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Linh vuc k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén protein lién két gibng khang thé chira bbn chudi polypeptit
tao ra bdn vi tri lién két khang nguyén, trong d6 mbi cap polypeptit tao ra protein lién két
gidng khang thé s& hitu cac mién bién ddi kép c6 hudng chéo nhau. Sang ché ciing dé cap
dén phuong phap tao ra céc protein lién két giéng khang thé nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Céc khang thé IgG xuét hién trong ty nhién 13 khang thé c6 hai héa tri va don dic
hiéu. Céc khang thé dic hiéu kép co tinh dic hidu lién két d6i v6i hai khang nguyén khac
nhau c6 thé dugc tao ra sir dung cong nghé tai td hop va c6 nhiéu ting dung 14m sang. P
biét ro ring phan tir khang thé IgG hoan chinh 1 phan ti hinh chit Y bao gbm bdn chudi
polypeptit: hai chudi ning va hai chudi nhe. M&i chudi nhe bao gdm hai mién, mién tin
cung N duge biét 1a mién (hoic viing) bién ddi hodc Vi va mién tin cung C duoc biét 1a
mién cb dinh (hogc Cr) (mién ¢6 dinh kappa (Cx) hodc mién cd dinh lambda (C))). Mdi
chudi niing bao gdbm bdn hoic nim mién, tiry thudc vao 16p ctia khang thé. Mién tan cling
N duge bibt 12 mién (hodc ving) bién ddi (hodc Vy), theo sau 1a mién cb dinh tht nhit
(hoac Cyy), ving ban 18, va tiép theo 12 mién c6 dinh tht hai va thit ba (hodc Cypp va Cyp).
Trong khang thé 1ap ghép, mién V. va Vi két hop vé6i nhau d tao ra vi tri lién két khang
nguyén. Tuong tu, mién Cp, va Cy; két hop véi nhau gitp mot chudi ning két hop véi
mot chudi nhe. Hai heterodime chudi niing-chudi nhe két hop véi nhau bang tuong tic
ctia mién Cyp va Cy3 va twong tdc clia cac ving ban 1& trén hai chudi ning.

P3 biét rang viéc phan cét protein ctia khang thé c6 thé din dén viéc tao ra cac
manh khang thé (Fab va Fab2). C4c méanh ndy cia khing thé toan phan c6 thé cé hoat
tinh lién két khang nguyén. C4c méanh khang thé ciing co thé dugc tao ra béng cach tai tb
hgp. Manh Fv, chi bao gbm cac mién bién ddi cla chudi nang va chubdi nhe két hop véi
nhau c6 thé dugc tao ra. Cac manh Fv nay c6 hoa tri mot khi lién két v6i khang nguyén.
Céc manh nhd hon nhu cic mién bién ddi riéng r& (cac khang thé mién hodc cic dAB;
Ward et al., 1989, Nature 341(6242): 544-46), va cac vung xac dinh tinh bd tro riéng 18
hodc cac CDR (Williams et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86(14): 5537-41)
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ciing dugc chi ra 1a c¢6 dic tinh lién két ctia khang thé gbc, mic dit hiu hét cac khang thé
xuét hién trong tu nhién thuong can ¢4 Vi 13n Vi, méi c¢6 hoat luc lién két ddy du.

Céc c4u trac manh bién dbi chudi don (single chain variable fragment - scFv) bao
gdm mién Vg va V| ciia khang thé, nam trong chudi polypeptit don, trong d6 cic mién
tach biét nhau bang lién két linh dong c6 chiéu dai diy du (nhiéu hon 12 gbc axit amin),
ma anh hudng dén twong tic ndi phéan tir, cho phép qua trinh tw 13p ghép cua hai mién
thanh vi tri lién két epitop chirc ning (Bird et al., 1988, Science 242(4877): 423-26). Cac
protein nhd nay (MW ~25,000 Da) thudng c6 tinh dic hiéu va & luc dbi véi khéng
nguyén ciia chung trong polypeptit don va c6 thé cung cdp khéi 1ap ghép thuan tién cho
cac phén tir dac hiéu 16n hon.

M6t wu diém cia viée sir dung manh khéng thé so véi viée st dung khéang thé toan
phén trong chin dodn va diéu trj 1a kich thuéc cia manh khang thé nhé hon. Chiing chéc
chéin sinh mién dich it hon so v6i khang thé toan phan va nhiéu kha ning thim vao mo
hon. M6t nhuge diém khi st dung cc manh nay la chiing chi c6 mdt vi tri lién két khang
nguyén, 1am cho i lyc bi giam. Ngoai ra, do kich thuéc nhé nén chung bi thanh thai rat
nhanh khéi huyét thanh, va do do, c6 thoi gian ban hay nge‘in.

Vin @ quan tdm d6 13 tao ra khang thé dic hiéu kép (bispecific antibody - BsAb)
ma két hop hai vi tri lién két khang nguyén ctia hai khang thé trong cting mdt phan tt, va
do do, s& ¢6 kha nang cung lic lién két hai khang nguyén khic nhau. Bén canh céc (mg
dung cho muc dich chin doan, cic phan tir ndy con mé ra nhiéu tng dung diéu tri méi, vi
du, b%mg cach hudong hé théng tac dong tiém 4n vao khu vuc bi bénh (tai ddy, cac té bao
ung thu thuong phat trién céc co ché trc ché dap tmg mién dich thong thuong dugc tao ra
boi khang thé don dong, nhu tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé (antibody-
dependent cellular cytotoxicity - ADCC) hodc tinh gdy doc té bao phu thudc bd thé
(complement-dependent cytotoxicity - CDC)), hodc bing cach ting hoat tinh trung hoa
hodc kich thich cia khang thé. Kha ning nay dugc biét dén rat sém, tao ra nhiéu phuong
phép san xuét khang thé dic higu kép. Céc cong trinh nghién ciru ban d4u déu tap trung
vao viéc két hop tinh dic hiéu lién két ctia hai khang thé toan phin véi cac khang nguyén
dich khéac nhau cho muc dich diéu tri, bang cach st dung phén tir di tiép hop dugc dung
hop hoa hoc (Staerz et al., 1985, Nature 314(6012): 628-31).

Khang thé dic hiéu kép dau tién duge tao ra béng cach dung hgp hai thé lai, céac

thé lai ndy déu c6 kha ning tao ra cic globulin mién dich khac nhau (Milstein et al.,
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1983, Nature 305(5934): 537-40), nhung tinh hén tap cia khang thé loai nay (1én dén 10
loai khac nhau) ma dugc tao ra trong méi trudong nudi cdy té bao khién viéc tinh ché
chung kho khin va tén kém (George ef al., 1997, THE ANTIBODIES 4: 99-141 (Capra et
al., ed., Harwood Academic Publishers)). Khi sir dung dang nay, khang thé IgG2a &
chudt nhit va IgG2b & chuft déng duogc tao ra trong cung mot té bao (vi du, dudi dang
thé dung hop bdn ciia hai thé lai, hoic trong cac té bao CHO duoc xtr ly k¥ thuat). Vi
chudi nhe ctia timg khéng thé s& wu tién két hop véi chudi ning cia loai ciing ngudn gbe
nén ba loai khang thé chinh s& dugc lap ghép; hai khang thé gdc va heterodime ctia hai
khéang thé mang mot cip chudi nang/chudi nhe clia khang thé, két hop thong qua phan Fe
cta ching. Dime mong mudn c¢6 thé dugc tinh ché tir hdn hop nay nho dic tinh lién két
véi protein A khac v6i dic tinh lién két cua khang thé gbc: IgG2b chudt ddng khong lién
két véi protein A, trong khi d6 IgG2a chudt nhét lai lién két véi protein nay. Do do,
heterodime chu6t nhét-chudt ddng lién két véi protein A nhung lai dugc rira giai ¢ 4o pH
cao hon so homodime IgG2a chudt nhit, va didu ndy cho phép tinh ché chon loc
heterodime dic hiéu kép (Lindhofer et al., 1995, J Immunol. 155(1): 219-25).
Heterodime dic hiéu kép thu dugce khong co ngudn gdc tir ngudi hoan toan, do d6 né ¢6
tinh sinh mién dich cao, nhung ciing ¢ thé c6 tac dung phu gy hai (v du, phan ung
"HAMA" hoic phan tng "HARA"), va/hodic hoat tinh trung hoa chét trj liéu. Do d6, cn
c¢6 khang thé dic hiéu kép da qua xir ly k§ thuat c6 dac tinh yu viét va co thé dugc sin
xuét tir moi truong nudi cy té bao dong vat c6 v d& dang véi hiéu suét cao.

Mic du d thu dugc két qua kha quan khi sir dung thé tiép hop di twong ddng hoic
khang thé ddc hiéu kép dugc tao ra bdi thé dung hop té bao nhur d4 néu, nhung mét vai
yéu t6 1am cho chiing khong kha thi trong ing dung diéu tri trén quy md 16n. Cac yéu tb
nay bao gbm: thé tiép hop di twong ddng c6 thoi gian thanh thai in vivo nhanh, do d6 can
ky thuat chuyén dung trong phong thi nghiém dé tao ra loai phan tir nay, can tinh ché k¥
thé tiép hop di twong dbng nay dé tach chung ra khoi thé tiép hop turong ddng hodc khang
thé don dic hiéu, va thuong co6 higu suét thip.

Viée xir 1y k¥ thudt gen dd duoc st dung dé tang hiéu sut trong thiét k&, cai bién
va tao ra khang thé hodc dan xuét cua khang thé c6 bd dic tinh lién két va chirc ning tac
dong mong mudn. R4t nhidu phuong phép tai td hop da dugc phat tridn @ san xuét cac
BsAb mot cach c6 hiéu qua, ca hai déu duéi dang manh khang thé (Carter ez al., 1995, J.
Hematother. 4(5): 463-70; Pluckthun et al., 1997, Immunotechnology 3(2): 83-105;
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Todorovska et al., 2001, J. Immunol. Methods 248(1-2): 47-66) va dang I1gG c6 chidu dai
day da (Carter, 2001, J. Immunol. Methods 248(1-2): 7-15).

Viéc két hop hai scFv khac nhau s& tao ra dang BsAb c6 khéi lwong phén tir tdi
thiéu, dugc goi bﬁng thuat ngit sc-BsAbs hodc Ta-scFvs (Mack et al., 1995, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 92(15): 7021-25; Mallender et al., 1994, J. Biol. Chem. 269(1): 199-
206). Cac BsAb da dugc xdy dung cu tric bing cach dung hop di truyén hai scFv véi
tinh ning dime héa nhu viing khoa kéo leuxin (Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148(5):
1547-53; de Kruif et al., 1996, J. Biol. Chem. 271(13): 7630-34).

Khéng thé doi (diabody) 12 manh khéng thé nhd, héa trj hai va ddc hiéu kép. Cac
manh ndy mang Vy lién két v6i Vi, trén ciing chudi polypeptit thong qua lién két rat ngén
(c6 chidu dai nhé hon 12 gbc axit amin) dé hai mién trén cling mot mach ghép clp véi
nhau. Cac mién niy bat budc phai cip lién phan ti véi mién ctia chudi khéc, va tao ra hai
vi trf lién két khang nguyén. C4c méanh khang nguyén dime nay, hodc "khang thé doi" 1a
cac manh khang nguyén hoa tri hai va dic hiéu kép (Holliger et al., 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 90(14): 6444-48). Cac khang thé d6i nay c6 kich thuéc twong tw véi
manh Fab. Cac chudi polypeptit mang mién Vi va Vi, ndi v6i nhau bang lién két c6 chiéu.
dai tir 3 dén 12 gbc axit amin, @& chi yéu tao ra dime (khang thé hai), trong khi d6 lién
két ¢6 chidu dai tir 0 dén 2 gbc axit amin chu yéu tao ra trime (khdng thé ba) va tetrame
(khang thé bén). Ngoai phu thudc vao chidu dai cta lién két, mé hinh oligome héa chinh
xac duong nhu con phu thugc vao thanh phan cling nhu huéng cia mién bién dbi
(Hudson et al., 1999, J. Immunol. Methods 231(1-2): 177-89). Kha nang phéng doan céu
triic cudi cling ctia phan tir khang thé doi 1a rat thap.

v Miic di sc-BsAb va céc cdu tric dya trén khang thé d6i c6 hoat luc 1am sang dang
chd y nhung da chi ra ring viéc phén tir két hop v6i nhau bang lién két khong dong hoéa
tri s&€ khong du dn dinh trong diéu kién sinh ly. Tinh dn dinh toan bd ctia manh scFv phu
thudc vao tinh 6n dinh ndi tai cua mién Vi va Vg cling nhu tinh on dinh cta ranh gigi
gitta cac mién. P6 6n dinh khong du cia ranh gidi mién Vy-Vy ctia manh scFv thuong
duoc cho 14 nguyén nhan chinh 1am v6 hoat scFv khong thuan nghich, do viéc mé& rong
tam thoi ctia ranh gioi mién ma dugc tao ra bdi lién két peptit, tr d6 1am 16 ra cac mang
ky nudc, tao diéu kién cho qua trinh két tu va do @6, lam mét dn dinh va gidm hiéu sut

san xut (Worn et al., 2001, J. Mol. Biol. 305(5): 989-1010).
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Phuong phap khac dé san xuét cac protein lién két khang nguyén hoa tri hai, dic
hidu dbi tir mién Vy va Vi d3 dugc md ta trong patent My s6 5,989,830. CAu hinh hai dau
va Fv kép thu dugc bang cach biéu hién vecto hai cistron ma héa hai polypeptit. Trong
cAu hinh Fv kép, cac mién bién ddi ctia hai khang thé khic nhau dugc biéu hién theo hai
huéng ndi tiép trén hai chudi tach biét (mdt chudi ning va mot chudi nhe), trong d6 mot
chudi polypeptit c6 hai mién Vy c6 huéng nbi tiép nhau va tach biét boi lién két peptit
(Vui-lién két-Vi) va chudi polypeptit con lai ¢ cic mién Vi bd trg ndi tiép nhau béng
lién két peptit (Vii-lién két-Vy,). Trong cAu hinh hai d4u lién két chéo, cic mién bién dbi
cta hai khang thé khac nhau dugc biéu hién theo hai huéng nbi ti€p trén hai chudi
polypeptit riéng biét (mot chudi ning va mot chudi nhe), trong d6 mdt chudi polypeptit
¢6 hai mién Vi ¢6 huéng néi tiép nhau va tach biét boi lién két peptit (Viy-lién két-Viy)
va chudi polypeptit con lai c6 cac mién Vy, bd trg nbi tiép nhau bang lién két peptit nim &
huéng dbi dién (Vio-lién két-VLl). Viéc mo hinh héa phén tir cia cac cAu trac cho théy
kich thudc lién két s& du dai d& bao gdbm 30-40 A (15-20 gbc axit amin).

Viéc lam tang hoéa tri cua khang thé dang duoc quan tdm do n6 1am tang i luc
chirc ndng cuia khang thé nho tac dung bam dinh. Céc phuc protein da héa tri (polyvalent
protein complexes - PPC) c6 hoa tri dugc 1am ting dd dugc md ta trong cong bb don yéu
chu cép patent My sé US 2005/0003403 Al. Cc PPC bao gdm hai chudi polypeptit
thuong dugc sip xép bén suon cta mot chudi khac. Mdi chudi polypeptit thuong bao
gbm ba hoic bén "ving v" ma bao gdm céc trinh tu axit amin c6 kha nang tao ra vi tri
lién két khang nguyén khi dugc ghép cap véi ving v twong mg trén chudi ddi dién. C6
t6i 6 ving v ¢6 thé dugc st dung trén mdi chudi polypeptit. Céc ving v clia mbi chudi
polypeptit lién két thing véi ving v khéc va c6 thé duogc lién két bing céc ving lién két
nim rai rac. Khi duge sip xép & dang PPC, cac ving v trén mdi chudi polypeptit tao ra
cac vi tri lién két khang nguyén riéng 1. Phirc ndy co thé c6 mot hoic mot vai tinh diic
hiéu lién két.

Chién lugce tao ra heterodime Fc st dung b dot bién "khoéa trong 6" trong mién
Cy; cua Fc dd dugce Carter va dbng tac gia dé xuit (Ridgway et al., 1996, Protein Eng.
9(7): 617 dén 21; Carter, 2011, J. Immunol. Methods 248(1-2): 7-15). Bo dot bién nay
1am thay dbi tinh bd trg che 14p gbc gitta ranh giGi mién Cys trong nhén Ky nudc duge
bao toan cau tric sao cho viéc tao ra heterodime chiém wu thé hon so voi déng dime, tu

d6 thu dugc muirc biéu hién heterodime t6t tir moi trudng nudi cdy té bao dong vét co vi.
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Mic du chién lwgc nay s& cho hiéu suit thu heterodime cao hon nhung céc heterodime
nay khéng bi trc ché hoan toan (Merchant et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16(7): 677-81.

Gunasekaran va cac déng tac gid da phét hién ra rr?mg khi thyc hi€n tao ra
heterodime Fc bing cach thay dbi tinh bd trg dién tich & ranh gi6i mién Cys
(Gunasekaran et al., 2010, J. Biol. Chem. 285(25): 19637-46) s& giit lai dugc tinh thu
nhén cta nhan ky nuéc. Nho wu didm ciia co ché huéng tinh dién, cac cAu tric ndy c6
kha nang ting cudng hiéu qua viéc tao ra heterodime Fc véi muc tap chit ddng dime nho
nhit nho dot bién hai cip gdc mang dién nim & ngoai bién. Ngugc véi md hinh, khoéa
trong O, cic dong dime tham chi con bi uc ché do ban chét cua co ché ddy tinh dién,
nhung khong thé tranh dugc hoan toan.

Davis va cac déng tac gia md ta phuong phép xt Iy k§ thuat khang thé dé chuyén
hoa déng dime Fc thanh heterodime béng céach cai manh cuia mach B & mién Cy; cia IgG
va IgA vao, ma khong dua thém lién két disulfua ndi mach vao (Davis et al., 2010,
Protein Eng. Des. Sel. 23(4): 195-202). Viéc biéu hién protein dung hop thé mém
(SEEDbody - Sb) & cac t€ bao clia dong vat c6 vi tao ra cac heterodime Sb véi hiéu suét
cao va dé dang tinh ché dé loai bod lwong nho céc san phim phu.

Cong bé don yéu ciu cap patent My sb US 2010/331527 Al md ta khéng thé dic
hiéu kép dya trén vi¢c heterodime héa mién Cps, dua vao dot bién H95R va Y96F trong
mién Cy; trong mot chudi ning. Céc thay thé axit amin nay thu dugc tir mién Cys cua tiéu
loai IgG3 va s€ heterodime hoa bang khung xwong IgG1. Chudi nhe thong thuong c¢6 xu
huéng cdp véi mdi chudi ning I3 didu kién can cho tat ca cic dang dwa trén viéc
heterodime hoa théng qua mién Cyz. Do do, tbng ba loai khang thé nay duoc tao ra bao
gbém: 50% c6 khung xuong thudn IgG1, mot phin ba c6 khung xwong dot bién thuin
H95R va Y96F, va mot phé"m ba ¢6 hai chudi ning khac nhau (dic hiéu kép). Heterodime
mong mudn c6 thé dugc tinh ché tir hdn hgp nay nho dic tinh lién két ctia n véi protein
A khéc véi dic tinh lién két cta n6 véi Protein cua khang thé géc: cac mién Cy; thu duge
tir [eG3 khong lién két v6i protein A, trong khi d6 céc mién thu duogc tir IgG1 lai lién két
véi protein nay. Do d6, heterodime nay li€n két v6i protein A, nhung lai rira giai & do pH
cao hon so véi déng dime thuin IgG1, va diéu nay cho phép tinh ché chon loc heterodime
dic hiéu kép.

Patent My s6 7,612,181 mé ta khéng thé dic hiéu kép IgG mién bién doi kép
(Dual-Variable-Domain 1gG - DVD-IgG) dua trén dang Fv kép dugc mo ta trong don
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Patent M§ sb 5,989,830. Dang dic hiéu kép twong tu ciing dugc md ta trong Cong bd don
yéu cu cap patent My s6 US 2010/0226923 Al. Viéc b sung cac mién cb dinh VAo cac
chudi twong tng ctia Fv kép (Ci;-Fe vao chudi nang va mién ¢b dinh kappa hodc lambda
vao chudi nhe) s& tao ra khing thé chirc nang dac hi¢u kép ma khong can céc cai bién
khéc (nghia la, viéc bd sung mién cb dinh 5 rang 1a d& ting cuong do on dinh). Mot sb
khéng thé dugc biéu hién trong dang DVD-Ig/TBTI c¢6 anh hudng tich cyc dén vi tri lién
két khang nguyén thir hai (hodc trong cting) (Fv2). Tuy thudc vao trinh tu va ban chit cia
khang nguyén dwoc nhan dién boi vi tri Fv2, mién khéng thé niy c6 4i luc giam véi
khéng nguyén cta né (nghia la, mit tc do két hop so v6i khang thé gbc). Mot 1y do c6
thé 1y giai cho két qua nay 1a lién két giita Vi; va V|, nho vao trong ving CDR cua Fv2,
& mot mirc do nao do lam cho Fv2 khong thé tiép can dugc véi cac khang nguyén 16n
hon.

CAu hinh thir hai cia manh khéang thé dic higu kép dugc md ta trong patent My s6
5,989,830 Ia hai diu lién két chéo (cross-over double head - CODH), c¢6 hudng cua cac
mién bién dbi dugc biéu hién trén hai chudi nhu sau:

Vyi-lién két-Vy,, dbi v6i chudi nhe, va

Vip-lién két-Vy;, d6i véi chudi ning

Patent s6 '830 md ta ring manh khang thé hai dau lién két chéo c6 tinh dac hiéu
kép (chu traic GOSA.E) giit dugc hoat tinh lién két cao hon so v6i Fv kép (xem trang 20,
dong 20-50 cua patent '830), va con mo ta rang dang ndy it bi anh hudng hon bdi lién két
duoc st dung gifra cac mién bién ddi (xem trang 20-21 cua patent '830).

Ban chét ky thuit clia sing ché

Sang ché dé xuét protein lién két gidng khang thé bao gébm bdn chudi polypeptit
tao ra bdn vi tri lién két khang nguyén, trong d6 hai chudi polypeptit co chu tric dugce thé
hién bing cong thirc:

Vii-Li-Vio-L-C, - []]
va hai chudi polypeptit c6 cdu tric dugc thé hién béng cong thuc:
Vi-L3-Vii-L4-Cui-Fe [11]
trong do:
V., 12 mién bién déi thtr nht ctia chudi nhe ciia globulin mién dich;
V., 12 mién bién dbi thtr hai cia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Vi 1a mién bién doi thtr nhat cua chudi ning cta globulin mién dich;

-8



28826

Vi, 12 mién bién d6i thir hai cta chudi niing ctia globulin mién dich;

C. 1a mién ¢b dinh cta chudi nhe cia globulin mién dich;

Cy 12 mién ¢b dinh Cy; ctia chudi ning ctia globulin mién dich;

Fc 1a ving ban 18 cua globulin mién dich va Cyp, Cys 12 cic mién cb dinh cia

chubi niing ciia globulin mién dich.
Ly, Ly, L3, va Ly 12 lién két axit amin;
va trong d6 cac polypeptit c6 cong thirc I va cic polypeptit c6 cong thirc II tao ra cap
chudi nhe-chubi ning lién két chéo.
Sang ché ciing @& xuét protein lién két gidng khing thé bao gdm hai chudi
polypeptits tao ra hai vi tri lién két khang nguyén, trong d6 chudi polypeptit thir nhit cé
chu trac duoc thé hién bing cong thirc:
Vir-Li-Vip-Lo-Co - [1]

va chudi polypeptit thir hai co chu trac dugce thé hién bang cong thirc:
Vi-L3-Vii-Ls-Cyy  [1I]

trong do:

Vy; 12 mién bién déi thir nhét ciia chudi nhe ctia globulin mién dich;

V|, 12 mién bién dbi thr hai ciia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Vi1 12 mién bién ddi thir nhét ctia chudi ning ciia globulin mién dich;

Vipp 12 mién bién ddi tht hai ciia chudi ning cia globulin mién dich;

C.la mién cb dinh ciia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Cyy; 14 mién cb dinh Cyy; ctia chudi ning ctia globulin mién dich;

L;, Ly, L3, val,valién két axit amin;
va trong d6 céc polypeptit thir nhét va thir hai tao ra cp chudi nhe-chubi nang lién két
chéo.

Séang ché con d8 xuét phuong phép tao ra protein lién két gidng khang thé bao gdm
bbn chudi pblypeptit tao ra bén vi tri lién két khang nguyén, bao gdm cac budc sau: xac
dinh mién bién déi thir nhit ciia khang thé lién két voi khang nguyén dich thu nhét va
mién bién déi thu hai cia khang thé lién két v6i khang nguyén dich thir hai, mdi mién
ddu chira Vi, v Vig; quy dinh chudi nhe hodc chudi ndng 1am chudi khuon mau; quy dinh
V, ctia mién bién ddi thtr nhit ciia khang thé hogc mién bién doi thtr hai cla khang thé
lam Vy;; quy dinh Vp,, Vg, va Vi theo cédc cong thae [I] va [1I] duéi day:

Vii-Li-Vi-L-Cy - [1]
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Viz-L3-Vhi-L4-Cpy-Fe (1]
x4c dinh chidu dai nhé nhit va 16n nhit cia L;, L,, Ls, va L4; tao ra cac cAu trac
polypeptit c6 cong thirc I va II; chon céc chu trac polypeptit c6 cong thire I va II lién két
v6i khang nguyén dich thi nhit va khang nguyén dich thir hai khi dugc két hop dé tao ra
protein lién két gibng khang thé;
trong do:

Vi, 12 mién bién dai thit nhét cia chudi nhe ciia globulin midn dich;

V1, 12 mién bién ddi thi hai ctia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién ddi thir nhét cua chudi ndng cua globulin mién dich;

Vi 12 mién bién dbi thir hai ctia chudi niing cia globulin mién dich;

Cp 12 mién ¢b dinh cia chudi nhe cta globulin mién dich;

Cyy 12 mién ¢ dinh Cyy; ctia chudi ning ctia globulin mién dich;

Fc 1a ving ban 1& cta globulin mién dich va Cyp, Cy; 12 céc mién cb dinh cia
chudi niing ctia globulin mién dich; va

Ly, Ly, Ls, va Ly 12 lién két axit amin;
va trong d6 cac polypeptit c6 cong thirc I va cac polypeptit c6 cdng thirc I tao ra cap
chudi nhe-chudi niing lién két chéo.

Sang ché con dé xuét phuong phap tao ra protein lién két giéng khang thé bao gbm
bbn chudi polypeptit tao ra bbn vi tri lién két khang nguyén, bao gdm x4c dinh mién bién
déi thir nhét ciia khang thé lién két v6i khang nguyén dich thir nhat va mién bién dbi thir
hai ctia khang thé lién két véi khang nguyén dich thir hai, mdi mién déu bao gom Vi, va
Vi; quy dinh chudi nhe hodc chudi ning 1am chudi khuén mau; quy dinh Vi, cia mién
bién ddi thir nhit ctia khang thé hodc mién bién dbi thir hai cla khang thé 1am Vy; quy
dinh Vy,, Vi, va Vi theo céac cdng thirc [I] va [II] dudi déy:

Vii-Li-Vi-Lo-CL - (1]

Via-L3-Vui-Ls-Cur [1I]
xac dinh chi®u dai nho nhét va 16n nhit Ly, L,, L, va Ly; tao ra cAu truc polypeptit ¢o
cong thire I va II; chon cac c4u trac polypeptit c6 cong thirc I va II ma lién két v6i khang
nguyén dich thu nhét va khang nguyén dich thtr hai khi dugc két hop dé tao ra protein
lien két giéng khang thé;
trong do:

Vi, 12 mién bién doi thir nhét cua chudi nhe cta globulin mién dich;
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Vi, 12 mién bién dbi thir hai caa chudi nhe ciia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién d6i thir nhit ciia chudi ning cia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién déi th hai ctia chudi ning clia globulin mién dich;

Cy, 12 mién c6 dinh cia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Cyp; 14 mién ¢b dinh Cyy; ctia chudi niing ciia globulin mién dich; va

Ly, Ly, L3, va Ly 1a cac lién két axit amin;
va trong d6 cac polypeptit c6 cong thirc I va cac polypeptit c6 cong thirc II tao ra cdp
chudi nhe-chudi nang lién két chéo.

Céc phuong an cu thé clia sang ché s& tr& 1én rd rang nho phan mb ta chi tiét hon
céc phuong 4n nhét dinh va cdc diém yéu cau bao ho duéi day.
M0 ta vit tit cac hinh vé
Fig.1. So d6 thé hién céc mién lién két khang nguyén Fv1 va Fv2 trong céu hinh ving V
kép va sy sdp xép cac lién két peptit L va Ly twong ng ctia chung ¢ dang TBTIL.
Fig.2. So dd (2D) ctia céc mién lién két khang nguyén Fvl (khang-IL4) va Fv2 (khang-
IL13) trong c4u hinh ving bién dbi kép lién két chéo (cross-over dual variable - CODV)
va su sip xép cac lién két peptit twong tng cua ching.
Fig.3. So dd thé hién Fv khéang-IL4 va Fab khang-IL13 cho thy su sdp xép khong gian
c6 thé tao ra biang cach phan cit protein-protein cia ving Fv trong khang thé khéng IL4
va vung Fv cua khang thé khang IL13. |
Fig.4. Panh gia kha ning lién két cua protein CODV ¢6 hoa tri bbn va tinh dic hiéu kép
trong thr nghi¢ém BIACORE bang cach tiém hai khang nguyén 14n luot hodc ddng thoi
1én chip phii protein DVD-Ig. Tin hiéu 16n nhét quan sat dugc khi tiém lan lugt ¢ thé thu
dugc bing cach cung tiém cé hai khang nguyén, didu @6 cho thay tét ci cac vi tri lién két
déu bao hoa.
Fig.5. So dd (2D) ciia céc mién lién két khang nguyén trong chu hinh CODV va su sép
xép ciia peptit lién két L twong tmg (L; vaL,) va Ly (L3 vaLy). Trong bang A, chudi nhe
duoc gitt & lién két "thing hodc khuon mAu", trong khi d6 chudi ning & chu hinh "lién két
chéo". Trong bang B, chudi ning dugc gitt & lién két "thang hodc khudn mu" va chudi
nhe & cdu hinh "lién két chéo".
Fig.6. So dd ciia thiét ké CODV-Ig dua trén viéc chudi nhe hay chudi ning dugc st dung
1am khudn mau.
Fig.7. So sanh phan tir TBTI/DVD-Ig hodc CODV-Ig két hop trinh ty khéang IL4 va
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khang IL.13.

Fig.8. So sanh dang CODV-Fab va B-Fab trong thir nghiém gy ddc té bao sir dung céc té
bao NALM-6.

M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché mo ta protein lién két gidng khang thé bao gdm bdn chudi polypeptit tao
ra bdn vi tri lién két khang nguyén, trong d6 mdi cip polypeptit tao ra protein lién két
gidng khang thé c6 cac mién bién dbi kép c6 hudng chéo nhau. Sang ché ciing mé ta
phwong phép tao ra cac protein lién két gidng khang thé nay.

Viéc mé hinh héa trén may tinh cho thiy mé hinh hai d4u lién két chéo (cross-over
double-head - CODH) trong bing patent M§ sé 5,989,830 s& tao ra phirc chét, trong d6
hai vi tri lién két ndm & hai hudng d6i dién nhau, ma khong c6 nhiing didu kién rang budc
nhu goi ¥ cho cdu hinh Fv kép trong Patent My s6 7,612,181. Cu thé, viéc m6 hinh hoa
trén may tinh chi ra rang chidu dai cua lién két axit amin gitta cic mién bién dbi khong
phai 13 yéu td quan trong trong md hinh CODH, nhung la yéu t6 quan trong cho phép tiép
can hoan toan véi ca hai vi tri lién két khang nguyén trong ving Fv kép. Nhu d6i véi
dang DVD-Ig/TBTI, cdu tric protein lién két gidng khang thé duoc tao ra, trong d6 cac
mién ¢b dinh dugc gén vao cdu hinh CODH @ tao ra protein lién két gibng khang thé
bao gdm bdn chudi polypeptif tao ra bbn vi tri lién két khang nguyén, trong d6 mdi cip
polypeptit tao ra protein li€n két gibng khang thé c6 cac mién bién dbi kép c6 huéng chéo
nhau (nghia la, CODH-Ig). Cac phan tir CODH-Ig dugc mong dgi c6 tinh 6n dinh cai
thién hon dang ké so véi cac phan tr CODH (vi DVD-Ig/TBTI ¢c6 d6 6n dinh cai thién
hon so v&i cac phén tir Fv kép).

Pé kiém chung gia thiét néu trén, phan tt CODH-Ig dugc tao ra st dung trinh ty
khang thé khang IL4 va khang IL13 duoc md ta trong Ccong b6 don yéu cau cip patent
My§ sé US 2010/0226923 Al. Phén tt CODH-Ig khéc v6i phén tt CODH cua US
2010/0226923 vé chidu dai cta lién két axit amin tach biét cdc mién bién d6i v6i nhau
trén cdc chudi polypeptit twong Gng. Céc phan tir CODH-Ig duoc biu hién trong cac té
bao sau khi gdy nhiém tam thoi va sau d6, duge tinh ché bang sic ky protein A. Mic du
séc ky loai theo kich thudc (size-exclusion chromatography - SEC) cho thiy murc két tap
bang 5-10% nhung khong c6 phén tir CODH-Ig bat ky c6 chirc nang, va do do, khong co
phan tir CODH-Ig bt ky c6 kha ning lién két véi tat ca cac khang nguyén dich cia n.

Viéc thiéu hoat tinh lién két khang nguyén c6 thé qua trinh dime héa bi anh huéng ctia
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cac vang Fv cta chudi ning va cic chudi nhe do chiéu dai lién két khong thich hop anh
huong dén su tao ra paratop chinh xéc. Két qua 14 mot quy trinh duge phat trién dé xac
dinh 1ién két axit amin thich hop d& xen véo gitta hai mién bién dbi va mién bién dbi thir
hai va mién ¢b dinh trén ca polypeptit chudi ning 13n chudi nhe ctia protein lién két gidng
khang thé. Quy trinh ndy dua trén viéc tiép hop tuwong ddng protein-protein va md hinh
thtr nghiém cta vung FvIL4 va FvIL13, tuong ung, ké c4 md hinh mién Fcl, va xdy dung
cAu tric cia cac lién két thich hop gitta ving FvIL4 va FvIL13 va gita ving Fv va ving
c¢b dinh Fcl.
Phuong phédp ADN tai t6 hop tiéu chuén duoc ding dé xay dung cdu tric
polynucleotit ma hoa polypeptit ma tao ra protein lién két giéng khang thé theo séng ché,
“két hop céc polynucleotit vao trong vecto biéu hién tai to hop, va dua cc vec to ndy vao
trong céc t& bao chi. Xem vi du, Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3rd ed.). Cac phan ung
enzym va k¥ thuét tinh ché ¢6 thé dugc thyuc hién theo khuyén c40 cia nha san xuét, nhu
thudong duogc thuc hién trong linh vuc k§ thuét, hodc nhu duge mo ta ¢ day. Trir khi dinh
nghia cu thé dugc dua ra, danh phép lién quan, va quy trinh thir nghiém, k¥ thuét, hoa
phén tich, hoa hiru co tdng hop, va héa co va hoa duge dugc md ta & day la da dugc biét
1o va thuong duge sit dung trong linh vye k¥ thuat nay. Tuong tu, cac k¥ thuét thong
thudng c6 thé dugc dung dé tong hop hoa hoc, phan tich héa hoc, san xudt, bao ché, phan
phéi dugc phdm va diéu tri cho bénh nhén.

1. Cac dinh nghia tdng quat

Nhu dugc dung trong phin md ta, cac thuat ngit sau, trir khi dugc thong bao, s&
dugc hiéu theo nghia sau ddy. Trir khi ndi dung néu rd, thuat ngi s it s& bao gdm sd
nhiéu va thuét ngft sb nhidu ciing bao gom sb it.

Thuat ngit "polynucleotit” nhu dugc sir dung & dy chi polyme cia axit nucleic
mach don hodc mach kép cé chidu dai it nhét 1a 10 nucleotit. Theo cac phuong an nhét
dinh, nucleotit bao gbm polynucleotit ma co thé 1a ribonucleotit ho#ic deoxyribonucleotit
hodc dang cai bién ctia mot trong sb dang nucleotit ndy. Cac cai bién nay bao gbm céc cai
bién bazo nhu bromuridin, cic cai bién riboza nhu arabinosit va 2',3'-dideoxyriboza, va
cdc cai bién lién két gifra cac nucleotit nhu phosphorothioat, phosphorodithioat,
phosphoroselenoat, phosphorodlaelenoat, phosphoroanilothioat, phoshoraniladat va

phosphoroamidat. Thuat ngit "polynucleotit” bao gdm dang mach don va mach kép clia
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ADN.

“Polynucleotit phan 1ap duoc” 14 polynucleotit cia hé gen, ADN bd trg hoic c6
ngudn gdc tdng hop hoic mot s6 dang két hop ciia ching, ma do ngudn gbc ciia né nén
polynucleotit phan 1dp dugc: (1) khong két hop voi toan bd hodc mot phin cua
polynucleotit trong d6 polynucleotit dd phén 14p dugc phat hién thdy trong tu nhién, (2)
lién két véi polynucleotit ma trong tw nhién n6 khong lién két, hodc (3) khong xuét hién
trong tw nhién dudi dang mot phén cia trinh tr 16n hon.

"Polypeptit phan lap dugc" 1a mét polypeptit: (1) khong chira it nhit mot sb
polypeptit khac thuong thiy trong ty nhién, (2) hiu nhu khong chira cac polypeptit khac
tir cing nguén, vi dy, tir cung loai, (3) dugc biéu hién béng té bao tir cac loai khéac nhau,
(4) da duoc tach ra khoi it nhit 50% polynucleotit, lipit, hydratcacbon, hodc cac nguyén
lieu khac ma trong tw nhién két hop véi né, (5) khong két hop (bang twong tac ddng hoa
tri hodc khong ddng hoa tri) véi cac phan ctia polypeptit két hop véi "polypeptit phan 14p
dugc" trong tu nhién, (6) lién két dong (bang tuong tac ddng hoéa tri hodc khéng ddng héa
tri) voi polypeptit trong tw nhién khong két hop véi no, hoic (7) khong xuét hién trong tu
nhién. Polypeptit phén 14p dugc nay co thé duoc ma hoa bing ADN hé gen, ADN bb tro,
ARN thong tin hodc ARN khac, ¢6 ngudn gbc téng hop, hoic td hop bét ky cta chiing.
Tét hon, néu polypeptit phan 14p dugc gan nhu khong chira polypeptit hodc céac tap chit
khéc dugc phat hién thiy trong mdi truong ty nhién cia né ma cé thé anh huéng dén viéc
stt dung no (trong diéu tri, chin doan, phong ngira, nghién ctiru hodc muc dich khac).

Thuét ngit "khang thé nguoi” nhu duge sir dung & ddy bao gdm céc khang thé co
ving bién doi va ving c¢b dinh gan twong tng véi trinh ty globulin mién dich dong mim
nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé ngudi duge tao ra trong dong vat co vi
khong phai 14 ngudi, bao gbm, nhung khong chi gi6i han 6, cac dong vét gAm nham, nhu
chu6t nhit, va chudt ddng, va dong vat gdm nhim, nhu thé. Theo mdt sb phuong an, cac
khang thé ngudi dugc tao ra trong cic t& bao lai. Theo cac phuong 4n khac nita, cic
khang thé ngudi dugc tao ra bing cach tai td hop.

Céc khang thé xuét hién trong tw nhién thudong chira tetrame. Mbi tetrame nay
thudng cAu thanh tir hai cgp chudi polypeptit gidng nhau, mdi cap c6 mot chudi nhe c6
chidu dai ddy di (thuong cé phan tir lugng khoang 25 kDa) vi mét chudi ning c6 chiéu
dai day di (thuong c6 phan tir luong khoang 50-70 kDa). Céac thuét ngit "chudi ning" va
"chudi nhe" nhu duge sit dung & day chi polypeptit globulin mién dich bat ky c¢6 trinh tu
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mién bién dbi du dai d no6 c6 tinh dic hiéu véi khang nguyén dich. Phén tin cing amino
clia mdi chudi nhe va chudi ning thudng bao gdm mién bién dbi chira khoang tir 100 dén
110 axit amin ho#c nhiéu hon thudng chiu trich nhiém nhén dién khang nguyén. Phén tin
ciing carboxyl ciia mdi chudi thuong xac dinh mién c¢d dinh chiu trach nhiém cho chirc
ning tac dong. Do d6, khang thé xuét hién trong ty nhién, polypeptit globulin mién dich
mang chudi ning c6 chiéu dai diy dit bao gdm mién bién d6i (V) va ba mién cb dinh
(Cu1, Cp, va Cys), trong do mién Vy ndm & dau tan cung amino cua polypeptit va mién
Cys & ddu tan cung carboxyl, va polypeptit globulin mién dich mang chudi nhe c6 chiéu
dai ddy du bao gdm mién bién dbi (VL) va mién cb dinh (Cy), trong d6 mién Vi, nim &
dAu tAn cling amino ctia polypeptit va mién C; ndm & du tin cling carboxyl.

Céc chudi nhe & nguoi thuong dugc phan loai thanh chudi nhe kappa va lambda,
va cac chudi ning & nguoi thudng duge phan loai thanh mu, delta, gamma, alpha, hodc
epsilon, va xac dinh isotyp ctia khang thé 1a IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE, tuong ung. IgG
c6 mot vai phén 16p, bao gbm, nhung khéng chi gi¢i han &, IgG1, IgG2, 1gG3, va IgG4.
IgM c6 céc phén l6p bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, IgM1 va IgM2. IgA dugc
phan chia twong ty thanh céc phén 16p bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, IgAl va
IgA2. Trong chudi nhe va chudi ning c6 chidu dai ddy du, cac mién bién dbi va mién cb
dinh thudong duogc ndi véi nhau bang ving "J" chira khoang 12 axit amin hodc nhiéu hon,
véi chudi niing ciing bao gbém ving "D" chira nhiéu hon khoang 10 axit amin. Xem, vi dy,
FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul, W., ed., Raven Press, 2nd ed., 1989), dugc dua vao
day bang cach vién dan dén toan bd nodi dung cho tt ca cac muc dich. Ving bién dbi ciia
m&i cip chudi nhe/chudi ning thudng tao ra vi tri lién két khang nguyén. Cac mién bién
dbi cua cac khang thé xudt hién trong tw nhién thudng c6 chung cAu tric téng quét cta
ving khung lam viéc (FR) dugc béo toan tuong d6i, ndi v6i nhau bang cac ving siéu
bién, ciing duoc goi 1 ving xac dinh tinh bd trg hoic CDR. Cac CDR tir hai chudi ctia
mdi cdp thuong lién két voi nhau bang ving khung lam viéc, ma c6 thé c6 kha ning lién
két v6i epitop ddc hiéu. Tur dAu tan cing amino dén dau tan cing carboxyl, ca mién bién
d8i ciia chudi nhe 13n mién bién déi ciia chudi ning thuong chira cc mién FR1, CDRI,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4.

Thuat ngit "Fc tu nhién" nhu dugc sir dung & dy chi phan tir chira trinh ty clia
manh khong lién két khang nguyén thu dugc tir sy tiéu hoa khang thé hoidc dugc tao ra

bing cac cach khéc, bat ké & dang monome hay multime, va c6 thé chira ving ban 1€ .
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Ngudn globulin mién dich ban du cta Fc ty nhién t&t hon 13 ¢6 ngudn gdc tir ngudi va
c6 thé 13 globulin mién dich bét ky, nhung IgG1 va IgG2 duge uu tién hon. Céc phén tir
Fc ty nhién dugc tao ra tir cdc monome polypeptit c6 thé lién két thanh dang dime hodc
multime bang cach két hop ddng hoéa tri (nghia la, cic lién két disulfua) va khong ddng
hoa tri. S5 lién két disulfua gifta cac phan tir mang tiéu don vi monome céia phén tir Fc ty
nhién ndm trong khoang tir 1 dén 4, tiy thudc vao 16p (vi du, 1gG, IgA, va IgE) hodc phan
16p (vi du, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgAl, va IgGA2). Mot vi du v& Fc tu nhién 1a dime lién két
disulfua thu dugc tir viéc phan cit IgG bing papain. Thuat ngit "Fc tw nhién" nhu dugc sir
dung & day déu chi dang monome, dime, va multime.

Thuét ngit "bién thé Fc" nhu duoc st dung & ddy chi phan tt hodc trinh ty ma
dugc cai bién tir Fe ty nhién nhung van bao gbm vi tri lién két cho thu thé dam bao, FcRn
(thu thé Fc méi sinh). Vi du vé& céc bién thé Fe, va tuong tac clia ching véi thy thé dam
béo, 12 da dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuat. Do do6, thuét ngit "bién thé Fc" c6 thé bao
gbm phan tit hodc trinh ty duwgc nhan hoa tir Fc ty nhién khong c6 & nguoi. Ngoai ra, Fc
tu nhién bao gém cac vung co thé duoc loai bd do chiing tao ra cac ddc tinh cAu triic hodc
hoat tinh sinh hoc khong cin thiét d6i voi protein lién két gidng khang thé theo sang ché.
Do d6, thuat ngit "bién thé Fc" bao gdm phén tir hogc trinh ty ma thiéu mot hogc nhiéu vi
tri hodc géc & Fc tu nhién, hodc trong d6 mot hodc nhiéu vi tri hodc géc & Fc tuy nhién da
duoc cii bién, c6 anh hudng hodc lién quan dén: (1) sy tao thanh lién két disulfua, (2)
khong twong hop véi té bao chi da chon, (3) tinh di sinh dAu tan cing N khi bicu hién
trong té bao chi da chon, (4) glycosyl héa, (5) twong tic véi b6 thé, (6) lién két véi thu
thé Fc khéac véi thu thé dam bao, hoic (7) ADCC.

Thuét ngit "mién Fc" nhu dugc st dung & dy bao gbm Fc tu nhién va bién thé Fc
va trinh tw nhu dwoc dinh nghia & trén. Nhu véi bién thé Fc va cac phan tir Fc ty nhién,
thuat ngit "mién Fc" bao gdm céc phan t & dang monome hodc multime, bat ké duogc
phéin cét tir khang thé toan phan hay dugc tao ra bing cach khéc.

Thuét ngit "protein lién két giéng khang thé" nhu dugc stt dung & dy chi phén tir
khong xuét hién trong ty nhién (hodc tai t6 hop) lién két ddc hidu voi it nhit mot khing
nguyén dich, va bao gbém bbn chudi polypeptit tao ra bdn vi tri lién két khang nguyén,
trong d6 hai chudi polypeptit c6 cAu trac dugc thé hién bang cong thirc:

Vii-Li-Vi-L-Cy - [1]

va hai chudi polypeptit co cAu trac duge thé hién bang cong thirc:
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Vi-L3-Vai-Ls-Cu-Fe  [II]

trong do:

V1 12 mién bién dbi tht nhét ctia chudi nhe clia globulin mién dich;

V1 12 mién bién dbi tht hai ciia chudi nhe ciia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién d6i thir nhit cta chudi ning cia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién @6i tht hai cta chudi ning clia globulin mién dich;

C, 12 mién cb dinh ctia chudi nhe cta globulin mién dich;

Cyp; 14 mién ¢b dinh Cyy; ctia chudi ning cia globulin mién dich;

Fc 1a vung ban 1& cua globulin mién dich va Cy, Cy; 1a céc mién cd dinh cua

chudi niing ciia globulin mién dich;

Ly, Ly, L, va Ly 12 céac lién két axit amin;

va trong d6 céc polypeptit c6 cong thirc I va cac polypeptit c6 cong thirc II tao ra
cap chudi nhe-chudi ning lién két chéo. Thuat ngit "protein lién két giéng khang thé" nhu
duoc st dung ¢ day ciing chi phan tir khong xudt hién trong tw nhién (hodc tai tb hop)
lién két ddc hidu véi it nhit mot mot khang nguyén dich, va bao gbm hai chudi polypeptit
tao ra hai cdc vi tri lién két khang nguyén, trong d6 thu nhét chudi polypeptit c6 ciu tric
dugce thé hién bang cong thuc:

Vii-Li-ViL-CL - [I]
va chudi polypeptit thir hai c6 cAu truc duge thé hién bang cong thic:
Vie-L3-Vu1-Le-Cpy 1]

trong do:

V. 12 mién bién déi thir nhét ciia chudi nhe cta globulin mién dich;

V., 13 mién bién ddi thtr hai ctia chudi nhe clia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién dbi thar nhét ciia chudi ning cia globulin mién dich;

Vyp, 14 mién bién d6i thir hai cta chudi ning ciia globulin mién dich;

C, 1a mién cd dinh cta chudi nhe ciia globulin mién dich;

Cpp 12 mién b dinh Cyy; ctia chudi ning cta globulin mién dich;

Ly, Ly, L3, va Ly 1a c4c lién két axit amin;
va trong d6 polypeptit thir nhat va thir hai tao ra cgp chudi nhe-chubi nang lién két chéo.
Phan tir A "tai t& hop" 13 mét phan tir dugc chudn bi, biu hién, tao ra hoic phén I4p bang
cach tai tb hop.

Mot phuong 4n cia sang ché md ta protein lién két gibng khang thé c6 tinh dic
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hiéu sinh hoc va dic hiéu mién dich védi tir mot dén bdn khéng nguyén dich. Mgt phuong
an khéc cta sang ché mo ta phén tir axit nucleic bao gbm trinh tw nucleotit ma héa chudi
polypeptit tao ra protein lién két gidng khang thé nay. Phuong 4n khéc ciia sang ché mo
ta vecto biéu hién bao gdm cac phén tir axit nucleic bao gom trinh tu nucleotit ma héa
chudi polypeptit tao ra protein lién két gidng khang thé nay. Phuong 4n khac nita cua
sang ché mo ta cac té bao chii biéu hién protein lién két gidng khang thé nay (nghia la,
bao gdm cac phan tir axit nucleic hogic céc vecto ma héa chudi polypeptit tao ra protein
lién két gibng khang thé nay).

Thuét ngit "kha ning hoan d6i" nhu dugc str dung & day chi kha ning thay thé 13n
nhau ciia cac mién bién d6i trong dang CODV va gitt lai su glp nép va 4i lyc lién két diic
trung. "Kha ning hoén ddi hoan toan" chi kha ning hoan d6i trat ty ctia hai mién Vy; va
Vi, va do d6, trat tu cla céc mién Vi, va Vy,, trong CODV-Ig (nghia la, dao trat tu)
hoiic CODV-Fab trong khi van giit lai chirc ning ddy du cta protein lién két gidng khang
thé nhu dugc ching minh bing viéc giif lai 4i luc lién két. Ngoai ra, cdn hiéu ring ky
hiéu Vg va Vi, trong CODV-Ig hoic CODV-Fab cu thé chi vi tri cia mién d6 trén chudi
protein cu thé & dang cubi cung. Vi du, Vi va Vi ¢o thé thu dugc tir cdc mién Vi, va
VLi trong cac khang thé gbc va duge dit & cac vi tri Vi va Vi, trong protein lién két
giéng khéng thé. Nguoc lai, Vi, va Vi, ¢6 thé thu duoc tir cac mién Vi va Vip & céc
khéang thé géc va duoc dat & vi tri Vi va Vi, trong protein lién két giéng khang thé. Do
d6, cac ky hiéu Vy va Vi, chi vi tri hién tai va khong phai 1a vi tri ban diu khang thé géc.
Do d6, cic mién Vi va Vi ¢6 “kha ning hoan dbi”

Protein lién két gidng khang thé "da phan 13p" 1a mdt protein da dwoc dinh danh va
tach ra via/hodc thu hdi tir cac thanh phin moi trudng ty nhién cia n6. Thanh phan tap
nhiém cia mdi trudng tu nhién clia nd 1a nguyén liéu s€ anh hudng dén viéc str dung
protein lién két gibng khang thé d& chin doan hodc didu tri, va co thé bao gbm cac
enzym, hocmon, va cac chét tan chira protein hogc khong chira protein. Theo céc phuong
an duwoc wu tién, protein lién két gidng khang thé s& dugc tinh ché: (1) dé 16n hon 95%
trong luong khang thé nhu duoc x4c dinh bing phuong phép Lowry, va t6t nhét néu 16n
hon 99% trong luong, (2) dén murc dt d& thu duogc it nhit 15 géc trong trinh tu axit amin
& dau tan cing N hoic trinh ty axit amin bén trong bing cach sir dung mdy doc trinh tur
cbc quay, hodc (3) dé tinh mirc do twong ddng bing SDS-PAGE trong cac diéu kién khir

hoisic khong khir st dung xanh Coomassie hodc, tdt hon 1a nhudm bac. Protein lién két
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gidng khang thé phan 1ap dugc bao gdm protein lién két gibng khang thé in situ trong céc
té bao tai td hop do it nhat mot thanh phan mdi trudng tw nhién cua protein lién két giéng
khang thé s& khong c6 miit.

Céc thudt ngit "gin nhu tinh khiét" hoic "dugc tinh ché phén 16n" nhu dugc sir
dung & day chi hop chit hoic cac loai vét chit ma 1a loai vat chét chii yéu (nghia la, tinh
theo mol, n6 nhidu hon bét ky mot loai vét chét riéng 1é khac trong ché pham). Theo cic
phuong 4n khac, phin da dugc tinh ché phén 16n 14 ché phim trong d6 cic loai bao gbm
it nhét khoang 50% (tinh theo mol) clia tit ca céc loai dai phén tir c6 mt. Theo mot sb
phuong 4n, ché phim gin nhu tinh khiét s& bao gdm 16n hon khoang 80%, 85%, 90%,
95%, hodic 99% tAt ca cac loai dai phan tir c6 mit trong ché phdm. Theo cic phuong 4n
khéac nira, cac loai nay dugc tinh ché dén mirc twong ddng can thiét (cac loai tap chét c6
thé phat hién duoc bang cic phuong phéap phat hién thong thuong), trong d6 ché phim
nay chira chi yéu 1a céc loai dai phan tir don.

Thuat ngit "khang nguyén" hodc "khang nguyén dich" nhu dugc st dung ¢ déy chi
phén tir hodc phin phén tir c6 kha ning lién két voi protein lién két gidng khang thé, va
ngodi ra, c6 kha nang dugc dung & dong vat dé tao ra cac khang thé c6 kha ning lién két
v6i epitop ciia khang nguyén d6. Khing nguyén dich co6 thé c6 mot hoic nhidu epitop.
Péi véi mdi khang nguyén dich dugc nhén dién béi protein li€n két gidng khing thé,
protein lién két gidng khang thé c6 kha ning canh tranh v4i khang thé nguyén ven ma
nhén dién khang nguyén dich ndy. Protein lién két giéng khing thé "hoéa tri hai", khong
phai 1a protein li€n két giéng khang thé "da ddc hiéu" hodc "da chirc nang", dugc hiéu 1a
6 cac vi tri lién két khang nguyén c6 tinh dac hiéu khang nguyén gidng nhau.

Khéng thé dic hiéu kép hodc hai chirc ning thuong 1a khang thé lai nhan tao c6
hai c3p chudi ning/chudi nhe khac nhau va hai vi tri lién két hodc epitop khéc nhau.
Khang thé dic hiéu kép co thé dugc tao ra bang cach rat nhiéu phwong phap bao gbm,
nhung khong chi gi6i han &, dung hop céc thé lai hogc lién két cic manh F(ab').

Manh F(ab) thuong bao gém mot chudi nhe va céc mién Vy va Cy; ctia mot chudi
nidng, trong do phén Vy-Cy; trong chudi ning cia manh F(ab) khong thé tao ra lién két
disulfua véi chudi ning polypeptit khac. Nhu dugc st dung & ddy, manh F(ab) cling cod
thé bao gdm mot chudi nhe chira hai mién bién ddi tach biét béi lién két axit amin va mot
chubi ning chira hai mién bién déi tach biét bsi lién két axit amin va mién Cyy.

Manh F(ab') thuong bao gdm mét chudi nhe va mét phén ciia mot chudi ning ma

-19-



28826

chira nhiéu ving c¢6 dinh hon (gitta mién Cy; va Cup), sao cho lién két disulfua gifra céac
chudi c6 thé dugc tao ra gitra hai chudi ning dé tao ra phan tir F(ab'),.

Cum tir "tinh chét sinh hoc" "dic tinh sinh hoc" va thuat ngit "hoat tinh" trong ndi
dung @ cap dén protein lién két gidng khang thé theo sang ché dugc ding thay thé cho
nhau & ddy va bao gébm, nhung khong bi giéi han &, 4i luc va tinh dic hiéu véi epitop,
kha nang dbi khang hoat tinh ctia khang nguyén dich (ho#c polypeptit dugc tao dich), do
4n dinh in vivo cua protein lién két gidng khang thé, va dic tinh sinh mién dich cia
protein lién két gibng khang thé. Cac tinh chit hodic dic tinh sinh hoc c6 thé xac dinh
dugc ciia protein lién két gidng khang thé bao gbm, vi du, tinh phan tmg chéo, (nghia I,
véi cac chit twong dong khong c¢6 & ngudi cia dich khang nguyén, hodc véi cac dich
khang nguyén hodc md, no6i chung) va kha néng git lai mirc biéu hién cao ciia protein
trong cac té bao ddng vat c6 vii. Tinh chét hodc dic tinh néu trén c6 thé dugc quan sat
hodc xac dinh sir dung cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuat nay bao gém, nhung
khong chi gii han &, ELISA, ELISA canh tranh, phén tich cong huéng plasmon bé mat,
thir nghiém trung hoa in vitro va in vivo, va héa mo mién dich trén cic khu vuc mo tir
nhiéu ngudn khéc nhau bao gbém ngudi, dong vat linh trudng hodc ngudn bit ky khac khi
can c6 thé.

Thuat ngi "manh globulin mién dich c6 chirc nang mién dich" nhu duoc sir dung
& ddy chi manh polypeptit chira it nhit mot CDR cuia chudi ndng hodc chubdi nhe clia
globulin mién dich tir manh polypeptit tao ra né. Méanh globulin mién dich c6 chtrc ning
mién dich c6 kha ning lién két v&i khang nguyén dich.

Protein lién két giéng khang thé “trung hoa” nhu dugc sir dung ¢ ddy chi phan tir
¢6 kha néng phong bé hodc gan nhu 1am giam chirc ndng tac dong cia khdng nguyén dich
lién két v6i né. Nhu duge sir dung & dy, "gin nhu 1am gidm" c6 nghia 1 1am gidm chirc
ning tac dong ciia khang nguyén dich it nhét khoang 60%, tot hon 1a it nhét khoang 70%,
t4t hon 1a it nhét khoang75%, tt hon nita 13 it nhit khoang 80%, tét hon nita 1a it nhét
khoang 85%, tét hon nhét 1a it nht khoang 90%.

Thuit ngit "epitop" bao gbm chét x4c dinh bt ky, tot hon la chit xac dinh
polypeptit, c6 kha nang lién két ddc hiéu véi globulin mién dich hodc thu thé té bao T.
Theo céc phuong an nhét dinh, chét x4c dinh epitop bao cadc nhom cac phén tir bé mit c6
hoat tinh héa hoc nhu axit amin, mach nhanh duodng, nhom phosphoryl, hodc nhom

sulfonyl, va theo cac phuong an nhét dinh, c6 thé c6 dic tinh cAu tric ba chiéu dic biét
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va/hodc dic tinh mang dién dic biét. Epitop 1a mot ving clia khang nguyén duoc lién két
v6i khang thé hodc protein lién két gidng khang thé. Theo cac phwong an nhét dinh,
protein lién két giéng khang thé dugc goi 12 lién két dic hiéu voi khang nguyén khi né uu
tién nhan dién khang nguyén dich ctia n6 trong hdn hop phirc clia protein va/hodc céc dai
phan tir. Theo céc phwong 4n duge uu tién, protein lién két gidng khang thé dugc goi 1a
lién két ddc hiu véi khang nguyén khi hing sé phén ly can bing < 10™® M, tét hon néu
khi hing s6 phén ly c4n bing < 10 M, va tbt nhat 14 khi hing s6 phéan ly < 107 M.

Hing sb phan ly (Kp) ctia protein lién két giéng khang thé c6 thé duge xéac dinh, vi
du, bang phuwong phép cong hudng plasmon bé mit. Thong thudng, phan tich cong hudng
plasmon bé mit x4c dinh cic tuong tac lién két theo thoi gian thyc giita phéi tir (khang
nguyén dich trén dan cam bién) va chét phan tich (protein lién két giéng khang thé trong
dung dich) bing phan tich cong hudng plasmon b& mit (cong hudng plasmon bé mit -
SPR) sir dung hé théng BIAcore (Pharmacia Biosensor; Placataway, NJ). Phan tich cong
hwong plasmon bé mit cling c6 th& dwoc tién hanh bing cach cb dinh chit phan tich
(protein lién két giéng khang thé trén dan cam bién) va dé 16 ra phéi tir (khang nguyén
dich). Thuét ngir "Kp," nhu duge sir dung & day chi hing s phan ly ciia twong téc giita
mdt protein lién két gidng khang thé cu thé va khang nguyén dich.

Thuit ngit "lién két diic hiéu" nhu dugc sit dung & day chi kha ning cia protein
gidng khang thé hoic manh lién két khang nguyén ciia n6 lién két véi khang nguyén chira
epitop v6i Kd bing it nhit khoangl x 10° M, 1x 107 M, 1x 10* M, 1 x 10° M, 1 x 107"
M, 1x 10" M, 1 x 10> M, hodc 16n hon, va/hodc lién két véi epitop véi 4i lwc 16n hon it
nhét hai 14n 4i lyc ctia n6é vé6i khang nguyén khong dic hiéu.

Thudt ngit "lién két" nhu duge sir dung & ddy chi mot hodc nhiéu géc axit amin
duge xen vao gifta cac mién cta globulin mién dich dé tao ra tinh di dong du cho céc
midn ctia chudi nhe va chudi ning c6 thé gip chéo trong viing bién déi kép cua globulin
mién dich. Lién két 1an luot dugc xen vao vi tri chuyén tiép giita cac mién bién ddi hoic
gitta mién bién dbi va mién cb dinh, & ce‘ip d6 trinh tu. Vi tri chuyén tiép gifta cac mién ¢
thé dugc xé4c dinh do kich thuée xAp xi ctia cac mién cia globulin mién dich da dugc biét
r3. Vi tri chuyén tiép chinh x4c ciia mién c6 thé x4c dinh dugc bang cach xac dinh vj tri
phan peptit nhd ra nhung khong tao ra nguyén t6 cAu tric bac hai nhu phién beta hodc
chudi xoén alpha nhu dugc thé hién bing s liéu thtr nghiém hodc nhu dugc gia dinh

bang k§ thust mo hinh hoa hodc phong doan chu trac béc hai. Cac lién két dugc mod ta &
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day dugc goi 1a Ly, ndm trén chudi nhe gitta mién Vi, va Vi, clia chudi nhe; L,, ciing
ndm trén chudi nhe giita mién Vi, va Cp & diu tan cung C. Céc lién két trén chudi ning
duoc biét 1a L, ndm giita mién Vi, va Vi & ddu tan cung N; va Ly, nam giita mién Vi
va Cyy-Fc. Lién két Ly, Ly, Ls, va Ly dbc lap v6i nhau nhung trong mot sb truong hop,
chung c6 thé c6 cing trinh ty va/hodc chidu dai.

Thuit ngit "vecto" nhu dugc st dung & day chi phén tur bat ky (vi du, axit nucleic,
plasmit, hodc virut) dugc dung dé chuyén thong tin ma héa vao trong té bao chu. Thuat
ngit "vecto" bao gdm phan tir axit nucleic c¢6 kha ning van chuyén axit nucleic khéc lién
két v6i n6. Mot loai vecto 13 "plasmit" ma chi phin tr ADN mach kép dang vong va c6
thé duoc xen thém manh ADN bd sung trong d6. Mot loai vecto khéc 1a vecto virut, trong
d6 cac manh ADN bd sung c6 thé duoc xen vao hé gen cia virut. Cac vecto nhét dinh c6
kha nédng tu sao chép trong té bao chi ma n6 duge dua vao (vi du, vecto vi khuan c6 diém
xuét phat sao chép vi khuén va vecto dong vat ¢6 vu eplisom). Céc vecto khac (vi du, cac
vecto dong vat co vii khong episom) ¢6 thd duoc thu nhan vao hé gen cua té bao chi khi
duogc dua vao té bao chii va nhd do, duge sao chép cung véi hé gen chil. Ngoai ra, cac
vecto nhét dinh c6 kha niang dinh hudng biéu hién céc gen lién két dong véi chiing. Cac
vecto ndy & ddy goi 1a vecto bidu hién tai t6 hop" (hodc don gian 13, "vecto biéu hign").
Thong thudong, vecto biéu hién hitu ich trong k§ thuit ADN tai t6 hop thuong & dang
plasmit. Cac thudt ngit "plasmit" va "vecto” co thé duge dung thay thé cho nhau & day, vi
plasmit 14 dang vecto dugc ding phd bién nhat. Tuy nhién, sang ché dugc dy dinh bao
gém cac dang vecto biéu hién khac, vecto virut (vi du, retrovirut khong sao chép,
adenovirut, va virut két hop adeno), ¢6 chic nang tuong duong.

Thuat ngtt "lién két dong" dugc dung & day chi viée sap xép cac trinh ty chin
trong d6 cac trinh ty chin nhu duge md ta dugce tao c4u hinh hodc dugc lép rap sao cho
chiing thuc hién chirc néng binh thuong ctia nay. Do d6, trinh ty chén lién két dong véi
trinh tw ma hda cé thé c6 kha ning tac dong dén viéc sao chép, phién ma va/hodc dich ma
trinh tw ma héa. Vi dy, trinh tw ma héa lién két dong v6i trinh tw khoi diém khi trinh ty
khéi diém c6 kha ning dinh huéng sy phién ma cua trinh ty ma hoéa. Trinh ty chén khong
can phai 1a gen két tiép véi trinh ty ma hoa, mién 13 né thuc hién ding chic ning cua
minh. Do d6, vi du, cac trinh tu da phién ma nhung chua dich ma xen vao co6 thé c6 mat
giffa trinh tu khéi diém va trinh ty ma héa va trinh tw khéi diém c6 the van duge coi 1a

“lién két dong” v&i trinh tw ma hoa.

_22-



28826

Cum tir " té bao chu tai t& hop" (hodc "té bao chi") nhur duoc st dung & ddy chi té
bao dugc két hop vecto tai t hop vao. Té bao chii hozic t& bao chu tai td hop khong chi
duge dy dinh dung dé chi mot té bao quan tdm cu thé, ma con chi thé hé sau cua té bao
ndy. Do cic cai bién nhét dinh c6 thé xuit hién & cac thé hé tiép theo do dot bién hoic do
anh hudng ctia mdi trudng nén trong thuc té, nhimg thé hé sau nay c6 thé khong gibng
v6i té bao gbe (€ bao bd me) nhung céc té bao nay van ndm trong pham vi cia thuét ngir
"¢ bao chi" nhu duge sir dung & ddy. Rét nhidu hé thdng biéu hién té bao chu c6 thé
duoc sir dung dé bidu hién protein lién két gidng khang thé theo sang ché, bao gdm hé
théng biéu hién vi khudn, ndm men, baculovirut, va hé théng biéu hién & dong vat c6 vi
(cling nhu céc hé thdng biéu hién thé thuc khuén). Vi du vé vecto biéu hién vi khuin
thich hop 1a pUC19. D& bidu hién protein lién két gidng khang thé bang céch tai td hop,
t& bao chu duoc bién nap hodc chuyén nhidm bing mét hoic nhiéu vecto biéu hién ti td
hop mang cdc manh ADN ma héa céc chudi polypeptit cia protein lién két gibng khang
thé sao cho cac chudi polypeptit nay dugc biéu hién trong té bao chit va, t6t hon 13 dugc
tiét vao trong moi truong nudi cdy cic té bao chi nay, va c6 thé thu hdi protein lién két
giéng khang thé tir moi trudng nay.

Thu4t ngit "bién nap" nhu dugc sit dung & day chi sy thay dbi dac tinh di truyén
ctia t& bao va té bao dugc bién nap khi né duoc cai bién dé mang ADN méi. Vi du, té bao
dugc bién nap khi n6 dugc cai bién di truyén tlr trang thai ty nhién ctia minh. Sau khi
bién nap, ADN bién nap c6 thé tai két hop v6i ADN cua té bao nay bang cach sat nhip
vét 1y vio trong nhiém sic thé cua té bao, hoic co thé duge gilt tam thoi dudi dang
nguyén td eplisom nhung khong sao chép, hodc cb thé sao chép doc lap dudi dang
plasmit. Mot té bao dugc coi 14 d4 bién nap 6n dinh khi ADN dugc sao chép clng véi sy
phén chia t& bao. Thuat ngit “chuyén nhiém” nhu dugc st dung & ddy chi su thu nhén
ADN ngoai lai hodc ADN ngoai sinh cia té bao va té bao duoc chuyén nhiém khi ADN
ngoai sinh da dugc dua vao bén trong mang té bao. R4t nhidu k¥ thuat chuyén nhiém da
duogc biét dén trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac k§ thuat nay cé thé dugc st dung dé dua
mot hodc nhiéu ADN ngoai sinh vao trong té bao chu thich hgp.

Thuat ngir “xuét hién trong tu nhién” nhu dugc str dung & ddy va dugc dung cho
mdt dbi tuong chi thuc té rang dbi twong nay c6 thé dugc tim thdy trong tw nhién va
khong duoc xt Iy bdi con nguoi. Vi du, polynucleotit hodc polypeptit c6 mat trong sinh

vat (k& ca virut) c6 thé dugc phan 1ap tir ngudn tu nhién va khong dugc ngudi cai bien

-23-



28826

theo chii dich s& dugc coi 1a xudt hién trong tu nhién. Tuong tw, " khong xuét hién trong
tu nhién" nhu dugc sir dung & day chi ddi tuong khong tim thiy duogc trong ty nhién va
da dugc cai bién cu truc hodc duoc téng hop bdi con nguoi.

Nhu duoc st dung & ddy, 20 axit amin thong thudng va cac tir viét tit chi viée st
dung thong thudng. Cac chét dong phén 14p thé (vi du, cac D-axit amin) cta 20 axit amin
thong thudng ndy; cac axit amin khong c6 trong tu nhién nhu céc axit amin dugc thé o-,
o, cac axit N-alkyl amin, axit lactic, va cac axit amin khong thong thuong khac cling c6
thé 1a cac thanh phan thich hop cho cac chubi polypeptit ctia protein lién két giéng khang
thé theo sang ché. Vi du vé céc axit amin khong théng thudng bao gbm: 4-hydroxyprolin,
y-carboxyglutamat, &-N,N,N-trimetyllysin, e-N-axetyllysin, O-phosphoserin, N-
axetylserin, N-formylmetionin, 3-metylhistidin, 5-hydroxylysin, o-N-metylarginin, va
cac axit amin tuong ty khac va cic imino (vi du, 4-hydroxyprolin). Trong ky hiéu
polypeptit dugc st dung & ddy, huéng ban tay trai la huong cua d4u tin cling amino va
hudng ban tay phai 1a hudng cua déu tan cing carboxy, theo quy udc va cich st dung
chuin.

Cac géc xuét hién trong tu nhién c6 thé chia ra lam cac nhém duya trén céc dic tinh
ctia manh nhanh phd bién:

(1) ky nudc: Met, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Tyr, Pro;

(2) wanudc phan cuc: Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, Hla, Lys, Ser, Thr ;

(3) béo: Ala, Gly, Ile, Leu, Val, Pro;

(4) ky nudc béo: Ala, Ile, Leu, Val, Pro;

(5) wanudc trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(6) axit: Asp, Glu;

(7) bazo: Hla, Lys, Arg;

(8) cac gbc anh huéng dén huéng ciia mach: Gly, Pro;

(9) thom: Hla, Trp, Tyr, Phe; va

(10) ky nudc thom: Phe, Trp, Tyr.

Céc thay thé axit amin bao toan c6 thé bao gdm su trao d6i mot axit amin trong sd
cac nhom nay biang mot axit amin khéc trong cing nhom. Céc thay thé axit amin bao toan
c6 thé bao gbm cic gdc axit khong xuét hién trong ty nhién, ma thuong dugc két hop
bang cach téng hop hoéa hoc peptit hon 1a dugc tdng hop trong hé théng sinh hoc. Céc

axit amin ndy bao gém c4c chét gia peptit va cac dang dao ngugc hodc quay ngugc cua
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cac gbc axit amin. Céc thay thé khong bao toan c6 thé bao gbm sy trao dbi thanh vién
trong mdt trong sd cic nhém bang thanh vién cia mdt nhom khéc.

Ngudi c6 k§ ning trong linh vuc k§ thuat nay c6 kha ning xé4c dinh duogc cac bién
thé thich hop ctia cac chudi polypeptit ciia protein lién két giéng khang thé theo sang ché
bang céach sir dung cac k¥ thuat da dwoc biét rd. Vi du, ngudi ¢6 k§ ning trong linh vuc
ky thuat ndy c6 thé x4c dinh cac khu vuc thich hop ciia chudi polypeptit ¢6 thé thay ddi
dwoc ma khong 1am mat hoat tinh bing cac ving dich duoc tin 12 khéng quan trong dbi
v6i hoat tinh. Theo cach khac, ngudi c6 k§ ning trong linh vuc k¥ thuat nay cé thé xac
dinh cac gbc va cac phan clia cac phan tir dugc bao toan trong sb cac polypeptit twong tu.
Ngoai ra, ngay ca nhitng khu vuc ¢ thé quan trong dbi véi hoat tinh sinh hoc hoic véi
cAu triic ciing c6 thé duoc thay thé axit amin dwgc bao toan ma khong 1am mét hoat tinh
sinh hoc hogc tac dong c6 hai dén céu tric cia polypeptit.

Thuét ngit "bénh nhan" nhu duoc sir dung & day bao gdm ddi trong 1a ngudi hoic
dong vat.

"Réi loan" 1 tinh trang bénh bit ky s& c6 loi néu diéu tri bing cach sit dung
protein lién két giéng khéang thé theo sang ché. "Réi loan" va "tinh trang bénh" duoc st
dung @& thay thé cho nhau & ddy va bao gdbm céc bénh va rbi loan cAp va man tinh, ké ca
c4c tinh trang bénh Iy 1am bénh nhan méc rdi loan dang nghi ngo.

Céc thuat ngir "didu tri" dang dong tir hodc danh dong tir dugc st dung & ddy chi
viéc didu tri khoi va cac bién phap phong ngira hodc ngin chin. Céac dbi turong can didu
tri bao gdm cac dbi turong 6 ri loan ciing nhu céc d6i twong dwoc chimg minh 1a c6 rdi
loan hoic cac dbi tuong c6 ri loan cén ngdn chén.

Céc thuét ngit "dugce phém" hodc "ché phém dung dé diéu tri" nhu duogc st dung &
day chi hop chét hodc ché phdm co6 kha ning tao ra tic dung didu tri mong muén khi
duoc ding mét cach thich hop cho bénh nhan.

Thuét ngir "chit mang dugc dung" hodc "chit mang dugc chip nhan vé mit sinh
ly" nhu dugce st dung & day chi mot hodc nhiéu nguyén lidu bao ché thich hop dé thuc
hién hodc ting cudng sw phén phbi protein lién két gibng khang thé.

Céc thuat ngit "lugng httu hiéu" va "lugng c6 hiéu qua diéu tri" khi dugc ding
trong ndi dung d& cép dén dugce pham chira mot hoic nhidu protein lién két giébng khang
thé chi lugng hodc lidu du dé tao ra két qua diéu tri mong muén. Cu thé hon, luong cho

hidu qua diéu tri 1 lugng protein lién két gibng khang thé da d trc ché, trong mot thoi
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gian nhit dinh, mot hodc nhidu qua trinh bénh Iy dugc xac dinh trong 1am sang, két hop
v6i tinh trang bénh dugc diéu tri. Lugng hitu hiéu nay thay d6i tiy thude vao protein lién
két gidng khang thé cu thé dugc ding, va cling phu thudc vao nhiéu yéu t6 va tinh trang
bénh lién quan dén bénh nhan dugc didu trj va mirc d6 trdm trong clia rdi loan. Vi dy, néu
protein lién két giéng khang thé dugc dung in vivo, cac yéu t6 nhu do tudi, trong lugng
co thé, va sirc khoe ciia bénh nhan ciing nhu cac dudng cong dap ung lidu va sb liéu vé
doc tinh trong cong trinh thir nghiém tién 1am sang trén dong vat s& 1a céc yéu t6 dugc
tinh dén. Viéc xac dinh lwong hitu hiéu va lugng cho hiéu qua diéu tri ctia mot dugc
phAm nhét dinh s& nam trong kha ning clia ngudi c¢6 k¥ ning trong linh vyc k¥ thuft nay.

Mot phuong 4n cua sang ché mé ta dugc phdm bao gdm chit mang duge dung va
lugng cho hidu qua didu tri ciia protein lién két gidng khang thé.

2. Protein lién két gidng khang thé

Theo mot phuong 4n cua sang ché, protein lién két gibng khang thé bao gdm bdn
chudi polypeptit tao ra bén vi trf lién két khang nguyén, trong d6 hai chudi polypeptit co
cAu tric duoc thé hién biang cong thirc:

Vii-Li-Vi-L-Cp - [1]
va hai chudi polypeptit co cAu truc duge thé hién bang cong thirc:
Vi-L3-Vhi-L4-Cpy-Fe [11]
trong do:

Vi 12 mién bién ddi thir nhét ctia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Vi, 12 mién bién ddi thir hai ctia chudi nhe cia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién déi thir nhét ciia chudi ning cla globulin mién dich;

Vi 12 mién bién déi thir hai ctia chudi ning cta globulin mién dich;

C; 1a mién ¢6 dinh cta chudi nhe ctia globulin mién dich;

Cyy 12 mién ¢d dinh Cy cua chudi ning globulin mién dich;

Fc 1a viing ban 18 ctia globulin mién dich va Cyp, Cps 14 céc mién cb dinh ctia

chudi ning ctia globulin mién dich;

L1, Ly, L3, va Ly 12 céc lién két axit amin;
va trong d6 cac polypeptit ¢6 cong thirc I va cic polypeptit c6 cong thire I1 tao ra cdp

chudi nhe-chudi ning lién két chéo.
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Theo phuong 4n khéc clia séng ché, protein lién két gidng khang thé bao gbm hai
chudi polypeptit tao ra hai vi tri lién két khdng nguyén, trong d6 chudi polypeptit thir nhét
¢6 chu tric duoc thé hién bang cong thirc:
Vii-Li-Vi-Ly-C, [I]

va chudi polypeptit thir hai cé ciu tric duoc thé hién bang cong thirc:
Vur-L3-Vu1-Lg-Cy [1I]

trong do:

VL1 12 mién bién d6i thir nhét ctia chudi nhe cta globulin mi&n dich;

V1 14 mién bién d6i tht hai cua chudi nhe cua globulin mién dich;

Vi1 14 mién bién d6i thir nhét cua chudi niing cua globulin mién dich;

Vi 1a mién bién d6i tht hai cta chudi ning cia globulin mién dich;

Cp, 12 mién ¢ dinh cta chudi nhe ciia globulin mién dich;

Cy 14 mién ¢b dinh Cy; ctia chudi ning cuia globulin mién dich;

L, L,, L3, va L4 1a cac lién két axit amin;
va trong do6 polypeptit thir nhit va thir hai tao ra cip chudi nhe-chudi ning lién két chéo.

Protein lién két gidng khang thé theo sang ché c6 thé duoc tao ra sir dung céc mién
hodc trinh ty thu dwgc hodc duge tao ra tir khang thé bt ky & ngudi hodc khéng c6 &
nguodi, bao gém, vi duy, cdc khang thé & nguoi, chudt nhit, hodc cac khang thé dugc nhan
hoéa.

Trong mot sb protein lién két gidng khang thé theo sang ché, chidu dai ciia L; glp
it nhét 13 hai 14n chiéu dai cta L,. Trong protein lién két gibng khang thé theo sang ché,
chidu dai cta L, gip it nhét 13 hai 1in chiéu dai cta L,. Trong mot s6 protein lién két
gidng khang thé khac theo sang ché, chidu dai cua L, gip it nhét 12 hai 1in chiéu dai cta
L. Trong protein lién két giéng khang thé khac theo sang ché, chidu dai ctia L, gip it
nhét 13 hai 14n chiéu dai cua L,.

Trong mdt sb protein lién két gidng khéng thé theo séng ché, L, c6 chidu dai tir 3
dén 12 géc axit amin, L, ¢6 chiéu dai tir 3 dén 14 géc axit amin, L ¢6 chiéu dai tir 1 dén
8 gbc axit amin, va L4 ¢6 chidu dai 1 dén 3 gdc axit amin. Trong protein lién két gidng
khang thé khac, L; c6 chiéu dai tir 5 dén 10 gbc axit amin, L, ¢6 chiéu dai tir 5 dén 8 gbc
axit amin, L3 ¢6 chiéu dai tir 1 dén 5 gdc axit amin va L, c6 chiu dai tir 1 dén 2 gbc axit

amin. Trong protein lién két gidng khang thd dwoc wu tién, L; ¢6 chidu dai tir 7 gde axit
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amin, L, c6 chiéu dai 5 géc axit amin, L c6 chiéu dai 1 géc axit amin va L4 cé chiéu dai
2 gbc axit amin.

Trong mét sb protein lién két gidng khang thé theo sang ché, L, c6 chidu dai 1 dén
3 gbc axit amin, L, c¢6 chidu dai 1 dén 4 gbc axit amin , L; ¢6 chiéu dai 2 dén 15 gbc axit
amin, va L4 c6 chiéu dai 2 dén 15 gbc axit amin. Trong protein lién két gibng khang thé
khéc, L; c6 chiéu dai 1 dén 2 gdc axit amin, L, c6 chiéu dai 1 dén 2 géc axit amin, L; c0
chidu dai 4 dén 12 gbc axit amin, va L, c6 chidu dai 2 dén 12 gbc axit amin. Trong
protein lién két giéng khang thé dugc wu tién, L, c6 chiéu dai 1 gbc axit amin, L, ¢6
chiéu dai 2 géc axit amin , L3 c6 chiéu dai 7 géc axit amin, va L4 c6 chiéu dai 5 géc axit
amin.

Trong mdt sb protein lién két giéng khang thé theo sang ché, L;, Ls, hoic Ly c6 thé
bang 0. Tuy nhién, lién két chuyén vi tri twong mg gitta ving bién dbi va ving cb dinh
hoic gifra cac mién bién ddi kép trén chudi khac khong thé bing 0. Theo mét s6 phuong
an, L, bang 0 va L; bang 2 gdc axit amin hodc nhiéu hon, L; bang 0 va L; bang 1 gdc axit
amin hodc nhiéu hon, hodic L4 béng Oval, béng 3 géc axit amin hodc 16n hon.

Trong mot sb protein lién két gidng khang thé theo sing ché, it nhit mot trong sb
céc lién két dugc chon tir nhém g6m L, Ly, Ls, va Ly chira it nhat mot géc xystein.

Vi du v& cac lién két thich hop bao gbm gbc glyxin (Gly) don; diglyxin peptit
(Gly-Gly); tripeptit (Gly-Gly-Gly); peptit ¢ bén g glyxin (Gly-Gly-Gly-Gly; SEQ ID
NO: 25); peptit c6 nim gbc glyxin (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly; SEQ ID NO: 26); peptit ¢6
sau gdc glyxin (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly; SEQ ID NO: 27); peptit c6 bay gbc glyxin
(Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly; SEQ ID NO: 28); peptit c6 tam gbc glyxin (Gly-Gly-
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly; SEQ ID NO: 29). Cac té hop ciia cic gbe axit amin c6 thé
duoc dung nhu peptit Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 30) va peptit Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 31). Cac lién két thich hgp khic bao gdbm
gbc Ser, va Val don; dipeptit Arg-Thr, Gln-Pro, Ser-Ser, Thr-Lys, va Ser-Leu; Thr-Lys-
Gly-Pro-Ser (SEQ ID NO: 52), Thr-Val-Ala-Ala-Pro (SEQ ID NO: 53), Gln-Pro-Lys-
Ala-Ala (SEQ ID NO: 54), Gln-Arg-Ile-Glu-Gly (SEQ ID NO:'55); Ala-Ser-Thr-Lys-
Gly-Pro-Ser (SEQ ID NO: 48), Arg-Thr-Val-Ala-Ala-Pro-Ser (SEQ ID NO: 49), Gly-
GlIn-Pro-Lys-Ala-Ala-Pro (SEQ ID NO: 50), va Hla-Ile-Asp-Ser-Pro-Asn-Lys (SEQ ID
NO: 51). Céc vi du dugc liét ké & trén khong dugc dung dé giéi han pham vi cua sang

ché theo cach bat ky, va lién két bao gdm cac axit amin dugc lya chon ngau nhién va
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trong nhom bao g6m valin, leuxin, laoleuxin, serin, threonin, lysin, arginin, histidin,
aspartat, glutamat, asparagin, glutamin, glyxin, va prolin d& dugc chi ra la thich hgp trong
protein lién két giéng khang thé theo sang ché (xem vi du 12).

Tén va trinh ty ctia gdc axit amin trong lién két c6 thé thay ddi tuy thude vao
nguyén td cAu triic bac hai cin dé thu dugc trong lién két. Vi du, glyxin, serin, va alanin
1a t&t nhét d6i véi cac lién két can tinh linh déng 16n nhit. Mot s t hop cta glyxin,
prolin, threonin, va serin hitu dung néu n6 bén hon va viée kéo dai lién két 1a can thiét.
Géc axit amin bat ky c6 thé dugc coi 1a lién két khi két hop voi gbe axit amin khac dé tao
ra lién két peptit 16n hon néu can phu thudc vao dic tinh mong mudn.

Trong mot sb protein lién két gidng khéng thé theo sang ché, Vi ; bao gdm trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 1; Vi, bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3; Vi bao gbém
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2; va Vy, bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4.

Theo mot sb phuong 4n ciia sang ché, protein lién két gidng khang thé c6 kha ning
lién két dic hiéu véi mot hodc nhidu dich khang nguyén. Theo cac phuong 4n dugc uu
tién cta sang ché, protein lién két gibng khang thé c6 kha ning lién két dic hidu véi it
nhit mét dich khang nguyén dugc chon tir nhom bao gém B7.1, B7.2, BAFF, BlyS, C3,
C5, CCL11 (eotaxin), CCL15 (MIP-1d), CCL17 (TARC), CCL19 (MIP-3b), CCL2
(MCP-1), CCL20 (MIP-3a), CCL21 (MIP-2), SLC, CCL24 (MPIF-2/eotaxin-2), CCL25
(TECK), CCL26 (eotaxin-3), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b), CCL5 (RANTES), CCL7
(MCP-3), CCL8 (mcp-2), CD3, CD19, CD20, CD24, CD40, CD40L, CD80, CD3g6,
CDH1 (E-cadherin), Chitinaza, CSF1 (M-CSF), CSF2 (GM-CSF), CSF3 (GCSF),
CTLA4, CX3CL1 (SCYD1), CXCL12 (SDF1), CXCL13, EGFR, FCERIA, FCER2,
HER2, IGFIR, IL-1, IL-12, IL13,1L15,1L17, IL18, IL1A, IL1B, IL1F10, IL1B, IL2, IL4,
IL6, IL7, IL8, IL9, 1L.12/23, 1L22, 1123, 1L.25, IL27, IL35, ITGB4 (b 4 integrin), LEP
(leptin), MHC nhom II, TLR2, TLR4, TLRS5, TNF, TNF-a, TNFSF4 (phéi tr OX40),
TNFSF5 (phéi tir CD40), céc thu thé gidng Toll, TREMI, TSLP, TWEAK, XCRI1
(GPR5/CCXCR1), DNGR-1(CLEC91), va HMGBI1. Theo mdt s6 phuong 4n cua sang
ché, protein lién két gidng khang thé ¢6 kha nang wrc ché chirc ning cua mdt hodc nhiéu
dich khang nguyén.

Theo mét sé phuong 4n clia séng ché, protein lién két gibng khang thé co tinh dic
hiéu kép va c6 kha nang lién két voi hai dich khéang nguyén hodc epitop khac nhau. Theo

phuong an dugc uu tién cia sang ché, protein lién két gidng khang thé c6 tinh dic hiéu
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kép va mbi cip chudi nhe-chudi ning déu c6 kha ning lién két véi hai hai dich khang
nguyén hoiic epitop khac nhau. Theo phuong 4n dugc wu tién hon, protein lién két gidng
khang thé c6 kha nang lién két véi dich khang nguyén khac nhau dugc chon tir nhém bao
gdm IL4 va IL13, IGFIR va HER2, IGFIR va EGFR, EGFR va HER2, BK va IL13,
PDL-1 va CTLA-4, CTLA4 va MHC nh6m II, IL-12 va IL-18, IL-1a va IL-1B, TNFa va
IL12/23, TNFa va IL-12p40, TNFa va IL-1B, TNFa va IL-23, va IL17 va IL23. Theo
phuong 4n duge vu tién hon nita, protein lién két gidng khang thé c6 kha nang lién két
vé6i dich khang nguyén IL4 va IL13.

Theo mot sé phuong 4n ciia sang ché, protein lién két giéng khang thé lién két dic
hiéu véi IL4 voi tbe d6 két hop bing 2,97 E+07 va tde d6 phan ly bang 3,30 E-04 va lién
két ddc hicu voi IL13 véi tde do két hop bang 1,39 E+06 va téc do phan ly bang 1,63 E-
04. Theo mdt sb phuwong 4n clia sang ché, protein lién két gibng khang thé lién két dic
hiéu véi IL4 véi tde do két hop bing 3,16 E+07 va tdc do phan ly bang 2,89 E-04 va lién
két diic hiéu v6i IL13 v6i tde dd két hop bing 1,20 E+06 va tdc dd phén ly bang 1,12 E-
04.

Theo mot phuong 4n ctia sdng ché, protein lién két gibng khang thé bao gdm bon
chudi polypeptit tao ra bén vi tri lién két khang nguyén duoc tao ra bang cach xac dinh
midn bién dbi thir nhit ctia khéng thé lién két voi khang nguyén dich tht nhit va mién
bién dbi thir hai ctia khéng thé lién két v6i khang nguyén dich thir hai, mdi mién déu chtra
Vi, va Vi; quy dinh chudi nhe hoic chudi ning 1am chudi khuén mau; quy dinh Vi ciia
midn bién ddi thir nhét cia khang thé hodc mién bién dbi thir hai cta khang thé lam Vy;;
quy dinh Vi,, Vi, va Vi, theo céc cong thirc [I] va [II] dudi day:

Vii-Li-Vi-L-Cy - 1]
Viz-L3-Vi-Ls-Cyy-Fe [11]

x4c dinh chidu dai nhé nhit va 16n nhét cho L, L,, L;, va Lg; tao ra cac ciu tric
polypeptit c6 cong thtrc I va II; lwa chon cac céu triic polypeptit ¢ cong thirc I va II lién
két khang nguyén dich thir nhat va khang nguyén dich thtr hai khi dugc két hop dé tao ra
protein lién két gibng khang thé;
trong do:

Vi la mién bién dbi thi nhét ctia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Vi, 12 mién bién ddi th hai ctia chudi nhe cua globulin mién dich;

Vi 12 mién bién doi thir nhét cua chudi ning cua globulin mién dich;
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Vi, 12 mién bién dbi thtr hai coa chudi ning cuia globulin mién dich;

Ct 12 mién cb dinh ctia chudi nhe cia globulin mién dich;

Cy 12 mién cb dinh Cyy; ciia chudi ning cta globulin mién dich;

Fc 1a ving ban 18 cua globulin mién dich va Cyp, Cps 12 céc mién ¢b dinh cua
chudi ning cia globulin mién dich; va

Ly, Ly, Ls, va L, 13 céc lién két axit amin;
va trong d6 cac polypeptit c6 cdng thirc I va cac polypeptit co6 cong thic II tao ra cip
chudi nhe-chudi ning lién két chéo.

Theo phuong 4n khéc cua séng ché, protein lién két gidng khang thé bao gdm bén
chudi polypeptit tao ra bdn vi tri lién két khang nguyén dugc tao ra bang cach xac dinh
mién bién ddi thir nhét cua khang thé lién két v6i khidng nguyén dich thtr nhit va mién
bién ddi thr hai ciia khang thé lién két véi khéng nguyén dich tht hai, m8i mién déu chira
Vi, va Vy; quy dinh chudi nhe hodc chudi ning lam chudi khuén mau; quy dinh Vi ctia
mién bién déi thtr nhit ctia khang thé hodc mién bién ddi thir hai cua khéng thé 1am Vy;
quy dinh Vi,, Vi, va Vi theo cac cong thie [1] va [I1] duéi day:

Vii-Li-Vip-L-Co [1]

Vi-L3-Vu1-Ls-Cp  [1]
x4c dinh chidu dai nhé nhét va 16n nhat Li, L,, L3, va Ly; tao ra cac cdu tric polypeptit c6
cong thire I va II; lya chon céc ciu tric polypeptit c6 cong thirc I va I ma lién két khéng
nguyén dich thir nhat va khédng nguyén dich thi hai khi dwoc két hop dé tao ra protein
lién két gidng khang thé;
trong do:

V11 12 mién bién ddi thir nhét ctia chudi nhe cta globulin min dich;

V12 12 mién bién ddi thir hai ctia chudi nhe cua globulin mién dich;

Vi 12 mién bién dbi thir nhét ciia chudi nang cua globulin mién dich;

Vi 14 mién bién dbi thir hai cua chudi ning cta globulin mién dich;

Cy, 1a mién c6 dinh ctia chudi nhe cua globulin mién dich;

Cp 12 mién ¢b dinh Cy; ctia chudi ning cua globulin mién dich; va

Ly, Ly, Ly, va Ly 12 lién két axit amin;
va trong d6 cac polypeptit cé cong thirc I va cac polypeptit c6 cong thic II tao ra cip

chudi nhe-chudi ning lién két chéo.
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Theo mdt s6 phuong 4n cuia sang ché, protein lién két giéng khang thé trong d6
mién bién ddi thir nhit cua khang thé va mién bién dbi thi hai cua khang thé giéng nhau
duoc tao ra.

Mot phuong 4n cia sang ché mé ta phuong phap tao ra protein lién két gidng
khéng thé, bao gdm biéu hién trong t& bao mot hodc nhidu phén tir nucleic ma héa
polypeptit c6 ciu tric dugc thé hién bing cong thirc [I] va [II] dudi day:

Vii-Li-Vi-L-Cy (1]
Vi-L3-Vii-Ls-Cpi-Fe [I1]
trong do: ‘

V. 12 mién bién ddi thir nhét ciia chudi nhe ciia globulin mién dich;

V1, 12 mién bién ddi thi hai ciia chudi nhe ciia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién dbi thir nhét ctia chudi niing ciia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién dbi thir hai ctia chudi ning ciia globulin mién dich;

Cy 1a mién ¢6 dinh ctia chudi nhe cta globulin mién dich;

Cyy 12 mién cb dinh Cy; cta chudi ning cia globulin mién dich;

Fc la ving ban 1& cua globulin mién dich va Cy,, Cy3 12 céc mién cb dinh ctia

chudi ning ctia globulin mién dich; va

L, L,, Ly, va Ly 12 céc lién két axit amin;

va trong do céac polypeptit c6 cong thirc I va cac polypeptit c6 cong thirc II tao ra
cip chudi nhe-chudi ning lién két chéo.

Phuong 4n khac cia sang ché md ti phuong phép tao ra protein lién két gidng
khéng thé, bao gdm biéu hién trong té bao mot hodic nhidu phan ti nucleic ma hoa cac
polypeptit c6 ciu tric dugc thé hién bing cong thirc [I] va [II] duéi day:

Vii-Li-Vi-L-Cr, 1]
Vi-L3-Vu1-Ly-Cqp [1I]
trong do:

VL, 12 mién bién dbi thir nhit cta chudi nhe cia globulin mién dich;

V1, 12 mién bién ddi thir hai coa chudi nhe clia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién dbi thir nhit cia chudi ning cua globulin min dich;

Vi 12 mién bién dbi thir hai ciia chudi ning cia globulin mién djch;

Cr 12 mién c6 dinh ciia chudi nhe cua globulin mién dich;

Cp 12 mién ¢6 dinh Cy; cta chudi niing ctia globulin mién dich; and
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Ly, L,, L3, vaL,la cac li€n két axit amin;
va trong d6 polypeptit c6 cong thirc I va polypeptit c6 cong thirc IT tao ra cip chudi nhe-

chuoi nang lién ket chéo.

3. Sir dung protein lién két giéng khang thé

Protein lién két gidng khang thé theo sang ché c6 thé dugc str dung trong phuong
phép thir nghiém bét ky da biét, nhu céc thir nghiém lién két canh tranh, thir nghiém kep
gifra truc tiép va gian tiép, va thir nghiém két tia mién dich dé phat hién va dinh lugng
mdt hodc nhiu khang nguyén dich. Protein lién két gidng khang thé s& lién két véi mot
ho3ic nhidu khang nguyén dich véi 4i luc ma thich hgp véi phuong phép thir nghiém dugc
dung.

Péi vdi cac tng dung trong chin doan, theo cac phuong 4n nhét dinh, protein lién
két gibng khang thé c6 thé dwoc danh déu bing nhom c6 thé phat hién duge. Nhém c6 thé
phat hién dugc cod thé 12 nhém bét ky c6 kha nédng tao ra, tryc tiép hodc gian tiép, tin hiéu
¢6 thé phat hién duoc. Vi dy, nhém c6 thé phat hién duge c6 thé 1a dong vi phong xa, nhu
y, "¢, *p, 35 S, 1251 P71, 111In, hodc 67Ga; hop chét phat anh sang huynh quang hodc
quang hoa nhu fluorescein isothioxyanat, rhodamin, hodc luxiferin; hodc enzym, nhu
alkalin phosphataza, B-galactosidaza, hodc peroxidaza cai ngua.

Protein lién két gidng khéng thé theo sang ché ciing hitu ich ddi trong chyp hinh in
vivo. Protein lién két gidng khang thé dugc danh ddu bang nhém c6 thé phat hién duge c6
thé dugc dung cho ddng vit, tSt hon 1a dua vao trong dong mau, va sy c6 mét va vi tri
cia khang thé dugc danh ddu trong vat chi s& dugc xdc dinh. Protein lién két gibng
khang thé c6 thé dugc danh ddu bing nhom bat ky c6 thé phat hién duge & dong vat, bat
ké bang phan tich cong huéng tir hat nhan, phong xa, hay cac phuong phap phat hién
khac da biét trong linh vuc k¥ thuit ndy.

Sang ché ciing dé cép dén kit chira protein lién két gidng khang thé va cac chét thir
khac hitu ich dé phat hién mtrc khang nguyén dich trong cdc miu sinh vét. Cac chit thir
ndy c6 thé bao gdm chit danh déu c6 thé phat hién dugc, mAu huyét thanh phong bé, mau
dbi ching duong tinh va am tinh va cAc chét phat hién.

4. Cac ché phim ding trong diu tri chira protein lién két gibng khang thé va viéc ding
chin

Cac ché phim dung trong diéu trj hosic dugc phim chira protein lién két gibng

khang thé déu nim trong pham vi ciia sang ché. Cac ché phdm diing trong diéu tri hodc
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dugc phidm nay c6 thé bao gbm luong cho hiéu qua diéu tri cia protein lién két giéng
khang thé, hoic thé tiép hop protein lién két gibng khang thé-dugc chét, trong hdn hop
v6i chét bao ché duge dung hodc dugc chip nhén v& mit sinh 1y, dugc chon thich hgp véi
cach dung.

Céc nguyén liéu bao ché chip nhan dugc tdt hon 1a khong gy doc cho ddi trong
nhan & lidu va ndng d6 dugc ding.

Duoc phém c6 thé chira céac nguyén li€u bao ché dé cai bién, duy tri, hodc bao
quan, vi dy, d0 pH, tinh thAm thiu, d6 nhét, d¢ trong, mau séc, tinh déng treong, mui,
tinh vo tring, tinh én dinh, tdc d¢ hoa tan hodc giai phong, hip thu hodc thdm cia ché
pham. C4c nguyén liéu bao ché thich hop bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, céc axit
amin (nhw glyxin, glutamin, asparagin, arginin, hogc lysin), cic chit khang khudn, cic
chit chdng oxy héa (nhu axit ascobic, natri sulfit, hodc natri hydro-sulfit), cac chit dém
(nhu borat, bicarbonat, Tris-HCI, xitrat, phosphat, ho#ic céc axit hitu co khac), cac chét
tao khdi (nhu manitol hogc glyxin), cac chét chelat héa (nhu axit etylendiamin tetraaxetic
(EDTA)), cic chét tao phirc (nhu cafein, polyvinylpyrolidon, beta-xyclodextrin, hodc
hydroxypropyl-beta-xyclodextrin), cdc chit don, cic monosacarit, disacharit, va céc
hydratcacbon khic (nhu glucoza, mannoza, hoic dextrin), protein (nhu albumin huyét
thanh, gelatin, hodic c4c globulin mién dich), chét tao mau, chét tao huwong vi va céc chét
pha lodng, cdc chét nhii hoa, cic polyme ky wa nuéc (nhu polyvinylpyrolidon), cac
polypeptit phan tr lugng thip, cac ion trai d4u tao mudi (nhu natri), cic chit bao quan
(nhu benzalkoni clorua, axit benzoic, axit salixylic, thimerosal, ruwou phenetylic,
metylparaben, propylparaben, clorhexidin, axit sorbic, hodc hydro peroxit), cac dung moi
(nhu glyxerin, propylen glycol, hodc polyetylen glycol), cic rugu dudng (nhu manitol
hodc sorbitol), cac chat tao huyén phi, cdc chit hoat dong bé mit hodc cac chit 1am 4m
(nhu pluronic; PEG; sorbitan este; cdc polysorbate nhu polysorbate 20 hodc polysorbate
80; triton; trometamin; lexithin; cholesterol hodc tyloxapal), cac chét tdng cudong do én
dinh (nhu sucroza hogc sorbitol), cdc cht ting cudng d6 truong (nhur halogenua ctia kim
loai kidm — t6t hon 14 natri hodc kali clorua — hoic manitol sorbitol), cac chit dan phén
phdi, céc chat pha lodng, c4c td duge hogic/va céc chét didu chinh dugc dung (xem, vi dy,
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (18th Ed., A.R. Gennaro, ed., Mack
Publlahing Company 1990), va cc phién ban sau d6 ctia 4n phdm ndy, dugc dua vao day

bang cach vién din cho muc dich bét k3).
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Dugc phdm t6i wu s& dwoc duge ngudi c6 k¥ nang trong linh vuc k¥ thuét nay xac
dinh, dya vao, vi dy, duong ding dy dinh, dang phén phdi, va liéu mong mubn. Céc yéu
t6 nay c6 thé anh huéng dén trang thai vat ly, toc do giai phong in vivo, tbc d6 thanh thai
in vivo clia protein lién két giéng khang thé.

Chét din hodc chét mang co ban trong dugc phém, vé ban chét, c¢6 thé chira nuée
hodc khong chira nude. Vi duy, chit ddn hodc chét mang thich hgp dé tiém co thé 1a nuéc,
dung dich nudc mudi sinh ly, hodc dich ndo tiy nhé4n tao, c6 thé dugc bd sung cac
nguyén liéu khac thudng dugce st dung trong dugc phim dé ding ngoai duong ti€u hoa.
Nudc mubi duge dém trung tinh hodc nude muéi dugc tron albumin huyét thanh 13 cac
chit dan khac duoc léy lam vi du. Céc thanh phén dugc dung khac duogc léy lam vi du
bao gém dém c6 d6 pH khoang 7,0-8,5, hodc dém axetat c6 40 pH khoang 4,0-5,5, ma cé
thé con bao gdm sorbitol hodc chit thay thé thich hgp. Theo mét phurong 4n ciia sang ché,
dugc phdm chira protein lién két gidng khang thé c6 thé dugc bao ché dé bao quén bing
cach tron thanh phan da chon c6 @9 tinh khiét mong mudn véi chit bao ché tuy y & dang
banh da dong kho hodc dung dich nuéc. Ngoai ra, protein lién két gibng khang thé c6 thé
duoc bao ché duéi dang ché phdm dong kho str dung céc ta dugc thich hop nhu sucroza.

Dugc phdm theo sdng ché c6 thé dugc chon dé phan phdi ngoai dwdng tiéu hoa.
Theo cach khac, cac duge phim c6 thé dugc chon dé xong hit hodc dé phan phdi qua
duong tiéu héa, nhu duong miéng. Viéc bao ché duge phdm nay ndm trong k¥ ndng cla
nguoi trong 1inh vuc k¥ thuét nay.

Céc thanh phin bao ché c6 mit & ndng do c6 th chép nhan dugc déi véi vi tri
dung. Vi du, cac dém dugc ding d€ duy tri ché phim & d pH sinh ly hodc do pH thép
hon mot chit, thudng nim trong khoang pH tir 5 dén 8.

Khi viéc ding ngoai dudng tiéu héa duge du dinh, cac ché phdm ding trong didu
tri dé st dung theo sang ché co thé & dang dung dich nude, dung dugc ngoai dudng tiéu
héa, khong chira chét gy s6t va chua protein lién két giéng khang thé mong mudn trong
chat din dugc dung. Chét din dic biét thich hop dé tiém ngoai dudng tiéu hoa 13 nudce cht
v0 tring trong d6 protein lién két gidng khéng thé duoc bao ché duéi dang dung dich vo
tring, déng treong, dugc bao quan hop 1y. Ché phdm khac nira c6 thé bao gbm ché phim
chira phan tir mong mudn, véi chit nhu vi ciu dé tiém, hat &n mon sinh hoc, c4c vi cdu
tiém dugc, céc hat &n mon sinh hoc, cac hop chét polyme (nhu axit polylactic hodc axit

polyglycolic), cdc hat hodc céac liposom, tao ra sy gidi phong ¢ kiém soat hodc kéo dai
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cho san phdm ma sau d6 dugc phan phdi théng qua ché phim tiém giai phong kéo dai.
Axit hyaluronic cling ¢6 thé dugc sir dung, va diéu nay c6 thé tac dung ting thoi gian giai
phéng kéo dai trong hé tudn hoan. Cac phuong phép thich hop khac dé dua phéan tir mong
mubn bao gdm céc t& bao phan phdi duge chét ciy ghép duoc.

Theo mdt phuwong 4n, duge phdm c6 thé dugc bao ché @8 hit. Vi du, protein lién
két gidng khang thé c6 thé dugc bao ché dudi dang bot khod dé hit. Dung dich hit chira
protein lién két giéng khang thé c6 thé cling dugc bao ché ciing vdi chit ddy dé phan phédi
khi dung. Theo khia canh khac nita, c4c dung dich c¢6 thé duoc tao 4p dé phun.

Ciing dugc du dinh ring céc ché phdm nhét dinh c6 thé ding qua duong miéng.
Theo mét phuong 4n clia séng ché, protein lién két gidng khang thé dugc ding theo cach
ndy c6 thé dugc bao ché ciing véi cac chit mang hodc khéng cling véi cic chit mang
thuong dwgc ding trong ché phim c6 cac dang liu rin nhu vién nén va vién nang. Vi dy,
vién nang c6 thé dugc thiét ké dé giai phéng phan c6 hoat tinh ciia ché phim & mot diém
trong dudng da day-rudt khi do sinh kha dung dat gid tri 16n nhit va mérc phan hiy trude
khi di vao h¢ tudn hoan c6 gia tri nho nhit. Cac chét khac c6 thé dugc bd sung vao dé hd
trg viéc hép thu protein lién két gidng khéng thé. Céc chit pha lodng, chét tao huong vi,
céc sép c6 diém néng chay thép, dau thuc vat, chit lam tron, chit tao huyén phu, chit gy
13 vién nén, va chét lién két cling c6 thé duoc st dung.

Dugc phidm khéc c6 thé chira lwong hitu hiéu protein lién két gidng khang thé
trong hdn hop v6i céc ta duge khong doc thich hop dé san xult vién nén. Béng cach hoa
tan vién nén trong nuéc vo tring, hodc chit din thich hop khéc, cac dung dich c6 thé
dugc bao ché & dang lidu don vi. Céc ta duge thich hop bao gdm nhung khéng chi giéi
han &, cac chat pha lodng tro, nhu canxi carbonat, natri carbonat hoic bicarbonat, lactoza,
hodc canxi phosphat; hodc cac chét lién két, nhu tinh bdt, gelatin, hodc acacia; hodc céac
chét 1am tron nhu magie stearat, axit stearic, hodc bot talc.

Céc duge phdm khac theo sang ché ciing dugc ngudi ¢6 k§ ning trong linh vuc k§
thuét nay biét dén, bao gbm dugc pham chira protein lién két gidng khang thé & cac dang
gidi phong kéo dai hodc c6 kiém soat. Cac k¥ thuét bao ché sir dung cac phuong ti€n khac
c6 dgc tinh giai phéng kéo dai hogc c6 kiém soat, nhur cac chit mang liposom, c4c vi hat
&n mon sinh hoc hogic céc hat x6p va cac ché phim tiém giai phong kéo dai cling dd dugc
ngudi c6 k¥ ning trong linh vyc k¥ thuat ndy biét dén. Cac vi du khac vé cac ché phim

giai phong kéo dai bao gdm céc cbt polyme ban thdm coa vat pham duoc tao hinh, vi dy,
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céc mang, hodic c4c vi nang. Céc cbt giai phong kéo dai c6 thé bao gdm céc polyeste, cac
hydrogel, céc polylactit, copolyme clia axit L-glutamic va gamma etyl-L-glutamat,
poly(2-hydroxyetyl-metacrylat), etylen vinyl axetat, hodc axit poly-D(-)-3-
hydroxybutyric. Céc ché phim giai phéng kéo dai c6 thé ciing bao gdm céc liposom, ma
c6 thé dugc bao ché bang phuong phdp bét ky trong sb vai phuong phap da biét trong
linh vyce k¥ thuat nay.

Céc duge phim theo sang ché dugc ding in vivo thudng phai vo tring. Viée vo
triing ndy c6 thé dugc thuc hién bing cach loc qua cac mang loc vo trung. Khi ché phim
dugc dong kho, viéc vo trung st dung phurong phép nay c6 thé dugc tién hanh trude,
hodc sau, dong khd va tdi hoan nguyén. Dugc phdm ding ngoai dudng tiéu hoa c6 thé
dugc bao quan & dang dong kho hoic trong dung dich. Ngoai ra, cac dugc phdm ding
ngodi dudng tiéu hoa thudng duge dit trong thiing chira c6 cira tiép can vo tring, vi dy,
tai dung dich tiém trong tinh mach hotc 1o c6 nép c6 thé ddm xuyén qua bing kim tiém
dudi da.

Ngay sau khi duge phidm dugc bao ché, n6 c6 thé duoc bao quéan trong cac lo nhé
vo tring duéi dang dung dich, huyén pht, gel, nhii hoa, chit rin, hodc duéi dang bot
dugc loai nude hogc ddng kho. Cac ché phim nay c6 thé duoc bao quan & dang sén sang
str dung hodc & dang (vi du, dugc dong khd) cin tai hoan nguyén trudce khi ding.

Sang ché ciing bao gdm kit dé tao ra don vi ding liéu don. Mi kit nay c6 thé bao
gdm ca vét chira thit nhét chira protein da 1am kho 13n vét chira thir hai chtra ché phim
nuéce. Cling duge bao gdm trong pham vi sang ché 1a c4c kit chira cac xylanh c6 mot
ngin hoic nhiéu ngan, va di dién diy duge phdm (vi dy, xylanh va xylanh Lyo 16ng).

Lugng hitu hiéu ctia duge phim chira protein lién két giéng khang thé duoc ding
trong didu tri s& phy thudc vao, vi du, hoan canh va muc dich didu tri. Ngudi c¢6 k¥ nang
trong linh vurc k§ thuat ndy s& danh gia rang cac mirc lidu thich hop dé diéu tri do do, s&
thay déi, tiry thudc, mot phan vao phan tir dwgc phan phdi, chi dinh dbi véi protein lién
két gidng khang thé dugc ding, duong ding, va kich thudc (thé trong, bé mit co thé,
hogc kich thuéc co quan) va tinh trang stic khoe (d6 tudi va tinh trang strc khoe tdng
quét) ctia bénh nhan. Ngoai ra, bac si 14m sang c6 thé wéc gia duge lidu va thay dbi
duong ding dé thu duoc hidu qua didu tri t8i wu. Lidu thong thuong c6 thé nidm trong
khoang tir 0,1 pg/kg 1én dén khoang 100 mg/kg hodc nhiéu hon, tiy thudc vao cac yéu tb

dugc dé cip & trén. Theo mot s phuong 4n, lidu nay c6 thé nim trong khoang tir 0,1
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ng/kg dén khoang 100 mg/kg; hodc 1 pg/kg dén khoang 100 mg/kg; hoic 5 pg/kg, 10
ng/kg, 15 pg/kg, 20 ng/kg, 25 ng/kg, 30 pg/kg, 35 pgke, 40 pg/kg, 45 pg/ke, 50 ug/ke,
55 ug/kg, 60 ng/kg, 65 pg/ke, 70 pg/kg, 75 pg/ke, dén khoang 100 mg/kg.

S6 1an dung s& phu thudc vao céc thong sé dwoc dong hoc cua protein lién két
gidng khang thé trong ché phim dugc ding. Thong thudng, bac si 14m sang s& cho ding
ché phim cho dén liéu ma tai d6 thu dugc tac dung mong mudn. Do d6, ché phdm c6 thé
duge ding & dang liéu don, duéi dang hai hodc nhiéu liéu (ma c6 thé chira hodc khong
chtra ciing lugng phan tr mong mudn) theo thoi gian, hodic dudi dang truyén lién tuc
thong qua thiét bi ciy ghép hoic ng thong. Viée tinh chinh thém liéu thich hop duoc
ngudi c6 k§ ning trong linh vuc k¥ thut ndy thudong 1am va nim trong pham vi céng
viéc thuong duogc tién hanh cia ho. Céc lidu thich hop c6 thé dugc chon cu thé thong qua
viéc str dung sd liéu dap tng liéu thich hop.

Pudng ding cia duge phidm theo cic phwong phép dd biét, vi du, qua duong
miéng; thong qua tiém trong tinh mach, trong mang bung, trong ndo (trong nhu mo),
trong mach nio, trong co, trong mét, trong ddng mach, trong ranh ngang gan, hodc duong
trong thuong tén; bang cic hé giai phong kéo dai, hoic bing céc thiét bj ciy ghép. Néu
mudn, cac ché pham nay c6 thé dugc ding bing cach tiém liu 16n hoic truyén lién tuc,
hoic bing thiét bi ciy ghép.

Ché phidm ciing c6 thé dugc ding cuc bd théng qua cdy ghép mang, gac, hoic
nguyén liéu thich hop khéc trén d6 phéan tr mong mudn duoc hép thu hodc bao nang. Khi
sir dung thiét bi ciy ghép, thiét bi ndy c6 thé dugc ciy ghép vao mé hoic co quan bit ky
thich hop, va phan phdi phan tr mong muébn thoéng qua truyén, lidu 16n giai phéng theo
thoi gian hodc dung lién tuc.

Vi du thwe hién siang ché

Céc vi du dudi day minh hoa cac phuong 4n cu thé ciia sang ché va cac cach sir
dung chung khéc nhau. Cac vi du nay chi ding d& minh hoa va khéng duoc coi 13 gi6i
han pham vi ciia séng ché theo cach bét ky.

Vi du 1: Thiét ké va xi Iy k¥ thuat protein lién két gidng khang thé c6 ving bién dbi kép
lién két chéo dic hiu kép.

Ving bién dbi kép lién két chéo & dang Fv format da duoc mo ta trong patent My
sb 5,989,830 va dugc goi la cAu hinh hai diu lién két chéo (cross-over double head -

CODH). Viéc md hinh héa phan tit cho thdy mo6 hinh CODH tao ra phirc véi hai vi tri
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lién két theo hai huéng d6i nhau, ma khong c6 nhiing rang budc nhu thdy & cdu hinh Fv
kép. Dang CODH Fv dugc x€t nghi€ém dé xac dinh xem liéu n6 c6 dugc chuyén héa
thanh céc phan tir gidng khang thé hoan toan bing cach bb sung mién Cp vao chudi nhe
va ving Fe vao chudi ning. Su chuyén héa tuong tu ciing dién ra thanh cong dbi véi cac
mién bién ddi kép (DVD-Ig) va TBTI tuong (mg nhu dugc md ta trong Patent M§ sb
7,612,181 va cong bd don qudc té s6 WO 2009/052081. Viéc sdp xép viing bién ddi trong
dang CODH dugec thé hién trong dudi day, ma dugc thé hién theo huéng tir déu tan cing
amino dén dau tan cung carboxyl ciia chudi peptit:

(@) chudinhe: NH,-Vy;-lién két-V;,-COOH

(b)  chudining: NH,-Vip-lién két-Vi;-COOH

Viéc sip xép ving bién dbi theo hudng tir ddu tn cling amino dén dau t4n cing
carboxy trong (a) va (b) nhu trén c6 thé phan biét dugc véi su sép xép & chu hinh Fv kép
nhu dugc thé hién trong (c) va (d) dudi day:

(¢) chudinhe: NH,-V;-Lién két-V;,-COOH

(d) chudining: NH,-Vy-Lién két-Vy,-COOH

Su khac biét cha yéu can luu ¥ 13 vi tri khac nhau giita viing bién ddi cua chudi
ning va cla chudi nhe twong tng (Vii/Vi; va Vip/Vio) so véi vi tri clia ching trong hai
c4u hinh ving bién dbi kép. Cac mién Vi va Vi twong tng déu & diu tin cing N cua
chudi nhe va chudi ning trong c4u hinh viing bién ddi kép. Ngugc lai, trong ciu hinh lién
két chéo, mot nira cia mot cip ving bién dbi ctia khang thé tach biét vé mit khong gian
trong chudi protein trong ciu hinh lién két chéo. Trong cu hinh lién két chéo nay, mién
Vi1 s& & ddu tin cing N ctia chudi nhe cua protein nhung mién Vi ghép cap & diu tan
cing C ciia chudi ning trong cdu hinh lién két chéo. Mbi quan hé khéng gian giita Vi ; va
Vi dugc phat hién thdy trong céu hinh clia viing bién ddi kép 12 mo hinh sip xép duoc
phat hién thay trong khang thé tir nhién.

Mbét nhuoc diém tiém 4n cia cdu hinh Fv kép d6 1a lién két L tach biét hai ving
bién ddi kép s& nho ra & vi tri lién két khang nguyén trong mién Fv2 (xem Fig.1). Phan
nhd ra nay c6 thé tac dong dén kha ning lién két khang nguyén va két qua 13 kha ning
tiép can Fv2 clia khang thé 2 s& bj anh hudéng. Kha ning tiép can hoic tac dong bi anh
huéng c6 thé ngan can lién két cua khang nguyén. Ngoai ra, tac dong nay c6 thé 16n hon
khi kich thuéc ctia khang thé 16n hon. Thyc vy, trong patent M§ sb 7,612,181 da thong

bao ring 4i luc lién két va kha nang trung hoa clia phan tir DVD-Ig tity thudc vao tinh dic
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hi€u khang nguyén c6 mit & dAu tan cing N hay ddu t4n cing C. Xem patent My s
7,612,181, Vi du 2.

Do d6, @& tao ra protein lién két giéng khang thé 6n dinh hon va khong bi mét 4i
luc véi khéng nguyén so véi khang thé gdc, cac phan tir c6 ving bién ddi kép lién két
chéo c6 mién Cy trén chudi nhe va ving Fc trén chudi ning duoc thiét ké va xay dung
ciu triic. Céc polypeptit tao ra cac protein gidng khang thé nay c6 thé c6 céu tric duoc
thé hién dudi day, trong d6 hudng tir diu tan ciing amino dén diu tin cing carboxyl cua
chudi polypeptit duoc chi rd:

(e) chudinhe: NH,-Vy;-Lién két-Vy,-C;-COOH

()  chudining: NH,-Vip,-Lién két-Vy;-Cyy-Fe-COOH

Pé danh gid xem thiét ké protein gidng khang thé c6 lién két véi khang nguyén
hay khéng, hai viing bién d6i dugc tao ra trudc d6 va duge nhan héa tir cac khang thé lién
két dic hidu v6i IL4 (khéng thé gbc khang IL4 dugc nhén hoa) va IL13 (khang thé gbe
khang IL13 dugc nhan hoa) dugce ding dé x4y dung cdu trac cac phéan tir gidng khang thé
dédc hi¢u kép nhu néu trong Bang 1. Viéc doc trinh ty ctia khang thé & chudt nhét va quy
trinh nhan hoéa chiing dwgc mo ta cong bb don qubc t& s6 WO 2009/052081 (TBTI). N6i
tom lai, céc trinh ty axit amin cia ving bién dbi cua chubi ning va chudi nhe ctia khang
thé khang IL13 & chudt nhét, dong B-B13 va khang thé khang IL4 & chudt nhét, dong
8F4-8 dugc x4c dinh bang cach doc trinh ty axit amin. C4c trinh ty & chudt nhét ndy dugc
nhén héa va sau d6 dich mé ngugc vao trong cac trinh ty nucleotit nhu dugc mo ta trong
vi du 5 clia cong bd don qubc té s6 WO 2009/052081, dugc két hop & day bing cach vién
din dn toan bd nodi dung cta nd. Trinh ty Vg va Vi cua khang thé géc khang IL.13 d&
nhan hoéa va trinh tw Vi va Vi clia khang thé gbc khang IL13 da nhan héa dugc két hop
lai va sip xép nhu trong Bang 1. C4c ma viét tit & cot 1 cia Béang 1 dugc tao ra don gian
chi dé thao ludn céc protein lién két giéng khang thé. Cac protein lién két gidng khang thé
nay khac nhau & kich thuéc cta lién két dugc chén vao giita hai ving bién dbi nhu dugc
né€u trong Bang 1. Cac phin ttt ADN ma hoda céc polypeptit dugc néu trong Bang 1 dugce
tao ra tir khang thé gbc khang IL13 va khang thé gbc khang IL4 duge dich ma nguoc.
Céc mién Cy;, Cr, va Fe thu duoc tir IGHG1 (s6 truy cdp ngén hang gen 569F4) va IGKC
(S6 truy cdp ngén hang gen Q502W4).

Bang 1. C4c globulin mién dich hai dau lién két chéo

SEQ
M3 viét tit cho protein MO ta protein ID NO:
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Chudi nhe cuia khang thé gbc khang IL4 | Vi khang-IL4 1

Chudi ning ciia khang thé gbc khang | Vy khang-IL4 2

14

Chudi nhe ctia khéng thé gbc khéng V khéang-IL.13 3

IL13

Chudi ning ctia khang thé goc khang Vi khang-IL13 4

IL13

M3 cia chudi ning

IL13(G4S)IL4Cy-Fc Vu-(G4S) khéng-1L13-Vy-Cy;- 5
Fc khéng-11.4

1L.13(G4S2)IL4Cy;-Fe Vu-(G4S), khang-I1L13-Vy-Cy;- 6
Fc khéang-11.4

IL4(G4S)IL13Cy-Fc Vu-(G4S) khéng-11.4-Vy -Cy;- 7
Fc khang-11.13

IL4(G4SZ)IL13CH1-FC VH-(G4S)2 khéng-IL4-VH 'CHI" 8
Fc khang-11.13

M3 chudi nhe

IL13(G4S)IL4CL V1-(G4S) khéng-IL13-V-CL 9
khéng-1L4

IL13(G4S2)IL4ACL V1-(G4S), khang-1L.13-V-CL 10
khéang-11.4

IL4(G4S)IL13CL V1-(G4S) khéng-1L4-V-CL 11
khéng-11.13

IL4(G4S2)IL13CL V1-(G4S), khang-11.4-V-CL 12
khang-IL13

Céac t6 hop protein duge néu trong Bang 2 duoc biéu hién bang cach chuyén

nhiém tam thoi va tinh ché bing séc ky Protein A. Trong mdi trudng hop, sic ky loai

theo kich thuée s& tinh ché 1 lwgng nhé hon 12% khéi két tap, v6i hdu hét cac trudong hop

déu nhé hon 7% khdi két tap, nhung khong phét hién thay globulin mién dich hai du lién

két chéo c6 kha ning lién két véi IL4 hodc IL13. Tuy nhién, khong phat hién thiy protein

lién két gidng khang thé c6 chirc ning va céc 1y do giai thich cho viéc khong c6 hoat tinh

cling chura dugc biét dén. Pa phong doan trude ring md hinh sip xép nay s& khong cé

tinh dn dinh wu viét hon so v&i cac khang thé ving mién bién déi kép dugc mé ta trong
patent My s6 7,612,181 va cong bb don qudc t& s6 WO 2009/052081.
Bang 2. Lién két ctia CODH-Ig véi IL4 va IL13

T4 hop protein Khbéikét | Lién két véi Lién két vé6i
tap IL4 IL13

Vi-(G4S) khéng-IL13-Vy-Cy;-Fe khang-1L4 5,4% ND* ND

VL-(G4S) khéng-IL4-VL-CL khéng-ILl 3

Vi -(G4S) khang-IL13 -Vy - Cy;-Fe khang- 6,3% ND ND

L4
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V1-(G4S), khang-TL4-V,-CL khang-IL13

Vi1 -(GsS), khéng-IL13-Vy -Cyii-Fe khang- 11,5% ND ND
IL4
V1-(G4S) khang-IL4-V; -CL khéng-IL13

Vi -(G4S); khang-IL13-Vy-Cyy;-Fe khang- 10,1% ND ND
IL4
V1-(G4S), khéng-TL4-V; -CL khéng-IL13

Vir-(G4S) khang-TL4-Vy-Cry-Fe khang-1L13 2.7% ND ND
V1~(G4S) khéng-IL13-V;~CL khéng-IL4

Vi -(G4S) khang-1L.4-Vy -Cy;-Fc khang- 3,6% ND ND
IL13
VL-(G4S)2 khéng-IL13-VL-CL khe’mg-IL4

Vi -(G4S), khang-IL4-Vy-Cy;-Fe khang- 2,9% ~ ND ND
IL13
V1-(G4S) khéng-TL13-V;-CL khéng-IL4

Vi -(G4S), khang-IL4-Vy-Cy;-Fe khang- 10,8% ND ND
IL13
V1-(G4S), khang-1L13-V -CL khang-114

* ND nghia 1a khong phat hién duoc
Vi du 2. Thiét ké protein CODV-Ig bing cach mé hinh hoa phén tir

Pé thu duge cac protein gidng khang thé c6 chirc ning diy da bing cach st dung
cdu hinh hai du lién két chéo va c6 thé thay dbi a8 két hop dugc cac mién Fe va Cpy, quy
trinh md hinh héa phén tir dwgc sir dung dé danh gia cac lién két khac nhau giita mién cb
dinh va mién bién ddi va gitta cic mién bién dbi kép trén ca chudi ning va chudi nhe.
Céu héi duge dit ra 13 lidu viéc dua thém céc lién két dic trung giita ranh gidi gitta mién
cb dinh/bién ddi va gifta hai ranh gi¢i mién bién d8i/mién bién dbi & ca chudi ning va
chudi nhe c¢6 1am xuét hién nép gip protein hop 1y va tao ra phan tir gidng khang thé c6
chitc ning trong cdu hinh ving bién dbi kép lién két chéo (xem Fig.2). N6i céch khéc,
tién hanh danh gia tdng s6 bdn lién kbt doc 1ap va dic trung (xem Fig.2). Quy trinh md
hinh héa phan tir ndy dua trén sy phan cét protein-protein ¢6 mé hinh twong dong va cac
md hinh thir nghi¢ém ving Fvy 4 va Fvy g3, tuong Gng, Két hop véi céc lién két thich hop
gifta ving Fvy 4 va Fvy i3 va gitta viing Fv va viing ¢ dinh hodc ving Fec.

Céc lién két ddc 1ap dugc quy dinh tén duy nhét nhu sau: L; chi lién két gitta Vi, &
déu tan cing N va V| & du tan cing C trén chudi nhe; L, chi lién két gitta Vp va Cp &
déu tan cing C trén chudi nhe; L; chi lién két gitta Vg & dau tdn cung N va Vg & du tan
cung C trén chudi ning; L, chi lién két gitta Vi va Cy; (va Fc) ¢ dau tan cung C trén
chudi ning. Cén hiéu ring cac ky hiéu Vi va Vi, chi néu vj tri ctia mién trén mot chudi
protein cu thé & dang cudi cing. Vi du, Vi va Vi, ¢6 thé thu duge tir mién Vi, va Vi, &

khang thé gbc va duge dit vao trong vi tri Vi va Vi § CODV-Ig. Nguoc lai, Vi va Vi,
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c6 thé thu dugc tir mién Vi va Vi, & khang thé gbc va duge dat vao céc vi tri Vi va
Vi, trong CODV-Ig. Do @6, cac ky hi€u Vy va Vi chi vi tri hién tai va khong phai 1a vi
tri ban d4u trong khang thé gbc.

Chi tiét hon, m6 hinh tuong df“)ng cua Fvy 4 dugc xdy dung clu trac trén thuc thé
PDB 1YLD (chudi nhe) va 1IQW (chudi ning). Dime Fvy 4 dugc téi tao trén ciu trac tinh
thé ndi b ctia phirc Faby ;3 IL13/khéng-IL13 va duoc tdi wu hoa. D8 thu dugc wée gia
thé tich IL4 can khi n6 lién két véi Fvys, clu tric tinh thé cua IL4 (1IRCB.pdb) dugc
phan nhéd theo mo hinh twong ddng ciia Fvy 4. Tiép theo, 20 md hinh gia dinh cia phirc
chit d4 tao ra dugc danh gia thém.

Tuong tu, md hinh twong ddng ctia Fvy4 duge chia nhoé thanh Fvy y; dugc téch ra
tir cAu tric tinh thé ndi bod cua phuc IL13/Faby ;3. Pa phét hién ra mt giai phap do 1a xay
dung cdu trac dugc phép cho lién két trong dbi ngin ddng thoi khong c6 anh hudéng mat
khong gian dén kha ning lién két véi khang nguyén va vi tri cia cdc mién c¢b dinh nhv da
thdy trong trwong hop cia globulin mién dich ving bién dbi kép (xem Fig.3). Trong md
hinh sép xép nay, Fvyy (V1) duge dat o déu tan cung N cia chudi nhe, sau d6 13 Fvy 3
(V12) va Fe (Cpy) trén ddu tin ciing C ctia chudi nhe. Trén chudi ning, Fvy s (Vi) duge
d4t & dau tan ciing N, sau d6 1 ving Fvy 4 (Vi) va ¢b dinh (Cyy - Ciz - Crs)-

Nhu dugc thé hién trong Bang 3, c4c md hinh cua chudi nhe goi v dén viéc lién
két L, gifta cac mién Vi va Vi, va lién két L, gitta mién Vi, va CL; nén c6 chiéu dai tir 1
dén 3 va c6 chiéu dai tir 0 dén 2 gbc glyxin, twong tng. C4c mo hinh cia chudi nang goi
y dén viéc lién két L, gitta cac mién Vi, va Vi va lién két L, gita cdc mién Vi va Cyy
nén c6 chiéu dai tir 2 dén 6 va tir 4 dn 7 gbc glyxin, twong émg (xem Bang 3 va Fig.2).
Trong vi du nay, glyxin dugc ding lam axit amin nguyén mAu cho lién két nhung cac gbc
axit amin khéc cling d6ng vai trd lam lién két. Tinh 6n dinh cdu trac cua cdc md hinh
dugc dé xuét dugc xac nhin béng cach t6i vu héa clu dang lién két, t6i thidu hoa, va tinh
todn dong luc phan tir. TS hop hé théng ctia bdn céu tric chudi nhe va sau chudi ndng tao
ra 24 protein lién két gibng khang thé dic hiéu kép, ving bién dbi kép lién két chéo,
khéng I1.4 va khang IL13 (xem Bang 4).

Béng 3. Chiéu dai lién két dugc dé xuét

Liénkétgitta | Cheén lién két 16n nhét | Cheén lién k&t nho nhét | Tén
lién
két

VLI -V]_,2 Gl}’3 Gly L1
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VLz-CL Glyz Khéng L2
Vm2-Vui Glys Gly, L;
VH1-CH1 GIY7 Gl}’4 L4

Bang 4. CODV-Ig dé biéu hién

SEQ

Ma* | Céc chudi ning (tir dAu tan cing N dén d4u tin cing C) | ID NO:
HC1 | IL13 Vg «(Gly6)-IL4 Vi ~(Gly7)-Ca-Fo 13
HC2 | IL13 Vg «(Gly6)-IL4 Vi ~(Glyd)- Crur-Fe 1
HC3 | IL13 V (Gly2)-IL4 Vi «(Gly7)- Cai-Fe 15
HC4 | IL13 Vg «(Gly2)-IL4 Vi «(Gly4)- Cp-Fo 16
HC5 | IL13 Vi «(Glyd)-IL4 Vi (Gly7)- Ci-Fe 17
HC6 | IL13 Vi «(Gly4)-IL4 Vi (Glyd)- Crui-Fo 18
Ma* | Cac chudi nhe (tir dau tin ciing N dén dau tin cing C)

LCl | IL4 Vi-(Gly3)-IL13 V;. -Cis 19
LC2 | IL4 Vy «(Gly)-IL13 V1. - Cuy 20
LC3 | IL4 Vy «(Gly3)-IL13 Vi <Gly2)- Cuy 21
LC4 | IL4 VL «(Gly)-IL13 Vy «(Gly2)- Cy 2
CL mién ¢6 dinh Cy; cia chudi nhe & ngudi 23
Cy-Fc | mién c6 dinh Cyy; cia chudi ning & ngudi va Fe ving 24
Gly4 | lién két peptit v6i 4 glyxin (GGGG) 25
Gly5 | lién két peptit véi 5 glyxin (GGGGG) 26
Gly6 | lién két peptit vdi 6 glyxin (GGGGGQG) 27
Gly7 | lién két peptit v6i 7 glyxin (GGGGGGG) 28
Gly8 | lién k&t peptit véi 8 glyxin (GGGG GGGG) 29

*M3 viét tit tiép tuc duge st dung dé thé hién cAu truc két hop. Cac ma bit dau bang HC
14 c4c chudi ndng lién ké va cdc ma bat dau bang LC 1a cac chudi nhe lién ké.
Trong Bang 4, tiép dau nglt "khéng" khong dugc thé hién nhung n6 dugce du dinh

ring IL13 chi khang thé khang-IL13 va IL4 chi khang thé khang-IL4.
Vi du 3. Tao ra plasmit biéu hién CODV-Ig

Céc phan tir axit nucleic ma héa ving bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe cua 6
chudi ning va 4 chudi nhe dugc md ta trong Bang 4 dugc tao ra bing cach tdng hop gen
& Geneart (Regensburg, Germany). Cac mién bién ddi ctia chudi nhe dugc dung hop véi
ving cb dinh ctia chudi nhe (IGKC, sb truy cp ngan hang gen Q502W4) bing cach phan
cit bing enzym endonucleaza giGi han ApaLl va BsiWI va sau d6, nbi vao trong vi tri
ApaLI/BsiWI cua vecto biéu hién episom pFF, mdt vecto tuong tu vecto pTT da dugc
Durocher va cac ddng tac gia mé ta, (2002, Nucl. Acids Res. 30(2): E9), tao ra plasmit
biéu hién & dong vét c6 vir dé bidu hién cac chubi nhe.

Céc mién bién ddi cua chudi ning dugc dung hop voi bién thé "Ted" ctia ving ¢
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dinh cua chudi ning & ngudi IGHG1, S6 truy cdp ngin hang gen 569F4), hodc theo cach
khéc, v6i 6x mién Cy; dugce gén dudi His tir ving cd dinh cia chudi nang & ngudi
IGHG1 d tao ra Fab dic hiéu kép. Tiép theo, mién Vy dugc phin cit bing enzym
endonucleaza gidi han, ApaLI v Apal va sau d6, dugc dung hop véi IGHG1 hodc céac
mién Cy; dugc gin dudi His twong tng, bing cach ndi vao trong vi tri ApaLl/Apal cia
vecto biéu hién episom pFF, tao ra tao ra plasmit biéu hién & dong vat c6 va dé biéu hién
cac chudi ning (IgG1 hoic Fab tuong tng).

Vi dy 4. Biéu hién CODV-Ig

Plasmit biéu hién ma hoéa chudi ning va céc chudi nhe ciia cic cAu tric tuong ung
dugc sao chép trong cac té bao E. coli DH5a. Céc plasmit dugc ding dé chuyén nhiém
dugc tao ra tir E. coli st dung Kit Qiagen EndoFree Plasmid Mega.

Céc té bao HEK 293-FS sinh trudng trong mdi trudng Freestyle (Invitrogen) dugc
chuyén nhiém bang cac plasmit LC va HC da chi dinh, ma héa cic chudi ning va cac
chudi nhe néu trong Bang 4 st dung chit chuyén nhidm 293fectin (Invitrogen) nhu dugc
nha san xudt md ta. Sau 7 ngay, cic t& bao dugc loai bd béng cach ly tdm va dich ndi
duoc loc bang loc 0,22 pm dé loai bé cac hat.

Céc ciu traic CODV-IgG1 duoc tinh ché bang sic ky ai luc trén céc cot protein A
(cot HiTrap Protein A HP, GE Life Sciences). Sau khi rira giai khoi cot bing dém axetat
100mM va NaCl 100mM, d6 pH=3,5, c4c cdu tric CODV-IgG1 dugc loai mudi sir dung
cot loai mudi HiPrep 26/10, dugc chuén bi trong PBS & nong do 1 nig/mL va loc st dung
mang 0,22 pm.

Céc cau tric CODV Fab dugc tinh ché thém bing IMAC trén HiTrap IMAC HP
Columns (GE Life Sciences). Sau khi rira giai tir cdt v6i gradient tuyén tinh (dém rira
giai: natri phosphat 20mM, NaCl 0,5M, imidazol 50 - 500mM, 49 pH=7,4), cac phﬁn
chira protein dugc gom lai va loai mubi st dung céc cdt loai mubi HiPrep 26/10, dugc
pha ché trong PBS & ndng d6 1 mg/mL va loc sir dung mang 0,22 pm.

Néng o protein dugc xac dinh bang cach do d6 hp thu & 280 nm. Mai 16 duoc
phan tich bang SDS-PAGE trong diéu kién khir va khong khir d x4c dinh d6 tinh khiét
va phan tir luong ctia mbi tidu loai va monome.

Pia Nunc F96-Maxisorp-Immuno dugc pht bing IgG dé khang ngudi (ddc hiéu
Fc) [NatuTec A80-104A]. Khang thé dugc pha lodng dén 10 pg/ml trong dém phu
carbonat (natri carbonat 50mM, d¢6 pH=9,6) va dugc phan tan trong 50 pL/156. Pia duge
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dan kin bang bang dinh, va bao quan qua dém & 4°C. Dia nay dugc rira ba 14n bing dém
rira (PBS, d6 pH=7,4 va Tween20 0,1%). 150 pL dung dich phong bé (BSA/PBS 1%)
duoc phan bd vao mbi 16 dé phi dia nay. Sau 1 gio & nhiét do trong phong, dia nay dugc
rira ba 14n bing dém rira. 100 pL mAu hoic chét chudn (ndng d6 trong khoang tir 1500
ng/ml dén 120 ng/ml) duoc bd sung vio va dugc phép dé nguyén trong 1 phong & nhiét
d6 trong phong. Pia nay duoc rira ba 14n bing dém rira. 100 pL thé tiép hop IgG-FC —
HRP dé khang ngudi [NatuTec A80-104P-60] dugc pha loang theo ty 1€ 1:10,000 duoc
bd sung st dung dung dich u (BSA 0,1%, PBS, d6 pH=7,4, va Tween20 0,05%). Sau 1
gir i & nhiét d6 phong, dia nay dwgc rira ba 1dn bing dém rira. 100 pL co chit ABTS (10
mg vién ABTS (Pierce 34026) trong Na,HPO, 0,1M, dung dich axit xitric 0,05M, do
pH=5,0). B4 sung 10 pL H,0, 30%/10 ml co chit trudc khi sir dung) dwoc phan tan vao
mdi 16, va cho phép hién mau. Sau khi hién mau (khoang tir 10 dén 15 phit), 50 pL dung
dich SDS 1% dugc bd sung vao dé ngimg phan tmg. Dia ndy duoc doc & Agps.

Vi du 5. Phén tich dic tinh cia bién thé CODV-Ig

Pé x4c dinh xem lidu céc chudi ning va chudi nhe clia protein gidng khang thé
CODV-Ig c6 ghép cip va gip nép hop Iy hay khéng, mirc két tdp duoc do bing sic ky
loai theo kich thuéc phén tich (size-exclusion chromatography - SEC). SEC phén tich
dugc tién hanh trén cac cip da lip ghép st dung AKTA explorer 10 (GE Healthcare)
dugc trang bi cdt TSKgel G3000SWXL (7,8 mm x 30 cm) va ¢t bdo vé TSKgel SWXL
(Tosoh Bioscience). Viéc phan tich dwgc tién hanh ¢ téc d6 1 ml/phit sir dung NaCl
250mM, Na-phosphat 100mM, d6 pH=6,7, va phat hién & 280 nm. 30 pL miu protein (&
0,5-1 mg/ml) dugc nap 1én cot. Pé udce tinh kich thudc phén tir, ¢t dugc can chinh st
dung hdn hop chét chuén loc gel (MWGF-1000, SIGMA Aldrich). Thuc hién viéc danh
gi4 s6 lidu sir dung UNICORN phén mém v5.11.

Bang 5 thé hién cac két qua clia bd gdm 24 phan tir CODV-Ig duoc tao ra st dung
cac hdn hop cia ving bién ddi khang-IL4 va khang-IL13 néu trong Bang 4. C4c ma duoc
chi dinh trong Béang 4 13 cc cAu tric lién ké dugc thé hién trong Bang 4. Pbi voi cac cip
chudi nhe va chudi niing theo d6 protein dugc tao ra, mic két tap dugce do sir dung SEC.
Cac két qua dugc néu trong Bang 5, trong d6 LC4 (L, = 1; L, = 2) khong ghép cip thanh
cong v6i tat ca sdu chudi ning. LC4 tuong tmg véi ciu tric IL4 Vi-(Gly)-IL13 V-
(Gly2)-Cy; c6 lién két L; bang 1, trong d6 gbc axit amin tach riéng hai mién Vy, ciia chudi

nhe ving bién dbi kép. Ngoai ra, LC4 c6 L, bang 2, chura lién két dipeptit Gly-Gly giira
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VL trung tdm va Cy; & dau tin cing C.

Bang 5. Mitc két tip trong s6 cac cip chudi ning va chudi nhe

HC1 HC2 HC3 HC4 HCS HC6
LC1 >50% >50% ND* ND ND ND
LC2 ND ND ND >50% ND ND
LC3 ND ND ND ND ND ND
LC4 7,2% 6,8% 6,8% 7,1% 6,3% 5,9%

*ND thé hién protein khong dugc tao ra

Trong khi cac phan tir CODV-Ig dugc tao ra, thir nghiém BIACORE mét ndng dd
& ndng dd IL13 va IL4 trung binh dugc tién hanh d& xé4c thuc lién két véi cac khang
hguyén dich. Céc phan tir gidng khang thé CODV-Ig tuong tmg véi t6 hop LC4:HC4 va
LC4:HC6 dugc md ta trong Bang 4 duoc chon dé danh gia phan tich dong hoc diy da sir
dung phén tich cong hudng plasmon bé miit.

Nhu dugc minh hoa trong Bang 5, hiu hét phan tir CODV-Ig khong dugc tao ra
dugc hodc chi tao ra dudi dang khéi két tap (1én dén 90%). Céc t6 hop chudi ning/chudi
nhe c¢6 murc két tap chép nhén dugc (5-10%) sau budc chay sic ky 14 céc td hop két hop
tir chudi nhe IL4, V1 ~(Gly)-IL13 V;-(Gly2)-Cr;. Chudi nhe nay 13 chudi dic trung nhét
trong cac bién thé CODV-Ig va déng vai trd 1am nén tang dé thu nhén cac .chuc:)i nang
khéc nhau c6 cac thanh phan lién két khac nhau.

1. Phan tich dong hoc

Hai ciip chudi ning va chudi nhe dugc lya chon dé phan tich dong hoc dﬁy da.
Khéng thé ti t6 hop IL13 va IL4 & ngudi duge mua tir Chemicon (USA). Viéce phén tich
dic tinh dong hoc cua khang thé da tinh ché dwgc thuc hién st dung cong nghé cong
huéng plasmon bé mit trén BIACORE 3000 (GE Healthcare). Thir nghiém bt gitr st
dung khang thé dic hiéu theo lodi (vi du, MAB 1302 dic hiéu Fc ngudi, Chemicon) dé
bét giir va dinh hudng céc khang thé dugc nghién ciru duge ding dén. Khang thé bit gitr
dugc cb dinh théng qua cic nhém amin bac mot (11000 RU) trén chip CM5 ding trong
nghién cu (GE Life Sciences) st dung céc quy trinh chudn. Khang thé dwoc phan tich
duoc bit gitt & tdc do dong 10 pL/phat véi gia tri RU duge didu chinh sao cho no sé& tao
ra lién két cua chit phén tich & mirc d6 16n nhét bang 30 RU. Dong hoc lién két dugc xac
dinh dua trén khang thé tai t5 hop IL4 va IL13 & ngudi & ndng d6 ndm trong khoang tir 0
dén 25 nM trong HBS EP (HEPES 10 mM, d6 pH=7,4, NaCl 150mM, EDTA 3mM, va
chit hoat dong bé mit P20 0,005%) & tdc d6 dong 30 pl/phit. BE mit cia chip dugc tai
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tao bang glyxin 10mM, d6 pH=2,5. Céc thong sé dong hoc dwgc phan tich va tinh toan
trong g6i chwrong trinh d4nh gia BIA v4.1 st dung dong té bao khong c6 khang thé bj bt
giit 1am dbi chimg.

Bang 6 dudi ddy thé hién dong hoc so sanh ciia khang thé BB13 gbc (khang-IL13)
va khang thé 8D4 (khang-IL4) (dugc bidu hién dudi dang IgG) c6 cdc mién tuong ung &
dang CODV-Ig (Bang 4, md LC4:HC4 va LC4:HC6). Nhu dugc thé hién trong Bang 6,
dic tinh lién két ctia cac cdu trac CODV-Ig véi khang nguyén twong tng, khong giam so
v6i khang thé gbc khang-IL13 va khang thé gbc khang-IL4. Hién twong mét tbc do két
hop quan sét thy & dang DVD-Ig/TBTI sir dung cing céc trinh ty Fv khong xuét hién
trong ciu hinh CODV-Ig. Céc vi trf lién két d6i dién nhau s& cho phép lién két cac khang
nguyén 16n hoic tao ciu lién két giita cac t& bao khic nhau ¢6 ciu hinh gidng khang thé
diic hidu kép, va ciing s& thich hgp @& chon nhiéu khang thé gbc hon. Mot vu diém nira
ctia CODV-Ig 13 khong c6 cac gdc lién két nhd vé phia vi tri lién két khang nguyén va
lam giadm kha ning tiép can cta khéng nguyén.

Béng 6. Phén tich dong hoc cia LC4:HC4 va LC4:HC6

M3 Toc d6 két hop [1/Ms] | T6c d6 phén ly [1/s] | KD [M]
mAb gbc khang-IL4 | 2,49E+07 1,95E-04 7,83E-12
mADb gbc khang-IL13 | 1,59E+06 1,30E-04 8,18E-11

LC4:HC4 | CODV-Ig véi 114 3,16E+07 2,89E-04 9,14E-12

LC4:HC4 | CODV-IG vé6i IL13 | 1,20E+06 1,12E-04 9,34E-11

LC4:HC6 | CODV-Ig véi IL4 2,97E+07 3,30E-04 1,11E-11

LC4:HC6 | CODV-1Gvé6i IL13 | 1,39E+06 1,63E-04 1,18E-10

2. Tiém dong thoi IL4 va IL13 dé chirng minh lién két khdng nguyén bd sung bang
CODV-Ig

Dé nghién ciru lién két bd sung cua hai khang nguyén, phwong phap cing tiém
dugc diéu khién bing thuat sT duoc sir dung trong d6 mét khang nguyén dugc tiém ngay
sau mot khang nguyén khic sau mot thoi gian tré (IL4 sau d6 dén IL13 va nguoc lai).
Mirc lién két thu duoc ¢6 thé tuong dwong véi muc lién két thu dwgc bang hdn hop 1:1
clia hai khdng nguyén & ciing ndng do. P& chi ra su lién két bd sung cia hai khing
nguyén IL4 va IL13 bing cac phan tir CODV-Ig, thir nghiém BIACORE duoc thyc hién
v6i td hgp CODV-Ig [HC4:LC4] bing cach tiém ddng thdi ca hai khang nguyén trong ba
chu ky phan tich riéng biét (xem Fig.4). Viéc tiém ddng thoi dugc tién hanh véi IL4
3,125 nM/IL13 25 nM (va ngugc lai) va v6i hdn hop 1:1 cia IL4 3,125 nM va IL1325
nM. Viéc tiém ddng thoi dém HBS-EP duoc tién hanh dé 1am dbi chung. Vao thoi diém
800 gidy, murc lién két giéng nhau biang 63 RU thu dugc sau khi tiém hén hop khéng
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nguyén hogc viéc tiém ddng thoi cac khang nguyén nay, bit ké trinh tu tiém ra sao. Khi
protein CODV-Ig d4 bdo hoa khang nguyén thir nhit (IL4), thi thir hai khang nguyén
(IL13) duoc tiém vao va tin hiéu lién két thir hai duoc quan séat. Viéc quan sat nay dugc
tai tao khi trinh ty tiém khang nguyén dwgc dao nguge. Piéu niy cho thdy lién két bd
sung va khong tc ché 14n nhau cta hai khdng nguyén bing CODV-Ig. Do d6, ciu tric
CODV-Ig c¢6 kha ning lién két ddng thoi véi hai khang nguyén (nghia 14, c6 tinh dic
hiéu kép) trung hoa tit ca cac vi trf lién két (nghia la, c6 bbn hoéa tri).
Vi dy 6. Sy dung nhén chiéu dai lién két dbi véi CODV-Ig

Su dung nhan lién két c6 chiéu dai khac nhau dugc danh gia bang cach xay dung
cdu tric clia cac phan tir CODV-Ig c6 td hop chiéu dai lién két khac nhau cta L;, L, trén
chudi nhe va L va L, trén chudi ning. Cac cdu tric CODV-Ig dugc tao ra chidu dai lién
két L; va L, trong chudi nang thay ddi tir 1 dén 8 gbc dbi voi L; va 0 hodc 1 gbe déi véi
L4. Chudi ning trong khang thé khang-IL4 13 mién lién két & diu tan cung N va trong
khéng thé khang-IL13 13 mién lién két & du tin cung C, theo sau 13 Cy;-Fe. Lién két
trong chudi nhe L, va L, thay déi tir 3 dén 12 d6i véi L; va tir 3 dén 14 gbc dbi véi L,.
Chudi nhe trong khang thé khang-IL13 13 mién lién két & dau tin cung N va trong khang
thé khéng-IL4 12 mién lién két & ddu tAn cing C, theo sau 13 Cy,.

1. Phan tich diic tinh ciia cdc bién thé CODV-Ig

Viéc x4c dinh muc két tdp dugc phén tich bing sic ky loai theo kich thudc phéan
tich (SEC phan tich). SEC phan tich dugc tién hanh sitr dung AKTA explorer 10 (GE
Healthcare) dugc trang bi cft TSKgel G3000SWXL (7,8 mm x 30 cm) va cdt bao vé
TSKgel SWXL (Tosoh Bioscience). Viéc phan tich dugc tién hanh & tbc d6 1 ml/phit sir
dung NaCl 250mM, Na-phosphat 100mM, d6 pH=6,7, va phat hién & 280 nm. 30 pL mau
protein (¢ 0,5-1 mg/ml) dugc nap 1én cit. Pé wéc tinh kich thudce phén tir, cdt dugc cidn
chinh stt dung hdn hgp chit chuén loc gel (MWGF-1000, SIGMA Aldrich). Viéc danh
gia sd liéu dugc thyuc hién st dung UNICORN ph?ln mém v5.11.

Khang thé IL13 va IL4 t4i td hop & ngudi dugc mua tir Chemicon (USA). TNF-a
tai t6 hop & ngudi duge mua tir Sigma Aldrich (H8916-10pg), IL-1B t4i td hop & ngudi
(201-LB/CF), IL-23 t4i t& hop & ngudi (1290-IL/CF), EGFR tai tb hop & nguoi (344 ER),
va HER2 t4i t& hop & ngudi (1 129-ER-50) dugc mua tir hé théng R&D Systems.

Phan tich lién két dong hoc bﬁng Biacore dugc thuc hién nhu sau. Céng nghé cong

huéng plasmon bé mit trén Biacore 3000 (GE Healthcare) dugce ding dé phan tich dic
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tinh dong hoc chi tiét ciia khang thé da tinh ché. Thir nghiém bt gitr st dung khéng thé
dic higu theo loai (vi du, MAB 1302 dic hiéu véi Fc nguoi, Chemicon) dé bt giir va
dinh hudng cac khang thé dugc nghién ciru duoc ding dén. P& xac dinh dong hoc lién
két v6i IL4 va IL13, cac Fab CODV twong tmg trong Vi du 10, Bang 12 dugc bét giir st
dung kit bt gitt Fab khang ngudi (GE Healthcare). Khang thé bt gift dugc ¢b dinh thong
qua cdc nhém amin bac mt (11000 RU) trén chip CMS5 dung trong nghién ciru (GE Life
Sciences) str dung cac quy trinh chuén. Khang thé phén tich dwogc bit giit & tbe do dong
10 uL/phut véi gia tri RU dugce diu chinh sao cho n6 s& tao ra lién két ctia chit phén tich
& mirc d9 16n nhat bang 30 RU. Pdng hoc lién két duoc x4c dinh dua trén khang thé tai tb
hop IL4 va IL13 & ngudi & ndng dd nim trong khoang tir 0 dén 25 nM trong HBS EP
(HEPES 10 mM, d6 pH=7,4, NaCl 150mM, EDTA 3mM, va chit hoat dong bé mit P20
0,005%) & tc d6 dong 30 pl/phat. B& mat cua chip duge tai tao bing glyxin 10mM, do
pH=2,5. Céc thdng sd ddng hoc dwgc phan tich va tinh toan trong goéi chuong trinh d4nh
gia BIA v4.1 str dung dong té bao khong c6 khang thé b bit giir 1am dbi chung.

Ai lyc lién két cia CODV-Ig, CODV-Fab, va TBTI d6i véi EGFR va HER2 dugc
do sir dung hé thdng thir nghiém tuong tic protein Proteon XPR36 (Biorad). Céc khang
nguyén ndy duge cb dinh bang cach két hop thong qua phan tmg amin trén céc chip cam
bién GLC (Biorad). Loat pha lodng cta cac bién thé cua khéng thé dic hiéu kép trong
dém PBSET (Biorad) dugc phén tich song song theo cich dong hoc mot 14n va tham
chiéu hai 14n. S6 liéu dugc phan tich sir dung phin mém quan 1y Proteon v3.0 (Biorad)
v6i md hinh Langmuir 1:1 chuyén khdi hoic mé hinh chit phén tich hai héa tri.

Béang 7 tom tht cac két qua cho hig¢u sult, mac do két tap (nhu dugc xac dinh br?mg
SEC) va 4i luc lién két cho CODV-Ig ¢6 hai t§ hop lién két véi kich thudc khac nhau.
Céc két qua cho thiy ring cac phan tir CODV-Ig trong d6 L, bing 0 thuong khong thé
tao ra dugc, hodc trong d6 protein dugce tao ra, thi ¢6 mic Kkét tap cao (xem 16 s6 101,
102, 106-111, va 132-137 trong Bang 7). Do d6, ngugc véi sy phong doan bang cach mo
hinh héa phan tir tir Vi du 2, trong d6 L, bing 0 nim trong khoang chap nhan dugc, cac
két qua nay cho thdy sy chuyén vi tri Vi,-Cy, (hodic L) cin lién két c6 chiéu dai nhé nhét
mot gbe (xem Bang 7).

Bang 7. T6i wu héa kich thudc lién két cho CODV-Ig

" £ . X KD KD
Ma | Lienkéttwen | |, Hiu suat | Mucket |\ qp 0 (Khéng
A ¥ 1|Le|Ls|La tap A A
16 LC1 o nguyénl) nguyén2)
[mg/L] %] IL4 IL13
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[pM] [pM]
101 | IL4xIL13 [0 [0[o0]0O n.p. — — —
102 | T4xIL13 [0 [0 [2]4 1,0 66,4 35 125
103 | 1mw4xIL13 [0 |1 [2]4 2,0 10,8 4 124
104 | IL4xIL13 [0 [2 ]2 ] 4 1,0 10,0 3 137
105 | IL4xIL13 [0 [2 | 4] 4 2,0 8,5 6 94
106 | I4xIL13 |[1]0[2]4 4,2 61,0 — -
107 | IL4xIL13 [1[0[2]7 n.p. - — =
108 | I4xIL13 [1]0[4]4 n.p. - - -
109 | ImM4xIL13 [1]0[4]7 n.p. - — -
110 | Tw4xIL13 [1]o0[6] 4 3,0 75,0 - —
111 | 1m4xIL1i3 [1]o0[6]7 5,6 91,0 - —
112 | I4xIL13 [ 1]1]2]4 53 8,8 5 55
113 | I4xIL13 [1[2]0]o0 2,0 1,9 6 59
114 | m4xIL13 [1[2]o0]2 1,0 72 4 75
115 | m4xIL1i3 [1]2[o0] 4 20 | 80 11 62
116 | m4xIL13 |12 [1]4 3,0 5,7 5 74
117 | TL4xIL13 [ 1 [ 2 [12]12] 4,0 92 7 75
118 | 1w4xIL13 |12 [12]9 7,0 11,8 7 74
119 | I4xIL13 [ 1 |2 [15]15] 100 7,9 6 64
120 | I4xIL13 [ 1 [|2[2]2 2,0 59 6 70
121 | I4xIL13 [1[2[2]4 7,0 7,1 11 118
122 | m4xIL13 [1[2]2]7 6,6 6,8 1 50
123 | I4xIL13 [ 1 [2[4]4 5,8 59 9 93
124 | I4xIL13 [ 1 [2[4]7 5,6 6,3 6 51
125 | I4xIL13 [ 1[2]6]4 7,6 6,8 8 64
126 | T4xIL13 |1 [2 6|7 8,2 72 9 56
127 | T4xIL13 [ 1 [ 2 ]9 [12] 4,0 8,7 2 83
128 | IL4xIL13 [ 1[2[9]09 10,2 14,0 12 94
129 | IL4xIL13 |1 ]3[2]4 4,0 4,7 5 70
130 | IL4xIL13 [ 1[4 ]2 4 7,1 6,0 4 57
131 | Im4xIL13 [2]2]2]4 1,0 73 5 50
132 | m4xIL13 [3]0[21] 4 n.p. — - -
133 | I4xIL13 [3]0[2]7 n.p. — — -
134 | 1mw4xIL13 [3]0[4]4 n.p. - — ~
135 | IL4xIL13 [3 ] 0][4]7 n.p. - . —
136 | IL4xIL13 [3]0]6] 4 9,8 93,0 - —
137 | 14xIL13 [3]o]6]7 58 90,0 - -
138 | I4xIL13 [3[2[2]4 n.p. — - -
139 | Iw4xIL13 |32 (27 n.p. - — —
140 | T4xIL13 [3[2 4] 4 n.p. - - -
141 | IL4xIL13 |3 ]2 |4 |7 n.p. — - —
142 | I4xIL13 [3|2]6] 4 n.p. - - -
143 | I4xIL13 [3|2[6 |7 n.p. - -

* Lién két trén chu?gi néng phai 1a 11713VH-L3-IL4VH-L4-CH1-F c
' n.p. c6 nghia 12 cAu truc khong thé tao ra duoc.

Ngoai ra, chiéu dai lién két trong CODV-Ig nhwr duoc mé ta & trén duge phat hién
thdy 14 d& tang thém 1 gdc axit amin hon 13 ting 2 gdc axit amin. Vi dy, trong khi ma 16

s6 103 va 104 khéc nhau 1 gdc axit amin trong L,, ma 16 s6 103 cho thdy muc két ty 16n
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hon 6 14n va ma 16 sb 104 c6 mirc két tu nhé hon va c¢6 hiéu sult 16n hon gép 2 1an.
Nguge lai, ma 16 s6 104 va 105, khac nhau hai géc tron L,, ¢6 profin hi¢u sult, mirc két
tu va lién két twong tu nhau.

Vi du 7. Chudi ning lam chudi khudn mau cho CODV-Ig

Trong vi du tir 1 dén 5, kich thudc ngin t&i wu cta lién két trén chubi nhe goi ¥
dén viéc chudi nhe nay s& déng vai trd 1am khudén mau bing cach gii lai mé hinh sip xép
théng va céc lién két 16n hon cin ¢6 trén chudi ning dé chudi ning ¢6 thé gép nép hop 1y
vao trong cAu hinh lién két & phi hop véi chudi nhe 1am khuén miu (xem Fig.5, bang
A). Viéc lién két ngin dugc dit vao vi tri cu thé trén chudi ning gitr cho mé hinh sip xép
thing trén chudi ning ¢ 1am cho chudi ning 1am chudi "khudn miu", va liéu ban than
md hinh ndy c6 lip lai hay khong va lién két 16n hon c6 cin thiét dé cho phép chubi
khong 1am khudn miu gip nép hop Iy va di kém véi chudi ning hién dwoc ding lam
khuon miu sé& duge danh gia trong phan tiép (xem Fig.5, bang B).

Fig.6 minh hoa cic nguyén tic thiét ké CODV-Ig dua trén chudi nhe 1am khudn
mau hodc chudi ning lam "khubén mau". P& danh gia ban chit di truyén cia khai niém
ndy, céc cdu tric CODV-Ig dugc tao ra c6 chidu dai lién két Ly va L, trong chudi ning
thay ddi tir 1 dén 8 gbc dbi véi L; va 0 hodc 1 gbe dbi voi Ly. Chudi nang trong khang thé
khang-IL4 13 mién lién két & dAu tin cing N va trong khang thé khang-IL13 13 mién lién
két & dAu tan ciing C, theo sau 1a Cy;-Fc. Chiéu dai lién két L; va L, trong chudi nhe thay
d6i tir 3 dén 12 gbc dbi v6i Ly va tir 3 dén 14 gbc dbi v6i L,. Chudi nhe trong khéng thé
khéng-IL13 12 mién lién két & d4u tan ciing N va trong khang-IL4 12 mién lién két & dau
tdn cung C theo sau 1a Cy;.

Bang 8 tom tit két qua vé hidu sudt, muc d6 két tap (nhu dugc xac dinh bang
SEC) va 4i luc lién két cho CODV-Ig c6 hai t& hop lién két véi kich thudc khac nhau va
trong d6 chudi ning duge gitt & mo hinh sip xép thing ding 1am chudi mAu va chudi nhe
duoc gap nép trong cAu hinh lién két chéo. Cac két qua cho thiy ring cac phan tit CODV-
Ig trong d6 Ly béng 0 thudng khong thé tao ra dugc, hoic néu protein dugc tao ra thi ¢
murc két tdp cao (twong tw véi cac phén tir trong d6 L, bang 0) (xem mai 16 s6 207-209,
211-212, 219-224, 231-236, 243-252, va 263-266 trong Bang 8). Mot ngoai 1€ d6 1a ma
s 16 210, trong d6 L, bang 7, L, bing 5, L; bang 2, va L, bing 0. M6 hinh sép xép nay
tao ra lugng vira du protein c6 do két tdp va kha ning lién két & muc chfip nhan duoc,

diéu nay goi y rang mot sb td hop kich thude cua lién két c6 thé bu cho lién két c6 chidu
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dai bang 0 & L, trong mot s6 trudng hop.

Béng 8. T6i wru hoa kich thuéc cia lién két khi chudi ning dung 1am khudn mau

) KD KD
x A LAs sun Higu Murc két (Khang (Khang
I\lféa Llenlf gi tren Ly | Ly | L3 | Ly suat tap nguyénl) nguyén2)
[mg/L] [%] L4 IL13
: [pM] [pM]
201 114 xIL13 510311 1]2 6,3 12 4 72
202 L4 x IL13 5151112 10,5 7,0 9 54
203 L4 xIL13 71311]2 19,3 9,4 80 46
204 IL4 x IL13 71511]2 15,3 5,2 3 25
205 M4xILI13 |10 3 [ 1 ]2 4,7 4,0 8 58
206 M4xIL13 |10 5 [ 1 ]2 91 3,9 4 58
207 L4 xIL13 5131210 6,7 25,3 3 33
208 L4 xIL13 5151210 10,2 18,4 10 77
209 114 xIL13 7131210 16,2 222 5 47
210 IL4 x IL13 7151210 14,7 9,7 4 47
211 IL4 x IL13 10/3]12]0 2,1 12,8 7 53
212 IM4xIL13 (10| 5 (2|0 7,0 36,3 10 29
213 IL4 x IL13 5131212 4,0 13,2 5 27
214 IL4 xIL13 5151212 8,0 7,9 10 53
215 1IL4 xIL13 713122 14,9 11,5 4 50
216 IL4 x IL13 715122 7,5 3,6 11 40
217 IL4 x IL13 1031212 2,4 4,4 8 79
218 1L4 x IL13 10/ 5122 4,6 6,6 4 36
219 IL4 xIL13 3161310 2,1 51,8 8 71
220 IL4 x IL13 3(1013 10 3,9 59,4 1 42
221 IL4 x IL13 31141310 1,9 57,6 35 81
222 114 xIL13 6161310 4,0 11,8 7 53
223 114 x IL13 6 1101310 10,3 16,6 6 23
224 IL4 xIL13 6 114/31]0 5,1 13,5 9 52
225 IL4 x IL13 3161312 2,8 71,6 6 68
226 IL4 xIL13 311013 ]2 7,3 65,8 6 64
227 IL4 x IL13 3 (141312 1,6 53,6 7 39
228 1L4 x IL13 6 16 |3]2 4,0 19,1 7 44
229 114 xIL13 6 |10 3 ]2 22 15,4 3 14
230 IL4 x IL13 6 |14 3|2 4,0 16,2 6 76
231 IL4 x IL13 513|510 n.p. — - -
232 1L4 x IL13 5151510 0,6 24,9 8 70
233 IL4 x IL13 713510 0,4 15,1 3 113
234 IL4 xIL13 7151510 1,3 30,7 3 122
235 M4xIL13 [10{ 3 [5]0 0,1 11,3 2 82
236 M4xIL13 |10 55| 0 0,4 18,6 11 112
237 IL4 x IL13 5131512 2,1 45,3 8,1 101,0
238 IL4 xIL13 5051512 0,6 45,4 9,3 67,2
239 114 x IL13 7131512 n.p. - - -
240 114 xIL13 715(15]2 1,6 31,7 4 65
241 M4xIL13 10| 3 | 5] 2 0,2 14,7 7 119
242 M4xIL13 |10 5 |5 ]2 1,1 17,6 10 37
243 IL4 x IL13 3161610 1,6 54,3 5 50
244 114 x IL13 31101610 1,5 63,9 10 10
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245 114 xIL13 3 /14160 1,0 61,5 10 69
246 IL4 x IL13 6 161610 1,1 16,2 6 57
247 IL4 x IL13 6 110/ 6 |0 4,7 27,9 2 41
248 IL4 xIL13 6 114/6 |0 0,9 18,1 10 79
249 IL4 xIL13 106 1610 0,3 8,7 3 87
250 IL4 x IL13 108160 0,7 21,3 8 53
251 IM4xIL13 |12 6 |6 |0 1,3 9,7 8 70
252 IL4 xIL13 1218160 1,3 11,7 7 85
253 IL4 xIL13 31662 5,1 66,8 6 66
254 IL4 x IL13 31106 |2 2,4 62,4 6 80
255 IL4 xIL13 3 (14162 2,0 72,1 2 60
256 1L4 x IL13 6 16|62 2,0 324 4 81
257 IL4 xIL13 6 110 6 | 2 1,9 29,8 7 30
258 IL4 x IL13 6 1146 | 2 2,5 24,6 5 70
259 IL4 x IL13 106 | 6|2 1,4 16,4 8 71
260 IL4 x IL13 10] 8 6|2 0,8 16,6 10 71
261 114 xIL13 121 6 | 6|2 1,2 12,3 5 265
262 IL4 x IL13 12| 816 |2 1,1 13,2 4 111
263 IL4 x IL13 106 |1 8|0 2,4 10,8 2 74
264 IL4 xIL13 1081810 0,8 8,0 7 22
265 IL4 x IL13 1216 | 8|0 1,0 9,5 8 66
266 IL4 xIL13 12181 8]0 2,0 9,3 3 69
267 II4xIL13 |10 6 [ 8 | 2 1,4 15,0 9 170
268 IL4 x IL13 10| 8 | 8|2 1,0 12,9 4 52
269 IL4 x IL13 1216 | 8|2 1,2 8,8 5 66
270 IL4 x IL13 12/ 81 8] 2 24 11,7 3 72

* Lién két trén chudi nhe phai 1a IL13V;-L;-IL4V;-L,-Cy,

Céc két qua tir Bang 7 va 8 cho thdy 13 rang rang sy c6 mit cua lién két 14 cn

thi€t gitra micn bién d6i va mién c6 dinh dé gap nép tdi vu. Chi trong cac md hinh sip

xép hiém giip, lién két c6 chidu dai bing 0 méi duoc dung nhén (xem ma 16 s6 103-105,

trong d6 L; (LC) bang 0, va ma 16 sb 210, trong d6 L, bing 0). Tuy nhién, trong timg

truong hop, lién két chuyén vi tri trong tng viing bién d6i va viing ¢ dinh trén mach con

lai c6 thé khong bing 0.

Céc két qua & trén cho thdy t6 hop L,=7, L,=5, L;=1, va L,=2 1a diém bét diu tét

dé t6i wu CODV-Ig mdi, trong d6 chudi ning lam khuén méu. C4c khoang trong Bang 9

dugc chi ra 1a cac khoang chép nhan dugce dé xir ly k§ thuat thanh cong mot CODV-Ig

moi tir hai khang thé gdc.

Bang 9. Céc khodng ctia kich thuée lién két cho LC hodc HC lam khudn miu

Lién két LC lam khu6n miu HC 1am khudn méu
Khoéang 16n Khoang nho Khoang 16n Khoang nho
nhét nhét nhét nhit
L, 13 1-2 3-12 5-10
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L, 1-4 1-2 3-14 5-8
L3 2-15 4-12 1-8 1-5
| 2-15 2-12 1-3 1-2

Vi du 8. Kha nang 4p dung phd bién cia dang CODV-Ig

Pé d4anh gia tinh thich hop ciia dang CODV-Ig dé xir 1y k§ thuat mét protein lién
két gidng khang thé m&i, viing bién dbi tir rit nhidu khang thé nguoi va khang thé dugc
nhan héa dang dugc biét dén c6 thé c6 tinh dic hiéu véi thu thé yéu t sinh truéng gibng
insulin 1 (insulin-like growth factor 1 receptor - IGF1R(1)), khang thé thir hai ctia thu thé
yéu t6 sinh truong gidng insulin (insulin-like growth factor 1 receptor - IGF1R(2)), thu
thé yéu t6 sinh truéng biéu bi ngudi 2 (human epidermal growth factor receptor 2 -
HER?2), thu thé yéu t6 sinh truéng biéu bi (epidermal growth factor receptor - EGFR),
yéu t6 hoai tir u alpha (tumor necrosis factor - alpha - TNFa), Interleukin 12 va 23 (IL-
12/23) va interleukin 1beta (IL-1p) dwgc két hop vao trong dang CODV-Ig (xem Bang

10).
Bang 10. M md ta chudi ning va chudi nhe dugc ding trong CODV-Ig dic hiu kép
SEQ

Mi* | Céc chudi ning (tlr d4u tin cing N dén dAu tin ciing C) | ID NO:
HC10 | IGFIR(1) Vg -(Gly)-HER2 Vy -(Gly2)-Cp-Fec 32
HC11 | HER2 Vg ~(Gly)- IGF1R(1) Vg -(Gly2)- Cyi-Fc 33
HC12 | IGF1R(2) Vg -(Gly)-EGFR Vg -(Gly2)-Cy;-Fe 34
HC13 | EGFR Vy -(Gly)- IGFIR(2) Vy -(Gly2)- Cy;-Fe 35
HC14 [ TNFo Vy -(Gly)-IL12/23 Vy -(Gly2)- C-Fe 36
HC15 | IL12/23 Vg -(Gly)-TNFa, Vg -(Gly2)- Cyi-Fe 37
HC16 | TNFa Vg -(Gly)-IL1B Vg «(Gly2)- Cyy-Fe 38
HC17 [IL1B Vi -(Gly)-TNFa Vg -(Gly2)- Cy;-Fe 39
Mi* | Céc chudi nhe (tir du tan cing N dén dau tin cing C)

LC10 | HER2 Vi -(Gly7)-IGF1R(1) Vi -(Gly5)-Cy; 40
LC11 |IGF1R(1) Vi -(Gly7)- HER2 V-(Gly5)- C1; 41
LC12 | EGFR V. ~(Gly7)-IGFI1R(2) V; -(Gly5)-CL, 42
LC13 | IGFIR(2) V. -(Gly7)- EGFR V. -(Gly5)- C1; 43
LC14 |IL12/23 V,~(Gly7)- TNFa Vi -(Gly5)-Cy, 44
LC15 | TNFa V. -(Gly7)- IL12/23 V{~(Gly5)- Cy; 45
LC16 |IL1B V.~(Gly7)- TNFa Vi -(Gly5)-Cr, 46
LC17 | TNFa Vi-(Gly7)- IL1B Vi, ~(Gly5)-Cy, 47
Cui mién cd dinh Cy; cia chudi nhe & nguoi 23
Cui-Fc | mién ¢ dinh Cy; cta chudi ndng & ngudi va vung Fc 24
Gly4 | lién két peptit v6i 4 glyxin (GGGG) 25
Gly5 | lién két peptit v6i 5 glyxin (GGGGG) 26
Gly6 | lién két peptit véi 6 glyxin (GGGGGG) 27
Gly7 | lién két peptit v6i 7 glyxin (GGGGGGQG) 28
Gly8 | lién két peptit vé6i 8 glyxin (GGGG GGGG) 29
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* M3 viét tit tiép tuc duge sir dung @& thé hién céu tric két hop. Cac ma bét ddu bing HC
1a cac chudi ning lién k& va cic ma bit d4u bing LC 1a cac chudi nhe lién ké.

Céc ving bién ddi cia khang thé tir khang thé ngudi va duge nhin héa da biét
dwoc dung dé thir nghiém kha ning 4p dung phd bién ctia dang CODV-Ig trong viéc thiét
ké protein lién két giéng khang thé dic hiéu kép. Ngoai ra, kha ning anh huéng clia vi tri
dén vj tri cua vung bién d6i cua céac khang thé nhét dinh & d4u tan cing N hoic & diu tan
cung C trén chudi ning hodc chudi nhe ciing dugc danh gia. Dya trén thiét ké cua cac
phén tt CODV-Ig c6 thanh phén lién két cia L= 7, L,= 5, L;= 1, va L;=2, céc trinh tu
khac nhau cta khang thé dugc dua vao dang CODV-Ig.

Hoat tinh ctia khang thé diic hiéu kép hodc din xuét cia n6 khang IL1p va TNFa
dugc xac dinh bang cach sir dung té bao thong bao TNFa/IL1p HEK-Blue mua dugc trén
thi trudng. D& xac dinh hoat tinh ciia khang thé khang TNFa va IL1B, cac xytokin nay
dugc 0 trude trong 1 gidr véi cac khang thé & cac ndng d6 khac nhau va bd sung vio
50,000 té bao TNFo/IL1p HEK Blue. Mirc cam tmg qua trung gian xytokin ciia SEAP
dugc do sau 24 gid trong dich ndi nudi cdy bing thir nghiém QUANTI-Blue (InvivoGen).

Nhu dugc thé hién trong Bang 11, tit ca cac ciu triic déu c6 hiéu suét thu protein
tir tot dén tuyét voi va c6 mic két tap chip nhan dugc (xem, cu thé, ma 16 s6 301 va 302
trong Bang 11). Ai Iyc do dugc cho mdi mién bién dbi ctia khang thé nim trong khoang
4 luc d3 cong bd hodc dugc mong doi. Trong céc trudng hop 4i luc duge danh gia,
khong phét hién thdy anh hudng vi tri. Tém lai, nhu dugc néu trong bang dudi ddy, anh
huéng vi tri khong quan sat thiy v6i mién bién dbi bit ky cua khang thé dugc ding hodic

khi sir dung cac mién nay trén chudi khang thé.
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Vi du 9. Gitt lai 4i luc cia khang thé gbc trong dang CODV-Ig

Céc trinh tu khang thé giéng nhau cho khang thé khang-IL4 va khang-IL13 duoc két
hgp vao dang TBTI/DVD-Ig hoic CODV-Ig nhim so sanh truc tiép cic cdu hinh nay, vi tri
cla lién két, va 4i luc clia cac phan tir thu dwgc. Nhu dugc thé hién trong Fig.7, 4i luc ban
dAu (gbc) cua timg khang thé déu dwoc giit lai & dang CODV. Nhu dugc thdy trong bang
phia trén cia Fig.7, khi ving bién ddi dugc dit & dang TBTI/DVD-Ig, hién tuong gidm éi
luc ctia khang thé IL4 ndm & vi tri Fv2 bén trong 12 biéu hién clia hién tuong giam toc do két
hop ctia khéng thé lién két v6i khang nguyén. Nguoc lai, khong c6 hién twong mét i lc déi
v6i dang CODV-Ig so véi céc khang thé gbc (xem Fig.7, bang phia dudi).

Vi du 10. Kha niing thay d6i ciia dang CODV-Ig thanh dang Fab

Tiép theo, kha ning tao ra cic manh nhu méanh Fab cia dang CODV-Ig dugc danh
gid. Hai viing bién ddi ctia chudi ning khac nhau dugc dung hop vé6i nhau thong qua lién két
L3 va kép dai & d4u tan ciing C bang lién két L,. Phirc Vi ndy sau d6 dwoc dung hop véi
mién Cy; cta IGHG1 (sb truy cdp ngén hang gen Q569F4) mang trinh ty ndm axit amin
DKTHT (SEQ ID NO: 60) & d4u tan ciing C tir viing ban 1& , theo sau 12 6 gbc histidin. Hai
viing bién dbi cta chudi nhe dugc dung hop véi nhau trong c4u hinh lién két chéo voi chudi
niing tuong Ung thong qua lién két L, va kéo dai & dau tan cing C bing lién két L, va sau do,
dung hop véi chudi ¢b dinh kappa (IGKC, s truy cap ngan hang gen Q502W4).

Cac méanh Fab dugc biéu hién béng cach chuyén nhiém tam thoi nhu dwgc md ta &
trén. Bay ngay sau khi gdy nhidm, céc t& bio nay duoc loai bé bing cach ly tAm, 10% thé
tich/thé tich Tris-HC1 1M, do pH=8,0, dugc bd sung vao va dich ndi duge loc qua bd loc
0,22 pm dé loai bd cac hat. Cac méanh Fab dugc bit gilt st dung cot hi¢u ning cao HisTrap
(GE Healthcare) va rira giai bang gradient ctia imidazol. Céc phén chira protein dugc gom lai
va loai muébi sir dung cdt PD-10 hodc Sephadex. Cac dung dich protein di cd va loc v tring
(0,22 pm) duge diéu chinh vé 1 mg/ml va gift & 4°C cho dén khi str dung.

Céc wu diém truc tiép dugc quan sat thiy do 1a cac phan tir giéng Fab & dang CODV
cho thiy khong c6 xu hudng két tap va giit duoc ai luc cia khang thé gbc (xem Bang 12).
Céac ciu tric protein lién két tir ma 16 s6 401-421 dugc so sanh truc tiép véi cac protein
giéng khang thé trong d6 c4c ving bién ddi cua khéng thé dugc sdp xép nhu trong phén tir
CODV-Ig v6i chudi ning lam khudén miu (401, 402, 406, va 407), cic manh gidng Fab
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CODV (402, 408, 413, 418, va 421), cac phan tir gibng khang thé c6 4 mién & dang
TBTI/DVD-Ig (404, 409, 414, va 419), va CODV-Ig khéng c6 lién két (405, 410, 415, va
420). Nhu duogc thé hién trong Bang 12, céc Két qua so sanh cho théy chic chin c6 hién
tuwong mét 4i luc so voi cac khang thé gdc khi ving bién dbi duge két hop vao TBTI hodic
DVD-Ig. Nguoc lai, ca cac dang giéng Fab CODV-Ig 14n CODV-Ig déu t6t hon va c6 kha
ning gitt dwoc 4i luc cla khang thé gbe. Céc két qua nay con khing dinh ring cac phan tir
CODV-Ig cin phai c6 lién két gitta ving bién d6i va gitra ving bién dbi va cac mién cb dinh

(xem Bang 12).
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Vi du 11. Thay thé mién bién dbi trong CODV-Ig va CODV-Fab

Dé phén tich dic tinh ctia dang CODV trong nghién ctru tiép hop té bao T, protein
lién két giéng Fab CODV dic hiéu kép (CODV-Fab) c6 vj tri lién két TCR (CD3epsilon) va
vi tri lién két CD19 duoc tao ra va so sanh véi Fab dic hiéu kép thu dugc tir dang
TBTI/DVD-Ig (B-Fab). P& nghién ctru tim quan trong ciia huéng cua vi tri lién két (TCR x
CD19 so v&i CD19 x TCR), ca hai huéng déu duoc danh gia cho tirng protein lién két.

Céc protein lién két dugc phén tich dic tinh trong thir nghiém gay doc té bao sir dung
céc té bao NALM-6 (biéu hién CD19) lam cac té bao dich va céc t& bao T ngudi ding 1am
céc té bao tac dong. Cac té bao duong tinh CD3 dugc phén lap tir PBMC ngudi vira méi
chuén bi. C4c té bao tac dong va té bao dich dwoc tron v6i nhau theo ty 16 0:1 va @ trong 20
gidy v6i protein lién két dic hiéu kép & ndng d6 da chi dinh (vem Fig.8). Cac té bao dich chét
theo chuong trinh dugce x4c dinh trong thir nghiém dua trén FACS sir dung mau nhudm 7-
Aminoactinomyxin.

Dang B-Fab trong c4u hinh CD3-CD19 (1060) dugc chi ra 13 ¢6 hoat tinh trong tao ra
tinh gay ddc té bao qua trung gian t& bao T hudng v& phia cac t& bao NALM-6 voi EC50 =
3,7 ng/ml. Hoat tinh cao tuwong tw dwgc quan sat thiy d6i véi CD19-CD3 CODV-Fab (1109)
v6i ECs bang 3,2 ng/ml (xem Fig.8).

Kha ning hoan d6i ctia cdu hinh ctia phén tir B-Fab (Fab ciia dang TBTI / DVD-Ig)
theo huéng CD19-CD3 lam giam d4ng ké hoat tinh (xem Fig.8). Phan tir d4 hoan ddi khong
c6 hoat tinh & ndng d6 16n nhét d6i v6i hai huéng CODV-Ig Fab va hudng khac cia B-Fab.
Déi v6i cac CODV-Ig Fab va mot hudng cia B-Fab, dap ung tbi da quan sat dugc (ndm
trong khoang tir 1 dn 100 ng/ml). Pbi v6i huéng CD19-CD3 ciia B-Fab, ngay ca & ndng do
16n nhit (30 pg/ml), ciing khdng dat dugce dap tmg giy doc té bao t6i wu. Nhu vay c0 su trai
nguoc hoan toan, sy thay d6i huéng vé phia CD3-CD19 (1108)ctia cic mién trong CODV-
Fab, tao cho phén tir hoat tinh dang ké trong thir nghiém nay (xem Fig.8). Mac du sy hoan
d6i mién trong CODV-Fab ciing 1am giam ddc tinh t§ bao tao ra qua trung gian té bao T
(lam tang EC50 véi hé s6 ~100) nhung anh hudng ndy dugc thong bao 13 it hon nhiéu so vé6i
mirc quan s4t dugc & dang B-Fab va phén tir ndy c6 kha niing gy doc té bao 1én murc t6i da.
S6 lidu nay 13 sb liéu dai dién va thu dugc tir ba thir nghiém ddc 1ap.

Vi dy 12. Anh hudng ctia tinh gidng nhau v& mit trinh tu axit amin dén lién két cia CODV-
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Ig

Céu triac dugce tdi wru hoa twong Gmg v6i ma 16 s6 204 (xem Vi du 7 va Bang 8) duoc
chon d nghién ctru anh huéng cia thanh phin lién két dén lién két tir L, dén L,. Chiéu dai
lién két 1an Iugt duge dat 14 7, 5, 1, va 2 gbc dbi véi Ly, Ly, Ls, va Ly (xem Bang 13). Cac
trinh ty thtr nghi€m thu dugc tir cac lién két xuit hién trong tu nhién & vi tri chuyén doi gitra
mién Vg va Cyy trong khéng thé tu nhién hodic giita mién Fv va Cg, cia chudi nhe kappa hodc
lambda ctia khang thé. Trinh ty thir nghiém 13 ASTKGPS (SEQ ID NO: 48), thu dugc tir
viéc chuyén dbi vi tri mién Vy va Cy;, RTVAAPS (SEQ ID NO: 49) va GQPKAAP (SEQ
ID NO: 50), thu dugc tir viéc chuyén dbi mién Fv va Cp cia chudi nhe kappa va lambda,
twrong tg. Ngoai ra, mdt cdu triic duge tao ra c6 thanh phin lién két tily y cho thdy ring
trinh tr bét ky c6 thé dugc sir dung trong céc lién két tir L; dén L,. Thanh phin lién két nay
thu duoc b%lng cach phéan bb ngau nhién cdc axit amin, valin, leuxin, isoleuxin, serin,
threonin, lysin, arginin, histidin, aspartat, glutamat, asparagin, glutamin, glyxin, va prolin &
15 vi tri ctia bon lién két. Céc axit amin thom phenylalanin, tyrosin, va tryptophan, cling nhu
cac axit amin methionin va xystein dugc loai b6 mdt cach than trong dé tranh kha nang lam
tang muc do két tap.

M6 hinh ba chiéu ciia cdu tric cho ma 16 s§ 204 dugc tao ra d& dam béo tinh thich
hop va tinh chinh viéc lya chon thanh phe‘”m lién két. Do d6, serin dugc chon cho lién két Ls
khi gbc mang dién am va duong dugc quan sat thdy gan trong md hinh ba chiéu. Cac gbc
nay trong li€n két L, dugc chon teong hop véi su tiép xuc voi dung mdi & cac vi tri ndy nhu
dugc goi ¥ bdi mo6 hinh nay. Twong tu, thanh phin lién két cia L, va L, cling khong dugc
phéng doan. M6 hinh ba chiéu ctia cdc d& xudt da chon cho thanh phén lién két ciing dugc
xdy dung.

Nhu dugc thdy trong Bang 12, thanh phén lién két c6 thé c6 anh huéng manh dén
hiéu sut. Céc trinh ty thu dugc tir chudi lambda trén L, (so snh ma 16 s6 505-507 v&i ma 16
s6 501-503) 1a cac trinh tu tao protein hitu ich hon (ting t6i 8 14n). Thuc vy, cac lién két
duogc tao ra ngiu nhién ciling c6 hiéu suét tét, nhu dugc thé hién trong Bang 13, ma 10 s6

508. Do d6, thanh phan lién két 1a mot théng sb cin dugc danh gia khi tdi wu héa CODV-Ig.
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Hoat tinh ctia cac khang thé ddc hiéu kép hodc din xuét ciia n6 khang xytokin IL4 va
IL13 dugc xac dinh bing cac t& bao thong bdo HEK- Blue IL-4/IL-13 (InvivoGen) mua
duoc trén thi truong. Céc té bao HEK-Blue IL-4/IL-13 nay dugc thiét ké dé theo doi sy hoat
hoa cta con dudng STAT6 bdi IL-4 hodc IL13. Viéc kich thich cac té bao nay bing cic
xytokin s€ tao ra viéc san xut phosphataza kiém phdi tiét cac gen thong béo (reporter gene
secreted embryonic alkaline phosphatase - SEAP), ma c6 thé dwoc x4c dinh trong dich ndi té
bao bing thir nghiém QUANTI-Blue. D& thir nghiém hoat tinh ctia khéng thé khang IL4
hodc IL13, cac xytokin ndy dugc 1 trudc trong 1 gid vdi khang thé & cac ndng d9 khac nhau
va duge bd sung vao 50,000 t& bao HEK-Blue IL-4/IL-13. Viéc tao ra SEAP qua trung gian
xytokin dugc xac dinh sau 24 gi¢ u trong dich ndi nubi ciy té bao bang thir nghiém
QUANTI-Blue (InvivoGen).

Vi du 13. Pua céc gbe xystein vao trong céc lién két cia CODV-Ig

Céc s liéu da cong bd goi ¥ ring d 6n dinh cta khang thé va protein thu duge tr
khang thé c6 thé ting 1én bing cach dwa thém vao cic ciu disulfua khong c6 trong ty nhién
(xem tai liéu: Wozniak-Knopp et al., 2012, "Stabilisation of the Fc Fragment of Human IgG1
by Engineered Intradomain Disulfide Bonds," PloS ONE 7(1): €30083). Pé xac dinh xem
liéu manh Fc twong dwong thu duoc tir khang thé IgG1 & ngudi va duge xir 1y k¥ thuat vao
trong phan tir CODV-Ig c6 thé dugc 1am 6n dinh bing cach dua thém vao cac cau disulfua
lien chudi va noi chudi, cac vi tri Fc twong duong ciia cdu tric CODV-Ig M 16 sb 204 (tir
Vi du 7) dugc @6t bién gdc xystein, va protein dot bién nay duoc san xuit qua mirc, tinh ché
va phan tich dic tinh (xem Bang 14).

Nhu dugc néu trong Bang 14, timg trong s6 cac phan tr CODV-Ig duge dot bién
chira gbc xystein bd sung c6 nhiét do noéng chay bing nhiét do nong chay cla ciu triic
CODV-Ig ¢6 ma 16 s6 204.

Ngoai ra, hai gbc xytein déng thoi duge dua vao & vi tri Kabat 100 d6i v6i chudi nhe
va 44 d6i véi chudi ning trén mdi mién bién ddi nhu duge mo ta trong tai liéu: Brinkmann et
al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 7538-42. Cac vi tri ndy da dugc chi ra la bo toan
cu tric trong cac nép glp khang thé, va do d6, viéc chip nhan su thay thé xystein khong tac
dong dén kha ning thu nhan cia ting mién riéng 1€,

Nhu duge chi ra trong Bang 15, cdc cdu tric CODV va CODV-Ig trong d6 gbc
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xysteine dugc dwa vao vi tri Kabat 100 dbi v6i chudi nhe va 44 dbi v6i chudi ning trén mbi
mién bién dbi c6 nhiét dd noéng chay cao hon cac cdu tric CODV va CODV-Ig, trong d6 gbc
xysteine khong dugc dua vao & cac vi tri nay (xem, vi du, mi 16 s6 704 va 706 va ma 16 s
713 va 714).
1. Cac phép do tinh én nhiét clia bién thé CODV va TBTI
Céc diém nong chay (Tm) ciia bién thé CODV va TBTI duge xé4c dinh sir dung phép

do nhiét lwgng quét vi phan (differential scanning fluorimetry - DSF). C4c méu dugc pha
lodng trong dém D-PBS (Invitrogen) dén ndng do cudi cing bang 0,2 pg/pl va bd sung vao
2ul dung dich c6 dic 40x clia thuéc nhudm SYPRO-Orange (Invitrogen) trong D-PBS trong
cac dia 96 18 ban tru. Tt ca cac phép do duogc tién hanh 1am hai ban sao sir dung thiét bi
PCR theo thoi gian thuc MyiQ2 (Biorad). Gia tri Tm bing 4m ctia dao ham bic mdt cla
dudng cong nhiét 4§ noéng chady iQS Software v2.1.

Tiép theo, tac dung cla viéc dua gdc xystein truc tiép vao cac lién két hoic trong
ving bién dbi dwoc xem xét. Trong vi du ndy, ma 16 s6 204 (tir Vi du 7 va Bang 8) dugc st
dung 13m mé hinh protein lién két CODV-Ig, va xystein dugc thay thé cho glyxin trong L,
L, hodic ving bién dbi dua trén mo hinh ba chiéu. Nhu duge néu trong Bang 16 duéi day,
cac két qua thé hién murc d6 anh hudng dén hidu suit va mirc dd két tap khi dua dua cip gbc
xysteine vao. Tt cac dot bién c6 thé déu dugc mo hinh hoéa dé dam bao r%mg lién két
disulfua dugc tao ra mot cach hop ly va hinh hoc chinh xac dugc gitr lai cho lién két va moi
treong cua ching trong mo hinh. Tuy nhién, ma 16 s6 808 c6 hiéu sudt t6t va muc do két tap

it, do d6 goi y ring cdu xystein phil hop c6 thé da dugc tao ra.

Khi sang ché duoc mo ta bing phuong an khéac nhau, cin hiéu ring cac cai bién va
thay d6i s& dugc ngudi trong linh vuc k¥ thuit nay tinh dén. Do d0, cac tac gia sang ché du
dinh ring céc diém yéu cau bao ho di kém s& bao gdm tht ca cac cai bién twong duong nim
trong pham vi cua sang ché dugc yéu ciu bao ho. Ngoai ra, céc phén tiéu dé duogc dung &
day chi nhim muc dich trinh bay va khong dugc hiéu 13 gi6i han dbi trong duge md ta.

M3i phuong 4n & diy duge mo ta c6 thé két hop voi phuong 4n bat ky khac hodc cac
phuong 4n bt ky khac trir khi dugc thé hién khong gidng nhu vay. Cu thé, dic tinh hodc cac

déc tinh hodc phuong &n hodc cdc phuong é4n dugc thé hién duéi dang dugc wu tién hodic c6
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uu diém, trir khi dugc the hién rd rang theo cach khéc.

T4t ca cAc tai liéu dugc dua vao ddy bang cach vién dan.
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Yéu ciu bao hd

1. Protein lién két giéng khang thé bao gdm bdn chudi polypeptit tao ra bdn vi tri lién két
khéng nguyén, trong d6 hai chudi polypeptit c6 c4u triic dugc thé hién bing cOng thuac:
VirLi-Vi-Lo-Cy [1]
va hai chudi polypeptit ¢6 cdu tric dugc thé hién bing cong thirc:
Vi-L3-Vi-Lg-Cyy-Fe (1]

trong do:

VL1 12 mién bién d4i thir nhét ctia chudi nhe cta globulin mién dich;

V1, 12 mién bién dbi thtr hai ctia chudi nhe ctia globulin mién dich;

Vi 12 mién bién d6i thir nhét ca chudi nang cua globulin mién dich;

Vi 12 mién bién dbi thir hai ciia chudi ning cta globulin mién dich;

Cy, 1a mién cb dinh cua chudi nhe cua globulin mién dich;

Cyp 12 mién cd dinh Cyy cua chudi niing cta globulin mién dich;

Fc 1a viing ban 1€ ctia globulin mién dich va Cyy,, Cy;s 12 cac midn ¢b dinh cia chudi

ning cua globulin mién dich; va

Ly, Ly, Ls, va L, 13 c4c lién két axit amin;
trong do:

L, c6 chiéu dai tir 3 dén 12 géc axit amin;

L, c6 chidu dai tir 3 dén 14 gbc axit amin;

L;co chiéu daitir 1 dén 8 géc axit amin; va

L, ¢6 chidu dai tir 1 dén 3 géc axit amin;
va trong d6 cac polypeptit c6 cdng thirc I va cac polypeptit c6 cong thic II tao ra cip chudi
nhe-chudi ning lién két chéo.
2. Protein lién két gidng khang thé bao gdm hai chudi polypeptit tao ra hai vi tri lién két
khéng nguyén, trong d6 chudi polypeptit thir nhat c6 cu triic dugc thé hién bing cong thuc:

Vii-Li-Vi-L-Co [1]
va chudi polypeptit thit hai c6 ciu tric dugc thé hién bang cong thirc:
Vip-L3-Vii-L4-Cy-Fe [II]

trong do:
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V11 12 mién bién ddi thir nhit cta chudi nhe cla globulin mién dich;
V12 12 mién bién di thir hai ctia chudi nhe cta globulin mién dich;
Vi 12 mién bién dbi thir nhét ciia chudi ning cta globulin mién dich;
Vi 12 mién bién dbi thir hai ctia chudi ning ctia globulin mién dich;
Cp. 12 mién cb dinh ctia chudi nhe cta globulin mién djch;
C 12 mién ¢ dinh Cyy; ctia chudi ning cia globulin mién dich;
Ly, Ly, L3, va Ly 1a céc lién két axit amin;
trong do:
L, c6 chidu dai tir 3 dén 12 géc axit amin;
L, c6 chiéu dai tir 3 dén 14 géc axit amin;
L; c¢6 chidu dai tir 1 dén 8 géc axit amin; va
L, c6 chiéu dai tir 1 dén 3 gbc axit amin;
va trong d6 cac chudi polypeptit thir nht va tht hai tao ra cdp chudi nhe-chudi ning lién két
chéo.
3. Protein lién két giéng khang thé theo diém 1 hoic 2, trong do
L; 6 chidu dai tir 5 dén 10 géc axit amin;
L, ¢6 chidu dai tir 5 dén 8 gdc axit amin;
L; c6 chiéu dai tir 1 dén 5 géc axit amin; va
L4 ¢6 chidu dai tir 1 dén 2 gdc axit amin.
4. Protein lién két gibng khang thé theo diém 1 hoic 2, trong do:
L, c6 chiéu dai 7 gbc axit amin;
L, c6 chiéu dai 5 géc axit amin;
L; c6 chidu dai 1 gdc axit amin; va
L, c6 chiéu dai 2 gbc axit amin.
5. Protein lién két giéng khang thé bao gdm bdn chudi polypeptit tao ra bbn vi tri lién két
khang nguyén, trong d6 hai chudi polypeptit c6 ciu tric dugc thé hién bing cong thuc:
Vii-Li-Vi-L-Cy - []]
va hai chudi polypeptit c6 ciu triic dugc thé hién bing cong thirc:
Vio-Ls-Viui-Lg-Cyi-Fe - [II]

trong d6:

-71-



28826

VL 12 mién bién dbi thtr nhét ctia chudi nhe cia globulin mién dich;
V1, 12 mién bién dbi thir hai ctia chudi nhe cta globulin mién dich;
Vi 12 mién bién dbi thtr nhit ciia chudi ning cta globulin mién dich;
Vi 12 mién bién dbi thi hai ciia chudi ning cia globulin mién dich;
C.. 12 mién ¢b dinh cua chudi nhe cia globulin mién djch;
Cy 12 mién ¢b dinh Cyy; ctia chudi ning cua globulin mién dich;
Fc 1a ving ban 18 cua globulin mién dich va Cyp, Cys 13 cac mién cb dinh cia chudi
ning cua globulin mién dich; va
Li, Ly, Ls, va Ly 13 cac lién két axit amin;
trong do:
L, c6 chiéu dai tir 1 dén 3 gbc axit amin;
L, c6 chiéu dai tir 1 dén 4 géc axit amin;
L3 ¢6 chiéu dai tir 2 dén 15 gbc axit amin; va
L, ¢6 chiéu dai tir 2 dén 15 gbc axit amin;
va trong d6 cac polypeptit c6 cong thirc I va cac polypeptit ¢6 cong thirc II tao ra cip chudi
nhe-chudi ning lién két chéo.
6. Protein lién két gidng khang thé bao gdm hai chudi polypeptit tao ra hai vi tri lién két
khang nguyén, trong d6 chudi polypeptit thir nhit c6 cau tric duge thé hién bing cong thirc:
VirLi-Vi-Lo-Cp 1]
va chudi polypeptit thir hai c6 cdu triic duoc thé hién bing cong thirc:
Vi-L3-Vui-L4-Cyy-Fe [1I]
trong do:
V1 12 mién bién di thir nhat ctia chudi nhe ctia globulin mién dich;
V1, 12 mién bién dbi thtr hai ciia chudi nhe cua globulin mi&n dich;
Vi 12 mién bién ddi thir nhét ciia chudi ning cia globulin mién dich;
Vi, 1a mién bién ddi th hai cia chudi ning cua globulin mién dich;
Cr, 12 mién ¢6 dinh cta chudi nhe cua globulin mién dich;
Cy 14 mién ¢ dinh Cy; cua chudi ning ctia globulin mién dich;
Ly, Ly, L, va Ly 14 c4c lién két axit amin;

trong do:
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L; c6 chiéu dai tir 1 dén 3 géc axit amin;

L, c6 chiu dai tir 1 dén 4 géc axit amin;

L;co chiéu dai tir 2 dn 15 géc axit amin; va

L, c6 chiéu dai tir 2 dén 15 géc axit amin;
va trong d6 cac chudi polypeptit thir nhit va thit hai tao ra cip chudi nhe-chudi ning lién két
chéo.
7. Protein lién két gidng khéang thé theo didm 5 hodc 6, trong d6:

L, ¢6 chiéu dai tir 1 dn 2 gbc axit amin;

L, ¢6 chiéu dai tir 1 dn 2 gbc axit amin;

L; c6 chiéu dai tir 4 dén 12 géc axit amin; va

L4 c6 chiéu dai tir 2 dén 12 gbc axit amin.
8. Protein lién két gidng khang th8 theo didm 5 hoic 6, trong do:

L; ¢6 chiéu dai 1 axit amin;

L, c6 chiu dai 2 géc axit amin;

L; c6 chiéu dai 7 géc axit amin; va

L4 c6 chiéu dai 5 gbc axit amin.
9. Protein lién két giéng khang thé theo diém bt ky trong sb cac diém 1, 2, 5 hoic 6, trong
d6 protein lién két nay c6 kha nang lién két dic hidu véi mot hodc nhidu dich khang nguyén,
trong d6, t6t hon néu mét hodc nhidu dich khang nguyén nay dugc chon tir nhém bao gdm
B7.1, B7.2, BAFF, BlyS, C3, C5, CCL11 (eotaxin), CCL15 (MIP-1d), CCL17 (TARC),
CCL19 (MIP-3b), CCL2 (MCP-1), CCL20 (MIP-3a), CCL21 (MIP-2), SLC, CCL24 (MPIF-
2/eotaxin-2), CCL25 (TECK), CCL26 (eotaxin-3), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b), CCL5
(RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL8 (mcp-2), CD3, CD19, CD20, CD24, CD40, CD40L,
CD80, CD86, CDH1 (E-cadherin), Chitinaza, CSF1 (M-CSF), CSF2 (GM-CSF), CSF3
(GCSF), CTLA4, CX3CL1 (SCYDI1), CXCL12 (SDF1), CXCL13, EGFR, FCERIA,
FCER2, HER2, IGFIR, IL-1, IL-12, IL13, IL15, IL17, IL18, IL1A, IL1B, IL1F10, IL1B,
IL2, IL4, IL6, IL7, IL8, IL9, 1L12/23, 1122, 1L23, IL25, IL27, IL35, ITGB4 (b 4 integrin),
LEP (leptin), MHC nhém II, TLR2, TLR4, TLRS, TNF, TNFo, TNFSF4 (phéi tir 0X40),
TNFSF5 (phdi tir CD40), cac thy thé giéng Toll, TREMI, TSLP, TWEAK, XCRI
(GPR5/CCXCR1), DNGR-1(CLEC91), va HMGBI.
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10. Protein lién két gidng khang thé theo diém bét ky trong s céc diém 1, 2, 5 hoic 6, trong
d6 protein lién két nay c6 tinh ddc hiéu kép va c6 kha ning lién két v6i hai dich khang
nguyén khac nhau, trong d6 t6t hon néu hai dich khang nguyén nay dugc chon tir nhém bao
gbm IL4 va IL13, IGF1R va HER2, IGFIR va EGFR, EGFR va HER2, BK va IL13, PDL-1
va CTLA-4, CTLA4 va MHC nhém II, IL-12 va IL-18, IL-1a va IL-1B, TNFa va IL12/23,
TNFa va IL-12p40, TNFa va IL1B, TNFa va IL-23, va IL17 va IL23.

11. Protein lién két gidng khang thé theo diém bt ky trong s cac diém 1, 2, 5 hoic 6, trong
d6 protein lién két ndy c6 kha ning e ché chirc ning ctia mdt hodc nhidu dich khéng
nguyén.

12. Protein lién két gidng khang thé theo diém bt ky trong s cc diém 1, 2, 5 hodc 6, trong
d6 it nhat mot trong sb cac lién két dugc chon tir nhém bao gém Ly, Ly, L3, va Ly chira it
nhit mot gde xystein.

13. Phan tir axit nucleic phan 1ap dugc bao gdm trinh ty nucleotit ma hoa protein lién két
gidng khang thé theo diém bét k¥ trong sb cac diém 1, 2, 5 hoic 6.

14. Vecto biéu hién bao gdm phén tir axit nucleic theo diém 13.

15. Té bao chi phéan 1ap duge bao gdm phén tir axit nucleic theo diém 13 hoic vecto biéu
hién theo diém 14, trong do tdt hon néu té bao chu nay la té bao dong vét c6 va hodc té bao
cOn trung.

16. Dugc phim bao gdm chit mang dugc dung va lugng c6 hidu qua didu trj cia protein lién

két gidng khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém 1, 2, 5 hoic 6.-
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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<210> 1
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Chudi nhe khang thé dugc lam gibéng nguoi (VL) tu khang thé khang
IL4

<400> 1

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

Asp Thr Ile Thr Leu Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile Asp Val Trp
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Asn Ile Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
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Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

100 105
<210> 2
<211> 124
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Viung V cudi ning dugc lam gidng ngudi (VH) tu khang thé& khang IL4

<400> 2

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

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

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

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Thr Arg Leu Lys Glu Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val
100 105 110

Trp Gly Ala Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120
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<210> 3
<211> 111
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Ving V chudi nhe dugc lam gibng ngudi (VL) tiu khéang th& khang IL13

<400> 3
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

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

Gly Gln Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Ala Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asp
65 70 75 80

Pro Val Gln Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Ala
85 90 95

Glu Asp Ser Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 4
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Vung V chudi ning dugc lam gibng ngudi (VH) tu khang thé khang IL-
13

<400> 4

Glu Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser 1eu Thr Asp Ser
20 25 30

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

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60

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

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

Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 5
<211> 575
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Chubi ning cua cdu tric ddu kép lién két ngang IL13(G4S)IL4CHFC

<400> 5
Glu Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
20 25 30

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

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60
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Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Ser Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
65 70 75 80

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

Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

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

Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser
130 135 ' 140

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Ile
145 © 150 155 160

Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Met Ile Asp Pro
165 170 175

Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe Gln Gly Arg Ala Thr
180 185 190

Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Arg Ser
195 200 205

Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Arg Leu Lys Glu
210 215 220

Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr
225 230 235 240

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
245 250 255

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
260 265 270

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
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275 280 285

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
290 295 300

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
305 310 315 320

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
325 330 335

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
340 . 345 350

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
355 360 365

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
370 375 380

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
385 390 395 400

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
405 410 415

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
420 425 430

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
435 440 445

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
450 455 460

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln vVal Tyr Thr Leu
465 470 475 480

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
485 490 495
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Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
500 505 510

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
515 520 525

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
530 535 540

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
545 550 555 560

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
565 570 575

<210> 6

<211> 580

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi ning cila chu triac diu kép lién két ngang IL13(G4S2)ILA4CHFc

<400> 6

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

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
20 25 30

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

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60

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

Glu Met Thr Ser Leu Arg Thr Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
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Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
130 135 140

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
145 150 155 160

Trp Ile His Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
165 170 175

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe
180 185 190

Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
195 200 205

Met Gln Leu Arg Ser Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
210 215 220

Thr Arg Leu Lys Glu Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val
225 230 235 240

Trp Gly Ala Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
245 250 255

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
260 265 270

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
275 © 280 285

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
290 295 300

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Vval
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305 310 315 320

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
325 330 335

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys
340 345 350

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
355 360 365

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
370 375 380

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys vVal Val Val Asp Val
385 390 395 400

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
405 410 415

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
420 425 430

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
435 440 445

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
450 455 460

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
465 470 475 480

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln
485 490 495

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
500 505 510

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
515 520 525
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Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
530 535 540

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
545 550 555 560

val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
565 570 575

Leu Ser Pro Gly

580
<210> 7
<211> 698
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi n&ng cla ciu trac ddu kép lién két ngang IL4(G4S)IL13CHFC

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

1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

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

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Thr Arg Leu Lys Glu Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val
100 105 110
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Trp Gly Ala Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Glu Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Gly Gly
130 135 140

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
145 150 155 160

Ser Ile Asn Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
165 - 170 175

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
180 185 190

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Ser Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
195 200 205

Glu Met Thr Ser Leu Arg Thr Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
210 215 220

Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
225 230 235 240

Ser Val Thr Val Ser Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu
245 250 255

Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly
260 265 270

Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly
275 280 285

Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Met Ile Asp Pro Ser Asp Gly Glu Thr
290 295 300

Arg Leu Asn Gln Arg Phe Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Glu
305 310 315 320

Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Arg Ser Pro Thr Ser Glu Asp
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Ser

Ser

Ser

Lys

385

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

465

Cys

Pro

Cys

Trp

Ala

Phe

Ala

370

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

450

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr
530

Val

Tyr

355

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

435

Ile

Val

Ala

Pro

Val

515

Val

Tyr

340

Phe

Thr

Ser

Glu

His

420

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

500

vVal

Asp

325

Tyr

Asp

Lys

Gly

Pro

405

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

485

Asp

Asp

Gly

Cys

vVal

Gly

Gly

390

vVal

Phe

Val

vVal

Lys

470

Leu

Thr

Val

Val

Thr

Trp

Pro

375

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

455

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu
535

Arg

Gly

360

Ser

Ala

Val

Ala

Val

440

His

Cys

Gly

Met

His

520

Val
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Leu

345

Ala

val

Ala

Ser

Val

425

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

505

Glu

His
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330

Lys

Gly

Phe

Leu

Trp

410

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

490

Ser

Asp

Asn

Glu

Thr

Pro

Gly

395

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

475

Ser

Arg

Pro

Ala

Tyr

Leu

Leu

380

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

460

His

val

Thr

Glu

Lys
540

Gly

Val

365

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

445

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

525

Thr

Asn

350

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

430

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

510

Lys

Lys

335

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

415

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

495

Val

Phe

Pro

Asp

Ser

Ser

Asp

400

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

480

Pro

Thr

Asn

Arg
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Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val vVal Ser Val Leu Thr Val
545 550 555 560

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
565 570 575

Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
580 585 590

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
595 600 605

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
610 615 620

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala vVal Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
625 630 ‘ 635 640

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
645 650 655

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
660 665 670

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
675 680 685

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

690 695
<210> 8
<211> 703
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Chu®i ning cta cdu trac didu kép lién két ngang IL4 (G4S2)IL13CHFc

<400> 8

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

Trp

Gly

Gln

65

Met

Thr

Trp

Gly

Val

145

Ser

Gly

Ala

Ser

Thr

val

Ile

Met

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Gly

130

Ala

Leu

Leu

Asp

Gln
210

Tyr

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Ala

115

Gly

Pro

Thr

Glu

Ala

195

Val

Tyr

Ile

20

Trp

Asp

Ala

Arg

Lys

100

Gly

Gly

Gly

Asp

Trp

180

Leu

Phe

Cys

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Thr

Ser

Gly

Ser

165

Leu

Lys

Leu

Ala

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Pro

Tyr

Leu

Glu

Ser

150

Ser

Gly

Ser

Glu

Arg

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Gly

Val

Val

135

Leu

Ile

Met

Arg

Met
215

Asp

Ala

Arg

40

Gly

val

Ser

Asn

Thr

120

Gln

Ser

Asn

Ile

Leu

200

Thr

Gly
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Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Tyr

105

Val

Leu

Ile

Trp

Trp

185

Ser

Ser

Tyr
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Gly

Gly

Thr

Glu

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Asp

Asp

Ser

Lys

Thr

Val

170

Gly

Ile

Leu

Phe

Ser

Ser

Ser

Glu

Cys

155

Arg

Asp

Ser

Arg

Pro

Ser

Gly

Leu

60

Thr

Ala

Phe

Gly

Ser

140

Thr

Gln

Gly

Lys

Thr
220

Tyr

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Pro

Arg

Asp

205

Asp

Ala

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Phe

110

Gly

Pro

Ser

Pro

Ile

190

Ser

Asp

Met

Ser

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Asp

Gly

Gly

Gly

Gly

175

Asp

Ser

Thr

Asp

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

vVal

Ser

Leu

Phe

160

Lys

Tyr

Lys

Ala

Phe
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225 230 235 240

Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Gln Val Gln Leu Gln
245 250 255

Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser
260 265 270

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Ile
275 280 285

Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Met Ile Asp Pro
290 295 300

Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe Gln Gly Arg Ala Thr
305 310 315 320

Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Arg Ser
325 330 335

Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Arg Leu Lys Glu
340 345 350

Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr
355 360 365

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
370 375 380

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
385 390 395 400

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
405 410 415

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
420 425 430

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
435 440 445
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Ser

Asn

465

His

val

Thr

Glu

Lys

545

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

625

Asn

Ser

Leu

450

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

530

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

610

Val

Gly

Asp

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

515

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

595

Ser

Lys

Gln

Gly

Thr

val

Pro

Phe

500

Val

Phe

Pro

Thr

Val

580

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

Asp

Pro

485

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

565

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu
645

Phe

Thr
Lys
470
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
550
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
630

Asn

Phe

Tyr

455

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

535

Glu

His

Lys

Gln

Leu

615

Pro

Asn

Leu

Ile

Val

Ala

Pro

Val

520

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

600

Thr

Ser

Tyr

Tyr

28826

Cys

Glu

Pro

Lys

505

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

585

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

-08-

Asn

Pro

Glu

490

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

570

Pro

Glu

Asn

Tle

Thr
650

Lys

Val

Lys

475

Leu

Thr

Val

Val

Ser

555

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

635

Thr

Leu

Asn

460

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

540

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

620

Val

Pro

Thr

His

Cys

Gly

Met

His

525

val

Tyr

Gly

Ile

val

605

Ser

Glu

Pro

vVal

Lys

Asp

Gly

Ile

510

Glu

His

Arg

Lys

Glu

590

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

Pro

Lys

Pro

495

Ser

Asp

Asn

vVal

Glu

575

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu
655

Lys

Ser

Thr

480

Ser

Arg

Pro

Ala

val

560

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

640

Asp

Ser
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660 665 670

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
675 680 685

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

690 695 700
<210> 9
<211> 330
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe ciia ciu truc diu kép lién két ngang IL13(G4S)ILACL

<400> 9
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

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

Gly Gln Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Ala Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

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

Pro Val Gln Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Ala
85 90 95

Glu Asp Ser Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser
115 120 125

vVal Ser Val Gly Asp Thr Ile Thr Leu Thr Cys His Ala Ser Gln Asn

-90-
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130 135 140

Ile Asp Val Trp Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Asn Ile Pro
145 150 155 160

Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser
165 170 175

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe Thr Leu Thr Ile Ser
180 185 190

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala His
195 200 205

Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
210 215 220

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser AsSp Glu Gln
225 230 235 240

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
245 250 255

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys vVal Asp Asn Ala Leu Gln Ser
260 265 270

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
275 280 285

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
290 295 300

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
305 310 315 320

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
325 330

<210> 10
<211> 335
<212> PRT

-100-
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<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe cta céu truc ddu kép lién két ngang IL13(G4S2)ILACL

<400> 10

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

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

Gly Gln Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Ala Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asp
65 70 75 80

Pro Val Gln Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Ala
85 90 95

Glu Asp Ser Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
115 120 125

Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Val Gly Asp Thr Ile Thr Leu Thr Cys
130 135 140

His Ala Ser Gln Asn Ile Asp Val Trp Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys
145 150 155 160

Pro Gly Asn Ile Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His
165 170 175

Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe
180 185 190
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Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr
195 200 205

Cys Gln Gln Ala His Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
210 215 220

Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
225 230 235 240

Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
245 250 255

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
260 265 270

Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
275 280 285

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
290 295 300

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
305 310 315 320

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

325 330 335
<210> 11
<211> 330
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe cua cldu truc dau kép lién két ngang IL4(G4S)IL13CL

<400> 11

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

Asp Thr Ile Thr Leu Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile Asp Val Trp
20 25 30

-102-



Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Asp

Gln

Gly

145

Lys

Arg

Pro

Glu

Thr
225

Leu

Ser

Lys

50

Gly

Asp

Phe

Ile

Arg

130

Gln

Leu

Phe

Val

Asp

210

Val

Lys

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

Val

115

Ala

Ser

Leu

Ser

Gln

195

Ser

Ala

Ser

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Leu

Thr

Tyr

Ile

Gly

180

Ala

Arg

Ala

Gly

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Ile

Met

Tyr

165

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Gln

Leu

Gly

Tyr

Thr

Gln

Ser

His

150

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser
230

Ala

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

135

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly

215

Val

Ser

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Arg

Tyr

Ser

Arg

Ala

200

Gly

Phe

Val

28826

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ala

Ala

Gln

Asn

Thr

185

Thr

Gly

Ile

Val

Asn

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Ser

Gln

Leu

170

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

-103-

Ile

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Leu

Glu

Lys

155

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro
235

Leu

Pro

Ser

60

Ser

His

Gly

Ala

Ser

140

Ala

Ser

Thr

Cys

Leu

220

Pro

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gly

Val

125

vVal

Gly

Gly

Leu

Gln

205

Glu

Ser

Asn

Leu

Phe

Leu

Tyr

Gly

110

Ser

Asp

Gln

val

Thr

190

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Leu

Ser

Pro

Pro

175

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

Ile

Gly ‘

Pro

80

Phe

Ser

Gly

Tyr

Pro

160

Ala

Asp

Ala

Arg

Gln
240

Tyr
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245 250 255

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
260 265 270

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
275 280 285

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
290 295 300

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
305 310 315 320

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
325 330

<210> 12
<211> 335
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe cila ciu truc ddu kép lién két ngang IL4(G4S2)IL13CL

<400> 12

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

Asp Thr Ile Thr Leu Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile Asp Val Trp
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Asn Ile Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

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

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

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala His Ser Tyr Pro Phe

-104-



Thr

Gly

Ala

Ser

145

Ala

Ser

Thr

Cys

Leu

225

Pro

Leu

Asn

Ser

Phe

Gly

Val

130

Val

Gly

Gly

Leu

Gln

210

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys
290

Gly

Gly

115

Ser

Asp

Gln

Val

Thr

195

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

275

Asp

Gly

100

Gly

Leu

Ser

Pro

Pro

180

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

260

Gln

Ser

85

Gly

Ser

Gly

Tyr

Pro

165

Ala

Asp

Ala

Arg

Gln

245

Tyr

Ser

Thr

Thr

Asp

Gln

Gly

150

Lys

Arg

Pro

Glu

Thr

230

Leu

Pro

Gly

Tyr

Lys

Ile

Arg

135

Gln

Leu

Phe

Val

Asp

215

Val

Lys

Arg

Asn

Ser
295

Leu

val

120

Ala

Ser

Leu

Ser

Gln

200

Ser

Ala

Ser

Glu

Ser
280

Leu

28826

Glu

105

Leu

Thr

Tyr

Ile

Gly

185

Ala

Arg

Ala

Gly

Ala

265

Gln

Ser

90

Ile

Thr

Ile

Met

Tyr

170

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

250

Lys

Glu

Ser

-105-

Lys

Gln

Ser

His

155

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

235

Ala

val

Ser

Thr

Gly

Ser

Cys

140

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly

220

val

Ser

Gln

Val

Leu
300

Gly

Pro

125

Arg

Tyr

Ser

Arg

Ala

205

Gly

Phe

val

Trp

Thr

285

Thr

Gly

110

Ala

Ala

Gln

Asn

Thr

190

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

270

Glu

Leu

95

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

175

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

255

Val

Gln

Ser

Ser

Leu

Glu

Lys

160

Glu

Phe

Tyxr

Lys

Pro

240

Leu

Asp

Asp

Lys
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Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
305 310 315 320

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

325 330 335
<210> 13
<211> 583
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu chudi ning dé& 1ién k&t ngang qua V-Ig kép cé mad HCL

<400> 13

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

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
20 25 30

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

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60

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

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

Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

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

Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile
130 135 140
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Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp
145 150 155 160

Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Met Ile Asp
165 170 175

Pro Ser Asp Gly Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe Gln Gly Arg Ala
180 185 190

Thr Leu Thr Val Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Arg
195 200 205

Ser Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Arg Leu Lys
210 215 220

Glu Tyr Gly Asn Tyr Asp Ser Phe Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly
225 230 235 240

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ala Ser
245 250 255

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr
260 265 270

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro
275 280 285

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
290 : 295 300

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
305 310 315 320

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile
325 330 335

Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val
340 345 350

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
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Pro

Lys

385

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

465

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

545

Ser

Glu

370

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

450

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

530

Lys

Cys

355

Leu

Thr

Val

val

Ser

435

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

515

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

420

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

500

vVal

Pro

Thr

Val

Gly

Met

His

405

vVal

Tyr

Gly

Ile

Val

485

Ser

Glu

Pro

Val

Met
565

Gly

Ile

390

Glu

His

Arg

Lys

Glu

470

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

550

His

Pro

375

Ser

Asp

Asn

vVal

Glu

455

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

535

Lys

Glu

360

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

440

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

520

Asp

Ser

Ala

28826

Val

Thr

Glu

Lys

425

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

505

Asn

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

vVal

410

Thr

val

Cys

Ser

Pro

490

val

Gly

Asp

Trp

His
570

-108-

Leu

Glu

395

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

475

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

555

Asn

Phe

380

vVal

Phe

Pro

Thr

Val

460

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

540

Gln

His

365

Pro

Thr

Asn

Arg

val

445

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

525

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

430

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

510

Asn

Phe

Asn

Thr

Lys

Val

Tyr

415

Glu

His

Lys

Gln

Leu

495

Pro

Asn

Leu

val

Gln
575

Pro

val

400

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

480

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
560

Lys
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Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

580
<210> 14
<211> 580
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu chudi ning d& lién két ngang qua V-Ig kép cb mé HCZ

<400> 14

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

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
20 25 30

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

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60

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

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

Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gln Val Gln Leu
115 ‘ 120 125

Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile
130 135 140

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp
145 150 155 160
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Ile

Pro

Thr

Ser

Glu

225

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

305

Thr

Asn

Ser

Leu

Lys

Ser

Leu

Pro

210

Tyr

Leu

Ser

Ala

Val

290

Ala

Val

His

Cys

Gly

Gln

Asp

Thr

195

Thr

Gly

Val

Val

Ala

275

Ser

vVal

Pro

Lys

Asp

355

Gly

Arg

Gly

180

val

Ser

Asn

Thr

Phe

260

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

340

Lys

Pro

Pro

165

Glu

Asp

Glu

Tyr

vVal

245

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

325

Ser

Thr

Ser

Gly

Thr

Glu

Asp

Asp

230

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

310

Ser

Asn

His

Val

Gln

Arg

Ser

Ser

215

Ser

Ser

Ala

Leu

Gly

295

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Gly

Leu

Thr

200

Ala

Phe

Gly

Pro

vVal

280

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

360

Leu

28826

Leu

Asn

185

Ser

Val

Tyr

Gly

Ser

265

Lys

Leu

Leu

Thr

val

345

Pro

Phe

Glu

170

Gln

Thr

Tyr

Phe

Gly

250

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

330

Asp

Pro

Pro

-110-

Trp

Arg

Ala

Tyr

Asp

235

Gly

Lys

Tyr

Ser

Ser

315

Thr

Lys

Cys

Pro

Ile

Phe

Tyr

Cys

220

vVal

Ala

Ser

Phe

Gly

300

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

Gly

Gln

Met

205

Thr

Trp

Ser

Thr

Pro

285

Val

Ser

Ile

Val

Ala

365

Pro

Met

Gly

190

Gln

Arg

Gly

Thr

Ser

270

Glu

His

Ser

Cys

Glu

350

Pro

Lys

Ile

175

Arg

Leu

Leu

Ala

Lys

255

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

335

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

Arg

Lys

Gly

240

Gly

Gly

val

Phe

val

320

Val

Lys

Leu

Thr



Leu

385

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

465

Gln

Val

Val

Pro

Thr
545

Val

Leu

370

Met

His

Val

Tyr

Gly

450

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

530

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

435

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

515

val

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

420

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

500

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
580

Arg

Pro

405

Ala

vVal

Tyr

Thr

Leu

485

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
565

Thr

390

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

470

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

550

Leu

375

Pro

Val

Thr

Val

Cys

455

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

535

Trp

His

Glu

Lys

Lys

Leu

440

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

520

Gly

Gln

Asn

28826

vVal

Phe

Pro

425

Thr

val

Ala

Arg

Gly

505

Pro

Ser

Gln

His

Thr

Asn

410

Arg

vVal

Ser

Lys

Asp

490

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
570

-111-

Cys

395

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

475

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn
555

Thr

380

vVal

Tyr

Glu

His

Lys

460

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

540

val

Gln

val

val

Gln

Gln

445

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

525

Tyr

Phe

Lys

vVal

Asp

Tyr

430

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

510

Lys

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

415

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

495

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
575

Val

400

val

Ser

Leu

Ala

Pro

480

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser
560

Ser
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<210> 15
<211> 579
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu chudi ning d& lién két ngang qua V-Ig kép cb6 md HC3

<400> 15

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

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
20 25 30

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

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60

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

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

Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

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

Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala
130 135 140

Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Ile Lys Gln Arg
145 150 155 160

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Met Ile Asp Pro Ser Asp Gly
165 170 175

-112-



Glu

Asp

Glu

Tyr

225

Val

Ser

Ala

Val

Ala

305

Val

His

Cys

Gly

Met

Thr

Glu

Asp

210

Asp

Ser

val

Ala

Ser

290

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

370

Ile

Arg

Ser

195

Ser

Ser

Ser

Phe

Leu

275

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

355

Pro

Ser

Leu
180
Thr
Ala
Phe
Gly
Pro
260
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
340
Thr

Ser

Arg

Asn

Ser

Val

Tyr

Gly

245

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

325

Asn

His

Val

Thr

Gln

Thr

Tyr

Phe

230

Gly

Ala

Leu

Gly

Ser

310

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

Arg

Ala

Tyr

215

Asp

Gly

Pro

val

Ala

295

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

375

Glu

Phe

Tyr

200

Cys

Val

Gly

Ser

Lys

280

Leu

Leu

Thr

val

Pro

360

Phe

val

28826

Gln

185

Met

Thr

Trp

Gly

Ser

265

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

345

Pro

Pro

Thr

Gly

Gln

Arg

Gly

Gly

250

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

330

Lys

Cys

Pro

Cys

-113-

Arg

Leu

Leu

Ala

235

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

315

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

Ala

Arg

Lys

220

Gly

Ser

Thr

Pro

vVal

300

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

380

Val

Thr

Ser

205

Glu

Thr

Thr

Ser

Glu

285

His

Ser

Cys

Glu

Pro

365

Lys

val

Leu

190

Pro

Tyr

Leu

Lys

Gly

270

Pro

Thr

val

Asn

Pro

350

Glu

Asp

Asp

Thr

Thr

Gly

Val

Gly

255

Gly

Val

Phe

Val

Val

335

Lys

Leu

Thr

val

vVal

Ser

Asn

Thr

240

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

320

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser



28826

385 390 395 400

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
405 410 415

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
420 425 430

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
435 440 445

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
450 455 460

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
465 470 475 480

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
485 490 495

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
500 505 510

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
515 520 525

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
530 535 540

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
545 550 555 560

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
565 570 575

Ser Pro Gly

<210> 16
<211> 576
<212> PRT

-114-



28826

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu chudi n3ng d& lién k&t ngang qua V-Ig kép cb md HC4

<400> 16

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

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser
20 25 30

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

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Arg Ile Asp Tyr Ala Asp Ala Leu Lys
50 55 60

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

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

Arg Asp Gly Tyr Phe Pro Tyr Ala Met Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

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

Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala
130 135 140

Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Ile His Trp Ile Lys Gln Arg
145 150 155 160

Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Met Ile Asp Pro Ser Asp Gly
165 170 175

Glu Thr Arg Leu Asn Gln Arg Phe Gln Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val
180 185 190

-115-



Asp

Glu

Tyr

225

Val

Pro

Gly

Asn

Gln

305

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg
385

Pro

Glu

Asp

210

Asp

Ser

Leu

Cys

Ser

290

Ser

Ser

Asn

His

Val
370

Thr

Glu

Ser

195

Ser

Ser

Ser

Ala

Leu

275

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

355

Phe

Pro

Val

Thr

Ala

Phe

Gly

Pro

260

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

340

Cys

Leu

Glu

Lys

Ser

Val

Tyr

Gly

245

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

325

vVal

Pro

Phe

Val

Phe

Thr

Tyr

Phe

230

Gly

Ser

Asp

Thr

Tyr

310

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr
390

Asn

Ala
Tyr
215
Asp
Gly
Lys
Tyr
Ser
295
Ser
Thr
Lys

Cys

Pro
375

Cys

Trp

Tyr

200

Cys

Val

Ala

Ser

Phe

280

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

360

Lys

Val

Tyr

28826

Met

Thr

Trp

Ser

Thr

265

Pro

Val

Ser

Ile

Val

345

Ala

Pro

val

Val

Gln

Arg

Gly

Thr

250

Ser

Glu

His

Ser

Cys

330

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

-116-

Leu

Leu

Ala

235

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

315

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

395

Gly

Arg

Lys

220

Gly

Gly

Gly

val

Phe

300

Val

Val

Lys

Leu

Thr
380

Val

Val

Ser

205

Glu

Thr

Pro

Thr

Thr

285

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

365

Leu

Ser

Glu

Pro

Tyr

Leu

Ser

Ala

270

Val

Ala

Val

His

Cys

350

Gly

Met

His

val

Thr

Gly

Val

Val

255

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

335

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Ser

Asn

Thr

240

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

320

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp
400

Asn



28826

405 410 415

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
420 425 430

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
435 440 445

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
450 455 460

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
465 470 475 480

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
485 490 495

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Iie Ala Val Glu Trp Glu
500 505 510

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
515 520 525

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
530 535 540

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
545 550 555 560

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
565 570 575

<210> 17
<211> 581
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu chudi n#ng d& lién két ngang qua V-Ig kép cé md HCS

<400> 17

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

Ser

Gly

Ser

65

Glu

Arg

Ser

Ser

Lys

145

Gln

Asp

Thr

Thr

Leu

Tle

Met

50

Arg

Met

Asp

Val

Gly

130

Ala

Arg

Gly

Val

Ser
210

Ser

Asn

35

Ile

Leu

Thr

Gly

Thr

115

Pro

Ser

Pro

Glu

Asp

195

Glu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

100

Val

Glu

Gly

Gly

Thr

180

Glu

Asp

Thr

Val

Gly

Ile

Leu

85

Phe

Ser

Leu

Tyr

Gln

165

Arg

Ser

Ser

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Arg

Pro

Ser

Val

Ser

150

Gly

Leu

Thr

Ala

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Gly

Lys

135

Phe

Leu

Asn

Ser

Val
215

Val

Pro

40

Arg

Asp

Asp

Ala

Gly

120

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

200

Tyr

28826

Ser

25

Pro

Ile

Ser

Asp

Met

105

Gly

Gly

Ser

Trp

Arg

185

Ala

Tyr

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Asp

Gly

Ala

Tyr

Ile

170

Phe

Tyr

Cys

-118-

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Gln

Ser

Trp

155

Gly

Gln

Met

Thr

Ser

Gly

Ala

60

Ser

Thr

Trp

Val

Val

140

Ile

Met

Gly

Gln

Arg
220

Leu

Leu

45

Asp

Gln

Tyr

Gly

Gln

125

Lys

His

Ile

Arg

Leu

205

Leu

Thr

30

Glu

Ala

val

Tyr

Gln

110

Leu

Ile

Trp

Asp

Ala

190

Arg

Lys

15

Asp

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Gly

Gln

Ser

Ile

Pro

175

Thr

Ser

Glu

Ser

Leu

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Gln

Cys

Lys

160

Ser

Leu

Pro

Tyr



Gly

225

Val

Gly

Gly

Val

Phe

305

Val

vVal

Lys

Leu

Thr

385

Val

Val

Ser

Asn

Thr

Pro

Thr

Thr

290

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

370

Leu

Ser

Glu

Thr

Tyr
Val
Ser
Ala
275
Val
Ala
Val
His
Cys
355
Gly
Met
His
Val

Tyr

Asp

Ser

Val

260

Ala

Ser

val

Pro

Lys

340

Asp

Gly

Ile

Glu

His

420

Arg

Ser

Ser

245

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

325

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

405

Asn

Val

Phe

230

Gly

Pro

Gly

Asn

Gln

310

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

390

Pro

Ala

Val

Tyr

Gly

Leu

Cys

Ser

295

Ser

Ser

Asn

His

Val

375

Thr

Glu

Lys

Ser

Phe

Gly

Ala

Leu

280

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

360

Phe

Pro

Val

Thr

Val

28826

Asp

Gly

Pro

265

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

345

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

425

Leu

Val

Gly

250

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

330

Val

Pro

Phe

val

Phe

410

Pro

Thr

-119-

Trp

235

Gly

Ser

Asp

Thr

Tyr

315

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

395

Asn

Arg

Val

Gly

Gly

Lys

Tyr

Ser

300

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

380

Cys

Trp

Glu

Leu

Ala

Ala

Ser

Phe

285

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

365

Lys

val

Tyr

Glu

His

Gly

Ser

Thr

270

Pro

Val

Ser

Ile

Val

350

Ala

Pro

Val

vVal

Gln

430

Gln

Thr

Thr

255

Ser

Glu

His

Ser

Cys

335

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

415

Tyr

Asp

Leu

240

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

320

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

400

Gly

Asn

Trp



28826

435 440 445

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
450 455 460

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
465 470 475 480

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
485 490 495

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
500 505 510

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
515 520 525

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
530 535 540

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
545 550 555 560

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
565 570 575

Ser Leu Ser Pro Gly

580
<210> 18
<211> 578
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi n#ng d& lién két ngang qua V-Ig kép cé mad HC6

<400> 18

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

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asp Ser

-120-



Ser

Gly

Ser

65

Glu

Arg

Ser

Ser

Lys

145

Gln

Asp

Thr

Thr

Gly
225

Ile

Met

50

Arg

Met

Asp

Val

Gly

130

Ala

Arg

Gly

Val

Ser
210

Asn

Asn

35

Ile

Leu

Thr

Gly

Thr

115

Pro

Ser

Pro

Glu

Asp

195

Glu

Tyr

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Tyr

100

Val

Glu

Gly

Gly

Thr

180

Glu

Asp

Asp

Val

Gly

Ile

Leu

85

Phe

Ser

Leu

Tyr

Gln

165

Arg

Ser

Ser

Ser

Arg

Asp

Ser

70

Arg

Pro

Ser

Val

Ser

150

Gly

Leu

Thr

Ala

Phe
230

Gln

Gly

55

Lys

Thr

Tyr

Gly

Lys

135

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

215

Tyr

Pro

40

Arg

Asp

Asp

Ala

Gly

120

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr
200

Tyr

Phe

28826

25

Pro

Ile

Ser

Asp

Met

105

Gly

Gly

Ser

Trp

Arg

185

Ala

Tyr

Asp

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Asp

Gly

Ala

Tyr

Ile

170

Phe

Tyr

Cys

Val

-121-

Lys

Tyr

Lys

Ala

Phe

Gln

Ser

Trp

155

Gly

Gln

Met

Thr

Trp
235

Gly

Ala

60

Ser

Thr

Trp

Val

Val

140

Ile

Met

Gly

Gln

Arg
220

Gly

Leu

45

Asp

Gln

Tyr

Gly

Gln

125

Lys

His

Ile

Arg

Leu
205

Leu

Ala

30

Glu

Ala

Val

Tyr

Gln

110

Leu

Ile

Trp

Asp

Ala

190

Arg

Lys

Gly

Trp

Leu

Phe

Cys

95

Gly

Gln

Ser

Ile

Pro

175

Thr

Ser

Glu

Thr

Leu

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Gln

Cys

Lys

160

Ser

Leu

Pro

Tyr

Leu
240



val

Val

Ala

Ser

Val

305

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

385

Glu

His

Arg

Lys

Thr

Phe

Leu

Trp

290

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

370

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

val

Pro

Gly

275

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

355

Ser

Arg

Pro

Ala

Val
435

Tyr

Ser

Leu

260

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

340

His

val

Thr

Glu

Lys

420

Ser

Lys

Ser

245

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

325

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

405

Thr

Val

Cys

Gly

Pro

Val

Ala

Gly

310

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

390

Lys

Lys

Leu

Lys

Gly

Ser

Lys

Leu

295

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

375

Val

Phe

Pro

Thr

Val

Gly

Ser

Asp

280

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

360

Pro

Thr

Asn

Arg

val
440

Ser

28826

Gly

Lys

265

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

345

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

425

Leu

Asn

Ala

250

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

330

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

410

Glu

His

Lys

-122-

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

315

Ile

val

Ala

Pro

Val

395

vVal

Gln

Gln

Ala

Thr

Ser

Glu

His

300

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

380

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Lys

Gly

Pro

285

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

365

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

445

Pro

Gly

Gly

270

val

Phe

Val

Val

Lys

350

Leu

Thr

Val

Val

Ser

430

Leu

Ala

Pro

255

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

335

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

415

Thr

Asn

Pro

Ser

Ala

Val

Ala

Val

320

His

Cys

Gly

Met

His

400

Val

Tyr

Gly

Ile



Glu

465

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

545

His

Pro

450

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

Thr Ile

Leu Pro

Cys Leu
500

Ser Asn
515

Asp Ser

530

Lys

Glu

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Ser Arg

Ala Leu

19
328
PRT
Trinh tu

Trinh tu

19

Asp Ile Gln Met

1

Asp Thr Ile Thr

20

Leu Ser Trp Phe

28826

455

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
470 475

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
485 490

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
505

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
520

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
535

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
550 555

His Asn His Tyr Thr Gln Lys
565 570
nhdn tao

chudi nhe d& lién k&t ngang

Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu
5 10

Leu Thr Cys His Ala Ser Gln
25

Gln Gln Lys Pro Gly Asn Ile

-123-

460

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

540

Ser

Ser

qua

Ser

Asn

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

525

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

510

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

495

Val

Pro

Thr

Val

Leu
575

V-Ig kép cb

Val Ser Val

15

Ile Asp Val

Lys Leu Leu

30

Val

480

Ser

Glu

Pro

Val

Met

560

Ser

mad LC1

Gly

Trp

Ile



Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Val

Ala

Ser

145

Leu

Ser

Gln

Ser

Ala

225

Ser

Lys

50

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

130

Tyr

Ile

Gly

Ala

Arg

210

Ala

Gly

35

Ala

Ser

Ile

Gly

Thr

115

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

195

Thr

Pro

Thr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gln

Ser

His

Leu

Gly

180

Asp

Phe

Ser

Ala

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ser

Cys

Trp

Ala

165

Ser

Ala

Gly

Val

Ser
245

Leu

Gly

70

Tyr

Thr

Pro

Arg

Tyr

150

Ser

Arg

Ala

Gly

Phe

230

Val

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ala

135

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

215

Ile

Val

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser

120

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

200

Thr

Phe

Cys
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Gly

Leu

Gln

Glu

105

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

185

Tyr

Lys

Pro

Leu

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ala

Ser

Ala

Ser

170

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu
250
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Pro

Ile

75

Ala

Lys

Val

vVal

Gly

155

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

235

Asn

Ser

60

Ser

His

Gly

Ser

Asp

140

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

220

Asp

Asn

45

Arg

Ser

Ser

Gly

Leu

125

Ser

Pro

Pro

Ile

Asn

205

Lys

Glu

Phe

Phe

Leu

Tyr

Gly

110

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asp

190

Ala

Arg

Gln

Tyr

Ser

Gln

Pro

95

Asp

Gln

Gly

Lys

Arg

175

Pro

Glu

Thr

Leu

Pro
255

Gly

Pro

80

Phe

Ile

Arg

Gln

Leu

160

Phe

Val

Asp

val

Lys

240

Arg



Glu Ala

Ser Gln

Leu Ser
290

Val Tyr
305

Lys Ser

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile

Asp Thr

Leu Ser

Tyr Lys
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Lys

Glu

275

Ser

Ala

Phe

20
326
PRT

Val

260

Ser

Thr

Cys

Asn

Trinh tu

Trinh tu

20

Gln

Ile

Trp

Ala

Ser

Ile

Met

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
325

nhén tao

Trp

Thr

Thr

Val

310

Gly

Lys

Glu

Leu
295

Thr

Glu
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Val Asp Asn Ala

265

Gln Asp Ser Lys

280

Ser Lys Ala Asp

His Gln Gly Leu

Cys

315

chudi nhe d& lién két ngang

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Thr
85

Gln

Thr

Gln

Leu

Gly

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Pro

His

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ala Ser
10

Ala Ser

25

Gly Asn

Gly val

Leu Thr

Gln Gln
90
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Leu

Gln

Ile

Pro

Ile
75

Ala

Leu

Asp

Tyr

300

Ser

qua

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

His

Gln Ser Gly
270

Ser Thr Tyr
285

Glu Lys His

Ser Pro Val

V-Ig kép cb

Val Ser Val
15

Ile Asp Val

30

Lys Leu Leu

Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Ser Tyr Pro
95

Asn

Ser

Lys

Thr
320

mad LC2

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro
80

Phe



Thr

Thr

Ile

Met

145

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

225

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

Gln

Ser

130

His

Leu

Gly

Asp

Phe

210

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

290

Cys

Gly

Ser

115

Cys

Trp

Ala

Ser

Ala

195

Gly

Val

Ser

Gln

Val

275

Leu

Glu

Gly

100

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg

180

Ala

Gly

Phe

Val

Trp

260

Thr

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

Gln

Asn

165

Thr

Thr

Gly

Ile

vVal

245

Lys

Glu

Leu

Thr

Thr

Ser

Ser

Gln

150

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

230

Cys

Val

Gln

Ser

His

Lys

Leu

Glu

135

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

215

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

295

Gln

Leu

Ala

120

Ser

Ala

Ser

Thr

Cys

200

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Ala

Gly
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Glu

105

Val

val

Gly

Gly

Leu

185

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

265

Lys

Asp

Leu

Ile

Ser

Asp

Gln

Val

170

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

250

Leu

Asp

Tyr

Ser
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Lys

Leu

Ser

Pro

155

Pro

Ile

Asn

Lys

Glu

235

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

Gly

Gly

Tyr

140

Pro

Ala

Asp

Ala

Arg

220

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

300

Pro

Asp

Gln

125

Gly

Lys

Arg

Pro

Glu

205

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

285

His

Val

Ile

110

Arg

Gln

Leu

Phe

Val

190

Asp

Val

Lys

Arg

Asn

270

Ser

Lys

Thr

Val

Ala

Ser

Leu

Ser

175

Gln

Ser

Ala

Ser

Glu

255

Ser

Leu

Val

Lys

Leu

Thr

Tyr

Ile

160

Gly

Ala

Arg

Ala

Gly

240

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser



305

Phe Asn Arg Gly

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Val

Ala

Ser

Ile

Thr

Ser

Lys

50

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

130

Tyr

21
330
PRT

Trinh tu

Trinh tu

21

Gln

Ile

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

Thr

115

Ile

Met

Met

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gln

Ser

His

Glu
325

310

Cys

nhén tao
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315

chudi nhe d& lién két ngang qua

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ser

Cys

Trp

Gln

Thr

Gln

Leu

Gly

70

Tyr

Thr

Pro

Arg

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ala

135

Gln

Pro

His

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser

120

Ser

Gln

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Leu

Glu

Lys

Ser

10

Ser

Asn

vVal

Thr

Gln

90

Ile

Ala

Ser

Ala
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Leu Ser

Gln Asn

Ile Pro

Pro Ser

60

Ile Ser
75

Ala His

Lys Gly

Val Ser

Val Asp
140

Gly Gln

V-Ig kép cb

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gly

Leu

125

Ser

Pro

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Gly

110

Gly

Tyr

Pro

vVal

15

vVal

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Asp

Gln

Gly

Lys

320

mad LC3

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ile

Arg

Gln

Leu
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145 150 155 160

Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe
165 170 175

Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asp Pro Val
180 185 190

Gln Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Ala Glu Asp
195 200 205

Ser Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly Gly Arg
210 215 220

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
225 230 235 240

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
245 250 255

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
260 265 270

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
275 280 285

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
290 295 300

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
305 310 315 _ 320

val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
325 330

<210> 22
<211> 328
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu chudi nhe d& lién két ngang qua V-Ig kép cb6 mad LC4

-128-



<400> 22

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Thr

Ile

Met

145

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ser

Lys

Gly

Asp

Phe

Gln

Ser

130

His

Leu

Gly

Asp

Ile

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

Ser

115

Cys

Trp

Ala

Ser

Ala
195

Met

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Pro

Arg

Tyr

Ser

Arg

180

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ala

Ala

Gln

Asn

165

Thr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Gly

70

Tyr

Thr

Ser

Ser

Gln

150

Leu

Asp

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Leu

Glu

135

Lys

Glu

Phe

Tyr

Pro

His

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ala

120

Ser

Ala

Ser

Thr

Cys
200
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Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

val

Val

Gly

Gly

Leu

185

Gln

Ser

10

Ser

Asn

val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Asp

Gln

Val

170

Thr

Gln
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Leu

Gln

Ile

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Leu

Ser

Pro

155

Pro

Ile

Asn

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

His

Gly

Gly

Tyr

140

Pro

Ala

Asp

Ala

val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Asp

Gln

125

Gly

Lys

Arg

Pro

Glu
205

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ile

110

Arg

Gln

Leu

Phe

Val
190

Asp

vVal

15

Val

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Val

Ala

Ser

Leu

Ser

175

Gln

Ser

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Leu

Thr

Tyr

Ile

160

Gly

Ala

Arg



Thr

Ala

225

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

305

Lys

Phe

210

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

290

Tyr

Ser

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

<400>

Gly

Pro

Thr

Lys

Glu

275

Ser

Ala

Phe

23
107
PRT
Homo

23

Arg Thr Val

1

Gln Leu Lys

Tyr Pro Arg

35

Ser Gly Asn

50

Gly

Ser

Ala

Val

260

Ser

Thr

Cys

Asn

Gly

vVal

Ser

245

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
325

sapiens

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Ala

Gly

Ala

Gln

Thr

Phe

230

Val

Trp

Thr

Thr

Val

310

Gly

Pro

Thr

Lys

Glu

Lys

215

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

295

Thr

Glu

Ser

Ala

Val

Ser
55

Leu

Phe

Cys

Val

Gln

280

Ser

His

Cys

Val

Ser

Gln

40

Val
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Glu

Pro

Leu

Asp

265

Asp

Lys

Gln

Phe

Val

25

Trp

Thr

Ile

Pro

Leu

250

Asn

Ser

Ala

Gly

Ile

10

val

Lys

Glu
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Lys

Ser

235

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
315

Phe

Cys

Val

Gln

Gly

220

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

300

Ser

Pro

Leu

Asp

Asp

Gly

Glu

Phe

Gln

Ser

285

Glu

Ser

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

270

Thr

Lys

Pro

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Thr

Leu

Pro

255

Gly

Tyr

His

Val

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Val

Lys

240

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
320

Glu

Phe

Gln

Ser



Thr Tyr
65

Lys His

Pro Val

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

<400>
Ala Ser

1

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

50

Leu Ser

65

Tyr Ile

Lys Val

Pro Ala

Lys Pro

Ser

Lys

Thr

24
329
PRT
Homo

24

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro
115

Lys

Leu

Val

Lys
100

Ser

Tyr
85

Ser

sapiens

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Ser Thr Leu

70
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Thr

Ala Cys Glu Val

Phe Asn Arg

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

Ala

val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Gly
105

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Leu

Thr

90

Glu

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg
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Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

75

80

His Gln Gly Leu Ser Ser

Cys

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

vVal

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys



Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

val

305

Gln

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<210> 25
<211>
<212> PRT

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

135

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro
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Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala
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Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> CAu lién két peptit véi bdn gbc glyxin

<400> 25

Gly Gly Gly Gly
1

<210> 26

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CAu lién két peptit voi 5 gbc axit amin glyxin

<400> 26

Gly Gly Gly Gly Gly

1 5
<210> 27

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> CAu lién két peptit véi 6 gbc axit amin glyxin.

<400> 27

Gly Gly Gly Gly Gly Gly

1 5
<210> 28

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> CAu lién két peptit véi 7 gbc axit amin glyxin.

<400> 28

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 29
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

PRT
Trinh tu
Ciau lién

29

Gly Gly Gly Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

30

5

PRT
Trinh tu

cdu lién

30

Gly Gly Gly Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

31
10
PRT
Trinh tu

cdu lién

31

Gly Gly Gly Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

32
582
PRT
Trinh tuy

Trinh tu

32

Glu Val Gln Leu

1

nhan tao

két peptit véi 8 gbc axit amin glyxin.

Gly Gly Gly Gly

5

nhan tao

28826

két peptit nhan tao

Ser

nhén tao

két peptit nhan tao

Ser Gly Gly Gly Gly Ser

5

nhén tao

chudi n¥ng d& lién k&t ngang qua V-Ig kép cb6 md HCIO

Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Fro Gly Ser

5

10

10
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Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Ser

Pro

145

Lys

Glu

Asp

Thr

Tyr

vVal

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Tyr

Ser

130

Gly

Asp

Trp

Ser

Ala
210

Tyr

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Ala

Tyr

115

Gly

Gly

Thr

Val

Val
195

Tyr

Cys

Val

20

Trp

Ile

val

Ser

Pro

100

Tyr

Glu

Ser

Tyr

Ala

180

Lys

Leu

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Met

Val

Leu

Ile

165

Arg

Gly

Gln

Arg

Cys

Arg

Ile

Tle

70

Leu

Arg

Asp

Gln

Arg

150

His

Ile

Arg

Met

Trp

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Phe

Val

Leu

135

Leu

Trp

Tyr

Phe

Asn
215

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Trp

120

Val

Ser

vVal

Pro

Thr
200

Ser

Gly
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Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Glu

105

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

185

Ile

Leu

Asp

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Trp

Lys

Ser

Ala

Gln

170

Asn

Ser

Arg

Gly
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Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Ala

Ala

Phe

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Thr

Thr

Gly

140

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

220

Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gln

Thr

125

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr
205

Asp

Ala

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Val

Leu

Phe

Lys

Arg

190

Ser

Thr

Met

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

His

Thr

Val

Asn

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

Asp

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Val

Gln

Ile

160

Leu

Ala

Asn

Val

Tyr
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225 230 235 240

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Ala Ser Thr
245 250 255

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
260 265 270

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
275 280 285

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
290 295 300

Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
305 310 315 320

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
325 330 335

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys val Glu
340 345 350

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
355 360 365

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
370 375 380

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val val Val
385 390 395 400

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
405 410 415

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
420 425 430

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
435 440 445

-136-



28826

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
450 455 460

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
465 470 475 480

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
485 490 495

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
500 505 - 510

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
515 _ 520 525

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
530 535 540

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
545 550 555 560

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
565 570 575

Leu Ser Leu Ser Pro Gly
580

<210> 33
<211> 582
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu chudi n3ng dé& lién két ngang qua V-Ig kép cb md HC1l1l

<400> 33
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

-137-



Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ser

Gly

Gly

Ala

145

Ala

Gly

Ala

Ser

Leu
225

Trp

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

Ala

130

Ser

Pro

Thr

Asp

Glu
210

Glu

Gly

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

115

Glu

Gly

Gly

Ala

Lys

195

Asp

Trp

Lys

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Val

Gly

Gln

Asn

180

Ser

Thr

Ser

Gly

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Lys

Thr

Gly

165

Tyr

Thr

Ala

Thr

Thr

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Val

Lys

Phe

150

Leu

Ala

Ser

Val

Gln
230

Thr

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Pro

135

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr
215

Asp

Val

28826

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala
200

Tyr

His

Thr

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

185

Tyr

Cys

Tyr

Val

-138-

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Glu

Ser

Ala

Gly

170

Gln

Met

Ala

Tyr

Ser

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Val

Val

Ile

155

Gly

Gly

Glu

Arg

Tyr
235

Ser

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln

Lys

140

Ser

Ile

Arg

Leu

Ala
220

Tyr

Gly

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Leu

125

Val

Trp

Ile

Val

Ser
205

Pro

Tyr

Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Val

Ser

Val

Pro

Thr

130

Ser

Leu

Met

Ala

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Gln

Cys

Arg

Ile

175

Ile

Leu

Arg

Asp

Ser

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Ser

Lys

Gln

160

Phe

Thr

Arg

Phe

Val
240

Thr



Lys

Gly

Pro

Thr

305

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

385

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

Gly

vVal

290

Phe

val

Val

Lys

Leu

370

Thr

Val

Val

Ser

Leu
450

Pro

Thr

275

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

355

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr
435

Asn

Ser

260

Ala

vVal

Ala

Val

His

340

Cys

Gly

Met

His

Val
420

Tyr

Gly

245

Val

Ala

Ser

Val

Pro

325

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

405

His

Arg

Lys

Phe

Leu

Trp

Leu

310

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

390

Asp

Asn

Val

Glu

Pro

Gly

Asn

295

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

375

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr
455

28826

Leu

Cys

280

Ser

Ser

Ser

Asn

His

360

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

440

Lys

Ala

265

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

345

Thr

Phe

Pro

Val

Thr
425

Val

Cys

250

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

330

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

410

Lys

Leu

Lys

-139-

Ser

Lys

Leu

Leu

315

Thr

Val

Pro

Phe

Val

395

Phe

Pro

Thr

Val

Ser

Asp

Thr

300

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

380

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
460

Lys

Tyr

285

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

365

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

445

Asn

Ser

270

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

350

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
430

His

Lys

255

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

335

Val

Ala

Pro

Val

Val

415

Gln

Gln

Ala

Ser

Glu

His

Ser

320

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

400

Asp

Tyr

Asp

Leu



Pro Ala
465

Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr
530

Lys Leu
545

Cys Ser

Leu Ser

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

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Pro Ile

Gln Val

Val Ser
500

Val Glu
515

Pro Pro

Thr Val

Val Met

Leu Ser
580

34

571

PRT
Trinh tu
Trinh tu

34

Gln Leu

Arg Leu
20

His Trp
35

28826

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
470 475 480

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
485 490 495

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
505 510

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
520 525

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
535 540

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
550 555 560

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

565 570 575
Pro Gly
nhdn tao

chudi n&ng d& lién két ngang qua V-Ig kép cé ma

Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
5 10 15

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
25 30

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

-140-

HC12



Ser

Gly

65

Gln

Arg

Thr

Gly

Gly

145

Pro

Ser

Asp

Ala

Gly

225

Gly

Ser

Val

50

Arg

Met

Leu

Val

Leu

130

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

210

Thr

Gly

Lys

Ile

Phe

Asn

Gly

Thr

115

Val

Ser

Gly

Asp

Ser

195

Thr

Phe

Ala

Ser

Asp

Thr

Ser

Asn

100

Val

Lys

Ile

Lys

Tyr

180

Lys

Ala

Asp

Ser

Thr

Thr

Ile

Leu

85

Phe

Ser

Pro

Ser

Gly

165

Asn

Asn

Val

Tyr

Thr

245

Ser

Arg

Ser

70

Arg

Tyr

Ser

Ser

Ser

150

Leu

Pro

Gln

Tyr

Trp

230

Lys

Gly

Gly

55

Arg

Ala

Tyr

Gly

Gln

135

Gly

Glu

Ser

Phe

Tyr

215

Gly

Gly

Gly

28826

Ala

Asp

Glu

Gly

Gln

120

Thr

Asp

Trp

Leu

Ser

200

Cys

Gln

Pro

Thr

Thr
Asn
Asp
Met
105
Val
Leu
Tyr
Ile
Lys
185
Leu
Ala
Gly

Ser

Ala

Tyr

Ala

Thr

90

Asp

Gln

Ser

Tyr

Gly

170

Ser

Lys

Arg

Thr

Val
250

Ala

-141-

Tyr

Lys

75

Ala

Val

Leu

Leu

Trp

155

Tyr

Arg

Val

Val

Leu
235

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

Trp

Gln

Thr

140

Ser

Ile

Val

Asn

Ser

220

vVal

Pro

Gly

Asp

Ser

Tyr

Gly

Glu

125

Cys

Trp

Tyr

Thr

Ser

205

Ile

Thr

Leu

Cys

Ser

Leu

Tyr

Gln

110

Ser

Thr

Ile

Tyr

Met

190

Val

Phe

Val

Ala

Leu

Val

Tyr

Cys

95

Gly

Gly

Val

Arg

Ser

175

Ser

Thr

Gly

Ser

Pro

255

vVal

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Pro

Ser

Gln

160

Gly

Val

Ala

Val

Ser
240

Ser

Lys



Asp

Thr

Tyr

305

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

385

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
465

Tyr

Ser

290

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

370

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
450

Gly

Phe

275

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

355

Lys

Val

Tyr

Glu

His
435

Lys

Gln

260

Pro

Val

Ser

Ile

Val

340

Ala

Pro

Val

Val

Gln

420

Gln

Ala

Pro

Glu

His

Ser

Cys

325

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

405

Tyr

Asp

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

310

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

390

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
470

vVal

Phe

295

Val

Val

Lys

Leu

Thr

375

Val

Val

Ser

Leu

Ala
455

Pro

28826

Thr

280

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

360

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

440

Pro

Gln

265

Val

Ala

Val

His

Cys

345

Gly

Met

His

Val

Tyr

425

Gly

Ile

Val

Ser
Val
Pro
Lys
330
Asp
Gly
Ile
Glu
His
410
Arg
Lys

Glu

Tyr

-142-

Trp

Leu

Ser

315

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

395

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
475

Asn

Gln

300

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

380

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
460

Leu

Ser

285

Ser

Ser

Asn

His

Val

365

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
445

Ile

Pro

270

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

350

Phe

Pro

Val

Thr

Val

430

Cys

Ser

Pro

Ala

Gly

Gly

Lys

335

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

415

Leu

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

Thr

320

Val

Pro

Phe

Val

Phe

400

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
480



Asp Glu

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe
530

Gly Asn
545

Tyr Thr

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Thr Leu

Asp Tyr

Trp Ile
50

Leu Lys
65

Leu Thr

Pro Ser
500

Asn Tyr
515

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

35
571
PRT
Trinh tu
Trinh tu

35

Gln Leu

Ser Leu
20

Tyr Trp
35

Gly Tyr

Ser Arg

28826

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
485 490 495

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
505 510

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
520 525

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
535 540

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
550 555 560

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
565 570

nhén tao

chudi n&ng && lién k&t ngang qua V-Ig kép cé6 mi

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

Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly
25 30

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

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Pro Ser
55 60

Val Thr Met Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
70 75 80

-143-

HC13



Ser

Cys

Gln

Ser

Ala

145

Gln

Gly

Arg

Ala

Tyr

225

Gly

Ser

Asp

Thr

Leu

Ala

Gly

Gly

130

Ala

Ala

Ala

Asp

Glu

210

Gly

Gly

Lys

Tyr

Ser

Lys

Arg

Thr

115

Gly

Ser

Pro

Thr

Asn

195

Asp

Met

Ala

Ser

Phe

275

Gly

val

Val

100

Leu

Gly

Gly

Gly

Tyr

180

Ala

Thr

Asp

Ser

Thr
260

Pro

Val

Asn

85

Ser

Val

Leu

Phe

Lys

165

Tyr

Lys

Ala

Val

Thr

245

Ser

Glu

His

Ser

Ile

Thr

Val

Thr

150

Gly

Ala

Asn

Val

Trp

230

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

Phe

Val

Lys

135

Phe

Leu

Asp

Ser

Tyr

215

Gly

Gly

Gly

Val

Phe

28826

Thr

Gly

Ser

120

Pro

Ser

Glu

Ser

Leu

200

Tyr

Gln

Pro

Thr

Thr

280

Pro

Ala

Val

105

Ser

Gly

Ser

Trp

Val

185

Tyr

Cys

Gly

Ser

Ala
265

Val

Ala

Ala

90

Gly

Gly

Gly

Phe

Ile

170

Lys

Leu

Ala

Thr

Val
250

Ala

Ser

Val

-144-

Asp

Thr

Glu

Ser

Ala

155

Ser

Gly

Gln

Arg

Thr

235

Phe

Leu

Trp

Leu

Thr

Phe

Val

Leu

140

Met

Val

Arg

Met

Leu

220

Val

Pro

Gly

Asn

Gln

Ala

Asp

Gln

125

Arg

His

Ile

Phe

Asn

205

Gly

Thr

Leu

Cys

Ser

285

Ser

Val

Tyr

110

Leu

Leu

Trp

Asp

Thr

190

Ser

Asn

Val

Ala

Leu

270

Gly

Ser

Tyr

95

Trp

Val

Ser

Val

Thr

175

Ile

Leu

Phe

Ser

Pro

255

Val

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

160

Arg

Ser

Arg

Tyr

Ser

240

Ser

Lys

Leu

Leu



Tyr

305

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

385

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

465

Asp

Phe

290

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

370

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

450

Gly

Glu

Tyr

Leu

Tyr

Lys

Pro

355

Lys

Val

Tyr

Glu

His

435

Lys

Gln

Leu

Pro

Ser

Ile

Val

340

Ala

Pro

Val

Val

Gln

420

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser
500

Ser

Cys

325

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

405

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

485

Asp

vVal

310

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

390

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

470

Asn

Ile

295

Val

Val

Lys

Leu

Thr

375

Val

Val

Ser

Leu

Ala

455

Pro

Gln

Ala

28826

Thr

Asn

Ser

Leu

360

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

440

Pro

Gln

Val

Val

Val

His

Cys

345

Gly

Met

His

Val

Tyr

425

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
505

Pro

Lys

330

Asp

Gly

Ile

Glu

His

410

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
490

Trp

-145-

Ser

315

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

395

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

475

Thr

Glu

300

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

380

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

460

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

His

Val

365

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

445

Ile

Pro

Leu

Asn

Leu

Thr

Thr

350

Phe

Pro

Val

Thr

Val

430

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
510

Gly

Lys

335

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

415

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
495

Gln

Thr

320

Val

Pro

Phe

Val

Phe

400

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

480

Gly

Pro



Glu Asn Asn Tyr
515

Phe Phe Leu Tyr
530

Gly Asn Val Phe
545

Tyr Thr Gln Lys
<210> 36

<211> 572
<212> PRT
<213> Trinh tuy
<220>

<223> Trinh tuy
<400> 36

Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Ala Met His Trp
35

Ser Ala Ile Thr
50

Glu Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Lys Val Ser
100

Lys

Ser

Ser

Ser
565

Thr

Lys

Cys

550

Leu

Thr

Leu

535

Ser

Ser

nhédn tao

chudi ning d& lién k

Val

Ser

Val

Trp

Thr

Ser
85

Tyr

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile
70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

28826

Pro

520

Thr

Val

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Pro

Val

Met

Ser

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ala
105

Val

Asp

His

Pro
570

Leu

Lys

Glu

555

Gly

Asp Ser Asp Gly Ser

525

Ser Arg Trp Gln Gln

540

Ala Leu His Asn His

560

ét ngang qua V-Ig kép cé ma

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp
90

Ser

-146-

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala
75

Thr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly Arg
15

Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Trp Gly

HC1l4



Gln

Ser

Lys

145

Gln

Asp

Ser

Lys

Gln

225

Ser

Ser

Lys

Leu

Leu
305

Thr

Gly

Gly

130

Gly

Met

Ser

Val

Ala

210

Gly

Ser

Asp

Thr

290

Tyr

Gln

Thr

115

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

195

Ser

Tyr

Lys

Tyr

275

Ser

Ser

Thr

Leu

Glu

Gly

Gly

Ile

180

Lys

Asp

Phe

Ala

Ser

260

Phe

Gly

Leu

Tyr

Val

Val

Tyr

Lys

165

Arg

Ser

Thr

Asp

Ser

245

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

Thr

Lys

Ser

150

Gly

Tyr

Ile

Ala

Phe

230

Thr

Ser

Glu

His

Ser
310

Cys

Val

Lys

135

Phe

Leu

Ser

Thr

Met

215

Trp

Lys

Gly

Pro

Thr

295

Val

Asn

28826

Ser

120

Pro

Thr

Asp

Pro

Thr

200

Tyr

Gly

Gly

Gly

Val

280

Phe

Val

Val

Ser

Gly

Thr

Trp

Ser

185

Ala

Tyr

Gln

Pro

Thr

265

Thr

Pro

Thr

Asn

Gly

Glu

Tyr

Ile

170

Phe

Tyr

Cys

Gly

Ser

250

Ala

Val

Ala

Val

His

-147-

Glu

Ser

Trp

155

Gly

Gln

Leu

Ala

Thr

235

Val

Ala

Ser

Val

Pro
315

Lys

Val

Leu

140

Leu

Ile

Gly

Gln

Arg

220

Leu

Phe

Leu

Trp

Leu

300

Ser

Pro

Gln

125

Lys

Gly

Met

Gln

Trp

205

Arg

Val

Pro

Gly

Leu

Ile

Trp

Ser

Val

190

Asn

Arg

Thr

Leu

Cys

270

Asn

285

Gln

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

Val

Ser

Val

Pro

175

Thr

Ser

Pro

Val

Ala

255

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Gln

Cys

Arg

160

Val

Met

Leu

Gly

Ser

240

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

320

Lys



Val

Pro

Phe

Val

385

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

465

Arg

Gly

Pro

Ser

Asp

Pro

Pro

370

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

450

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
530

Lys

Cys

355

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

435

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

515

Phe

Lys

340

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

420

His

Lys

Gln

Leu

Pro

500

Asn

Leu

325

Val

Ala

Pro

Val

Val

405

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

485

Ser

Tyr

Tyr

Glu
Pro
Lys
Val
390
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
470
Lys
Asp
Lys

Ser

Pro

Glu

Asp

375

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

455

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
535

28826

Lys

Leu

360

Thr

vVal

Val

Ser

Leu

440

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
520

Leu

Ser

345

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

425

Asn

Pro

Gln

Val

Val

505

Pro

Thr

330

Cys

Gly

Met

His

Val

410

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

490

Glu

Pro

Val

-148-

Asp

Gly

Ile

Glu

395

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

475

Leu

Trp

Val

Asp

Lys

Pro

Ser

380

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

460

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
540

Thr

Ser

365

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

445

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

525

Ser

His

350

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

430

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

510

Ser

Arg

335

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

415

Val

Cys

Ser

Pro

Val

495

Gly

Asp

Trp

Cys

Leu

Glu

Lys

400

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

480

Lys

Gln

Gly

Gln



28826

Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
545 550 555 560

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

565 570
<210> 37
<211> 572
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Trinh tu chudi n3ng d& lién k&t ngang qua V-Ig kép cé ma HC15

<400> 37
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Trp Leu Gly Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp Ile
35 ‘ 40 45

Gly Ile Met Ser Pro Val Asp Ser Asp Ile Arg Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Met Ser Val Asp Lys Ser Ile Thr Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Asn Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Arg Arg Pro Gly Gln Gly Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
115 120 125

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
130 v 135 140

-149-



Ser

145

Pro

His

Asp

Glu

Ala

225

Ser

Ser

Lys

Leu

Leu

305

Thr

Val

Pro

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

210

Ser

Gly

Ser

Asp

Thr

290

Tyr

Gln

Asp

Pro

Phe

Lys

Asp

Ala

195

Thr

Ser

Gly

Lys

Tyr

275

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Thr

Gly

Tyr

180

Lys

Ala

Leu

Ala

Ser

260

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

340

Pro

Phe

Leu

165

Ala

Asn

Val

Asp

Ser

245

Thr

Pro

Val

Ser

Ile
325

Val

Ala

Asp

150

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

230

Thr

Ser

Glu

His

Ser

310

Cys

Glu

Pro

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

215

Trp

Lys

Gly

Pro

Thr

295

Val

Asn

Pro

Glu

28826

Tyr

Val

Val

Tyr

200

Cys

Gly

Gly

Gly

Val

280

Phe

Val

Val

Lys

Leu

Ala

Ser

Glu

185

Leu

Ala

Gln

Pro

Thr

265

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
345

Leu

Met

Ala

170

Gly

Gln

Lys

Gly

Ser

250

Ala

Val

Ala

Val

His

330

Cys

Gly

-150-

His

155

Ile

Arg

Met

Val

Thr

235

Val

Ala

Ser

Val

Pro

315

Lys

Asp

Gly

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

220

Leu

Phe

Leu

Trp

Leu

300

Ser

Pro

Lys

Pro

Val

Trp

Thr

Ser

205

Tyr

Val

Pro

Gly

Asn

285

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

Asn

Ile

190

Leu

Leu

Thr

Leu

Cys

270

Ser

Ser

Ser

Asn

His
350

Val

Gln

Ser

175

Ser

Arg

Ser

Val

Ala

255

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr
335

Thr

Phe

Ala
160
Gly
Arg
Ala
Thr
Ser
240
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
320
Lys

Cys

Leu



Phe

Val

385

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

465

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
545

His

Pro

370

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

450

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
530

Tyr

355

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

435

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

515

Phe

Asn

Thr

Lys

Val

Tyr

Glu

420

His

Lys

Gln

Leu

Pro

500

Asn

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

405

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

485

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
565

Lys

Val

390

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

470

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
550

Ser

Asp

375

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

455

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

535

Cys

Leu

28826

360

Thr

Val

Val

Ser

Leu

440

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

520

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

425

Asn

Pro

Gln

Val

Val

505

Pro

Thr

Val

Leu

Met

His

Val

410

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

490

Glu

Pro

Val

Met

Ser
570

-151-

Ile

Glu

395

His

Lys

Glu

Tyr

475

Leu

Trp

Val

Asp

His

555

Pro

Ser

380

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

460

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

540

Glu

Gly

365

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

445

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

525

Ser

Ala

Thr

Glu

Lys

Ser

430

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

510

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

415

Val

Cys

Ser

Pro

Val

495

Gly

Asp

Trp

His

Glu

Lys

400

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

480

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
560



28826

<210> 38
<211> 571
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> :
<223> Trinh ty chudi n3ng && lién két ngang qua V-Ig kép cé md HC16

<400> 38

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30

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

Ser Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Lys Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gln Val Gln Leu Val Glu
115 120 125 '

Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
130 135 140

Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Val Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg
145 150 155 160

Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Ile Ile Trp Tyr Asp
165 170 175

-152-



Gly

Ser

Arg

Gly

225

Gly

Ser

Asp

Thr

Tyr

305

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asp

Arg

Ala

210

Pro

Gly

Lys

Tyr

Ser

290

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

370

Cys

Asn

Asp

195

Glu

Phe

Ala

Ser

Phe

275

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro
355

Lys

Val

Gln

180

Asn

Asp

Asp

Ser

Thr

260

Pro

Val

Ser

Ile

Val

340

Ala

Pro

Val

Tyr

Ser

Thr

Tyr

Thr

245

Ser

Glu

His

Ser

Cys

325

Glu

Pro

Lys

Val

Tyr

Lys

Ala

Trp

230

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

310

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

Ala

Asn

Val

215

Gly

Gly

Gly

Val

Phe

295

Val

Val

Lys

Leu

Thr
375

Val

28826

Asp

Thr

200

Tyr

Gln

Pro

Thr

Thr

280

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu
360

Leu

Ser

Ser

185

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ala

265

Val

Ala

Val

His

Cys

345

Gly

Met

His

Val

Tyr

Cys

Thr

Val

250

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

330

Asp

Gly

Ile

Glu

-153-

Lys

Leu

Ala

Leu

235

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

315

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

Gly

Gln

Arg

220

Val

Pro

Gly

Asn

Gln

300

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg
380

Pro

Arg

Met

205

Asp

Thr

Leu

Cys

Ser

285

Ser

Ser

Asn

His

Val
365

Thr

Glu

Phe

190

Asn

Leu

Val

Ala

Leu

270

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

350

Phe

Pro

Val

Thr

Gly

Arg

Ser

Pro

255

Val

Ala

Gly

Lys

335

Cys

Leu

Glu

Lys

Ile

Leu

Thr

Ser

240

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

320

Val

Pro

Phe

Val

Phe



28826

385 390 : 395 400

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
405 410 415

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
420 425 430

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
435 440 445

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
450 455 460

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
465 470 475 480

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
485 490 495

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
500 505 510

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
515 520 525

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
530 535 540

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
545 550 555 560

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
565 570

<210> 39
<211> 571
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu chudi ning ¢& lién k&t ngang qua V-Ig kép cbé6 md HC17

-154-



<400>

39

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Aia

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

145

Gly

Ile

Asn

Leu

Met

Ile

50

Gly

Gln

Arg

Val

Leu

130

Phe

Lys

Asp

Ala

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr

115

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys
195

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Leu

100

vVal

Gln

Phe

Leu

Ala
180

Asn

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Gly

85

Arg

Ser

Pro

Asp

Glu

165

Asp

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Gly

Asp

150

Trp

Ser

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Arg

135

Tyr

Val

Val

Tyr

28826

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Pro

Glu

120

Ser

Ala

Ser

Glu

Leu
200

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Phe

105

Val

Leu

Met

Ala

Gly
185

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

90

Asp

Gln

Arg

His

Ile

170

Arg

Met

-155-

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Leu

Leu

Trp

155

Thr

Phe

Asn

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Val

Ser

140

Val

Trp

Thr

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Glu

125

Cys

Arg

Asn

Ile

Leu
205

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

Ser

Ala

Gln

Ser

Ser
190

Arg

Gly

15

Val

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

175

Arg

Ala

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Ser

Pro

160

His

Asp

Glu



Asp

Ser

225

Gly

Ser

Asp

Thr

Tyr

305

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr
385

Asn

Arg

Thr

210

Ser

Gly

Lys

Tyr

Ser

290

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro
370

Cys

Trp

Glu

Ala

Leu

Ala

Ser

Phe

275

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

355

Lys

Val

Tyr

Glu

Val

Asp

Ser

Thr

260

Pro

Val

Ser

Ile

Val

340

Ala

Pro

Val

Val

Gln

Tyr

Tyr

Thr

245

Ser

Glu

His

Ser

Cys

325

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

405

Tyr

Tyr

Trp

230

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

310

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

390

Gly

Asn

Cys

215

Gly

Gly

Gly

Val

Phe

295

Val

Val

Lys

Leu

Thr

375

Val

Val

Ser

28826

Ala

Gln

Pro

Thr

Thr

280

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

360

Leu

Ser

Glu

Thr

Lys

Gly

Ser

Ala

265

Val

Ala

Val

His

Cys

345

Gly

Met

His

Val

Tyr

Val

Thr

Val

250

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

330

Asp

Gly

Ile

Glu

His

410

Arg

-156-

Ser

Leu

235

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

315

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

395

Asn

Val

Tyr

220

Val

Pro

Gly

Asn

Gln

300

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

380

Pro

Ala

Val

Leu

Thr

Leu

Cys

Ser

285

Ser

Ser

Asn

His

Val

365

Thr

Glu

Lys

Ser

Ser

Val

Ala

Leu

Thr

Ser

Pro

255

Val

270

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

350

Phe

Pro

Val

Thr

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

335

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

415

Leu

Ala

Ser

240

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

320

Val

Pro

Phe

Val

Phe

400

Pro

Thr



28826

420 425 430

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
435 440 445

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
450 455 460

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
465 470 475 480

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
485 ‘ 490 | ; 495

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
500 505 510

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
515 520 . 525

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
530 535 540

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
545 550 555 560

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
565 570

<210> 40
<211> 334
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty chudi nhe && lién két ngang qua V-Ig kép cé ma LC10

<400> 40

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala

-157-



Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Gly

Tyr

145

Ile

Gly

Ala

Gln

Gly
225

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Gly

Gln

130

Ala

Tyr

Ser

Glu

His
210

Gly

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Ser

115

Thr

Thr

Ser

Asp

195

Leu

Gly

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Ser

Val

Trp

Glu

Ser

180

Glu

Val

Arg

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Glu

Arg

Tyr

Asn

165

Gly

Ala

Phe

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Ile

Gln

150

Lys

Asn

Asp

Gly

Val
230

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Thr

135

Gln

Arg

Thr

Tyr

Gly

215

Ala

28826

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gln

120

Cys

Lys

Pro

Ala

Tyr

200

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Asp

Gln

Pro

Ser

Ser

185

Cys

Thr

Pro

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Gly

Gly

Gly

170

Leu

Lys

Lys

Ser

-158-

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ala

Asp

Gln

155

Ile

Thr

Ser

Leu

Val
235

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Gly

Val

Ser

140

Ala

Pro

Ile

Arg

Thr

220

Phe

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Gly

Ser

125

Leu

Pro

Asp

Thr

Asp
205

Val

Ile

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

110

Val

Arg

Ile

Arg

Gly

190

Gly

Leu

Phe

Gly

Ala

Ser

Leu

Phe

175

Ala

Ser

Gly

Pro

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Gly

Leu

Tyr

Val

160

Ser

Gln

Gly

Gly

Pro
240
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Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
245 250 255

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
260 265 270

Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
275 280 285

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
290 295 - 300

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly
305 310 315 320

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

325 330
<210> 41
<211> 334
<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Trinh ty chudi nhe && lién k&t ngang qua V-Ig kép cé ma LCl1l

<400> 41

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

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

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

Gly Glu Asn Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Ala Gln Ala Glu
65 70 75 80

-159-



Asp

Leu

Gly

Ser

Asn

145

Leu

Phe

Leu

Thr

Gly

225

Ser

Asn

Ala

Lys

Glu

Val

Gly

Val

130

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

210

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

Phe

Gly

115

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

195

Pro

Gly

Glu

Phe

Gln
275

Ser

Asp

Gly

100

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

180

Glu

Thr

Arg

Gln

Tyr

260

Ser

Thr

Tyr

85

Gly

Ile

Arg

Ala

Ser

165

Arg

Asp

Phe

Thr

Leu

245

Pro

Gly

Tyr

Tyr

Gly

Gln

Val

Trp

150

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

230

Lys

Arg

Asn

Ser

Cys

Thr

Met

Thr

135

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

215

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

28826

Lys

Lys

Thr

120

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

200

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln
280

Ser

Ser

Leu

105

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

185

Tyr

Thr

Pro

Thr

Lys

265

Glu

Ser

Arg

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

170

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

250

Val

Ser

Thr

-160-

Asp

Val

Pro

Arg

Pro

155

Ser

Thr

Cys

Val

Val

235

Ser

Gln

Val

Leu

Gly

Leu

Ser

Ala

140

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

220

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

Ser

Gly

Ser

125

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

205

Ile

Ile

Val

Lys

Glu

285

Leu

Gly

Gly

110

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

190

His

Lys

Phe

Cys

Val
270

Gln

Ser

Gln

95

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

175

Ser

Tyr

Gly

Pro

Leu

255

Asp

Asp

Lys

His

Gly

Ala

Val

Lys

160

Arg

Ser

Thr

Pro
240

Leu

Asn

Ser

Ala



290

Asp Tyr Glu Lys

305

Leu Ser Ser Pro

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

<220>
<223>

<400>

42
333
PRT

Trinh tu

Trinh tu

42

Glu Ile Val Met

1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Asp

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

Gly Gly

Pro Gly

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Glu

115

Glu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ile

Arg

295

28826

300

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly

310

315

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

325

nhédn tao

330

chudi nhe && lién két ngang

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Val

Ala

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ala

Gln

120

Ser

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Glu

105

Ser

Cys

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Arg

-161-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gly

Ala

qua

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Gly

Gly

Thr

Ser

V-Ig kép cb

Leu

Val

Arg

Arg

Ser

Ser

Gly

Leu

125

Gln

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Gly

110

Ser

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Val

Ile

320

md LC12

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Ser

Gly



130

Ser Ser
145

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

Pro His
210

Gly Gly
225

Asp Glu

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser
290

Tyr Glu
305

Ser Ser

<210>
<211>
<212>

Leu

Lys

Ser

Glu

195

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

275

Thr

Lys

Pro

43
333
PRT

His

Tyr

Gly

180

Asp

Phe

Thr

Leu

Pro

260

Gly

Tyr

His

Val

Trp

Ala

165

Ser

Phe

Gly

Val

Lys

245

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
325

Tyr

150

Ser

Gly

Ala

Gln

Ala

230

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
310

Lys

135

Gln

Gln

Thr

Val

Gly

215

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

295

Tyr

Ser

28826

Gln

Ser

Asp

Tyr

200

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

280

Ser

Ala

Phe

Lys

Leu

Phe

185

Tyr

Lys

Ser

Ala

Val

265

Ser

Thr

Cys

Asn

Pro

Ser

170

Thr

Cys

Val

Val

Ser

250

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
330

-162-

Gly

155

Gly

Leu

His

Glu

Phe

235

Val

Trp

Thr

Thr

vVal
315

Gly

140

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

220

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

300

Thr

Glu

Ala

Pro

Ile

Ser

205

Lys

Phe

Cys

Val

Gln

285

Ser

His

Cys

Pro

Asp

Ser

190

Ser

Gly

Pro

Leu

Asp

270

Asp

Lys

Gln

Arg

Arg

175

Arg

Arg

Gly

Pro

Leu

255

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

160

Phe

Leu

Leu

Gly

Ser

240

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
320



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu

Trinh tu

43

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg

Leu His

Lys Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe
Gly Gly
Pro Gly

130

Ser Tyr
145

Leu Ile

Ser Gly

Ala

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Glu

115

Glu

Leu

Tyr

Ser

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Ile

Arg

Ala

Asp

Gly
180

nhén tao

28826

chudi nhe d& lién két ngang

Thr Gln

Leu Ser

Gln Gln

Gln Ser

Thr Asp
70

Val Tyr
85

Gly Thr

Val Met

Ala Thr

Trp Tyr
150

Ala Ser
165

Ser Gly

Ser

Cys

Lys

Leu

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Leu

135

Gln

Asn

Thr

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Val
Gln
120

Ser

Gln

Arg

Asp

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Glu

105

Ser

Cys

Lys

Ala

Phe
185

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Arg

Pro

Thr
170

Thr

-163-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser
Lys
Ala
Ala
Gly
155

Gly

Leu

qua

Ser

Ser

Pro

Asp

Ser

Ser

Gly

Thr

Ser

140

Gln

Ile

Thr

V-Ig kép cé

Val

Ile

Arg

45

Arg

Arg

Arg

Gly

Leu

125

Gln

Ala

Pro

Ile

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly

110

Ser

Ser

Pro

Ala

Ser
190

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Leu

Val

Arg

Arg

175

Ser

ma LC13

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

His

Gly

Ser

Ser

Leu
160

Phe

Leu



28826

Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Tyr Gly Ser Thr
195 200 205

Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Ala Glu Ile Lys Gly Gly Gly
210 215 220

Gly Gly Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
225 230 235 240

Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
245 250 255

Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
260 265 270

Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
275 280 285

Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
290 295 300

Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
305 310 315 320

Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
325 330

<210> 44
<211> 333
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty chudi nhe && lién k&t ngang qua V-Ig kép cé md LC14

<400> 44
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

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

-164-



Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Val

Asn

145

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly
225

Asp

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

130

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

210

Gly

Glu

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Asp

115

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

195

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Ile

Arg

Ala

Ala

Gly

180

Asp

Phe

Thr

Leu

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Val

Trp

Ala

165

Ser

Val

Gly

Val

Lys

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Met

Thr

Tyr

150

Ser

Gly

Ala

Gln

Ala
230

Ser

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Ile

135

Gln

Thr

Thr

Thr

Gly

215

Ala

Gly

28826

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gln

120

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

200

Thr

Pro

Thr

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

185

Tyr

Lys

Ser

Ala

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Arg

Pro

Ser

170

Thr

Cys

Val

Val

Ser

-165-

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gly

155

Gly

Leu

Gln

Glu

Phe
235

Val

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Gly

Ser

Ser

140

Lys

Val

Thr

Arg

Ile
220

Ile

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ile

Gly

Leu

125

Gln

Ala

Pro

Ile

Tyr

205

Lys

Phe

Cys

Ser

Phe

Leu

Tyr

Gly

110

Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

190

Asn

Gly

Pro

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Ala

Ile

Lys

Arg

175

Ser

Arg

Gly

Pro

Leu

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Ser

Arg

Leu

160

Phe

Leu

Ala

Gly

Ser

240

Asn



Asn Phe Tyr Pro
260

Leu Gln Ser Gly
275

Asp Ser Thr Tyr
290

Tyr Glu Lys His
305

Ser Ser Pro Val

<210> 45
<211> 333
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>
<223> Trinh tu

<400> 45
Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr
20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Ala Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Val Ala

245

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

310

Thr Lys
325

nhén tao

Ala

Gln

Ser

295

Tyr

Ser

28826

Lys

Glu

280

Ser

Ala

Phe

Val

265

Ser

Thr

Cys

Asn

250

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
330

Trp

Thr

Thr

Val

315

Gly

chudi nhe d& lién két ngang

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Arg

-166-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Lys

Glu

Leu

300

Thr

Glu

qua

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Val

Asp
270

255

Asn

Gln Asp Ser

285

Ser

His

Cys

Lys

Gln

Ala

Gly

V-Ig kép cé

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Arg

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Lys

Asp

Leu
320

ma LC15

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



Thr

Gly

Val

Ser

145

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

225

Asp

'Asn

Leu

Asp

Phe

Gly

Gly

130

Trp

Ile

Gly

Pro

Tyr

210

Gly

Glu

Phe

Gln

Ser
290

Gly

Asp

115

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

195

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser
275

Thr

Gln

100

Ile

Arg

Ala

Ala

Gly

180

Asp

Phe

Thr

Leu

Pro
260

Gly

Tyr

85

Gly

Gln

Val

Trp

Ala

165

Ser

Phe

Gly

Val

Lys

245

Arg

Asn

Ser

Thr

Met

Thr

Tyr

150

Ser

Gly

Ala

Gln

Ala

230

Ser

Glu

Ser

Leu

Lys

Thr

Ile

135

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

215

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser
295

28826

Val

Gln

120

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

200

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu
280

Ser

Glu

105

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

185

Tyr

Lys

Ser

Ala

Val

265

Ser

Thr

90

Ile

Pro

Arg

Pro

Ser

170

Thr

Cys

Leu

Val

Ser

250

Gln

Val

Leu

-167-

Lys

Ser

Ala

Glu

155

Gly

Leu

Gln

Glu

Phe

235

Val

Trp

Thr

Thr

Gly

Ser

Ser

140

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

220

Ile

Val

Lys

Glu

Leu
300

Gly

Leu

125

Gln

Ala

Pro

Ile

Tyr

205

Lys

Phe

Cys

Val

Gln
285

Ser

95

Gly Gly
110

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys

Ser Arg
175

Ser Ser
190

Asn Ile

Gly Gly

Pro Pro

Leu Leu

255

Asp Asn
270

Asp Ser

Lys Ala

Gly .

Ser

Ser

Ser

160

Phe

Leu

Tyr

Gly

Ser

240

Asn

Ala

Lys

Asp



Tyr Glu Lys His

305

Ser Ser Pro Val

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Glu

Leu

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Val

Ile

Lys

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly
130

46
333
PRT

Trinh tu

Trinh tu

46

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Gly

Asp

115

Asp

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro
100

Ile

Arg

28826

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu

310

315

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

325

nhdn tao

330

chudi nhe d& lién két ngang qua

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Gln Ser Phe
55

Thr Asp Phe
70

Ala Tyr Tyr
85

Gly Thr Lys

Gln Met Thr

Val Thr Ile
135

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gln
120

Thr

Asp

Ala

25

Asp

Gly

Leu

His

Asp

105

Ser

Cys

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Arg

-168-

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Ala

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Asn
Ser
Gly

Ser

Ser
140

V-Ig kép cb

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gly

Leu

125

Gln

Thr

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Ala

Ile

320

ma LC16

Lys

Ser

Ile

Gly

Ala

80

Phe

Gly

Ser

Arg



Asn

145

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

225

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

305

Ser

Tyr Leu Ala

Ile Tyr Ala

Gly Ser Gly
180

Pro Glu Asp
195

Tyr Thr Phe
210

Gly Arg Thr

Glu Gln Leu

Phe Tyr Pro
260

Gln Ser Gly
275

Ser Thr Tyr
290

Glu Lys His

Ser Pro Val

<210> 47
<211> 333
<212> PRT

<213>

Trinh tuy

Trp Tyr
150

Ala Ser
165

Ser Gly

Val Ala

Gly Gln

Val Ala

230

Lys Ser
245

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

310

Thr Lys
325

nhdn tao

Gln

Thr

Thr

Thr

Gly

215

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

295

Tyr

Ser

28826

Gln

Leu

Asp

Tyr

200

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

280

Ser

Ala

Phe

Lys

Gln

Phe

185

Tyr

Lys

Ser

Ala

Val

265

Ser

Thr

Cys

Asn

Pro

Ser

170

Thr

Cys

Val

Val

Ser

250

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
330

-169-

Gly

155

Gly

Leu

Gln

Glu

Phe

235

Val

Trp

Thr

Thr

Val

315

Gly

Lys

Val

Thr

Arg

Ile

220

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

300

Thr

Glu

Ala

Pro

Ile

Tyr

205

Lys

Phe

Cys

Val

Gln

285

Ser

His

Cys

Pro

Ser

Ser

190

Asn

Gly

Pro

Leu

Asp

270

Asp

Lys

Gln

Lys

Arg

175

Ser

Arg

Gly

Pro

Leu

255

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

160 -

Phe

Leu

Ala

Gly

Ser

240

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
320



<220>
<223> Trinh tu

<400>

47

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Pro

Ser

145

Leu

Ser

Glu

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Lys

130

Ser

Ile

Gly

Ala

Val

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

Glu

115

Glu

Leu

Lys

Ser

Glu

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Ile

Lys

His

Tyr

Gly

180

Asp

28826

chudi nhe @& lién két ngang

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Val

Val

Trp

Ala
165

Ser

Ala

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Leu

Thr

Tyr

150

Ser

Gly

Ala

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Thr

Ile

135

Gln

Gln

Thr

Ala

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gln

120

Thr

Gln

Ser

Asp

Tyr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Cys

Lys

Phe

Phe
185

Tyr

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Arg

90

Ile

Pro

Arg

Pro

Ser
170

Thr

Cys

-170-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr
Lys
Asp
Ala
Asp
155
Gly
Leu

His

qua

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Gly

Phe

Ser

140

Gln

Val

Thr

Gln

V-Ig kép cd

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Arg

Gly

Gln

125

Gln

Ser

Pro

Ile

Ser

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Gly

110

Ser

Ser

Pro

Ser

Asn
190

Ser

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Val

Ile

Lys

Arg

175

Ser

Ser

mad LC17

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Thr

Gly

Leu

160

Phe

Leu

Leu



Pro Phe
210

Gly Gly
225

Asp Glu

Asn Phe

Leu Gln

Asp Ser
290

Tyr Glu
305

Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ser
1

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

195

Thr Phe

Arg Thr

Gln Leu

Tyr Pro
260

Ser Gly
275

Thr Tyr

Lys His

Pro Val

48

7

PRT
Trinh tu

Ciu lién

48

Thr Lys

49

7

PRT
Trinh tu

Gly Pro Gly
215

Val Ala Ala
230

Lys Ser Gly
245

Arg Glu Ala

Asn Ser Gln

Ser Leu Ser
295

Lys Val Tyr
310

Thr Lys Ser
325

nhdn tao

két peptit

Gly Pro Ser
5

nhén tao

28826

200

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

280

Ser

Ala

Phe

Lys

Ser

Ala

Val

265

Ser

Thr

Cys

Asn

Val

Val

Ser

250

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
330

-171-

Asp

Phe

235

Val

Trp

Thr

Thr

Val

315

Gly

Ile

220

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

300

Thr

Glu

205

Lys

Phe

Cys

Val

Gln

285

Ser

His

Cys

Gly

Pro

Leu

Asp

270

Asp

Lys

Gln

Gly

Pro

Leu

255

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

Ser

240

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu .
320



<220>

<223> C4u lién

<400> 49

Arg Thr Val Ala

1

<210> 50
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Cau lién

<400> 50

Gly Gln Pro Lys

1

<210> 51
<211> 7
<212> PRT

<213> 'Trinh tu

<220>

<223> C&u lién

<400> 51

His Ile Asp Ser

1

<210> 52
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Cau lién

<400> 52

Thr Lys Gly Pro

1

<210> 53
<211> 5
<212> PRT

két peptit

Ala Pro Ser
5

nhdn tao

két peptit

Ala Ala Pro
5

nhén tao

két peptit

Pro Asn Lys
5

nhén tao
két peptit
Ser

5

28826
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<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> Cau lién két peptit

<400> 53

Thr Val Ala Ala Pro
1 5
<210> 54

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Cau lién két peptit

<400> 54

Gln Pro Lys Ala Ala

1 5
<210> 55

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> C&u lién két peptit

<400> 55

Gln Arg Ile Glu Gly

1 5
<210> 56

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> CAu lién két peptit nhéan tao

<400> 56

Gly Gly Cys Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 57
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<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> C&u lién két peptit nhan tao

<400> 57

Gly Gly Gly Cys Gly Gly Gly

1 5
<210> 58

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> C&u lién két peptit nhan tao

<400> 58

Gly Gly Gly Gly Cys Gly Gly

1 5
<210> 59

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Cau lién két peptit nhan tao

<400> 59

Gly Gly Gly Gly Gly Cys Gly

1 5
<210> 60

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin t& ving khung cta IGHG1

<400> 60

Asp Lys Thr His Thr
1 5

-174-





