& cap dén khang thé hozc doan
khang thé c6 ving bién dbi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe bao gdm céc trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO:38 va SEQ ID NO:36, twong ung.

Theo mdt phuong an thuc hién khéc, sang ché @ cap dén khang thé hodc doan
khang thé c6 ving bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe bao gbém céc trinh tur

axit amin néu trong SEQ ID NO:39 va SEQ ID NO:36, tuong ung.

-8



25207

Theo mot phwong an khéc, sang ché dé cip dén khang the hodc doan khang thé
dugc 1am tuong thich v6i nguoi c6 vung bién dbi chudi nang va ving bién d6i chudi nhe

bao gdm cac trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:40 va SEQ ID NO:36, tuong Ung,

Phuong an khac d& cap dén khang thé hodc doan lién két khang nguyén dugc phan
1ap lién két ddc hiéu véi CD40 6 nguoi, bao gdm ving bién ddi chudi ning dugc lam
tuwong thich véi nguoi bao gbdm ving khung c6 trinh ty axit amin it nhit 90% ddng nhat
v6i trinh tu axit amin cua trinh ty axit amin chudi ning ving bién d6i & ngudi néu trong
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 hodc SEQ ID NO:30, va bao gdm trinh
tu axit amin chudi nhe it nhét 90% déng nhét véi ving bién d6i chudi nhe twong tng néu

trong SEQ ID NO:26.

Mot phuong 4n khéac dé cap dén khac thé hoic doan lién két khang nguyén lién két
dic hiéu véi CD40 & ngudi, bao gbdm ving bién dbi chudi ning dugc lam tuong thich véi
nguoi bao gbdm ving khung c6 trinh ty axit amin c¢6 mtc do tuong dbng vé trinh tu it
nhét 90% so véi trinh tw axit amin ciia ving khung trong trinh tu axit amin chudi ning
ving bién di & ngudi néu trong SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34 hodc
SEQ ID NO:35, va bao gE‘)m trinh tu axit amin chudi nhe c6 mtc do twong dong vé trinh
tur it nhat 90% so v6i ving bién ddi chudi nhe trong Gng néu trong SEQ ID NO:31.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén khang thé hodc doan lién két khang
nguyén dugc phan 1ap duoc mo ta theo phuong an néu trén, trong do trinh tyr axit amin
chudi ning néu trong SEQ ID NO:32; theo mot phuong an khéc, trinh tu axit amin chudi
ning néu trong SEQ ID NO:33; theo mot phuong an khéé, trinh ty axit amin chudi ning
néu trong SEQ ID NO:34; va theo mot phuong an khac, trinh tu axit amin chudi ning

néu trong SEQ ID NO:35.

Ciing dy doan dugc rang khang thé hozc doan lién két khang nguyén dugc phan lap
lién két dic hiéu véi CD40 & ngu:éwi; bao gdm ving bién d6i chudi ning dugc lam tuong
thich v&i nguoi bao gdm ving khung c6 trinh tu axit amin c6 d¢ tuong ddng vé trinh tu it
nhét 90% so véi trinh tu axit amin cia ving khung trong trinh tu axit amin chudi ning
ving bién déi & ngudi néu trong SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38; SEQ ID NO:39 hogc
SEQ ID NO:40, va bao gf?)m trinh ty axit amin chudi nhe c6 dd tuwong déng vé trinh tu it
nhét 90% so véi chudi nhe tvong tng néu trong SEQ ID NO:36.
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Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé& cap dén khang thé hogc doan lién két khang
nguyén dugc phan lap dugc md ta theo phuong 4n néu trén, trong do trinh tur axit amin
chudi ning néu trong SEQ ID NO:37; theo mot phuong an khac, trinh tu axit amin chubi
nang néu trong SEQ ID NO:38; theo m{t phuong an khéc, trinh tu axit amin chudi ning
néu trong SEQ ID NO:39; va theo mot phwong an khéc, trinh ty axit amin chudi ning
néu trong SEQ ID NO:40.

Khéng thé theo sang ché khéc biét & chd khéng thé nay khong kich thich san sinh
xytokine tir cac té bao B khi khong c6 mat CD40L.

Khang thé theo sang ché khac biét & chd khang thé nay lién két voi CD40 ¢ ngudi

v6i su c6 mit cia 50% huyét thanh ngudi véi tdc dd lién két giam it hon hai lan.

Khéng thé theo sang ché khéic biét & chd khang thé nay tao ra su ¢ che sy san xuat

IgM va IgG & dong vét c6 vu tai ndng d6 bang Img/ke.

Khang thé theo séng ché ¢6 thé dugce st dung theo cac phuong phap chén doén,
phong ngra, tri liéu khac nhau va cic phuong phap khac. Vi du, sang ché mo ta phuong
phép phong bé chic niang cua CD40 nguoi ¢ dong vat c6 va bao gdm viéc st dung cho
dong vat c6 va néu trén ché phim chira khéng thé theo sang ché véi mot lugng du dé

phong bé dap ing mién dich dugce trung gian boi CD40 trong dong vat ¢b vu néu trén.

Cing du tinh dugc rang & day phuong phéap diéu tri hodc cai thién mo6 ghép chéng
lai bénh cua vat chu & dong vat c6 vu bao gém viéc st dung cho dong vét c6 vi néu trén
ché phim chtra khang thé theo sang ché véi mot lugng du dé lam giam mdt hodc nhiéu

triéu chirng cia mo ghép chéng lai bénh ctia vat chu trong dong vét néu trén.

Bing cach vi du, bénh tu mién hogic viém cé thé bao gbm, nhung khong chi giéi
han &, ching viém khép dang thap, da xo ctng, viém thén tiéu cau luput ting sinh, bénh
viém rudt (IBD), bénh vay nén, ban xuét huyét giam tiéu cau tu phat (ITP), bénh Crohn
va luput ban do hé théng (SLE), viém tuyén gidp Hashimoto, phi niém nguyén phat,
bénh ting nang tuyén giap/bénh Graves, bénh thiéu méau 4c tinh, teo mang 16t tu mién,
viém tim ty mién, bénh Addison, man kinh sém, dai thdo dudng typ 1, hoi ching Xuét
huyét phé nang lan téa, ching nhugc co ning, thiéu mau huyét tan tu mién, giam bach
ciu tu phat, xo dudng dAn méat bdm sinh, viém gan C man tinh (HBs Ag 4m tinh), X0 gan

vd can, hoi chimg Sjogren, viém bi co, bénh cting da, bénh mo6 lién két tong hop, luput
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dang dia, va viém mach méu h¢ théng. Theo cac phuong an dan chimng, dong vat c6 vi bi

chirng viém khép man tinh ting dan.

Céac phuong phép theo sang ché con bao gbm viéc sir dung chét tri liéu tht hai dugc
chon tir nhém gdm chét d6i khang TNF, thudc chdng thap khép thay ddi dwoc bénh, chit
d6i khang CTLAA4, thu thé chdng IL-6 mAb va mAb khang CD20.

Theo cac phuong an cu thé, bénh viém hoidc bénh tu mién 12 bénh viém hodc bénh

tu mién c6 lién quan dén cac té bao biu hién ca CD40 va CD20.

Theo cac phuong phéap cu thé viéc diéu tri gdm c6 viéc sit dung ché phim khang
thé bsi duong ding ngoai rudt.

Theo cac phuong phép cu thé viéc diéu tri gdm c6 viéc sit dung ché phim khang

thé trong tinh mach hodc dudi da.

Céc phuong phép khac theo sang ché bao gom vige e ché sy san xuat khang thé
boi cac té bao B & bénh nhan 12 ngudi bao gdm viée st dung cho bénh nhan nguodi néu

trén mot lwong hitu hidu khang thé khang CDA40 theo sang ché.

Cu thé hon, ngudi bénh bi chimg viém hodc bénh ty mién c6 lién quan dén cac t&

bao biéu hién CD40.

Theo cac phuong 4n din ching ngudi bénh tu mién dugc chon tir nhém gbm cb
bénh ty' mién hodc bénh viém dugc chon tir nhom gém dang viém khép man tinh tang
dan, da xo ctng, viém thin tiéu cau luput tdng sinh, bénh viém rudt (IBD), bénh vay nén,
ban xuét huyét giam tiéu cau tu phat (ITP), bénh Crohn va luput ban d6 hé théng (SLE),
viém tuyén giap Hashimoto, phi niém nguyén phat, bénh tdng nang tuyén gidp/bénh
Graves, bénh thiéu mau 4c tinh, teo mang 16t tu mién, viém tim tu mién, bénh Addison,
mén kinh sém, dai thdo duong typ 1, hoi ching xuit huyét phé nang lan toa, ching
nhuoc co ning, thiéu mau huyét tin tw mién, giam bach cau ty phét, xo duong dan mat -
bam sinh, viém gan C man tinh (HBs Ag am tinh), xo gan vo cin, h¢i ching Sjogren,
viém bi co, bénh cing da, bénh mo li€n két tong hop, luput dang dia, va viém mach mau

hé théng.

Phuong phéap khéc theo sang ché dé cap dén viéc tc ché su phat trién clia cac té bao
biéu hién khang nguyén CD40 & ngudi, bao gbm viéce st dung khang thé hodc doan lién

két khang nguyén theo sang ché cho céc t& bao, khang thé hodc doan lién két khang
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nguyén lién két voi khang nguyén CD40 bé mat té bao & nguodi, trong do lién két cua
khang thé hoic doan lién két khang nguyén voi khang nguyén CD40 trc ché sy phat trién

hodc biét hda céc te bao.

Ciing dugc du tinh vé phuong phap didu tri cho ddi twong bi réi loan c6 lién quan
dén CD40, bao gdm viéc stt dung cho déi tuong khang thé hoic doan lién két khang
nguyén theo sang ché, khang thé hodc doan lién két khang nguyén lién két dac hiéu véi
CD40 & nguoi, trong do lién két cua khang thé hodc doan lién két khang nguyén aé
CD40 tc ché su phét trién hodc biét hoa céc té bao bi 161 loan ¢6 lién quan dén CDA40.
Cac t& bao c6 thé nhung khong bi gi6i han véi cac té bao nguyén bao lympho B, té bao
tuyén tuy, phéi, té bao vu, té bao buéng tring, té bao ruot Kkét, té bao tuyén tién liét, té

bao da, té bao dau va co, té bao bang quang, t& bao xuong hodc té bao than.

Phuong phép didu tri dé e ché sy phat trién hoc biét héa ce té bao 6 thé hitu ich
@8 didu tri bénh ung thu bach cdu lympho man tinh, u lympho Burkitt, da u tuy, u
lympho té bao T, u lympho khong phai Hodgkin, bénh Hodgkin, macroglobulin huyét

Waldenstrom hodc xacom Kaposi.

Ciing du tinh vé phuong phép gy ra su suy yéu ciia cac té bao B ngoai vi, bao gdm
viéc st dung cho cac té bao khang thé hozc doan lién két khang nguyén theo sang ché,
khang thé hodc doan lién két khang nguyén lién két dc hiéu v6i khang nguyén CD40 bé
mit té bao & ngudi, trong d6 lién két cia khang thé hodc doan lién két khang nguyén véi
khang nguyén CD40 gay ra su suy yéu cua cic té bao.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé hoic doan lién két khang nguyén dugc st
dung cho ddi tugng bi rdi loan mién dich. Vi dy, 161 loan mién dich 1a dang viém khép
man tinh ting dan hodc luput ban d6 hé théng.

Ciing dy tinh vé phuong phap didu tri viém khép man tinh tang dan cho dbi tuong
bao gdm viéc st dung cho dbi twong néu trén mot khang thé theo sang ché, trong d6
khéang thé néu trén 1a khéng thé d6i khang phong bé chirc ning ciia CD40 & dbi tuong
néu trén.

T6t hon 13, khang thé dugc st dung véi lugng hiru hiu dé tc ché su biét hoa té bao

B va isotyp khéang thé chuyén vao dbi twong néu trén.
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Theo cac phuong 4n khéc, khang thé dugc st dung véi lugng hitu hiéu dé e ché su
san xuit xytokin va chemokin va diéu hoa ting cac phéan tt dinh trong céc té bao T va
c4c dai thuc bao trong ddi tugng néu trén. Tét hon 13, khang thé duwoc str dung véi lugng

hitu hiéu dé trc ché sy hoat hoa céc t€ bao hinh tua trong doi twgng néu trén.

Theo cac phuong an khéac, phuong phdp khac biét & chd khang thé dugc st dung
voi luong hitu  hiéu dé tc ché su san xuét xytokin tién viém, chemokin,
metalloproteinaza co chét, prostaglandin, va diéu hoa giam céc phan tir dinh trong cac té

bao khong mién dich & doi twong néu trén.

Theo céc phuong an cu thé, khang thé duoc sir dung két hop v6i ché dd bao gdm

viéc st dung methotrexat va/hodc st dung Enbrel/Humira.

Déi twong tiép nhan liéu phép 1a dbi twong bj dang viém khép man tinh ting dén va

khong déap ng chi voi viéce didu tri bang methotrexat.

Theo cac phuong an cu thé, phuong phap bao gbm viéc diéu tri cho d6i tuong néu

trén theo ché do bao gém viéc st dung methotrexat va/hodc stt dung Enbrel/Humira.

Phuong phép theo sang ché ¢6 thé duoc md ta thém trong d6 viée didu tri cho dbi
twong néu trén bing khang thé khang CD40 ddi khang néu trén c6 hiéu qua t5t hon so

véi diéu tri voi mot minh methotrexat, mt minh Enbrel, td hop ctia Enbrel+methotrexat.

Phuong phép theo sang ché c6 thé duoc md ta thém trong d6 viéc didu tri cho d6i
twong néu trén bang khang thé khang CD40 ddi khang néu trén ¢ hiéu qua t6t hon so
véi didu tri v6i Enbrel +MTX trong cdc bénh nhén, c6 dap ung khong di voi
methotrexat.

Theo céc phuong an cu thé, khang thé dugc st dung Kkét hop véi ché do diéu tri bao
gbm chit khang TNF.

Theo céc phuong an cu thé, dbi twong duge mo ta 1a d6i tuong bi viém khép man
tinh tang dan va khong dép tmg véi viée didu tri v6i mot minh chat khang TNF. Theo céac
phuong én trén, phuong phap co thé bao gbm viée diéu tri cho bénh nhan néu trén theo
ché d6 bao gdm viéc didu tri v6i chét khang TNF két hop v6i khang thé khang CD40 doi
khéng néu trén.

Theo cac phuong an cu thé, viéc didu tri cho ddi twong néu trén bang khang thé

khang CD40 dbi khang c6 hiéu qua t6t hon so véi viec didu tri voi chit khang TNF.

-13-



25207

Theo cac phuong an khac, phuong phép khac bi€t & chd viéc diéu tri cho ddi twong
néu trén bang khang thé khang CD40 ddi khang néu trén c6 hiéu qua t6t hon so véi didu
tri v6i Orencia hodc Rituxan trong cdc bénh nhan c¢6 dap ung khong du chi véi chét

khang TNF.

Sang ché con du tinh dugc phdm chua:(i) khang thé hodc doan lién két khang
nguyén nhu duge mo ta trong ban md ta; va(ii) ta duge duge dung. Trong cac ché pham
nay, khéng thé hozc doan lién két khang nguyén cua n6 co thé thuén loi duoc két hop véi

chét thr hai, nhu vi du, chit gdy doc té bao, PEG-chit mang, enzym hodc cht chi thi.

Ciing duge du tinh trong ban mo ta 1a polynucleotit dugc phan 1ap ghi ma trinh tw
axit amin vung chudi nhe c¢6 trinh tu bt ky néu trong SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ
ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID
NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, hodc SEQ ID NO:73.

Ciing dugc duy tinh trong ban mo ta 1 polynucleotit dugc phan 1ép ghi ma trinh tu
axit amin vung bién dbi chudi nhe co trinh tu bét ky néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ
ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID
NO:74, SEQ ID NO:75, hoac SEQ ID NO:76.

Sang ché con dé cap dén viéc st dung khéng thé theo sang ché dé san xuét thude
phong bé chitc ning ciia CD40 & ngudi & dong vat c6 v trong do thudc phong bé dap
mg mién dich dugc trung gian boi CD40 & dong vat c¢6 vi néu trén.

Theo mét phuong an cua sang ché & cap dén viéc san xudt thudc diéu tri hodc cai
thién mo6 ghép chéng lai bénh cua vat chu & dong vat cé vu.

Theo cac phuong 4n dan ching, thudc duge san xuat dé didu tri bénh tu mién hodc
bénh viém dugc chon tir nhém gém dang viém khép man tinh ting dan, da xo cung,

viém thén tiéu ciu luput ting sinh, bénh viém rudt (IBD), bénh vay nén, ban xuit huyét
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giam tiéu cdu tu phat (ITP), bénh Crohn va luput ban dé hé théng (SLE), viém tuyén
giap Hashimoto, phtl niém nguyén phat, bénh tang ning tuyén gidp/bénh Graves, bénh
thiéu mau 4c tinh, teo mang 16t tu mién, viém tim tu mién, bénh Addison, mén kinh sém,
dai thao dudng typ 1, hoi chung xuét huyét phé nang lan téa, chimg nhugc co nang, thiéu
mau huyét tan tu mién, gidm bach cAu tu phét, xo dudng dAn mat bdm sinh, viém gan C
man tinh (HBs Ag 4m tinh), xo gan vd cin, hdi ching Sjogren, viém bi co, bénh cung

da, bénh mo lién két tong hop, luput dang dia va viém mach mau hé théng.

Theo mot vai phuong an, thudc con bao gém chét tri liéu tha hai dugce chon tur
nhém gdm c6 chét dbi khang TNF, thudc chéng thap khép thay i duoc bénh, chit dbi
khéng CTLAA4, thu thé chéng IL-6 mAb va mAb khang CD20.

Thubc co6 thé duge san xuét dé st dung trong duong ding ngoai rudt. Thubc c6 thé

duoc san xuét dé str dung trong tinh mach hodc duéi da.

Mot phuong 4n khac dy tinh viéc sir dung céc khang thé dugc mo ta & day dé san

xuét thudc trc ché sy san xuat khang the béi cac t€ bao B & bénh nhén la nguoi.

Mot phuong an khac dy tinh viée st dung cac khang thé dugc mo ta & day dé san
xuét thudc tre ché su phat trién va/hodc biét hoa cac té bao biéu hién khang nguyén CD40
& nguoi.

Mot phuong an khac dy tinh viée st dung cac khang thé dugc mo ta & day dé san
xuAt thudc diéu tri cho d6i tuong bi 161 loan c¢6 lién quan dén CD40 trong do lién két cua
khéang thé hoic doan lién két khang nguyén trong thudc néu trén véi CD40 e ché su

phat trién hodc biét hoa céac t& bao bi rdi loan c6 lién quan dén CDA40.

Thude c6 thé dugc san xuét dé st dung trong didu tri cac té bao bi 161 loan ¢6 lién
quan dén CD40 dugc chon tir cac té bao nguyén bao lympho B, té bao tuyén tuy, phéi, té
bao vu, té bao buéng tring, té bao rudt két, té bao tuyén tién liét, té bao da, té bao dau va

cd, té bao bang quang, té bao xuong hodc té bao than.

Thudc c6 thé duge san xuit dé st dung trong diéu tri bénh ung thu bach cau
lympho man tinh, u lympho Burkitt, da u tiy, u lympho té bao T, u lympho khong phai
Hodgkin, bénh Hodgkin, macroglobulin huyét Waldenstrom hogc xacém Kaposi.

Mot phuong 4n khac dy tinh viéc st dung cac khang thé theo sang ché trong san

xuét thubc gy ra su suy yéu cac té bao B ngoai vi trong d6 khang thé hozc doan lién két
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khang nguyén ctia thubc lién két dic hiéu véi khang nguyén CD40 bé mit té bao &
nguoi, trong do lién két cia khang thé hoic doan lién két khang nguyén véi khang

nguyén CD40 gay ra su suy yéu clia cac té bao.

Thudc ¢6 thé duge san xuat dé st dung trong diéu tri cho d6i tuong bi rdi loan mién

dich.

Thubc ¢6 thé duge san xuat dé st dung trong diéu tri dang viém khép man tinh ting

dén hodc luput ban dé hé théng.

Mot phuwong an khéc dy tinh viée st dung céc khang thé theo séng ché trong san
xuét thuée diéu tri bénh viém khép man tinh ting dan.

Thudc c6 thé dugc san xuat dé st dung dé e ché sy biét hoa cua t€ bao B va isotyp
khéang thé chuyén vao doi tugng néu trén.

Thubc c6 thé duogc san xuat sir dung dé e ché sy san xuat xytokin va chemokin va
su didu hoa ting cac phan tir dinh trong céc t& bao T va céc dai thuc bao trong doi tuong

néu trén.

Thubc c6 thé duge san xuat dé sir dung dé e ché sy hoat héa céac t€ bao hinh tua

trong d6i twong néu trén.

Thube c6 thé duoc san xuét dé s dung dé tc ché su san xuét xytokin tién viém,
chemokin, matrix metalloproteinaza, prostaglandin, va su diéu hoa giam céc phan tt dinh
trong cac té bao khong mién dich trong dbi tuong néu trén.

Theo cac phuong an nhét dinh, thudc dugc san xuit dudi dang thubc hdn hop dugc
st dung két hop véi ché d0 bao gdm viéc st dung methotrexat va/hodc st dung
Enbrel/Humira.

Theo cac phuong 4n khéc, thudc duoc san xuit dudi dang thudc hdn hop va thude
¢6 bd sung cac khang thé theo sang ché con bao gbm chat khang TNF.

Khia canh dugc vu tién cua sang ché ¢c6 thé dugc md ta theo céc phuong an trong
cac muc sau day:

Muc 1. Khang thé don dong dugc lam fu’orng thich véi nguoi trong do khéng thé
nay lién két ddc hiéu v6i CD40 & ngudi c6 hoat tinh dbi khang IC50 nho hon 1nM va
khong c6 tinh dbi khang 1én téi 100pg/ml trong su ting sinh té bao B va trong do té bao
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nay con khac biét & chd khang thé c6 chu ky ban thai & dong vat linh trudéng khong phai
ngudi it nhét 1a 10 ngay.

Muc 2. Khang thé don dong 1am twong thich v6i nguoi theo muc 1, trong d6 khang
thé nay c6 chu ky ban thai & khi cynomolgus 16n hon 8 ngay & liéu ding nhé hon

30mg/kg.

Muc 3. Khang thé theo muc 1, trong d6 khang thé nay bao gbém trinh tu chudi ning
duoc chon tir nhom bao gdm trinh tr bit ky néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO:4
va trinh tu chudi nhe duoc chon tir nhém bao gdm trinh tu bat ky néu trong SEQ ID
NO:5 dén SEQ ID NO:8.

Muc 4. Khang thé theo muc 1, trong d6 khang thé nay 1a khang thé duoc lam
twong thich v&i nguoi hodc doan li€n két khang nguyén cta khéng thé c6 trinh tu axit
amin ving bién ddi chudi ning néu trong SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID
NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID
NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID
NO:48, SEQ ID NO:50 SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO0:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, hodc SEQ ID NO:73.

Muc 5. Khang thé theo muc 1, trong d6 khang thé nay 1a khing thé dugc lam
tuong thich v&i nguoi hodc doan lién két véi khang nguyén ctia khang thé ma bao gdm
trinh tu axit amin vang bién d6i chudi nhe néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ ID NO:8, |
SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:43, SEQ
ID NO:45, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID
NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID
NO:75, hoac SEQ ID NO:76.

Muc 6. Khéng thé don dong theo muyc 1, trong d6 khang thé nay bao gébm chudi
ning va chudi nhe, trong d6 trinh tw CDR1 chudi ning dugc chon tir nhém bao gbm trinh
tu néu trong SEQ ID NO:9 dén SEQ ID NO:11, trinh ty CDR2 chudi ning dugc chon tur
nhém bao gdm trinh tw néu trong SEQ ID NO:12 dén SEQ ID NO:15 va trinh ty CDR3
chudi ning dugc chon tir nhém bao gbm trinh tu néu trong SEQ ID NO:16 dén SEQ ID
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NO:17; va trong d6 trinh tw CDR1 chudi nhe ¢6 trinh tu duge chon tir nhém bao gE‘)m
trinh tu néu trong SEQ ID NO:18 dén SEQ ID NO:21, trinh ty CDR2 chudi nhe néu
trong SEQ ID NO:22 dén SEQ ID NO:23 va trinh ty CDR3 chudi nhe dugce chon tir
nhém bao gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO:24 dén SEQ ID NO:25.

Muc 7. Khéng thé don dong theo muc 1, trong d6 khang thé nay bao gdm trinh tu
CDRI1 chudi ning néu trong SEQ ID NO:10, trinh ty CDR2 chudi ning néu trong SEQ
ID NO:13 va trinh tu CDR3 chudi ning néu trong SEQ ID NO:16 va trong d6 khang thé
nay bao gbm trinh tu CDR1 chudi nhe néu trong SEQ ID NO:19, trinh tu CDR2 chudi
nhe néu trong SEQ ID NO:22 va trinh CDR3 chudi nhe néu trong SEQ ID NO:24.

Muc 8. Khéng thé don dong theo muc 1, trong d6 khang thé nay bao gdm trinh ty
CDRI1 chudi ning néu trong SEQ ID NO:9, trinh ty CDR2 chudi ning néu trong SEQ ID
NO:14 va trinh tw CDR3 chudi ning néu trong SEQ ID NO:16 va trong d6 khang thé nay
bao gém trinh tw CDR1 chudi nhe néu trong SEQ ID NO:20, trinh ty CDR2 chudi nhe
néu trong SEQ ID NO:22 va trinh tu CDR3 chudi nhe néu trong SEQ ID NO:24.

Muc 9. Khang thé khang CD40 bao gdm trinh tu ving bién dbi chudi ning trong
s trinh tu bt k¥ néu trong SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:4.

Muc 10. Khang thé khang CD40 bao gbm trinh ty ving bién ddi chudi nhe trong sb
trinh tw bt ky néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ ID NO:8.

Muc 12. Khéang thé 1am tuong thich v6i ngudi hodc muc khang thé ¢6 ving bién
ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:27 va SEQ ID NO:26; SEQ ID NO:28 va SEQ ID NO:26; SEQ ID NO:29 va SEQ
ID NO:26; SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO:26; SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:31; SEQ
ID NO:33 va SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:34 va SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:35 va
SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:37 va SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:38 va SEQ ID NO:36;
"SEQ ID NO:39 va SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:40 va SEQ ID NO:36.

Muc 13. Khang thé phan 1ap hodc doan lién két voi khang nguyén ma lién két dac
hiéu v4i CD40 & nguoi, bao gdm ving bién ddi chudi ning duoc lam twong thich véi
nguoi bao gbm ving khung c6 trinh ty axit amin c¢6 mic do twong ddng it nhit 90% so
v6i trinh ty axit amin cta ving khung chira trinh tu axit amin chudi ning ving bién do6i

¢6 SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 hogc SEQ ID NO:30, va bao gdm
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trinh ty axit amin chudi nhe c6 mirc do twong dong it nhat 90% so v6i vung bién ddi

chudi nhe twong tmg néu trong SEQ ID NO:26.

Muc 14. Khang thé phan 14p hoic doan lién két v6i khang nguyén ma lién két dic
hidu v6i CD40 & ngudi, bao gdbm ving bién ddi chudi ning lam twong thich véi ngudi
bao gdm ving khung c6 trinh ty axit amin c6 do tuong ddng it nhit 90% so véi trinh tu
axit amin ctia vung khung chira trinh tu axit amin chudi ning bién ddi & ngudi néu trong
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34 hoac SEQ ID NO:35, va bao gdm trinh
ty axit amin chudi nhe c6 do tuwong ddng it nhit 90% so véi ving bién ddi chudi nhe

tuwong tng néu trong SEQ ID NO:31.

Muc 15. Khang thé phan lap hodc doan lién két v6i khang nguyén ma lién két dic
hiéu véi CD40 & ngudi, bao gdm ving bién dbi chudi ning dugc lam tuong thich véi
nguoi bao gdm ving khung ¢6 trinh ty axit amin ¢6 d¢ tuong ddng it nhat 90% so v&i
trinh tu axit amin ctia ving khung chura trinh ty axit amin chudi ning ving bién d6i &
ngudi néu trong SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38; SEQ ID NO:39 hodc SEQ ID NO:40,
va bao gdm trinh tu axit amin chudi nhe c6 do twong ddng it nhat 90% so véi chudi nhe

twong (g néu trong SEQ ID NO:36.

Muc 16. Khang thé theo muc 1, trong d6 cac khang thé nay khong kich thich sy san
sinh xytokin tur té bao B trong diéu kién khong c6 CD40L.

Muc 17. Khang thé theo muc 1, trong d6 cac khang thé nay lién két voi CD40 &
nguoi trong diéu kién c6 mit cua huyét thanh nguoi 50% véi t5c dd lién két nho hon hai
1an.

Muc 18. Khéang thé theo muc 1, trong d6 khang thé nay tao ra su uc ché san xuit
IgM va IgG & dong vat c6 v tai ndng d6 1mg/kg.

Muc 19. Phuong phap phong bé chirc ning ctia CD40 & nguoi 6 dong vat cd v,
trong d6 phuong phap nay bao gdm budc cho dong vat c6 vi nay ding ché phdm chira
khang thé theo muc 1 & lugng du dé phong bé dap tng mién dich duoc trung gian bdi
CD40 & dong vat c6 vl nay.

Muc 20. Phuong phép diéu tri hodc cai thién bénh manh ghép chdng lai ky cht &

dong vat c6 vi, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc cho dong vat c6 vl nay ding
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ché phdm chira khang thé theo muc 1 vé6i lwong du dé lam giam mot hodc nhiéu triéu

ching ctia bénh manh ghép chéng lai ky chil & dong vét c6 vi nay.

Muc 21. Phuong phép theo muc 20, trong d6 dong vat c6 vi co bénh tu mién hoic
viém dugc chon tr nhom gf“)m bénh viém khép man tinh ting dan, bénh da xo cing,
bénh viém cau than luput ting sinh, bénh viém loét dai trang (IBD), bénh vay nén, bénh
ban xuét huyét tiéu cau tu phat (ITP), bénh Crohn va luput ban do hé théng (SLE), viém
tuyén gidp Hashimoto, Myxedema xuét phat tir tuyén gidp trang, hoi chimg cudng
giap/bénh Grave, bénh thiéu mau 4c tinh, bénh viém da day teo tu mién, bénh viém tim,
bénh Addison, bénh man kinh sém, tiéu duong typ 1, xuét huyét phé nang lan tda, bénh
nhuoc co, thiéu mau tan huyét tw mién, giam bach cau tu phét, bénh xo 6ng mat nguyén
phét, viém gan man tinh (HBs Ag am tinh), ching xo gan vO can, hdi chung Sjogren,
viém bi co, bénh mo lién két téng hop, luput ban d6 hinh dfa, va viém mach hé thong.

Muc 22. Phuong phap theo muc 19, trong d6 dong vat c6 va ¢b bénh viém khép
man tinh ting dan.

Muc 23. Phuong phéap theo muc 20, bao gém thém dung chét tri liéu thir hai duge
chon tir nhém bao gé)m chét dbi khang TNF, thube chéng thép khép thay dbi duogc bénh,
chit déi khang CTLA4, mAb thu thé khang IL-6 va mAb khang CD20 mAb.

Muc 24. Phuong phép theo muc 20, trong d6 bénh viém hodc bénh tu mién 1 bénh
viém hodc bénh ty mién ma lién quan dén cac té bao biéu hién ctia CD40 va CD20.

Muc 25. Phuong phép theo diém muc 19, trong d6 khang thé khang CD40 duogc
dung qua dudng ngoai rudt.

Muc 26. Phuong phap theo diém muc 19, trong d6 khang thé khang CD40 dugc
ding qua dudng trong tinh mach hodc dudi da.

Muc 27. Phuong phap tc ché sy sén xuét khang thé boi té bao B & ngudi bénh bao
gdm cho ngudi bénh dung mét luong hitu hi¢u khang thé khang CD40 theo muc 1.

Muc 28. Phuong phép theo diém muc 27, trong d6 ngudi bénh c6 bénh viém hodc
bénh ty mi2n lién quan dén céc té bao biéu hién CD40.

Muc 29. Phuong phép theo diém muc 27, trong d6 ngudi bénh méc bénh tu mién
dugc chon tir nhom gém bénh tu mién hodc bénh viém duoc chon tir nhém gém bénh

viém khép man tinh tdng dan, bénh da xo cliing, bénh viém cdu than luputt ting sinh,
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bénh viém loét dai trang (IBD), bénh vay nén, bénh ban xudt huyét tiéu ciu tu phét
(ITP), bénh Crohn va luput ban dé hé théng (SLE), viém tuyén gidp Hashimoto,
Myxedema xuét phat tir tuyén gip trang, hoi chung cuong giap/bénh Grave, bénh thiéu
mau 4c tinh, bénh viém da day teo tu mién, bénh viém tim, bénh Addison, bénh méan
kinh sém, tiéu dudng tip 1, xuét huyét phé nang lan téa, bénh nhuoc co, thiéu mau tan
huyét tu mién, giam bach cdu tu phét, bénh xo bng mat nguyén phat, viém gan man tinh
(HBs Ag 4m tinh), chimg xo gan vd cin, hoi ching Sjogren, viém bi co, bénh mo lién

két tbng hop, luput ban d6 hinh dia, va viém mach h¢ théng.

Muc 30. Phuong phép e ché sy phat trién t€ bao biéu hién khang nguyén CD40 &
nguoi, bao gbdm dua khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén theo muc 1 vao céac
t& bao, khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén nay lién két dic hiéu véi khang
nguyén CD40 bé mit té bao & ngudi, trong d6 sy lién két clia khang thé hoac doan lién
két v6i khang nguyén véi khang nguyén CD40 {rc ché su phét trién hodc di biét cua cac
té bao.

Muc 31. Phuong pap didu tri dbi twong méc bénh réi loai lién quan dén CD40, bao
gdm dua vao dé6i twong khang thé hoic doan khang nguyén theo muc 1, khang thé hoic
doan khang nguyén nay lién két v6i CD40 & ngudi, trong d6 su lién két cua khang thé
hoic doan khang nguyén v6i CD40 Grc ché su phat trién hoic di biét cua cac té bao cua

bénh rdi loan lién quan dén CD40.

Muc 32. Phuong phép theo muc 31, trong d6 céc té bao ctia bénh rdi loan lién quan
dén CD40 1a té bao lymphoblastoid, tuyén tuy, t& bao phdi, té bao v, té bao budng
tring, té bao rudt két, t& bao tuyén tién liét, té bao da, té bao dau va cd, té bao bang

quang, té bao xuong hoic té bao than.

Muc 33. Phuong phap theo muc 31, trong d6 bénh rbi loan lién quan dén CD40 1a
bénh bach cdu lymphocytic mén tinh, u limpho Burkitt, da u tily, u limpho té bao T, u
limpho Non-Hodgkin, bénh Hodgkin, macroglobulin huyét Waldenstrom hodc xacom

Kaposi.

Muc 34. Phuong phép gdy ra sy tiéu té bao B ngoai bién, trong d6 phuong phap
nay bao gbm budc dua vao té bao khang thé hoic doan lién két v4i khang nguyén theo

muc 1, khang thé hozc doan lién két voi khang nguyén nay lién két dic hiéu véi khang
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nguyén CD40 bé mat t& bao & ngudi, trong d6 sy lién két ctia khang thé hodc doan lién

két v6i khang nguyén véi khang nguyén CD40 géy ra sy tiéu té bao.

Muc 35. Phuong phép theo muc 34, trong d6 khang thé nay hozc doan lién két voi

khang nguyén duge dung cho ddi twong mac bénh roi loan tu mién.

Muc 36. Phuong phép theo muc 34, trong d6 bénh 161 loan mién dich 1a bénh viém

khép man tinh tién trién hodc luput ban dé hé théng.

Muc 37. Phuong phép didu tri bénh viém khép man tinh tién trién ¢ dbi tuong,
trong d6 phuong phép nay bao gdbm budc dua vao dbi twong khang thé theo muc 1,
trong d6 khéang thé nay 1a khing thé dbi khang c6 tic dung phong bé chic ning cua
CD40 & dbi tuong.

Muc 38. Phuong phap theo muc 37, trong d6 khang thé nay duoc dung véi luong
hitu hiéu dé tc ché sy di biét té bao B va sy chuyén isotyp khéng thé & dbi tuong néu

trén.

Muc 39. Phuong phap theo mué 37, trong d6 khang thé nay dugc dung & lugng hitu
hiéu d& we ché su san xuét xytokin va chemokin va sy tang s6 thu thé ciia phan tir lién két
trong t& bao T va dai thuc bao & dbi tuong nay.

Muc 40. Phuong phép theo muc 37, trong d6 khang thé nay dugc dung & luong hitu
hiéu dé trc ché té bao hinh tua & ddi tuong.

Muc 41. Phuong phap theo muc 37, trong d6 khang thé nay duoc dua vao & lugng
hitu hi€éu dé e ché su san xuét xytokin, chemokin tién viém, metalloproteinaza nén,
prostaglandin, va giam s thu thé phan tir lién két & té bao khong mién dich & doi tuong
nay. '

Muc 42. Phuong phéap theo muc 37, trong d6 khang thé nay dugc dua vao két hop
v6i ché 36 bao gdbm dung methotrexat va/hodc ding Enbrel/Humira.

Muc 43. Phuong phap theo muc 37, trong do déi twong mac bénh viém khép man
tinh tién trién va dap Gng véi phuong phap diéu tri chi bang methotrexat.

Muc 44. Phuong phap theo muc 43, trong d6 phuwong phép bao gdm diéu tri cho

d6i trong bang ché do bao gbdm ding methotrexat va/hodc ding Enbrel/Humira.
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Muc 45. Phuong phéap theo muc 37, trong do didu tri cho ddi twong bang khang thé
khang CD40 c6 hiéu qua vuot trdi so voi chi dung methotrexat, Enbrel, két hop cla

Enbrel+methotrexat.

Muc 46. Phuong phép theo muc 43, trong d6 diéu tri cho déi twong bing khéng thé
khang CD40 dbi khang c6 hiéu qua vuot trdi so véi diéu tri bang Enbrel +MTX & ngudi

bénh c6 dap ing khong du véi methotrexat.

Muc 47. Phuong phép theo muc 37, trong d6 khang thé nay dugc dua vao két hop
v6i ché d0 bao gdm chét khéang TNF. |

Muc 48. Phuong phép theo muc 37, trong do dbi twong méc bénh viém khép man
tinh tién trién va khong d4p Gmg véi didu tri chi bing chét khang TNF.

Muc 49. Phuong phap theo muc 48 trong d6 phwong phép nay bao gbm budce didu
tri cho ddi tuong bang ché d6 bao gdm didu tri bang chét chéng TNF két hop vé6i khéng
thé chéng CD40 ddi khang.

Muc 50. Phuong phéap theo muc 37, trong do didu tri cho dbi tugng bang khéng thé
khang CD40 déi khang c6 hidu qua vuot trdi so v6i diéu tri bang chat khang TNF.

Muc 51. Phuong phap theo muc 48, trong d6 diéu tri cho déi twong bing khéng thé
khéang CD40 dbi khéang c6 higu qua vugt trdi so v6i diéu tri bang Orencia hodc Rituxan &

ngudi bénh c6 dap ung khong da néu chi str dung riéng chit khang TNF.

Muc 52. Duoc phdm bao gbm:(i) khéng thé hoic doan lién két v6i khang nguyén

theo muc 8; va (ii) ta dugc dugc dung.

Muc 53. Duoc phidm theo muc 52 trong d6 khang thé hogc doan lién két v6i khéng

‘nguyén ctia n6 dugce lién hop véi tic nhan thir hai.

Muc 54. Dugc phdm theo muc 52 trong d6 chét thu hai 12 chét xytotoxic, chat

mang PEG, enzym hodc chét chi thi.

Muc 55. Polynuclotit da phan 1ap ma hoa trinh ty axit amin ving bién dbi chudi
ning trong sb trinh ty bét ky néu trong SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID
NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID
NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID
NO:48, SEQ ID. NO:50, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID
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NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72 hodc SEQ ID NO:73.

Muc 56. Polynucleotit phan 14p mé hoa trinh ty axit amin vung bién dbi chudi nhe
trong sb trinh ty bét ky néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ
ID NO:31, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID
NO:47, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID
NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, hodc SEQ ID
NO:76.

Muc 57. St dung khéang thé theo muc 1 d& san xuét thudc phong bé chic ning cua
CD40 & ngudi & dong vat ¢ vi, trong do thude dé phong bé dép img mién dich thong

qua CD40 ¢ ddng vat c6 vi.

Muc 58. Sir dung khang thé theo muc 1 d& san xuit thudc dé diéu trj hodc cai thién

bénh ménh ghép chéng ky chi & dong vét c6 vi.

Muc 59. St dung theo muc 58, trong dé thudc duoc san xuit dé diéu tri bénh tu
mién hodc viém duogc chon tir nhém bao gé)m viém khép man tinh tang dan, bénh da xo
cmg, bénh viém cAu than luputt ting sinh, bénh viém loét dai trang (IBD), bénh vay nén,
bénh ban xuAt huyét tidu cu ty phat (ITP), bénh Crohn v luput ban d6 hé thong (SLE),
viém tuyén gidp Hashimoto, Myxedema xuét phat tir tuyén giap trang, hoi chimg cuong
giap/bénh Grave, bénh thiéu mau 4c tinh, bénh viém da day teo tu mién, bénh viém tim,
bénh Addison, bénh man kinh sém, tidu dudng tip 1, xuit huyét phé nang lan toa, bénh
nhugc co, thiéu mau tan huyét tw mién, gidm bach cau tu phét, bénh xo bng mat nguyén
phét, viém gan man tinh (HBs Ag 4m tinh), ching xo gan vd can, hdi ching Sjogren,

viém bi co, bénh md lién két tong hop, luput ban d6 hinh dia, va viém mach hé théng.

Muc 60. St dung theo muc 58 trong do6 thubc nay con bao gdm chét tri liéu thir hai
duoc chon tir nhém bao gdm chét déi khang TNF, thudc chéng thip khép thay d6i dugc
bénh, chét déi khang CTLA4, mAb thu thé khang IL-6 va mAb khang CD20.

Muc 61. Str dung theo muc 57 trong do6 thudc duoc san xuét dé str dung theo dudng

ngoai rudt.
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Muc 62. Str dung theo muc 57 trong do thudc duoc san xudt dé sir dung trong tinh

mach hodc dudi da.

Muc 63. St dung khang thé theo muc 1 d& san xuét thudc e ché su san sinh khéng
thé boi té bao B & nguoi bénh.

Muc 64. St dung khéang thé theo muc 1d8 san xudt thudc e ché su phét trién

va/hoic di biét cua té bao biéu hién khang nguyén CD40 & ngudi.

Muc 65. St dung khéng thé theo muc 1 dé san xuét thudc diéu tri cho dbi tuong
méc bénh rdi loan lién quan dén CD40, trong d6 su lién két clia khang thé hodc doan lién
két v6i khang nguyén trong thubc nay véi CD40 uc ché su phat trién hodc di biét cua té

bao cia bénh r6i loan lién quan dén CD40.

Muc 66. St dung theo muc 65, trong dé thube duoc st dung dé diéu tri té bao cua
bénh rdi loan lién quan dén CD40 duoc chon tir nhém gém té bao lymphoblastoid B, té
bao tuyén tuy, té bao phdi, té bao vu, té bao budng tring, té bao rudt két, té bao tuyén

tién 1iét, t& bao da, t€¢ bao dau va co, té bao bang quang, t& bao xuong hodc t€ bao théan.

Muc 67. St dung theo muc 65, trong do thudc duogc st dung dé diéu tri bénh bach
cau lymphocytic man tinh, u limpho Burkitt, da u tiy, u limpho té bao T, u limpho Non-
Hodgkin, bénh Hodgkin, macroglobulin huyét Waldenstrom hodc xXacom Kaposi.

Muc 68. St dung khéng thé theo muc 1 trong san xuét thudc dé gay ra su tiéu té
bao B ngoai bién trong d6 khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén nay cla thube
lién két dic hidu véi khang nguyén CD40 bé mit t& bao ¢ ngudi, trong d6 sy lién két cua
khéang thé hogc doan lién két v6i khang nguyén véi khang nguyén CD40 gay ra sy tiu
bién té bao.

Muc 69. St dung theo muc 68, trong do6 thubc dé diéu tri cho dbi tuong méc bénh

roi loan mién dich.

Muc 70. St dung theo muc 68, trong do thudc dé diéu tri bénh viém khép man tinh

tién trién hodc luput ban d6 hé thdng.

Muc 71. Sir dung khang thé theo muc 1 dé san xuét thubc dé diéu tri bénh viém
khép man tinh tién trién & dbi tuong.
Muc 72. Stt dung theo muc 71, trong do6 thubc dé e ché su di biét té bao B va su

chuyén isotyp khang thé & dbi twong néu trén.
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Muc 73. St dung theo muc 71, trong do thudc dé e ché sy san xudt xytokin va
chemokin va su ting sb thu thé ciia cac phan ti lién két trong té bao T va dai thuc bao &

d6i tuong.

Muc 74. St dung theo muc 71 trong do thudc dé (rc ché sy hoat héa té bao hinh tua

& dbi tuong.

Muc 75. St dung theo muc 71 trong do6 thubc @& e ché su san xuét xytokin tién
viém, chemokin, metalloproteinaza nén, prostaglandin, va sy giam s6 thu thé cia phan tt

lién két & t& bao khong mién dich & ddi tuong.

Muc 76. St dung theo muc 71, trong d6 thudc 1a thube két hop duge dung két hop

v6i ché dd bao gdm diing methotrexat va/hodc dung Enbrel/Humira.
Muc 77. St dung theo muc 71, trong d6 thubc bao gEA)m thém chét khéng TNF.
MO ta vin tit cic hinh vé

Fig.1: A. cac dudng cong li€n két va cac gia tri EC50 tuong Gng cua cac khang thé
dugce lam tuong thich v§i nguoi trén cac té bao HEK-293 duoc giy nhiém CD40 dugc do
br:ing phép do dém té bao theo dong chay. B. So séanh lién két cua Khang thé A, Khang
thé B va Khang thé C vdi cic té bao HEK duoc gy nhiém CD40 duoc do bang phép do

dém té bao theo dong chay. Dit liéu dién hinh cho mdi thir nghiém dugc chi ra

Fig.2: Céac dudng cong lién két va cac gia tri EC50 tuong ung cua cic khang thé
duoc lam tuong thich v6i nguoi trén cac té bao RAMOS duoc do bing may dém té bao

theo dong chay. Dit liéu dién hinh cho mdi thir nghiém dugc chi ra

Fig.3: Thir nghiém trén chudt va céc khang thé duoc 1am tuong thich v6i nguoi vé
hoat tinh dbi khang trong thir nghiém ting sinh té bao B nguyén phéat & nguoi. (A)
Pudng cong chudn @) khang thé dién hinh va cac gia tri IC50 két qua dwgc mo ta véi
mdi khang thé tién than cta chudt. Dit liéu dién hinh cho mdt nguoi cho duge chi ra (B)
Su che pht dudng cong e ché mo ta su dbi khang clia cac khang thé khang CD40 dugc
1am twong thich v6i nguoi khac nhau khi so sdnh véi 4D11.

Fig.4: Tom tat cac két qua thir nghiém céac khang thé duoc 1am twong thich véi
ngudi d6i v6i téc dung déi khang (IC50) va chi van (SI= chi sb kich thich) trong thi
nghiém tang sinh té bao B nguyén phat & ngudi. Cac khang thé khang CD40 khac nhau,
4D11, G28.5 va 5D12, duoc chira dé so sanh.
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Fig.5: Thir nghiém véi Khéang thé B, Khang thé A va Khang thé C dé uc ché su
didu hoa ting CD86 do CD40 giy ra trong cac thir nghiém mau toan phin & ngudi.
Khéng thé khang CD40 4D11 duoc chi ra dé so sanh. PSi chimg isotyp IgG1 chi ra rang
khong c6 céac hiéu qua trong thir nghiém nay. Dt liu dién hinh cho mdi ngudi cho duge

chi ra.

Fig.6: Tom tit cac két qua cta thir nghiém ctia Khéng thé B dé &rc ché su didu hoa
tang CD86 do CDA40 gdy ra d6i véi cac té bao B duogce tinh ché & ngudi va méu toan phén
& ngudi. Dit lidu tai ca hai diém (A) IC50 va (B) IC90 dugc mé ta. Ddi chimg isotyp
IgG1 chi ra ring khong c6 cac hiéu qua trong thir nghiém. Dt liéu cia nhiéu ngudi cho

(n=4-5) dugc tom tit trong bang.

Fig.7: Thir nghiém cta Khang thé B, Khang thé A va Khang thé C dé tc ché su
didu hoa ting CD86 do CD40 giy ra trong cac tht nghiém méu toan phan & khi
cynomolgus. Péi chimg isotyp IgG1 chi ra ring khong c6 hiéu qua trong thtr nghiém

nay. Dit liéu dién hinh cho mot nguoi cho dugc chi ra.

Fig.8: Puong cong thoi gian ndng do huyét twong véi Khéng thé A (bang bén tréi)
va Khang thé B (bang bén phai) & khi cynomolgus sau khi st dung 1 va 10mg/kg mbi
khang thé. Dit lidu 1a ban tém tit v& viéc st dung cho 3 dong vat thir nghiém v6i moi
khang thé.

Fig.9: Su thay dbi phan tram cic té bao B duong tinh CD86 tir khi cynomolgus
trudc khi sit dung (Khang thé B) va (Khéng thé A) va tai 3 thoi diém sau khi diu trj boi
mdi khang thé. Khang thé B (Bang trén cung) va Khéng thé A dugc st dung cho 3 con
vat mdi con v6i 1mg/kg (cac bang bén trai) hodc 10mg/kg (bdng bén phai).

Fig.10: (A) C4c muc IgG & ngudi va (B) IgM 6 nguoi & chudt NSG tai 2 tudn sau
khi tiém véi 1,25 x 108 PBMC & nguoi. Chudt duge didu tri bing ta duge, ddi chimg
isotyp va cac khéang thé Khang thé A, Khang thé B va Khang thé C véi lidu ding bing
Img/kg mot ngdy trude khi truyén PBMC & ngudi

Fig.11: Lién két céc khéng thé khéang CD40 & ngudi & chudt khéc nhau véi céc tieu
huyét ciu & ngudi.

Fig.12: Tém tht cac két qua ciia sy so sanh lién két ciia Khang thé B véi 4D11

khang CD40 mAb trén cac té bao B & ngudi va cic tiéu huyét ciu trong mau toan phén
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Fig.13: Hoat tinh cia ADCC véi céc san phém thiét ké loai dai va IgG1 bi bét hoat.
M5 ta chi tiét sang ché

Su truyén tin hiéu duoc trung gian béi CD40 hién tai duoc nhén dién c6 li€n quan
dén céc trang thai khic nhau cta céac t6i loan dich. Mic du tinh kha dung cta dit liéu tién
14m sang khac nhau chi ra su can thiép trong cac r6i loan nay s& co loi ich tri lidu, ton tai
mdt nhu cdu ddi véi cac khang thé khang CD40 d6i khang c6 thé duge sit dung trong
didu tri cac bénh tu mién. Séng ché theo cac phuong an dugc uwu tién dé cap dén cac
khang thé duoc lam twong thich véi ngudi dé nhan dién CD40. Theo cac phuong an cu
thé, trinh tu cua cac khang thé duoc lam twong thich véi ngudi ndy da duge nhén biét

trén co s& céc trinh tu cua cac khang thé chudt dan dau da biét.

Céc thuat ngit "CD40" va "khang nguyén bé mit CD40" dé cap dén glycoprotein
khoang 48kD dugc biéu hién trén bé mat cua cac té bao binh thuong va céc té bao B cla
khdi u, dong vai tro lam thu thé cho c4c tin hiéu c6 lién quan dén su tang sinh va biét hoa
té bao (Ledbetter et al., 1987, J. Immunol. 138:788-785). Phan tir cADN ghi ma CD40 da
duoc phan 1ap tir thu vién dugc chudn bi tir dong té bao u lympho Burkitt Raji

(Stamenkovic et al., 1989, EMBO J. 8:1403).

Theo sang ché, t& bao bidu hién noi sinh CD40 1a té bao bét ky dugc md ta boi sw
biéu hién bé mit ctia CD40, gdm, nhung khong chi gii han &, céc té bao binh thuong va
cac té bao B cua khéi u, céc té bao cai vao nhau, céc té bao biéu md day, céac té bao ung
thu biéu md, dai thuc bao, cac té bao mang trong, té bao hinh sao viing nang, cac té bao
amidan, va céc t& bao huyét trong c6 ngudn gbc tir tuy xwong. Theo mdt vai phuong an,

phan tir CD40 1a phén tir CD40 & nguoi.,

Céc khang thé theo séng ché lién két dic hiéu véi CD40 tai td hop & ngudi va
CD40 bim sinh. Khang thé don dong duge lam twong thich v6i ngudi trong d6 khang thé
néu trén lién két dic hiu véi CD40 & ngudi ¢6 hoat tinh dbi khéang IC50 nhé hon 1nM
va khong c6 chu vén 16n hon 100pg/ml déi v6i su tang sinh té bao B va trong d6 khang
thé néu trén hon nita khac biét & chd khang thé c6 thoi gian ban hiy in vivo ciia dong vat

linh truéng khong phai ngudi it nhét 13 10 ngay.

Tét hon 1a khang thé lién két dic hidu véi CD40 trong CD40-Fe tiép hop véi EC50
nhé hon 1nM va CD40 trong céc té bao biéu hién CD40 v6i EC50 nho hon 2,5nM. Céc
dc tinh déi khang ctia khang thé dugc dinh rd trong d6 né ¢6 cac té bao B hodc hoat tinh
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dbi khang cta té bao hinh tua IC50 nh6 hon InM. Hon nita khéng thé c6 céc ddc tinh
duoc luc hoc tbt hon ¢6 su tang vé chu ky ban thai in vivo khi dugc so sanh véi cac

khéng thé khang CD40 khac (vi du, khang thé khang CD40 4D11).

Theo sang ché, té bao biéu hién CDA40 1a t& bao bét ky duge mo ta béi sy bicu hién
b& mat cia CD40, gdbm, nhung khong chi gi6i han ¢, cac t& bao binh thuong va cac té
bao B cta khéi u, cac té bao cai vao nhau, céc té bao biu mo day, cac té bao ung thu
biéu mo, dai thuc bao, cac té bao mang trong, té bao hinh sao ving nang, cac té bao
amidan, va cac té bao huyét twong c6 ngudn gbc tir tuy xuong. Theo mot vai phuong 4n,

phan tir CD40 1a phan tir CD40 & ngudi.

Céc khang thé theo séng ché nhan dién dic hiéu "epitop khang nguyén CD40" va
"epitop CD40". Theo sang ché cac thuat ngir nay d& cap dén phan tir (vi dy, peptit) hodc
doan phén tr ¢6 kha ndng phan Ung mién dich v6i khang thé khang CD40 va, vi du, gdm
viing quyét dinh khang nguyén CD40 dugc nhan dién boi khang thé bét ky trong s cac
khang thé co su két hop cua trinh tu chudi nhe/chudi ning ctia chudi nhe néu trong SEQ
ID NO:26 v6i chudi ning bét ky néu trong SEQ ID NO:27, 28, 29 hodc 30; hodc chubi
nhe néu trong SEQ ID NO:31 vé6i chudi ning bét ky néu trong SEQ ID NO:32, 33, 34
hodc 35; hodc chudi nhe néu trong SEQ ID NO:36 véi chudi niang bat ky néu trong SEQ
ID NO:37, 38, 39 hodc 40. Epitop khang nguyén CD40 cé thé gdm trong céc protein, cac
doan protein, peptit hodc cac loai twong tu. Céc epitop hau hét 1a cac protein, oligopeptit
ngén, cac doan bét chudc Qligopeptit (tic 1a, cac hop chét hitu co bit chuéde cac dic tinh

lién két khang thé cua khang nguyén CD40), hodc cac hdn hop ctia ching.

Chu trac phd bién cta cdc khang thé da dugc biét dén boi ngudi 6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuit ndy, cdc phan tir ndy la céc glycoprotein heterotetrameric,
thudng bing khoang 150000 dalton, gdm c6 hai chudi nhe (L) gidng hét nhau va hai
chudi ning (H) giéng hét nhau. Mdi chudi nhe dugc lién két cong hoa tri v6i chudi ning
béi lien két disulfua dé tao thanh heterodime, va phan tit heterotrameric dugc tao thanh
thong qua mbi lién két disulfua cong hoa tri gitra hai chudi ning gidng hét nhau cia cac
heterodime. Miic di cac chudi nhe va chudi ning dugc lién két v6i nhau bai mot lién két
disulfua, s lugng cac lién két disulfua giita hai chudi ning thay ddi béi isotyp globulin
mién dich. Mdi chudi ning va chudi nhe cling c6 cac lién két cAu disulfua trong chudi

duoc dit cach déu nhau. Mbi chudi ning tai ving bién doi dau tdn cing amino (Vr), sau
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d6 béi ba hodc bdn ving hing dinh (Cui, Crz, Crs, va Cma), cling nhur ving ban 1& giita
Cr va Crz. MBi chudi nhe c6 hai ving, mot ving bién ddi diu tdn cing amino (Vi) va
mdt ving hing dinh dau tin ciing carboxy (Cr). Vung Vi két hop khong cong hoa tri voi
vung Vi, trong khi ving Cr thuong duoc lién két cong hoéa tri v6i ving Cmi thong qua
lién két disulfua. Cac gbc axit amin cu thé duge cho rang tao thanh bé mit chung gilta
cac vung bién ddi chudi nhe va chudi ning (Chothia et al., 1985, J. Mol. Biol. 186:651-
663.) |

Céc vang nhét dinh trong cdc ving bién dbi khac biét 16n gifta cac khang thé khac
nhau ttc 13, "vung siéu bién". Céac ving siéu bién nay chira céc gbc c6 lién quan truc tiép
v6i lien két va dic higu véi mdi khang thé cu thé cho quyét dinh khang nguyén dic higu
cua nd. Kha nang bién dbi cao, ca trong cac ving bién ddi chudi nhe va chudi ning, dugc
tap trung trong ba doan da dugc biét 1a cac ving quyét dinh bd sung (cac CDR) hodc cac
ving siéu bién (cac HVL). Cac CDR duoc xac dinh bang .céch so sanh trinh tu nhu trong
Kabat et al., 1991, In: Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5t Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., trong khi cac HVL dugc
x4c dinh v& chu tric theo chu tric ba chidu cia ving bién ddi, nhu dugc mo ta bai
Chothia and Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917. Trong d6 hai phuong phép nay dan
dén cac cac nhan biét khac nhau khong dang ké cac CDR, thi dinh nghia vé chu trac
dugc wu tién. Nhu duoc dinh rd boi Kabat, CDR-L1 dugc dinh vi tai cac gbc 24-34,
CDR-L2, tai céc gbc 50-56, va CDR-L3, tai cac gbc 89-97 trong ving bién doi chudi
nhe: CDR-H1 duge dinh vi tai cac gbc 31-35, CDR-H2 tai céc gde 50-65, va CDR-H3 tai
céc gbe 95-102 trong ving bién dbi chudi ning. CDR1, CDR2, CDR3 trong céc chudi
nang va nhe do d6 dinh rd cc ddc tinh chirc nang va duy nhét dic hiéu dbi voi khang thé

duoc duara.

Ba CDR trong d6 mdi chudi trong s6 cac chudi ning va chudi nhe dugc phén tach
bai cac ving khung (FR), chita cac trinh ty c6 xu huéng bién ddi it hon. Tir cac ddu amin
dén dau carboxy ctlia c4c vung bién ddi chudi ning va chudi nhe, cac FR va CDR duge
sép xép twong ng: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4. Sy dinh hinh thm B &
muc dd 16n cia cac FR mang cac CDR trong mdi chudi vao gin nhau ciing nhu cac CDR
tir chudi khac. Hinh dang tao thanh gop phan vao vi tri lién két khang nguyén (tham khao
Kabat et al., 1991, NIH Publ. No. 91-3242, Vol. I, cac trang 647-669), miac du khong

phai tat ca 14 cac gbc CDR déu can phai lién quan dén lién két khang nguyén.
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Céac gbc FR va ving hing dinh Ig khong lién quan tryc tiép v6i lién két khang
nguyén, nhung gop ph?m vao lién két khang nguyén va/hodc chirc ning cta tc quan cia
khéng thé trung gian. Mot vai gbc FR duogc cho rang c6 tac dung déng ké dbi voi lien két
khang nguyén theo it nhét ba cach: boi lién két khong cong hoa tri truc tiép véi epitop,
bang cach phan tmg véi mdt hodc nhidu gbc CDR, va bang cach anh hudng dén bé mat
chung gitta chudi ning va chudi nhe. Cac ving hang dinh khong c6 lién quan truc tiép
vé6i lién két khang nguyén trung gian cc chirc ning tac quan Ig khic nhau, nhu sy tham
gia cua khang thé trong su gy ddc té bao phu thudc khang thé (ADCC), gay ddc té bao
phu thudc bd thé (CDC) va su thuc bao té bao phu thudc khéng thé (ADCP).

Céc chudi nhe ctia c4c globulin mién dich & ddng vat c6 xuong séng dugc chi dinh
' v6i hai 16p riéng biét ro rang, kapa («) va lambda (1), trén co s¢ trinh tu axit amin trong
viing hing dinh. Béng céch so sanh, c4c chudi nang cia globulin mién dich & dong vt c6
v duoce chi dinh cho mdt trong ndm 16p chinh, theo trinh ty cua cac vung hﬁng dinh:
IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM. IgG va IgA va dugc chia thanh céc 16p phu (isotyp), vi du,
IgG1, IgGa, 1gGs, 1gGy, IgA1, va IgAs. Cac vung hang dinh chudi ning twong tmg véi cac
16p khac nhau cua globulin mién dich duoc goi lal, 8, ¢, y va p, tuong tmg. Cac cAu tric

dudi don vi va cac cau hinh ba chiéu cua céc 16p globulin mién dich bam sinh da biét.

Thuat ngit, "khang thd", "khang thé khang CD40", "khéng thé khéang CD40 dugc
lam tuong thich véi nguoi", va "khang thé khang CD40 duoc lam twong thich véi nguoi
khac nhau" dugc st dung trong ban mo ta theo nghia rong nhit va cu thé bao gdm cac
khang thé don dong (gém céc khéang thé don dong toan bd chiéu dai), cdc khang thé da
dong, cac khang thé da dic hiéu (vi dy, cc khang thé dic hiéu kép), va cac doan khang
thé nhu céc ving bién déi va céc phén khéc cta khéng thé thé hién hoat tinh sinh hoc

mong mudn, vi du, lién két CDA40.

Thuat nglt "khang thé don dong" (mAb) dé cap dén khang thé trong tip hop cac
khéng thé co ban ddng nhét; tirc 13, c4c khang thé riéng 1& trong do tap hop 1a giong nhau
ngoai trir cac dot bién xuit hién tu nhién c6 mit véi luong nho hon. Céc khang thé don
dong c6 tinh dic hiéu cao, truc tiép db6i vai quyét dinh khang nguyén don, mot “epitop”.
Do dé, tir bd hghTa "don dong" cé nghia 1a tap hop co ban ddng nhét cta cac khéng thé
d& cap dén epitop gidng nhau va khong dugc giai thich 12 su san xuét can thiét khang thé

bdi phuong phép cu thé bat ky. N6 duoc hiéu rang cac khang thé don dong c6 thé dugc
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tao thanh béi k¥ thuat hodc hé phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuét; gdm Vi du,
phuong phap té bao lai ( Kohler et al., 1975, Nature 256:495), hodc cac phuong phap
ADN t4i t6 hop da dugc biét trong linh vuc k¥ thuat (tham khao, vi du, US 4816567),
hodc cac phuong phép phan lap tai t6 hop don dong dugc san xuét bing cach sit dung
céc thu vién khang thé thé thuc khuén, str dung céc k¥ thudt dugc md ta trong Clackson

et al., 1991, Nature 352: 624-628, va Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581-597.

Céc khang thé thé kham gdm céc ving bién dbi chudi nhe va chudi ning ciia khang
thé tr mot loai (vi du, dong vat c6 vi khong phai nguoi nhu chudt) va cac vung hing
dinh chudi nhe va chudi ning cta khang thé loai khac (vi du, nguoi) va co thé thu dugc
bang c4ch lién két trinh tw ADN ghi ma céc ving bién ddi ctia khang thé tir loai dau tién
(vi du, chudt) véi céc trinh ty ADN cho céac vung hing dinh ctia khang thé tir loi thir hai
(vi du nguoi) va bién dbi vat chu béng mdt vecto biéu hién chra cac trinh tu dugc lién
két cho phép tao ra khang thé thé kham. Mic khac, khéng thé thé kham ciing c¢6 thé 1a
mdt khang thé trong d6 mot hodc nhiéu ving hoic mién ctia chudi nang va/hoic chudi
nhe giéng hét, twong ddng vai, hodc 1a mot bién thé cua trinh tu twong Gng trong khang
thé don dong tir mot 16p hodc isotyp globulin mién dich khac, hodc tir trinh tu lién Gng
hoic trinh tu dong gdc. Céc khéng thé thé kham c6 thé gdm cac doan cla céc khang thé
nay, d& xuét ring doan khang thé thé hién hoat tinh sinh hoc mong muén cua khang thé
géc cua no, vi du lién két voi epitop twong ty (tham khdo, vi du, US 4,816,567; va
Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855).

Céc thuit ngit, "doan khang thé", "doan khang thé khang CD40", "doan khang thé
khang CD40 dugc lam twong thich véi nguoi", "doan khang thé khang CD40 dugc lam
twong thich v4i ngudi khac nhau" dé cap dén mot phén cta toan bd chiéu dai ctia khang
thé khang CD40, trong d6 ving bién d6i hodc kha nang hoat dong duoc gitt lai, vi du,
lién két epitop CD40 ddc hiéu. Cac vi du vé céc doan khang thé gdbm, nhung khong gioi
han véi, doan Fab, Fab', F(ab'"),, Fd, Fv, scFv va scFv-Fc, khang thé dic hiéu kép tai td
hop, khang thé tuyén tinh, khang thé chudi don, vi thé, khang thé déc hiéu kép tai to hop
dugc tao thanh tir cac doan khang thé, va cac khang da dic hiéu dugc tao thanh tir cac

doan khang thé.

Céc khang thé du chiéu dai c¢6 thé duoc xir Iy bing cic enzym nhu papain hodc

pepsin dé tao ra cac doan khang thé hiru ich. Kha ning tiéu hoa papain dugc sit dung dé
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tao ra hai doan khang thé lién két khang nguyén giéng hét nhau duge goi 1a cac doan
"Fab", mdi doan c6 mot vi tri lién két khang nguyén riéng 1é, va doan "Fc" con lai. Poan
Fab cling chira vung hang dinh ctia chudi nhe va ving Cui cua chudi ning. Viéc xir 1y
pepsin thu dugc doan F(ab'): ¢6 hai vi tri lién két khang nguyén va van c6 kha nang cia

khang nguyén lién két chéo.

Céc doan Fab' khéc véi cac doan Fab nho sur ¢6 mat cla cac gbc bd sung thém vao
gdm mdt hodc nhiéu xystein tlr viing ban 18 ctia khang thé tai dau C cta ving Cm. Céc
doan khéc thé F(ab'), 1a cac cip doan Fab' dugc lién két boi cac gbe xystein trong ving

ban 18. Cac lién két héa hoc khac cta cac doan khang thé ciing da duoc biét.

Poan "Fv" 1a doan chira vi tri nhén dién khang nguyén day du va vi tri lién két gdm
modt dime cia mot vung bién dbi chudi nhe va mot ving bién déi chudi nang két hop chit
ch&, khong cong hoéa tri. Trong dang nay, ba CDR cua mdi ving bién ddi twong tac aé
dinh ro vi tri lién két khang nguyén trén bé mit cia dime Vu-Vi. Noi chung, sdu CDR

dem lai tinh dic hiéu lién két khang nguyén v6i khang thé.

Poan khang thé "Fv chudi don" hodc "scFv" 1a mot bién thé Fv chudi don bao gdbm
cac vung Vi va Vi cia khang thé trong d6 cic vung c6 trong chudi polypeptit don. Fv
chudi don c6 kha ning nhén dién va lién két khang nguyén. Polypeptit scFv tiy ¥ ¢6 thé
chita méi lién két polypeptit duge dinh vi gitra cic viing Vi va Vi dé d& dang tao thanh
chu trac ba chidu mong mubn dé khang nguyén lién két bai scFv (tham khao, vi du,
Pluckthun, 1994, In The Pharmacology of monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosenburg
and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315).

Cac doan khang thé dugc nhan dién khac gff)m cac doan bao gém mot cap cac doan
Fd b doi (Vi-Cri-Va-Crn) dé tao thanh mot cdp cac ving lién két khang nguyén. “Cée
khang thé tuyén tinh” nay co thé dic hiéu kép hoic dic hiéu don nhu dugc mo ta trong,

vi du, Zapata et al. 1995, Protein Eng. 8(10):1057-1062.

Khang thé dugc nhan tinh hodc hodc doan khang thé dugc lam tuong thich voi
ngudi 1a mdt loai khang thé thé kham dac hiéu gdm bién thé cua trinh tw axit amin
globulin mién dich, ho#c doan cta chung, c¢6 kha nang lién két v4i khang nguyén dinh
trudc va, bao gém mot hoac nhiéu FR co ban chira trinh tu axit amin cua globulin mién
dich & nguoi va mot hodc nhiéu CDR co ban chira trinh ty axit amin cta globulin mién

dich khong phai & ngudi. Trinh tu axit amin khong phai ¢ nguoi thuong duoc dé cap dén
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duéi dang trinh tu "nhdp" thuong dugc liy ra tir ving khéng thé "nhap", cu thé 1a ving
bién dbi. Noi chung, khang thé dugce lam tuong thich véi ngudi gbm it nhét cac CDR
hoic HVL trong khang thé khong phai clia ngudi, dugc chén gitta cac FR cua vung bién
dbi chudi nhe hoic chudi ning & ngudi. Sang ché md ta cac khang thé khang CD40 dugc
lam tuwong thich v&i ngudi ddc hiéu chira cac CDR ¢ ngudn gbc tlr cac khéng thé don
dong & chudt dugc chi ra trong cac Bang 3 va 4 dugc cheén vao gitra cac FR trong cac
ving bién dbi chudi nhe va chudi ning cua trinh ty dong gbc & ngudi. Sang ché s& duoc
hiéu rang cac gbc FR da biét & chudt c6 thé quan trong d6i voi chitc niang cta cac khang
thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi va do d6 mot vai vung bién d6i~chuc*>i nhe va chudi
ndng cua trinh ty dong gbc & ngudi duge bién ddi gidng nhu cc ving cua trinh tu tuong
ung & chudt.

Theo mot khia canh khac, khéng thé khang CD40 dugc 1am twong thich v6i nguoi
co ban bao gém tAt c4 it nhat mot, va thudng 13 hai, ving bién dbi (nhu chua, vi duy, trong
cac doan Fab, Fab', F(ab")2, Fabc va Fv) trong d6 tat ca, hodc co ban la tat c4, cac CDR
tuong Ung voi cac doan cia globulin mién dich khong phai & nguoi, va cu thé theo sang
ché, tit ca cac CDR 12 cac trinh ty ciia chudt dugc mo ta chi tiét trong cac Bang tir 1 dén
4 dudi day va tAt c4, hodc co ban 1a tat ca, trong sd cac FR 1a céac doan cua trinh ty dong
gbc hoic lién Gmg globulin mién dich & ngudi. Theo mot khia canh khéc, khang thé
khang CD40 dugc 1am tuong thich v6i ngudi con gbm it nhéit mot phan ctia ving Fe
globulin mién dich, thuong la cua globulin mién dich & ngudi. N6i chung, khang thé s&
chtra ca chudi nhe ciing nhu it nhit mot ving bién dbi ctia chudi ndng. Khang thé ciing
c6 thé gém mot hodc nhiéu cac ving Cui, vang khop, Cm, Cus, va/hodc Cne cta chudi

nang, néu thich hop.

Khéng thé khang CD40 dugc lam twong thich v6i nguoi ¢b thé dugc chon tr 16p
globulin mién dich bt ky, gdm IgM, IgG, IgD, IgA va IgE, va isotyp bét ky, gdm IgG,
TgGa, 1gGs, IgGa, IgA1 va IgA,. Vi dy, mién hing dinh c6 thé 1a mién hang dinh bd sung
trong d6 mong mudn ring khang thé duoc 1am tuong thich v4i nguoi thé hién tac dung
gay doc té bao, va isotyp thuong 1a IgGi. Trong dé tic dung gdy doc té bao 1a khong
mong mudn, mién hing dinh c6 thé 1a mot isotyp khac, vi du, IgGa. Khéang thé khang
CD40 duoc 1am twong thich v&i nguoi khac ¢ thé bao gdm cac trinh ty khac véi mot 16p
globulin mién dich hoic isotyp, va chon loc céc mién h%mg dinh dac biét dé t8i wu hoa

c4c chic ndng ciia mién tic dong mong muodn nam trong linh vuc k¥ thuat nay. Theo cac
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phuong an cu thé, sang ché dé xudt cac khang thé 14 c4c khang thé IgG1 va cu thé hon, 1a

céc khang thé IgG1 trong d6 c6 sy bét hoat céc chtic ning cua mién tac dong.

Céc FR va CDR, hogc HVL, cua khang thé khdng CD40 duge lam tuong thich véi
nguoi khong can thiét phai phit hop mdt cach chinh x4c v6i céc trinh tu gbe. Vi dy, mot
hoac nhiéu géc trong trinh tw CDR, hodc HVL nhép, hodc trinh ty lién rng hodc trinh tu
FR dong gbc c6 thé duogc bién d6i (vi du, dugc gy dot bién) bang cach thay thé, chén
hodc loai bo dé& gbc axit amin tao thanh khong gibng hét véi gbc tai vi tri tuong Ung
trong trinh tu gbc nhung tuy nhién khang thé van gitt lai chic ning cia lién két vai
CD40. Su thay dbi nay thudng s& khong nhidu va s& 14 céc thay dbi béo thu. Thong
thudng, it nhat 75% céc gdc cia khang thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi s€ tuong ng
v6i céc gbe cia cac trinh ty FR dong gbc hoic lién tng gbc va trinh tw CDR nhép, thong
thuong hon it nhét 90%, va thudng xuyén nhét 12 16n hon 95%, hodc 16n hon 98% hodc

16n hon 99%.

Céc gbe globulin mién dich anh huong dén bé mit chung giita cac ving bién ddi
chudi niang va chudi nhe ("bé mit chung cua Vi-Vu") 1a cac gbc anh hudng dén su lan
can hogc su dinh huéng ciia hai chudi dbi véi mot chudi khac. Cée gbe da biét c6 the lién
quan dén cac tuong tac lién chudi gém cac géc Vi 34, 36, 38, 44, 46, 87, 89, 91, 96, va
98 va céc gbc Vi 35, 37, 39, 45, 47, 91, 93, 95, 100, va 103 (sir dung h¢ théng danh sd
duoc dua ra trong Kabat et al, Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Heallth, Bethesda, Md., 1987)). US 6407213 ciing d& cap dén cac
gbc nhu céac gbc 43 va 85, va cac gbc Vi 43 va 60 ciing ¢6 thé lién quan dén su tuong tac
nay. Trong khi céc gbc nay chi ra chi voi IgG 6 ngudi, chung c6 thé ung dung trong céc
loai. Cac gbc khang thé quan trong dugc mong doi chép nhan duge c6 lién quan dén cac

tuwong tac lién chudi dugc chon loc dé thay thé vao trinh tu lién Ung.

Céc thuat ngit "trinh ty lién Gng" va "khéng thé lién Gng" d& cap dén trinh tu axit
amin d& cap dén trinh ty axit amin bao gbm su xuét hién thudng xuyén nhit gbc axit
amin tai mdi vi tri trong tat ca cac globulin mién dich trong nhom dic bigt, isotyp, hodc
chu tric duéi don vi, vi du, mién bién thién globulin mién dich & ngudi. Trinh tu lién
ung co thé dua trén cac globulin mién dich cta céc loai dac biét hodc thudc nhiéu loai.
Trinh tu, ciu trac, hodc khang thé "lién tmg" duoc hidu 12 bao gdém trinh tu lién Gng &

ngudi nhu duge mo ta theo cac phuong an nhét dinh, va dé cap dén trinh tu axit amin
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bao gdm céc trinh tu axit amin xuAt hién nhidu nhét tai mdi vi tri trong tat ca cac globulin
mién dich & nguoi thude 16p dic biét bét ky, isotyp, hodc cu trac dudi don vi. Do do,
trinh tu lién Gng chra trinh ty axit amin co tai mdi vi tri mdt axit amin c6 trong mot hodc
nhiéu globulin mién dich da biét, nhung khong thé sao chép chinh xac trinh ty axit amin
cia globulin midn dich don bt ky. Trinh tu lién Gng ving bién d6i khong thu dugc tir
khang thé duoc san xuét tu nhién hozc globulin mién dich. Kabat et al., 1991, Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, Md., va cac bién thé cua chung. Cac FR cua céc trinh tu lién ng
chudi ning va chudi nhe, va cac bién thé cua chiing, tao ra cac trinh ty hitu ich dé diéu
ché c4c khang thé khang CD40 duoc lam tuong thich v6i ngudi. Tham khao, vi dy, US
6037454 va US 6054297.

Céc trinh tu dong gdc & ngudi duge tim thdy trong tu nhién trong quan thé nguoi.
FSL,r két hop ctia cdc gen dong gbc nay tao ra tinh da dang cia khang thé. Cac trinh tu
khéang thé dong gbc v6i chudi nhe cia khang thé dén tir cac gen-v va gen-j kapa hodc
lamba dong gbc & ngudi dugc bao tdn. Twong tw v6i cac trinh tu chudi ning dén tir gen
v-, d- va j dong gbc (LeFranc, M-P, and LeFranc, G, “The Immunoglobulin Facts Book”
Academic Press, 2001).

Theo séng ché, "bién thé", "bién thé khang CD40", "khang thé khang CD40 dugc
lam tuong thich véi nguoi”, hodc "bién thé khang CD40 dugc 1am twong thich véi
ngudi" mdi cum tir dé cap dén mot khang thé khang CD40 dugc lam twong thich véi
nguoi co it nhét mot CDR & chudt bién thién chudi ning tir trinh tu bét ky trong s céc
trinh ty néu trong SEQ ID NO:tur 1 dén SEQ ID NO:4 hoic trinh ty CDR & chudt chudi
nhe c¢6 ngudn gde tir khang thé don dong & chudt nhu duge chi ra trong trinh tu bat ky
trong s6 céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ ID NO:8 va céc trinh tw FR c6
ngudn gbc tir cic trinh ty lién Gng & ngudi. Céac bién thé gdm céc trinh ty trén c¢6 mot
hodc nhidu axit amin thay ddi trong mét hodc ca hai mién bién thién chudi nhe hogc
chudi nang, dugc dé xuét sy thay dbi axit amin co ban khong lam suy giam lién két cta
khang thé v6i CD40. Céc khang thé d3 1am tuong thich v6i ngudi duge tao ra trong ban
md ta gdm cac khang thé dugc chi rd dudi dang Khéng thé A, Khang thé B va Khang thé
C va céc trinh tu chudi ning va chudi nhe khac nhau gidng nhau nhu dugc chi ra trong 5O

c4c trinh tu néu trong SEQ ID NO:26 dén SEQ ID NO:40.
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Khéng thé “dugc phan lap” 1a khang thé dugc x4c dinh va tach ra va/hodc phuc hoi
tir mot thanh phan khéc thudc moi tredong tu nhién ciia né. Céc thanh phan gay 6 nhiém
ctia mdi trudng tw nhién ctia khang thé 1a cac vat lidu can thiép vao viée sit dung chudn
doan hodc tri li€u cua khang thé, va cé thé 1a cac enzym, hormon, va céc chét tan co
protein hogc khong c6 protein. Theo mot khia canh, khang thé s& duoc tinh ché dé it nhat

16n hon 95% su phéan 14p boi trong lugng cua khang thé.

Khang thé duge phan 14p bao gbm khéng thé tai chd bén trong cac t& bao tai td hop
trong d6 n6 dugc san xudt, khi khong c6 it nhit mot thanh phan clia moi trudong ty nhién
ctia khang thé. Tuy nhién, thong thudng, khang thé dugc phan 1ap s& duge didu ché boi it

nhit mdt bude tinh ché trong d6 vét lidu té bao tai td hop duoc loai bo.

Thuét ngit "hiéu qua cta khéng thd" dé cap dén cac nhan t6 gop phan nhan di¢n
khang nguyén cua khang thé hodc su c¢6 hidu luc ctia khang thé in vivo. Su thay ddi trinh
tu axit amin cta khang thé ¢6 thé anh hudng dén céc dic tinh cta khang thé nhu sy gap
nép, va ¢6 thé anh huéng dén céc nhan 6 vat Iy nhu ty 18 ban diu ctia khéng thé lién két
v6i khang nguyén (ka), hing s6 phan ly ctia khang thé tir khang nguyén (ka), hing sb 4i
luc cta khang thé v6i khang nguyén (Kd), hinh dang cta khang thé, do 6n dinh protein,
va chu ky bén thai ctia khang thé.

7
A

Thuit ngit "epitop dugc danh dau" theo sang ché, @& cap dén khang thé khang
CD40 dugc dung hop thanh "thé epitop". "Thé epitop" 1a mot polypeptit c6 mot s6 luong
axit amin du dé tao ra epitop cho sy san xuét khang thé, khong duge dinh o dé n6 khong
gdy trd ngai voi hoat tinh mong muén cta khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich
v6i ngudi. Thé epitop thudng 1a duy nhét thich hop dé khang thé tang cao doi véi the
epitop co ban khong phan tng chéo véi céc epitop khac. Cac polypeptit danh d4u thich
hop thudong chua it nhét 6 gbc axit amin va thuong chira khoang tir 8 dén 50 gbc axit
amin, ho#c tr khoang 9 dén 30 gdc. Cac vi du vé cac thé epitop va khang thé lién két voi
epitop gdm polypeptit danh ddu HA cim va khéng thé 12CAS cua n6 (Field et al., 1988
Mol. Cell. Biol. 8: 2159-2165); c-myc tag va khang thé 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 va 9E10
ciia n6 (Evan et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5(12):3610-3616; va tag glycoprotein D cia
virut Herpes simplex (gD) va khéang thé cua né (Paborsky et al. 1990, Protein
Engineering 3(6): 547-553). Theo cdc phuong an da biét, thé epitop 1a "epitop lién két

thu thé ctru hd". Theo sang ché, thuat nglt "epitop lién két thu thé cttu ho" dé cap dén
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epitop ctia ving Fc ctia phan tir IgG (nhu IgG1, IgG2, 1gGs, hodc IgGa) gdy ra sy tang chu
ky ban thai cua huyét thanh in vivo trong phan tir IgG.

Theo mot vai phuong an thuc hién, cdc khang thé theo sang ché c6 thé dugc két
hop thanh chét gay doc té bao. Day 1a chét bét ky tic ché hozc ngin chin chirc nang cta
cac té bao va/hoic giy ra su pha huy cac té bao. Thuat ngit dugc dung dé bao gbm céc
isotop phéng xa (nhu I'31, 125, Y%, va Re'®), hoa chét trj liéu, va céc doc t6 nhu cac doc
td c6 hoat tinh enzym c6 nguén géc tr vi khudn, ndm, thuc vat, hoic dong vét, va cac
doan cua chung. Cac chét gay goc té bao nay c6 thé duoc két hop v&i cac khéng thé dugc
lam twong thich véi nguoi theo sang ché str dung céc quy trinh chuén, va duoc st dung,

vi du, d& didu tri cho bénh nhan cin dugc tri liéu béi khang thé.

"Hoéa chét tri lidu" 1a hop chét hoa hoc hitu ich trong diéu tri bénh ung thu. C6
nhiéu vi du v& céc hoa chét tri liéu c6 thé duoc tiép hop véi céc khang thé trj lidu theo
sang ché. Cac vi du v& cAc hoa chit tri lidu nay bao gém céc chét alkyl hoa nhu thiotepa
va xyclosphosphamit; alkyl sulfonat nhu busulfan, improsulfan, va piposulfan; aziridin
nhu benzodopa, carboquon, meturedopa, va uredopa; etylenimin va metylamelamin bao
gbm altretamin, trietylenmelamin, trietylenphosphoramit, trietylenthiophosphoramit, va
trimetylolomelamin; axetogenin (ddc biét la bulataxin va bulataxinon); camptothexin
(gdm topotecan tuong tu tbng hop); bryostatin; calystatin; CC-1065 (bao gbm cic chét
twong tw adozelesin, carzelesin, va bizelesin cua no); cryptophyxin (cu thé 1a
cryptophyxin 1 va cryptophyxin 8); dolastatin, auristatin, (gdm céc chit tuong tu
monometyl-auristatin E va monometyl-auristatin F); duocarmyxin (gdm cac chét tuong
tu téng hop, KW-2189 va CBI-TMI); eleutherobin; pancratistatin; sarcodictyin;
spongistatin; mu tac nito nhu clorambuxil, clomaphazin, cholophosphamit, estramustin,
ifosfamit, mecloretamin, mecloetamin oxit hydroclorua, melphalan, novembichin,
phenesterin, prednimustin; trofosfamit, mu tat uraxil; nitrosure nhu carmustin,
clozotoxin, fotemustin, lomustin, nimustin, ranimustin; cac chét khang sinh nhu chét
khang sinh enediyn (vi du, calicheamixin, dic biét 1a calichemixin gamall va
calicheamixin phill, tham khao vi du, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33:183-186;
dynemixin, gdm dynemixin A; bisphosphonat, nhu clodronat; esperamixin; cling nhu
neocarzinostatin chromophore va chromomophore khang sinh enediyn protein séc tb c6
lien quan), aclacinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin,

cactinomyxin, carabixin, caminomyxin, carzinophilin, chromomyxin, dactinomyxin,
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daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, doxorubixin (Adriamycin™)
(gdm morpholino-doxorubixin, xyanomorpholino-doxorubixin, 2-pyrolino-doxorubixin,
va deoxydoxorubixin), epirubuxin, esorubixin, idarubixin, marcelomyxin, mitomyxin
nhu mitomyxin C, axit mycophenolic, nogalamyxin, olivomyxin, peplomyxXin,
potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, rodorubixin, streptonigrin, streptozoxin,
tuberxidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; chét chéng chuyén héa nhu methotrexat va
5-flouraxil (5-FU); céc chét twong tu axit folic nhu denopterin, methotrexat, pteropterin,
trimetrexat; cac cht twong tu purin nhu cic chét tuong tu fludarabin, 6-mercaptopurin,
thiamiprin, thioguanin; pyrimidin nhu anxitabin, azaxitidin, 6-azauridin, carmofur,
xytarabin, dideoxyuridin, doxifluridin, enoxitabin, floxuridin; cac hormon nam nhu
calusteron, dromostanolon propionat, epitiostanol, mepitiostan, testolacton; cac chét
khang adranal nhu aminoglutethimit, mitotan, trilostan; chit don axit folic nhu axit
frolinic; axeglaton; aldophosphamit glycosit; axit aminolevulinic; eniluraxil; amsacrin;
bestrabuxil; bisantren; edatraxat; defofamin; democolxin; diaziquon; elfomithin;
eliptinium axetat; epothilon; etoglucid; galium nitrat; hydroxyure; lentinan; lonidamin,;
maytansinoit nhu maytansin va ansamitoxin; mitoguazon, mitoxantron; mopidamol;
nitracrin; pentostatin; phenamet; pirarubixin; losoxantron; axit podophyllinic; 2-
etylhydrazit; procarbazin; PSK®; razoxan; rhizoxin; sizofuran; spirogermani;axit
tenuazonic; triaziquon; 2,2',2"-triclotrietylamin; trichothexen (ddc biét la T-2 toxin,
veracurin A, roridin A va anguidin); uretan; vindesin; dacarbazin; manomustin;
mitabronitol; mitolactol; pipobroman; gaxytosin; arabinosit ("Ara-C"); xyclophosphamit;
thiotepa; taxoit, vi du, paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.) va doxetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France); clorambuxil;
gemxitabin (Gemzar™); 6-thioguanin; mercaptopurin; methotrexat; cac chét tuong tu
platin nhu xisplatin va carboplatin; vinblastin; platin; etoposit (VP-16); ifosfamit;
mitoxantron; vincristin; vinorelbin Navelbin™); novantron; teniposit; edatrexat;
daunomyxin; aminopterin; xeloda; ibandronat; CPT-11; céc chét e ché topoisomeraza
RFS 2000; diflometylornithin (DMFO); retinoit nhu axit retinoic; capexitabin; va cac
mudi dugc dung, axit, hodc céc dAn xuét ctia cac chét bat ky trén. Cling nam trong dinh
nghia nay la cac chit khang hormon déng vai trd didu hoa hoic @c ché tic dung cia
hormon déi véi céc khdi u nhu céc chit khang estrogen va céc chat didu bién thu thé

estrogen chon loc (cac SERM), bao gém, vi du, tamoxifen (gﬁ”)m Nolvadex™), raloxifen,
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droloxifen, 4-hydroxytamoxifen, trioxifen, keoxifen, LYI117018, onapriston, va
toremifen (Fareston™); cac chét ttc ché aromataza trc ché enzym aromataza, diéu hoa su
san xuét estrogen trong cac phéi tr tuyén thuong than, nhu, vi du, 4(5)-imidazol,
aminoglutethimit, megestrol axetat (Megace™), exemestan, formestan, fadrozol, vorozol
(Rivisor™), letrozol (Femara™), va anastrozol (Arimidex™); va cac chét chdng hormon
nam nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolit, va goserelin; va cac mudi duoc dung,
axit, hodc cac dan xuét bt ky cua céc chét trén. Mot hodc nhidu chét bt ky trong cac
chét nay c6 thé duoc tiép hop véi cac khang thé dugc lam twong thich véi nguoi theo

sang ché de tao ra chét tri liéu hitu ich dé di€u tri cac rdi loan khac nhau.

Céc khang thé ciing ¢6 thé du:dc Kkét hop véi céc tién duoc chét. "Tién duoc chat" 1a
dang tién chét hodc dan xuét cta hoat chit dugc c6 tinh gay doc té bao it hon cho cac té
bao khéi u duge so sanh véi thude gde va c6 kha ning dugc hoat hoa bang enzym hoic
duoc chuyén hoa thanh dang hoat héa hon. Tham khao, vi du, Wilman, 1986, "Prodrugs
in Cancer Chemotherapy", In Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th
Meeting Belfast and Stella et al., 1985, "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted
Drug Delivery, In: "Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267,
Humana Press. Cac tién duoc chét hitu ich bao gdm, nhung khong chi gii han &, céc
tién duoc chit chira phosphat, cac tién duoc chét chtra thiophosphat, céac tién duoc chét
chtra sulfat, cac tién duoc chét chira peptit, cac tién dugc chit duoc bién ddi axit amin D,
cac tién duoc chét dugc glycosyl hoa, cac tién duoc chit chira B-lactam, tuy ¥ dugc thé
béi cac tién duoc chit chira phenoxyaxetamit, va tiy y duoc thé boi céc tién dugc chat
chira phenylaxetamit dugc thé, 5-floxytosin va cac tién duoc chét 5-floridin khac ¢ thé
duoc chuyén héa thanh cic thudc khong giy doc té bao ¢ hoat tinh hon. Cac vi du vé
céc thudc gay doc té bao co thé dugc chuyén héa thanh dang tién duge chit bao gdm,

nhung khong chi gi6i han &, cac chat tri liéu héa hoc khéac duoc mo ta & trén.

DPé chén doan ciing nhu cac muyc dich kiém tra tri lidu, cac khang thé theo sang ché
cling dugc két hop vao mot vi tri danh dAu, hoic riéng mot vi tri danh d4u hodc mot vi tri
danh dAu va mot chét thi hai khic (tién dugc chét, hoa chét tri liéu va chét tuong tw). vi
trf d4nh d4u, dugc phan biét véi cc chat thir hai khéc dé& cap dén chét 1a hop chit hodc
ché phdm c6 thé phat hién va n6 c6 thé duoc tiép hop truc tiép hodc gin tiép voi khang
thé duoc 1am tuong thich véi ngudi theo sang ché. Ban than vi tri danh diu c6 thé dugc

phat hién (vi dy, danh diu déng vi phéng xa hodc danh diu huynh quang) hodc, trong
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truong hop danh d4u enzym, c6 thé xic tac su bién déi hoa hoc cua hop chit hodc ché
phim nén c6 thé phat hién. Khéng thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi nguoi duge
danh diu c6 thé duge diéu ché va st dung trong céc tng dung khic nhau gbm cac chén

doan in vitro va in vivo.

Céc khang thé theo sang ché ¢6 thé duge bao ché dusi dang mot phén cua ché
phém liposom dé phan phdi chiing mot cach hiu qua in vivo. "Liposom" 1a mét tii nho
gdbm c6 cac loai lipit 12 mot tai nho gbm c6 cac loai lipit khac nhau, phospholipit,
va/hogc chit hoat dong bé mit. Liposom hitu ich dé phan ‘phéi vao dong vat c6 vu mot
hop chét hoic ché phdm, nhu khéng thé khang CD40 dugc lam twong thich véi nguoi
duoc boc 10 trong ban mo ta, tuy y, dugc ghép hoac két hop véi mot hodc nhiéu hoat chét
duoc va/hodc vi tri danh dau. C4c thanh phén cta liposom thudng dugc sap xép trong su

tao thanh 16p kép, tuong tu véi su sp xép lipit trong cdc mang sinh hoc.

Cac khia canh da biét theo sang ché dé cap dén céc axit nucleic duoc phén 14p ghi
ma mot hodc nhiéu mién trong céc khang thé dugc lam twong thich v4i nguoi theo sang
ché. Phan tr axit nucleic "duoc phan 1ap" 14 phén tir axit nucleic dugc nhan biét va duogc
tach ra khoi it nhat mot phan tir axit nucleic nhiém tap thong thudong dugc két hop trong
nguén tu nhién cua axit nucleic cia khang thé. Phan tir axit nucleic da phan 14p dugc

phén biét véi phan tir axit nucleic khi né ton tai trong cac té bao tu nhién.

Theo cac khia canh khac nhau cla sang ché mot hodc nhiéu mién khang thé dugc
1am tuong thich véi ngudi s& duge bidu hién tai t hop. Sw bidu hién tai t6 hop ndy ¢6 thé
str dung mot hodc nhiéu trinh tu didu khién, trc 13, céc trinh tu polynucleotit cAn thiét dé
biéu hién mét trinh tu ma hoéa duge lién két mot cach co kiém so4t trong sinh vat chu dac
biét. Cac trinh ty didu khién thich hop dé st dung trong céc té bao nhéan so gdm, vi du,
trinh tu khéi dong, trinh tu chi huy, va céac trinh tu vi tri lién két ribosom. Céc trinh tu
kiém soét cta t& bao nhan thuc bao gém, nhung khong chi gidi han &, trinh tu khoi dau,
cac tin hiéu polyadenyl hoa, va ving tang cuong. Céc trinh tu didu khién nay c6 thé duge
stt dung dé biéu hién va san xuét khang thé khang CD40 dugc lam twong thich véi ngudi

trong cé4c t& bao chu nhan so va nhan thuc.

Trinh tu axit nucleic "duge lién két mot cach c6 kiém soat" khi né duge dit vao
mdi lién hé chirc nang véi trinh tu axit nucleic khac. Vi du, trinh ty trude cua axit nucleic

hodc trinh tw din ddu kich thich bai tiét dugc lién két mot cach o kiém soat véi axit
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nucleic ghi ma polypeptit néu né dugc biéu hién duéi dang tién protein tham gia vao su
bai tiét polypeptit; trinh tw khéi d4u hodc vung ting cuong dugc lién két mét cach cé
kiém soat véi trinh ty ma hoa néu n6 anh huéng dén su phién ma cua trinh ty; hodc vi tri
lién két ribosom dugce lién két mot cach co kiém soét vé6i trinh tu ma hoa néu no6 duoc
dinh vi @ d& dang dich ma. N6i chung, "dugc lién két mét cach 6 kiém soat" c6 nghia
14 céc trinh tv ADN duoc lién két k& nhau, va, trong truong hop trinh tu din dau kich
thich bai tiét, 1ién k& nhau va trong khung doc. Tuy nhién, c4c vang ting cuong tiy y lién
k& nhau. Su lién két c6 thé duoc hoan thién bang cach gén tai cac vi tri gi6i han thudn
loi. Néu céc vi tri nay khong ton tai, co thé str dung cac oligonucleotit thich ung tong hop
hodc cac mbi lién két.

Theo sang ché, cac thuét ngit "t& bao", "dong té bao", va "giéng té bao" duoc st
dung thay thé cho nhau va tht ca céc cach goi nay déu nam trong nghia cua ching. Do
d6, "cac thé bién nap" va "cac té bao duoc bién nap" gdm té bao dAu tién va gibng bét

nguodn tir d6 ma khong quan tdm dén so luong cac lan cay chuyén.

Thuét ngit "dong vat c6 vi" véi cac muc dich diéu tri dé cdp dén dong vat bat ky
dugc phan thanh 16p dong vét c6 vi, gom ngudi, duoc thuan héa va dong vat trong trang
trai, va vuon bach thl, khu giai tri, hodc vat nudi, nhu ché, ngua, meo, bo céi, va cac

dong vat twong tu. T6t hon 13, dong vat c6 va 12 nguoi.

"Su rbi loan", theo sang ché, 1a bénh ly bat ky s& c6 lgi tir viée diu tri v6i khang
thé khang CD40 duoc lam twong thich v6i ngudi dugc mo ta theo sdng ché. Sy rdi loan
nay gdm cac rbi loan hodc bénh man tinh va 4c tinh gdm céc bénh ly do tim than gy ra
anh hudng dén dong vat c6 vu bi r6i loan dugc dé cap. Cac vi du hodc cac r6i loan khong
han ché duoc diéu tri theo sang ché bao gém bénh ung thu, céc khéi u 4c tinh vé huyét
hoc, cac khéi u lanh va 4c tinh, bénh bach cAu va cac khéi u 4c tinh dang bach huyét va
ching viém, céc r6i loan hinh thanh mach, r6i loan tu mién va mién dich.

Thuét ngit "bénh ung thu" va "bénh thudc ung thu" d& cip hoic md ta bénh ly vé
sinh Iy hoc & dong vat c6 vu thuong dugc mo ta boi sy phat trién cta té bao khéng dugc
didu hoa. Céc vi du v& bénh ung thu gdm, nhung khong chi giéi han ¢, ung thu biéu ms,
u lympho, u nguyén bao, xacdm va bénh bach cau.

Theo séng ché, thudt ngit "rdi loan c¢6 lién quan dén CD40" hodc "bénh c6 lién quan

dén CD40" chi bénh 1y ma trong d6 su cai bién hodc bai tiét cac té bao biéu hién CD40
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duoc chi ra. Céc t& bao nay gdm cac té bao biéu hién CD40 chirng minh sy tang sinh di
thuong hodc céac té bao biéu hién CD40 c6 lién quan dén su phat trién bénh ung thu hodc
khéi u 4c tinh. Cac vi du cu thé hon vé bénh ung thu ching minh su biéu hién di thudng
ctia khang nguyén CD40 gdm cic té bao u nguyén bao lympho B, u lympho Burkitt, da u
tuy, cac u lympho té bao T, xacdm Kaposi, xacdm xuong, cac khéi u biéu bi va mang
trong, ung thu tuyén tuy, phéi, va, buéng trung, rudt Két, tuyén tién liét, dau va cb, da
(khéi u 4c tinh), bang quang, va than. Céc rdi loan trén gdm, nhung khong chi giéi han &,
bénh bach ciu, u lympho, gdm u lympho té bao B va u lympho khong phai Hodgkin, da
u tuy, macroglobulin huyét Waldenstrom; cac khdi u rén, gém xacdm, nhu xacdm
xuong, xacom Ewing, khéi u 4c tinh, ung thu tuyén, gdm ung thu tuyén budng tring,

xacdm Kaposi/khdi u Kaposi va ung thu biéu md té bao hinh vay.

R&i loan c6 lién quan dén CD40 cling gém cac bénh va rbi loan cua hé mién dich,
nhu céc rbi loan ty mién va réi loan viém. Cac bénh ly trén gdm, nhung khong chi gi6i
han ¢, dang viém khép man tinh tang dan (RA), luput ban dé hé théng (SLE), bénh cting
da, hoi chimg Sjogren, da xo ctmg, bénh vay nén, bénh viém rudt (vi du, viém rudt két
gdy loét va bénh Crohn), viém phdi, bénh hen, va ban xuit huyét giam tiéu cau tu phat

(ITP).

Cum tir "lam ngung su phat trién cua" hodc "uc ché su phat trién" theo sang ché chi
su e ché su phét trién hodc tang sinh té bao, dic biét 1a loai té bao khéi u biéu hién
khang nguyén CD40. Do do, su trc ché sy phat trién, vi du, 1am gidm ddng ké ty 18 phan

trdm cuda céc t€ bao khoi u trong pha S.

Thuat ngit "truyén trong tinh mach" aé cap dén sy dua mot chét vao tinh mach cta
dong vat hodc bénh nhan ngudi trong mot khoang thoi gian 1én hon khoang 15 phut,

thuong ndm trong khoang tir 30 dén 90 phut.

Thuat ngit "tiém bolus trong tinh mach" hoac "su déy tinh mach" dé cap dén viéc st
dung thubc vao tinh mach cia dong vat hodc dong vat dé co thé nhan thube trong khodng
thoi gian 15 phut hodc it hon, thudng trong khoang 5 phut hodc nho hon.

Thuat ngit "viéc st dung dudi da" dé cap dén viéc dua chit dudi da cia dong vat
hodc ngudi bénh, c¢6 thé wu tién trong ti gilta da va moé ¢ dudi, bang cach phan phdi
duogc lién tuc, tuong dbi cham tir vét chua thudc. B6 chit hodc kéo da 1én trén va tach

khoi m6 phia dudi dé tao tui.
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Thuat ngit "truyén duéi da" dé cap dén viéc dua thudc duédi da ctia dong vat hodc
bénh nhan ngudi, tot hon 1a trong tii gitta da va md phia dudi, béng cach phéan phdi lién
tuc, twong dbi chdm vat chira thudc trong khoang thoi gian gbm, nhung khong chi gigi
han &, 30 phut hodc it hon, hodc 90 phut hodc it hon. Tuy y, su truyén 6 thé duogc tién
hanh bing cach cdy dudi da mot bom phéan phéi thude duoc cy dudi da ctia dong vat
hodc nguoi bénh, trong dé6 bom phan phdi mot luong thubc dinh trude trong khoang thoi

gian dinh trude, nhu 30 phut, 90 phut, hodc khoang thoi gian kéo dai ciia ché d¢ didu tri.

Thuat ngit "tiém bolus dudi da" dé cap dén viéc sir dung thude & dudi da cua dong
vat hodc nguoi bénh, trong d6 su phan phéi thudc tiém bolus nhé hon khoang 15 phit;
theo mot khia canh khéc, it hon 5 phut, va theo mdt khia canh khac, nhé hon 60 gidy.
Theo mét khia canh khac, viéc st dung trong tdi gitra da va mo phia dudi, trong do tai co
thé dugc tao ra bﬁng cach b6 chit hodc kéo dai da 1én va tach khoi md phia dudi.

A

Thuat ngtt "lugng hitu hiéu tri liéu" dugce sit dung dé cap dén mot luong hoat chét
lam nhe bét hodc cai thi€n mdt hoac nhiéu triéu tring cia 161 loan duoc diéu tri. Trong
khi d6 mot lugng c6 tac dong c6 lgi cho bénh nhén, vi dy, hiéu qua 1am nging sy phat
trién hoic gdy ra su x6a bd té bao. Theo mot khia canh, lwgng hitu hiéu tri liéu c6 tac
dung gy chét té bao theo chuong trinh, hodc ¢6 kha ning géy ra su chét cua té bao. Theo
mot khia canh khéc, luong hitu hi¢u tri liéu dé cap dén ndng do huyét thanh dich dugc
chi ra 13 ¢6 hiéu qua, vi du, 1am chdm sy tién trién ctia bénh. Tinh higu luc c6 thé duge
do theo cac cach thong thudng, phu thudc vao bénh ly duoc diéu tri. Vi du, trong céc
bénh hogc réi loan khéi u duge mé ta boi cac té bao biéu hién CD40, tinh hiéu lyc ¢6 thé
duoc do bing cach danh gia thoi gian tién trién bénh, hodc x4c dinh ty 1¢ dap tmg.

A

Thuat ngit "viéc diéu tri" va "tri liéu" va cic phuong phap tuong tw, nhu dugc sir
dung theo sang ché, dugc hiéu 12 gbm viéc tri lidu cling nhu phong ngira, hodc cac bién
phép ngédn chan bénh hodc rdi loan d4n dén hiéu qua c6 loi hoic mong mubn vé mit 1am
sang, gdbm nhung khéng gi¢i han véi sy 1am giam b6t hodc giam nhe mot hodc nhiéu
triéu tring, su thodi lui, lam chdm hodc ngung sy tién trién cta bénh hodc rdi loan. Do
do6, vi du, thuat ngtt didu tri gém viéc st dung mot chét trude hodc sau khi bat ddu manh
mé tri€u tring bénh hodc r6i loan nho d6 ngan chan hodc loai bé mot hodc nhiéu diu
hiéu cia bénh hoac 161 loan. Theo mot vi du khéc, thuat ngit gém viéc sir dung mot chét

sau khi biéu hién 14m sang bénh dé chong lai céc triéu tring bénh. Hon nita, viéc st dung
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mot chét sau khi bit ddu manh m& hodc sau khi céc triéu trimg 14m sang dugc phat trién
trong d6 vi€c st dung 4nh hudng dén cac thong sb 1am sang ctia bénh hoic rdi loan, nhu
muc do tdn thuong md hodc lugng hodc mé rong su di cén, diéu tri hodc khong diéu tri
lam cai thién bénh, bao gém "viée diéu tri" hoac "tri liéu" nhu duogc st dung theo sang
ché. Hon nita, vi didu kién 14 cac ché phdm theo sang ché sir dung riéng 1¢ hodc két hop
vGi chét tri lidu khac 1am gidm b6t hodc cai thién it nhit mot triéu tring cia réi loan
duoc diéu tri khi dugce so sanh véi triéu tring khi khong sir dung ché phém khang thé
CD40 dugc lam twong thich véi nguoi, Kkét qua nén dugc xem la viéc diéu tri hitu hiéu
rdi loan co ban ma khoéng quan tim dén tAt c4 céc triéu trimg cua rdi loan c6 bi giam bét

hay khong.

Thuét ngit "chén vao bao bi" dugc st dung dé dé cap den cac chi dan thong thuong
c6 trong cac bao bi thuong mai clia cdc san pham trj liéu, chira thong tin vé cédc chi dan,
cach dung, st dung, chong chi dinh va/hodc cac canh béo c6 lién quan dén viéc st dung

cac san pham tri liéu nay.
Khang thé

Khéng thé dugc md ta va theo séng ché 13 cac khang thé khang CD40 dugc lam
twong thich véi nguoi, va cac ché phdm va vat phim san xudt chira mot hodc nhiéu
khéng thé khang CD40 dugc 1am tuong thich v6i nguoi theo sang ché. Sang ché ciing md
ta cac chit lién két gdm doan lién két khang nguyén cua khéng thé khang CD40 dugc
lam tuong thich véi nguoi. Céac khang thé khang CD40 dugc 1am twong thich véi nguoi
va céc chét lién két c6 thé 1am ngling sy phét tridn clia cac té bao, loai bo cac té bao biéu
hién CD40 hoic néi cach khéc 14 bao gdm hoidc gay ra tac dong kim té bao hoic gy doc
té bao ddi véi cac té bao dich. Cac khang thé khang CD40 dugc lam twong thich véi
ngudi va céac chét lién két c6 thé duoc stir dung trong diéu tri cac bénh hoic cac r6i loan
khac nhau dugc mé ta boi sy ting sinh cac té bao bidu hién khang nguyén bé mit CD40.
Khéng thé khang CD40 dugc 1am twong thich v6i ngudi va mdi chat lién két CD40 gdm
it nhét mot bo phan nhan dién dic hiéu mot epitop CD40 (tirc 1a doan lién két khéng

nguyén).

Céc khang thé & chudt mo ta ban dau dugc chon trén co s& sy md ta lién két CD40.
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Tir cac nghién ctru ban dau ndy, cac khang thé ¢ chudt dugc chon c6 cac ving bién

d6i chudi ning tiép theo duge chi ra trong Bang 1 va cac ving bién doi chudi nhe duoc

chi ra trong Bang 2:

Bang 1: Céc trinh tu din diu CD40 & chudt - Cac trinh tu VH

2H11

EVQLQQSGAELVRPGASVKLSCTASGFNIKDYYVHWVKQRPEKGLEWIGR
IDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCTTSY
YVGTYGYWGQGTTLTVSS (SEQ ID NO.1)

10F2

EVQLQQSGAELVRPGASVKLSCTASGFNIKDY YIHWVKQRPEKGLEWIGR
IDPEDGDTKYDPKFQGKATMTADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCTTSY
YVGTYGYWGQGTTLTVSS(SEQ ID NO.2)

19B10

EVQLQQSGAELVRPGASVQLSCTASGFNIKDYYVHWVKQRPEKGLEWIGR
IDPEDGDTKFAPKFQGKATMTADTSSNTVYLHLSSLTSEDTAVYYCTTSY
YVGTYGYWGQGTTLTVSS(SEQ ID NO.3)

20E2

EVQLVESGGGLVKPGGSRKLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPEKGLEWVAY
ISSGNRITY YADTVKGRFTISRDNAKNTLFLQMTSLRSEDTALYYCARQD
GYRYAMDYWGQGTSVTVSS(SEQ ID NO.4)

Bang 2: Céc trinh ty ddn ddu CD40 & chudt - Céc trinh ty VK

2HI11

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSASSSVSYMLWFQQKPGTSPKLWIYST
SNLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRTFYPYTFGGG
TKLEIK (SEQ ID NO.5)

10F2

QIVLTQSPTIMSASPGEKVIITCSATSSVSYILWFQQKPGTSPKLWIYST
SNLASGVPARFSGSGSGASYSLTISRMEAEDAATYYCQQRTFYPYTFGGG
TKLEIK (SEQ ID NO.6)

19B10

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSASSSVSYMLWFQQKPGTSPKLWIYST
SNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRTFYPYTFGGG
TKLEIK (SEQ ID NO.7) :

20E2

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPP
KLLIYWTSTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNLQAEDLAVYYCQNDYTY
PLTFGAGTKLELK (SEQ ID NO.8)

C4c trinh ty khung & ngudi dugce chon doi véi mot trong cac doan dan dau & chuot

trén co s& tinh trong dong cia ving khung, cAu triic CDR, céc gdc duge bao tdn phit hop

v6i tiéu chuan, cac goc bao goéi bé mit chung duge bao ton va cc thong so khac.

Cac CDR chudi ning va chudi nhe & chudt ctia cac khang thé khac nhau ¢ chudt

duge chon trong sb cac khang thé twong tmg dugc chi ra trong Bang 3 va Bang 4:
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Béang 3:
Céc trinh ty chudi ngng CDR
Ten cau H-CDR1 H-CDR2 H-CDR3
truc
DHI1
GENIKDYYVH RIDPEDGDSKYAPKFQG | SYYVGTYGY
SEQ ID NO.9 SEQ ID NO.12 SEQ ID NO.16
10F2 GENIKDYYIH RIDPEDGDTKYDPKFQG  |SYYVGTYGY
SEQ ID NO.10 SEQ ID NO.13 SEQ ID NO.16
19B10  |GENIKDYYVH RIDPEDGDTKFAPKFQG  |SYYVGTYGY
SEQ ID NO.9 SEQ ID NO.14 SEQ ID NO.16
20E2  |GFTFSDYGMH YISSGNRIIYYADTVKG ODGYRYAMDY
SEQ ID NO.11 SEQ ID NO.15 SEQ ID NO.17

H-CDRI1 duoc liét ké & trén st dung hé thdng danh s ciia Chothia (Al-Lazikani et
al., (1997) IMB 273,927-948). Su dénh sb Kabats dbi vi céc trinh tu duge chi ra bang
chit viét in nghiéng dam va su ddnh s& theo IMGT dugc chi ra béi chit viét gach chan
cac gdc trong bang trén d6i véi CDR1 va CDR2. Céc trinh tu d6i véi H-CDR3 véi mot
trong sb 2H11, 10F2 va 19B10 12 TTSYYVGTYGY (SEQ ID NO.77) va vé6i 20E2 la
ARQDGYRYAMDY (SEQ ID NO.78).

Béang 4:
Céc trinh tu chudi nhe CDR
Teén cau L-CDRI1 L-CDR2 L-CDR3
truc

2H11 SASSSVSYML STSNLAS QORTFYPYT
SEQ ID NO.18 SEQ ID NO.22 SEQ ID NO.24

10F2 SATSSVSYIL STSNLAS QORTFYPYT
SEQ ID NO.19 SEQ ID NO.22 SEQ ID NO.24

19B10 SASSSVSYML STSNLAS QORTFYPYT
SEQ ID NO.20 SEQ ID NO.22 SEQ ID NO.24

20E2 KSSOSLLNSGNOKNYLT WTSTRES ONDYTYPLT
SEQ ID NO.21 SEQ ID NO.23 SEQ ID NO.25

Mt khéc, hé thdng danh sb ctia Chothia dugc sit dung trong Bang 4 v6i sy danh s6
Kabats cho céac trinh tu duoc chi ra béi chit viét in nghiéng, dam va sy danh s6 IMGT

duoc chi ra bdi chit viét dugc gach chén.

Céac Fab duogc chi ra lién két tbt hon hoic bang khi dugc so sanh véi Fab gbe thé
kham duoc chon dé bién ddi thanh IgG. Céc dong vo tinh tir cac loai 20E2 dugc bién ddi
thanh hai dang IgG khéc nhau: a) [gG4DM (ddt bién kép) c6 hai dot bién trong ving Fc /
viung khép, Ser228Pro 1am gidm b6t sy tao thanh mot nira phan tir va Leu235Glu lam
gidzm thém lién két FeyR. b) IgG1KO (bAt hoat chtrc ning cia thu thé) c6 hai dot bién
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trong ving Fc, Leu234Ala va Leu235Ala, lam giam b6t chirc ndng cua thu thé nhu FeyR

va lién két bd thé. Ca hai dang IgG dugc mo ta trong tai liéu nay. Vi du 1 mo ta vi¢c 1am

tuong thich véi nguoi cua ba d6i twong duge lua chon chi tiét hon. Céc két qua vé viéc

lam tuong thich véi ngudi nay dan dén cac trinh tu khang thé dugc 1am tuong thich véi

ngudi, ¢6 cac trinh tu chudi ning va chudi nhe dugc chi ra dudi day:

Nhan dang

Trinh tu

SEQ ID
NO.

Khang thé
A (Chudi
nhe)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATMSCKSSQSLLNSGNQKNYLTW
HQOKPGQPPKLLIYWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFETLTIS
SLOAEDVAVYYCONDYTYPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC

26

Khéng thé
A (Chudi
nang,
IgG1KO)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVROQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYL.Q
MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAOQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

27

Khéng thé
A (Chudi
nang,
IgG1)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVROQAP
GKGLEWVAYISSGNRIITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

28

Khéng thé
A (Chudi
né'ng:
IgG4DM)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVROQAP
GKGLEWVAYISSGNRITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

29
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Khéng thé
A (Chubi
nang,
IgG1KOb)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVROQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTALYYCARQODGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

30

Khang thé
B (Chudi
nhe)

DIVMTOQSPDSLAVSLGEKVTINCKSSOSLLNSGNOKNYL
TWHOQQKPGQPPKLLIYWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFT
LTISSLQAEDVAVYYCONDYTYPLTFGGGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

31

Khang thé
B (Chudi
né.inga
IgG1KO)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLOQ
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGOGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

32

Khéng thé
B (Chudi
nén&
IgG1)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVROQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGOQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

33

Khang thé
B (Chudi
nang, [gG4
DM)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVROQAP

GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFETISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK

34
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TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Khéng thé
B (Chudi
nang,
IgG1KOb)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLOQ
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

35

Khéng thé
C (Chudi
nhe)

DIQMTOQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWFQ
QKPGKAPKLLIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDFATYYCQORTFYPYTFGGGTKVEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

36

Khang thé
C (Chudi
ndng,
IgG1KO)

OVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGENIKDYYVHWVKQAP
GOGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFOQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

37

Khang thé
C (Chudi
nanga
IgGl)

OVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGENIKDYYVHWVKQAP
GOGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

38

Khéng ﬂ;lé
C (Chuoi
nang, [gG4

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKOQAP
GOGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGOQGTLVTVSSASTKG

39
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DM) PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDH
KPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPS
SIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTV
DKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Khang thé | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKOAP 40
C (Chudi | GQGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
nang, LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGOQGTLVTVSSASTKG

IgG1KOb) | PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Theo mot vai phuong 4n, doan lién két khang nguyén c6 thé, vi du, phong bé su
ting sinh hodc mat khac lam nging sy phat trién cta té bao hodc giy ra su suy yéu, chét,
hoic néi cach khac su suy yéu ciia nd, vi du, thong qua sy lién két v6i khang nguyén bé
mit CD40. Vi du, trong céc khdi u 4c tinh cla té bao T va B, cac tac dung khang khdi u
(vi du sy lam ngling sy phat trién c¢6 hodc khdng cé su suy yéu té bao hoic giy co ché
gy chét té bao theo chuong trinh) thudong dan dén khi cac t& bao 4c tinh dugc phoi
nhiém véi sy kich thich dan dén sy hoat héa cac té bao lympho binh thudong. Su lam
ngimg su phét trién do sy hoat hoa nay gdy ra dugc quan sat boi cac tin hiéu thong qua
c4c thy thé khang nguyén hodc cac thu thé ddng kich thich (tham khao, vi du: Ashwell et
al., 1987, Science 237:61; Bridges et al., 1987, J. Immunol. 139:4242; Page and
Defranco, 1988, J. Immunol. 140:3717; and Beckwith et al., 1990, J. Natl. Cancer Inst.
82:501). Su kich thich CD40, 1a két qua ciia lién két dic hiéu boi khang thé hodc phdi tir
hoa tan, (rc ché sy phat trién cia u lympho té bao B (tham khao, vi du: Funakoshi et al.,
1994, Blood 83:2787-2794). Céc chat trc ché sy phat trién cta té bao 4c tinh theo cach
nay va cé thé duogc dinh huéng chéng lai khang nguyén bé mat CD40 1a cac vi du vé cac

chét thich hop.

Céc chit dic hidu CD40 gdm doan lién két khang nguyén cta khang thé khang
CD40 dugc 1am tuong thich véi ngudi lién két véi CD40 (vi du, CD40 & ngudi hodc bién
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thé ctia n6). Céc chat dic hiéu véi CD40 va cac khang thé c6 thé tiy ¥ dugc lién hop véi
hoac dung hop véi chét gy doc té bao hoic chét tri liéu hoa hoc. Theo céac khia canh
trong d6 khang thé duoc 1am tuong thich véi nguoi lién két v6i khang nguyén bé mit
CD40 va gay ra sy suy yéu ctia cac loai té bao biéu hién CDA40, su lién két thudng dugce
mo ta bang cach dua tré lai té bao khang nguyén bé mit CD40 in vivo. Cac chét lién két
thich hop lién két khang nguyén CD40 bing 4i luc va/hogc 4i tinh du dé chét ddc higu
CD40 hitu ich 1am chét trj liéu bing céc huéng t6i muc dich dic hiéu té bao biéu hién

khang nguyén.

Theo mot vai khia canh, khéang thé duoc lam twong thich v4i nguoi lam gidm lién
két ctia phéi tir CD40 véi CD40 béi it nhét 45%, boi it nhit 50%, boi it nhat 60% hogc
boi it nhit 75% hoiic it nhat 80%, hodc it nhit 90%, hoic it nhit 95%.

Theo mdt sb phuong 4n thuc hién, cac khang thé khang CD40 dugc 1am tuong
thich v6i ngudi, gdm cac doan lién két khang nguyén cla chiing, nhu cac mién bién dbi
chudi nhe va chudi ning, bao gdm trinh ty axit amin cla cac gbc ¢6 ngudn gbe tir cac
CDR khang thé A (trinh tu chudi ning = SEQ ID NO.27; SEQ ID NO.28; SEQ ID
NO.29 hoic SEQ ID NO.30; trinh tu chudi nhe = SEQ ID NO.26), khang thé B (trinh tu
chudi ning = SEQ ID NO.32; SEQ ID NO.33; SEQ ID NO.34; hodc SEQ ID NO.35;
trinh tu chudi nhe = SEQ ID NO.31) va khang thé C (trinh tu chudi ning = SEQ ID
NO.37; SEQ ID NO.38; SEQ ID NO.39 hodc SEQ ID NO.40; trinh tu chudi nhe = SEQ
ID NO.36;) dugc md ta theo séng ché & trén va cac gbc axit amin c6 ngudn gbc tlr cac
ving khung cta globulin mién dich & ngudi. Cac khang thé khang CD40 dugc lam tuong
thich v&i ngudi tiy ¥ gdm su thay thé axit amin dic hiéu trong cdc vang khung lién tng

hoic dong gdc.

Su thay thé dic hiéu trinh tu axit amin trong cac vi tri khung nay c6 thé cai thién
cac khia canh khac nhau vé kha nang cua khang thé gém i luc va/hodc do 4n dinh lién
két, rric}t 14n nita duoc chiing minh trong cac khang thé duoc 1am twong thich v&i nguoi
duoc tao thanh béi "su trao ddi truc tiép" cuia cac CDR hodc HVL thanh cac vung khung

dong goc & ngudi, nhu dugc chi ra trong cac vi du dudi déy.

Theo mot s& phuong 4n thuc hién, sing ché md ta cac khang thé don dong véi cac
trinh tu chudi ning (VH) néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.4 va cac trinh tu
chudi nhe (VL) néu trong SEQ ID NO.5 dén SEQ ID NO.8 (tham khao cac Bang 1 va 2
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¢ trén). Trinh ty CDR cta cdc khang thé chudt nay dugc chi ra trong cac Bang 3 va 4 dat
cac CDR nay vao cac FR trong cac vung bién dbi chudi ning va chudi nhe lién tng &

nguoi s€ thu dugc cac khang thé duoc 1am tuong thich v6i nguoi hitu ich theo sang ché.

Theo mot sb phuong an thuc hién cu thé, khang thé khang CD40 dugc lam tuong
thich v6i ngudi theo sang ché bao gdm it nhat mot mién bién d6i chudi nang hodc chudi
nhe bao gém cac CDR hodc HVL cua cac khang thé don dong & chudt nhu dugce chi ra
trong c4c Bang tir 1 dén 4 & trén va cc FR ciia cac mién bién ddi chudi ning va chudi
nhe dong gbc & ngudi. Theo cdc phuong 4n minh hoa, cac khang thé duoc lam tuong
thich véi nguoi dugce tao ra theo sang ché 1a: Khang thé A, Khang thé B va Khéng thé C
va céc trinh tu chudi ndng va chudi nhe khac nhau twong tu duogc chi ra trong sb céac trinh

tu néu trong SEQ ID NO:26 dén SEQ ID NO:40.

Theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé dugc du tinh ring c6 trinh tw chudi ning
¢6 trinh tu bt ki trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ
ID NO:29 hodc SEQ ID NO:30 két hop véi trinh tu chudi nhe 13 trinh tu néu trong SEQ
ID NO:26. Céc khang thé khac bao gdm cac khang thé ¢ trinh tu chudi ning néu trong
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34 hodc SEQ ID NO:35, két hop véi trinh
tu chudi nhe néu trong SEQ ID NO.31. Theo cac phuong an khéc, d& xuét cac khang thé
duoc lam tuong thich véi ngudi ¢6 trinh ty chudi ning néu trong SEQ ID NO:37, SEQ
ID NO:38; SEQ ID NO:39 hoéc SEQ ID NO:40, két hop véi trinh tu chudi nhe néu trong
SEQ ID NO.36.

Céc CDR trong cac trinh tu ndy dugc chi ra trong cic Bang 3 va 4. Theo cac
phuong &n cu thé, du tinh ring c4c khang thé thé kham véi cac ving CDR duoc chuyén
(tac 13, vi du chuyén mot hoac hai CDR cua khang thé A voi CDR tuong tu voi khang

thé C) gitta cac globulin min dich din chimg nay c6 thé thu dugc cac khang thé hitu ich.

Theo céc phuong 4n da biét, khang thé khang CD40 duoc lam twong thich véi
nguoi la doan khang thé. Céc doan khang thé khac nhau thudng dé cép & trén va cac k§
thuat dugc phat trién dé san xut cac doan khang thé. Céac doan c6 thé ¢6 ngudn gbc
thong qua su phén cit khang thé nguyén ven (tham khéo, vi du, Morimoto et al., 1992,
Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117; and Brennan et al., 1985,
Science 229:81). Mit khac, cac doan co thé duoc san xuét truc tiép trong cac té bao chu

tai to hop. Vi du, cac doan Fab'-SH ¢6 thé thu dugc truc tiép tu E. coli va dugc ghép hoa
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hoc tao thanh cic doan F(ab'), (tham khao, vi du, Carter et al., 1992, Bio/Technology
10:163-167). Bang cach tiép cén khac, cac doan F(ab') c6 thé duoc phan lap truc tiép tir
canh truong té bao chu tai td hop. Cac k¥ thuat khic @8 san xuét cac doan khang thé sé& 1o

rang dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Cac phuong an da biét gdbm doan F(ab'"); cua khéang thé khang CD40 dugc lam
twong thich véi nguoi bao gdm trinh tu chudi ngng c6 trinh ty bét ky trong s céc trinh t
néu trong SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28, SEQ ID NO.29 hogc SEQ ID NO.30 két hop
v6i trinh tw chudi nhe néu trong SEQ ID NO.26. Céc khéng thé khac gdm cac khang thé
¢6 trinh tu chudi ning néu trong SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.34 hoac
SEQ ID NO.35, két hop véi trinh tu chudi nhe néu trong SEQ ID NO.31. Theo céc
phuong an khéc, dé xuit cac khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi c6 trinh tu chudi
ning néu trong SEQ ID NO. 37, SEQ ID NO:38; SEQ ID NO:39 hodac SEQ ID NO:40,
két hop vdi trinh tw chudi nhe néu trong SEQ ID NO.36. Céac phuong an nay co thé gdbm

mot khang thé con nguyén ven bao gém F(ab").

Theo mét vai phuong éan, khang thé hogc doan khang thé gdm viing hing dinh lam
trung hoa chirc ning cua thu thé. Ving hing dinh c6 thé tao ra cac dép tmg gay doc té
bao phu thudc khang thé (ADCC), su thuc bao té bao phu thudc khéng thé (ADCP)
va/hodc tinh gdy doc té bao phu thude bd thé (CDC) dbi véi té bao dich biéu hign CD40.
(Céc) mién thy thé c6 thé, vi du, 1a ving Fc trong phan ti Ig. Thong thuong, chét lién két
CD40 phuc hdi va/hodc hoat hda céc té bao mau tréng gay doc té bao (vi du, cac té bao
tiéu diét tw nhién (NK), cac té bao thyc bao (vi du, thuc khuan thé), va/hodc cac thanh
phin bd thé cia huyét thanh).

Mién tac dong ciia khéng thé ¢ thé tir cac loai hodc isotyp dong vat c6 xuong séng
thich hop bét ky. Cac isotyp tir cac loai dong vét khac nhau khéc vé cac kha ning lam
trung gian vai cac chirc ndng cua mién tac dong. Vi du, kha nang cua globulin mién dich
& ngudi lam trung gian CDC va ADCC/ADCP thuong tuong Ung
IgM~IgG1=IgGs>1gG2>1gGs va IgG1~IgGs>IgGy/IgM/IgGs, tuong tng. Cac globulin
mién dich & chudt thong qua CDC va ADCC/ADCP thuong tuong ung
[eM~1gG5>>1gG>1gGa>>1gGr va IgGa>IgGa>1gGi>>IgGs ¢ chudt, tuong ung.
Trong mot vi du khéc, IgGas & chudt thong qua ADCC trong khi cé hai IgG2. va IgM ¢
chuot thong qua CDC.
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Céc cai bién cia khang thé

Céc khang thé khang CD40 dugc lam twong thich v6i ngudi va céc chét c6 thé gdm
c4c cai bién cta khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi nguoi hode doan lién
két khang nguyén cta chung. Vi dy, ¢6 th8 mong mubn dé bién dbi khang thé dbi voi
chrc nang cua mién tac dong, dé lan ting tinh c6 hiéu luyc cia khing thé trong diéu tri
bénh ung thu. Mat cai bién nay 12 su dua vao (cac) gbc xystein vao vung Fe, nhd d6 cho
phép su tao thanh lién két disulfua lién chudi trong ving ndy. Do d6, khing thé
homodime dugc tao ra c6 thé 6 kha nang tiép thu dugc cai thién va/hodc su tiéu diét té
bao thong qua bd thé ting va/hodc tinh gdy doc té bao phu thuje khang thé (ADCC).
Tham khao, vi du, Caron et al., 1992, J. Exp Med. 176:1191-1195; and Shopes, 1992, J.
Immunol. 148:2918-2922. Cé4c khang thé homodime c¢6 hoat tinh chéng khéi u tang cao
ciing c6 thé dugc didu ché bang cach st dung céac mébi lién két chéo hai chic ning khac
loai nhu dugc mo ta trong Wolff et al., 1993, Cancer Research 53: 2560-2565. Mit khac,
khang thé c6 thé duogc thiét ké dé chira cac viung Fc kép, 1am ting su tiéu b thé va cac
kha ning ctia ADCC trong khang thé. Tham khao Stevenson et al., 1989, Anti-Cancer
Drug Design 3: 219-230.

Cac khang thé c6 kha ning dugc cai thién dé hd trg ADCC dugc tao ra béng cach
bién dbi mau glycosyl hoa cua viung Fc ctia chung. Diéu nay la c6 thé ¢6 do su glycosyl
héa khang thé tai gbc asparagin, N297, trong mién Ciz ¢6 lién quan dén su tuong tac
gitra céc thu thé 1gG va Fey 1a didu kién trude hét véi ADCC. Cac dong té bao chu duoc
thiét k& dé biéu hién cac khang thé véi su glycosyl hoa dugc bién ddi, nhu N-
axetylglucosamin c4t doi tang hoic fucoza khir. Sy khir fucoza tao ra sy tang cuong 16n
hon dbi vé6i hoat tinh cia ADCC so véi su ting khi c6 mat N-axetylglucosamin chia doi.
Hon nfta, su ting cuong ADCC bdi cac khang thé fucoza thip doc 1ap véi hién tuong da

hinh cua FcyRIIla V/F.

Su bién d6i trinh tu axit amin trong ving Fc cla cac khéng thé 1a su bién dbi nho
su thiét ké glycosyl héa dé 1am tang ADCC. Vi tri lién két trén IgG; & nguoi danh cho
céc thu thé Fey duoc xéac dinh bang phép phan tich dot bién & mitc cao. Didu nay din dén
su tao ra cac khang thé IgG1 duoc lam twong thich véi nguoi boi cac dot bién Fc lam
tang ai luc lién két dbi v6i FeyRIITa va lam taing ADCC trong phong thi nghiém. Thém

vao dé, cac bién thé Fc thu dugc béi cac cach hoan vi khéc nhau cua cac dic tinh lién
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két, vi du, lién két duoc cai thién véi céc thu thé FeyR ddc hiéu véi lién két khong thay

dbi hodc duge giam bot vé6i cac thu thé FeyR khac.

Mot khia canh khac gdm cac lién hop mién dich gdm khang thé duoc lam twong
thich v6i ngudi hodc cac doan ciia ching dugc lién hop véi véi chit gay doc té bao nhu
chét hoa hoc tri liéu, ddc td (vi du, doc td hoat hoéa enzym co nguén géc tr vi khuén,
ndm, thuc vat, hoic dong vat, hodc cic doan cta chung), hodc isotop phong xa (tc 1a,

mot lién hgp phong xa).

Céc chat hoa hoc tri liéu hitu ich ddi véi su tao ra cac lién hop mién dich nay dugc
mo ta & trén. Céc doc td c6 hoat tinh enzym va céc doan cia ching c6 thé duoc st dung
dé tao thanh cac lién hop mién dich hitu ich gém chudi A bénh bach cau, cac doan hoat
hoéa khong lién két c6 doc td bénh bach cAu, chudi A ngoai ddc td (tr Pseudomonas
aeruginosa), chudi A chét rixin, chudi A abrin, chudi A modexin, alpha-sarxin, cac
protein Aleurites fordii, cAc protein dianthin, cdc protein Phytolaca americana (PAPI,
PAPII, va PAP-S), chat Gc ché Momordica charantia, curxin, crotin, chit ac ché
Sapaonaria officinalis, gelonin, mitogelin, restrictoxin, phenomyxin, enomyxin,
tricothexen, va céc chit twong tu. Cac nuclit phong xa khac nhau c6 s&n dé san xuét cac
khéng thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi nguoi dugc lién hop phong xa. Céc vi

d‘.l g6m 212Bi, 131L 131111, 90Y, va 186Re.

Céc lién hop cta khéang thé khang CD40 dugc 1am tuong thich v6i nguoi va tinh
gdy doc té bao hodc chit hoa hoc tri liéu c6 thé duoc tao thanh béi cac phuong phap da
biét, st dung cac chat ghép cip protein hai chirc khac nhau nhu N-sucxinimidyl-3-(2-
pyridyldithiol) propionat (SPDP), iminothiolan (IT), cac dAn xuét hai chirc ctia imidoeste
(nhu dimetyl adipimidat HCL), cac este hoat héa (nhu disucxinimidyl suberat), aldehyt
(nhu glutareldehyt), cac hop chét bis-azido (nhu bis (p-azidobenzoyl) hexanediamin), cac
din xuét cua bis-diazoni (nhu bis-(p-diazonibenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat (nhu
toluen 2,6-diisoxyanat), va cac hop chat clo c6 hoat tinh bis (nhu 1,5-diflo-2,4-
dinitrobenzen). Vi du, doc t& mién dich rixin c6 thé duoc diéu ché nhu dugc md ta trong
Vitetta et al., 1987, Science 238:1098. Axit 1-isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen
triaminpentaaxetic dugc danh diu Cacbon-14 (MX-DTPA) la mot chét tao chelat minh
hoa cho su lién hop cia nucleotit phéng xa véi khang thé. Cac lién hop cling ¢6 thé tao

thanh béi mdi lién két c6 thé phan cit.
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Theo mot phuong an khéac, khiang thé ¢6 thé duoc lién hop v6i mot "thu thé" (nhu
streptavidin) dé st dung trong chién luoc tién dich cua khdi u. Theo phuong phép nay,
lién hop khéang thé-thu thé dugc str dung cho bénh nhan, sau d6 béng cach loai bo su lién
hop khong lién két tir su tudn hoan st dung chit 1am sach va sau d6 st dung mot "phdi
tir" lién két chon loc véi thu thé (vi du, avidin), phéi tir duoc lién hop véi chit gay doc té

bao (vi du, nuclit phéng xa).

Céc khang thé khang CD40 dugc lam twong thich véi ngudi theo séng ché ciing c6
thé dugc bao ché duéi dang cac liposom mién dich. Liposom chita khang thé dugc didu
ché boi cac phwong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat, nhu dugc md ta trong Epstein et
al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688; Hwang et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:4030; va US 4.485.045 va US 4.544.545. Liposom c6 thoi gian tudn hoan ting
duoc bdc 19, vi du, trong US 5013556.

Céc liposom dic biét hitu ich co thé duoc tao ra bang phuong phap bay hoi pha déo
v6i ché phdm lipit bao gdm phosphatidylcholin, cholesterol va phosphatidyletanolamin
¢6 ngudn gbc tir PEG (PEG-PE). Liposom dugc déy ra théng qua cac bd loc c6 kich
thudce 15 xac dinh dé thu dugc céc liposom c¢é dudng kinh mong mubn. Cac doan Fab ctia
khang thé theo séng ché ¢6 thé duge lién hop véi cac liposom nhu duge md ta trong
Martin et al., 1982, J. Biol. (Chem. 257:286-288 thong qua phan ung twong tac disulfua.
Chét hoa hoc tri liéu (nhu doxorubixin) thuong duge chira trong liposom. Tham khéo, vi

du, Gabizon et al., 1989, J. National Cancer Inst. 81(19):1484.

Céc khang thé duoc mo ta va boc 1 theo sang ché ciing c6 thé duoc sir dung trong
cac phuong phap ADEPT (tri liéu véi tién dugc chit enzym truc tiép khang thé) bang
cach lién hop khang thé v6i enzym hoat hoa tién duoc chét bién dbi tién duge chét (vi
du, chit hoa hoc trj lidu peptidyl), thanh thude chéng ung thu hoat héa. Tham khao, vi
du, WO 81/01145, WO 88/07378, va US 4.975.278. Thanh phﬁn enzym cua lién hop
mién dich hitu ich d6i véi ADEPT 1a mot enzym c6 kha ning tac dung 1én tién dugc chit
theo cach nay dé bién d6i né thanh dang giy doc té bao, hoat hoa hon ctia né. Cac enzym
dic hiéu hitu ich trong ADEPT gbm, nhung khong giéi han vé&i, phosphataza kiém dé
bién ddi cac tién dugc chéit chira phosphat thanh céc thudc tu do; arylsulfataza dé bién
@di cac tidn duoc chét chira sulfat thanh cac thube ty do; xytosin deaminaza dé bién doi

5-floxytosin khong gdy doc thanh thudc chdng ung thu, 5-flouraxil; proteaza, nhu seratia
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proteaza, thermolysin, subtilisin, carboxypeptidaza, va cathepsin (nhu cathepsin B va L),
dé bién ddi cac tién duoc chit chira peptit thanh thubc tu do; D-alanylcarboxypeptidaza,
d8 bién ddi cac tién dugc chat chira cic phan tr thé axit amin D; cdc enzym cét
carbohydrat nhu B-galactosidaza va neuraminidaza @ bién ddi cac tién duoc chit duoc
glycosyl hoa thanh thudc tu do; B-lactamaza @8 bién ddi cac thubc co ngudn gbe tir B-
lactam thanh thudc tu do; va penixilin amidaza, nhu penixilin V amidaza hodc penixilin
G amidaza, @ bién ddi thudc c6 ngudn gbc tlr cac nito amin cta ching boi cic nhém
phenoxyaxetyl hodc phenylaxetyl, twong ung, thanh cac thudc tr do. Mit khéc, cac
khéng thé c6 hoat tinh enzym ("abzym") c6 thé duogc stt dung dé bién ddi thanh cic thube
¢6 hoat tinh ty do (tham khéo, vi du, Massey, 1987, Nature 328: 457-458). Cac lién hop
Khéng thé-abzym c6 thé duoc diu ché theo cac phwong phdp da biét dé phan phdi
abzym vao tap hop té bao khdi u, vi du, bang cach lién két cong hoa tri enzym véi khang
thé khang CD40 duoc 1am tuong thich v6i ngudi/cc chit phan tng lién két chéo hai
chirc niang khac loai dugc théo luén & trén. Mat khac, céc protein dung hop gém it nhét
mot ving lién két khang nguyén cua khang thé theo sang ché dugc lién két v6i it nhat
mdt bd phan hoat hoa chirc ning cua enzym nhu duge mo ta & trén cd thé duoc thiét ké
br:ing cach st dung cac k¥ thudt ADN tai td hop (tham khao, vi du, Neuberger et al.,
1984, Nature 312:604-608).

Theo cac phuong an nhit dinh, c6 thé mong mudn dé st dung doan khang thé
khang CD40, khac v6i khang thé con nguyén ven, dé lam tang sy thdm nhép vao khéi u,
vi du. N6 ¢6 thé mong mudn dé bién dbi doan khang thé dé 1am ting chu ky ban thai cta
huyét thanh cta né. Diéu nay co thé dat duoc, vi du, béng cach két hop epitop lién két
thu thé ctru ho vao doan khang thé. Theo mot phuong phap, ving thich hop cua doan
khéng thé c6 thé bi anh hudng (vi du, dugc dot bién), hodc epitop ¢6 thé duge két hop
thanh thé peptit sau d6 dugc dung hop thanh doan khang thé tai ddu hodc & giita, vi du,
nhd sy tong hgp ADN hoic peptit. Tham khéo, vi du, WO 96/32478.

Theo cac phuong an khéc, bao gdm ca cac bién dbi cong hoéa tri cua khang thé
khang CD40 dugc lam tuong thich véi ngudi. Cac bién dbi cong hoa tri gdm su bién d6i
cac gbe xysteinyl, céc gbc histidyl, lysinyl va céc gbc dau amino, cac gbc arginyl, gbc
tyrosyl, cdc nhom bén carboxyl (aspartyl hodc glutamyl), gbc glutaminyl va asparaginyl,
hodc céc gdc seryl, hodc threonyl. Loai khic cla bién d6i cong hoéa tri gdm co glycosit

ghép cip héa hoc hodc enzym véi khéng thé. Cac bién dbi nay c6 thé dugc tién hanh b
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su tdng hop héa hodc hoic sy phan cit hoa hoc hodc enzym khéang thé, néu thich hop.
Céc loai bién d6i cong hoéa tri khac ctia khang thé c6 thé duoc dua vao phan tir nhd phan
tng v6i cac gde axit amin dinh huéng cua khéng thé vé6i chét tao dan xut hitu co c6 kha

ning phan tmg véi cac chudi bén dugce chon hodc cac goc dau amino- hodc carboxy-.

Su loai bd cac gbe carbohydrat bit ky c6 trén khéng thé ¢6 thé dugc hoan thién vé
héa hoc hodc enzym. Su khtr glycosyl héa hoc hoc duge mo ta béi Hakimuddin et al.,
1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52 va béi Edge et al., 1981, Anal. Biochem.,
118:131. Su phén cit enzym ctia cac gbc carbohydrat trén cac khang thé c6 thé dat duoc
bang cach sit dung cic endo- va exo-glycosidaza khic nhau nhu dugc md ta boi

Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol 138:350.

Loai bién d6i cong hoa tri hitu ich khac bao gdm sy lién két ciia khang thé v6i mot
trong cac polyme khdng c6 protein khac nhau, vi du, polyetylen glycol, polypropylen
glycol, hodc polyoxyalkylen, theo cach thic dugc dua ra trong mét hodc nhiéu US

4640835, US 4.496.689, US 4.301.144, US 4.670.417, US 4791192 va US 4.179.337.
Céac bién thé 1am tuong thich véi ngudi va trinh ty axit amin

Céc bién thé ciia trinh tu axit amin cta khang thd khang CD40 c6 thé dugc diéu ché
bing cich dwa vao nucleotit thich hop thay ddi thanh ADN ctia khéng thé khang CD40,
hodic béi su tdng hop peptit. Céc bién thé nay gdm, vi du, loai b tlr, va/hodc chén vao
va/hodc thé, cac gbe trong céc trinh ty axit amin cua chc khang thé khang CD40 trong
cac vi du theo sang ché. Su két hop bét ky cta su loai bo, sy chén, va su thé duoc tién
hanh dé tao ra san phdm thiét ké cubi cung, dé xuét ring san pham thiét ké cudi clng
mang cac dic tinh mong mudn. Su thay dbi axit amin cling c6 thé 1am thay ddi cac quy
trinh sau dich ma cua khang thé khang CD40 bién thé hoic dugc 1am tuong thich véi

ngudi, nhu su thay dbi s6 lugng hodc vi tri cia cac vi tri glycosyl hoa.

Phuong phép hitu ich dé nhan biét cac gbc nhét dinh hodc cc ving trong khang thé
khang CD40 1a cac vi tri dugc uvu tién dé gdy ra dot bién dugc goi 1a "su gay dot bién
quét alanin," nhu dugc md td boi Cunningham va Wells (Science, 244:1081-1085
(1989)). Do @do, gbc hogc nhém cac gdc dich dugc nhan biét (vi du, cac géc duoc nap
nhu arg, asp, his, lys, va glu) va dugc thay thé boi axit amin tich dién 4m hodc trung hoa
(thuong 1a alanin) dé tac dong dén su twong tic clia céc axit amin v6i khang nguyén

CD40. Céc vi tri clia axit amin trén ching minh tinh nhay cam vé chirc ning v6i cac
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phén tt thé khi duoc tinh ché bing cach dua vao cac khang thé khac tai, hodc véi, cac vi
tri thé. Do dé, trong khi vi tri dua sy bién ddi cua trinh tu axit amin dugc dinh trudc, ban
chét cta su dot bién thuc chit khong can duge dinh trude. Vi du, dé phén tich hi¢u sut
ctia dot bién tai vi tri da biét, su sang loc alanin hodc su gay dot bién ngiu nhién duoc
tién hanh tai codon hodc viing dich va céc bién thé cua khang thé khang CD40 dugc biéu

hién duoc sang loc doi véi hoat tinh mong mudn.

Trinh tu axit amin chén vao gdm cac dung hop dAu amino- va/hoic dau carboxyl-
sip xép theo chidu dai tir mot gbc dén cac polypeptit chira mot tram hodc nhiéu hon cic
géc, cling nhu cac doan chen bén trong trinh tu cua cac géc axit amin don hodc nhiéu
gbc axit amin. Cac vi du vé céc doan chén ddu gdm khang thé khing CD40 dugc dung
hop véi dudi epitop. Cac bién thé chén khac cua phén tir khang thé khang CD40 gdm
doan dung hop v6i du N- hoic C-ciia khang thé khang CD40 ctia enzym hogc polypeptit
lam tang chu ky bén thai cua huyét thanh trong khéng thé.

Loai bién thé khac 1a bién thé thé axit amin. Cac bién thé nay c6 it nhat mot gbe
axit amin trong phéan to khang thé khang CD40 duoc loai bo va gbe khac duge chén vao
vi tri ctia né. Cac vi tri ¢6 mdi quan tim nhidu nhét 13 sy gy dot bién thé gdm céc viing
bién thé cao, nhung cac bién ddi FR ciing duoc sy tinh. Céc phﬁn tt thé bao thu dugc chi
ra trong Bang 5 dudi ti€u @& "céc phan tir thé dugc wu tién". Néu céc phén tir thé nay dan
dén su thay dbi v& hoat tinh sinh hoc, thi céc thay d6i dang ké hon, duge goi 1a "cac phén
tr thé minh hoa", hodc nhu dugc mo ta thém dudi day dbi véi cac 16p axit amin, c6 thé

dugc dua vao va cac san pham duogc sang loc.

Bang 5
Géq ban Céc phan tir thé minh hoa Cac phan tir
dau thé duoc vu
tién

Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gln; his; asp, lys; arg gln
Asp (D) glu; asn glu
Cys (C) ser; ala ser
Gln (Q) asn; glu asn
Glu (E) asp; gin asp
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Gly (G) ala ala
His (H) arg; asn; gln; lys arg
Ile (I) leu; val; met; ala; phe; norleucine leu
Leu (L) ile; norleucine; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) tyr; leu; val; ile; ala; tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Tep (W) | tyr; phe tyr
Tyr (Y) phe;trp; thr; ser ' phe
Val (V) leu; ile; met; phe ala; norleucine leu

Hoa protein, thuong duogc chép nhin cac dic tinh sinh hoc ctia khéng thé c6 thé
duge hoan thanh bing cach chon loc cic phan tir thé khac déng ké so vdi tac dung cua
ching d6i véi su duy tri (a) cAu triuc cta khung polypeptit trong ving cta phén tir thé, vi
du, nhu hinh dang tim hodc dang xoan b¢, (b) su nap hoic tinh ky nuéc cua phan tir tai
vi tri dich, hodc (¢) kich thudc cua chudi bén. Céac géc xuét hién tu nhién duoc chia

thanh céc nhém trén co s cac dic tinh chudi bén phd bién:

(1) tinh ki nuée: norleuxin, met, ala, val, leu, ile;

(2) tinh wa nudc trung tinh: cys, ser, thr;

(3) tinh axit: asp, glu;

(4) tinh bazo: asn, gin, his, lys, arg;

(5) cac gbe anh hudng dén sy dinh hudng clia chudi: gly, pro; va

(6) tinh thom: trp, tyr, phe.

Cac ph'?m ttr thé khong bao toan s€ can su trao d6i mot bo phan trong mot trong cac
16p nay véi 16p khéc. |

Géc xystein bat ky khong bao gdm su duy tri hinh dang thich hop cta khang thé

khang CD40 bién ddi hoic duge lam twong thich v6i ngudi cling co thé dugc thé, néi

chung 12 véi serin, dé cai thién dd 6n dinh oxy hoa cuia phén tir, ngin chin lién két chéo
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khac thudong, hodc tao ra cac diém duoc thiét 14p cua su két hop véi hop chit gay doc té
bao hodc kim té bao. Nguoc lai, (c4c) lién két xystein c6 thé dugc bd sung vao khang thé
dé cai thién do 6n dinh cua né (cu thé 1a trong d6 khang thé 12 doan khang thé nhu doan

Fv).

Loai bién thé thay thé gdm su thé mot hodc nhidu gbe ving bién thé cao ciia khang
thé gbc (vi du, khang thé & ngudi hodc dugc lam twong thich v6i nguoi). No6i chung,
(cac) bién thé tao thanh dugc chon dé phat trién thém s& duoc cai thién cdc dic tinh sinh
hoc twong tng v6i khang thé gbc tir khi ching duoc tao ra. Cach thuén loi dé tao ra cac
bién thé thé nay la su thudn thuc vé ai luc str dung sir dung su boc 10 thé thuc khudn. Mot
cach vén tit, mot vai vi tri trong ving bién d6i cao (vi du, cac vi tri 6-7) dugc gdy dot
bién dé tao ra tit ca céc ph?ln ttr thé axit amin c6 thé c6 tai mdi vi tri. Céc bién thé cua
khang thé da tao ra duoc boc 16 theo kiéu don tri tir cac phﬁn tir thuc khudn thé dang soi
nhu sy dung hop vé6i san pham gen III cia M13 dugc bao boc bén trong mdi phan tir.
Céc bién thé dugc boc 16 thé thuc khuén sau d6 sang loc hoat tinh sinh hoc cta chung (vi
du ai luc lién két). DPé nhan biét cac vi tri trong vung bién thé cao cua ddi tugng duoc lua
chon dé bién ddi, su gay dot bién quét alanin co thé duoc tién hanh dé nhan biét cac géc
ving bién thé cao gop phan dang ké vao lién két khang nguyén. Mit khéc, hodc thém vao
d6, n6 c6 thé c6 loi d& phan tich cAu tric tinh thé ctia phirc hgp khédng nguyén-khang thé
dé nhan biét cac diém tiép xtc gitta khang thd va CD40 & nguoi. Cac gbc tiép xuc nay va
cac gbe 1an can 1a cac d6i tuwong dugc lya chon dé thé theo céc k¥ thuat dugc noi thém
chi tiét theo sang ché. Mot 14n nita c4c bién thé nay dugc tao ra, mot nhom cac bién thé
phu thudc vao sy sang loc nhu duge md ta theo sang ché va cac khang thé c6 cac dic tinh
cao hon trong mdt hodc nhiéu thr nghiém c6 lién quan c6 thé phu thudc vao sy phat
trién.

Loai bién thé ciia axit amin khic cua khang thé thay dbi mau glycosyl hoa ban dAu
ctia khang thé. Bang céch "bién d6i" c6 nghia 12 x6a bd mot hodc nhiéu gbc carbohydrat
duoc tim thiy trong khang thé, va/hodc bd sung mdt hoic nhiéu vi trf glycosyl hoa khong

c6 trong khang thé.

Theo mot vai phuong an thuc hién, cé thé mong muén dé bién dbi cac khang thé
theo sang ché dé bd sung vao céc vi tri glycosyl. Su glycosyl héa cac khang thé thuong

duoc lien két véi N hodc lién két véi O. Pugc lién két N d& cép dén sy gin gbe
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carbohydrat vao mach bén cua gbc asparagin. Céc trinh tu tripeptit asparagin-X-serin va
asparagin-X-threonin, trong d6 X 1a axit amin bét ky ngoai trir prolin, 13 cac trinh tw nhén
dién su gin enzym cla gdc carbohydrat véi chudi bén asparagin. Do do6, sy c¢6 mit cla
c4c trinh tu tripeptit ndy trong polypeptit tao ra vi tri glycosyl héa c6 higu lyc. Glycosyl
héa dugc lién két O @& cap dén sy gin mot trong cac dudng N-axeylgalactosamin,
galactoza, hodc xyloza véi axit hydroxyamino, serin hodc threonin phé bién nhit, mac du
5-hydroxyprolin hodc 5-hydroxylysin cling c6 thé duoc str dung. Do do6, dé glycosyl hoa
protein da biét, vi du, mot khang thé, trinh tu axit amin cta protein dugc thiét ké dé chira
mot hodc nhidu trinh tu tripeptit duge md td & trén (voi cac vi tri glycosyl hoa duge lién
két N). Su bién ddi ciing c6 thé duoc tién hanh bang cach bd sung, hodc thay thé, mot
hozc nhiéu cac gdc serin hodc threonin vao trinh tu ciia khang thé gdc (d6i v6i cac vi tri

glycosyl héa dugc lién két O).

Céc phén tir axit nucleic ma hoa cac bién thé cua trinh tu axit amin trong khang thé
khang CD40 dugc didu ché béi cdc phwong phap khac nhau da duge biét trong linh vuc
k¥ thuéat. Cac phuong phap nay gbm, nhung khdng gi¢i han v6i, su phan 14p tr ngudn tu
nhién (trong truong hop cac bién thé cua trinh tu axit amin xudt hién tu nhién) hodc su
didu ché boi su gy dot bién dugc trung gian boi oligonucleotit (hodc duge dinh hudng
vi tri), su gdy dot bién PCR, va su giy dot bién caset ctia bién thé duoc diéu ché sém hon

hodc phién ban khong phai bién thé cia khang thé khang CD40.
Polynucleotit, vecto, cac té bao chu va cac phuong phép tai t6 hop

Cac phuong an thyc hién khac bao gdm céc polynucleotit dugc phan 1ap bao gdm
trinh tu ma hoa khang thé khang CD40 dugc 1am twong thich véi ngudi, vecto, va cac té
bao cht bao gdm céc polynucleotit, va cac k§ thudt tai t6 hop dé san xuét khang thé dugc
lam tuong thich véi ngudi. Cac polynucleotit dugce phén 1ap c6 thé ma hoa dang mong
mudn bat ky cta khang thé khang CD40 gdm, vi du, céc khéng thé don dong toan bd
chiéu dai, cac doan Fab, Fab', F(ab'), va Fv, cac khang thé dac hiéu kép tai td hop, cac
khang thé tuyén tinh, cdc phan tir khang thé chudi don, va cac khang thé da dic hi¢u

duoc tao thanh tir cac doan khéng thé.

Mot vai phuong an gbm céc polynucleotit duge phén 1ap bao gdm céc trinh ty ma
hoa khang thé hoic doan khéng thé c6 trinh tu axit amin ving bién dbi chudi ning co

trinh tu bét ky néu trong SEQ ID NO. 1 dén SEQ ID NO.4, SEQ ID NO:27, SEQ ID
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NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.33, SEQ ID
NO.34, SEQ ID NO.35, SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.39, hodc SEQ ID
NO. 40. Mdt vai phuong an gdm céc polynucleotit dugc phan 1ap bao gbm céc trinh tu
ma héa khang thé hodc doan khang thé ¢6 trinh tu axit amin mién bién ddi chudi nhe ¢c6

trinh tuy néu trong SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.31, hodc SEQ ID NO.36

Theo mot khia canh, (c4c) trinh tw polynucleotit dugc phan 18p ma hoa khang thé
ho#ic doan khang thé c6 ving bién d6i chudi ning va ving bién ddi chudi nhe bao gdm
céc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:27 va SEQ ID NO:26, twong tng; SEQ ID
NO:28 va SEQ ID NO:26, twong tng; SEQ ID NO:29 va SEQ ID NO:26, tuong ung;
SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO:26, twong tng; SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:31, twong
tng; SEQ ID NO:33 va SEQ ID NO:31, twong tmg; SEQ ID NO:34 va SEQ ID NO:31,
tuong Gng; SEQ ID NO:35 va SEQ ID NO:31, twong Gng; SEQ ID NO:37 va SEQ TD
NO:36, tuong ung; SEQ ID NO:38 va SEQ ID NO:36, twong ung; SEQ ID NO:39 va
SEQ ID NO:36, twong tng; SEQ ID NO:40 va SEQ ID NO:36, tuong Gng.

(Céac) polynucleotit bao gdm trinh tw ma héa khéang thé khang CD40 duoc lam
twong thich véi nguoi hodc doan hodc chudi cua ching c6 thé dugc dung hop véi mot
hogc nhidu trinh tu didu hoa hodc trinh tw diéu khién, nhu duoc bién trong linh vuc k§y
thuat, va c6 thé chira trong céc vecto bidu hién thich hop hogc té bao chii da dugc biét
trong linh vuc k¥ thuét. Mai phan tir polynucleotit ma hoa céac mién bién d6i chudi ning
hoic chudi nhe cé thé doc lap dugc dung hop thanh trinh tu polynucleotit ma hoa mién
hang dinh, nhu mién hing dinh & ngudi, c6 kha ning san xuét cac khang thé con nguyén
ven. Noi cach khac, cac polynucleotit, hodc cac phan cua ching, c6 thé dugc dung hop

clng nhau, tao ra miu d€ sén xuat khang thé chudi don.

V6i su san xuét tai té hop, polynucleotit ma hoa khang thé duoc chén vao vecto tai
ban dé tach dong (su phong dai cia ADN) hodic dé biéu hién. Nhidu vecto thich hop dé
biéu hién khang thé tai t6 hop sin c6. Cac thanh phan vecto thudng gbm, nhung khong
gidi han véi, mot hodc nhiéu trinh ty sau: trinh tu tin hiéu, nguén géc cua su tai ban, mot
ho#c nhiéu gen chi thi, yéu td cua ving ting cuong, ving khoi dong, va trinh tu két thuc
phién ma.

Céac khang thé khang CD40 dugc lam twong thich véi ngudi cling c6 thé dugc san

xuit dudi dang cic polypeptit dung hop, trong d6 khang thé dugc dung hop vai

-64-



25207

polypeptit khac loai, nhu trinh tu tin hiéu hodc cac polypeptit khac ¢6 vi tri phan cit dic
hiéu tai ddu amino cia protein hodc polypeptit truong thanh. Trinh ty tin hiéu khac loai
duoc lua chon thuong 13 trinh tw dugc nhan dién va duge xit 1y (tirc la duoc phén cat boi
peptidaza tin hiéu) bang té bao chil. Véi cic té bao chu nhéan so khong duge nhan dién va
Xt 1y trinh tu tin hi¢u khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi ngudi, trinh tu
tin hiéu c6 thé dugc thé boi trinh ty tin hiéu cta té bao nhan so. Trinh tu tin hiéu c6 thé,
vi du, 1a phosphataza kiém, penicilinaza, lipoprotein, cic ving dan diu enterotoxin IIlén
dinh nhiét, va cac vung tuong tu. DPéi v6i su bai tiét cia nAm men, trinh tu tin hiéu tyu
nhién c6 thé duge thé, vi du, véi trinh tu dan dau thu duoc tir nhén té alpha invertaza &
ndm men (gdm cac trinh ty din dAu nhan t6 o ctia Saccharomyces va Kluyveromyces),
axit phosphataza, C. albicans glucoamylaza, hodc tin hiéu dugc md td trong
WO090/13646. O cac té bao dong vat c6 vii, cac trinh tu tin hidu cua dong vat c6 vu cling
nhu trinh tu dan dau kich thich bai tiét & virut, vi dy, tin hiéu gD bénh rdp da khong dau,
¢ thé duge st dung. ADN v6i ving tién chét nay duoc ndi trong khung doc mé voi

ADN ma hoa khang thé khang CD40 dugc 1am tuong thich véi nguoi.

Cac vecto biéu hién va céc vecto tach dong chira trinh ty axit nucleic ¢6 thé 1a
vecto tai ban trong mot hodc nhiéu té bao chil dugc chon. N6i chung, trong cac vecto
tach dong trinh tw nay 1a trinh tw c6 kha nang lam vecto téi ban doc 1ap voi ADN nhiém
_séc thé vat cha, va gém cac nguén géc cua su tai ban hodc cac trinh tyu tai ban ty tri. Cac
trinh ty nay da duoc biét boi céc vi khuén khac nhau, nAm men, v virut. Nguf“)n géc cua
sy tai ban tir plasmit pBR322 thich hop véi hiu hét vi khudn Gram-am, ngudn gbc
plasmit 2-v thich hop cho nAm men, va cac ngudn gde virut khac nhau (SV40, polyoma,
adenovirut, VSV, va BPV) hitu ich véi cac vecto tdch dong trong cac té bao cia dong vat
c¢6 va. N6i chung, ngudn gbc ciia thanh phén tai ban khong can khong can thiét v6i cac
vecto biéu hién & dong vat c6 vu (nguén géc SV40 thuong co thé duoc st di_mg chi vino

chua trinh tu khéi dau sém).

Céc vecto biéu hién va tach dong c6 thé chira gen ma hoda chi thi ¢é thé chon loc dé
dé dang nhan biét su biéu hién. Céc gen chi thi c6 thé chon loc dién hinh m4 héa protein
truyén tinh khang khang sinh hodc céc ddc td khac, vi du, ampixilin, neomyxin,
methotrexat, hodc tetraxyclin, hodic ndi cach khac, 1a cac thiéu hut dinh dudng thu dong
ciia bd thé, hoac theo cac cach khac bd sung cac chit dinh dudng dic trung khong co

trong mdi truong phitc hop, vi du, gen ma héa D-alanin raxemaza cua Bacilli.
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Mot vi du cda so dd chon loc st dung thube lam ngung sy phat trién cta té bao chu.
Cac té bao khac duoc bién ddi thanh cong boi gen khéc loai tao ra protein mang tinh
khang thubc va do d6 tdn tai ché do chon loc. Cac vi du v& su chon loc chiém wu thé sir
dung cac thudc neomyxin, axit mycophenolic, va hygromyxin. Céc chi thi c6 thé chon
loc phd bién véi cac té bao dong vat c6 vu 1a céc chi thi c6 kha ning nhan biét cac té bao
¢6 hiéu lyc hép thy axit nucleic ma héa khéng thé khang CD40 dugc lam twong thich véi
ngudi, nhu DHFR (dihydrofolat reductaza), thymidin kinaza, metalothionein-I va -II
(nhu cic gen metallothionein & dong vét linh trudng), adenosin deaminaza, ornithin
decarboxylaza, va cac khang thé twong tu. Cac té bao duoc bién ddi boi gen chon loc
DHFR ban diu dugc nhén biét bang cach cdy tat ca céc thé bién nap trong moi truong
nudi cdy chira methotrexat (Mtx), chét dbi khang canh tranh cia DHFR. Té bao chii thich
hop khi DHFR loai dai dugc st dung trong dong té bao budng trang ctia chudt dong
Trung qubc (CHO) thiéu hut vé hoat tinh DHFR (vi dy, DG44).

No6i cach khac, cac t& bao chi (dic biét 1a cac vat chu kiéu dai chira DHFR noi
sinh) dwoc bién dbi hodc dugc bién dbi dong thdi béi céac trinh tw ADN ma hoa khang
thé khang CD40, protein DHFR loai dai, va chi thi c6 thé chon loc khic nhu
aminoglycosit 3'-phosphotransferaza (APH), ¢6 thé dugc chon bing cac phét trién té bao
trong mdi trudong chira chit chon loc véi chi thi ¢6 thé chon loc nhu thube khang sinh
aminoglycosidic, vi du, kanamyxin, neomyxin, hodic G418. Tham khao, vi du US

4965199.

Trong d6 su san xuét tai t8 hop dugc tién hanh trong té bao ndm men dudi dang té
bao chu, gen TRP1 c¢6 trong plasmit ndm nen YRp7 (Stinchcomb et al., 1979, Nature
282: 39) ¢6 thé dugc st dung 1am chi thi chon loc. Gen TRP1 tao ra chi thi chon loc cho
chung dot bién cta nidm men thiéu kha ning dé phat trién trong tryptophan, vi du, ATCC
S 44076 hoiac PEP4-1 (Jones, 1977, Genetics 85:12). Sy ¢6 mit cia thuong tén trpl
trong bd gen t& bao chi ndm men tao ra méi trudng hitu hiéu dé phat hién su su bién ddi
béi su phat trién khi khong c6 tryptophan. Twong tu, cac ching nidm men thiéu Leu2p

nhu ATCC 20622 va 38626 dugc bd sung boi cac plasmit da biét mang gen LEU2.

Thém vao do, cac vecto c¢6 ngudn goc tir 1,6um plasmit vong pKD1 c¢6 the dugce su
dung dé bién d6i ctia nam men Kluyveromyces. Mit khéc, h¢ thong bi€u hién deé san xuat

véi quy md 16n chymosin tai td hop & bé duge bao cdo véi K. lactis (Van den Berg,
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1990, Bio/Technology 8:135). Céc vecto biéu hién nhiéu ban sao 6n dinh dé bai tiét
albumin huyét thang ngudi tai t& hop truong thanh bdi céc chung cong nghiép cia

Kluyveromyces ciing dugc boc 10 (Fleer et al., 1991, Bio/Technology 9:968-975).

Céc vecto biéu hién va tach dong thudng chira trinh tu khéi dau duoc nhan dién boi
sinh vat chil va dugc lién két hiéu qua vé6i phan tir axit nucleic ma hoa khang thé khang
CD40 hoic chudi polypeptit ctia chung. Cac trinh tu khoi dAu thich hop dé sir dung cac
vat chu 12 t& bao nhan so gdm trinh tu khéi diu phoA, cac hé théng khoi dau B-lactamaza
va lactoza, phosphataza kiém, hé théng trinh tw khéi dau tryptophan (trp), va cac trinh tu
khoi dau lai nhu trinh tu khéi ddu tac. Céc trinh tw khéi dau vi khudn di biét khac ciing
thich hop. Céc trinh tu khoi dAu st dung trong hé thdng vi khuén ciing s& chua trinh tu
Shine-Dalgamo (S.D.) dugc lién két hiéu qua véi ADN ma héa khéng thé khang CD40

dugc lam twong thich véi nguoi.

Nhiéu trinh ty khéi dau cta té bao nhan thuc da biét. Hau nhu tit ca cac gen té bao
nhan thuc cé vung giau AT dugc dinh vi khoang tir 25 dén 30 bazo nguoc chiéu tir vi tri
trong d6 su phién méa duoc bt dAu. Trinh ty khic duge tim thdy tir 70 dén 80 bazo
nguoc chidu tir khi bit ddu phién ma cua nhiéu gen 12 ving CNCAAT trong d6 N ¢6 thé
1a nucleotit bat ky. Tai ddu 3' ciia hiu hét cac gen té bao nhén thuc 12 trinh ty AATAAA
¢6 thé 1a tin hiéu dé bd sung dudi poly A vao diu 3' clia trinh tw ma héa. Tét ca céc trinh

tu nay duoc chén thich hgp vao cac vecto bicu hién ctia t€ bao nhan thyc.

Céc vi du v& céc trinh tu khéi dong thich hop dé str dung béi cac vat chu ndm men
gdm trinh tu khéi dau véi 3-phosphoglyxerat kinaza hodc cac enzym phan hily duong
khic, nhu enolaza, glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza, hexokinaza, pyruvat
decarboxylaza, phosphofructokinaza, glucoza-6-phosphat isomeraza, 3-phosphoglyxerat
mutaza, pyruvat Kinaza, triosephosphat isomeraza, phosphoglucoza isomeraza, va

glucokinaza.

Trinh tu khéi dau cam ung dugc co uu diém khac cua su phién ma duogc kiém soat
boi cac didu kién phat trién. Trinh tu khéi d4u nay gdm cac viung trinh tu khoi d4u nim
men danh cho dehydrogenaza 2 rugu, isoxytocrom C, phosphataza axit, cAc enzym dan
xuét c6 lién quan dén su chuyén héa nito, metallothionein, glyxeraldehyt-3-phosphat
dehydrogenaza, va cac enzym chiu trach nhiém dé st dung maltoza va galactoza. Cac

vecto thich hgp va trinh tu khoi ddu st dung trong su biéu hién ndm men dugc md ta
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thém trong EP 73657. C4c ving ting cuong ndm men dugc st dung c6 loi véi cac trinh

tu khoi dau cia nam men.

Su phién ma khang thé khang CD40 dugc lam twong thich véi ngudi tir vecto trong
céc té bao vat chu cua dong vat c6 va dugce kiém soat, vi du, béi cac trinh tu khéi dau thu
dugc tr cdc bd gen cua virut nhu virut polyoma, virut fowlpox, adenovirut (nhu
Adenovirut 2), virut u nha ctia bo, virut xacém & chim, xytomegalovirut, retrovirut, virut
viém gan B va Virut khi 40 (SV40), tir c4c trinh tu khéi dau ¢ dong vat c6 vi khac loai,
vi du, trinh ty khéi ddu actin hogc trinh ty khéi ddu globulin mién dich, hodc tir trinh tyr
khéi dau sbe nhiét, tao ra cac trinh tu khoi dau nay co thé tuong thich véi cac hé théng té

bao chu.

Céc trinh tu khoi diu sém va mudn cta virut SV40 thu dugc mot cach thuén loi
dudi dang doan gidi han SV40 cling chira virut SV40 ngudn géc cua su tai ban. Trinh tu
khéi ddu sém trung gian cia xytomegalovirut & ngudi thu duge mot cach thuén loi dudi
dang doan gi¢i han HindIII E. H¢ théng biéu hién ADN trong cac vat chui dong vat c6 vi
st dung virut u nhd & bd duéi dang vecto dugc bdc 10 trong Don Xin cép Pat. S6 Sb
4419446. Sy cai bién hé théng nay dugc boc 1o trong US 4601978. Tham khdo thém
Reyes et al., 1982, Nature 297:598-601, boc 10 su biéu hién p-interferon cADN & nguoi
trong céc té bao chudt dudi su kiém soat trinh tu khéi dau kinaza thymidin tir virut bénh
rdp da khong dau. Noi cach khéc, su ldp lai phfm cudi dai virut xacdm rous c6 thé duoc

str dung lam trinh ty khéi dau.

Bo phén hitu ich khac c6 thé duoc st dung trong vecto biéu hién téi t6 hop la trinh
tu ving tang cuong, dugc st dung dé l1am tang su phién md ADN ma hoa khéng thé
khang CD40 dugc lam tuong thich véi nguoi boi cac té bao nhan thuc cao hon. Nhidu
trinh tu ting cudng di dwoc biét tir cac gen & dong vat c6 va (vi dy, globin, elastaza,
albumin, a-fetoprotein, va insulin). Tuy nhién, thong thuong, ving ting cudng tir virut té
bao nhan thuc duoc st dung. Cac vi du gdm ving ting cudng SV40 mudn co ngudn gbc
tai ban (bp 100-270), ving ting cuong cua trinh ty khoi diu sém, ving ting cudng
polyoma trén phia cham c6 ngudn gbc tai ban, va cac ving ting cudng adenovirut. Tham
khao Yaniv, 1982, Nature 297:17-18 vé su mo ta cac yéu td tang cuong dé hoat hoéa céc

trinh tu khéi ddu cua té bao nhan thuc. Ving ting cudng c6 thé duoc ghép vao vecto tai
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vi tri 5' hodc 3' véi trinh ty ma hoa khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich voi
nguoi, nhung t6t hon 1a duoc dinh vi tai vi tri 5' tir trinh tu khéi dau.

Céc vecto biéu hién duoc st dung trong cac té bao chu nhén thuc (ndm men, ndm
mbc, con trung, thuc vat, dong vat, nguoi, hodc cac té bao c6 nhan tir c4c sinh vat da bao
khac) cling co thé chtta céc trinh tu can thiét cho su két thuc su phién ma va dé &n dinh
mRNA. Cac trinh ty ndy thuong co sén tr 5' va, doi khi 1a 3', cac vaung khong dugc dich
mi ctia cdc ADN hodc cADN cua té bao nhan thuc hoic virut. C4c ving ndy chira cac
doan nucleotit duoc phién ma duéi dang cac doan dugc polyadenyl hoa trong phén
khéng dugc dich md cia mRNA mi hoa khang thé khang CD40. Mot thanh phan két
thic phién ma hitu ich 13 ving polyadenyl héa sinh truong & bo. Tham khao
W094/11026 va vecto biéu hién theo sang ché. Theo mot vai phuong an thuc hién, céc
khéang thé khang CD40 duoc 1am twong thich véi ngudi ¢6 th8 duoc bidu hién bang cach
st dung hé théng CHEF. (Tham khao, vi dy, US 5888809; phn mb ta dugc két hop dé
tham khao theo sang ché.)

Céc té bao chu thich hop dé tach dong hoic biéu hién ADN trong cac vecto theo
sang ché 1a céc té bao nhan so, nAm men, hoic cic té béd nhén thuc bac cao dugc mo ta
& trén. C4c té bao nhan so thich hop v6i muc dich nay gdm vi khudn thyc, nhu céc sinh
vat Gram-am ho#c Gram-duong, vi du, Enterobacteriaceae nhu Escherichia, vi du, E.
coli, Vi khuén trong rudt, Erwinia, Vi khuén gram am, Amip, khudn Salmonella, vi du,
Salmonella typhimurium, Serratia, vi du, Serratia marcescans, va Shigella, cling nhu
Bacillus nhu B. subtilis va B. licheniformis (vi du, B. licheniformis 41 P dugc bdc 10
trong DD 266710, 12/04/1989), Pseudomonas nhu P. aeruginosa, va Streptomyces. Mot
vat chu tach dong E. coli dugc uwu tién 1a E. coli 294 (ATCC 31,446), mic du cac ching
khac nhu E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31,537), va E. coli W3110 (ATCC 27,325)
thich hgp. Céc vi du nay dung d8 minh hoa nhiéu hon 1 dé gi6i han.

Cong thém céc vi khuan nhan so, té bao nhan thuc nhu ndm soi hoidc nidm men
thich hop véi céc vat chu biéu hién hodc tach dong vé&i cac vecto ma héa khang thé
khang CD40 dugc l1am tuong thich v6i ngudi. Saccharomyces cerevisiae, hodc nim men
banh mi néi chung, duoc st dung phd bién nhét duge st dung trong sb cac vi sinh vat
chu t& bao nhan thuc béc thip. Tuy nhién, sd lugng gidng khac, loai, va cac ching c6 sén

phd bién va hitu ich theo sang ché, nhu cac vat chi Schizosaccharomyces pombe;
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Kluyveromyces nhu, vi du, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC
16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum
(ATCC 36,906), K. thermotolerans, va K. marxianus; yarrowia (EP 402,226); Pichia
pastors (EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244,234); Neurospora crassa;
Schwanniomyces nhu Schwanniomyces occidentalis; va ndm soi nhu, vi du, cac té bao
chit Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, va Aspergillus nhu A. nidulans va A.

niger.

Céc té bao chu thich hop d& biéu hién khang thé khdng CD40 dugc lam tuong thich
véi nguoi dugce glycosylat hoa co ngudn gde tlr cac sinh vat da bao. Céc vi du vé céc té
bao cia loai khong xwong séng gdm céc t& bao thuc vat va cac té bio con tring, gbm, vi
du, nhiéu ching baculovirut va céc bién thé va cac té bao chu con tring tiy ¥ twong Gng
nhu Spodoptera frugiperda (sdu budém), Aedes aegypti (mudi), Aedes albopictus (mubi),
Drosophila melanogaster (rudi gidm), va Bombyx mori (tim). C4c chung virut khéc nhau
dé gay nhiém c6 san, vi du, bién thé L-1 ctia Autographa californica NPV va chung Bm-
5 ctia Bombyx mori NPV, va céc virut nay ¢6 thé dugc st dung, dic biét 1a dé gdy nhiém

céc té bao Spodoptera frugiperda.

Céc gibng té bao thuc vat cia bong, ngd, khoai tdy, d4u tuong, di yén thao, ca

chua, va thudc 14 cling ¢6 thé dugc st dung lam céc vt chu.

Theo mot khia canh khéc, su biéu hién khang CD40 duogc lam twong thich véi
nguoi duge tién hanh trong cac té bao ciia dong vat c6 xuong séng. Su nhan gidng cac té
bao dong vat c6 xuong song trong canh truon (canh trudong mo) da tro thanh quy trinh va
k§ thuat thong thudng c6 sin rong rdi. Céc vi du v& c4c dong té bao chii dong vat c6 va
hitu ich 1a dong CV1 than khi dugc bién dbi béi SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651), dong
phoi than & ngudi (céc té bao 293 hoic 293 duge tao cdc dong phu cho sy phat trién
trong canh truong huyén phti, (Graham et al., 1977, J. Gen Virol. 36: 59), cic té bao than
chudt ddng so sinh (BHK, ATCC CCL 10), cac té bao budng tring chudt ddng Trung
Quéc/—DHFRl (CHO, Urlaub et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216; vi du,
DG44), cac té bao sertoli & chudt (TM4, Mather, 1980, Biol. Reprod. 23:243-251), cac té
bao than & khi (CV1 ATCC CCL 70), céc té bao than khi xanh Chau phi (VERO-76,
ATCC CRL-1587), céc té bao ung thu biéu mé c¢b & ngudi (HELA, ATCC CCL 2), céc
té bao than ché (MDCK, ATCC CCL 34), c4c té bao gan & chudt trau (BRL 3A, ATCC
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CRL 1442), c4c té bao phdi ngudi (W138, ATCC CCL 75), céc té bao gan nguoi (Hep
G2, HB 8065), khéi u va & chuét (MMT 060562, ATCC CCL51), céc té bao TR1
(Mather et al., 1982, Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68), cac té bao MRC 3, cac té bao
FS4, va dong ung thu gan & nguoi (Hep G2).

Céc té bao chu dugc bién nap véi cac vecto tach dong hodc biéu hién duoc mb ta &
trén v6i su san xuét khang thé khang CD40 dugc 1am twong thich v6i ngudi va duoc chy
trong moi truong dinh dudng thong thuong dugce bién dbi thich hop dé tao ra trinh tu
khéi du, chon loc thé bién nap, hodc khuéch dai cac gen ma hoa céc trinh ty mong

muon.

Céc té bao chu duge s dung dé tao ra khang thé khang CD40 dugc lam tuong
thich v&i nguoi duge mod ta theo sang ché co thé dugc ciy trong mdi trudng khac nhau.
MBoi truong c6 ban trén thi truong nhu Ham's F10 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo.),
Minimal Essential Medium ((MEM), (Sigma-Aldrich Co.), RPMI-1640 (Sigma-Aldrich
Co.), va Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Sigma-Aldrich Co.) thich hgp
dé cly céc té bao chi. Thém vao do, b4t ky mdi truong nao duge mo ta trong mot hodc
nhiéu Ham et al., 1979, Meth. Enz. 58: 44, Barnes et al., 1980, Anal. Biochem. 102: 255,
US 4767704, US 4657866, US 4.927.762, US 4.560.655, US 5122469, WO 90/103430,
va WO 87/00195 ¢6 thé duoc st dung lam moi trudong nudi cdy danh cho cac té bao chu.
MBoi truong bat ky trong s6 cac méi trudng ndy cb thé dugce bd sung cac hormon va/hodc
cac yéu t6 sinh trudng khac (nhu insulin, transferin, hodc yéu t6 sinh truéng biéu bi), cac
mubi (nhu natri clorua, canxi, magie, va phosphat), cic dém (nhu HEPES), nucleotit
(nhu adenosin va thymidin), cac thudc khang sinh (nhu gentamixin), cic nguyén t6 vi
lugng (dugc dinh rd dudi dang cac hop chat vo co thuong ngédn can tai néng do cudi
cung trong khoang micromol), va glucoza hodc ngudn ning luong twong dwong néu can
thiét. Cac phan bd sung khic ciing c6 thé gdm vé6i ndng o thich hop s& dugc biét boi
ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac diu kién nudi cdy, nhu
nhiét do, pH, va céc diéu kién tuong tu, 1a céc diéu kién duoc st dung trudc diy boi té
bao chii duge chon loc dé biéu hién, va s& rd rang v6i ngudi 6 hiéu biét trung binh trong

linh vuc k¥ thuat nay.

Khi st dung céac k¥ thuat tai td hop, khang thé c6 thé duge san xudt ndi bao, trong

khe quanh té bao chat, hoic dugc tiét ra truc tiép vao moi truong. Néu khang thé duoc
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tao ra ndi bao, cac t& bao co thé bi pha vo dé giai phong protein nhu bude thir nhét.
Manh v& dang hat, hodc cac té bao chu hoic cac doan phan giai, c6 thé duoc loai bo, vi
du, bang cach ly tdm hoic siéu loc. Carter et al., 1992, Bio/Technology 10:163-167 md ta
quy trinh phan 14p céc khang thé duoc tiét ra vao khe quanh té bao chét cta E. coli. Tém
lai, hdn hop té bao duoc 1am tan khi c6 mit natri axetat (pH=3,5), EDTA, va
phenylmetylsulfonylflorua (PMSF) trong khoang thoi gian 30 phat. Méanh vun té bao c6
thé dugc loai bo bang cach ly tAm. Trong d6 khang thé duoc tiét ra vao moi truong, phan
ndi trén mit tir cac hé théng biéu hién nay ban dau thuong dugc co dic béng cach su
dung may loc ndng do protein c6 ban trén thi trudng, vi du, bd phan siéu loc Amicon
hodc Millipore Pellicon. Chét wrc ché proteaza nhu PMSF c6 thé gdm buéde bét ky trong
sb céc bude trude dé e ché sy phan gii protein va céc thudc khang sinh c6 thé dugc
gbdm dé ngan chin sy phét trién cta cac tap chit ngiu nhién. Cac phuong phéap khéac nhau

c6 thé duge st dung dé phan 1ap khang thé tir té bao chi.

Ché phim khang thé dugc didu ché tir cac té bao c6 thé duge tinh ché bang cach st
dung, vi du, phuong phép sdc ky hydroxylapatit, dién di trén gel, thAm tach, va sdc ky 4i
luc, v6i phuong phép sic ky 4i luc 1a ky thuat tinh ché dién hinh. Sy thich hgp cua
protein A 1a phéi tir 4i lyc phu thudc vao loai va isotyp clia mién Fc globulin mién dich
bét ky c6 trong khing thé. Protein A c¢6 thé dugc st dung dé tinh ché céc khang thé trén
co s& cac chudi ning gamal, gama2, hodc gama4 6 nguoi (tham khao, vi du, Lindmark
et al., 1983 J. Immunol. Meth. 62:1-13). Protein G dugc dua ra voi tAt ca céac isotyp &
chudt va véi gama3 & ngudi (tham khao, vi du, Guss et al., 1986 EMBO J. 5:1567-1575).
Chét nén vé6i phéi tir 4i luc duoc gén thuong xuyén nhét 13 agaroza, hon 1a céc chét nén
khac c6 sin. Céac chét nén dn dinh co hoc nhu thuy tinh 15 rdng dugc kiém soat hodc
poly(styrendivinyl)benzen cho phép luu lugng nhanh hon va thoi gian xt ly ngin hon c6
thé dat duoc bing agaroza. Trong d6 khing thé bao gdm mién Crs, nhya Bakerbond
ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.I.) hitu ich d& tinh ché. Céc ky thuat khac dé tinh
ché protein nhu su cAt phéan doan trén cdt trao dbi ion, su két tua etanol, HPLC pha déo,
phuong phap sdc ky trén silic dioxit, phwong phap sdc ky trén heparin SEPHAROSE™
trén nhua trao ddi anion hodc cation (nhu ¢dt axit polyaspartic), sdc ky tap trung, SDS-

PAGE, va su két tia amoni sulfat cling phu thudc san c6 vao khang thé duoc thu lai.

Sau (c4c) budc tinh ché ban du bat ky, hdn hop bao gbm khang thé dang néi dén

va céc tap chit ¢6 thé phu thudc vao phuong phép sdc ky tuong tac ki nuge c¢6 pH thip
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st dung dém rira giai tai pH ndm trong khoang tir 2,5 dén 4,5, thudng duoc tién hanh véi

cac ndng d6 mudi thap (vi du, tir mudi ndm trong khoang tir 0 dén 0,25M).

Ngoai ra cling gdm céc axit nucleic lai gibng duéi cac diéu kién c6 tinh chinh xac
thép, trung binh, va cao, nhu dugc dinh r6 theo sang ché, véi tit ca hoic mot phén (vi du,
phﬁn ma hoa vung bién déi) cua trinh tu nucleotit dugc thé hién bdi (cac) trinh tu
polynucleotit dugc phan lap ma hoéa khang thé hodc doan khang thé c6 mién bién dbi
chudi ning va viing bién ddi chudi nhe bao gdm céc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO.27 va SEQ ID NO.:26, twong ung; SEQ ID NO.28 va SEQ ID NO.26, tuong Gng;
SEQ ID NO.29 va SEQ ID NO.26, twong tng; SEQ ID NO.30 va SEQ ID NO.26, tuong
tmg; SEQ ID NO.32 va SEQ ID NO.31, twong Gng; SEQ ID NO.33 va SEQ ID NO.31,
twong ung; SEQ ID NO.34 va SEQ ID NO.31, twong ung; SEQ ID NO.35 va SEQ ID
NO.31, twong tmg; SEQ ID NO.37 va SEQ ID NO.36, tuong tng; SEQ ID NO.38 va
SEQ ID NO.36, twong ung; SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.36, tuong ung; SEQ ID
NO.40 v SEQ ID NO. 36, twong tng. Phin lai cia axit nucleic lai thuong it nhat bang
15 (vi du, 20, 25, 30 hodc 50) nucleotit v& chidu dai. Phan lai cia axit nucleic lai it nht
bing 80%, vi du, it nhat 90%, it nhit 95%, hodc it nhit 98%, giéng hét trinh ty cia mot
phan hoic tAt ca axit nucleic mi héa polypeptit khang CD40 (vi du, vung bién ddi chudi
nédng hodc chudi nhe), hoic ving bd sung cta no. Sy lai cac axit nucleic thudc loai dugc
mo ta & day cé thé duoc st dung, vi du, duéi dang mau do tach dong, mdi, vi du, mdi

PCR, hodc mau do chan doan.

Mot vai phuong an gdm cac polynucleotit dugc phan 14p gbm céc trinh ty ma hoa
khang thé hoic doan khéang thé c6 trinh tw axit amin ving bién d6i chudi ning c6 do
twong ddng trinh tw it nhét 80%, it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98%, hodc it nhat 99%
s0 v6i trinh ty axit amin ¢6 trinh tu bt ky néu trong SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ
ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID
NO:39, hogic SEQ ID NO:40. Theo mdt sd phuwong 4n bao gdm céc polynucleotit dugc
phan lap gém céc trinh tu ma hoa khang thé hodc doan khéng thé ¢6 trinh tu axit amin
mién bién d6i chudi nhe c6 dd tuong déng trinh tu it nhét 80%, it nhat 90%, it nhét 95%,
it nhat 98%, hodc it nhit 99% so véi trinh ty axit amin ¢6 trinh ty bét ky néu trong SEQ
ID NO:5 dén SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:31 hogc SEQ ID NO:36.
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Theo mot khia canh, (cac) trinh tu polynucleotit dugc phan 1dp ma hda khang thé
hodc doan khang thé c6 mién bién dbi chudi nang va cing bién dbi chudi nhe, mdi ving
gdm mot trinh ty axit amin c6 do twong ddng it nhit 80%, it nhat 90%, it nhat 95%, it
nhét 98%, hodc it nhit 99% so v6i trinh tw axit amin cua khang thé hoic doan khang thé
¢6 mién bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe bao gbm cac trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO.27 va SEQ ID NO.26, tuong 1’mg; SEQ ID NO.28 va SEQ ID
NO.26, twong tng; SEQ ID NO.29 va SEQ ID NO.26, tuong Ung; SEQ ID NO.30 va
SEQ ID NO.26, twong tng; SEQ ID NO.32 va SEQ ID NO.31, twong ung; SEQ ID
NO.33 va SEQ ID NO.31, twong tng; SEQ ID NO.34 va SEQ ID NO.31, tuong Gng;
SEQ ID NO.35 va SEQ ID NO.31, twong tng; SEQ ID NO.37 va SEQ ID NO.36, tuong
trmg; SEQ ID NO.38 va SEQ ID NO.36, tuong tng; SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.36,
tuong tng SEQ ID NO.40 va SEQ ID NO. 36, tuong ung.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén polynuceotit theo mdt phuong 4n
dugc md ta & trén, trong d6 mién bién ddi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe cua
khéang thé hodc doan khang thé dugc ma hoa gém cic trinh ty axit amin c6 dd tuong
ddng it nhat 95%, it nhét 98%, hodc it nhit 99% so véi trinh ty axit amin cla khéng thé
hodc doan khang thé c6 mién bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe bao gdm
céc trinh tu axit amin néu trong, theo mdt phuwong an, SEQ ID NO.27 va SEQ ID NO.26,
twong tng; theo mot phuong an khac, SEQ ID NO.28 va SEQ ID NO.26, tuong tng;
theo mdt phuong 4n khac, SEQ ID NO.29 va SEQ ID NO.26, twong Ung; theo mét
phuong 4n khac, SEQ ID NO.30 va SEQ ID NO.26, twong ung; theo mdt phuong an
khéac, SEQ ID NO.32 va SEQ ID NO.31, tvong ung; theo mdt phuong an khac, SEQ ID
NO.33 va SEQ ID NO.31, tuong rng; theo mot phuong an khac, SEQ ID NO.34 va SEQ
ID NO.31, twong tng; theo mdt phuong an khac, SEQ ID NO.35 va SEQ ID NO.31,
twong ng; theo mdt phuong an khac, SEQ ID NO.37 va SEQ ID NO.36, tuong ung;
theo mdt phuong an khac, SEQ ID NO.38 va SEQ ID NO.36, tuong Ung; theo mot
phuong 4n khac, SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.36, tuong Ung; va theo mdt phuong an
khac, SEQ ID NO.40 va SEQ ID NO. 36, tuong Ung.

Theo sang ché, cac thut ngit "dd twong ddng" hogc "phan trim tuong ddng," trong
ngit canh cia hai hodc nhiéu hon céc axit nucleic hodc trinh tu polypeptit, dé cap dén
mét hodc nhidu trinh ty hogc duéi trinh ty giéng nhau hodc c6 ty 1é phan tram céc

nucleotit duoc dinh 18 ho#ic cdc goc axit amin gidng nhau, khi dugc so sanh va dugce sap
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thing hang dé tdi da hoa sy phu hop. Pé xé4c dinh phén trim ddng nhét, cac trinh tu duge
sip thing hang dé t61 wu cac muc dich so sanh (vi du, cac khoang tréng c6 thé dugc dua
vao trinh tu cda trinh ty axit amin thu nhit hodc trinh ty axit nucleic dé sip thing hang
tdi wu v6i trinh tu axit amin hodc axit nucleic thu hai). Cac géc axit amin hodc nucleotit
tai cac vi tri axit amin hodc vi tri nucleotit twong ing sau d6 dugc so sanh. Khi vi tri
trong trinh tu thit nhét duoc chiém boi géc axit amin hodc nucleotit twong ty nhu vi tri
twong Ung trong trinh ty tht hai, sau d6 céac phén tu gidng nhau tai vi tri do. Phin trim
dbng nhét gitta hai trinh ty 13 chirc ning cia s6 lugng cac vi tri dbng nhét dugc so sanh
bdi cac trinh tu (tic 13, % tuong ddng=# cua cic vi tri tuong ddng/tdng sb # clia cac vi tri
(vi du, céc vi tri chdng 14n)x100). Theo mot vai phwong 4n, hai trinh tu duge so sanh ¢6
chiéu dai bé‘mg nhau sau khi cac khoang tréng dugc dua vao cac trinh tu, néu thich hop
(vi du, loai trur trinh tu bd sung kéo dai theo trinh ty dugc so sanh). Vi du, khi céc trinh
tu vung bién dbi duoc so sanh, c4c trinh tu vang din dau va/hoic ving héng dinh khong
dirgc xem xét. Vi cac phép so sanh trinh ty gitra hai trinh tu, CDR "twong tng" dé cap
dén CDR trong vi tri twong tu trong ca hai trinh tu (vi du, CDR-HI cua mdi trinh ty).

Su x4c dinh phin trim dong nhit hodc phan trim twong ddng giita hai trinh tw c6
thé dugc hoan thién bﬁng cach st dung thuét toédn hoc. Vi du khong gi6i han, dugc uu
tién cua thuat toan hoc dugc st dung dé so sanh hai trinh tu 13 thuét toan cia Karlin va
Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, duoc bién doi trong Karlin va
Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Thuét toan nay dugc két hop
vao céac chuong trinh NBLAST va XBLAST cua Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol.
215:403-410. Cac céch tim kiém nucleotit bdng BLAST c6 thé dugc tién hanh boi
chuong trinh NBLAST, diém=100, do dai chudi ky tu=12, d¢ thu dugc céc trinh tr
nucleotit twong ddéng véi axit nucleic md hoa protein quan tam. Céc cach tim kiém
protein BLAST ¢6 thé dugc tién hanh bsi chuong trinh XBLAST, diém=>50, d6 dai chudi
ky tu=3, dé thu dugc cac trinh tu axit amin déng nhét vé6i protein dang noi dén. Pé thu
duoc cac cach sép xép c6 khoang céch danh cho cdc muc dich so snh, BLAST ¢4
khoang céach cé thé duogc st dung nhu dugc md ta trong Altschul et al., 1997, Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402. Mit khac, PSI-Blast c6 thé duogc st dung dé tao thanh cach
tim kiém 1ap di lap lai phat hién cac mbi lién hé khdng rd rang gitta cac phéan tir (Id.). Khi
st dung BLAST, BLAST c6 khoang céch, va cac chuong trinh PSI-Blast, cac thong s6
xé4c 1ap mic dinh cta cdc chuong trinh twong tng (vi dy, XBLAST va NBLAST) ¢6 thé

-75-



25207

dugc str dung. Vi du khong giéi han, duge uvu tién khac cia thuét toin hoc dugc st dung
dé so sanh cac trinh tu trong thuat toan cua Myers va Miller, CABIOS (1989). Thuét toan
ndy duoc két hop vao chuong trinh ALIGN (phién ban 2.0) 1a mot phén trong goi phén
mém sép thang hang trinh ty GCG. Khi st dung chuong trinh ALIGN dé so sanh céc
trinh tu axit amin, bang gbc trong lugng PAM120, diém phat vé chiéu dai khoang cach
12, va diém phatkhoang céch 4 c6 thé dugc st dung. Céc thuét todn khac dé phan tich
trinh tu d4 biét trong linh vuc k¥ thut va gdm ADVANCE va ADAM nhu duoc st dung
trong Torellis va Robotti, 1994, Comput. Appl. Biosci. 10:3-5; va FASTA dugc mo6 ta
trong Pearson va Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-8. Trong FASTA,
ktup 1a mdt lya chon didu khién dé cai dit tinh nhay cam va tdc d6 cta nghién ciru. Néu
ktup=2, cdc vung tuong tyu trong hai trinh tu dugc so sanh dugc tim thiy bang cdch xem
xét cac cdp chudi dugc sép théng hang; néu ktup=1, céc trinh tu axit amin dugc sép
thing hang don dugc nghién ctu. ktup ¢d thé duoc dat dén 2 hodc 1 véi trinh ty protein,
hodc tir 1 dén 6 véi cac trinh tw ADN. Su x4c 1p mic dinh néu ktup khong dugc dinh rd
1a 2 v6i protein va 6 voi ADN. Mit khac, su sip xép trinh tu protein c6 thé duoc tién
hanh bang cach st dung thuat todn CLUSTAL W, nhu duge md ta béi Higgins et al,
1996, Methods Enzymol. 266:383-402.

Viéc st dung khong nhim muc dich diéu tri bénh

Céc khang thé dugc mo ta theo sang ché hitu ich 1am cac chét tinh ché i luc Trong
quy trinh nay, cac khang thé duoc cb dinh trén pha rin nhu nhuya protein A, st dung cc
phuong phéap da biét trong linh vuc k¥ thuat. Khang thé duge ¢b dinh dugce tiép xtc voi
mau chira protein CD40 (hodc doan cta chung) dugc tinh ché, va do d6 chét hd tro dugc
rira bang dung mdi thich hgp s& co ban loai bd tAt ca vat liéu ngoai trir protein CD40,
duoc lien két voi khang thé c¢b dinh. Cubi cing, chit hd trg dugc rira bang dung moi
thich hop khac s& giai phong protein CD40 khéi khéng the.

Céc khang thé khang CD40 dugc lam twong thich véi nguoi cling hiru ich trong cac
thr nghiém chan doan dé phét hién va/hodc dinh luong protein CD40, vi du phat hién sy
biéu hién ciia CD40 trong cac té bao, md, hodc huyét thanh dic hiéu.

biéu nay s& la mot uwu diém trong mdt vai phuong éan, vi du, danh cho cdc muyc dich
chan dodn dé danh diu khang thé ¢6 gbc c6 thé phét hién. Nhidu cac vi tri danh dau c6

thé phat hién c6 sin, gdm céc ddng vi phong xa, danh d4u huynh quang, danh dau co
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chit enzym va céc cach déanh du twong tu. Vi tri ddnh dAu c6 thé duoc két hop gian tiép
v6i khang thé st dung cac ky thuét da biét khac nhau. Vi du, khang thé c6 thé lién hop
v6i biotin va loai bét ky trong sb ba loai danh diu duoc dé cap O trén co thé duoc lién
hop v6i avidin, hodc nguoc lai. Biotin lién két chon loc véi avidin va do d6, vi tri danh
dAu c6 thé dugc lién hop v6i khang thé theo cach gian tiép nay. Mit khac, dé dat duoc su
lién hop gian tiép ctia vi tri dénh dAu véi khang thé, khang thé c6 thé duogc lién hop véi
hapten nhé (nhu digoxin) va mdt trong céc loai danh diu khac nhau duoc dé cap & trén
duogc lién hop v6i khang thé khang hapten (vi du, khéng thé khang digoxin). Do dd, c6
thé dat duoc su lién hop gian tiép ciia vi tri danh ddu véi khang thé.

Cac cach danh ddu ddng vi phong xa minh hoa gom *°S, 14C, 1%L, *H va 'I. Khang
thé c6 thé duoc danh ddu boi ddng vi phong xa, st dung cac ky thuat duge md ta trong,
vi du, Current Protocols in Imrriunology, Volumes 1 and 2, 1991, Coligen et al., Ed.
Wiley-Interscience, New York, N.Y., Pubs. Tinh phong xa c6 thé duoc do, vi du, béng

may dém xung.

Vi tri d4nh d4u huynh quang minh hoa gbm céc vi tri danh d4u c6 ngudn gbe tir cac
chelat @4t hiém (céc chelat europi) hodc floresxein va cac dAn xuét ctia n6, rhodamin va
cac din xuét ctia nod, dansyl, Lisamin, phycoerythrin, va Texas Red san c6. Cac vi tri
danh dAu huynh quang c6 thé duge lién hop v6i khéng thé thong qua cac ky thuat da biét,
nhu céc k¥ thuat dugce boc 19 trong Current Protocols in Immunology, trudgc day, vi du.

Su phat huynh quang c6 thé dugc dinh luong bing cach sit dung huynh quang ké.

Cé céc vi tri danh dAu co chit enzym da dugc mod ta 1 rang khac nhau da dugc biét
trong linh vuc k§ thuat (tham khao, vi dy, US 4275149 nhu mét bao c40). Enzym thuong
xuc tac su bién dbi héa hoc cia co chét sinh mau c6 thé duoc do béng cach st dung cac
k¥ thuat khac nhau. Vi du, su bién ddi co thé 1a su thay ddi mau sic trong co chéit duogc
do bang phd quang ké. N6i cach khéc, enzym c6 thé bién d6i su phat huynh quang hodc
su phét quang bing phan tng héa hoc cua co chét. Cac k¥ thuat dé dinh lugng su thay
dbi sy phat huynh quang da dugc md ta ¢ trén. Co chit phat quang héa hoc trd nén dugc
kich thich béi dong dién tir bi phan Gng hoa hoc va sau do co6 thé phat ra anh sang c6
thé do dugc, bang cach st dung may do sy phat quang hoa hoc, vi du, hodc truyén ning

lugng cho chit nhan huynh quang.
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Céc vi du v& cac vi tri danh diu enzym gdm luciferaza nhu luciferaza ciia con dom
d6m va luciferaza ctia vi khudn (US 4737456), luxiferin, 2,3-dihydrophtalazindion, malat
dehydrogenaza, ureaza, peroxidaza nhu peroxidaza cu cai ngua (HRPO), phosphataza
kiém, B-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacharit oxidaza (nhu glucoza oxidaza,
galactoza oxidaza, va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza), oxidaza di vong (nhu uricaza
va xanthin oxidaza), lactoperoxidaza, microperoxidaza, va enzym tuong tu. Cac k§ thuat
dé lién hop cac enzym véi cac khang thé dugc mo ta, vi duy, trong O'Sullivan et al., 1981,
Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme
Immunoassay, in Methods in Enzym. (J. Langone & H. Van Vunakis, eds.), Academic
press, N.Y., 73: 147-166.

Céc vi du v& cac td hop enzym-co chét gbm, vi du: peroxidaza cu cai nguwa (HRPO)
v6i hydro peroxidaza la co chét, trong d6 hydro peroxidaza oxy hda tidn dwoc chit
nhudm nhu orthophenylen diamin (OPD) hodéc 3,3',5,5'-tetrametyl benzidin hydroclorua
(TMB); phosphataza kiém (AP) v6i para-Nitrophenyl phosphat 1a co chét sinh mau; va
B-D-galactosidaza (B-D-Gal) voi co chit sinh mau nhu p-nitrophenyl-p-D-galactosidaza
hodc co chit sinh huynh quang 4-metylumbelliferyl-B-D-galactosidaza.

Nhiéu té hop enzym-co chit khac sin c6 boi nhitng nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k§ thuat nay. Véi bao cédo chung cua nhitng t6 hop nay, tham khao US
4275149 va US 4.275.149 va US 4.318.980.

Theo mot phuong an khéc, khang thé khang CD40 dugc 1am twong thich véi ngudi
duogc st dung khong dugce dan nhan va duoc phat hién boi khang thé duogc dan nhan lién

két véi khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi ngudi.

Céc khang thé duge mo ta & day co thé duoc st dung theo phuong phép thir nghiém
da biét bat ky, nhu cac thir nghiém lién két canh tranh, cac thir nghiém kep truc tiép va
gian tiép, va cac tht nghiém két tia mién dich. Tham khao, vi dy, Zola, Monoclonal

Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).
Kit chdn doan

Khang thé khang CD40 dugc 1am twong thich véi ngudi co thé dugc str dung trong
kit chan doan, tirc 13, t6 hop cic chét phan tng dugc dong géi véi cac lugng dinh trude
véi cac chi dAn dé tién hanh thit nghiém chén doan. Trong d6 khang thé duoc dan nhan

bdi enzym, kit c6 thé gdm cac co chat va cac dong yéu to can thiét bdi enzym nhu ti€n
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chét co chét tao ra nhém mang mau hogc chét huynh quang c6 thé phat hién. Thém vao
do, cac chét phu gia khéc co thé duoc gém nhu céc chit 6n dinh, dém (vi du dém khdi
hodc dém phéan gidi), va cac chét tuong tu. Céc lugng tuong d6i chat phan tng khac nhau
6 thé dugc thay ddi nhidu dé tao ra céac chat cd dic trong dung dich chura cac chét phéan
ung co ban tdi vu tinh nhay cam cta tht nghiém. Céc chét phan tng c6 thé duoc tao ra
duéi dang bot khd, thuong dugce lam dong kho, gﬁ“)m cac ta dugc ddi voi sy hoa tan s& tao

ra dung dich c6 ndng do thich hop.
Str dung dé diéu tri bénh

Theo mot phuong én khéc, khang thé khang CD40 dugc 1am twong thich véi nguoi
theo sang ché hitu ich trong diéu tri cac 161 loan khéc nhau c6 lién quan dén su biéu hién

CD40 nhu duge md ta theo sang ché.

Khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi nguoi hodc chit dugc str dung
bang cac phuong phép thich hop, gdm ngoai rudt, dudi da, trong bung, trong phéi, va
trong miii, va, néu mong mudn dé didu tri e ché mién dich cuc bo, stt dung trong thuong
tbn (gdm su truyén dich hodc tiép xtc theo cach khac md ghép v6i khang thé truée khi
ciy ghép). Khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi nguoi hodc chét c6 thé
dugce st dung, vi dy, dudi dang chét 16ng duoc truyén hodc dudi dang tiém bolus. Chét
16ng dugc truyén ngoai rudt gdm viéc sir dung trong co, trong tinh mach, trong dong
mach, trong bung, hodc duéi da. Thém vao do, khang thé khang CD40 duoc lam tuong
~ thich v6i nguoi duge st dung thich hop bang cach truyén mach, cu thé 1a véi cac lidu
dung giam dan cta khang thé. Theo mét khia canh, viéc sit dung theo lidu luong duogc
duara béng cach tiém, tot nhit 12 su tiém trong tinh mach hodc duéi da, phu thude ph?m

nao vao viéc st dung ngan gon hodc man tinh.

Dé ngan chin hoic didu tri bénh, lidu dung thich hop khéang thé s& phu thudc vao
cac nhan t6 khac nhau nhu loai bénh dugc diéu tri, nhu duoc dinh rd & trén, tinh nghiém
trong va dién bién cua bénh, hoic khang thé duoc st dung cho cac muc dich ngén chan
hodc tri lidu, tri liéu trude, tidn sir 1Am sang ctia bénh nhan va dap tmg véi khang the, va
su than trong ctia bac sy didu tri. Khang thé duoc cAp ding lac cho bénh nhan ¢ mot thoi

diém hodc qua nhi€u lan diéu tri.

Phu thudc vao loai va tinh nghiém trong ctia bénh, tir khoang 1ng/kg dén 20mg/kg
(vi du, tir 0,1 dén 15mg/kg) khang thé 1a mot lidu dung dugc dua ra ban dau dé s dung
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cho bénh nhan, hoac, vi du, béng mot hodc nhiéu liéu st dung riéng €, hodc béng cach
truyén lién tuc. Liéu dung hang ngay dién hinh c6 thé nim trong khoang tir 1pg/kg dén
100mg/kg hodc nhiéu hon, phu thudc vao cac nhén td dugc dé clp ¢ trén. Véi cac lan st
dung ldp lai trong cac ngay khéac nhau hodc dai hon, phu thudc vao tinh trang, viéc diéu
_tri dugc duy tri lién tuc cho dén khi sy tc ché céc triéu tr&ng bénh mong mudn xut hién.
Tuy nhién, céc ché do lidu dimg khac c6 thé hitu ich. Sy tién trién cta ligu phap nay dé
dang dugc kidm tra bdi cac ky thuat va phép phan tich thong thudng. Ché do liéu dung
minh hoa 12 ché d6 duogc boc 10 trong WO 94/04188.

Thuét ngt “su e ché” duge stir dung theo sang ché trong ngit canh gidng nhau 1a
“su cai thién” va “lam giam b6t” c6 nghia 1a lam giam b6t mot hodc nhiéu dic tinh cta
bénh.

Ché phim khang thé s& duge bao ché, st dung theo lidu luong, va duge st dung
theo kiéu phu hop véi thuc tién c6 loi trong y hoc. Cac yéu t6 dé xem xét trong ngit canh
nay gém r6i loan cu thé duoc diéu tri, dong vat c6 vu duge diéu tri, tinh trang 1Am sang
cda tung bénh nhin, nguyén nhén ctua r6i loan, vi tri phan phéi cua chét, phuong phap st
dung, 1én ké hoach st dung, va cic yéu t6 khac da dugc biét boi cac bac s§. "Lugng hitu
hiéu tri liéu" khang thé dugc st dung s& duge anh huong boi cac cach xem x¢t nay, va la
luong tdi thiéu cn dé ngén chan, cai thién, hodc didu tri r6i loan c6 lién quan dén su biéu

hién CD40.

Khéng thé can dén, nhung tuy y, khong duogc bao ché b&i mot hoic nhiéu chét hién
nay dugc st dung dé ngan chin hoic didu tri rdi loan dang néi t6i. Lugng hitu hiéu cua
cac chat khac phu thudc vao lugng khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich véi
ngudi cd trong ché phém, loai r6i loan hodc cach didu tri, va céac yéu td khac duoc thao
luan & trén. Cac chét ndy thuong dugc st dung véi cac lidu dung giéng nhau va véi cac
dudng dung nhu dugc st dung dudi day hodc nam trong khoang tir 1 dén 99% liéu ding

dugc st dung cho dén nay.
Céc rdi loan ¢6 lién quan dén CD40

Céc khang thé khang CD40 hodic cac chit hitu ich dé diéu tri hogc ngan chan bénh
ung thu biéu hién CD40 hotc réi loan mién dich duge mo té bang cach biéu hién CD40,
vi du, béng cach hoat hoa khong thich hop céac t& bao mién dich (vi du, cic té bao

lympho hodc té bao hinh tua). Su biéu hién CD40 nay c6 thé 1a do, vi du, muc protein
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CD40 tang cao trén cac té bao bé mit va/hodc tinh khang nguyén bi bién d6i cua CD40
duoc biéu hién. Viéc diéu tri hodc ngan chin 161 loan mién dich, theo cdc phuong phéap
dugc m6 ta & day, dat duge bang cach sit dung cho dbi tuong can diéu tri hodc ngin chin
mdt lugng hitu hiéu khéng thé khang CD40 hodic chat, nho d6 khang thé (i) lién két véi
cac té bao midn dich duoc hoat héa biéu hién CD40 va c6 lién quan dén tinh trang bénh
va (ii) tao ra tinh gdy ddc té bao, tinh kim té bao, hodc su tc ché mién dich tac dong 1én

céc té bao mién dich duoc hoat hoa.

Cac bénh v& mién dich dugc md ta bi sy hoat hoa khong thich hgp cac té bao mién
dich va c6 thé dugc didu tri hodc ngin chin boi cac phuong phap duge md ta theo sang
ché c6 thé dugc phan nhém, vi dy, béi (cac) loai (cac) phan ing qua nhay cam tén tai
duéi rbi loan. Cac phan tng ndy thuong duge phin nhém thanh bbn loai: cac phan g
tinh qua man, c4c phan Gmg gy doc té bao (tiéu té bao), cic phan ting cia phirc hop
mién dich, hodc cic phan tng midn dich dugc trung gian té bao (CMI) (ciing dugc dé
cap dén duéi dang cac phan (ng qua man thudc loai bi tri hodn (DTH)). (Tham khao, vi

du: Fundamental Immunology (William E. Paul ed., Raven Press, N.Y., 3rd ed. 1993).)

Céc vi du dac trung v& cic bénh mién dich nay gdm céc bénh sau: viém khép man
tinh tién trién, bénh 1am mét myelin do tu mién (vi du, da xo cing, viém ndo tiy di tng),
bénh Iy mét do ndi tiét, viém mang gitta va d4y mét, luput ban d6 hé théng, chimg nhuge
co nang, bénh Grave, viém cAu thén, 161 loan gan tu mién, bénh viém rudt (vi du, bénh
Crohn hodc viém lo4t dai trang), phan vé, phan Gmg di ing, hoi chimg Sjogren, bénh tiéu
duong typ I, bénh xo dng mat nguyén phat, Bénh u hat Wegener, rdi loan gy ra dau & co
va khép, viém da co, viém da co, bénh viém co, su héng da ndi tiét, hoi chiing Schmidt,
viém mang mach nho tu mién, bénh Addison, viém tuyén thuong thén, viém tuyén giap,
Viém tuyén gidp Hashimoto, bénh tuyén giap do tw mién, bénh thiéu méu 4c tinh, teo da
day, viém gan man tinh, viém gan dang lupoit, vita xo dong mach, ton thuong luput ban
d6 béan cép da, bénh gidm ning tuyén can giap, hdi ching Dressler, xuat huyét giam tiéu
cu ty mién, ban xuét huyét giam tiéu cdu ty phat, thiéu méau tan huyét bim sinh,
pemphigus thong thudng, pemphigus, viém da dang mun rdp, rung toc ting vung, dang
pemphigus, bénh ciing da, xo cting toan than tién trién, hoi ching CREST (chting ngim
voi, hién tuong Raynaud, loan van dong thuc quan, cing bi ngén), va ching gidn mao
mach), vo sinh do tu mién & nam va nit, viém cot séng dinh khép, viém loét dai trang,

bénh mb klién két tng hop, viém da dong mach rut, viém dong mach hoai tir hé thong,
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viém da co dia, viém miii di (ng, hoi chitng Goodpasture, bénh Chagas, bénh sarcoit, sbt
thip khép, bénh hen, sdy thai dinh ky, hoi chig khang phospholipit, hoi chimg phéi cia
nha néng, hdng ban da dang, hoi ching sau thu thudt md, hoi chimg Cushing, viém gan
C kinh nién, hoi chimg phdi ctia ngudi ban chim, hoai tir thugng bi nhiém ddc, hdi chirg
Alport, ching viém phé nang, ching viém phé nang di Gmg, ting bach cdu 4i toan mau,
bénh k& phéi, ban d6 nbt, bénh mu da hoai thu, phan tng truyén mau, bénh viém dong
mach Takayasu, dau co dang thép, viém dong mach thai duong, bénh san mang, viém
dong mach té bao khéng 16, bénh giun diia, bénh nim aspergilus, hdi chung Sampter,
eczema, bénh bach ciu hat dang lympho, bénh Behcet, hoi ching Caplan, bénh
Kawasaki, bénh sbt xuét huyét, bénh viém ndo va day cot séng, viém ndi mac tim, Xo
héa mang trong tim, viém ndi nhan, ban do ndi cuc rin, bénh vay nén, nguyén héng ciu
huyét tré so sinh, viém bao co bach cAu 4i toan, hoi ching Shulman, hdi ching Felty,
bénh giun chi, viém thé mi, viém thé mi man tinh, viém thé mi khac thoi tri, viém thé mi
Fuch, bénh than IgA, ban xuét huyét Henoch-Schonlein, bénh manh ghép chéng lai ky
chu, su thai loai mo ghép, bénh co tim, hdi chiing Eaton-Lambert, viém da sun tai phat,
cryoglobulin huyét, macroglobulin huyét Waldenstrom, hdi chirng Evan, hdi ching do
mao mach phdi khong phai do tim, viém phéi, réng xuéng, qua man typ mudn va ton

thuong tuyén sinh duc do tu mién.

Do d6, cac phuong phéap dugc mo ta & day bao gbm viéc diéu tri cac rdi loan cua
céc té bao lympho B (vi du, luput ban dé hé théng, hoi chimg Goodpasture, viém Khép
man tinh tién trién, va bénh tiéu dudng typ I), cac té bao lympho Thl (vi du, viém khép
man tinh tién trién, da xo cng, bénh vay nén, hoi chiing Sjorgren, viém tuyén giap
Hashimoto, bénh Grave, bénh xo 6ng mat nguyén phat, bénh u hat Wegener, bénh lao,
hogic bénh méanh ghép chéng lai ky chti), hodc céc té bao lympho Th2 (vi dy, viém da co
dia, luput ban dé hé théng, hen di Umg, viém gidc mac, viém miii di ng, hdi chimg
Omenn, xo cing toan than, hodc bénh manh ghép chdng lai ky chii man tinh). No6i
chung, cac rdi loan gdm cac té bao hinh tua c6 gbém céc rdi loan cia céc té bao lympho
Th1 hoic té€ bao lympho Th2.

Viém khép man tinh tién trién (RA) 1a mot trong cac bénh tu mién viém phd bién
nhét anh hudng dén khoang 1% dan sd. Trong sb cac cach diéu tri hiéu qua (vi du MTX
va céc chit khang TNF) sén c6, cac chét nay ton tai nhu Acﬁu vé thubc 16n chua dat dén,

dic biét 1a ddi véi cac bénh nhan khdng dép Gmg théa dang véi cac liéu phap khang TNF

-82-



25207

(khoang 30% sé bénh nhan). Thém vao d6, trén 50% s6 bénh nhén tir bo viée diéu tri
chit di khang TNF trong khoang thdi gian 5 ndm, chu yéu 1a do céc truong hop bét loi
ma con do sb lugng cac bénh nhan dugc nhén dién cao hon mét 1oi ich tri liéu. Do @6 rét
cAn phai thiét 14p c4c liéu phép hiru hidu dinh huéng dén ching viém va sy phé hity khop
vGi RA nhung khong chi tin vao su tc ché truc tiép TNF. Mot huéng tiép can rit hp din |
1a dinh huéng dén cac con duong té bao dong kich thich. Mot trong céc cdp thu thé-phbi
tir chit yéu dbi véi sy ddng kich thich 14 CD40/CD40L. Hé thong nay cho phép cac tuong
tac gifta cac t& bao mién dich, va gilta céc té bao mién dich va cac té bao khong mién
dich, rit c4 déu quan trong d6i v6i su phét sinh bénh ctia RA. Sy phong bé CD40 bang
khang thé dbi khang theo sang ché c6 thé c6 mdt hodc nhiéu hiéu qua di voi RA nhu

sau:
1) Uc ché sy biét hoa clia té bao B va chuyén isotyp ctia khang thé;

2) Uc ché su san xuét xytokin va chemokin va didu hoa ting cac phan tt dinh trong

céc té bao T va cac dai thuc bao;
3) Uc ché sy hoat héa céc té bao hinh tua; va

4) Uc ché sy san Xuit céc xytokin, chemokin, matrix metalloproteinase,
prostaglandin tién viém, va cac phan tir diéu hoa gidm dbi voi cac té bao khong mién
dich (vi du cac té bao biéu md, mang trong va céc té bao md gitra).

Cac phuong phap dé dat dugc mot hodc nhiéu tac dung trén dugc dy tinh ro rang
theo sang ché. Thém vao RA, céc ché phém theo sang ché s& dic biét hitu ich dé diéu tri
bénh da xo cing, bénh vay nén (gdm bénh viém khép vay nén), viém khép man tinh tién
trién & tré vi thanh nién. Bénh viém rudt, luput ban d6 hé théng, va ghép tang dic. Bénh

viém rudt, luput ban do hé théng, va ghép tang dic.

Viém khop man tinh tién trién (RA) 12 bénh tu midn toan than, man tinh phd bién
khoang 1% & ngudi trudng thanh. Bénh lién tuc gy ra tinh trang 6m yéu dang ké va tur
vong sém (phan 16n 13 tir vong do bénh tim mach ting nhanh). Hi¢n nay d& nhén biét
duoc rang su pha hiy khép xuét hién rat sém trong giai doan bénh 16n hon 30% trong sd
c4c bénh nhan chi ra bang ching chup anh phéng xa sy an mon xuong tai thoi diém chén
doan, ting 1én 60% sau khoang thoi gian 1 ndm. Cac nguyén tic chi dao hién nay dugc
dua ra bat dau bang liéu phép véi céc thudc chéng thip khép thay d6i dugc bénh truyén
thdng (cac DMARD) trong vong 3 thang sau mot phép chn doan chinh xac duoc thiét
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14p. Cac DMARD c6 hiéu luc lam gidm hodc ngin chédn su tén thuong khép hodc bao vé
chitc ning cua khép. Hién nay, methotrexat duoc lua chon cla bic sy chuyén vé thap

khép (MTX) nhu liéu phap DMARD ban d4u dbi véi hau hét cdc bénh nhén.

Cac ¢hit dbi khang TNF etanercept (Enbrel®), infliximab (Remicade®),
adalimumab (Humira®), cht déi khang CTLA4 abatacept (Orencia®), thy thé khang IL-
6 mAD tocilizumab va mAb rituximab khang CD20 (Rituxan®) c6 hi€u qua trong diéu tri
RA. Cac nguyén tic chi dao hién nay thudong dua ra viée sit dung cac DMARD sinh hoc
dé diéu tri RA tich cuc sau dap ting khong thich hop d6i v6i cac DMARD truyén théng.

Céc nghién ctru méi ddy & cac bénh nhan bi RA tdn cong sém ma khong diéu tri
MTX trude chi ra rang sy két hop ciia MTX véi chét déi khang TNF 12 tét hon v6i mdi
bénh nhan khi st dung lidu phap don. Két qua ndi bat nhat 13 loi ich tia X hoc quan trong
ctia liéu phép t& hop. Do do, t6 hop ciia MTX va céc chét e ché TNF nén duoc st dung
trong cac bénh nhéan gap mbi nguy hiém 16n nhan dbi v6i bénh tAn cong va kidu hinh tén
cong (vi du diém tac dung cao, sy suy gidm chiic nang, huyét thanh duong tinh véi yéu
t6 dang thap khép (RF) hodc khéng thé khang peptit citrullin khang vong (CCP), CRP
tdng cao, sy &n mon bang tia X). Tuy nhién, chung t0i biét trude rang trong thuc tién 1am
sang s& hiém thiy céc chat dbi khang TNF dugc st dung lam liéu phap dong thir nhét.
Mot nghién ctu ctia cac bac s¥ chuyén bénh thap khép ctia Hoa Ky dugc tién hanh vao
04/2005 chi ra ring cac yéu t6 anh huéng nhiéu nhit dén quyét dinh dé st dung chat dbi
khang TNF la: sy khong thich hgp cia MTX hodc nhiéu DMARD, hoat dong danh gia
toan ciu cta bac s¥, su suy giam chirc ning, va su trd nén x4u hon hozc in mon cta anh
phong xa. Hién nay, 20% bénh nhan dugc danh gia béi RA tiép nhan liéu phép chét tc
ché TNF & Hoa K3.

Phan trim co ban cla cac bénh nhan RA khong duoc hd tro thich hop béi céc cach
didu tri hién nay gdém cac liéu phap sinh hoc, do tinh khong dung nap thube va doc td
hoic thiéu dap tng. Trén 50% s6 bénh nhan tir bé viée didu tri chat ddi khang TNF trong
khoang thoi gian 5 ndm, chu yéu 1a do céc trudng hop bét loi ma con do sb lugng cac

bénh nhan duoc nhin dién tang cao lam mét dap ting cua ho.

Theo mot vai phuong an, roi loan mién dich 1a rdi loan mién dich dugc trung gian
bai té bao T, nhu roi loan t€ bao T trong d6 cac t€ bao T dugc hoat hoda cé lién quan dén

161 loan biéu hién CD40. Cac khang thé khang CD40 hoac cac chit c6 thé duoc st dung
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dé 1am tiéu cac té bao T dugc hoat héa biéu hién CD40 nay. Theo mot phuong an cu thé,
viée st dung céc khang thé khang CD40 hodc céc chit c6 thé 1am tiéu cac té bao T dugc
hoat hoa biéu hién CD40, trong khi lam ngiing cac té bao T co ban khong bi tiéu huy bdi
chét khang CD40 hodc chét. Trong ngit canh ndy, "co ban khong bj tiéu hiry" c6 nghia 1a
it hon khoang 60%, hodc it hon khoang 70% hodc it hon khoang 80% cac té bao T lam
ngung khong bi tiéu huy.

Céc khang thé khang CD40 va cac chit nhu duge mo ta theo sang ché ciing hitu ich
dé diéu tri hodc ngin chin bénh ung thu biéu hién CD40. Viéc diéu tri hodc ngin chin
bénh ung thu biéu hién CD40, theo céc phuong phép duge mod ta theo sdng ché, dat duoc
bang céach st dung cho d6i tegng can diéu tri hodc ngin ngira mot lugng hitu hiéu khang
thé khang CD40 hodc chét, nhoy d6 khang thé hodc chét (i) lién két véi céc té bao ung thu
bibu hién CD40 va (ii) dua ra hiéu qua gy doc t& bao hogc kim té bao dé tiéu hiy hodc

{rc ché su tang sinh clia cic té bao ung thu biéu hién CDA40.

Céc bénh ung thu biéu hién CD40 c6 thé dwoc diéu tri hodc ngdn chan boi céc
phuong phép dugc mo ta & day gém, vi du, bénh bach ciu, nhu bénh bach ciu cép tinh,
bénh bach cdu lympho bao cip tinh, bénh bach cdu tay bao cép tinh (vi dy, nguyén tuy
bao, tién tiy bao, bénh mau tr{ing, bénh bach ciu don nhan to, hodc ching ting héng-
bach cﬁu), bénh bach cAu man tinh, bénh bach cau tuy bao (bach cau hat) man tinh, hodc
bénh bach cu bach huyét bao man tinh; bénh ting héng cu v can; u lympho (vi dy,
bénh Hodgkin hodc bénh khong phai Hodgkin); da u tiy, macroglobulin huyét
Waldenstrom; bénh chudi ning; céc khéi u rin nhu xacdm va ung thu biéu mé (vi du,
xacdm x0, xacdm niém, xacOm md, xacOm sun, xacOm sinh xuong, xacdm xuong, u
nguyén séng, xacOm mach, xacoOm ndi mo, xacom bach huyét, xacOm ndi mo bach huyét,
u mang hoat dich, u trung biéu mo, khéi u Ewing, xacom co tron, xacom co vén, ung thu
biéu md rudt Kkét, ung thu biéu mo rudt Kkét, ung thu tuyén tuy, ung thu va, ung thu buéng
tring, ung thu tuyén tién liét, xacom té bao hinh vay, xacom té bao dy, ung thu tuyén,
xacOm tuyén md héi, xacoém tuyén ba nhon, xacom hinh nht, ung thu tuyén hinh nhu,
caxinom u tuyén, xacdm tiy xuong, xacom ndy sinh do khong khi di vao cubng phdi,
xacOm té bao than, ung thu gan, xacom 6ng mét, ung thu da con, u tinh, xacoém phoi,
khéi u Wilms, ung thu cd, ung thu da con, khdi u tinh hoan, ung thu biéu md phéi,
xacdm phdi t& bao nhé, xacoHm phbi té bao khong nhé, xacdm bang quang, xacdm biéu

md, u than kinh dém, u bao hinh sao, u nguyén bao tiy, u so hau, u mang ndo that, u
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tuyén ting, u nguyén bao mach méau, u than kinh thinh gidc, u thin kinh dém it nhét, u
mang ndo, khéi u 4c tinh, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao véng mac, ung thu vom

hong, hodc xacdm thuc quan).
Dugc pham va viéc st dung chung

Ché phdm bao gdm chét lién két CD40 (vi du, khang thé khang CD40) c6 thé dugc
st dung cho dbi tuong c6 hodc véi mbi nguy hiém c6 rdi loan mién dich hodc bénh ung
thu bidu hién CD40. Séng ché dé xuét thém viéc st dung chét lién két CD4O.(Vi du,
khéang thé khang CD40) khi san xudt thudc ngan chin hodc diéu tri bénh ung thu biéu
hién CD40 hodc rdi loan mién dich. Thuat ngit "ddi tugng" nhu duge st dung theo sang
ché c6 nghia 1a bénh nhan 1a dong vat c6 va bat ky véi chit lién két CD40 c6 the dugc st
dung, gdm, vi du, dong vat c6 vl 1a nguoi va khong phai ngudi, nhu dong vat linh
trudng, loai gdm nhim, va ché. Céac dbi tuong dugc ding mot céch cu thé dé didu tri
bang cach st dung cac phuong phép duge md ta & gly gdbm ngudi. Cac khéng thé hodc
chét c6 thé duoc st dung mdt minh hodc két hop véi cac ché phim khac dé ngan chin

hoic diu tri rdi loan mién dich hodc bénh ung thu biéu hién CD40.

Céac khang thé duoc wu tién dé st dung trong cac dugce phidm nay 13 cc khang thé
bao gbdm khang thé hoic doan khang thé duoc lam tuong thich véi nguoi ¢6 trinh ty axit
amin ving bién déi chudi ning c6 trinh tu bit ky 1a SEQ ID NO. tir 1 dén 4, SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO.30, SEQ ID NO.32, SEQ ID
NO.33, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.35, SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.38, SEQ ID
NO.39, hodc SEQ ID NO. 40.

Mot vai phuong an gdm céc polynucleotit dugc phén 1ap bao gdm céc trinh tw ma
hoa khang thé hodic doan khang thé c6 trinh tu axit amin mién bién ddi chudi nhe c6 trinh
tu 1a SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.31, hodc SEQ ID NO.36 Cac khing thé dugc lam
tuwong thich véi nguoi duge uu tién ddc biét bao gém khang thé hodc doan khéng thé co
ving bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe bao gdm c4c trinh ty axit amin c6
SEQ ID NO.27 va SEQ ID NO.26, tuong ttng; SEQ ID NO.28 va SEQ ID NO.26, tuong
tmg; SEQ ID NO.29 va SEQ ID NO.26, twong tng; SEQ ID NO.30 va SEQ ID NO.26,
twong ung; SEQ ID NO.32 va SEQ ID NO.31, twong tng; SEQ ID NO.33 va SEQ ID
NO.31, tuong tng; SEQ ID NO.34 va SEQ ID NO.31, twong tmg; SEQ ID NO.35 va
SEQ ID NO.31, twong ung; SEQ ID NO.37 va SEQ ID NO.36, tuorng ung; SEQ ID
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NO.38 va SEQ ID NO.36, twong tng; SEQ ID NO.39 va SEQ ID NO.36, tuong Gng;
SEQ ID NO.40 va SEQ ID NO.36, twong ung. Dugc du tinh trong sang ché 13 cac
poilynucleotit dugc phan 1ap ma hoa trinh tu bét ky trong sb céc trinh tur chudi ning c6
SEQ ID NO. tir 1 dén 4, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID
NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO. 42, SEQ ID NO.
44, SEQ ID NO. 46, SEQ ID NO. 48, SEQ ID NO. 53, SEQ ID NO. 57, SEQ ID NO. 58,
SEQ ID NO. 59, SEQ ID NO. 60, SEQ ID NO. 61, SEQ ID NO. 62, SEQ ID NO. 63,
SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO. 66, SEQ ID NO. 67, SEQ ID NO. 68,
SEQ ID NO. 69, SEQ ID NO. 70, SEQ ID NO. 71, SEQ ID NO. 72, hodc SEQ ID NO.
73. Céac phuong an thuc hién khac dugc dinh hudng véi cac axit nucleic dugc phén lap
m3 hoa trinh ty chudi nhe c6 trinh ty bt ky trong s6 cac trinh tu ¢6 SEQ ID NO. tur 5 dén
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:41, SEQ
ID NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID
NO:74, SEQ ID NO:75, hodc SEQ ID NO:76.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, trong d6 viéc diéu tri v6i RA duoc du tinh, cac ché
phim theo sang ché c6 thé dugce st dung theo cac phuong phéap lam giam ddu hiéu va
triéu tring, gy ra dap Ung lam sang chu yéu va gy ra su tién trién cta tdn thuong ciu
triic & cc bénh nhan bi trdm trong véi RA hoat dong manh 1iét khong déap tng thich hop
v61 mOt minh MTX. Mot vi du hién nay vé lidu phép nay 1a: Enbrel/Humira (Dt liéu véi
Humira va Enbrel thu dugc trong ca hai tdp hop bénh nhan khéac nhau). Cac ché pham
theo sang ché co6 thé duogc st dung thay cho liéu phap Enbrel/Humira hodc két hop véi
lidu phap Enbrel/Humira di v6i cac bénh nhan khong dép Gng v6i mot minh MTX. Tét
hon 13, theo cac phwong 4n nay, cac ché phém theo séng ché s& c6 hidu qua tdt hon ddi
v6i Enbrel +MTX trong cac bénh nhan c6 dép Gng khong thich hop véi methotrexat nhu
dugc xac dinh vi du bsi: ACR20 & 6 thang >85% voi hop chét cong véi MTX (GS:
Enbrel +MTX 71% déi v6i Placebo + MTX 27%, Humira + MTX tai 12 thang 59% ddi
v6i Placebo + MTX 24%)*. Tiéu chudn b sung vé6i hiéu qua tét hon ciia cdc ché pham
theo sang ché c6 thé gdm: Su tc ché su tién trién cua tén thuong céu trac trong khoang
thoi gian mot ndm tuong tu véi Enbrel (sau khoang thoi gian 52 tudn c6 nghia 1a Sharp

score Humira duoc bién ddi + MTX 0,1 dbi v6i Placebo + MTX 2.7)*. Theo cac phuong
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4n khac, cac ché phim tao ra “dép Gmg 1dm sang chinh” cao hon Enbrel ¢ cac bénh nhan
c6 dap tmg khdng thich hop véi methotrexat nhu dugce do boi ACR70 (20% v6i Humira
+MTX, 4% véi Placebo + MTX)*.

Theo cac phuong 4n khac, céac ché phim theo sang ché c6 thé dugc chi ra dé lam
giam déu hiéu va triéu trimg, gdy ra dép Ung 1am sang chu yéu va gay ra su tién trién ciia
tén thuong clu triac & cac bénh nhan bi trAm trong v&i RA hoat dong manh liét c6 dép
ung khong thich hgp véi cac chét khéng TNF. Ché do ban vi vang hién nay: liéu phap
sinh hoc khong khang TNFE. T4t hon 13, trong cic dbi twong nay cac ché phdm theo séng
ché mang hiéu qua khong thip hon dugc so séanh véi ché pham sinh hoc khong khéng
TNF (vi du Orencia, Rituxan) bang cach so sanh tién st ctia cac bénh nhén c6 dap ung
khong thich hop véi chit khang TNF: ACR20 & 6 thang >50% véi hop chat cong véi
DMARD (GS: Orencia + DMARD 50% d6i voi gia dudc + DMARD 20%). Theo cac
phuong én thuc hién khéc, cac ché phém theo sang ché e ché sy tién trién cua tdn
thwong cdu trac trong khoang thoi gian mdt ndm bi ngimg boi cac phuong phép cho
diém tia X duoc danh gia dbi vé6i sw an mon khép va thu hep khoang cach cta khép,
tuong tu v&i Rituxan (sau khoang thoi gian 52 tudn c6 nghia 1a Sharp score Rituxan dugc

bién dbi + MTX 1.0 d6i véi gia dugc + MTX 2.31).

Céc hé théng phan phdi khac nhau da biét va c6 thé dugc st dung dé st dung chét
lién két CD40. Cac phuong phap dua vao gbdm nhung khong giéi han véi trong da, trong
co, trong bung, trong tinh mach, duéi da, trong mili, gdy té ngoai mang cing, va cac
dudmg ding theo dudng miéng. Chét lién két CD40 c6 thé dugce st dung, vi du bang cach
truyén, tiém bolus hodc ti€ém, va co thé dugc st dung cung véi cac hoat chét sinh hoc
khac nhu céc chit hoa hoc tri lidu. Viée st dung c6 thé 1a toan than hoic cuc bd. Theo
cac phuong an dugc uu tién, viéc st dung bang cach tiém dudi da. Cac ché pham dé tiém
c6 thé duge diéu ché trong vi du cac dudong ro dugc nap trude co thé dugc st dung mot
1an hang tuan.

Cac dic tinh an toan cta khang thé theo sang ché s& dugc xac dinh va t6t hon 1a
gdm mot hodc nhiéu dic diém nhu: khong c6 cac twong tac bét loi dang ké vé phuong
dién 1am sang véi céac thudc khac thuong duge st dung dé diéu tri dang viém khép man
tinh tién trién (vi du cac DMARD, Steroit, NSAID,); Téc d ngumg khong 16n hon do

cac md an toan hodc cac mo c6 kha ning dung nap duoc so sanh v6i Enbrel; Toc do cua
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bénh nhiém tring trAm trong khong 16n hon cac chéat khang TNF hoidc dugc st dung phd
bién 1a c4c chét sinh hoc; Tan suét va/hodc tinh nghiém trong ciia cac phan Ung tai vi tri
tiém hodc phan Ung truyén tuong tw véi Enbrel; Khong tién trién hodc tién trién rat it tinh
khéng thude (it hon 5%) dua trén cac chu ky tri liéu ldp lai; Khong c6 hodc ¢co rét it
khéng thé trung hoa; Khong c6 bing chung vé su hoat hoa/sy két ty tiéu cau ting cao c6
thé dan dén cac truong hop huyét khéi tdc mach in vivo hodc rdi loan chitc ning mang

trong/tiéu cau c6 the dan den xuat huyét.

Theo cac phuong an dic biét, ché phdm chét lién két dugc sir dung bang cach tiém,
bing éng thong dudng tidu, bing thubc dan, hodc bing mo ciy, md cdy 1a vat liéu
gelatin, xdp, hoic khong x6p, gdm mang, nhu mang sialastic, hodc sgi. Thong thudng,
khi st dung ché phdm, cic vat liéu v6i khang thé khang CD40 hoic chét khong hép thu

duogc st dung.

Theo cac phuong an khéc, khang thé khang CD40 hodc chét dugc phan phéi trong
hé théng giai phéng c6 kiém soat. Theo mot phuong &n, bom c6 thé dugc st dung (tham
khao, vi du, Langer, 1990, Science 249:1527-1533; Sefton, 1989, CRC Crit. Ref.
Biomed. Eng. 14:201; Buchwald et al., 1980, Surgery 88:507; Saudek et al., 1989, N.
Engl. J. Med. 321:574). Theo mdt phuong én khac, céc vét liéu polyme cé thé dugc st
dung. (Tham khao, vi dy, Medical Applications of Controlled Release (Langer and Wise
eds., CRC Press, Boca Raton, Fla., 1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product
Design and Performance (Smolen and Ball eds., Wiley, New York, 1984); Ranger and
Peppas, 1983, Macromol. Sci. Rev. Macromol. (Chem. 23:61. Tham khao Levy et al.,
1985, Science 228:190; During et al., 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howard et al., 1989, J.
Neurosurg. 71:105.) Cac hé théng c6 kiém soat khac duoc @& cap, vi du, béi Langer, néu
trén.

Chét lién két CD40 (vi dy, khéng thé khang CD40) c6 thé dugc sir dung lam duge
phém bao gﬁ“)m mot lwong hitu hiéu tri li€u cua chét lién két va mot hoic nhiéu thanh
phén twong thich vé dugce hoc.

Theo cac phuong an dién hinh, ché phdm dugc bao ché phu hop v6i cac quy trinh
thong thuong dudi dang duoc phém phit hop véi viée sit dung trong tinh mach hodc dudi
da cho nguoi bi bénh. Thong thuodng, cac ché phdm st dung bang cach tiém 1a cdc dung

dich trong dém chira nu6c dong notron vo trung. Trong d6 néu can, dugc pham cling co
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thé gém chit hoa tan va gdy mé cuc bd nhu lignocain dé 1am diu con dau tai vi tri tiém.
Noi chung, cac thanh phén dugc bd sung riéng ré hoic dugc trdn cing nhau dudi dang
lidu ding don vi, vi du, duéi dang bot lam dong kho khd hodc néng d6 khong chtra nudGe
trong vét chira dugc bit kin nhu ampun hodc sachet chi rd lugng hoat chét. Trong do
dugc pham dugc sir dung bang cach truyén, né cé thé dugc phan phbi bang chai truyén
chira nudc hodc nude mubi thude loai dugc phém v0 trung. Trong d6 duoc phém dugc
sit dung biang cach tiém, ampun chira nudc vo trung dé tiém hogc nuéc mudi c6 thé dugce

tao ra dé cac thanh phﬁn co thé duoc tron trudc khi st dung.

Hon nita, duoc phém ¢6 thé duoc tao ra dudi dang kit dugc phém bao gém (a) vat
chira chira chat lién két CD40 (vi du, khang thé khang CD40) c6 dang lam dong kho va
(b) vat chira thir hai chura chét pha loang dugc dung (vi dy, nuGe vo trung) @8 tiém. Chét
pha loang duogc dung co thé dugc st dung dé hoan nguyén hodc pha loang khang thé
hodc khang CD40 dugc lam dong kho. Két hop tuy ¥ véi (cac) vat chira nay cd thé 1a
théng bao duédi dang dugc quy dinh boi co quan chinh phu quy dinh viée san Xuét, st
dung hodc ban duoc phidm hoic céc san pham sinh hoc, cht ¥ cac phan anh dugc phé

chuén boi co quan vé viée san xuat, sit dung hodc ban san pham cho ngudi st dung.

Luong chét lién két CD40 (vi du, khang thé khang CD40) c6 hiéu qué trong diéu tri
hodc ngédn chin r6i loan mién dich ho#c bénh ung thu biéu hién CD40 c6 thé duoc xé4c
dinh boi cac k§ thuat 1dm sang ti€u chuin. Thém vao d6, c4c thir nghiém in vitro tliy y c6
thé duoc st dung dé hd trg cac khoang lidu dung tdi wu. Liéu dung chinh xac dugc st
dung trong ché phadm ciing s& phu thudc vao duong dung, va giai doan rdi loan mién dich
hodc bénh ung thu biéu hién CD40, va nén dugc quyét dinh theo quyét dinh cla toa cua
nguoi dang hanh nghé va mdi truong hop cua bénh nhan. Cac liéu dung hitu hiéu c6 thé
duoc ngoai suy tur duong cong dap Ung lidu dung c6 ngudn gbc tir cac hé théng thi

nghiém mo hinh dong vat hodc in vifro.

Vi duy, hiéu qua giy doc va hiéu qua tri li€u cua khang thé khang CD40 hoic chét
¢6 thé dugc xéc dinh trong cic canh trudng té bao hodc dong vat thi nghiém bai cac quy
trinh dwoc chuén d& xac dinh EDso (lidu dung trj liéu hitu hiéu bing 50% tdng s6). Chat
lién két CD40 (ttre 13, khang thé khang CD40) thé hién chi s diéu tri 16n dwgc uu tién.
Trong d6 chét lién két CD40 thé hién céc tic dung phu doc, hé théng phan phdi huéng

chét lien két CD40 t6i vi tri ciia md bi tac dong c6 thé dugc sir dung dé t6i thiéu héa ton
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thuwong hiéu qua céc té bao khéng biéu hién CD40 va, nho do, 1am giam bot céc tic dung

phu.

Dit liéu thu duogc tir cac thir nghiém canh truong té bao va céc nghién ctru trén dong
vat dugc st dung trong bao ché nim trong khoang lidu dung st dung & nguoi. Liéu dung
ctia chét lién két CD40 thuong nim trong khoang ndng d6 tudn hoan gdbm EDso v6i mdt
it hodc khong c6 doc td. Lidu dung c6 thé thay d6i trong khoang nay dua trén dang lidu
duoc st dung va dudong dung duoc su dung. Véi chét lién két CD40 bt ky duge st dung
trong phuong phép, lidu dung hitu hiéu tri liéu c6 thé dugc danh gid ban dau tir cac thir
nghiém canh truong té bao. Lidu ding co thé duge bao ché trong mo6 hinh dong vat aé
dat dugc khoang ndng do huyét twong tudn hoan gém ICso (ttc 14, ndng do ctia hop chét
thir nghiém dat dugc su trc ché nira t8i da céc tridu tring) nhu dugc xac dinh trong canh
trudong té bao. Thong tin ndy c6 thé duoc st dung dé xac dinh chinh xdc hon cac lidu
dung hitu ich ¢ ngudi. Cac mirc huyét thanh c6 thé duogc do, vi du, bang phuong phap
séc ky 16ng hiéu suét cao, ELISA va phuong phép tuong tu.

N6i chung, liéu ding cta khéng thé khang CD40 hodc chét lién két CD40 dugc st
dung cho bénh nhan bi t6i loan mién dich hodc ung thu biéu hién CD40 thuong nim
trong khoang tir 0,1mg/kg dén khoang 100mg/kg trong lugng co thé cta ddi twong. Lidu
dung dugc su dung cho dbi tuong nﬁm trong khoang tir 0,1mg/kg dén khoang 50mg/kg,
tr khoang Img/kg dén khoang 30mg/kg, tir khoang 1mg/kg dén khoang 20mg/kg, tur
khoang 1mg/kg dén khoang 15mg/kg, hodc tir khoang Img/kg dén khoang 10mg/kg

trong luong co thé cua dbi tuong.

Céc liéu dung dan chiing gbm, nhung khong gidi han véi, tir Ing/kg dén 100mg/kg.
Theo mdt vai phuong an, lidu ding biang khoang 0,5mg/kg, khoang Img/kg, khoing
2mg/kg, khoang 3mg/kg, khoang 4mg/kg, khoang Smg/kg, khoang 6mg/kg, khoang
7mg/kg, khoang 8mg/kg, khoang 9mg/kg, khoang 10mg/kg, khoang 11mg/kg, khodng
12mg/kg, khoang 13mg/kg, khoang 14mg/kg, khoang 15mg/kg hodc khoang l16mg/kg.
Lidu dung c6 thé duoc sir dung, vi dy, hang ngay, mot 1An mot tudn (hang tuan), hai lan
mot tudn, ba 1an mét tuan, bén 1in mdt tudn, nam 1dn mot tudn, sdu 1in mot tudn, mot
tuln hai 14n hodc mdi thang mot 14n, hai thing mot 1an, hodc ba thang mot 1an. Theo céc
phuong an cu thé, lidu ding bang khoang 0,5mg/kg, khoang 1mg/kg, khoang 2mg/ke,
khoang 3mg/kg, khoang 4mg/kg, khoang 5mg/kg, khoang 6mg/kg, khoang Tmg/kg,
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khoang 8mg/kg, khoang 9mg/kg, khoang 10mg/kg, khoang 11mg/kg, khoang 12mg/keg,
khoang 13mg/kg, khoang 14mg/kg, khoang 15mg/kg hodc khodng 16mg/kg. Theo mot
vai phuong é&n, cac khoang lidu ding nim trong khoang tir 1mg/kg/tudn dén khoang

15mg/kg/tuan.

Theo mét vai phuong an, cac duoc phér_n bao gdm chét lién két CD40 c6 thé con
bao gdm chét tri lidu, dugc két hop hodc khong duge két hop véi chét lien két. Khang thé
khéang CD40 hodc chét lién két CD40 c6 thé dugc st dung dong thoi két hop v6i mot
hodc nhiéu chét tri liéu dé diu tri hodc ngin chin cic 161 loan mién dich hodc bénh ung
thu bidu hién CD40. Vi du, lidu phap két hop c6 thé gdm chét kim té bao, gdy ddc té bao,
hodc e ché mién dich. Liéu phéap két hop cling c6 thé gdm, vi du, viéc st dung mot chét
dinh hudéng thu thé hoac phtc hop thu thé khac véi CD40 trén bé mit cla cac té bao
lympho duogc hoat hoa, cac té bao hinh tua hoic cac té bao ung thu biéu hién CD40. Mot
vi du ciia chét nay gdm khang thé thr hai, khong phai CD40 lién két voi phan tr tai bé
mat cua té bao lympho dugc hoat hoa, té bao hinh tua hoic té bao ung thu biéu hién
CD40. Mot vi du khéc gdm phéi tir dinh huéng thu thé hodc phirc hop thu thé. Thong
thuong, khéng thé hodc phdi tir lién két v6i thu thé bé mat té bao trén céc té bao lympho
duoc hoat hoa, té bao hinh tua hoic té bao ung thu biéu hién CD40 va lam ting tac dung
cta khang thé khang CD40 bang cach phan phdi tin higu kim té bao hoic giy doc té bao
v&i té bao lympho dugc hoat hoa, té bao hinh tua hodc té bao ung thu biéu hién CD40.

Viéc st dung lidu phép két hop ndy c6 thé c6 tac dung cong tinh hodc hop luc db6i
v6i cac thong sb bénh (vi du, tinh nghiém trong cua triéu tring, sb lugng cac triéu trimg,
hodc tAn suét tai phat).

Dbi v6i cac ché do tri lidu dé st dung két hop, theo mot phuong 4n dic trung,
khéng thé khang CD40 hozc chat lién két CD40 dugc st dung dong thoi voi chét tri liéu.
Theo mot phuong an cu thé khac, chét tri liéu dugc sit dung trude hodc sau khi sir dung
khang thé khang CD40 hoac chat lién két CD40, béi it nhat mot gio va 16n hon mot vai
thang, vi du it nhit mot gi®, nam gio, 12 gio, mot ngay, mot tudn, mot thang, hoic ba

thang, trudc hodc sau khi st dung khang thé khang CD40 hodc chét lién két CD40.

Céc 16p hitu ich céac chit Grc ché mién dich hodic gy doc té bao gbm, vi du, cic chét
khang tubulin, auristatin (vi du, MMAE, hodc MMAF), cac mbi lién két cta ranh nhd
ADN, cac chét trc ché su tai ban ADN, céc chét alkyl héa (vi du, cac phirc hop platin nhu
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cis-platin, mono(platinum), bis(platinum) va cac phtc hop tri-nuclear platinum va
carboplatin), anthraxyclin, céc thudc khang sinh, chéng folat, chéng chuyén hoa, chét
lam nhay héa hoc tri liéu, duocarmyxin, etoposit, pyrimidin dugc flo hoéa, ionophore,
lexitropsin, nitrosourea, platinol, cac hop chit tao thanh truéc, cac chét chéng chuyén
héa purin, puromyxin, cac chat lam nhay blrc xa, steroit, taxan, cac chéit tc ché

topoisomeraza, cac alkaloit & cdy dira can, hodc cac chat tuong tu.

Céc chat trc ché mién dich hodc giy doc té bao riéng 1é gém, vi du, androgen,
anthramyxin (AMC), asparaginaza, 5-azaxytidin, azathioprin, bleomyxin, busulfan,
buthionin sulfoximin, camptothexin, carboplatin, carmustin (BSNU), CC-1065,
clorambuxil, xisplatin, colchixin, xyclophosphamit, xytarabin, xytidin arabinosit,
xytochalasin B, dacarbazin, dactinomyxin (tru6c day la actinomyxin), daunorubixin,
decarbazin, docetaxel, doxorubixin, estrogen, 5-flodeoxyuridin, 5-flouraxil, gramixidin
D, hydroxyure, idarubixin, ifosfamit, irinotecan, lomustin (CCNU), mecloetamin,
melphalan, 6-mercaptopurin, methotrexat, mithramyxin, mitomyxin C, mitoxantron,
nitroimidazol, paclitaxel, plicamyxin, procarbizin, streptozotoxin, tenoposit, 6-

thioguanin, thioTEPA, topotecan, vinblastin, vincristin, vinorelbin, VP-16 va VM-26.

Theo mét vai phuong an dién hinh, chét tri liéu 14 chit gay doc té bao. Cac chit gy
doc té bao thich hop gém, vi du, dolastatin (vi du, auristatin E, AFP, MMAF, MMAE,
AEB hoic AEVB), cac chét lién két ranh nhd ADN (vi du, enediyn va lexitropsin),
duocarmyxin, taxan (vi dy, paclitaxel va doxetaxel), puromyxin, cac alkaloit ¢ cay dura
can, CC-1065, SN-38, topotecan, morpholino-doxorubixin, rhizoxin, xyanomorpholino-
doxorubixin, echinomyxin, combretastatin, netropsin, epothilon A va B, estramustin,

cryptophysin, xemadotin, maytansinoit, discodermolit, eleutherobin, hodc mitoxantron.

Theo mot vai phuong an, chét gy doc té bao 1a chat hoa hoc tri liéu thong thuong
nhu, vi du, doxorubixin, paclitaxel, melphalan, cac alkaloit ¢ céy dira can, methotrexat,
fnitomyxin C hoic etoposit. Thém vao do, cic chét ¢6 hiéu luc nhu céc chét twong tu
CC-1065, calicheamixin, maytansin, cac chét tuong tu dolastatin 10, rhizoxin, va

palytoxin c6 thé duoc lién két vé6i cac khang thé khang CD40 hodc céc chét cua ching.

Theo cac phuong an cu thé, chét gay doc t& bao hodc kim té bao 1 auristatin E
(cling dugc biét trong linh vuc ky thuat dudi dang dolastatin-10) hodc din xuét clia

ching. Thong thuong, din xuét auristatin E 13, vi du, mot este dugc tao thanh gilra
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auristatin E va keto axit. Vi du, auristatin E ¢c6 thé duogc phéan @rng véi axit benzoic
paraaxetyl hodc axit benzoylvaleric dé tao ra AEB va AEVB, tuong ung. Céc dan xuét
auristatin dién hinh khac gdm AFP, MMAF, va MMAE. Su tong hop va ciu tric cla
auristatin E va cac din xuét ctia né dugc md ta trong, vi du, US 2004-0157782 Al va US
2005-0238649; PCT/US03/24209, PCT/US02/13435, va US 6884869; US 6323315; US
6239104; US 6034065; US 5780588; US 5665860; US 5663 149; US 5635483; US
5599902; US 5554725; US 5530097; US 5521284; US 5504191; US 5410024; US
5138036; US 5076973; US 4986988; US 4978744; US 4879278; US 4816444; va US
4486414; cac phan md ta duge két hop & day dé tham khéo.

Theo cac phuong an cu thé, chét gdy doc té bao la chét lién két rinh nhé ADN.
(tham khao, vi du, US 6130237.) Vi duy, theo mét vai phuong 4n, cac chét lién két ranh
nhé 13 hop chit CBL Theo c4c phuong 4n khac, chét lién két ranh nho 1a enediyn (vi du,

calicheamixin).

Céc vi du vé cac chit khang tubulin gbm, nhung khong gi6i han véi, taxan (e.g.,
Taxol® (paclitaxel), Taxotere® (docetaxel)), T67 (Tularik), cac alkyloit ¢ cay dura can
(vi du, vincristin, vinblastin, vindesin, va vinorelbin), va dolastatin (vi du, auristatin E,
AFP, MMAF, MMAE, AEB, AEVB). Cac chét khéng tubulin khac gém, vi dy, cac dan
xuét cua bacatin, cac chét twong tu taxan (vi du, epothilon A va B), nocodazol, colchixin
va colximit, estramustin, cryptophysin, xemadotin, maytansinoit, combretastatin,

discodermolit, va eleutherobin.

Theo mot vai phuong 4an, chét gay doc té bao 12 maytansinoit, nhom khéc ctia chét
khéang tubulin. Vi dy, theo cac phuong an cu thé, maytansinoit 1 maytansin hodc DM-1

(ImmunoGen, Inc.; tham khao Chari et al., 1992, Cancer Res. 52:127-131).
Theo mot vai phuong an, chét tri liéu 13 khong phai 1a ddng vi phong xa.

Theo mdt vai phuong an, chét gy doc té bao hodc e ché mién dich 1a chét chng
chuyén héa. Cac chét chéng chuyén hoa c6 thé, vi du, 12 chét d6i khang purin (vi du,
azothioprin hodc mycophenolat mofetil), chit wc ché dihydrofolat reductaza (vi du,
methotrexat), axyclovir, gangxyclovir, zidovudin, vidarabin, ribavarin, azidothymidin,
xytidin arabinosit, amantadin, dideoxyuridin, iododeoxyuridin, poscamet, hodc

trifluridin.
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Theo cac phuong 4n khéc, chét gay doc té bao hodc trc ché mién dich 1a tacrolimus,
xyclosporin hodc rapamyxin. Theo cic phuong an khac, chit gay doc t€ bao 1A
aldesleukin, alemtuzumab, alitretinoin, allopurinol, altretamin, amifostin, anastrozol,
arsenic trioxit, bexaroten, bexaroten, calusteron, capecitabin, celecoxib, cladribin,
Darbepoetin alfa, Denileukin diftitox, dexrazoxan, dromostanolon propionat, epirubixin,
Epoetin alfa, estramustin, exemestan, Filgrastim, floxuridin, fludarabin, fulvestrant,
gemxitabin, gemtuzumab ozogamixin, goserelin, idarubixin, ifosfamit, imatinib mesylat,
Interferon alfa-2a, irinotecan, letrozol, leucovorin, levamisol, meclorethamin hoac mu tac
nito, megestrol, mesna, methotrexat, methoxsalen, mitomyxin C, mitotan, nandrolon
phenpropionat, oprelvekin, oxaliplatin, pamidronat, pegademaza, pegaspargaza,
pegfilgrastim, pentostatin, pipobroman, plicamyxin, porfimer natri, procarbazin,
quinacrin, rasburicaza, revlimit, Sargramostim, streptozoxin, tamoxifen, temozolomit,
teniposit, testolacton, thioguanin, toremifen, Tositumomab, Trastuzumab, tretinoin, mu

tac uraxil, valrubixin, vinblastin, vincristin, vinorelbin va zoledronat.

Theo cac phuong 4n khéc, thubc 1a khang thé don dong khang HER2 duoc lam
tuwong thich véi nguodi; RITUXAN (rituximab; Genentech, Inc., South San Francisco,
Calif.); khang thé don dong khang CD20 thé kham); OVAREX (AltaRex Corporation,
MA); PANOREX (Glaxo Wellcome, NC; khang thé IgG2a & chuot); Cetuximab Erbitux
(Imclone Systems Inc., NY; khang thé thé kham khing EGFR IgG); Vitaxin
(MedImmune, Inc., MD); Campath I/H (Leukosite, MA; khéng thé IgG1 dugc lam tuong
thich v&i nguoi); Smart MI95 (Protein Design Labs, Inc., CA; khang thé khdng CD33
IgG dugc lam twong thich voi nguoi); LymphoCide (Immunomedics, Inc., NJ; khang thé
khang CD22 IgG duoc lam twong thich véi ngudi); Smart ID10 (Protein Design Labs,
Inc., CA; khang thé khang HLA-DR dugc lam tuong thich voi ngudi); Oncolym
(Techniclone, Inc., CA; khang thé khang HLA-Dr10 & chudt duoc déanh ddu ddng vi
phéng xa); Allomune (BioTransplant, CA; khang CD2 mADb dugc lam tuong thich véi
ngudi); Avastin (Genentech, Inc., CA; khang thé khang VEGF dugc 1am tuong thich véi
ngudi); Epratuzamab (Immunomedics, Inc., NJ and Amgen, CA; khang thé khang
CD22); va CEAcide (Immunomedics, NJ; khang thé khang CEA duoc 1am tuong thich
vGi nguoti).

Céc khang thé thich hop khac gdm, nhung khong gidi han &, cac khang thé khang
lai cac khang nguyén sau: CA125, CAlS-3, CA19-9, L6, Lewis Y, Lewis X, alpha
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fetoprotein, CA 242, phosphataza kiém trong nhau thai, khdng nguyén dac hiéu tuyén
tién liét, phosphataza axit tuyén tién liét, yéu tb phat trién ndi md, MAGE-1, MAGE-2,
MAGE-3, MAGE-4, thu thé khéng transferin, p97, MUC1-KLH, CEA, gp100, MART1,
Khéng nguyén dic hiéu tuyén tién liét, thu thé IL-2, CD20, CD52, CD33, CD22, chét
kich duc mang dém & ngudi, CD38, muxin, P21, MPG, va san phim gen dot bién gay
bénh ung thu Neu.

Theo mdt vai phuong an, chét tri lidu 1a chit uc ché mi®n dich. Chét tc ché mién
dich co thé 13, vi du, gancyclovir, etanercept, tacrolimus, xyclosporin, rapamyxin,
xyclophosphamit, azathioprin, mycophenolat mofetil hodc methotrexat. N6i cach khac,
chat trc ché mién dich ¢c6 thé 13, vi du, glucocorticoit (vi du, cortisol hodc aldosteron)

hodc chét twong tu glucocorticoit (vi dy, prednison hodc dexamethason).

Cac chat ac ché xyclooxygenaza thich hgp gom axit meclofenamic, axit
mefenamic, carprofen, diclofenac, diflunisal, fenbufen, fenoprofen, ibuprofen,
indomethaxin, ketoprofen, nabumeton, naproxen, sulindac, tenoxicam, tolmetin, va axit

axetylsalixylic.

Céc chét e ché lipoxygenaza thich hop gbm céc chét wc ché qua trinh oxy héa khi
(vi du, cac dan xudt cta catechol butan, axit nordihydroguaiaretic (NDGA), masoprocol,
phenidon, Ianopalen, indazolinon, naphazatrom, benzofuranol, alkylhydroxylamin), va
cac chit wc ché khong oxy héa khir (vi du, hydroxythiazol, metoxyalkylthiazol,
benzopyran va cac din xuét cta ching, metoxytetrahydropyran, cic axit boswelic va cac
din xuit duoc axetyl hoa ciia axit boswelic, va cdc axit quinolinmetoxyphenylaxetic

duoc thé bai cac gbe xycloalkyl), va céc tién chat cta cac chat trc che sy oxy hoa khu.

Céc chét uc ché lipoxygenaza thich hgp khac gbm cac chét chdng oxy héa (vi du,
phenol, propyl galat, flavonoit va/hodc co chit xuét hién tw nhién chta flavonoit, cdc dan
xut duge hydroxyl hoa cua flavon, flavonol, dihydroquerxetin, luteolin, galangin,
orobol, cac dan xuat ctia chalcon, 4,2'.4'-trihydroxychalcon, ortho-aminophenol, N-
hydroxyure, beﬁzofuranol, ebselen va cac loai 1am ting hoat tinh cta selenoenzym khir),
cac chét chét tao chelat st (vi du, céc axit hydroxamic va cac dAn xuét cta chung, N-
hydroxyure, 2-benzyl-1-naphthol, catechol, hydroxylamin, carnosol trolox C, catechol,

naphthol, sulfasalazin, zyleuton, axit S5-hydroxyantranilic va axit 4-(omega-
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arylalkyl)phenylalkanoic), cac hop chit chra imidazol (vi du, ketoconazol va

itraconazol), phenothiazin, va cac dan xuat cia benzopyran.

Céac chét e ché lipoxygenaza thich hgp khéc gdm céc chit trc ché eicosanoit (vi
du, céc axit octadecatetraenoic, eicosatetraenoic, docosapentaenoic, eicosahexaenoic va
docosahexaenoic va cac este cua chung, PGE1 (prostaglandin E1), PGA2 (prostaglandin
A2), viprostol, 15-monohydroxyeicosatetraenoic, 15 axit-monohydroxy-eicosatrienoic va
15 axit-monohydroxyeicosapentaenoic, va leukotrien BS, C5 va DS), céc hgp chéit gay
tré ngai v6i cac luu lugng canxi, phenothiazin, diphenylbutylamin, verapamil, fuscosit,
curcumin, axit clorogenic, axit cafeic, axit 5,8,11,14-eicosatetrayenoic (ETYA),
hydroxyphenylretinamit, lonapalen, esculin, dietylcarbamazin, phenantrolin, baicalein,

proxicromil, thioete, dialyl sulfua va di-(1-propenyl) sulfua.

Céc chit dbi khang thu thé leukotrien gbém calxitriol, ontazolast, Bayer Bay-x-
1005, Ciba-Geigy CGS-25019C, ebselen, Leo Denmark ETH-615, Lilly LY-293111,
Ono ONO-4057, Terumo TMK-688, Boehringer Ingleheim BI-RM-270, Lilly LY
213024, Lilly LY 264086, Lilly LY 292728, Ono ONO LB457, Pfizer 105696, Perdue
Frederick PF 10042, Rhone-Poulenc Rorer RP 66153, SmithKline Beecham SB-201146,
SmithKline Beecham SB-201993, SmithKline Beecham SB-209247, Searle SC-53228,
Sumitamo SM 15178, American Home Products WAY 121006, Bayer Bay-0-8276,
Warner-Lambert CI-987, Warner-Lambert CI-987BPC-15LY 223982, Lilly LY 233569,
Lilly LY-255283, MacroNex MNX-160, Merck and Co. MK-591, Merck and Co. MK-
886, Ono ONO-LB-448, Purdue Frederick PF-5901, Rhone-Poulenc Rorer RG 14893,
Rhone-Poulenc Rorer RP 66364, Rhone-Poulenc Rorer RP 69698, Shionoogi S-2474,
Searle SC-41930, Searle SC-50505, Searle SC-51146, Searle SC-52798, SmithKline
Beecham SK va F-104493, Leo Denmark SR-2566, Tanabe T-757 va Teijin TEI-1338.

C4c san pham san xuat

Theo mot khia canh khac, san phém san xudt chira cac vat liéu hitu ich dé diéu tri
céc rbi loan dugc mé ta & trén duge gdbm. San phim san xuét bao gdm vat chira va nhan.
Cac vat chtra thich hgp gém, vi du, céc binh, lo nho, duong do, va cac 6ng thtr nghiém.
Céac vat chira c6 thé dugc tao thanh tir cdc vat liéu khac nhau nhu thity tinh hodc nhua.
Vat chira giit ché phdm c6 higu qua didu tri bénh ly va c6 thé c6 16 nap vo trang. Vi du,

vat chira c6 thé 1a tai dich trong tinh mach hogc lo nho ¢6 16 thing béi kim tiém dudi da.
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Chét hoat tinh trong ché pham 13 khang thé khang CD40 dugc lam tuong thich voi
ngudi. Su danh du trén hodc c6 lién quan dén vat chtra chi ra ring ché pham dugc st
dung dé diéu tri bénh ly Iya chon. San ph'flm san xudt c6 thé con bao gf‘)m vat chira tho
hai bao g(“)m dém duoc dung, nhu nuédce mubi dém phosphat, dung dich Ringer, va dung
dich dextroza. N6 c6 thé con gdm cé cic vat liéu khac mong mudng tr thuong mai va
quan diém ctia ngudi st dung, gbm cac dém khéc, chét pha lodng, chét loc, kim, duong

10, va bao bi chén céc chi din st dung.

Séng ché dugc mé ta thém trong cic vi du dudi day, khong duge dung dé gidi han

pham vi cla séng ché.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Sin xudt khdng thé khdng CD40 dwoc lam twong thich véi nguoi

Céac khang thé 20E2 & chudt, va 2H11 dugc chi ra trong cic Bang 1 va 2 trong
phan trén. Viéc 1am tuong thich v6i ngudi cua cac dong vo tinh 20E2, va 2H11 dugc
hoan thién. Thu vién duoc tao thanh trong d6 céc géc & ngudi va chudt duge bién dbi
theo cach dé vi tri dugce dua ra bat ky c6 thé 1a géc & ngudi hodc chudt. Thu vién nay ¢
thé dugc tao thanh véi cac axit amin ndy khéc gitra dong gbc nguoi va khéng thé chudt.
Chi c4c dong vo tinh giit lai chitc nang cua khang thé géc & chudt duoc chon.

Theo cach nay, khang thé A, khang thé B va khang thé C 1a cac khéng thé dugc lam
tuong thich véi ngudi co ngudn gbc tir khang thé 20E2 & chudt (khang thé A va khang
thd B) hodc 2H11 (khang thé C) dugc téch dong thanh IgG1-KO & ngudi (KO=bat hoat
gen)/truc kapa. IgG1-KO c6 hai dot bién trong ving Fc, Leu234Ala va Leu235Ala aé
lam giam FcyR va lién két bd sung.

Céc két qua vé viéc 1am twong thich v6i ngudi nay din dén cac trinh tu bién doi

chudi nhe va chudi ning dugc lam tuong thich v4i nguoi dugc chi ra dudi day:
SEQ ID NO:41 (trinh ty chudi nhe bién dbi):

DIVMTQSPDSLAVSLGERVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPPKLLI
YWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQNDYTYPLTFGGGT
KVEIK

SEQ ID NO:42 (trinh tu chudi nang bién d6i):

-08-



25207

EVQLVKSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWVAYISS
GNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAM
DYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:43 (trinh tw chudi nhe bién ddi):

DIVMTQSPDSLAVSLGERATMSCKS SQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPPKLLI
YWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQNDYTYPLTFGGGT
KVEIK

SEQ ID NO:44 (trinh ty chudi ning bién ddi):

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWVAYISS
GNRITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAM
DYWAQGTLVTVSS |

SEQ ID NO:45 (trinh ty chudi nhe bién ddi):

DIVMTQSPDSLAVSLGEKVTMNCKS SQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPPKLLI
YWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQNDYTYPLTFGAGT
KVEIK

SEQ ID NO:46 (trinh ty chudi ning bién doi):

EVQLVESGGGLVKPGGSRRLSCAASGFTF SDYGMHWVRQAPGKGLEWVAYISS
GNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAM
DYWGQGTLVTVSS.

SEQ ID NO:47 (trinh tu chudi nhe bién doi):

DIVMTQ SPDSLAVSLGERVTMNCKSSQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPPKLLI
YWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQNDYTYPLTFGGGT
KVEIK

SEQ ID NO:48 (trinh ty chudi nang bién ddi):

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTF SDYGMHWVRQAPGKGLEWVAYISS
GNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAM
DYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:49 (trinh tu chudi nhe bién doi):

-99-



25207

DIVMTQSPDSLAVSLGERVTMNCKSSQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPPKLLI
YWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQNDYTYPLTFGAGT
KVEIK

SEQ ID NO:50 (trinh tw chudi nhe bién ddi):

EVQLVESGGGLVKPGGSRRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWVAYISS
GNRITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAM
DYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:51 (trinh ty chudi nhe bién di):

DIVMTQSPDSLAVSLGEKVTMNCKSSQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPPKLLI
YWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDLAVYYCQNDYTYPLTFGAGT
KVEIK.

SEQ ID NO:52 (trinh ty chudi nhe bién ddi):

DIVMTQSPDSLAVSLGEKVTINCKSSQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPPKLLI
YWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQNDYTYPLTFGGGT
KVEIK

SEQ ID NO:53 (trinh tu chudi nang bién di):

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPGKGLEWVAYISS
GNRITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAM
DYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:54 (trinh tu chudi nhe bién ddi):

QIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWFQQKPGKAPKLWIYSTSNLAS
GVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:55 (trinh tw chudi nhe bién ddi):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWFQQKPGKAPKLLIYSTSNLAS
GVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:56 (trinh tu chudi nhe bién ddi):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWFQQKPGKAPKLLIYSTSNLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK
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SEQ ID NO:57 (trinh tu chudi nang bién dbi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNITDYYVHWVKQRPGQGLEWMGRID
PEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS.

SEQ ID NO:58 (trinh tu chudi ning bién ddi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAPGQGLEWMGRID
PEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:59 (trinh tw chudi nang bién ddi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNITDYYVHWVKQRPGQGLEWMGRID
PEDGDSKYAPKFQGKVTMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS.

SEQ ID NO:60 (trinh ty duge tim thiy ctia chudi ning bién dbi):

QVQLVQ SGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAPGQGLEWIGRIDP
EDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:61 (trinh tu chudi ning bién dbi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNITDYYVHWVKQAPGQGLEWMGRID
PEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:62 (trinh tw chudi ning bién doi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNITDYYVHWVKQRPGQGLEWMGRID
PEDGDTKFAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:63 (trinh tu chudi nang bién doi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNITDYYVHWVKQRPGQGLEWMGRID
PEDGDTKFAPKFQGKVTMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:64 (trinh tw chudi nang bién ddi):
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAPGQGLEWIGRIDP
EDGDTKFAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:65 (trinh tu chudi ning bién ddi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAPGQGLEWMGRID
PEDGDTKFAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:66 (trinh tu chudi nang bién dbi):

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNITDYYVHWVKQAPGQGLEWMGRID
PEDGDTKFAPKFQGKATMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTY
GYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:67 (trinh tu chudi ning bién ddi):

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGFNIKDYYIHWVKQRPGKGLEWMGRIDP
EDGDTKYDPKFQGRVTMTADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:68 (trinh tu chudi ning bién ddi):

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCTVSGFNIKDYYIHWVKQRPGKGLEWMGRIDP
EDGDTKYDPKFQGRVTMTADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:69 (trinh ty chudi ning bién ddi):

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCTVSGFNIKDYYIHWVKQRPGKGLEWMGRIDP
EDGDTKYDPKFQGKVTMTADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:70 (trinh tu chudi ning bién dbi):

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCTVSGFNIKDYYIHWVKQAPGKGLEWMGRIDP
EDGDTKYDPKFQGKATMTADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:71 (trinh tu chudi ning bién ddi):
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EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCTVSGFNIKDYYIHWVKQRPGKGLEWMGRIDP
EDGDTKYDPKFQGKATMTADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:72 (trinh ty chudi nang bién dbi):

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCTVSGFNIKDYYIHWVKQAPGKGLEWIGRIDPE
DGDTKYDPKFQGKATMTADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGY
WGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:73 (trinh tu chudi ning bién dbi):

EVQLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGFNIKDYYIHWVQQAPGKGLEWMGRIDP
EDGDTKYDPKFQGRVTMTADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYG
YWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:74 (trinh tu chudi nhe bién dbi) 1 tir khang thé 10F2Hum:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSATSSVSYILWFQQKPGKAPKLLIYSTSNLASG
VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:75 (trinh tw chudi nhe bién dbi) 2 tir khang thé 10F2Hum:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSATSSVSYILWFQQKPGKAPKLLIYSTSNLASG
VPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK
SEQ ID NO. 76 (trinh ty chudi nhe bién dbi):
QIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSATSSVSYILWFQQKPGKAPKLWIYSTSNLASG
VPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

Céac khang thé dugce 1am tuong thich véi ngudi minh hoa theo sang ché 1a cac
khéng thé c¢6 céc trinh ty chudi ning va chudi nhe dugc dua ra trong bang duéi day. Cac
trinh tu dugc gach dudi in ddm trong bang dudi day 1a cac vung bién ddi trong khi cac

trinh tu khong gach duéi, viét thuong 1a cac chudi hing dinh:
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Nhén dang

Trinh tu

SEQ

NO.

Khéng thé
A (Chudi
nhe)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATMSCKSSQSLLNSGNOKNYLTW
HQOKPGOQPPKLLIYWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS
SLOAEDVAVYYCONDYTYPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC

26

Khang thé
A (Chubi
nang,
IgG1KO)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTALYYCARODGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

27

Khang t1~1é
A (Chuoi
nang, IgG1)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWYVROAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTALYYCARODGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

28

Khéng thé
A (Chudi
né'ngn
IgG4DM)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVROQAP
GKGLEWVAYISSGNRIITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTALYYCARQODGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

29

Khang thé
A (Chudi
ning,
IgG1KOb)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIITYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLOQ
MNSLRAEDTALYYCARODGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK

30
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ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Khéng thé B
(Chuodi nhe)

DIVMTOQSPDSLAVSLGEKVTINCKSSOSLLNSGNQKNYL
TWHOQKPGOPPKLLIYWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDFT
LTISSLQAEDVAVYYCONDYTYPLTFGGGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

31

Khang thé B
(Chudi
nang,
IgG1KO)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLOQ
MNSLRAEDTAVYYCARODGYRYAMDYWGOQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

32

Khang thé B
(Chubdi
nang, [gG1)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGOQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

33

Khang thé B
(Chudi
nang, 1gG4
DM)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGOQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

34

Khang thé B
(Chudi
né-nga
IgG1KOb)

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWYVROQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK

35
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ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Khang thé C
(Chudi nhe)

DIOMTOQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWFQ
QOKPGKAPKLLIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLOPEDFATYYCOQRTFYPYTFGGGTKVEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

36

Khang thé C
(Chudi

ning,
IgG1KO)

QVQLVOQSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAP
GOGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFOGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

37

Khéang tbé C
(Chudi
nang, IgG1)

QOVOLVOQSGAEVKKPGASVKVSCTASGENIKDYYVHWVKQAP
GOGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFOGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

38

Khéng thé C
(Chudi
nang, [gG4
DM)

QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAP
GOGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFOGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDH
KPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPS
SIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTV
DKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

39

Khang thé C
(Chudi
nang,
[gG1KOb)

QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKOQAP
GQGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFOGKATMTADTSTSTVYME

LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGOGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA

40
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LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Céc vung bién dbi dugc ti tao dong thanh mot hodc hai vecto biéu hién IgG thich
hop:
A) dang IgG1-KO (bét hoat)/kapa & ngudi v6i dot bién kép Leu234Ala, Leu235Ala

trong vung Fc dé lam giam chirc nang cua mién tac dong nhu FcyR va lién két bd sung.

B) dang IgG4-DM (dot bién kép)/kapa & ngudi véi dot bién Ser228Pro trong ving
khép dé 1am giam su xdy ra ciia cdc phan tir ntra ctia IgG4 va dot bién Leu235Glu dé 1am

giam thém lién két FeyR

Hai khéang thé A va khang thé B ng vién dugc lua chon dugc tinh ché va danh gia
béi tiéu chuin dudi day:
- Hinh thai ctia CCF (tinh duc)
- C4c déc tinh loc cia CCF
- San lwong dbi véi rProteinA
- Tinh duc dva trén sy rira giai va trung hoa
- Cé4c khéi két tu hoa tan (SEC)
- MAu nhiém tap / tinh ché (SDS)
- MAu nap (IEF)
Vi du 2: Dir liéu in vitro
Khéng thé A, khang thé B va khang thé C dugc md ta cling véi cac khang thé 4D11
(Kirin/ Astellas) va PG-102 (PanGenetics) dugc tao ra dua trén céc trinh tu duge cong
b6. Dit licu v6i khang thd A, khang thé B, khang thé C va 4D11 dugc chi ra dudi day.
PG-102 boc 16 khang thd chi van va chi trc ché khong hoan toan sy ting sinh té bao B
(khong chi ra). Bang 2.2. tom tit dit liéu thu dugc. Phan md ta chi tiét hon cia dit ligu

duéi day trong Bang 2.2.
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Bang 2.2. Tém tét dit lidu in vitro ciia khang thé A, khang thé B va khang thé C va khéng
thé khang CD40 Kirin’s 4D11.

Théng s&/Thit nghiém Khang thé | Khang thé | Khang thé D11
A B C

Kd +/- hu. Huyét thanh <100pM <100pM <100pM <100pM
Lién két té bao (EC50/nM * SD 1,2 (0,28) | 1,5 (£0,68) | 1,7 (£0,28) | 0,9 (£0.3)
Su ting sinh té bao B:Su dbi khang | 0,3 (+0,13) | 0,2 (x0,10) | 0,1 0,03
(IC50/mM+SD) (£0,004) (£0,02)
Su ting sinh t& bao B: Sy chi van | Khong c¢6 |Khong c¢6 | Khong co6 | Khong c6
(S1*) (IC50/nM+SD) su chii van | sy chi van | sy chuvén | su chd van

(SI<2) (S1<2) (S1<2) (SI<2)
Céc té bao hinh tua/IL-12/23p40 <InM <1nM <1nM <1nM
Chét dbi khang (IC50/nM + SD)
Céc t& bao hinh tua/IL-12/23p40 | Khong c¢6 | Khong c¢6 | Khong c6 | Khong co
Su chi van su chi van | sy chuvan |suchuvan | sy chd van
Phan Ung chéo gilta cac loai. 3 2 1 Khong
Hu/Cyno duogc thu
Lién két (cac ty 18 EC50%*) nghiém

* SI, chi s6 kich thich; ** Ty 1& > 1 ¢6 nghia 1a lién két tang vGi Cyno dugc so sanh véi
ngudi
A. Lién két ctia cac khang thé duoc lam twong thich v6i ngudi véi CD40 t& bao va

protein CD40 tai t6 hop

Lién két diic hiéu cia cic khang thé duoc lam tuong thich v6i ngudi voi CD40 té
bao dugc phan tich bing may dém t& bao theo dong bing cach st dung céc té bao
HEK293 duoc gy nhidm CD40 & ngudi. Lién két thu thude ndng do cia khang thé A,
khang thé B, va khéng thé C dugc quan sat. Céc khang thé bdc 10 dit liéu lién két tuong
tu duoc chi ra trong Fig. 1B. Céac gia tri EC50 cua khang thé theo sang ché va khang thé
Kirin 4D11 tit ca ndm trong khoing gidng nhau ~1nM c6 vé phi hop nhét véi gi6i han
nhay cua thir nghiém do cic mirc cao ciia CD40 trong cac té bao duoc gdy nhiém. Lién
két dic hidu cta cac khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi véi CD40 té bao trén céac
té bao Ramos ciing chitng minh dugc lién két phu thudc néng d6. Cac khang thé boc 10
céc dir lidu lién két khac nhau khong déang ké (duoc chi ra trong Fig. 2) va cac gia tri

EC50 nim trong khoang tir 0,21 dén 1,22nM. Khéng c6 lién két duoc phat hién trén cac
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t& bao 4m tinh CD40 nhu cac té bao HEK293 khong dugc gay nhidm hodc dong té bao T
HSB-2 do d6 x4c nhan duge sy lién két chon loc vi CD40 (dit liéu khong dugc chi ra).

Ai luc ctia khéng thé A, khang thé B va khang thé C lién két v6i protein CD40-Fc &
ngudi dugc do thong qua ForteBio Octet va cho thiy c¢6 hang sd phan ly (Kp) la
<100pM. Do khéang thé va céc tac dung cua 4i tinh hoéa tri hai CD40-Fc ngan chin cac
Kd thép hon 100pM khéi sy chinh xéc duge x4c dinh. Thém vao dé, lién két v6i CD40-
Fc dugc phan tich khi khong c6 va c6 50% huyét thanh nguoi va khdng c6 tac dung déng

ké ciia huyét thanh dbi v6i lién két dugc quan sat (dit liéu khong thé hién).

B. Hoat tinh cta cac khang thé dugc 1am twong thich v6i nguoi trong sy hoat héa té bao

B/ céac thlr nghiém téng sinh

Hoat tinh cia cac khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi duge thir nghiém
trong thir nghiém tang sinh té bao B trong d6 cic té bao B & ngudi c6 ngudn gbc tir mau
ngoai vi duge kich thich béi CD40L ti t& hop v6i s co mat clia IL-2 va IL-4. Khéng thé
A, khéng thé B va khang thé C chi ra su Gc ché c6 hiéu luc cia su ting sinh cac té bao B
(duogc chi ra trong cac Fig. 3A va 3B). Su so sanh cac duong cong ¢ ché va cac gia tri
IC50 clia cac khang thé BI va khéng thé Kirin 4D11, chi ra khang thé 4D11 c6 hiéu luc
cao hon (Fig.3B va 4) khi thtr nghiém trong s6 nhiéu ngudi cho. Khi thtr nghiém hoat
tinh chu van khi khong c6 CD40L, céc khang thé, khang thé B, khang thé A va khang thé
C khéng gay ra sy tang sinh té bao B bat ky cao hon céc mitc co ban véi cac ndng dd 16n

hon 10pg/ml (67nM) (dugc chi ra trong Fig.4) twong tu v6i khang thé 4D11.

Khéang thé canh tranh 4D11 dugc xuit hién c6 hiéu luc hon khong dang ké vai
IC50 trung binh bing ~0,02nM va khdng c6 céc tac dung chu van. Dit ligu danh cho ba
khang thé BI va 4D11 dugc tém tat trong Fig. v4 va Bang 2.2 ¢ trén. Khang thé canh tranh
khac, PG-102 (c6 ngudn gbc tir dong vo tinh 5D12), cling dugc thir nghi¢m trong thir
nghiém nay, boc 10 cac tac dung chi van dang ké kich thich sy tang sinh cua té bao B khi
khong c6 CD40L (Fig.4). Do do, su thiéu hoat tinh chu van ctia nhitng ngudi duge chon
chinh cuia chiing t6i khéac biét rd rang v6i PG-102.

Trong thir nghiém tht hai cic khang thé dugc danh gia vé su tc ché su diéu hoa
tang cua CD86 trong cac té bao B & nguoi. Trong trudong hop nay, thir nghiém co thé
duoc tién hanh bdi mau toan phan & ngudi hodc trong cac té bao B duoc tinh ché, ca hai

v6i sy ¢6 mit cia CD40L ngoai sinh. Sy phu hop voi dit lidu tang sinh té bao B, Khang
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thd B Khang thé A va Khang thé C dugc thir nghiém trong mau toan phan ¢ ngudi chi ra
su e ché c6 hiéu luc cua sy diéu hoa ting ctia CD86 duogc trung gian béi CD40 nhu
duoc do boi may dém té bao theo dong (duge chi ra trong Fig. 5). Khang thé C boc 10
tinh ¢6 hiéu luc twong ty véi 4D11 trong the nghiém nay trong khi tinh hiéu luc cua
Khéng thé B va Khang th8 A c6 phan yéu hon. Sy so sénh Khang thé B va 4D11 trén céac
té bao B duogc tinh ché hoic trong mau toan phﬁn, chi ra rﬁng tinh c6 hiéu luc ciia Khang
thé B (céc gid tri IC50 va IC90) khong bi thay ddi twong ddi véi céc té bao B duoc tinh
- ¢hé dugc so sanh véi céc té bao B v4i su c¢6 mit cta cac té bao mang CD40 khéc hodc
huyét thanh, trong khi 4D11 trdi qua sy dich chuyén manh vé tinh hiéu lyc trong méau

toan phén trong céc didu kién méu toan phan (duoc chi ra trong Fig.6).

Dit liéu twong ty dugc phat trién khi Khang thé B Khang thé A va Khang thé C
duoc danh gia d8 e ché sy didu hoa ting ciia CD86 ddi véi cac té bao B & khi
cynomolgus khi duoc tién hanh véi cac mAu mau toan phan (duge chi ra trong Fig.7).
Khéng thé B, khéng thé A va khang thé C dugc thir nghiém trong mau toan phén ctia khi
cynomolgus chi ra su ¢ ché c6 hiéu luc su diéu hoa ting ctia CD86 duoc trung gian boi
CD40 nhu duoc do bdi may dém té bao theo dong. Céc khang thé nay do d6 tAt ca chi ra
tinh phan tng chéo chitc ning v6i CD40 & khi cynomolgus c6 hiéu luc tuong tu voi
CD40 & nguoi.

Téc dung clia Khéng thé B IgG1KOb va khang thé B IgGIWT dugc dinh gia vé
kha nang dé trung gian tinh gy doc té bao phu thudc khéng thé (Fig.13). Trong tht
nghiém nay cac té bao RAMOS dugc cdy béi cac PBMC & ngudi véi ty 1¢ cla mién tac
dong v6i t& bao dich 1a 50:1. Khang thé B IgG1KOb va Khéng thé B [gG1WT dugc
chuin d6 tir 20ug/ml va kéo dai sy chét t& bao duoc kiém tra bang su giai phong LDH.
Dit licu dwoc chi ra tir mot thir nghiém dién hinh. Di lidu chi ra ring khang thé A
IgG1Wt 20E2-12-RIgG1WT 1a mot chat trung gian hitu higu cia ADCC va Khang thé B
IgG1KOb chtra cac dot bién loai trir chirc ning cla mién tic dong khong c6 hoat tinh

ADCC.
Vi du 3: Nghién ciru dwoc lyc hoc/ dugc dong hoc

A. Pua vao trong tinh mach khi Cynomolgus lidu dung don chira khang thé A va khing
thé B & ndng dd 1 hodc 10mg/kg
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Khéng thé A va khing thd B 14n luot duoc dinh luong tai ndng do 1 va 10 mg/kg
theo dudng trong tinh mach ¢ khi Cynomolgus duc (N=3)/liéu diing. Mau méu duoc thu
tr 0-504 gio (3 tudn), huyét thanh duoc thu lai, va cac mau duge bao quan tai nhiét do -
20°C cho dén khi phan tich. Cac mau dugc phan tich bang phuong phap ELISA kep nhu
mo ta trén day. Dt liéu vé ndng do-thodi gian trong huyét thanh ciia c4 hai huyét thanh &
khi sau hai liéu dung trong tinh mach va thong s6 dugc luc hoc duge tom t4t trong Fig.8
va Bang 2.7.1 (khang thd A) va 2.7.2 (khang thé B) néu dudi day. Hai khang thé nay thé
hién dugc luc hoc phu thude lidu dung, tic 1a & lidu ding thép, su thanh thai c6 thé chu
yéu thich hop véi khuynh huéng qua trung gian muc tiéu trong d6 & lidu dung cao hon
khéng thé dugc thanh thai chi yéu boi su chuyén héa. Dit liéu dugce luc hoc phu thudc
lidu dung tuong tu da dugc quan sat d6i v&i cac muc tidu két hop mang nhdm dich MAbs
khac (vi du CD19, CD20, EGFR, CD146 va HER2). Sy thanh thai khang thé A 1an lugt
13 0,8 va 0,1mL/gid/kg déi voi lidu lugng 1 va 10mg/kg. Sy thanh thai khang thé B lan
Iwot 12 0,7 va 0,1mL/gidv/kg dbi véi lidu lugng 1 va 10mg/kg. Tuong tu, chu ky bén huy
ctia khang thé A 1a 1 va 13 ngay 1in lugt dbi véi lidu luong 1 va 10mg/kg va chu ky ban
hiy cua khang thé B 12 2 va 13 ngay dbi v6i cling lidu luong tuwong ting. Mic du khang
thé B c6 chu ky ban huy bién dai hon & lidu ding thdp hon so véi cung lidu dung cho
khang thé A, nhung hi vong sy chénh léch nay khong chuyén thanh su phoi nhiém kéo
dai hon do su dung kinh nién. AUC d6i v6i ca hai hop chét ty 1¢ thuan va thé tich phan
b6 (Vss) dbi v6i ca hai hop cht xAp xi ty 1¢ phan phéi cta thé tich huyét thanh
(~40mL/kg) thé hién sy phan bd mé gi6i han thuong duge thay cho liéu phéap protein
16m, phén cuec. Téng thé, khong c6 sy khac bi€t vé thong s duoc luc hoc gifta hai khang
thé.

Bang 2.7.1: Thong sé duoc Iuc hoe ctia khang thé A & khi cynomolgus duc (N=3)/liéu
ding sau lidu diing don trong tinh mach 1 va 10mg/kg.

Liéu dung CLp Vss AUC T1/2 MRT
(mg/kg) (mL/gio/kg) | (mL/kg) | (uM,gid) | (ngay) (ngay)
1 0,8 + 0,03 41+6 | 8,0+03 | 0,9+0,2 | 2,1+0,2
10 0,00+£0,02 | 42£6 | 660+92 | 12,6+0,5 | 17,5+0,3
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Béang 2.7.2: Thong s6 duge luc hoc ctia Khéng thé B & chudi cynomolgus duc (N=3)/liéu

lwong sau lidu diing don trong tinh mach 1 va 10mg/kg.

Lidu ding CLp Vss AUC | T MRT
(mg/kg) | (mL/gio/kg) | (mL/kg) | (uM.gid) | (ngay) (ngay)
1 07£016 | 40+2 | 10,127 | 1,5£802 | 2,6+0,8
10 009+£0,01 | 4146 | 744+55 |133£3,0| 19342

B. Nghién ctru dugce dong hoc ex vivo

Chéing t6i phan tich tdc dong dugc dong hoc cua cac khang thé khang CD40, 1a
mot phan clia nghién ctru PK md ta trén day. Cubi nghién ctru nay, mau mau toan phan
duoc u vdi CD40L tai tb hop qua dém va su ting biéu hién CD86 trén té bao B dugc xac
dinh bang tric luu té bao. Cac mau dugc phan tich vao ngay 0 (trude xur ly), ngay 2, 7 va
14 sau dinh lugng. Mic du sy ting biéu hién CH86 tuong déi nho (~5-20-%) nhung tic
dung phu thudc liu dung da dugc quan sét thdy (thé hién trong Fig.9). Trong nhom dong
vat duoc dinh lugng 10mg/kg Khang thé A va Khang thé B, su gdy ra CD86 bi tc ché
hoan toan vao ngdy 2, 7 va 14 thich hop v6i su phoi nhiém kéo dai lién tuc & lidu ding
ndy. Cac dong vat thir nghiém duoc dinh lugng 1mg/kg thé hién su tc ché hoan toan vao
ngay 2, su uc ché mot phan vao ngﬁy 4 va khong e ché vao ngay 14. Su mét tac dung
duoc dong hoc theo thoi gian lién quan dén sy thanh thai nhanh hon cta khang thé &
nhém lidu ding thip.

Vi du 4: Nghién ciru lién quan dén dpc tinh: CD40 trén tiéu huyét ciu

CD40 dugc bidu hién chi yéu trén tidu huyét cau & nguoi (Henn, et al., 2001) va
(Inwald, et al., 2003), trong khi d6 CD40L dugc biéu hién nhanh va tam thoi trén bé mat
té bao cua céc tiéu huyét ciu da hoat hoa (Henn, et al., 2001). Mac du cac khang thé
khang CD40 khong c6 su lién két FcyR hi vong 1a khong c6 tac dung 1én cic tiéu huyét
cAu, nhung diéu quan trong 1a diéu nay lai xay ra. Nghién ctru tréc luu té bao duge thuc
hién dé thé hién su lién két ctia cc khang thé chinh khang CD40 véi tiéu huyét ciu &
nguoi va khi cynomolgus.

Truée day bing tric luu t& bao da biét ring khang thé khang CD40 G28.5 va mAb
89 lidn két v6i cac tidu huyét cAu & ngudi khong hoat dong (Henn, et al., 2001). Piéu nay
dugc xac nhan bang cich st dung khéang thé G28.5 dugce danh déu FITC. Su pha loang
1an luot 5 14n G28.5 dugc thuc hién va khoang n?)ng do tr 0,5pug/ml dén 0,32ng/ml dugc
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U trong 100p] tiéu huyét cdu thu dugc tir ngudi (2 ngudi cho) hodc khi cynomolgus (3
ngudi cho) trong khoang thoi gian 30 phut ¢ nhiét do trong phong. Ngoai ra, mAb khang
CD745 duoc danh ddu APC duoc st dung dé nhan dang tiéu huyét cau da lién két v6i
cac loai té bao CD40" khac dé loai trir céc té bao nay ra khoéi phép phan tich. Sau khi
nhudm mau khang thé, cac tiéu huyét cau dugc rira va c¢b dinh bang Optilyse C tréc luu
té bao duge thuc hién. Cudng do huynh quang trung binh (MFI) dugc xé4c dinh 12 phép

do su lién két khang thé vdi cac tiéu huyét cau CD45".

Khéng thé 5¢3 c6 ban trén thi trudng va khang duge chon cla sang ché 1a mAb o
chudt khang CD40 dugc danh déu FITC. Su lién két véi cac té bao Ramos dugc xédc
nhan. S6 phan tit FITC trén m&i phan tir khéng thé ndm trong khoang tir 2 dén 3 FITC
trén mot phan tir khang thé. Pha loang lién tiép 5 1an mAb c6 ban trén thi truong va mAB
khang CD40 cua sang ché duge thuc hién nim trong khoang tir 0,5pg/ml dén 0,32ng/ml
va duge 0 véi tiéu huyét ciu & ngudi (3 nguoi cho) va khi cynomolgus (2 vét cho) trong

khoang thdi gian 30 phut tai nhiét do trong phong.

Db thi dai dién thé hién su lién két cia mAb khang CD40 theo sdng ché & chudt
vé6i tiéu huyét cau & ngudi dugc thé hién trong Fig.11. Bén khing thé don dong theo
sang ché thé hién su lién két dic hidu véi cac tiéu huyét chu & ngudi so véi khang thé doi
ching ddng vi dugc danh ddu FITC. 10F2, 2H11, 19B10 va 20E2 thé hién sy lién két c6
thé so sanh dugc véi cac tiéu huyét ciu. Xu huéng twong tw duoc quan sat thay d6i véi

tiéu huyét ciu & khi cynomolgus (dit liéu khong duge thé hién).

Ngoai cac cudc nghién ctru nay, khang thé B va 4D11 dugc danh déu truc tiép
dugc so sanh vé kha ning lién két véi cac tiéu huyét cdu va té bao B & mau mau nguoi
va khi cynomolgus (duoc thé hién trong Fig.12). 4D11 thé hién sy lién két twong tu (nhw
duge minh hoa béi EC50) véi ca té bao B va tidu huyét cdu & miu mau nguoi va khi
cynomolgus . Khang thé B thé hién kiéu twong ty nhung véi hiéu luc lién két yéu hon
nhiéu.

Vi du 5: Nghién civu dwoc hoc in vivo trén mo hinh chudt NSG

Hiéu qua cua céac khang thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi, khang thé A dugc
danh gia trong mo hinh san xuét khang thé trong d6 khéng thé PBMC & nguoi duge tiém
vao chuot NSG thiéu hut mién dich dé tao ra dap ng manh ghép chéng lai ky chu. Sy
san xut dang ké TgM (hIgM) va IgG (hlgG) & ngudi c6 thé dugc phat hién bat dau 2
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tun sau khi ghép. Su didu tri v6i khang thé A & lidu dung 5 va Img/kg te ché dang ké
dap ung higG va higM tai tudn 2 va 3 sau khi ghép. Khang thé so sanh (4D11) dugc
danh gié tai liéu ding don Smg/kg va con thé hién sy phd hity dép (mg. Trong nghién
ctru thir hai, tAt ca khang thé trong s6 khang thé A, khang thé B va khang thé C duoc thir
nghiém tai lidu ding don Img/kg va thé hién sy e ché hoan toan dap tmg IgM va IgG

tai tudn 2 (Fig.10).
Vi du 6: Phdn tich chi thi sinh hoc

Ting sb thu thé: Su ting s6 thu thé do CD40L gy ra cua céac thy thé ¢o thé duoc
do béng tric luu té bao. Toan bd méau & ngudi cé thé duoc kich thich véi néng dd tbi wu
ciia CD40L hoa tan va ty 18 dy du cta cac té bao CD20+Thu thér+ c6 thé dugc do bing
tréc luu té bao. Su thay dbi ty 1& bidu hién CD86 trén cac té bao CD20 duogc do song
song vé6i thir nghiém pk & khi cyanomologous danh gia cac khang thé A va B (Fig.9). Dit
liéu thé hién su Grc ché sy tang s thu thé CD86 tai cc thoi diém thich hop v6i sy phoi

nhiém khéng thé.

H¢ protein dich: Su bai tiét protein ting sau sy kich thich CD40 trong mau c6 thé
duoc sir dung 1a (céac) chi thi sinh hoc tiém luc. fo)ng d6 tbi vu ctia ctia CD40L hoa tan
va thoi gian kich thich dugc thiét 14p bang cach sir dung nén hat da thanh phin Luminex
phat hién MDC/CCL22 va mdt vai protein tiét ra khac. Cac mau Iam sang s& dugc danh
gia tr méu nguoi trong khoang lidu ding ddy du cia mAb khéng CD40.

Thoi gian cu tra cta thu thé: Thoi gian cu tru cua thy thd CD40 ¢c6 thé duoc xéc
dinh trong thir nghiém in vitro hodc ex vivo dwa vao phép phén tich tric luu té bao cua té
bao B trong mau nguodi. Khang thé hién tai cia sang ché va khang thé khang CD40
khong canh tranh 5C3 s& dugc sit dung dé dinh luong thir nghiém thdi gian cu tri cua

thu thé.

Vi du 7: Hoat tinh khang khdi u ciia khdng thé khang CD40 dwoc lam twong thich voi
nguoi

Trong mot s6 truong hop, c6 thé mong mudn xac dinh ddc tinh khang khéi u cua
sang ché. Phuong phép xac dinh ¢ thé duoc thuc hién bang cach thir nghiém hoat tinh
chéng khéi u cua khang thé khang CD40 lam twong thich véi ngudi & md hinh ghép
ngoai lai u limpho & chudt SCID. Mb hinh SCID nay c6 thé dugc tiém té bao ung thu dé

¢6 khéi u, vi du 5x 106 tridu té bao khdi u c6 thé duge tiém dudi da vao chudt SCID

-114-



25207

(10/nh6m) 13 ngdy trude khi bt dAu diéu trj bing thude. Khang thé khang CD40 & chudt
ctia sang ché hodc phép so sénh (vi du, dbi chung hoic khang thé 1am twong thich véi
ngudi khéac) dugc dua vao trong mang bung 3 1An mot tudn ((4mg/kg/lidu ding) véi 8
hodc 5 lidu ding. Su phét trién va 16n 1én cta khéi u duge theo doi & chudt va thé tich
khéi u c6 thé duge do hang tuan trong subt thoi gian nghién ctu, vi du khoang thoi gian
nghién ctru 14 ngay. Tt hon 13, két qua s& thé hién sy tang gp 2,3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10
1n hodic 16n hon & su lon 1én ctia khéi u & chudt dbi chimg so véi chudt duge dieu tri
bang khang thé cua sang ché. Tét hon 13, qua khoang thoi gian diéu tri, su phat trién cla
khéi u & chudt duge didu tri bing khang thé theo sang ché 12 khong dang ké. Dit liéu nay
c¢6 thé ching thuc ring khéng thé 1am twong thich v6i nguoi duge thir nghi€ém co tac
dung trc ché sy pht trién khdi u & md hinh ghép ngoai lai u limpho B nay.
Vi du 8: Khd ning song kéo dai béi khdng thé khdng CD40

Hiéu qua ciia khang thé khang CD40 1am twong thich véi nguoi d6i véi su séng sot
ctia chudt c6 khdi u nhu mb ta trén day co thé dugc thir nghiém trong md hinh ghép
ngoai lai u liﬁlpho & chudt SCID. Chudt SCID (10/nhém) duge cdy trong tinh mach 1 x
106 triéu té bao khdi u ba ngay trude khi didu tri bang khing thé. Sau d6, chudt dugc dicu
tri bang khéng thd khang CD40 & chuot hodc lam tuong thich v6i ngudi cla sang ché
hodc dbi chimg Ig, dugc dua vao trong mang bung mot tun hai lan (4mg/kg/liéu dung)
cho téng s6 nim lidu dung. Sau do, 16ng chudt c6 thé dugc kiém tra hang su sbng cla
chudt dé x4c dinh mtc do hiéu qua cua cac khang thé trong viéc kéo dai su séng ctia ddi

twong méc bénh ung thu.

Tai liéu tham khao khéac nhau, bao gbdm don patent, patent, va 4n pham khoa hoc
duoc trich dan & day, ndi dung bdc 16 cla chung dugc két hop & day bang cach tham
khao toan bd chung. Su trich din hodc x4c dinh tai li¢u tham khao bat ky & day khong

duge coi 1a sy bd sung tai liéu tham khéo co trong tinh trang k¥ thuét vao sang ché.

Viéc tmg dung céc tai liéu theo sang ché khong lam gi6i han pham vi cia sang ché
bdi cac phuong an cu thé dugc md ta theo séng ché. Thuc vay, cic bién thé khac nhau sé&
nam trong kha ning ciia nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay cung voi
cac tai liéu theo sang ché va cac vi du kém theo. Céc cai bién nay dugc du dinh thudc

pham vi yéu cau bao ho bén dudi.
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YEU CAU BAO HQ
1. Khéng thé duoc 1am twong thich v6i ngudi ma lién két ddc hiéu véi CD40 cla ngudi,
trong d6 khang thé nay bao gdm chudi nang va chudi nhe, trong d6 trinh tw chudi ning

va trinh tu chudi nhe dugc chon tir nhém bao gém:

a) trinh ty CDR1 chudi ning dugc chon tir nhém bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 9 dn SEQ ID NO.11, trinh ty CDR2 chudi ning dugc chon tir nhém bao gém cac
trinh ty néu trong SEQ ID NO.12 dén SEQ ID NO.15, va trinh ty CDR3 chudi ning tur
hhém gém céc trinh tu néu trong SEQ ID NO.16 dén SEQ ID NO.17; va

b) trinh tw CDR1 chudi nhe c6 trinh tu dugc chon tir nhém bao gém cic trinh tu néu
trong SEQ ID NO.18 dén SEQ ID NO.21, trinh ty CDR2 chudi nhe néu trong SEQ ID
NO.22 dén SEQ ID NO.23, va trinh ty CDR3 chudi nhe dugc chon tir nhém bao gém cac
trinh tu néu trong SEQ ID NO.24 dén SEQ ID NO.25.

2. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khéng thé nay bao gbm trinh ty CDR1 chudi ning
néu trong SEQ ID NO. 10, trinh tu chudi nang CDR2 néu trong SEQ ID NO: 13 va trinh
tu chudi ndng CDR3 néu trong SEQ ID NO:16; va trong d6 khang thé nay bao gdm trinh
tir chudi nhe CDR1 néu trong SEQ ID NO:19, trinh ty chudi nhe CDR2 néu trong SEQ
ID NO:22 va trinh tu chudi nhe CDR3 néu trong SEQ ID NO:24.

3. Khéng thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao gbm trinh ty CDR1 chudi ning
néu trong SEQ ID NO. 9, trinh tu chudi ning CDR2 néu trong SEQ ID NO:14 va trinh ty
chudi ning CDR3 néu trong SEQ ID NO:16; va trong do khang thé nay bao gdm trinh ty
chudi nhe CDR1 néu trong SEQ ID NO:20, trinh ty chudi nhe CDR2 néu trong SEQ ID
NO:22 va trinh tu chudi nhe CDR3 néu trong SEQ ID NO:24.

4. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao gbm trinh ty CDRI chudi ning
néu trong SEQ ID NO. 11, trinh tu chudi ning CDR2 néu trong SEQ ID NO:15 va trinh
tur chudi ning CDR3 néu trong SEQ ID NO:17; va trong d6 khang thé nay bao gdm trinh
tu chudi nhe CDR1 néu trong SEQ ID NO:21, trinh tu chudi nhe CDR2 néu trong SEQ
ID NO:23 va trinh tu chudi nhe CDR3 néu trong SEQ ID NO:25.

5. Khang thé hoic doan khéang thé don dong duoc lam twong thich véi nguodi ma lién két
dic hiéu v6i CD40 cua nguoi co vung bién dbi chudi ning va ving bién d6i chudi nhe

bao gdm céc trinh ty axit amin 1in luot néu trong SEQ ID NO.27 va SEQ ID NO.26;
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SEQ ID NO.28 va SEQ ID NO.26; SEQ ID NO.29 va SEQ ID NO.26; SEQ ID NO.30
va SEQ ID NO.26; SEQ ID NO.32 va SEQ ID NO.31; SEQ ID NO.33 va SEQ ID
NO.31; SEQ ID NO.34 va SEQ ID NO.31; SEQ ID NO.35 va SEQ ID NO.31; SEQ ID
NO.37 va SEQ ID NO.36; SEQ ID NO.38 va SEQ ID NO.36; SEQ ID NO.39 va SEQ
ID NO.36; SEQ ID NO.40 va SEQ ID NO. 36.

6. Duoc pham chia: (i) khang thé theo diém 1; va (ii) td dugc duogc dung; va trong dé
khéang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cua né tuy y duoc lién hop véi chit thw

hai.

7. Khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi ma lién két dic hiéu vi CD40 clia nguoi,
trong d6 khang thé nay chira trinh ty CDR1 cla chudi ning néu trong SEQ ID NO:11,
trinh tu CDR2 clia chudi ning néu trong SEQ ID NO:15 va trinh tw CDR3 cua chudi
ning néu trong SEQ ID NO:17; va trong d6 khang thé nay chira trinh ty CDR1 ctia chudi
nhe néu trong SEQ ID NO:21, trinh tw CDR2 ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO:23 va
trinh tu CDR3 ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO:25.

8. Khéng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi ma lién két ddc hidu véi CD40 cua ngudi,
trong d6 khang thé nay chtra trinh tw CDR1 cta chudi ning néu trong SEQ ID NO:9,
trinh ty CDR2 clia chudi ning néu trong SEQ ID NO:12 va trinh ty CDR3 cua chudi
ndng néu trong SEQ ID NO:16; va trong d6 khang thé nay chtra trinh tu CDR1 cua chubi
nhe néu trong SEQ ID NO:18, trinh tw CDR2 cua chudi nhe néu trong SEQ ID NO:22 va
trinh tu CDR3 ciia chudi nhe néu trong SEQ ID NO:24.

9. Khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi ma lién két dic hiéu véi CD40 clia nguoi,
trong d6 khang thé nay chira ving bién ddi cua chudi ning néu trong SEQ ID NO:44 va
ving bién ddi ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO:43.

10. Khéng thé duoc lam twong thich véi ngudi ma lién két dic hiéu véi CD40 cua ngudi,

trong d6 khang thé nay chira viing bién dbi ctia chudi ning néu trong SEQ ID NO:53 va
ving bién dbi ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO:52.

11. Khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi ma lién két dic hiéu voi CD40 ciia nguoi,
trong d6 khang thé nay chira ving bién d6i ctia chudi ning néu trong SEQ ID NO:58 va
ving bién ddi ctia chudi nhe néu trong SEQ ID NO:56.
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12. Khang thé hoic manh khang thé don dong dugc lam tuong thich véi ngudi ma lién
két dic hidu v6i CD40 ciia ngudi chira chudi ning néu trong SEQ ID NO:30 va chudi

nhe néu trong SEQ ID NO:26.

13. Khang thé hoic manh khang thé don dong dugc lam twong thich véi ngudi ma lién
két dic hidu véi CD40 cua ngudi chira chudi ning néu trong SEQ ID NO:35 va chudi

nhe néu trong SEQ ID NO:31.

14. Khang thé hoic méanh khang thé don dong dugc l1am twong thich véi ngudi ma lién
két ddc hiu v6i CD40 cta ngudi chtra chudi ning néu trong SEQ ID NO:40 va chudi

nhe néu trong SEQ ID NO:36.

15. Dugc phédm chira: (i) khéng thé theo diém 12; va (ii) t4 dugc duge dung; va trong d6
khang thé hoic manh lién két v6i khang nguyén ctia n6 tly ¥ duoc lién hop voi chét thi hai.
16. Duoc phém chtra: (i) khang thé theo diém 13; va (ii) ta dugc dugc dung; va trong do
khang thé hodc manh lién két v6i khang nguyén ctia n6 tlly y duoc lién hop voi chét thir hai.
17. Dugc phédm chira: (i) khéng thé theo diém 14; va (ii) t4 duogc duge dung; va trong d6
khang thé hodic manh lién két v6i khang nguyén ctia né tiry y duge lién hop voi cht thi hai.
18. Dugc phém chira: (i) khang thé theo diém 7; va (ii) t4 dugc duoc dung; va trong d6
khang thé hosic manh lién két v6i khang nguyén ciia né tiry ¥ dugc lién hop véi chét thir hai.
19. Duoc phém chira: (i) khéng thé theo diém 8; va (ii) t4 dugc dugce dung; va trong do

khang thé hoic manh lién két véi khang nguyén ciia n6 tiy ¥ dugc lién hop véi chat thi hai.

20. Polynucleotit phan 1ap ma hoéa khang thé hogc manh khang thé don dong dugc lam
tuong thich véi ngudi ma lién két dic hiéu v4i CD40 ctia ngudi c6 trinh tu axit amin cua
ving bién ddi chudi ning v trinh tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe, trong do6
trinh tu axit amin cua vung bién dbi chudi ning bao gém trinh ty bt ky néu trong SEQ
ID NO:1 dén SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID
NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:42, SEQ ID
NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ ID NO:48, SEQ ID. NO:50, SEQ ID NO:53, SEQ ID
NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID
NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID
NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID
NO:72 hodc SEQ ID NO:73; va trinh ty axit amin cua vung bién ddi chudi nhe bao gdbm
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trinh tu bat ky néu trong SEQ ID NO:5 dén SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:31, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID
NO:47, SEQ ID NO:49, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID
NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75 hodc SEQ ID
NO:76.

21. Polynucleotit theo diém 20, trong d6 trinh tLI axit amin cua ving bién ddi chudi ning
bao gdm trinh tuy bét ky néu trong SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ
ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID
NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39 hodc SEQ ID NO:40; va trinh ty axit amin cua
ving bién déi chudi nhe bao gdm trinh tw bit ky néu trong SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:31 hoac SEQ ID NO:36.

22. Polynucleotit theo diém 20, trong d6 trinh tw axit amin cta ving bién dbi chudi ning
bao gém trinh tu bét ky néu trong SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:48, SEQ ID. NO:50, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, SEQ ID
NO:59, SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID
NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72 hodc SEQ ID NO:73; va trinh
tu axit amin cta ving bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tu bat ky néu trong SEQ ID
NO:41, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:49, SEQ ID
NO:50, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:55, SEQ ID
NO:56, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75 hodc SEQ ID NO:76.

23. Polynucleotit theo diém 20, trong d6 trinh ty axit amin ciia ving bién doi chudi ning

va trinh tu axit amin ctia vung bién dbi chudi nhe duoc chon lan luot tir nhém bao gém
céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:27 va SEQ ID NO:26; SEQ ID NO:28 va SEQ ID
NO:26; SEQ ID NO:29 va SEQ ID NO:26; SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO:26; SEQ ID
NO:32 va SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:33 va SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:34 va SEQ
ID NO:31; SEQ ID NO:35 va SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:37 va SEQ ID NO:36; SEQ
ID NO:38 va SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:39 va SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:40 va
SEQ ID NO:36. '
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FIG. 1
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 6
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FIG. 8
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 13
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-130-

Glu

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Tyxr

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

19B10

Leu

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

val

Asn

Gly

Phe

60

Ser

Ala

Trp

Arg

Ile

Leu

45

Asp

Asn

vVal

Gly

Arg

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



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

<220>
<223>

<400>

4
119
PRT

trinh tu nhdn tao

CD40

4

Glu Vval Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Arg

Met

Tyxr

50

Gly

Gln

Arg

Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Glu

Leu

Ser

Gly

65

Asp

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Lys

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

val
115

5
106
PRT

trinh tu VH

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Thr

Asp

100

Thr

trinh tu

CD40
5

val

Val

Phe

35

Ser

Gly

Ala

vVal

Ser

vVal

Ser

Thr

Ser

85

Gly

vVal

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

nhé&n tao

trinh tu VK

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyxr
85

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

25207

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ser

Tyxr

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

Q

Ala

Ala

25

Thr

Val

Thr

Gln

-131-

Gly

10

Gly

Glu

Ile

Asn

Asp

90

Met

chudt

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg
90

20E2

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

2H11

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Thr

Val

Thr

Gly

Tyxr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Trp

Ala

val

Leu

45

Phe

Met

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Gly
110

Ser

Ser

30

Trp

Gly

Glu

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr
95

Gly

Tyr

Val

val

Phe

80

Cys

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



25207

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>

Gln Ile
1

Glu Lys

Leu Trp

Ser Thr

50

Gly Ser
65

Asp Ala

Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

Gln Ile
1

Glu Lys

Leu Trp

Ser Thr
50

Gly Ser
65

100
6
106
PRT
trinh tu

nhan tao

CD40 trinh tu VK dan

6

Val Leu

val Ile
20

Phe Gln
35

Ser Asn

Gly Ala

Ala Thr

Gly Gly
100

7

106

PRT
trinh tu

Thr Gln Ser
Ile Thr Cys
Gln Lys Pro
Leu Ala Ser
55
Ser Tyr Ser
Tyr Tyr Cys

85

Thr Lys Leu

nhan tao

CD40 trinh tu VK dan

7

Val Leu

Val Thr
20

Phe Gln
35

Ser Asn

Gly Thr

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Lys Pro

Leu Ala Ser

55

Ser Tyr Ser
70

105

ddu & chudt

Pro Thr

Ser Ala
25

Gly Thr

40

Gly Vval

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
105

Ile
10

Thr

Ser

Pro

Ile

Arg

90

Lys

ddu & chudt

Pro Ala

Ser Ala
25

Gly Thr
40
Gly Vval

Leu Thr

-132-

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

10F2

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Thr

19B1

Met

Ser

Pro

Ala

Ser
75

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Phe

0

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Ala
vVal
Leu
45

Phe

Met

Tyr

Ala
val
Leu
45

Phe

Met

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

15

Tyxr

Ile

Gly

Ala

Tyxr
95

Pro

15

Tyxr

Ile

Gly

Ala

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu
80



25207

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr

85

90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

100

8
113
PRT

trinh tu nhdn tao

CD40 trinh tu VK

8

Val Met

Val Thr
20

Gln Lys
35

Lys Leu

Arg Phe

Asn Leu

Thr Tyr
100

9
10
PRT

trinh ty nhén tao

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

105

Q

chudt

Ser Ser
10

Ser Ser
25

Trp His
Thr Ser
Ser Gly
Leu Ala

90

Gly Ala
105

20E2

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Chudi ning CDR1 cua 2H11 va 19B10

9

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Val His

1

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

<220>

10
10
PRT

trinh tyu nhédn tao

5

10

-133-

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

95

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn

Leu



25207

<223> Chudi n&ng CDR1 cua 10F2
<400> 10

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Ile His

1 5 10
<210> 11
<211> 10

<212> PRT
<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi n&ng CDR1 cua 20E2

<400> 11

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gly Met His

1 5 10
<210> 12
<211> 17

<212> PRT
<213> trinh tuy nhén tao

<220>
<223> chudi ni&ng CDR2 cua 2H11

<400> 12

Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Ser Lys Tyr Ala Pro Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 13

<211> 17

<212> PRT
<213> trinh tu nhan tao

<220>
<223> chudi ndng CDR2 cua 10F2

<400> 13

Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 14

<211> 17

<212> PRT
<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> chudi nd&ng CDR2 cua 19B10
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25207

<400> 14

Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Phe Ala Pro Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 15

<211l> 17

<212> PRT
<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> chudi ni&ng CDR2 cua 20E2

<400> 15

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

1 5 10 15
Gly

<210> 16

<211> 9

<212> PRT
<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Chudi n&ng CDR3 cua 2H11, 10F2 va 19B10

<400> 16

Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr

1 5
<210> 17
<211> 10

<212> PRT
<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> Chudi ning CDR3 cua 20E2

<400> 17

Gln Asp Gly Tyr Arg Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 18
<211> 10

<212> PRT
<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> chudi nhe CDR1 cua 2H11

<400> 18

-135-
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Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Leu

1 5 10
<210> 19
<211> 10

<212> PRT
<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> chudi nhe CDR1 cua 10F2

<400> 19

Ser Ala Thr Ser Ser Val Ser Tyr Ile Leu

1 5 10
<210> 20
<211> 10

<212> PRT
<213> trinh tyu nhén tao

<220>
<223> chudi nhe CDR1 cua 19B10

<400> 20

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Leu

1 5 10
<210> 21
<211> 17

<212> PRT
<213> trinh tyu nhén tao

<220>
<223> chudi nhe CDR1 cua 20E2

<400> 21

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5 10 15
Thr

<210> 22

<211> 7

<212> PRT
<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR2 cua 2H11, 10F2 va 19B10

<400> 22

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

-136-



25207

<210> 23

<211l> 7

<212> PRT

<213> trinh tu nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR2 cua 20E2

<400> 23

Trp Thr Ser Thr Arg Glu Ser

1 5
<210> 24
<211> 9

<212> PRT
<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR3 cua 2H11, 10F2, va 19B10

<400> 24

Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr

1 5
<210> 25
<211l> 9

<212> PRT
<213> trinh tu nhan tao

<220>
<223> chudi nhe CDR3 cua 20E2

<400> 25
Gln Asn Asp Tyr Thr Tyr Pro Leu Thr

1 5

<210> 26

<211> 220

<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe clia Khang thé A

<400> 26

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp His Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Thr Ser Thr Arg Glu Ser Gly val
50 55 60

-137-



Pro

65

Ile

Asp

Lys

Glu

Phe

145

Gln

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

130

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
210

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

<220>
<223>

<400>

Arg
Ser
Thr
Thr
115
Leu
Pro
Gly
Tyxr
His
195

Val

27
449
PRT

trinh ty nhén tao

Phe

Leu

Tyr

100

val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

Ser

Gln

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

Val

Lys

Gly

70

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

25207

Gly

Asp

Phe

Ser

120

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Ser

val

Gly

105

val

Ser

Gln

Val

Leu

185

Glu

Arg

Gly

Ala

90

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

170

Thr

val

Gly

Thr

75

val

Gly

Ile

Val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Cchudi ning IgGlKO ctua Khang thé A

27

Glu Vval Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

Ala

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp
100

Val

Ser

vVal

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyxr

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

-138-

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Asp

Tyxr

Thr

Phe

Cys

140

val

Gln

Ser

His

Cys
220

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyxr

Phe

Tyxr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Trp

Thr

cys

val

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ala
110

Leu

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyxr

95

Gln

Thr

80

Asn

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser

Gly

Tyr

vVal

vVal

Tyxr

80

Cys

Gly



Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyxr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu
195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His

Thr
Pro
val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420

Asn

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

vVal

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyxr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyxr

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

25207

Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

-139-

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyxr

AsSp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Gly

Gly

140

val

Phe

vVal

Val

Lys

220

Ala

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

vVal

365

val

Pro

Thr

vVal

Leu

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyxr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyxr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



Lys

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

<220>
<223>

<400>

Glu val
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Tyr

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

Pro Leu
130

Gly Cys
145

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Ser Asn
210

Thr His
225

Ser Val

435

28
449
PRT

trinh tu nhan tao

25207

440

Cchudi n&ng IgGl ctia Khang thé A

28

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

vVal

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

-140-

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Vval

Phe

val

val

Lys

220

Leu

Thr

445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyxr

Ala

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyxr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys
Gly
Phe
Léu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro

240

Ser



Arg

Pro

Ala

val

305

Tyxr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile
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Gly

Tyxr

val

vVal

Tyxr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser
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Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Asn Thr

210

His

vVal

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

34
446
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trinh tu nhén tao

Chudi n3ng IgG4DM ctia Khang thé B

34

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyxr

375

Asn

Phe

Asn

Thr
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Arg

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
440

val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyxr

Tyr

Phe

425

Lys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyxr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Lys

220

Leu

Thr

val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

Val

Pro

Thr

vVal

Leu
445

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyxr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

@lu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1

5
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Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Leu

Met

Tyxr

Gly

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

val

Phe

Pro

290

Thr

val

Ala

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

val

Ser

Lys

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly
340

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

vVal

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

vVal

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Arg
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Ala
Ala
40

Arg
Arg
Ala
Tyr
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Glu
Asp
Asp
Gly
280
Asn
Trp

Pro

Glu

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser

185

Thr

val

Phe

Thr

Val

265

vVal

Ser

Leu

Ser

Pro
345
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Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Phe

Lys

Tyxr

Ala

75

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Gly
Ser
140
val
Phe
val
val
Lys
220
Gly
Ile
Glu
His
Arg
300
Lys

Glu

Tyxr

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyxr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

val

Tyr

Thr

Leu
350

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Pro

Vval

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Tyxr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Val

Thr

val

Cys

320

Ser

Pro



Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

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

<220>
<223>

<400>

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyxr
435

35
449
PRT
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Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser
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Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
440

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser
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Glu val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Leu

Met

Tyxr

50

Gly

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

Val

115

Ala

Leu

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Pro

val

Ala

val

Ser

vVal

Ser

Thr

Ser

85

Gly

val

Ser

Lys

Leu
165

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val
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val

val

Pro

Thr

410

Val

Leu

thé

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His
170

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyxr

Ala

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Leu

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyxr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

vVal

Ala

Ser

Val
175

Val
Gly
Asp
400

Trp

His

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu



Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

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

<220>

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

36
213
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Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr
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Leu Ser
185

Tyr Ile
200

Arg Val

Pro Ala

Lys Pro

val val
265

Tyr Val
280

Glu Gln

His Gln

Lys Ala

Gln Pro

345

Leu Thr
360

Pro Ser
Asn Tyr
Leu Tyr
Val Phe

425

Gln Lys
440
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Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
vVal
Asp
Tyr
AsSp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

vVal

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

vVal

Pro

Thr

Val

Leu
445

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu
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25207

<223> Chudi nhe ctia Khang thé C
<400> 36

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

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

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

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

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 20 95

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

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

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

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

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

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

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

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 37

<211> 448

<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi ndng IgGlKO ctia Khang thé C

<400> 37

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 Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30
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Tyxr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Vval

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

val

Arg

50

Gly

Glu

Thr

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala

340

Arg

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyxr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Glu

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Lys

Tyxr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ser
135

Phe:

Gly

Leu

Tyxr

Arg

215

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

25207

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

Vval

Ala

Pro

vVal

val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyxr

Asp

Leu

Arg

345

Lys
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Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyxr

Gly

Gly

val

155

Phe

val

val

Lys

Ala

235

Thr

val

val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Gly

Tyxr

60

Thr

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

val

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

vVal

His

205

Cys

Gly

Met

His

val

285

Tyxr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Pro

Thr

Tyxr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyxr

350

Leu

Trp

Lys

val

Tyxr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyxr

320

Thr

Leu

Cys



Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

vVal
370

355

Lys

Gly Gln

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Gly

Gln

Asn
435

38
448
PRT

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

trinh tu

Phe
Glu
Phe
405

Gly

Tyxr

Tyxr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Pro

375

Asn

Leu

val

Gln

nhé&n tao
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360

Ser

Tyr

Tyxr

Phe

Lys
440

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu
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Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

val

vVal

Arg

50

Gly

Glu

Thr

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Leu

val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

vVal

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

120

Thr

Pro

vVal

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser
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Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Lys

Gly

Pro

"Thr

170

Val

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

155

Phe

Val

vVal
380
Pro
Thr

val

Leu

Lys

Asn

Gly

Tyxr

60

Thr

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

val

Trp

val

Asp

His

430

Pro

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Ala

Tyxr

Met

Phe

Tyr

80

Ccys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser



Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

vVal

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu
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Ala Tyr Ile Ser
50
Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn
Ala Arg Gln Asp
100
Thr Leu Val Thr
115
<210> 47
<211> 113
<212> PRT
<213> trinh tu
<220>
<223>
<400> 47
Asp Ile Val Met
1
Glu Arg Val Thr
20
Gly Asn Gln Lys
35
Pro Pro Lys Leu
50
Pro Asp Arg Phe
65
Ile Ser Ser Leu
Asp Tyr Thr Tyr
100
Lys
<210> 48
<211> 119
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 48

-162-

Val
Tyr
80

Cys

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Ile



Glu val Gln

Ser Leu Arg

Gly Met His

35

Ala Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gln

Thr Leu Val
115

<210> 49

<211> 113
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 49

Asp Ile Val
1

Glu Arg Val
Gly Asn Gln
35

Pro Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Asp Tyr Thr

Lys
<210> 50
<211> 119

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

trinh tu

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

val

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

nhan tao

Thr

Met

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

25207

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

Chudi nhe bién déi trong

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

val
Thr
Gly
Tyxr
60

Lys
Aia

Tyr

ca BI 655042 va

Asp

Ser

25

Trp

Thr

Ser

val

Gly
105
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Ser

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

TyTr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

BI 655043

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

val
110

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Tyr

vVal

val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn

Ile



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

trinh tu nhan tao

25207

Chudi nhe bién ddi trong

50

Glu VvVal Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Arg

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Asp
1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

val
115

51
113
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

trinh tu

val

Ser

val

Ser

Thr

Sexr

85

Gly

val

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Tyxr

Ser

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

nhén tao

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyxr

cd BI 655042 va

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

Chudi ndng bién dbi trong ca

51

Ile Val Met

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

vVal

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Thr

Met

Asn

Leu

Ser

Gln
85

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Ser

Cys

Leu

Tyxr

55

Ser

Glu

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Asp

Ser

25

Trp

Thr

Ser

Leu

-164-

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

val

Thr

Gly

Tyxr

60

Lys

Ala

Tyr

BI 655043

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

BI 655044 va BI

Ser

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala
90

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyxr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asp
Trp
Thr
Leu
Tyxr
95

Gln

655045

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Gly

Tyxr

val

val

Tyr

80

cys

Gly

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn



25207

Asp Tyr Thr Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 52

<211> 113

<212> PRT

<213> trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Chudi ning bién d&di trong ca BI 655046 va khang thé B

<400> 52

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp His Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Thr Ser Thr Arg Glu ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Thr Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 53

<211> 119

<212> PRT

<213> trinh tyu nhan tao

<220>

<223> Chudi n&ng bién ddi trong mdi BI 655044, BI 655045, BI 655046
va khang thé B

<400> 53

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys 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
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25207

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Asn Arg Ile Ile Tyr Tyr Ala Asp Thr Vval
50 55 60

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

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

Ala Arg Gln Asp Gly Tyr Arg Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 54

<211> 106

<212> PRT

<213> trinh tu nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe bién déi trong BI 655052

<400> 54

Gln Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

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

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

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

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

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

<210> 55
<211l> 106
<212> PRT
<213> trinh tyu nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe bién ddi trong méi BI 655053, BI 655055, BI 655057,
BI 655059 va BI 655061

<400> 55

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
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Asp Arg

Leu Trp

Ser Thr
50

Gly Ser
65

Asp Phe

25207

vVal Thr Ile Thr Cys Ser
20

Phe Gln Gln Lys Pro Gly
35 40

Ser Asn Leu Ala Ser Gly
55

Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
85

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu

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

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Trp

Ser Thr

50

Gly Ser
65

Asp Phe

Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

56

106

PRT

trinh ty nhén tao

Chudi nhe bién &di trong

BI 655060 va BI 655062

56

Gln Met Thr Gln Ser Pro

Val Thr Ile Thr Cys Ser
20

Phe Gln Gln Lys Pro Gly
35 40

Ser Asn Leu Ala Ser Gly
55

Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
85

Gly Gly Thr Lys Val Glu
100

57

118

PRT

trinh tu nhan tao

Ala

25

Lys

val

Thr

Gln

Ile
105

moi

Ser

Ala

25

Lys

val

Thr

Gln

Ile
105

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Thr

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Phe

Val

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyxr
95

BI 655054, khang thé B,

Ser

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Thr

Sér
Ser
Lys
Arg
60

Ser

Phe

Ala

Val

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

vVal

15

Tyxr

Ile

Gly

Pro

Tyr

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

BI 655058,

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

chudi nhe bién ddi trong méi BI 655052, BI 655053 va BI

655054

57
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Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Leu

Val

Val

val

Arg

50

Gly

Glu

Thr

val

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115

58
118
PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

Val

trinh tu

val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr

Ser

nhédn tao

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

25207

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Chudi nhe bién &bi trong

58

Gln Val Gln

1

Ser
Tyxr
Gly
Gln
65

Met

Thr

Leu

val

val

Arg

50

Gly

Glu

Thr

vVal

<210>
<211>

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

59
118

Leu

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Val

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyxr

Ser

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

‘Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu
10

Gly
Gly
Sér
Thr
Asp

90

Gly

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

cad BI 655055 va

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105
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Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Asn

Gly

Tyx

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

val

Tyx

95

Gly

Khang thé C

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyxr

80

Cys

Thr



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

trinh tu nhan tao

25207

Chudi ndng bién dbi trong ca

59

Gln val Gln

1

Ser

Tyxr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Leu

Val
vVal
Arg
50

Gly
Glu

Thr

val

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

<220>
<223>

<400>

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

60
118
PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Tyr

100

val

trinh tu

Vval Gln

Ser Cys

Vval Lys

Pro Glu

Thr Met

70

Ser Leu
85

Tyr Val

Ser Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

nhén tao

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Chudi ndng bién d&bi trong ca

60

Gln val Gln

1

Ser

Tyxr

Gly

Gln

65

Met

Thr

val

val

Arg

50

Gly

Glu

Thr

Lys
His
35

Ile
Lys

Leu

Ser

Leu

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyxr

Val Gln

Ser Cys

vVal Lys

Pro Glu

Thr Met

70

Ser Leu
85

Tyr Val

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp

Glu

Tyr
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BI 655057 va BI

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Asn

Gly

Tyr

Thr

Ala

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

BI 655059 va BI

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

655058

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyxr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

655060

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln

Gly

15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyxr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



100

Leu Val Thr VvVal Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Vval

Tyr Val

Gly Arg

50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Val

Tyr Val

Gly Arg
50

115

61
118
PRT

trinh ty nhan tao

25207

105

chudi ning bién @bi trong ca

61

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

62
118
PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyxr

100

val

trinh tu

val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Tyxr

Ser

nhédn tao

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Asp
Ala Asp

Ser Glu

Thr Tyr
105

BI 655061 va BI

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

chudi ning bién ddi Version 1 tu

62

Gln

Lys

His

35

Ile

Leu Val

val
20

Trp

Asp

5

Ser

val

Pro

Gln

Cys

Lys

Glu

Ser

Thr

Gln

Asp
55

Gly Ala
Ala Ser
25

Arg Pro
40

Gly Asp

-170-

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Val Lys

Phe Asn

Gln Gly

Lys Tyr

60

Ser Thr
75

Thr Ala

Tyr Trp

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

110

655062

Pro Gly
15

Thr Asp
30

Glu Trp

Pro Lys

Thr Val

Tyr Tyr

95

Gln Gly
110

Khang thé 19B10-Hum

val Lys

Phe Asn

Gln Gly

Lys Phe
60

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Pro Gly
15

Thr Asp
30

Glu Trp

Pro Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Thr

Ala

Tyxr

Met

Phe



25207

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 63

<211> 118

<212> PRT

<213> trinh ty nhadn tao

<220>
<223> Trinh tu Chudi ning bién ddi Version 2 tut Khang thé 19B10-Hum

<400> 63

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

Tyr Val His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Phe Ala Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr vVal Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 64

<211> 118

<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu ning biédn thién Version 3 tu Khang thé 19B10-Hum

<400> 64

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
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25207

Ser Val Lys Val Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Phe Ala Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 65

<211> 118

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu ning bién thién Version 4 ti khang thé 19B10-Hum

<400> 65

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 Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Val His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Phe Ala Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 66
<211> 118

<212> PRT
<213> trinh ty nhdn tao

<220>

-172-



25207

<223> Trinh tu ning bién thién Version 5 ti Khang thé 19B10-Hum
<400> 66

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

Tyr Val His Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Phe Ala Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr VvVal Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 67

<211> 118

<212> PRT

<213> trinh tyuy nhan tao

<220>
<223> Trinh tu ning bién thién Version 1 tu Khang thé 10F2Hum

<400> 67

Glu Vval Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vval Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Tyr ASp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 : 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser
115
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

68

118

PRT
trinh tu

Trinh tu

68

Glu Val Gln Leu

1

Thr

Tyxr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Thr

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Thr

val

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

<220>
<223>

<400>

Lys Ile
20

His Trp
35

Ile Asp
Arg Val
Leu Ser
Ser Tyr

100
Thr Vval

115

69

118

PRT
trinh tu

Trinh tu

69

Glu VvVal Gln Leu

1

Thr

Tyxr

Gly

Gln
65

val

Ile

Arg

50

Gly

Lys Ile
20

His Trp
35

Ile Asp

Lys Val

nhén tao

25207

nadng bién thién

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

nhé&n tao

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

vVal

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

val

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Thr

nadng bién thién

Val

Ser

val

Pro

Thr

Gln

Ccys

Lys

Glu

Met
70

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Gly

val

Arg

40

Gly

Ala

Version

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Gly

Version

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

-174-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

2 tlu khang thé& 10F2Hum

val

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Asn

Gly

Tyxr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asp

Val

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly Ala
15

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Gly Thr

3 tl Khang th& 10F2Hum

val

Phe

Lys

Lys

Ser
75

Lys

Asn

Gly

Tyxr

60

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asp

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Gly Ala

15

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80



Met Glu Leu Ser
Thr Thr Ser Tyr
100
Thr val Thr Vval
115
<210> 70
<211> 118
<212> PRT
<213> trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 70
Glu Val Gln Leu
1
Thr val Lys Ile
20
Tyr Ile His Trp
35
Gly Arg Ile Asp
50
Gln Gly Lys Ala
65
Met Glu Leu Ser
Thr Thr Ser Tyr
100
Thr val Thr Vval
115
<210> 71
<211> 118
<212> PRT
<213> trinh tu
<220>
<223> Trinh tu
<400> 71

Glu vVal Gln Leu

1

Thr val Lys Ile

20

Tyr Ile His Trp

25207

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

90

95

Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

Ser Ser

nhan tao

nidng bién thién

val Gln

Ser Cys

Val Lys

Pro Glu

Thr Met

70

Ser Leu

85

Tyr Val

Ser Ser

nhan tao

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

ndng bién thién

Val Gln Ser Gly

5

Ser Cys Thr Vval

Val Lys Gln Arg

105

Version

Ala Glu

10

Ser
25

Gly

Pro Gly

Asp Thr

Asp Thr

Glu Asp

90

Tyr
105

Gly

Version

Ala Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly
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val

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asp

Val

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyxr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyxr

95

Gly

Ala

Tyxr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

5 tir Khdng thé& 10F2Hum

Val Lys Lys

Phe Asn Ile

Lys Gly Leu

Pro Gly Ala

15

Lys Asp Tyr

30

Glu Trp Met



25207

35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 72

<211> 118

<212> PRT

<213> trinh tyu nhén tao

<220> .
<223> Trinh tu ning bién thién Version 6 tu Khang thé 10F2Hum

<400> 72

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

Thr Val Lys Ile Ser Cys Thr Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr VvVal Ser Ser
115

<210> 73

<211> 118

<212> PRT

<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu ning bién thién Version 7 tu Khang thé 10F2Hum

<400> 73

Glu val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
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Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 74
<211> 106
<212> PRT

<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu chudi nhe bién ddi Version 1 ti khang thé 10F2Hum

<400> 74

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

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

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

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

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

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

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

<210> 75
<211> 106
<212> PRT

<213> trinh ty nhdn tao

<220>
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<223> Trinh tu chudi nhe bién ddi Version 2 tu khang thé 10F2Hum
<400> 75

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

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

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

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

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

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

<210> 76
<211l> 106
<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu chudi nhe bién ddi Version 3 ti khang thé 10F2Hum

<400> 76

Gln Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

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

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

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

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

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

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

<210> 77

<211> 11

<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao
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<220>
<223> Chudi ndng CDR3 v&i 2H11, 10F2 va 19B10

<400> 77

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr

1 5 10
<210> 78

<211> 12

<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi n&ng CDR3 v&i 20E2

<400> 78

Ala Arg Gln Asp Gly Tyr Arg Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

70

-179-





