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Linh vye ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac phén tir khang thé c6 tinh dic hiéu dbi véi cac yéu tb
x4c dinh khdng nguyén ciia ca hai IL-17A va IL-17F. Sang ché ciing dé& cap dén viéc

str dung céc phan tir khang thé nay trong y hoc va cc phuong phap san xuét chung.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

IL-17A (dugc dit tén ban dau 1a CTLA-8 va ciing dugc biét 1a IL-17) 1a xytokin
tién viém va 13 thanh vién diu tién cta ho IL-17 (Rouvier et al. 1993, J. Immunol. 150:
5445-5456). Sau d6 nim thanh vién bb sung cia ho ndy da duoc xac dinh (IL-17B —
IL-17F) bao gbm cac thanh vién gin giii nhét, IL-17F (ML-1) c6 khoang 55% trinh tu
axit amin turong ddng véi IL-17A (Moseley et al., 2003, Cytokine Growth Factor Rev.
14: 155-174). IL-17A va IL-17F dugc biéu hién boi tiéu nhom cac té bao T tro gitip
lién quan dén ty mién dugc x4c dinh g?xn day, Th17, cling biéu hién céc xytokin tin
hi¢u IL-21 va IL-22 (Korn et al., 2009, Annu. Rev. Immunol. 27:485-517.. 485-517).
IL-17A va IL-17F ciing duoc biéu hién 13 cic heterodime, nhung c6 thé ciing dugc
biéu hién 1a heterodime IL-17A/F (Wright et al. 2008, J. Immunol. 181: 2799-2805).
IL-17A va F giy ra tin hiéu thong qua céc thu thé IL-17R, IL-17RC hoic phirc hé thu
thé IL-17RA/RC (Gaffen 2008, Cytokine. 43: 402-407). Ca hai IL-17A va IL-17F 14 ¢6
lién quan dén mot sb bénh ty mién.

Do d6 sir dung chit di khang kép cua IL-17A va IL-17F c6 thé 1 hitu hidu
hon so v6i chit d6i khang don trong viéc diéu tri cac bénh gay ra bdi IL-17. Cac khéng
thé lién két v6i IL-17A va IL-17F di dwoc md ta trong WO2007/106769,
WO02008/047134, W0O2009/136286 va W0O2010/025400.

Ban chit ky thuat ciia sing ché

Sang ché dé xuét khang thé trung hoa cai thién c6 kha ning lién két v6i ca hai
IL-17A va IL-17F véi 4i luc cao c6 chudi nhe va chudi ning trong d6 khu vuc bién dbi
ctia chudi nhe ndy chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:7 va khu vuc bién dbi cua

chudi ning nay chira trinh tr néu trong SEQ ID NO:9. Cu thé 13, khang thé theo sang

_2-
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ché c6 kha ning lién két dic hiu véi ca hai IL-17A va IL-17F nghia 1a khéng thé
khong lién két véi cac isoform khac cia IL-17. Uu tién 1a khang thé theo sang ché
ciling lién két véi heterodime IL-17A/IL-17F. U tién 13, khang thé theo sang ché trung
hoa hoat tinh cia ca hai IL-17A va IL-17F. Theo mét phuong 4n, khang thé theo sang
ché ciing trung hoa hoat tinh cia heterodime IL-17A/IL-17F. Do d6, cac khang thé
theo séng ché c6 dic diém hiru ich d6 1a ching c6 thé wrc ché hoat tinh sinh hoc cua ca
hai IL-17A va IL-17F. Do d6, séng ché ciing d& xuét viéc sir dung cac khéng thé nay
trong diéu tri va/hoic phong bénh gay ra bdi mot trong hai hodc ca hai IL-17A hodc
IL-17F nhu bénh tu mién hoic bénh viém hoic bénh ung thu.

M0 ta vin tit cac hinh vé
Fig. 1 a) Vung V chudi ning ctia khang thé CA028 0496g3 (SEQ ID NO:7)
b) Vung V chudi ning ciia khang thé CA028_0496g3 (SEQ ID NO:9)

c¢) CDRH1 (SEQ ID NO:1), CDRH2 (SEQ ID NO:2), CDRH3 (SEQ ID NO:3),
CDRLI (SEQ ID NO:4), CDRL2 (SEQ ID NO:5), CDRL3 (SEQ ID NO:6) cta
khéng thé CA028 496g3.

d) Chudi nhe ctia khang thé CA028_496g3 (SEQ ID NO:11).

e) Chudi nhe ctia khang thé CA028_496g3 bao gdm trinh ty tin hiéu (SEQ ID
NO:12).

Fig. 2 a) Chudi ning ctia khang thé CA028_496g3 (SEQ ID NO:15).
b) Chudi ning cia khéng thé CA028 496g3 bao gdm trinh tu tin hiéu (SEQ ID
NO:16).
¢) ADN ma héa chudi nhe ctia khang thé CA028_496g3 (khong c6. trinh ty tin
hiéu) (SEQ ID NO:13).
Fig. 3 a) ADN ma4 héa chudi nhe ctia khidng thé CA028 496g3 bao gdm trinh ty tin
higu (SEQ ID NO:14)
b) ADN ma héa ving bién déi chudi nhe cia khang thé CA028 496g3 (SEQ
ID NO:8)
¢) ADN mi héa viing bién dbi chudi ning cta khang thé CA028 496g3 bao
gbm trinh ty tin hiéu (SEQ ID NO:10)
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Fig. 4: ADN (bao gdm cac exon) ma héa chudi ning cia khang thé CA028_496g3
khong c¢6 trinh tu tin hi¢u (SEQ ID NO:17)

Fig. 5: ADN (bao gbém céc exon va trinh tu tin hiéu) ma héa chudi ning ctia khang thé
CA028_496g3 (SEQ ID NO:18)

Fig. 6: cADN mai héa chudi ning ciia khang thé CA028 496g3 bao gbm trinh tu tin
hiéu (SEQ ID NO:19).

Fig. 7: Hiéu qua cia céc khang thé CA028 0496 (ghi chu dugc chi dinh 496g1) va
CA028_00496.g3 (ghi chti dugc chi dinh 496.g3) dbi voi IL-17F ngudi ga‘iy ra san sinh
IL-6 tir céc té bao Hela.
MBS ta chi tiét sang ché

Nhu duge st dung & day, thuat ngit ‘khang thé trung hoa’ mé ta khang thé c6
kha ning trung hoa hoat tinh tao tin hiéu sinh hoc cua ca hai IL-17A va IL17F vi du
bang cach phong bé lién két cua IL-17A va IL17F véi mot hodc nhidu thu thé cua
ching va bing cach phong bé lién két cia heterodime IL-17A/IL-17F véi mot hodc
nhiéu thu thé cia né. S& dugc hidu ring thuat ngi ‘trung hoa’ nhu dugc sir dung & day
dé cap dén viéc giam hoat tinh tao ra tin hiéu sinh hoc ma c6 thé 13 mot phén hoic
hoan toan. Hon nita, s& dugc hiéu ring mtrc do trung hoa hoat tinh IL-17A va IL-17F
bang khéang thé nay c6 thé 1a giéng nhau hodc khac nhau. Theo mot phuong 4n mirc
trung hoa hoat tinh heterodime IL-17A/IL-17F c6 thé 1a gidng hoic khac véi mic do
trung hoa hoat tinh IL-17A hoéc IL-17F.

Theo mot phuong 4n, cac khang thé theo sang ché lién két dic hiéu voi IL-17A
va IL-17F. Lién két dic hiéu nghia 12 khang thé c6 4i luc cao hon nhidu véi céc
polypeptit IL-17A va IL-17F (bao gdm heterodime IL-17A/IL-17F) so véi cac
polypeptit khac. Uu tién 13, polypeptit IL-17A va IL-17F 1a cua ngudi. Theo mot
phuong én khang thé nay ciing lién két véi IL-17A va IL-17F cta xynomolgus.

Céc polypeptit IL-17A hoic IL-17F hoic hdn hop cia hai hoic céc té bao biéu
hién mot ho#c ca hai polypeptit nay c6 thé dugc st dung d tao ra cc khéng thé nhan
biét dac hiéu ca hai polypeptit. Cac polypeptit IL-17 (IL-17A va IL-17F) c¢6 thé 1a
polypeptit ‘thanh thuc chirc ning’ hodc cdc manh cé hoat tinh sinh hoc hodc cac din

xuét clia n6 ma wu tién 13 bao gdm vi tri lién két thu thé nay. Uu tién 1a cac polypeptit
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IL-17 1a cé4c polypeptit thanh thuc chirc ning. Céc polypeptit IL-17 c6 thé duoc diéu
ché bang cc quy trinh dugc biét nhidu trong linh vuc tir céc t& bao chu dugc cai bién
di truyén chira cic hé théng biéu hién hodc ching c6 thé duwgc thu hdi tir cac ngudn
sinh hoc ty nhién. Trong don nay, thudt ngir “polypeptit” bao gdm cic peptit,
polypeptit va protein. Cac thuat ngit nay c6 thé duoc sir dung thay déi cho nhau trir khi
dugc chi dinh cu thé khéc. Polypeptit IL-17 c6 thé trong mdt sb trudng hop c6 thé 1a
mdt phin cia protein 16n hon nhu protein dung hop vi du dwgc dung hop véi dudi 4i
lwc. Céc khang thé dugc tao ra khang lai cac polypeptit nay c6 thé thu duoc, trong d6
viéc gy mién dich dong vat nay 1a cin thiét, bing cach ding cac polypeptit ndy cho
dong vét, uu tién 1a dong vat khong phai ngudi, st dung quy trinh thong thudong va
duoc biét nhiéu, xem vi du Handbook of Experimental Immunology, D. M. Weir (ed.),
Vol 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford, England, 1986). Cac ddng vat méu
néng, nhu thod, chudt, chudt rat, ctru, bd hodc lgn c6 thé dugc gdy mién dich. Tuy

nhién, chudt, thd, lon va chuft rat thuong dugc uu tién.

Céc khang thé dé st dung trong sang ché bao gbém toan bd khang thé va cac
ménh c6 hoat tinh chirc ning hoic cac din xuét ctia n6 va c6 thé 1a nhung khéng bi
gi6i han dén cac khang thé don dong, da hoa tri, da diic hiéu, dic hiéu kép, duoc bién
d6i gidng nguoi hodic kham, cac khang thé khu vuc vi du VH, VL, VHH, cac khéng
thé chudi don, Fv, cic manh Fab, Fab’ v c4c manh F(ab'), va céc manh lién két
eptitop ciia cac khang thé bét ky trén ddy. Cac manh khang thé khac bao gdm cac
ménh dwgc md ta trong don sang ché qudc & s6 W02005003169, W02005003170 va
W02005003171. C4c méanh khéng thé khic bao gdm cic manh Fab-Fv va Fab-dsFv
duge md ta tuong Ung trong W02009040562 va W0O2010035012. Cac méanh khang
thé va cac phuong phap san xuét chung duogc biét nhidu trong linh vuc, xem vi du
Verma et al., 1998, Journal of Immunological Methods, 216, 165-181; Adair and
Lawson, 2005. Therapeutic antibodies. Drug Design Reviews - Online 2(3):209-217.

Céc khang thé dé str dung trong sang ché bao gdm céc phén tir globulin mién
dich va céc phin c6 hoat tinh mién dich ciia cac phan tir globulin mién dich, nghia la
phén tir chira vi tri gén két khang nguyén ma lién két diic hiéu véi khang nguyén. Cac
phan ti globulin mién dich theo sang ché c6 thé 1a thude 16p bét ky (vi du 1gG, IgE,
IgM, IgD va IgA) hoic duéi 16p ctia phan tir globulin mién dich.



29866

Cac khang thé don dong c6 thé dugc didu ché bing phuong phap bit ky da biét
trong linh vuc nhu k¥ thuit khéi té bao lai (Kohler & Milstein, 1975, Nature, 256:495-
497), k¥ thuat dung hop té bao u lympho véi khéi té bao lai, k§ thuit khdi té bao lai té
bao B ngudi (Kozbor et al., 1983, Immunology Today, 4:72) va k§ thuat khéi té bao
lai-EBV (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, pp77-96, Alan R
Liss, Inc., 1985).

Céc khang thé dé sir dung trong sang ché c6 thé ciing dugc tao ra st dung cac
phuong phép khang thé lympho bao riéng 1¢ bing cach tach dong va biéu hién céc
cADN ving bién dbi cta globulin mién dich dugc tao ra tir cac lympho bao riéng 1¢
dugc chon dé san xuét cac khang thé dic hiéu vi du cac phuong phép dugc md ta béi
Babcook, J. et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(15):7843-7848l;
W092/02551; W02004/051268 va Cong bd don qubc té s6 WO2004/106377.

Céc khang thé dwoc 1am giéng ngudi 13 cac phan tir khang thé tir loai khong
phai ngudi c6 mot hodc nhidu ving bd sung (complementarity determining region-
CDR) cua loai khéng phai ngudi va ving khung 13 cia phéan tir globulin mién dich
ngudi (xem, vi du US 5,585,089; W0O91/09967).

Céc khang thé kham 13 cac khang thé dugc ma hoa boi cic gen globulin mién
dich ma da dugc cai bién di truyén dé cho céc gen chudi ning va chudi nhe duoc két
hop thanh cic manh gen globulin mién dich thudc loai khac. Cac khang thé kham nay

c6 kha néng 1a it c6 tinh khang nguyén hon.

Céc khang thé hoa trj hai c6 thé duoc tao ra bing céc phuong phép dugc biét
nhiéu trong linh vuc (Milstein et al., 1983, Nature 305:537-539; WO 93/08829,
Traunecker et al., 1991, EMBO J. 10:3655-3659). Céc khéng thé da héa trj c6 thé chia
da dic hidu hodc c6 thé 1a don dic hiéu (xem vi du WO 92/22853 va W005/113605).

Céc khang thé dé sir dung trong sang ché c6 thé ciing dugc tao ra sir dung céc
phuong phap biéu hién thuc khuén thé khac nhau dugc biét nhiéu trong linh vuc va
bao gdm céc phuong phap dugc mé ta bai Brinkman ef al. (in J. Immunol. Methods,
1995, 182: 41-50), Ames et al. (J. Immunol. Methods, 1995, 184:177-186),
Kettleborough et al. (Eur. J. Immunol. 1994, 24:952-958), Persic et al. (Gene, 1997
187 9-18), Burton et al. (Advances in Immunology, 1994, 57:191-280) va WO
90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO
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95/15982; WO 95/20401; va US 5,698,426; 5,223,409; 5,403,484; 5,580,717,
5,427,908; 5,750,753; 5,821,047, 5,571,698; 5,427,908; 5,516,637; 5,780,225;
5,658,727; 5,733,743 va 5,969,108. Cac k¥ thuét san xuit cac khang thé chudi don,
nhu céc k¥ thuit duge md ta trong US 4,946,778 c6 thé cling dugc diéu chinh dé tao ra
cac khang thé chudi don lién két voi IL-17A va IL-17F. Do d6, chudt chuyén gen,
hoiic c4c sinh vat khic, bao gbm céc dong vt khac, c6 thé duoc sir dung dé bidu hién
cac khang thé dugc 1am gibng ngudi.

Sang loc cac khang thé c6 thé dugc thuc hién sir dung céc thr nghiém dé do
lién két voi IL-17A ngudi va IL-17F ngudi, vi du thir nghiém BIAcore™ dugc mo ta
trong céc vi du & ddy. Céc thir nghiém trung hoa thich hop dugc biét nhiéu trong linh
vuc, xem vi du WO2008/047134 va céc vi du & day.

Céc gbc trong cac ving bién dbi cta khang thé dugc danh sb thich hop theo hé
thng dwgc dua ra bdi Kabat er al. Hé théng ndy dugc trinh bay trong Kabat et al.,
1987, in Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Department of Health
va Human Services, NIH, USA (sau day goi 1a“Kabat et al. (supra)”). Hé thdng danh

s& nay duoc sir dung trong sang ché nay ngoai trir duge chi dinh khéc.

Céc chi dinh gbc Kabat ludn ludn khéng tuong tmg truc tiép véi danh s thing
hang cac gbc axit amin. Trinh ty axit amin thing hang thuc té c6 thé chira cac axit
amin bd sung hoc it hon so véi trong d4nh s Kabat nghiém ngit twong tng véi 1am
ngin bét, hodic xen vio trong thanh phin ciu tric, di 13 ving khung hay viing b sung
(CDR), cia cAu tric khu vuc bién dbi co ban. Panh s6 Kabat dang céc géc c6 thé dugc
xdc dinh cho khang thé xac dinh bing cach dudi thing so sanh cic gbc twong dong

trong trinh tu cia khang thé nay vdéi trinh tu dugc danh s6 Kabat “chuén”.

Céac CDR ctia ving bién dbi chudi ning dugc dat & cac gbe tir 31-35 (CDR-
H1), céc gbc tir 50-65 (CDR-H2) va cac gbe tir 95-102 (CDR-H3) theo hé théng danh
s6 Kabat. Tuy nhién, theo Chothia (Chothia, C. and Lesk, A.M. J. Mol. Biol., 196,
901-917 (1987)), vong nay tuong duong véi CDR-H1 kéo dai tir gbc 26 dén gbc 32.
Do d6 ‘CDR-H1’, nhu duoc sir dung & day, gdm céc gbe tir 26 dén 35, nhu duge mé ta
bing su két hop hé théng danh sb Kabat va dinh nghia vong hinh hoc t6pd Chothia.

Céac CDR cua vung bién dbi chudi nhe dugc dit & cac géc 24-34 (CDR-L1), céc
gbc tir 50-56 (CDR-L2) va cac gdc tir 89-97 (CDR-L3) theo hé thdng danh sb Kabat.
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Khéng thé trung hoa c6 tinh dic hiéu dbi v6i IL-17A ngudi va IL-17F ngudi, c6
thé chtra chudi nhe, trong d6 khu vuc bién dbi cta chudi nhe nay chia trinh tu néu
trong SEQ ID NO:4 cho CDR-LI, trinh ty néu trong SEQ ID NO:5 cho CDR-L2 va
trinh tu néu trong SEQ ID NO:6 cho CDR-L3 (Xem fig. 1c¢).

Céc phén tir khang thé theo sang ché wu tién 13 chira viing bd sung ctia chudi
nang.

Do d6, khang thé trung hoa c6 tinh dic hiéu dbi voi IL-17A ngudi va IL-17F
ngudi, c6 thé chira chudi ning, trong d6 ving bién déi cua chudi ning nay chira CDR
¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO:1 cho CDR-H1, CDR c¢ trinh ty néu trong SEQ ID
NO:2 cho CDR-H2 va CDR c¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:3 cho CDR-H3 (Xem
fig. 1c).

Theo mot phuong 4n khang thé dugc d& xult boi sang ché 1a khang thé don

dong.

Theo mdt phuong 4n khang thé dugc dé xuit boi sang ché 12 phéan tir khang thé
duogc ghép CDR chira mét trong s6 cac CDR dugc néu trong trinh ty néu trong SEQ
ID NO:1 dén 6. Nhu dugc sir dung & day, thuat ngir ‘phén tir khang thé dugc ghép
CDR’ d& cap dén phan tir khang thé trong d6 chudi ning va/hodc nhe nay chira mét
hoic nhiéu CDR (bao gdm néu mudn, mét hodc nhiéu CDR bién dbi) ctiia khang thé
cho (vi du khang thé don dong ctia chudt) dugc ghép vao trong khung ving bién dbi
ctia chudi ning vi/hoic nhe cia khang thé nhan (vi du khang thé ngudi). Pé tham
khao, xem Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998. Theo phuong &n
khac chi cac géc x4c dinh tinh dic hidu ciia mdi CDR duge mo ta & ddy trén ddy dugc

chuyén dén ving khung khéng thé nguoi nay.

Khi cac CDR nay hodc céc géc xac dinh tinh dic hi¢u dugc ghép, trinh tu
khung ving bién dbi nhan thich hop bét ky c6 thé dugc sir dung c6 16p/loai khang thé
cho ma thu 14y c4c CDR, bao gbém céc ving khung cia chudt, linh trudng va nguoi.
Ut tién 13, khang thé ghép CDR theo sang ché c6 khu vuc bién dbi chira cac ving
khung nhén ctia nguoi ciing nhu mdt hogic nhidu CDR hodc céc gbc xé4c dinh tinh dic
hidu duge md ta & ddy. Do d6, duge dé xult theo mdt phuong 4n 1a khang thé ghép
CDR trung hoa trong d6 khu vuc bién dbi chira cac ving khung nhan cta ngudi va cic

CDR cho khdng phai ctia nguoi.
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Céc vi du vé cac ving khung ciia ngudi ma c6 th duge st dung trong séang ché
nay la KOL, NEWM, REIL EU, TUR, TEL, LAY va POM (Kabat et al.,, supra). Vi du,
KOL va NEWM c6 thé dugc st dung cho chudi ning, REI c6 thé dugc st dung cho
chudi nhe va EU, LAY va POM c6 thé duoc sir dung cho c hai chudi ning va chudi
nhe. Theo phuong 4n khéc, c4c trinh tuy dong mim ngudi c6 thé duoc sir dung; cic
trinh tu nay c6 &: http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/

Trong khéng thé ghép CDR theo sang ché, cic chubi ning va nhe nhan khong
nhét thiét cin phai dugc bit ngudn tir khang thé giéng nhau va c6 thé, néu mudn, chua

cac chudi ghép lai c6 cac ving khung duoc bit ngudn tir cac chudi khac nhau.

Viing khung wu tién cho chudi ning ciia khang thé ghép CDR theo sing ché
dugc bit ngudn tir trinh tu tiéu nhém VH3 ngudi 1-3 3-07 cing véi JH4, nhu duge md
ta trudc ddy trong WO2008/047134. Do d6, dugc dé xuét 1a khang thé ghép CDR
trung hoa chira it nhit mot CDR cho khong phai ctia ngudi trong d6 ving khung chudi
ning dugc bit ngudn tir trinh ty tidu nhém ngudi 1-3 3-07 cing véi JH4. Trinh ty JH4
ngudi 12 nhu sau: (YFDY)WGQGTLVTVSS . Motif YFDY 13 mt phin cia CDR-H3
va khong phai 1a mdt phﬁn cua khung 4 (Ravetch, JV. et al., 1981, Cell, 27, 583-591).

Ving khung wu tién cho chudi nhe cta khéng thé ghép CDR theo sang ché
dugc bét ngudn tir trinh ty tiéu nhém VK1 dong mam ngudi 2-1-(1) L4 cing véi JK1,
nhu duge mé ta truée day trong W0O2008/047134. Do d6, dugc dé xuét 1a khang thé
ghép CDR trung hoa chira it nhit mot CDR cho khong phai ciia ngudi trong d6 ving
khung chudi nhe nay dugc bét ngudn tir trinh tyr tiéu nhém ngudi VK1 2-1-(1) L4 cing
v6i JK1. Trinh tu JK1 13 nhu sau: (WT)FGQGTKVEIK. Motif WT 13 mot phin cia
CDR-L3 va khong phai 1a mdt phén cua khung 4 (Hieter, PA., et al., 71982, J. Biol.
Chem., 257, 1516-1522).

Do d6, trong khang thé ghép CDR theo sang ché, cic ving khung khéng cin c6
chinh xéc trinh ty giéng nhu trinh tu ctia khang thé nhan. Vi dy, cdc gbc bit thuong co
thé dugc thay ddi thanh cic gdc xuét hién thuong xuyén hon déi véi 16p hoic loai
chudi nhan nay. Theo phuong 4n khéc, cac gdc chon loc trong cic ving khung nhan
nay c6 thé dugc thay dbi dé cho chiing twong tmg véi gbc duge tim thy & cing vj tri
nay trong khang thé cho (xem Reichmann et al., 1998, Nature, 332, 323-324). Céc su

thay d6i ndy nén dugc gitt & muc ti thiéu can thiét dé thu hdi 4i lyc ciia khang thé cho
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nay. Quy trinh chon loc cic gdc trong cac ving khung nhén c6 thé can thiét & duoc
thay ddi nhu dugc néu trong WO 91/09967.

Ul tién 13, trong phan tir khang thé dugc ghép CDR theo sing ché, néu chudi
ndng nhén c6 trinh tuy VH3 nguoi 1-3 3-07 cung véi JH4, thi cac ving khung nhén caa
chudi niing nay chira, ngodi mdt hoic nhiéu CDR cho, géc cho & it nhat géc vi tri 94
(theo Kabat et al.,(supra)). Do d6, dugc dé xuét 1a khang thé ghép CDR, trong d6 it
nhit gbc & vi tri 94 ctia viing bién dbi ctia chudi ning nay 14 gbc cho.

Ut tién 13, trong phan tir khang thé dugc ghép CDR theo sang ché, néu chudi
nhe nhan ndy c6 trinh tu tiéu nhém VK1 ngudi 2-1-(1) L4 cing vé6i JK 1, thi khong c6
gbc cho nao dugc chuyén nghia 1a chi cdc CDR dugc chuyén. Do d6, dugc dé xut 1a

khang thé ghép CDR trong d6 chi cac CDR dugc chuyén dén khung cho.

Céc gbc cho 1a cac gde tir khang thé cho, nghia 14 khéng thé ma ban déu 1iy cac
CDR.

Trong sang ché nay khang thé nay dugc biét 14 CA028_ 0496 (dugc md ta trudce
d6 trong W0O2008/047134) dugc cai tién bing cach thay ddi nim gdc trong chudi nhe
nay. Ba gbc 1a trong c4c CDR va hai gbc trong ving khung. Do d6, theo mét phuong
an vung bién d6i chudi nhe chira géc arginin & vi tri 30, géc serin & vi tri 54, géc

isoleuxin & vi tri 56, goc axit aspartic & vi tri 60 va goc arginin & vi tri 72.

Do d6, theo mdt phuong 4n, khéng thé theo sang ché chira chudi nhe, trong d6
ving bién d6i ctia chudi nhe nay chira trinh tw néu trong SEQ ID NO:7 (gL7).

Theo mot phuong 4n, khéng thé theo sang ché chira chudi ning, trong d6 ving

bién ddi ctia chudi ning nay chira trinh tr néu trong SEQ ID NO:9 (gH9).

Theo mdt phuong 4n khang thé theo sang ché chira chudi ning, trong d6 ving
bién d6i ciia chudi ning nay chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:9 va chudi nhe, trong
d6 ving bién d6i ciia chudi nhe nay chira trinh ty néu trong SEQ ID NO:7.

"Sy twong ddng", nhu duge sir dung & déy, chi dinh ring & vi tri cu thé bit ky
trong céc trinh ty dugc dudi thing, gbc axit amin niy 13 gidng nhau giita cAc trinh tu
ndy. "Su twong tu", nhu dugc sir dung & ddy, chi dinh ring, & vi tri cu thé bt ky trong

trinh tr dudi thing, gbc axit amin ndy 13 gbc c6 dang twong tu giita c4c trinh tu nay. Vi
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du, leuxin c6 thé dugc thay the cho isoleuxin hodc valin. Cac axit amin khac ma c6 thé

thuong duogc thay thé cho mot axit amin khac bao gbm nhung khong giéi han dén:
- phenylalanin, tyrosin va tryptophan (céc axit amin c6 chudi bén thom);
- lysin, arginin va histidin (c4c axit amin c6 c¢6 chudi bén bazo);
- aspartat va glutamat (c4c axit amin c6 chudi bén axit);
- asparagin va glutamin (c4c axit amin cé chudi bén amit); va

- xystein va methionin (c4c axit amin c6 chudi bén chira luvu huynh). Mtrc twong
ddng va twong tu c6 thé dugc tinh toan d& dang (Computational Molecular Biology,
Lesk, AM., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing.
Informatics vd Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds.,
Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von
Heinje, G., Academic Press, 1987; va Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. va

Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991).

Phan tir khang thé theo sang ché c6 thé chira phéan tir khéng thé hoan chinh c6
chudi nhe va nang co chiéu dai hoan chinh hodc manh cia né, nhu khang thé khu vuc
vi du VH, VL, VHH, Fab, Fab cai bién, Fab’, F(ab’),, Fv hoic manh scFv. Cac méanh
khang th& khic bao gdbm manh Fab-Fv va Fab-dsFv dugc md ta twong {mg trong
W02009040562 va W02010035012. Theo mét phuong 4n ménh khang thé theo sang

ché dugc chon loc tir nhém bao gém maéanh Fab, Fab’, F(ab’),, scFv va Fv.

S& duge hiéu ring cic khang thé theo sang ché, cu thé 1a cac manh khang thé
duge mo ta trén day, c6 thé dugc dua vao trong céc dang khang thé khéc, cu thé 13, cac
khéng thé da dic hiéu, nhu cac khéng thé c6 hai hodc ba tinh dic hiéu, trong d6 mat
tinh dic hiéu dugc tao ra bdi khang thé theo sang ché nghia 1a tinh dic hiéu dbi voi IL-
17A va IL-17F (bao gdm heterodime IL-17A/F). Do d6, theo mot phwong 4n sang ché
dé xuét khang thé da dic hiéu chira mot hoc nhidu manh khéng thé dwgc mé ta & day

trén day.

Céc vi du vé cac khéng thé da dic hiéu bao gém cac khéng thé hoa tri hai, ba
ho#ic bén, Bis-scFv, c4c khang thé d6i, cac khang thé ba, cac khang thé bdn, cac thé
kép va cac thé ba (xem vi du Holliger va Hudson, 2005, Nature Biotech 23(9): 1126-
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1136; Schoonjans et al.2001, Biomolecular Engineering, 17 (6), 193-202). Céc khang
thé da dic hidu khac bao gdm cic manh Fab-Fv, Fab-dsFv, Fab-Fv-Fv. Fab-Fv-Fc va
Fab-dsFv-PEG dugc mé td twong uUng trong W02009040562, W02010035012,
WO02011/08609, WO2011/030107 va W02011/061492.

Cac khu virc viing ¢ dinh ciia phan tir khang thé theo sang ché, néu cé, c6 thé
dugc chon c6 vé mit chirc ning dé nghi clia phan tir khang thé, va cu thé 1a chirc nang
gdy hi€u ing ma cé thé cin thiét. Vi du, céc khu vuc ving cd dinh c6 thé 1a cac khu
vuc IgA, IgD, IgE, IgG hoic IgM ngudi. Cu thé 13, cac khu vuc ving cb dinh IgG
ngudi c6 thé dugc sir dung, cu thé 1a cua isotyp IgG1 va IgG3 khi phan tir khang thé
nhim dé sir dung cho trong diéu trj va cac chirc ning gy hiéu tng cia khang thé 1a
cin thiét. Theo phwong an khéc, isotyp IgG2 va IgG4 c6 thé duoc sir dung khi phan tir
khang thé nhim dé ding cho cic muc dich chira trj va cdc chirc ning hiéu tmg khang
thé khong cén thiét, vi du cho hoat tinh phong bé IL-17 don gian. S& dugc hiéu ring
cac bién ddi trong trinh ty cia cac khu vuc ving cb dinh nay c6 thé ciing duoc st
dung. Vi du cic phén tir IgG4 trong d6 serin & vi tri 241 da duoc thay dbi thanh prolin
nhu dugc mo ta trong Angal et al., Molecular Immunology, 1993, 30 (1), 105-108 c6
thé dugc st dung. Puogc vu tién dic biét 13 khu vue ¢ dinh IgG1. Ciing s& duogc hiéu
boi ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ring cac khang thé c6 thé trai Ciua
nhidu sy thay ddi sau dich ma khéc nhau. Kiéu va mic d9 cta cac thay déi nay thuong
phu thudc vao dong té bao chii duoc sir dung @& biéu hién khang thé nay ciing nhu cac
didu kién nudi cdy. Céac su thay ddi nay c6 thé bao gbm céc su bién dbi v& sy glycosyl
hoéa, 6xy hoa methionin, su tao thanh diketopiperazin, sw ddng phan hoa aspartat va sy
loai b amin héa asparagin. Sy bién d6i hay xay ra 1a mit géc bazo du tin cing
carboxy (nhu lysin hodc arginin) do hoat ddng cia carboxypeptidaza (nhu dugc mo ta
trong Harris, RJ. Journal of Chromatography 705:129-134, 1995). Do d6, lysin déu
tan cing C cia chudi ning khéang thé, vi dy nhu duge xac dinh trong Fig. 2 (a), SEQ
ID NO: 15, c6 thé khong co. |

Theo mdt phuong 4n chudi ning khang thé nay chira khu viee CH1 va chudi nhe

khang thé nay chira khu vire CL, kappa hoic lambda.

Theo phuong 4n dugc wu tién khang thé dugc d& xuit boi sang ché 12 khang thé

trung hoa c6 tinh dic hiéu dbi v6i IL-17A ngudi va IL-17F ngudi trong d6 ving cb
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dinh chudi ning chira ving cb dinh IgG1 ngudi. Do d6, sang ché dé xuit khang thé
trong d6 chudi ning chira hoic bao gbém trinh ty néu trong SEQ ID NO:15 (Xem fig.
2a).

Theo mdt phuong an phén tir khang thé theo sang ché chira chudi nhe chira
trinh ty néu trong SEQ ID NO:11 (Xem fig. 1d).

Theo mot phuong 4n sang ché d& xuét khang thé trong d6 chudi ning chira hoic
bao gém trinh tu néu trong SEQ ID NO:15 va chudi nhe nay chira hoic bao gém trinh
tu néu trong SEQ ID NO:11.

Phan tir khang thé theo khia canh bit ky cta sang ché wu tién 13 c6 4i lyc lién
két cao, wu tién 1a picomol. S& dwoc hiéu ring 4i luc lién két cia khang thé theo séng
ché dbi voi IL-17A ngudi c6 thé khéc véi 4i luc lién két cia cing khang thé nay véi
IL-17F ngudi va/hodc heterodime IL-17A/F. Trong mdt vi du phén tir khang thé theo
sang ché c6 4i luc dbi voi IL-17A ma 1a cao hon so véi 4i luc ctia né véi IL-17F.
Trong mdt vi du phan tir khang thé theo sang ché c6 i luc d6i v6i IL-17A ma 13 it nhit
16n hon gip niam 5 14n so véi 4i luc lién két ctia n6 véi IL-17F. Trong mét vi du phan
tir khang thé theo sang ché c6 4i luc d6i véi IL-17A ma 1a gidng nhu 4i lyc clia n6 véi
IL-17F. Trong mét vi du phén tir khéng thé theo sang ché c6 4i luc picomol dbi véi ca

hai IL-17A va IL-17F.

Ai Iyc c6 thé do dugc sir dung phuong phap thich hop bét ky duoc biét nhiéu
trong linh vuc, bao gdm BIAcore™, nhu dugec mé ta trong céc vi du & ddy, st dung
IL-17A va IL-17F taitd hop hodc dugc phén 1ap trong ty nhién ma ca hai tdn tai 1a cac

heterodime.

Uu tién 13 phén tr khang thé theo sang ché c6 4i luc lién két voi IL-17A 1a
50pM hoic it hon. Theo mét phuong an phén tir khang thé theo sang ché c6 i luc véi
IL-17A 12 20pM hoic it hon. Theo mdt phwong 4n phan tir khang thé theo sang ché c6
&i Iyc v6i IL-17A 13 10pM hozc it hon. Theo mét phwong 4n phén tir khang thé theo
sang ché c6 4i luc véi IL-17A 1a 5pM hoic it hon. Theo mdt phwong 4n khéng thé
theo sang ché c6 4i luc d6i voi IL-17A 13 3,2pM.

Ut tién 12 phén tir khang thé theo sang ché c6 4i luc vé6i IL-17F 1a 100pM hodc
it hon. Theo mot phuong 4n khang thé theo sang ché c6 4i luc d6i voi IL-17F 1a 50pM
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hotc it hon. Theo mét phuong 4n khang thé theo sang ché c6 i luc dbi v6i IL-17F 1a
23pM.

S& dugc hiéu rﬁng ai lyc cua céc khang thé dugc dé xuit boi sang ché nay co
thé dugc thay ddi sir dung phuong phap thich hop bt ky dugc biét nhidu trong linh
vuc. Do d6, sang ché ciing dé cdp dén céc bién thé cia cac phan tir khang thé theo séng
ché, ma c6 i luc cai thién véi IL-17A va/hodc IL-17F. Céac bién thé nay c6 thé thu
duoc béng mdt sd quy trinh thanh thuc &i luc bao gém gay dot bién cac CDR (Yang et
al, J. Mol. Biol.,, 254, 392-403, 1995), sy sip xép lai chudi (Marks et al.,
Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), st dung cac chiing dot bién E. coli (Lowetal., J.
Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), sip xép lai ADN (Patten et al., Curr. Opin.
Biotechnol., 8, 724-733, 1997), biéu hién thuc khudn thé (Thompson et al., J. Mol.
Biol., 256, 77-88, 1996) va PCR lai (Crameri et al., Nature, 391, 288-291, 1998).

Vaughan et al. (supra) thao luin v& cac phuong phép thanh thuc i luc nay.

Néu mudn, khéng thé dé sir dung trong sang ché nay c6 thé dugc tiép hop véi mot
hodic nhidu phan tir gdy hiéu tng. S& dugc hiéu ring phén tir gay hiéu ing c6 thé chira
mdt phan tir gdy hiéu tng hoic hai hoic nhiéu phan tir ndy nhim lién két dé tao thanh
mdt gbc ma c6 thé duogc gén vai cac khang thé theo sang ché. Trong d6 mong mubn
thu dwgc ménh khang thé duoc lién két voi phén tir gdy higu ing, manh khang thé nay
c6 thé dugc diéu ché bing cac quy trinh ADN tai td hop hodc hda hoc chuin trong d6
manh khéng thé duogc lién két truc tiép hoic thong qua tic nhan nbi v6i phan tir giy
hiéu tmg nay. Céac k§ thuat tiép hop cac phan tir gdy hiéu ng ndy véi khang thé dugc
biét nhiéu trong linh vuc (xem, Hellstrom et al., Controlled Drug Delivery, 2nd Ed.,
Robinson et al., eds., 1987, pp. 623-53; Thorpe et al., 1982 , Immunol. Rev., 62:119-
58 va Dubowchik et al., 1999, Pharmacology va Therapeutics, 83, 67-123). Cac quy
trinh héa hoc cu thé bao gdm, vi du, cic quy trinh dugc mé ta trong WO 93/06231,
WO 92/22583, WO 89/00195, WO 89/01476 va WO03031581. Theo cach khéc, khi
phan tir hidu émg nay 14 protein hoic polypeptit, doan ndi cé thé thu dugc sir dung céc
quy trinh ADN téi t hop, vi du nhu dugc mé ta trong WO 86/01533 va EP0392745.

Thuat ngit phén tir gdy hiéu ung nhu dugc sit dung & diy bao gbm, vi du, cac
chét chéng ung thu, céc dugc chét, doc t, protein ¢6 hoat tinh sinh hoc, vi du céc

enzym, cac khang thé hoic méanh khang thé khéc, cic polyme tdng hop hoic cb trong
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tu nhién, cic axit nucleic va cdc manh cia n6 vi du ADN, ARN va cac manh cda no,
cac nuclit phéng xa, cu the€ 1a iot phéng xa, cac dong vi phong xa, cac kim loai chelat
hoéa, cac hat nano va cidc nhém thong bao nhu céc hop chat huynh quang hodc cac hop

chét c6 thé dugc phat hién bing quang phd NMR hoic ESR.

Céc vi du vé cac phén tir gdy hiéu tmg c6 thé bao gdm céc chit giy doc té bao
hoic céc tac nhan gy doc té bao bao gdm tac nhan bat ky ma c6 hai cho (vi du giét) té
bao. Cac vi du bao gﬁ‘)m combrestatin, dolastatin, epothilon, staurosporin,
maytansinoit, spongistatin, rhizoxin, halichondrin, roridin, hemiasterlin, taxol,
xytochalasin B, gramixidin D, ethidi bromua, emetin, mitomyxin, etoposit, tenoposit,
vincristin, vinblastin, colchixin, doxorubixin, daunorubixin, dihydroxy anthraxin dion,
mitoxantron, mithramyxin, actinomyxin D, 1-dehydrotestosteron, glucocorticoit,
procain, tetracain, lidocain, propranolol, va puromyxin va céc chét tuong tu hodc céc

dong dang cua no.

Céc chét gay hiéu tng ciing bao gdm nhung khéng giéi han dén, céc chét chéng
chuyén héa (vi du methotrexat, 6-mercaptopurin, 6-thioguanin, xytarabin, 5-flouraxil
decarbazin), céc chét ankyl hoéa (vi du mechlorethamin, thioepa chlorambuxil?
melphalan, carmustin (BSNU) va lomustin (CCNU), xyclothosphamit, busulfan,
dibrommannitol, streptozotoxin, mitomyxin C, va cis-dichlorodiamin platinum (II)
(DDP) xisplatin), antraxyclin (vi du daunorubixin (t€n goi cii daunomyxin) va
doxorubixin), cic chit khang sinh (vi du daxtinomyxin (tén goi cii actinomyxin),
bleomyxin, mithramyxin, antramyxin (AMC), calicheamidin hodc duocarmyxin), va

cac chat chong gian phan (vi du vincristin va vinblastin).

Céc phan tir gdy hiéu tmg khac c6 thé bao gdbm céc nuclit c6 hoat tinh phéng xa
nhu "'In va 9OY, Lum, Bismuthm, Californi® 2, Iridi'” va Tungstenws/Rhenilss; hoidc
c4c dugc chit nhu nhung khong gii han dén, alkylphosphocholin, cac chit trc ché

topoisomeraza I, taxoit va suramin.

Cac phan tr gdy hiéu tmg khac bao gém céc protein, peptit va enzym. Cac
enzym quan tAm bao gém nhung khong bi gii han dén, cic enzyme thity phan protein,
hydrolaza, lyaza, isomeraza, transferaza. Cac protein, polypeptit va peptit quan tim
bao gébm nhung khong giéi han dén, cic globulin mién dich, cic ddc t& nhu abrin,

rixin A, ngoai ddc td pseudomonas, hodc doc td gdy bénh bach héu, protein nhu
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insulin, c4c yéu t§ hoai tir khéi u, a-interferon, B-interferon, yéu té sinh trudng thin
kinh, yéu t6 sinh trudng c6 ngudn gbc tidu ciu hodc chit hoat héa plasminogen mo,
tic nhan gdy déng mau hoic tic nhin chéng tao mach, vi du angiostatin hodc
endostatin, hoic, cac chét thay ddi d4p tung sinh hoc nhu lymphokin, intolokin-1 (IL-
1), intolokin-2 (IL-2), intolokin-6 (IL-6), yéu t6 kich thich cum dai thuc bao bach ciu
hat (granulocyte macrophage colony stimulating factor-GM-CSF), yéu tb kich thich
cum bach ciu hat (granulocyte colony stimulating factor-G-CSF), yéu té sinh trudng
thin kinh (nerve growth factor-NGF) hodc yéu té sinh trudng khac va céc globulin
mién dich.

Cac phan tir gdy hiéu img khédc c6 thé bao gdm céc chét c6 thé phat hién hitu
ich vi du trong chin doan. Cac vi du vé cac chit c6 thé phat hién bao gdm cac enzym
khéc nhau, cdc nhém ngoai, nguyén li€u huynh quang, nguyén li€u phat quang, nguyén
lidu phét quang sinh hoc, nuclit ¢ hoat tinh phéng xa, kim loai phat positron (dé st
dung trong top0 phat positron), va cac ion kim loai thudn tir khong c6 hoat tinh phéng
xa. Xem Patent My s 4,741,900 v& céac ion kim loai c6 thé duoc tiép hop véi cac
khang thé dé sir dung 1am chét chén do4n. Cc enzym thich hop bao gdm peroxidaza
cdy cai ngwa, phosphataza kiém, beta-galactosidaza, hoic axetylcholinsteraza; cac
nhém ngoai thich hgp bao gbm streptavidin, avidin va biotin; cac nguyén liéu huynh
quang thich hgp bao gdm umbelliferon, fluoresxein, fluoresxein isothioxyanat,
rhodamin, diclotriazinylamin fluoresxein, dansyl clorua va phycoerythrin§ ﬁguyén liu
huynh quang thich hgp bao gdm luminol; cic nguyén liéu phat quang sinh hoc thich
hop bao gbm luxiferaza, luxiferin, va aequorin; va cac nuclit c6 hoat tinh phong xa
thich hop bao gém 1251, 13 II, My va ¥ Te.

Céc vi du khéc vé phan tir gdy hiéu tmg c6 thé gia ting thoi gian ban hiy khang
thé nay in vivo, va/hodc giam tinh sinh mién dich cuia khang thé nay va/hodc gia ting
su phan phéi khang thé doc theo hang rao biéu md dén hé mién dich. Cac vi du vé cac
phan tir hiéu (ng thich hop thudc loai niy bao gdm céc polyme, albumin, cic protein
lién két albumin hoic cac hop chét lién két albumin nhu céc hop chit duoc mo ta trong
WO05/117984.

Trong d6 phén tir hiéu tng nay 1a polyme nhin chung c6 thé 1a polyme téng hop
hotic ¢ trong tu nhién, vi du polyalkylen phan nhanh hodc mach thing dugc thé tuy y,
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polyme polyalkenylen hodc polyoxyalkylen hodc polysaccharit phdn nhanh hodc

khong phan nhanh, vi du ddng- hogc di- polysaccarit.

Céc phén tir thé tily ¥ cu thé ma c6 thé c6 trén polyme tdng hop dwoc d& cap

trén ddy bao gdm mat hoic nhiéu nhém hydroxy, metyl hodc metoxy.

Céc vi du cu thé vé& cac polyme téng hop bao gdm poly(etylenglycol) phan
nhanh hoic mach thing dugc thé tuy ¥, poly(propyleneglycol) poly(vinylalcohol) hoic
cic din xudt cia no, dic biét 1a poly(etylenglycol) dugc thé tiy y nhu

metoxypoly(etylenglycol) hoic cic din xuét ctia né.

Dic biét 1a cac polyme c6 trong ty nhién bao gdm lactoza, amyloza, dextran,

glycogen hoic céc din xuit cla no.

“Dan xuét” nhu duoc st dung & day nhim bao gdm cac din xuét d& phan tng,
vi du cdc nhém phan g chon loc thiol nhu cic maleimit va dan xuét tuong tu. Nhém
phan g c6 thé dugc lién két truc tiép voi hodc thong qua manh doan ndi véi polyme
ndy. S& dugc hiéu ring gbc ctia nhém nay trong mot sb trudng hop s& tao thanh mot

phan ctia san phidm l1am nhém ndi gitta manh khang thé va polyme nay.

Kich ¢& ctia polyme nay c6 thé thay d6i nhu mong mudn, nhung thudng s& nim
trong gi6i han phén tir trong khoang tir 500 Da dén 50000 Da, wu tién 12 nim trong
khoang tir 5000 dén 40000 Da va wu tién hon nim trong khoang tir 20000 dén 40000
Da. Kich c& polyme c6 thé dic biét 12 duge chon dya trén co s& muc dich st dung san
phém ndy vi du c6 kha néng dinh vi dén cac mo nhit dinh nhu cac khéi u hoidc thoi
gian ban huy trong mau kéo dai (d¢ xem xét xem Chapman, 2002, Advanced Drug
Delivery Reviews, 54, 531-545). Do d6, vi du, trong d6 san phim nay nham dé gitt lai
trong mau va mé thdm, vi du dé st dung trong diéu tri khdi u, c6 thé s& hitu ich khi st
dung polyme trong lugng phén tir nho, vi du véi trong lugng phan ti khoang 5000 Da.
Cho céc tng dung trong d6 san phidm nay van con giit lai trong mau, ¢6 thé hiru ich 1a
sit dung polyme c6 trong lugng phén tir cao hon, vi du c6 trong lugng phén tir nim
trong khoang tir 20000 Da dén 40000 Da.

Céc polyme dugc dic biét wu tién tién bao gdm polyalkylen polyme, nhu
poly(etylenglycol) hoic, dic biét 13, a metoxypoly(etylenglycol) hodc din xuét ctia né,
va dic bi€t 1a véi trong lugng phén tir nim trong khoang tir 15000 Da dén 40000 Da.
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Trong mot vi du céc khang thé dé sir dung trong sang ché dwoc gén vai cac gbe
poly(etylenglycol) (PEG). Trong mdt vi du cu thé khang thé nay 12 manh khéang thé va
c4c phén tir PEG c6 thé duoc gin théng qua nhém chirc axit amin & diu tan cung hodc
chudi bén axit amin sin c6 bt ky duoc dit trong manh khang thé, vi du nhém amino,
imino, thiol, hydroxyl ho#ic carboxyl tu do. C4c axit amin nay c6 thé c6 trong tu nhién
trong manh khang thé hoic c6 thé duoc cai bién di truyén trong méanh nay sir dung céc
phuong phap ADN téi td hop (xem vi du US 5,219,996, US 5,667,425; W098/25971).
Trong mdt vi du phén tir khing thé theo sang ché 12 manh Fab cai bién trong d6 cai
bién bing cach bd sung vao diu tin cing C cia chudi ning mot hodc nhidu axit amin
dé cho phép gén phan tr gdy hiéu tmg. Uu tién 13, c4c axit amin bd sung tao thanh
viing khép cai bién chira mot hogic nhiéu cac gbc xystein ma c6 thé duoc gén vao phén
tir gdy hiéu tmg nay. Nhiéu vi tri nay c6 thé dugc sir dung dé gén hai hoaflc nhiéu phﬁﬁ
tr PEG.

Céc phan tir PEG wu tién duoc lién két ddng hoa tri thdng qua nhém thiol cua it
nhit mdt gbc xystein dwgc dit trong manh khang thé. Mbi phan tir polyme duoc gén
v6i méanh khang thé cai bién nay c6 thé duoc lién két ddng hoa tri voi nguyén tir uu
huynh cia gbc xystein dugc dit trong méanh nay. Lién két déng héa tri ndy thudng s€
lién két disulphua hoic, dic biét 13, lién két lvu huynh-cacbon. Trong d6 nhém thiol
dugc str dung 1a diém gén duoc hoat hoa thich hgp céc phan tir gdy hiéu ung, vi du
cac din xuét chon loc thiol nhu maleimit va cé thé st dung cic din xuét xystein.
Polyme hoat héa c6 thé dwoc sir dung 1am nguyén liéu khéi ddu trong didu ché céac
manh khang thé duoc cai bién polyme nhu dwoc mod ta trén ddy. Polyme hoat héa nay
c6 thé 12 polyme bat ky chira nhém hoat dong thiol nhu axit a-halocacboxylic hodc
este, vi du iotaxetamit, imit, vi du maleimit, vinyl sulphon ho#c disulphua. Cac nguyén
liéu khoi dau nay co thé mua dugc trén thi truong (vi du tur Nektar, trudce déy gQi la
Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL, USA) hoéc c6 thé duoc diéu ché tir ééc
nguyén liéu sén c6 trén thi truong sit dung céc quy trinh hoéa hoc thong thuong. Céc
“phén tir PEG cu thé bao gdm 20K metoxy-PEG-amin (thu duoc tir Nektar, trudc ddy
goi la Shearwater; Rapp Polymere; va SunBio) va M-PEG-SPA (thu dugc tir Nektar,

trude day goi 1a Shearwater).

Theo mot phuong 4n, khang thé nay 12 manh Fab cai bién ma dugc PEGyl hoa,
nghia 1a ¢6 PEG (poly(etylenglycol)) dwgc gin ddng hoa tri vao né, vi du theo phuong
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phap dugc boc 10 trong EP 0948544 [cling xem "Poly(etylenglycol) Chemistry,
Biotechnical and Biomedical Applications", 1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press,
New York, "Poly(etylenglycol) Chemistry and Biological Applications"”, 1997, J.
Milton Harris and S. Zalipsky (eds), American Chemical Society, Washington DC va
"Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the Biomedical Sciences", 1998, M.
Aslam and A. Dent, Grove Publishers, New York; Chapman, A. 2002, Advanced Drug
Delivery Reviews 2002, 54:531-545]. Trong mdt vi du PEG dugc gén véi xystein
trong ving khép. Trong mot vi du, manh Fab cai bién PEG c¢6 nhém maleimit dugc
lién két ddng héa tri véi mot nhom thiol trong ving khép cai bién. Géc lysin c6 thé
duoc lién két déng héa tri véi nhdm maleimit va véi mot trong sb c4c nhém amin trén
gbc lysin nay c6 thé duge gin véi polyme metoxypoly(etylenglycol) c6 trong lugng
phan tir khoang 20000 Da. Do d6, téng trong lugng phan tir cia PEG dugc gin véi
manh Fab c6 thé 1a khoang 40000 Da.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé xuit phén tir khang thé trung hoa c6 tinh dic
hiéu dbi v6i IL-17A ngudi va IL-17F ngudi, 13 manh Fab cai bién c6 chudi ning chia
trinh tu néu trong SEQ ID NO:9 va chudi nhe chira trinh tu néu trong SEQ ID NO:7 va
¢6 & dAu tan cing C ciia chudi ning cta né ving khép cai bién chira it nhit mot gbe
Xystein ma gin voi phan tir gy hidu tmg. Uu tién 14 phan tir gdy hiéu ¢mg nay 12 PEG
va dugc gin st dung cidc phuong phip dugc md ta trong (WO98/25971 va
WO02004072116) nhd d6 nhém lysyl-maleimit dwgc gin voi gbc xystein & dau tan
ciing C ctia chudi ning nay, va mdi nhém amino cuia gbe lysyl da lién két ddng hoa tri
v6i no, gbc metoxypoly(etylenglycol) c6 trong lugng phéan tir 13 khoang 20000 Da.
Téng trong lugng phén tir cia PEG duoc gin véi khang thé nay do d6 1a khoang
40000Da.

Trong vi du khéc cAc phan tir gdy hidu Gng c6 thé duoc gén voi cdc méanh khang
thé st dung céc phuong phép dugc md ta trong cic don sang ché qubc té
W02005/003169, W0O2005/003170 va W0O2005/003171.

Sang ché cling d& xuét trinh ty ADN ma hoa (c4c) chudi ning va/hoic nhe cla
phan tir khang thé theo sang ché. Uu tién 13, trinh ty ADN ma héa chudi ndng hodc
chudi nhe ctia phén tir khang thé theo sang ché. Trinh tw ADN theo sang ché c6 thé
chira ADN téng hop, vi du dugc san xuét b%mg quy trinh héa hoc, cADN, AND h¢ gen
hoic cac phurong phéap két hop cia cac quy trinh nay.
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Céc trinh ty ADN ma héa phan tir khang thé theo sang ché c6 thé thu duoc
bang cac phuong phap dugc biét nhiéu trong linh vuc. Vi du, céc trinh ty ADN ma héa
mdt phin hodc tit ca cac chudi ning va nhe khang thé c6 thé duoc téng hop néu mubn
tlr cac trinh tu ADN xac dinh hodc trén co s& cia cdc trinh ty axit amin tuong Ung.

ADN mai hoa céc trinh ty khung nhén 13 ¢6 sin rat nhiu déi véi ngudi c6 hidu
biét trung binh trong linh vuc va c6 thé dugc téng hop dé dang trén co s& céc trinh tu

axit amin da bi€t cta ching.

Céc k¥ thuat sinh hoc phan ti chuén c6 thé dugc st dung dé didu ché céc trinh
tr ADN ma hoéa phan tir khang thé theo sang ché. Céc trinh ty ADN mong muén c6
thé dugc tdng hop hoan toan hoic mét phin st dung cac ky thuat téng hop
oligonucleotit. Ky thuit phat sinh dot bién truc tiép vi tri va phan tng chudi

polymeraza (polymerase chain reaction-PCR) c6 thé dugc str dung khi thich hgp. -

Céc vi du vé céc trinh ty thich hop duogc dé xuét trong trinh tu néu trong SEQ
ID NO:8; SEQ ID NO:10; SEQ ID NO:13; SEQ ID NO:14; SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:18 va SEQ ID NO:19.

Sang ché ciing d& cép dén cac vecto tich dong hoic biéu hién chira mét hoic
nhiéu trinh tw ADN ciia séng ché. Do d6, dugc d& xuét 13 vecto tach dong hoic biéu
hién chira mot hogic nhiéu trinh ty ADN ma héa khang thé theo sang ché. Uu tién 13,
cac vecto biéu hién hoic tach dong chira hai trinh tr ADN twong ng ma héa chudi
nhe va chudi ning cta phan tir khang thé theo sang ché, cing véi céc trinh tyr tin higu
thich hgp. Uu tién 13, vecto theo sang ché chira céc trinh tu dwgc néu trong SEQ ID
NO:14 va SEQ ID NO:18. Theo mdt phuong 4n vecto theo sang ché chira cac trinh tyr
néu trong SEQ ID NO:13 va SEQ ID NO:17.

Cac phuong phép chung nhd d6 c6 thé xdy dung dugc cic vecto ndy, cac
phuong phép chuyén nhiém va cac phuong phap nudi ciy duogc biét nhiéu trong linh
vie. V& khia canh nay, tham khao tai liéu “Current Protocols in Molecular Biology”,
1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, New York va the Maniatis Manual dugc
xuét ban béi Cold Spring Harbor Publishing.

Ciing duogc dé xuét 12 t& bao chu chira mot hodc nhidu vecto tach dong hodc
biéu hién chira mot hodic nhiéu trinh tw ADN ma hoa khang thé theo séng ché. Té bao

chu/hé théng vecto thich hop bit ky c6 thé dugc st dung dé biéu hién cac trinh tur
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ADN ma hoa phan tir khang thé theo sang ché. Vi khudn, vi du E. coli, va cac hé théng
vi sinh vat khéc c6 thé dugc st dung hodc cac hé théng biéu hién té bao nhan chuln, vi
du té bao dong vat co6 v, té bao chu c6 thé cling dugc st dung. Céc té bao chu dong

vét ¢6 vii thich hgp bao gdm cic té bao CHO, u tiy hodc khéi té bao lai.

Séng ché cling dé xut quy trinh san xuét phan tir khang thé theo sang ché bao
gbm nudi cly té bao chu chira vecto theo sang ché dudi cac didu kién thich hop @é din
dén biéu hién protein tir ADN ma hoa phan tir khang thé theo sang ché, va phén 1ap
phén tir khang thé.

Phan tir khéng thé c6 thé chi chira polypeptit chudi ning hoic nhe, trong truong
hop nay chi trinh tu ma héa polypeptit chudi ning hogic chudi nhe cin dé duoc sir dung
dé chuyén nhiém céc t& bao chii nay. P& san xuét cac san phim chira ca hai chudi ning
va nhe, dong té bao nay c6 thé dugc chuyén nhiém bing hai vecto, vecto thir nhit ma
héa polypeptit chudi nhe va vecto thir hai ma héa polypeptit chudi ning. Theo phuong
an khac, c6 thé sir dung mot vecto, vecto ndy chira cdc trinh ty ma hoa polypeptit

chudi nhe va chudi ning.

Vi céc khang thé theo sang ché 13 hitu ich trong diéu tri va/hodc phong tinh
trang bénh, sang ché cling dé xuit dugc phdm hodc ché phdm dé chén doan chira phan
tir khang thé theo séang ché két hop véi mot hodc nhidu ta duge, chit pha loang hoidc
chét mang dugc dung. Do d6, dugc dé xuit 1a sir dung khang thé theo sang ché dé san
xuét dugc phdm. Thanh phén nay thudong s& dugc cung cip 1a mot phin cia dugc phdm
v6 tring ma thudng s& chira chit mang dugc dung. Duge phim theo sang ché c6 thé
chtra thém ta dugc duge dung.

Séng ché ciing d& xuét quy trinh bao ché dugc phdm hodc ché phim dé chin
do4n bao gdm bd sung va tron phén tir khang thé theo sang ché cung véi mot hodc
nhiéu t4 dugc, chit pha lodng hodc chét mang dugc dung.

Phén tir khang thé c6 thé 1a hoat chit duy nhit trong dugc phdm hoic ché phim
dé chin doan hodc c6 thé két hop vdi cac hoat chit khac bao gdm bao gdm cac thanh
phin khang thé, vi du khang thé khang -TNF, khang- IL-1pB, khang té bao-T, khang-
IFNy hoic khéng-LPS, hodc cic thanh phan khong phai khang thé nhu xanthin hoic

chit trc ché phén tir nhé.
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Dugc phdm wu tién 13 chira khéi luong khang thé theo sang ché hitu hiéu dé
diéu tri. Thuat ngit “khéi lugng didu trj hitu hidu” nhu duoc st dung & day dé cap dén
khéi lugng dugc chéit cin dé didu tri, lam thuyén gidm hodc ngin nglra bénh hodc tinh
trang bénh dich, hodc thé hién hiéu quéa chita bénh hodc ngin nglra rd rét. Péi véi
khéng thé bét ky, khdi lwong diéu tri hitu hiéu c6 thé dugc wc tinh ban diu trong thir
nghiém nudi cdy té bao hoic trong cac mé hinh dong vat, thudong 1a trong chudt, thd,
cho, lon hodc linh trudng. M6 hinh dong vat cé thé cling dugc st dung dé xac dinh
giéi han ndng d6 thich hop va dudong ding. Thong tin ndy c6 thé sau d6 dugc sir dung

dé x4c dinh liéu diing va dudng diing hiru hiéu dé ding cho ngudi.

Khdi Iwgng diéu tri hitu hiéu thich hop dé st dung cho dbi tugng ngudi s& phu
thudc vao d6 trAm trong cua tinh trang bénh, tinh trang stc khée chung cia dbi tuong,
tudi, trong lugng va gidi tinh ciia di twong, ché d6 an, thoi gian va tin sudt ding,
(c4c) hdn hop dugc chét, d6 nhay cam phan ng va su dung nap/dap tmg dbi véi liéu
phap. Khdi lrgng niy c6 thé dugc xac dinh bing thi nghiém théng thudong va thude
pham vi ctia bac s§. Thong thudng, khéi lwgng diéu trj hitu hiéu s& nim trong khoang
tir 0,01 mg/kg dén 50 mg/kg, wu tién 13 nim trong khoang tir 0,1 mg/kg dén 20 mg/kg.
Céc duge phdm dugc trinh bay thong thuong & cac dang lidu ding don vi chira lvong xé4c

dinh trudc hoat chét theo sang ché cho méi liéu ding.

Céac ché phém c6 thé duoc diing riéng ré& cho ngudi bénh hoic c6 thé duge dung
Kkét hop (vi du déng thoi, 14n lugt hodc tich biét) véi cac chét, dugc chit hodc hormon
khéc.

Liéu lugng ding phén tir khang thé theo sang ché phu thudc vao ban chét coa
tinh trang bénh duogc diéu tri, mc 4§ viém dang xuét hién va phu thudc vao du 1a
phén tir khéng thé dang dugc sir dung dé phong bénh hodc dé didu tri tinh trang bénh

hién bi dang mac.

Tén suét ding s& phu thudc vao thdi gian ban hiy cua phan tir khang thé va
khoang thoi gian gy tdc dung clia n6. Néu phan tir khang thé c6 thoi gian ban huy
ngén (vi du tir 2 d&én 10 gid) c6 thé nhét thiét phai cho mdt hoic nhiéu liéu ding méi
ngdy. Theo phurong 4n khic, néu phan tir khang thé c6 thoi gian ban hay dai (vi du tir 2
dén 15 ngay) c6 thé chi cin dua ra phan lifu mot 1n mot ngay, mot 1dn mot tudn hoéc

tham chi mdt 14n mot thang 1 hoic 2 thang.
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Chét mang dugc dung nén 13 ban thin n6 khong giy ra san sinh khang thé c6
hai cho c4 thé nhan ché phim nay va nén 1 khong ddc. Céc chit mang thich hop ¢c6
thé_lé céc dai phan tir 16n, dugc chuyén hoa cham nhu céc protein, polypeptit, liposom,
polysaccarit, axit polylactic, axit polyglycolic, cac axit amin polyme, copolyme axit

amin va hat virut bat hoat.

Cac mudi dugc dung cé thé duoc sir dung, vi du céac mudi axit vd co, nhu
hydroclorua, hydrobromua, phosphat va sulphat, hodc mudi axit hitu co, nhu axetat,

propionat, malonat va benzoat.

Céc chit mang dugc dung trong dugc phdm c6 thé chira thém cac chét 16ng nhu
nudce, nuéc mubi, glyxerol va etanol. Ngoai ra, cac chét phu trg, nhu chit 1am w6t hoic
chit nhii héa hodc chit dém pH, c6 thé c6 trong céc ché phdm nay. Cac chit mang nay
cho phép dugc phim dugc bao ché 13 vién nén, vién tron, vién bao dudng, vién nang,
dich 1éng, gel, xird, hd nhdo va huyén phi, dé ding theo dudng tidu héa cho ngudi
bénh.

Céc dang wu tién dé ding bao gdm cic dang thich hop dé ding ngoai duong
tiéu hoa, vi du bing cach tiém hoic truyén, vi du béng céach ti€ém hodc truyén lién tuc.
Néu san phidm nay dé tiém hodc truyén, c6 thé bao ché & dang huyén phi, dung dich
hoic nhii trong trong ta dugc 16ng diu hodc chira nudc va cé thé chira cac chét sir
dung trong tao cong thirc, nhu cic chét tao huyén phu, chit bao quan, chét én dinh
va/hogic phan tan. Theo phuong 4n khéc, phan tir khang thé c6 thé & dang khé, dé hoan

nguyén trude khi sir dung biang dich 16ng vé tring thich hop.

Ngay khi duge bao ché, cac ché phdm theo sang ché c6 thé dugc ding truc tiép
cho ngudi bénh. Cac dbi twong duge diéu tri c6 thé 1a dong vat. Tuy nhién, vu tién 1a

céc ché phdm nay duge didu chinh @& ding cho dbi trong 12 ngudi.

Céc duge phim theo sang ché c6 thé dugc ding bing mot sb duong ding bét ky
bao gém, nhung khong bj gi6i han dén qua dudng miéng, trong tinh mach, trong co,
trong dong mach, trong tiy, trong vo, trong tdm that, qua da, qua chén bi (vi du, see
WO 98/20734), duéi da, trong mang bung, trong mili, trong rudt, khu tra, dudi ludi,
trong 4m dao hodc truc trang. Phun chdm c6 thé cling dugc sir dung dé dung dugc

phim theo sang ché nay. Pién hinh 13, dugc phim c6 thé duoc didu ché 1a thubc dé
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tiém, 1a dung dich 16ng hozc huyén phi. Cac dang rin thich hop cho dung dich trong,

hoic huyén phu trong, ta dugc 16ng trude khi tiém c6 thé cung dugc bao ché.

Phén phdi truc tiép ché phim nay s& thuong duge thuc hién bing cach tiém,
ding dudi da, trong mang byng, trong tinh mach hoic trong co, hoic dugc phan phbi
dén khoang k& md. Cac ché phim niy c6 thé ciing dwoc dung vao trong vét thuong.
Liu ding didu trj c6 thé 1a Liu ding didu trj c6 thé 1a ché do dung lidu don hogic ché

d6 dung da liéu.

S& dugc hiéu ring hoat chit trong ché phim nay s& 13 phan tir khang thé. C6
nghia 13, né s& dé bj phin hily trong di da day-rudt. Do d6, néu ché phim nay duoc
diing bang dudng sir dung dai da day-rudt, ché phim nay sé& cin chira cac chét dé bao
vé khang thé nay khoi bj phan hiiy nhung s& giai phong khéang thé nay ngay khi n6 da
dugc hip thy tir dai da day-rudt.

Thio luin k§ vé& cac chit mang dwoc dung 1a c6 trong Remington's

Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

Theo mét phuong 4n ché phdm nay duoc cung cip 1a ché phim dé dung khu tra

bao gom x0ng.

Céc ché phdm xdng thich hgp bao gdm bot xdng, sol khi dinh lidu chura cac khi
dy hogc dung dich xdng khong chira khi ddy. Bot xong theo sang ché chira thanh
ph?m hoat tinh c6 thé chi chta céac hoat chit dugc dé cap trén day hodc hon hgp hoat

chét dugc dé cap trén day vdi ta duge duge dung.

Bot xong nay c6 thé bao gdm monosaccarit (vi du glucoza hoic arabinoza),
disaccarit (vi dy lactoza, saccharoza, maltoza), oligo- va polysaccarit (vi du dextran),
ruou da chirc (vi du sorbitol, mannitol, xylitol), cdc mudi (vi du natri clorua, canxi
carbonat) hodc hdn hgp clia céc chit nay v6i nhau. Mono- hoidc disaccarit thich hop
dugc st dung, viéc st dung lactoza hodc glucoza, cu thé khong loai trir & dang hydrat

cua ching.

Céc hat dé dong lai trong phéi can c& hat nhé hon 10 micron, nhu tir 1-9 micron
vi duy tir 0,1 dén 5 pm, cu thé 1a tir 1 dn 5 pm. C& hat ctia hoat chét (nhir khéang thé
hoic méanh khéng thé) 1 quan trong hang dau.
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Khi d4y c6 thé duoc sir dung dé bao ché sol khi x6ng dugc biét nhiéu trong linh
vuc. Céc khi dy thich hgp duoc chon loc tir cic hydrocarbon nhu n-propan, n-butan
hogc isobutan va halohydrocarbon nhu céc din xuit dugc clo hoa va/hodc flo héa cia
metan, etan, propan, butan, xyclopropan hoic xyclobutan. Cac khi ddy dugc d& cap

trén day c6 thé dugc sir dyng mot minh ching hoic trong hdn hop clia ching.

Céac khi déy thich hop dic biét 1a cac din xuit alkan dugc halogen héa dugc
chon tir TG 11, TG 12, TG 134a va TG227. Trong sb cac hydrocarbon dugc halogen
hoéa, TG134a (1,1,1,2-tetrafloetan) va TG227 (1,1,1,2,3,3,3-heptaflopropan) va cac hén
hop ctia né 1a dic biét thich hop.

Cac sol khi xéng chira khi ddy c6 thé ciing chira cac thanh phin khac nhu cac
dong dung mdi, cac chit 8n dinh, cic chét hoat tinh b& mit (cac chét hoat dong bé
mit), cac chit chdng 6xy héa, cac chét 1am tron va nghia 14 dé didu chinh pH. Tt ca

c4c thanh phin nay duoc biét nhidu trong linh vuec.

Céc sol khi xong chira khi diy theo sing ché c6 thé chira 1én dén 5 % trong
lugng hoat chét. Sol khi theo séng ché chira, vi du, nim trong khoang tir 0,002 dén 5 %
trong lugng, tir 0,01 dén 3 % trong lugng, tir 0,015 dén 2 % trong luong, tir 0,1 dén 2

% trong lugng, tir 0,5 dén 2 % trong luong hoic tir 0,5 dén 1 % trong lugng hoat chét.

Theo cach khéc diing khu trt cho phdi c6 thé ciing 14 bing cach ding dung dich
long hodc ché phim huyén phi, vi du sir dung thiét bi nhu may khi dung, vi du, may
khi dung ndi véi may nén (vi dy, the Pari LC-Jet Plus(R) may khi dung dugc ndi véi
mdy nén Pari Master(R) duoc san xuit béi hing Pari Respiratory Equipment, Inc.,
Richmond, Va.).

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc phan phdi phan tén trong dung moi, vi du,
¢ dang dung dich hodc huyén phu. N6 c6 thé dugc tao huyén phu trong dung dich sinh
Iy thich hop, vi dy, nuéc mudi hoic dung méi twong thich dwgc ly khéc hoic dung
dich dém. C4c dung dich dém dugc biét nhiéu trong linh vuc c6 thé chira ndm trong
khoang tir 0,05 mg dén 0,15 mg dinatri edetat, ndm trong khoang tir 8.0 mg dén 9.0 mg
NaCl, nim trong khoang tir 0,15 mg dén 0,25 mg polysorbat, nim trong khoang tr
0,25 mg dén 0,30 mg axit xitric khan, va ndm trong khoang tir 0,45 mg dén 0,55 mg
natri xitrat cho mdi 1 ml nuéc dé thu dugc pH nim trong khoang tir 4.0 dén 5.0.

Huyén phil ¢6 thé sir dung, vi duy, khang thé dong kho.
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Dugc phdm dang dung dich hodc huyén phui c6 thé ciing chira mdt hodc nhidu
t4 dugc. Céac ta dugc dugc biét nhidu trong linh vuc va bao gém cac dém (vi du, dém
xitrat, dém phosphat, dém axetat va dém bicarbonat), ciac axit amin, uré, ruou, axit
ascorbic, phospholipit, protein (vi du, albumin huyét thanh), EDTA, natri clorua,
liposom, mannitol, sorbitol, va glyxerol. Cac dung dich hodc huyén phu c6 thé dugc
bao géi trong céc liposom hodc cac vi ciu c6 thé phan hiy sinh hoc. Ché phdm nay s&
thuong dugc cung cép & dang hiu nhu vo tring st dung cic quy trinh san xuét vo
trung.

Piy c6 thé bao gdm san xuft va vo tring hoa bing cach loc dung moi/dung
dich dém duogc sir dung dé bao ché, huyén phu khéng thé vo6 khudn trong dung dich
dung méi dém vo tring, va phan tin ché phim nay vio trong céc vat chira vo tring

bing cac phuong phép tuwong tu nhu cic phuong phap da biét nhidu trong linh vuec.

Ché phdm ding cho khi dung theo sdng ché c6 thé dwoc d& xuét, vi du, 1a cac
don vi lidu don (vi dy, vét chira nhya hodc lo dugc han kin) dugc dong gobi trong vo

thiéc. M3i lo chtra liéu don vi trong thé tich, vi du, 2 mL, dung mdi/dém dung dich.

Céc khang thé dugc boc 16 & day co thé thich hop dé phéan phdi thong qua khi
dung hoa.

Ciing dugc du tinh ring khang thé theo sang ché c6 thé dugc dung bing cach st
dung lidu phép gen. Dé thu dugc didu nay, céc trinh ty ADN ma héa chudi ning va
nhe ctia phan tir khang thé duéi sy diéu khién ctia cc thanh phin ADN thich hop duge
dua vao trong ngudi bénh sao cho cac chudi khang thé nay dugc bidu hién tir cac trinh
tu ADN va quén tu in situ.

Séang ché ciing dé xuét phan tir khang thé @& st dung trong kiém soat cac bénh
viém. Ul tién 13, phén tir khang thé c6 thé dugc sir dung dé giam qua trinh viém hoic
ngdn ngra qud trinh viém.

Séang ché ciing dé xuét phan tir khang thé theo sang ché dé sir dung trong diéu
tri hoic phong céc rdi loan bénh Iy ma gdy ra bai IL-17A va/hodc IL-17F hodc ¢6 lién
quan dén muc IL-17A va/hodc IL-17F cao. Uu tién 14, tinh trang bénh ly dugc chon
loc tir nhém bao gdm cac bénh nhiém tring (virut, vi khudn, ndm va nguyén sinh dong
vat), sbc nodi doc td lien quan dén nhiém trung, bénh viém khdp, bénh viém khép dang

thip, bénh viém khép vay nén, bénh viém khép tu phat khéi & tudi vi thanh nién toan
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than (juvenile idiopathic bénh viém khép-JIA), bénh luput ban do6 toan thin (systemic
lupus erythematosus-SLE), bénh hen, bénh tic nghén duong thd man tinh (chronic
obstructive airways disease-COAD), bénh tic nghén phbéi man tinh (chronic
obstructive pulmonary disease-COPD), tén thwong phéi cip tinh, bénh viém chau
héng, bénh Alzheimer, bénh Crohn, bénh viém rudt, hi chirng rudt kich thich, bénh
viém rudt két man loét, bénh Castleman, viém dét séng dang thr?'lp va céc bénh khdp
dbt séng khéc, viém da co, viém co tim, viém mang mach nho, ching 16i mét, viém
tuyén giap tw mién, bénh Peyronie, bénh tiéu chay m&, bénh t4i mat, bénh 6 16ng, viém
mang bung, bénh vay nén, viém da di mg, viém mach, dinh do phiu thuit, dot quy,
bénh dai thdo dudng ty mién, d4i thdo dudng typ I, viém khép kinh nién, viém ndo-
mang ndo, cic bénh viém hé than kinh trung wong v ngoai vi do hé mién dich gdy ra
nhu bénh xo cing rai rai va hoi ching Guillain-Barr, cac bénh tu mién khéc, viém tuy,
chin thuong (phdu thuét), bénh vat chu khang lai manh ghép, thai bé manh ghép, cac
bénh xo hda bao gém x0 hoa phéi, x0 hda gan, xo hoa than, bénh cing bi hodc xo
cting toan than, bénh ung thu (ca khéi ur rin nhu cic u melanin, cic u nguyén bao gan,
sacOm, caxinoma té bao co vay, cac bénh ung thu té bao chuyén tiép, bénh ung thu
budng trimg va bénh méau 4c tinh va cu thé 13 bénh bach ciu tiy bao cip tinh, bénh
bach ciu tity bao man tinh, bénh bach ciu lympho man tinh, bénh ung thu da day va
bénh ung thu rudt két), bénh tim bao gbm céc bénh thiéu mau cuc bd nhu chimg nhdi
mau co tim ciing nhu xo vita dyng mach, déng trong mach mau, bénh rtiéﬁ‘ xuong,

ching lodng xuong, viém nha chu va bénh giam toan dich vi. |

Theo mdt phuong 4n khéng thé theo sang ché duoc st dung trong diéu tri hoic
phong rdi loan bénh 1y dugc chon tir nhém bao gbm bénh viém khép, bénh viém khop
dang thp, bénh vay nén, bénh viém khép vay nén, bénh viém khép tu phat khéi & tudi
vi thanh nién toan than (JIA), bénh luput ban do toan than (SLE), bénh hen, bénh tic
nghén duong thé man tinh, bénh tic nghén phéi man tinh, viém da di ing, bénh cing
bi, X0 cling toan than, xo hda phdi, bénh viém rudt, viém dbt séng dang thip va cac
bénh khép @bt séng khac va bénh ung thu.

Theo mdt phuong 4n khéng thé theo sang ché dwogc st dung trong diéu tri hodc
phong 16i loan bénh ly dugc chon tir nhém bao gf?)m bénh viém khdp, bénh viém khép
dang thp, bénh vay nén, bénh viém khép vay nén, bénh viém khép tu phat khoi & tudi
vi thanh nién toan than (JIA), bénh luput ban d6 toan than (SLE), bénh hen, bénh tic
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nghén duong thd man tinh, bénh tic nghén phdi man tinh, viém da di ung, bénh cing
bi, xo cing toan than, xo hoa phéi, bénh Crohn, viém rudt két man loét, viém dbt séng
dang thip va cic bénh khép d6t séng khac va bénh ung thu.

Theo mdt phuong 4n khang thé theo sang ché duoc st dung trong didu trj hoic
phong rdi loan bénh 1y dugc chon tir nhém bao gbm bénh viém khép, bénh viém khép
dang thép, bénh vay nén, bénh viém khép vay nén, bénh viém khép tu phéat khoi & tudi
vi thanh nién toan than (JIA), bénh luput ban do6 toan thin (SLE), bénh hen, bénh tic
nghén duong thd man tinh, bénh tic nghén phéi man tinh, viém da di tng, bénh ciing
bi, xo cliing toan than, xo hoa phéi, bénh Crohn, viém rudt két man loét, viém dét séng
dang thip va cac bénh khop @bt séng khac.

Theo mot phuong 4n réi loan bénh Iy 13 bénh viém khép dang thép.

Theo mdt phurong 4n réi loan bénh 1y 13 bénh Crohn.

Theo mot phuong an 16i loan bénh ly 1a viém rudt két man loét.

Trong mét vi du khéng thé theo sang ché dugc sir dung trong diéu tri bénh viém
hodc bénh lién quan dén mién dich. Trong mot vi du bénh viém hodc bénh li€n quan
dén mién dich dugc chon loc tir nhém bao gém bénh viém khép dang thép, bé_nh
Crohn va viém rudt két man loét.

Sang ché ciing d& xuit phan tir khang thé theo sang ché dé sir dung trong diéu
tri hodc phong bénh dau, cu thé 14 dau lién quan dén viem.

Sang ché d& cap tiép dén viéc sir dung phan tir khang thé theo sang ché trong
san xult dugc phdm dé diéu tri hoic phong bénh 1y gy ra boi IL-17A va/hogc IL-17F
hodc lién quan dén muc IL-17A va/hodc IL-17F cao. Dic biét 12 rbi loan bénh ly l1a
mdt trong s cAc chi dinh dugc mo ta & diy trén ddy. Sang ché dé cép tiép dén viéc su
dung phan tir khang thé theo sang ché trong san xuit dugc phadm dé phong hoic diéu
tri dau, dic biét 1 dau lién quan dén viém.

Phén tir khang thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung trong liéu phap bit ky
trong d6 mong muébn giam tac dung caa IL-17A va/hodc IL-17F trong co thé ngudi va
dong vat. IL-17 A va/hodc IL-17F cb thé tuin hoan trong méu trong co thé hoic co thé
¢6 mdt & mirc cao khdong mong mubn & nhitng vi tri cu thé trong co thé, vi du vj tri

viém.

-28-



29866

Phén tir khdng thé theo sang ché dugc vu tién st dung d& kiém so4t bénh viém,

bénh tu mién ho#c bénh ung thu.

Séng ché ciing @ xuit phuong phap didu trj cho déi tuong ngudi hodc dong vat
bi hodc c6 nguy co bi mic rbi loan lién giy ra béi IL-17A va/hoic IL-17F, phuong
phap niy bao gdm ding cho ddi twong nay khdi lwong hiru hiéu phan tir khang thé

theo sang ché.

Phén tir khéng thé theo sang ché c6 thé ciing duogc sir dung trong chén doén, vi
du trong chin doan in vivo va hinh dung céc trang thai bénh lién quan dén IL-

17A va/hodc IL-17F.
Vi du thye hién sing ché
Vidul: San xuit khéng thé trung hoa cai thién lién két v6i IL-17A va IL-17F

Phan 1ap va nhan héa khang thé CA028 0496 di dugc md ta trude d6 trong
WO02008/047134. CA028_0496 1a khang thé trung hoa bién dbi gibng nguoi lién két
v6i ca hai IL-17A va IL-17F va chira cic ving bién d6i duoc ghép vao gL7 va gH9,
trinh tu cta chiing dugc cung cdp trong WO02008/047134. Ving khung nhan chudi
ning 13 trinh tu dong mim ngudi VH3 1-3 3-07 véi ving khuhg 4 14y tir phan nay cua
dong mim ving JH ngudi JH4. Ving khung nhén chudi nhe 13 trinh ty dong mam
ngudi VK1 2-1-(1) L4, v6i ving khung 4 14y tir phin nay cta dong mim ving JK
ngudi JK1.

Khang thé CA028 00496 1a 4i lyc dugc thanh thuc @& cai thién 4i luc cua
khang thé ddi véi IL-17F trong khi van gitr 4i luc véi IL-17A. Nguoc véi khang thé
CA028_00496, khang thé thanh thyc 4i luc, dugc biét 1a CA028_00496.g3, dugc biéu
hién 1a IgG1 hon la IgG4. Céac gen duogc cai bién dé tao ra cac dang thanh thuc 4i luc
bang cach gy phat sinh dot bién truc tiép oligonucleotit. Céc trinh tu gen ving bién
dbi chudi nhe thanh thuc 4i luc (gL57) dugc tach dong phu vao trong vecto biéu hién
chudi nhe ngudi UCB Celltech pKH10.1, chira ADN mi héa ving cb dinh C-Kappa
ngudi (allotyp Km3). Trinh ty ving bién dbi chudi ning khong thay dbi (gH9) duoc
tach dong phu vao trong vecto biéu hién UCB Celltech pVhgl FL, chita ADN m4 hoa
céc ving cb dinh gamma-1 chudi ning ngudi. Céc plasmit dugc ddng chuyén nhidm
vao trong céc t€ bao CHO sir dung quy trinh Lipofectamine™ 2000 theo huéng din

ctia nha san xuét (InVitrogen, catalogue No. 11668).

-20-



29866

Trinh ty cubi cing cia cic ving bién ddi thanh thuc ai luc cua khéng thé
CA028_00496.g3 dugc dua ra trong Fig. 1a va 1b. Trong khang thé CA028_00496.g3
trinh ty viing bién d6i chudi ning 1a gidng nhu trinh tr cia khang thé géc ban diu
CA028_00496. Nguoc lai, viing bién dbi chudi nhe khic & 5 axit amin. Nam gbc nay
khéc nhau giita chudi nhe ctia khang thé CA028 00496 va khang thé
CA028_00496.23 dugc gach chan trong Fig. 1a.

Vi du2: BIACORE

Nhu dugc méd td duéi diy, dang thir nghiém 13 bit gitt khéng thé
CA028_00496.g3 bing khang thé dic hiéu khang IgG Fc ngudi cb dinh, sau d6 chuin
d6 IL-17A ngudi va IL-17F ngudi qua bé mit bt giir.

Phén tich tuong tic phén tir sinh hoc dugc thuc hién st dung Biacore 3000
(Biacore AB). Céc thir nghiém dugc thuc hién & 25°C. Manh F(ab’), tinh khiét c6 4i
luc dic hidu khang IgG Fc nguoi cia dé (Jackson ImmunoResearch) dugc bit dong
trén chip cam tng CM5 (Biacore AB) théng qua héa hoc ndi amin dén muc khoang
6000 don vi dap ung (response unit-RU). Dém HBS-EP (10mM HEPES pH7.4, 0.15M
NaCl, 3mM EDTA, 0,005% Chét hoat dong bé mit P20, Biacore AB) dugc st dung
lam dém chay véi tbc d6 dong 13 10uL/phat (min). Tiém 10pL CA028_00496.g3 voi
0,5ug/mL duge sir dung dé bét gitr bang Fc khang IgG ngudi bit dong. IL-17A ngudi
(dugc tao ra trong phong bdi UCB) dugc chuidn d6 qua CA028 00496.g3 bét giir tir
5nM véi tbc dd dong 1a 30puL/phut trong 3 phut sau d6 hoa tan 20 phut. IL-17F nguoi
(R&D systems) duge chuin do qua CA028_00496.g3 bit giir tir 10nM véi tée dd dong
1a 30pL/phit trong 3 phiit sau d6 hoa tan trong 5 phit. T4i tao b& mit nay véi tbe do
dong 1 10puL/phit bang cach tiém 10pL 40mM HCl sau d6 tiém S5pL NaOH5mM.

Bang 1: Ai luc cia CA028_496.g3 khang lai IL-17F va IL-17A ngudi

k,M's™) kq (s Kp (M) KD (pM)
2,49E+06 8,74E-05 3,51E-11 35
hIL-17F 3,49E+06 5,08E-05 1,46E-11 15

pis Gyt il gl |
Giy | ) 1 Il ] \‘
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Cac dudng cong lién két trir gi tri nén tham chiu kép dugc phan tich st dung
phin mém BIAevaluation (phién ban 4.1) theo quy trinh chuén. C4c théng sb dong hoc
dugc xac dinh tir thuit toan diéu chinh cho khép. Dit liéu chi tiét trong bang 1, céc gia
tri trung binh dugc t6 mau xam.

Gia tri 4i lyc dugc xac dinh cho khang thé gbc CA028 0496 lién két vé6i IL-
17A 12 16 pM va 1750pM dbi véi IL-17F. Nguoc lai, khang thé cai tién CA028_0496
g3 c6 4i lyc d6i véi IL-17A 1a 3,2pM va dbi véi IL-17F 1a 23pM. Ai luc cua khang thé
CA028_0496 dbi véi IL-17F dugc cai thién gép 70 1dn khong lam gidm &i luc cua
khéng thé d6i vai IL-17A. Thyc té, 4i luc d6i v6i IL-17A da gia ting gip ndm ln.

Ai lyc ctia CA028_0496 g3 ciing duoc cai thién dbi v6i heterodime IL-17A/F (dugc
san xuit nhu duge md ta trong WO2008/047134) trong d6 ai luc da dwoc tim thiy 1a
26pM (dit liéu khong dugc thé hién).

Vidu3

Tiém ning cia CA028_00496.g1 (dugc md ta trudc d6 trong W0O2008/047134)
va CA028_00496.g3 dé trung hoa IL-17F ngudi dugc xac dinh sir dung thir nghiém
sinh hoc t& bao HeLa. Té bao Hela thu dugc tir ngdn hang té bao & ATCCH(ATCC
CCL-2). Céc té bao dugc sinh trudng trong mdi truong Eagle cai bién Dulbecco (
Dulbecco’s modified Eagle’s medium-DMEM) dugc bd sung 10% huyét thanh thai
bo, penixilin, gentamyxin va glutamin. 1x10* t& bao dugc dan vao trong dia nudi ciy
md day bing phing 96 15. U céc té bao nay qua dém va rira mdt 14n trong dém thir
nghiém. Cac té bao HeLa duoc kich thich bing hén hop IL-17F ngu’&i téi tb >hqp
(125ng/ml) va yéu t§ alpha hoai tir khdi u (tumour necrosis factor-alpha-TNF-a)
(1ng/ml) trong 48 gi&y cling véi cac ndng dd khang thé khac nhau. Trong dong té bao
HeLa, IL-17F hiép ddng véi TNF-alpha d& khién cho san xuét IL-6 ma c6 thé dugc
dinh luong st dung kit thir nghiém MSD cu thé. Khéi luong IL-6 tiét thu duogc dugc
do lai st dung cong nghé thtr nghiém phat hién mbc trung gian (Meso Scale
Discovery-MSD) va cac gia tri IC50 dugc tinh todn. CA028 00496.g1 va
CA028_00496.g3 cho thdy su trc ché hoat tinh sinh hoc cuiia IL-17F phu thudc lidu khi
dugc do trong thir nghi€ém sinh hoc t¢ bao HeLa (Fig. 7). Hoat tinh cua
CA028_00496.g1 va CA028 00496.g3 trong thir nghiém HeLa dugc biéu dién 1a lidu
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ding cin dé& e ché 50% hoat tinh IL-17F (ICss). ICso dbi v6i CA028_00496.g1 1a
92mg/mL va dbi véi CA0 496.g3 12 4ng/mL.

Kha ning ciia CA028_00496.g3 dé trung hoa IL-17A, nhu duge mo ta trude do
d6i véi CA028_00496.g1 trong WO2008/047134, duoc khing dinh st dung thir
nghiém tuong tu trong d6 IL-17F dugc thay bing IL-17A (dit liéu khéng dugc thé

hién).
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YEU CAU BAO HO

. Khang thé trung hoa lién két v6i IL-17A ngudi va IL-17F ngudi c6 chudi nhe va
chudi ning, trong d6 ving bién dbi ctia chudi nhe c6 trinh tw néu trong SEQ ID
NO:7 va ving bién d6i chudi ning c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:9.

. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay ciing gin két véi heterodime IL-
17A/IL-17F.

. Khang thé theo diém 1 hoic 2, trong d6 khang thé nay 1a khang thé nguyén ven
hoic manh khang thé c¢6 hoat tinh chirc ning cia né.

. Khang thé theo diém 3, trong d6 manh khéang thé nay dwoc chon tir nhém bao gbm
manh Fab, Fab’, F(ab’),, scFv va Fv.

. Khéng thé theo diém 1 hodc diém 2, trong d6 khang thé nay 1a khang thé da ddc
hiéu.

. Khang thé trung hoa lién két véi IL-17A ngudi va IL-17F ngudi theo didm bét ky
trong s cac diém tir 1 dén 3, c6 chudi ning co trinh ty néu trong SEQ ID NO: 15
va chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:11.

. Trinh ty ADN phan l4p ma héa chudi ning va chudi nhe cta khang thé theo diém
bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6.

. Vecto biéu hién hoic tach dong chira trinh ty ADN theo diém 7.

. Vecto theo diém 8, trong d6 vecto nay c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO:13 va
SEQ ID NO:17.

10. Té bao chii dé biéu hién khang thé theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 6,

trong d6 té bao chu nay cha:
(i)  trinh tr ADN ma hoa chudi ning ctia khang thé, va

(ii)  trinh ty ADN mi héa chudi nhe ciia khang thé,

trong d6 céc trinh ty ADN dugc cung cép trong mot hodc nhiéu vecto biéu hién hodc

tach dong.

11. Té bao chu chira mdt hodc nhidu vecto biéu hién hodc tach dong theo diém 8 hoic

9.
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12. Quy trinh san xuét khang thé theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 6, trong
d6 quy trinh ndy bao gdm budc nudi cy té bao chu theo didm 10 hodc 11 va buée
phén 14p khang thé.

13. Dugc phdm chira khang thé theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, két hop

v6i mot hodic nhiéu ta dugc, chét pha loéng hodc chét mang dugc dung.

14. Dugc phdm theo diém 13, trong d6 dugc phim niy chira thém céc hoat chit khéc.
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Fig. 1
(a) Ving bién dbi chudi nhe ciia khang thé CA028_496 g3 (SEQ ID NO:7)

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRADESVRTLMHWYQQKPGKAPKLLIYLVSNSEIGVPDRF
SGSGSGTDFRLTISSLQPEDFATYYCQQTWSDPWTFGQGTKVEIK

(b) Ving bién dbi chudi ning cta khang thé CA028_496 g3 (SEQ ID NO:9)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYNMAWVRQAPGKGLEWVATITYEGRNTYYRD

SVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCASPPQYYEGSIYRLWFAHWGQGTLVTVS
S

©

CDRHI: GFTFSDYNMA (SEQ ID NO:1)

CDRH2: TITYEGRNTYYRDSVKG (SEQ ID NO:2)
CDRH3: PPQYYEGSIYRLWFAH (SEQ ID NO:3)
CDRLI1: RADESVRTLMH (SEQ ID NO:4)
CDRL2: LVSNSEI (SEQ ID NO:5)

CDRL3: QQTWSDPWT (SEQ ID NO:6)

(d) Chudi nhe ciia khang thd CA028 4963 (SEQ ID NO:11)

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRADESVRTLMHWYQQKPGKAPKLLIYLVSNSEIGVPDRF
SGSGSGTDFRLTISSLQPEDFATYYCQQTWSDPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(¢) Chudi nhe ctia khang thé CA028_496g3 bao gdm ca trinh ty tin hiéu (SEQ ID NO:12)

MSVPTQVLGLLLLWLTDARCAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRADESVRTLMHWYQQKPGK
APKLLIYLVSNSEIGVPDRFSGSGSGTDFRLTISSLQPEDFATYYCQQTWSDPWTFGQGTKV
ETKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Fig. 2
(a) Chudi ning ctia khang thé CA028_496g3 (SEQ ID NO:15)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYNMAWVRQAPGKGLEWVATITYEGRNTYYRD
SVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCASPPQYYEGSIYRLWFAHWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(b) Chudi ning ctia khang thé CA028_496g3 bao gdm ca trinh tu tin hidu (SEQ ID NO:16)
MEWSWVFLEFFLSVTTGVHSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYNMAWVRQAPGK
GLEWVATITYEGRNTYYRDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCASPPQYYEG
SIYRLWFAHWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(c) ADN ma héa ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé CA028_496g3 (khong c6 trinh ty tin
hiéu) (SEQ ID NO:13)

gccatccagctgacccagagcccttectcectectcagegecagtgtcggagacagagtgactat
tacctgcagggctgacgaaagcgtgagaacattgatgcactggtaccaacagaagcctggcea
aagcccccaagctcctgatctatctggtttccaattcggagattggagtcceccgacaggtte
agcggcagtgggtctggaactgactttcgcctgacaatctectcactccageccgaagattt
cgccacctactattgccagcagacttggagcgacccttggacatttggacagggcacaaaag
tggagatcaagcgtacggtagcggccccatctgtcttcatecttcececcgecatctgatgageag
ttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgecctgectgaataacttctatcccagagaggcecaa
agtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagce
aggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactac
gagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgeccgtcacaaa
gagcttcaacaggggagagtgttag
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Fig. 3
(a) ADN ma héa chudi nhe ciia khang thé CA028 496g3 bao gbm c trinh tu tin hiéu (SEQ
ID NO:14)

atgtcagttcccacacaggtgctgggecctgettetgttgtggectcaccgatgetaggtgtge
catccagctgacccagagcccttcctctctcagegeccagtgtcggagacagagtgactatta
cctgcagggctgacgaaagcgtgagaacattgatgcactggtaccaacagaagcctggcaaa
gcccccaagctcecctgatctatctggtttccaattcggagattggagtcceccgacaggttcag
cggcagtgggtctggaactgactttcgcctgacaatctcctcactccagecccgaagattteg
ccacctactattgccagcagacttggagcgacccttggacatttggacagggcacaaaagtg
gagatcaagcgtacggtagcggccccatctgtcttcatcttcccgecatctgatgagecagtt
gaaatctggaactgcctctgttgtgtgecctgectgaataacttctatcccagagaggccaaag
tacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagecag
gacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacga
gaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgeccgtcacaaaga
gcttcaacaggggagagtgttag

(b) ADN ma héa ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé CA028_496 g3 (SEQ ID NO:8)

gccatccagctgacccagagcccttectcectectcagegeccagtgtcggagacagagtgactat
tacctgcagggctgacgaaagcgtgagaacattgatgcactggtaccaacagaagcctggcea
aagcccccaagctcctgatctatctggtttccaattcggagattggagtcececcgacaggtte
agcggcagtgggtctggaactgactttcgecctgacaatctcctcactccageccgaagattt
cgccacctactattgccagcagacttggagcgacccttggacatttggacagggcacaaaag
tggagatcaag

(¢) ADN m3 héa ving bién dbi chudi ning ctia khang thd CA028_496 g3 (SEQ ID NO:10)

gaggttcagctcgttgaatccggaggcggactcgtgcagectgggggectecttgeggetgag
ctgcgctgccagtggcttcactttcagcgattacaatatggcctgggtgcgccaggccccag
gcaagggtctggagtgggtggccacaattacctatgagggcagaaacacttattaccgggat
tcagtgaaagggcgatttaccatcagcagggataatgcaaagaacagtctgtacctgcagat
gaactctctgagagctgaggacaccgctgtctactattgtgcaagcccaccccagtactatg
agggctcaatctacagattgtggtttgcccattggggccagggaacactggtgaccgtcteg
agc
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Fig. 4
ADN (bao gdm ca céc exon) ma héa chudi niing cia khang thé CA028_496g3 khong c6 trinh
tu tin hiéu (SEQ ID NO:17)

gaggttcagctcgttgaatccggaggcggactcgtgcagectgggggectecttgeggetgag
ctgcgctgccagtggcttcactttcagecgattacaatatggecctgggtgegeccaggeccccag
gcaagggtctggagtgggtggccacaattacctatgagggcagaaacacttattaccgggat
tcagtgaaagggcgatttaccatcagcagggataatgcaaagaacagtctgtacctgcagat
gaactctctgagagctgaggacaccgctgtctactattgtgcaagcccaccccagtactatg
agggctcaatctacagattgtggtttgcccattggggccagggaacactggtgaccgtctcg
agcgcttctacaaagggcccatcggtcttcecccectggcaccctectccaagagcacctetgg
gggcacagcggccctgggctgectggtcaaggactacttcecccgaaccggtgacggtgtegt
ggaactcaggcgccctgaccagcggegtgcacaccttecececggectgtectacagtectcagga
ctctactccctcagcagecgtggtgaccgtgeccctccagcagettgggcacccagacctacat
ctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtcgacaagaaagttgagcccaaatctt
gtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtce
ttcctcttceccecccaaaacccaaggacaccctcatgatctececcggaccectgaggtcacatg
cgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggeg
tggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtg
gtcagcgtcctcaccgtectgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggt
ctccaacaaagccctcccageccccatcgagaaaaccatctccaaageccaaagcgcagcccce
gagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagectgaccaagaaccaggtcage
ctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatgg
gcagccggagaacaactacaagaccacgcctccegtgectggactccgacggectecttcettece
tctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgetcce
gtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctcectgtctceccgggtaa

a
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Fig. 5: ADN ma héa chudi ning ctia khang thé CA028_496g3 bao gbm ca trinh ty tin hidu va
cac exon (SEQ ID NO:18)

atggaatggtcctgggtcttcctgtttttectttctgtcacaaccggggtgcacagegaggt
tcagctcgttgaatccggaggcggactcecgtgcagectgggggctecttgeggetgagetgeg
ctgccagtggcttcactttcagcgattacaatatggecctgggtgecgeccaggeccccaggecaag
ggtctggagtgggtggccacaattacctatgagggcagaaacacttattaccgggattcagt
gaaagggcgatttaccatcagcagggataatgcaaagaacagtctgtacctgcagatgaact
ctctgagagctgaggacaccgctgtctactattgtgcaagcccaccccagtactatgaggge
tcaatctacagattgtggtttgcccattggggccagggaacactggtgaccgtctcgagege
ttctacaaagggcccatcggtcttceccecctggecaccctecctccaagagcacctectgggggea
cagcggccctgggctgectggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtegtggaac
tcaggcgcecctgaccagcggegtgcacaccttceccecggetgtectacagtectcaggactceta
ctccectcagcagcgtggtgacegtgeccteccagcagettgggcacccagacctacatctgea
acgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtcgacaagaaagttgagcccaaatcttgtgac
aaaactcacacatgcccaccgtgecccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcecttect
cttcceccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcecccggaccecctgaggtcacatgegtgg
tggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggag
gtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcag
cgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcca
acaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagcgcageccccgagaa
ccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagectgaccaagaaccaggtcagectgac
ctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgecgtggagtgggagagcaatgggcage
Cggagaacaactacaagaccacgcctccecgtgctggactccgacggectecttecttectctac
agcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctecgtgat

gcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaa
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Fig.6: cADN m héa chudi ning ctia khang thé CA028_496g3 bao gbm ca trinh ty tin hiéu
(SEQ ID NO:19)

atggaatggtcctgggtcttcctgtttttcctttctgtcacaaccggggtgcacagecgaggt
tcagctcgttgaatccggaggcggactcgtgcagectgggggectecttgeggectgagetgeg
ctgccagtggcttcactttcagcgattacaatatggcctgggtgecgccaggccccaggcaag
ggtctggagtgggtggccacaattacctatgagggcagaaacacttattaccgggattcagt
gaaagggcgatttaccatcagcagggataatgcaaagaacagtctgtacctgcagatgaact
ctctgagagctgaggacaccgctgtctactattgtgcaagcccaccccagtactatgaggge
tcaatctacagattgtggtttgcccattggggccagggaacactggtgaccgtctcgagege
ttctacaaagggcccatcggtcttccececctggecaccctectceccaagagcacctctgggggea
cagcggccctgggctgectggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcecgtggaac
tcaggcgccctgaccagecggcgtgcacaccttcecececggectgtectacagtectcaggactceta
ctccctcagcagcgtggtgaccgtgececctccagcagcttgggcacccagacctacatctgcea
acgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtcgacaagaaagttgagcccaaatcttgtgac
aaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttect
cttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcecccggacccctgaggtcacatgegtgg
tggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggag
gtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcag
cgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcca
acaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagcgcagccccgagaa
ccacaggtgtacaccctgcccccatceccgggatgagctgaccaagaaccaggtcagectgac
ctgcctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgeccgtggagtgggagagcaatgggecage
cggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctecttettectctac
agcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgat
gcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctcecctgtctccgggtaaa
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Fig.7

© TNFa (1ng/ml)
+ IL-17F (125ng/ml)
®  496g1

® 49693
¢ TNFa (1ng/ml)

0.1 1 10 100 3 4 5
496 (ng/ml)
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<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

2

17

PRT

Nhéan tao
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<210> 4
<211> 11
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> CDRL1

<400> 4

Arg Ala Asp Glu Ser Val Arg Thr Leu Met His
1 5 10
<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> CDRL2

<400> 5

Leu Val Ser Asn Ser Glu Ile
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> CDRL3

<400> 6

Gln Gln Thr Trp Ser Asp Pro Trp Thr

1 5
<210> 7

<211> 107

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> vVvung bién ddi chudi nhe

<400> 7
Ala Ile Gln Leu 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 Asp Glu Ser Val Arg Thr Leu
20 25 30
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Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Leu Val Ser Asn Ser Glu Ile

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Arg

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100

<210> 8

<211> 321

<212> ADN

<213> ADN m& hdéa vung bién d&bi

<220>

<223> CDR

<400> 8

gccatccagc tgacccagag cccttcectcet

attacctgca gggctgacga aagcgtgaga

ggcaaagccc ccaagctcct gatctatctg

aggttcagcg gcagtgggtc tggaactgac

gaagatttcg ccacctacta ttgccagcag

ggcacaaaag tggagatcaa g

<210> 9

<211> 125

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> vVvung bién &bi chudi ning

<400> 9

1

5

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln Thr

90

Glu
105

Ile Lys

chudi nhe

ctcagcgcca
acattgatgc
gtttccaatt
tttcgcctga

acttggagcg

10

Pro Lys Leu
45

Asp Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Trp Ser Asp

gtgtcggaga
actggtacca
cggagattgg
caatctcctc

acccttggac

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Trp

cagagtgact
acagaagcct
agtccccgac
actccagccc

atttggacag

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

20

25

30

60

120

180

240

300

321
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Asn Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Thr Ile Thr Tyr Glu Gly Arg Asn Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
' 85 90
Ala Ser Pro Pro Gln Tyr Tyr Glu Gly Ser Ile
100 105
Ala His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120
<210> 10
<211> 375
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> ADN m3 héa vung bién dbéi chudi ning
<400> 10
gaggttcagc tcgttgaatc cggaggcgga ctcgtgcagce
agctgcgctg ccagtggctt cactttcagc gattacaata
ccaggcaagg gtctggagtg ggtggccaca attacctatg
cgggattcag tgaaagggcg atttaccatc agcagggata
ctgcagatga actctctgag agctgaggac accgctgtct
cagtactatg agggctcaat ctacagattg tggtttgccc
gtgaccgtct cgagc
<210> 11
<211> 214
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> Chubi nhe cua khang thé& CA028 496g3
<400> 11

-45-

Gly Leu Glu

45

Tyr
60

Arg Asp

Lys Asn Ser

Ala Val Tyr

Leu
110

Tyr Arg

Ser
125

Ser

ctgggggctc
tggcctgggt
agggcagaaa
atgcaaagaa
actattgtgce

attggggcca

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Trp Phe

cttgcggctg
gcgccaggcc
cacttattac
cagtctgtac
aagcccaccc

gggaacactg

60

120

180

240

300

360
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Ala

Asp

Met

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

His

Leu

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

Gln

Val

Trp

35

Val

Ser

Phe

Gly

Val
115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

12
234
PRT
Nhéan

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

tao

Thr

5

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln Ser Pro

Thr Cys Arg

Gln Lys Pro
40

Ser Glu Ile
55

Asp Phe Arg
70

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Val

Phe Pro Pro
120

Cys Leu Leu
135

Val Asp Asn
150

Gln Asp Ser

Ser Lys Ala

His Gln Gly

200

Cys
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Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Asp

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser
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Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Trp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Asp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Leu

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<220>
<223> Chudi nhe cua khang thé& CA028 496g3 bao gdm trinh ty tin hiéu

<400> 12
Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1 5 10 15

Asp Ala Arg Cys Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Asp Glu Ser
35 40 45

Val Arg Thr Leu Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
50 55 60

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Val Ser Asn Ser Glu Ile Gly Val Pro Asp
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Arg Leu Thr Ile Ser
85 90 95

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Trp
100 105 110

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

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
130 135 140

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

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
165 170 175

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
180 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220
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Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
230

225

<210> 13

<211> 645
<212> ADN
<213>

<220>

<223> ADN

<400> 13
gccatccagc

attacctgca
ggcaaagccc
aggttcagcg
gaagatttcg
ggcacaaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce
<210> 14

<211> 705
<212> ADN
<213>
<220>

<223>
hiéu

ADN
<400> 14

atgtcagttc
gccatccagc
attacctgca
ggcaaagccc
aggttcagcg

gaagatttcg

Nhén tao

md héa chudi nhe cua khang thé CA028_496g3

tgacccagag
gggctgacga
ccaagctcct
gcagtgggtc
ccacctacta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Nhé&n tao

m3 héa chudi nhe cua khang thé& CA028 496g3 bao gém trinh tu

ccacacaggt
tgacccagag
gggctgacga
ccaagctcct
gcagtgggtc

ccacctacta

cccttectet
aagcgtgaga
gatctatctg
tggaactgac
ttgccagcag
gcgtacggta
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

gctgggectg

cccttectet
aagcgtgaga
gatctatctg
tggaactgac

ttgccagcag

ctcagcgcca
acattgatgc
gtttccaatt
tttcgcctga
acttggagcg
gcggccccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

cttctgttgt
ctcagcgcca
acattgatgc
gtttccaatt
tttcgectga

acttggagcg

-48-

gtgtcggaga
actggtacca
cggagattgg
caatctcctc
acccttggac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

ggctcaccga
gtgtcggaga
actggtacca
cggagattgg
caatctcctc

acccttggac

cagagtgact
acagaagcct
agtccccgac
actccagccc
atttggacag
cttcccgcecea
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

tgctaggtgt
cagagtgact
acagaagcct
agtccccgac
actccagccc

atttggacag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645

tin

60

120

180

240

300

360



ggcacaaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagctcgce

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

<220>
<223>

<400>

15
455
PRT
Nhéan

Chud

15

Glu Val Gln

1

Ser

Asn

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Lys

Gly

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Ser

His

Gly

130

Gly

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Pro

Trp

115

Pro

Thr

tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

tao

i nédng cua

Leu
5

Leu Ser

20

Trp Val

Thr

Tyr

Phe Thr

Ser
85

Asn

Pro Gln

100

Gly Gln

Val

Ser

Ala Ala

29866

gcgtacggta
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

gcggccccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

Val Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu

khéang

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Thr

Pro

135

Gly

thé

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Glu

Leu

120

Leu

Cys

CA028_496g3

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

105

Val

Ala

Leu

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Thr

Pro

Val

-49-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ile

Val

Ser

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Asn

Val

Arg

Ser

125

Lys

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Leu

110

Ala

Ser

Phe

cttcccgceca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

Gly Gly

Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys
Trp Phe
Thr

Ser

Thr Ser

Pro Glu

420

480

540

600

660

705



145

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

225

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

305

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Val

Phe

Val

Val

210

Lys

Leu

Thr

Val

Val

290

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Pro

Thr

195

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

355

Val

Val

Val

Ala

180

Val

His

Cys

Gly

Met

260

His

Val

Tyr

Gly

Ile

340

Val

Ser

Glu

Ser

165

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

245

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

150

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

230

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

310

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

295

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

375

Ser

Ser

Ser

Ser

200

Asn

His

Val

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Leu

Asn

29866

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

265

Val

Thr

Val

Cys

Ser

345

Pro

Val

Gly

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Ser

Lys

Gln

-50-

155

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

235

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

315

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

Thr

Tyr

Gln

Asp

220

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

300

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

380

Glu

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

365

Tyr

Asn

Gly

Leu

190

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Leu

Pro

Asn

Val

175

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

255

Val

Val

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Thr

Ser

Tyr

160

His

Ser

Cys

Glu

Pro

240

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys



29866
385 390 395 400

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

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
420 425 430

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
435 440 445

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

450 455
<210> 16
<211> 474
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Chudi ndng cua khadng thé& CA028 496g3 bao gdm trinh ty tin hiéu

<400> 16
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

Ser Asp Tyr Asn Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Thr Ile Thr Tyr Glu Gly Arg Asn Thr Tyr Tyr Arg
65 70 75 80

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
85 90 95

Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Ser Pro Pro Gln Tyr Tyr Glu Gly Ser Ile Tyr Arg
115 120 125

-51-



Leu

Ala

145

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

225

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

305

Glu

His

Lys

Trp

130

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

210

Ile

Val

Ala

Pro

Val

290

Val

Gln

Gln

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

His

195

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

275

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu
355

Ala

Lys

Gly

Pro

180

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

260

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

340

Pro

His

Gly

Gly

165

Val

Phe

Val

Val

Lys

245

Leu

Thr

Val

Val

Ser

325

Leu

Ala

Trp

Pro

150

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

230

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

310

Thr

Asn

Pro

Gly

135

Ser

Ala

Val

Ala

Val

215

His

Cys

Gly

Met

His

295

Val

Tyr

Gly

Ile

Gln

Val

Ala

Ser

Val

200

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

280

Glu

His

Arg

Lys

Glu
360

29866

Gly

Phe

Leu

Trp

185

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

265

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

345

Lys

Thr

Pro

Gly

170

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

250

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

330

Tyr

Thr

-52-

Leu

Leu

155

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

235

His

Val

Thr

Glu

Lys

315

Ser

Lys

Ile

Val

140

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

220

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

300

Thr

Val

Cys

Ser

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

205

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

285

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
365

Val

Ser

Lys

Leu

190

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

270

Val

Phe

Pro

Thr

Val

350

Ala

Ser

Ser

Asp

175

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

255

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

335

Ser

Lys

Ser

Lys

160

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

240

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

320

Leu

Asn

Gly



Gln Pro

370

Arg

Leu Thr

385

Lys

Pro Ser Asp

Asn Tyr Lys

Ser
435

Leu Tyr

Phe
450

val Ser

Gln
465

Lys Ser

17
1365
ADN
Nhén

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

<220>

<223> ADN

<400> 17
gaggttcagc

agctgcgcetg
ccaggcaagg
cgggattcag
ctgcagatga
cagtactatg
gtgaccgtct
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt

ttgggcaccc

Glu Pro

Asn Gln

Gln

Val

29866

Val
375

Tyr

Ser Leu

390

Ile Ala

405

Thr Thr

420

Lys Leu

Ser

Cys

Leu Ser

Val

Pro

Thr

Val

Leu

Glu Trp

Pro Val

Val Asp

440

Met His

455

Ser Pro

470

tao

(bao

tcgttgaatc
ccagtggctt
gtctggagtg
tgaaagggcyg
actctctgag
agggctcaat
cgagcgcttc
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact

agacctacat

gdm céc exon) ma

cggaggcgga
cactttcagc
ggtggccaca
atttaccatc
agctgaggac
ctacagattg
tacaaagggc
agcggccecctg
ctcaggcgcce
ctactccctc

ctgcaacgtg

Thr Leu Pro

Thr Leu

395

Cys

Glu Ser Asn

410

Leu Ser

425

Asp

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu

Gly Lys

Pro Ser

380

Arg

Val Lys Gly

Gly Gln Pro

Ser
430

Asp Gly

Gln
445

Trp Gln

His Asn His

460

Asp Glu

Phe Tyr

400

Glu
415

Asn
Phe Phe
Asn

Gly

Tyr Thr

héa chudi n3ng cua khang thé& CA028 49693

ctcgtgcagc
gattacaata
attacctatg
agcagggata
accgctgtct
tggtttgccc
ccatcggtct
ggctgcctgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg

aatcacaagc

-53-

ctgggggctc
tggcctgggt
agggcagaaa
atgcaaagaa
actattgtgce
attggggcca
tccceectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcc

ccagcaacac

cttgcggctg
gcgccaggcc
cacttattac
cagtctgtac
aagcccaccc
gggaacactg
accctectcece
cttccccgaa
cttcccggcet
ctccagcagc

caaggtcgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



aagaaagttg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccggg
tatcccagcg
accacgcctc
gacaagagca
cacaaccact
<210> 18

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

1422

agcccaaatc
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
atgagctgac
acatcgccgt
ccgtgctgga
ggtggcagca

acacgcagaa

Nhan tao

cd trinh ty tin hiéu

<400> 18
atggaatggt

gttcagctcg
tgcgctgcca
ggcaagggtc
gattcagtga
cagatgaact
tactatgagg
accgtctcga
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga

aaagttgagc

cctgggtctt
ttgaatccgg
gtggcttcac
tggagtgggt
aagggcgatt
ctctgagagc
gctcaatcta
gcgcttctac
ggggcacagce
cgtggaactc
caggactcta
cctacatctg

ccaaatcttg

29866

ttgtgacaaa
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagcgcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce

ggggaacgtc

gagcctctcc

ADN (bao gdém cac exon) mi

cctgtttttc
aggcggactc
tttcagcgat
ggccacaatt
taccatcagc
tgaggacacc
cagattgtgg
aaagggccca
ggcccetggge
aggcgccctg
ctccctcage
caacgtgaat

tgacaaaact

actcacacat
ttcecccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettece
ttctcatgct

ctgtctccgg

gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctccc
cacaggtgta
cctgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca

gtaaa

cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgccc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg

tgaggctctg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365

héa chudi n3ng cta khang thé CA028 49693

ctttctgtca
gtgcagcctg
tacaatatgg
acctatgagg
agggataatg
gctgtctact
tttgcccatt
tcggtcttcce
tgcctggtca
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca

cacacatgcc

caaccggggt
ggggctcctt
cctgggtgcg
gcagaaacac
caaagaacag
attgtgcaag
ggggccaggyg
ccctggcacc
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgceccectce
gcaacaccaa

caccgtgccc

gcacagcgag
gcggctgage
ccaggcccca
ttattaccgg
tctgtacctg
cccaccccag
aacactggtg
ctcctccaag
ccccgaaccg
cccggctgtce
cagcagcttg
ggtcgacaag

agcacctgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ctcctggggg
tcccggaccece
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcccgggatg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt
aaccactaca
<210> 19

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>
tin hiéu

<400> 19
atggaatggt

gttcagctcg
tgcgctgcecca
ggcaagggtc
gattcagtga
cagatgaact
tactatgagg
accgtctcga
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga

aaagttgagc

1422

gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgccgtgga
tgctggactc

ggcagcaggg

cgcagaagag

Nhdn tao

cctgggtctt
ttgaatccgg
gtggcttcac
tggagtgggt
aagggcgatt
ctctgagagc
gctcaatcta
gcgcttctac
ggggcacagce
cgtggaactc
caggactcta
cctacatctg

ccaaatcttg

29866

cttecctcttce
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agcgcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc

cctctcectg

cctgttttte
aggcggactc
tttcagcgat
ggccacaatt
taccatcagc
tgaggacacc
cagattgtgg
aaagggccca
ggccctgggce
aggcgccctg
ctccctceagce
caacgtgaat

tgacaaaact

cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcctet
tcatgctccg

tctccgggta

CADN m3 héa chudi ning cta khang thé

ctttctgtca
gtgcagcctg
tacaatatgg
acctatgagg
agggataatg
gctgtctact
tttgcccatt
tcggtcttcec
tgcctggtca
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca

cacacatgcc

-55-

ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgca
ccctcccagce
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga

aa

cctcatgatc
ccctgaggtce
gccgcegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccccecca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac

ggctctgcac

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1422

CA028_496g3 bao gdm trinh tu

caaccggggt
ggggctcctt
cctgggtgceg
gcagaaacac
caaagaacag
attgtgcaag
ggggccaggg
ccctggcacc
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgccctce
gcaacaccaa

caccgtgccc

gcacagcgag
gcggctgage
ccaggcccca
ttattaccgg
tctgtacctg
cccaccccag
aacactggtg
ctcctccaag
ccccgaaccg
cccggcectgte
cagcagcttg
ggtcgacaag

agcacctgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ctcctggggg

tcccggaccce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcccgggatg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt

aaccactaca

gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgccgtgga
tgctggactc

ggcagcaggyg

cgcagaagag

29866

cttcctcttce
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agcgcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc

cctctcectg

cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectcet
tcatgctccg

tctccgggta

-56-

ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgceca
ccctecccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga

aa

cctcatgatc
ccctgaggtc
gccgegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccccca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac

ggctctgcac

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1422





