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(57) Sang ché dé cap dén cac khang thé ddi khang hodc cac doan ciia ching ma gan két vai
0X40 cta nguoi. Pic biét hon, sang ché dé cap dén khang thé ddi khang hoic doan cua né
ma gan két voi OX40 cua ngudi chita CDR1 chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 1, va/hodc CDR2 chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2, va/hoic CDR3
chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3; va/hodc chitra CDR1 chudi nhe chia
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4, va/hoac CDR2 chudi nhe chtra trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 5 va/hodc CDR3 chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 6. Phuong phép san
XuAt va cac san phém chura céc khang thé hodc cac doan cua nod cling dugc dé xuét.
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Linh vue ky thuat duoc dé cap

S4ng ch& dé cap dén c4c khang thé d6i khdng hodc c4c doan ciia chiing ma
gin két véi 0X40 ciia ngudi. Dic biét hon, sdng ché dé cap dén khing thé d6i
khéng hodc doan clia né ma gin két véi OX40 ctia ngudi chita CDR1 chudi ning
chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1, va/hoic CDR2 chudi ning chifa trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 2, va/hoac CDR3 chuéi nang chita trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 3; va/hoac chita CDR1 chudi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4,
va/hoic CDR2 chudi nhe chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 5 va/hoic CDR3
chudi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 6.

Tinh trang k§y thuat ciia sang ché

OX40 1a mot thanh vién cia ho chung TNFR clia céc thu thé va duge nhéin
dién 14n d4u tién vao nam 1987 1a glycoprotein 50kDa duoc biéu hién trén cic t&
bao T CD4+ da hoat héa tir chudt (Paterson DJ et al., (1987) Mol. Immunol. 24:
1281-90). Mién gan két phéi tl ngoai bao cia 0X40 bao gém 3 mién giau xystein
diy dt (CRD) va CDR dau cudi C thi tu, khong hoan foan (Bodmer JL et al.,
(2002) Trends Biochem. Sci. 27: 19-26). Phéi tit cho 0X40 1a OX40L (CD252) va
3 béan sao clia OX40 gén két véi phoi tir trimeric d€ tao ra phitc hop OX40-OX40L
(Compaan DM & Hymowitz SG (2006) Structure, 14: 1321-1330). OX40 1a mot
thu thé da gén két mang; Tuy nhién, mot isoform hoa tan ciing di dugc phat hién
(Taylor L & Schwarz H (2001) J. Immunol. Methods, 255: 67-72). Khong giong
nhu CD28, OX40 khong chi biéu hién chd y&u trén céc t€ bao T chuyén cin ma
con bi sinh ra sau khi lip ghép thu thé t& bao T (TCR). OX40 12 mot phan tit déng
kich thich thit c&p, dugc bi€u hién sau tir 24 t6i 72 gid sau khi hoat héa; phéi tir
clia n6, OX40L, khong chi biéu hién trén cic t& bao trinh bay khang nguyén nghi,
ma c sau qud treinhf hoat héa clia ching. OX40 dugc bi€u hién chii y&u boi cic
t&€ bao T CD4+ di hoat héa va t6i mot mic do giGi han, boi cac t€ bao T CD8+ da
hoat héa (Salek-Ardakani S et al., (2006) Curr. Immunol. Rev. 2: 37-53).
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Ban chit k¥ thuat ctia sang ché

Muc dich ctia sing ché 1a dé xut cic khang thé doi khéng hoic cdc doan
ctia ching ma gén két v6i OX40 clia ngudi, cic phuong phdp diéu ché chiing dé st
dung cho cédc phuong phép diéu tri c4c r6i loan thong qua trung gian OX40. Cic
khéng thé d6i khang hoac cdc doan ciia chiing theo sang ché gin két véi OX40 cta
ngudi 1 cdc khéng thé d6i khéng va khong thé hién céc tdc dung chli van vi/hoic
hoat h6a OX40 ctia ngudi khi gén két.

Théo mot khia canh, sdng ch€ dé cap dén khang thé d6i khdng hoic doan
clia n6 ma gan két v6i OX40 ctia ngudi chita CDR1 chubi ning chita trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 1, va/hodac CDR2 chubi nang chifa trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 2, va/hoac CDR3 chudi nang chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3; va/hoic
chita CDR1 chubi nhe chda trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4, va/hoic CDR2 chudi
nhe chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 5 va/hoic CDR3 chudi nhe chia trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 6.

Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ché dé cap dén khing thé d6i khing
hodc doan ctia n6 ma gan két véi OX40 ctia ngudi chifa trinh ty ving thay déi
chubi nang chda trinh ty axit amin SEQ ID NO: 7. Theo mdt khia canh tiép theo,
séng ch€ dé cap dén khang thé déi khéng hodc doan clia né ma gin két véi OX40
clia ngudi bao gdm ving khung thay ddi chubi nang 14 san phdm clia hoic c6
nguodn gbc tir gen ngudi duge chon tit nhém gém: IGHV2-70*10 (SEQ ID NO:
19), IGHV2-70*01 (SEQ ID NO: 20), IGHV2-70*13 (SEQ ID NO: 21), IGHV2-
5%09 (SEQ ID NO: 22), va IGHV2-70*11 (SEQ ID NO: 23).

Theo mot khfa canh ti€p theo, sing ché dé cap dén khing thé d6i khang
hoac doan clia né chia trinh tu chudi nang chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 32
va trong d6 viing khung thay déi chubi ning bao gém it nhat mot cai bién axit
amin tir ving khung thay d6i chudi ning tuong tng cla khdng thé & chuét tuong
uing.

Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ch& dé cap dén khéng thé d6i khing
hodc doan clia n6 ma gan két véi OX40 cha ngudi chia trinh tu ving thay déi
chubi nhe chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 8. Theo mot khia canh ti€p theo,
séng ché dé cap dén khang thé doi khang hodc doan clia né ma gan két véi 0X40

clia ngudi bao gém ving khung thay déi chudi nhe 13 sdn phdm ctia hodc c6 ngudn
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goc tit gen ngudi duge chon tir nhém gém: IGKV3-11*01 (SEQ ID NO: 24),
IGKV1-39*01 (SEQ ID NO: 25), IGKV1D-39*01 (SEQ ID NO: 26), IGKV3-
11*02 (SEQ ID NO: 27) va IGKV3-20*01 (SEQ ID NO: 28).

Theo mot khia canh tiép theo, sdng ché€ dé cap dén khing thé d6i khing
hoic doan clia né chita ving khung thay ddi chubi nhe 14 sdn phdm ctia hoic c6
nguodn goc tir gen ngudi IGKV3-11*01 (SEQ ID NO: 24) va trong d6 ving khung
thay d6i chudi nhe bao gdm it nhat mot cai bi€n axit amin tir ving khung twong
{ing clia viing thay déi chudi nhe ctia khéng thé & chudt tuong ting.

Theo mot khia canh tiép theo, sdng ch€ dé cap dén khdng thé d6i khing
ho#c doan clia né ma gin két véi OX40 cha ngudi chita trinh tu chudi nang duogc
chon tir nhém gém céc SEQ ID NO: 32, 33, 34, 35, 36, 37 va 38. Theo mot khia
canh tié€p theo, sdng ché dé cap dén khang thé d6i khang hodc doan chia né ma gin
két v6i OX40 clia ngudi chita trinh tu chudi nhe duge chon tir nhém gbém cic SEQ
ID NO: 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 va 49.

Theo mot khia canh tiép theo, sdng ch€ dé cap dén khang thé d6i khing
hodc doan ctia né ma gén két v6i 0X40 ctia ngudi chita:

(a) trinh tu chudi nang chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 37 hoac 38; va
(b) trinh tu chudi nhe chifa trinh tu axit amin SEQ ID NO: 47.

Theo mot khia canh tiép theo, sdng ché dé cap dén khang thé d6i khing
hoic doan clia né ma gin két véi 0X40 clia ngudi chita ving thay déi chudi ning
chita trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém cac SEQ ID NO: 58, 59, 79 va 80.
Theo mot khia canh tiép theo, séng ché& dé cap dén khang thé d6i khang hoic doan
clia né ma gin két v6i OX40 clia ngudi chita viing thay ddi chudi nhe chita trinh tu
axit amin dugc chon tit nhém gém cdc SEQ ID NO: 60, 86, 87 va 89.

Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ch& dé cap dén khing thé doi khang
hoic doan clia né ma gin két véi 0X40 ctia ngudi chita:

(a) ving thay d6i chubi nang chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 58 hoic 59; va
(b) viing thay d6i chudi nhe chifa trinh tu axit amin SEQ ID NO: 60.

Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ché dé cap dén khéng thé doi khang
hoic doan clia né ma gin két v6i OX40 clia ngudi, trong d6 khdng thé nay bao
gém ving IgG4 Fc clia ngudi, trong d6 khdng thé nay khong c6 hoat tinh gay doc
t& bao thong qua trung gian Fc. Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ché dé cap dén
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khdng thé d6i khdng hodc doan clia né ma gén két véi OX40 clia ngudi, trong dé
khang thé nay chita ving IGHG1 Fc clia ngudi, trong d6 khadng thé ndy c6 thim
quyén déi vé6i cdc co ché gay doc t€ bao nhu doc tinh t&€ bao phu thuoc khéng thé
(ADCC). Theo mot khia canh dugc uu tién, khéng thé d6i khing hoic doan cia né
ma gin két v6i OX40 cta ngudi c6 ving IGHG1 Fc khong fucosyl héa va biu
hién cdc co ché gay doc t€ bao thong qua trung gian Fc nhu ADCC.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché con dé cap dén c4c khéng thé dugc 1am
twong thich véi ngudi d6i khdng hodc cdc doan clia chiing ma gén két véi 4i luc
- twong duong v6i OX40 cha ngudi nhu khdng thé kham tuong tng, vi du, luu giit it
nhét 75% 4i luc gin két OX40 (Kp) ctia khéng thé kham twong tng hoac cé 4i luc
lvc gin két OX40 (Kp) it nhat 1a tuong duong hodc cao so véi khdng thé kham
~ twong ng. Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ch& dé cap dén khing thé d6i
khing hogc doan clia né ma gan két v6i mot epitop nam trong mién tht hai clia
ving ngoai bao OX40 cua nguoi.

Séng ché€ cling dé cap dén cdc axit nucleic d4 phan l1ap ma héa c4c khing
thé va cdc doan clia chiing ma gén két v6i OX40 ctia ngudi, cdc vat truyén va céc
t€ bao chli chita axit nucleic hodc vat truyén nay. C4c ch€ phidm chita khdng thé
déi khéng hodc doan ctia chiing va chit mang duoc dung va thé ti€p hop mién dich
chtta khdng thé d6i khang hodc doan clia ching dugc lién két véi chat tri lidu ciing
dugc dé xudt.

Séng ch€ cling mo t& cdc phuong phdp dé diéu tri c4c 16i loan thong qua
trung gian OX40. Theo mot khia canh, trong mo hinh in vitro v€ su ting sinh va
hoat héa t€ bao T phan tng (phan tng t& bao lympho hén hop; MLR), khing thé
doi khang hodc doan clia né ¢6 hiéu qua tc ché€ MLR trong hai c4 thé khic nhau
(cdc dap ung), véi gid tri ECs, khoang ching 100ng/mL. Hon thé& nita, trong phan
ing ghép khic loai d6i véi vat chi, mot mo hinh vé€ bénh manh ghép chéng lai mo
vat chi (GVHD) duge quan sit sau khi ghép tiy xuong & bénh nhén 1a con nguoi,
khang thé doi khang hoadc doan cia né c6 hiéu luc ngin chin phan ting GVHD.

Séng ché ciling dé cap dén cdc bo kit va cdc san phdm chita khdng thé nay
hoic céc doan cla ching, ch€ phdm hodc thé ti€p hop mién dich dé diéu tri r6i

loan thong qua trung gian OX40.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1: (A) ELISA gén két tryc tiép trén OX40-his clia ngudi t4i t8 hop di c6
dinh. Su gin két clia cdc khdng thé 2F8 va 1D4 thé kham trén OX40 cha ngudi
dugc x4c dinh bang ELISA tryc tiép. Cic noéng do khdc nhau (ndm trong khoang
tr 10 dén 0,01mg/ml) cia 1D4 (quang d6 den) va 2F8 (quang d6 tring) duoc 0
cling v6i 2mg/ml protein da gdn nhan tdi t6 hgp OX40-his ctia ngudi tai t8 hop da
phil qua dém & 4°C trong dia 96 16. Sy gan két ctia méi khang thé v6i OX40 duoc
phét hién bang khdng thé khing ngudi da ti€p hop horseradish peroxidise (HRP).
(B) ELISA canh tranh trén OX40-Fc cta nguoi tai t6 hgp da c6 dinh. Cac tic dung
tic ché ctia 1D4 va 2F8 thé kham trén tuong tic OX40/OX40L dugc danh gid bing
cach phong b€ ELISA. Cic ndng do khic nhau (ndm trong khoang tir 10 dén
0,01mg/ml) ctia 1D4 (quang d6 den) va 2F8 (quang d6 tring) dugc 0 cling véi
2mg/ml cla protein d3 gén nhan OX40-Fc cla ngudi téi t6 hgp duge phit qua dém
& 4°C trong dia 96 16. Sau nam phiit, n6ng do c6 dinh ctia OX40L clia ngudi t4i t&
hop d4 biotinyl héa (0,04mg/ml) duoc b sung vio timg 16 va dugc u trong 30 phut

~ 6 nhiét do trong phong. Su gan két cia OX40L v6i OX40 dugc phét hién bang
céch st dung Streptavidin-HRP.

Fig.2: Phan tng chuyén dang lympho nuéi cdy hén hgp (MLR) moét con
dudng dugc xdc dinh bang cch két hop *H thymidin. Céc biéu d6 thé hien su két
hop ’H-thymidin trung binh (cdc s6 d&€m) clia it nhét bo ba * sai s6 tiéu chudn
trung binh. D6i ching déng kiéu (trastuzumab) va déi ching duong (efalizumab)
dugc chi ra. T& bao thyc hién 12 chit viét tit chi cho céc t&€ bao thuc hién. T€ bao
thuc hién + dich thé hién cho s6 do trong d6 cdc khang thé da dugc bd qua.

Fig.3: Phan tich dém t€ bao dong chay ctia khing thé 1D4 thé kham
(A) Nhuom trén cic t€ bao don nhan méu ngoai vi da hoat ho4 ctia ngudi (PBMC)
va céc t€ bao HPB-ALL. Cdc d6 thi quang d6 thé hién cudng do huynh quang (truc
X) va s6 dém t€ bao tuong d6i (% su kién t6i da - truc Y). Loai t€ bao dugc nhuém
dugc thé hién. PBMC clia ngudi dugce hoat hod bang PHA va IL-2 cho c4c phép do
truéc 48 gio.

(B) Nhudm trén cdc PBMC clia khi cynomologus dd hoat héa. Su gin két cla
khang thé 1D4 thé kham véi OX40 cynomologus dugc d4nh gid bing cich dém t&
bao dong chdy. Cic t€ bao don nhan miu ngoai vi (PBMC) dugc phan lap tir toan
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boé méu dugc 14y tir khi cynomologus va 3x10° t€ bao dugc nu6i cdy trong 50 gidy
v6i su c¢6 mat cia 10mg/ml PHA va 100U/ml rhulL.-2. PBMC d3 hoat ho4 dugc 0
cing v6i 25mg/ml hodc 12 khéng thé déi ching (profin trén (i)) hodc khang thé
0X40 khang ngudi cua ciru di biotinyl héa (profin trung binh (ii)) hodc khing thé
1D4 thé kham da biotinyl héa (profin thdp (iii)). Su gin két ctia mbi khang thé véi
0X40 cynomologus dugc phét hién bing streptavidin-APC.

Fig.4: Cic s6 do cong hudng plasma bé mit cho cic khdng thé khing
0X40. C4c dit liéu dugc biéu hién duéi dang s6 ddp tng (viét tit 1a RU; truc Y)
theo thoi gian (truc X). _

FIG.4A - khéng thé VH1/VLI so véi thé kham 1D4.

FIG. 4B - cdc khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi trén co s& VHI,
VH2, va VH3 (nhu dugc biéu thi) so vé6i thé kham 1D4.

FIG.4C - Céc vi du vé c4c gan két kém: VH4/VL4, VH5/VL4, VH5/VLS3,
va VH5/VL6.

FIG.4D - Céc vi du vé cdc gan két yéu (VH5/VL9 va VH4/VLY) va c4c gin
két tot (VH6/VL9 va VH7/VLY).

FIG.4E - cdc khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi trén co s& VHT.

FIG.4F - VH6/VL9 c6 dic tinh gin két tot nhat so véi thé kham 1D4 va

" VH7/VLO bién thé dugc 1am gi6ng nhu ctia ngudi.
FIG.5: Sép thing hang trinh tw. Sy sip thing hing ctia viing thay déi chudi
" nang (FIG.5A) hoac chubi nhe (FIG.5B) ctia 1D4 ciing véi cdc khung suon t&€ bao
mam duge chon (IGHV 2-70*10 (SEQ ID NO: 19) va IGKV3-11*01 (SEQ ID
NO: 24)) tix IMGT va céc bién thé ving thay déi dot bién nguge (VH1 (SEQ ID
NO: 29), VH2 (SEQ ID NO: 77), VH3 (SEQ ID NO: 78), VH4 (SEQ ID NO: 79),
VHS (SEQ ID NO: 80), VH6 (SEQ ID NO: 58), VH7 (SEQ ID NO: 59), (VL1
(SEQ ID NO: 30), VL2 (SEQ ID NO: 81), VL3 (SEQ ID NO: 82), VL4 (SEQ ID
NO: 83), VL5 (SEQ ID NO: 84), VL6 (SEQ ID NO: 85), VL7 (SEQ ID NO: 86),
VL8 (SEQ ID NO: 87), VL9 (SEQ ID NO: 60) VL10 (SEQ ID NO: 88), VL11
(SEQ ID NO: 89).

Fig.6: Céc s6 do 6n dinh nhiét cha doan VH6/VLY FAB ctia khéng khing
thé khdng OX40 di dugc lam giong nhu clia ngudi bang cich 4p dung phép do
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nhiét lugng quét vi sai. Cdc dit liéu dugc biéu hién dudi dang cong suat nhiét mol
“du (ky hiéu 1a Cp [kcal/mol/°C]; truc Y) theo nhiét do (truc X).

Fig.7: Dac ta epitop. Hinh v& nay thé hién epitop VH6/VLY ctia khing
khéng thé khdng OX40 da lam giéng nhu ctia ngudi dua trén co s& cac két qua thir
nghiém ELISA d3 mo ta trong Vidu 7.

Fig.8: phan ting chuyén dang lympho nuéi c4y hén hop (MLR) dugc d4nh
gid bdi su két hop *H thymidin. Fig.8Ak va Fig.8B thé hién céc két qua ctia phan
tng chuyén dang lympho nu6i cdy hén hop tir hai thé cho khong lién quan. Su
tang sinh dugc dénh gid boi su két hop *H-thymidin. C4c d§ thi thé hién céc gi tri
s6 dém tuyét d6i cho moéi diéu kién + SEM. C4c t€ bao ddp ting 13 cic PBMC
khong dugc xit 1y, céc t€ bao kich thich 1a c4c PBMC da dugc xit Iy bing. T4t ca
cdc diéu kién cling vdi cdc khéng thé thir nghiém duge thuc hién cling véi cic t&
bio dép ting dugc tron v6i cdc PBMC kich thich du thé. D6i ching duong 13
Efalizumab (khéng thé khiang LFA-1).

Fig.9: M6 hinh phan tng ghép khdc loai so véi vat chi. Hinh v& nay thé
hién phan tram s6ng sét clia cdc nhém gbém tdm dong vat cho méi diéu kién duoc
dé cap. Chét din thudc: duy nhit PBS. Dudng diit nét thing ding biéu thi cho ngay
xlr 1y cudi cing. Khong thdy c6 tir vong va khong c6 céc triéu chiing quan sat duoc
& nhém gém hai dong d6i ching dugc chi€u xa khong dugc ti€p nhan PBMC
(khong dugc thé hién).

- Mo ta chi tiét sang ché

Sang ché d€ cap dén cic khéng thé d6i khéng va c4c doan clia ching ma
gan két v6i 0X40 cha ngudi.

Thuét ngit "OX40 clia ngudi”" duoc st dung trong ban mo td nay bao gém
cdc bién thé, cdc déng dang, va cdc cdc dong lodi ctia OX40 clia ngudi. Do dé, cac
| khang thé néu trong phan mo ta nay, trong cic trudng hop nhét dinh, phan ing
chéo véi v6i OX40 tir cdc loai khong phai clia ngudi. Theo cdc phuong 4n nhét
dinh, céc khing thé nay c6 thé hoan toan dac hiéu véi mot hoic nhidu protein
0X40 cta ngudi va c6 thé khong biéu hién loai hoic cic dang khic clia hoat tinh
phan tng chéo khong cta ngudi. Trinh tu axit amin ddy du cia OX40 ctia ngudi
_ dugc 1ay lam vi du c6 s6 truy cip Swiss-Prot P43489 (TNR4_HUMAN; SEQ ID
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NO: 12). OX40 ciing da biét 1a CD134, TNFRSF4, ACT35 hoac TXGP1 L. 0X40
ctia ngudi dugce ky hiéu 12 GenelD: 7293 theo Entrez Gene, v HGNC: 11918 theo
HGNC. OX40 con dugc ky hiéu 1a CD134 (cum sai biét 134). OX40 cé thé duoc
ma ho4 bdi gen duge ky hieu TNFRSF4 /0X40.

Thuat ngit "OX40 cla nguoi" duge st dung trong phdn mo ta bao ham tat
‘ca c4c dang d3 biét hoic céc dang alen (gen tuong ng) chua dugc phéit hién va
céc dang da hinh cia OX40 ctia ngudi. Céc thuat ngit "OX40 cha ngudi”, "OX40"
hodc "thu thé 0X40" dugc st dung trong phdn mé ta 13 tvong duong nhau va dé
chi "OX40 clia nguoi"” néu khong c6 chi din khic dugc chi ra cu thé.

Thuét ngit "ph6i tir OX40" hoac "OX40L" 1a twong duong nhau va bao gém
phoi tir 0X40, dac biét 1a phoi tir OX40 ciia ngudi. OX40L 1a mot thanh vién clia
ho chung TNF va ciing da biét 1a gp34 hoic CD252. OX40L cing dugc ky hiéu la
CD252 (cum sai biét 252) va s0 truy cap co s& dit liéu trinh tu P23510 (Swiss-Prot)
hodc Q6FGS4 (Uniprot). OX40L duoc biéu hién trén bé mit cha cic t&€ bao B da
hoat héa, céc t€ bao T, céc t& bao dudi gai va cac t&€ bao ndi mo.

Thuat ngit "khdng thé hodc doan cla ching ma gin két v6i OX40 cia
- ngudi" duge st dung trong ban moé ta ndy bao gdm cic khing thé hoic doan clia
chiing ma gan két v6i 0X40 clia ngudi vi du OX40 cha ngudi & dang di phan lap,
v6i 4i luc (KD) nho hon hoac bang 500nM, t6t hon 1a nhd hon hodc bing 200nM,
nho hon hodc bing 150nM, nhd hon hoidc bing 120nM, tham chi t6t hon nita 12
bang hodc nhd hon 110nM. Thuat ngit "khéng thé hodc doan ctia ching ma géin
két v6i OX40 clia ngudi" bao gém cédc khéng thé hodc cdc doan gin két khing
nguyén cta ching.

Céc thuat ngit "khéng thé d6i khdng" hodc "khang thé chit d6i khang" 1a
tuong duong nhau va bao gém khéng thé c6 kha niang tc ché va/hoic trung hoa
hoat tinh tao tin hiéu sinh hoc cia OX40, vi du béng céch phong bé& gin két hoic
khir gdn nhu hoan toan gan két cia OX40 véi phéi tt OX40 va nhd vy te ché
hodc khir dudng tao tin hiéu dugc kich dong boi OX40 va/hoic tc ché hodc khir
d4p tng t&€ bao thong qua trung gian OX40 kiéu nhu ting sinh t& bao lympho, biéu
hién xytokin, hodc s6ng sét t€ bao lympho.

Thuét ngit "khdng thé" dugc nhéc dén trong ban mo ta dé chi bao gbém céc

khdng thé ddy du va doan gin két khang nguyén b4t ky hodc cdc mach don cla
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ching. Thuat ngit "khéng thé" dung dé chi glycoprotein bao gém it nh4t hai chudi
nang (H) va hai chubi nhe (L) dugc ndi v6i nahu bdi cdc cdu néi disulfua, hoic
doan gin két khdng nguyén clia né. Méi chudi ning bao gédm viing thay d6i chubi
nang (dugc ky hiéu 12 VH) va viing én dinh chubi nang. Ving én dinh chudi ning
bao gém ba mién, CH1, CH2 va CH3. Méi chubi nhe bao gdm ving thay d6i
chubi nhe (duge ky hiéu 1a VL) va vang én dinh chubi nhe. Ving én dinh chubi
nhe bao gém mot mién, CL. C4c ving VH va VL c6 thé dugc chia nhd tiép thanh
céc vung c6 tinh siéu bién, dugc goi 1a cac vang quyét dinh tinh b trg (CDR) c6
tinh siéu bi€n vé trinh tu vd/hoac bao gdm trong viéc quyét dinh khdng nguyén
va/hodc cdc vong xdc dinh céu tric dang thong thudng, duoc xen gilta v6i céc
ving hing dinh hon, con duge goi 1a céc ving khung (FR hodc FW). Mbi VH va
VL bao gém ba CDR va bén FW, duge bé tri tir cdc ddu cudi amino téi cic dau
cudi carboxy theo thit tu: FW1, CDR1, FW2, CDR2, FW3, CDR3, FW4. Tat ca
céc trinh ty axit amin cia FW1, FW2, FW3, va FW4 cung nhau cdu thanh “ving
khong CDR” hoac “ving CDR khong mé rong” cia VH hoac VL nhu dugc nhic
dén trong Phan mo ta. _

Thuat ngit “ving khung thay ddi chubi ning” khi dugc nhic dén trong phin
mo ta bao gom moét hoac nhiéu (vi du, mot, hai, ba va/hodc bén) trinh tu viing
khung chudi nang (vi dy, khung 1 (FW1), khung 2 (FW2), khung 3 (FW3) va/hoic
khung 4 (FW4)). T6t hon 13, viing thay déi chudi ning khung bao gébm FW1, FW2
va/hoac FW3, t6t hon nita 1a FW1, FW2 va FW3. Thuat ngit “ving khung thay déi
chubi nhe” khi dugc nhic dén trong phin mo td bao gdm mot hoic nhiéu (vi du, -
mot, hai, ba va/hodc bon) trinh tu ving khung chudi nhe (vi dy, khung 1 (FW1),
khung 2 (FW2), khung 3 (FW3) va/hoidc khung 4 (FW4)). T6t hon 1a khung ving
thay d6i chudi nhe bao gom FW1, FW2 va/hoic FW3, t6t hon nita 13 FW1, FW2
va FW3.

Cé4c vang thay ddi clia cdc chubi nang va chudi nhe chifa viing gin két c6
tuong tdc véi khdng nguyén. C4c viing 6n dinh clia céc khang thé c6 thé thong qua
gan két clia globulin mién dich véi cdc yé€u tré hodc cdc mo vat chii, bao gém céc
t€ bao khic nhau clia hé¢ mién dich (vi du, céc t€ bao tdc dong) va thanh phan First
(C1q) ctia hé bé tro kinh dién.

-10-



25401

Céc khédng thé dugc nhém lai thanh céc 16p, con dugc goi 1a cdc dbng kiéu,
khi dugc xac dinh vé mit di truyén bdi viing 6n dinh. C4c chudi nhe 8n dinh clia
ngudi duge phan nhém la cic chudi nhe kappa (CK) va lambda (CA). C4c chudi
nang dugc phan nhém 1a mu (m), delta (d), gama (g), anpha (o), hoac epsilon (g),
va xdc dinh cdc dong kiéu ctia khang thé lan luot 1a IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE.

2.

Do véy, "dong ki€u" dugc sir dung trong ban mo ta nay chi bét ky trong s céc 16p
va/hoac céc phan 16p clia cdc globulin mién dich duge xdc dinh bdi cdc dic tinh
hod hoc va khdng nguyén cla cdc viung 6n dinh cla ching. Cic déng kiéu
globulin mién dich ciia ngudi di biét 1a IgGl (IGHG1), IgG2 (IGHG2), IgG3
(IGHG3), IgG4 (IGHG4), IgAl (IGHA1), IgA2 (IGHA2), IgM (IGHM), IgD
(IGHD), va IgE (IGHE). Gen pseudo-gama IGHGP globulin mién dich ctia ngudi
trinh bay gen viing khong ddi nang globulin mién dich clia ngudi da lap trinh tu
nhung khong mi héa protein do mot ving chuyén ddi bién ddi (Bensmana M et
al., (1988) Nucleic Acids Res. 16(7): 3108). Mic du c6 mot ving chuyén déi bién
déi, song gen pseudo-gama IGHGP globulin mién dich ctia ngudi c6 céc khung
doc md cho tat ca cdc ving on dinh nang (CH1-CH3) va ban 1. T4t ca c4c khung
doc m& cho mién 6n dinh ning clia né ma héa viing protein sép thing hang t6t véi
t&t cd cdc ving &n dinh globulin mién dich clia ngudi ¢ cic ddu hiéu cdu tric da
du bio truée. This bd sung pseudo-gama déng kiéu is trong ndy duoc viét tit 1a
IgGP hoac IGHGP. Khic pseudo globulin mién dich genes have been rephoicted
nhu the globulin mién dich cia ngudi nang constant domain epsilon P1 va P2
pseudo-geneé (IGHEP1 va IGHEP2). The IgG class is the hau hét thuong dugc st
dung fhodc tri liéu purposes. In nguois this class bao gdbm cidc phan 16p IgGl,
IgG2, IgG3 va IgG4. In chudt nhét this class bao gém c4c phan 16p IgG1, IgG2a,
IgG2b, IgG2c va IgG3.

Thuat ngit "khéng thé khdm" bao gém céc khang thé trong d6 trinh tu ving
thay déi c6 ngudn géc tit mot loai va trinh tuy viing hiang dinh c6 nguén géc tit mot
loai khdc, nhu khéng thé trong d6 trinh ty viing thay d8i c6 nguén géc tir khéng
thé chuot nhét va trinh ty ving héng dinh c6 nguén géc tir khang thé ngudi.

Thuét ngit "khdng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi” hoic "khang thé
khing OX40 dugc 1am giong nhu cua nguoi" duge st dung trong ban mo ta nay

bao gdm céc khang thé trong d6 trinh tu CDR ¢ nguén géc tir dong phoi clia mot
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loai c6 vii khéc, nhu chuét nhét, dugc cfy vao trinh tu khung clia ngudi. Nhiing ci
bién khdc trong ving khung ciing c6 thé duoc tao ra trong c4c trinh tir khung clia
ngudi cling nhu trong céc trinh ty CDR ¢6 nguén goc tir ddong phoi clia mot loai cé
vi khic. |

Thuéat ngir "Fab" hodc "ving Fab" dugc sit dung trong ban mo ta nay chi
céc polypeptit bao gébm céc viing globulin mién dich VH, CHI, VL, va CL. Fab c6
thé 12 dé chi ving ndy & trang thai phan lap, hoic dé chi cho viing nim trong
khdng thé véi chiéu ddy du hoic khang thé doan.

Thuat ngit "Fc" hoac "ving Fc", dugc st dung trong ban moé ta nay chi
polypeptit chita ving 6n dinh ctia khdng thé khéng bao gém viing globulin mién
dich thuoc ving én dinh tht nhat. Do d6, Fc ding dé chi hai viing globulin mién
dich ctia ving 6n dinh cuéi ciing clia IgA, IgD, va IgG, vi ba globulin mién dich
clia ving 6n dinh cu6i cling ctia IgE va IgM, va d4u cu6i N clia viing ban 18 mém
déo vé6i cdc ving nay. D6i vé6i IgA va IgM, Fc c6 thé bao gém chubi J. Déi véi
IgG, Fc bao gém céc ving globulin mién dich C gama 2 va C gama 3 (Cy2 va Cy3)
va viing ban 1€ ndm giita C gama 1 (Cyl) va C gama 2 (Cy2). Mic du céc ranh gii
clia viing Fc ¢4 thé thay déi, sdng ving Fc chubi nang IgG clia ngudi thudng duge
x4c dinh 1a bao gém cdc gbc C226 hoac P230 t6i ddu cudi cacboxyl clia né, trong
dé6 viéc danh s6 ié theo hé d4nh s6 EU. D6i véi IgG1 chia ngudi, viing Fe duge x4c
dinh 1a bao gém g6c P232 t6i d4u cubi cacboxyl cia né, trong dé viec dénh s6 13

“theo hé¢ danh s6 EU (Edelman GM et al., (1969) Proc Natl Acad Sci USA, 63(1):
78-85). Fc ¢6 thé 1a dé chi ving & trang thdi phan l4p hodc viing nim trong pham
vi cia mot polypepfit Fc, nhu mot khéng thé, chang han.

Thuat ngit "ban 18" hoac "ving ban 18" hodc "ving ban 1 clia khéng thé"
trong phdn mo ta chi polypeptit mém déo bao gdm cdc axit amin nim giita c4c
ving &n dinh thi nhat va thit hai cia mot khéng thé. Thuat ngit “ving ban 18” khi
duoc nhic dén trong phdn mo ta chi viing trinh tu 6-62 axit amin trén chiéu dai,
chi c¢6 mat trong IgA, IgD va IgG, né bao ham cédc g6c xystein 1am ciu néi cho‘
hai chudi nang. V€ mat céu tric, ving IgG CH1 két thic & vi trf EU 220, va viing
IgG CH2 bat dau & vi trf EU 237. Do dé6, d6i vé6i IgG, viing ban 1€ clia khang thé
duge dung trong phin mo ta chi céc vi trf 221 (D221 in IgG1) t6i 231 (A231 trong
IgG1), trong d6 viéc danh s6 1a theo hé ddnh s6 EU (Edelman GM et al., néu trén).
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Thuat ngit "khdng thé g6c" hodc "globulin mién dich g6c" duoc sit dung
trong ban mo ta ndy bao gébm khdng thé chua dugc cai bién ma sau d6 dugc cii
bién ti€p dé tao ra mot bién thé. Khang thé géc nay cé thé 1a mot khang thé xust
hién trong tu nhién, hodc mot bién thé hoic mot phién ban duge xay dung clia
khdng thé xu4t hién trong tu nhién. Khdng thé géc nay cé thé dugc ding dé chi
chinh ban than khéng thé nay, c4c ché phdm chita khang thé géc nay, hoic trinh tu
- axit amin ma ho4 né. Thuat ngit "khdng thé khang OX40 goc" dugc sir dung trong

ban mo ta nay chi khdng thé hodc globulin mién dich gin két OX40 cia ngudi va
dugc cai bién d€ tao ra mot bién thé. Thuat ngit “khéng thé chuot twong ting" dugc
st dung trong ban mo ta nay chi globulin mién dich hodc khang thé chuét gin két
v6i OX40 cha ngudi va c6 thé dugc cai bién dé tao ra bién thé, dac biét 1a khang
thé chuot 1D4 nhu duge mé ta trong phdn mo ta.

Thuat ngit "khdng thé bién thé" hodc "bién thé khdng thé" dugc sl dung
trong ban mo ta ndy chia trinh ty khéng thé ma né khic véi trinh tu ctia khéng thé
g0c boi it nhét 12 mot cai bién axit amin so v6i khéng thé géc. Trinh tr khang thé
bién thé s& t6t hon 1a c6 it nhat 1a khoang 80%, t6t nhét 1a it nhét 1a khodng 90%,
t6t hon nita 1a it nhat 1a khoang 95% trinh tu axit amin tuong déng véi trinh tu
khéng thé goc. Bién thé khdng thé c6 thé 1a dé chi chinh khing thé, c4c ché phdm
chita bién thé khdng thé, hoic trinh tu axit amin ma héa né.

Thuat ngit "cai bi€n axit amin" & day bao goém thay thé€ axit amin, su cai

“xen, va/hodc su x6a trong trinh tu polypeptit. Thuat ngit "su thay thé axit amin"
‘hoic "su thay th€" & day dé chi sy thay thé clia mot axit amin & mét vi trf cu thé
trong trinh tu polypeptit g6c bang moét axit amin khdc. Vi du, su thay th€ R94K
diing dé chi mot polypeptit bién thé, trong trudng hop nay 1a bién thé viing khung
thay déi chudi nang, trong d6 arginin & vi tri 94 dugc thay thé bang lysin. Dd&i véi
vi du néu trén, 94K chi su thay thé vi tri 94 bang lysin. D61 véi cdc muc dich duoc
néu trong nay, cic da thay th€ thudng dugc ngan céch boi mot mot gach chéo. Vi
du, R94K/L78V ding dé€ chi bién thé kép bao gébm c4c thay thé R94K va L78V.
Thuit ngit "su cai xen axit amin" hoac "su cai xen" dugc st dung trong ban mo ta
nay dé chi viéc cong thém mot axit amin & mot vi tri cu thé trong mot trinh tu
polypeptit g&c. Vi du, su cai xen -94 ky hiéu cho su cai xen & vi tri 94. Thuat ngit

"sur x6a axit amin" hodc "su x6a" dugc sit dung trong ban mo td nay dé chi viéc
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loai bd mot axit amin & mot vi trf cu thé trong mét trinh tu polypeptit géc. Vi du,
R94- ky hiéu cho su x6a arginin & vi tri 94.

Puoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "cdc cai bién bao toan" hoic
"cdc cai bién trinh tu bdo toan" ding dé chi c4c cdi bién axit amin khong 1am anh
hudng hodc 1am thay déi mot cdch ddng ké cdc dic tinh gan két cta khang thé
chita trinh tur axit amin. C4c cai bién bao toan nhu vay bao gébm céc thay thé axit
amin, cdc cai xen va cdc su x6a. C4c cai bién c6 thé dugc dua vao khang thé theo
séng ché boi ky thuat tiéu chuén da biét trong linh vuc k§ thuét nay, nhu phét sinh
dot bién hudng vi tri va phét sinh dot bién thong qua PCR. C4c thay thé€ axit amin
bao toan la cic thay thé ma trong d6 géc axit amin dugc thay th€ bing mot géc
axit amin cé chudi bén tuong tu. Céc ho clia cdc gdc axit amin cé cic chudi bén
tuong tu da dugc xic dinh trong linh vuc k§ thuit nay. C4c ho nay bao gébm cic
axit amin c6 c4c chubi bén bazo (vi du, nhu lysin, arginin, histidin), cdc chudi bén
axit (vi du, nhu axit aspartic, axit glutamic), cdc chudi bén phan cuc khong dién
tich (vi du, nhu glyxin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein,
tryptophan), cdc chudi bén khong phan cuc (vi du, nhu alanin, valin, loxin,
isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin), cdc chudi bén c6 mach nhdnh beta (vi
du, nhu threonin, valin, isoleuxin) va cdc chubi bén thom (vi du, nhu tyrosin,
phenylalanin, tryptophan, histidin). Theo dé, mot hodc nhiéu géc axit amin nim
trong cdc ving CDR hodc nam trong cdc ving khung ctia khéng thé theo sdng ché
c6 thé dugc thay thé bing cdc géc axit amin khac véi cdc ho chudi bén tuong tu va
khdng thé da bién ddi (khéng thé bién thé) cé thé duoc thir nghiém d6i véi chitc
nang dugc luu git.

Dai véi tat ca cdc ving ¢ dinh chubi ning globulin mién dich clia ngudi,
viéc danh s6 1a theo “hé ddnh s6 EU” (Edelman GM et al., (1969) Proc Natl Acad
Sci USA, 63(1): 78-85).

D6i V6i tit ca cdc ving ¢ dinh chudi nhe globulin mién dich kappa ctia
nguoi (IGKC), viéc danh s6 1a theo “hé ddnh s6 EU” (Edelman GM et al., néu
trén).

Dai véi tat ca cdc ving c6 dinh chudi nhe globulin mién dich lambda cta
nguoi (IGLC1, IGLC2, IGLC3, IGLC6, va IGLC7), viéc danh s6 1a theo “hé ddnh
s6 Kabat” (Kabat EA et al.,, (1991)Sequences of proteins of immunological
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interest. S5th Edition - US Department of Health and Human Services, NIH
publication n[J 91-3242) nhu dugc mo6 ta bdi Dariavach P et al., (1987) Proc Natl

Acad Sci USA, 84(24): 9074-8 va Frangione B et al., (1985) Proc Natl Acad Sci

USA, 82(10): 3415-9.

| Thuét ngit “ving thay déi” dung dé chi cdc ving 1am trung gian gin két
khang nguyén va xdc dinh tinh dac hiéu clia mot khéng thé cu thé cho mot khang
nguyén cu thé. Trong c4c khang thé xut hién trong ty nhién, vi tri gin két khang
nguyén bao gém hai ving thay déi x4c dinh tinh dac hiéu: mot nim trong chudi
nang (VH) va viing con lai ndm trong chudi nhe (VL). Trong mot s6 trudng hop,
tinh dac hiéu c6 thé chi ndm & mot trong hai viing nhu trong cdc khing thé don
ving tit cdc khdng thé chubi nidng dugc tim thdy trong céc camelid. C4c ving V
thudng c6 do dai khodng khoang 110 axit amin, vd gdm cédc doan trinh tu axit
amin tuong doi bat bi€n con duge goi 1a cdc vung khung (FR) ¢6 15-30 axit amin
dugc phan tich bdi cdc viing ngén cuc ky bién déi cdn duge goi 1a “céc ving siéu
bién” c6 d¢ dai 9-12 axit amin. Viing thay ddi clia c4c chudi ning va chudi nhe tu
nhién gébm bon FR, cha yé&u 1a c&u hinh nhip tdm, dugc ndi bdi ba viing siéu bién,
tao thanh céc vong. C4c ving siéu bién trong mbi chudi dugc giit st vao nhau boi
cdc FR, va cling véi cdc ving siéu bién tit cic chudi khéc, gép phan hinh thanh vi
tri gan két khéng nguyén ctia cdc khang thé (xem Kabat EA et al., néu trén). Thuat
ngit “ving siéu bi€n” dugc st dung trong ban mo ta nay ding dé chi géc axit amin
clia khéng thé chiu trdch nhiém cho viéc gan két khdng nguyén. Viing siéu bién
néi chung bao gém gdc axit amin tit “viing quyét dinh tinh bé tro” hoic “CDR”,
cc ving ndy c6 su bién déi trinh ty cao nhat va/hoic duge bao gém trong viéc
nhan dién khéng nguyén. Da&i vdi tit ca cdc vang thay déi, viec danh s6 13 theo
Kabat (Kabat EA et al., néu trén).

Mot s6 dinh nghia CDR dang dugc st dung va dugc bao ham trong phin
mo6 ta. Dinh nghia Kabat dua trén co s& sy bién déi trinh tu va duge st dung phd
bién nhat (Kabat EA et al., néu trén). Dinh nghia Chothia lién quan téi vi tri clia
céc céu tric vong (Chothia C & Lesk AM (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917).
binh nghia AbM la su két hop giita dinh nghia Kabat va dinh nghia Chothia va
dugc st dung bdi phdn mém 14p mo6 hinh khdng thé AbM clia cha Oxford
Molecular (Martin ACR et al., (1989) Proc. Natl Acad. Sci. USA, 86: 9268-72;
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Martin ACR et al., (1991) Methods Enzymol. 203: 121-153; Pedersen JT et al.,
(1992) Immunomethods, 1: 126-136; Rees AR et al., (1996) In Sternberg M.J.E.
(ed.), Protein Structure Prediction. Oxford University Press, Oxford, 141-172).
Dinh nghia ti€p xtdc gin di duoc gidi thiéu (MacCallum RM et al., (1996) J. Mol.
Biol. 262: 732-745) va né dua trén co s& viéc phan tich céc cdu tric phic tap c6
sén trong ngan hang Protein Databank. Dinh nghia CDR theo IMGT®, 12 hé thong
thong tin quéc t€ ImMunoGenTics (http://www.imgt.org) dua trén co s& hé ddnh
s6 IMGT cho tit ca cdc ving thay d6i globulin mién dich va thu thé t&€ bao T cda
tat ca céc loai IMGT®, hé thong thong tin qudc t€ ImMunoGenTics; Lefranc MP
et al., (1991) Nucleic Acids Res. 27(1): 209-12; Ruiz M et al., (2000) Nucleic
Acids Res. 28(1): 219-21; Le_franc MP (2001) Nucleic Acids Res. 29(1): 207-9;
Lefranc MP (2003) Nucleic Acids Res. 31(1): 307-10; Lefranc MP et al., (2005)
Dev. Cbmp. Immunol. 29(3): 185-203; Kaas Q et al., (2007) Briefings in
Functional Genomics & Proteomics, 6(4): 253-64).

T4t ca cdc ving quyét dinh tinh b trg (CDR) dugc mo ta theo séng ché,
dugc uu tién dinh nghia theo IMGT®. Cic géc viing thay déi cho méi trong s8 cac
CDR nay la nhu sau (d4nh s6 theo Kabat EA, et al., néu trén): LCDR1: 27-32,
LCDR2: 50-52, LCDR3: 89-97, HCDR1: 26-35, HCDR2: 51-57 vaA HCDR3: 93-
102. Thuat ngit “ving khong CDR” ciia ving VL dugc st dung trong ban mé ta
nay bao gém cic trinh tu axit amin: 1-26 (FR1), 33-49 (FR2), 53-88 (FR3), va
98- khodng chimng 107 (FR4). Thuat ngit “ving khong CDR” clia ving VH duoc
st dung trong ban mo ta nay bao gém cdc trinh ty axit amin: 1-25 (FR1), 36-50
(FR2), 58-92 (FR3), va 103- khoang chimg 113 (FR4).

Céc CDR theo sdng ché& c6 thé bao gém "CDR m& 1ong" dua trén co s& cédc
dinh nghia néu trén va c6 cdc géc ving thay déi nhu sau: LCDR1: 24-36, LCDR2;
46-56, LCDR3:89-97, HCDR1: 26-36, HCDR2:47-65, HCDR3: 93-102. Cac CDR
mé rong nay cling dugc ddnh s6 theo Kabat et al., néu trén. Thuat ngit “viing CDR
khong mé rong” clia ving VL dugc st dung trong bdn mé ta nay bao gém céc
trinh ty axit amin: 1-23 (FR1), 37-45 (FR2), 57-88 (FR3), va 98- khoang chimng
107 (FR4). Thuat ngit “ving CDR khong md& rong” cua vang VH duge sit dung
trong ban mo ta nay bao gom céc trinh tu axit amin: 1-25 (FR1), 37-46 (FR2), 66-
92 (FR3), va 103- khoang chitng 113 (FR4).

-16-



25401

Thuat ngit "khdng thé véi chiéu dai day da" duge sit dung trong ban mo ta
ndy bao gom céu tric c&u thanh dang sinh hoc tu nhién cta khéng thé, bao gém
cédc viing thay déi va cdc viing 6n dinh. Vi du, trong phan 16n dong vat cé vi, bao
gdém clia ngudi va chudt, khang thé véi chiéu dai ddy db thuoc nhém IgG 1a mot
tetrame va gém hai cdp giéng nhau cta hai chudi globulin mién dich, méi cip cé
mot chudi nhe va mét chubi nang, mbi chudi nhe bao gbm cac viing globulin mién
dich VL va CL, va mbi chubi ning bao gém cic ving globulin mién dich VH,
CH1(Cy1), CH2 (Cy2), va CH3 (Cy3). Trong mot s6 dong vat c6 vi, vi du & lac da
mot bu6u va lac da khong budu, cdc khéng thé IgG c6 thé gém duy nhit hai chubi
nang, méi chudi ning bao gdm mot viung thay déi gan vao ving Fe.

Céc doan khiang thé bao gédm, nhung khong chi giéi han &, (i) doan Fab
gbm céc Vﬁrig VL, VH, CL va CH], gém Fab' va Fab'-SH, (ii) doan Fd gém céic
ving VH va CH], (iii) doan Fv gém cdc ving VL va VH clia khdng thé don; (iv)
doan dAb (Ward et al, 1989, Nature 341 :544-546) gém mot bién thé don, (v)
doan F(ab")2, doan héa tri hai bao gébm hai doan Fab da lién két (vi) c4c phan tit Fv
chudi don (scFv), trong d6 ving VH va ving VL dugc lién két bdi mot lién két
peptit ma né cho phép lién hgp hai viing nay dé tao ra mot vi tri gin két khang
nguyén (Bird et al, 1988, Science 242:423-426, Huston et al, 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-5883), (vii) cdc dime chudi don Fv ludng diac hiéu
(PCT/US92/09965), (viii) "c4c diabody" hodc "cac triabody", cdc doan da héa tri
hoac da dac hiéu dugc xay dung bdi sy dung hop gen (Tomlinson et. al., 2000,
Methods Enzymol. 326:461-479; W094/13804; Holliger et al, 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448) va (ix) scFv dung hop vé mat di truyén véi
khidng thé tuong tu hoic khing thé khic (Coloma & Morrison, 1997, Nature
Biotechnology 15, 159-163).

Thuat ngit "chic nang cam tng" dugc st dung trong ban mo ta nay bao
g6m kha nang sinh héa x4y ra do su tuong tdc clia ving Fc ctia khang thé véi phoi
t& hodc thu thé Fc. C4c chiic nang cdm ing bao gém céc chitc nang cim tng thong
qua trung gian FcyR nhu ADCC (ddc tinh t€ bao théng qua trung gian t€ bao phu
thuoc khéng thé) va ADCP (su thuc bao thong qua trung gian t€ bao phu thude
khéng thé), va céc chitc ning cdm tng thong qua trung gian bS trg nhu CDC (doc

t6 t& bao phu thuoc bd trg). Chiic ning cdm tng clia mot khéng thé cé thé duoc
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bién d6i bing céch thay déi, tic 1a ting cudng hodc khir, t6t hon 1a tang cudng 4i
luc cha khing thé d6i v6i mot phan tix cim ting nhu nhu thu thé Fc hoic thanh
phin bd trg. Né6i chung, 4i luc gin két s& duoc bién déi bing céch cai bién vi tri
gan két phan tif cAm ng, va trong trudng hop nay né thich hop dé dinh vi cho vi
tri dugc quan tAm va cai bién it nhdt mot phan cla vi tri nay theo cich thich hop.
Diéu ciing dugc du liéu 13 su thay d6i vé vi trf gin két trén khéng thé cho nhu cdu
‘phan tif cAm tng khong chi 1am thay ddi ddng ké vé téng 4i luc gén két ma cé thé
lam bién déi hinh théi hoc clia sy tuong tdc 1am méat hiéu qua co ch€ cdm @ng nhu
trong gin két vo hiéu. Diéu ciing dugc du liéu 1a chic ning cam tng cé thé ciing
duoc bién déi bing cdch cai bién vi tri khong chi truc ti€p tham gia vao gin két
phan tir cAm ting, ma con lién quan t6i sy thyc hién cta chic ning cam ng. bang
céch thay déi chifc nang cdm tng clia mot khang thé, c6 thé kiém soat dugc cic
khia canh khac nhau ctia ddp ¢ng mién dich, vi du ting cudng hoic ngin chan céc
phan tng kh4c nhau clia hé mién dich, ciing vé6i cdc tdc dung c6 1gi c6 thé c6 cho
viéc chin dodn va tri liéu.

Khi duge st dung trong ban mo ta nay, thuit ngit “r6i loan thong qua trung
- gian OX40” bao gém céc tinh trang bénh nhu di tng, hen, COPD, viém khép dang
thdp, vdy nén va cdc bénh lién quan t6i viém va tu mién dich.

Pugc st dung trong ban mo ta nay, thuit ngt "d6i tugng" bao gdbm dong
vat khong phai cta ngudi hodc ctia nguoi bat ky. Thuit ngit "dong vat khong phai
ctia ngudi" bao gom tat ca cidc dong vat c6 xuong séng, vi du nhu, dong vat c¢6 vi
va dong vat khong phai dong vat c6 vid, nhu cdc dong vat linh trudng khong phai
ctia nguoi, clru, ché, meéo, ngua, bo, ga, cac ludng cu, cic loai bo sat, v.v.. T6t hon

1a, d6i tugng nay l1a clia nguoi.

Céc khang thé khdng OX40

Theo khia canh thit nhat, sdng ché dé xuit khang thé d6i khiang hoic doan
clia né ma gén két véi 0X40 clia ngudi chita CDR1 chudi nang chia trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 1, va/hoac CDR2 chubi nang chia trinh tu aXit amin SEQ ID
NO: 2, va/hoic CDR3 chubi ning chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3; va/hoic
chita C2DR1 chudi nhe chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4, va/hoic CDR2
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chubi nhe chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 5 va/hoac CDR3 chuébi nhe chita
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 6.

Theo mét s6 phuong 4n, khdng thé d6i khdng hoic doan clia né ma gin két
v6i OX40 ctia nguoi bao gobm CDR1 chudi nang mé rong chia trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 13, va/hoac CDR2 chuébi ning m& rong chita trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 14, va/hoiac CDR3 chudi nang md& rong chia trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 15; va/hoic bao gébm CDR1 chudi nhe m& rong chita trinh ti axit amin SEQ
ID NO: 16, va/hoac CDR2 chubi nhe m& rong chifa trinh tu axit amin SEQ ID NO:
17 va/hoac CDR3 chudi nhe md rong chifa trinh tur axit amin SEQ ID NO: 18.

Té6t hon 1, khédng thé d6i khing hoac doan cia né ma gan két véi OX40
chia ngudi bao gém CDR1 chudi ning chta trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1,
CDR2 chubi nang chtta trinh ti axit amin SEQ ID NO: 2, v CDR3 chudi ning
chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3 va/hoac CDR1 chudi nhe chia trinh tur axit
amin SEQ ID NO: 4, CDR2 chubi nhe chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 5 va
CDR3 chubi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 6. T6t hon nita 13, khéng thé
dsi khéng hoac doan cha né ma gin két véi OX40 cha ngudi bao gébm CDR1
chudi nang chita trinh tur axit amin SEQ ID NO: 1, CDR2 chudi nang chita trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 2, va CDR3 chudi nang chia trinh tr axit amin SEQ ID
NO: 3 va CDR1 chubi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi
nhe chia trinh ty axit amin SEQ ID NO: 5 va CDR3 chudi nhe chta trinh tur axit
- amin SEQ ID NO: 6. ,

Ciing da biét trong linh vuc k§ thuat nay 1a ving CDR3, doc 1ap véi (céc)
ving CDR1 va/hoic CDR2, c6 thé x4c dinh mot minh tinh dic hiéu gin két cla
khang thé cho mot khang nguyén cling ho va cdc da khang thé duoc tao ra theo
mong mudn c6 tinh dac hiéu gin két twong tu trén co s& trinh tu CDR3 thong
thudng. Vi du, xem 4n phdm: Klimka et al, British J. of Cancer 83(2):252-260
(2000) (mo ta viéc san xudt khéng thé khang CD30 dugc 1am gi6ng nhu clia ngudi
bang céch sl dung CDR3 viing thay déi chudi nang ctia khéng thé khang CD30 &
chudt Ki-4); Beiboer et al, J. Mol. Biol. 296:833-849 (2000) (m6 t& cdc khang thé
epithelial glycoprotein-2 (EGP-2) téi t6 hop bang céch sit dung duy nhét trinh tu
CDR3 chubi nang cta khang thé khdng-EGP-2 MOC-31 & chuot ciing ho); Rader
et al, Proc. Natl Acad. ScL U.S.A. 95:8910-8915 (1998) (mé ti panen cia cic
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“khang thé [alpha]v[beta]3 khang integrin dugc 1am giéng nhu clia ngudi bing cich
stt dung ving CDR3 thay déi chudi nhe va chudi ning ctia khing thé LM609
khéng integrin [alpha]v[beta]3 & chuét trong d6 mdi thanh phan khéng thé bao
g6ém mot trinh tu riéng biét nim ngoai ving CDR3 va c6 thé gin két epitop tuong
t khi khéng thé chudt cing ho cé céc 4i luc cao hodc cao hon khéng thé chuot
cung ho); Barbas et al, J. Am. Chem. Soc. 116:2161-2162 (1994) (dé cap t6i ving
CDR3 gép phén déng ké nhat vao géin két khang nguyén).

Do dé, sdng ché dé xudt cdc khdng thé va c4c doan clia chiing ma gin két
v6i OX40 cta nguoi chita mot hodc nhiéu ving CDR3 chubi niang va/hoic chudi
nhe, dac biét 13 CDR3 chudi nang chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3 va/hoic
chuéi nhe CDR3 chfa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 6, trong d6 khang thé nay c6
kha nang gén két v6i OX40 clia ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé theo
sing ch€ nhu vay bao gom mot hoac nhiéu ving CDR3 chuédi nang vi/hoic chudi
nhe tir mét khang thé khong phéi clia ngudi (a) c6 kha nang canh tranh dé gén ket
v6i; (b) luu giit cdc dic tinh chic nang; (c) gén két véi epitop tuong tu; va/hoic (d)
c6 4i luc gan két tuong tu nhu khéng thé khong phai ctia ngudi twong tu, vi du nhu
khéng thé chuot.

Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ch&€ dé cap dén khéng thé déi khing
hodc doan ctia n6 ma gan két v6i OX40 clia ngudi chia trinh tr viing thay déi
chudi nang chta trinh ty axit amin SEQ ID NO: 7. Theo mot khia canh khac sdng
ch€ dé xudt khdng thé d6i khéng hodc doan ctia n6 ma gin két v6i OX40 ctia
ngudi chita trinh tu viing thay ddi chudi nhe chita trinh tir axit amin SEQ ID NO:
8. Theo mot s6 phuwong 4n khéng thé d6i khang hodc doan ctia né ma gin két véi
OX40 ctia nguoi chita trinh ty viing thay d6i chubi ning chifa trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 7 va trinh tu ving thay déi chubi nhe chifa trinh tir axit amin SEQ ID
NO: 8.

Theo mot khia canh khdc sdng ché€ dé xudt cdc bién thé clia khang thé doi
khéng hodc doan ctia né ma gin két véi 0X40 clia nguoi. Do vay, sdng ché dé
xufit cic khéng thé hoic cdc doan ctia ching c6 trinh tu axit amin cla cc vung
khong CDR ctia trinh tu viing thay déi chudi nhe va/hoic nang cé mitc twong déng

it nhét 12 80% (c6 mic twong déng trinh tu axit amin it nhat 1a 80%) véi trinh tu

axit amin cta cic ving khong CDR cta trinh tu ving thay ddi chudi nhe vi/hoic
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nang cta khéng thé chét déi khdng g6c clia chudi nang hoic clia chudi nhe, vi du,
hoic 1a cta trinh tu ving thay déi chudi nhe hoic 1a cia trinh tr viing thay déi
chuédi nang nhu trong SEQ ID NO: 7 hodc SEQ ID NO: 8, mét cich tuong tng.
Séng ché€ ciing d& xudt cdc khang thé hodc céc doan clia ching c6 trinh tir axit
amin clia cdc ving CDR khong mé rong cla trinh tu ving thay d6i chudi nhe
va/hoic nang c6 mitc twong dong it nhat 1a 80% vdi trinh tu axit amin clia cic
viing CDR khong md rong cta trinh ty ving thay déi chubi nhe va/hoic ning cta
khéng thé chét doi khdng géc clia chubi nang hoic ctia chudi nhe. T6t hon 13 mitc
twong dong trinh tu axit amin cta cdc ving khong CDR hodc clia cdc ving CDR
khong md rong cia trinh tu ving thay d6i chudi nhe va/hoic nang it nhét 13 85%,
tot hon nita 1a it nhat 1a 90%, va tot nhat 1a it nhat 1a 95%, dac biét 1a 96%, dic
biét hon la 97%, dac biét hon nita 1a 98%, dac biét nhat 1a 99%, vi du nhu, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, va 100%. Tinh déng nhit hoic tinh twong dong d6i
véi trinh fir axit amin duogc dinh nghia trong ban mo6 ta nay 1a ty 1& phin tram cic
goc axit amin trong trinh tu nghién ctu tuong tu véi khing thé d6i khang hoic
doan ctia chiing ma gin két véi OX40 clia ngudi, sau khi sip thing hing cic trinh
tu va dua vao cdc khoang tréng, néu cin thiét, dé dat dugc mic tuong déng vé
trinh ty tinh theo phén tram 1a cuc dai. Vi vay, mic tuong dong vé trinh tu cé thé
dugc xé4c dinh theo cic phuong phép tiéu chudn thudng ding dé so sénh su giong
nhau v€ vi tri cha céc axit amin giita hai polypeptit. Bing c4ch st dung chuong
trinh mdy tinh nhu BLAST hodc FASTA, hai polypeptit dugc sip thang hang dé so
tring t6i wu céc axit amin tuong ng cta chiing (cliing vé6i chiéu dai ddy da cha
mot hodc ca hai trinh tu, hoac cing v6i phin da duge xdc dinh trudc clia mot hoic
ca hai trinh ty). Chuong trinh nay tao ra diém phat m& méc dinh va diém phat
khuyét mac dinh, va ma trin ddnh gid nhu PAM250 (ma tran ddnh gi4 tiéu chuén;
xem Dayhoff et al., in Atlas of Protein Sequence and Structure, vol 5, supp. 3
(1978)) c6 thé dugc st dung cling véi chuong trinh may tinh nay. Vi du, mic
tuong dong theo phén tram c6 thé dugc tinh nhu sau: tdng s6 cip giong nhau nhan
v6i 100 va sau d6 chia cho téng chiéu dai cha trinh tu dai hon trong nhip duoc so
tring va s6 lugng khoang tréng dugc dwa vao céc trinh ty dai hon dé sip thang
hang hai trinh tu.
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Do d6, theo mot s6 phuong 4n, sdng ch& dé xuét khang thé d6i khang hoic
doan ctia n6 ma gan két v6i OX40 clia ngudi, trong d6 khang thé hoic doan clia né
chita trinh tu ving khung thay d6i chudi ning cé mitc twong déng it nhat 13 70%
v6i trinh tu ving khung nhu néu trong cdc SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22 hoic 23
va/hoac trinh tu ving khung thay déi chubi nhe c6 mitc twong déng it nhat 13 60%
v6i trinh tu ving khung nhu néu trong cdc SEQ ID NO: 24, 25, 26, 27 va 28. Theo
mot s6 phuong 4n, sdng ché€ dé xuét khdng thé d6i khang hodc doan ctia né ma gén
két v6i OX40 ctia ngudi, trong d6 khing thé hodc doan clia né chifa trinh tu viing
khung thay d6i chudi ning c6 muc tuong déng it nhit 13 74% véi trinh ti viing
khung nhu néu trong SEQ ID NO: 19 va/hoac trinh tu ving khung thay déi chudi
nhe c6 mifc twong déng it nhét 12 65% véi trinh ty ving khung nhu néu trong SEQ
ID NO: 24.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché dé xuat khang thé d6i khang hoic doan
clia n6 ma géan két v6i OX40 clia ngudi chita cic CDR chuédi nang va hoic chubi
nhe nhu dd m6 ta & trén va ciing chita ving khung thay d6i chudi ning 13 sin
phdm clia hodc c6 nguén géc tit gen ngudi duge chon tir nhém gdbm IGHV2-70%10
(SEQ ID NO: 19), IGHV2-70*01 (SEQ ID NO: 20), IGHV2-70*13 (SEQ ID NO:
21), IGHV2-5*09 (SEQ ID NO: 22), va IGHV2-70*11 (SEQ ID NO: 23), t6t hon
1a ving khung thay déi chudi nang 12 sdn phdm ciia hoic c6 ngudn gbc tir gen
nguoi IGHV2-70*%10 (SEQ ID NO: 19). Ving khung thay déi chudi niang cé thé
bao gém mot hoic nhiéu (vi du, mét, hai, ba va/hodc bén) trinh tu ving khung
chubi nang (vi du, khung 1 (FW1), khung 2 (FW2), khung 3 (FW3) va/hoic khung
4 (FW4)) c6 mat trong san phdm ctia hodc c6 nguén gbc tir cic gen ngudi. T6t hon
13, ving thay déi chubi ning khung bao gébm FW1, FW2 va/hoic FW3, t6t hon
nita 1a FW1, FW2 va FW3 c6 mit trong san phidm clia hodc ¢é nguén géc tit gen
nguoi duge chon tir nhém gébm IGHV2-70%10 (SEQ ID NO: 19), IGHV2-70%01
(SEQ ID NO: 20), IGHV2-70*13 (SEQ ID NO: 21), IGHV2-5*09 (SEQ ID NO:
22), va IGHV2-70*11 (SEQ ID NO: 23). Trinh tu ving khung chudi ning dugc sir
dung trong ban mé ta niy bao gém FW1 (vi trf 1 t&i vi trf 25), FW2 (vi tri 36 t6i vi
tri 49), FW3 (vi trf 66 t6i vi tri 94) va FW 4 (vi tri 103 t6i vi trf 113), trong d6 vi

tri axit amin dugc biéu thi biang c4ch st dung hé théng ddnh s6 Kabat.
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Theo mot s6 phuong 4n, séng ché dé xuit khang thé hoic doan cta né,
trong d6 khdng thé hodc doan clia né bao gém viing khung thay d8i chudi nang 13
san pham ctia hodc c¢6 ngudn gdc tir gen ngudi IGHV2-70*10 (SEQ ID NO: 19) va
trong d6 ving khung thay d6i chudi ning bao gém it nh4t mot cai bién axit amin
tir viing khung thay d6i chubi nang tuong ting clia khdng thé & chuot twong tng.

Theo mot s6 phuong 4n, sdng ché dé xu4t khdng thé hoic doan clia né chita
trinh tu chubi ning chda trinh ty axit amin SEQ ID NO: 32 va trong dé viing
khung thay déi chudi ndng bao gém it nhit mot cdi bién axit amin tit viing khung
thay ddi chudi nang tuong tng ctia khang thé & chudt tuong tng.

T6t hon 13, cai bién axit amin bao gém thay thé€ axit amin & vi tri axit min
dugce chon tir nhém goém 23, 35b, 48, 50, 60, va 62, t6t hon nita 1a & c4c vi tri axit
amin dugc chon tir nhém goém 23, 35b, 50, 60 va 62, dugc wu tién nhat & vi trf axit
min 35b, trong d6 vi trf axit amin ctia méi thanh vién cia nhém dugc biéu thi theo
hé théng ddnh s6 Kabat. Dac biét 1a, cai bién axit amin bao gém thay thé axit
amin dugc chon tit nhém gém 23S, 35bG, 48L, 50H, 60N, va 62A, t6t hon 1 thay
th_é' axit amin dugc chon tir nhém gébm T23S, S35bG, I48L, R50H, S60N va S62A,
trong d6 S35bG la thay th€ axit amin dugc wu tién nhét trong dé vi tri axit amin
ctia mdi thanh vién ctia nhém dugc biéu thi theo hé théng danh s6 Kabat.

Theo mot khia canh khdc sdng ché dé xuat khang thé déi khdng hoic doan
clia né ma gan két véi OX40 clia ngudi bao gébm viing khung thay d8i chudi nhe 1a
san phdm cla hodc c¢6 ngudn gdc tir gen ngudi duge chon tit nhém gém IGKV3-
11*01 (SEQ ID NO: 24), IGKV1-39*01 (SEQ ID NO: 25), IGKV1D-39*01 (SEQ
ID NO: 26), IGKV3-11*02 (SEQ ID NO: 27) va IGKV3-20*01 (SEQ ID NO: 28),
t6t hon 1a ving khung thay déi chubi nhe 12 sdn phdm clia hodc c6 nguén géc tir
gen nguoi IGKV3-11*%01 (SEQ ID NO: 24). Khung ving thay ddi chudi nhe ving
c¢6 thé bao gébm mot hodc nhiéu (vi du, mot, hai, ba vi/hoac bén) trinh tu ving
khung chuéi nhe (vi du, khung 1 (FW1), khung 2 (FW2), khung 3 (FW3) vi/hoic
khung 4 (FW4)) c6 mat trong san phdm cla hodc c6 ngudn géc tir cic gen ngudi.
Tét hon 1a khung ving thay déi chudi nhe bao gdm FW1, FW2 va/hoic FW3, tot
“hon nita 1a FW1, FW2 va FW3 c6 mat trong san phdm clia hodc c¢6 ngudn goc tir
gen nguoi dugc chon tr nhém gém V3-11*01 (SEQ ID NO: 24), IGKV1-39*01
(SEQ ID NO: 25), IGKVID-39*01 (SEQ ID NO: 26), IGKV3-11*02 (SEQ ID
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NO: 27) va IGKV3-20*01 (SEQ ID NO: 28). Trinh tu viing khung chudi nhe duoc
st dung trong ban mo td ndy bao gém FW1 (vi tri 1 téi vi trf 23), FW2 (vi trf 35
t6i1 vi tri49), FW3 (vi tri 57 t6i vi tri 88) va FW 4 (vi trf 98 t6i vi trf 108), trong d6
vi trf axit amin dIIcfc biéu thi bang céch sir dung hé thong danh s6 Kabat. -

Theo mét s6 phuong 4n, sdng ché dé xuét khidng thé hoic doan clia né chia
ving khung thay déi chudi nhe 1a sdn phdm ctia hoac c6 ngudn géc tir gen ngudi
IGKV3-11*01 (SEQ ID NO: 24) va trong d6 ving khung thay déi chudi nhe bao
gbém it nhdt mot cai bi€n axit amin tir ving khung twong tng ctia viing thay déi
chubi nhe cta khdng thé & chudt tuong ting.

Theo mot s6 phuong 4n, sdng ché dé xuét khéng thé hoidc doan clia né chia
trinh tu chudi nhe chia trinh ty axit amin SEQ ID NO: 39 va trong d6 vung khung
‘thay d6i chudi nhe cla trinh ty chudi nhe bao gém it nhit mot cai bién axit amin
tir ving khung thay d6i chudi nhe tuong ng clia khang thé & chuot tuong iing.

Tét hon 13, cai bién axit amin bao gém thay th€ axit amin & vi trf axit min
dugc chon tit nhém gém 1, 33, 34, 46, 47, 54, 56, va 71 va/hoac su khuyét & vi tri
axit min 31, t6t hon nita la thay th€ axit amin & vi trf axit min dugc chon tir nhém
gém 33, 34, 46, 47, 54, 56, va 71 va/hoic su khuyét & vi tri axit min 31, t6t nhat 12
thay thé axit amin & vi tri axit min 46 va/hoidc 47, trong d6 vi trf axit amin clia mbi
thanh vién clia nhém dugc biéu thi theo hé théng danh s6 Kabat. Pic biét 13, cai-
bién axit amin bao gom thay th€ axit amin dugc chon tir nhém gém 1Q, 33M,
34H, 46P, 47TW, 54L, 568, va 71Y, va/hoac su khuyét & T31, t6t hon 1a thay thé&
axit amin dugc chon tir nhém gém 1Q, 33M, 34H, 46P, 47W, 54L, 56S va 71Y,
tot hon nita 12 thay th€ axit amin dugc chon tit nhém gém 33M, 34H, 46P, 47W va
- 71Y, trong d6 46P, 47W duogc wu tién cu thé, trong d6 vi tri axit amin clia mbi
thanh vién ctia nhém dugc biéu thi theo hé théng d4nh s6 Kabat.

Theo mét s6 phwong 4n, khdng thé d6i khéng hodc doan clia né ma gin két
v6i OX40 clia nguoi bao gébm ving khung thay d6i chudi ning 13 sin phdm cia
hoac ¢ nguén goc tir gen ngudi duge chon tt nhém gém V2-70*10 (SEQ ID NO:
19), V2-70*01 (SEQ ID NO: 20), V2-70*13 (SEQ ID NO: 21), V2-5*%09 (SEQ ID
NO: 22), va V2-70*11 (SEQ ID NO: 23) va ving khung thay déi chudi nhe 13 san
phdm ctia hodc c6 nguén géc tit gen ngudi dugc chon tir nhém gém V3-11*01
(SEQ ID NO: 24), IGKV1-39*%01 (SEQ ID NO: 25), IGKV1D-39*01 (SEQ ID
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NO: 26), IGKV3-11*02 (SEQ ID NO: 27) va IGKV3-20*01 (SEQ ID NO: 28), t6t
hon 12 ving khung thay ddi chudi nang 1a san phidm ctia hodc c6 nguén géc tir gen
ngudi V2-70*10 (SEQ ID NO: 19), va ving khung thay d8i chubi nhe 13 san phim
ctia hodc ¢6 ngudn goc tir gen ngudi V3-11*#01 (SEQ ID NO: 24). Ngoai ra, c4c td
hop clia cdc viing khung thay ddi chudi ning cé mit trong san pham clia hoic cé
ngudn goc tir cic gen ngudi néu trén va/hodc cla cdc ving khung thay ddi chudi
nhe cé mit trong san phiam clia hodc cé ngudn goc tir cic gen ngudi di néu trén
cling dugc bao ham theo sang ché.

Céc trinh ty ADN dong phoi d6i véi cdc gen ving thay d6i chudi nang va
chudi nhe cé thé tim thdy trong co s& dit liéu trinh tt mam clia ngudi "VBase" (c6
trén Internet & trang www.mrccpe.cam.ac.uk/vbase), ciing nhu trong an phém:
Kabat EA et al., supra; Tomlinson IM et al., (1992) J. Mol. Biol. 227: 776-798 and
Cox JPL et al., (1994) Eur. J. Immunol. 24: 827-836. Nhu mot vi du khéc, céc
trinh ty ADN dong phoi déi vé6i cdc gen ving thay ddi chudi ning va chubi nhe cé
thé tim thdy trong co s& dit liéu ngan hang gen Genbank.

Theo mot khia canh khéc, sing ché cling d€ xudt khang thé doi khéng hoac
doan clia né ma gén két v6i OX40 clia ngudi, trong d6 it nhét 1a mot trong s6 céc
CDR chubi ning va/hodc it nhat 12 mot trong s6 cdc CDR chudi nhe bao gdm it
nhat 12 mot cai bi€n axit amin. Phat sinh dot bién hudng vi tri hoac phét sinh dot
bién thong qua PCR c6 thé dugc thuc hién dé dua vao (céc) cai bién va tic dung
t6i gén két khéng thé, hodc dic tinh chifc ning khic dugc quan tam, cé thé dugc
d4nh gi4 trong thir nghiém in vitro hoic in vivo nhu dugc moé ta & day va duoc dua
ra trong Vi du. T6t hon 13, cdc céi bi€n bao toan dugc dua vao. Cac cdi bién cé thé
1a céc thay thé axit amin, cdc b6 sung hodc cdc su x6a, nhung t6t hon 1a c4c thay
thé€. Thong thuong, khong nhi€u hon nam, t6t hon 1a khong nhiéu hon bon, t6t hon
nita 12 khong nhiéu hon ba, tham chi t6t hon nita 12 khong nhiéu hon hai, t6t nhat
la khéng nhiéu hon mot cai bién axit amin dugc thuc hién trong moét ving CDR.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, c4c trinh tu ving khung cé thé duoc stt dung
dé x4y dung céc ving thay déi dé tao ra cdc khang thé bién thé. C4c khang thé
bién thé theo sdng ché€ bao gém cdc khing thé trong d6 céc cai bién duoc tao ra
d6i v6i céc g6c ving khung ndm trong VH va/hoic VK, vi du nhu d€ cai thién cac

dac tinh clia khdng thé. Thong thudng, cdc cai bién ving khung nhu vay dugc tao
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ra dé 1am giam tinh sinh mién dich cta khdng thé. Vi du, moét gidi phép dé 13 1am
"dot bién ngugce" mot hodc nhiéu géc viing khung thanh trinh tu chuét twong tng
hodc dé "dot bién ngugc" mot hoic nhiéu géc ving khung thanh trinh fir mam
tuong dng.

Do vay, theo mot khia canh tiép theo, sdng ch€ dé cap dén khang thé déi
khing hodc doan clia n6 ma gin két véi OX40 cla ngudi, trong d6 it nhit mot
trong s6 cdc trinh tu ving khung ctia ving thay ddi chudi ning ctia khdng thé duoc
lam twong thich v6i ngudi hoic doan cua né bao gébm it nhat mot cai bién axit
amin tt ving khung tuong Ung cta ving thay d6i chudi ning cta khing thé &
chudt twong tng. TSt hon 1a cai bién axit amin 1a thay th& axit amin. Thong
thudng, khong nhiéu hon sdu, t6t hon 12 khong nhiéu hon ndm, t6t hon 1a khong
nhiéu hon bén, t6t hon nita 1a khong nhiéu hon ba, tham chi t6t hon nita 1a khong
nhiéu hon hai, t6t nhat 1a khong nhiéu hon mot cai bién axit amin duoc thuc hién
trong mot ving khung. Theo mot s6 phuong 4n, séng ch€ dé xuat khéng thé d6i
khéng hodc doan clia né ma gin két v6i OX40 cha ngudi, trong d6 cai bién axit
amin cla cdc ving khung clia ving thay d6i chudi ning bao gém thay thé axit
amin & vi tri axit min dugc chon tir nhém gém 23, 35b, 48, 50, 60 va 62, va trong
dé6 vi tri axit amin clia mbi thanh vién clia nhém dugc biéu thi theo hé théng d4nh
s6 Kabat. Thay thé€ axit amin dugc wu tién ctia c4c vang khung ctia viing thay déi
chudi nang 12 & cdc vi tri axit amin duge chon tit nhém gém 23, 35b, 50, 60 va 62.
Céc thay th€ axit amin dugc wu tién hon cla céc viing khung clia vang thay déi
chudi nang 1a dugc chon tit nhém gbém 23S, 35bG, 48L, 50H, 60N va 62A, trong
d6 35bG 1a thay th€ axit amin duge wu tién nhét cua cic ving khung ctia ving thay
déi chudi ning.

Séng ché ciing dé xudt khdng thé doi khang hodc doan clia né ma gén két
v6i OX40 cua nguoi, trong d6 it nhit mot trong s6 cic trinh ty ving khung cla
ving thay d6i chubi nhe ctia khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoic doan
ctia n6 bao gbém it nhdt mot cai bién axit amin tir ving khung twong ng clia ving
thay déi chubi nhe ctia khdng thé & chu6t tuong ng. T6t hon 14 cai bién axit amin
1a thay th€ axit amin va/hodc su khuyét axit amin. Thong thudng, khong nhiéu hon
sdu, t6t hon 1a khong nhi€u hon nam, t6t hon 13 khong nhiéu hon bén, t6t hon nita

1a khong nhiéu hon ba, tham chi t6t hon nita 12 khong nhiéu hon hai, t6t nhat 1a
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khong nhi€éu hon mot cai bién axit amin dugc thyc hién trong mot ving khung.
Theo mot s6 phuong 4n, sdng ché dé xudt khéng thé dugc lam tuong thich véi
ngudi hoac doan cla nd, trong d6 cai bién axit amin cta c4c ving khung ctia trinh
tu viing thay d6i chudi nhe bao gdm thay thé axit amin 6 vi trf axit min dugc chon
tir nhém gbém 1, 33, 34, 46, 47, 54, 56 va 71 va/hoidc su khuyét & vi tri axit min 31.
Céc cai bién axit amin dugc uu tién hon cla céc ving khung cta trinh ty ving thay
déi chudi nhe bao gém su khuyét & Y31 va/hoic thay thé duge chon tir nhém gém
1Q, 33M, 34H, 46P, 47W, 54L, 56S va 71Y, va trong d6 vi tri axit amin ctia mbi
thanh vién clia nhém dugc biéu thi theo hé théng ddnh s6 Kabat. C4c cai bién axit
amin dugc vu tién nhdt cia cdc ving khung cta trinh tu ving thay déi chudi nhe
bao goém su khuyét & T31 va/hoadc thay thé duge chon tit nhém gém 33M, 34H,
46P, 47W va 71Y, trong d6 46P, va/hoic L47W duge wu tién cu thé. Theo mot so
phuong 4n, khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc doan clia né theo séng
ch& c6 thé bao gdm céc cai bién axit amin clia c4c viing khung clia trinh tu viing
thay déi chudi ning nhu néu trén va cic cai bién axit amin clia cic viing khung
cla trinh tu viing thay déi chubi nhe nhu néu trén. |

Séng ch€ ciing dé xuat khéng thé d6i khéng hoic doan clia né ma gin két
v6i OX40 ctia ngudi bao gébm viing thay déi chudi ning dugc chon tit nhém gém
cac SEQ ID NOS: 29, 58, 59, 77, 78, 79 va 80, tot hon 1a dugc chon tir nhém gém
cdc SEQ ID NO: 58, 59, 79 va 80 va t6t hon nita 1a tir nhém gém cdc SEQ ID NO:
58 va 59. Sdng ch€ ciing dé xuit khdng thé doi khdng hodc doan ctia né ma gin
két v6i OX40 cha ngudi bao gébm viing thay déi chudi nhe dugc chon tir nhém
gbm cidc SEQ ID NO: 30, 60, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, va 89, t6t hon 1a duoc
chon tit nhém gbém céc SEQ ID NO: 60, 86, 87 va 89, tét hon nita 1a SEQ ID NO:
60. Theo mot s& phuong 4n khdng thé doi khdng hodc doan clia chiing ma gén két
v6i OX40 cta ngudi bao gém ving thay ddi chudi nang dugc chon tir nhém gém
céc SEQ ID NO: 29, 58, 59, 77, 78, 79 va 80, va vung thay ddi chudi nhe dugc
chon tit nhém gém cdc SEQ ID NO: 30, 60, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, va 89.
Diéu chéc chin 12 méi trong s c4c trinh ty ving thay ddi chudi ning va chubi nhe
nay c6 thé géin két v6i OX40 clia ngudi, céc trinh ty viing thay déi chubi ning va
chudi nhe c6 thé "dugc tron 14n va lam trung khit" dé tao ra cdc phan tir gin két

khdng OX40 theo sédng ché. 0X40 gén két c4c khéng thé da "dugc tron 14n va 1am
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tring khit" c6 thé duge thir nghiém bang cich st dung c4c thir nghiém gin két
dugc mo ta & dudi.

Theo mét s6 phuong 4n khéng thé d6i khdng hodc doan clia chiing ma gin
két v6i OX40 clia ngudi bao gém ving thay d6i chudi ning duoc chon tit nhém
gém céc SEQ ID NO: 58 va 59, va viing thay d6i chudi nhe dugc chon tir nhém
gbém céc SEQ ID NO: 60 va 89. Theo cdc phuong 4n dugc wu tién hn, khdng thé
d6i khing hodc doan clia né ma gin két véi OX40 cha ngudi bao gém viing thay
d6i chudi nang chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 58 v viing thay déi chudi nhe
chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 60, ving thay ddi chudi ning chia trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 58 va viing thay d6i chubi nhe chita trinh tir axit amin SEQ
ID NO: 89, vung thay d6i chubi ning chita trinh tir axit amin SEQ ID NO: 59 va
ving thay d6i chudi nhe chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 60, hoic viing thay
d6i chubi nang chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 59 va viing thay déi chui nhe
chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 89. Pugc uu tién nhat 12 khéng thé d6i khang
hodc doan ctia né ma gén két v6i OX40 clia ngudi chita ving thay déi chudi ning
dugc chon tir nhém gém céc SEQ ID NO: 58 va 59, va viung thay déi chubi nhe
chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 60.

Séng ch€ ciing dé xuft khang thé d6i khang hodc doan clia né ma gin két
v6i OX40 clia nguoi chifa trinh tu chudi nang duge chon tit nhém gém cic SEQ ID
NO: 32, 33, 34, 35, 36, 37 va 38, t6t hon la dugc chon tit nhém gém cdc SEQ ID
NO: 35, 36, 37 va 38 va tot hon nita 1a tir nhém gém cdc SEQ ID NO: 37 va 38.
Séng ch€ ciing dé xudt khdng thé doi khéng hodc doan clia né ma gin két véi
0OX40 ctia nguoi chita trinh ty chudi nhe duge chon tir nhém gém céc SEQ ID NO:
39,40, 41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48 va 49, t6t hon 1a dugc chon tir nhém gbém céc
SEQ ID NO: 45, 46, 47 va 49, tot hon nita 1a SEQ ID NO: 47. Theo m6t s6 phuong
4n khéng thé d6i khang hodc doan cla ching ma gin két v6i OX40 chia ngudi
chta trinh tu chubi nang dugc chon tir nhém gém céc SEQ ID NO: 32, 33, 34, 35,
36, 37 va 38, va trinh tu chudi nhe dugc chon tir nhém gém cic SEQ ID NO: 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 va 49. diéu chic chin 12 mbi trong s6 c4c trinh tu
viing thay d6i chudi nang va chudi nhe nay c6 thé gin két véi OX40 clia ngudi,
cdc trinh tu viing thay déi chubi nang va chudi nhe c6 thé "dugc tron 14n va lam

trang khit" d€ tao ra cdc phan tir gin két khang OX40 ctia sing ché. OX40 gin két
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v6i céc khéng thé da "dugc tron 14n va 1am tring khit" c¢é thé dugc thir nghiém
bing cédch st dung céc thir nghiém gin két dugc mo ta & duéi.

Theo mot s6 phuong 4n khing thé d6i khdng hodc doan clia ching ma gin
két v6i OX40 cua ngudi chifa trinh tu chudi ning duoc chon tit nhém gém céc
SEQ ID NO: 37 va 38, va trinh tu chudi nhe dugc chon tit nhém gém cdc SEQ ID
NO: 47 va 49. Theo cic phuong an dugc wu tién hn, khdng thé d6i khidng hoic
doan clia n6 ma gin két véi 0X40 clia ngudi chifa trinh ty chudi ning chia trinh
tu axit amin SEQ ID NO: 37 va trinh tu chudi nhe chifa trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 47, trinh tu chubi ning chifa trinh tu axit amin SEQ ID NO: 37 va trinh tu
chubi nhe chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 49, trinh tu chubi ning chita trinh
tur axit amin SEQ ID NO: 38 va trinh tu chudi nhe chifa trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 47, hoac trinh tu chudi ning chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 38 vi trinh
tu chudi nhe chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 49. Dugc wu tién nhat 1a khéng
thé doi khdng hodc doan clia né ma gin két v6i OX40 clia ngudi chita trinh tu
chubi niang dugc chon tir nhém gbém cdc SEQ ID NO: 37 va 38, va trinh tu chubi
nhe chifa trinh tu axit amin SEQ ID NO: 47.

Theo mot phuong 4n cha sang ché, khang thé doi khdng hoic doan clia né
12 khéng thé & chuot, khang thé khdm hoic khing thé dugc 1am tuong thich véi
ngudi, t6t hon 12 khdng thé duge 1am tuong thich véi ngudi, t6t hon nita 13 khing
thé don dong & chuot, khéng thé kham don dong hoic khang thé don dong duge
lam gioéng nhu cta nguoi.

Séng ché cling dé xuat khang thé c6 héa tri mot hodc doan clia né ma gin
két v6i OX40 clia ngudi, tdc 12 khéng thé c6 mot cdnh tay gén két khdng nguyén
don. Sdng ché ciing dé xuat doan khing thé gan két voi 0X40 clia ngudi duge
chon tir nhém gém Fab, Fab', Fab'-SH, Fd, Fv, dAb , F(ab")2, scFv, cic dime Fv
chudi don ludng dic hiéu, cdc diabody, céc triabody va scFv dung hop vé mit di
truyén véi cdc khéng thé tuong tu hoic khing thé khic. Cic doan dugc wu tién
gém scFv, céc dime Fv chudi don ludng dic hiéu va cic diabody. Séng ché ciing
dé xusit khdng thé véi chiéu dai ddy dit gén két v6i OX40 clia ngud.

Séng ché ciing dé xudt khang thé hodc doan clia né ma gin két v6i OX40
clia ngudi con bao gébm ving 6n dinh chudi ning vi/hodc chudi nhe, dic biét 13

viing 6n dinh chudi ning va/hodc chubi nhe clia ngudi. Cic ving 6n dinh chudi
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nang cta ngudi c6 thé dugc chon tir nhém gém céc globulin mién dich ctia ngudi
gom IgGl (IGHGI1), IgG2 (IGHG2), 1gG3 (IGHG3), IgG4 (IGHG4), IgAl
(IGHA1), IgA2 (IGHA?2), IgM (IGHM), IgD (IGHD), hoac IgE (IGHE), trong d6
IgG viing 6n dinh chubi ning ctia ngudi, cu thé 1a IgG1 (IGHGI) 14 duoc wu tién.
Ving 6n dinh chubi nhe clia ngudi c6 thé dugc chon tir nhém gém céc globulin
mién dich ctia ngudi gébm céc ving 6n dinh kappa hoic lambda, trong d6 céc viing
6n dinh kappa clia ngudi 1a duoc wu tién. Theo mot phuong 4n duogc wu tién,
khéng thé doi khéng hoic doan clia né ma gin két v6i OX40 ctia ngudi bao gém
ving 6n dinh chudi ning IgG1 cta ngudi (IGHG1) va viing 6n dinh kappa chudi
nhe clia nguoi.

Ngoai ra hoac theo mot céch khac d6i vé6i céc céi bién duge tao ra nam
trong c4c ving khung hodc cdc ving CDR, céc khing thé theo sdng ché c thé
dugc x4y dung dé bao gém c4c cai bién nim trong ving Fc, thuong 13 dé thay ddi
mot hodc nhiéu dic tinh chifc nang ctia khdng thé, nhu chu ky ban i huyét thanh,
su 6 dinh bé thé, gin két thu thé Fc, va/hodc tinh gay doc t&€ bao phu thuoc khang
nguyén. Ngoai ra, khéng thé theo sdng ché c6 thé duoc cai bién v& mat héa hoc (vi
du, nhu mot hodc nhiéu goc héa hoc cé thé duge gin vio khang thé) hoic duoc cai
bién dé 1am thay déi muc glycosyl hod clia né. Méi phuong 4n niy dugc mo ta
mot céch chi tiét & dudi. C4c cai bién nam trong ving Fc nhu duge néu & dudi 1a
dugc ddnh theo s6 g6c nam trong ving Fc theo chi s6 EU clia hé théng d4nh s6
Kabat. Theo mot phuong 4n, viing ban 1€ cia CH1 dugc cai bién sao cho chi s&
clia cdc goc xystein trong ving ban 1€ dugc lam thay déi, vi du nhu, ting hoic
giam. Giai phép nay dugc mo ta tiép trong Patent My No. 5,677,425 ctia Bodmer
et al. S6 clia c4c gbc xystein trong viing ban 1€ cia CH1 dugc lam thay déi, vi du,
dé tao thuan lgi cho sy hgp khéi clia cdc chubi ning va chudi nhe hoic dé 1am tang
hodc 1am gidm d¢ on dinh cta khéng thé. Theo mot phuong 4n khéc, viing Fc ban
1€ clia khdng thé dugc gay dot bién dé 1am gidm chu ky ban 13 sinh hoc ctia khang
thé. Dac biét hon, mot hoic nhiéu dot bién axit amin duge dua vao viing phéan giéi
ving CH2-CH3 clia doan ban 1€ Fc sao cho khéng thé bi suy yéu gin két
Staphylococcyl protein A (SpA) so vé6i gan két SpA ban 1€ Fc nguyén ven. Gii
phép nay dugc mo ta ti€p trong Patent My No. 6,165,745 ctia Ward et al. Theo

mot phuong 4n khéc, khéng thé duoc cdi bién dé 1am tang chu ky ban ri sinh hoc
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ciia n6. C4c giai phap khéc cé thé thuc hién duoc. Vi du, mot hoic nhiéu dot bién
dudi day cé thé duoc dua vao: T252L, T2548S, T256F, nhu d3 mo ta trong Patent
M§ No. 6,277,375 cia Ward. Theo mot cach khéc, dé 1am tiang chu ky ban ra sinh
hoc, khing thé c6 thé dugc 1am bién ddi ndm trong ving CHI hodc CL dé chia
epitop gan két thu thé cu ho 14y tir hai vong ctia ving CH2 viing Fc ctia IgG, nhu
dd mo ta trong cdc Patent My No. 5,869,046 va 6,121,022 cua Presta et al. Theo
mot phuong 4n ti€p theo, viing Fc dugc 1am thay ddi bdi su thay thé it nhat 13 mot
goc axit amin bang mot gbc axit amin khic dé 1am thay d6i (c4c) chifc nang cam
~ng clia khang thé. Vi dy, mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tit cic gbc axit
amin 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 and 322 c6 thé duoc thay th€ bing mot
gbc axit amin khdc sao cho khéng thé c6 4i luc thay déi d6i véi mot phéi tir tac
dong nhung van luu gilt kha ning gin két khdng nguyén cta khdng thé géc. Phoi
tlt tdc dong ma 4i lyc da 1am thay déi v6i né cé thé 13, vi du, thu thé Fc hoic thanh
phén Cl cta bé thé nay. Giai phdp nay dugc mo ta chi tiét hon trong céc Patent My
No. 5,624,821 va 5,648,260, déu clia Winter et al. Theo mot vi du kh4c, mot hoic
nhiéu axit amin dugc chon tir cdc goc axit amin 329, 331 va 322 cé thé dugc thay
th€ bang mot gbc axit amin khdc sao cho khéng thé da thay déi gin két Clq
va/hoac giam hodc mét hét tinh gay doc t€ bao phu thugc bd thé (CDC). Giai phap
nay dugc mo ta chi ti€t hon trong Patent No. 6,194,551 cta Idusogie et al. Theo
moét vi du khdc, mot hodc nhiéu g6c axit amin ndm trong cic vi trf axit amin tir
231 téi 238 trong vung dau tan N cla ving CH2 dugc 1am thay déi dé nhd d6 1am
thay d6i kha ning ctia khéng thé dé cd dinh b thé. Gidi phdp nay dugc mo ta tiép
trong Cong b6 PCT WO 94/29351 ctia Bodmer et al. Theo mot vi du khic nita,
ving Fc dugce cai bién dé 1am tang kha nang chia khang thé thong qua tinh gay doc
t€ bao phu thudc khang thé (ADCC) va/hodc dé 1am tang 4i luc clia khang thé doi
v6i thu thé Fey bdi viéc cai bién mot hoac nhiéu axit amin & céc vi tri sau: 238,
239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278,
280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307,
309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338,
340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437,
438 hoac 439. Giai phdp nay dugc mo ta ti€p trong Cong bs don Qudc t&€ WO
00/42072 cua Presta.
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Séng ché cling dé xu4t khdng thé d6i khdng hodc doan clia né ma gén két
v6i OX40 cha ngudi bao goém céc ving én dinh chudi ning va/hoic chudi nhe clia
'ngub'i, trong d6 ving 6n dinh chubi niang clia ngudi bao gém bién thé déng kiéu
chita ving CH1, viing ban 1€, ving CH2 va vang CH3 tir IgG4 clia ngudi (IGHG4)
va trong d6 viing ban 1€ bao gém thay thé serin & vi tri 228 thanh prolin. Tét hon
13, khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi chia bién thé déng kiéu 1a khang thé
v6i chiéu dai ddy di. Mot khéng thé duge 1am twong thich véi ngudi duge wu tién
dac biét hoac doan clia né ma gin két v6i OX40 clia ngudi chita bién thé déng
kiéu chita CHI1 tr IgG4 cta ngudi (IGHG4), ban 1€ tir IgG4 clia ngudi (IGHG4),
c6thay thé S228P va CH2 va CH3 tir I[gG4 clia ngudi (IGHG4) chita trinh tu chudi
nang chia trinh ty axit amin SEQ ID NO: 57 va trinh tu chudi nhe chita trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 47. Di phét hién ra ring bién thé déng kiéu khong biéu
hién cic co ché gay doc t€ bao thong qua trung gian Fc nhu ADCC so véi khéng
thé d6i khang hozic doan cia n6 ma gén két véi OX40 chia ngudi bao gém viing 8n
dinh chubi niang cta ngudi t IgG1 cla ngudi (IGHG1) (né thudng 1a IgGl1 tu
nhién clia ngudi), tifc 1a khi so véi khdng thé d6i khang hodc doan clia né ma gin
két v6i OX40 ctia ngudi né chi khac véi bién thé déng kiéu vé viing 8n dinh chudi
nang di cai bién.

Séng ch€ cling dé xudt khdng thé d6i khdng hoic doan clia né ma gin két
v6i OX40 ctia nguoi bao gobm ving IgG Fc ctia ngudi, trong d6 trong d6 céu tric
cacbohydrat nhan chin gin vao ving IgG Fc & ngudi thi€u fucoza (trong ban mo
t4, con duoc goi theo céch khic 1a “khong duge fucosyl héa™). Tot hon 13, khang
thé nay bao gém ving Fc IgG1 ctia ngudi (IGHG1), trong d6 c4u triic cacbohydrat
nhan chin gin vao ving Fc IgG1 cta ngudi (IGHG1) thigu fucoza. Puogc wu tién
hon 1a khéng thé véi chiéu dai ddy da chita ving Fc IgG1 ctia ngudi (IGHG1),
trong d6 céu tric cacbohydrat nhan chin dugc gan vao ving Fc IgGl cla ngudi
(IGHG1) thiéu fucoza. D3 biét tir WO03/035835 1a viéc thi€u fucoza trong cau
tric cacbohydrat nhan chin gan vao viing IgG Fc clia ngudi 6 thé ting cudng cho
ADCC. Do vay, theo mot phuong 4n ti€p theo, khéng thé d6i khang hoic doan cha
n6 theo sing ch€ bao gébm ving Fc IgG1 cta ngudi (IGHG1), trong dé cau tric
cacbohydrat nhan chin dugc gin vao ving Fc IgGl cta ngudi (IGHG1) thiéu

fucoza, trong d6 khdng thé thi€u fucoza c6 ADCC dugc ting cudng so v4i khang
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thé géc duge 1am giéng nhu cha ngudi hoac doan clia né thi€u fucoza. Céc phuong
phép dé tao ra c4c khéng thé thi€u fucoza gém, vi du, (a) st dung t& bao chu dot
bién hoac dugc tao ra bang k¥ thuat di truyén thi€u hut su chuyén héa fucoza sao
cho it c6 kha nang (hoac 1a khong thé) fucosyla héa céc protein dugc biéu hién
trong n6; (b) nuoi c4y cac t& bao dudi cac didu kién ngan ngira hoac lam giam qué
trinh qud trinh fucosyl héa; (c) loai bod su sau dich mi cla fucoza (vi du bing
enzym fucosidaza); (d) bd sung qud trinh sau dich ma ctia carbohydrat dugc mong
mudn, tic 13 sau qué trinh biéu hién téi t6 hop ctia glycoprotein khong duge
glycosyl héa; hodc (e) tinh ché glycoprotein dé€ lua chon sdn phdm khong dugc
fucosyl héa. Tét hon 1a, sit dung céc phuong phdp duge mo ta trong Vi du 14, titc
1a cdc phuong phdp da dugc mo ta trong &n phadm: Longmore et al (1982),
Carbohydr. Res. 365-92, or in Imai-Nishiya et al (2007), BMC Biotechnol. 7, 84.
Séng ch€ ciing dé xudt khdng thé d6i khdng hoic doan clia né ma gin két
v6i OX40 ctia ngudi va gin két v6i cling mot epitop nhu khang thé chia trinh tu
thay d6i chudi nang chita trinh ty axit amin SEQ ID NO. 7 va/hodc trinh tu thay
d6i chudi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID NO. 8. Sing ché ciing dé xu4t hoic
epitop hoac viing dac thi cia OX40 clia ngudi, cu thé 1a viing ngoai bio thu thé
OX40 ctia ngudi, né duge gén két boi khang thé theo séng ché, cu thé 13 bdi khang
thé chda trinh ty thay ddi chubi ning chita frinh tu axit amin SEQ ID NO. 7
va/hoac trinh tu thay d6i chudi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID NO. 8. Epitop
hoac viing dac hiéu nay clia polypeptit OX40 ctia ngudi c6 thé dugc nhan dién bai
phuong phép 1ap ban d6 epitop thich hgp bat ky da biét trong linh vuc ky thuat nay
két hop véi bat ky trong s6 cdc khang thé theo sédng ché. C4c vi du vé cdc phuong
phap nhu viy bao géom viéc sang loc céc peptit c6 chiéu dai thay déi cé nguén géc
tir OX40 dé gén két khdng thé theo sdng ché véi doan nho nhat c6 thé gin két dac
hiéu vé6i khang thé chia trinh tu epitop dugc nhan dién bdi khang thé. Cac peptit
0X40 c6 thé dugc san xudtbing cdch téng hop hodc bing cich tiéu héa bdi su
phan gidi protein ciia polypeptit OX40. Cic peptit gin két v6i khdng thé c6 thé
duogc nhén dién bdi, vi du, phép phan tich quang phé khéi. Theo mot vi du khéc,
quang phé NMR hoic tinh thé hoc tia X c6 thé duge sir dung d€ nhan dién epitop

dugc gin két boi khéang thé theo séng ché. sau khi duge nhan dién, doan epitop gin
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két khdng thé theo sdng ché cé thé dugc sit dung, néu cén, 1am chét khing nguyén

dé tao ra c4c khéng thé d6i khang bd sung gan két cling mot epitop.

Céc dac tinh ctia khing thé khang 0X40

Céc thit nghiém tiéu chuén dé d4nh gi4 kha ning gin két clia c4c khang thé
huéng vé OX40 clia ngudi chang han 13 d3 biét trong linh vuc k§ thuat nay, vi du
bao gém, cdc ELISA, BIAcore®, cdc thdm Tay Western blot, cic RIA, va phan
tich dém t€ bao dong chay. Cac thit nghiém thich hgp duge mo ta chi tiét trong céc
vi du. Céc dong luc hoc gén két (vi dy, 4i luc gén két nhu KD) clia c4c khang thé
cling c6 thé dugc ddnh gid bang céc thit nghiém tiéu chudn di biét trong linh vuc
k§ thuat nay, nhu bdi phép phan tich hé théng Scatchard hoic BlAcore®. Ai luc
gan két tuong d6i K| c6 thé dugc ddnh gid bdi cic thlr nghiém canh tranh tiéu
chuin da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Theo mot khia canh tiép theo, sdng ché& dé xuat cdc khdng thé déi khing
hoac doan cua ching ma gin két v6i OX40 clia ngudi va phong b& phan ting
chuyén dang lympho nudi c&y hén hop (MLR) & ngudi theo cich thitc phu thudc
liéu luong véi mot mitc do cao hon so véi khdng thé efalizumab duge 1am gidng
nhu clia ngudi t4i t6 hgp. Khéng thé efalizumab dugc 1am gi6ng nhu clia ngudi tai
t6 hgp gén két véi cdu tric siéu phan tir CD11a clia khang ngﬁyén lién quan chitc
nang t€ bao lympho 1. MLR c6 thé dugc ti€n hanh va dugc ddnh gi4 theo Vi du 3.

Theo mét khia canh ti€p theo, sing ch& dé xudt c4c khing thé d6i khéng
hodc doan clia né ma gén két véi 0X40 clia ngudi va chiing ¢ kha ning nhan dién
0X40 cua khi cynomologus. Viéc gén két ctia khang thé khang OX40 d6i khang
v6i cdc t€ bao don nhan m4u ngoai vi cd ngudi 14n cynomologus (PBMC) c6 thé
dugc ti€n hanh va dugc ddnh gid theo Vi du 4 va dugc thé hién trong Fig. 3. Khing
thé dugc chi ra 12 dé nhan dién OX40 dugc biéu hién trén bé mit cha céc t€ bao
lympho da hoat héa cia ngudi va khi cynomologus ching to ring khang thé nay
c6 dac tinh phan tng chéo.

Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ch€ dé xuit cdc khang thé doi khdng
hoidc doan cta chiing ma gan két véi OX40 clia ngudi, dic biét 1a OX40 clia ngudi
& dang d3 phan 1ap, véi 4i luc (KD) nhd hon hodc bang 500nM, t6t hon 14 nhd hon
hodc biang 200nM, t6t hon nita 1a nho hon hodc bing 150nM, t6t hon nita 13 nhd
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hon hodc bang 120nM, tham chi t6t hon nita 1a bing hoéc nhé hon 110nM, vi du,
duoc x4c dinh bdi cong hudng plasma bé mit (SPR) trén thiét bi BIAcore® (GE
Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg, Switzerland) bdi viéc bat git khdng thé
trong chip cam bién loai nghién cttu CM5 két hgp protein-A (GE Healthcare
Europe GmbH, Glattbrugg, Switzerland; BR-1000-14) v6i viing ngoai bao thu thé
0X40 ctia ngudi c6 héa tri mot t4i t6 hgp (SEQ ID NO: 11) duge sir dung 1am chat
phan tich nhu duge mo ta chi tiét trong Cac vi du 5 va 6 va nhu dugec minh hoa
trong Fig.4. Thuit ngit “hod tri mot” duqé stt dung trong ban mo ta nay lién quan
t6i cdc s6 do 4i luc bang cich sir dung thu thé OX40 chi cho ving thu thé OX40
clia nguoi, nhu viing ngoai bao, khong duge dime héa hoic multime héa nhan tad
nhu né cé thé néu viing ndy cé thé cé ddu cudi amino dugc ngung tu véi phan Fe
globulin mién dich. Theo mot khia canh dugc wu tién, sdng ché dé xuat khing thé
duge 1am tuong thich v6i ngudi hodac doan cta né luu git it nhit 75% 4i luc gin
két OX40 (Kp) cha khing thé khiam twong ttng. Tét hon 13, khing thé duogc 1am
turong thich v6i ngudi hodc doan clia né gén két OX40 clia ngudi véi 4i luc twong
duong vé6i khdng thé kham tuong tng. Thuat ngit “4i luc twong duong” chi tri s6 4i
luc ndm trong khoang tit +10% 4i luc gan k&t OX40 cha khéng thé khidm tuong
ting. T6t hon nifa 13, sdng ch& dé xuat khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi
hodc doan clia né gin ké&t OX40 cla ngudi véi 4i luc cao hon so véi khang thé
kham tuong ing. Theo mot khia canh duge wu tién cla sang ché, cdc khang thé doi
khéng hodc doan cia ching ma gin két v6i OX40 cla ngudi duge dé xuat cé 4i
Iyc gén két (K,,) bing hodc nhd hon 110nM, t6t hon la bing hoic nhd hon 100nM,
t6t hon nita 12 bang hodc nhd hon 90nM, t6t hon nita 1 bing hodc nhd hon 80nM,
tham chi t6t hon nita 12 bang hoac nho hon 70nM, vi du, dugc x4c dinh bdi cong
hudng plasma bé mat (SPR) trén thiét bi BIAcore® (GE Healthcare Europe GmbH,
Glattbrugg, Switzerland) b&i viéc bt giit khang thé trong c¢hip cam bién loai
nghién cttu CMS5 két hop protein-A (GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg,
Switzerland; BR-1000-14) véi viing ngoai bao thu thé OX40 clia ngudi ¢ héa tri
mot téi t6 hgp (SEQ ID NO: 11) duge st dung 1am chéat phan tich nhu dugc moé ta
chi tiét trong Céc vi du 5 va 6 va nhu dugc minh hoa trong Fig. 4.

Mot khia canh tiép theo clia sdng ch€ dé xudt cdc khéng thé d6i khang hoac

céc doan cha ching ma gén két véi OX40 clia ngudi va cé tinh bén nhiét t6t. Theo
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mot phuong 4n dugc wu tién, khdng thé duge lam twong thich véi ngudi ¢6 tinh d6i
khang hodc doan ctia né ma gan két véi 0X40 cha ngudi cé nhiét do 8n dinh nhiét
ctia doan FAB 16n hon 70°C, t6t hon 12 16n hon 75°C, t6t hon nita 14 16n hon 80°C
va tham chi t6t hon nita 12 16n hon 85°C. D€ phan tich nhiét 46 6n dinh nhiét cia
doan FAB, cic phép do nhiét lugng quét vi sai dugc st dung, trong khi nhiét do
néng chdy quén binh clia doan FAB lién quan t6i IgG c6 chiéu dai ddy da duoc
nhan dién. Céc dang phép do nhiét lugng nay 1a da biét déi v6i chuyén gia trong
“Iinh vuc k§ thuat nay va c6 thé dugc ti€n hanh theo, vi du nhu trong 4n phdm:
Garber and Demarest (2007), BBRC 355:751-7, nhu dugc moé ta ti€p trong Vi du 6
va duge thé hién trong Fig. 6.

Theo mot khia canh ti€p theo, sdng ch& dé xuit cdc khang thé déi khing
hodc céc doan cua ching ma gén két v6i mot epitop trong viing ngoai bao 0X40
ctia nguoi. Nhu duge mo ta trong Vi du 7 va dugc thé hién trong Fig. 7, mot hoic
nhiéu trong s6 bén viing ngoai bao 0X40 dugc trao d6i gitta céc trinh tu clia ngudi
va chudt va c4c protein dung hop Fc d3 tao ra. ELISA gén két sau d6 duge thuc
hién d€ thir nghiém hoat tinh phan tng ctia khéng thé dugc lam twong thich véi
ngudi c6 tinh d6i khing trong ving ngoai bao OX40 ctiia ngudi, ving ngoai bao
OX40 ctia chudt va bon protein thé khdm ngudi-chudt. Do véy, sing ché dé xust
khéng thé d6i khdng hodc doan clia né cé ban dé nim trong mién thit hai cia viing
ngoai bao 0X40 ctia ngudi.

Sdng ch€ ciing dé€ xudt cdc khdng thé d6i khdng hodc cdc doan clia chiing
c6 thé dugc sir dung dé dc ché cdc phan tng mién dich. T4c dong ctia khang thé
khéng OX40 duogc lam giong nhu clia ngudi c¢6 tinh déi khing dugc thir nghiém
trong MLR (xem Vi du 8) duoc st dung nhu mot mo hinh in vitro clia qué trinh
tang sinh va hoat héa t€ bao T phan ting (O’Flaherty E et al., (2000) Immunology,
100(3): 289-99; DuPont B & Hansen JA (1976) Adv. Immunol. 23: 107-202).
PBMC tir hai thé cho khong lién quan dugc tron 14n, din dén su hoat héa clia c4c
t€ bao T va su tang sinh cua céc t€ bao lympho T. Ngoai ra, ba format khac nhau
ctia khang thé khiang OX40 dugc 1am giéng nhu clia ngudi c6 tinh d6i khang duoc
thit nghiém trong thir nghiém nay: format IgGl (IGHG1), format IgG1 khong
dugc fucosyl héa (IGHG1) va format IgG4 (IGHG4), dé x4c dinh tiép su gép phan
clia cdc co ché gy doc t€ bao nhu ADCC t6i sy dc ch€ MLR. Khing thé khing
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0X40 duge 1am gidng nhu clia ngudi cé tinh d6i khing e ché€ mot céch hiéu qua
MLR & hai c4 thé kh4c nhau (c4c dép tng) véi cdc gid tri EC50 khoang chitng 100
ng/mL. Tuy nhién, cdc két qua da cho thdy su khac nhau phu thudc vao format ctia
khéng thé duoc sit dung. O c4 thé dau tién (dép tng 1), hoat tinh phan tng t& bao
T dugc tc ch€ mot cach hiéu qua béi IgG1 (IGHG1) va cdc format khang thé IgG4
(IGHG4) chiing t6 rang céc co ch€ gay doc t€ bao 1a khong quan trong d6i véi ci
thé nay. D61 véi ca thé thit hai (d4p dng 2) format IgG1 (IGHG1) dat duoc su tc
ché trén 60%, trong d6 format IgG4 (IGHG4) phong b&é MLR kém. O ca hai c4
thé, format IgG1 khong fucosyl héa IGHG1) rdt c6 hiéu qua véi su tic ché MLR.
Nhitng két qua nay ching tb ring viéc phong b& qué trinh hoat héa OX40 cé thé
thda ddng & mot s6 c4 thé dé tc ch€ MLR nhung tdc dung nay c6 thé bi ting manh
bdi c4c co ché gay doc t€ bao bé sung. Do d6, dé diéu tri cho bénh nhén bi céc 16i
loan thong qua trung gian OX40, trong d6 161 loan dudng nhu doc lap véi tinh
trang dong hoat OX40 cia bénh nhan, vi du, bénh nhan cé muc biéu hién 0X40
th4p, viéc cung cép khdng thé doi khdng hodc doan clia né ma gin két véi 0X40
clia ngudi va cé cdc co ché gay doc t€ bao ting cudng c6 thé 1a cb hiu qua dic
biét. Mot phuong 4n dugc uu tién clia sdng ché dé xust khéng thé dugc lam tuong
thich véi ngudi c6 tinh d6i khéng gén két véi OX40 clia ngudi dé diéu tri cho bénh
nhan bi r6i loan thong qua trung gian OX40. Hon thé€ nita, ngudi bénh cé thé cé
mitc biéu hién thdp cia OX40. T6t hon la khing thé dugc lam twong thich véi
ngudi c6 tinh d6i khéng gin két v6i OX40 clia ngudi bao gém ving IgGl
(IGHG1). Tét hon nita 1a khdng thé dugc lam twong thich véi ngudi cé tinh d6i
khéang gan két v6i OX40 clia ngudi bao gébm viung IgG1 khong duge fucosyl héa.
Theo mot khia canh ti€p theo cla sdng ché, tic dong cia khang thé doi
khidng hoac doan ctia né da dugc chiing minh trong phan tng vat ghép khac loai
chéng ky chi, trong d6 chuét nhat SCID dugc khéi phuc lai trang théi ban ddu
bing cdc PBMC cua ngudi. Phan tng ndy dwa ra mot mo6 hinh cho bénh ménh
ghép chong ky chi (GVHD) dugc quan sat sau khi ghép tuy xuong & ngudi bénh.
Trong mo hinh nay, cic PBMC clia ngudi va dic biét 1a c4c t€ bao lympho T, phat
dong mot ddp ting manh mé choéng lai céc t&€ bao chu ctia chudt 1am tang céc triéu
chitng viém trdm trong. Nhu dugc mo ta trong Vi du 9 va dugc thé hién trong

Fig.9 va Bang 10, khéng thé duogc 1am tuong thich véi ngudi ¢ tinh d6i khang gin
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két v6i OX40 cia nguoi c6 hiéu lyc Gc ch€ phan tng GVHD véi liéu lugng
Img/kg. Ddng ngac nhién 13, khing thé niy da dugc chitng minh la c6 hiéu qua t6t
hon so vé6i Enbrel®, 12 mot chét tri liéu da duogc thira nhan cho GVHD (Xhaard A
et al.,, (2011) Bull. Cancer, 98(8): 889-99; Simpson D (2001) Expert Opin.
Pharmacother. 2(7): 1109-17). Do dé, theo mét phuong 4n dugc wu tién, sing ché
dé xuat khang thé d6i khdng hoic doan clia né ma gin két v6i OX40 clia ngudi va
c6 hiéu qua dé diéu tri GVHD. Tét hon 13, viéc cung cdp khang thé cho d6i tugng
dan dén su cai thién tang gdp bon 14n kha ning s6ng trung binh (ngay) so véi khi
chi dung chét din thudc. Tst hon nita 13, viéc cung cap khéng thé cho d6i twong
dan dén su cai thién tang gip hai 14n kha ning s6ng trung binh (ngay) so véi khi
chi ding Enbrel®. Do d6, sang ché dé xust khang thé d6i khang hodc doan gin két
v6i 0X40 clia ngudi c6 hiéu qua hon so v6i Enbrel® trong viéc diéu tri cho nguai
bénh ¢c6 GVHD va/hoic tc ché GVHD. Ngoai ra, diéu di dugc cong bs 1a cic
khang thé khdng OX40 c6 tinh d6i khéng 1am thuyén gidm GVHD trong cdc mo
hinh GVHD ctia ngudt ngoai sinh (Valzasina B et al., (2005) Blood, 105(7): 2845-
51; Blazar BR et al., (2003) Blood, 101(9): 3741-8), do d6 diéu c6 thé it ra duoc
tlt Vi du 9, 1a c4c khéng thé d6i khéng va céc doan clia ching theo sing ché khong
c6 tdc dong chu van khi gin két OX40 cla ngudi, do khong thay cé su thuyén
giam cta the GVHD trong mé hinh nay. Do d6, sdng ch€ dé xuét khdng thé dugc
lam tuong thich v6i ngudi hodc doan cla né ma gin két véi OX40 clia ngudi

khong c6 hoat tinh cht van khi gén két.

C4c axit nucleic, cc vat truyén va cdc t€ bao chu

Séng ché ciing dé xudt céc axit nucleic dd phan 14p ma héa cic khing thé
va c4c doan ctia ching ma gin két v6i OX40 clia ngudi, cdc vat truyén va céc t&
bao chii chifa axit nucleic hoac vat truyén. Axit nucleic dugc "phan lap" hoac "da
lam cho gan nhu tinh khiét" khi dugc 1am sach cdc thanh phan t€ bao khéic hoic
céc tap chit khéc, vi du nhu, cédc axit nucleic thudc té€ bao khéc hoac céc protein,
bdi céc k¥ thuat tieu chudn, bao gém viéc diéu tri bing kiém/SDS, phan giai CsCl,
sac ky trén cot, dién di trén gel agaroza va céc k¥ thuat khac da biét trong linh vuc
k¥ thuat nay, vi du nhu xem trong &n phdm: F. Ausubel, et al, ed. (1987) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New
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York. Axit nucleic theo séng ché& cé thé 13, vi du, ADN hoic ARN va cé thé hoic
khong thé chita céc trinh tu intron. Theo mo6t phuwong 4n duoc wu tién, axit nucleic
nay 12 mot phan tir cADN.

C4c axit nucleic theo sing ch€ c6 thé dugc tao ra bing cdch ap dung cic k
thuat sinh hoc phan tir tiéu chudn vi du nhu cdc cADN ma ho4 c4c chubi nhe va
céc chubi nang clia khdng thé hodc mi hod cdc doan VH va VL c¢6 thé duoc tao ra
bdi cdc ki thuat tdch dong cADN hoidc khuéch dai PCR tiéu chudn. Déi véi cac
khéng thé dugc tao ra tir ngan hang gen globulin mién dich (vi du, nhu bing cich
4p dung céc k¥ thuat thé hién thé thuc khuén), mot hodc nhiéu axit nucleic ma ho4
khéng thé c6 thé dugc thu héi tir ngan hang nay. Cdc phuong phép dua axit nucleic
ngoai sinh vao cic t€ bao chu la di biét trong linh vuc k¥ thuat nay, va s& khdc
nhau tiy thudc vao t€ bao chi duoc st dung. Cac k¥ thuat bao gébm, nhung khong
chi gi6i han, & cdc ky thuat chuyén nhiém théng qua dextran, két tha canxi
phosphat, diéu tri bing canxi clorua, chuyén nhiém théng qua polybren, dung hop
t€ bao trdn, tham dién, nhiém khudn thé thuc khuin hoic virut, két bao (céc)
polynucleotit trong cdc liposom, va vi tiém tryc ti€p ADN vao cic nhan t€ bao.
Trong trudng hop céc t€ bao dong vat c6é vi, su chuyén nhiém cé thé 1a nhat thoi
hoic 8n dinh.

Céc phan tlr axit nucleic dugc uu tién theo sdng ché gom cidc phan tir ma
- héa trinh ty chudi ning dugc chon tir nhém gém cdc SEQ ID NO: 32, 33, 34, 35,
36, 37 va 38 va/hoac trinh tu chubi nhe duge chon tit nhém gém céc SEQ ID NO:
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 va 49. Cac phan tlr axit nucleic dugc wu tién
theo sdng ch€ gém cdc phan t&r ma héa ving thay ddi chudi ning dugc chon tir
nhém gbém céc SEQ ID NO: 29, 58, 59, 77, 78, 79 va 80 va/hoac ving thay déi
chubi nhe duge chon tit nhém gém cdc SEQ ID NO: 30, 60, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, va 89.

Céc phan tir axit nucleic dugc wu tién cla sdng ch€ gém cac phan tr ma héa
viing thay d6i chudi nhe SEQ ID NO: 8 va/hoic ving thay déi chubi ning SEQ ID
NO: 7, vi du ADN m3 héa trinh ty vang thay ddi chubi ning chifa axit nucleic
SEQ ID NO: 9 va/hodc ADN ma héa trinh ty vang thay déi chudi nhe chita axit
nucleic SEQ ID NO: 10. C4c phan tir axit nucleic dugc wu tién hon theo sdng ché

g0m céc phan tr ma héa ving thay déi chudi niang gém cic SEQ ID NO: 58 hoac
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59 va/hodc ving thay ddi chudi nhe SEQ ID NO: 60, vi du ADN mi héa trinh tu
ving thay déi chubi ning chia axit nucleic SEQ ID NOS: 61 hoidc 62 vi/hoic
ADN ma héa trinh tu ving thay déi chubi nhe chita axit nucleic SEQ ID NO: 63,
ching dugc uu tién nhat.

Sau khi cdc doan ADN ma hod cic doan VH va VL dugc tao ra, thi céc
doan ADN nay c6 thé dugc xir 1y tiép bdi cdc k§ thuat ADN téi t8 hop tiéu chudn,
vi du, dé chuyén héa cdc gen ving thay ddi thanh cdc chudi gen khang thé véi
chiéu dai ddy du, hodc thanh c4c doan gen twong ting cic doan di mo ta & trén nhu
c4c doan gen Fab hodc thanh gen scFv. Trong cidc qud trinh x1r Iy nay, doan ADN
ma héa VL- hodc VH- dugc lién két c6 diéu khién vé6i doan ADN khic m3 ho4
protein khéc, nhu viing én dinh cha khéng thé hoic mot lién két linh hoat. Thuat
ngtt "dugc lién két ¢6 diéu khién", khi duge st dung trong phin mé ta niy, 1a dé
chi viéc hai doan ADN duogc két hgp sao cho céc trinh tu axit amin duoc ma hod
boi hai doan ADN ndm lai trong khung. ADN d3 phéan 14p m3 hod ving VH c6 thé
dugc chuyén héa thanh gen chudi niang véi chiéu dai ddy di bdi viec lien két c6
diéu khién ADN ma ho4 VH véi phan tit ADN khic mi ho4 c4c viing 6n dinh cia
chubi nang (CHI, CH2 and CH3). C4c trinh tu clia cdc gen viing 6n dinh chudi
nang cla nguoi 1a di biét trong linh vuc k§ thuat ndy (vi du nhu xem trong 4n
phém: Kabat, E. A., el al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
- Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242) va céc doan ADN bao ham cédc ving ndy c6 thé dugc tao ra béi ki
thuat khuéch dai PCR tiéu chudn. Ving 6n dinh chubi ning c6 thé 1a mot viing én
dinh IgGl (IGHG1), IgG2 (IGHG2), IgG3 (IGHG3), IgG4 (IGHG4), IgAl
(IGHA1), IgA2 (IGHA2), IgM (IGHM), IgD (IGHD), hoac IgE (IGHE), nhung t6t
nhét 1 ving én dinh IgG1 (IGHG1). Déi véi gen chudi ning doan Fab, ADN ma
héa VH c6 thé duge lién két c¢6 diéu khién v6i mot phan tir ADN khdc m3 hod duy
nhét ving én dinh CH1 ctia chubi nang. ADN d3 phan 14p m3 ho4 viing VL c6 thé
dugc chuyén héa thanh gen chudi ning véi chiéu dai ddy ¢ (ciing nhu gen chudi
nhe Fab) boi viéc lién két c6 diéu khién ADN ma héa VL véi mot phan tit ADN
khéc ma hoé ving dn dinh chudi nhe, CL. Céc trinh tu clia cic gen ving én dinh
chudi nhe & ngudi 1a da biét trong linh vue k§ thuat ndy (vi du nhu xem trong 4n
pham: Kabat, E. A., et al (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
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Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242) va c4c doan ADN bao gém céc ving nay c6 thé dugc tao ra béi k¥
thuat khuéch dai PCR tiéu chudn. Theo c4c phuong 4n duoc wu tién, viing 6n dinh
chudi nhe c6 thé 1a ving 6n dinh kappa hoic lambda, t6t hon 1a ving én dinh
kappa. D€ tao ra gen scFv, cdc doan ADN mi héa VH- va VL- duoc lién két c6
diéu khién vé6i mot doan khdc ma hod mot lién két linh hoat, vi du nhu, mi ho4
trinh tu axit amin (Gly4 -Ser)3, sao cho cic trinh tu VH va VL c¢é thé dugc biéu
hién dué6i dang mot protein chudi don lién k€, ¢6 c4c ving VL va VH dugc két hop
boi lién két linh hoat (vi du nhu xem trong #n phdm: Bird et al (1988) Science
242:423-426; Huston et al (1988) Proc. Natl. Acad. ScL. USA 85:5879-5883;
McCafferty et al, (1990) Nature 348:552-554). Céac k¥ thuat khac nhau da dugc
phét trién dé€ san xuat cdc doan khéng thé clia cdc khéng thé dugc 1am twong thich
v6i nguoi. Thong thudng, cdc doan nay dugc tao ra thong qua su tiéu hda phan giai
protein clia cdc khéng thé nguyén ven (vi du nhu xem trong cdc 4n phim:
Morimoto et al, Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 24:107-117
(1992); va Brennan et al, Science, 229:81 (1985)). Tliy nhién, cdc doan nay hién
thdi ¢ thé dugc tao ra mot cich truc tié€p bang céch nuoi cdy cic t& bao chi tai t3
hop. Vi du, céc doan khidng thé c¢é thé duoc phan lap tir cdc thu vién thé thuc
khudn khéng thé da dé cap & trén. Theo mot cach khéc, cdc doan Fab'-SH c6 thé
dugc thu héi mot céch truc ti€p tir E. coli va ngéu hop héa hoc dé tao ra cdc doan
F(ab'), (Carter et al, Bio/Technology, 10: 163-167 (1992)). Theo mét phuong 4n
khéc, c4c doan F(ab")2 ¢6 thé dugc phan 1ap mot cach truc tiép tir viéc nuoi ciy t&
bao chi téi t6 hop. C4c ky thuat khdc dé sdn xuit cdc doan khidng thé sé& 1 hién
nhién d6i v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay. Theo cdc phuong 4n khéc,
khdng thé dugc chon 1a doan Fv chubi don (scFv), vi du nhu xem trong c4c 4n
phidm: WO 1993/16185; U.S. Pat. No. 5,571,894; va U.S. Pat. No. 5,587,458.
Doan khdng thé nay ciing c6 thé 1a “khdng thé thang”, vi du nhu, nhu di mo ta
trong U.S. Patent No. 5,641,870 chéng han.

Céc axit nucleic ma hod cdc khdng thé theo sdng ché c6 thé duoc hop nhit
thanh mot vat truyén biéu hién dé biéu hién protein. C4c vat truyén biéu hién khac
nhau c6 thé dugc sit dung dé biéu hién protein. C4c vat truyén biéu hién cé thé

gém cdc vat truyén ngooai nhiém sic tu sao chép hodc cdc vat truyén tich hop vio
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bo gen vat chil. Céc vat truyén biéu hién dugc x4y dung 1a twong thich véi typ t&€
bao chil. Do d6, c4c vat truyén biéu hién dé sit dung theo sing ché€ nay bao gém,
nhung khong chi giéi han, & c4c vat truyén cé thé biéu hién protein trong céc t&
bao dong vat ¢6 vi, vi khuén, cdc t&€ bao con trung, ndim men, va trong cic hé
thong in vitro. Nhu da biét trong linh vuc ky thuét ndy, cdc vat truyén biéu hién
khac nhau 14 c6 sin, 1a thuong phdm hodc tit cdc nguén khéc, chiing c6 thé duoc
stt dung theo sdng ché& nay dé biéu hién c4c khéng thé.

C4c vat truyén biéu hién thong thudng bao gdm mot protein dugc lién két
c6 diéu khién véi céc trinh tu gen kiém sodt hodc diéu hoa, cdc gen ddnh dau cé
thé chon dugc, cdc thanh phin dung hop bét ky, va/hoic céc thanh phin bé sung.
Thuat ngit "dugc lién két c6 diéu khién" & day dé chi viéc axit nucleic dugc dua
vao mbi quan hé vé mat chic ning véi mot trinh tu axit nucleic trinh tu khac.
Thuat ngit "trinh tu gen diéu hoa" dé chi bao gém céc gen khdi ddu, cdc gen ting
cudng va cic thanh kiém soat biéu hién khdc (vi du, nhu céc tin hiéu polyadenyl
héa) kiém soét st phién ma hoic su dich ma clia cdc gen chubi khing thé. Cic
trinh ty gen diéu hoa nhu viy di dugc mo ta, vi du, trong 4n phdm: Goeddel
(Expression Technology, Methods in Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, CA (1990)). N6i chung, cdc vat truyén biéu hién nay axit nucleic diéu hoa
phién ma va dich ma lién két c6 diéu khién véi axit nucleic ma ho4 khang thé, va
thudng 1a thich hop véi t€ bao chi duge sit dung dé biéu hién protein. N6i chung,
céc trinh tu gen diéu hoa phién ma va dich ma c6 thé bao gébm cic trinh tu gen
khéi ddu, cdc vi tri gn két ribosomal, c4c trinh tu khdi ddu va két thic phién m3,
céc trinh ty khéi ddu va két thic dich ma, va céc trinh tu gen ting cudng hoac céc
trinh trr gen hoat héa. Cling di biét trong Iinh virc k§ thuét niy, cdc vat truyén biéu
hién thudng chia gen chon loc hodc gen d4dnh dau dé cho phép chon loc c4c t€ bao
duoc bién nap chli chita vat truyén biéu hién. Cic gen chon loc 1a da biét trong
Iinh vuc k§ thuat nay va s€ khac nhau tuy thudc vao t€ bao chu dugc st dung. Vi
du, théng thudng 1a gen ddnh ddu cé thé chon loc dugc tao ra tinh khing cic
thu6c, nhu G418, hygromycin hoac methotrexate, trén t€ bao chit ma vat truyén
ndy dugc dua vao. Cdc gen ddnh ddu c6 thé chon loc duge duge wu tién bao goém
gen dihydrofolat reductaza (DHFR) (dé dung trong cic t€ bao cht dhfr cé su
_ khuéch dai/chon loc methotrexat) va gen neo (dé chon loc G418).
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Céc t&€ bao chi thich hop dé tich dong hoic biéu hién ADN tréng céc vat
truyén & day gém sinh vat chua c6 nhan dién hinh, nfm men, hoic c4c t&€ bao cé
nhéan dién hinh cao hon. C4c sinh vat chua cé nhan dién hinh thich hop cho muc
dich nay bao gébm vi khudn thuc, gébm céc vi sinh vat gram 4m hoidc gram duong,
vi du, Enterobacteriaceae nhu Escherichia, vi du nhu, E. coli, Enterobacter,
Klebsiella, Proteus, Salmonella, vi du nhu, Salmonella typhimurium, Serratia, vi
du nhu, Serratia marcescans, va Shigella, cling nhu Bacilli nhu B. subtilis va B.
licheniformis, Pseudomonas nhu P. aeruginosa, va Streptomyces. Céc t€ bao chu
tdch dongE. coli thich hop gém E. coli 294 (ATCC 31,446), E. coli B, E. coli
X1776 (ATCC 31,537), va F. coli W3110 (ATCC 27,325). Ngoai céc sinh vat
chua c6 nhan dién hinh, c4c vi sinh vat c6 nhan dién hinh nhu ndm soi hoic ndm
men 12 cdc vat chi tdch dong hoac biéu hién thich hgp. Saccharomyces cerevisiae,
hoac ndm men banh my thong thudng, 1a duéc st dung phé bién nhit trong s céc
vi sinh vat c6 nhan dién hinh thdp. Tuy nhién, nhiéu giéng, lodi, va chiing khic
thudng cé san va hitu ich, nhu Schizosaccharoriyces pombe; cdc vat chu
Kluyveromyces gom K. lactis, K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC
16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. WaltH (AJCC 56,500), K.
drosopmarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans, hoac K. marxianusyarrowia (EP
402226); Pichia pastoris (EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244234);
Neurospora crassa; Schwanniomyces nhu Schwanniomyces occidentalis; va
filamentous fungi including Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, hoac cédc vat
chﬁ Aspergillus nhu A. nidulans hoac A. niger.

Céc t€ bao cht thich hgp dé biéu hién c4c khéng thé dwoc 1am tuong thich
v6i nguoi theo sdng ché c6 ngudn gdc tir vi sinh vat lién bao. Vi du céc t€ bio caa
dong vat khong xuong s6ng gém céc t€ bao plaril va cac t€ bao con trang. Nhiéu
chiing baculovirut va c4c bién thé va céc t€ bao chil con tring cho phép twong ting
tlr cic vat chi nhu Spodoptera frugiperda (caterpillar), Aedes augypti (mosquito),
Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (fruitfly), va Bombyx mori
dd dugc nhan dién. C4c chliing virut khdc nhau dé chuyén nhiém 1a c6 sin cong
khai, vi dy, bién thé L-1 clia Autographa californica NPV va chiing Bm-5 ctia
Bombyx mori NPV, va c4c virut nhu vay c6 thé duge sit dung, cu thé 1a dé chuyén

nhiém céc t€ bao Spodoptera frugiperda. Cdc dich nuoi cdy t€ bao thuc vat cha

-43-



25401

bong, ngod, khoai tay, dau tuwong, ciy thudc 14, ca chua, va thudc 14 ciing cé thé
duoc dung lam céc vat cha.

T6t hon, néu céc t&€ bao chli dé biéu hién c4c khéng thé t4i t hop theo séng
ch€ 1a cic t€ bao chu ciia dong vat cé vii gém céc t€ bao CHO (Chinese Hamster
Ovary (gom céc t€ bao CHO da dugc mo ta trong an phdm: Urlaub and Chasin,
(1980) Proc. Natl. Acad. ScL USA 77:4216-4220, dugc st dung cling véi gen ddnh
déu c6 thé luya chon dugc DHFR, vi du nhu, nhu di mé ta trong 4n phdm: R. J.
Kaufman and P. A. Sharp (1982) J. Mol. Biol 159:601-621), c4c t&€ bao u tiy NSO,
cdc t&€ bao COS va cic t&€ bao SP2. Dac biét, d€ sl dung cling véi c4c t&€ bao u tly
NSO, mot hé bi€u hién dugc wu tién khic 12 hé biéu hién gen GS biéu hién gen da
dugc d€ cép trong cdc an phdm: WO 87/04462 (Wilson), WO 89/01036
(Bebbington) va EP 338841 (Bebbington). Khi cdc gen khéng thé t4i t8 hop duoc
dua vao céc t€ bao chi ciia dong vat c6 vd, thi c4c khdng thé ndy dugc san xuit
bing céch nuoi cdy cic t& bao chl trong khoang thdi gian di dé biéu hién khing
thé trong céc t€ bao chil, hodc t6t hon nita 13, dé ti€t khang thé vio moi trudng
nuoi cdy trong d6 céc t& bao chli dugc phét trién. CAc t&€ bio chi hitu ich dé dé san
xuét cic khdng thé gin két v6i CD19 & ngudi c6 thé dugc nudi cdy trong cdc moi
trudng khic nhau. Cic moi truong dang c6 trén thi trudng nhu Ham's F10 (Sigma),
Minimal Essential Medium ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma or Chemie
- Brunschwig AG, PAA, Basel, Switzerland), va Dulbecco's Modified Eagle's
Medium ((DMEM), Sigma) 1 thich hgp dé nuoi cy céc t€ bao chli. C4c khang thé
¢6 thé dugc thu héi tir moi trudng nudi cdy bang cich 4p dung cic phuong phép
tinh ché protein tiéu chuén.

Céc khang thé c6 thé dugc lién két cé diéu khién véi thanh phan dung hop
dé cho phép tao dich biéu hién protein, tinh ché, sang loc, thé hién, va tuong tu.
Céc thanh phin dung hop c6 thé dugc lién két v6i trinh tr khéng thé thong qua cic
trinh tu lién két. Trinh tu lién k&t néi chung gém s6 it axit amin, thudng 13 dudi
mudi, mac di cic lién két dai hon ciling ¢6 thé duge stt dung. Thong thudng 13, cic
trinh tu lién két 1a duge chon dé c6 thé linh dong va chiu qua trinh thodi héa. Diéu
dugc dinh gid cao bdi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay 13, bat ky trong s6
mot khodng rong clia c4c trinh tu c6 thé dugc sit dung lam céc lién két. Vi du, mot

trinh ty lién két thong dung gém trinh ty axit amin GGGGS. Thanh phan dung hgp
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c6 thé 1a trinh tu tao dich hodc trinh tu tin hiéu din huéng khéng thé va cic thanh
phan dung hgp di mé bat ky téi khu vuce t€ bao dugc mong mudn hoic t6i moi
truong ngoai bao. Nhu da biét trong linh vuc k§ thuat nay, c4c trinh tu tao tin hiéu
nhét dinh c6 thé huéng dich protein dugc tiét vao vao méi trudng phat trién, hoac
vao khoang tréng gian bao, ndm gilta mang bén trong va mang bén ngodi cua t&
bao. Thanh phan dung hop ciing c6 thé 1a mot trinh tw ma hod peptit hodc protein
cho phép tinh ch& va/hoac sang loc. C4c thanh phan dung hgp nhu viy bao gém.
nhung khong chi gidi han, & cdc nhén polyhistidin (nhan His) (vi du cdc nhian H6
va H10 hodc cdc nhan khic dé sit dung cling vé6i cdc hé théng sic ky 4i luc kim
loai c6 dinh (IMAC) (vi du nhu céc cot 4i luc Ni<+2>)), su dung hgp GST, su
dung hgp MBP, nhin Strep, trinh tu dich biotinyl héa BSP clia enzym vi khuén
BirA, va cdc nhén epitop dugc tao dich bdi c4c khéng thé (vi du, cdc nhin c-myc,
céc nhan flag, va tuong tu). Diéu dugc dédnh gid cao bdi chuyén gia trong Iinh vurc
k¥ thuat nay 13, cdc nhin nhu vay cé thé hitu ich cho viéc tinh ché, cho viéc sang

loc hoac ca hai.

Xay dung va san xuét cdc khing thé

C4c khéng thé dugc tao ra dé khang polypeptit OX40 c6 thé duoc tao ra
bang céch tiém ching dong vat, tic 12 cung cap cdc polypeptit cho dong vat, t6t
hon 12 dong vat khong phai 12 ngudi, bang cich st dung c4c phuong phdp va quy
trinh da biét, vi du, xem trong 4n phdm: Handbook of Experimental Immunology
(Weir DM (ed.), Vol 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford, England, 1986).
Nhiéu dcf)ng vat mdu néng, nhu thd, chudt nhét, chuot, ciru, bo, lac da hoic lon cé
thé c6 kha nang mién dich. Tuy nhién, chuét nhit, thd, lon va chuot, dac biét 1a
chudt nhit thudng 1a thich hop. Céic khéng thé cé thé dugc san xuét bdi cac k§
thuat ADN t4i t6 hop da biét doi véi chﬁyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay. Ngoai
ra, cic khdng thé c6 thé dugc san xuét bdi sy tieu héa hoc hodc enzym céc khang
thé c6 trong tu nhién. C4c khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi theo sdng ché
c6 thé dugc xay dung bing cdch chuyén mot hodc nhiéu CDR hoic céc phin clia
ching tir cic ving VH va/hoac VL cla dong vat khong phai & ngudi (vi du, nhu
chuot) sang mot hoac nhiéu ving khung cta cdc ving VH va/hodc VL & ngudi.

Tuy chon, cic goc vung khung & ngudi nho vay cé mait trong cdc ving VH
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va/hodc VL c6 thé dugc thay th€ bing céc goc khong phii & ngudi (vi du nhu
chuot) tuong tng khi can hodc dugc mong muén dé lam gidm tinh sinh mién dich
ctia khdng thé vd/hodc duy tri 4i luc gén két. Ty chon, cdc gdc axit amin khong
phai & ngudi cé mat trong cdc CDR c6 thé dugc thay thé bing cdc géc & ngudi.
Céc khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoic cic khang thé thé kham theo
sdng ch& c6 thé dugc diéu ché trén co s§ trinh tu clia khéng thé don dong khong
phai & nguoi dugc diéu ché nhu d3 mo ta & trén. ADN mai ho4 c4c globulin mién
dich chudi nang va chudi nhe c6 thé dugc tao ra tir t€ bao lai khéng phai & nguoi
dugc nghién citu va dugce tao bang k¥ thuat di truyén dé chia c4c trinh tur globulin
mién dich khong phai & chuét (vi du, nhu & ngudi) bing céch dp dung céc ki thuat
sinh hoc phan tir tiéu chuén. Vi du, dé tao ra khéng thé thé khim, c4c ving thay
déi & chuot c6 thé dugc lien két véi céc viing 6n dinh & ngudi bing cich 4p dung
cdc phuong phdp di biét trong Iinh vuc ky thuit nay (vi du nhu xem trong 4n
phdm: U.S. Patent No. 4,816,567 ctia Cabilly et al). D€ tao ra khdng thé duoc lam
twong thich véi nguoi, cdc ving CDR & chudt duge cai xen vao khung & ngudi
bang cdch 4p dung cdc phuong phép da biét trong linh vyc k§ thuat nay (vi du nhu
xem trong cdc &n phdm: U.S. Patent No. 5,225,539 clia Winter, va cdc U.S. Patent
No. 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370 ctia Queen et al).

Cé4c khéng thé dugc lam tuwong thich v6i ngudi theo sang ché c6 thé duoc
x4y dung trong d6 phan tt thé nhan & ngudi déi v6i viing thay déi chudi nang duoc
chon dua trén cdc xem xét vé tinh tuong déng giita c4c ving thay déi phan tit thé
nhan hiéu lyc va ving thay déi chubi ning ctia khang thé chuot. Cdc phan tir thé
nhan & ngudi nghién ctu dong phoi dugc wu tién dé khir tinh sinh mién dich hiéu
luc. Cac co s& dit lieu phoi duge xay dung tir cdc trinh tu khdng thé duoc doc
thong qua dau cta ving FW3 chuc’)i ning va mot phan vao trinh tu CDR3. Dé chon
loc viing FW4, cdc co s& dit liéu cta céc trinh tu khang thé trudng thanh c6 nguén
goc tir phan tir phoi dugc chon ¢ thé dugc tra ctu hodc cic trinh tir khang thé ¢
ngudn goc tir phan tir phoi duge chon tir thé cho & ngudi cé thé dugc sir dung. Tét
hon, néu céc phan tir thé nhan & ngudi duge chon it nhém chudi ning giéng nhu
phan tir thé cho & chuot, va c6 cing cu tric kinh dién clia viing thay ddi clia phan
tir thé cho & chudt. Cic xem xét thit cép dé chon loc phan tir thé nhan & ngudi d6i

v6i ving thay ddi chudi nang gém tinh tvong déng vé do dai CDR giita phan tir thé
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cho & chu6t va phan tr thé nhan & ngudi. Tt hon, néu céc phan tit khang thé thé
nhan & ngudi dugc chon bang cich tra cdu tinh twong ddng véi co s& dit lieu V-
BASE, mac du c4c co s& dit liéu khic nhu céc co s& dit liéu Kabat va NCBI cong
khai khéc cling c6 thé st dung dugc.

C4c khidng thé dugc lam tuong thich vé6i ngudi theo sing ché c6 thé duoc
x4y dung trong d6 phan tir thé nhan & ngudi d6i véi ving thay déi chudi nhe duoc
chon dua trén cdc xem xét vé€ tinh tuong déng giita cdc vang thay déi phan tir thé
nhén hiéu lc va véi viing thay d6i chudi nhe clia khdng thé chuot. Cdc phan tir thé
nhan & ngudi dong phoi dugc wu tién dé khir tinh sinh mién dich hiéu luc. C4c co
s& dit lieu phoi duge xay dung tir cdc trinh tu khang thé dugc doc thong qua diu
ctia ving FW3 va mot phan vao trinh tu CDR3. D€ chon loc ving FW4, cic co s&
dit liéu ctia c4c trinh tu khéng thé trudng thanh c6 nguén gdc tir phan tit phoi duoc
chon c6 thé duge tra citu hodc cdc trinh ty khdng thé c6 nguén goc tir phan tir phoi
dugc chon tit thé cho & ngudi cé thé dugc st dung. Tst hon, néu cic phan tir thé
nhan & ngudi duge chon tir nhém chudi niang gidng nhu phan tit thé cho & chuot,
va ¢6 cling cu triic kinh dién clia ving thay déi clia phan tir thé cho & chuot. C4c
xem xét thit c&p dé chon loc phéan tir thé nhan & ngudi d6i v6i viing thay ddi chudi
ning gém tinh twong dong vé do dai CDR giita phan tir thé cho & chuot va phan tit
thé nhan & ngudi. T6t hon, néu cdc phan tit khang thé thé nhan & ngudi duoc chon
bang cdch tra ciu tinh tuong dong véi co s& dit lieu V-BASE, mic dit c4c co s& dit
liéu khdc nhu cédc co s& dit lieu Kabat va NCBI cong khai khic ciing c6 thé st
dung dugc. Cic phuong phdp dé lam dugc l1am twong thich véi ngudi cho cic
khéng thé khong phéi & ngudi duge mo ta trong Vi du 6 & dudi.

Séng ché& dé xuit phuong phép san xudt khang thé déi khang hoic doan cha
né ma gan két v6i OX40 clia ngudi chita bao gébm viéc nuoéi cdy t€ bao chil bao
gém axit nucleic d3 phan 14p ma héa khang thé déi khing hoic doan clia né6 ma
gén két véi OX40 ciia ngudi hodc vat truyén bao gém axit nucleic dd phan 1ap ma
héa khdng thé déi khang hodc doan clia né ma gin két véi 0X40 clia ngudi dé sao
cho axit nucleic nay dugc biéu hién va khéng thé dugc san xust. Tt hon 13, khdng
thé nay dugc phan lap. Trong s cdc &€ bao chi, c4c axit nucleic va cdc vat truyén,
céc loai d3 mé ta & trén cb thé dugc st dung. Su biéu hién clia c4c axit nucleic ¢

thé dugc tao ra béng céch, vi du, két hgp cédc k§ thuat ADN téi t6 hop va céc

-47-



25401

phuong phdp gen chuyén nhiém nhu di biét rd trong linh vuc k§ thuat nay (vi du,
nhu trong 4n ph4m: Morrison, S. (1985) Science 229:1202) va nhu d3 luu § & trén.
Vi du, d€ biéu hién cdc khdng thé, hoic cic doan khéng thé clia chiing, cic ADN
mi hod cdc chudi nang va chubdi nhe véi do dai ddy di hoac khong ddy di, c6 thé
dugc tao ra bdi cac ky thuat sinh hoc phén tir tiéu chudn (vi du, nhu khuéch dai
PCR hoic tich dong cADN nho sir dung t€ bao lai biéu hién khang thé duoc
nghién cttu) va cic ADN c6 thé dugc cai xen vio céc vat truyén nhu c4c vat truyén
biéu hién. Céc trinh tu vat truyén biéu hién va céc trinh tr kiém so4t biéu hién
dugc chon dé tuong thich véi t€ bao chi biéu hién duge sir dung. Gen chubi nhe
ctia khéng thé va gen chudi ning clia khang thé duogc cii xen vio vat truyén tach
biét hodc, t6t hon 1a, ca hai gen dugc cai xen vao cing vat truyén biéu hién. Céc
gen khéng thé dugc cai xen vao vat truyén biéu hién bing cic phwong phép tieu
chudn (vi du, nhu néi céc vi tri gi6i han b6 trg trén doan gen khéng thé gen doan
va vat truyén, hoac 1am ciin mé&i néi dau néu khong cé céc vi trf gidi han). Céc
ving thay d6i chudi nang va chudi nhe clia c4c khéng thé duge mo ta trong ndy c6
thé dugc sit dung dé tao ra cdc gen vé6i do dai ddy di c6 isotyp khang thé bat ky
béing céch cai xen ching vao céc vat truyén biéu hién di ma ho4 cc ving 8n dinh
chudi nhe va c4c ving dn dinh chudi nang c6 isotyp dugec mong mudén dé sao cho
doan VH dugc lién két c6 diéu khién véi (c4c) doan CH1 nim trong vét truyén va

doan VK duoc lién két c6 diéu khién véi doan CK nim trong vt truyén.

Dic ta va tinh ché c4c khdng thé khang OX40

Viéc sang loc cho cic khéng thé c6 thé dugc thyc hién bing cich st dung
c4c thir nghiém dé€ dénh gid kha nang gin két véi OX40 clia ngudi va/hodc céc thir
nghiém dé ddnh gid kha ning gin k&t OX40 véi mot phéi tir ctia nd, 13 OX40L.
Mot vi du vé thir nghiém gan két 1a ELISA, dac biét 13, bing c4ch sit dung protein
dung hop ctia 0X40 cia nguoi va ngudi Fc, né dugc c6 dinh trén dia, va st dung
khang thé thit cdp di ti€p hop dé phat hién khéng thé khdng OX40 di gin két véi
protein dung hop. M6t vi du v€ thir nghiém phong b€ 1a thé nghiém trén co s& do
dong t€ bao x4c dinh su phong bé clia protein dung hop ph6i tit OX40 da gin két
v6i OX40 trong céc t€ bao CD4 clia ngudi. Mot khang thé thit c4p da d4nh ddu
huynh quang dugc st dung dé€ phat hién lugng protein dung hop phéi tir OX40 da
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gan két v6i t€ bao. Thit nghiém nay 1a dé phat hién su gidm tin hiéu khi khang thé
trong dich néi bén trén phong b€ gin két clia protein dung hop phéi tit véi OX40.
Mot vi du ti€p theo vé thir nghiém phong bé 1 thir nghiém trong d6 su phong bé su
déng kich thich cta céc t€ bao T cua ngudi chuyén cin thong qua trung gian 1a
protein dung hgp phéi tr OX40 di pht 1én dia duge x4c dinh bang c4ch x4c dinh
su két hgp thymidin. Trong s6 cdc thit nghiém dé d4nh gi4 hoat tinh chitc ning clia
cdc khang thé khdng OX40, vi du, viéc khit su hoat héa t&€ bao T ciia phan tng
chuyén dang lympho nuéi cdy hén hop & ngudi (MLR) nhu dugc mo ta trong céc
Vi du 3 va 8 c6 thé dugc stt dung. C4c khang thé theo sing ché c¢é thé dugc phan
1ap hodc dugc tinh ch€ theo cic cach khac nhau di biét d6i v6i chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat nay. Cdc phuong phdp tinh ché tiéu chuin gém k¥ thuat sic ky,
gdm céc phuong phép trao d6i ion, twong tic ky nuée, 4i luc, dinh c& hoac tham
gel, va ddo pha, ti€n hanh & 4p suit khi quyén hodc & 4p sudt cao bing c4ch sit
dung cdc h¢ nhu FPLC va HPLC. Cic phuong phdp tinh ch& ciing gébm céc k§y
thuat dién di, mién dich hoc, két tla, thdm tdch, va diéu tiéu sic ky. C4c k¥ thuat
siéu loc va siéu loc két hgp véi viéc co dic protein, ciing hitu ich. D€ tinh ché cdc
khdng thé OX40, céc t&€ bao chli dugc chon loc ¢é thé duge phét trién trong, vi du,
céc binh nu6i xoay dé€ tinh ché€ khdng thé don dong. C4c dich ndi bén trén c6 thé
dugc loc va duge c6 dic trude khi tién hanh sic ky 4i luc cing véi protein A-
sepharoza (Pharmacia, Piscataway, NJ). IgG da rita gidi c6 thé dugc kiém tra béi
phép sic ky 16ng hiéu suét cao va dién di trén gel dé ddm bdo do tinh khiét. Do d6,
mot khang thé theo séng ch€ dugc uu tién 13 khdng thé da phan 14p va/hoic tinh
ch€ gén két véi OX40 cha ngudi.

Thé ti€p hop mién dich

Theo mot khia canh khéc, sdéng ché€ dé xust khdng thé OX40 cé tinh d6i
khang hodc doan cta né ma gin két véi OX40 ctia ngudi, duoc lién két véi chat tri
liéu, nhu doc t6 t&€ bao, thude (vi du, chét dc ch€ mién dich) hoic mot doc t6
phéng xa. C4c thé tiép hop nhu vay dugc nhic dén trong nay 1a "céc thé tiép hop
mién dich". C4c thé ti€p hgp mién dich bao gédm mét hoic nhiéu doc t6 t& bio
dugc goi 1a "cdc doc t6 mién dich". Doc t6 t€ bao hodc tdc nhan doc t6 t€ bao gébm

tdc nhan bat ky gy hai cho (vi du, nhu tiéu diét) cic t€ bao. Vi du gébm taxol,
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cytochalasin B, gramicidin D, ethidium bromide, emetine, mitomycin, etoposide,
tenoposide, vincristine, vinblastine, colchicin, doxorubicin, daunorubicin,
dihydroxy anthracin dione, mitoxantrone, mithramycin, actinomycin D, 1-
dehydrotestosterone, cidc glucocorticoid, procaine, tetracaine, lidocaine,
propranolol, v puromycin va cdc chdt twong tu hoic cdc chit déng ding cia
ching. C4c chdt tri liéu ciing gém, vi du, c4c chét chéng chuyén héa (vi du, nhu
methotrexate, 6-mercaptopurine, 6-thioguanine, cytarabine, 5-fluorouracil
decarbazine), cdc chit alkyl héa (vi du, nhu mechlorethamine, thioepa
chlorambucil, melphalan, carmustine (BSNU) va lomustine (CCNU),
cyclothosphamide, busulfan, dibromomannitol, streptozotocin, mitomycin C, va
cis-dichlorodiamine platinum (II) (DDP) cisplatin), cdc anthracycline (vi du, nhu
daunorubicin (truéc day goi 1a daunomycin) va doxorubicin), cdc khing sinh (vi
du, nhu dactinomycin (truéc day goi la actinomycin), bleomycin, mithramycin, va
anthramycin (AMC)), va cé4c tdc nhan chéng giam phan (vi du, nhu vincristine va
vinblastine). Cdc vi du khéc vé€ cdc doc t6 t&€ bao tri lieu cé thé lien két duoc vé6i
khang thé theo séng ch& gdm c4c duocarmycin, cic calicheamicin, c4c maytansine
va céc auristatin, va cdc din xuét ctia chiing. Mot vi du vé thé .tié’p hop khéng thé
calicheamicin 12 dang c6 trén thi truong (Mylotarg(R); American Home Products).
Céc doc t6 t&€ bao ¢ thé dugce lien két véi cac khing thé theo sdng ché bing cich
ap dung cong nghé lién két c6 san trong linh vuc k§ thuat nay. Vi du vé€ cic dang
lién két da dugc st dung dé ti€p hop doc t6 € bao v6i mot khéng thé bao gém,
nhung khong chi gi6i han &, cdc hydrazon, cdc thioete, cic este, cdc disulfua va
céc lien két chita peptit. Lién két ¢6 thé dugc chon sao cho, vi du, d& bi phan giai
bdi do pH thip trong khoang phan giai thé hodc d& bi phan gidi bdi cic proteaza,
nhu céc proteaza dugc vu tién biéu hién trong mé khéi u nhu céc cathepsin (vi du,
nhu céc cathepsin B, C, D). C4dc mo ta khic vé céc dang cta céc doc t6 t&€ bao, céc
lien két va céc phuong phép dé ti€p hgp cdc chat tri liéu véi cdc khang thé, cling
c6 thé tim thdy trong cdc &n phdm: Saito, G. et al (2003) Adv. Drug Deliv. Rev.
55: 199-215; Trail, P.A. et al (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52: 328-337;
Payne, G. (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M. (2002) Nat. Rev. Cancer
2:750-763; Pastan, 1. and Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:
1089-1091; Senter, P.D. and Springer, CJ. (2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53: 247-

-50-



25401

264. C4c khdng thé theo sing ché ciing cé thé duoc lién két véi dong vi phéng xa
dé tao ra céc dugc phdm phéng xa gay doc t&€ bao, con dugc goi la céc thé tiép hop
mién dich phéng xa. Vi du vé céc dong vi phéng xa cé thé tiép hop duge véi céc

khang thé dé dung cho viéc chin dodn hoic tri liéu bao gém, nhung khong chi gidi

t131 111 177

han, & iot", indi'", ytr®® va luteti'”’. C4c phuong phdp dé diéu tri c4c thé tiép hop
mién dich phéng xa da dugc thiét 14p trong linh vuc k§ thuat nay. Vi du vé céc thé
ti€p hop mién dich phéng xa dang c6 trén thi trudng, gém Zevalin® (EDEC
Pharmaceuticals) va Bexxar® (Corixa Pharmaceuticals), va cédc phuong phip
tuong tu cé thé dugc st dung dé diéu ch€ cic thé tiép hop mién dich phéng xa
bing céch slr dung cdc khéng thé theo séng ché. C4c thé tié€p hgp mién dich khing
thé theo sdng ché cé thé dugc str dung dé€ cai bién mot d4p ting sinh hoc nhat dinh,
va g6c thudc khong chi giéi han & céc chat tri liéu héa hoc kinh dién. Vi du, g6c
thudc c6 thé 1a mot protein hodc polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc dugc mong
muén. C4c protein nhu vay cé thé gém, vi du, doc t6 cé hoat tinh enzym, hodc
doan hoat tinh ciia né, nhu abrin, ricin A, pseudomonas exotoxin, hoac doc t&
diphtheria; protein nhu yé&u t6 hoai tir khéi u hoac interferon-[gammal]; hoic cédc
tdc nhan cai bién ddp dng sinh hoc nhu, vi du, cdc lymphokin, interleukin-1 ("IL-
1"), interleukin-2 ("IL-2"), interleukin-6 ("IL-6"), c4c yé&u t6 kich thich quén thé
bach cdu hat dai thuc bao ("GM-CSF"), yéu t6 kich thich quéin thé bach cu hat
("G-CSF"), hoic c4c y&u t6 phét trién khac.

C4c k¥ thuat dé lien két c4c chat tri liéu nhu vay vé6i cdc khang thé 1a d3
biét, vi du, nhu trong cic &n phdm: Amon et al., "Monoclonal Antibodies For
Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al., (eds.), pp. 243- 56 (Alan R. Liss, Inc. 1985);
Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery"”, in Controlled Drug Delivery
(2nd Ed.), Robinson et al., (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe,
"Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in
Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al.,
(eds.), pp- 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoclonal

Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al., (eds.), pp. 303-16
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(Academic Press 1985), va Thorpe PE & Ross WC (1982) Immunol. Rev. 62: 119-
58.

Theo mot khia canh khéc, sdng ch€ dé xuit khang thé OX40 cé tinh dsi
khéng hodc doan clia né ma gin két véi OX40 cta ngudi, duge ding déng thoi
cung véi chét tri liéu, nhu doc t6 t&€ bao, thude (vi du, chat tc ché€ mién dich) hodc

mot doc t6 phéng xa.

Céc dugc phdm

Theo mot khia canh khéc, sdng ché dé xuét ch€ pham, vi du, nhu dugc
phdm, bao gém khéng thé duoc 1am twong thich véi ngudi hoic doan clia né, theo
sdng ch€, va chat mang dugc dung. Céc ché phdm nhu vay c6 thé chita mot hoic t8
hgp ctia (vi du, nhu hai hodc nhiéu loai kh4c nhau) cdc khang thé hoic c4c thé tiép
hgp mién dich theo sdng ché. Vi du, dugc phdm theo sdng ché cé thé chita hén hop
cia c4c khdng thé (hoic céc thé ti€p hop mién dich) gin két véi céc epitop khac
nhau trén khdng nguyén dich hodc cé cdc hoat tinh bd trg. Cdc dugc phdm theo
séng ché ciling c6 thé dugc 4p dung trong viéc tri liéu két hop, tic 13, két hop véi
céc tac nhan khdc. Vi du, viéc tri liéu két hop c6 thé bao gém khing thé OX40 cé
tinh d6i khdng theo sdng ch& dugc tron hop véi it nhat 1a mot tdc nhan khang viém
hodc tc ch€ mién dich khéc.

Pugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "chit mang duoc dung" bao
gbm bat ky va tat ca cdc dung moi, cdc moi chat phan tdn, cdc 16p bao, cdc tdc
nhan khdng khudn va khang ndm, c4c tic nhan 1dm chim hdp thu va ding truong,
va tuong tu tuong thich vé mat sinh 1§ hoc. T6t hon 13, chat mang thich hgp dé
cung cdp qua cdc dudng trong finh mach, trong bép, dudi da, ngoai dudng tiéu
héa, cot song hodc biéu bi (vi du, nhu béing c4ch tiém hoic truyén). Tay thudc vio
dudng dung thudc, hoat chét, tic 13, khang thé hoic thé ti€p hop mién dich, c6 thé
dugc bao trong chat liéu dé bao vé hoat chit khong bi tic dong clia c4c axit va céc
diéu kién tu nhién khic c6 thé 1am bét hoat hoat chat. Cdc chit mang dugc dung
gbm cac thé phan tdn hoic dung dich nuéc vo tring va bot vo tring dé diéu ché
ngay tic thi thé phéan tdn hoic dung dich tiém vo trung. Viéc sit dung cic méi chit
nhu viy va cdc tidc nhin cho cic hoat chat dugc tinh 1a d biét trong linh vuc k¥

thuat nay. Trir truong hgp khong tuong thich véi hoat chét, viéc st dung tic nhan
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hodc moi chét thong thudng trong cdc duge phdm theo sdng ché déu dugc du lidu.
‘C4c hoat chat b8 trg cling c6 thé dugc két hop vao cdc ché phdm.

Theo mot khia canh khic, sdng ch€ dé xust ch€ phdm chia thé tiép hop
mién dich chita khdng thé d6i khdng hoic doan clia né ma gin két v6i 0X40 cha
ngudi dugc lién két vé6i chat tri liéu va chat mang dugc dung. Thé tiép hgp mién
dich va céc chét tri liéu c6 thé duoc stt dung nhu dd mo ta & trén.

Theo mot khia canh khdc, sdng ch& dé xudt ch& phdm chita khang thé d6i
khing hoac doan clia né theo sdng ch&€ con bao gbm mot hoat chat duge dung
khéac. T6t hon 1a, hoat chit dugc dung khac 12 mot hoac nhiéu trong sd: a) chait doi
khang véi OX40 ciia ngudi, b) chit 1am giam dau va c) chat tc ch€ mién dich, nhu
glucocorticoid nhu prednison.

Dugc phdm theo sing ché ciing c6 thé chita chat chéng oxy hoa duoc dung.
Vi du vé cdc chét chong oxy hod duge dung gém: (1) céc chit chéng oxy ho4 tan
trong nudc, nhu axit ascorbic, xystein hydroclorua, natri bisulfat, natri
metabisulfit, natri sulfit va tuong tu; (2) c4c chét chong oxy hod tan trong dau, nhu
ascorbyl palmitat, hydroxyanisol da butyl héa (BHA), hydroxytoluen di butyl
(BHT), lexithin, propyl galat, anpha-tocopherol, va tuong tu; va (3) cdc tdc nhan
cang héa kim loai, nhu axit xitric, etylendiamin tetraaxetic-axit (EDTA), sorbitol,
axit tartaric, axit phosphoric, va tuong tu. Vi du vé cdc chit mang trong nuéc hoic
khong nude thich hgp 6 thé duge diing trong céc dugc phdm theo sdng ché gém
nudc, etanol, cidc rugu polyhydric (nhu glyxerol, propylen glycol, polyetylen
glycol, va tuong tu), va cdc hén hop thich hgp cta chiing, cdc ddu thuc vat, nhu
ddu oliu, va cdc este hitu co c6 thé tiém truyén dugc, nhu etyl oleat. Trang thi
16ng thich hop c6 thé duoc duy tri, vi du, bing c4ch st dung céc chét liéu bao, nhu
lexithin, bang céch duy tri ¢ hat c4n thiét trong trudng hop thé phan tin, va bang
céch stt dung céc chat hoat dong bé mat. Cdc ché phdm nay ciing c6 thé chia cac
td dugc nhu cdc chdt bdo quén, cdc tdc nhan thd&m uét, cdc tdic nhan nhii héa va
c4c tac nhan phén tin. Viéc ngan ngita su c6 mit clia cdc vi sinh vat c6 thé duoc
dam bao béi ca quy trinh lam tiét tring 14n bang céch dua vao cdc tdc nhan khing
nam va khéng khuédn khic nhau, vi du, paraben, clorobutanol, axit phenol sorbic,
va tuong ty. Ciing c6 thé dugc mong muén néu dua céc tic nhan ding truong, nhu

cdc dudng, natri clorua, va tuong tu vao cdc ch€ phdm. Ngoai ra, sy h4p thu kéo
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dai ctia dang dugc phdm tiém truyén c6 thé dugc tao ra bing cich dua vio céc tic

~ nhan 1am cham quasd trinh h4p thu nhu nhém monostearat va gelatin.

Céc ting dung tri liéu va céc tng dung khéc

. Chc khéng thé d6i khdng theo sing ché c6 nhiéu tng dung chin dodn va tri
liéu in vitro va in vivo bao gém viéc chdn dodn va diéu tri céc 16i loan théng qua
trung gian OX40. Vi dy, c4c phan tir nay c6 thé dugc 4p dung cho cic t& bio trong
moi trudng nudi cdy, in vitro hoac ex vivo, hodc cho d6i tuong 1a ngudi, vi du, in
~vivo, dé diéu tri, ngan nglta va dé chdn dodn céc r6i loan théng qua trung gian
0X40 khic nhau. Cac déi tuong duge uu tién 1a ngudi va bao gébm bénh nhan cé
céc r6i loan thong qua trung gian hoat tinh OX40 (c4c r6i loan théng qua trung
gian 0X40). Céc khéng thé d6i khdng theo sédng ché c6 thé c6 hiéu qua cho viéc
diéu tri bénh nhan khong phu thudc trang thdi déng kich thich OX40 ctia chiing.
Céc d6i tugng duogc wu tién hon gébm ngudi va bao gdm bénh nhan biéu hién mic
do thap cua 0X40.

Thuét ngit "bénh nhan" dugc st dung & day cho cdc muc dich cla sdng ch&
bao goém ca ngudi 14n céc dong vat khdc, t6t hon 12 dong vat cé vi va t6t nhat 1a
ngudi. Do vay, céc khang thé theo sdng ch& c6 ca tng dung diéu tri & ngudi 14n
céc ting dung thi y. Thuat ngit "diéu tri" hodc "viéc diéu tri" trong sdng ché nay 1
dé chi bao gbém viéc diéu tri tri liéu, cling nhu cdc bién phdp phong ngira hoic
ngan chén cho bénh hodc r6i loan. Theo d6, vi du, viéc 4p dung thanh cong khing
thé trudc khi khéi phat bénh 12 két qua ctia viec diéu tri benh. Mot vi du khdc d6 1a
viéc 4p dung thanh cong khang thé sau khi khéi phdt 1am sang ctia bénh dé ngan
chén céc triéu chiing cia bénh bao gém viéc diéu tri bénh. C4c thuat ngit "diéu tri"
va "viéc di€u tri" cling bao ham viéc 4p dung khéng thé sau khi phat bénh dé trir
tiét bénh. Viéc 4p dung thanh cong khéng thé sau khi khéi phét va sau céc triéu
ching 1am sang da dugc nghién cttu phat trién, cing vdi viéc lam thuyén giim t6i
mifc c6 thé céc triéu ching 1am sang va c6 thé cai thién bénh, bao gdm viéc diéu
tri bénh. Thuat ngit "can diéu tri" bao gébm dong vat cé vi di cé bénh hoic r6i
loan, cling nhu ngudi c6 bénh hoac 16i loan, ma trong d6 bénh hoic rdi loan cin

dugc ngan chan.
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Theo mot phuong 4n cu thé, cdc khdng thé d6i khang dugc sit dung dé diéu
tri in vivo, ngan ngira hodc chin dodn nhiéu réi loan thong qua trung gian OX40.
Do vay, sdng ch€ mo ta phuong phdp diéu tri r6i loan thong qua trung gian OX40
& d6i tugng, phuong phdp nay bao gébm viéc cho déi tugng dung lugng hitu hiéu tri
liéu clia khang thé doi khdng hodc doan ctia né. C4c r8i loan théng qua trung gian
0X40 dugc 1dy 1am vi du bao gém céc nhiém trung (virut, vi khuén, ndm va ky
sinh tring), s6¢ ndi doc t6 lién quan dén nhiém trung, bénh khép, viém khép dang
th4p, bénh hen, bénh phdi nghén man tinh (COPD), bénh viém viing chiu, bénh
Alzheimer, bénh viém rugt, bénh Crohn, bénh viém loét dai trang, bénh Peyronie,
bénh tiéu chay mo, bénh tdi mat, bénh Pilonidal, bénh sung mang bung, bénh vay
nén, viém mach, dinh phiu thuat, dot quy, ddi thdo dudng typ 1, bénh lyme, bénh
khép, viém mang ndo, viém mang bé dao ty mién, cdc r6i loan viém thong qua
trung gian mién dich ctia hé than kinh trung wong va ngoai vi nhu bénh da xo
cting, bénh luput (nhu luput do6 hé thong) va hoi ching Guillain-Barr, viém da di
ing, viém gan ty mién, viém phé& nang xo hda, bénh Grave, bénh than IgA, tu phat
ban xuét huyét giam tiéu cdu, bénh Meniere, bénh bong nuéc, xo gan mat tién,
bénh sacoit, bénh ciing bi, u hat Wegener, viém tuy, chin thuong (phu thuét),
bénh manh ghép chdng lai ky chit (GVHD), su thai ghép, bénh tim mach bao gébm
céc bénh thi€u mau cuc bd nhu nhéi mdu co tim ciing nhu bénh xo vita dong
mach, déong méu ndi mach, tiéu xuong, loéng xuong, viém xuong khép, viém nha
chu, giam toan dich vi va viém thy thi than Kinh.

Céc 1061 loan thong qua trung gian OX40 dugc 14y lam vi du khéc bao gébm
cdc nhiém trang (virut, vi khudn, ndm va ky sinh tring), s6c n6i doc t6 lién quan
dén nhiém triing, bénh khép, viem khép dang thép, bénh hen, bénh viém phé quan,
bénh ciim, virut hgp bao ho hép, viém phdi, bénh phéi nghén man tinh (COPD), xo
héa phéi ty phat (IPF), viém ph€ nang xo héa can nguyén dn (CFA), viém phdi k&
dang soi tu phét, tran khi, bénh viém ving chdu, bénh Alzheimer, bénh viém rudt,
bénh Crohn, bénh viém loét dai trang, bénh Peyronie, bénh tiéu chdy md, bénh tidi
mat, bénh Pilonidal, bénh sung mang bung, bénh vay nén, viém mach, dinh phiu
thuat, dot quy, ddi thdo dudng typ 1, bénh lyme, bénh khép, viém mang ndo, viem
mang b6 dao tu mién, cdc r6i loan viém thong qua trung gian mién dich ctia hé

than kinh trung wong va ngoai vi nhu bénh da xo ctng, bénh luput (nhu luput dé
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h¢ thong) va hoi chiing Guillain-Barr, viém da di ting, viém gan tw mién, viém phé
nang xo0 héa, bénh Grave, bénh thin IgA, tu phit ban xudt huyét gidm tiéu cau,
bénh Meniere, bénh bong nude, xo gan mat tién, bénh sacoit, bénh ciing bi, u hat
Wegener, viém tuy, chan thuong (phiu thuat), bénh méanh ghép chéng lai ky chi
(GVHD), su thai ghép, bénh tim mach bao gém c4c bénh thi€u miu cuc bo nhu
nh6i miu co tim ciing nhu bénh xo vita dong mach, d6ng mau nodi mach, tiéu
xuong, lodng xwong, viém xuong khdp, viém nha chu, gidm toan dich vi va viém
thy thi thin kinh.

Céc 161 loan thong qua trung gian OX40 dugc wu tién dé xir 1y bing khang
'thé’ theo sdng ch€ duoc chon tir nhém gém bénh da xo ciing, viem khép dang thép,
sung Tudt gia, bénh vay nén, bénh hen, COPD, IPF, bénh manh ghép chéng lai ky
chtt (GVHD), bénh xo vita dong mach va bénh d4i dudng. C4c r6i loan thong qua
trung gian OX40 dugc uu tién dic biet dé x&r 1y bing khing thé theo sing ché 12
bénh manh ghép chéng lai ky chi (GVHD).

Sing ché€ ciing d¢ xuit khdng thé dé dung dé diéu tri ching dau, dac biét
chiing dau lién quan dén su viém.

Theo mét phuong 4n, cdc khdng thé theo sdng ché cé thé duoc sit dung dé
dé phat hién cdc mic OX40, hoidc cic muc t€ bao chita OX40 trén bé mat mang
clia ching, cdc mic ndy sau d6 c6 thé c6 lién quan t6i céc triéu ching bénh nhat
dinh. Theo mot cich khéc, cdc khdng thé cé thé dugc sit dung dé tic ché hoac
phong bé chitc nang 0X40, ban than chitc nang nay cé thé c6 lién quan téi viec
ngan ngira hodc 1am thuyén giam céc triéu chimg bénh nhat dinh, trong d6 0X40
nhu fn(f)t tdc nhan trung gian cta bénh. Diéu ndy cé thé dat duoc bing cach cho
méu va miu d6i chiing ti€p xic véi khéng thé khang OX40 duéi cic diéu kién ma
ching cho phép tao ra mot céc phiic hop giita khing thé va 0X40. Céc phitc hop
bét ky dugc tao ra giita khdng thé va OX40 dugc phat hién va dugc so sénh trong
méu va miu d6i ching. Trén co s& viéc gin két dic hiéu clia cic khang thé theo
sdng ché d6i v6i 0X40, céc khang thé theo sidng ch€ c6 thé duoc st dung dé phat
| hién mot céch dic biét 0X40 biéu hién trén bé mit clia cc t& bao va, ngodi ra, c6

thé dugc sir dung dé tinh ch€y OX40 thong qua qu4 trinh tinh ché 4i luc mién dich.
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Do vay séng ché ciing dé xuét phuong phép sang loc in vitro dé phat hién
ngudi bénh cé mic biéu hién thap ctia 0X40, bao gém cic budc:

(a) tinh ch€ cic t€ bao don nhan mdu ngoai vi (PBMC) tir miu miu ngudi
bénh;

(b) tién hanh phan tich do dac t& bao theo dong chay cho cic PBMC; va

(c) x4c dinh s6 lugng s6 luong 1uqng t€ bao duong tinh OX40 trong céc t&€ bao

CD4* va/hoac CD8* T va so sdnh cdc midc nay véi d6i chimg.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, mic biéu hién thap clia 0X40 duoc biéu
thi boi sy gia tang vé midc biéu hién vé s6 luong luong t&€ bao dwong tinh 0X40 khi
so sdnh v6i cdc mic doi ching 1a 1én t6i 10%, t6t hon nita 12 1én t6i 20% va tham
chi t6t hon nita 1a 1én t6i 30%. Phuong phép x4c dinh su biéu hién 0X40 dugc mo
ta chi ti€t hon trong c4c an phdm: Kotani A et al., (2001) Blood, 98: 3162-4 va
Xiaoyan Z et al., (2005) Clin. Exp. Immunol. 143: 110-6.

Theo mot phuong dn khéc, cdc khdng thé theo sdng ché cé thé duogc thir
nghiém tit ddu v€ hoat tinh gén két lién quan t6i viéc 4p dung tri liéu hoic chin
‘dodn in vitro. Vi du, cdc ch€ phdm theo sdng ch& c6 thé dugc thir nghiém bing
céch st dung thit nghiém do dac t€ bao theo dong chdy dugc mo ta trong phan vi
du & dudi.

Sdng ché ciing mo6 ta viéc st dung khéng thé doi khing hodc doan ca né
lam thudc va stt dung khéng thé déi khang hoic doan ctia né dé€ bao ché thudc dé
diéu trj r6i loan thong qua trung gian OX40. Theo mot phuong 4n tiép theo sang
ch& dé xuét khdng thé doi khang hodc doan clia n6 dé diing 1am thudc. Ciing duoc
dé xudt bdi sédng ché 1a khdng thé doi khang hodc doan ctia né dé st dung trong
phuong phdp dié tri 16i loan thong qua trung gian OX40. Céc réi loan thong qua
trung gian OX40 1a c4c r6i loan nhu dd mo ta & trén. Khang thé doi khang theo
sdng ché c6 thé dic biét hitu ich cho viéc diéu tri cdc r6i loan thong qua trung gian
OX40 khong phu thudc vao tinh trang déng kich thich OX40 cla ngudi bénh.
Theo moét phuong 4n duge wu tién, khdng thé d6i khang hoic doan clia né cé thé
dugc st dung dé diéu tri r6i loan thong qua trung gian OX40 trong d6 ngudi bénh
biéu hién muc do thap clia 0X40.

Nhu da mo6 ta & trén, céc khdng thé OX40 cé tinh d6i khang theo sdng ché

c6 thé cing dugc 4p dung véi mot hodc nhiéu chét tri liéu, vi du nhu, tic nhan gay
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doc t&€ bao, tdc nhan gay doc phéng xa hodc tic nhan chéng mién dich. Khing thé
c6 thé dugce lién két véi tdc nhan nay (dusi dang mot phitc hop mién dich) hoac c6
thé dugc 4p dung mot cdch téch biét véi tic nhan. Trong trudng hop sau (4p dung
tdch biét), khdng thé c6 thé dugc 4p dung truée, sau hoic déng thdi ciing véi tac
nhéan hoéc c6 thé cling dugc 4p dung véi céc tri liéu di biét khic, vi du nhu, diéu
tri chong ung thu, vi du nhu, phéng xa.

Dé 4p dung khéng thé, liéu lugng 13 nim trong khoang tir 0,0001 t6i 100
mg/kg, va phd bién hon 1a ndm trong khodng tir 0,01 téi 10mg/kg, thé trong cla
vat chl. Phdc d6 di€u tri dugc 14y 1am vi du 12 4p dung méi 14n mot tudn, méi lan
trong hai tudn, méi 14n trong ba tudn, mdi 14n trong bén tudn, mbi 14n trong mot
thdng, méi 14n trong 3 thdng hodc mébi 14n trong tir 3 t6i séu thang. Khing thé
duoc 4p dung thong thuong vao nhiéu dip. Khoang thdi gian céch nhau giita c4c
liéu ding don c6 thé 13, vi du, hang tudn, hang thang, méi tit ba téi sdy thing hoic
hang nam. Cac khoang thdi gian cdch nhau ciing c6 thé 1a khong déu khi duoc chi
béo bang céch do céc lugng khing thé trong mau t6i khang nguyén dich & bénh
nhén. Trong mét s6 phuong phép, li€u luong duge diéu chinh dé dat dugc ndng do
khdng thé trong huyét twong nim trong khoidng 1-1000ug/ml va trong mot s6
phuong phép 12 nam trong khodng 25-300pg/ml. Theo mot cdch khac, khang thé
¢6 thé dugc 4p dung duéi dang ché phidm gidi phéng kéo dai, trong trudng hop nay
viéc dp dung tin suft it hon dugc dp dung. Liéu lugng va tdn sudt thay ddi tuy
thudc vao the chu ky bdn 13 clia khdng thé trong bénh nhén. Liéu luong va tin suét
4p dung c6 thé thay déi tlly thudc va viéc diéu tri 12 tri liéu hay phong ngira. Trong
céc ting dung phong ngira, liéu lugng twong d6i thédp duge 4p dung vé6i khoang thoi
gian cdch nhau tuong doi khong thudng xuyén trong mot khodng thdi gian dai.
Mot s6 bénh nhén lién tuc ti€p nhan viéc di€u tri trong khoang doi ctia lai ctia ho.
Trong mot s6 tng dung tri liéu, liéu lugng tuong ddi cao véi khodng thoi gian cach
nhau twong d6i ngan doi khi 12 cin thiét cho dén khi sy tién trién bénh thuyén
giam hodc chdm dit.

Céc midc liéu lugng thuc t€ clia c4c hoat chét, cu thé 13, khéng thé trong céc
dugc phém theo sdng ché c6 thé thay déi dé sao cho tao ra mot lugng hoat chat d
hiéu qua dé€ dat dugc dép tng tri liéu mong mu6n cho bénh nhan, hén hop, va phéc

d6 ding thuéc cu thé, ma khong gay doc cho bénh nhan. Mitc liéu luong dugc
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chon s€ tuy thudc vao cic yéu t6 dugec dong khic nhau bao goém hoat tinh cta céc
ch€ phdm cu thé theo sdng ch& dugc 4p dung, dudng ding thudc, thoi gian 4p
dung, muc bai tiét clia khdng thé cu thé dugc 4p dung, khoang thoi gian diéu tri,
céc thudc khdc, cdc hop chat va/hoac cdc chit lieu duge st dung két hop véi céc
ché phdm cu thé dugc 4p dung, do tudi, gi6i tinh, thé trong, tinh trang bénh, siic
khoe néi chung va tién st y hoc ctia bénh nhan dugc diéu tri, va cdc yéu t6 tuong
tu da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

"Lugng hitu hiéu c6 tdc dung tri liéu" clia khdng thé OX40 theo sdng ché
t6t hon 1a din dén 1am gidm mic do trdm trong clia cac triéu ching bénh, kéo dai
tan sudt va khodng thoi gian khong xuét hién triéu chiing bénh, va/hodc ngin ngira
st suy nhugc hoac sy 6m yé&u do bénh. Kha ning ctia mot hop chat dé diéu tri réi
loan thong qua trung gian OX40 c6 thé duge dénh gia trong hé mé hinh dong vat
chi bdo hiéu qua & ngudi. Theo mot céch khéc, dac tinh nay ctia mot ché€ phdm cé
thé dugc d4nh gid bang cich kiém tra kha nang ctia mot .hC_)’p chét trong viéc tic ché
su phét trién t€ bao, su tc ché cé thé dugc x4c dinh trong thit nghiém in vitro da
biét d6i véi chuyeén gia trong linh vuc ky thuét nay. Chuyén gia trong Iinh vuc k§
thuét nay s& c6 thé x4c dinh duoc cdc luong nhu vay trén co s& céc yéu t6 nhu thé
trang cua d6i tugng, mic do trdm trong bénh cla d6i tugng, va ch€ phdm hoic
dudng diing thuéc cu thé dugc chon.

Khéng thé hoic ché phdm theo sing ché c6 thé duoc 4p dung qua mot hoic
nhiéu dudng ding thudc bing céch d4p dung mot hodc nhiéu trong s6 cdc phuong
phép khic nhau d3 biét trong linh vuc ky thuat nay. Nhu di dugc khang dinh bdi
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay, dudng dung va/hoidc phic d6 s& thay déi
tiy thudc vao céc két qua duoc mong mudn. Cic dudng ding thudc duge uu tién
bao gém cic dudong dung thudc trong tinh mach, tiém bap, trong da, trong mang
bung, duéi da, cot s6ng hoac cic dudng ngoai dudng tiéu héa khéc, vi du bing
céch tiém hoac tiém truyén. Céc dudng dung thudc dugc wu tién 12 trong finh
mach hodc duéi da. Thuit nglt "ding thudc ngoai dudng tiéu héa" duge st dung
trong ban mo ta ndy dé chi céc ché do 4p dung khéc véi viec 4p dung theo dudng
tiéu héa va dp dung khu trd, thudng 1a bang céch tiém, va bao gém, nhung khong
chi gi6i han &, tiém va tiém truyén trong tinh mach, bép, trong d6ng mach, noi tay

mac, trong bao, trong héc mét, trong tim, trong da, trong mang bung, qua khi_

-5O-



25401

quan, tiém dudi da, dudi biéu bi, trong khép, dudi bao, duéi mang nhén, trong cot
séng, ngoai mang va trong xuong tc. Theo mot cdch khic, khang thé theo sing
ch& c6 thé dugc 4p dung qua dudng dung thubc ngoai dudng tiéu héa, nhu cic
dudng ding thu6c khu trd, biéu bi hoic qua dudng niém mac, vi du, trong miii,

qua duong miéng, 4m dao, truc trang, dudi ludi hoic khu tri.

Sén phdm va bo kit

Theo mot phuong 4n khic cia sdng ché, san phdm bao gém khéng thé duoc
lam twong thich v6i ngudi hodc doan cia né, hén hgp hodc thé ti€p hop mién dich
theo sdng ché& dung dé diéu tri r6i loan théng qua trung gian OX40 duoc dé xuAt.
S&n phim c6 thé gém d6 chita va nhin hodc to roi bén trong hoic di k&m dé chita.
Céc d6 chia thich hgp gém, vi du, céc chai, c4c lo hodc xyranh. C4c dé chita c6
thé dugc tao ra tir nhiéu nguyén liéu khic nhau nhu thiy tinh hoidc chit déo. D6
chita mang ché€ phdm c6 thé hitu hiéu cho viéc diéu tri tinh trahg bénh va cé thé c6
céng vao vo tring (vi du, nhu d6 chifa c6 thé 1a tdi dung dung dich diing trong finh
mach dung dich hoic lo ¢6 niit ma kim tiém du6i da c6 thé dam qua). It nhét 12
mot hoat cht trong ch€ phdm cé thé 1a khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi
dugc néu trong phin mo ta. Nhan hodc to roi c6 thé chi ra ring ché€ phdm nay c6
thé sit dung dé diéu tri tinh trang bénh dugc chon, nhu ung thu. Theo mét phuong
4n, nhan hodc to roi ¢6 thé chi ra ring ch& phdm chita khang thé duogc 1am tuong
thich v6i ngudi c6 thé sit dung dugc dé dé diéu tri réi loan thong qua trung gian
0X40.

Ngoai ra, sdén phdm c6 thé chifa (a) d6 chia thd nhdt c6é chita ch€ phim
trong nod, trong d6 ch€ phdm ndy chita khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi
trong nd, va (b) d6 chta thit hai c6 chia ch& phidm trong né, trong dé ché phdm
nay chia tdc nhan tri liéu khéc véi khang thé duge 1am twong thich véi ngudi. San
phdm theo phuong 4n ndy ca sdng ché c6 thé con bao gém t& roi chi ra ring ché
phém thit nhét va ch€ phdm thit hai c6 thé dugc sir dung két hop dé€ diéu tri bénh
hoic r6i loan thong qua trung gian OX40. T4c nhan tri liéu nhu vay cé thé 1a chat
tri liéu b6 trg bat ky duge mo td & phén truée (vi du, thudc 1am tan huyét khoi,
chdt huy tiéu céu, chét hod tri liéu, chat chéng tao mach, hop chét khang-hormon,

thudc bao vé tim, va/hoac chit diéu hoa chic nang mién dich & dong vat cé vi,
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bao gédm xytokin). Theo mot cdch khéc, hodc ngoai ra, san phdm cé thé con bao
gém d6 chira thit hai (hodc thd ba) chita dung dich dém dugc dung, nhu nuéc kim
khudn dé tiém (bacteriostatic water for injection - BWFI), nuéc mudi dém
phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza. Sin phdm codn c6 thé bao gém
cdc nguyén liéu khic dugc mong muén trén quan diém thuong mai va quan diém
clia nguoi st dung, bao goém céc chat dém khic, céc chat pha lodng, cdc mang loc,
kim, va xyranh.

Ciing ndm trong pham vi clia sdng ché€ 1a cdc bo kit chita khang thé, ch&
phdm hodc thé ti€p hop mién dich theo sing ch& va cic chi dn st dung. Bo kit
nay c6 thé con chita mot hodc nhiéu chat phan ing bd sung, nhu thudc thit chéng
mién dich, tdc nhan giy doc t€ bao hodc tic nhan gay doc phéng xa, hoic mot
hodc nhiéu khdng thé d6i khang bd sung theo sing ché (vi du, khdng thé d6i
khdng c6 hoat tinh bd trg gin két véi epitop trong khing nguyén OX40 khic véi
khéng thé chat d6i khang thit nhat).

Khong mo ta k§ hon, tin ring ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
c6 thé, bing cdch sir dung phin mo ta trén day va phén vi du minh hoa sau day,
tao ra va st dung cic chit theo sdng ch€ va thuc hién céc phuong phdp duoc yéu
cdu bao ho. Céc vi du thuc hién sau duge dua ra dé tao diéu kién thuan loi cho viéc
thuc hién sdng ché, va khong duoc hiéu 1a nhim giéi han phan con lai ctia ban mo

ta theo céach bat ky.

Vi du thuc hién sing ché
Vidul
Tao va sang loc céc khéng thé OX40 khdng ngudi clia chuot

Dé tao ra protein OX40-Fc clia ngudi tai t8 hop, cADN cho TNFRSF4 cta
nguoi cé ban tir hang imaGenes (dong vo tinh s6: RZPDB737H0329D; Berlin,
Germany). cADN nay dugc st dung 1am khuon méu dé khuéch dai bang PCR
ving ma héa ADN ctia ving ngoai bao TNFRSF4 cua ngudi (SEQ ID NO: 11).
Trong moét phan tng PCR tach biét, ving Fc ctia IgG1 cta ngudi (céc vi tri EU
223-451) dugc khuéch dai béi viec bd sung PCR mot tic nhan lién két 5° GSGGG
va mot tdc nhan lién két 3° SA-6xHis va c4c diém giéi han dé tich dong. sau do,

hai san phdm thu dugc dugc dung hop béng céch st dung PCR mé rong chéng 14p
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cing véi cdc doan méi boc sudn, bd sung cdc diém gidi han cho viéc tich dong
ti€p sau thanh mot vat truyén biéu hién dong vat cé vi di ci bién trén co s&
pcADN3.1(-) plasmit tir Invitrogen (Invitrogen AG, Basel, Switzerland, Cat. No.
V795-20), chita promoto CMV ctia ngudi ¢6 doan accepto thé cho Ig (intron ddu
tién) da mo ta trong US Patent 5924939, trinh tu OriP (Koons MD et al., (2001) J
Virol. 75(22): 10582-92), doan tang cudng SV40, va SV40 polyA da dung hop véi
nhan t6 két thic gastrin nhu dugc mo6 ta bdi Kim D, et al., (2003) Biotechnol.
Prog. 19(5): 1620-2. Plasmit t4i t6 hgp nay cho phép biéu hién protein dung hop
viing ngoai bao TNFRSF4- Fc clia ngudi trong céc t€ bao dong vat cé vid ciing véi
su ti€t vao moi truong nuodi cdy t€ bao dugc dugc phit dong boi peptit tin hicu tu
nhién cta protein TNFRSF4 clia ngudi. D€ sdn xudt protein t4i t8 hop, vat truyén
tai t6 hop néu trén duge chuyén nhiém vao cic t& bao HEK 293 di 1am thich tng
dang hén dich (s6 ATCC: CRL 1573) béang c4ch slt dung chit phan tng chuyén
nhiém jetPEI™ (Polyplus-transfection S.A., Strasbourg, France; nha phan phéi:
Brunschwig, Basel, Switzerland). Dich nudi cdy t€ bao néi bén trén dugc thu gom
sau nam ngay va dugc tinh ché& bang céch st dung cot tinh ch€ 4i luc protein A
(HiTrap Protein A sepharose column; GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg,
Switzerland) van hanh trong hé théng fKTA FPLC (GE Healthcare Europe
GmbH, Glattbrugg, Switzerland).

Dé tao ra protein OX40-his clia ngudi tii t8 hop, viing ngoai bao cha
TNFRSF4 ctia ngudi (SEQ ID NO: 11) duge khuéch dai boi viéc b6 sung PCR mot
tdc nhan lién k&t GSG-6xHis va cdc diém giéi han dé tich dong. Sau dé, san phdm
PCR duoc tich dong trong pcADN3.1(-) plasmit d4 m6 ta & trén. Plasmit téi t6 hop
nay cho phép biéu hi¢én OX40-his ctia ngudi protein trong cic t&€ bao dong vat c6
vii cling véi sy ti€t vao moi trudng nudi cdy t€ bao duge phit dong bdi peptit tin
hiéu ty nhién cia TNFRSF4 clia ngudi. D€ san xuét protein, cvat truyén tai t6 hop
dugc chuyén nhiém vao céc t€ bao HEK 293 da thich tng & dang hén dich (s6
ATCC: CRL 1573) bang céch st dung chat phan tng chuyén nhiém jetPEI™
(Polyplus-transfection S.A., Strasbourg, France; nha phin ph6i: Brunschwig,
Basel, Switzerland). Dich nuéi c4y t&€ bao ndi bén trén duoc thu gom nim ngay sau
khi chuyén nhiém va tinh ch€ bing cich sit dung cot tinh ché 4i luc Ni?*-NTA
(HiTrap Ni**-NTA sepharose column; GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg,
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Switzerland) van hanh trén hé théng fKTA FPLC (GE Healthcare Europe GmbH,
Glattbrugg, Switzerland). OX40-Fc cla ngudi tdi t6 hgp va céc protein OX40-his
dugc chi ra 1a c6 d6 tinh khiét 95% nhu duogc cho thdy bang phép phan tich SDS-
PAGE, va dugc trao ddi chit dém tié€p vio musi dém phosphat (PBS) truéc khi st
dung.

Protein OX40-Fc clia ngudi t4i t6 hgp di hoa tan trong PBS duoc tron véi
mot thé tich tuong duong ctia chat diéu chinh Stimune (Prionics, Switzerland, ref:
7925000) va nhil tuong dugc diéu ché. Nhil twong nay duge chuyén vao cic xiranh
insulin 0,5 mL (BD Pharmingen, Allschwil, Switzerland) va cdc dong vat BALB/c
(Harlan, Netelvas) dugc chung mién dich du6i da & mat du6i gan ban chan, thana
dudi va cd bing 50ug protein da nhii héa. Viéc chiing mién dich dugc lap lai hai
tuan sau d6 véi ciing luong khing nguyén va cliing dﬁ(mg tiém truyén.

Su c6 mit cta cdc khéng thé khdng OX40 clia ngudi tudn hoan trong huyét
thanh chudt da dugc gay mién dich dugc dénh gid bang ELISA truc ti€p bing c4ch
st dung céc dia dugc phi bang protein OX40-his clia ngudi téi t6 hgp. Diy pha
lodng (tir 1:10° t6i 1:10°) ctia cdc huyét thanh chudt khdc nhau duge b sung vao
dia va cdc khéng thé da gin két dugc phat hién bing c4ch sit dung phan ti-HRP
ddy du khdng chuot H+L clha dé (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs,
Switzerland). Mot nhéc lai dudi da cu6i cling bing 50ug khang nguyén ma khong
c6 chat diéu chinh dugc thuc hién & cdc dong vat biéu hién do chudn huyét thanh
IgG khang OX40 ctia ngudi t6t ba ngay trude khi giét chét.

Cac déng vat bi giét chét va cdc hach & ben, ndch, cdnh tay, nhung chan va
cdc hach bach huyét duge thu thap dé diéu ché huyén phu t€ bao don 1é bdi viéc
x40 tréon hach bach huyét bang hai 14 kim 25G trong dung dich DNAse (Roche
Diagnostics (Schweiz) AG, Rotkreuz, Switzerland) va colagenaza (Roche
Diagnostics (Schweiz) AG, Rotkreuz, Switzerland). C4c huyén phi t&€ bao don 1&
dugc dung hop véi dong t€ bao u tuy X63AG8,653 (dong t& bao u thiy BALB/c clia
chuot; s6 truy cap ATCC: CRL 1580; Kearney JF et al., (1979) J. Immunol.
123(4): 1548-1550) véi ty 1& 7:1 (giita d6i tdic dung hop va cac t&€ bao hach bach
huyét di thu hoach) cing véi polyetylen glycol 1500 (Roche Diagnostics
(Schweiz) AG, Rotkreuz, Switzerland). Céc t€ bao dd dung hop duge dan vao céc
dia ddy phing 96 16 chita c4c dai thuc bio ctia chu6t trong méi trudng DMEM-10
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(Invitrogen AG, Basel, Switzerland) c6 b6 sung 10% huyét thanh bio thai bd (FBS,
PAA Laboratories, Pasching, Austria), 2mM L-glutamin, 100U/ml (Biochrom AG,

Germany) Penixilin, 100pg/ml streptomyxin (Biochrom AG, Germany), 10mM

HEPES (Invitrogen AG, Basel, Switzerland), 50uM B-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Switzerland), HAT (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Buchs, Switzerland) va 1% yé&u t6 phdat trién (Hybridokine,
Interchim/Uptima, Montlucon, France).

Khoéng chimg 800 15 tir cic dung hop duoc sang loc bing ELISA dé trinh
bay IgG cta chudt nh4n dién cho OX40 cla ngudi va phong b& gin két cla
OX40L ctia ngudi trong thy thé clia né. Cac 16 duong tinh duge mong doi va duoc
ti€n hanh hai vong tich dong. C4c t€ bao dugc thu gom va c4c chubi nang va chudi

nhe dugc duge tdch dong va 1ap trinh tu.

Vidu2
T4c dong va lap trinh tu c4c chudi VH va VL ctia cdc khdng thé khang OX40 tir
cac t€ bao lai

Déi v6i mdi t€ bao lai duge chon duong tinh, ARN téng dugc diéu ché,
duoc phién ma ngugc thanh cADN va c4c gen VH va VL 14n lugt dugc khuéch dai
bing PCR. C4c sin phdm PCR nay duoc thit thanh mot vat truyén cttu (vat truyén
pDrive; QIAGEN AG, Hombrechtikon, Switzerland; Cat. No. 231124), cho phép
lap trinh ty ADN cho cic san PCR riéng 1€ va x4c dinh kha nang tdch don dong
hoac da dong cua cic t&€ bo lai dugc chon. Vat truyén nay cho phép viéc chon loc
xanh da trdi/trang trong cdc dia LB-aga chita IPTG va X-gal (c4c khudn lac khong
c6 cai xen c¢6 mau xanh da troi do sy thodi bi€n ctia X-gal bdi a-peptit LacZ). Cac
plasmit téi t6 hop tit cdc dong vi khudn duong tinh (trdng) dugc diéu ché va lap
trinh tu bang céch st dung cdc doan méi tao chubi ADN tiéu chudn dic ta cho
mach chinh cla vat truyén (M13rev, M13fwd, T7 hodc SP6). C4c trinh tw ADN
sau cung dugc tich dong phu thanh mot vat truyén biéu hién d€ biéu hién tii t8

hop ctia khéng thé dugc nghién cttu trong céc t& bao dong vat ¢6 vii.

Phan lap ARN
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ARN téng dugc phan lap tir 2-10x10° t€ bao bang cich sit dung RNeasy
Mini Kit cia hing QIAGEN (QIAGEN AG, Hombrechtikon, Switzerland; Cat.
No. 74106) theo quy trinh dugc dua ra ciia nha san xuét; cdc mau dugce dinh lugng
bing cdch st dung quang phé k&€ NanoDrop ND-1000 (WITEC AG, Littau,

Switzerland).

RT-PCR mot buéce
C4c ché phdm ARN téng néu trén dugc phién mi ngugc tiép thanh cADN,
va c4c doan VH va VL dugc khuéch dai bang PCR nhd st dung hai hén hop khic
nhau cta cdc doan mdi di thodi bién, mdi hén hop cho phép thu héi toan bod cic
phén ho khéc nhau cta cic ving thay ddi chudi ning globulin mién dich ctia chu6t
va céc viung ndi chuéi nang thay déi hoic thu héi tit ca cdc ving thay déi kappa
chubi nhe globulin mién dich clia chuét va c4c viing n6i kappa chudi nhe thay déi.
Céc doan méi duge st dung dé phién ma ngugc va khuéch dai dugc téng hop béng
~ Microsynth (Balgach, Switzerland), va dugc phan tich HPLC (c4c Bang 1-4). Ca
qua trinh phién ma ngugc 14n qué trinh khuéch dai PCR dugc thuc hién mot c4ch
déng thoi nho st dung QIAGEN one step RT-PCR Kit (QIAGEN AG,
Hombrechtikon, Switzerland; Cat. No. 210212). Do k¥ thuat dugc st dung dic ta
cho cdc doan m6i, nén mdéi miu mARN dugc xir 1y sau d6 hai 14n dé cho phép
phién ma ngugc va khuéch dai riéng biét cdc doan VH hoac cic doan VL. 2ug
ARN tdng dugc hoa tan vio nuéc khong ARNza t6i thé tich cuéi 1a 30ul duoc tron
v6i: 10ul dung dich nguyén liéu 5x cla ché’t dém QIAGEN OneStep RT-PCR, 2l
hén hgp cédc ANTP & néng do 10mM, 3ul hén hgp doan mdi & néng d6 10puM va
- 2ul hén hop enzym QIAGEN OneStep RT-PCR. Sau d6, hdn hop cu6i duge dua
vao trong 6ng PCR, va dugc quay vong trong PCR-themocycler (Biorad iCycler
version 4.006, Bio-Rad Laboratories AG, Reinach, Switzerland) s& dung céc thiét

lap sau:

30 phiit & 50°C
15 phiit & 95°C

40 chuky: 30 giay & 94°C
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30 giay 6 55°C
1 phiit & 72°C

10 phiit 72 °C
Giit 4 4°C

T4ch dong pDrive

Céc san phdm PCR dugc chay trén céc gel 2% agaoza. Sau qud trinh dién
chuyén ADN, céc doan nghién cttu (khodng 450bp) dugc cit tit cic gen agaoza, va
dugc chiét bang cdch sit dung Macherey-Nagel NucloSpin Extract II kit 250
(Macherey-Nagel,Oensingen, Switzerland; Cat. No. 740609,250). D€ 1ap trinh tu
ADN, cdc san phdm PCR da dugc chiét duge tach dong vao vat truyén citu di mo
ta & trén (vat truyén pDrive, QTAGEN AG, Hombrechtikon, Switzerland; Cat. No.
231124) va dugc bién d6i thanh ching E. coli TOP10 (Invitrogen AG, Basel,
Switzerland; Cat. No. C404006)

Chiét Miniprep

C4c khudn lac duong tinh dugc nudi cdy qua dém & 37°C (lic 250
vong/phiit) trong 1,5ml moéi trudng Luria Bertani (LB) c6 bd sung 100pg/ml
ampixilin dd dugc gieo trong dia Macherey-Nagel Square-well Block (Macherey-
Nagel, Oensingen, Switzerland; Cat. No. 740488,24). Viéc chiét ADN miniprep
ngay ti€p theo dugc thuc hién nhd st dung NucleoSpin Multi-8 Plasmid Kit
(Macherey-Nagel, Oensingen, Switzerland; Cat. No. 740620,5).

Lap trinh tu va phana tich trinh tu

Céc miu dugc gli dé lap trinh tv ADN cho céng ty dich vu lap trinh tu
ADN Fasteris (Plan-les-Ouates, Switzerland). Cdc doan méi tiéu chuidn: M13rev,
M13fwd, T7, SP6 dugc st dung (Bang 5). Dé phan tich c4c trinh tu ADN, Clone
Manager 9 Professional Edition (Scientific & Educational Software, NC, USA) va
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, TA(1999) Nucl. Acids. Symp. Ser.
41:95-98) duoc str dung.
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T4ch dong vat truyén biéu hién dé€ biéu hién khing thé kham t4i t6 hop

Dé biéu hién t4i t6 hop trong céc t& bao dong vat cé vii, cic doan VH va VL
cta chuot da phan 1ap dugc format dudi dang cdc globulin mién dich thé kham
bang cach 4p dung cdc phuong phdp PCR trén co s& 1dp rép. cdc khdng thé kham
nay gém chubi ning trong d6 chubi ning ving thay déi cta chudt duge dung hop
v6i ving ¢6 dinh chudi ning IgG1 cla ngudi (cdc ving y1, ban 1€, y2, va y3) va
chubi nhe trong d6 viing thay d6i chubi nhe ctia chudt duge dung hop véi viing c6
dinh kappa clia ngudi (Ck). Céc phén c6 diinh clia ngudi va thay déi clia chuot da
1ap rép PCR sau d6 duoc tdch dong thanh vat truyén biéu hién dong vat cé vii da
céi bién dua trén co sG vat truyén pcADN3.1(-) da cai bién tir Invitrogen dugc néu
trong Vi du 1 chi khéc 12 peptit din ddu kappa chudi nhe globulin mién dich ctia
ngudi duge st dung dé phat dong su tiét protein. Dé sdn xuit protein clia cdc d6i
tugng nghién ctu globulin mién dich, cdc lugng nhu nhau cia ADN vat truyén
chubi ning va chudi nhe dugc déng chuyén nhiém vao HEK-293 di 1am thich tng
dang huyén phit (s6 ATCC: CRL-1573). Dich nu6i c4y t€ bao ndi bén trén duoc
thu gom sau nadm ngay va tinh ché& bing cach st dung cot tinh ché 4i luc Protein A
(HiTrap Protein A sepharose column) van hanh trén hé théng fKTA FPLC (ca hai
déu clia hang GE Healthcare Europe GmbH, Glattbfugg, Switzerland).

Bang 1: hén hop doan méi VH - nguge

GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAK GTR MAG CTT CAG GAG TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAG GTB CAG CTB CAG CAG TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC CAG GTG CAG CTG AAG SAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAG GTC CAR CTG CAA CAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC CAG GTY CAG CTB CAG CAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC CAG GTY CAR CTG CAG CAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC CAG GTC CAC GTG AAG CAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAG GTG AAS STG GTG GAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAV GTG AWG STG GTG GAG TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAG GTG CAG STG GTG GAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAK GTG CAM CTG GTG GAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAG GTG AAG CTG ATG GAR TC
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GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAG GTG CAR CTT GTT GAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAR GTR AAG CTT CTC GAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAA GTG AAR STT GAG GAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC CAG GTT ACT CTR AAA SAR TC

GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC CAG GTC CAA CTV CAG CAR CC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAT GTG AAC TTG GAA SAR TC
GTGATC GCC ATG GCG TCG ACC GAG GTG AAG GTC ATC GAR TC

Bang 2: hén hgp doan méi VH - xudi

CCTCCACCACTCGAGCC CGA GGA AAC GGT GAC CGT GGT
CCTCCACCACTCGAGCC CGA GGA GACTGT GAG AGT GGT
CCTCCACCACTCGAGCC CGC AGA GACAGT GACCAG AGT
CCTCCACCACTCGAGCC CGA GGA GAC GGT GACTGA GGT

Bang 3: hén hgp doan méi VL - nguoc
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATC CAG CTG ACT CAG CC
GGCGGTGGC GCT AGC CAA ATT GTT CTC ACC CAG TC
GGCGGTGGCGCT AGC GAY ATT GTG MTM ACT CAG TC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT GTG YTR ACA CAG TC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT GTR ATG ACM CAG TC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT MAG ATR AMC CAG TC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT CAG ATG AYD CAG TC
GGCGGTGGCGCT AGC GAY ATY CAG ATG ACA CAG AC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT GTT CTC AWC CAG TC
GGCGGTGGCGCT AGC GAY ATT GWG CTS ACC CAA TC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT STR ATG ACC CAR TC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY RTT KTG ATG ACC CAR AC
GGCGGTGGCGCT AGC GAY ATT GTG ATG ACB CAG KC
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT GTG ATA ACY CAG GA
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT GTG ATG ACC CAG WT
GGCGGTGGC GCT AGC GAY ATT GTG ATG ACA CAA CC
GGCGGTGGCGCT AGC GAY ATTTTG CTG ACT CAGTC
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GGCGGTGGC GCT AGC GAA ACA ACTGTG ACCCAGTC
GGCGGTGGCGCT AGC GAA AAT GTK CTSACC CAG TC
GGCGGTGGCGCT AGC CAG GCT GTT GTG ACT CAG GAA TC

Béng 4: hén hgp doan méi VL - xu6i
ATGCTGAC GC GGC CGC ACG TTT KAT TTC CAG CTT GG
ATGCTGAC GC GGC CGC ACG TTT TATTTC CAA CTT TG
ATGCTGAC GC GGC CGC ACG TTIT CAG CTC CAG CTT GG
- ATGCTGAC GC GGC CGC ACCTAG GACAGT CAGTIT GG

Béng 5: 14p trinh tu cidc doan méi
M13-Fwd GTAAAACGACGGCCAGT
M13-Rev AACAGCTATGACCATG

T7 TAATACGACTCACTATAGG
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG
Vidu3

Dic ta sinh hoc c4c khadng thé khdng OX40 clia ngudi
ELISA phat hién khéng thé OX40-déc hiéu

C4c do chuén khéng thé, tinh dac hiéu va su san xuét boi cdc t€ bao lai va
cdc d6i tugng nghién cttu khang thé dugc xdc dinh bing ELISA truc tiép. N6i mot
céch ngén gon, céc dia vi chudn 96 156 (Cosstar USA, distributor VWR AG, Nyon,
Switzerland) dugc phi bang 100l OX40-his clia ngudi téi t6 hop véi 2pg/ml
trong PBS (xem Vi du 1 dé tao ra protein 0X40-his). C4c dia dugc & qua dém &
4°C va sau d6 dugc phong bé& bang PBS 2% BSA (Bovine Serum Albumine, PAA
Laboratories, Pasching, Austria) & nhiét do trong phong (RT) trong mot gid. Dung
dich phong b€ nay dugc loai bd va dich néi bén trén cla céc t& bao lai hoac céc
khédng thé da tinh ch€ duge bd sung vao. Cic dia nay dugc & nhiét do trong
phong trong 30 phiit, sau d6 dugc rita chin 14n bing PBS 0,01% Tween-20 (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) va khdng thé phét hién H+Lkhing
chudt cha dé¢ di dwgc dinh dfu bang Horseradish Peroxidase (HRP) (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) dugc bd sung. véi mic pha lodng
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1:1000. Dé ph4t hién céc khing thé kham tai t5 hop (xem Vi du 2) ¢6 Fc clia
ngudi, khdng thé IgG khdng ngudi clia thd di gin nhin HRP (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) v6i mic pha lodng 1:1000 duoc sit dung 1am
khéng thé dd. C4c dia dugc 1 trong 30 phiit & nhiét d6 trong phong (RT), dugc rira
chin 14n bang PBS 0,01% Tween-20 va co chit TMB (Bio-rad Laboratories AG,
Reinach, Switzerland) dugc bé sung vao dia ndy va phén ting dugc ding sau sdu
phit bang cdch bé sung H,SO,. Mitc do hap thu sau d6 dugc doc & 450nm bing
mday doc vi dia (Biotek, USA; nha phan phéi: WITTEC AG, Littau, Switzerland).
Fig.1A thé hién khéng thé 1D4 th€ kham va khang thé 2F8 thé khdm nhén dién
protein da dugc phit OX40-his.

ELISA phong b&€ OX40L

Protein ph6i tr OX40 cha ngudi tdi t6 hop (OX40L) duoc tao ra nhu sau:
cADN cho TNFSF4 ciia nguoi (tén dong vo tinh: IOH46203) c6 bén tir hing
imaGenes (Berlin, Germany) va phan ngoai bao (axit amin 51-183) ctia phéi tir
TNFSF4 ctia nguoi (ddnh s6 theo trinh tue Uniprot Q6FGS4) dugc khuéch dai cling
v6i cdc diém gi6i han boc suon. San phdm PCR thu dugc bao ham tic nhan lién
két ASA va trinh tu nhan 8-His & d4u 5° clia né sau d6 dugc tich dong vio mot
viing di cai bién cla vat truyén pREP4 tir Invitrogen (Invitrogen AG, Basel,
Switzerland) mang chat trg xdc tic CMV, qud trinh poly-adenyl héa Bovine
Growth Hormone, va peptit din ddu VJ2C clia chudt dé phdt dong su tiét protein
tdi t6 hop. Dé sdn xudt protein t4i t8 hop, vat truyén téi t6 hop dugc chuyén nhiém
vao cic t€ bao HEK 293 da thich tng & dang hén dich (s6 ATCC: CRL 1573)
bang cdch sir dung chat phan tng chuyén nhiém jetPEI™ (Polyplus-transfection
S.A., Strasbourg, France; nha phan phéi: Brunschwig, Basel, Switzerland). Dich
ndi bén trén clia dich nuoi cay t&€ bao dugc thu gom sau nam ngay va tinh ché bing
céch st dung cot tinh ch€ 4i luc Protein A (HiTrap Protein A sepharose column;
GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg, Switzerland) van hanh trén hé thong
JFKTA FPLC (GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg, Switzerland).

D€ x4c dinh liéu ring céc khdng thé khang OX40 di tao ra c6 thé phong bé&
gan két OX40L véi thu thé OX40 hay khong, ELISA phong b& dugc phét trién.
C4c vi chudn do 96 16 (Costar, USA; distributor VWR AG, Nyon, SWitzer_land)
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- dugc phu bang 100pl OX40-Fc cla ngudi tdi t8 hgp (xem Vi du 1) ciing véi
2ug/ml trong PBS. C4c dia nay dugc G qua dém & 4°C va sau d6 dugc phong b&
bing PBS 2% BSA & nhiét d¢ trong phong trong mot gid. Dung dich phong bé nay
dugc loai bo va dich néi bén trén clia céc t€ bao lai hodc cic khang thé di tinh ché
dugc bd sung vao dia nay. Nam phit sau, 50pul OX40L clia ngudi tai t6 hop da
biotinyl héa v6i 0,04mg/ml dugc bd sung vao méi 16. C4c dia nay dugc G & nhiét
do trong phong trong 60 phit, sau d6 dugc rita chin 14n bing PBS 0,01% Tween-
20 va HRP-streptavidin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) duoc
bd sung v6i mitc pha lodng 1:2000. C4c dia dugc 4 trong 30 phiit & nhiét do trong
phong, dugc rira 9 14n bang PBS 0,01% Tween-20 va co chit TMB (Bio-rad
Laboratories AG, Reinach, Switzerland) dugc bd sung vao dia nay va phan tng
dugc ding sau 6 phit bang céch b8 sung H,SO,. Mitc d6 hép thu sau dé duoc doc
& 450nm bang mdy doc vi dia (Biotek, USA; nha phan phéi: WITTEC AG, Littau,
Switzerland). Fig.1B cho th&y ring khéng thé 1D4 thé kham c6 kha nang phong b&
su tuong tac giffa OX40 va OX40L theo cich thic phu thudc liéu lugng, trong d6
khéng thé 2F8 thé kham khong thé phong bé su twong tic giita OX40 va OX40L.

Phén ting chuyén dang lympho nuéi cdy hén hop & ngudi (MLR)

Méu tir hai thé cho khdc nhau dugc thu gom trong ba 10mL S-Monovette
cung v6i xitrat 1am chat chong dong tu (Sarstedt, Numbrecht, Germany). C4c t&
bao tir thé cho N° 1 dugc st dung 1am c4c t&€ bao tic dong trong d6 céc t€ bao tir
thé cho N° 2 dugc st dung 1am céc t& bao dich. Cic PBMC (cic t& bao don nhan
mau ngoai vi) tir 2 thé cho dugc tinh ché bang céch st dung cdc 6ng Blood-Sep-
Filter Tube loai 50mL (nha phan phéi: Brunschwig, Basel, Switzerland) theo chi
din clia nha san xuét. Cdc t€ bao dugc rira 2 14n bing moéi trudng Roswell Park
Memorial Institute (RPMI, PAA Laboratories, Pasching, Austria) ma khong cé
FBS. Cic t&€ bao dich dugc 0 cung véi 50pg/ml mitomyxin C (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) trong 30 phit & 37°C. Sau do, c4c t&€ bao duoc
rira 3 14n bang RPMI ma khong c6 FBS va treo limg lai vé6i 1x10° t& bao/mL trong
RPMI, 10% FBS (PAA Laboratories, Pasching, Austria), 2mM L-glutamin
(Lonza, Leuven, Belgium), 100U/ml Penixilin, 100pg/ml streptomyxin (Biochrom
AG, Berlin, Germany). Trong vi dia ddy hinh cht U 96 16 (TPP, Trasadingen,
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Switzerland), 50’000 céc t€ bao dich va 80’000 t& bao tic dong dugc phan bo
trong thé tich cu6i 12 100pl cho méi 16. Mot tram pl chét pha loing khang thé
dugc b8 sung vao cdc 16. C4c dia dugc 1 trong 7 ngdy & 37°C trong may 4 5%
CO,. Bay ngay sau khi bt ddu MLR, céc t&€ bao dugc tao xung bang 0,5uCi *H
thymidin (Perkin Elmer). 18 gio sau khi tao xung, c4c t&€ bao dugc thu hoach va da
két hop hoat tinh phéng xa duoc dinh lugng trén mdy dém Wallac beta. Fig.2 cho
thay ring khdng thé 1D4 thé khim c6 kha niang phong b& MLR theo cich thic phu

thudc liéu lugng & mitc cao hon so véi d6i ching duong.

Vidu4

Gén két cha khdng thé khdng OX40 clia ngudi trén c4c t€ bao don nhan mau ngoai
vi dd hoat héa dac thu nguoi va cdc dong vat cé vi khdc (PBMC) bang cdch dém
t&€ bao dong chay

Céc t&€ bao nguoi ‘

Céc b0 loc chita cac bach cdu cua ngudi duge thu thap tir Blood Collection
Center ciia La Chaux-de-Fonds, Switzerland (Centre de Transfusion Sanguine et
Laboratoire de Serologie, rue Sophie-Mairet 29, CH-2300). Cic t€ bao dugc loai
bo ra khdi cdc bo loc bang cdch rlta nguge bing 60mL PBS chita 10U/mL
liquemin (Drossapharm AG, Lucern, Switzerland). Sau d6, cic PBMC duogc tinh
ch€ bang céc dng Blood-Sep-Filter Tube loai 50mL (nha phan phoi: Brunschwig,
Basel, Switzerland) theo céc chi din ctia nha san xu4t. C4c t€ bao duogc rira 3 14n
bing moi trudng Roswell Park Memorial Institute (RPMI, PAA Labdratories,
Pasching, Austria) c6 FBS (PAA Laboratories, Pasching, Austria). Cac t€ bao duoc
treo ltng lai véi 3x10° c4c t€ bao/ml trong RPMI, 10% FBS (PAA Laboratories,
Pasching, Austria ), 2mM Ultraglutamin (Lonza, Leuven, Belgium), 100U/ml
Penixilin, 100pg/ml streptomyxin (Biochrom AG, Berlin, Germany), 10ug/ml
Phytohemagglutinin (PHA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) +
100 U/mL cta rHu IL-2 (Proleukin, Novartis, Basel, Switzerland) trong dia 24 16
(TPP, Trasadingen, Switzerland). Sau bon tdm gio, cic t€ bao dugc thu gom va
dugc phan tich bang cidch d€m t&€ bao dong chay nhu mé ta & dudi.

Cac t€ bao HPB-ALL (dong t€ bao bach ciu lympho cdp tinh T, ti
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
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Braunschweig, Germany) dugc nuéi cdy trong RPMI, 10% FBS. 2x10° t€ bao
dugc phan bo dia ddy hinh chit V 96 16 (TPP, Trasadingen, Switzerland), va dugc
ly tam trong ba phit & 1300 vong/phit; dich ndi bén trén dugc bd di, céc t&€ bio
dugc thu gom va dugc phan tich bang cdch dém t€ bao dong chdy nhu mo ta &
dudi.

Céc PBMC va céc t€ bao HPB-ALL di diéu ch€ & trén duge treo ling lai
trong 50pl chat dém FACS (PBS, 2% FBS, 10% Versene (Invitrogen, USA) cling
v6i 5pg/mL khang thé 1D4 thé kham hoic Sug/mL cha d6i ching déng kiéu thich
hop hodc 20ul cta khéng thé khing OX40 cla ngudi thuong mai di ddnh d4u
bing PE (dong vo tinh 1106, BD Biosciences, Allschwil, Switzerland). Céc t& bao
dugc u trong 30 phiit trong dd, dugc rira hai 1an va treo ling lai trong 50ul chat
dém FACS. IgG-Phycoerithrin-PE khing ngudi (BD Biosciences, Allschwil,
Switzerland) da pha lodng 1/200 duoc sit dung dé phat hién khing thé 1D4 thé
kham va khdng thé déi chiing dong kiéu. Cac t€ bao duogc U trong 15 phit trong d4,
dugc rira mot 14n, treo ling lai trong 400ul chat dém FACS va duge phan tich trén
thiét bi FACS (Cyan, Beckman Coulter International S.A., Nyon, Switzerland).

C4c t€ bao so cdp cua khi cynomoigus

Madu nguyén ven tir khi Cynomolgus (14y tir Professor Eric Rouiller, Phong
thi nghiém cua Neurophysiology, University of Fribourg, Fribourg, Switzerland),
duoc thu thap trong cic Ong xitrat (BD Biosciences, Allschwil, Switzerland). Hai
mL PBS dugc tron cing v6i 3 mL mdu va hén hgp nay tdch 16p trén dinh caa 10
ml ctia hén hgp 85:15 Ficoll:PBS (GE Healthcare Europe GmbH, Glattbrugg,
Switzerland). Cdc méu dugc ly tam trong 20 phit & nhiét do trong phong ma
khong 1am phé v3. Lép PBMC dugc thu gom va duge rira ba 14n bang PBS. Cic t&
bao duge treo ling lai v6i 3x10° t&€ bao/mL trong méi trudng Eagle di cai bién cia
Dulbecco (DMEM, PAA Laboratories, Pasching, Austria), 10% FBS (PAA
Laboratories, Pasching, Austria), axit amin khong co ban (PAA Laboratories,
Pasching, Austria) 1mM Natri Pyruvat (PAA Laboratories, Pasching, Austria),
2mM Ultraglutamin (Lonza, Belgium), 100U/ml Penixilin (Biochrom AG,
Germany), 100pg/ml streptomyxin (Biochrom AG, Germany). Mot mL huyén phu
t€ bao dugc phan b6 trong dia 24 16 (TPP, Trasadingen, Switzerland) va 10ug/ml
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PHA (PHA/M, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) 100 U/mL rHu
IL-2 (Proleukin, Novartis, Basel, Switzerland) dugc bd sung vao. Céc t&€ bao dugc
u trong 50 gio & 37°C trong may a 5% CO,. PBMC d3 hoat héa dugc thu gom va
treo limg lai trong PBS/2,5% FBS (chat d¢ém FACS). Bon muoi nghin t€ bao trong
50ul chat dém FACS dugc phan bs dia ddy hinh chit V 96 16 va khéng thé 1D4
0X40-thé kham khdng ngudi da biotinyl héa hoic khéng thé déi chiing déng kiéu
da biotinyl héa hoic 0X40 khéng ngudi thwong phdm da biotinyl héa dugc phat
trién trong ciru (BD Biosciences, Allschwil, Switzerland) dugc bd sung vio cic 16
v6i 25pug/ml. Cdc méiu dugce U trong 20 phit trén d4 va sau d6 céc t€ bao dugc ria
hai 14n bang chit dém FACS lanh va sau d6 dugc U cling véi Streptavidin-PE (BD
Biosciences, Allschwil, Switzerland) véi mitc pha loang 1:20 trong 15 phiit trong
da. C4c t€ bao duoc rita mot 14n bang chat dém va sau do6 treo ling lai trong 300pl
chat dém FACS. Propidi iodua véi thé tich 2l (PI; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Buchs, Switzerland) dugc bd sung trong mdi miu dé loai trir ra cic t€ bio chét.
Céc t€ bao dugc phan tich bing cdch dém t& bao dong chdy (Cyan, Beckman
Coulter International S.A., Nyon, Switzerland).

Fig.3A va Fig.3B cho thdy ring khdng thé 1D4 thé khidm c6 kha ning nhan
dién OX40 duoc biéu hién trén bé mit cla céc t€ bao lympho dd hoat héa clia
ngudi va cua khi cynomologus, mot cdch tuwong tng, nhd vay c6 hoat tinh phan

ting chéo rat dugc mong muén cho viéc phét trién thuéc.

Vidu5
Hing s6 4i luc gin két dong hoc clia khdng thé 1D4 thé kham cho viing ngoai bao
thu thé OX40 clia ngudi bdi cong hudng plasma bé mit (SPR)

Hing s6 4i luc gin két dong hoc (KD) dugc xac dinh trén khdng thé di bat
gitt protein-A béng céch sit dung ving ngoai bao thu thé OX40 clia ngudi huéng
dich histidin t4i t6 hogp nhu dugc mo ta trong Vi du 1 1am chét phan tich. Viéc do
duogc ti€n hanh trén BIAcore 2000 (GE Healthcare - BIAcore, Uppsala, Sweden) &
nhiét do trong phong, va duoc phan tich bang phdn mém BiaEvaluation (BIAcore;
v4.1). |

Chip cam bién loai nghién citu CM5 (GE Healthcare Europe GmbH,

Glattbrugg, Switzerland; BR-1000-14) dugc hoat hod bang c4ch tiém 35ul dung
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dich 1:1 N-hydroxysulfosuxinimit (NHS)/1-etyl-3-[3-
dimetylaminopropyl]carbodiimit hydroclorua (EDC) (thé tich/thé tich; Iuu luong
Sul/phit; trén cidc duong chay 1 va 2). Protein-A (ref. P7837; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) dugc pha lodng t6i ndng do cudi 1a 50pug/ml
trong chat dém axetat c6 do pH 4,5 (GE, BR-1003-50; mét don vi pH duéi pl) va
sau d6 c6 dinh trong chip cam bi€n CM5 da hoat héa tit truée bang cich tiém 35ul
trén ca hai dudng chay 1 va 2 (5ul/phdt); né tuong ing véi khodng chimg 1500
don vi d4p tng (RU). Chip cam bién protein-A-CMS5 sau dé dugc khir hoat tinh
bang céch tiém 35ul dung dich etanolamin (5ul/phit). Cuéi cling, hai 14n tiém
10ul dung dich glyxin (GE, ref. BR-1003-54; 10 mM; pH 1,5) dugc thuc hién dé
giai phdéng céc phan tit protein-A khong lién két ngang.

Trude khi do 4i luc, thir nghiém gi6i han chuyén khéi duge thyc hién bing
céch tiém nong do cd dinh cla chét phan tich vao lugng c6 dinh clia khing thé bat
gilt protein-A véi cic luu lugng khéc nhau (5, 15, 30, 50, 75l/phit trong 2 phiit).
Phép phén tich cdc hé s6 géc theo luu luong & cdc luu lugng khéc nhau biéu thi
cho su chuyén khéi.

D€ do 4i lyc, khéng thé 1D4 thé kham dugc luu giit trong 1 x chat dém PBS
da dugc pha lodng t6i nong do cudi 1a 15 nM trong chat dém HBS-EP (GE, ref.
BR-1001-88; 0,01 M Hepes, 0,15 M NaCl, EDTA 3mM, 0,005% Chit hoat dong
bé mat P20, d6 pH 7,4). 10ul nguyén liéu da pha lodng nay sau dé dugc phun trén
dudng chay 2 cua chip protein-A CM5 (30ul/phit) dé dat 200-250 RU. Sau buéc
bt giit nay, viing ngoai bao thu thé OX40 clia ngudi huong dich histidin t4i t6 hop
dugc phun véi cc néng do khac nhau (50nM t6i 0,4uM) trén céc dudng chdy 1 va
2 (dudng chdy 1 dugc sir dung l1am tham chi€u) vé6i lugng 30pl/phiit. Sau méi su
kién gin két, bé mit dugc téi sinh bing chat dém glyxin véi do pH 1,5 duge phun
trong 1 phit (10ul/phait).

Viéc do (sensorgram: fc2-fc1) dugc 1am thich dng t6t nhat véi mo hinh chat
phan tich héa tri hai 2:1 c¢6 su chuyén khéi. D€ tinh todn cho céc bién thé thir
nghiém trong khdng thé by protein-A khi bat didu mdi phép do, gi4 tri Rmax duoc
thiét 1ap dé dinh vi trong tat c céc thich dng. C4c khoang thdi gian phan ly it nhat

1a 300-600 giay. Phép do dugc thuc hién hai 14n va bao gém céc mau néng khong
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dé tham chi€u. Gi4 tri Chi2 thé hién tdng c4c gi tri khic biét binh phuong gitta dit
liéu thit nghiém va dit liéu tham chi€u & médi diém; trong khi c4c biu dé cha cic
s6 du biéu thi sy chénh léch dit liéu thir nghiém va dit lieu tham chiéu cho méi
diém trén dudng thich tng. CA gié tri Chi2 14n c4c gi4 tri du duoc sir dung dé dénh
gid chat lugng thich tng giita dit liéu thit nghiém va c4c mo hinh gén két riéng.

Viéc do duoc thuc hién hai 14n v6i khing thé OX40 khéng ngudi thé kham
da bat giit dugc cd dinh trén chip cdm bién protein-A va viing ngoai bao thu thé
0X40 cia ngudi huong dich histidin t4i t6 hgp lam chat phén tich. Gi4 tri KD nim
trong khoang tir 91 dén 116 nM cling véi céc gi4 tri Chi2 < 1,25.

Vidu6
Lam tuong thich véi ngudi khdng thé 1D4 don dong clia chuot

Qua trinh 1am tuong thich véi ngudi khang thé 1D4 clia chudt OX40 khéng
ngudi bao gém viéc chon loc céc khung thé nhan & ngudi, cic dot bién ngugc, va
cdc dot bién luu gift co ban va/hodc cai thién cdc dic tinh gén két clia cic khung

thé nhan da ghép hop CDR & ngudi da duoc mo ta.

Thiét k€ cdc ving thay ddi dugc tao hinh lai

Viéc so trung tinh tuong déng dugc 4p dung dé chon loc céc khung thé
nhan & ngudi dé ghép hop véi cdc 1D4 CDR. Cic co sé dit liéu, vi du, co s& dit
liéu c4c gen thay d6i dong phoi t loci globulin mién dich clia ngudi va chuot (co
s¢ dit lieu IMGT (The international ImMunoGeneTics information system®;
Lefranc MP et al., (1999)Nucleic Acids Res. 27(1): 209-12; Ruiz M et al.,
(2000)Nucleic Acids Res. 28(1): 219-21; Lefranc MP(2001)Nucleic Acids Res.
29(1): 207-9; Lefranc MP(2003)Nucleic Acids Res. 31(1): 307-10; Lefranc MP et
al., (2005)Dev. Comp. Immunol. 29(3): 185-203; Kaas Q et al., (2007)Briefings in
Functional Genomics & Proteomics, 6(4):253-64) or the VBASE2 (Retter Iet al.,
(2005) Nucleic Acids Res. 33, Database issue D671-D674) hodc co s& dit liéu
Kabat (Johnson G et al., (2000) Nucleic Acids Res. 28: 214-218)) hodc cdc cong
b6 (vi du, Kabat EAet al., néu trén) c6 thé duge sit dung dé nhan dién cac phan ho
& ngudi ma céc ving chubi nang va chubdi nhe V & chuot thudc ching va x4c dinh

khung dong phoi & ngudi phit hop nhédt dé sir dung 1am phan tir thé nhan. Viéc
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chon loc céc trinh ty VH va VL thudc céc phan ho dé sir dung 1am thé nhan c6 thé

dua trén co s& tinh tuong dong vé mat trinh tu va/hodc su so tring cau tric clia cic

viung CDR1 va CDR2 gitp cho viéc bao toan su trinh bay tuong d6i thich hop cua
~ sdu CDR sau khi ghép hop.

Vi du, viéc st dung co s& dit lieu IMGT cho thdy c6 miic do twong dong t6t
gita chubi ning ving thay ddi khung 1D4 va c4c thanh vién clia clia phan ho
ving thay d6i chubi ning clia ngudi 2. Tinh twong déng cao nhit va tinh déng
nhét cta ca hai CDR va céc trinh ty viing khung dugc quan sét d6i véi cdc trinh tu
dong phoi: IGHV 2-70%10 (SEQ ID NO: 19), IGHV2-70*01 (SEQ ID NO: 20),
IGHV2-70*13 (SEQ ID NO: 21), IGHV2-5*09 (SEQ ID NO: 22), va IGHV2-
70*11 (SEQ ID NO: 23), tét ca ching déu c6 miic twong dong trinh tu 16n hon
73% cho toan bo trinh ty lén t6i CDR3. IGHV 2-70*10, IGHV2-70*01, va
IGHV2-70*13 ¢6 mic twong dong trinh tu 1a 74%; trong khi IGHV2-5%09, va
IGHV2-70*11 1an lugt ¢6 mic tuong déng trinh tu 1a 73,5% va 73%.

Bang c4ch st dung cling phuong phép nay, trinh tu viing thay déi chubi nhe
1D4 c6 midc tuong dong trinh ty t6t v6i cdc thanh vién cta phan ho kappa viing
thay d6i chudi nhe clia ngudi 3. Tinh twong ddng cao nhét va tinh déng nhat clia ci
hai CDR va c4c trinh ty ving khung dugc quan sét d6i véi c4c trinh tu dong phoi:
IGKV3-11*01 (SEQ ID NO: 24) (mic tuong déng: 65,3%), IGKV1-39*01 (SEQ
ID NO: 25) (mtc twong déng: 64,9%), IGKV1D-39*01 (SEQ ID NO: 26) (mitc
twong dong: 64,9%), IGKV3-11*02 (SEQ ID NO: 27) (miic twong dong: 64,2%),
va IGKV3-20*01 (SEQ ID NO: 28) (mtc tuong déng: 62,5%).

Trong s6 cdc di€m khdi ddu cho quy trinh Iam tuong thich véi ngudi, céc
ving thay d6i IGHV 2-70*10 (SEQ ID NO: 19), va IGKV3-11*01 (SEQ ID NO:
24) cta ngudi dugc chon 1am céc thé nhan d6i vé6i cdc 1D4 CDR. IGHV 2-70*10
dugc chon so véi cdc ving thay déi chudi ning clia ngudi khic nhd mitc turong
déng siéu viét ctia né véi 1D4 trong viing khung ctia né.

Mot khdng thé dugc lam tuong thich véi ngudi thit nhit chia déng kiéu
gama cta ngudi dugc diéu ch€ (xem & dudi). Khdng thé nay bao gébm viing thay
d6i chubi nang lai ngudi-chuét va viing thay déi chudi nhe lai ngudi-chudt. Ving
thay d6i chubi nang lai ndy dva trén co s& ving thay ddi chudi ning ctia ngudi

IGHV 2-70*10 trong d6 dong phoi CDRI1 va 2 lan lugt duge thay thé€ cho 1D4
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chubdi nang CDR1 va 2. Trinh tu doan JH phit hop nhat véi khung thé nhan cla
ngudi dugc nhan dién tir cdc tra ctu IMGT di néu trén. Trinh tu thay déi chudi
nang lai ngudi-chuét thu dugc cé cic ving khung IGHV 2-70*10 ctia ngudi, cic
CDR cua chuét 1D4, va JH phi hgp nhat véi thé nhan clia ngudi duge nhic dén
trong Ban mo ta 12 chudi ning ving thay déi VHI c6 SEQ ID NO: 29. Tuong tur,
viing thay ddi chudi nhe lai ngudi-chuot dugc st dung cho d6i tugng nghién citu
khéng thé dugc 1am twong thich vé6i ngudi thit nhat cé cac ving khung IGKV3-
11#01 ctia ngudi, cdc CDR cta chudt 1D4, va JK phi hgp nhét véi thé nhan clia
ngudi, va duge nhac dén trong Ban mo té 1a chudi nhe ving thay déi VL1 ¢ SEQ
ID NO: 30. Khéng thé dugc 1am twong thich véi ngudi thit nhat nay bao gém VHI
va VL1 duoc viét tit & day 1a khang thé VH1/VLI1.

Tao déng ki€u khéng thé dugc 1am twong thich v6i ngudi thit nhat

Céc trinh ty ADN m3 héa (cADN) cho VHI1 va VL1 dugc tdng hop theo
format scFv béi GENEART AG ’(Regensburg, Germany) nho dé cho phép mot
trinh tu ADN don bao ham ca hai ving thay déi (SEQ ID NO: 31). C4c ving thay
d6i cADN riéng dugc 14y ra tir céu tric scFv nay béi PCR, va duogc lap rép tiép
phia trude (cic) trinh tu cADN ving 6n dinh tuong tng ctia chiing bing cé4ch sit
dung k¥ thuat 18p rdp PCR. Cuéi cling, cic cADN chubi ning va chudi nhe ddy da
dugc budc trong cdc vat truyén doc 14p dua trén co s& vat truyén pcADN3.1 d3 cai
bién (Invitrogen, CA, USA) mang chit trg xic tic CMV va tin hiéu poly-adenyl
héa Bovine Growth Hormone. Vat truyén dic thi chudi nhe cho phép biéu hién
cdc cdc chudi nhe dong kiéu kappa clia ngudi béi viéc ndi viing thay déi chudi nhe
cADN dugc quan tim bhfa truc cia cADN ving 6n dinh chudi nhe kappa sir
dung céc vi tri gi6i han enzym BamHI va BsiWI; trong khi vat truyén dic thu
chubi nang dugc xay dung dé cho phép néi chudi ning viing fhay déi cADN duoc
quan tAm nam phia trudc trinh tv cADN ma héa c4c ving 6n dinh IGHG1 CHI1,
viing ban 18 IGHGI, IGHG1 CH2, va IGHG1 CH3 clia ngudi bing céch sir dung
céc vi tri gi6i han enzym BamHI va Sall. Trong ca hai vat truyén biéu hién chudi
nang va chudi nhe, su ti€t dugc phat dong bai peptit din dau VI2C clia chuot chia
vi trf BamHI. Vi trf giéi han enzym BsiWI nim trong ving én dinh kappa; trong
dé6 vi tri giéi han enzym‘SaII duoc tim thdy trong ving IGHG1 CH1 domain.
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Khing thé VH1/VL1 dugc san xuat nhanh bdi viéc déng chuyén nhiém céc
lugng tuong duong clia cc vat truyén chudi niang va chudi nhe vao cic t&€ bao
HEK293-EBNALI di 1am thich ting & dang huyén phit (chi s6 danh muc ATCC®:
CRL-10852) nho st dung polyetylenimin (PEI, Sigma, Buchs, Switzerland).
Thong thudong, 100ml t€ bao trong huyén phi v6i mat do 0,8-1,2 triéu t€ bio trén
ml dugc chuyén nhiém bang hén hgp ADN-PEI chita 50pg vat truyén biéu hién
ma héa chudi nang va 50pg vat truyén biéu hién ma héa chudi nhe. Khi céc vat
truyén biéu hién t4i t6 hop ma héa céc gen khang thé dugc dua vio cic t&€ bao cha,
thi cdc khdng thé dugc sdn xuét bing cdch nudi cdy ti€p cic t&€ bao trong khoing
thdi gian 4 t6i 5 ngay dé cho phép tiét vao méi trudng nuéi cay (EX-CELL 293,
moi trudng khong huyét thanh HEK293; Sigma, Buchs, Switzerland), cé bd sung
0,1% axit pluronic, 4 mM glutamin, va 0,25pg/ml genetixin).

Khéng thé VH1/VL1 dugc tinh ch€ tr dich néi bén trén khong t& bio bing
cdch stt dung moi trudng dong protein-A tdi t6 hop (GE Healthcare Europe
GmbH, Glattbrugg, Switzerland), va dugc trao d6i v6i mudi dém phosphat truée
céc thir nghiém. Sy gin két v6i OX40 clia ngudi duoc x4c dinh bdi SPR nhu duge

mo ta trong Vidu 5.

Céc dot bién nguoc cta cac khung & ngudi da ghép

Do viéc ghép hop thing céc CDR tir khang thé ctia chuot 1D4 din dén viéc
d6i tuong nghién ctru khong c6 gan két v6i OX40 clia ngudi (Bang 6 va FIG. 4),
nén sy dot bién trong d6 cic goc cua ngudi duge thé cho cdc géc clia chudt duge
bat ddu. Quy trinh nay con duge goi 1a su gay dot bién nguge va né 1a mot qué
trinh khé du dodn nhat trong viéc lam tuong thich v6i ngudi cho cc khang thé don
dong. N6 do hoi viéc nhan dién va chon loc cdc goc khung t6i han tir khédng thé
ctia chu6t can duge luu gitt dé bao toan 4i luc, dong thoi gidm thiéu tinh sinh mién
dich hiéu luc trong khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi. Bang 7, Bang 8, va
FIG. 5 thé hién c4c g6c (hé dénh s6 Kabat) khac nhau gifta cic khung khéng thé
ctia ngudi va clia chudt. Cic g6c c6 thé &nh hudng t6i hinh thé ctia cic CDR hoic
boc g6i bén trong viing thay ddi clia d6i tugng nghién citu cu thé do chiing c6 thé

c6 tdc dong manh nhét t6i 4i luc khang thé.

-79-



25401

Dé nhan dién cdc goc c6 thé anh hudng t6i hinh thé cia cdc CDR hoic boc
g6i bén trong ving thay déi, mot mo6 hinh 3D cho cip VH1-VLI cla céc viing
thay déi dugc tinh to4n nhd stt dung fnéy cht 1ap mo6 hinh tuwong déng ciu triic
SWISS-MODEL (Amold K et al.,, (2006) Bioinformatics, 22(2): 195-201;
http://swissmodel.expasy.org) dugc thiét 1ap & ch&€ do tur dong. Phép phana tich
mau cho phép chon loc mot tap phu cla céc vi tri dua trén co s& anh hudng gia
dinh cta chiing t6i cdc ving CDR vung va/hodc géi viing thay déi chudi ning-
chudi nhe. Tap phu nay cla c4c vi tri gébm céc vi tri chudi niing thay déi: 23, 35b,
43, 50, 60, va 62 ciing nhu céc vi tri chudi nhe thay déi: 1, 33, 34, 46, 47, 54, 56,
va 71 (h¢ dénh s6 Kabat). Ngoai cdc dot bién ngugc nay, vi tri chudi nhe Y31
dugc tim thdy trong khdng thé VH1/VL1 di dugc xda trong mot s6 d6i twong
nghién ctu.

~Céc doi tuong nghién ctu duge 1am tuong thich véi ngudi khac dua trén co
s& cac két hop khic nhau cta céc thay th€ chudi nang va chudi nhe dugce diéu ché
trong pham vi trinh ty khéang thé VH1/VL1 bing céch sit dung c4c dot bién tiéu
chuén va céc phu'dng phdp d3 mo ta & trén. Cdc doi tuong nghién cttu khing thé
duoc 1am twong thich véi ngudi duge thir nghiém vé dia luc gin két clia ching
bing SPR nhu dugc mo6 ta trong Vi du 5.

Hiéu suét va dic tinh gin két clia mot s6 khing thé dugc 1am twong thich
v6i ngudi dua trén co s& c4c thay the€ don 1é hoic céc t6 hgp thay thé duoc thé hién |
trong Bang 6. Ngoai 28 khéng thé c6 biéu hién, chin d6i tuong nghién citu khéng
c6 sy gan két bat ky v6i OX40 clia ngudi, v mot nhém chin déi tugng khic c6
gan két tir y&u t6i t6i. Cac khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi trén co s&
VL9 thé hién nhdt quén nhét sy gén két yéu véi OX40 clia ngudi bdi SPR. Duy
nhat hai khéhg thé, VH6/VL9 va VH7/VL9 thé hién su gin két t6t v6i OX40 cha
ngudi. C4 hai khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi déu cé cc dot bién nguge
& cc vi tri chubi nang thay d6i: 23, 35b, 50, 60, va 62 va céc vi trf chudi nhe thay
ddi: 33, 34, 46, 47 va 71 (hé danh s6 Kabat). Ngoai cic dot bién nguoc niy, ca hai
VH6/VL9 va VH7/VL9 déu c6 1¢i tix viéc loai bd vi tri chudi nhe 31. Diéu déng
ngac nhién la VH7/VLO9 c6 ai luc dugc cai thién cho OX40 cla ngudi so véi
khéng thé kham 1D4 va bién thé VH6/VL9. Céc 4i luc gén két clia cic khang thé

duge 1am tuong thich v6i ngudi duge tém tét trong Bang 9.
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D¢ 6n dinh nhiét cla c4c khang thé khidng OX40 d3 dugc 1am tuong thich véi
nguoi dugce chon theo phép do nhiét lugng quét vi sai

Viéc do d6 6n dinh nhiét clia clia cdc khdng thé dugc 1am twong thich véi
ngudi duge do bing céch dp dung ohép do nhiét lugng quét vi sai (DSC). Profin
néng chay cta c4c khdng thé don dong la dic tA cho cic déng kiéu clia ching
(Garber and Demarest (2007), BBRC 355:751-7), tuy nhién nhiét do néng chay
quén binh ctia doan FAB c6 thé dugc nhan duge dé dang ngay ca trong trudng hop
IgG véi chiéu dai ddy du. Su néng chdy quén binh cta phan FAB duoc sit dung dé
theo ddi do én dinh don dong clia cdc d6i tuong nghién ctu di duge lam tuong
thich véi nguoi.

Cic phép do nhiét lugng dugc ti€n hanh trén vi nhiét luong k& vi sai VP-
DSC (MicroCal, Northampton, UK). Thé tich t€ bao 14 0,128ml, t6c d6 gia nhiét 1a
200°C/gio, va 4p sudt du dugc git & 65psi (448,5KPa). Tat ca cdc doan protein
dugce st dung v6i nong do 1mg/ml trong PBS (d6 pH = 7,4). Nhiét dung mol cta
méi protein dugc uGe tinh bang cdch so sdnh v6i hai méu chita chit dém giong hét
nhung c6 mat protein. Cac d6 thi nhiét dung mol riéng phin va néng chay duogc
phan tich bang cdch 4p dung cic quy trinh tiéu chuin. C4c biéu d6 nhiét duoc hiéu
chinh trén co s& dudng nén va néng d6 dugc chuén héa truée khi duge phan tich -
bang céch stt dung mo hinh Non-Two State trong phan mém Origin v7.0.

Doan VH6/VL9 FAB bién thé duoc lam tuong thich véi ngudi biéu hién su
chuyén déi duy nhat & 76,3°C véi hinh dang va bién dé phit hop véi mot khong
cudn gap hop tdc xa thudng quan sat dugc doi véi cac doan FAB dugc cudn chat
chiing t6 rang quy trinh x4y dung da thanh coéng vé viéc luu giit tinh 6n dinh FAB.

Toan b bién thé duge 1am twong thich véi ngudi déu cé tinh 6n dinh nhiét tét.
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Bang 6: C4c khdng thé OX40 khéng ngudi di duge 1am twong thich véi ngudi

Bién thé SEQ C4c dot bién Biéuhién | Gin
khéng thé | ID NO VH/VL nhit thoi | két véi
d3a mdugc (mg/1) 0X40
lam tuong clia

thich véi nguoi

nguoi

(IGHG1)

VHI/VL1 | 32,39 | N.A/N.A. 40 Khong
VHI1/VL2 | 32,40 | N.A/L33M 21 Khong
VHI1/VL3 | 32,41 | N.AJF71Y 17 Khong
VH2/VL1 | 33,39 [ T23S/N.A. 13 Khong
VH2/VL2 | 33,40 | T23S/L33M 17 Khong
VH2/VL3 | 33,41 | T23S/F71Y 14 Khong
VH3/VL1 | 34,39 | RS0H/N.A. 23 Khoéng
VH3/VL2 | 34,40 | R50H /L33M 22 Khong
VH3/VL3 | 34,41 | R50H /F71Y 18 Khong
VH4/VLA | 35,42 | T23S-RS0H/L33M-F71Y 15 Kém
VH4/VL9 | 35,47 | T23S-R50H/ 3 Yéu
Khuyét Y31-L33M-A34H-L46P-LA7TW-
F71Y
VHS5/VL4 | 36,42 | T23S-R50H-S60N-S62A/L.33M-F71Y 15 Kém
VHS5/VLS | 36,43 | T23S-R50H-S60N-S62A/ 2 Kém
L33M-146P-L47W-F71Y
VHS5/VL6 | 36,44 | T23S-R5S0H-S60N-S62A/ 2 Kém
E1Q-L33M-LA6P-14A7TW-F71Y
VHS5/VL9 | 36,47 | T23S-R50H-S60N-S62A/ 6 Yéu
Khuyét Y31-L33M-A34H-L46P-LA7TW-
F71Y
VH6/VLS5 | 37,43 | T23S-S35bG-R50H-S60N-S62A/ 0 N.D.
L33M-146P-147TW-F71Y
VH6/VL6 | 37,44 | T23S-S35bG-R50H-S60N-S62A/ 0,5 N.D.
E1Q-L33M-LA46P-147TW-F71Y
VH6/VLT | 37,45 | T23S-S35bG-R50H-S60N-S62A/ 14 N.D.
Khuyét Y31-L33M-F71Y
VH6/VL8 | 37,46 | T23S-S35bG-R50H-S60N-S62A/ 7 N.D
Khuyét Y31-L33M-A34H-F71Y
VH6/VL9 | 37,47 | T23S-S35bG-R50H-S60N-S62A/ 3,5 Tot
Khuyét Y31-L33M-A34H-L46P-147W-
F71Y
VH6/VL10 | 37,48 | T23S-S35bG-R50H-S60N-S62A/ 0,5 N.D.
Khuyét Y31-L33M -R54L-T56S-F71Y
VH6/VL11 | 37,49 | T23S-S35bG-R50H-S60N-S62A/ 5,5 N.D.
Khuyét Y31-L33M-A34H-R54L-T56S-
F71Y
VH7/VL5 |38,43 [T23S-S35bG-I48L-R5S0H-S60N-S62A/ |1 N.D. .
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F71Y

Bién thé SEQ Céc dot bién Bi€uhién | Gin
khang thé | IDNO VH/VL nhat thoi | két véi
da mdugc (mg/l) 0X40
lam tuong ctia

thich véi nguoi

nguoi

(IGHG1)

L33M-LA6P-IATW-F71Y

VH7/VL6 | 38,44 | T23S-S35bG-148L-R50H-S60N-S62A/ |1 N.D.
E1Q-L33M-L46P-LA7TW-F71Y

VH7/VL7 | 38,45 | T23S-S35bG-148L-R50H-S60N-S62A/ | 1,5 Yéu

' Khuyét Y31-L33M-F71Y

VH7/VL8 | 38,46 | T23S-S35bG-148L-R50H-S60N-S62A/ | 10 Yéu
Khuyét Y31-L33M-A34H-F71Y

VH7/VL9 | 38,47 | T23S-S35bG-I148L-R50H-S60N-S62A/ |3 T6t
Khuyét Y31-L33M-A34H-L46P-147TW-

» ' F71Y

VH7/VL11 | 38,49 | T23S-S35bG-148L-R50H-S60N-S62A/ | 11,5 Yéu/

Khuyét Y31-L33M-A34H-R54L-T56S- Tot

N.D.: khong x4c dinh
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Béng 7: so sdnh c4c khung IGHV 2-70*10 thay déi chudi nang thé nhan cia ngudi
va 1D4

Vi tri Kabat 1D4 CDR da ghép hop IGHV 2-70*10
10 G A
11 I L
12 L \Y%
13 - Q K
15 S T
19 S T
23 S T
35b G S
41 S p
44 G A
148 L I
50 H R
60 N S
62 A S
65 S T
_ |66 G R
79 F \Y%
81 K T
82 I M
82a A T
82b S N
82c Y M
84 T P
85 T \Y%
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Bang 8: so sanh céc khung IGKV 3-11*01 thay déi chudi nhe thé nhan clia ngudi
va 1D4

Vi tri Kabat | 1D4 CDR da ghép hop IGKV 3-11%01
1 Q E
10 I T
13 A L
18 K R
19 v A
20 M L
2 T S
3 M L
3 H A
42 S Q
B3 S A
45 K R
46 P L
47 W L
54 L R
56 S T
58 v T
70 S D
71 Y F
72 S T
76 N S
77 R S
78 v L
20 A P
83 A F
85 T v
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Béng 9: cédc dac tinh gén két cha cdc khéng thé khang OX40 thé kham va da duoc

lam tuwong thich véi nguoi duge chon.

Cé4c bién thé di dugc | SEQ ID k., (1/Ms) Kog (1/5) Kp (nM)

lam tuong thich vé6i NO

nguoi

Thé kham 1D4 50, 51 3,4x10* 3,08x107 91

VH6/VL9 37,47 3,54x10* 3,56x107 101

VHT7/VL9 38,47 4,45x10* 3,12x107 70
Vidu7

Dic ta epitop cdc khdng thé khdng OX40 di dugc 1am twong thich v6i ngudi.

Dé diac ta epitop cia céc khéng thé khing OX40 di dugc 1am tuong thich
v6i ngudi, khang thé VH6/VL9 dugc 1ap ban d6 dé x4c dinh viing ngoai bao OX40
clia ngudi bang cich sir dung céc protein thé khdm OX40 clia ngudi-chudt khic
nhau.

Diéu ché cic protein thé kham OX40cha ngudi-chuot va ELISA

Céc protein OX40 ctia chuét va ciia ngudi-chudt duge format dudi dang céc
protein dung hop Fc theo phuong phdp da mo ta trong Vi du 1. D6i véi ELISA, cic
protein OX40 dugc phu véi mic 2ug/mL, trong PBS, qua dém & 4°C trong cic dia
96 16 gén két cao (Coastar). Dia nay dugc phong b& bang PBS 2% Bovine Serum
Albumin (BSA)‘ truéc khi G cing v6i khéng thé VH6/VL9 hoic khang thé doi
ching déng kiéu. Sau d6, dia nay dugc rira va dugc @ cling v6i doan Ig F(ab’)2
khing ngudi-dé dic hiéu cho HRP (Jackson Immunoresearch Europe Ltd,
Newmarket, UK). Sau khi rira, dia dugc 0 cung v6i co chat TMB (Bio-Rad
Laboratories AG, Reinach, Switzerland) dé 16 ra gén két khang thé. Phan ting duoc
dimg lai béng céch bd sung 2M H,SO, va mat d6 quang duoc doc & 450nM (OD
450nM) trén quang phd k€& Synergy HT2 (Biotek, USA; nha phan phsi: WITTEC
AG, Littau, Switzerland).

Céac két qua

-86-




25401

Khong phu thudc vao nguén gdc, ving ngoai bao OX40 duge chia thanh
bdén mddun ciu tric chi cho cdc mién 1, 2, 3 va 4 (Compaan DM & Hymowitz SG
(2006) Structure, 14(8): 1321-30). Cac proteih 0OX40 thé khdm tuong tng véi
vung ngoai bao clia 0X40 ctia ngudi (axit amin 29-214 ciia TNFRSF4 clia nguoi,
dénh s6 theo trinh ty Uniprot P43489) dugc x4y dung bing céch trao d6i mét hoic
nhiéu trong s6 bon mién giifta c4c trinh ty ngudi va chuodt. Vi du, protein RHRR
0X40 thé kham tuong Gng v6i viing ngoai bao OX40 ctia chuét trong dé ving thit
hai d3 dugc thay thé€ bang béang trinh tu mién clia ngudi twong ng.

ELISA gén két dugc thuc hién dé thlr nghiém hoat tinh phan @ng ctia khing
thé VH6/VL9 trén viing ngoai bao OX40 clia ngudi (viét tat 1A HHHH vé6i SEQ ID
NO: 11), ving ngoai bao OX40 ctia chuot (viét tit RRRR cé SEQ ID NO: 52), va
trén bon prtein thé khdnm ngudi-chuot: RHRR (SEQ ID NO: 53), HRRR (SEQ ID
NO: 54), HHRR (SEQ ID NO: 55), va RRHH (SEQ ID NO: 56). Két qua cta
ELISA nay dugc thé hién trén Fig.7. Nhu mot diéu kién tién quyét cho thir nghiém
lap ban d6 epitop ndy, viec khdng thé VH6/VLY duoc thé hién 1a cé gin két
protein OX40 cuia ngudi nhung khong gan két protein OX40 ciia chuét, ching to
rang khong c6 hoat tinh phan tng chéo véi OX40 ctia chudt. Diéu d3 duoc chi ra
la viec khdng thé VH6/VL9 gin két RHRR va HHRR nhung khong gin két
HRRR hoic RRHH, chiing t6 rang céc ban d6 epitop VH6/VL9 nim trong mién

thit hai cia viing ngoai bao OX40 ctia nguoi.

Vidu8:
Khéng thé VH6/VL9 phong b& phan tng chuyen dang lympho nuéi cdy hdn hop
bdi cdc co ché tiéu diét va phong bé

Hiéu luc cta khdng thé VH6/VL9 dé tc ch€ in vitro cAc phan tng mién
dich dugc thlr nghiém trong phén ing chuyén dang lympho nuéi cdy hén hop di
sinh mot con duong (MLR). MLR 1a m6t m6 hinh in vitro cia qué trinh hoat héa
t€ bao T phan tng cta su tang sinh (O’Flaherty E et al., (2000) Immunology,
100(3): 289-99; DuPont B & Hansen JA (1976) Adv. Immunol. 23: 107-202). Khi
céc t€ bao don nhan mdu ngoai vi (PBMC) tir hai thé cho khong lién quan duoc
pha tron, cdc t€ bao T tao su hoat héa thong qua viéc nhan dién cdc phan tir dong

loai tuong thich mé chinh (MHC). Su hoat héa nay din dén su tang sinh ctia c4c t&
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bao lympho T. Phén tng MLR thudng dugc st dung dé chitng minh tic dong clia
cac thu6¢ ch6éng mién dich huéng dich t€ bao T (Bromelow KV et al., (2001) 7.
Immunol. Methods, 247(1-2): 1-8). C4c thudc chéng mién dich, nhu xyclosporin
tdc dong chii yéu thong qua viéc tGc ché sy hoat héa t&€ bao T. Bén canh thir nghiém
phong b& tic dong bdi khéng thé VH6/VLY, su gép phin clia cic co ché gay doc
t€ bao nhur doc tinh t&€ bao phu thudc khéng thé (ADCC) t6i su tc ché MLR ciing
dugc nghién cttu. Ba format khdng thé khdc nhau ctia khang thé VH6/VL9 dugc
thlt nghiém trong thlt nghiém nay: format IGHG1 (trong nay duoc viét tit 13
VH6/VLY), format IGHG1 (IgG1) khong dugc fucosyl héa (trong niy dugc viét
tat 1a VH6/VL9 khéong dugc fucosyl héa), va format IGHG4 (IgG4) (trong nay
dugc viét tat 1a VH6/VL9 IGHG4 S228P). C4c khang thé IGHG1 (IgG1) da biét 1a
c6 nang lyc cho co ché doc tinh t&€ bao nhu ADCC. Céc khang thé IGHG1 khong
fucosyl héa di biét 1a c6 biéu hién ting cuong hoat tinh ADCC do 4i luc cao hon
d6i v6i FeyRIIa duge biéu hién trén céc t& bao doc t6 nhu cc t&€ bao giét tu nhién
(céc t€ bao NK) (Mizushima T et al., (2011) Genes Cells, 16(11): 1071-80). Trong
d6, cac khang thé IGHG4 (IgG4) dd biét 1a khong c6 céc co ché gay doc t€ bao
théng qua trung gian Fc nhu ADCC.

Format khéng thé VH6/VL9

Viéc format globulin mién dich IGHG4 c6 thay th€ S228P dat dugc bang
céch thay th€ trinh tu cADN mé héa céc ving c6 dinh IGHG1 CHI1, viing ban 1&
IGHG1, IGHG1 CH2, va IGHG1 CH3 cho trinh te cADN ma héa cdc vung c6
dinh IGHG4 CH1, vang ban 16 IGHG4 ¢4 thay thé S228P, IGHG4 CH2 va IGHG4
CH3 trong vit truyén dic thd chudi nang di mo ta trong Vi du 6. Thay th& S228P
dugc dua vao khuon miu cADN chubi nang IGHG4 cha ngudi bing k§ thuat gay
dot bién PCR tiéu chuén. Chudi nang thu dugc c6 SEQ ID NO: 57. Viéc tao khéng
thé VH6/VL9 IGHG! khong fucosyl héa theo quy trinh di mo ta trong Vi du 14
trong cong b6 W02010/095031.

Phan tng chuyén dang lympho nuéi c4y hén hop

Mau tir hai thé cho cla ngudi khdc nhau dugc thu thip trong ba S-
Monovette loai 10mL véi xitrat 1am chdt chéng dong tu (Sarstedt, Numbrecht,
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Germany). C4c t€ bao don nhan m4u ngoai vi (PBMC) tir hai thé cho clia ngudi
dugce tinh ché bang cich stt dung céc 6ng loc S0ML Blood-Sep-Filter Tube (nha
phan phdi: Brunschwig, Basel, Switzerland) theo chi din ctia nha san xuét. CAc t&
bao dugc rira hai 14n bang moi trudng Roswell Park Memorial Institute (RPMI,
PAA Laboratories, Pasching, Austria) ma khong c6 FBS. Cac t€ bao kich thich tir
hai thé cho nay dugc diéu ché bing cich 0 cing véi 50pg/ml mitomyxin C
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) trong 30 phit & 37°C. Sau d6,
céc t&€ bao duge rlra ba 1an bing RPMI ma khong c6 FBS va treo ling lai véi 1x10°
t€ bao/mL trong RPMI, 10% FBS (PAA Laboratories, Pasching, Austria), 2mM L-
glutamin (Lonza, Leuven, Belgium), 100U/ml Penixilin va 100pg/ml streptomyxin
(Biochrom AG, Berlin, Germany). Cic t€ bao ddp tng dugc treo ling lai trong
RPMI, 10%FBS, L-glutamin, 100U/ml Penixilin va 100pg/ml streptomyxin trong
vi dia ddy hinh chit U 96 16 (TPP, Trasadingen, Switzerland). 50’000 céc t€ bio
kich thich va 80’000 céc t&€ bao dép ting dugc phan b6 trong thé tich cudi 1a 100ul
cho méi 16. 100ul chat pha lodng khang thé (hodc méi trudng duy nhit) duoc bd
sung vao céc 16. Pia dugc G trong 7 ngay & 37°C trong mdy 4 5% CO,. C4c t&€ bao
dugc tao xung clng vé6i 0,5uCi ctia *H thymidin (Perkin Elmer, Basel Switzerland)
trong 18 gid cudi. C4c t&€ bao dugc thu hoach trén bd loc filtermat (Perkin Elmer)
va hoat tinh phéng xa da két hop dugc dinh lugng trén miy d€ém Wallac beta
counter (Perkin Elmer).

Céc két qua

Céc két qua thé hién trén Fig.8 ching tb ring khiang thé VH6/VL9 c6 kha
nang e ché hiéu qua MLR cho hai c4 thé khéc nhau (cdc ddp tng) véi gid tri ECs,
khoang 100ng/mL. C4c két qua ciing thé hién mot dép tng tiy thudc vao format
khdng thé dugc st dung va su chénh léch vé su gép phin phong bé va cic co ché
gay doc t&€ bao dugc quan sét trong MLR tir c4c c4 thé khéc nhau.

Hoat tinh phan tng cta cac t€ bao T tir ddp dng 1 (Fig.8A) dugc ttc ch€ mot
céch hiéu qua boi IGHGI va cic format IGHG4 chiing t6 rang céc co ché gay doc
t€ bao 1a khong quan trong vé6i ddp tng 1. Trong d6, format IGHG4 chi kém
phong b& MLR tit dép ting 2 (Fig.8B) & nong do cao va mat rat nhanh chéng hiéu
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qua clia n6é & cdc néng do thdp, trong d6 format IGHG1 c6 thé dat mitc do tc ché
trén 60%, doi vé6i dép tng 2, co ch€ giét cho hau hét tic dong tic ché.

Su khéc nhau nay vé ch€ d¢ tdc dong c6 thé 1a do thuc t& 13 su hoat héa, su
ting sinh va su song s6t clia cic t&€ bao T trong phan tng MLR la phu thudc bién
thién vao céc tin hiéu dong kich thich OX40 giita c4c c4 thé, tuy thudc vio mitc do
hoat tinh phén tng di tng nguyén va céc tin hiéu déng kich thich c¢é kha ning
khéc. D6i véi céc cd thé phu thude it vio céc tin hiu déng kich thich c6 nguén
goc tir 0X40, sy loai trir cdc t€ bao T da hoat héa béi co ché ADCC 13 mot co ché
chinh cho téc dong cua VH6/VLO.

Déng ngac nhién 1a, format IGHG1 khong fucosyl héa da biéu hién kha
nang rat hiéu luc d€ dc ch€ MLR cho c4 hai ddp tng. Su quan sit nay ndi bat &
chd ngay ca khi co ché phong bé c6 thé théa dang dé dat duge su tc ché MLR, thi
viéc b sung hodc ting cudng co ché giét cai thién tic dong tc ché cha céc khang
thé khéng OX40. Sy tang cudng nhu vay dic biét hitu ich cho viéc diéu tri c4c 16i
loan théng qua trung gian OX40 khong phu thudc vao tinh trang déng kich thich
OX40 ctia bénh nhén, vi du, khi bénh nhan c6 midc biéu hién OX40 thap.

Vidu9:
Khang thé VH6/VL9 phong bé bénh manh ghép khéc loai chéng lai ky chi

Phén ing manh ghép khéc loai chéng lai ky chit (GVH) 123 mot mé hinh cho
bénh manh ghép khéc loai chéng lai ky chi (GVHD) quan sit dugc sau khi ghép
tly xuong & bénh nhan 13 ngudi. Phan ting GVH 13 mot dép dng mién dich cap
tinh qua trung gian céc t€ bao mién dich dugc céy ghép tdn cong moi trudng vat
chi 1a két qua ciuar viéc nhan dién MHC di sinh hoic khdc loai (Murphy W7 et
al., (1996) Semin. Immunol. 8(4): 233-41). C4c t&€ bao lympho T 1a céc t& bio tic
dong chinh ctia cic phan tng GVH. Hiéu lyc chéng mién dich clia khing thé
VH6/VLY duoc thit nghiém trong mé hinh GVHD khic loai dua trén co s& hoan
nguyén chuét nhat SCID bing cdc PBMC clia nguoi. Trong mo hinh ndy, cic
PBMC ctia ngudi va céc t€ bao lympho T so cép thé hién dép tng manh chéng lai
céc t€ bao chu cia chuét. Phan tng nay din dén viém rudt va da trim trong di keém
v6i giam trong luong. Dit liéu thu thdp lién quan nhét t moé hinh nay 13 su séng

sét cua cdc dong vat.
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Phuong phép »

Céc dong vat (chuot nhéat SCID) duge chiéu sdng & dudi mic gay chét trude
khi dugc hoan nguyén bing 30 triéu PBMC clia ngudi bang céch tiém trong mang
bung. Céc chudt nhét cling dugc 1am nghéo d6i t6i cic t& bao NK clia chudt boi
hai 14n tiém méi tudn khdng thé TMbetal. Viéc xir Iy bang khang thé VH6/VL9,
Enbrel® hoic chét din thudc dugc tiém truyén finh mach mdi tudn cho nam lidu
lien ti€p va bat ddu hai ngdy trude khi tiem PBMC. Cic dong vat duoc xit 1y hoic
1a bang chét din thudc (PBS) hodc bing khang thé VH6/VL9 véi mitc 10mg/kg
hoic 1 mg/kg, hoic Enbrel® (protein dung hop ctia he ngudi tan thu thé TNF hoa
tan cia ngudi 2 da dung hop vdéi thanh phin Fe cla IgGl cha ngudi, Amgen-
Pfizer) v6i mic 8mg/kg. Cic dong vat duge kiém tra va duoc chdm diém ba lan
mdi tudn d6i véi céc trieu ching GVHD bao gém gidm can, tiéu chdy, trui long va
hanh vi chung. C4c dong vat duoc coi 1a dd chét néu nhu céc triéu chiing dugc

xem la qué nghiém trong.

Céac két qua

Fig.9 cho thdy rang khdng thé VH6/VL9 c6 hiéu luc tc ché phan ting
GVHD ngay ca véi liéu lugng thdp 1mg/kg. Pang ngac nhién 13, khéng thé
VH6/VL9 da chiing & c6 hiéu qua hon so v6i Enbrel® 1a mot chét tri liéu da duoc
thira nhén cho GVHD & nguoi (Xhaard A et al., (2011) Bull. Cancer, 98(8): 889-
99; Simpson D (2001) Expert Opin. Pharmacother. 2(7): 1109-17). Thoi gian s6ng
s6t trung binh ctia cdc dong vat dugc xlr 1y bing khdng thé VH6/VL9 véi liéu
dung 1 hoac 10 mg/kg 1a gép bon 14n so v6i nhém duge xir Iy bang chat din thube
(Bang 10) va hai l4n so véi Enbrel®. Ngoai ra, két qua nay nhén manh ring khéng
thé VH6/VL9 khong c6 hoat tinh chil van, khéng thé khang OX40 c6 tinh chi van
dd dugc cong bo 1am giam b6t GVHD trong cdc mo6 hinh GVHD ctia chu6t di sinh
(Valzasina B et al., (2005) Blood, 105(7): 2845-51; Blazar BR et al., (2003) Blood,
101(9): 3741-8), 1a mot su kién khong duge quan sat thdy trong nghién citu nay.

Bang 10: Thoi gian song sét trung binh (tinh theo ngay) clia cdc nhém xir Iy duoc

chira
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Xu Iy Chat dan thu6c | Enbrel® 1D4 1D4
(Img/kg) (10mg/kg)

Su s6ng sét trung | 11,5 20,5 42 47,5

binh (ngay)

Chat din thudc: duy nhat PBS. 1D4: khing thé GBR 830-1D4; Enbrel® 1a sin
phdm lam sang.
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YEU CAU BAO HO

1. Khédng thé d6i khdng hoic doan clia né ma gin két v6i OX40 ctia ngudi chita
CDR1 chudi nang chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1, va CDR2 chudi ning
chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2, va CDR3 chudi ning chia trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 3; va chita CDR1 chubdi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 4, va CDR2 chubi nhe chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 5 va CDR3 chudi
nhe chifa trinh tu axit amin SEQ ID NO: 6.

2. Khdng thé hodc doan cia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoac doar cia né
12 khéng thé & chudt, khéng thé khdm hodc khing thé dugc 1am twong thich véi

nguoi.

3. Khéng thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khéng thé hoic doan ciia né
chifa trinh tu viing thay ddi chubi ning chita trinh tu axit amin duoc chon tir nhém
bao gom SEQ ID NO: 7, 58, 59, 79 va 80; hoic bao gébm viung khong CDR cua
trinh tu vang thay d6i chudi ning c6 mic twong déng it nhat 13 80% véi ving
khong CDR cua trinh ty viing thay déi chudi ning duoc chon tit nhém bao gém
SEQ ID NO: 7, 58, 59, 79 hoic 80. ‘

4. Khang thé hodc doan clia né theo diém 1, trong dé khéng thé hoic doan ctia né
chifa trinh ty chudi nang chia trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ
ID NOS: 35, 36, 37 va 38; hodc bao gébm ving khong CDR cua trinh tu ving thay
ddi chubi niang c6 miic tuong déng it nhat 1a 80% véi viing khong CDR clia trinh
tu ving thay déi chudi ning duoc chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO: 35, 36, 37
hodc 38.

5. Khéng thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan ctia né
bao gém ving khung thay déi chudi ning 1a sdn phdm hoic c6 nguén g6c tr gen
ctia nguoi duge chon tir nphém bao gébm IGHV2-70%10 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 19, IGHV2-70*11 cé trinh tg axit amin SEQ ID NO: 20, IGHV2-70*13 ¢6
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trinh tu axit amin SEQ ID NO: 21, IGHV2-5*09 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:
22, va IGHV2-70*11 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 23.

6. Khang thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khéng thé hoac doan ca né
bao gbém ving khung thay d6i chudi ning 1a sén phdm hodc cé ngudn géc tir gen
ctia ngudi IGHV2-70*10 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 19 va trong d6 ving
khung thay déi chudi ning bao gém it nhat mot cai bién axit amin tir ving khung

thay déi chudi nang tuong tng clia khéng thé & chudt turong tng.

7. Khdng thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan ctia né
chifa trinh tu chudi nang chia trinh ty axit amin SEQ ID NO: 32 va trong d6 viing
khung thay déi chubi ning bao gém it nh&t mot cai bién axit amin tir ving khung

thay d6i chudi nang tuong tng clia khéng thé & chudt tuong ving.

8. Khang thé hodc doan cla né theo diém 6 hoic 7 ma da dugc 1am tuong thich
v6i ngudi, trong d6 cdi bién axit amin bao gém thay thé axit amin & vi trf axit amin
dugc chon tir nhém bao gém 23, 35b, 48, 50, 60, va 62, trong d6 vi tri axit amin

ctia mbi thanh vién ctia nhém dugc biéu thi theo hé théng danh s6 Kabat.

9. Khang thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan ctia né
chita trinh tu ving thay déi chudi nhe chtta trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
bao gém SEQ ID NO: 8, 60, 86, 87 va 89; hoic ving khong CDR ctia trinh tu
ving thay déi chudi nhe ¢ miic twong dong it nhat 12 80% véi ving khong CDR
cta trinh tu ving thay déi chudi ning duoc chon tit nhém bao gébm SEQ ID NOS:
8, 60, 86, 87 va 89.

10. Khéng thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan clia né
chifa trinh tu chudi nhe chia trinh tu axit amin dugc chon tit nhém bao gém SEQ
ID NO: 45, 46, 47 va 49; hoac ving khong CDR c6 mic tuong déng it nhat 1a
80% véi ving khong CDR cua trinh ty viing thay ddi chudi nhe cla trinh tu chudi
nhe dugc chon tir nhém bao gobm SEQ ID NO: 45, 46, 47 hoac 49.
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11. Khéng thé hoic doan clia n6 theo diém 1, trong d6 khang thé hodc doan ctia né
bao gém ving khung thay déi chubi nhe 13 sin phdm hoic c¢6 nguén géc tir gen
ctia ngudi dugc chon tit nhém bao gébm IGKV3-11*01 ¢4 trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 24, IGKV1-39*10 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 25, IGKV1D-39*01
cé trinh tu axit amin SEQ ID NO: 26, IGKV3-11*02 c6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 27 va IGKV3-20*10 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 28.

12. Khéng thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan ctia né
bao gém ving khung thay déi chudi nhe 1a sdn phdm hoidc cé ngudn géc tir gen
cta ngudi IGHV3-11*10 (SEQ ID NO: 24) va trong d6 viing khung thay d6i chubi
nhe nay bao gém it nhat mot cai bién axit amin tr ving khung ttong tng ctia ving

thay ddi chudi nhe clia khing thé & chuot twong tng.

13. Khéng thé hodc doan clia n6 theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan cia né
chifa trinh tu chudi nhe chifa trinh ty axit amin SEQ ID NO: 39 va trong dé ving
khung thay d6i chudi nhe ndy bao gém it nhat mot cai bién axit amin tir viing

khung thay d6i chudi nhe tuong tng clia khéng thé & chu6t twong tng.

14. Khéng thé hodc doan clia né theo diém 12 hodc 13 di duoc 1am tuong thich
v6i ngudi, trong d6 cai bién axit amin bao gém thay thé axit amin & vi tri axit amin
dugc chon tir nhém bao gébm 1, 33, 34, 46, 47, 54, 56, va 71, trong d6 vi trf axit

amin cia mdi thanh vién clia nhém dugc biéu thi theo hé théng d4nh s6 Kabat.

15. Khéng thé hodc doan clia né theo diém 12 hodc 13 di dugc 1am twong thich
v6i nguoi, trong d6 cai bién axit amin bao gdm su khuyét axit amin & vi tri axit

amin 31, trong d6 vi trf axit amin duoc biéu thi theo hé théng d4nh s6 Kabeat.
16. Khéng thé hodc doan cia né theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan ciia né

bao gbém: (a) trinh tu chubdi nang chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 37 hoic SEQ
ID NO: 38; va (b) trinh tu chudi nhe chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 47.
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17. Khéng thé hodc doan clia né theo diém 1, trong d6 khéng thé hoic doan ctia né
bao gém: (a) trinh tu ving thay ddi chubi ning chita trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 58 hoac SEQ ID NO: 59; va (b) trinh tu ving thay d6i chudi nhe chita trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 60.

18. Khéng thé hodc doan clia né theo diém bt ky trong s6 cic diém tir 1 t6i 17,
trong d6 né con chita cic ving 6n dinh chubi ning va/hoic chubi nhe trong d6
ving 6n dinh chudi ning clia ngudi duge chon tir nhém gém céc globulin mién

dich ctia nguoi gobm IGHG1, IGHG1 khong duge fucosyl hoa va IGHG4.

19. Khéng thé hoac doan clia né theo diém bt ky trong s6 cic diém tir 1 t6i 18,
trong d6 khang thé nay dugc chon tit nhém: khang thé ho4 tri mot, khéng thé véi
chiéu dai ddy du, doan khéng thé dugc chon tir nhém bao gém Fab, Fab’, Fab-SH,
Fd, Fv, F(ab’)2, scFv, cdc dime chudi don Fv ludng dic hiéu, cic diabody, cic
triabody va scFv dung hop vé mit di truyén véi khéng thé tuong tu hoic khang thé
khang.

20. Khang thé hodc doan clia né theo diém b4t ky trong s& cdc diém tir 1 téi 18,
trong d6 khéng thé nay bao gédm viing Fc bién thé Fc ¢6 it nhit mot cii bién axit
amin so v6i viing Fc ctia khdng thé géc, trong dé khang thé nay cé ving Fc bién

thé thay d6i c6 chic nang cam ting thay déi so v6i khang thé géc.
21. Khéng thé hodc doan cia n6 theo diém bt ky trong s6 cdc diém tir 1 t6i 20,
trong dé khang thé hodc doan cha né gan két véi OX40 ctia ngudi véi 4i luc 1a

110nM hoac nho hon.

22. Axit nucleic da phan 14p ma héa khéng thé hodc doan ctia né theo diém bt ky

trong s6 cic diém tir 1 t6i 21.

23. Vat truyén chia axit nucleic da phan lap theo diém 22.
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24. T& bao chu chda axit nucleic da phan 14p theo diém 22 hoic vat truyén theo

diém 23.

25. Phuong phép sdn xudt khing thé hoic doan clia né ma gin két v6i OX40 cla
ngudi bao gébm bubc nuoi cdy t€ bao chu theo diém 24 dé sao cho axit nucleic

dugc biéu hién va khang thé duoc san xut.

26. Ch€ phdm chita khéng thé hodc doan clia né theo diém bét ky trong s6 cic

diém tir 1 t6i 21 va chit mang dugc dung.
27. Ché& pham theo diém 26, trong d6 ché phdm nay con chita mét hoat chit duoc
dung khéic bao goém chit d6i khiang v6i OX40 clia ngudi, chit 1am gidm dau va

chét tc ché€ mién dich.

28. Thé ti€p hgp mién dich chita khdng thé hoic doan ciia n6 theo diém bat ky

trong s6 céc diém tir 1 t6i 21 duoc lién két véi chét tri lieu.

29. Bo kit chita khdng thé hodc doan clia né theo diém bat ky trong s6 céc diém tir

1 t6i 21 dung d€ diéu tri 16i loan thong qua trung gian OX40.

30. Bo kit chita ch€ phidm theo diém 26 hodc 27 dung dé diéu tri r6i loan thong
qua trung gian OX40.

31. Bo kit chia thé tiép hop mién dich theo diém 28 ding dé diéu tri 16i loan
thong qua trung gian OX40.
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Danh muc trinh tu
<110> Glenmark Pharmaceutical SA

<120> C&c khang thé 4&béi khang gin két véi 0X40, phuong phadp san xudt va
cidc san phdm chta né

<130> 17741/US

<150> US 61/506,491
<151> 2011-07-11

<160> 89

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 10
<212> PRT

<213> chudt nhit

<220>
<223> chubdi n&ng CDR 1 cua 1D4

<400> 1

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly

1 5 10
<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Chuét nhit

<220>
<223> chubi ning CDR 2 cuia 1D4

<400> 2

Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys

1 5
<210> 3

<211> 10

<212> PRT

<213> Cchudt nhét

<220>
© <223> chudi ning CDR 3 cua 1D4

<400> 3

Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 4
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<211> 5
<212> PRT
<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe CDR 1 cua 1D4

<400> 4

Ser Ser Val Ser Tyr

1 5
<210> 5

<211> 3

<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe CDR 2 cua 1D4

<400> 5

Ala Thr Ser

1

<210> 6
<211> 9
<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe CDR 3 ctia 1D4

<400> 6

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr

1 5
<210> 7

<211> 118

<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> trinh ty vung thay ddi chudi ning cua 1D4

<400> 7
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
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Trp

Leu

65

Phe

Cys

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Val

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

<220>
<223>

<400>

Gly
35

Ala

Ser

Lys

Thr
115

8
106
PRT

val

His

Gly

Ile

Ile

100

Val

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Asp

Ser

Chudét nhit

trinh tu

8

Gln Ile Val

1

Glu

His

Ala

Gly

65

Asp

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Trp

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Asp

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Gly

25401

Gln Pro
Asp Asp
Lys Asp
Thr Thr

90

Phe Ala
105

ving thay d6i chudi nhe

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Ala Ile
10

Ala Ser

25

Ser Ser

Val Pro

Thr Ile

Gln Trp
90

-100-

Ser

=
=
%]

Thr
75

Asp

Tyr

cua

Leu

Ser

Pro

Ala

Asn

75

Ser

1D4

Ser

Ser

Arg
60

Arg

Ser

Lys
45

Tyr

Lys

Gly

Ala

vVal

Pro

45

Phe

Val

Asn

Gly

Thr

Gln
110

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Leu

Thr

Gln

Tyr
95

~

(le

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Trp
95

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Thr

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

Trinh ty ADN cua trinh tu

ttcactgagc

ggagtggctg

cgggctcaca

ggacactaca

ctggggccaa

Trinh tyg ADN cua trinh tu

aagtgtaagt

ttatgccaca

gacctcttac

ccagcagtgg

100

<210> 9

<211> 354

<212> DNA

<213> Chudt nhit

<220>

<223>

<400> 9

caggtgacgc tgaaggagtc tggccctggg
- 60 '

acttgttctt tctctgggtt

120

cagccttcag ggaagggtct

180

tataacacag ccctgaagag

240

ttcctcaaga tcgccagtgt

300

gactgggacg ggtttgctta

354

<210> 10

<211> 318

<212> DNA

<213> Chudt nhit

<220>

<223>

<400> 10

cagattgtac tgactcagtc tccagcaatc

60

atgacttgca gggccagctc

120

tcctececceca aaccctggat

180

ttcagtggca gtgggtctgg

240

gatgctgcca cttattactg

300

105

vung thay d4i chudi ning ctia 1D4

atattgcagc

acttctggta

gcacacattt

atctccaagg

gatactgcca

gggactctgg

cctcccagac cctcagtcectg

tgggtgtagg ctggattcgt

ggtgggatga tgataagtac

atacctccaa aaaccaggtc

catactactg

tgctcgaata

tcactgtctc ctca

vung thay d4i chudi nhe ctia 1D4

ctgtctgcat

tacatgcact

tccaacctgg

tctctcacaa

agtagtaacc

-101-

ctccagggga gaaggtcaca

ggtaccagca gaagccagga

cttctggagt ccctgctcge

tcaacagagt ggaggctgaa

cgtggacgtt cggtggagge



25401

accaagctgg agataaaa

318

<210> 11
<211> 186
<212> PRT

<213> Nguoi

<220>
<223> mién ngoai bao 0X40 & ngudi (cic axit amin 29-214 ctiia P43489)

<400> 11

Leu His Cys Val Gly Asp Thr Tyr Pro Ser Asn Asp Arg Cys Cys His
1 , 5 10 15

Glu Cys Arg Pro Gly Asn Gly Met Val Ser Arg Cys Ser Arg Ser Gln
20 25 30

Asn Thr Val Cys Arg Pro Cys Gly Pro Gly Phe Tyr Asn Asp Val Val
35 40 45

Ser Ser Lys Pro Cys Lys Pro Cys Thr Trp Cys Asn Leu Arg Ser Gly
50 55 60

Ser Glu Arg Lys Gln Leu Cys Thr Ala Thr Gln Asp Thr Val Cys Arg
65 70 75 80

Cys Arg Ala Gly Thr Gln Pro Leu Asp Ser Tyr Lys Pro Gly Val Asp
85 90 95

Cys Ala Pro Cys Pro Pro Gly His Phe Ser Pro Gly Asp Asn Gln Ala
100 105 110

Cys Lys Pro Trp Thr Asn Cys Thr Leu Ala Gly Lys His Thr Leu Gln
115 120 125

Pro Ala Ser Asn Ser Ser Asp Ala Ile Cys Glu Asp Arg Asp Pro Pro
130 135 140

Ala Thr Gln Pro Gln Glu Thr Gln Gly Pro Pro Ala Arg Pro Ile Thr
145 150 155 160

~Val Gln Pro Thr Glu Ala Trp Pro Arg Thr Ser Gln Gly Pro Ser Thr
165 170 175

-102-



25401

Arg Pro Val Glu Val Pro Gly Gly Arg Ala

180 185
<210> 12
<211> 277
<212> PRT

<213> Ngudi

<220>
<223> thu thé 0X40 cta ngudi (P43489)

<400> 12

Met Cys Val Gly Ala Arg Arg Leu Gly Arg
1 5 10

Leu Leu Leu Gly Leu Gly Leu Ser Thr Val
20 25

Gly Asp Thr Tyr Pro Ser Asn Asp Arg Cys
35 40

Gly Asn Gly Met Val Ser Arg Cys Ser Arg
50 55

Arg Pro Cys Gly Pro Gly Phe Tyr Asn Asp
65 70

Cys Lys Pro Cys Thr Trp Cys Asn Leu Arg
85 90

Gln Leu Cys Thr Ala Thr Gln Asp Thr Val
100 105

Thr Gln Pro Leu Asp Ser Tyr Lys Pro Gly
115 120

Pro Pro Gly His Phe Ser Pro Gly Asp Asn
130 135

Thr Asn Cys Thr Leu Ala Gly Lys His Thr
145 150

Ser Ser Asp Ala Ile Cys Glu Asp Arg Asp
165 170

-103-

Gly

Thr

Cys

Ser

Val

75

Ser

Cys

Val

Gln

Leu

155

Pro

Pro

Gly

His

Gln

60

Val

Gly

Arg

Asp

Ala

140

Gln

Pro

Cys

Glu

45

Asn

Ser

Ser

Cys

Cys

125

Cys

Pro

Ala

Ala

His

30

Cys

Thr

Ser

Glu

Arg

110

Ala

Lys

Ala

Thr

Ala

15

Arg

Val

Lys

Arg

95

Ala

Pro

Pro

Ser

Gln
175

Leu

Val

Pro

Cys

Pro

80

Gly

Cys

Trp

Asn

160

Pro



25401

Gln Glu Thr Gln Gly Pro Pro Ala Arg Pro Ile Thr Val Gln Pro Thr
180 185 190

Glu Ala Trp Pro Arg Thr Ser Gln Gly Pro Ser Thr Arg Pro Val Glu
195 200 205

Val Pro Gly Gly Arg Ala Val Ala Ala Ile Leu Gly Leu Gly Leu Val
210 215 220

Leu Gly Leu Leu Gly Pro Leu Ala Ile Leu Leu Ala Leu Tyr Leu Leu
225 230 235 240

Arg Arg Asp Gln Arg Leu Pro Pro Asp Ala His Lys Pro Pro Gly Gly
245 250 255

Gly Ser Phe Arg Thr Pro Ile Gln Glu Glu Gln Ala Asp Ala His Ser
260 265 270

Thr Leu Ala Lys Ile

275
<210> 13
<211> 13
<212> PRT

<213> Chuét nhit

<220>
<223> chudi ning m& réng CDR 1 cha 1D4

<400> 13

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Gly Trp

1 5 10
<210> 14

<211> 19

<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi ning md réng CDR 2 cha 1D4

<400> 14

Trp Leu Ala His Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala
1 5 10 15

Leu Lys Ser

-104-
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<210> 15
<211> 10
<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi n&ng m& réng CDR 3 cua 1D4

<400> 15

Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr

1 5 10
<210> 16

<211> 12

<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe mé réng CDR 1 cua 1D4

<400> 16

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His Trp Tyr

1 5 10
<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Chudét nhit

<220>
<223> chudi nhe m& réng CDR 2 clia 1D4

<400> 17

Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1 5 10
<210> 18

<211> 9

<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe m& réng CDR 3 cua 1D4

<400> 18

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr
1 5

-105-
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<210> 19
<211> 115
<212> PRT

<213> Nguoi

<220>
<223> 1IGHV2-70*10 & nguoi

<400> 19
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

1 5 10 ‘ 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30

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

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

Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Ile Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 20
<211> 115
<212> PRT

<213> Nguoi

<220>
<223> 1IGHV2-70*01 & nguoi

<400> 20
Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30

-106-



Gly Met Cys Val Ser Trp Ile
35
Trp Leu Ala Leu Ile Asp Trp
50 55
Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile
65 70
‘Val Leu Thr Met Thr Asn Met
85
Cys Ala Arg Ile Tyr Phe Asp
100
Val Ser Ser
115
<210> 21
<211> 115
<212> PRT
<213> Ngudi
<220>
<223> IGHV2-70*13 & ngudi
<400> 21

Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser

1

Thr Leu

Gly Met

Trp Leu

50

Leu Lys

65

Thr Leu Thr Cys Thr
20

Cys Val Ser Trp Ile
35

Ala Leu Ile Asp Trp
55

Thr Arg Leu Thr Ile
70

Val Leu Thr Met Thr Asn Met

85

Arg
40

Asp

Ser

Asp

Tyr

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

25401

Gln

Asp

Lys

Pro

Trp
105

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Pro

Asp

Asp

Val

90

Gly

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val
90

-107-

Pro

Lys

Thr

Asp

Gln

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Gly

Val

Serk

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Lys

Tyr

Lys

Ala

Thr

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Ala

Ser

Asn

Thr

Leu
110

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Val

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr
95

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr



25401

Cys Ala Arg Ile Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Val

Val

Leu

Val

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Ser

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

<220>

115

22
115
PRT
Nguoi

100

IGHV2-5*09 &

22

Thr

Thr

Gly
35

Ala

Ser

Thr

His

Ser
115

23
115
PRT
Ngudi

Leu

Leu

20

Val

Leu

Arg

Met

Arg
100

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Tyr

105

nguoi

Glu Ser Gly Pro T

Cys Thr Phe Ser
25

Trp Ile Arg Gln
40

Tyr Trp Asp Asp
55

Thr Ile Thr Lys
70

Asn Met Asp Pro

Phe Asp Tyr Trp
105

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Gly

-108-

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Gln

Val

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Gly

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Thr

110

Pro

Ser

30

Ala

Gly

Asn

Thr

Leu
110

Thr

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Val

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr



<223>
<400>
Arg Val

1

Thr Leu
Gly Met

Trp Leu
50

Leu Lys
65

Val Leu
Cys Ala
Val Ser

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

<220>
<223>

<400>

IGHV2-70*11 & nguoi

23

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

Thr

Arg

Ser

115

24
107
PRT
Ngudoi

Leu

Leu

20

Val

Arg

Arg

Met

Ile
100

Arg

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Tyr

Glu

Cys

Trp

Asp

Thr

70

Asn

Phe

Ser

Thr

Ile

Trp

Ile

Met

Asp

IGKV3-11*01 & nguoi

24

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Tyr

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg

20

25401

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Trp
105

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Gly

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Gln

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Gly

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Thr

Ala Thr Leu Ser Leu

10

Ala Ser Gln Ser Val

25

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Leu
110

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Val

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr

Ser Pro Gly

15

Ser Ser Tyr

30

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

35

40

-109-

45



25401

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

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

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 25
<211> 107
<212> PRT

<213> Nguoi

<220>
<223> 1IGKV1-39*01 & ngudi

<400> 25

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

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

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

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

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

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 26
<211> 107
<212> PRT

<213> Nguoi

-110-



<220>
<223> TIGKV1D-39*01
<400> 26
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20
Leu Asn Trp Tyr Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 27
<211> 107
<212> PRT
<213> Nguoi
<220>
<223> IGKV3-11*02
<400> 27

Glu Ile Val Leu Thr

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu

20

Leu Ala Trp Tyr Gln

35

Tyr Asp Ala Ser Asn

50

& ngudi

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Arg

Ser

Cys

Lys

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala
55

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Thr

25401

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly val

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ala Thr
10

Ala Ser
25

Gly Gln

Gly Ile

-111-

Leu

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ala
60

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80

Trp

Gly
Tyr
Ile

Gly



Ser Gly Ser Gly Arg Asp Phe Thr Leu

65

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln

85

70

25401

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

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

<220>
<223>

<400>

28
108
PRT

Ngudoi

100

IGKV3-20*01 & nguoi

28

Glu Ile Val

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

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

.<220>

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

29
118
PRT
Nhéan

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

tao

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

105

Gly Thr
10

Ala Ser
25

Pro Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

90

Val Glu
105

-112-

75

Lys

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

vVal

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro

80

Gln Arg Ser Asn Trp Pro Trp

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



25401

<223> vVung thay d4i chudi n&ng VH1
<400> 29

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

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30

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

Trp Ilé Ala Arg Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Thr Ser
50 55 60

Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 30
<211> 107
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> vVung thay déi chudi nhe VL1

<400> 30

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Tyr
20 25 30

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

-113-



Tyr Ala Thr Ser Asn Arg Ala Thr
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100
<210> 31
<211> 720
<212> DNA
<213> Nhén tao
<220>
<223> VH1-VL1 scFv cDNA
<400> 31
caggtcacac tgaaagagtc tggacccgcc
60
acctgcacct tcagcggctt cagcctgagce
120
cagcctcctg gcaaggccct ggaatggatc
180
tacagcacca gcctgaaaac ccggctgacc
240
gtgctgacca tgaccaacat ggaccccgtg
300
gactgggacg gcttcgccta ttggggccag
360
ggaggatctg gcggcggagg aagtggcgga
420
cccgccaccce tgtctctgag ccctggcgaa
480
agcgtgtcct actacctggce ctggtatcag
540
atctacgcca ccagcaatcg ggccacaggc
600
ggcaccgact tcaccctgac catctccagce
660

25401

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu
105

Ile

Pro

Ile

75

Trp

Lys

ctggtcaagc

acaagcggca

gcccggattt

atcagcaagg

gacaccgcca

ggaaccctgg

gggggatctg

agagccaccc

cagaagcccg

atccctgcecca

ctggaacccg

-114-

Ala Arg Phe Ser Gly

60

Ser Ser Leu Glu Pro

80

Ser Ser Asn Pro Trp

ccacccagac

tgggcgtgtc

ggtgggacga

acaccagcaa

cctactactg

tcaccgtgtc

agatcgtgcet

tgagctgtag

gccaggctcc

gattttctgg

aggacttcgce

95

actgaccctg
ctggatcaga
cgacaagtac
gaaccaggtg
cgcc;gaatc
tagcggaggc
gacacagagc
agccagcagc
ccggctgcetg
cagcggctcc

cgtgtactac



25401

tgccagcagt ggtccagcaa cccctggaca tttggccagg gcaccaaggt ggaaatcaag
720

<210> 32
<211> 448
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> chudi n&ng VH1 IGHG1

<400> 32

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

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30

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

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

Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 ' 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

-115-



Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Ser

Leu

Thr I

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Gly

Gly

195

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

vVal

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
405

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

25401

Ser Val
185

Cys Asn
Glu Pro
Pro Glu
Lys Asp

250

Val Asp
265

Asp Gly
Tyr Asn
Asp Trp
Leu Pro

330
Arg Glu
345
Lys Asn
Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys
410

-116-

Val
Val
Lys
Leu
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr

395

Leu

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

vVal

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
415

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser
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Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala

420

425

430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

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

<220>
<223>

<400>

Gly

Trp

val

Cys

Leu

Leu

Cys
145

Val
Leu
Met
Ile
50

Lys
Léu
Ala
Val
Ala

130

Leu

435

33
448
PRT
Nhén

tao

chudi n&ng VH2 IGHGL

33

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

Thr

Arg

Thr

115

Pro

Val

Leu

Leu

20

Val

Arg

Arg

Met

Ile

100

val

Ser

Lys

Lys

Thr

Ser-

Ile

Leu

Thr

85

Asp

Ser

Ser

Asp

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Trp

Ser

Lys

Tyr
150

Ser

Ser

Ile

Trp

Ile

Met

Asp

Ala

Ser

135

Phe

440

Gly

Phe

Arg

Asp

Ser

Asp

Gly

Ser

120

Thr

Pro

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Phe

105

Thr

Ser

Glu

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Ala

Lys

Gly

Pro

-117-

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Gly

Val
155

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Pro

Thr

140

Thr

445

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

110

vVal

Ala

Ser

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn
160-



Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val
370

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

- 355

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

vVal

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala

340

Arg

Gly

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro
375

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

25401

His Thr
170

Ser Val
185

Cys Asn
Glu Pro
Pro Glu
Lys Asp

250

Val Asp
265

Asp Gly
Tyr Asn
Asp Trp
Leu Pro

330

Arg Glu
345

Lys Asn

Asp Ile

-118-

Phe

Val

vVal

Lys

Leu

235

Thr

Val

vVal

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

Val
380

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

vVal

Pro
190

Lys E

Asp

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Leu
175

Ser

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser



Asn Gly Gln

385

Ser Asp Gly

Arg Trp Gln

Leu His Asn

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

<220>
<223>

<400>

435

34
448
PRT
Nhan

Pro

Ser

Glu Asn Asn

390

Phe Phe Leu

405

Gln Gly Asn Val

420

His

tao

Tyr Thr Gln

chudi n&ng VH3 IGHG1

34

Gln val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Leu

Leu

Met

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Val

Thr
.Gly
35
Ala

Thr

Thr

Arg.

Thr
115

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Ile

100

Val

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Asp

Ser

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Trp

Ser

Ser

Thr

Ile

Trp

Ile

Met

Asp

Ala

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Gly

Phe

Arg

Asp

Ser

Asp

Gly

Ser
120

25401

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Phe

105

Thr

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Ala

Lys

-119-

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Pro

Thr

Val

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Pro

Pro

Val

Met

Ser
445

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser
125

Val

Asp

His

430

Pro

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

110

Val

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Phe

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr

Pro
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Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 ‘ 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

-120-



Leu Val
370

Lys Gly Phe Tyr Pro
375

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

385

Ser Asp

Arg Trp

Leu His

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Thr Leu

Gly Met

Trp Ile
50

Leu Lys
65

Val Leu

Cys Ala

390

Gly Ser Phe Phe Leu
405

Gln Gln Gly Asn Val
420

Asn His Tyr Thr Gln
435

35

448

PRT

Nhén tao

chudi n&ng VH4 IGHG1
35

Thr Leu Lys Glu Ser

Thr Leu Thr Cys Ser
20

Gly Val Ser Trp Ile

Ala His Ile Trp Trp
55

Thr Arg Leu Thr Ile
70

Thr Met Thr Asn Met
85

Arg Ile Asp Trp Asp
100

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Gly

25401

Asp

Ser

Ser

425

Ser

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Phe
105

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ala
10

Gly

Pro

Asp

Val
90

Ala

-121-

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Trp

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Trp

vVal

Asp

His

430

Pro

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln
110

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr



Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

vVal

Cys

Thr

115

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
325

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

25401

Thr Lys
Ser Gly
Glu Pro
His Thr

170

Ser Val
185
Cys Asn
Glu Pro
Pro Glu
Lys Asp
250
Val Asp
265
Asp Gly
Tyr Asn

Asp Trp

Leu Pro
330

-122-

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Ser .

125

Ala

Val

Ala

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
335

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr



Tle

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

36
448
PRT
Nhén

36

Gln Val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu
65

Leu

Met

Ile

50

Lys

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

tao

Leu

Leu

20

val

His

Arg

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr
70

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

chudi n&ng VH5 IGHGL

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

25401

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser
425

Ser

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

-123-

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr
75

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Pro

Ser

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gln

Ser

Glu

Ala

Val
80



Val

Cys

Leu

Leu

Cyé

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser
305

Leu

Ala

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Thr

210

Thr

Phe

Pro

vVal

Thr

290

vVal

Thr

Arg

Thr

115

Pro

Val

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Met

Ile

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Thr

85

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Asn

Trp

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
310

Met

Asp

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Asp

Gly

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

25401

Pro

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

vVal

265

Asp

Tyr

Asp

Val

90

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

-124-

Asp
Tyr
Gly
Gly
Val
155
Phe
Val
Val
Lys
Leu
235
Thr
vVal
Val

Ser

Leu
315

Thr

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ala

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Thr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr
320



Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln E

Gly

Gln

Asn
435

37
448
PRT
Nhén

37

Val

Ala

340

Arg

Gly

Ser

Gln

420

His

tao

Gln Val Thr Leu

1

Thr Leu Thr Leu

20

Gly Met Gly Val

35

Trp Ile Ala His

50

Ser Asn
325

Lys Gly
Asp Glu
Phe Tyr
Glu Asn

390

Phe Phe
405

Gly Asn

Tyr Thr

Lys Glu
Thr Cys
Gly Trp

Ile Trp

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

chudi n&ng VH6 IGHG1

Ser

Ser

Ile

Trp

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Gly

Phe

Arg

40

Asp

25401

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ala

10

Gly

Pro

Asp

-125-

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Phe

Pro

Lys

Pro

Gln

Val

vVal

380

Pro

Thr

Val

Leu

Val

Ser

Gly

Tyr
60

Ile

val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Lys

Leu

Lys

Tyr

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Pro

Ser

30

Ala

Asn

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys S

415

Glu

Gly

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ala

Lys

Gln

Ser

Glu

Ala



Leu

65

Val

Cys

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Leu

Ala

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

Thr

Arg

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys
275

Arg

Met

Ile

100

val

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Leu

Thr

85

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Thr

70

Asn

Trp

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Ile

Met

Asp

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Ser

Asp

Gly

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val
280

25401

Lys

Pro

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Asp

Val

90

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250"

Asp

Gly

-126-

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Thr

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Lys

Ala

Gly

Ser

125

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val
285

Asn

Thr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Gln

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

80

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala



25401

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn.Gln Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445
<210> 38
<211> 448
<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> chudi ning VH7 IGHG1l

<400> 38

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

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30

-127-



Gly
Trp
Leu
65
Val

Cys

Leu

- Cys
145
Ser
Ser
Ser
Asn
His
225

Val

Thr

Met
Leu
50

Lys
Leu
Ala
Val
Ala
130

Leu

Gly

Leu
Thr
210
Thr

Phe

Pro

Gly
35

Ala
Thr
Thr
Arg
Thr
115
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
195
Lys
Cys

Leu

Glu

Val

His

Arg

Met

Ile

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

vVal

Pro

Phe

Val
260

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Trp

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Ile

Trp

55

Ile

Met

Asp

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Gly

Ser

120

Thr

Pro

vVal

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

Val

25401

Gln

Asp

Lys

Pro

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val
265

Pro

Asp

Val

90

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

-128-

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Ala

Asn

Asn

Thr

bGln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu
270

Leu
Thr
Gln
Tyr
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175
Ser
Pro
Lys
Pro
Ser

255

Asp

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro



25401

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445
<210> 39
<211> 214
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> chudi nhe VL1

<400> 39

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

-129-



Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

Ala

Trp
35

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

40
214
PRT
Nhén

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Thr

Thr
180

Val

Gly

tao

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

25401

Ala Ser S

25

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp

170

Asp Tyr
185

Leu Ser

-130-

Ala

Pro

Ile

75

Trp

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Arg

45

Arg

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Tyr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<220>
<223>

<400>

chudi nhe VL2

40

Glu Ile Val

1

Glu

Met

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Arg

Ala

Ala

Gly

Asp-

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Ala

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu
195

Leu

Thr

20

Tyr

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Ser

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

25401

Ala Thr
10

Ala Ser
25

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Ile
105

Ser Asp
Asn Asn
Ala Leu
Lys Asp

170

Asp Tyr
185

Leu Ser

-131-

Leu

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Trp

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

15

Tyr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

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

<220>
<223>

<400>

41
214
PRT
Nhan

chudi nhe VL3

41

Glu Ile Val

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

2130

Val

Ser

Ala

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu
165

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

25401

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
90

Ile
Asp
Asn

Leu

Asp
170

-132-

Leu

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Trp

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ser

Ser

30

Phe

Leu

Asn

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Pro

15

Tyr

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
175

Gly

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Ala

Gln

160

Ser



25401

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

180

Ala Cys Glu Val

Phe Asn
210

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

<220>
<223>

<400>
Glu‘Ile

1

Glu Arg
Met Ala
Tyr Ala

50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
130

195

Arg

42
214
PRT
Nhén

chudi nhe VL4

42

Val

‘Ala

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

vVal

115

Ser

185

190

Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

Gly Glu Cys

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

200

Ser Pro Ala Thr
10

Cys Arg Ala Ser
25

Lys Pro Gly Gln
40

Ala Thr Gly Ile
55

Tyr Thr Leu Thr

Tyr Cys Gln Gln
90

Lys Val Glu Ile
105

Pro Pro Ser Asp
120

Leu Leu Asn Asn
135

-133-

Leu

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Trp

Lys

Glu

Phe

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr
140

205

Leu

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Val

110

Lys

Arg

Pro
15

Tyr

Leu

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Ala

Gly

Ala



Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

43
214
PRT
Nhéan

chudi nhe VL5

43

Glu Ile Val

1

Glu

Met

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ala

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

tao

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

25401

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

-134-

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Leu

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Trp

Lys

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gly

Tyr

His

vVal
205

Leu

Val

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Ser

30

Pro

Phe

Leu

Asn

val
110

Ser Gln
160

Leu Ser
175

val Tyr

Lys Ser

Pro Gly
15

Tyr Tyr

Trp Ile

Ser Gly

Glu Pro
80

Pro Trp
95

Ala Ala



Pro Ser Val Phe Ile
115

Thr Ala Ser Vval Vval
130

Lys Val Gln Trp Lys
145

Glu Ser Val Thr Glu
165

Ser Thr Leu Thr Leu
180

Ala Cys Glu Val Thr
195

Phe Asn Arg Gly Glu
210

<210> 44

<211> 214
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> chudi nhe VL6

<400> 44
Gln Ile Val Leu Thr

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu
20

Met Ala Trp Tyr Gln
35

Tyr Ala Thr Ser Asn
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

25401

Phe Pro Pro Ser Asp
120

CYs Leu Leu Asn Asn
135

Val Asp Asn Ala Leu
150

Gln Asp Ser Lys Asp
170

Ser Lys Ala Asp Tyr
185

His Gln Gly Leu Ser
200

Cys

Gln Ser Pro Ala Thr
10

Ser Cys Arg Ala Ser
25

Gln Lys Pro Gly Gln
40

Arg Ala Thr Gly Ile
55

Asp Tyr Thr Leu Thr
70

-135-

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Leu

Ser

Ala

Pro

Ile
75

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Leu

Val

Arg

45

Arg

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Ser

30

Pro

Phe

Leu

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Pro

15

Tyr

Trp

Ser

Glu

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Ser

Ala

Phe

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gin

Val

Leu

Glu

195

Arg

210

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

<220>
<223>

<400>

45
213
PRT
Nhén

chudi nhe VL7

45

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

tao

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1.

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

25401

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Pro Ala Thr

10

Trp Ser

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

140

Gln Ser

155

Ser Thr

Glu Lys

Ser Pro

Leu Ser

Arg Ala Ser Ser Ser

25

Gly Gln Ala Pro Arg

40

-136-

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

His

Val
205

Asn

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Trp

Ala

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Leu Ser Pro Gly

15

Val Ser Tyr Met

30

Leu Leu Ile Tyr

45



25401

Ala Thr Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

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

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

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

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

Ala Ser Val Val 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 Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
195 200 205

Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 46
<211> 213
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> chudi nhe VL8

<400> 46

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

-137-



25401

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

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

Ala Thr Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

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

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

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

Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 47
<211> 213
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

-138-



<223>

<400>

47

Glu Ile Val

1

Glu

His

Ala

Gly

65

Asp

Phe

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
210

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

115

vVal

Trp

Thr

Thr

Val

195

Gly

Leu

Thr I

20

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

chudi nhe VL9

Gln

Arg

Asp

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Ser

Cys

Pro

Thr

55

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

25401

Ala

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

-139-

Thr

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Arg

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Leu

Val

Pro

45

Phe

Leu

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Pro

Ala
110

Ser

Glu

Ser

Val
190

Lys

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Giu

160

Ser

Ala

Phe



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

<220>
<223>

<400>

Glu

Glu

Ala

Ala

Gly

65

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

145

Ser

Thr

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

130

Gln

val.

Leu

48
213
PRT
Nhén

tao

chudi nhe VL10

48

Val

Ala

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

115

Val

Trp

Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

100

Ile

Val

Lys

Glu

Leu
180

Thr

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

165

Ser

Gln Ser

Ser Cys

Lys Pro

Ala Ser
55

Tyr Thr
70

Tyr Cys

Lys Val

Pro Pro

Leu Leu

135

Asp Asn
150

Asp Ser

Lys Ala

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

25401

Ala

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr
185

Thr

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

-140-

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Ser

Ser

Arg

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Leu

Val

Leu

45

Phe

Leu

Asn

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
190

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Thr

Lys

Glu

160

Ser



25401

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

195

Asn Arg Gly Glu Cys

210

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Glu

His

Ala

Gly

65

Asp

- Phe

Ser

Ala

Val
145

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

130

Gln

49
213
PRT
Nhéan

tao

chudi nhe VL11

49

Val
Ala
Tyr
35

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe
115

Val

Trp

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Val

Gly

100

Ile

Val

Lys

Thr

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp
150

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

135

Asn

200

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Ala

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Thr

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Glu

Phe

Gln

-141-

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser
155

Ser

Ser

Arg

Arg E

60

Ser

Ser

Thr

Leu

Pro

140

Gly

205

Leu

Asn

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu
160



Ser

Thr

Cys

Asn

Val

Leu

Glu

Arg
210

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

<220>
<223>

<400>

Thr

Thr

Val
195

Gly

50
448
PRT
Nhéan

Glu

Leu

180

Thr

Glu

tao

25401

Gln Asp Ser Lys Asp

165

Ser Lys Ala Asp Tyr

185

His Gln Gly Leu Ser

Cys

200

chudi n&ng ctia th& kham 1D4

50

Gln Val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Leu

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Val

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

Arg

Thr
115

Leu

Leu

20

Val

His

Gly

Ile

Ile

100

Val

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Asp

Ser

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Trp

Ser

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Asp

Ala

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Gly

Ser
120

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Phe

105

Thr

Ser
170

Glu

Ser

Pro

Asp

Asp

Thr

90

Ala

Lys

-142-

Thr Tyr Ser

Lys His Lys

Pro Val Thr

Ile

Phe

Ser

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Leu

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Pro

205

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser
125

Leu

Val

190

Lys

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Gln

110

Val

Ser
175

Ser

Tyr Ala

Ser

Ser

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Phe

Phe

Gln

Ser

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Thr

Pro



Leu

- Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

vVal

Ala
340

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

25401

Ser Gly

Glu Pro

His Thr
170

Ser Val
185

Cys Asn
Glu Pro
Pro Glu
Lys Asp

250

Val Asp
265

Asp Gly
Tyr Asn
Asp Trp
Leu Pro

330

Arg Glu
345

-143-

Gly
Val
155
Phe
Val
Val
Lys
Leu
235
Thr
Val
Val
Ser
Leu
315

Ala

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Ala

Val

Ala

Val

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
350

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu



Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Glu

His

Ala

Gly

65

Asp

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Ser
355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

51
213
PRT
Nhén

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

tao

Asp

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

25401

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

chudi nhe ctia th& kham 1D4

51

Val

Val

Tyr

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

-144-

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Pro

Ala

Asn

75

Ser

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Arg

Ser

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Ala

Val

Pro

45

Phe

Val

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Thr

Glu

Leu

Lys
415

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Trp
95

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



25401

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu 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 Val 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
180 135 130

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

Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 52
<211> 191
<212> PRT

<213> Chudt cbng

<220>
<223> mién ngoai bao 0X40 cua chudt

<400> 52
Val Thr Val Lys Leu Asn Cys Val Lys Asp Thr Tyr Pro Ser Gly His

1 5 10 15

Lys Cys Cys Arg Glu Cys Gln Pro Gly His Gly Met Val Ser Arg Cys
20 25 30

Asp His Thr Arg Asp Thr Val Cys His Pro Cys Glu Pro Gly Phe Tyr
35 : 40 45

Asn Glu Ala Val Asn Tyr Asp Thr Cys Lys Gln Cys Thr Gln Cys Asn
50 55 60

-145-



His

65

Thr

His

Pro

Gly

Glu

145

Thr

Ser

Arg Ser

Val

Lys

Gly

Lys

130

Asp

Phe

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Cys

Leu

Ser

115

Gln

Arg

Arg

Leu

53
191
PRT
Nhéan

Gln

Gly

100

Asn

Ile

Ser

Pro

Pro
180

tao

Ser

Cys

85

Val

Gln

Arg

Leu

Thr

165

Ser

Glu

70

Arg

Asp

Ala

His

Leu

150

Thr

Leu

Pro

Cys

Cys

Pro

135

Ala

Val

Pro

Lys

Gly

Val

Lys

120

Ala

Thr

Pro

Thr

25401

Gln

Thr

Pro

105

Pro

Ser

Ser

Leu
185

thé khadm mién ngoai bao 0X40

53

Val Thr Val Lys

1

Lys Cys Cys Arg

20

Asp His Thr Arg

Asn Asp Val Val:

50

35

Leu Asn Cys

Glu

Asp

Ser

Cys

Thr

Ser

Val

Lys

Asn

Gln

90

Cys

Trp

Asn

Leu

Thr

170

Val

cua

Asp
10

Gln Pro Gly His

Val

Lys
55

25

Cys Arg

40

Pro

Cys

Pro

Lys

-146-

Cys

75

Pro

Pro

Thr

Trp
155

Thr

Ala

Thr

Arg

Pro

Asn

o
)
(@3

Glu

Val

Pro

Pro

Gln

Gly

Cys

125

Asp

Thr

Trp

Glu

chudt-ngudi

Thr Tyr Pro

Gly Met Val

Cys Gly Pro

45

Pro Cys Thr

60

Thr

Asp

His

110

Thr

Thr

Gln

Pro

Gly
190

Glu

Ser

95

Phe

Leu

Val

Arg

Arg

175

Pro

RHRR

Asp

80

Ser

Ser

Ser

Cys

Thr

160

Thr

Ser Gly His

15

Ser Arg Cys

30

Gly

Trp

Phe

Cys

Tyr

Asn



Leu

65

Thr

His

Pro

Gly

Glu

145

Thr

Ser

Arg

Val

Lys

Gly

Lys

130

Asp

Phe

Gln

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Cys

Leu

Ser

115

Gln

Arg

Arg

Leu

54
190
PRT
Nhén

Gly

Gln

Gly

100

Asn

Ile

Ser

Pro

Pro
180

tao

th& kham

54

Val Thr Val Lys

1

Lys Cys Cys Arg

20

- Asp His Thr Arg

35

Asn Asp Val val

50

Ser

Cys

85

Val

Gln

Arg

Leu

Thr

165

Ser

Glu

70

Arg

Asp

Ala

His

Leu

150

Thr

Thr

25401

Arg Lys Gln

Pro Gly Thr

Cys Val Pro
105

Cys Lys Pro
120

Pro Ala Ser
135

Ala Thr Leu

Val Pro Ser

Pro Thr Leu
185

mién ngoai bao 0X40

Leu

Glu

Asp

Ser

Asn

Cys

Thr

Ser

Cys Val Lys

Gln Pro Gly
25

Val Cys His
40

Lys Pro Cys
55

Leu
Gln
90

Cys

Trp

Asn

Thr
170

Val

caa
Asp
10

His

Pro

Lys

-147-

Cys

Pro

Pro

Thr

Ser

Trp

155

Thr

Ala

Arg
Pro
Asn
Leu
1490
Glu

Val

Pro

Ala

Gln

Gly

Cys

125

Asp

Thr

Trp

Glu

chudt~ngudi

Thr

Gly

Cys Gly

Pro

Tyr

Met

Cys
60

Val

Pro
45

Thr

Thr

Asp

His

110

Thr

Thr

Gln

Pro

Gly
190

Gln

Ser

95

Phe

Leu

Val

Arg
175

Pro

RHHH

Ser

Ser

30

Gly

Trp

Gly

15

Arg

Phe

Cys

Asp

80

Ser

Ser

Cys

Thr

1560

Thr

His

Cys

Tyr

Asn



Leu Arg Ser Gly

65

Thr Val

Cys Arg

Pro Gly Val Asp

100

Asp Asn Gln Ala

His Thr
130

Arg Asp
145

Arg Pro

Gly Pro

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

<220>
<223>

<400>

Leu His

Glu Cys

Asn Thr

Ser Ser
50

115

Leu Gln

Pro Pro

Ile Thr

Ser Thr
180

55
187
PRT
Nhén tao
thé& kham
55

Cys Val

Arg Pro
20

Val Cys
35

Lys Pro

Ser

Cys

85

Cys

Cys

Pro

Ala

vVal

165

Arg

Glu

70

Arg

Ala

Lys

Ala

Thr

150

Gln

Pro

Arg

Ala

Pro

Pro

Ser

135

Gln

Pro

Val

Lys

Gly

Cys

Trp

120

Asn

Pro

Thr

Glu

25401

Gln

Thr

Pro

105

Thr

Ser

Gln

Glu

Val
185

mién ngoai bao 0X40

Gly Asp Thr Tyr Pro

5

Gly Asn Gly Met Val

25

Arg Pro Cys Gly Pro

40

Cys Lys Pro Cys Thr

55

Leu

Gln

90

Pro

Asn

Ser

Glu

Ala

170

Pro

Ser

10

Ser

Gly

Trp

-148-

Cys
75

Pro

Gly

Cys

Asp

Thr

155

Trp

Gly

Thr

Leu

His

Thr

Ala

14¢C

Gln

Pro

Gly

Ala

Asp

Phe

Leu

125

Ile

Gly

Arg

Arg

chudt-ngudi

Asn Asp Arg

Arg Cys Ser

Phe Tyr Asn

45

Cys Asn Leu

60

Thr

Ser

Ser

110

Ala

Cys

Pro

Thr

Ala
190

Gln

Tyr

95

Pro

Gly

Glu

Pro

Ser
175

HHRR

Asp

80

Lys

Gly

Lys

Asp

Ala

160

Gln

Cys Cys His

15

Arg Ser Gln

30

Asp Val val

Arg Ser Gly



Ser Glu
65

Cys Arg

Val Asp

Gln Ala

Arg His
130

Leu Leu
145

Thr Thr

Ser Thr

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

<220>
<223>

<400>

Val Thr

Lys Cys

Asp His

Asn Glu
50

Arg

Pro

Cys

Cys

115

Pro

Ala

Val

Pro

56
189
PRT
Nhéan

Lys

Gly

Val

100

Lys

Ala

Thr

Pro

Thr
180

tao

thé& kham

56

Val

Cys

Thr

35

Ala

Lys

Arg

20

Arg

Val

Gln Leu Cys
70

Thr Gln Pro
85

Pro Cys Pro

Pro Trp Thr

Ser Asn Ser
135

Leu Leu Trp
150

Ser Thr Thr
165

Leu Val Ala

Thr

Arg

Pro

Asn

120

Glu

Val

Pro

25401

Ala

Gln

Gly

105

Cys

Asp

Thr

Trp

Glu
185

mién ngoai bao 0X40

Leu Asn Cys
5

Glu Cys Gln

Asp Thr val

Asn Tyr Asp
55

Val

Pro

Cys

40

Thr

Lys

Gly

25

His

Cys

Thr

Asp

His

Thr

Thr

Gln

Pro

170

Gly

Asp

10

His

Pro

Lys

-149-

Gln Asp

75

Ser Ser

Phe Ser

Leu Ser

Val Cys
140

155

Arg Thr

Pro

Thr

His

Pro

Gly

125

Glu

Thr

Ser

chudt-nguoi

Thr Tyr

Gly Met

Cys Glu

Gln Cys

Pro

Val

Pro

45

Thr

Val Cys Gln
80

Lys Leu Gly
95

Gly Ser Asn
110

Lys Gln Ile

Asp Arg Ser

Phe Arg Pro
160

Gln Leu Pro
175

RRHH

Ser Gly His
15

Ser Arg Cys
30

Gly Phe Tyr

Gln Cys Asn



His

65

Thr

‘Pro

Asp

Arg
145

Arg

Gly

Arg

Val

Gly

Asn

Thr

130

Asp

Pro

Pro

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Cys

Val

Gln

115

Leu

Ile

Ser

57
445
PRT
Nhén

57

Gly

Arg

Asp

100

Ala

Gln

Pro

Thr

Thr
180

tao

Gln Val Thr Leu

1

Thr Leu Thr Leu

20

Gly Met Gly Val

35

Trp Ile Ala His

50

Ser Glu

70

Cys Arg

Cys Ala

Cys Lys

Pro Ala

Ala Thr

150

Val Gln
165

Arg Pro

Lys Glu

Thr Cys

Gly Trp

Ile Trp

Leu

Ala

Pro

Pro

Ser

135

Gln

Pro

Val

chudi n&ng VH6 IGHG4

Ser

Ser

Ile

Trp
55

Lys

Gly

Cys

Trp

120

Asn

Pro

Thr

Glu

25401

Gln

Thr

Pro

105

Thr

Ser

Gln

Glu

Val
185

5228P

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Asn

Gln

90

Pro

Asn

Ser

Glu

Ala

170

Pro

Ala

10

Gly

Pro

Asp

-150-

Cys

75

Pro

Gly

Cys

Asp

Thr

155

Trp

Gly

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

Leu

His

Thr

Pro

Gly

Val

Ser

Gly

Tyr
60

Pro

Asp

Phe

Leu

125

Ile

Arg

Arg

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Thr

Ser

Ser

110

Ala

Cys

Pro

Thr

Pro

Ser

30

Ala

Asn

Glu

Tyr

95

Pro

Gly

Glu

Ser
175

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Asp

80

Lys

Gly

Lys

Asp

Ala

160

Gln

Gln

Ser

Glu

Ala



Leu

65

Val

Cys

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

225

Phe

Val

Phe

Pro

Lys

Leu

Ala

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
290

Thr

Thr

Arg

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Arg

Met

Ile

100

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

vVal

Pro

Lys

Val

260

Tyr

Glu

Leu

Thr

85

Asp

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

245

Val

Val

Gln

Thr

70

Asn

Trp

Ser

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Lys

Val

Asp

Phe

Ile

Met

Asp

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
295

Ser

Asp

Gly

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

200

Val

Phe

Thr

Val

Val

280

Ser

25401

Lys

Pro

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asp

Val

90

Ala

Lys

Glu

Pro

Thr

170

Val

Asn

Ser

Gly

Met

250

Gln

Val

Tyr

-151-

Thr
75

Asp

Tyr

Ser

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Ser

Thr

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

220

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
300

Lys

Ala

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Asn

Thr

Gln

110

Val

Ala

Val

Pro

190

Lys

Pro

Val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Gln

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

255

Val

Thr

Val

Val
80

Tyr
Thr
Pro
Gly
Asn
160
Gln
Ser
Ser
Cys
Leu
240
Glu
Gln

Lys

Leu



25401

Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 . 315 320

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335

Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
340 345 350

Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 430

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

435 440 445
<210> 58
<211> 118
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220> 3
<223> mién thay d&di chudi ning VH6

<400> 58

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

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30

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

-152-



Trp

Leu

65

val

Cys

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Val

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

<220>

<223>

<400>

Ala

Thr

Thr

Arg

Thr
115

59
118
PRT
Nhén

X

mién

59

Gln Val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Thr

Gly

Ala

Thr

Thr

Arg

His

Arg

Met

Ile

100

Val

tao

Ile

Leu

Thr

85

Asp

Ser

Trp Trp Asp

55

Thr Ile Ser

70

Asn Met Asp

Trp Asp Gly

Ser

thay ddi chudi n&ng

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Ile
100

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Asp

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Trp

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Met

Asp

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Gly

25401

Asp Asp Lys

Lys

Asp

Thr
75

Pro Val Asp

Phe

1105

VH7

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Phe
105

90

Ala

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

90

Ala

-153-

Tyr

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Tyr
60

Ser

Trp

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Tyr

Lys

Ala

Gly

Lys

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Asn

Thr

Gln
110

Pro

Ser

30

Ala

Asn

Asn

Thr

Gln
110

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Ala

Val

80

Tyr

Thr

Gln

Ser

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Thr
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Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 60
<211> 106
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> mién thay ddi chudi nhe VL9

<400> 60

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyf Met
20 25 30

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Pro Trp Ile Tyr
35 40 45

Ala Thr Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

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

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr
85 : 90 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 61
<211> 354
<212> DNA

<213> Nhén tao

<220>
<223> trinh ty m& héa ADN mién thay ddi chudi ning VH6

<400> 61
caggtcacac tgaaagagtc tggacccgcc ctggtcaagc ccacccagac actgaccctg
60

acctgcagct tcagcggctt cagcctgagc acaagcggca tgggcgtggg ctggatcaga
120

-154-
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cagcctcctg gcaaggccect ggaatggatc gcccatattt

180

tataacaccg ccctgaaaac ccgcctgacc atcagcaagg

240

gtgctgacca tgaccaacat ggaccccgtg gacaccgcca

gactgggacg gcttcgecta ttggggccag ggaaccctgg

300

354

<210> 62

<211> 354

<212> DNA

<213> Nhén tao
<220>

.<223>

<400> 62

caggtcacac tgaaagagtc
60
'acctgcagct tcagcggctt
120

cagcctectg gcaaggccct
180 ‘
tataacaccg ccctgaaaac
240

gtgctgacca tgaccaacat
300

gactgggacg gcttcgcecta
354

<210> 63

<211> 318

<212> DNA

<213> Nhén tao
<220>

<223>

<400> 63

tggacccgcc

cagcctgagce

ggaatggctc

ccgcctgacce

ggaccccgtg

ttggggccag

ctggtcaagc

acaagcggca

gcccacattt

atcagcaagg

gacaccgcca

ggcaccctgg

ggtgggatga

acaccagcaa

cctactactg

tgaccgtgag

trinh ty md héa ADN mién thay ddi chudi ning VH7

ccacccagac

tgggcgtggg

ggtgggatga

acaccagcaa

cctactactg

tgaccgtgag

trinh tu m3 héa ADN mién thay ddi chudi nhe VL9

tgataaatat

gaaccaggtg

cgccagaatc

cagc

actgaccctg

ctggatcaga

tgataaatat

gaaccaggtg

cgccagaatc

cagc

gagatcgtgc tgacacagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga aagagccacc

60

ctgagctgta gagccagcag cagcgtgtcc tacatgcact ggtatcagca gaagcccgge

120
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caggcgccgc gcccgtggat ttatgcgacc agcaatcggg ccacaggcat
180

ttttctggca gcggctccgg caccgactac accctgacca tctccagcect
240

gacttcgccg tgtactactg ccagcagtgg tccagcaacc cctggacatt
300 !

accaaagtgg aaattaaa

318

<210> 64
<211> 10
<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi ni&ng CDR 1 clia VH6

<400> 64

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly

1 5 10
<210> 65

<211> 7

<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi ndng CDR 2 clia VH6

- <400> 65

Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys

1 5
<210> 66

<211> 10

<212> PRT

<213> Cchudét nhit

<220>
<223> chudi nd&ng CDR 3 ctia VH6

<400> 66

Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr

1 5 10
<210> 67

<211> 5

<212> PRT

-156-
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tggccagggce



25401

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe CDR 1 ctia VL9

<400> 67

Ser Ser Val Ser Tyr

1 5
<210> 68

<211> 3

<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe CDR 2 ctia VL9

<400> 68

Ala Thr Ser

1

<210> 69
<211> 9
<212> PRT

<213> Chudt nhit

<220>
<223> chudi nhe CDR 3 cua VL9

<400> 69

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr

1 5
<210> 70
<211> 13
<212> PRT

<213> Chuét nhit

<220>
<223> chudi ni&ng md réng CDR 1 clia VH6

<400> 70

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Gly Trp

1 5 10
<210> 71
<211> 19
<212> PRT

<213> Nhén tao
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<220>
<223> chudi ning md réng CDR 2 cla VH6

<400> 71

Trp Ile Ala His Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala
1 5 10 15

Leu Lys Thr

<210> 172
<211> 10
<212> PRT

<213> chuét nhit

<220>
<223> chudéi ndng md rdng CDR 3 cua VH6

<400> 72

Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr

1 5 10
<210> 73

<211> 12

<212> PRT

<213> Chudét nhit

<220> o
<223> chudi nhe m& réng CDR 1 cta VL9

<400> 73

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His Trp Tyr

1 5 10
<210> 74

<211> 11

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> chudi nhe m& réng CDR 2 cliia VL9

<400> 74

Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Arg Ala Thr

1 5 10
<210> 175

<211> 9

<212>. PRT
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<213> Chudét nhit

<220>

25401

<223> chudi nhe md réng CDR 3 cua VL9

<400> 75

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Trp Thr

1

<210> 76
<211> 44
<212> PRT

<213> Ngudoi

<220>

5

<223> modun 2 cla mién ngoai bdo 0X40 & ngudi

<400> 76
Arg Pro Cys
1

Cys Lys Pro

Gln Leu Cys

35
<210> 77
<211> 118
<212> PRT

<213> Nhén

<220>
<223> mién

<400> 77
Gln Val Thr

1

Thr Leu Thr

Gly Met Gly
35

Trp Ile Ala
50

Gly Pro Gly Phe Tyr Asn Asp Val Val Ser Ser Lys Pro

Cys Thr Trp Cys Asn Leu

20

5

10

25

Thr Ala Thr Gln Asp Thr Val Cys Arg

tao

40

thay @&bi chudi ndng VH2

Leu

Leu

20

Val

Arg

Lys Glu

Thr Cys

Ser Trp

Ile Trp

Ser Gly Pro Ala
10

Ser Phe Ser Gly
25

Ile Arg Gln Pro
40

Trp Asp Asp Asp
55

-159-

Leu Val Lys

Phe

Pro

Lys

Ser Leu

Gly Lys
45

Tyr Tyr
60

30

Pro

Ser

30

Ala

Ser

15

Arg Ser Gly Ser Glu Arg Lys

Thr Gln

15

Thr Ser

Leu Glu

Thr Ser



Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser

65

Val Leu Thr

Cys Ala Arg

Leu Val Thr

115
<210> 78
<211> 118
<212> PRT
<213> Nhén
<220>
<223> mién
<400> 78

Gln Val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Leu

Leu

Met

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Val

Thr

Gly
35

Ala

Thr'

Thr

Arg

Thr
115

70

Met Thr Asn Met Asp

85

Ile Asp Trp Asp Gly

100

Val Ser Ser

tao

thay @i chudi ning

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Ile

100

Val

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Asp

Ser

Glu Ser Gly

Cys Thr Phe

Trp Ile Arg

Trp Trp Asp

Thr Ile Ser

70

Asn Met Asp

Trp Asp Gly

Ser

25401

Lys

Pro

Phe
105

VH3

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Phe
105

Asp Thr Ser Lys Asn

75

Val Asp Thr Ala Thr

90

Ala Tyr Trp Gly Gln

Ala

10

Gly

Pro

Asp

Asp

val

90

Ala

-160-

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Lys

Leu

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

110

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln
110

Gln Val

Tyr
95

Gly

Thr

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

80

Tyr

Thr

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr



25401

<210> 79
<211> 118
<212> PRT

<213> Nhé&n tao

<220>
<223> mién thay &di chudi ning VH4

<400> 79

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

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
: 20 25 30

Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

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

Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 80
<211> 118
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> mién thay d&bi chudi ning VHS5

<400> 80

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

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
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25401

20 25 30

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

Trp Ile Ala His Ile Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala

Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg Ile Asp Trp Asp Gly Phe Ala Tyr Trp Gln Gly Thr
100 105 110

o
L

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 81
<211> 107
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> mién thay d8i chudi nhe VL2

<400> 81
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 ' 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Tyr
20 25 30

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

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

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

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 82
<211> 107
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> mién thay d3i chudi nhe VL3

<400> 82

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu 3Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Tyr
20 25 30

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

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

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

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 83
<211> 107
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> mién thay &bi chudi nhe VL4

<400> 83

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

Met

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu
1

Glu

Met

Tyr

Ser

65

Glu

Ile

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Ala.

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

84
107
PRT
Nhén

X

mién

84

val

Ala

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

tao

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

25401

Ala
25

Gly

Gly

Gln

Glu
105

thay dbi chudi nhe VL5

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val
85

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Fro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
90

-164-

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Tro

Lys

Leu

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Trp

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ser

Ser

30

Pro

Phe

Leu

Asn

Tyr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Pro

15

Tyr

Trp

Ser

Glu

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 85
<211> 107
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> mién thay d8i chudi nhe VL6

<400> 85

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Tyr
20 25 30

Met Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Pro Trp Ile
35 40 45

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

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

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

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 86
<211> 106
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> mién thay dbi chudi nhe VL7

<400> 86

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
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FIG. 8A
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