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protein gan két nay va ché pham chtra chung. Céac protein gin két nay 1a hiru hiéu trong

chan doan, kiém tra, (rc ché, ngin ngira va/hodc diéu tri bénh ung thu, khdi u va/hoic cac

bénh phu thudc sy hinh thanh mach khac duoc dac trung bdi su biéu hién hodc hoat tinh

bat thudong ciia DLL4 va/hoic VEGF.
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Linh vwe k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén cac protein gin két da hod tri va da dic hiéu, phuong
phép san xudt protein gin két va ché phim chira ching. Cac protein gin két nay 1a
hitu hiéu trong chén doéan, rc ché, ngin ngira va/hodc didu tri bénh ung thu, khdi u

va/hodc cac bénh phu thudc sy hinh thanh mach khac.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Protein dugc thiét ké, nhu céc protein gin két da dic hidu c6 kha ning gin két
hai hodc nhiu khéng nguyén, 13 d& dwoc biét dén trong linh vuc ndy. Cac protein
gén két da dic hidu nhu vay ¢6 thé dugc tao ra bing cach st dung céc k¥ thust dung
hop té bao, tiép hop hoa hoc hoic ADN tai t& hop. C6 nhidu cdu truc protein gin két
da dic hiéu da duogc biét dén trong linh vuc nay; tuy nhién nhidu cu tric va phuong

phap nhu vy c6 céc bét loi 13 rét.

Céc khang thé dic hidu kép dd duoc tao ra bing cich sir dung k§ thuat
quadroma. Tuy nhién, sy ¢6 mat cua cac san phém phu ghép cdp sai 1éch va hi¢u sut
san xuit gidm mot cach dang ké vai k§ thuat ndy dong nghia véi viée 13 cac quy
trinh tinh ché tinh vi dugc doi hoi. Cac khang thé dic hiéu kép ciing c6 thé duoc tao
ra bing viéc tiép hop hoa hoc hai mAb khéc nhau. Tuy nhién, phuong phap nay
khong tao ra cdc ché phdm ddng nhét.

Céc phuong phap khac dugc st dung trude ddy bao gdm viée ghép cip hai
khéng thé bd me véi ciu lién két ngang hai chirc khéc loai, viéc tao ra céc phan tir Fv
chudi don lién tiép, cac diabody, cac diabody diic hiéu kép, cac diabody chudi don va
céc diabody kép. Tuy nhién, mdi trong sb céc phuong phép ndy cé céc bét loi. Ngoai
ra, cAu tric khang thé da hod tri bao gdm hai doan l3p Fab trong chudi ning cia IgG
va ¢6 kha ning gén két bbn phan tir khang nguyén da dwoc md ta (xem cong bd don
qudc té s6 WO 0177342 va 4n phim: Miller et al. (2003) J. Immunol. 170(9): 4854-
61).
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Céc hé thy thé phéi tir d4 duoc phat trién ddng thoi dé duy tri tinh dic hiéu.
Céc tuong téc cta chiing hoat hod viéc truyén tin hiéu dic hiéu ddi véi hoat tinh sinh
hoc cu thé. Tuy nhién, céc protein gin két khong thu thé phdi tir nhu céc khang thé
dc hiéu don, protein gén két dic hidu kép hoic da dic hiéu, céc td hop khang thé
khoéng canh tranh hodc cac protein ge"m két thu thé khéc véi mién ngoai bao
(extracellular domain-ECD) ctia thu thé ¢6 thé nhan biét cac epitop khac biét véi vi
tri gan két thu thé phdi tir. Vide gén két vdi (cac) epitop khac biét trén ECD cua thu
thé c6 thé tai nap cac thay dbi cAu hinh vao mién ndi bao, ma c6 thé din dén dong

thac truyén tin hiéu méi khdng mong mudn.

Patent M§ sb 7,612,181 (toan bd ndi dung ctia né duoc két hop vao day béng
cach vién din) d& xuét ho protein gén két méi ¢6 kha ning gén két hai hodc nhidu
khang nguyén véi &i luc & mirc cao, ma duge goi 1 céc protein gin két mién bién
ddi kép (protein gén két DVD) hodc globulin min dich mién bién déi kép (DVD-
Ig™), Cé4c phén tir DVD 1 céc protein tuong tu Ig dic hiéu kép hod tri bdn ¢ kha
ning gin két hai epitop khac biét trén cliing phén tir hodic hai phan tir khac nhau theo
cach ddng thoi. Cac DVD 14 céc protein gén két don nhit gdm c6 hai mién bién ddi
duge dung hop véi ddu tan cling N ctia khang thé hod tri hai. Mién bién ddi c¢6 thé
duge dung hop truc tiép véi mién khéac hodc dwoc két nbi qua cac lién két peptit tng
hop c6 chidu dai va thanh phan axit amin khac nhau. Cac DVD c¢6 thé duogc thiét ké
v6i cac mién Fe nguyén ven va chiic ning, sau dé cho phép lam trung gian chirc
ning tic quan thich hop. Dang DVD, do tinh linh hoat lyra chon cip khang thé cia
né, viéc dinh huéng ciia hai mién gin két khang nguyén va chidu dai ctia ciu lién két

ma két ndi ching, ¢6 thé tao ra cic phuong thirc diéu tri mai.

Trong khi nhiu clu trac duoc dé xuit trong linh vuc nay, mot s6 ¢ loi va bét
loi, cac cdu tric ddc higu duge doi hoi dé tao ra protein gén két da hod tri voi cac dac
tinh dac hiéu va gfm két véi cac dich dac hiéu. Ngoai ra, céac trinh tw mién bién di
m&i con 6 thé cai thién céc dic tinh clia protein gin két. Cu thé 13, cac DVD dugc
cai thién ma gin két véi DLL4 va VEGF c6 thé chimg t6 12 ¢6 loi. Do d6, duoc boc
16 trong ban md ta ndy 13 cac globulin mién dich mién bién dbi kép cé sit dung

khung protein gin két dugc bdc 16 trong patent M§ s 7,612,181 (toan bd ndi dung
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ctia né duoe két hop vao day bang cach vién dén) va chira chudi polypeptit thir nhét
va thir hai cu thé, m3i chudi bao gdm c4c trinh ty mién bién ddi thir nhét va thir hai
(vi du, céc trinh tw duoc liét ké trong Bang 2) ma tao thanh céc vi tri gén két chirc
ning dbi v6i VEGF va DLLA4. Theo mdt sb phwong an, chudi polypeptit thr nhit va
th hai bao gdm c4c trinh ty mién bién ddi thir nhit va thir hai ma mdi trinh tw chira
ba CDR tir mot trong sb cac trinh tu duoc liét ké trong Bang 2 va tao thanh cac vi tri
gin két chtic ning d6i v6i VEGF va DLLA4.

DLL4 1 phéi tir ¢6 lién quan dén viéc dén truyén tin hiéu tir t& bao dén té bao
thong qua con dudng thu thé Notch. Sy truyén thong tin tir t& bao-dén-té bao duoc
d0i hoi dbi véi nhidu quy trinh sinh hoc nhu sy biét hod, sy ting sinh va cin bing ndi
moi. Con dudng din truyén tin hiéu Notch 13 mot hé théng ma dugc st dung bdi mot
khoang réng cac sinh vat ¢6 nhan chuin. Con dudng ndy, dic biét 1a thu thé Notch,
cling mang tinh quyét dinh d6i v6i sy hinh thinh mach khdi u chic ning. Do do,
viée tre ché chirc ning cua thu thé Notch, viée phong bé thu thé Notch va/hoic viée
phong bé con dudng dan truyén tin hidu Notch 13 céc chién lugc tim ning dbi véi
céc ché pham va liéu phép didu tri chdng bénh ung thu. Céc chit tc ché phéan tir nhd
ctia thu thé Notch thudng dugc chimg minh 14 dc boi vi ching ngin chin su bidu
hién clia cac thy thé Notch & md kiéu hoang (binh thudng) trong toan bd co thé. Do
d6, céc thanh vién khac nhau ctia con dudmg din truyén tin hiéu Notch nén dugc xem
1a cAc dich tiém ning dbi véi cac lidu phéap didu tri. Phbi tir hé mach ddi véi thy thé
Notch 1a Delta 4 hodc Delta-twong tu 4 (DLL4). Bugc biéu hién mot cach 16n hon
trong hé mach, DLL4 13 yéu t& quyét dinh d6i véi sy phat trién mach (Yan et al.,
Clin. Cancer Res., 13(24): 7243-7246 (2007); Shutter et al., Genes Dev., 14(11):
1313-1318 (2000); Gale et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101(45): 15949-15954
(2004); Krebs et al., Genes Dev., 14(11): 1343-1352 (2000)). Chudt di hop tir dbi véi
DLL4 bi chét trong thdi ky phoi thai do cac thiéu hut 16n trong su phét trién mach
(Gale et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101(45): 15949-15954 (2004); Duarte et al.,
Genes Dev., 18(20): 2474-2478 (2004); Krebs et al., Genes Dev., 18(20): 2469-2473
(2004)).
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Su biéu hién ctia DLL4 ¢6 thé do VEGF gay ra (Liu et al., Mol. Cell Biol.,
23(1): 14- 25 (2003); Lobov et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 104(9): 3219-3224
(2007)). VEGF la protein tin hiéu dugc tao ra bdi t& bao ¢6 lién quan dén sy hinh
thanh mach. Ngoai ra, DLL4 ¢6 thé didu hoa theo cach am tinh viéc dan truyén tin
hidu VEGF, mot phan thong qua viéc ngin chin VEGFR2 vi cim tmg VEGR1
(Harrington et al., Microvasc. Res., 75(2): 144-154 (2008); Suchting et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 104(9): 3225-3230 (2007)). Su phbi hop tuyét voi gitta DLL4
va VEGF la thiét yéu di v6i sy hinh thanh mach chitc ning, tao ra céc dich tiém

ning DLL4 va VEGF tham gia vao liéu phép diéu tri.

Ngoai vai trd sinh ly ctia ching, DLL4 va VEGF ciing dugc diéu hoa ting
trong mach mau khdi u (Gale et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101(45): 15949-
15954 (2004); Mailhos et al., Differentiation, 69(2-3): 135-144 (2001); Patel et al.,
Cancer Res., 65(19): 8690-8697 (2005); Patel et al., Clin.Cancer Res., 12(16): 4836-
4844 (2006); Noguera-Troise et al., Nature, 444(7122): 1032-1037 (2006)). D& chi
ra rang viéc phong bé DLL4 trc ché sy sinh trudng cta khéi u so cép trong nhidu mo
hinh (Noguera-Troise et al., Nature, 444(7122): 1032-1037 (2006); Ridgway et al.,
Nature, 444(7122): 1083-1087 (2006); Scehnet et al., Blood, 109(11): 4753-4760
(2007)). Viée e ché DLL4 tham chi hitu hiéu chéng lai khbi u ma khang lidu phép
diéu tri khang VEGF. Do d6, viée trc ché két hop ca DLL4 va VEGF c¢6 thé tao ra
lidu phap didu tri khang khéi u duoc ting cudng. Tha vi 13, khac véi viée e ché
VEGF & chd 1am giam su hinh thinh mach khéi u, viéc phong b8 DLL4 din dén su
gia ting mat d6 hé mach khéi u trong d6 mach 1 khac thudng, ¢6 thé khong trg gitp
viée van chuyén méu hiéu qua va khong cé chirc ning mot cach hiru hiéu. Do d6, su
phé v& VEGF va DLL4 tao ra phuong phap tac dung khac nhau dé diéu tri chéng

bénh ung thu hiéu lue.

Trong khi c4c khang thé va céc cAu tric gin két khac nhau 14 d& duoc biét dén
trong linh vuc ndy, vin c6 nhu ciu hudng dich t&t hon va hidu qua gin két véi
VEGF va DLL4 t6t hon, vi du dé diéu tri bénh ung thu va sy hinh thanh khéi u. Do
d6, ¢6 nhu cau trong linh vuc nay ddi véi protein gin két da hod tri duwoc cai tién ¢o

kha ning gan két DLL4 va VEGF.



30535

Ban chét ky thuit ciia sing ché

Do d6, protein gin két méi dugce d& xudt, trong d6 protein gin két ndy c6 kha
ning gén két DLL4 va VEGF. Theo mét s& phuong 4n, protein gin két c6 kha ning,
vi du, gén két v6i DLL4 va VEGF véi 4i luc gén két va/hodc hiéu luc trung hoa duogc
cai thién.

Sang ché dé xuét protein gin két c6 kha ning huéng dich hai epitop, trong d6
protein gan két c6 kha ning gén két DLL4 va VEGF. Theo mot phuong an, protein
gin két c6 kha nang gin két epitop ctia DLL4 va VEGF véi 4i luc cao dugc dé xuét.
Theo mét phwong 4n, protein gin két bao gém khung protein gin két mién bién dbi
kép ma chtra CDR va céc trinh tu mién bién dbi duoc liét ké trong Bang 2. Theo mét
phuong &n, khung protein gén két mién bién dbi kép bao gdm khung dwoc boc 16
trong patent M§ s 7,612,181 (toan bd ndi dung ciia patent nay duoc két hop vao day

bang c4ch vién dan).

Theo mdt phuong 4n, sing ché d& xult protein gin két bao gdbm chudi
polypeptit ma c¢6 thé gén két hai epitop ctia hai protein khac nhau (VEGF va DLL4),
trong d6 chudi polypeptit bao gdm VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong d6 VD1 14 mién
bién ddi thir nhat, VD2 13 mién bién ddi thir hai, C 12 mién én dinh, X1 12 axit amin
hoic polypeptit, X2 14 viing Fc va n bing 0 hodc 1. Theo mét s§ phuong &n, VD1 va
VD2 trong protein gén két 12 mién bién ddi ctia chudi ning. Theo mot sb phuong 4n,
VD1 va VD2 c6 kha ning gin két epitop ctia DLL4 va epitop ctia VEGF. Theo mot
sé phuong 4n, C 1a mién én dinh cta chudi ning, nhu CH1. Theo mdt s6 phuong én,

X1 14 cu lién két v6i didu kién ring X1 khong phai 1a CHI.

Theo céc phuong an khac nhau, protein gin két dugc boc 16 trong ban md ta
nay bao gdm chudi polypeptit ma gin két epitop ctia DLL4 va epitop cia VEGF,
trong d6 chudi polypeptit bao gdm VDI-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong d6 VDI bao
gdm mién bién dbi ctia chudi ning thtr nhit, VD2 bao gdm mién bién ddi cta chudi
ning tht hai, C bao gdm mién én dinh ctia chudi ning, X1 bao gém ciu lién két va
X2 bao gdm ving Fe. Theo mot phuong 4n, X1 14 cdu lién két véi didu kién rang né
khong phai 14 CHI. Theo mét phuong an, mién bién dbi ctia chudi ning VD1 va

VD2, mbi chudi bao gdm ba CDR duoc chon tir cdc CDR trong SEQ ID NO: 39, 41,
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43, 45, 47, 49, 51, hodc 53 (nghia 13, CDR tir 1 dén 3 tir mot trong sé cac SEQ ID
NO), trong d6 it nhit mot trong s mién bién ddi ctia chudi ning VD1 va/hodc VD2
bao gbm ba CDR trong SEQ ID NO: 39. Theo mét phuong 4n khac, protein gén két
c6 kha ning gin két DLL4 va VEGF. Theo mdt phuong 4n, mién bién ddi ctia chudi
nang VD1 va VD2 bao gém SEQ ID NO: 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, hodc 53, trong
d6 it nht mot trong sb mién bién dbi cua chudi ning VD1 va/hodc VD2 bao gém
SEQ ID NO: 39.

Theo céc phuong an khéc nhau, protein gén két duoc boc 16 trong ban mb ta
nay bao gdm chudi polypeptit ma gén két epitop ctia DLL4 va epitop cia VEGF,
trong d6 chudi polypeptit bao gdm VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong d6 VD1 bao
gdm mién bién dbi ctia chudi nhe thir nhit, VD2 bao gdm mién bién ddi ctia chudi
nhe thr hai, C bao g(‘Sm mién 6n dinh cta chudi nhe, X1 bao gém ciu lién két va X2
khong bao gdm ving Fc. Theo mot phuwong 4n, X1 13 cdu lién két v6i didu kién ring
n6 khong phai 1a CH1 hodc CL. Theo mét phuong 4n, mién bién dbi ctia chudi nhe
VD1 va VD2, mdi mién bao gém ba CDR duwoc chon tir cac CDR trong SEQ ID NO:
40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, hodc 54 (nghia 13, CDR tir 1 dén 3 tir mot trong s cac
SEQ ID NO), trong d6 it nhit mot trong s mién bién dbi cua chudi nhe VDI
va/hosic VD2 bao gém ba CDR trong SEQ ID NO: 40. Theo mdt phwong 4n khac,
protein gin két c¢6 kha ning gin két DLL4 va VEGF. Theo mdt phuong 4n, mién
bién ddi ctia chudi nhe VD1 va VD2, mdi mién bao gdm SEQ ID NO: 40, 42, 44, 46,
48, 50, 52, hodc 54, trong do it nhét mot trong s6 mién bién ddi cua chudi nhe VDI
va/hodc VD2 bao gbm SEQ ID NO: 40.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché d& xuit protein gén két ma gén két epitop
ctia DLL4 va epitop clia VEGF. Theo mét sé phuong 4n, protein gén két bao gdm
chudi polypeptit thir nhit va thir hai, trong d6 mdi trong s& céc chudi polypeptit thir
nhét va thir hai doc 1ap bao gdm VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong d6 VDI 1i mién
bién dbi thr nhét, VD2 13 mién bién ddi thtr hai, C 1a mién én dinh, X1 13 ciu lién
két, X2 12 ving Fc, va n biang 0 hoic 1, trong d6 mién VD1 trén chudi polypeptit thir
nhit va thr hai tao thanh vi trf gin két dich chirc ning thtr nhét va mién VD2 trén
chudi polypeptit thir nhit va thi hai tao thanh vi tri gén két dich chirc ning thit hai.
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Theo m6t phuong 4n, X2 bao gdbm ving Fc khi n=1, va X2 khéng bao gém ving Fc
khi n=0. Theo mdt s& phwong an, trinh tu X1 trén chudi polypeptit thir nhit va thi
hai 13 gidng nhau. Theo céc phuong 4n khéc, trinh tuw X1 trén chudi polypeptit thir
nhét va thtr hai 14 khac nhau. Theo mot sb phuong 4n, X1 trén it nhét mot trong )
chudi polypeptit khéng phai 13 mién CHI va/hosc mién CL. Theo mdt phuong 4n,
trinh ty X1 14 cdu lién két ngan (vi du, 6, 5, 4, 3, hodc 2 axit amin). Theo mot
phuong 4n khéc, trinh tu X1 13 cdu lién két dai (vi du, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20,
25, 30 axit amin hozc nhiéu hon). Theo mdt phwong 4n khac, trinh ty X1 trén mot
trong sb hai chudi polypeptit 14 cdu lién két ngén va trinh tu X1 trén chudi polypeptit
14 cdu lién két dai. Theo mot phwong 4n, mién bién ddi ciia chudi ning VD1 va VD2,
mdi mién bao gém ba CDR tir SEQ ID NO: 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, hodc 53
(nghia 13, CDR tir 1 dén 3 tir mot trong s6 cac SEQ ID NO), trong d6 it nhit mot
trong s6 mién bién dbi cta chudi ning VD1 va/hoic VD2 bao gdm ba CDR trong
SEQ ID NO: 39; va mién bién ddi ctia chudi nhe VD1 va VD2 bao gdm ba CDR tir
SEQ ID NO: 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, hodc 54 (nghia 13, CDR tir 1 dén 3 tir mot
trong s6 cac SEQ ID NO), trong d6 it nhat mot trong s6 mién bién ddi ctia chudi nhe
VD1 vi/hodc VD2 bao gdm ba CDR trong SEQ ID NO: 40. Theo mdt phwong 4n
khéc, protein gin két c6 kha ning gén két DLL4 va VEGF. Theo mdt phuong an,
mién bién dbi ctia chudi ning VD1 va VD2 bao gdm SEQ ID NO: 39, 41, 43, 45, 47,
49, 51, hodc 53, trong d6 it nhit mot trong s mién bién dbi ctia chudi ning VD1
va/hodc VD2 bao gdm SEQ ID NO: 39, va mién bién ddi cta chudi nhe VD1 va
VD2 bao gdm SEQ ID NO: 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, hoic 54, trong d6 it nhit mot
trong s& mién bién ddi ctia chudi nhe VD1 va/hodc VD2 bao gdm SEQ ID NO: 40.

Theo cic phuong 4n khéc nhau, sing ché d& xudt protein gin két ma c6 kha
ning gin két VEGF va DLL4. Theo mét s& phuong 4n, protein gin két bao gdm
chui polypeptit thir nhat va thir hai, trong d6 mdi trong s chudi polypeptit thir nhit
va thtr hai doc 1ap bao gbm VDI1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong d6 VD1 1a mién bién
@i thir nhét, VD2 1 mién bién d6i thtr hai, C 12 mién 6n dinh, X1 14 cdu lién két, X2
1a ving Fec, va n bang 0 hodc 1, trong d6 mién VDI trén chudi polypeptit thir nhét va
thir hai tao thanh vi tri gin két dich chtic ning thir nhat va mién VD2 trén chudi
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polypeptit thir nhit va th hai tao thanh vi tri gin két dich chitic ning tht hai. Theo
mdt phuong 4n, mién bién ddi ma tao thanh vi trf gén két dich chtic ning d6i véi
VEGF bao gébm ba CDR tir SEQ ID NO: 41 va ba CDR tir SEQ ID NO: 42 (vi du,
CDR tir 1 dén 3 tir SEQ ID NO: 41 va CDR tir 1 dén 3 tir SEQ ID NO: 42 c6 mit
trén cac chudi riéng biét, véi cac CDR trén mdi chudi duge sép xép theo th tw duoc
xac dinh r6 va duoc tach biét boi trinh tu khung thich hop dé tao thanh vi tri gén két
chirc nang). Theo mdt phuong én, mién bién dbi ma tao thanh vi trf gén két dich
chirc nang d6i v6i DLL4 bao gdm ba CDR tir SEQ ID NO: 39 va ba CDR tir SEQ ID
NO: 40 (vi du, CDR tir 1 dén 3 tir SEQ ID NO: 39 va CDR tir 1 dén 3 tir SEQ ID
NO: 40 ¢6 mit trén cac chudi riéng biét, v6i cac CDR trén mdi chudi duge sép xép
theo thtr tw duge x4c dinh 13 va dugc tich biét béi cac trinh t khung thich hop dé
tao thanh vi tr gin két chirc ning). Theo m6t phuong 4n, protein gin két bao gbm vi
tri gén két dich chirc nang dbi v6i VEGF bao gém ba CDR tir SEQ ID NO: 41 va ba
CDR tir SEQ ID NO: 42 (vi du, CDR tir 1 dn 3 tir SEQ ID NO: 41 va CDR tir 1 dén
3 tr SEQ ID NO: 42), va vi tri gin két dich chtrc nang d6i véi DLL4 bao gém ba
CDR tir SEQ ID NO: 39 va ba CDR tir SEQ ID NO: 40 (vi du, CDR tir I dén 3 tir
SEQ ID NO: 39 va CDR tir 1 dén 3 tir SEQ ID NO: 40). Theo mét phwong 4n,
protein gin két bao gdm vi tri gén két dich chirc ning ddi véi VEGF bao gdm SEQ
ID NO: 41 va SEQ ID NO: 42, va vi trf gin két dich chirc ning dbi véi DLL4 bao
gdm SEQ ID NO: 39 va SEQ ID NO: 40. Theo mét phwong 4n, protein gén két bao
gdm chudi polypeptit th& nhit bao gdm SEQ ID NO: 56 va chudi polypeptit thi hai
bao gdm SEQ ID NO: 64. Theo mét phuong 4n, protein gin két bao gbm chudi
polypeptit thir nhit bao gdm SEQ ID NO: 73 va chudi polypeptit thi hai bao gdm
SEQ ID NO: 74. Theo mdt sb phwong 4n, mién bién ddi ma tao thanh vi trf gén két
d8i v6i DLL4 bao gdm céc mién tir cong bd don yéu cdu cdp patent M§ sb
20110217237, va/hodc mién bién dbi ma tao thanh vi tri gin két dbi véi VEGF bao
gdm céc vi tri tir cong bd don yéu cdu cip patent My s6 20100076178, ndi dung ctia
céc cong bd ndy duoc dua ra trong ban mo ta nay dé tham khao. Theo mot phuong
an, protein gan két bao gdbm h1A11.1-SL-Av. Theo mdt phuong 4n, protein gén két
h1A11.1-SL-Av bao gbm ving Fc tir thé d6t bién IgG1 LALA ctia ngudi.
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Su phat trién va tao ra protein gén két thich hop dé dung 1am chét tri liéu cho
ngudi, vi du, 1am chit chéng ung thu/khéng khéi u, ¢6 thé doi hoi nhidu hon viée
nhan dang protein gin két ¢6 kha ning gin két véi dich hodc cic dich mong mubn.
Vi dy, Gng vién c6 thé gin két (cac) dich ctia né nhung thé hién kha ning tc ché
hodc trung hoa dich mong mudn ciia né 13 gidm, c6 thé chimg t6 viéc didu ché theo
cach n dinh 13 khé khin, c6 thé thé hién cdc dic tinh duoc dong hoc khéng mong
mudn hodc ¢ thé ching t6 kho ¢6 thé san xuét trong hé bidu hién thich hop (vi du,
su biéu hién & t& bao chi nhu CHO). Do d6, cic yéu t6 dé xem xét phét trién chét
didu tri thich hop bao gdm, nhung khong chi giéi han & (a) dong hoc gin két (tbc do
on, toc d6 off va 4i lwc) dbi véi cac mién gén két khang nguyén bén trong va bén
ngoai, (b) hiéu lyc trong céc thir nghiém hod sinh va sinh hoc té bao khic nhau, (c)
hidu qua in vivo trong cic md hinh khéi u lién quan, (d) céc dic tinh duoc déng hoc
va duoc luc hoc, (¢) kha ning san xuét, bao gdm mtc bidu hién protein & cic dong té
bao chon lgc, kha ndng tao thang, su cai bién sau dich m3, cac dic tinh Iy hoé nhu ty
16 phin trim monome, d6 tan va d6 én dinh (d6 dn dinh nbi tai, dong lanh/rd dong,
Iwu trit v.v), (f) cc dic tinh bao ché, (g) nguy co gdy mién dich tiém ning va (h) céc
dic tinh gy doc ciia phan tir. Phuong thirc gén két va hod tri ciing c6 thé dugc dénh
gid, do c6 thé tac dong dén cac dic tinh gin két va hiéu luc té bio cua phan tir. Db
v6i mot s protein gén két, cac thay dbi nhé trong céc trinh ty axit amin cia mién
bién ddi, mién n dinh va/hodic cac ciu lién két tham chi c6 thé tic dong mdt cach
tiém ning (theo céch tich cuc hodc tiéu cuc) dén mdt hodc nhiéu trong sb cc nhan t&
nay va do d6 td hop ciia cac nhan t6 nay ¢ thé dwoc danh gia ¢ chon ra tng vién
dan dau. Khi Ong vién din diu dugc nhin dang, viéc danh gia in vivo tiép theo vé
cac dac tinh diéu tri dugc thuc hién, bao gém danh gia tinh an toan, hiéu qua va hi¢u
lwe & d6i twong dong vét va con ngudi.

B4t ngd 13, c4c tic gid sang ché da phat hién ra ring protein gin két bao gdm
SEQ ID NO: 56 va SEQ ID NO: 64, hodc bao gém SEQ ID NO: 73 va SEQ ID NO:
74, thé hién t6 hop cta cac dic tinh wu viét xét dén vAn dé nay, nhu dong hoc gin két
(nghia 13, hiang s phan ly) vuot trdi hon ngudng hitu ich vé mit diéu tri, kha ning

trung hod dugc céi thién, hiéu qua in vivo dugc ting cuong, khd ning bao ché uu
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viét, mau glycosyl hoéa co thé mong mudn, profin dugc dong hoc tuyét voi va su biéu
hién hiéu qua & t& bao chi, so v6i protein gan két duoc dénh gia khac bao gém céc
mién bién ddi va/hodc ciu lién két khac nhau. Protein gan két duoc so sanh c6 thé
bao gbdm cac protein ¢ cling cac trinh tir mién bién ddi va sy dinh hudng nhung véi
céc cau lién két khac nhau, cling nhu céc trinh tw ¢6 sy dinh huéng mién gén két thay
d6i va/hodc cac trinh tu mién bién dbi khac (vi du, cac trinh tu trudng thanh vé mit
&1 luc, céc trinh ty ddy du cta ngudi, v.v). Theo mdt s phuong an, cic dic tinh wu
viét ndy phu thudc vao viéc lua chon cac trinh tw mién bién ddi cu thé (vi du, SEQ
ID NO: tir 39 dén 42), cac hudng cu thé ctia cac mién gin két VEGF va DLL4 & cac
vi tri bén trong va bén ngoai (vi du, huéng dugc d& xuit trong SEQ ID NO: 56 va
SEQ ID NO: 64), céc trinh tir cdu lién két cu thé (vi du, mién bién ddi cua chudi
ning va trinh tu cau lién két ngén duge st dung trong SEQ ID NO: 56 va mién bién
d6i ctia chudi nhe va trinh ty cau lién két dai duge str dung trong SEQ ID NO: 64),
va/hodc cac trinh tw mién 611 dinh cu thé (vi du, c4c trinh tw mién dn dinh dwoc sit
dung trong SEQ ID NO: 73 va 74). Theo mdt sé phwong 4n, chi don thudn l1am thay
d6i trinh tu cau lién két c6 thé co tac dong dang k& dbi véi cac dic tinh chirc ning.
Vi du, viéc lwa chon trinh tu cdu lién két duoc st dung trong SEQ ID NO: 73 va 74
(cing v&i cic mién bién dbi va c¢b dinh duge bao gdm trong cic SEQ ID NO) c6 thé
tao ra sy cai thién bat ngd v& céc ddc tinh didu tri & ngudi cta protein gin két. Vi du,
Bang 9 chimg minh hiéu qua cta céc trinh tu ciu lién két khac nhau dbi véi hidu qua
khang khdi u in vivo, nhu duoc xac dinh trong md hinh ghép khéac loai bénh ung thu
tuyén dai tryc trang va u nguyén bao dém. Do do, vi du, béng cach s dung céc trinh
tur trong cac SEQ ID NO: 56 vi 64, hoic trong cac SEQ ID NO: 73 va 74 (bao gdm
trinh tw cdu lién két duoc bao gdm trong d6), c6 thé tao ra viée ting bat ngd hiéu qua

khang khéi u in vivo.

Theo cac phuong 4n khéc nhau, protein gén két dugc bdc 16 trong ban mo ta
nay thé hién ai luc gén két, kha ning phong bé va/hodc hiéu lyc trung hod mong
mubn dbi v&i VEGF va/hodc DLL4, vi du cac mic gﬁn nhu ¢6 thé so sanh dugc véi
cac muc quan sat duoc dbi vdi cac khang thé khang VEGE (vi du, AVASTIN®)
hodc DLL4 (vi du, khang thé h1A11.1). Theo mdt s phuong 4n, protein gén két thé
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hién ai luc, kha nang phong bé va/hodc hi€u luc trung hoa d6i véi VEGF va/hoic
DLL4 ting, so véi protein gin két DVD-Ig bao gdm cac trinh ty mién bién dbi hoic
cau lién két khac. Theo mé6t sb phuong 4n, protein gin két bao gdm vi tri gén két
dich chirc nang dbi véi VEGF bao gdm ba CDR tir SEQ ID NO: 41 va ba CDR tir
SEQ ID NO: 42, va vi tri gén két dich chirc ning d6i véi DLL4 bao gdm ba CDR tir
SEQ ID NO: 39 va ba CDR tir SEQ ID NO: 40; hoic bao gém vi tri gén két dich
chtre nang d6i véi VEGF bao gdm SEQ ID NO: 41 va SEQ ID NO: 42, va vi trf gén
két dich chirc ning d6i véi DLL4 bao gdm SEQ ID NO: 39 va SEQ ID NO: 40; hoic
bao gébm SEQ ID NO: 56 va SEQ ID NO: 64; hoic bao gbm SEQ ID NO: 73 va SEQ
ID NO: 74. Vi dy, protein gin két (vi du, protein gén két bao gdm SEQ ID NO: 56
va SEQ ID NO: 64, ho#ic bao gdm SEQ ID NO: 73 va SEQ ID NO: 74) c6 thé c6 kha
ning gin két véi VEGF vé6i hing sé phan ly (Kp) 16n nhét khoang 7,0 x 10-1°M, nhur
duge xac dinh theo phuong phap cong hudng plasmon bé mit, va/hoic phong bé
hoat tinh VEGF véi IC50 16n nhat khoang 3,8nM, nhu dwoc x4c dinh theo phuong
phép ELISA canh tranh VEGFR1; va/hoic c¢6 kha ning gin két véi DLL4 véi hing
s6 phén ly (Kp) 16n nhit khoang 1,0 x 10-*M, nhu dwoc x4c dinh theo phuong phap
cong hudng plasmon bé mit, va/hoic phong bé hoat tinh DLL4 véi IC50 16n nhét
khoang 1,09nM, nhu duoc xac dinh theo phuong phap ELISA canh tranh Notch.

Theo mét s& phwong 4n, protein gin két (vi du, protein gén két bao gdm SEQ
ID NO: 56 va SEQ ID NO: 64, hoic bao gdm SEQ ID NO: 73 va SEQ ID NO: 74)
c6 thé ¢ hiéu Iyc 1am trung hoa gia ting d6i véi DLL4 khi ciing véi sy ¢6 mit cua
VEGF, nhu so véi hdn hop gdm cac khang thé VEGF va DLL4 (vi du, cc khang thé
bd me duoc sir dung dé tao ra mién bién ddi dbi véi protein gin két). Theo mot sb
phwong 4n, protein gin két c6 thé thé hién sy gia ting thir ty v& cuong d6 dbi véi
higu Iue trung hoa dbi v6i DLL4 khi cfing ¢6 mit VEGF, so v6i hdn hop gdm céc
khéng thé VEGF va DLL4 (vi dy, céc khang thé bd me duoc st dung dé tao ra mién
bién dbi dbi véi protein gén két). Vi du, Bang 24 ching t6 ring protein gén két bao
gdm SEQ ID NO: 73 va SEQ ID NO: 74 ¢6 thé thé hién su gia ting thir tuw v& cuong
d6 @i v6i DLL4 khi cfing ¢6 mat it nh4t khoang 1,2n0M VEGF (vi du, it nhét khoang
1,2, 1,5, 2, 2,5, 5, 10, 50, 150, hozc nhiéu hon), so véi hdn hop gdm céc khang thé
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VEGF va DLL4 (c4c khang thé b me duoc sir dung dé tao ra mién bién d6i dbi véi
protein gin két). Hidu luc trung hoa DLL4 niy c6 thé ¢6 loi béi vi, trudng hop diéu
tri in vivo d6i v6i khéi u, ham lwong VEGF & ving lan cén cta khéi u thudng cao
hon so v6i tdng thé ndi chung, cho phép viéc huéng dich dwoc cai thién ddng thoi

hoat tinh trung hoa DLL4 chirc ning gia ting & vi trf khdi u.

Theo cc phuong 4n khac nhau, protein gén két (vi du, protein gén két bao
gdm SEQ ID NO: 56 va SEQ ID NO: 64, hodc bao gdbm SEQ ID NO: 73 va SEQ ID
NO: 74) thé hién céc ddc tinh duge cai thién vi dy, tinh an toan dugc cai thién, 4 6n
dinh gia ting, hidu luc 16n hon, dap tmg viém hodc mién dich giam, hoidc cac dic
tinh diéu tri khéc c6 loi in vivo & ngudi, so véi cac phuong phap didu tri khac déi voi
bénh ung thur vi/hodc khéi u dwoc tao mach. Céc phuong phap diéu tri thich hop dé
so sanh c6 thé bao gém viéc dung chit chéng ung thu phén tir nhé hoic khang thé
khang VEGF (vi du, AVASTIN®) va/hodc DLL4 (vi du, khang thé h1A11.1), hosc
protein gin két DVD-Ig bao gdm céc trinh ty mién bién dbi va/hodc ciu lién két
khéc. Theo mot sb phuong an, protein gén két thé hién cac dic tinh duoc cai thién so
v6i tiéu chudn diéu tri chim séc hién tai dbi véi bénh ung thw va/hoic khéi u duge
tao mach. Vi du, protein gén két c6 thé thé hién dong hoc gén két duogc cai thién,
hiéu quéa diéu tri in vivo t6t hon, kha ning bao ché duoc ting cudng (bao gbm sy két
tu gidm va d6 on dinh luu trir duoc céi thién), duge dong hoc dugc cai thién, dap ung

viém hodc mién dich giam va/hodc mirc bi€u hién t€ bao chu dwoc ting cudng.

Theo mdt s phuong 4n, protein gén két (vi du, protein gin két bao gdm SEQ
ID NO: 56 va SEQ ID NO: 64, hoic bao gdm SEQ ID NO: 73 va SEQ ID NO: 74)
thé hién tac dung uu viét (vi du, cdng hop va/hodc siéu cong hop) khi két hop véi
mdt hoic nhiu chit chdng ung thu, so véi khang thé khang VEGF hoic khang thé
khdng DLL4 két hop v6i mot hodc nhidu chit chdng ung thu hoic so véi protein gin
két DVD-Ig bao gdm céc trinh ty mién bién dbi va/hodic cdu lién két khac két hop
v6i mot hodc nhidu chét chdng ung thu. Vi du, cac dic tinh gin két uu viét c6 thé 1a
cac dic tinh duoc nhin dang trong cac Bang tir 27 dén 30 va 34. Vi du, protein gin
két c6 thé thé hién su tc ché sinh truong khdi u hodc 1am cham su sinh trudng khéi u

it nhit khoang 50% hodc 16n hon (vi du, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 60,
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65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150% hoac 16n hon) sau khi ding riéng hodc két
hop v&i mot hode nhidu chét chéng ung thu, so véi khdi u khéng dwoe diéu tri. Chét
chéng ung thu c6 thé, vi du 1 mot hodc nhidu trong sb Irinotecan, FOLFIRI,
Temozolomit, Gemcitabin, Paclitaxel, 5-FU, va Capecitabin, hodc phan tir nhd hodc
chét sinh hoc bét ky khéc duoc sit dung trong diéu tri bénh ung thu cu thé. Protein
gin két riéng hodc két hop véi mot hodc nhidu chit chdng ung thu ¢6 thé duoc st
dung lam thudc dé diéu tri, vi du, bénh ung thu rudt két, u nguyén bao than kinh

dém, bénh ung thu tuyén tuy, hodc bénh ung thu vi.

Theo mét phuong &n, protein gén két mién bién ddi kép (Dual Variable
Domain -DVD-Ig) bao gdm hai chudi polypeptit thir nhit va hai chudi polypeptit thir
hai nhu duge md ta trong doan trén ddy (nghia 13, bao gdm bdn chudi polypeptit),
trong d6 mdi trong s& cac chubi polypeptit ddc 1ap bao gdm VD1-(X1)n-VD2-C-
(X2)n, trong 6 VD1 13 mién bién dbi thir nhat, VD2 12 mién bién d6i thtt hai, C 1a
mién bn dinh, X1 1a ciu lién két, X2 1a vung Fc, va n béng 0 hodc 1. Theo mot s6
phuong 4n, chudi thir nhét 13 chudi ning va dugc ghép cip véi chudi thir hai ma 14
chubi nhe. Protein gin két DVD-Ig bao gém bdn vi tri gén két dich chirc ning. Theo
mdt s& phuong 4n, clu lién két X1 trén chudi polypeptit thir nhit va thir hai 1a giéng
nhau hodc khac nhau. Theo mot s§ phuong 4n, protein gén két DVD-Ig bao gdm it
nhét hai trinh ty mién bién di (vi dy, VD1 va VD2) c6 kha ning gan két hai hogc
nhiéu epitop (vi du, hai, ba hoiic bdn) protein gibng nhau hodc khic nhau, theo
hudéng bit ky. Theo mdt sb phuong an, VD1 va VD2 dugc chon mdt cach doc 1ap.
Theo mdt phuong 4n, mién bién dbi ctia chudi ning VD1 va VD2, mdi chudi bao
gdm ba CDR tir SEQ ID NO: 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, hodc 53, trong d6 it nhat mot
trong sb mién bién ddi cta chudi ning VD1 va/hoic VD2 bao gébm ba CDR trong
SEQ ID NO: 39, va mién bién dbi cta chudi nhe VD1 va VD2 bao gém ba CDR tir
SEQ ID NO: 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, hodc 54, trong do it nhét mot trong s mién
bién dbi cia chudi nhe VD1 va/hodc VD2 bao gdm ba CDR trong SEQ ID NO: 40.
Theo mdt phuong an khéc, protein gén két ¢ kha ning gén két DLL4 va VEGF.
Theo modt phuong 4n, mién bién ddi cta chudi ning VD1 va VD2, mdi mién bao

gdm SEQ ID NO: 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, hodc 53, trong d6 it nhit mét trong s6
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mién bién ddi cta chudi ning VD1 va/hodc VD2 bao gdm SEQ ID NO: 39, va mién
bién ddi ctia chudi nhe VDI va VD2, mdi chudi bao gém SEQ ID NO: 40, 42, 44,
46, 48, 50, 52, hodc 54, trong do6 it nhét mot trong s6 mién bién dbi cta chudi nhe
VD1 vid/hodc VD2 bao gdbm SEQ ID NO: 40.

Theo mot phuong 4n khac, protein gin két mién bién d6i kép bao gdm trinh ti
chudi ning va chudi nhe nhu duoc thé hién trong Bang 2, trong d6 it nhit mot trong
s6 mién bién dbi cta chudi ning VD1 va/hoic VD2 bao gdm SEQ ID NO: 39
va/hodc it nhit mot trong sb mién bién ddi cua chudi nhe VDI va/hoic VD2 bao
gébm SEQ ID NO: 40.

Theo mot phwong 4n khéc, bit ky trong sb cac phuong an chudi ning, chudi
nhe, hai chudi hoic bn chudi bao gdm it nhit mdt cau lién két X1 bao gbém cau lién
két dugce chon tir SEQ ID NO: tu 1 dén 38. Theo mot phuong an, X2 1a ving Fec.
Theo mdt phuong 4n khac, X2 13 ving Fc bién thé.

Theo phuong 4n khac nita, ving Fe, néu c¢6 mit trong polypeptit thir nhét, 1a
ving Fe trinh tu nguyén thé hodc ving Fe trinh tu bién thé. Theo phwong an khac
nfta, ving Fc 14 ving Fc tr IgG1, vung Fe tr IgG2, vung Fe tir IgG3, vung Fe ti
IgG4, ving Fc tir IgA, ving Fe tir IgM, ving Fc tir IgE, hodc vung Fc tir IgD. Theo
mot s6 phwong 4n, ving Fe 13 ving Fe tir thé dot bién IgG1 LALA ciia ngudi, ma 13
thé dot bién cia khang thé b12 bao vé khang lai virut HIV.

Séng ché dé xuit phuong phép tao ra protein gin két ma gén két hai protein
dich khac nhau. Theo mdt phwong 4n, phuong phép tao ra protein gin két bao gdm
céc bude a) thu duge khéng thé b me thtr nhét, hoic phin gin két khang nguyén cta
n6, ma gén két epitop thir nhét; b) thu dugc khang thé bd me thir hai, hoic phan gin
két khang nguyén ciia nd, ma gin két epitop thtr hai; c) tao ra (c4c) ciu triic ma hoa
bét k¥ trong s cac protein gin két dwoc mod ta trong ban md ta niy; va d) biéu hién
céc chudi polypeptit, sao cho protein gin két ma gén két epitop thtr nhit va thir hai

duoc tao ra.

Theo bat ky trong s6 cac phuong an trong ban mo ta nay, mién bién doi cua

chudi niing VD1, néu cé mit va mién bién doi ctia chudi nhe, néu c6 mit, c6 thé 1a tix
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khang thé bd me thlt nhat hodc phan gan két khang nguyén cia nd; VD2 mién bién
d6i ctia chudi ning, néu c¢6 mit, va mién bién d6i cta chudi nhe, néu c6 mit, c6 thé
la tir khang thé bd me thir hai hodc phan gan két khang nguyén ctia nd. Cac khang

thé bd me thir nhét va thi hai ¢6 thé 14 giéng nhau hoic khac nhau.

Theo mdt phuong 4n, khéng thé b me thir nhit hodc phin gin két khang
nguyén ctia nd, gan két khang nguyén thir nhat va khang thé bé me thir hai hodc phan
gén két khang nguyén cua no6, gin két khang nguyén thir hai. Theo mdt phuong an,
céc khéng nguyén thr nhit va thi hai 13 cdc khdng nguyén khac nhau. Theo mot
phuong 4n khac, khang thé b me thir nhit hosc phan gin két khang nguyén ctia nd
gén két khang nguyén tht nhit véi hiéu luc khéc véi hiu lye ma khang thé bd me
thir hai hoc phan gin két khdng nguyén ctia n6 gén két khang nguyén th hai. Theo
phuong 4n khéc nita, khdng thé bd me thir nhit hoic phan gén két khang nguyén cia
n6 gin két khang nguyén thir nhét véi 4i luc khéc véi 4i luc ma khéng thé b me thu

hai hodc phan gén két khang nguyén ctia n6 gin két khang nguyén thi hai.

Theo mdt phuong an khéc, khéng thé bd me tht nhat hoic phin gin két khang
nguyén ctia nd, va khang thé bd me thir hai hodc phan gin két khang nguyén ctia nd
12 khéng thé ctia ngudi, khang thé ghép CDR, khang thé duoc lam gibng ngudi

va/hoic khang thé truong thanh v mit 4i luc.

Theo mdt phuong an khéc, protein gén két c6 it nhat mot dic tinh mong mudn
dwoc thé hién boi khang thé bd me thir nhit hoic phan gin két khang nguyén cia né,
hodc boi khéang thé bd me thir hai hodc phin gén két khang nguyén ciia nd. Theo
cach khéc, khang thé bd me th( nhit hodc phin gin két khang nguyén cta né va
khang thé b me thir hai hoic phan gin két khang nguyén ctia né ¢6 it nhit mot dic
tinh mong mudn dugc thé hién bai protein gin két. Theo mdt phuong an, dic tinh
mong mudn 13 mdt hogic nhidu tham sb khang thé. Theo mdt phuong 4n khac, tham
s6 khang thé 13 tinh dic hiéu cta khang nguyén, i lyc véi khang nguyén, hiéu luc,
chtic ning sinh hoc, nhan biét epitop, d6 én dinh, d6 tan, hidu qua san xudt, tinh gay
mién dich, dugc dong hoc, sinh kha dung, kha ning phéan tmg chéo md hoic gin két
khang nguyén truc giao . Theo mot phuwong 4n, protein gin két 13 da hoa tri. Theo

mdt phuong 4n khac, protein gin két 13 da dic hiéu. Protein gin két da dic hiéu hoic
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da hod tri dugc md ta trong ban mé ta nay ¢b céc dic tinh c¢6 thé mong mudn dic biét
1a theo quan diém diéu tri. Vi du, protein gin két da hoa tri hodc da ddc hidu c6 thé
(1) dugc ddng hod (va/hoic di hoa) bing t& bao bidu hién khéng nguyén ma céc
khang thé ndy gin két v&i né nhanh hon so véi khang thé hoa tri hai; (2) 1a chét chu
van gin két protein; va/hodc (3) gdy chét t& bao va/hoic gy chét & bao theo lap
trinh biéu hién khing nguyén ma protein gin két da hoa tri c6 kha ning gin két.
Thuat ngit “khang thé bd me”, ma tao ra it nhit mot khéang nguyén gin két dac hiéu
clia protein gin két da hoa tri hodc da dic hiéu, c6 thé 1a khang nguyén ma duoc
ddng hoa (va/hodc di hod) bing té bao biéu hién khing nguyén ma khang thé gin
két; va/hodc c6 thé 1a chit chi vén, khang thé gay chét t& bao va/hodc khang thé gay
chét t& bao theo 1ap trinh va protein gin két da hoa tri va/hoic da dic hidu nhu dugc
md ta trong ban mb ta ndy c6 thé thé hién (cac) cai thién & mot hodc nhidu trong sd
céc dic tinh ndy. Hon nita, khang thé bd me ¢6 thé thiéu mot hoic nhidu bét ky trong
s0 cac dic tinh ndy, nhung c6 thé dat dwoc mot hoic nhidu trong s& chung khi duoc

tao cau tric nhu protein cau triic da hod tri nhu duge mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mét phuong 4n khac, protein gin két c6 hing sb téc d6 on (Kon) véi mot
hodc nhidu dich it nhit khoang 102 M-Is’!; it nhit khoang 103 M-!s”!; it nh4t khoang
10* M's!; it nhit khoang 105 M's’!; hodc it nhit khoang 10 M-'s”!, nhu dugc xé4c
dinh theo phuong phép cdng hudng plasmon b mit. Theo modt phuwong an, protein
ghn két c6 hing sb tbc d6 on (Kon) v&i mot hodc nhidu dich tir khoang tir 102 M-!s’!
dén 10® M's!; khoang tir 103 M-1s! dén 10* M-'s”!; khoang tir 10* M-Is! dén 10°
M 's!; hodc khoang tir 10° M-Is! dén 105 M's”!, nhu duoc xé4c dinh theo phwong

phap cong hudng plasmon bé miit.

Theo mot phwong 4n khac, protein gén két c6 hing sb tc d6 off (Kosr) dbi véi
mdt hodc nhiéu dich 16n nhét khodng 102 s'; 16n nhét khodng 103 s'; 16n nhit
khoang 10 s'; 16n nhét khoang 10-° s°'; hodic 16n nhét khoang 106 57!, nhu dwoc xéc
dinh theo phuong phép céng hudng plasmon bé mit. Theo mot phwong an, protein
gén két c6 hing sb tde d6 off (Kos) v&i mot hoc nhidu dich khoang tir 102 5! dén

10%s!; khoang tir 10 s'! dén 10 s7!; khoang tir 10 5! &én 10-° s°1; hodc khoang tir
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105 s @én 10 57!, nhu dwoc x4c dinh theo phuong phap céng hudng plasmon bé

mat.

Theo mdt phuong an khéc, protein gin két c6 hiang sé phan ly can bing (Kp)
v6i mot hodic nhidu dich 16n nhét 13 khoang 10”7 M; 16n nhit khoang 1078 M; 16n nhét
khoang 10° M; 16n nhét khoang 1071°M; 16n nhit khoang 10! M; hozc 1én nhit
khoang 10'2M. Theo mét phuong 4n, protein gén két c6 hang sb phan ly cén bang
(Kp) v6i cac dich ctia né 1a khoang tir 107 M dén 108 M; khoang tir 108 M dén 107
M; khoang tir 10° M dén 1071° M; khoang tir 10"1° M dén 10! M; hoic khoang tir
10" M dén 102 M.

Theo mdt s6 phuong 4n, protein gin két khang DLL4/khang VEGF thé hién
hidu luc gia ting (vi du, kha ning céan tré sw (e ché va/hodc trung hoa hoat tinh
DLL4 vi/hoic VEGF gia ting) so véi khang thé khang DLL4 hodc khang VEGF.
Theo mdt sb phuong 4n, hidu luc ctia protein gin két c6 thé duoc danh gia trong thir
nghiém bat ky dé danh gi4 hoat tinh VEGF va/hoic DLL4, vi du, thir nghiém ELISA
gin két VEGF vi/hoic DLL4, thir nghiém BIACORE™, thir nghiém théng béo
DLL4-Notch, thtt nghi€m tang sinh/su séng cia t& bao ndi mo dugc kich thich
VEGF hoic thir nghiém khac bt ky d& dugc biét dén d6i v6i ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong Iinh vuc ndy. Theo mdt sb phuong 4n, protein gin két thé hién hidu

lyc DLL4 gia tang véi su ¢6 mat cua VEGF.

Theo mot phuong an khéc, thé tiép hop duoc dé xult, bao gdm bt ky trong sb
céc protein gén két dwoc md ta trong ban mo ta ndy va cdn bao gém tac nhéan . Theo
mdt phwong 4n, tic nhan 13 phan tr dinh bAm mién dich, tAc nhan tao hinh anh, tac
nhan diéu tri, hodc tic nhan gdy doc té bao. Theo mot phwong &n, tic nhan tao hinh
anh 13 chit danh ddu bang ddng vi phéng xa, enzym, chit danh ddu huynh quang,
chét danh du phat quang, chit ddnh d4u phat quang sinh hoc, chit danh diu tir tinh,
hodc biotin. Theo mdt phwong 4n khéc, chit danh ddu phéng xa 1a 3H, '“C, 35S, Y,
PTe, n, 1251, B, 7Ly, %Ho, hodc '**Sm. Theo mdt phuong an khéc nira, tdc
nhan didu tri hodc doc té bao 14 chit chdng chuyén hod, tic nhan alkyl hod, chat
khéng sinh, yéu t6 sinh truéng, xytokin, chit chéng tao mach, chit chdng nguyén

phéan, anthraxyclin, doc t§ hoic chét giy chét t& bio theo 14p trinh. Theo mét sb
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phuong éan, tdc nhan la mot hodc nhiéu trong sb: irinotecan, leucovorin, 5-FU,
temozolomit, gemcitabin, va paclitaxel. Theo mgt phuong an, tdc nhan 1a irinotecan.
Theo mét phuong 4n, tdc nhan 13 leucovorin. Theo mdt phuong 4n, chit 1a 5-FU.
Theo mot phuong an, tdc nhan 1a irinotecan, leucovorin, va 5-FU. Theo mdt phuong
an, tdc nhén 13 temozolomit. Theo mdt phuong &n, tdc nhén 14 gemcitabin. Theo mgt

phuong an, tadc nhén 13 paclitaxel.

Theo mot phuong 4n khéc, thé tiép hop bao gdm protein gén két va duoc chit.
Theo mot phuong 4n, protein gan két trong thé tiép hop bao gdm chudi polypeptit
thir nhét va tht hai, trong d6 mdi trong s§ chudi polypeptit thir nhét va thir hai doc
1ap bao gdm VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong d6 VDI 13 mién bién ddi thi nhit,
VD2 14 mién bién dbi thtr hai, C 1a mién 8n dinh, X1 14 cAu lién két, va X2 1 ving
Fc, trong d6 mién VDI trén chudi polypeptit thir nhit va thir hai tao thanh vi tri gén
két dich chitc ning thir nhat v mién VD2 trén chudi polypeptit thir nhét va thir hai
tao thanh vi tri gén két dich chrc niang thi hai, va trong dé protein gin két c6 kha
ning gin két VEGF va DLL4. Theo mot s& phuwong 4n, cdc mién VD1 va VD2 bao
gém CDR hoic céc trinh tw mién bién déi tir bit ky trong s6 céc trinh tu dwoc bdc 16
trong bang 2, tao cip va sip xép d& tao thanh céc vi tri gin két chirc ning dbi vé6i
VEGF va DLL4. Theo mdt phwong 4n, duoc chét trong thé tiép hop duoc chon tir
nhém gdm ¢ chit e ché nguyén phén, thubc khang sinh khang khéi u, chét didu
bién mién dich, vecto di véi lidu phép diéu tri gen, chét alkyl hod, chét chéng chéng
hinh thanh mach, chét chc")ng chuyén ho4, chit chuia bo, chit bao vé hoa hoc,
hormon, chit khang hormon, corticosteroit, chit diéu tri quang hoat, oligonucleotit,
chit nuclit phong xa, chit trc ché topoisomeraza, chit tic ché tyrosin kinaza va chat
nhay phéng xa. Theo mot phuong an khéc, dugc chit duoc chon tir nhém gdm ¢
Ixempra, dolastatin 10, dolatstin 15, auristatin E, auristatin PE, monometyl auristatin
D (MMAD hoic din xuét auristatin D), monometyl auristatin E (MMAE hodc dan
xudt auristatin E), monometyl auristatin F (MMAF hoic din xuit auristatin F),
auristatin F phenylendiamin (AFP), auristatin EB (AEB), auristatin EFP (AEFP), AE
este clia axit 5-benzoylvaleric (AEVB), methotrexat, daunorubicin, vincristin,

maytansin, maytansinol, C-3 este cia maytansinol, ansamitocin P1, ansamitocin P2,
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ansamitocin P3, ansamitocin P4, docetaxel, paclitaxel, hat nano paclitaxel, vindesin
sulfat, vincristin, Vinblastin, Vinorelbin, actinomycin, actinomycin D, anthramycin,
chicamycin A, DC-18, mazethramycin, neothramycin A, neothramycin B,
prothracarcin B, SG2285, sibanomicin, sibiromycin, anthraxyclin, daunorubicin,
doxorubicin, epirubicin, idarubicin, calicheamicin, y/. 02!, as/, N-axetyl-y,/, PSAG,
0’;, duocarmycin, dozelesin, bizelesin, va carzelesin, bleomycin, mitomycin,
plicamycin, bacillus calmette-guerin (BCG), levamisol, vic xin chita bénh ung thu,
papillomavirut hoé tri hai téi t& hop & ngudi (HPV) loai vicxin 16 va 18 vécxin,
papillomavirut hoa tri bén tai t6 hop & ngudi (HPV) loai 6, 11, 16, va 18 vicxin,
sipuleucel-T, xytokin, hormon tuyén can gidp; thyroxin; insulin; proinsulin; relaxin;
prorelaxin; glycoprotein hormon nhu hormon kich thich nang (FSH), hormon kich
thich tuyén gidp (TSH), va hormon lutein hod (LH), yéu t6 sinh trudng gan; yéu td
sinh trudng nguyén bao soi, prolactin, lactogen nhau thai, yéu t§ gay chét hoai khéi
u, chit trc ché mullerian, peptit két hop gonadotropin cua chudt, inhibin, activin, yéu
td phat trién ndi mdé mach, integrin, thrombopoietin (TPO), yéu t6 sinh trudng than
kinh nhu NGF, yéu t sinh truong tiéu cau, yéu t sinh truong bién nap (TGF), yéu
t6-1 va II sinh trudng tuong ty insulin, erythropoietin (EPO), yéu t§ cam tmg xuong,
interferon nhu interferon a, B, va v, yéu t§ kich thich khuén lac (CSF), dai thuc bao
bach ciu hat-C-SF (GM-CSF), va bach cdu hat-CSF (G-CSF), interleukin (IL) nhu
IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, TL-8, IL-9, IL-11, IL-12, yéu t§ chét
hoai khéi u va yéu t6 polypeptit khac bao gdm LIF va phéi tir kit (KL), yéu t kich
thich khuan lac, erythropoietin (epoetin), filgrastim, sargramostim, promegapoietin,
Oprelvekin, liéu phép diéu tri gen diéu bién mién dich, axit nucleic ma hoa gen chirc
nang, didu tri ma dugc st dung dé thay thé gen rdi loan chirc nang dot bién hoic
khac (vf du cét cut) két hop véi bénh ung thu, axit nucleic ma mi hoa d6i véi hoic
theo cach khac tao ra viéc san xudt protein diéu tri dé diéu tri bénh ung thu, alkyl
sulfonat, busulfan, nito mu tac, chlorambucil, xyclophosphamit, estramustin,
ifosfamit, mechlorethamin, va melphalan, nguén nitro, Carmustin, foteMustin,
loMustin, niMustin, streptozocin, triazin va hydrazin, Dacarbazin, procarbazin,
temozolomit, etylenimim, thiopeta, diaziquon, mitomycin C, din xudt metylamin,

epoxit, altretamin, dianhydrogalactitol, dibromodulcitol, angiostatin, ABX EFG, C1-
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1033, PKI-166, vic xin EGF, EKB-569, GW2016, ICR-62, EMD 55900, CP358,
PD153035, AG1478, IMC-C225, OSI-774, Erlotinib, angiostatin, arrestin,
endostatin, BAY 12-9566 va w/flouraxil hodc doxorubicin, canstatin,
carboxyamidotriozol va véi paclitaxel, EMDI121974, S-24, vitaxin, axit
dimetylxanthenon axetic, IM862, Interleukin-12, Interleukin-2, NM-3, HuMV 833,
PTK787, RhuMab, angiozym, IMC-1C11, Neovastat, marimstat, prinomastat, BMS-
275291, COL-3, MM1270, SU101, SU6668, SU11248, SU5416, véi paclitaxel, véi
gemcitabin va cisplatin, va vdi irinotecan va cisplatin va véi radiation, tecogalan,
temozolomit va PEG interferon o2b, tetrathiomolybdat, TNP-470, thalidomit, CC-
5013 va véi taxotere, tumstatin, 2-methoxyestradiol, VEGF trap, chét trc ché mTOR
(deforolimus, everolimus, va temsirolimus), chit tc ché tyrosin kinaza (vi du,
imatinib, gefitinib, dasatinib, sunitinib, nilotinib, lapatinib, sorafenib, phosphoinositit
3-kinaza (PI3K), chat dbi khéng axit folic, methotrexat, axit 4-amino-folic,
lometrexol, pemetrexed, trimetrexat, chit dbi khang pyrimidin, Azacitidin,
capecitabin, Cytarabin, decitabin, 5-flouracil, 5-flo-2’-deoxyuridin 5’-Phosphat, 5-
flouridin triPhosphat, gemcitabin, foxuridin, chit chu van purin azathioprin,
Cladribin, mercaptopurin, fludarabin, pentostatin, 6-thioguanin, chét e ché adenosin
deaminaza, Cladribin, Fludarabin, Nelarabin, Pentostatin, borophycin, bortezomib,
chit bao vé hoa hoc, Amifostin, Dexrazoxan, mesna, androgens, estrogen,
medroxyprogesteron Axetat, progestin, aminoglutethimit, anastrozol, bicalutamit,
clotrianiza, cyproteron Axetat, degarelix, exemestan, flutamit, fulvestrant, goserelin,
letrozol, leuprolit, lupron, medroxyprogesteron Axetat, Megestrol Axetat, tamoxifen,
triptorelin, asparaginaza, Dacarbazin, hydroxyure, levamisol, mitotan, procarbazan,
tretinoin, glucocorticoit, Prednison, chromagen, thudc nhudém, oligonucleotit d6i
nghia néu xuét hién tu nhién hodc dugc tbng hop bang cach st dung nucleotit tiéu
chuin va/hodc khong tiéu chuln (bao gdm ARN can thiép (RNAI)), ARN soi kép
(dsRNA), ARN can thi€p nhén (siRNA), vi ARN (miRNA), aptame, CpG
oligonucleotit, ribozym, angiozym, '''In, '""Lu, 2!2Bi, 213Bi, 2!'At, 2Cu, %Cu, ¢’Cu,
90y, 25T B[ 32p_33p 4TS¢ IAg 67Ga, 4Py, 153Sm, 161Th, 16Dy, 1650, 1%Re, 15Re,
189R e, 212Pp, 23Ry 25A¢, S%Fe, 5Se, T7As, 9Sr, Mo, 19Rh, 109Pd, 43Py, 49Pm, 169F,

1941 198 A, 199Aq, 2!1'Pb, Co-58, Ga-67, Br-80m, Tc-99m, Rh-103m, Pt-109, In-111
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1, Sb-119, I-125, Ho-161, Os-189m, Ir-192, Dy-152, At-211 , Bi-212, Ra-223, Rn-
219, Po-215, Bi-21 1, Ac-225, Fr-221, At-217, Bi-213, Fm-255, !'C, BN, %0, "Br,
198 Ay, 24Ac, 1261, 133, 7By, 113y, SRy, YRu, Ry, 1Ry, 7Hg, 2Hg, 12T,
12mTe 125mTe 65Ty 1677y 168Tyy 197pg 109pq 105Rp 142py 143py 161Th 166,
99 A0, Co, 8Co, 5'Cr, *°Fe, Se, 2'TI, **’Ac, "®Br, ©Yb, taxan, cisplatin,
metronidazol, misonidazol, desmetylmisonidazol, pimonidazol, etanidazol,
nimorazol, mitomycin C, RSU 1069, SR 4233, E09, RB 6145, nicotinamit, 5-
bromodeoxyuridin  (BUdR), 5-iododeoxyuridin (IUdR), bromodeoxycytidin,
flodeoxyuridin (FUdR), hydroxyure, ddn xuit hematoporphyrin, Photofrin(r), din
xudt benzoporphyrin, NPe6, thiéc etioporphyrin (SnET2), pheoborbide a,
bacterioclophyll a, naphthaloxyanin, phthaloxyanin, k&m phthaloxyanin,
camptothecin, irinotecan, topotecan, amsacrin, daunorubicin, doxotrubicin,
epipodophyllotoxins, ellipticin, epirubicin, Etoposit, razoxan, Teniposit, Axitinib,
Bosutinib, Cediranib, Dasatinib, Erlotinib, Gefitinib, Imatinib, Lapatinib,
Lestaurtinib, Nilotinib, Semaxanib, Sunitinib, Vandetanib, abrin, chudi abrin A,
Aleurit fordii protein ddc t6 alpha, amatoxicrotin, curcin, dianthin protein, chudi
diphtheria A doc t6 bénh bach hiu, cdc manh hoat hoa khéng gin két cia
deoxyribonucleaza bénh bach hau (Dnase), gelonin, mitogellin, chudi modeccin A,
chdt ¢ ché momordica charantia, neomycin, onconaza, phenomycin, Phytolaca
americana protein (PAPI, PAPII, va PAP-S), protein khing virut cdy thuong luc My,
chudi A Pseudomonas ndi doc t6 Pseudomonas ngoai ddc t6 tir Pseudomonas
aeruginosa, restrictocin, ricin, chudi ricin A, ribonucleaza (Rnaza), chit @c ché
sapaonaria officinalis, saporin, alpha-sarcin, Staphylcoccal enterotoxin-A, cisplatin
ddc tb bénh udn vén, carboplatin, va oxaliplatin (Eloxatin, Sanofi Aventis), chét tc
ché proteasom, PS-341, chit tc ché HDAC, vorinostat, belinostat, entinostat,
mocetinostat, panobinostat, chét tc ché COX-2, ure duoc thé, chét wrc ché protein
soc nhiét, Geldanamycin, chit ac ché vo tuyén thuong than, tricothecen, A12,
19D12, Cp751-871, H7C10, alphalR3, ScFV/FC, EM/164, Matuzumab, Erbitux,
Vectibix, mAb 806, Nimotuxumab, AVEO, AMG102, 5D5 (OA-5d5), H244G11, Ab
#14 (MM 121-14), Herceptin, 1B4C3; 2D1D12, NVP-AEW541-A, BMS-536,924
(1H-benzoimidazol-2-yl)-1H-pyridin-2-on), BMS-554,417, Xycloligan, TAE226,
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PQ401, Iressa, CI-1033 (PD 183805), Lapatinib (GW-572016), Tykerb, Tarceva,
PKI-166, PD-158780, EKB-569, Tyrphostin AG 1478 (4-(3-Cloanillino)-6,7-
dimetoxyquinazolin), PHA665752, ARQ 197, Capecitabin, 5-Triflometyl-2’-
deoxyuridin, Methotrexat natri, Raltitrexed, Pemetrexed, Tegafur, Xytosin
Arabinosit (Cytarabin), S5-azacytidin, 6-mercaptopurin (Mercaptopurin, 6-MP),
Azathioprin, 6-thioguanin, Pentostatin, Fludarabin Phosphat, Cladribin (2-CdA, 2-
clodeoxyadenosin), chit e ché ribonucleotit Reductaza, Xyclophosphamit, Neosar,
ifosfamit, Thiotepa, BCNU— 1,3-bis(2-cloetyl)-1-nitosoure, CCNU—1, -(2-
cloetyl)-3-xyclohexyl-1-nitrosoure (metyl CCNU), Hexametylmelamin, busulfan,
Procarbazin HCL, Dacarbazin (DTIC), chlorambucil, melphalan, carboplatin,
oxaliplatin, doxorubicin HCL, daunorubicin xitrat, mitoxantron HCL, actinomycin
D, Etoposit, topotecan HCI, Teniposit, irinotecan HCL(CPT-II), vincristin,
Vinblastin Sulfat, Vinorelbin tartrat, vindesin sulphat, paclitaxel, docetaxel,
Abraxan, ixabepilon, imatinib mesylat, sunitinib malat, sorafenib toslat, nilotinib
Hydroclorua monohydrat, L-asparaginaza, alpha interferon, Avastin, IL-2,
Aldesleukin, Proleukin, IL-12, Toremifen xitrat, Fulvestrant, Raloxifen HCL,
anastrazol, letrozol, Fadrozol (CGS 16949A), exemestan, leuprolit Axetat, Lupron,
goserelin Axetat, triptorelin pamoat, buserelin, Nafarelin, cetrorelix, bicalutamit,
nilutamit, megestrol Axetat, chit twong tu somatostatin, prendinsolon,
dexamethason, ketoconazol, sirolimus, temsirolimus (CCI-779), deforolimus
(AP23573), Irinotecan; Leucovorin; Folfiri; 5-FU; Enalapril; Nifedipin; Clonidin;
Temozolomit; Gemcitabin, Capecitabin; Paclitaxel; Regorafenib; Pertuzumab va

everolimus (RADOOI).

Theo mot sb phuong an, duogc phém duoc bde 10 bao gém mét hodc nhidu
protein gan két nhu dugc boc 16 trong ban md ta nay va mdt hodc nhidu tac nhan
khéc, vi du, tdc nhan hod tri lidu. Vi du, dugc phdm c6 thé bao gdm mdt hoic nhiéu
protein gén két trong dung dich véi mdt hodc nhidu tdc nhan khic. Theo mét sb
phuong 4n, tac nhan nay 1a mdt hodic nhidu trong sé: irinotecan, leucovorin, 5-FU,
temozolomit, gemcitabin, va paclitaxel. Theo mdt phuong an, tdc nhén Ia irinotecan.

Theo mdt phuong an, tdc nhan la leucovorin. Theo mdt phuong 4n, tAc nhan la 5-FU.
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Theo mot phuong 4n, tdc nhan I3 irinotecan, leucovorin, va 5-FU. Theo mdt phuong
an, tdc nhan la temozolomit. Theo mdt phuwong én, chét 1a gemcitabin. Theo mot

phuong 4n, tdc nhén 1a paclitaxel.

Theo mdt phuong 4n khéc, protein gén két 14 protein gin két dang tinh thé va
t0n tai nhu tinh thé. Theo mdt phuong 4n, tinh thé 13 tinh thé giai phdng c6 kiém soat
dugc phim khong chira chit mang. Theo mdt phuong an khéc, protein gén két dang
tinh thé c6 chu ky nira phan ra 16n hon in vivo so v6i ban sao c6 thé hoa tan cla
protein gén két. Theo phuong 4n khac nita, protein dang tinh thé van c¢6 hoat tinh
sinh hoc.

Theo mot phuong 4n khéc, protein gin két dugc mo ta trong ban mo ta nay

duoge glycosyl hod. Vi du, mau glycosyl hod 1a mau glycosyl hoé ctia ngudi.

Axit nucleic dugce phin 14p mi hoé bat ky trong s céc protein gén két duoc
boc 16 trong ban md ta ndy ciing dwoc dé xudt. Phuwong 4n khac d& xuét vecto bao
gdm axit nucleic dwoc phan 1ap duoc boc 16 trong ban md ta ndy trong d6 vecto 1a
pcDNA; pTT (Durocher et al. (2002) Nucleic Acids Res. 30(2); pTT3 (pTT vdéi
nhiéu vi trf tao khuén lac bd sung; pEFBOS (Mizushima and Nagata (1990) Nucleic
Acids Res. 18(17); pBV; pJV; pcDNA3.1 TOPO; pEF6 TOPO; pBOS; pHybE; hoic
pBJ. Theo mdt phuong 4n, vecto 1a vecto duoc bdc 16 trong cong bd patent M§ sd
20090239259.

Theo khia canh khac, t& bao chi duoc bién nap vdéi vecto dugc bdc 19 trong
ban md td ndy. Theo mdt phuong an, t€ bao chu 1a t& bao nhan so, vi du, E. Coli.
Theo mot phuong 4n khac, t€ bao chu 13 t& bao nhan chuén, vi dy, t& bao sinh vat
nguyén sinh, té bao dong vat, t& bao thuc vat hodc t& bao ndm. Theo mot phuong an,
t& bao chi 12 té bao dong vét ¢6 vi bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, CHO,
COS, NS0, SP2, PER.C6, hodc t& bao nidm, nhu Saccharomyces cerevisiae, hodc té
bao con trung, nhu Sf9. Theo mdt phuong an, hai hodc nhiéu protein gén két, vi du,
v6i céce tinh ddc hidu khac nhau, duoc tao ra trong t& bao chu tai t& hop don 18. Vi
du, sw biéu hién ctia hdn hop gdm céc khang thé ciing duoc goi 1a Oligoclonics™

(Merus B.V., The Netherlands) cac patent My s6 7,262,028 va 7,429,486.

-24-



30535

Sang ché d& xult phuong phép tao ra protein gin két dwoc boc 1§ trong ban
mo td nay bao gém viéc nuoi céy bét ky trong s6 cac té bao chi duoc bdc 16 trong
ban mo ta ndy trong mdi trudng nudi cdy trong céc didu kién du dé tao ra protein gin
két. Theo mdt phuong 4n, tir 50% dén 75% protein gin két duoc tao ra bing phuong
phap niy 13 protein gén két hod tri bdn dic hiéu kép. Theo mot phwong 4n khéc, tir
75% dén 90% protein gin két dugc tao ra bing phuong phap nay 1a protein gén két
hod tri bdn dac hidu kép. Theo mot phwong 4n khéc, tir 90% dén 95% protein gin két

duge tao ra 1a protein gén két hod tri bdn dic hiéu kép.

Mbt phuong 4n dé xudt ché phim dé giai phong protein gin két trong d6 ché
pham bao gdm protein gin két dang tinh thé, thanh phan va it nhit mot chit mang
polyme. Theo mdt phuong 4n, chit mang polyme 1a poly(axit acrylic),
poly(xyanoacrylat), poly(axit amin), poly(anhydrit), poly(depsipeptit), poly(este),
poly(axit lactic), poly(axit lactic-co-glycolic) hodc PLGA, poly(b-hydroxybutryat),
poly(caprolacton), poly(dioxanon), poly(etylen glycol),
poly((hydroxypropyl)metacrylamit, poly[(hftu co)phosphazen], poly(ortho este),
poly(ruou vinylic), poly(vinylpyrolidon), maleic anhydrit-alkyl vinyl ete copolyme,
pluronic polyol, albumin, alginat, xenluloza, din xuét xenluloza, colagen, fibrin,
gelatin, axit hyaluronic, oligosacarit, glycaminoglycan, polysacarit dugc sulfat hod
hozc hdn hop va copolyme ctia ching. Theo mot phuong 4n, thanh phin 13 albumin,
sucroza,  trehaloza, lactitol, gelatin,  hydroxypropyl-B-  xyclodextrin,

methoxypolyetylen glycol, hodc polyetylen glycol.

Phuong 4n khéc dé xudt phuong phép diéu tri dong vét c6 vi bao gém bude
cho dong vét ¢6 vii ding luong hitu hidu ctia duoe phdm dugc bdc 16 trong ban mo ta
nay.

Sang ché d& xuét dugc phim bao gbém protein gén két duoc bdc 16 trong ban
md td ndy va chit mang dwoc dung. Theo médt s phuong 4n, duoc phdm bao gdm it
nhét mot chit didu tri bd sung dé diéu tri r6i loan. Vi du, chit bd sung c6 thé 13 chét
didu tri, chdt hod tri lidu; chit tao hinh anh, chit gay doc t& bao, chit (rc ché hinh
thanh mach, chit Gc ché kinaza (bao gdm nhung khong chi gi6i han & chit tc ché
KDR va TIE-2), chét diéu bién phan tir ddng kich thich (bao gdm nhung khong chi
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gi6i han & khéng i-B7.1, khang-B7.2, CTLA4-Ig, khang-CD20), chit phong bé phan
tir dinh bam (bao gdm nhung khong chi gi6i han & khang thé khang LFA-1, khang
thé khang E/L selectin, chit rc ché phan tir nho), khang thé khang xytokin hoic
manh chtic ning ctia né (bao gdm nhung khong chi giéi han & khang thé khang IL-
18, khang TNF, hoic khang IL-6/thu thé xytokin), mAb khéng VEGF; mAb khang
DLL4; methotrexat, xyclosporin, rapamyxin, FK506, chit danh ddu c6 thé phat hién
hodc chét thong bdo, chit d6i khang TNF, chét chéng thép khép, chét x8 co, thube
mé, duoc chét chéng viém khong steroit (NSAID), thudc 1am gidm dau, thudc giy
mé, thudc an thin, thude gdy mé cuc b9, chét phong bé than kinh-co, thudc khang vi
sinh vat, thudc chéng bénh vay nén, corticosteriot, steroit déng hod, erythropoietin,
chit gdy mién dich, globulin mién dich, chit ngan chin mién dich, hormon sinh
truéng, dugc chét thay thé hormon, dugc phim phéng xa, thude chéng suy nhuoc,
thudc chdng loan thin kinh, chit kich thich, thudc chita bénh hen, chit chu vén beta,
steroit x6ng, epinephrin hodc chét tuong tw, xytokin, hoic chit dbi khang xytokin.
Theo mét sb phuong 4n, chit diéu tri bd sung 13 chét hod tri liéu. Theo mdt sb
phwong 4n, chit bd sung 13 mot hodc nhidu trong sé: irinotecan, leucovorin, 5-FU,
temozolomit, gemcitabin, va paclitaxel. Theo mdt phuong 4n, chit 13 irinotecan.
Theo mdt phuong an, chét 1a leucovorin. Theo mot phuong én, chét 14 5-FU. Theo
mdt phuong 4n, chét 13 irinotecan, leucovorin, va 5-FU. Theo mot phuong an, chét 1a
temozolomit. Theo mdt phwong an, chit 13 gemcitabin. Theo mdt phuong 4n, chit 1a

paclitaxel.

Theo cic phwong 4n khic nhau, phuong phap dwoc dé xudt @& chin doan
va/hodc diéu tri dbi twong 1& ngudi mic rdi loan ma c6 thé duoc chidn doan va/hoic
duoc didu tri bang cach huéng dich VEGF va/hoic DLL4 (vi du, rbi loan hinh thanh
mach bAt ky hodc rdi loan khac bét ky két hop véi su biéu hién khéc thudng cua
VEGF va/hodc DLL4), bao gdm cho dbi tuong 13 ngudi dung protein gin két dwoc
boc 16 trong ban mb ta ndy sao cho hoat tinh ctia dich hodc cac dich, & dbi twong 1a
ngudi duoc te ché va mot hodc nhiéu tridu chimg dwoc giam giam hodc viée didu tri
dat duogc. Protein gén két duoc dé xuht trong ban md ta nay co thé duoc st dung dé

chan doan va/hodc di€u tri ngudi mac bénh ung thu nguyén phat va di cén, bao gdom
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bénh ung thu biéu mé vu, rudt két, truc trang, phdi, miéng-hau, hiu dudi, thuc quan,
da day, tuyén tuy, gan, bang quang va dng mat, rudt non, dudng niéu (bao gdm than,
bang quang va nidu mac), duong sinh duc nit giéi (bao gdm cd tir cung, tir cung va
budng trimg ciing nhu bénh ung thu nhau va bénh 14 nudi phoi thoi ky thai nghén),
dudmg sinh duc nam giéi (bao gdm tuyén tién 1iét, tai tinh, tinh hoan va bénh ung thu
té bao mam), tuyén noi tiét (bao gdm tuyén gidp, tuyén thuong than va tuyén yén),
va da cfing nhu khdi u mach mau, khéi u 4c tinh, xacom (bao gdm céc khdi u xuét
hién tir xuwong va mé mém cling nhwr xacdm Kaposi), khéi u ndo, than kinh, mét va
mang nio (bao gdm u bao hinh sao, u than kinh déms, u nguyén bao dém, u nguyén
bio véng mac, u diy than kinh, u nguyén bao than kinh, u té bao schwann va khéi u
mang nfo), cac khdi u xuat hién tir khbi u 4c tinh tao huyét, bénh bach ciu cép tinh,
bénh bach cau nguyén bao bach huyét cdp tinh (ALL), bénh bach ciu dang tuy cp
tinh (AML), ung thu mo bach huyét t& bao B, ung thw md bach huyét Burkitt, bénh
bach ciu tuy bao man tinh (CML), bénh bach céu té bao bach huyét man tinh (CLL),
bénh bach cau té bao toc, ung thu md bach huyét Hodgkin va khong Hodgkin, khéi u
4c tinh tao huyét, xac6m Kaposi, ung thu mé bach huyét 4c tinh, u md bao 4c tinh,
khéi u ac tinh, da u tuy, hoi chimg cén ung thu/ching tang canxi huyét 4c tinh, hoic
khéi u rén.

Theo mét s& phuong 4n, phuong phép didu tri bénh ung thu & nguoi bénh bao
gdm viéc cho ding mdt hodc nhiéu protein gin két dugc boc 16 trong ban mo ta ndy
hoic duoc phdm chira nd. Theo mot phuong an, bénh ung thu 14 bénh ung thu rudt
két. Theo mot phuong 4n, bénh ung thu 13 u nguyén bao dém. Theo mdt phuong an,
bénh ung thu 1 bénh ung thu tuyén tuy. Theo mdt phwong 4n, bénh ung thu 13 bénh
ung thu vii. Theo mot s& phuong 4n, phuong phap diéu tri bénh ung thw, bao gdm
cho diing mét hozc nhidu protein gin két dugc boc 16 trong ban md ta ndy hodic duge
phdm chira nd, tao ra viée gidm su sinh trudong ctia khéi u hodc 1am chdm su sinh
truong cta khdi u ma 13 it nhit gin twong duong véi tac dung cong hop dugc mong
doi cua t6 hop khang thé khang VEGF va khang thé khang DLL4. Theo mdt sb
phuong 4n, phuong phép tao ra sy giam sinh truéng ctia khdi u hodc lam chim su

sinh truong cta khoi u ma 16n hon tac dung cong hop (vi dy, mic giam 16n hon so
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v6i mic giam dugc mong doi bang cach cong céc tic dung dwoc du doan clia khang

thé khang VEGF va khang thé khang DLL4).

Theo mét s6 phuong 4n, phuong phép diéu tri bénh ung thu bao gdm viéc cho
dimg mét hodc nhidu protein gin két duoc boc 16 trong ban md ta nay hoic duge
phim chtra n6, két hop véi mot hodc nhidu tc nhan bd sung, vi du, chét ho4 tri liéu
hodc sinh hoc. Theo mot sd phuong é4n, tdc nhdn 14 mdt hodc nhiéu trong s6:
regorafenib (STIVAGRA™), pertuzumab (PERJECTA™), irinotecan, leucovorin, 5-
FU, temozolomit, gemcitabin, va paclitaxel. Theo mdt phuong én, tic nhdn Ia
irinotecan. Theo mdt phuong an, tdc nhén 1a leucovorin. Theo mét phuong an, tac
nhén 1a 5-FU. Theo mdt phuong 4n, tic nhan 1& irinotecan, leucovorin, va 5-FU.
Theo mot phuong an, tdc nhan 1a temozolomit. Theo mdt phuong &n, tic nhén la
gemcitabin. Theo m6t phwong 4n, téc nhén 13 paclitaxel. Theo m6t sb phuong 4n,
phwong phép diéu tri bénh ung thu, bao gdm viée cho ding mdt hoic nhidu protein
gén két duoc boc 10 trong ban md t4 nay hodc duge phdm chira nd, két hop véi mot
hodc nhiéu tic nhan bd sung, lam giam s sinh truéng cta khdi u hoc 1am chdm sy
sinh truong cta khéi u ma it nhat twong dwong véi tac dung cong hop duge mong
doi ctia t& hop gdm protein gén két va tac nhan bd sung. Theo mdt s phwong 4n,
phuwong phép tao ra mic gidm sy sinh trudng cta khdi u hoic 1am chdm su sinh
truong ctia khdi u ma 16n hon tac dung cong hop (vi du, mirc giam 16n hon so véi tac
dung dugc mong doi tr viéc cdng céc tdc dung duoc du dodn cua protein gén két va

tac nhan bd sung).

Theo mdt s& phwong 4n, phuong phép diéu tri bénh ung thu rudt két bao gdbm
viée cho ding m6t hodc nhidu protein gin két duoc bdc 16 trong ban md ta nay hoic
duoc phidm chira no, tuy ¥ két hop véi mdt hodc nhidu irinotecan, leucovorin, va 5-
FU. Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phép didu tri u nguyén bao dém bao gdm viée
cho dung mdt hodc nhiu protein gén két duoc boc 10 trong ban mo ta nay hodc dugc
phdm chira nd, tuy ¥ két hop véi temozolomit. Theo mdt sb phwong an, phwong phap
diéu tri bénh ung thu tuyén tuy bao gém viée cho ding mét hoic nhidu protein gén
két dugc boc 16 trong ban md ta ndy hodc dwoc phdm chira né, tuy ¥ két hop véi

gemcitabin. Theo mot sé phuong 4n, phwong phép didu tri bénh ung thu vi bao gdbm
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viéc cho ding mdt hoic nhiéu protein gén két dwoc bc 16 trong ban mo ta nay hoic

dwoc phdm chira né, tuy y két hop véi paclitaxel.

Theo cac phuong an khéc nhau, protein gin két dugce dé xuét trong ban mo ta
ndy c6 thé duoc ding két hop véi mot hodc nhiu chit chdng ting huyét ap. Mot
hodc nhiéu chit chdng ting huyét 4p c6 thé duogc chon tir nhém gdm c6 thude loi
tidu, chit d6i khang thu thé gy tiét adrenalin, chit phong bé kénh canxi, chit tc ché
than 6, chit tc ché ACE, chét dbi khang thu thé angiotensin II, chit giin mach va
chdt cht van alpha-2. Vi du, chit c6 thé 1a mot hodc nhidu clonidin, enalapril;
Nifedipin, metyldopa, hydralazin, prazosin, reserpin, moxonidin, guanfacin,
perindopril/indapamit, lofexidin, va metirosin. Theo mdt sb phuong 4n, protein gin
két duoc d& xuit trong ban mo ta nay c6 thd duoc ding két hop v6i mot hode nhidu
chét chéng déng tu. Vi du, chét chbng dong tu ¢4 thé 1a mdt hodc nhidu trong sb
warfarin, heparin, heparin khdi Iwong phan ti thdp, dalteparin natri, argatroban,
bivalirudin, lepirudin, va dextroza. Theo mét s& phuong &n, protein gén két duoc dé
Xuét trong ban mb ta ndy c6 thé duoc ding két hop véi mot hoic nhidu chit chéng

tang huyét 4p va mot hozc nhiéu chit chéng dong tu.

Theo cac phuong 4n khic nhau, protein gin két dugc d& xuét trong ban mé ta
ndy c6 thé dugc str dung d& chin doan va/hodc diéu tri ngudi mic thoai hod diém
vang (bao gdm dang uét), bénh vng mac do déi thdo dudng, va/hoic bénh hoidc rdi
loan khéc bt ky dugc dic trung boi su sinh truéng qua mirc ciia mach hozc chirng

phu.

Theo mdt phwong an, protein gin két hodc phan gin két khang nguyén cia né,
duoc str dung dé diéu tri bénh ung thu hodc ngin nglra hoic e ché su di cin tir khoi
u dugc md ta trong ban md ta ndy, khi dugc st dung riéng hoic két hop véi lidu
phép didu tri phéng xa va/hodc tac nhan hoa tri liéu.

Theo mot phuong 4n, tic nhan hod tri lidu hodc sinh hoc ma protein gin két
duoc dé xudt trong ban mb ta nay c6 thé duoc t& hop bao gdm céc chit sau ddy: axit
13-cis-Retinoic; 2-CdA; 2-Clodeoxyadenosin; 5-Azacitidin; 5-Flouracil; 5-FU; 6-
Mercaptopurin; 6-MP; 6-TG; 6-Thioguanin; Abraxan; Accutane®; Actinomycin-D;
Adriamycin®; Adrucil®; Afinitor®; Agrylin®; Ala-Cort®; Aldesleukin;
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Alemtuzumab; ALIMTA; Alitretinoin; Alkaban-AQ®; Alkeran®; Axit All-
transretinoic;  Alpha  Interferon;,  Altretamin;  Amethopterin;  Amifostin;
Aminoglutethimit; Anagrelit; Anandron®; Anastrozol, Arabinosylxytosin; Ara-C
Aranesp®; Aredia®; Arimidex®; Aromasin®; Arranon®; Arsen Trioxit; Arzerra™;
Asparaginaza; ATRA; Avastin®; Azacitidin BCG; BCNU; Bendamustin;
Bevacizumab; Bexaroten, BEXXAR®; Bicalutamit; BiCNU; Blenoxane®;
Bleomycin; Bortezomib; Busulfan; Busulfex®; C225; Canxi Leucovorin;
Campath®; Camptosar®; Camptothecin-11; Capecitabin Carac™; Carboplatin;
Carmustin; Chét xép Carmustin; Casodex®; CC-5013; CCI-779; CCNU; CDDP;
CeeNU; Cerubidine®; Cetuximab; Chlorambucil; Cisplatin; Nhéan td Citrovorum;
Cladribin; Cortison; Cosmegen®, CPT-11; Xyclophosphamit; Cytadren®;
Cytarabin; Cytarabin Liposomal; Cytosar-U®; Cytoxan®; Dacarbazin; Dacogen;
Dactinomycin; Darbepoetin ~ Alfa; Dasatinib; Daunomycin, Daunorubicin;
Daunorubicin Hydroclorua; Daunorubicin Liposomal; DaunoXome®; Decadron;
Decitabin; Delta-Cortef®; Deltasone®; Denileukin; Diftitox; DepoCyt™;
Dexamethason; Dexamethason Axetat; Dexamethason Natri Phosphat; Dexason;
Dexrazoxan; DHAD; DIC; Diodex; Docetaxel; Doxil®; Doxorubicin; Doxorubicin
Liposomal; Droxia™; DTIC; DTIC-Dome®; Duralone®; Efudex®; Eligard™;
Ellence™; Eloxatin™; Elspar®; Emcyt®; Epirubicin; Epoetin Alfa; Erbitux;
Erlotinib; Erwinia L-asparaginaza; Estramustin; Ethyol Etopophos®; Etoposit;
Etoposit Phosphat; Eulexin®; Everolimus; Evista®; Exemestan; Fareston®;
Faslodex®; Femara®; Filgrastim; Floxuridin; Fludara®; Fludarabin; Floplex®;
Flouracil; Flouracil (kem); Fluoxymesteron; Flutamit; Axit Folinic; FUDR®;
Fulvestrant; Gefitinib; Gemcitabin; Gemtuzumab ozogamicin; Gemzar; Gleevec™;
Chéat x6p Gliadel®; GM-CSF; Goserelin; Yéu t§ kich thich khuén lac bach ciu hat
(G-CSF); Yéu t& kich thich khudn lac dai thuc bao bach ciu hat (G-MCSF);
Halotestin®; Herceptin®; Hexadrol; Hexalen®; Hexametylmelamin, HMM;
Hycamtin®; Hydrea®; Hydrocort Axetat®; HydroCortison; HydroCortison Natri
Phosphat; HydroCortison Natri Suxinat; Hydrocorton Phosphat; Hydroxyure;
Ibritumomab; Ibritumomab Tiuxetan; Idamycin®; Idarubicin Ifex®; Interferon-

alpha; Interferon-alpha-2b (thé tiép hop PEG); Ifosfamit; Interleukin-11 (IL-11);
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Interleukin-2 (IL-2); Imatinib mesylat; Imidazol Carboxamit; Intron A®; Iressa®;
Irinotecan; Isotretinoin; Ixabepilon; Ixempra™; KADCYCLA®; Kidrolaza (t)
Lanacort®; Lapatinib; L-asparaginaza; LCR; Lenalidomit; Letrozol; Leucovorin;
Leukeran; Leukine™; Leuprolit; Leurocristin; Leustatin™; Liposomal Ara-C;
Liquid Pred®; LoMustin; -L-PAM; L-Sarcolysin, Lupron®; Lupron Depot®;
Matulane®; Maxidex; Mechlorethamin; Mechlorethamin Hydroclorua; Medralone®;
Medrol®; Megace®; Megestrol; Megestrol Axetat; Melphalan; Mercaptopurin;
Mesna; Mesnex™; Methotrexate; Methotrexate Natri; Metylprednisolon;
Meticorten®; Mitomycin; Mitomycin-C; Mitoxantron M-Prednisol®; MTC; MTX;
Mustargen®; Mustin; Mutamycin®; Myleran®; Mylocel™; Mylotarg®;
Navelbine®; Nelarabin; Neosar®; Neulasta™; Neumega®; Neupogen®; Nexavar®;,
Nilandron®; Nilotinib; Nilutamit; Nipent®; Nitrogen Mustard Novaldex®;
Novantron®; Nplat; Octreotit; Octreotit Axetat; Ofatumumab; Oncospar®;
Oncovin®; Ontak®; Onxal™; Oprelvekin; orcapred®; orcasone®; Oxaliplatin;
Paclitaxel; Paclitaxel Protein-gén két; Pamidronat; Panitumumab; Panretin®;
Paraplatin®; Pazopanib; Pediapred®; PEG Interferon; Pegaspargaza; Pegfilgrastim;
PEG-INTRON™; PEG-L-asparaginaza; PEMETREXED; Pentostatin; Phenylalanin
mu tac; Platinol®; Platinol-AQ®); Prednisolon; Prednison; Prelone®; Procarbazin;
PROCRIT®; Proleukin®; Prolifeprospan 20 véi md ghép Carmustin; Purinethol®;
Raloxifen; Revlimid®; Rheumatrex®; Rituxan®; Rituximab; Roferon-A®;
Romiplostim; Rubex®; Rubidomycin Hydroclorua; Sandostatin®; Sandostatin
LAR®; Sargramostim; Solu-Cortef®; Solu-Medrol®; Sorafenib; SPRYCEL™; STI-
571; Streptozocin; SU11248; Sunitinib; Sutent®; Tamoxifen Tarceva®; Targretin®;
Tasigna®; Taxol®; Taxotere®; Temodar®; Temozolomit Temsirolimus; Teniposit;
TESPA; Thalidomit; Thalomid®; TheraCys®; Thioguanin; Thioguanin Tabloid®;
Thiophosphoamit; Thioplex®; Thiotepa; TICE®; Toposar®; Topotecan; Toremifen;
Torisel®; Tositumomab; Trastuzumab; Treanda®; Tretinoin; Trexall™; Trisenox®;
TSPA; TYKERB®; VCR; Vectibix™; Velban®; Velcade®; VePesid®; Vesanoid®;
Viadur™; Vidaza®; Vinblastin; Vinblastin Sulfat; Vincasar Pfs®; Vincristin;
Vinorelbin; Vinorelbin tartrat; VLB; VM-26; Vorinostat; Votrient; VP-16; Vumon®;

Xeloda®; Zanosar®; Zevalin™; Zinecard®; Zoladex®; Axit Zoledronic; Zolinza;

-31-



30535

hodc Zometa®, va/hodc chit khac bit ky khong duoc liét ké mot cach cu thé trong

ban mo ta ndy ma hudng dich cic con duong tuong tu.

Theo mét phuong 4n khac, phuong phap diéu tri ngudi bénh méc rbi loan bao
gdm bude cho ding mdt hozc nhidu protein gin két duoce bdc 16 trong ban md ta nay
riéng hodc ding (cac) protein gén két trude, ddng thoi hodc sau khi ding tdc nhan
thir hai. Theo phwong an cy thé, dugc phim duoc bdc 16 trong ban mé ta nay dugce
ding cho ngudi bénh qua duong mi€ng, ngoai dudong ti€u hod, dudi da, trong co,
trong tinh mach, trong khép, trong phé quan, trong mang bung, trong bao khédp,
trong sun, trong khoang, trong khoang co thé, trong tidu ndo, trong nio thét, trong
két trang, trong cd, trong da day, trong gan, trong tim, trong xwong, trong xuong
chau, trong mang ngoai tim, trong mang bung, trong mang phdi, trong tuyén tién liét,
trong phdi, trong truc trang, trong thin, trong véng mac, trong xuwong séng, trong
hoat dich, trong ngue, trong ti cung, trong bang quang, trong tinh mach lidu cao, 4m

dao, truc trang, khoang miéng, dudi ludi, trong miii, hodc qua da.

Theo cac phuong an khéc nhau, phuong phap x4c dinh su c6 mét, luong hodc
ndng d6 ctia mdt hodc nhidu khang nguyén hodc manh cta né, trong mau thir nghiém
dwoc @& xudt, trong d6 mot hodic nhidu khang nguyén hodc méanh cua né 1a DLL4
va/hoiic VEGF. Phuong phép bao gbm budc thir nghiém mau thir nghiém d6i véi
khéng nguyén hozc manh cia né, bing thir nghiém mién dich. Thir nghiém mién
dich (i) ding it nhit mdt protein gin két va it nhit mét chit danh diu c6 thé phat
hién va (ii) bao gdm so sanh tin hiéu duoc tao ra boi chat danh ddu c6 thé phat hién
dugce nhu chi du truc tiép hodc gian tiép cho théy su ¢6 mat, lugng hodc néng do
ctia khang nguyén, hoic méanh ctia nd, trong mau thir nghiém véi tin hidu dugce sinh
ra nhu chi diu truc tiép hodc gidn tiép cho théy su ¢d mat, luong hodc néng do cua
khang nguyén, hodc manh ctia n6, trong mau ddi ching hodc mau hiéu chinh. Miu
hiéu chinh theo cach tuy y 1a mdt phén ctia diy cdc mau hiéu chinh ma trong mdi
truong hop cdc mau hidu chinh ndy khéc véi cidc mAu hidu chinh khac trong diy &
ndng d6 khang nguyén, hodc manh ctia né. Phuong phap c6 thé bao gdm (i) cho miu
thir nghiém tiép xtc v&i it nhit mot chdt bat gift, ma gin két véi epitop trén khang

nguyén, hodc manh ctia nd, dé tao ra phirc hé bao gdbm chat bit giit va khdng nguyén
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hodc manh ctia né (ii) cho phirc hé bao gdm chat bat giit va khing nguyén hoic
manh ctia né tiép xtc vai it nhat mot chit phat hi€n, ma bao gbm chét danh déu ¢
thé phét hién va gin két vdi epitop trén khédng nguyén, hoic manh ctia nd, ma khong
duoc gin két boi cht bt gift, dé tao thanh phtrc hé phat hién va (iii) x4c dinh sy c6
mit, luong hodc ndéng d6 cua khdng nguyén, hoic manh ctia nd, trong miu thir
nghiém dua trén tin hi€u dugc sinh ra béi chit danh déu c6 thé phat hién trong phiic
hé phat hién dugc tao thanh trong bude (ii), trong d6 it nhit mot chét bt gitr va/hodic
it nhat mot chit phat hién 13 it nhit mot protein gin két.

Theo céch khéc, theo mdt sb phuong 4n phuong phap xac dinh sw ¢é mit,
luong hodc néng d6 cua mdt hodc nhiéu khéng nguyén, hodc manh cia nd, trong
mau thir nghiém c6 thé bao gbém (i) cho mAu thir nghiém tiép xvic vdi it nhat mot chét
bét gift, ma gin két véi epitop trén khang nguyén, hodc manh cia nd, dé tao thanh
phirc hé bao gdm chit bt git va khang nguyén hodc manh ctia n6 va ddng thoi hodc
1an luot, theo thi tw, cho mAu thir nghiém tiép xtc véi khang nguyén dwoc danh diu
theo cach phat hién hoic manh ctia né, ma c6 thé canh tranh véi khang nguyén bat
ky hodc méanh ctia nd, trong mau thir nghiém dé gén két véi it nhit mot chit bit gitr,
trong d6 khang nguyén bit k¥ hoic manh cta nd, c6 mit trong miu thir nghiém va
khang nguyén duoc danh déu theo cach phét hién canh tranh v6i nhau dé tao thanh
phurc hé phat hién va (ii) xac dinh sy c6 mit, lugng hodc n(‘“)ng do cua khang nguyén,
hodc ménh cta nd, trong miu thir nghiém dua trén tin hiéu duoc sinh ra béi chét
danh diu c6 thé phét hién trong phitc hé phét hién duoc tao thanh trong (i), trong d6
it nhat mot chit bat gitt 13 it nhat mot protein gén két va trong d6 tin hidu dugc sinh
ra boi cht danh déu c6 thé phét hién trong phirc hé phét hién bt gift 14 ty 18 nghich
v6i luong hoic ndng d6 ciia khdng nguyén hoic manh cta nd, trong miu thir

nghiém.

Theo cic phuong 4n khéc nhau, miu thir nghiém c6 thé 13 tir ngudi bénh,
trong truong hop ma phuong phép con cé thé bao gdbm vide chdn doan, tién doan,
hodc d4nh gia hiéu qua cua viéc didu tri/phong bénh ctia ngudi bénh. Néu phuong
phép con bao gdm viéc danh gid hidu qua cua viée didu tri/phong bénh ciia ngudi

bénh, phuong phép niy tuy y con bao gdm budc cai bién viée didu tri/phong bénh
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ctia ngudi bénh néu cin dé cai thién hidu qua. Phuong phép c6 thé dugc 1am thich
tmg d& str dung trong hé tw dong hodc hé thdng ban tu dong. Do d6, phuong phép
duoc mo ta trong ban mé ta ndy ciing c6 thé dugce sir dung dé xac dinh lidu ddi tuong
¢6 hodic ¢6 nguy co phét trién bénh, réi loan hoic tinh trang bénh d3 néu hay khong.

Cu thé 13, phwong phép nay c6 thé bao gdm céc budc:

(a) xac dinh ndng d6 hoic luong cia mot hoic nhiu chét phan tich hoic
manh cta nd, trong mau thir nghiém tir d6i twong (vi du, st dung phwong phép duge
md ta trong ban md ta ndy, hodc phuong phap da duoc biét dén trong linh vuc nay);

va

(b) so sanh ndng dd hoic lwong (c4c) chat phan tich hodc (cic) manh ciia nb,
nhu dugce xac dinh ¢ bude (a) vai ham lwong dinh trude, trong d6 néu ndng d6 hoic
lwong (c4c) chit phan tich dwoc x4c dinh & budce (a) 14 t&t hon so véi lwong dinh
trude, thi dbi twong duge x4c dinh 14 khong méc hodc khong ¢ nguy co méic bénh,
rbi loan hodc tinh trang bénh dd néu. Tuy nhién, néu ndng d6 hodc lugng cia (céc)
chét phén tich dwoc xc dinh & bude (a) 14 khong t6t hon so véi luong dinh trude, thi
d6i twong duoc xac dinh 13 ¢6 hodc ¢6 nguy co méc bénh, réi loan hodc tinh trang
bénh da néu.

Ngoai ra, duoc d& xudt trong ban md ta ndy 1a cac phwong phap kiém tra su
tién trién cua bénh & ddi twong. Theo mot sb phuong 4n, phuong phap nay bao gom
cac bude:

(a) x4c dinh ndng d6 hoic luong clia mot hoic nhiéu chat phan tich trong mau

thtr nghiém ttr dbi tuong;

(b) x4c dinh ndng d6 hoic luong (cic) chit phan tich trong mau thir nghiém

sau d6 tir cung do1 tuong; va

(c) so sénh ndng d6 hoic luong (céc) chét phén tich nhu dugc xac dinh &
bude (b) v6i ndng d6 hoic lugng cac chét phén tich dugc xé4c dinh & bude (a), trong
d6 néu ndng @ hodc lugng duge xéc dinh & bude (b) 1a khong thay dbi hodc khong
t6t hon khi so v6i ndng dd hodc lugng dwoc xéc dinh & budce (a), thi bénh & dbi

tuong dugce xac dinh 1a tiép tuc, tién trién hodc trd nén t6i t& hon. Bang cach so sénh,
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néu ndng d6 hodc lugng nhu duoc xéc dinh & bude (b) 1a t6t hon khi so v6i ndng do
hodc lwong nhu dugce xac dinh & bude (a), thi bénh & dbi tugng duge xac dinh 13 bi

gian doan, thodi lui hodc dugc cai thién.

Tuy vy, phuong phép kiém tra sy tién trién ctia bénh con bao gdm viée so sanh
ndng d6 hoic luong (cdc) chit phan tich nhu dugce xéc dinh & bude (b), vi du véi
lwong dinh trude. Hon nita, tuy ¥ 13 phuong phép bao gdém viée diéu tri dbi twong
bang mdt hodc nhiéu dwoc phdm trong khoang thoi gian néu viée so sénh thé hién
rang ndng d6 hoic Iugng (cac) chét phan tich nhu dugc xac dinh & bude (b), vi du, 13

Kkhong t&t hon so véi lugng dinh trude.

Ciing dugc d& xuét 13 kit dé phan tich sy c6 mit hodc nong do cia mot hodc
nhiéu khang nguyén, hosic manh ctia né & méiu thir nghiém, trong d6 mot hoic nhiéu
khang nguyén 13 DLL4 va/hoic VEGF. Kit bao gdm it nh4t mot protein gén két, nhu
dugc mo ta trong ban md ta ndy, dé phén tich khang nguyén hoic manh ciia né trong
mau thir nghiém, va hudng din dé phan tich khang nguyén hoic manh cla né trong
mAu thir nghiém. Theo mdt phuong 4n, it nhit mét protein gin két tuy y duge danh

dAu theo cach c6 thé phat hién duoc.

Mo ta van tat hinh vé

Fig.1 dugc biéu thi dudi dang so do céc cau tric protein gan két mien bién doi

kép (DVD) v cho thiy cach tao ra protein gin két DVD tir hai khéng thé b6 me.

M5 ta chi tiét sdng ché

Séng ché d& xuét protein gén két da hod tri va/hodic dic hidu kép ¢6 kha ning
gin két epitop trén hai protein khac nhau. Protein gin két mién bién ddi kép (cling
duoc ding d& chi DVD, protein gén két DVD hoc globulin mi&n dich mién bién dbi
kép (DVD-Ig™)), va duge phdm clia nd, cling nhu céc axit nucleic, vecto biéu hién
t4i t5 hop va t& bao chu dé tao ra protein gin két DVD ciing dugc d& xuit. Phuong
phap str dung protein gén két DVD dé phat hién céc khang nguyén dic hiéu, in vitro

hodc in vivo cling dugc de xuat.
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Trir khi c¢6 chi dinh khac trong ban mo ta ndy, cdc thudt ngtt khoa hoc va k¥
thuat dugc sir dung trong ban md ta nay c6 cac nghia ma duoc hiéu mot cach thong
thuong boi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vue niy. Trong trudng hop c6
thé c¢6 nhidu nghia tidm ting bit ky, cac dinh nghia dugc d& xuét trong ban md ta ndy
¢6 quyén quyét dinh so v6i dinh nghia trong tir dién hodc ngoai lai. Trir khi ¢6 chi
dinh khac, céc thuat ngit sb it s& bao gdm s6 nhiéu va cac thuat ngit s6 nhiéu s& bao
gbm sb it. Viée st dung tir “hodc” c6 nghia 13 “va/hodc™ tir phi c¢6 chi dinh khéc.
Viéc sir dung thuat ngtt “viéc bao gdm”, cling nhu céc dang khac, nhu “bao gdm” va
“dugc bao gdm”, 1a khong bi han ché. Khoang bit ky duoc md ta trong ban mod ta

nay s€ dugc hiéu dé bao gom céc di€m cudi va tat ca cac tri s0 ¢ gifta cac di€ém cudi.

Céc tiéu d& cua phin duoc sir dung trong ban mé ta nay chi nhim muc dich
cAu tao va khong nhim giéi han di tuong duoc md ta. TAt ca cac tai 1idu hodc cac
phan cia tai liéu, duoc trich din trong ban md ta ndy, bao gdm nhung khong chi gidi
han & patent, don yéu ciu cip patent, bai bdo, sich va cac hiép udc, duoc dua ra
trong ban mb ta ndy dé tham khao. Khi cac tai lidu dwoc dua ra trong ban mé ta nay
d& tham khao trai v6i noi dung duge chira trong ban md ta nay, thi ban mo ta héty s€&

thay thé cac noi dung trai nguoc bat ky.

Thong thudng, danh phap dwoc sir dung lién quan dén viée nudi cdy té bao va
mo, sinh hoc phan tir, mién dich, vi sinh v4t, gen va protein va hoé hoc va lai axit
nucleic duge mb ta trong ban md ta nay 13 da duoc biét dén va thudng dwoc st dung
trong linh vuc niy. Cac phwong phap va k§ thuat duge d& xuét trong ban mé ta nay
thuong duoc thue hién theo cdc phuong phép théng thudong dd duge biét dén trong
linh vuc nay va nhu duoc mo ta trong céc tai liéu tham chidu chung khéc nhau va cu
thé hon ma duoc trich din va dugc md ta trong ban mé ta ndy, trir khi ¢6 chi dinh
khéc. Céc phan g enzym va k¥ thuat tinh ché duoc thuc hién theo chi din cia nha
san xuét, nhu dugc hoan thanh chung trong linh vuc niy hodc nhu dugc mod ta trong
ban md ta nay, Trir khi ¢6 chi dinh khac. Danh phap duogc st dung lién quan dén va
céc quy trinh va k§ thut phong thi nghiém v& hoa hoc phan tich, ho4 hitu co tdng
hop va hoa hoc y khoa va duge phim duoc mé ta trong ban md ta nay 1a da dugc

biét dén va dugc sir dung théng thudng trong linh vue nay, trir khi ¢6 chi dinh khéc.
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Céc k§ thuét tiéu chuidn duoc st dung d6i véi tdng hop hoa hoc, phan tich hod hoc,

duoc phém, bao ché va phan phdi va diéu tri ngudi bénh.

Dé ban mo ta nay duoc hiéu mot cach dé dang hon, cic thuit ngit lva chon

dugc xé4c dinh dudi day.

Thuat ngtt “khang thé” ding dé chi phén ti globulin mién dich (Ig), ma
thuong gdm ¢ bdn chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) hoic
ménh chirc ning, thé dot bién, bién thé hoic din xuét ctia né, ma vin cé ddu hiéu
gén két epitop cta phan tir Ig. Manh, thé dot bién, bién thé hoic dang khéng thé dan
xudt 13 d4 dugc biét dén trong linh vuc ndy. Theo phuong 4n vé khang thé c6 chidu
dai ddaayf ddur, mdi chudi ning gdm ¢ ving bién dbi chudi ning (VH) vi ving cb
dinh chudi ning (CH). CH gdm c6 ba mién, CH1, CH2 va CH3. Mbi chudi nhe gdm
¢6 ving bién d6i chudi nhe (VL) va viing ¢b dinh chudi nhe (CL). CL gbm c¢6 mién
CL don. VH va VL con ¢6 thé dugc chia thanh céc bung siéu bién, ving x4c dinh bd
tro (CDR), dugc dit rai rac véi cac ving ma duoc bao toan nhiéu hon, ving khung
(FR). Thong thuong, mdi VH va VL gdm c6é ba CDR va bén FR, duoc bb tri tir dau
cudi amino dén dau cubdi carboxy theo thtr ty sau ddy: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, va FR4. Céc phan tir globulin mién dich c6 thé thudc loai bit ky trong
sé (vi du, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA va IgY), nhém (vi du, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4,
IgAl va IgA2), hodc phidn nhom.

Thuat ngit “khang thé dic hidu kép” ding dé chi khang thé ma gén két mot
khang nguyén (hodc epitop) trén mot trong sb hai nhanh gin két cta né (mot cip
HC/LC), va gin két khang nguyén khéc nhau (hodc epitop) trén nhanh gén két thur
hai ctia n6 (cip HC/LC khac). Khang thé dic hiéu kép c6 hai nhanh gén két khang
nguyén khéc biét (trong trinh tuw dic hiéu va CDR) va ¢6 hoa tri mot dbi voi mbi
khang nguyén ma né gin két. Cac khang thé dic hiéu kép bao gdm céc khang thé
duoc sinh ra bang céng nghé quadroma (Milstein and Cuello (1983) Nature
305(5934): 537-40), bang viée tiép hop hoa hoc cia hai khéng thé don dong khéc
nhau (Staerz et al. (1985) Nature 314(6012): 628-31), hodc phwong phép “knob-into-
hole” hodc cdc phwong phép twong tw ma dua cac dot bién vao ving Fc (Holliger et

al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(14): 6444-6448).
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Khang thé “truéng thanh vé mit i luc” 14 khéng thé c6 mot hodc nhidu thay
d6i trong mot hodc nhidu CDR clia né ma thu dwogc sy cai thién vé i luc cta khéng
thé dbi véi khéang nguyén, so v6i khang thé bd me ma khong c6 (cac) thay ddi nay.
Céc khéng thé truéng thanh vé mit 4i luc 14y 1am vi du s& c¢b céc 4i lyc nanomol
hodc tham chi picomol dbi véi khang nguyén dich. Céc khang thé trudng thanh vé
mit ai luc duoc tao ra bﬁng cdc quy trinh da duoc biét dén trong linh vuc nay. An
phdm: Marks et al. (1992) BioTechnology 10:779-783 mé ta su truéng thanh vé mit
& Iuc dbi bing céch di chuyén mién VH va VL. Sy phat sinh dot bién ngiu nhién
cia CDR va/hodc cac gbe khung dugc md ta bai Barbas et al. (1994) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 91:3809-3813; Schier et al. (1995) Gene 169:147-155; Yelton et al.
(1995) J. Immunol. 155:1994-2004; Jackson et al. (1995) J. Immunol. 154(7):3310-
9; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226:889-896 v& dot bién & céc vi tri phét sinh
dot bién lwa chon, vi trf tiép xtic hodc vi tri siéu dot bién véi hoat tinh lam ting

cudng cac gde axit amin dwoc mb ta trong patent M§ sb 6,914,128.

Thuat ngit “khang thé ghép CDR” ding dé chi khang thé ma bao gbm cac
trinh tw ving bién ddi chudi ning va nhe trong d6 cac trinh tu ciia mdt hodc nhiéu
ving CDR ctia VH va/hoic VL duoc thay thé bing cac trinh ty CDR cia khang thé
khac. Vi du, hai khéng thé ¢6 thé 13 tir cac loai khac nhau, nhu céc khang thé c6 céc
viing bién ddi chudi ning va nhe ctia chudt trong dé6 mot hodc nhidu CDR cta chudt

d4 duoc thay thé bing céc trinh ty CDR ctia ngudi.

Thuét ngit “khang thé duoc 1am gidng ngudi” ding dé chi khang thé tir cac
loai khong phai ngudi ma da duoc thay dbi 1a “tuong tu v6i ngudi” nhidu hon, nghia
la twong tu hon véi céc trinh tu dong mam cia nguoi. Mot loai khang thé duoc 1am
gibng nguoi 1a khang thé ghép CDR, trong d6 céc trinh tw CDR khong phai ctia
ngudi duge dwa vao trong céc trinh ty VH va VL clia ngudi dé thay thé cac trinh tu
CDR tuong tng ctia ngudi. “Khéang thé duoc lam gidng ngudi” ciing 13 khang thé
hoiic bién thé, din chit, chét tuong tw hodc manh ctia né ma bao gdm cic trinh tu
ving khung (FR) c6 hdu nhu giéng nhau (vi du, it nhit 80%, it nhit 85%, it nhét
90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99% gidng nhau) véi trinh tu axit amin
ctia trinh ty FR khéng thé cia ngudi va it nhdt mot CDR c6 su gidng nhau dang ké
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(vi du, it nht 80%, it nhit 85%, it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hozc it nhat
99% gidng nhau) véi trinh tw axit amin ca CDR khong phai ctia ngudi. Khang thé
duoc lam gidng ngudi hdu nhu c6 thé bao gdm tit ca trong s6 it nhit mot, va thudng
12 hai, mién bién ddi (Fab, Fab’, F(ab’) 2, FabC, Fv) trong d¢6 trinh tu cua tAt ca hodc
hau nhu tit ca trong s§ céc ving CDR tuong tmg véi céc trinh tur cia globulin mién
dich khong phai ctia ngudi (nghia 13, khéng thé cho) va trinh tir cta tit c hodc hiu
nhw tit ca trong sb c4c ving FR 13 trinh tu ctia globulin mién dich ctia ngudi. Khang
thé duoc lam gibng ngudi ciing ¢6 thé bao gdm cac ving CH1, ban 18, CH2, CH3, va
CH4 ctia chudi ning tir khang thé ctia ngudi. Theo mdt phuwong an, khang thé duoc
lam giéng ngudi ciing bao gdm it nhit mot phin ving Fc globulin mién dich cta
ngudi. Theo mot s& phwong 4n, khang thé duoc 1am gidng ngudi chi chira chudi nhe
duoc 1am gidng ngudi. Theo mot s§ phuong 4n, khang thé dugc lam gidng ngudi chi
chira chudi ning duoc 1am gidng ngudi. Theo mot sb phuong 4n, khang thé duoc
lam gidng nguoi chi chira mién bién ddi dwoc 1am gidng ngudi clia mién bién ddi
ctia chudi nhe va/hoic duoc 1am giéng ngudi cia chudi ning. Theo mdt sé phuong
an, khang thé duoc 1am giéng ngudi chita chudi nhe cling nhu it nhit mién bién ddi
ctia chudi ning. Theo mot s§ phuong an, khang thé duoc 1am gibng ngudi chira

chudi niing cling nhu it nhat 12 mién bién ddi ctia chudi nhe.

Thuét ngft “protein gin két mién bién dbi kép” va “globulin min dich mién
bién dbi kép” ding dé chi protein gén két ma c6 hai mién bién ddi trong mbi trong sd
hai nhanh gin két ctia n6 (vi du, cip HC/LC) (xem WO 02/02773), mdi trong sd
ching ¢6 kha nang gin két véi mot khang nguyén. Theo mdt phuong 4n, mbi mién
bién ddi gén két céc khang nguyén hoic epitop khac nhau. Theo mdt phwong an
khéc, mbi mién bién ddi gin két ciing khéng nguyén hoic epitop. Theo mdt phwong
an khéc, protein gan két mién bién ddi kép ¢6 hai nhanh gén két khang nguyén gidng
nhau, v6i tinh déc hiéu gibng nhau va trinh tu CDR giéng nhau va ¢6 hod tri hai dbi
v6i mdi khang nguyén ma né gin két. Theo mot phuong 4n, protein gén két DVD c6
thé 1a don dic hiéu, nghia 13, ¢ kha ning gin két mot khang nguyén hodc da dic
hiéu, nghia 14 c¢6 kha niang gin két hai hoic nhidu khéng nguyén. Protein gin két

DVD bao gbém hai DVD polypeptit chudi ning va hai DVD polypeptit chudi nhe
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duoc d& cép dén nhu 13 DVD-Ig™. Theo mdt phuong 4n, mbi mot nira trong s6 bén
chudi protein gén két DVD bao gdm DVD polypeptit chudi ning va DVD polypeptit
chudi nhe va hai vi trf gin két khang nguyén. Theo mot phuong 4n, mdi vi tri gin két
bao gdm mién bién dbi ctia chubi ning va mién bién ddi ciia chudi nhe véi tdng sb

gdm 6 CDR tham gia vio gén két khang nguyén/vi tri gin két khang nguyén.

Thuét ngtt “khéng thé khang idiotyp” dung dé chi khang thé xuét hién khéng
trinh tu axit amin cta vi tri két hop khang nguyén cta khang thé khac. Khang thé
khang idiotypic c6 thé dwoc dung dé 1am ting cudong dip tmg mién dich khang

khéng nguyén.

Thuét ngtt “hoat tinh sinh hoc” ding d& chi mot hodc nhidu dic tinh sinh hoc
bat ky ctia phén tir (bt ké ¢6 mit trong tu nhién nhu dwoc tim thdy in vivo, hogc
duoc cung cdp hodc duge cho phép bing cac phuong phép tai td hop). Cac dic tinh
sinh hoc bao gdm, nhung khong chi gidi han &, gin két thu thé, gay ting sinh t& bao,
trc ché su sinh truong ciia t& bao, gy xytokin khéc, gdy chét t& bao theo 1ap trinh va

hoat tinh enzym.

Thuat ngtt “trung hoa” dung dé chi viéc khang lai hoat tinh sinh hoc ciia
khang nguyén khi protein gan két gan két mot cach dic hiéu v6i khang nguyén. Theo
mdt phuong 4n, protein gin két trung hoa gin két véi khang nguyén (vi du, xytokin)
va lam gidm hoat tinh sinh hoc clia né it nhét khodng 20%, 40%, 60%, 80%, 85%

hodc nhi€u hon.

“Tinh ddc hiéu” ding d& chi kha ning clia protein gan két gin két theo cach

chon loc khang nguyén.

“Ai lyc” 13 cuong d6 twong tac giita protein gén két va khang nguyén va duoc
xac dinh béng trinh tw CDR cta protein gin két cling nhw theo ban chit cua khang
nguyén, nhu kich ¢&, hinh dang va/hodc dién tich ctia né. Protein ge“'m két c6 thé duoc
chon loc theo 4i luc ma tao ra cac diém cubi didu tri mong mudn trong khi lam giam
thiéu tdc dung phu bit loi. Ai luc c6 thé dugc do bing cach sir dung cic phuong
phép d3 duoc biét dén dbi v6i ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc nay (US
20090311253).
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Thuét ngit “hiéu luc” ding dé chi kha ning cia protein gin két dé dat dugc
tac dung mong mudn va 1 phép do hidu qua diéu tri cia né. Hidu luc c6 thé duge
danh gi4 bang cach st dung cdc phuong phap da duoc biét dén dbi véi ngudi cé hiéu
biét trung binh trong Iinh vyc nay (US 20090311253).

Thuat ngit “kha ning phan tng chéo” ding dé chi kha ning cia protein gin
két dé gin két véi mot dich khac véi dich ma né khang. Thong thudng, protein gin
két s& gan két (cac) mo/(cac) khang nguyén dich ciia nd véi i luc cao mot cach thich
hop, nhung s& thé hién 4i luc thdp mdt cach thich hop dbi véi cac mo/céc khang
nguyén khong phai dich. Thong thudng, protein gin két riéng 1& duoc chon dé dap
ting hai tiéu chudn: (1) khang nguyén gin két, nhw dwoc quan st bang cach st dung
cac phuong phép nhuém da duoc biét dén trong linh vuc nay, véi mé thich hop ddi
v6i su biéu hién da biét cta dich khang thé va (2) mdu nhudm twong ty gifta cdc mod
nguodi va cdc loai doc (vi du, chudt va khi cynomolgus) tir cing co quan. Cac phuong
phép ndy va cac phwong phap khac danh gia kha nang phan tng chéo 13 da duoc biét
dén d6i v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue nay (US 20090311253).

Thuat ngft “chitc ning sinh hoc” ding dé chi cac tac dung dic hidu in vitro
hoic in vivo clia protein gin két. Protein gén két c6 thé hudng dich vai nhém khéng
nguyén va dat duge hiéu qua didu tri mong mudn qua nhiéu co ché tac dung. Protein
gén két c6 thé hudng dich cac protein c6 thé hoa tan, khang nguyén bé mit t& bao
va/hoic céc ling dong protein ngoai bao. Protein gén két c6 thé chi van, dbi khang
hozc trung hoa hoat tinh ciia céc dich cua ching. Protein gén két c6 thé tro gitp
thanh thaithanh thai cdc dich ma ching gén két hoic c6 thé din dén tinh doc t bao
khi gén két véi té bao. Cac phén ciia hai hoc nhidu khang nguyén c6 thé duoc hop
nhit thanh dang da hod tri dé dat dwoc nhidu hon mét chirc ning khac biét trong
phan tir protein gén két don. Céc thir nghiém in vitro va mé hinh in vivo duge st
dung dé danh gi4 chirc ning sinh hoc 13 da dugc biét dén dbi v6i ngudi c6 hidu biét

trung binh trong 1inh vuec nay (US 20090311253).

Protein gén két “6n dinh” 13 protein trong d6 protein gin két hdu nhu gitt lai
d6 6n dinh vat 1y, 6 dn dinh hod hoc va/hodc hoat tinh sinh hoc ctia né khi luu tri.

Protein gén két da hod tri ma 1a én dinh in vitro & cac nhiét do khac nhau trong
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khoang thoi gian kéo dai 1a ¢6 thé mong mudn. Cic phuong phép lam 6n dinh
protein gin két va danh gia d6 6n dinh ctia ching & céc nhiét do khac nhau 1a da
dugc biét dén dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay (US
20090311253).

Thuét ngit “dd tan” ding dé chi kha ning ctia protein vin duoc phén tan trong
dung dich trong nuée. Do tan clia protein trong ché phdm chira nuwée phu thude vao
su phan bd hop 1y cac gbe axit amin ky nuée va wa nuée va do d6, d6 tan ¢ thé
tuong quan vdi viée tao ra céc protein gip nép mot cach ding dén. Ngudi ¢ hidu
biét trung binh trong linh vuc nay s& c6 kha ning phat hién su ting hodc giam do tan
clia protein gan két bang cach sir dung cac k¥ thuit HPLC thoéng thudng va cac
phuong phép di duoc biét dén ddi véi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc
nay (US 20090311253).

Protein gan két ¢6 thé duogc tao ra bing cach st dung nhiéu t& bao chi hoic c6
thé duoc tao ra in vitro, va hiéu suit tuong d6i/nd luc x4c dinh “hiéu qua san xult”.
Céc nhén t tac dong dén hidu qua san xudt bao gém, nhung khong chi giéi han 6,
loai té bao chu (nhan so hoic ¢6 nhan chudn), luc chon vecto biéu hién, lya chon
trinh tu nucleotit va cac phuong phép dugc dung. Céac vat liéu va phuong phép duoc
str dung trong viéc tao ra protein gén két, cling nhu viée x4c dinh hiéu qua san xuit,
la da dwoc biét dén dbi voi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay (US
20090311253).

Thuat ngtt “gdy mién dich” c6 nghia 14 kha ning ctia mot chit dé gay ra dap
mg mién dich. Viéc ding protein gin két trong didu tri ¢6 thé din dén tic dong nhit
dinh dbi véi dap tmg midn dich. Céc yéu t6 hiéu lwc ma c¢6 thd gay mién dich & dang
da hod tri c6 thé dugc phan tich trong qué trinh chon khang thé bd me va cac bude
lam giam nguy co nay cé thé dugc thuc hién dé t6i wu hoa cac khang thé bd me trude
khi hop nhét céc trinh tw cta chung thanh dang protein gén két. Céc phuong phép
1am giam tinh gdy mién dich ciia khang thé va protein gin két 13 da duogc biét dén dbi
v6i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vire nay (US 20090311253).

r

Thuét ngft “chit d4nh ddu” va “chit danh diu c6 thé phat hién” ¢6 nghia 13

phan duoc gén vao thanh vién ciia cip gén két dic hidu, nhu khang thé hodc chét
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phén tich ctia né dé tao ra phan tng (vi du, gin két) gifra cac thanh vién cta cip gén
két ddc hidu, c6 thé phat hién. Thanh vién duoc gin két cia cip gin két dic hidu
dugc ding dé chi “duge danh theo cach phat hién.” Do d6, thudt ngit “protein gin
Kkét duoc danh dau” dung dé chi protein ¢ chét danh diu duogc hop nhét ma tao ra su
nhan dang ctia protein gén két. Theo mot phuong 4n, chit danh d4u 14 chat d4nh déu
¢6 thé phat hién ma c6 thé tao ra tin hidu ma c6 thé phat hién dugc bing mét thudong
hozc thiét bi vi du, su hop nhit cta axit amin dwoc chit danh ddu bing ddng vi
phéng xa hodc gin vao polypeptit cia phan biotinyl ma c6 thé dwoc phat hién bing
avidin dugc danh diu (vi du, streptavidin chira chét danh dau huynh quang hodc hoat
tinh enzym ma c6 thé dugc phéat hién bing cac phuong phap quang hoc hoic do
mau). Cac vi du vé chat danh ddu dbi véi polypeptit bao gdm, nhung khong chi gidi
han &, céc chat sau day: chit ddng vi phéng xa hodc nuclit phéng xa (vi dy, 3H, 1C,
355, 90y, 9T¢, 1n, 1251, BBI], 177y, 166H0, hodc !53Sm); thé nhidm séc, chit danh diu
huynh quang (vi du, FITC, rhodamin, phospho lanthanit), chit danh du enzym (vi
du, peroxidaza tir cdy cai ngwa, luciferaza, phosphataza kiém); chit danh diu hoa
huynh quang; cac nhém biotinyl; polypeptit epitop dinh trude duge nhan biét bing
chét thong bao thtr cép (vi du, trinh tu cdp leuxin khod, vi tri gén két dbi véi cac
khéng thé thir cép, mién gén két kim loai, nhén epitop); va chit tir tinh, nhu gadolini
chelat. Céc vi du dai dién cta chit danh diu thuong duogce dung cho céc thtr nghi€ém
mién dich bao gdm céc phan ma tao ra 4nh sang, vi du, hop chét acridini va c4c phin
ma tao ra huynh quang, vi du, fluoresxein. V& viéc ndy, tu ban than phin c6 thé
khong duge danh ddu theo cach phat hién nhung c6 thé tré nén c6 thé phat hién khi

phén tng véi phan khéc nita.

Thuat ngt “thé tiép hop” ding d& chi protein gén két, nhu khang thé hoic
DVD-Ig, ma duoc lién két vé mit hod hoc véi phan hoé hoc thit hai, nhu chit diéu trj
hodc doc té bao. Thuat ngi “chat” bao gdm hop chit hoa hoc, hdn hop gdm cac hop
chit hoa hoc, dai phén tir sinh hoc hodc phan chiét dwoc chiét tir vat liéu sinh hoc.
Céc vi du vé cac chét diéu tri hoic doc t& bao bao gdm, nhung khong chi giéi han &,
taxol, cytochalasin B, gramicidin D, emetin, mitomycin, Etoposit, Teniposit,

vineristin, Vinblastin, doxorubicin, daunorubicin, dihydroxy anthracin dion,
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mitoxantron, mithramycin, actinomycin D, 1-dehydrotestosteron, glucocorticoit,
procain, tetracain, lidocain, propranolol, metoprolol, atenolol, bisoprolol, va
puromyein va céc chit tvong tu hoic trong ddng cta né. Khi duge ding trong ngit
canh vé thir nghiém mién dich, thé tiép hop c¢6 thé 13 khang thé dwoc danh du theo
céch phét hién hoic DVD-Ig duoc sir dung lam chét phat hién.

Thuat ngft “tinh thé” va “duoc két tinh” dung d& chi protein gin két (vi du,
khang thé), hodc phin gin két khang nguyén ctia n6, ma ton tai & dang tinh thé. Cac
tinh thé 1a mot dang cta trang thai rin cua vat 1iéu, ma khac biét véi cac dang khac
nhu trang thai rin vo dinh hinh hoic trang thai tinh thé dang 16ng. Tinh thé gbém c6
céc ddy thong thudng, lap lai, ba chidu cta nguyén tir, ion, phén tir (vi du, protein
nhu khang thé), hoc bd phén tir (vi du, phtrc hé khang nguyén/khang thé). Cac day
ba chiéu nay dugc bd tri theo cac mbi quan hé toan hoc dic hiéu ma duogc hidu trong
linh vuc ndy. Pon vi co ban hozc khéi xay dung, ma duoc lap lai trong tinh thé duoc
goi 14 don vi khong d6i xtmg. Viée lap lai don vi khong ddi xtmg trong céch b tri
ma phtt hop véi tinh dbi xtmg tinh thé hoc duge xé4c dinh tao ra “t& bao don vi” cta
tinh thé. Viéc lip lai té bao don vi bing viée dich thong thudng trong tit ca ba kich
thude tao ra tinh thé. Xem Giege, R. and Ducruix, A. Barrett, CRYSTALLIZATION OF
NUCLEIC ACIDS AND PROTEINS, A PRACTICAL APPROACH, 2nd ea., pp. 20 1-16,
Oxford University Press, New York, New York, (1999).

Thuit ngit “vecto” ding dé chi phén tir axit nucleic ¢6 kha ning vén chuyén
axit nucleic khédc ma né duoc lién két. Mot loai vecto 13 “plasmit”, ma ding dé chi
vong ADN soi kép mach vong ma cdc manh ADN bd sung c¢6 thé duoc thit. Loai
vecto khéc 13 vecto virut, trong d6 cac manh ADN bd sung c¢6 thé duoc thit thanh hé
gen virut. Céc vecto khac bao gdm vecto ARC. Mot sd vecto ¢6 kha ning sao chép
doc 1ap trong t& bao chi ma ching dwoc dua vao (vi du, vecto vi khudn c6 ngudn gbc
sao chép vi khuan va vecto dong vat c6 vi bd sung). Cac vecto khac (vi du, vecto
khong phai déng vat ¢ via bd sung) c6 thé duge tich hop vao trong hé gen ciia té bao
chu khi dua vao trong té bao chi, va nhd dé duoc sao chép cling véi hé gen vat chu.
Mot s6 vecto ¢6 kha ning dan sy biéu hién cua gen ma ching duoc lién két mot cach

chit ché. Cac vecto duoc ding dé chi trong ban md ta nay 13 “vecto biéu hién tai tb
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hop” (hodc don gian 13, “vecto biéu hién”). N6i chung, vecto biéu hién hitu ich trong
cée k¥ thudt ADN téi t6 hop thuong & dang plasmit. Trong ban md ta nay, thuat ngit
“plasmit” va “vecto” ¢ thé duoc str dung thay thé cho nhau nhu plasmit hau hét 1a
dang vecto dugc st dung mdt cach thong thuong. Tuy nhién, cidc dang khac cua
vecto biéu hién cling duge bao gdm, nhu vecto virut (vi du, retrovirut thiéu sao chép,
adenovirut va virut két hop adeno), ma phuc vu chirc ning twong duong. Nhom
vecto pHybE (don yéu cau cép patent M§ s§ 61/021,282) c6 thé dwoc st dung dbi
v6i khang thé b me va protein gén két DVD tao khuén lac. V1, thu duoc tir pJP183;
pHybE-hCgl,z,non-a V2, ¢6 thé dugc st dung dé tao khudn lac khang thé va céc
chudi ning DVD véi ving ¢b dinh kiéu hoang dai. V2, thu duoc tir pJP191; pHybE-
hCk V3, c6 thé duge sir dung dé tao khuén lac khang thé va chudi nhe DVD véi
ving ¢ dinh kappa. V3, thu duoc tir pJP192; pHybE-hCl V2, ¢6 thé dugc st dung
dé tao khuén lac khang thé va chudi nhe DVD véi ving ¢b dinh lambda. V4, tao
thanh véi peptit tin hiéu lambda va viing ¢§ dinh kappa, c6 thé dugc st dung dé tao
khuan lac chudi nhe DVD véi mién V lai lambda-kappa. V5, tao thanh véi peptit tin
hidu kappa va ving ¢ dinh lambda, c6 thé duoc sir dung dé tao khuén lac chudi nhe
DVD vé6i mién V lai kappa-lambda. V7, thu duoc tir pJP183; pHybE-hCgl,z non-a
V2, ¢6 thé duoc sir dung dé tao khudn lac khang thé va chudi ning DVD véi ving ¢

dinh dot bién (234,235 AA).

Thuét ngft “té bao chil tai t hop” hodic “té bao chi” ding d& chi té bao ma
ADN ngoai sinh di duoc dwa vio. Cac thuit ngit nay ding dé chi khong chi t& bao
cu thé ma con chi thé hé cta t& bao nay. Boi vi mot sé cai bién cé thé x4y ra trong
nhiu thé hé lién tiép do su dot bién hoic tac dong moi trudng, thé hé nay trén thuc
té ¢ thé khong gidng véi t& bao bd me, nhung vin duoc bao gdm trong pham vi cia
thuét ngtt “té bao chu” nhu duoc sit dung trong ban mé ta nay. Theo mot phwong 4n,
té bao chi bao gdm té bao nhén so va té bao nhan chudn. Theo mdt phwong é&n, té
bao nhan chuin bao gdm té bao cua sinh vét nguyén sinh, nim, thuc vat va dong vat.
Theo mot phuong 4n khac, t& bao chil bao gdm, nhung khong chi giéi han &, dong té
bao nhan so E.Coli; dong té bao dong vat c6 vii CHO, HEK 293, COS, NS0, SP2 va

PER.C6; dong té bao con tring S19; va té€ bao ndm Saccharomyces cerevisiae.
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Thuat ngit “chuyén nhifm” bao gbm nhidu k§ thuat duoc st dung mot céch
théng thudng dé dua axit nucleic ngoai sinh (vi du, ADN) véo trong t& bao chu, vi
du, duc 15 bing xung dién, két tua canxi-Phosphat, chuyén nhidm DEAE-dextran va

tuong tu.

Thut ngft “xytokin” ding & chi protein dugc giai phdng bdi mot quén thé té
bao ma hoat dong trén quan thé t& bao khac nhu chét trung gian ndi bao. Thujt nglt
“xytokin” bao gdm protein tir c4c ngudn tw nhién hodc tir moi truong nudi cdy té bao

tai td hop va thé twong duong c6 hoat tinh sinh hoc ctia xytokin trinh tw nguyén thé.

Thuét ngft “mAu sinh hoc” ¢6 nghia 13 lugng chét tir vét song hoic vat séng
trudc ddy. Céc chit ndy bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, mau, (vi du, mau
nguyén ven), huyét tuong, huyét thanh, nudc tiéu, dich 61, hoat dich, t& bao ndi md,
bach cau, bach cdu don nhan, t& bao khéc, co quan, md, tuy xuong, hach bach huyét
va 14 lach.

Thuit ngft “thanh phan” ding dé chi yéu t6 cta ché phdm. Lién quan dén kit
chén doan, vi dy, thanh phén c6 thé 13 khing thé bét gitt, khang thé phét hién hodc
tiép hop, mAu dbi chung, chét hidu chinh, ddy céc chat hidu chinh, panen nhay, vat
chira, chdt dém, chét pha loang, mudi, enzym, ddng nhan t§ dbi véi enzym, chit phat
hién, thudc thi/dung tién didu tri, chit nén (vi du, nhu dung dich), dung dich ngiing
va tuong tu ma c6 thé duoc bao gdm trong kit dé the nghiém mau thir nghiém. Do
d6, “thanh phén” ¢4 thé bao gdm, theo mot sb phuong 4an, polypeptit hodc chét phan
tich khac nhu trén ddy, ma dwoc gin ¢ dinh vao vt mang dang rin, nhu bing cach
gin két voi khang thé khang chét phan tich (vi du, khang polypeptit). Theo mét sb
phuong 4n, mot hodc nhiéu thanh phin c6 thé & dang dung dich hodc dugc lam dong
kha.

“Pdi chimg” dung dé chi ché phidm ma khong bao gdm chét phén tich (“déi
ching 4m tinh”) hodc bao gdm chét phan tich (“déi chimg dwong tinh”). P6i ching
duong tinh c¢6 thé bao gém chit phan tich v&i ndng do da biét. “Mau dbi chimg,”
“d6i chimg dwong tinh” va “chét hiéu chinh” c6 thé dugc sir dung thay thé cho nhau
trong ban md ta ndy ding dé chi ché phdm chira chét phan tich véi ndng d6 da biét.

“Pbi ching duong tinh” ¢6 thé dugc sir dung dé thiét 1ap céc dic tinh hidu sudt thi

-46-



30535

nghiém va 13 chét chi thi hitu ich cta tinh nguyén ven ctia thudc thir (vi du, chit phan

tich).

“Gi6i han dinh trude” va “ham lugng dinh trude” thudng dung dé chi tri sb
gidi han thtr nghiém dugce st dung dé danh gid hidu qua chdn doan/du doan/didu tri
thu duoc bang cach so sanh cac két qua thir nghiém ddi v6i giéi han/ham lugng dinh
trude, trong d6 gi¢i han/ham luong dinh trude da duoc lién két hoic két hop véi cac
tham sb 1am sang khac nhau (vi dy, muc trAm trong cta bénh, su tién trién/khc”)ng
tién tridn/cai thién, v.v). Mic du sang ché c¢6 thé dua ra céc ham luong dinh trudce 1dy
1am vi du, can biét 13 rang tri sd gidi han c6 thé thay d6i phu thudc vao ban chét cua
thir nghiém mién dich (vi du, khéng thé dwoc dung, v.v). Hon nita, ngudi c¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay s& biét rd cach dé 1am thich tmg ban mé ta nay dbi véi
cac thir nghiém mién dich khac dé thu dwoc tri s6 giéi han dic hiéu thir nghiém mién
dich dbi véi cac thr nghiém mién dich khac dua vao ban md ta ndy. B4t ké tri sb
chinh x4c vé gidi han/ham luong dinh trude ¢ thé thay dbi gitta céc thir nghiém,

mbi trong quan nhu dwoc mo ta trong ban md ta nay (néu cé) c6 thé 4p dung chung.

“Thubc thir tién didu tri,” vi du, thube thir tiéu, két tia va/hodc hoa tan, nhu
duoc st dung trong thir nghiém chin doan nhu duge md ta trong ban md ta nay, 13
thudc thir ma 1am tan té bao bét ky va/hodc hoa tan chét phan tich bt ky ma c6 mit
trong mau thir nghiém. Tién didu tri 1 khong nhat thiét ddi véi tat ca cic mau, nhu
dugc md ta hon nita trong ban mod ta ndy. Trong sb cac chit khac, viéc hoa tan chit
phan tich (vi du, polypeptit quan tdm) ¢ thé gy ra sy giai phéng chét phan tich ra
khoi protein gén két ndi sinh ¢6 mit trong mau. Thude thir tién diéu tri c¢6 thé 13 dong (
nhit (khong cén phai ¢6 bude chia tach) hoic khac loai (can phai c6 bude chia tach).
Theo mdt s phuong 4n, khi sit dung thudc thir tidn didu tri khac loai, chat phan tich
két tda-protein gén két duoc loai bo ra khoi miu thir nghiém trude khi din ra bude
thir nghiém tiép theo.

“Thudc thtr d6i ching chét lugng” trong bbi canh vé thir nghiém mién dich va
kit dugc mo ta trong ban md ta nay, bao gf‘)m, nhung khong chi giéi han 6, chét hidu
chinh, dbi chimg va panen nhay. Mot hoic nhiéu “chit hidu chinh” hodc “tiéu

chudn” thudng duoc sir dung dé thiét 14p cac dudng cong (tiéu chudn) hiéu chinh dé
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ndi suy ndng d6 cia phan tir dich, nhu khang thé hoic chit phan tich. Theo mot sd
phuong én, chét hiéu chinh don 1&, ma gﬁn véi gidi han duong tinh/am tinh dinh
truge, c6 thé duoc st dung. Theo céach khac, theo cdc phuong &n khéc, nhiéu chét
hiéu chinh (nghfa 13, nhidu hon mdt chit hiéu chinh hodc lugng thay dbi ctia (cac)
chét hidu chinh) c6 thé duwoc sit dung d& thiét 1ap “panen nhay” hoic “gradient
nhay”.

Thuét ngft “dbi tac gén két dic hiéu” ding dé chi thanh vién cta cip gin két.
Cap gén két dic hidu bao gdm hai phan tir khéc nhau ma gén két mot cach dic hiéu
v61 nhau qua cac phuong tién hod hoc hodc vat ly. Theo céc phuong an khac nhau,
ngoai gén két dic hidu khang nguyén va khang thé, céc cip gin két dic hiéu khac c6
thé bao gdm biotin va avidin (hodc streptavidin), carbohydrat va lectin, trinh tur
nucleotit bd sung, tic quan va céc phén tir thu thé, ddng nhén t6 va céc enzym, chit
trc ché enzym va enzym va tuong tu. Hon nita, cac cidp gén két dic hiéu c6 thé bao
gdm, theo mdt s6 phwong 4n, céc thanh vién ma 13 thé tuong tu cta cic thanh vién
gén két ddc hidu ban dau, vi du, thé tuong tu chét phén tich. Céc thanh vién gén két
dic hiéu phan tmg mién dich bao gdm khang nguyén, manh khang nguyén va khing
thé, bao gdm céc khang thé don dong va da dong cling nhur cac phiic hé, cic manh va
bién thé (bao gdm céc manh bién thé) clia no, khi dwoc phan lap hodc dugce tao ra vé

mit tai td hop.

Thuét ngt “ving Fc” ¢6 nghia 13 ving ddu cudi C ctia chudi ning globulin
mién dich, ma c¢6 thé duoc sinh ra bing cach phan giai papain ctia khang thé nguyén
ven. Ving Fe c¢6 thé 1a ving Fe trinh tw nguyén thé hogic ving Fc bién thé. Ving Fe
cia globulin mién dich thudng bao gdm hai mién én dinh, mién CH2 va mién CH3
va tuy v bao gdm mién CH4. Viéc thay thé cua céc gde axit amin trong phan Fc dé
Jam thay ddi chirc ning tac quan ctia khéng thé d3 dugc biét dén trong linh vuc ndy
(vi du, c4c patent M§ sb 5,648,260 va 5,624,821). Ving Fc 1am trung gian vai chic
nang tic quan quan trong, vi du, cam mg Xytokin, tinh ddc té bio qua trung gian té
bao phu thude khéng thé (ADCC), sy thuc bao, tinh dbc t& bao phu thude bd thé
(CDC), va ty 18 chu ky nira phan rd/thanh thai cta khéng thé va phtic hé khing

nguyén-khang thé. Trong mot sb trudng hop, chirc ning tic quan 13 c6 thé mong
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mudn d6i véi globulin mién dich diéu tri nhung trong céc trudng hop khéc c6 thé 1a

khong nhét thiét hodc tham chi ¢6 hai, phu thudc vio céc muc dich diéu tri.

Thuét ngtt “phan gin két khang nguyén” cta protein gin két c6 nghia 1a mot
hoic nhidu méanh protein gén két (vi du, khang thé) ma gifr lai kha ning gin két mot
céch ddc hiéu véi khang nguyén. Chic ning gan két khang nguyén cta protein gén
két ¢ thé duoc thyc hién bdi cdc manh khéng thé c¢6 chidu dai ddy du, ciing nhu cac
dang dc hiéu kép, dac hidu gép hai hodc da dic hidu. Cac vi du vé cdc manh gin két
duogc bao gdm trong thuit ngft “phan gin két khang nguyén” cua protein gin két bao
gdm (i) manh Fab, manh hod tri mdt gdm c6 céc mién VL, VH, CL va CHI; (ii)
manh F(ab’)p, manh hod tri hai bao gdm hai manh Fab dugc lién két bing ciu
disulfua & ving ban 1&; (iii) manh Fd gdm c6 cac mién VH va CHI; (iv) manh Fv
gdm c6 céc mién VL va VH ciia nhanh don cta khang thé, (v) manh dAb, ma bao
gdm mién bién d6i don; va (vi) ving x4c dinh bd tro duge phan lap (CDR). Hon
nita, mic du hai mién cua khung Fv, VL va VH dugc ma hod boi cac gen riéng biét,
- chiing ¢6 thé duoc két hop, bang cach sir dung cac phwong phap téi 6 hop, bing cu
lién két tong hop ma cho phép ching duoc tao ra nhu chudi protein don trong d6 cac
ving VL va VH ghép cip dé tao thanh céc phén tir hod tri mot (d3 duoc biét 1a chubdi
don Fv (scFv). Cac khang thé chudi don ciing duoge du dinh duoc bao gdm trong
thuat ngtt “phan gin két khang nguyén” cua khang thé. Cac dang khac cua khang thé
chudi don, nhu diabody ciing duoc bao gdm. Ngoai ra, cac khang thé chudi don cfing
bao gdm “céc khang thé mach thing” bao gdm cip manh Fv lién tiép (VH-CH1-VH-
CH1) ma cling véi polypeptit chudi nhe bd sung, tao thanh cip ving gin két khang
nguyén.

~, 66

Thuat ngit “protein gin két da hoa tri” c¢6 nghia 1 protein gin két bao gdm hai
hoic nhiéu vi trf gin két khang nguyén. Theo mdt phuong 4n, protein gin két da hod
trj dugc thao tac dé c6 ba hodc nhidu vi tri gin két khang nguyén va khong phai 1a
khéng thé xuit hién tu nhién. Thuat nglt “protein gén két da dic hiéu” dung dé chi
protein gin két c6 kha ning gin két hai hoiic nhidu dich lién quan hodc khong lién

quan. Theo mét phwong 4n, protein gén két DVD dwoc d& xudt trong ban mé ta niy
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bao gdm hai hodc nhiéu vi tri gén két khang nguyén va 1a protein gin két hod tri bdn

hoéc da ho4 tri.

Thuat ngit “ciu lién két” c6 nghia 13 gc axit amin hozic polypeptit bao gdm
hai hodc nhidu gbc axit amin duoc két hop béi cac lign két peptit ma duge sit dung
@& lién két hai polypeptit (vi du, hai mién VH hodc hai mién VL). Céc vi du v& cac
polypeptit cau lién két 1a da dwoc biét dén trong linh vuc nay (xem, vi du, Holliger et
al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak et al. (1994) Structure
2:1121-1123).

Thuét ngit “danh sb theo Kabat”, “dinh nghia Kabat” va “d4nh ddu Kabat”
dugc sir dung thay thé cho nhau trong ban mé ta nay. Céc thudt ngft ndy, ma duoc
nhan biét trong linh vuc nay, ding dé chi hé thdng danh sb céc gbe axit amin ma
thay d6i nhiéu hon (nghia 13, siéu bién) so véi céc gbe axit amin khéc trong ving
bién ddi chudi ning va nhe cta khang thé hodc phin gin két khang nguyén cia nd
(Kabat et al. (1971) Ann. NY Acad. Sci. 190:382-391 and, Kabat et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242). Béi véi ving bién dbi
chudi ning, viing siéu bién nim trong khoang tir cdc vi trf axit amin tir 31 dén 35 dbi
véi CDR1, céc vi tri axit amin tir 50 dén 65 d6i véi CDR2, va céc vi tri axit amin tir
95 dén 102 dbi véi CDR3. P6i véi ving bién déi chudi nhe, ving siu bién nim
trong khoang tir cac vi tri axit amin tir 24 dén 34 d6i véi CDRI, vi trf axit amin tir 50

dén 56 d6i v6i CDR2, va vi trf axit amin tir 89 dén 97 dbi véi CDR3.

Thuat ngtt “CDR” ¢6 nghia 1a viing xac dinh bd tro nim trong trinh tw ving
bién ddi globulin mién dich. C6 ba CDR trong mdi trong sd céc ving bién ddi cua
chudi ning va chudi nhe, ma duoc thiét ké 1a CDR1, CDR2 va CDR3, d6i véi mbi
trong sO cic ving bién dbi chudi ning va nhe. Thuat ngit “bd CDR” ding dé chi
nhém gém ba CDR ma xuét hién trong ving bién dbi don c6 kha ning gén két khang
nguyén. Cac dudng bién chinh x4c ctia cic CDR dd dugc xac dinh theo cach khac
nhau theo céc hé thdng khac. Hé théng dugc md ta bdi Kabat (Kabat et al. (1987) va
(1991)) khong chi tao ra hé thdng danh sb gbc 15 rang ¢6 thé ap dung cho ving bién

ddi bét ky ciia khang thé, ma ciing tao ra cac dudng bién gbe chinh x4c tao thanh ba
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CDR. Céc CDR ¢6 thé duoc dung dé chi Kabat CDR. Chothia va cic ddng tic gia
(Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917; Chothia et al. (1989) Nature
342:877-883) d4 phat hién ra ring mot s6 phan phy nim trong Kabat CDR nhan cac
c4u hinh xuong peptit gin nhu gidng nhau, mic di ¢ su khac biét rat 16n & mirc
trinh ty axit amin. Céc phan phu ndy duoc thiét ké 1a L1, L2 va L3 hozc H1, H2 va
H3 trong d6 “L” va “H” lan luot thiét ké cac ving chudi nhe va chudi ning. Céc
ving ndy cé thé duoc ding dé chi cac Chothia CDR, ma ¢é céc dudng bién ma xép
chdng véi cac Kabat CDR. Cac dudng bién khéc tao thanh CDR xép chdng véi
Kabat CDR dd dugc md ta boi Padlan (1995) FASEB J. 9:133-139 va MacCallum
(1996) J. Mol. Biol. 262(5):732-45). Céc dinh nghia v& dudng bién CDR khéc nita
c6 thé khong tiép theo mot cach nghiém ngit mot trong sb cac hé théng trong ban
md ta ndy, nhung tuy nhién s& xép chdng véi Kabat CDR, mic di ching ¢6 thé duge
rat ngén hodc duogc kéo dai theo cac phat hién du doan hodc thr nghiém ma céc géc
cu thé hodc nhém gde hogc tham chi toan bd CDR khéng tac dong mot cach déang ké
dén viéc gén két khang nguyén. Cac phuong phap duge st dung trong ban mo ta ndy
c6 thé st dung cdc CDR duogc x4c dinh theo bét ky trong sb cac hé thdng nay, miic

di mot s6 phuong 4n sir dung Kabat hoic Chothia xac dinh CDR.

Thuat nglt “epitop” c6 nghia 13 ving khéng nguyén ma dugc gin két boi
protein gén két, vi dy, ving ¢6 kha ning gén két mot cach dic hiéu véi globulin mién
dich hoic thu thé t& bao T. Theo médt sb phuong 4n, cac thé quyét dinh epitop bao
gém viéc phan nhom bé mit c6 hoat tinh v& mit hoa hoc cta céc phan tir nhu axit
amin, mach bén dudng, phosphoryl, hozc sulfonyl, va, theo mdt sb phuwong an, c6 thé
¢ cac dic diém cAu trac ba chidu va/hodc cac dic diém mang dién ddc hi¢u. Theo
mot phuong 4n, epitop bao gdm céc gdc axit amin ctia ving khing nguyén (hoic
manh ctia n6) di duoc biét dén dé gén két vi tri bd tro trén dbi tac gin két dac hidu.
Manh khang nguyén c¢6 thé chira nhiéu hon mot epitop. Theo mét s phuong an,
protein gin két gén két mot cach dic hiéu khang nguyén khi né nhan ra khang
nguyén dich cta né trong hdn hop phirc hé protein va/hodc dai phan tir. Protein gin
két “gin két v6i cling epitop” néu cac khang thé canh tranh chéo (vi du, khang thé

ngan ngira khang thé khac khéng gin két voi protein gin két, hoic trc ché tac dung
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didu bién dbi v6i khang thé khac gin két v6i protein gin két). Cac phwong phép nhan
biét va td chuc lai viéc nhan biét epitop 1a da duoc biét dén dbi véi ngudi cd hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay (US 20090311253).

“Duge dong hoc” ding dé chi quy trinh ma dwoc chét duoc hip thy, duoc
phan bb, dugc chuyén hod va duoc tiét boi sinh vat. Theo mot s phuong an, dé tao
ra phan t&r protein gin két da hoa tri v&i profin duoc dong hoc mong mubn, cac
khéng thé don dong bd me véi profin duoc dong hoc mong mudn twong tu 13 dugce
chon. Profin PK cua khang thé don dong bd me duoc chon ¢6 thé dwoc xac dinh mot
cach d& dang, vi du bang cach st dung loai gim nhim trong céc phuong phap di
dugc bidt dén ddi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay (US

20090311253).

“Mirc sinh kha dung” dung d& chi lugng duoc chét c6 hoat tinh ma dén duoc
dich ctia n6 sau khi ding. Mirc sinh kha dung 13 ham s cta vai dic tinh duge mé ta
trén dy, bao gdm d6 6n dinh, d0 tan, tinh gay mién dich va duoc dong hoc va cb thé
duoc danh gia bing cach st dung cac phuong phép dd dwoc biét dén ddi véi ngudi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay (US 20090311253).

Thuat ngit “cong hudng plasmon bé mit” ¢ nghia 1 hién tuong quang hoc
ma cho phép phén tich cc twong tac dic hiéu sinh hoc theo thdi gian thuc bing viée
phat hién céc thay dbi vé néng do protein trong co chit cam bién sinh hoc, vi du
biang cach st dung hé BIAcore® (BIAcore International AB, a GE Healthcare Co.,
Uppsala, Sweden and Piscataway, NJ). D& mb t4 k§ hon, xem 4n phdm: Jonsson et
al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26. Thut ngit “Kop” ¢6 nghia 12 hing s6 tdc d6 on
d6i voi su két hop cua protein gén két (vi du, khang thé hoic DVD) vé6i khang
nguyén dé tao thanh phirc hé gin két (vi du, phic hé DVD/khang nguyén). Thuat
ngtt “Kop” cling c6 nghia 1a “hing sb tdc do két hop” hodc “ka”, nhur dwgc st dung
thay thé cho nhau trong ban mé ta nay. Tri s6 nay cho biét tbc d6 gin két cua protein
gén két véi khang nguyén dich cia né hodc toe do hinh thanh phirc hé giita protein
gén két, (vi du, khang thd) va khang nguyén. Didu nay ciing dwoc thé hién bing

phuong trinh dudi day:
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Khang thé (“Ab”) + Khéng nguyén (“Ag”)—>Ab-Ag
Thuét ngit “Koff” ¢6 nghia 1a hing sb tbc d6 off ddi véi sy phan ly hoic
“hing sb tbc do phan ly” cua protein gén két (vi du, khang thé hoic DVD) tir phirc
hé gin két (vi du, phirc hé DVD/khéng nguyén), nhu di dugc biét dén trong linh vuc
ndy. Tri sb nay cho biét tbc do phéan ly cta protein gin két (vi du, khang thé) tir
khang nguyén dich cuia n6 hodc sy chia tach cua phirc hé Ab-Ag theo thoi gian thanh
khang thé va khang nguyén tu do, nhu dugc thé hién theo phuong trinh dudi day:

Ab + Ag<-Ab-Ag

Thuat ngft “Kp” va “hing s& phan ly cin bing” c6 nghia 13 tri s thu duogc
trong phép do chudn d6 khi cin bang hoic bing cach chia hing sb tbc do phan ly
(Koff) cho hing sb tbc d6 két hop (Kop)- Hang s6 tbe d6 két hop, hing s téc do
phan ly va hing s6 phan ly cdn bang, duoc sir dung dé thé hién 4i luc gin két cta
protein gén két (vi du, khéng thé hosic DVD) véi khang nguyén. Cic phuong phip
xé4c dinh hing sb tc d6 két hop va phén ly 1a d& duoc biét d&én trong linh vuc nay.
Bing cach st dung cac k§ thuat dwa trén huynh quang tao ra d6 nhay & muc cao va
kha nang thir nghiém cac miu trong chit dém sinh 1y khi can bang. Céc phwong phap
thir nghiém va thiét bi khac nhu thir nghiém BIAcore® (phan tich tuong tic phan tir
sinh hoc), cé thé duoc st dung (vi du, thiét bi sin c6 tir BIAcore International AB, a
GE Healthcare company, Uppsala, Sweden). Ngoai ra, thr nghiém KinExA®
(Kinetic Exclusion Assay), sin c6 tir Sapidyne Instruments (Boise, Idaho), ciing ¢

thé duoc sur dung.

Thuét nglt “bién thé” c6 nghia 1 polypeptit ma khéc véi polypeptit dd néu
trong trinh ty axit amin bing c4ch bd sung (vi du, 16ng va0), loai bét hodc thay thé
bao toan cac axit amin, nhung van giit lai hoat tinh sinh hoc ctia polypeptit d4 néu (vi
du, khang thé VEGF bién thé c6 thé canh tranh v6i khéng thé khang VEGF & gin
két véi VEGF). Su thay thé bao toan clia axit amin, nghia 13, thay thé axit amin bang
axit amin khéc c6 céc déc tinh twong tu (vi du, tinh va nude va/hodc mire d hodc su
phan phdi cta céc ving mang dién tich) duogc nhén biét trong linh vuc ndy nhu

thudng bao gdm sy thay dbi nhd. Cac thay dbi nhd ndy cé thé dugc nhan dang mot
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phan bang cach xét dén chi sé chita bénh bing nudc cia axit amin, nhu duge hiéu
trong linh vuc nay (xem, vi du 4n phdm: Kyte et al. (1982) J. Mol. Biol. 157: 105-
132). Theo mdt khia canh, cdc axit amin c6 chi s§ chita bénh bing nudc bing + 2
duoc thé. Tinh wa nude cia axit amin cling ¢6 thé duge str dung dé biéu 16 cac thay
thé ma ¢ thé din dén protein ma gitr lai chirc nang sinh hoc. Viéde xem xét kha ning
ua nudc cua axit amin trong ngft canh cua peptit cho phép tinh todn kha ning ua
nuée trung binh cuc bd 16n nhét cta peptit d6, phép do hitu ich ma d3 duoc bao céo
14 trong quan rd rét v6i tinh khang nguyén va tinh gdy mién dich (xem, vi du, patent
M§ s6 4,554,101). Viéc thay thé axit amin c6 tri s6 wa nuéc twong tu ¢6 thé dan dén
cac peptit gift lai hoat tinh sinh hoc, vi du tinh gay mién dich, nhu duge hidu trong
linh vuc ndy. Theo mot khia canh, sy thay thé dugc thuc hién véi cac axit amin ¢6 tri
s0 wa nuéc nim trong khoang + 2 so véi nhau. Chi sb ky nude va tri s& wa nuée cia
axit amin bi tac déng boi mach bén cu thé cia axit amin d6. Phil hop véi sw quan sat
d6, su thay thé axit amin ma c6 thé tuong thich véi chirc ning sinh hoc duoc hidu 13
phu thudce vao tinh twong tu twong ddi ctia axit amin va cu thé 13 mach bén cua cc
axit amin nay, nhu dugc biéu thi béi tinh ky nuéc, tinh wa nude, dién tich, kich c& va
céc dic tinh khac. Thuét ngtt “bién thé” cling bao gdm cac polypeptit hodc manh ctia
n6 ma da duoc xtr ly theo céch khac nhau, nhu sy phan giai protein, phosphoryl hoé
hodc su cai bién sau dich m3, ma van giit duoc hoat tinh sinh hoc va/hodc hoat tinh
khéng nguyén, vi du, kha ning gin két véi VEGF va/hoic DLL4. Thuét ngit “bién
thé” bao gdm céc manh bién thé, trir khi ¢6 chi dinh khac. Bién thé c6 thé gibng
99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%,
86%,85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, hodc 75% véi trinh tu

ki€u dai.

L Tao ra protein gdin két

Protein gén két c6 kha ning gén két hai khang nguyén khéc nhau va phuong
phap tao ra ching dugc dé xuét. Protein gin két c6 thé duoc tao ra bing céch sir
dung cac k¥ thuat khac nhau. Vecto biéu hién, t& bao cha va phuong phép tao ra

protein gan két cling dugc dé xuat.
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A. Tao ra khdng thé don dong bé me

Mién bién dbi cta protein gén két DVD c6 thé thu dugc tir cac khang thé bd
me (Ab), bao gdm cdc Ab da dong va Ab don dong (mAb) c6 kha ning gin két
khang nguyén quan tim. Cac khang thé nay c6 thé xuit hién tu nhién hoic c6 thé
duoc sinh ra bang cong nghé tai t& hop. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue
ndy quen thudc nhiéu phuong phép tao ra khéng thé, bao gdm, nhung khéng chi gisi
han & sir dung k¥ thuét lai, phuong phap khéng thé bach huyét chon loc (SLAM), st
dung thé thuc khuén, ndm men hodc thé hién thé dung hgp ARN-proteinl hodc thu
vién khic, gdy mién dich dong vét khong phai con ngudi bao gém it nhat mét sb
locus globulin mién dich ctia ngudi va tao ra khang thé kham, ghép CDR va dugc
1am gidng ngudi. Xem vi dy, cong bd patent M§ sb 20090311253 Al. Mién bién ddi

cling ¢6 thé duoc tao ra béng céch str dung céc k¥ thuat dot bién 4i luc.

B. Tiéu chudn lua chon khdng thé don dong bé me

Phuong an duogc dé xuit bao gbm viéc chon khéng thé bb me véi it nhit mot
hodc nhiéu dic tinh mong mubn trong phan tir protein gén két DVD. Theo mot
phwong 4n, ddc tinh mong mudn 1a mét hodc nhidu tham s khang thé, nhu vi du,
tinh ddc hi€u khéng nguyén, i luc véi khang nguyén, hiéu luc, chiic ndng sinh hoc,
nhan biét epitop, d6 én dinh, d6 tan, hidu qua san xut, tinh gy mién dich, dugc
dong hoc, mirc sinh khi dung, kha ning phan ng ngang md hoic gin két khang

nguyén vudng. Xem vi du, cong bd patent My s6 20090311253.

C. Phdn tir géiin két protein

Theo cic phuong 4n khac nhau, protein gan két c6 thé duoc thiét ké sao cho
hai mién bién ddi ctia chudi nhe khac nhau (VL) tir hai khang thé don dong bd me
khéc nhau duoc lién két theo cach truc tiép lién tiép hodc qua cdu lién két bing k§
thuat ADN tai t& hop, tiép theo mién én dinh cta chudi nhe CL. Twong tw, chudi
ning bao gdm hai mién bién dbi cia chudi ning khéc nhau (VH) dwoc lién két lién

tiép, truc tiép hodc qua clu lién két, tip theo mién én dinh CHI va ving Fe (Fig.1).
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Theo céc phuong 4n khéc nhau, mién bién ddi c6 thé thu duoc bing cach sir
dung cac k¥ thudt ADN tai td hop tir cdc khang thé bd me duoc tao ra boi bét ky
trong s céc phuong phip duoc mé ta trong ban md ta nay. Theo mdt phuong 4n,
mién bién ddi 12 mién bién dbi ctia chudi nhe ning hodc chudi nhe cta chudt. Theo
mdt phwong 4n khic, mién bién dbi 13 mién chudi ning hodc chudi nhe dwoc ghép
CDR hodc bién dbi duoc duoc 1am giéng nguoi. Theo mdt phuong an, mién bién ddi

12 mién bién doi cia chudi nang hodc nhe cia nguoi.

Theo cac phuong 4n khéc nhau, trinh tu ciu lién két c6 thé 13 axit amin don 1
hozc trinh tw polypeptit. Theo mdt phuong 4n, viée lya chon trinh tu cdu lién két
duoc dua trén su phan tich cdu tric tinh thé cua vai phén ti Fab. Co su lién két linh
hoat tir nhién gitta mién bién dbi va mién 8n dinh CH1/CL trong c4u triic phéan tir
Fab hoic khang thé. Thong thudng, 1ién két ty nhién nay bao gém khoang tir 10 dén
12 gbc axit amin, dugc gép phan tir 4 dén 6 gbe tir dAu cudi C cta mién V va tir 4
dén 6 gbc tir dau tan cling N ctia mién CL/CHI. Theo mdt s phuong 4n, protein gin
két DVD duoc tao ra bang cach sir dung tir 5 dén 6 gbc axit amin déu tin cing N
hozic tir 11 dén 12 gbc axit amin, ciia CL hodc CHI 1dn lwot 1am céu lién két trong
chudi nhe va chudi ning. Cac gdc ddu tin cting N ctia cic mién CL hodc CHI, cu thé
1a tir 5 d&én 6 gbc axit amin, ¢6 thd nhan cu hinh dang vong ma khong nhan cac cdu
triic thr cAp manh va do d6 c¢6 thé c6 tac dung nhu ciu lién két linh hoat gitta hai
mién bién ddi. Gbc du tan ciing N ciia cic mién CL hoic CH1 1a sy kéo dai tu nhién
ctia mién bién ddi, do chung 1a mot phén cuta trinh ty Ig va do d6 viée st dung chiing
lam giam thiéu dén mo6t muc do 16n tinh gdy mién dich hiéu lyc bit ky xuét hién tir
cau lién két va phan ghép ndi.

Theo céc phuong 4n khac nhau, protein gin két duoc boc 16 trong ban md ta
nay bao gom it nhit mot cdu lién két bao gdm mdt hodc nhidu SEQ ID NO: tir 1 dén
38 (Bang 1). Theo mdt phuong an, X2 1a ving Fc. Theo mdt phuong 4n khéc, X2 1a

ving Fe bién thé.

-56-



30535

Bang 1: Danh muc trinh tu cdu lién két

SEQ SEQ
ID Trinh tu ID Trinh tu
NO: NO:
1 ASTKGPSVFPLAP 20 RADAAAAGGPGS
2 ASTKGP 21 RADAAAA
3 GGGGSG 22 SAKTTPKLEEGEFSEARV
4 GGGGSGGGGS 23 ADAAP
5 GGGGSGGGGSGGGG 24 ADAAPTVSIFPP
6 TVAAPSVFIFPP 25 TVAAP
7 TVAAP 26 TVAAPSVFIFPP
8 GGGGSG 27 QPKAAP
9 GGSGGGGSG 28 QPKAAPSVTLFPP
10 GGSGGGGSGGGGS 29 AKTTPP
11 GGSGG 30 AKTTPPSVTPLAP
12 GGSGGGGSGGGS 31 AKTTAP
13 AKTTPKLEEGEFSEAR 32 AKTTAPSVYPLAP
14 AKTTPKLEEGEFSEARV 33 GGGGSGGGGSGGGGS
15 AKTTPKLGG 34 GENKVEYAPALMALS
16 SAKTTPKLGG 35 GPAKELTPLKEAKVS
17 SAKTTP 36 GHEAAAVMQVQYPAS
18 RADAAP 37 TVAAPSVFIFPPTVAAPSVFIFPP
19 RADAAPTVS 38 ASTKGPSVFPLAPASTKGPSVFPLAP

Céc trinh tu cu lién két khac c6 thé bao gdm trinh tu bit ky c6 chiéu dai bat
ky thu duge tir mién CL/CH1 nhung khong phai tit ca cac gbe ctia mién CL/CHI; vi
du tir 5 dén 12 gbc axit amin thtr nhit cia mién CL/CHI. Theo vi du khac, cdu lién
két chudi nhe c6 thé duogc chon tir Ck hodic CA; va cau lién két chudi ning c¢6 thé thu
duoc tir CHI cta isotyp bit ky, bao gdbm Cyl, Cy2, Cy3, Cy4, Cal, Ca2, C3, Ce, va
Cp. Céc trinh tu cau lién két cling ¢6 thé thu dwoc cc protein khac nhur cc protein
tuong tu Ig (vi du, TCR, FcR, KIR); trinh t dwoc tao thanh chi yéu tir G/S (vi du,
cac doan ldp G4S); céc trinh tu thu dugc tir viing ban 18; va céc trinh tu tu nhién khac
tir cac protein khéc. Céc trinh tu cdu lién két khac c6 thé bao gbm trinh tw bat ky c6
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chiéu dai bt ky bao gébm doan lap G/S (vi du, trinh tu bao gdm cac doan 1ap GGGS
motif), hodc céc cau lién két peptit khac bat ky.

Theo mot phuong 4n, mién 6n dinh dwoc lién két v6i hai mién bién ddi lién
két bang cach sir dung cic k§ thuat ADN tai t6 hop. Theo mdt phuong 4n, trinh tu
bao gdm mién bién d6i ctia chudi ning lién két duoc lién két voi mién 6n dinh coa
chudi ning v trinh ty bao gdm mién bién ddi cua chudi nhe lién két duoc lién két
v6i mién 6n dinh cta chudi nhe. Theo mdt phwong 4n, mién &n dinh 14n luot 13 céc
mién 8n dinh cta chudi ning ctia ngudi va mién dn dinh cta chudi nhe clia ngudi.
Theo mdt phuong 4n, chudi ning DVD con duogc lién két véi vimg Fe. Ving Fe ¢6
thé 12 ving Fe trinh tu nguyén thé hodc ving Fc bién thé. Theo mot phwong 4n khéc,
ving Fe 12 ving Fe cta ngudi. Theo mot phuong 4n khac, ving Fe bao gdm ving Fc

tr IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgM, IgE, hodc IgD.

Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh gin két khang nguyén chirc ning
ctia né duoc boc 16, bao gdm khang thé ¢6 vi tri gén két chirc ning d6i v6i mot trong
s& cac khang nguyén dich duoc liét ké trong bang 2 va bao gém ving cip VH va VL
duogc chon tir cac cap duoc liét ké trong bang 2, hoac bao gém cac vung CDR cua
cac ving VH va VL. Vi du, khang thé ¢6 thé bao gdm céc vimg VH va VL tir bang 2
ma tao thanh vi trf gén két chirc niang d6i véi DLL4. Theo mdt phuong 4n, manh gin
két khéang nguyén chirc ning gift lai ving mién bién dbi (vi du, cac ving CDR duoc
14y tir cac trinh ty VH va VL cdp trong bang 2) du dé gin két khang nguyén dich.
Manh gén két khang nguyén chtc ning c6 thé bao gdm khéng thé dugc 1am gibng
ngudi, hoan toan ciia ngudi, dugc camel khoa, chudi don, kham, tbng hop, téi to
hop, lai, 46t bién, dot bién tré lai hoic ghép CDR hoic Fab, F(ab")2, Fv, scFv, Fd,
dAb, VHH (ciing duoc ding dé chi nanobody), hoic manh khang thé khac ma gift lai
chtre ning gin két khang nguyén, bao gdm céc khang thé dic higu kép hoic da dic
hiéu.

Theo mdt phuwong &n, protein gin két duge bdc 16 bao gbm mién bién ddi
duoc chon tir céc protein trong bang 2. Theo mdt phwong 4n, protein gan két bao
gbm chudi thtr nhit va chudi thir hai va hai vi trf gén két chirc ning, nhw dwoe mo ta

trén day va trong d6 céc chudi thir nhét va thi hai cia protein gin két tao thanh hai
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vi tri gén két chirc ning ddi v6i mot hodc nhiéu khang nguyén dich dwoc liét ké trong
bang 2. Theo mdt phuong 4n, mbi vi tri gén két chirc ning bao gbm céc trinh tw VH
va VL cdp dugc chon tir céc cdp duoc lit ké trong bang 2 (vi duy, céc trinh tuw VH va
VL cip tao thanh vi trf gén két d6i véi DLL4), hodc bao gdm céc ving CDR clia cac
ving VH v& VL. Theo mdt sé phuong an, chudi thir nhat bao gdm trinh tw VH thi
nhAt va trinh tu VH th( hai duoc chon tir bang 2, hodc chira cac trinh tw CDR tlr cac
trinh ty VH va chudi thr hai bao gém trinh tu VL tht nhit va trinh tu VL tht hai
dugc chon tr bang 2, hodc chira cac trinh ty CDR tir cac trinh ty VL. Theo céc
phuong 4n khéc, cach bd trf VH-VL ciia cac vi tri gén két thir nhit hodc thir hai dugc
bét nhe ngang qua hai chudi, sao cho mdi chudi bao gdm mién VH tir mét vi tri gén
két va mién VL tir vi trf gén két khéc, trong khi van gitt lai hai vi trf gin két chirc

nang.

Theo mdt phuong 4n, hai DVD polypeptit chudi ning va hai DVD polypeptit
chudi nhe duge td hop dé tao thanh protein gafm két DVD. Béng 2 li¢t ké céc trinh tu
axit amin ctia cdc ving VH va VL cia céc khang thé 14y lam vi du hitu ich dé didu tri
bénh. Theo mét phuong 4n, DVD bao gbm it nhét hai trong sé cac ving VH va/hodic
VL duoc liét ké trong bang 2, theo hudng bét ky, 1a dugc d& xult, trong d6 it nhit
mot trong sb c4c trinh tw VH va/hodc VL 1a SEQ ID NO: 39 hodc SEQ ID NO: 40.
Theo mot sb phuong 4n, VD1 va VD2 dugc chon mdt cach doc 1ap. Cac trinh tu
mién VH va VL dugc d& xuét du6i day bao gdm céc ving xéc dinh bd trg (CDR) va
cac trinh tu khung. Theo mot sd phuong 4n, mot hodc nhidu CDR va/hoidc trinh tir
khung duoc thay thé, ma khong bi mat chirc ning, bang cdac CDR va/hoic trinh tur
khung khéc tlr protein gin két ma da dwoc biét dén trong linh vuc nay dé gin két

cung khang nguyén.
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Béang 2: Danh muc trinh tu axit amin cta cdc ving VH va VL cia cac khéng thé

khéng DLL4 va khang VEGF d8 tao ra protein gin két, bao gdm protein gén két da

hoé tri (trinh ty CDR dugc in dadm)

SEQ ID

7
A

SO

ID don nhét]
ABT

Vung protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

39

h1A11.1

DLL4 VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAW
VRQAPGKGLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRD
NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYW
GQGTLVTVSS

40

h1A11.1

DLL4 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQ
QKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKR

41

Av

VEGF VH (seq 1)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTF
SLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSS
HWYFDVWGQGTLVTVSS

42

Av

VEGF VL (seq 1)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKR

43

AB285VH

VEGF VH (seq 2)

EVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTASGYTFINYGMNWYV
RQPPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDT
SKSQAVLTMTNMDPVDTATYYCAKYPHYYGSSHWY

FDVWGQGTTVTVSS

44

AB285VL

VEGF VL (seq 2)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCSASQDISNYLNWYQ
QKPGQAPKVLIYFTSSLHSGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS
SLQAEDVAVYYCQQYSTVPWTFGGGTKVEIKR

45

AB288VH

VEGF VH (seq 3)

EVQLVQSGTEVKKPGESLKISCKASGYTFTNYGMNW
VROQMPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRQFTFSL
DTSFSTAFLQWSSLKASDTAMYYCAKYPHYYGSSHW
YFDVWGQGTMVTVSS
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SEQ ID

ID don nhét
ABT

Ving protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

46

AB288VL

VEGF VL (seq 3)

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCSASQDISNYLNWYQQ
KPGQAPRVLIYFTSSLHSDVPARFSGSGSGTEFTLTISSL
QSEDFAVYYCQQYSTVPWTFGQGTRLEIKR

47

AB305VH

VEGF VH (seq 4)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNW
VRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSL
DTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHW
YFDVWGQGTLVTVSS

48

AB305VL

VEGF VL (seq 4)

EIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCSASQDISNYLNWYQQ
KPGQAPRVLIYFTSSLHSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISR
LEPEDFAVFYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKR

49

AB308VH

VEGF VH (seq 5)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGYTFTNYGMNW
VRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSL
DTAKSSAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSH
WYFDVWGQGTLVTVSS

50

AB308VL

VEGF VL (seq 5)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDVATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKR

51

AB318VH

VEGF VH (seq 6)

EVQLVESGGGLVQPANSLKLSCAASGYTFTNYGMNW
VRQSPKKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLD
TAKSTAYLQMDSLRSEDTATYYCAKYPHYYGSSHWY
FDVWGQGVLVTVSS

52

AB318VL

VEGF VL (seq 6)

DIRMTQSPASLSASLGETVNIECSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPQVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTQFSLKINS
LQSEDVATYYCQQYSTVPWTFGGGTKLELKR
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ABT

SEQ ID [ID don nhit{Ving protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

QVQLQQSGAELMKPGASVKLSCKATGYTFTNYGMN
WVKQRPGHGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRKFTFT

53 |AB333VH [VEGF VH (seq7)
LDTSSSTAYIQLISLTTEDSAIYYCAKYPHY YGSSHWY
FDVWGQGTLLTVSA
DILMTQSPAILSVSPGERVSFSCSASQDISNYLNWYQQ
54 AB333VL [VEGF VL (seq7) |[RTNGAPRVLIYFTSSLHSGVPSRFSGGGSGTDFTLSINS

VESEDIADYYCQQYSTVPWTFGAGTKLELKR

Theo mdt sb phuong 4n, protein gin két DVD duwoc d& xuit, bao gdm vung
VH duoc chon tir SEQ ID NO: tir 55 dén 63. Theo mot s6 phuong 4n, protein gén két
DVD bao gém ving VL duoc chon tr SEQ ID NO: tir 64 dén 73. Theo mot sb
phuong 4n, protein gin két DVD bao gdm ving VH dugc chon tir SEQ ID NO: tir 55
dén 63 va 74 va ving VL duogc chon tir SEQ ID NO: tir 64 dén 73. Céc trinh tu axit

amin d6i v6i cac mién VH va VL duoc thé hién dudi ddy trong bang 3.

Béng 3: protein gin két DVD dwoc din khang epitop cia DLL4 va VEGF
(Trinh tur ciu lién két duge gach dudi; trinh tw CDR dwoc in dam)

SEQ ID

7
A

SO

ID don nhit ABT

Ving

Protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

55

h1A11.1-L-Av VH

DLL4 VH
va
VEGF VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAW
VRQAPGKGLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRD
NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPEVQLVESGGGLVQPG
GSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVG
WINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQMNS
LRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWY
FDVWGQGTLVTVSS
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SEQ ID

7
A

SO

ID don nhit ABT

Ving

Protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

56

h1A11.1-S-Av VH

DLL4 VH
va
VEGF VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAW
VRQAPGKGLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRD
NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYW
GQGTLVTVSS4STKGPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSC
AASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWINTYTG
EPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAV
YYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSS

57

h1A11.1-GS10-Av
VH

DLL4 VH
va
VEGF VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAW
VRQAPGKGLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRD
NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYW
GQGTLVTVSSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGS
LRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWIN
TYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQMNSLRAE
DTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSS

58

h1A11.1-GS14-Av
VH

DLL4 VH
va

VEGF VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAW

VRQAPGKGLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRD
NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYW

GQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGEVQLVESGGGLV

QPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEW
VGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQM

NSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTL
VTVSS

59

Av-L-h1A11.1 VH

VEGF VH
va
DLL4 VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTF
SLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSS
HWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPEVQLVES
GGGLVQPGGSLRLS CAASGFTFSNFPMAWVRQAPGK
GLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRDNAKNSLY
LQOMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYWGQGTLVT
VSS
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SEQ ID|

z
A

SO

ID don nhit ABT

Ving

Protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

60

Av-S-h1A11.1 VH

VEGF VH
va
DLL4 VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTF
SLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSS
HWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPEVQLVESGGGLVQ
PGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAWVRQAPGKGLEWVA
TISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGYYNSPFAYWGQGTLVTVSS

61

Av-GS6-h1All1.1
VH

VEGF VH
va
DLL4 VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTF
SLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSS
HWYFDVWGQGTLVTVSSGGGGSGEVQLVESGGGLV
QPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAWVRQAPGKGLEWV
ATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYWGQGTLVTVSS

62

Av-GS10-h1A11.1
VH

VEGF VH
va
DLL4 VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTF
SLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSS
HWYFDVWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAWVRQAPGKG
LEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYWGQGTLVTV
SS

63

Av-GS14-h1A11.1
VH

VEGF VH
va
DLL4 VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMN
WVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTF
SLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSS
HWYFDVWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGEVQL
VESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAWVRQA
PGKGLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRDNAKN
SLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYWGQGT
LVTVSS
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SEQ ID|

7
A

SO

ID don nhit ABT

Ving

Protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

64

h1A11.1-L-Av VL

DLL4 VL
va
VEGF VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQ
QKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKRTVAAP
SVFIFPPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNY
LNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIK
R

65

h1A11.1-S-Av VL

DLL4 VL
va
VEGF VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQ
QKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKRTVAAP
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKR

66

h1A11.1-GS10-Av
VL

DLL4 VL
va
VEGF VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQ
QKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKRGGSG
GGGSGDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYL
NWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKR

67

h1A11.1-GS14-Av
VL

DLL4 VL
va
VEGF VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQ
QKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKRGGSG
GGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDI
SNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTK
VEIKR

68

Av-L-h1A11.1 VL

VEGF VL
va

DLL4 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRTVAAPS
VEIFPPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNL
AWYQQKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIK
R
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SEQ ID|

r
A

SO

ID don nhit ABT

Ving

Protein

Trinh tu
1234567890123456789012345678901234567890

69

Av-S-h1A11.1 VL

VEGF VL
va
DLL4 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRTVA4PD
IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQQ
KPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTIS
SLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKR

70

Av-GS6-h1A11.1
VL

VEGF VL
va
DLL4 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRGGSGG
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQ
QKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKR

71

Av-GS10-h1A11.1
VL

VEGF VL
va

DLL4 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRGGSGG
GGSGDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLA
WYQQKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKLEIKR

72

Av-GS14-h1A11.1
VL

VEGF VL
va
DLL4 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQ
KPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRGGSGG
GGSGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYS
NLAWYQQKPGKAPKLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGS
GTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNNYPPTFGQGTKL
EIKR
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Bang 3a: Protein gin két c¢6 chidu dai day du dwoc din khéng epitop ctia DLL4 va

VEGF

73

h1A11.1-SL-Av
chudi nhe

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYSNLAWYQQKPGKAP
KLLIYDTNNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QYNNYPPTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPDIQMTQSPSSLSAS
VGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSG
VPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQG
TKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

74

h1A11.1-SL-Av

chudi nang

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFPMAWVRQAPG
KGLEWVATISSSDGTTYYRDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARGYYNSPFAYWGQGTLVTVSSASTKGPEVQ
LVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGL
EWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQMNSLR
AEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Bang 3a cung cap céac trinh tw chudi nang va chudi nhe cé chi€u dai day du

dbi véi protein gin két khéng truc tiép VEGF va DLL4. Céc trinh tw cdu lién két

dwoc gach dudi, trong khi céc trinh tw CDR va ving ¢6 dinh duge in dam.

Phan mé ta chi tiét vé protein gin két DVD dic hiu c6 kha niang gin két cac

dich dic hiéu va phuong phép tao ra ching, duoc dua ra trong phin vi du thuc hién

séng ché dudi day.
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D. Tao ra protein gin két

Protein gin két dugc dé xudt trong ban md ta niy ¢ thé dugc tao ra bing bét
ky trong sb nhidu k§ thuat da duoc biét dén trong linh vuc ndy. Vi dy, protein gin
két c6 thé duoc bidu hién & té biao chy, trong d6 (cac) vecto biéu hién mi hod cac
chudi ning DVD va nhe DVD duoc chuyén nhidm vao trong té bao chu bing cac k¥
thudt tiéu chuén. Theo mot s6 phwong 4n, protein gin két DVD duoc d& xuit trong
ban mo ta nay duoc bidu hién & té bao chi nhan so. Theo cic phuong an khéc,
protein gan két DVD duoc bidu hién & t& bao nhan chuin, vi du t& bao chu dong vt
co vi.

Trong hé 14y 1am vi du dbi véi su biéu hién tai t& hop ctia DVD protein, vecto
biéu hién tai t6 hop mi hoa chudi ning DVD va chudi nhe DVD duoc dua vao trong
té bao DHFR-CHO bing viéc chuyén nhiém qua trung gian canxi phosphat. Nim
trong vecto biéu hién tai td hop, cac gen chudi ning va nhe DVD dugc lién két theo
cach chit chg véi gen ting cudng CMV/yéu t6 diéu hoa doan khéi ddu AIMLP dé
diéu khién mirc phién ma & muc cao ctia gen. Vecto bidu hién tai td hop cling mang
gen DHFR, ma cho phép lwa chon céc t& bao CHO ma di duoc chuyén nhiém véi
vecto béng cach st dung su lua chon methotrexat/khuéch dai. Cac t& bao chi duoc
chon duoc nudi cdy d& cho phép biéu hién chudi ning va nhe DVD va DVD protein
nguyén ven dugc thu hdi tir méi trudng nudi cdy. Céc k¥ thuat sinh hoc phén tir tiéu
chuin duoc st dung dé tao ra vecto bidu hién tai td hop, chuyén nhi®m té bao chuy,
chon loc d6i véi thé bién nap, nudi cdy té bao chu va thu hdi DVD protein tir mdi
truong nudi cdy. Theo cdc phuong 4n khic nhau, phwong phép téng hop DVD
protein bang cich nudi ciy t& bao chu trong méi trudng nudi ciy thich hop cho dén
khi DVD protein dugc tong hop cling duoc d& xudt trong ban md ta nay. Theo mot
s6 phuong an, phuong phép con ¢ thé bao gdm viée phan 14p DVD protein tir moi
trudong nudi cay.

DA4u hiéu cta protein gén két DVD 13 ddu hiéu ma c6 thé duoc tao ra va dugc
tinh ché theo cling cach véi khang thé thong thudng. Theo mot sb phuong 4n, viée
tao ra protein gin két DVD din dén san phim chinh don 1¢ ddng nhét véi hoat tinh

dédc hiéu kép mong muon, ma khong can thiét doi vdi viée cai bien trinh tu ciia vung
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c¢b dinh hodc céc cai bién hod hoc. Cac phuong phép khac dwoc mé ta trén ddy dé tao
ra protein gan két ¢ chidu dai ddy da “dic hidu kép”, “da dic hiéu” va “da hoa tri da
dac hidu” c6 thé dan dén viée tao ra ndi bao hodc tiét ctia hdn hop gdm protein gén
két bt hoat duoc ghép, don dic hiéu, da dic hiéu, da hod tri, ¢6 chiéu dai ddy da va
protein gén két c6 chidu dai diy da da hod tri v6i td hop clia céc vi tri gén két khac
nhau.

Theo mdt sO phuwong an, viéc thiet k¢ DVD protein dugc dé xuat trong bdn mo
ta ndy din dén chudi nhe mién bién dbi kép va chudi ning mién bién ddi kép ma chi
yeu lap ghép véi “protein gan két ¢ chicu dai day du da hod tri dac hiéu kép” mong

muon sau khi biéu hién & t€ bao chu.

Theo mot s5 phwong 4n, it nhit 50%, it nhit 75% hodc it nhit 90% (hoic ty 16
phan tram bat ky ndm gitta khoang nay) phan tir globulin mién dich mién bién d6i
kép duge biéu hién hoic duoc lip ghép 14 protein hod tri bdn dic hiéu kép mong
muén va do d6 ¢é tinh hitu ich thwong mai duge ting cudng. Do d6, theo mot sb
phwong 4n, phwong phap biéu hién chudi nhe mién bién dbi kép va chudi ning mién
bién ddi kép trong t& bao don 1¢ dAn dén san phdm chinh don 1¢ ctia “protein gin két

c6 chiéu dai day du ho4 tri bon ddc hi€u kép” duoc dé xuat.

Theo céc phuong an khac nhau, phuong phép bidu hién chudi nhe mién bién
ddi kép va chudi ning mién bién ddi kép & té bao don 1¢ din dén “san phdm chinh”
clia “protein gin két ¢ chidu dai day da hoa tri bdn dic hiéu kép”, trong d6 “sin
pham chinh” 13 1én hon 50%, nhu 16n hon 75% hodc 16n hon 90% (hodc ty 18 phan
traim bAt ky nim gita cdc khoang nay), cua tit ¢ cac protein dugc lip ghép, bao

gbom chuoi nhe mién bién doi kép va chuodi ndng mién bieén ddi kép dugce de xuat.

IL Sir dung protein gdn két

Kha ning cta ching duoc biét 13 gin két voi mot, hai hoic nhiéu khéng
nguyén, protein gan két duoc dé xuét trong ban md ta nay cé thé duoc sir dung, theo
mdt s6 phuong 4n, dé phat hién (cac) khang nguyén trong mau (vi du, mau sinh hoc,
nhu huyét thanh hodc huyét tvong), bing cach str dung thir nghiém mién dich thong
thuong, nhu thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém
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phéng xa mién dich (RIA), hodc hod hoc mién dich mé. Theo mot s& phuong 4n,
protein gin két dugc danh déu mot cach truc tiép hoic gian tiép bang chit c6 thé
phat hién dé tao thuan loi cho viéc phat hién khéng thé duoc gén két hodc khong
duoc gin két. Cac chat c6 thé phét hién thich hop bao gdm cac enzym khac nhau,
cac nhom prosthetic, vat liéu huynh quang, vat liéu phat quang va vat liéu hoat tinh
phéng xa. Cac vi du vé céc enzym thich hop bao gdm peroxidaza tlr cdy céi ngya,
phosphataza kiém, B-galactosidaza hodc axetylcholinsteraza; céc vi du vé cac phuc
hé nhém prosthetic thich hop bao gdm streptavidin/biotin va avidin/biotin; cdc vi du
vé cac vat liéu huynh quang thich hop bo gf‘)m umbelliferon, fluoresxein, fluoresxein
isothioxyanat, rhodamin, diclotriazinylamin fluoresxein, dansyl clorua hodc
phycoerythrin. Vi du vé vat lidu phét quang 1a luminol va vi du vé vat 1iéu hoat tinh

phéng xa bao gom *H, “C, ¥, 20Y, PTc, !In, 121, 131, 177Ly, '%Ho, va **Sm.

Theo cac phuong 4n khac nhau, protein gén két dugc d& xuit trong ban mb ta
nay c6 kha nang trung hoa hoat tinh cta cac dich khang nguyén cta ching in vitro
va/hodc in vivo. Do d6, theo mot sb phuong an, protein gin két co thé duoc st dung
@& e ché hoat tinh khang nguyén, vi du, trong méi truong nudi cy té bao chira
khéng nguyén, & dbi tuong 13 con ngudi hodic & ddi twong dong vat cb vii ma cb
khang nguyén ma protein gén két phan Gmg ngang. Theo mdt phuong 4n khéc, sing
ché d& xuit phuong phép lam giam hoat tinh khing nguyén & ddi tuong 1 ngudi
hodc dong vét khong phai ngudi méc bénh hodc rdi loan trong d6 khéng nguyén la
¢6 hai. Theo cac phuong 4n khac nhau, protein gén két dwoc dé xuét trong ban md ta
ndy c6 thé duge ding cho d6i tuong 13 ngudi hodc dong vat khong phai ngudi dbi
v6i cac muc dich chin doan hodc diu tri (vi du, dé phat hién hodc didu tri bénh, nhu

bénh duoc dic trung béi su biéu hién bit thuong ctia VEGF va/hodc DLL4).

Nhu dugce st dung trong badn md t& ndy, thuat ngf “rbi loan trong d6 hoat tinh
khang nguyén 12 c¢6 hai” duoc du dinh dé bao gbm bénh va/hoic rdi loan khac trong
d6 su ¢6 mit cta khéang nguyén & dbi tuong méc rbi loan d3 duoc thé hién 13 hodc
duoc cho 12 ¢6 thé dap tmg ddi véi sinh Iy bénh cua rdi loan va/hodic nhan t6 ma gop
phan vao viée 1am cho rdi loan tdi t& hon. Do d6, réi loan trong d6 hoat tinh khdng

nguyén 13 c¢6 hai 13 r6i loan trong d6 viéc giam hoat tinh khang nguyén duoc mong
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doi @& 1am nhe bét céc tridu ching va/hodc su tién trién coa rbi loan. Cac rbi loan
nay c6 thé duoc ching minh, vi dy, bing viéc lam gia ting ndng d6 cia khang
nguyén trong dich sinh hoc ctia d6i tuong méic rdi loan (vi du, su gia ting vé ndng do
khang nguyén trong huyét thanh, huyét twong, hoat dich, v.v cta dbi twong). Céc vi
du khong han ché vé rdi loan ma c6 thé duoc diéu tri bang protein gin két duge dé
xut trong ban mo t4 ndy bao gdm céc rdi loan dugc mé ta dudi ddy va phan lién

quan dén dugc phdm bao gdm protein gin két.

Theo cac phuong 4n khac nhau, protein gin két DVD 1a httu ich 1am chét didu
tri dé 1am gia ting sw gan két véi khang nguyén gdy hai va/hodc phong bé mét cach
ddng thoi hai dich khang nguyén khéc nhau (DLL4 vi/hodc VEGF) lam ting cuong

higu qué/an toan va/hoic 1am ting tdng thé ctia ngudi bénh.

Ngoai ra, theo mot sé phuong 4n, DVD protein gén két dwoc d& xuét trong
ban mo ta ndy c¢6 thé dugc ding dé phan phéi hidu qua mé (vi du, huéng dich chit
danh diu mé va/hodc chit trung gian bénh dbi véi PK cuc bd duge ting cudng, do
d6 tao ra hidu qua cao hon va/hoic ddc t6 thip hon), bao gdbm vide phéan phéi trong
té bao (vi du, huéng dich DVD véi phan tir trong té bio). Theo mot sé phuong an,
protein gén két DVD ciing c6 thé ¢6 tac dung l1am protein mang d& phan phbi khéng
nguyén vao vi tri ddic hidu qua viée gin két véi epitop khong trung hoa ciia khang
nguyén d6 va cling lam gia tang chu ky ntra phéan rd ctia khang nguyén. Hon nita,
protein gan két DVD c6 thé duoc thiét k&, theo mot s6 phuong an, dé duge lién két
veé mit vat Iy véi thiét bi y t& duoc cdy ghép vao trong ngudi bénh hodc huéng dich
céc thiét bi y té nay (xem 4n phdm: Burke et al. (2006) Advanced Drug Deliv. Rev.
58(3): 437-446; Hildebrand et al. (2006) Surface and Coatings Technol. 200(22-23):
6318-6324; Drug/ device combinations for local drug therapies and infection
prophylaxis, Wu (2006) Biomaterials 27(11):2450-2467; Mediation of the cytokine
network in theimplantation of orthopedic devices, Marques (2005) Biodegradable
Systems in Tissue Engineer. Regen. Med. 377-397).
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A. Stk dung protein géin két & cdc bénh khdc nhau

Theo céc phuong an khac nhau, protein gin két dugce d& xuét trong ban mo ta
nay 1a hitu ich 1am phan tir diéu tri dé diéu tri cac bénh hoic rdi loan khéc nhau, vi
du cac bénh hoic rbi loan két hop véi su bidu hién c6 hai hodc mirc bidu hién cua
DLL4 va/hoic VEGF. Theo mét sb phuong an, mot hodc nhiéu protein gin két c6
thé dugc dimg dé chin doan, didu tri hodc 1am ting cudng lidu phap didu tri khéi u
va/hoidc ¢6 thé 13 c6 loi trong viée diéu tri bénh ung thu nguyén phét va/hoic di cin.
Theo c4c phuong 4n khéc nhau, mot hoic nhidu protein gén két ¢6 thé duge ding dé
chén doén, diéu tri hodc 1am ting cudng viée didu tri tinh trang bénh ung thw. Theo
céc phuong 4n khac, mot hodc nhiéu protein gin két c6 thé duge dung dé chin doan,
didu tri hodc lam ting cudng viée didu tri cta bat ky bénh hoic 161 loan khéac duogc
dic trung béi sy hinh thanh mach khéc thuomg (vi du, r8i loan min dich hodc viém
néi chung, lam lanh vét thuong). Theo céc phuong 4n khic nhau, viéc ding mot
ho#c nhidu protein gin két ddn dén gin két v6i VEGF va/hoic DLL4, ma c6 thé
trung hod hodc mit khac lam gidm ham lugng VEGF va/hodc DLL4 & ngudi bénh
méc tinh trang bénh dugc dic trung boi ham lugng VEGF va/hodc DLL4 qué mtec.

Khong nham gidi han sdng ché, cac thong tin hon nita vé mot so tinh trang

bénh duoc dé xuit.

1. Cdc réi loan ung thie

Liéu phap didu tri khang thé don dong da xuét hién nhu phwong thire didu tri
quan trong dbi v&i bénh ung thu (von Mehren et al. (2003) Annu. Rev. Med. 54:343-
69). Viée str dung khang thé dic hidu kép, nhu duoc boc 16 trong ban mo ta nay, ma
huéng dich hai chét trung gian gy ung thu riéng biét, ciing s& tao ra loi ich bd sung

so véi liéu phap dicu tri don.

Theo céc phwong 4n khic nhau, bénh ung thu ma cé thé dugc chan doan
va/hodc didu tri bang ché phim va phuong phap duoc dé xuét trong ban mo ta nay
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, bénh ung thu nguyén phat hozc di can, bénh
ung thu v, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu truc trang, bénh ung thu phdi, bénh
ung thu phdi t& bao khong nho, bénh ung thu tuyén, bénh ung thu hong miéng, bénh
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ung thu hdu du6i, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuyén
tuy, bénh ung thu gan, bénh ung thu tGi mat, bénh ung thu 6ng mat, bénh ung thu
rudt non, bénh ung thu dudng tiét nidu (bao gdm than, bang quang va dudng nidu),
bénh ung thu dudng sinh duc & nif giéi (bao gdm cb tir cung, tir cung va budng tring
cling nhu bénh ung thu ﬁhau va bénh 14 nudi phdi thoi ky thai nghén), bénh ung thu
dudng sinh dyc & nam gi6i (bao gdm tuyén tién liét, tai tinh dich, tinh hoan va bénh
ung thu t& bao mam), bénh ung thu tuyén ndi tiét (bao gdm tuyén giap, tuyén thuong
than va tuyén yén), bénh ung thu da, khdi u mach méu, khdi u 4c tinh, xacom (bao
gdm céc xacdm xuit hién tir xwong va md mém ciing nhu xacdm Kaposi), khdi u
ndo, thin kinh, mét va mang ndo (bao gém u bao hinh sao, u than kinh dém, u
nguyén bao dém, u nguyén bao vong mac, u ddy than kinh, u nguyén bao than kinh,
u t€ bao schwann va khdi u mang nio), khéi u rin xuit hién tir khéi u 4c tinh tao
huyét nhu bénh bach cdu, va ung thu mé bach huyét (ung thu méd bach huyét
Hodgkin va khéng Hodgkin), bénh ung thu da day, bénh ung thu bang quang, bénh
ung thu tuyén tién 1iét, bénh ung thu truc trang, khéi u 4c tinh tao huyét, bénh bach
cau, ung thu mo bach huyét, bénh thiéu betalipoprotein huyét, chimg xanh tim du
chi, cac quy trinh ky sinh c¢dp tinh va man tinh hodc l1dy nhiém, bénh bach cdu cip
tinh, bénh bach ciu nguyén bao bach huyét cip tinh (ALL), bénh bach ciu dang tuy
cap tinh (AML), ung thu mé bach huyét t& bao B, ung thu mé bach huyét Burkitt,
bénh bach cau tuy bao man tinh (CML), bénh bach ciu té bao bach huyét man tinh
(CLL), bénh ung thu biéu md dai truc tring, bénh bach ciu t& bao téc, bénh
Hodgkin, xacdm Kaposi, ung thu md bach huyét 4c tinh, u mo bao 4c tinh, khéi u ac
tinh, da u tuy, ung thu mé bach huyét khong Hodgkin, bénh ung thu bidu mé tuyén
tuy, hoi ching can ung thu/chimg ting canxi huyét 4c tinh, xacdm, khdi u rén, hodc
céc bénh ddc 1ap hodc phu thude vao sy hinh thinh mach khac bt ky dwoc dic trung
boi hoat tinh DLL4 hodc VEGF khac thuong.

Theo céc phuong 4n khac nhau, protein gin két DVD ma gin két DLL4
va/hodc VEG, hodc phin gin két khdng nguyén ctia né, duoc sir dung dé chan doan
va/hodc didu tri bénh ung thu va/hoic ngédn ngtra sy di can, khi dugc st dung riéng

hoic két hop véi liéu phap didu tri phong xa va/hodc cac chit hoa tri liéu khac.
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2. Thodi hod diém vang

Theo céc phuong 4n khic nhau, dugc phim va phuong phap dugc dé xuat
trong ban md t& nay cé thé duoc sit dung dé didu tri thoai hoa diém vang, bao
gdm thodi hoa diém vang (u6t) do tAn mach. Tho4i ho diém vang 1 tinh trang bénh
ma dén dén méat tAm nhin & trung tAm trudng nhin do tén hai vdng mac. Thoai hoa
diém vang (16t) do tin mach 12 do sy sinh trudng mach mau khac thuong, cudi ciing
din dén chay méu va ro i protein dudi diém vang ma c6 thé gy ra tén hai khong

thuén nghich cho co quan nhén kich thich 4nh séng.

Theo cic phuong an khac nhau, DVD ma gin két DLL4 va/hoic VEGF, hoic
phén gin két khang nguyén ctia n6, duoc sit dung dé chin doan va/hoic didu tri thoai

ho4 diém vang, khi duoc sir dung riéng hodc két hop véi chét diéu tri khéc.

3. Bénh ddi thdo dwong va bénh vong mac do ddi thdao duong

Bénh déi thdo duong typ 1 14 dang bénh dai thao dudng do viéc phd huy tu
mién dich ctia té bio beta tao ra insulin trong tuyén tuy. Viéc thiéu tiép theo insulin
din dén glucoza mau va niéu gia ting. Bénh vdng mac do dai thdo duong tham gia

vao viéc lam ton hai vong mac nhu bién chiing ctia bénh dai thao duong.

Bénh vong mac do dai thio dudng 13 két qua cla céc thay ddi nhé trong hé
mach ctia vdng mac ma 13 két qua cua viée chét t& bao ngoai mach do glyxerit huyét
qud mtc gdy ra va lam yéu thanh mach. Khi bénh tién trién, bénh vong mac do dai
thao duong khong ting sinh trAm trong budc vao giai doan tién trién ma & d6 mach
mau tang sinh. Néu khong diéu tri, mach méu méi ¢ thé bi chay méu, tim nhin mo
va gay ton hai tiép theo cho vong mac. Sy ting sinh mach soi ciing c6 thé gy ra viée
bong véng mac. Manh méu ting sinh ciing c¢6 thé duoc sinh truong thanh khoang
mit phia trudc va gy ra bénh ting nhan 4p do tAn mach.

Viéc dan truyén tin hiéu VEGF va DLL4 dugc cho 1a déng vai trd quan trong
trong vi€c lam trung gian r6i loan chirc ning ndi mac do dai thdo dudng va bénh
mach, bao gém tham gia vio sinh bénh hoc ctia bénh théan kinh va bénh vdng mac do
dai thao duong.J Exp. Med. 209(5): 1011-28 (2012); Nephrol. Dial.
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Transplant. 18 (8): 1427-1430 (2003); PNAS 109(27): E1868-77 (2012); coéng bd
patent M§ s6 20110189176 (Skokos et al). Do d6, VEGF va DLL4 c6 thé thé hién
céc dich hiéu luc d& chin doan va/hodc didu tri bénh dai thdo duong va/hoic bénh
vong mac do dai thdo dudng bing cach sir dung DVD cia séng ché (vi du, dé nhan
dang ham lwong huyét thanh va/hozc 1am thay ddi ham luong VEGF va/hoic DLL4
& ngudi bénh). Theo céc phuong 4n khac nhau, DVD ma gén két DLL4 va/hoic
VEGF, hoic phin gén két khang nguyén cia né, dugc sir dung dé chin doan va/hoic
diéu tri bénh dai thdo duong typ 1 vi/hodc bénh vong mac do dai thdo dudng, khi

dugc st dung riéng hodc két hop véi chét diéu tri khac.
4. Chirng xo vita dong mach

VEGF va DLL4 dugc cho 14 ¢6 lién quan dén sy tién trién chimg xo vita dong
mach. Circulation 98(20):2108-16 (1998); PNAS 109(27): E1868-77 (2012). Cu thé
13, sy biéu hién VEGF da duoc thé hién trong cac thuong tén do xo vita ddng mach &
dong mach vanh ciia ngudi, goi ¥ vai tro dbi véi VEGF trong sy tién trién chimg xo
vita ddng mach vanh clla ngudi, cling nhu trong qua trinh lam thong nghén & bénh
ngh&n dong mach vanh. Tuong tu, da chi ra ring su (e ché din truyén DLL4 bing
céch st dung khéng thé khang DLL4 trung hoa 1am gidm sy phat trién ctia chimg xo
vita ddng mach va lam giam sy voi hod mang bam. Do d6, ham luong VEGF va
DLL4 c6 thé 14 cac dich hiéu luc dé chin doan va/hodc didu tri chiing xo vita dong
mach béng céch sit dung DVD ciia séng ché (vi du, dé nhan dang ham luong huyét
thanh va/hodc lam thay d6i ham luong cua VEGF va/hodc DLL4 & ngudi bénh).
Theo céc phwong 4n khac nhau, DVD ma gin két DLL4 va/hoic VEGF, hodc phin
gin két khang nguyén cua né, dugc sir dung dé chin doan va/hoic didu tri chimg xo

vita dong mach, khi duoc st dung riéng hozc két hop véi chét diéu tri khac.

1L Duoc phém

Theo céc phuong 4n khéc nhau, duge phdm bao gdm mét hodc nhiéu protein
gén két, riéng hodc két hop véi chdt phong bénh, chét diéu tri va/hoic chit mang
duoc dung dwoc dé xudt trong ban mb ta niy. Theo cdc phwong an khic nhau, cac vi

du khong han ché vé sir dung dugc phim duoc boc 16 trong ban md ta nay bao gdm
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viéc chin doan, phat hi¢n va/hoac kiém tra rdi loan, ngan ngua, diéu tri, quan ly
va/hodc 1am giam rdi loan hodc mdt hodc nhidu triéu chimg cta né va/hoic trong
nghién ctru. Dugc phdm, riéng hodic két hop véi cac chit phong bénh, chét diéu tri
va/hodc chit mang duoc dung, 13 d3 duoc biét dén dbi v6i ngudi ¢6 hidu biét trung

binh trong linh vure ndy (c6ng bd patent M§ s6 20090311253 Al).

Theo cic phuong 4n khac nhau, dwoc phdm bao gdm mét hoic nhidu axit
amin, mdt hodc nhidu polysacarit va/hodc polysorbat, v protein gin két c6 mit &
nong d6 nam trong khoang tir 0,1 dén 100mg/ml, bao gdm cac diém cudi (vi du, tir
0,1 dén 10, tir 1 dén 10, tir .01 dén 50, tir 1 dén 50, tir 1 dén 100, tir 10 dén 100, tir 25
dén 100, tir 25 dén 50, hodc tir 50 dén 100mg/ml), khi duoc phdm c6 d6 pH nim
trong khoang tir 5,0 dén 7,0, bao gbém céc diém cudi (vi du, d6 pH khoang tir 5,0 dén
6,0, tir 5,5 dn 6,0, tir 5,0 d&én 6,5, tir 5,5 dén 6,5 hoic tir 6,0 dén 7,0). Theo mot sb
phuong 4n, protein géan két bao gdm chudi polypeptit thir nhét va thi hai, trong d6
mdi trong s& céc chudi polypeptit thir nhit va thir hai doc 1ap bao gdm VDI1-(X1)n-
VD2-C-(X2)n, trong d6 VDI 1a mién bién dbi thir nhit, VD2 13 mién bién dbi tha
hai, C 13 mién n dinh, X1 14 cdu lién két, X2 12 ving Fc, va n bang 0 hoic 1, trong
d6 mién VD1 trén chudi polypeptit thir nhit va thir hai tao thanh vi tri gén két dich
chirc nang thir nhat va mién VD2 trén chudi polypeptit thir nh4t va thi hai tao thanh
vi tr gén két dich chutrc ning thir hai. Theo mot phuong 4n, protein gén két bao gdbm
chudi polypeptit thi nhit bao gdm SEQ ID NO: 56 va chudi polypeptit thir hai bao
gdm SEQ ID NO: 64. Theo mét phuong 4n, protein gin két bao gdm chudi
polypeptit thir nhat bao gdm SEQ ID NO: 73 va chudi polypeptit thir hai bao gém
SEQ ID NO: 74. Theo m6t phuong 4n, it nhit mdt axit amin trong duoc phim la
histidin va c¢6 mit & ndng d6 nim trong khoang tir 10 dén 20mM, tir 10 dén 15mM,
tir 15 dén 20mM, hoic khoang 15mM. Theo mdt phwong 4n, it nhdt mot polysacarit
trong dugc pham 13 sucroza va c¢6 mit & ndng do ndm trong khoang tir 0 dén 8,0%
khéi luong/thé tich (khdi lwong/thé tich). Theo mot phwong an, polysorbat trong
duoc phédm 14 polysorbat 80 va & ndng d6 nim trong khoang tir 0 dén 0,06% khdi
lugng/thé tich. Theo mdt phuong 4n, it nhat mdt axit amin trong duoc phim 13

arginin va c6 mit & ndng d6 nim trong khoang tir 0 dén 1,5% khéi lwong/thé tich (vi
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du, tir 0,5 dén 1,5, tir 1,0 dén 1,5, hodc tir 0,5 dén 1,0 khdi lwong/thé tich). Theo mot
phuong 4n, protein gén két c6 mit trong duoc phdm & ndng do nim trong khoang tir
0,1 dn 100mg/ml, (vi du, khoang tir 1 dén 100mg/ml, hodc khoang tir 1 dén
15mg/ml, hodc khoang tir 1 dén 7,5mg/ml, hoic khoang tir 2,5 dén 7,5mg/ml, hoic
khoang tir 5 dén 7,5mg/ml, hodic khoang tir 25 dén 100mg/ml, hoic khoang tir 20 dén
60mg/ml, hodc khodng tir 25 dén 50mg/ml, hoic khoang 25mg/ml, hoic khoang
50mg/ml, ho#c khoang tir 0,1 dén 60mg/ml hodc khoang tir 0,1 dén 25mg/ml, hodc
khoéang tir 1,0 dén 60mg/ml, hodc khoang tir 0,5 dén 60mg/ml, hodc khoang tir 0,1
dén 2,0mg/ml, hodc khoang tir 0,5 dén 2,0mg/ml, hodc khoang tir 1 dén 5mg/ml,
hodc khoang tr 1 dén 7,5mg/ml, hodc khoang tr 1 dén 15mg/ml, hoic khoang
0,5mg/ml, hodc khodng 10mg/m).

Theo cic phuong 4n khéc nhau, duoc phidm 13 dugc phdm trong nuée, dugc
phdm dang déng kho hodc dugc phidm dang dong kho va khir hydrat . Theo mot
phuong 4n, dung dich hydrat ho4 13 dextroza va/hodc nude mudi (vi du, dextroza &
ndng dd khoang 5% khdi luong/thé tich va/hodc nude mudi & ndng d6 khoang 0,9%
khéi lwong/thé tich). Theo mot phuong an, dugc phdm bao gébm khoang 15mM
histidin, khoang 0,03% (khéi lwong/thé tich) polysorbat 80, khoang 4% (khdi
luong/thé tich) sucroza, va khoang tir 0,1 dén 25mg/ml protein gén két, hodc khoang
tir 1 dlén 15mg/ml protein gin két, va c6 d6 pH khoang 6, trong dé protein gin két
bao gbm SEQ ID NO: 56 va SEQ ID NO: 64 hoic SEQ ID NO: 73 va SEQ ID NO:
74. Theo mdt phuong 4n, protein gin két bao gdm h1A11.1-SL-Av. Theo mot
phuong an, protein gin két h1A11.1-SL-Av bao gdm ving Fc tir thé dot bién IgG1
LALA ctia ngudi. Theo mdt phuong 4n, dugc phdm con bao gdm it nhat mot chit bd

sung.

Theo cic phuong 4n khac nhau, duoc phdm dwoc st dung chira khoang
25mg/ml protein gén két (vi du, protein gén két bao gdm SEQ ID NO: 56 va SEQ ID
NO: 64 hodc SEQ ID NO: 73 va SEQ ID NO: 74), khodng 15mM histidin, 0,03%
polysorbat 80 (khdi lwong/thé tich, khéi luong/thé tich), 4,0% sucroza (khdi
lwong/thé tich), va d6 pH khoang 6,0. Theo mét sb phuong 4n, dugc phdm khong

bao gdm arginin. Theo mot sb phuong 4n, duge phadm thé hién d6 6n dinh lanh dong-
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tan gi4 duoc cai thién ngoai mong doi, d6 6n dinh duoc phdm dang 1éng va/hoic do
6n dinh dugc phdm dong khé, so véi cac duge phim khéc bao gdm cac thanh phan

hodc nong do khac.

Theo mot s§ phuong an, duge phdm duge mo ta trén ddy va chira protein gin
két bao gdbm SEQ ID NO: 56 va SEQ ID NO: 64, hoic bao gdm SEQ ID NO: 73 va
SEQ ID NO: 74, thé hién su cai thién ngoai mong doi v& kha ning bao ché. Vi dy,
duoc phém tranh dugc viée tao gel khong mong mudn hodc hinh thanh cc khdi két
tu & mirc cao khi duge Iuu trit & 5°C. Theo médt sb phuong 4n, duge phdm 14 6n dinh

trong céc diéu kién luu tri (5°C) va thic dy (40°C).

Céc phuong phap ding chit phong bénh hoic diéu tri bénh duge d& xuét trong
ban md ta nay bao gdém, nhung khdng chi giéi han &, ding qua dudng miéng, ding
ngoai dudng ti€u hod (vi du, trong da, trong co, trong mang bung, trong tinh mach va
dudi da), ding ngoai mang ctmg, ding trong khdi u, ding trong mang nhdy (vi du,
trong mili va dudng miéng) va dung qua phdi (vi du, hop chit sol khi dugc dung
bang dung cu xdng hoic sol khi). Viéc bao ché dugc phim d& ding cho dudng ding
cu thé va vét lidu va k§ thuét can thiét cho cac phuong phap ding khac nhau 13 sin
c6 va dd duoc biét dén ddi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vue niy (cong

bd patent M§ s6 20090311253 Al).

Theo cic phuong 4n khic nhau, ché d6 lidu ¢6 thé dugce didu chinh dé tao ra
dap tmg mong mudn t6i wu (vi du, dap Gng didu tri hodc phong bénh). Vi dy, trong
tinh mach liéu cao don 1& duoc dung, vai lidu duoc chia cé thé duoc dung theo thoi
gian hodc lidu c6 thé duoc gidam theo ty 1€ hoac tang nhu dugc chi dinh béi tinh trang
khin cép cua trudng hop didu tri. Theo mot sé phuong 4n, dugc phdm ding ngoai
duong tiéu hoa duge bao ché & dang lidu don vi & d& dang dung va tinh déng nhét
ctia lidu. Thuat ngtt “dang lidu don vi” dung dé chi cac don vi rdi rac v& mit vat ly
thich hop nhu céc lidu don vi cho dbi twong dong vét ¢6 vi s& duoe didu tri; mdi don
vi chirta luong hoat chit dinh trude duge tinh todn dé tao ra hidu qua diéu tri mong

mubn khi két hop véi chit mang duoc dung duge doi hoi.

Khoang khoéng han ché léy lam vi du dbi véi lugng hitu hiéu vE& mit diéu tri

hodc phong bénh cua protein gin két duoc dé xuit trong ban mb ta nay 1 khoang tir

-78-



30535

0,1 dén 100mg/kg, (vi du, khoang tir 0,1 dén 0,5, tir 0,1 dén 1, tir 0,1 dén 10, tir 0,1
dén 20, tir 0,1 dén 50, tir 0,1 dén 75, tir 1 dén 10, tr 1 dén 15, tr 1 dén 7,5, tr 1,25
dén 15, tir 1,25 dén 7,5, tir 2,5 dén 7,5, t 2,5 dén 15, tir 5 dén 15, tr 5 d&én 7.5, tir 1
dén 20, tir 1 dén 50, tlr 7 dén 75, tlr 1 dén 100, tir 5 dén 10, tir 5 dén 15, tir 5 dén 20,
tlr 5 dén 25, tir 5 dén 50, tir 5 dén 75, tlr 10 dén 20, tir 10 dén 50, tir 10 dén 75, hodc
tir 10 dén 100 mg/kg, hoic ndng do bit ky ndm giita cac khoang nay). Theo mot sb
phuong 4n, protein gén két c6 mit trong duge phim & ndng do hitu hidu v& mat didu
tri vi du, ndng d6 khoang tir 0,1 dén 100mg/ml (vi du, khoang tir 0,1 dén 0,5, tir 0,1
dén 1, tir 0,1 dén 10, tir 0,1 dén 20, tir 0,1 dén 50, tir 0,1 dén 75, tr 1 &én 10, tir 1 &én
20, tir 1 dén 50, tir 1 dén 75, tir 1 dén 100, tir 5 dén 10, tr 5 dén 15, tr 5 d&én 20, tr 5
dén 25, tir 5 dén 50, tir 5 dén 75, tir 10 dén 20, tir 10 dén 50, tir 10 dén 75, hodc tir 10
dén 100mg/ml, hodc ndng dd bit ky ndm gifta cac khoang niy). Luu ¥ rang tri s6 liéu
c6 thé thay ddi v6i loai va/hodic mic tram trong ca tinh trang bénh s& duge giam
gidm. Nén dugc hiéu hon nita rﬁng d6i v6i dbi tuong cu thé bat ky, céc ché do lidu
cu thé c¢6 thé dugce diu chinh theo thdi gian theo nhu ciu ca nhan va/hodic phan
quyét chuyén nghiép cta ngudi ding hodc gidm st viée ding duge phidm va céc
khoang liéu dugc dua ra trong ban md ta nay chi 14y 1am vi du va khéng duge du

dinh 1am gi6i han pham vi hodc thuc tién ctia duoc phém da néu.

1V, Diéu tri phéi hop

Theo céc phuong 4n khéc nhau, protein gén két duge d& xut trong ban mo ta
nay cling c¢6 thé duoc diung riéng hoic két hop véi mdt hodc nhiéu chét diéu tri bd
sung duogc sir dung dé didu tri bénh hodc rdi loan, vi du, bénh hodc rdi loan két hop
v6i sur biéu hién hodc muc biéu hién c6 hai cia DLL4 vi/hoic VEGF. Theo mét s6
phuong 4n, mot hogic nhiéu protein gin két ¢6 thé duge ding két hop véi mét hodc
nhidu chit diéu tri & chdn doan, didu tri hodc 1am ting cudng diéu tri khang khdi u
va/hodc didu tri bénh ung thu nguyén phét va/hodc di cin. Theo cdc phwong én khac
nhau, mot hodc nhiéu protein gén két c6 thé dugce ding két hop v6i mot hode nhiéu
chit diéu tri dé chén doén, didu tri hodc lam ting cudng vide diéu tri dbi véi tinh
trang bénh ung thu. Theo cic phuong an khéc, mdt hodc nhiéu protein gén két c6 thé

dugce dung két hop véi mot hodc nhiéu chat di€u tri d€ chan doan, dicu tri hodc lam
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tdng cudng viéc didu tri cta bit ky bénh hoic 1di loan khéc dugc dic trung boi su
hinh thanh mach khéac thuong (vi du, cac rdi loan tu midn dich va viém néi chung,
lam lanh vét thuong). Theo cic phwong 4n khic nhau, viéc ding mot hodc nhiéu
protein gén két két hop v6i mot hoc nhiéu chat diéu tri din dén trung hoa hoic 1am
giam ham luong VEGF va/hodc DLL4 & ngudi bénh méc tinh trang bénh duoc dic
trung boi ham lugng VEGF va/hodc DLL4 qua mue, cling nhu cac thay ddi diéu tri

khac 1a két qua ctia viéc diing protein gan két va/hodc mgt hodc nhiéu chat dicu tri.

Theo cac phuong an khac nhau, mdt hodc nhidu chét didu tri bd sung duoc
chon bai ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy cho muc dich dwgc du
dinh. Vi du, chét bd sung c6 thé 1a chét didu tri duoc nhén biét trong linh vuc nay 14
hiru ich dé didu tri bénh ung thu. Liéu phap didu tri td hop ciing c6 thé bao gom

nhiéu hon mot chat bo sung, vi dy, hai, ba, bon, ndm chat bd sung hodc nhi¢u hon.

Theo céc phuong 4n khac nhau, chit diéu tri két hop bao gdm, nhung khong
chi gi6i han &, chét chéng hinh thanh mach, chét chdng tao hinh, liéu phép diéu tri
phéng xa, liéu phép hoa hoc tri lidu nhu chit alkyl hoa ADN, cisplatin, carboplatin,
chét khang tubulin, paclitaxel, docetaxel, taxol, doxorubicin, gemcitabin, gemzar,
anthracyclin, adriamycin, chét e ché topoisomeraza I, chit (rc ché topoisomeraza II,
5-flouracil (5-FU), leucovorin, irinotecan, chit (¢ ché thu thé tyrosin kinaza (vi du,

erlotinib, gefitinib), vda ARN can thiép nhd.

Céc vi du khong han ché v& chét hod tri liéu ma protein gén két duwoc dé xuét
trong ban mo ta nay c¢6 thé két hop bao gdm céc chét sau ddy: axit 13-cis-Retinoic;
2-CdA; 2-Clodeoxyadenosin; 5-Azacitidin; 5-Flouracil; 5-FU; 6-Mercaptopurin; 6-
MP; 6-TG; 6-Thioguanin, Abraxan; Accutane®; Actinomycin-D; Adriamycin®;
Adrucil®; Afinitor®; Agrylin®; Ala-Cort®; Aldesleukin; Alemtuzumab; ALIMTA;
Alitretinoin; Alkaban-AQ®; Alkeran®,; Axit All-transretinoic; Alpha Interferon;
Altretamin; ‘Amethopterin; Amifostin, Aminoglutethimit; Anagrelit; Anandron®;
Anastrozol;  Arabinosylxytosin; Ara-C  Aranesp®; Aredia®; Arimidex®;
Aromasin®; Arranon®; Arsen Trioxit; Arzerra™; Asparaginaza; ATRA; Avastin®;
Azacitidin; BCG; BCNU; Bendamustin; Bevacizumab; Bexaroten, BEXXAR®;

Bicalutamit; BiCNU; Blenoxane®; Bleomycin; Bortezomib; Busulfan; Busulfex®;
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C225; Canxi Leucovorin; Campath®; Camptosar®; Camptothecin-11; Capecitabin;
Carac™; Carboplatin; Carmustin; Chét xép Carmustin; Casodex®; CC-5013; CCI-
779; CCNU; CDDP; CeeNU, Cerubidine®; Cetuximab; Chlorambucil; Cisplatin;
Nhén t§ Citrovorum; Cladribin; Cortison; Cosmegen®; CPT-11; Xyclophosphamit;
Cytadren®; Cytarabin;, Cytarabin Liposomal; Cytosar-U®; Cytoxan®; Dacarbazin;
Dacogen; Dactinomycin; Darbepoetin Alfa; Dasatinib; Daunomycin; Daunorubicin;
Daunorubicin Hydroclorua; Daunorubicin Liposomal; DaunoXome®; Decadron;
Decitabin; Delta-Cortef®; Deltasone®; Denileukin; Diftitox; DepoCyt™;
Dexamethason; Dexamethason Axetat; Dexamethason Natri Phosphat; Dexason;
Dexrazoxan, DHAD; DIC; Diodex; Docetaxel; Doxil®; Doxorubicin; Doxorubicin
Liposomal; Droxia™; DTIC; DTIC-Dome®; Duralone®; Efudex®; Eligard™;
Ellence™; Eloxatin™; Elspar®; Emcyt®; Epirubicin; Epoetin Alfa; Erbitux;
Erlotinib; Erwinia L-asparaginaza; Estramustin; Ethyo;l Etopophos®; Etoposit;
Etoposit Phosphat; Eulexin®; Everolimus; Evista®; Exemestan; Fareston®;
Faslodex®; Femara®; Filgrastim; Floxuridin, Fludara®, Fludarabin; Floplex®;
Flouracil; Flouracil (kem); Fluoxymesteron; Flutamit; Axit Folinic; FUDR®;
Fulvestrant; Gefitinib; Gemcitabin; Gemtuzumab ozogamicin; Gemzar; Gleevec™;
Chét xép Gliadel®; GM-CSF; Goserelin; Yéu td kich thich khuén lac bach ciu hat
(G-CSF); Yéu t6 kich thich khuén lac dai thuc bdo bach cdu hat (G-MCSF);
Halotestin®; Herceptin®; Hexadrol; Hexalen®; Hexametylmelamin, HMM;
Hycamtin®; Hydrea®; Hydrocort Axetat®; HydroCortison; HydroCortison Natri
Phosphat; HydroCortison Natri Suxinat; Hydrocorton Phosphat; Hydroxyure;
[britumomab; Ibritumomab Tiuxetan; Idamycin®; Idarubicin Ifex®; Interferon-
alpha; Interferon-alpha-2b (Tiép hop PEG); Ifosfamit; Interleukin-11 (IL-11);
Interleukin-2 (IL-2); Imatinib mesylat; Imidazol Carboxamit; Intron A®; Iressa®;
Irinotecan; Isotretinoin; Ixabepilon; Ixempra™; KADCYCLA®; Kidrolaza (t)
Lanacort®; Lapatinib; L-asparaginaza; LCR; Lenalidomit; Letrozol; Leucovorin;
Leukeran; Leukine™; Leuprolit; Leurocristin; Leustatin™; Liposomal Ara-C;
Liquid Pred®; LoMustin; L-PAM; L-Sarcolysin; Lupron®; Lupron Depot®;
Matulane®; Maxidex; Mechlorethamin; Mechlorethamin Hydroclorua; Medralone®;
Medrol®; Megace®; Megestrol; Megestrol Axetat; Melphalan; Mercaptopurin;
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Mesna; Mesnex™; Methotrexate; Methotrexate Natri; Metylprednisolon;
Meticorten®; Mitomycin, Mitomycin-C; Mitoxantron M-Prednisol®; MTC; MTX;
Mustargen®; Mustin; Mutamycin®; Myleran®; Mylocel™; Mylotarg®;
Navelbine®; Nelarabin; Neosar®; Neulasta™; Neumega®; Neupogen®; Nexavar®;
Nilandron®; Nilotinib; Nilutamit; Nipent®; Nitrogen Mustard Novaldex®;
Novantron®; Nplat; Octreotit; Octreotit Axetat; Ofatumumab; Oncospar®;
Oncovin®; Ontak®; Onxal™; Oprelvekin; orcapred®; orcasone®; Oxaliplatin;
Paclitaxel; Paclitaxel Protein—gén két; Pamidronat; Panitumumab; Panretin®;
Paraplatin®; Pazopanib; Pediapred®; PEG Interferon; Pegaspargaza; Pegfilgrastim;
PEG-INTRON™; PEG-L-asparaginaza, PEMETREXED; Pentostatin; Phenylalanin
mu tac; Platinol®; Platinol-AQ®; Prednisolon; Prednison; Prelone®; Procarbazin;
PROCRIT®; Proleukin®; Prolifeprospan 20 véi mo ghép Carmustin; Purinethol®;
Raloxifen; Revlimid®; Rheumatrex®; Rituxan®; Rituximab; Roferon-A®;
Romiplostim; Rubex®; Rubidomycin Hydroclorua; Sandostatin®; Sandostatin
LAR®; Sargramostim; Solu-Cortef®; Solu-Medrol®; Sorafenib; SPRYCEL™; STI-
571; Streptozocin; SU11248; Sunitinib; Sutent®; Tamoxifen Tarceva®; Targretin®;
Tasigna®; Taxol®; Taxotere®; Temodar®; Temozolomit Temsirolimus; Teniposit;
TESPA; Thalidomit; Thalomid®; TheraCys®; Thioguanin; Thioguanin Tabloid®;
Thiophosphoamit; Thioplex®; Thiotepa; TICE®; Toposar®; Topotecan; Toremifen;
Torisel®; Tositumomab; Trastuzumab; Treanda®; Tretinoin; Trexall™; Trisenox®;
TSPA; TYKERB®; VCR; Vectibix™; Velban®; Velcade®; VePesid®; Vesanoid®;
Viadur™; Vidaza®; Vinblastin; Vinblastin Sulfat; Vincasar Pfs®; Vincristin;
Vinorelbin; Vinorelbin tartrat; VLB; VM-26; Vorinostat; Votrient; VP-16; Vumon®;
Xeloda®; Zanosar®; Zevalin™; Zinecard®; Zoladex®; Axit Zoledronic; Zolinza;

hodc Zometa®.

Theo mdt phuong 4n, protein gén két duoc dé xudt trong ban md ta ndy duoc
str dung két hop v6i mét hodc nhidu trong s6: Temozolomit®, irinotecan, leucovorin,
5-FU, gemcitabin, va paclitaxel. Theo mdt phuong 4n, protein gén két h1A11.1-SL-
Av dugc st dung Kkét hop véi mdt hodc nhiéu trong s6: Temozolomit®, irinotecan,

leucovorin, 5-FU, gemcitabin, va paclitaxel.
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Theo cac phuong 4n khac nhau, protein gén két dwoc dé xudt trong ban md ta
ndy ciing ¢ thé duge két hop v6i mot tac nhan, nhu methotrexat, 6-MP, azathioprin
sulphasalazin, mesalazin, olsalazin cloquinin/hydroxycloquin, pencillamin,
aurothiomalat (trong co va qua dudng miéng), azathioprin, cochicin, corticosteroit
(qua dudng miéng, x6ng va tiém cuc bd), chit chu van thu thé gay tiét adrenalin
beta-2 (salbutamol, terbutalin, salmeteral), xanthin (theophyllin, aminophyllin),
cromoglycat, nedocromil, ketotifen, ipratropium, oxitropium, xyclosporin, FK506,
rapamyxin, mycophenolat mofetil, leflunomit, NSAID, vi du, ibuprofen,
corticosteroit nhu prednisolon, chdt tc ché phosphodiesteraza, chit chii vén
adensosin, chit khang huyét khéi, chit e ché bd sung, chét gdy tiét adrenalin, chét
ma can try viéc din truyén bdi xytokin tién viém nhuw TNF-a hodc IL-1 (vi du,
IRAK, NIK, IKK , p38 hodc chit trc ché MAP kinaza), chit (rc ché enzym chuyén
ho4 IL-1B, chét rc ché enzym chuyén hod TNFo, (TACE), chét (rc ché din truyén té
bdo T nhu chit tc ché kinaza, chit tc ché proteinaza kim loai, sulfasalazin,
azathioprin, 6-mercaptopurin, chit &c ché enzym chuyén hod angiotensin, thu thé
xytokin ¢ thé hoa tan hodc dan xudt ctia né (vi du, thu thé p55 hoic p75 TNF c6 thé
hoa tan hoic din xudt p7STNFRIgG (Enbrel™) hoic p55TNFRIgG (Lenercept),
SIL-1RI, sIL-1RII, sIL-6R), xytokin chéng viém (vi du, IL-4, IL-10, IL-11, TL-13 va
TGFB), celecoxib, axit folic, hydroxycloquin sulfat, rofecoxib, etanercept,
infliximab, naproxen, valdecoxib, sulfasalazin, metylprednisolon, meloxicam,
metylprednisolon Axetat, vang natri thiomalat, aspirin, triamcinolon acetonit,
propoxyphen napsylat/apap, folat, nabumeton, diclofenac, piroxicam, etodolac,
diclofenac natri, oxaprozin, oxycodon hcl, hydrocodon bitartrate/apap, diclofenac
natri/misoprostol, fentanyl, anakinra, thé tai to hop & ngudi, tramadol hcel, salsalat,
sulindac,  cyanocobalamin/fa/pyridoxin, acetaminophen, alendronat natri,
prednisolon, morphin sulfat, lidocain Hydroclorua, indomethacin, glucosamin
sulf/chondroitin, amitriptylin hcl, sulfadiazin, oxycodon hcl/acetaminophen,
olopatadin hcl, misoprostol, naproxen natri, omeprazol, xyclophosphamit, rituximab,
IL-1 TRAP, MRA, CTLA4-IG, IL-18 BP, khang IL-18, khang IL15, BIRB-796,
SCIO-469, VX-702, AMG-548, VX-740, Roflumilast, 1C-485, CDC-801, hodc
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Mesopram. Theo m6t sé phuong 4n, cac t& hop c6 thé bao gdm methotrexat hodc

leflunomit va xyclosporin.

Theo mot s6 phuong 4an, duge phidm duwge dé xuit trong ban md ta nay c6 thé
bao gdbm “lwong hitu hidu vé mit didu tri” hodc “lugng hitu hiéu vé mit phong bénh”
ctia protein gin két dugc d& xudt trong ban mé ta nay. “Luong hiru hiéu vé& mit diéu
tri” ding dé chi luong hitu hiéu, & liéu va trong khoang thdi gian cin thiét, dé dat
dwoc két qua didu tri mong mudn. Luong hitu hidu vé mit didu tri cta protein gin
két c6 thé duge x4c dinh béi ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong linh vuc ndy va cé
thé thay d6i theo céc yéu t§ nhu tinh trang bénh, tudi, gidi tinh va thé trong clia c4
thé va kha ning cia protein gin két dé gy ra dép ing mong mudn & c4 thé. Lugng
hitu hiéu vé mit didu tri cling 1a lugng trong d6 cac dung doc hodc co hai bét ky cua
khang thé hoic phin gin két khang nguyén, c¢6 tic dung nhidu hon theo hidu qua cé
loi vé mat didu tri. “Luong hitu hi¢u vé mét phong bénh” dung dé chi luong hitu
hidu, & lidu va trong khoang thdi gian cn thiét, & dat duoc két qua phong bénh
mong mudn. Thong thudng, khi lidu phong bénh dugc st dung & d6i tuong trude
hoic & giai doan bénh sém hon, lvong hitu hiéu v& mit phong bénh s& nhé hon

lugng hitu hiéu vé mat diéu tri.

V. Chén dodn

Séng ché cling d& xuét céc tng dung chén doan, bao gém, nhung khong chi
giéi han &, phuong phap thir nghiém chén doén bing cach st dung mot hoic nhidu
protein gén két, kit chdn do4n chira mot hoic nhiéu protein gén két, va phuong phap
va kit dé sir dung trong cac hé tu dong va/hodc ban tu dong. Theo mot sb phwong 4n,
phuong phép va kit c6 thé dugc ding trong viée phét hién, kiém tra va/hodc didu tri

bénh hoic rdi loan & cé thé.
A. Phuong phap thir nghiém
Theo cac phuong 4n khac nhau, cac phuong phap duoc dé xuit dé xac dinh su

c6.mdt, lugng va/hodc nong dd cua it nhat mdt chat phén tich hodc méanh cta no,

trong mau thtr nghiém bing cich sit dung it nhit mot protein gin két. Cac thi
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nghiém 14y 1am vi du bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, thir nghiém mién dich

va/hodc phuong phap ding phép do phd khéi.

Vi du, thtr nghiém mién dich dugc d& xuit boi sang ché c6 thé bao gdm thir
nghiém mién dich xing-duych, thir nghiém phéng xa mién dich (RIA), thir nghiém
mién dich enzym (EIA), thir nghiém hip thu midn dich lién két enzym (ELISA), thir
nghiém mién dich Grc ché canh tranh, thtr nghiém mién dich phan cyc huynh quang
(FPIA), cac k§ thuat thir nghiém mién dich da enzym (EMIT), truyén niang lwong
cdng hudng phat sang sinh hoc (BRET) va thr nghiém phat sang hod hoc tuong

ddng, trong s cac thir nghiém khac.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phép xéc dinh sy ¢6 mit, lugng hoc ndng
d6 ctia mot hodc nhidu khéang nguyén, hodc manh ciia né, trong miu thir nghiém 1a
duoc @& xudt, trong d6 mét hodc nhidu khang nguyén hoic manh cta né 13 DLL4
va/hoic VEGF. Phuong phép bao gdm viéc thir nghiém méu thtr nghiém ddi véi
khéang nguyén, hoic manh cta nd, bang thir nghiém mién dich. Thir nghiém mién
dich (i) dung it nh4t mot protein gin két va it nhit mot chit danh déu c6 thé phat
hién va (ii) bao gdm so sanh tin hiéu dugc tao ra béi chat danh ddu c6 thé phat hién
dung 1am chi d4u truc tiép hodc gian tiép cho biét su c6 mit, lwong hodc ndng d6 ctia
khang nguyén, hodc manh cua nd, trong mau thir nghiém véi tin hidu duoc sinh ra
ding 1am chi d4u truc tiép hozc gian tiép cho biét su c6 mit, luong hodc ndng do cia
khang nguyén, hodc manh ctia né, trong miu déi ching hoic miu hidu chinh. Mau
hiéu chinh tuy ¥ 1& mdt phén ciia dy céc mau hidu chinh ma mdi trong s cac mau
hidu chinh khéc vé6i cac mAu hidu chinh khéc trong diy theo ndng d6 khang nguyén,
hodc manh ctia n6. Phuong phap ¢6 thé bao gdm (i) cho miu thir nghiém tiép xtc véi
it nhit mot chét bit gitt, ma gén két v6i epitop trén khang nguyén, hosic manh clia
n6, dé tao thanh phic hé bao gém chat bét gilt va khdng nguyén hoic manh ctia né
(ii) cho phirc hé bao gdm chét bét gitr va khang nguyén hoic manh cta né tiép xic
v6i it nhat mot chit phat hién, ma bao gdm chit danh déu c6 thé phat hién va gén két
v6i epitop trén khang nguyén, hoic méanh ciia n6, ma khong dugc gin két boi chét
bt gift, d8 tao thanh phic hé phat hién va (iii) x4c dinh sy c¢6 mit, lugng hoic ndng

dod cua khang nguyén, hodc manh ciia no, trong mau thtr nghiém dya trén tin hi¢u
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dugc sinh ra boi chit danh déu cé thé phat hién trong phtic hé phat hién dugc tao
thanh trong (ii), trong d6 it nhit mot chét bit gitt va/hodc it nhit mot chat phat hién

14 it nh4t mdt protein gén két.

Theo cach khac, theo mdt sb phuong an, phuong phép xéc dinh sy cé mat,
luong hodc ndng d6 cua mdt hodc nhidu khang nguyén, hodc méanh cla no, trong
mAu thtr nghiém c6 thé bao gdm (i) cho mAu thir nghiém tiép xtc véi it nhat mot chat
bt gift, ma gén két véi epitop trén khang nguyén, hodc manh clia nd, dé tao ra phtc
hé bao gdm chét bit gift va khang nguyén hoic manh ctia n6 va theo cach dong thoi
hoic theo trinh tu, theo thi¥ tur, cho mau thir nghiém tiép xuc véi khang nguyén dugce
danh déu theo cach phat hién hodc manh ctia nd, ma c¢6 thé canh tranh véi khéng
nguyén bit ky hodc méanh ciia nd, trong mau thir nghiém dé gén két véi it nhit mot
chit bat gift, trong d6 khdng nguyén bt ky hodic méanh clia né, cé mit trong miu thir
nghiém va khang nguyén duoc danh déu theo cach phat hién canh tranh v6i nhau dé
tao thanh phtrc hé phat hién va (ii) xac dinh sy c6 mat, luong hodc néng dd cta
khang nguyén, hodc manh ctia né, trong mau thir nghiém dwa trén tin hidu dugc sinh
ra boi chit danh ddu c6 thé phat hién trong phtic hé phat hién duoc tao thanh trong
(i), trong d6 it nhit mot chat bat gif 1a it nhit mot protein gin két va trong dé tin
hidu duogc sinh ra boi chat danh ddu c6 thé phat hién trong phitc hé phat hién bt gitt
1a ty 1€ nghich véi lugng hodc néng do cua khang nguyén hoac manh cia no, trong

mAu thir nghiém.

Theo cac phuong 4n khac nhau, mau thir nghidm c6 thé 13 tir ngudi bénh,
trong truomg hop ma phuong phap con cé thé bao gbm vide chin doén, tién doan,
hodc danh gia hidu qua cta viée diéu tri/phong bénh ctia ngudi bénh. Néu phuong
phap con bao gbm danh gia hidu qua cua viée diéu tri/phong bénh ctia ngudi bénh,
phuong phép tuy v con bao gdm bude cai bién vide diéu tri/phong bénh cta ngudi
bénh néu can dé cai thién hiéu qua. Phuong phép c6 thé duoc 1am thich Gng dé st
dung trong hé théng tw déng hoic hé théng ban tw déng. Do d6, phwong phap duoc
md ta trong ban md ta ndy ciing ¢6 thé duoc st dung dé xac dinh néu dbi tuong c6
hodc & nguy co phat trién bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh di néu. Cu thé 13,

phuong phép c6 thé bao gdm céc bude:

-86-



30535

(a) xac dinh ndng d6 hodc lugng mdt hodc nhidu chit phén tich hoic méanh
clia n6, trong mau thir nghiém tir d6i twong (vi du, str dung phuong phap duge mé ta
trong ban md ta nay, hodc phuong phap da duoc biét dén trong linh vuc nay); va (b)
so sanh ndéng dd hoic Iugng (cic) chét phén tich, hojic (cic) méanh cia nd, nhu duge
xéc dinh & budc (a) véi luong dinh trude, trong d6, néu ndng do hodc luong (cac)
chét phan tich duoc x4c dinh & bude (a) 14 t6t hon so v6i lugng dinh trude, thi dbi
tuong duge x4c dinh 13 khong ¢6 hodc & nguy co dbi véi bénh, rdi loan hodc tinh
trang bénh d4 néu. Tuy nhién, néu ndng d6 hoic lwong (cac) chit phan tich dugc xéc
dinh & bude (a) 1a khong t6t hon so véi ndng d6 dinh trude, thi dbi trong duoc xac

dinh 14 ¢6 hodc & nguy co ddi v6i bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh da néu.

Ngoai ra, duge dé xudt trong ban mé ta ndy 14 cdc phuwong phép kiém tra sy
tién trién ctia bénh & d6i tuong. Theo mot s6 phwong 4n, phuong phap bao gdm cac

budc:

(a) x4c dinh ndng d6 hodc luong trong mau thir nghiém tir di tvong chira mot

hozc nhiéu (c4c) chit phan tich;

(b) x4c dinh ndng d6 hoic luong (cac) chit phan tich trong mAu thir nghiém

sau tir cing doi tugng; va

(c) so sanh ndng d6 hodc lwong (cac) chit phan tich nhu dwoc xac dinh &
bude (b) véi ndng d6 hodc lugng (cac) chét phan tich duge x4c dinh & bude (a),
trong d6 néu ndng dd hoic lugng duoc xac dinh & bude (b) 1a khong d6i hodc tét hon
so véi néng d6 hoidc lugng duge xac dinh & bude (a), thi bénh & dbi tugng duogc xac
dinh d3 bi tiép tuc, tién trién hodc trd nén x4u. Bing cach so sanh, néu ndng dd hoic
lugng nhu duge xdc dinh & budc (b) 14 t6t hon khi so v6i ndng d6 hodc luong nhu
duge xac dinh & budce (a), thi bénh ¢ ddi twong dwoc xac dinh d bi gian doan, hdi
quy hodc duogc cai thién.

Tuy ¥y 13, phuong phap kiém tra su tién trién ciia bénh con bao gdm viée so
sanh ndng d6 hodc luong (cac) chét phén tich nhu dugc x4c dinh & budce (b), vi du,
v6i ham luong dinh truée. Hon nita, tuy ¥ phuong phap bao gdm viée diéu tri di

tuong bang mdt hodc nhidu dwogc pham trong khoang thdi gian xem lidu viée so sanh
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c6 thé hién rang ndng d6 hodc Iugng (cac) chit phan tich nhu duoc x4c dinh & bude

(b), vi du, duoc thay dbi theo cach tdt hon so v6i ham lugng dinh trude.

Theo mdt sd phuong an, su ¢6 mit, lwong hoic ndéng d6 ctia chit phan tich
ho#ic manh ctia né duge phat hién trong miu bang cach sir dung chit danh ddu c6 thé
phat hién nhu chit danh diu phét sing hod hoc (hop chét acridini). Theo mdt sb
phuong 4n, tin hiéu quang héa ma duogc sinh ra ¢6 thé dwoc phét hién bang cach st
dung céc k§ thuat khong thudng da duoc biét dén dbi véi ngudi cé hidu biét trung
binh trong linh vuc nay. Dya trén cudng d6 tin hi¢u dugc sinh ra, lugng hodc ndng
d6 cta chét phan tich trong miu c6 thé duoc dinh luong. Cu thé 13, theo mot s6
phuong 4n, lugng chét phan tich trong méu cé thé ty 18 véi cuong do cua tin hidu
duoc sinh ra. Theo mot sb phwong 4n, lwong chat phan tich ¢é mit c¢6 thé duoc dinh
lwong bang céch so sanh luong anh sang dugc sinh ra véi duong cong tidu chudn ddi
v6i chit phan tich hodc bing viéc so sanh v&i chit chuin tham chiéu hozic chit hidu
chinh. Pudng cong tiéu chuin cé thé dugc sinh ra bang céch st dung dung dich pha
lodng theo ddy ndng dd hodc dung dich ¢6 ndng dd da biét ciia chat phan tich bang
phép do phd khéi, phwong phap do trong luc va cac k§ thuat khac di duoc biét dén

trong linh vuc nay.

Thong thudng, thir nghiém mién dich chit phén tich ¢6 thé duoc thuc hién
bing céch sir dung dang bt ky d& duoc biét dén trong linh vuc nay, nhu, nhung
khong chi giéi han &, dang xing-duych. Vi du, trong thir nghiém mién dich, mét
hodc nhiéu protein gin két c6 thé duogc sit dung dé bt gitt chét phan tich (hoic manh
clia nd) trong mau thir nghiém (c4c protein gin két nay thuong duoc goi 1a protein
ghn két “bit gifi”) va mdt hodc nhiéu protein gin két c6 thé duge sir dung dé gin két
chét danh ddu c¢6 thé phét hién (cu thé 13, c6 thé dinh luong) véi xing-duych (protein
gén két thuomg duoc goi 14 protein gin két “phat hién”, “thé tiép hop” hodc “cic thé
tiép hop”). Do d6, trong ngft canh vé& dang thir nghiém mién dich xang-duych 14y
1am vi du, DVD (ho#c ménh, bién thé hodc manh bién thé ctia né) nhu dugc mb ta
trong ban mo ta ndy c¢6 thé duoc st dung nhu protein gén két bét gift, protein gan két
phét hién hodc cd hai. Vi du, DVD c¢6 mién th@t nhit ma cé thé gén két epitop trén

chit phan tich thir nhit (hoic manh cta nd) va mién thir hai ma c6 thé gén két epitop
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trén chit phan tich thir hai (hoic manh ctia n6) ¢6 thé dugc st dung nhu protein gin
két bét gitt va/hodc phét hién d& phat hién va tuy y dinh luong, mot hodc nhidu chét
phéan tich (vi du, DLL4 va/hodc VEGF). Trong vi du khéc, viéc ding DVD ¢6 céc i
Iwc khac nhau ndm trong thir nghiém xing-duych c¢6 thé tao ra loi ich mong muédn.
Trong ngit canh vé thir nghiém mién dich nhu dwoc md ta trong ban md ta nay,
thuong c¢6 thé 13 hitu ich hoic mong mubn dé hop nhit mot hodc nhidu cau lién két
nam trong cdu tric ciia DVD. Khi ¢6 mit, t5t nhét 13 cdu lién két s& c6 chidu dai ddy
&0 va tinh linh hoat c4u tric dé cho phép viéc gin két cta epitop bing cdc mién bén
trong cling nhu viéc gén két cia epitop khic bing cdc mién bén ngoai. V& viée nay,
néu DVD c6 thé gén két hai chét phan tich khac nhau va mot chét phén tich 16n hon
5o v6i chit phan tich con lai, mong muén chit phén tich 16n hon dwoc gén két boi
céc mién bén ngoai.

Theo céc phuong an khac nhau, miu dwoc thr nghiém (vi du, mau duoc cho
1a chira chit phan tich hodic manh cia nd) ¢ thé duoc tiép xtc véi it nhit mot
protein gin két bét gitt va it nhat mot protein gin két phat hién mot cach ddng thoi
hoc theo trinh tur va thtr tu bit ky. Vi du, mau the nghiém c6 thé 13 tht nhit duoc
tiép xtc véi it nhat mot protein gén két bit gitt va sau d6 (theo trinh tu) vé6i it nhit
mdt protein gin két phat hién. Theo cach khéc, mAu thir nghiém thit nhit c6 thé duoc
tiép xtic véi it nhit mot protein gin két phat hién va sau d6 (theo trinh ty) véi it nhit
mdt protein gin két bit gift. Theo phuong 4n khéc nita, mau thir nghiém c6 thé duoc
tiép xtc mot cach ddng thdi véi protein gin két bit gift va protein gén két phat hién.
Theo cc phuong 4n khic nhau, thir nghiém mién dich trc ché canh tranh bao gdm
mdt hodc nhidu DVD duge boc 16 trong ban md ta nay co thé duogc s dung dé phat
hién su ¢6 mit, lugng hodc ndng d6 ctia mdt hodc nhidu chét phan tich hodc manh

ctia n6 (vi duy, DLL4 va/hodc VEGF).

Theo céc phuong an khac nhau, chét danh déu c6 thé phét hién cé thé duoc
gin két v6i protein gén két theo cach truc tiép hodic qua chat gin két. Vi du vé chit
gin két ma c6 thé duoc s* dung 18 EDAC (l-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit, Hydroclorua), ma c6 ban sin trén thi truong ti

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. Chét cip d6i ma c6 thé dugc sir dung 13 d3 duoc biét
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dén trong linh vuc nay. Cac phuong phép gén két chit danh ddu c6 thé phat hién véi

protein gén két 12 d& duogc biét dén trong linh vuc nay.

Theo cac phuong 4n khac nhau, sur ¢6 mat hodc luong chét danh du duoc gin
két v&i phiic bao gdm chit phan tich va DVD trong thir nghiém phat hién c6 thé
duoc dinh luong bang cach sir dung céc k§ thudt da duoc biét dén trong linh vuc
nay. Vi du, néu chit danh déu enzym dugc st dung, thi phtrc hé danh dau c6 thé
duoc cho phan tmg v6i chit nén dé danh ddu ma tao ra phan ng c¢6 thé dinh lwong
nhu tao mau. Néu chit d4nh d4u 1a chit danh d4u hoat tinh phéng xa, thi chit d4nh
dau c6 thé dugc dinh luong bang cach sir dung céc phuong tién thich hop, nhu bd
dém nhip nhay. Néu chét danh diu 13 chit danh déu huynh quang, thi chit danh ddu
¢ thé duoc dinh luong b?mg cach kich thich chét danh diu va phat hién tin hi¢u
huynh quang. Néu chat ddnh ddu 13 chét d4nh ddu quang hod, thi chit d¢anh diu cé
thé duoc dinh luong biang cach phét hién 4nh sang duoc phat ra bing mit thudng
hozc bang cach st dung b phat sang, mang tia x, mang hinh anh téc d6 cao, may
anh CCD, v.v. Theo mdt s& phuong 4n, khi lwong chit danh déu trong phc hé da
duge dinh luong, ndng d6 cla chét phén tich hodc méanh ciia nd trong miu thir
nghiém c6 thé duoc x4c dinh bing céc phuong tién thich hop, nhu béng viéc st dung
dudng cong tiéu chudn ma da dugc tao ra bang cach sir dung diy pha lodng cuia chét

phan tich hodc manh ciia né ¢6 ndng d6 d3 biét hoic bing bd dinh ¢& khéac bt ky.

Theo mot phuong 4n, thir nghiém mién dich vi hat quang ho4, cu thé 1a thu
nghiém dung bd phan tich tu dong ARCHITECT® (Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL), 1a dugc str dung.

Theo mét sb phuong an, phuong phap ding phép do phd khdi dugce dé xut
boi séng ché va bao gdém, nhung khong chi gidi han & MALDI (khir thim hét/ion
hoa laze do chét nén hd trg) va SELDI (khir thAm hut/ion hoa laze ting cudng bé
mat).

Céc phuong phap thu gom, xir 1y, gia céng va phan tich cdc méu thir nghiém
sinh hoc bang cach sir dung thir nghiém mién dich va phép do phd khdi 1a da duoc
biét dén dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vure ndy va duge dé xuat ddi

véi thue tién cta sang ché (US 2009-0311253 Al).
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B. Kit

Theo cac phuong 4n khéc nhau, kit dé thur nghiém mau thir nghiém d6i véi su
c6 mit, luong va/hodc ndng dd cua it nhat mot chit phan tich hoic méanh ctia né,
trong mAu thir nghiém ciing duoc d& xuit. Theo mot sb phuwong 4n, kit bao gbm it
nhit mot thanh phin dé thir nghiém mau thir nghiém dbi véi chét phan tich hoic
manh cta nd, va huéng din dé danh gid miu thir nghiém d6i voi chét phén tich, hodc
manh cta né. ft nhit mot thanh phin dé thir nghiém mau thir nghiém d6i v6i chit
phan tich, hodc méanh cia nd, ¢ thé bao gdm dugc phdm bao gdm protein gin két,
nhu duge bde 1§ trong badn mod t& ndy, va/hodc manh, bién thé hoic manh bién thé

ctia n6. Theo mot s6 phuong an, thanh phin tuy v dwoc gitt ¢b dinh trén pha rén.

Tuy v 13, theo mot sé phuong 4n, kit ¢6 thé bao gdm chat hiéu chinh hozc dbi
chimg, ma c6 thé bao gdm chét phan tich duoc phan l4p hodc dugc tinh ché. Theo
mdt s6 phwong 4n, kit ¢6 thé bao gdm it nhat mot thanh phan dé thir nghiém mau thi
nghiém d6i v6i chét phén tich bing thir nghiém mién dich va/hosc phép do phd khbi.
Céc thanh phan cta kit, bao gdm chét phan tich, protein gén két va/hozc protein gin
két khéang chét phan tich hodc manh ciia no, tuy ¥ c6 thé dugc danh dau bang cach sir
dung chét danh ddu c6 thé phat hién da duoc biét dén trong linh vuc nay (US 2009-
0311253 Al).

C. Tu dong hoa

Theo cac phuong an khac nhau, kit (hodc thanh phin ctia né) va phuong phap
xé4c dinh su ¢6 mit, luong va/hodc ndng d6 cua it nhit mot chét phan tich trong mau
thir nghiém c6 thé dugc 1am thich ing dé st dung trong nhidu hé ty déng va ban tu
dong, nhu duge md ta vi du, trong cac patent M§ s6 5,089,424 va 5,006,309, va nhu
duoc ban trén thi truong, vi du, bai Abbott Laboratories (Abbott Park, IL) nhu
ARCHITECT®.

Nén tu dong hodc ban ty dong khac ma cé thé duoc sit dung véi protein gén
két bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, AxSYM®, IMx® (xem, vi du, patent M§
s6 5,294,404, PRISM®, EIA (hat), va Quantum™ II (tit c4 tir Abbott Laboratories),

cling nhu cac nén khac dd dugc biét dén trong linh vuc nay. Ngoai ra, cac thu
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nghiém, kit va thanh phén cta kit c¢6 thé duoc ding ¢ cac dang khéac, vi du, ddi véi
hé thir nghiém dién hod va/hodc gift bing tay khac hodc diém cham séc. Sang ché 1a,
vi du c6 kha nang 4p dung cho Abbott Point thuong mai ctia Care (i-STAT®, Abbott
Laboratories) hé thir nghiém mién dich dién hod ma thyc hién thir nghiém mién dich
xang-duych. B6 cam bién mién dich va phuong phép san xuét cia chiing va viéc van
hanh trong thiét bi thir nghiém st dung don duge md ta, vi du trong patent M s6
5,063,081, 7,419,821, va 7,682,833; va cong bd patent My s& 20040018577,
20060160164 va 20090311253.

S& xuét hién mot cach d& dang dbi véi ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong linh
vure ndy rang cc cai bién va sy thich ing thich hop khic cta cac phwong phéap duoc
md ta trong ban mb ta nay 13 hién nhién va c6 thé dugc tao ra bang cach sir dung céc
thé twong dwong thich hop ma khong tach rdi pham vi ctia cac phuong an duge boc
16 trong ban mé ta nay. Khi mé ta mot s§ phuong 4n chi tiét, cic phuong an nay sé
duoc hidu mdt cach rd rang hon béng viée tham chiéu dn céc vi du sau day, ma
duoc bao gém chi nhdm muc dich minh hoa va khong nham gidi han pham vi cta

séng che.

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Tao céu tric phan tir DVD khang DLL4/khang VEGF

Céc trinh ty mién bién d6i tr mAb khang DLL4 duwoc lam gibng ngudi
(h1A11.1) vd mAb khéng VEGF (Av) duoc sir dung dé thiét ké cac mién VH va VL
clia cac phan tr khang DLL4/khang VEGF DVD. Céc ving bién d6i duoc tdng hop
béng cach sir dung PCR hai buée. Cac doan mdi duogc thiét ké véi cic ving nhanh
tuong ddng dé tao dong vecto va ving cdu lién két gitta mbi cip bién déi DVD. Su
bién nap vi khudn duoc thue hién d& nhan dang céc dong dwong tinh va cac chu tric
duoc thu hoach va duoc tinh ché dé sir dung trong viée bién nap cta dong vat co vi

béng cach st dung cac phuong thic tiéu chudn da duge biét dén trong linh vuc nay.
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Mién bién ddi ctia chudi ning va nhe duoc tao dong trong khung thanh chudi
ning IgG1 dot bién cua ngudi (L234, 235A) va ving cb dinh chudi nhe kappa, mot
céch tuong tmg dé sinh ra céc phan tr khang DLL4/khang VEGF DVD (Bang 4).

Béng 4. Cac ciu tric khang DLL4/khang VEGF DVD

Tén DVD

Chudi ning (HC)

Chudi nhe (LC)

h1A11.1-LL-Av

h1A11.1-L-Av HC

h1A11.1-L-Av LC

h1A11.1-LS-Av

h1A11.1-L-Av HC

h1A11.1-S-Av LC

h1A11.1-SL-Av

h1A11.1-S-Av HC

h1A11.1-L-Av LC

h1A11.1-SS-Av

h1A11.1-S-Av HC

h1A11.1-S-Av LC

h1A11.1-GS10-Av

h1A11.1-GS10-Av HC

h1A11.1-GS10-Av LC

h1A11.1-GS14-Av

h1A11.1-GS14-Av HC

h1A11.1-GS14-Av LC

Av-LL-h1A11.1

Av-L-h1A11.1 HC

Av-L-h1A11.1LC

Av-LS-h1A11.1

Av-L-h1A11.1 HC

Av-S-h1A11.1LC

Av-SL-h1A11.1

Av-S-h1A11.1 HC

Av-L-h1A11.1LC

Av-SS-h1A11.1

Av-S-h1A11.1 HC

Av-S-h1A11.1 LC

Av-GS6-h1A11.1 Av-GS6-h1A11.1 HC Av-GS6-h1A11.1 LC
Av-GS10-h1A1l1.1 Av-GS10-h1A11.1 HC Av-GS10-h1A11.1LC
Av-GS14-h1A11.1 Av-GS14-h1A11.1 HC Av-GS14-h1A11.1LC

Vi du 2: Xac dinh 4i luc cia cac cdu trac DVD khéng DLL4/khang VEGF

Thit nghiém BIACORE (Biacore, Inc, Piscataway, NJ) dugc sit dung dé danh
gia viéc gin két cua cac DVD v6i mién ngoai bao DLL4 tai td hop duoc tinh ché
(ECD) hoic v6i VEGFies, nhu duge xéc dinh bang phép do dua trén cong huong
plasmon bé mit duoc thue hién dbi véi Biacore 2000, Biacore 3000 hoic Biacore
T100 (GE Healthcare, Piscataway, NJ) & 25°C. Dbi v6i phép do dong hoc gén két
DLL4, chit dém thir nghiém 13 HBS-EPB: 10mM Hepes, d6 pH=7,5, 150mM NacCl,
3mM EDTA, 0,005% Tween 20, 0,1mg/ml BSA (Sigma A7906). Déi v6i phép do
dong hoc gén két VEGF, chit dém thir nghiém 13 HBS-EP+(3N01B): 10mM Hepes,
do pH=7,5, 300mM NaCl, 3mM EDTA, 0,05% Tween 20, 0,Ilmg/ml BSA (Sigma
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A7906). Vi du, khoang 9000 RU khéng thé da dong ddc hidu Fe cta dé khédng ngudi
(Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL) dugc pha lodng trong 10mM natri
Axetat (d0 pH=4,5) duoc gilt ¢ dinh mot céach truc tiép ngang qua chip cam bién
sinh hoc loai nghién ctru CM5 béng céch sit dung kit ghép cip amin tiéu chuén theo
huéng din cta nha san xudt va céc quy trinh & 25ug/ml. Cac phan khong dugce phan
{mg trén bé mit bd cam bién sinh hoc dwgce phong bé bing etanolamin. Dbi véi phan
tich dong hoc, cac phuong trinh tbc do thu duoc tir mé hinh gin két 1:1 Langmuir
dwoc khép mot cach ddng thoi véi da tiém khang nguyén (biang cach st dung phép
phén tich khép toan bd) kém sir dung Scrubber 2 (BioLogic Software), phin mém
Biacore Biaevaluation 4.0.1 hodc phin mém dé4nh gi4 Biacore T100. Cac khang thé
duoc tinh ché dugc pha lodng trong dung dich dém chay miu d& bét gitt ngang qua
bé mit phan tng Fc dé khang ngudi. Cac khang thé duoc bit gitt & dang phdi tir
(lug/ml) dugc tiém qua chit nén phan tng & tbc d6 dong 10ul/phut. Trong qué trinh
thir nghiém, tit ca céc phép do duoc tham chibu khang bé mit bit gitt don 1é (nghia
13 khong c¢6 khang thé bat gift). Hing s6 tbc d6 két hop va phan ly, Kon (M's™) va
Kot (s) duoc x4c dinh & téc d6 dong lién tuc 80ul/phit. Hing sd téc do thu duogc
bang phép do gin két dong hoc & cac ndng dd khang nguyén khéc nhau nim trong
khoang tir 1,23 dén 900nM, nhu day pha lodng gip 3 1in va bao gdm dugn dich tiém
chi chtra chét dém (dwoc sir dung d& tham chiéu kép). Hang sb phan ly c4n bang Kp
(M) ctia phan tng gitta khang thé va khang nguyén dich sau d6 duoc tinh toan dwa
vao hang sb tdc d6 dong hoc bang cong thirc sau day: Kp = Kot/Kon. Viée gin két
duoc ghi chép dudi dang ham sb ctia thoi gian va hing s tbe d6 dong hoc dugc tinh
toan. Trong thr nghiém ndy, tbc dd on nhanh nhu 105M-'s! va té¢ d6 off cham nhu
10 5! ¢6 thé do dugc. Ai luc gin két khang nguyén ctia DVD khang DLL4/khang
VEGF duoc téng két trong bang 5 va 6.
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Bang 5. Pong hoc Biacore ctia protein gan két DVD khang DLL4/khang VEGF

Tén DVD BIAcore DLL4sy ciia nguoi BIAcore VEGF 65 clia nguoi
Kon Koff Kp Kon Koff Kb
Mish) | (s (M) (Ms) (s M)
Av N/A N/A N/A 1,19E+05 | 3,47E-05 | 2,9E-10
h1A11.1 1,60E+05 | 1,93E-03 1,2E-08 | N/A N/A N/A
h1A11.1-LL-Av | 2,05E+05 | 2,63E-03 1,2E-08 | 5,19E+04 | 2,44E-05 | 4,7E-10
h1A11.1-LS-Av | 2,15E+05 | 2,36E-03 1,1E-08 | 2,26E+04 | 2,83E-05 | 1,3E-09
h1A11.1-SL-Av | 2,17E+05 | 2,24E-03 1,0E-08 | 4,57E+04 | 3,20E-05 | 7,0E-10
h1A11.1-SS-Av | 1,92E+05 | 2,25E-03 1,2E-08 | 7,32E+03 | 542E-05 | 7,4E-09
h1A11.GS10-
Av 2,52E+05 | 2,33E-03 9,3E-09 1,92E+04 | 4,26E-05 | 2,2E-09
h1A11.1-GS14-
Av 2,40E+05 | 2,33E-03 9,7E-09 | 2,87E+04 | 3,72E-05 | 1,3E-09
Av-GS6-
h1A11.1 1,41E+04 | 7,03E-04 5,0E-08 1,94E+05 | 3,72E-05 | 1,9E-10
Av-GS10-
h1A11.1 3,45E+04 | 1,01E-03 2,9E-08 1,84E+05 | 3,59E-05 | 1,9E-10
Av-GS14-
h1A11.1 3,97E+04 | 1,34E-03 3,4E-08 1,82E+05 | 3,08E-05 | 1,7E-10

N/A: khong thé 4p dung

Bang 6. Pong hoc Biacore bd sung cia DVD h1A11.1-SL-Av

Tén DVD BlAcore DLL4sy cua khi
cynomolgus DLL4s30 cuia chudt BIAcore
Kon Koff Kp Kon Koff Kb
M's™) ) M) M'sh | ™M)
h1A11.1-SL-Av 4,43E+05 | 2,49E-03 | 5,6E-09 | 3,22E+05 | 7,74E-03 | 2,4E-08
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Vi du 3: M6 ta ddc diém In vitro ctia cac phan tr DVD khang DLL4/khang VEGF

Vi du 3.1: Hoat tinh gén két DLL4 nhw dugc x4c dinh bing phép do dong té bao
(FACS)

Dong té bao HEK293G &n dinh biéu hién qui mac DLL4 di chidu dai duoc
thu hoach tir binh th6t ¢d nudi ciy mo, rira bdn 14n va tai tao huyén phil trong nudc
mubi dém Phosphat (PBS) chira 1% albumin huyét thanh bd va ImM CaCl, (chét
dém FACS). U 1,5 x10° t& bao bang protein gan két DVD & cac ndng do khic nhau
trong chit dém FACS trong 60 phut trén nuéce d4. Rira t& bao hai 1dn va 50ul. manh
IgG F(ab*), khang chudt dugc tiép hop R-phycoerythrin (pha logng 1:200 trong chét
dém FACS) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, Cat.#112-116-072) dugc
bd sung vio. Sau khi U trén nude d4 (4°C, 60 phit), rira té bao ba lan va tai tao huyén
pht trong chit dém FACS. Po huynh quang bing céch sir dung Becton Dickinson
FACSCalibur-HTS (Becton Dickinson, San Jose, CA). Phan tich dit liéu bang cach
str dung phan mém Graphpad Prism va tri s ECso duoc bao céo 13 ndng do cia

khang thé dé dat duoc 50% khang thé t5i da gin két véi té bao biéu hién DLL4.

Vi du 3.2: Hoat tinh phong bé DLL4 ciia protein DVD khéang DLL4/khdng VEGF
nhu duogc xac dinh bﬁng viée trc ché su twong tac Notch-1 véi mién ngoai bao DLL4

¢6 thé hoa tan

Phui dfa 96 giéng Nunc-Immuno (#439454 d6i véi huDLL4 ELISA) va dia 96
giéng Costar (#9018 d6i v6i muDLL4 ELISA) bing 16nM human Notch-1 (R&D
Systems #3647-TK, 100ul/giéng trong D-PBS) va U qua dém & 4°C. Sau d6, rira dia
3X bang chit dém rira (PBS, 0,05% Tween-20) va duoc phong bé bang 200ul/giéng
chit dém phong bé (D-PBS, 1% BSA, ImM CaCls, 0,05% Tween-20) trong 1 gid &
25°C. Trong khi phong bé, mién ngoai bao DLL4 duoc danh du biotin (14nM) dugc
trén v6i khang thé (30pM-66nM, day pha lodng gip 3 14n trong chit dém phong bé)
trong 1 gid & 25°C kém l4c. Rira dia thir nghiém sau khi phong bé va @ bang hdn hop
DLL4/khang thé (100ul/giéng, 1 gid ¢ 25°C kém lic). Rira dia mot 14n nita va thém
100ul/giéng streptavidin dugc tiép hop véi HRP (Fitzgerald #65R-S104PHRPx, pha
lodng 1:5.000 trong chit d&ém phong bé) trong 1 gir & 25°C kém lac. Sau khi rira 1an
cudi, phét trién dia bang cach st dung 100ul/giéng chét nén (TMB Sigma #T8665),
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va 1am ngimg phan tng biang cach st dung 100ul/giéng IN HCI, va doc kha ning
hit & 450nm. Phén tich dit liéu bang cach sir dung phan mém Graphpad Prism va tri
s6 ICso duoc bdo cdo nhu ndng dd cua khang thé cin dé dat dugc viée giam 50%

DLL4 gén két véi Notchl.

Vi du 3.3: Hoat tinh phong bé DLL4 ciia protein DVD khang DLL4/khéng VEGF
nhu duoc xac dinh bang viée Gc ché su hoat hod Notch phu thudc DLL4 bang cach
str dung thtr nghiém théng bao Notch

Chy dia nudi cdy md ddy trong sudt mau den 96 giéng qua dém bing t& bao
EA.hy926 dugc thiét ké bidu hién luciferaza dwoc diéu khién béi doan khéi dau dap
tmg Notch (7.000 t& bao/giéng). Cac khang thé duoc pha loing theo diy ndng do tir
200nM duge trdn trong 15 phit véi thé tich ngang bang cta dung dich chira t& bao
HEK?293G biéu hién DLL4 di chiéu dai (5.000 t& bao/giéng). Pdng nudi cdy té bao
293G/DLL4 véi té bao thong bdo EA.hy926 Notch trong 24 210 véi su c6 médt cua
khéng thé thtr nghiém. Hoat tinh luciferaza dwoc phan tich bing céch st dung chit
nén Promega (Promega # E2940). Phan tich dit liéu bing cach si dung phin mém
Graphpad Prism va tri s§ ICso dugc thong bao 1a nc‘Sng d6 khéang thé cin dé dat dugc
viéc giam 50% su hoat hoa Notch do DLL4 giy ra.

Vi du 3.4: Hoat tinh gén két VEGF cia protein DVD khang DLL4/khang VEGF nhu
duoc x4c dinh bang ELISA bit giit

U dia ELISA (Nunc, MaxiSorp, Rochester, NY) qua dém & 4°C v&i khang thé
khéng Fc ctua ngudi (Spg/ml trong PBS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA).
Rira dfa ba 1an trong chit dém rira (PBS chira 0,05% Tween 20), va phong bé trong 1
giy & 25°C trong chat dém phong bé (PBS chita 1% BSA). Rira giéng ba 1an va mdi
khéng thé hosc DVD dugc pha lodng theo diy trong PBS chira 0,1% BSA trudc khi
1 & 25°C trong 1 gid. Rira giéng ba 1an va thém VEGF biotinyl ho4 (2nM) vao dia va
U trong 1 gior & 25°C. Rira giéng ba 1dn va sau d6 0 trong 1 gid & 25°C bing
streptavidin-HRP (KPL #474-3000, Gaithersburg, MD). Rira giéng ba 1dn va thém
100ul ULTRA-TMB ELISA (Pierce, Rockford, IL) vao/giéng. Sau khi nhuém mau,
1am nglmg phan tmg bang 1M HCI va do d6 hip thu & 450nM.
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Vi du 3.5: Hoat tinh phong bé VEGF cua protein DVD khang DLL4/khéng VEGF
duogc x4c dinh bang viéce e ché sy tuong tic cia VEGF véi VEGFR1

U cac dia ELISA (Nunc, MaxiSorp, Rochester, NY) qua dém & 4°C véi 100ul
PBS chira protein dung hop Fc mién ngoai bdo VEGFRI tii t6 hop (Spg/ml, hé
R&D, Minneapolis, MN). Rira dia ba lan trong chit dém rira (PBS chtra 0,05%
Tween 20), va phong bé trong 1 gid & 25°C trong chét dém phong bé (PBS chira 1%
BSA). Mdi khéng thé va DVD duogc pha lodng theo ddy ndng do trong PBS chira
0,1% BSA va 1 bang 50ul 2nM VEGF biotinyl ho4 trong 1 gi& & 25°C. Sau d6, thém
hén hop gdm khang thé va VEGF biotinyl ho4 hodc DVD va VEGF biotinyl hoa
(100p]) véo giéng duge phi VEGFR1-Fe va u & 25°C trong 10 phit. Rira giéng ba
lan va sau d6 0 trong 1 gid & 25°C véi 100pl streptavidin-HRP (KPL #474-3000,
Gaithersburg, MD). Rira giéng ba lan va thém 100p] ULTRA-TMB ELISA (Pierce,
Rockford, IL) vao/giéng. Sau khi nhudm mau, 1am ngimg phan Gmg bang 1M HCI va
do do hép thu & 450nM.

Vi du 3.6: Hoat tinh phong bé VEGF ciia protein DVD khang DLL4/khang VEGF
duoc xé4c dinh bang viée Gc ché su tang sinh/su sdng sét clia té bao ndi mo duogce kich
thich béi VEGF

Trudce khi cdy vao dia dé thir nghiém, TIME (ATCC) hoic HUVEC (dudng di
2-6) té bao ndi md duge gilt trong EBM-2 (Lonza-Clonetics, Walkersville, MD)
dwoc bd sung véi EGM-2 SingleQuots (Lonza-Clonetics, Walkersville, MD, #CC-
4176). Cay té bao & 10.000 té bao/giéng trén dia 96 giéng mau den duoc phii colagen
trong 100pl EMB-2 véi 0,1% FBS v6i sy khong ¢6 mit ciia yéu td sinh trudng.
Ngay tiép theo, thay thé méi truong biang 0,1% FBS véi sy khong cé mit cia yéu tb
sinh trudng. Ngay tiép theo, thay thé méi trudng bang 100l EMB-2 (khong c6 yéu
t6 sinh trudng hodc huyét thanh) va U trong bbn gid trude khi bd sung VEGF va
khang thé hoic DVD. Khang thé don dong khang VEGF hoic DVD duoc pha loing
theo diy ndng do6 trong EMB-2 bing 0,1% BSA va 1 so bd bing VEGF 65 tai td hop
& ngudi (50ng/ml) trong 1 gid & 25°C trong 50ul. Sau d6, thém hén hop khang thé
va VEGF hoic DVD va VEGF vao t& bao (50ul), va i dia & 37°C trong khong khi
4m, 5% CO, trong 72 gid. Do truc tiép su séng sét/ting sinh t& bao bang cach danh
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gid ham luong ATP bang cach sir dung kit ATPlite (Perkin Elmer, Waltham, MA)
theo huéng din cia nha san xuét.

Hoat tinh in vitro cuia DVD khang DLL4/khang VEGF, nhu dugc dic trung
bdi céc thir nghiém duoc ké dén trén day, dugc tdng két trong bang 7.

Bang 7. Mb ta dic diém In Vitro ctia DVD khéng DLL4/khang VEGF

Tén DVD DLL4 cia nguoi VEGF cta nguoi
Gan két | Phong bé chiic ning Gén két | Phong bé chirc ning
ELISA canh ELISA canh | Su tidng sinh
FACS Hoat hoa | ELISA ,
tranh Notch tranh t€ bao ndi
ECso Notch ECso
ICso (NM) VEGFR1 mo
(nM) ICso (nM) | (nM)
ICso (nM) ICso (nM)
Av-LL-h1A11.1 2,43
Av-LS-h1A11.1 2,77
Av-SL-h1A1l1.1 7,38
Av-SS-h1A11.1 3503
h1A11.1-LL-Av 5,04 0,79 4,56 0,12 3,8 0,42
h1A11.1-LS-Av 5 0,76 4,59 0,16 7,7 0,57
h1A11.1-SL-Av 4,35 1,09 5,34 0,55 3,8 0,61
h1A11.1-SS-Av 3,75 0,91 7,47 2,5 26 4,2
h1A11.1-GS10-Av 0,65 0,99 37,2 1,21
h1A11.1-GS14-Av 0,68 0,41 20,2 0,84
Av-GS6-h1A11.1 3,41 0,25 7,44 4,14
Av-GS10-h1A11.1 1,5 0,12 2,01 0,57
Av-GS14-h1AIL.1 1,54 0,17 4,69 0,48

Vi du 4: Két qua duge dong hoc In vivo ctia DVD khang DLL4/khang VEGF

Cac ddc tinh dugc dong hoc cia h1A11.1-SL-Av DVD dugc danh gid ¢ khi
cynomolgus (n=2 d6i v6i mdi nhém lidu) va chudt CD1 (n=6 ddi véi m&i nhém lidw)
sau khi dung lidu cao trong tinh mach. Profin dugc dong hoc h1A11.1-SL-Av DVD
& chudt CD1 va khi cynomolgus 14 dic trung ctia khang thé don dong truyén thong
(bang 8).
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Bang 8: Céc thong s6 PK trung binh ctia h1A11.1-SL-Av DVD sau khi ding liéu cao

trong tinh mach
Loai lidu AUC Cmax Vss CL T1/2 MRT
Chudt 1 30,4 16,6 56,6 33,6 1,4 1,8
3 203,1 68,9 46,2 14,9 23 3,1
10 570,3 1872 102,8 18,3 4,7 5.9
30 4488,1 496,2 94.4 6,8 9,8 13,7
Khi 1 109,7 30,3 35,9 10,5 3,1 3,9
3 403,9 92,8 33,9 7.5 43 4,6
10 1957,1 395,1 35,9 5,1 5,0 7,1
30 8626,9 1344,4 27,0 3,7 5,5 7,8

Lidu: mg/kg; AUC: dién tich dudi dudng cong ndng do tir 0 dén vo cuc
(d*ug/mL); Cmax: ndng dd quan sat thir nhét sau ding lidu (ug/mL); Vss: thé
tich phan phdi (mL/kg); CL: thanh thai (mL/ngay/kg); T1/2: chu ky nira phan
rd cudi cing (ngay); MRT: thoi gian cu tri trung binh tir 0 dén v6 cuc (ngay).

Vi du 5: Hiéu qua khang khdi u In vivo cia DVD khang DLL4/khang VEGF

Téc dung ctia DVD khang DLL4/khang VEGF d6i véi su sinh truong khdi u
duoc danh gia ban ddu ddi véi khdi u ghép khac loai ung thu tuyén dai truc trang cta
ngudi HT-29 & chudt trui 1ong giéng céi cit tuyén yén. Tém lai, ching ngira 2x10° t&
bao duéi da vao trong hdng bén phai phia sau. Cho phép khdi u duoc thiét 1ap trong
25 ngay, o diém d6 thé tich khdi u dwoc x4c dinh bing cach sir dung phép do bing
thude kep dién tir bang cach sir dung cong thirc: L x W?/2. Chudt dugce chia thanh
céc nhém diéu tri (n=10/nhém) sao cho mdi nhém c6 thé tich khdi u trung binh
tuong duong 214mm? trudc khi bt ddu didu tri. Pong vt dugc ding lidu trong
mang bung hing tuan trong bén tudn, v6i thé tich khéi u dugce do hai 1dn mot tuin
trong khoang thoi gian thir nghiém. Céc két qua duogc thé hién trong bang 9.

Téc dung ctia DVD khang DLL4/khang VEGF d6i véi sy sinh truong khdi u
tiép theo dugc dénh gia dbi v6i khdi u ghép khac loai u nguyén bao soi U87-MG ciia
ngudi & chudt cai SCID. Tém lai, tiém truyén 3x10° té bao dudi da vao trong hong
bén phai phia sau. Khéi u dwoce cho phép thiét 14p trong 17 ngay, & thoi diém ma thé
tich khdi u duoe xac dinh biang cach sir dung phép do bing thude kep dién tir bing
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cach sir dung cong thtre: L x W22, Chu6t dugc chia thanh cdc nhom didu tri
(n=10/nh6m) sao cho mdi nhém cé thé tich khéi u trung binh twvong dwong 221mm?
trude khi bat ddu didu tri. Pong vt duoc cho ding lidu trong mang bung hang tudn
trong bon tun, véi thé tich khéi u dugc do hai 1dn mot tudn trong khoang thoi gian

thir nghiém. Két qua nhu dwoc thé hién trong bang 9.

Bang 9. Hiéu qua cia DVD khang DLL4/khang VEGF trong mo hinh ghép khac loai
ung thu tuyén dai truc trang HT-29 va u nguyén bao dém U87-MG

HT-29 U87-MG
L Puong, ché do
Dbiéu tri . %TGI? %TGD® | %TGI° %TGDP
ligu
h1All.1-LL- | 6,7 mg/kg IP,
Av q7dX4
h1AIL.1-LS- | 6,7 mg/kg IP,
Av q7dX4
h1A11.1-SL- | 6,7 mg/kg IP,
Av q7dX4
h1A11.1-SS- | 6,7mg/kg
47* 49% 64*** 48%**
Av IP, q7dX4

Tir khod trong bang 9: a. %TGI = phin trim tic ché sinh trudng khdi u = 100
— (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khdi u trung binh cia nhém diéu tri va C
= thé tich khi u trung binh ctia nhém dbi chimg didu tri. Dua trén s§ do phu
hop véi kich thuée sau ngdy 29. Tri sb P (nhu duge chi ra boi ddu hoa thi) thu
duoc tir phép so sanh thir nghiém T Student cia nhém diéu tri ddi lai nhém
d6i chimg didu tri. b. %TGD = phén tram tr& sinh truéng khéi u = (T — C)/C x
100, trong d6 T = thoi gian tir didm gitta dén diém cudi cta nhém didu tri va
C=thoi gian tir diém gitra dén diém cudi cia nhém dbi chimg didu tri. Dua
vao diém cubi 1000mm?. Tri s§ P (nhu duoc chi ra boi dau hoa thi) thu duoc
tir phép so sanh xép loai log Kaplan Meier ctia nhém didu tri so véi nhém dbi
chimg didu tri. c. %TGI = phin trdm trc ché sinh truong khdi u =100 — (T/C x
100), trong d6 T = thé tich khéi u trung binh ctia nhém didu tri va C = thé tich
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khéi u trung binh ctia nhém d6i chimg didu tri. Dua vao sé do phit hop véi
kich thudc sau ngay 24. Tri s6 P (nhu dwoc chi ra béi ddu hoa thi) thu duge tir
phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém didu tri so véi nhém ddi ching
diéu tri (* p < 0,01, ¥* p < 0,001, *** p < 0,0001)

Vi du 6: Hiéu qua két hop In vivo cia DVD khang DLL4/khang VEGF

Tac dung ctia DVD khang DLL4/khang VEGF két hop v6i hod hoc tri lidu dbi
v6i su sinh trudng khdi u duge dénh gia & mo hinh ghép khac loai u nguyén bao dém
U87-MG ctia ngudi & chudt cai SCID. Tém lai, 3x106 té bao dugc ching ngira dudi
da vao sudn bén phai phia sau. Khéi u dugc dé phat trién trong 22 ngay, tai thoi
diém d6 thé tich khdi u duge xac dinh bang cach st dung phép do thude cip dién tix
bang cach st dung cong thire: L x W%2. Chudt dugc chia thanh cdc nhom didu tri
(n=10/nhém) sao cho mdi nhém c6 thé tich khéi u trung binh tuong dwong 207mm?
truée khi bat dau diéu tri. Pong vat duoc dung lidu trong mang bung véi lidu don
temozolomit® va/hoic hing bbn tudn mot lidu DVD khang DLL4/khdng VEGF, véi
thé tich khdi u dugc do hai 1in mot tuin trong khoang thdi gian thir nghiém. Céc két

qua duogc thé hién trong bang 10.

Bang 10. Hiéu quéa két hop ctia DVD khang DLL4/khing VEGF va Temozolomit
trong mo hinh ghép khéc loai u nguyén bao dém U87-MG

Piéu tri Puong, ché do lidu | %TGI? %TGDP
Temozolomit | 5 mg/kg IP, qdX1 O5*** 45H*
h1A11.1-SL-
6,7 mg/kg IP, q7dX4 | 69*** 100%**
Av
Temozolomit
5 mg/kg IP, qdX1 +
+ hlA11.1- 78%** 147**%*
6,7 mg/kg IP, q7dX4
SL-Av

Tir khod & bang 10: a. %TGI = Phan tram tic ché su sinh trudng ctia khdi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khéi u trung binh ctia nhém diéu tri

va C = thé tich khdi u trung binh ctia nhém d6i chimg didu tri. Dwra vao sé do
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phu hop v6i kich thude sau ngay 19. Tri sé P (nhw dwoc chi ra boi déu hoa
thi) thu dugc tir phép so sdnh thir nghiém T Student cia nhém diéu tri so véi
nhém d6i chimg diéu tri. b. %TGD = Phén trim tré sinh trudng khdi u = (T —
C)/C x 100, trong d6 T = thoi gian tir diém gitta dén diém cudi cia nhém didu
tri va C=thoi gian tir diém gifta dén diém cudi ctia nhém dbi chimg diéu tri.
Dua vio diém cubi 1000 mm?. Tri s§ P (nhw dugc chi ra boi ddu hoa thi) thu
duoc tir phép so sanh kidu log Kaplan Meier ctia nhém diéu tri so véi nhém

d6i chimg didu tri (* p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001).
Vi du 7: M6 ta dic diém trude bao ché ctia DVD khang DLL4/khang VEGF

D6 6n dinh khi luu trit (5°C) va do 6n dinh khi ting nhiét d6 (40°C) cia DVD
khang DLL4/khiang VEGF DVD (h1A11.1-SL-Av) duoc dénh gia trong céc ché
phim v dich ¢6 ddc protein dugc liét ké dusi day. D6 én dinh dwoc danh gia bing
sac ky loai trir theo kich thude (SE-HPLC) va % két tu, % monome, % méanh va tdng
céc loai dwoc thu hdi duoc dinh lwong. N6i chung, duoc phim bao gdm dd pH nim

trong khoang tir 5 dén 7 va ndng do protein nim trong khoang tir 1,0 dén 118mg/ml.

O nhiét d6 5°C va 40°C va & ndng do protein 50, 30, va 10mg/ml, hdn hop
bao ché chira: 15mM Axetat dé pH=5; 15mM Phosphat d6 pH=7; 30 mM Axetat,
80mg/ml sucroza, 0,02% Tween 80 & do pH=S5; 30 mM histidin, 80mg/ml sucroza,
0,02% Tween 80 & d6 pH=6; PBS (nuéc mudi dém phosphat). Tit ca hdn hop bao
ché chira 0,02% natri azit d& ngan ngira su sinh truéng cta vi sinh vat khi luu trit. O
nhiét o 5°C va 40°C va & ndng do protein 60, 50, 30, va 10mg/ml, hdn hop bao ché
chtra 15mM histidin d6 pH=6 (cling chtra 0,02% natri azit d& ngin ngira su sinh
trwdng ctia vi sinh vat trong khi Ivu tri¥). G 5°C va ndng do protein 118mg/ml, hdn
hop bio ché chira 15mM histidin d6 pH=6 (ciing chira 0,02% natri azit dé ngan ngira
su sinh trudng ctia vi sinh vt khi luu tri). O 40°C va ndng do protein 1,0mg/ml, hdn
hop bao ché chita 10mM xitrat + 10mM Phosphat & cac d6 pH=5, 6, 7. Hon hop bao

che véi protein dugc loc d€ loai bd vi sinh vat ¢6 thé co.

Do 6n dinh lanh dong-tan gid dugc thuc hién bang cach cho protein trong hdn
hop bao ché vao bbn chu ky dong lanh & -80°C trong it nhét 20 gid va tan dong trong

bé nude 30°C. Hon hop bao ché ma dwoc thir nghiém dbi véi dd 6n dinh lanh dong-
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tan gid duoc liét k& dudi ddy. Do én dinh duoc danh gid bing SE-HPLC va % két tu,
% monome, % manh va tdng céc loai duoc thu hdi dugce dinh lwong. Hén hop bio
ché chira 15mM histidin d6 pH=6 & 60mg/ml protein (cfing chira 0,02% natri azit ¢é
ngan nglra su sinh trudong cua vi sinh vat) va 10mM xitrat + 10mM Phosphat ¢ cac
d6 pH=5, 6, 7 va 1,0mg/ml protein (dwoc loc dé loai bd vi sinh vét ¢6 thé co).

Cubi ciing, phép do nhiét lvong quét vi phan dé do d6 én dinh nhiét duoc thuce
hién dbi v&i protein trong 10mM xitrat + 10mM chét dém Phosphat & cac do pH=5,
6, 7 va 1,0mg/ml protein. Nhiét d6 khoi phat khong gdp va nhiét o trung diém
khong gép (Tm) ctia m3i mién protein duge dinh luong.

Dua vao céc dit liéu trong cic bang 11 va 12, h1A11.1-SL-Av thod ma cac
tiéu chudn trude bao ché dbi véi d6 6n dinh DVD-Ig.

Bang 11: D6 6n dinh khi tang nhiét do & 40°C cia h1A11.1-SL-Av & cac ndng do

khac nhau va trong cc chit dém, t4 duoc va do pH khéc nhau

Néng o Nhiét
Protein Thoi | do Do % % Téng
(mg/ml) gian (°C) | Chét dém pH | % két tu Monome | manh dién tich

Tham

tach so
-—- bd --- --- -~ 2,71 96,31 0,98 53058
50, 30,10 | TO --- ace 5 2,89 96,08 1,03 48033
50,30,10 | TO - his 6 2,81 96,23 0,96 46995
50,30, 10 | TO - phos 7 2,91 96,09 1,00 52571
50,30,10 | TO - ace-suc-tw | 5 2,54 96,50 0,96 50185
50,30,10 | TO --- his-suc-tw | 6 2,37 96,62 1,01 50771
50,30, 10 | TO --- PBS 7 2,90 96,08 1,01 49170
50 T7d 40 ace 5 5,19 93,32 1,49 49028
30 T7d 40 ace 5 3,86 94,68 1,47 48171
10 T7d 40 ace 5 2,60 95,97 1,43 48379
50 T7d 40 his 6 525 93,46 1,29 47731
30 T7d 40 his 6 4,13 94,58 1,29 46684
10 T7d 40 his 6 2,73 95,84 1,42 46877
50 T7d 40 phos 7 9,02 89,52 1,46 53429
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30 T7d 40 phos 7 6,11 92,40 1,49 51923
10 T7d 40 phos 7 3,94 94,57 1,49 53098
50 T7d 40 ace-suc-tw | 5 5,42 92,85 1,73 50373
30 T7d 40 ace-suc-tw | 5 4,07 94,06 1,87 48768
10 T7d 40 ace-suc-tw | 5 2,66 95,20 2,14 49396
50 T7d 40 his-suc-tw | 6 3,44 95,02 1,54 50040
30 T7d 40 his-suc-tw | 6 4,16 94,14 1,70 48715
10 T7d 40 his-suc-tw | 6 2,86 95,24 1,90 49871
50 T7d 40 PBS 7 8,13 90,28 1,60 49207
30 T7d 40 PBS 7 5,82 92,55 1,63 48853
10 T7d 40 PBS 7 3,62 94,82 1,56 48166
50 T21d |40 ace 5 6,65 90,83 2,51 48536
30 T21d | 40 ace 5 4,55 92,91 2,54 48520
10 T21d |40 ace 5 2,71 94,70 2,59 48395
50 T21d |40 his 6 7,01 90,71 2,27 46729
30 T21d |40 his 6 4,69 93,10 2,21 46687
10 T21d |40 his 6 2,77 94,93 2,30 46866
50 T21d |40 phos 7 13,39 83,83 2,78 52244
30 T21d |40 phos 7 9,38 87,76 2,86 53556
10 T21d |40 phos 7 4,77 92,32 2,91 52536
50 T21d 40 ace-suc-tw | 5 6,37 90,34 3,30 48268
30 T21d 40 ace-suc-tw | 5 427 91,91 3,82 47211
10 T21d 40 ace-suc-tw | 5 2,26 93,02 4,72 46322
50 T21d |40 his-suc-tw | 6 6,84 89,82 3,34 47140
30 T21d | 40 his-suc-tw | 6 4,60 91,90 3,50 47416
10 T21d |40 his-suc-tw | 6 2,67 93,66 3,67 " 48166
50 T21d |40 PBS 7 12,13 84,81 3,06 49845
30 T21d | 40 PBS 7 8,09 88,78 3,13 48108
10 T21d |40 PBS 7 4,20 92,63 3,17 48803

Tir khoa ciia chit dém (tit

ca cac chat dém

ngtra sy sinh trudng cua vi sinh vat):

ace = 15mM Axetat d6 pH=5; his = 15mM histidin d¢ pH=6; phos = 15mM

Phosphat 46 pH=7

chira 0,02% natri azit d& ngin

ace-suc-tw = 30mM Axetat, 80mg/ml sucroza, 0,02% Tw80
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his-suc-tw = 30mM histidin, 80mg/ml sucroza, 0,02% Tw80
PBS = nuéc mudi dém phosphat
Bang 12. P6 6n dinh Iuvu trit & 5°C ctia h1A11.1-SL-Av & céc ndng d6 khéc nhau va

trong cac chit dém, ta4 dugc va d6 pH khac nhau (tir khod chit dém tuong tu nhu
trong bang 11)

Nong d Nhiét Téng
protein Thoi dd b6 % dién
(mg/ml) gian (°C) | Chitdém |pH | %kétty Monome | % manh | tich
Tham
tach so

--- bd - - - 2,71 96,31 0,98 53058
50,30,10 | TO --- ace 5 2,89 96,08 1,03 48033
50,30,10 | TO --- his 6 2,81 96,23 0,96 46995
50,30,10 | TO --- phos 7 2,91 96,09 1,00 52571
50,30,10 | TO --- ace-suc-tw | 5 2,54 96,50 0,96 50185
50,30,10 | TO - his-suc-tw | 6 2,37 96,62 1,01 50771
50,30,10 | TO --- PBS 7 2,90 96,08 1,01 49170
50 T7d 5 ace 5 2,96 95,99 1,05 49118
30 T7d 5 ace 5 2,74 96,21 1,06 48434
10 T7d 5 ace 5 2,62 96,23 1,15 48915
50 T7d 5 his 6 2,93 95,87 1,20 47967
30 T7d 5 his 6 2,75 96,06 1,19 47182
10 T7d 5 his 6 2,55 96,31 1,13 47395
50 T7d 5 phos 7 3,15 95,64 1,21 53843
30 T7d 5 phos 7 3,10 95,76 1,14 53372
10 T7d 5 phos 7 2,91 95,96 1,13 53269
50 T7d 5 ace-suc-tw | 5 2,75 96,13 1,12 50236
30 T7d 5 ace-suc-tw | 5 2,62 96,11 1,27 50026
10 T7d 5 ace-suc-tw | 5 2,56 96,18 1,26 49290
50 T7d 5 his-suc-tw | 6 2,84 96,10 1,07 50129
30 T7d 5 his-suc-tw | 6 2,58 96,19 1,23 49272
10 T7d 5 his-suc-tw | 6 2,64 96,08 1,28 50926
50 T7d 5 PBS 7 3,26 95,59 1,15 49502

-106-



30535

Nong do Nhiét Téng
protein Thoi d6 bo % dién
(mg/ml) gian (°C) |Chitdém |pH | %kéttu Monome | % manh | tich
30 T7d 5 PBS 7 3,07 95,64 1,29 49724
10 T7d 5 PBS 7 2,83 95,87 1,29 49563
50 T21d |5 ace 5 2,57 95,76 1,67 49722
30 T21d |5 ace 5 2,37 96,03 1,60 48882
10 T21d |5 ace 5 2,22 96,09 1,69 49255
50 T21d |5 his 6 2,63 95,63 1,74 44884
30 T21d |5 his 6 2,42 95,95 1,62 47510
10 T21d |5 his 6 2,19 96,08 1,73 47015
50 T21d |5 phos 7 3,06 94,96 1,98 53449
30 T21d |5 phos 7 2,69 95,46 1,85 52938
10 T21d |5 phos 7 2,35 95,84 1,81 52703
50 T21d |5 ace-suc-tw | 5 2,25 95,76 1,99 50960
30 T21d |5 ace-suc-tw |5 2,08 95,90 2,02 49042
10 T21d 5 ace-suc-tw | 5 1,97 95,84 2,19 49851
50 T21d |5 his-suc-tw | 6 2,24 95,62 2,14 49983
30 T21d |5 his-suc-tw | 6 2,09 95,86 2,05 48813
10 T21d |5 his-suctw | 6 1,97 95,83 2,19 49984
50 T21d |5 PBS 7 2,84 95,07 2,09 50641
30 T21d |5 PBS 7 2,27 95,62 2,12 48441
10 T21d |5 PBS 7 1,99 95,94 2,07 48978
50 T10mo | 5 his 6 8,05 91,04 0,91 45552
30 T10mo | 5 his 6 5,81 93,29 0,90 46607
10 T10mo | 5 his 6 3,62 95,46 0,92 46207
50 T10mo | 5 his-suc-tw | 6 8,08 90,26 1,67 45430
30 T10mo | 5 his-suc-tw | 6 5,98 92,43 1,58 42967
10 T10mo | 5 his-suc-tw | 6 3,95 94,25 1,80 42567
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Béang 13. D9 6n dinh luu trir & 5°C, d6 6n dinh khi ting nhiét 4o & 40°C, va do6 6n
dinh lanh dong-tan gia cia h1A11.1-SL-Av & céc ndng d6 khac nhau va trong chét

dém va do pH khéc nhau

Nong dd Nhiét Tong
Protein Thoi do bo % % dién

(mg/ml) | gian/FT | (°C) | Chitdém | pH | %kéttu Monome | Ménh tich

1 TO —- | cit-phos 5 1707 92,14 0,80 46824
1 T8d 40 | cit-phos 5 223 96,39 1,38 47090
1 T22d [ 40 | cit-phos 5 1710 89,62 3,28 47956
1 FT2 —- | cit-phos 5 17091 90,75 1,34 46502
I FT4 —- | cit-phos 5 [741 92,18 0,41 52181
1 TO —- | cit-phos 6 |717 92,33 0,50 45809
1 T8d 40 | cit-phos 6 |256 96,03 1,42 46783
1 T22d |40 | cit-phos 6 579 91,73 2,48 47401
1 FT2 —- | cit-phos 6 |714 91,48 1,38 45256
1 FT4 - | cit-phos 6 7,09 92,56 0,34 45004
1 TO —- | cit-phos 7 ]6,82 92,67 0,51 47025
1 T8d 40 | cit-phos 7 [252 95,95 1,53 48080
1 T22d [40 | cit-phos 7 [5,52 91,58 2,90 48706
1 FT2 - | cit-phos 7 1723 91,52 1,25 46732
1 FT4 —- | cit-phos 7 1715 92,49 0,36 46561
60 va 118 | TO —- | his 6 |8,03 91,15 0,82 43528
60 T7d 40 |his 6 |7,17 91,76 1,07 45333
60 T21d |40 [his 6 | 1577 82,13 2,10 44729
60 T7d 5 his 6 |[3,83 95,32 0,86 46774
60 T26d |5 his 6 |[7,14 92,56 0,30 63982
118 T5mo |5 his 6 | 12,82 86,65 0,53 55869
60 T5mo |5 his 6 |946 90,03 0,51 64573
60 FT2 - | his 6 |6,71 92,59 0,70 42259
60 FT4 —- | his 6 633 93,62 0,05 41054
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Twr khoa:

FT =lanh dong tan gid

FT2 = phén tich sau hai chu ky lanh dong va tan gi4; lanh dong & -80°C va
tan gia trong bé nude 30°C

FT4 = phan tich sau bdn chu ky lanh dong va tan gi4; lanh déng & -80°C va
tan gi4 trong bé nude 30°C

cit-phos = 10mM xitrat + 10mM Phosphat

his = 15mM histidin + 0,02% natri azit (azit & ngin ngira sy sinh trudng ctia

vi sinh vat)

Béang 14. Dit liéu ctia phép do nhiét lugng bing quét vi phan ctia h1A11.1-SL-Av &
Img/ml trong 10mM xitrat + 10mM phosphat & cac d6 pH khéc nhau

Khéi
phat Tm2 [Tm3 |Tm4
b6 pH O Tm1 (°C) | (°C) O °C)

5 55 68,2 68,86 75,56 81,18
6 58 69,04 70,47 75,24 82,04
7 59 69,52 70,94 74,44 82.06

Vi du 8: Lwa chon hdn hop bao ché ddi véi cac DVD khang DLL4/khang VEGF

Vit liéu va phuong phép. D6 dn dinh ciia protein khang DLL4/khéng VEGF
DVD-Ig h1A11.1-SL-Av dwoc danh gia trong sau hdn hop bao ché duogc ligt ké

trong bang 15. Tt ca cic hdn hop biao ché duoc tao ra trong 15mM chit dém

histidin. Cac hdn hop bao ché tir F1 dén F4 dwoc tao ra & ndng d6 protein 50mg/ml.
Trong céc hdn hop bao ché ndy, d6 pH ndm trong khoang tir 5,5 dén 6,0, ndng d6
polysorbat 80 nim trong khoang tir 0 dén 0,05% khdi luong/thé tich, néng do
sucroza nam trong khoang tir 0 dén 7,5% khdi lwong/thé tich, va ndng do arginin

nim trong khoang tir 0 dén 1% khéi lwong/thé tich. Hon hop bao ché F4 dugc tao ra
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trong 15mM chét dém histidin & d6 pH=6,0 ma khong can phai c6 chit 1am 6n dinh
bat ky va dong vai trd 1am mau dbi ching nghién ctru ¢é danh gia do on dinh cua
hén hop bao ché dang 16ng 50mg/ml. Ngoai ra, hai hdn hop bao ché dugc tao ra &
ndng d6 protein 25mg/ml & d6 pH=6,0 (cic hdn hop bao ché F5 va F6). Thanh phin
ctia polysorbat 80 v sucroza 14 khac mot cht trong hai hdn hop bao ché nay; nong
d6 cta polysorbat 80 nim trong khoang tir 0,025% khéi lwong/thé tich dén 0,03%
khéi lwong/thé tich va ndng d6 cia sucroza nim trong khoing tir 3,8% khéi
lwong/thé tich dén 4% khdi lwong/thé tich. Hon hop bao ché tir F1 dén F5 sir dung
vat lidu tir quy trinh bao ché trude trong khi duge phidm F6 duge bao ché bang vat
liéu tir quy trinh t61 wu hon. Duge phidm chira hdn hop bao ché F5 va F6 1a rit gibng
nhau, nhung sy khéc nhau v& d6 6n dinh duoc quan sat gitta hai dugc phdm nay. Do
cac duge phdm duoc bao ché tir cac quy trinh khac nhau, ddy c6 thé 13 nguyén nhan

din dén su khac nhau vé d6 6n dinh quan sat duoc.

Béang 15. M6 ta thanh phan dwoc phdm

Nong d6 DVD Polysorbat 80 | Sucroza Arginin
D6 nhan dang | khang  DLL4/ it d Do | (Tween 80) (% | (%  khéi | (% Kkhéi
i at dém . , 2 ;
dugc pham khéng  VEGF pH | khéi luwong/thé | lugng/thé | lugng/thé
(mg/mL) tich) tich) tich)
15 mM
F1 50 ) 6,0 | 0,05 7,5 0
Histidin
15 mM
F2 50 5,5 10,05 7,5 0
Histidin
15 mM
F3 50 6,0 | 0,05 7,5 1
Histidin
15 mM
F4 50 6,0 |0 0 0
Histidin
15 mM
F5 25 6,0 | 0,025 3,8 0
Histidin
15 mM
F6 25 6,0 | 0,03 4,0 0
Histidin
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Trong cc dugc phim trén ddy, 15mM chét dém histidin dwoc chon bdi vi né
tao ra kha ning dém thich hop dé duy tri & pH hdn hop bio ché dich. Sucroza duoc
d4anh gia 14 chét chét 1am 6n dinh chdng lai ing suét lanh dong-tan gi4 (chit chdng
lanh dong) va tmg sudt gdy ra do quy trinh dong kho (chit chéng khd lanh).
Polysorbat 80 (chét hoat dong bé mit) va arginin duoc bd sung vio d& lam on dinh

mdt cach hidu luc duoc phdm chdng két tu va su hinh thanh hat.

D6 6n dinh cta duge phdm dang long dwoc dénh gia trong qua trinh lanh
dong /tan gia va & -80, 5, 25 va 40°C bing danh sach rong cac thir nghiém phan tich
bao gdm vé bé ngoai bing mit thuong, % két tu bang sic ky loai trlr theo kich thudce
(SE-HPLC), tinh da dang dién tich bang sic ky trao ddi cation (CEX-HPLC), phan
méanh bing dién di mao din SDS giam (CE-SDS), va hat duéi tdm nhin bang hinh
anh vi dong (MFI) hodic d6 che khudt 4nh sang (HIAC). Cac két qua nay duoc dua ra
trong céc bang tir 16 dén 19.
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Thir nghiém d6 én dinh dwoc phdm déng khé. D6 én dinh ctia dwoc phdm duoc

chon chira protein gan két h1A11.1-SL-Av ciing duoc dénh gia sau khi duoc
pham duogc lam dong kho. D6 én dinh san phim duoc phdm dong khé duge dénh
gid d6i véi tit ca duoc phdm chia sucroza (F1, F2, F3, F5 va F6). D6 6n dinh
duoc danh gia sau 2 tudn luu trit & 55°C. P6 6n dinh duoc thir nghiém bang danh
sach rong cac thir nghiém phén tich bao gdm vé bé ngoai bing mat thudng (trude
va sau khi hoan nguyén), thoi gian hoan nguyén, % Két tu theo sic ky loai trir
theo kich thuéc (SE-HPLC), tinh da dang dién tich theo séc ky trao ddi cation
(CEX-HPLC), phan manh theo dién di mao din SDS giam (CE-SDS), hat dudi
tam nhin theo hinh anh vi dong (MFI) hodc d6 che khuét 4nh sang (HIAC), va

ham luong nude theo chuén do Karl Fischer.

Céc két qua thir nghiém do dn dinh ché phidm déng kho dwoc dua ra trong
bang 20. Thoi gian hoan nguyén dbi véi tét ca cac duoc pham duge dénh gia 1a
khoang tir 1 dén 2 phut. Su gia ting két tu khong dang k& theo SEC va % ving
bazo theo CEX dugc quan sat d6i véi tit ca cac duoc phdm trong didu kién luu
trit ing sudt 55°C. Sy thay ddi t6i thiéu dwoc quan sat trong tit ca cac thudc tinh

on dinh san pham dugc do khac.
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D6 én dinh ctia ché phdm F6 (dong khd, 200 protein gin két h1A11.1-SL-
Av/lo nho) ché phdm F6 ciing duge dénh gia trong thoi gian 12 thang. Ché phdm 1a
6n dinh trong khoang thoi gian 6n dinh.

Thir nghiém d6 én dinh dung dich dang liéu. Proten gin két khang
DLL4/khang VEGF duoc thir nghiém ddi véi viée dung trong tinh mach (IV). Trude

khi ding, san phdm dugc phdm déng khé duoc hoan nguyén véi nude vo tring dé
tiém (SWFI). Tiép theo, san phdm d3 hoan nguyén duoc pha loing trong dung dich
ma thich hop d& tiém trong tinh mach. Ndong d6 cubi ciing ma dung dich dang lidu

duoc pha lodng dugc x4c dinh dua trén liéu 1Am sang dugc dung.

Nghién ctru duoc thuc hién dé danh gia d6 6n dinh proten gin két h1A11.1-
SL-Av khéang DLL4/khang VEGF duoc pha lodng khi trong dung dich liéu chira mot
trong s& hai chét pha lodng dung trong tinh mach duoc sir dung théng thudng, nude
mubi 0,9% va 5% dextroza (D5W). Nong d6 protein dugc dénh gia 1a 0,5 va
Img/ml. D& d4nh gia d6 6n dinh va tinh tuong thich ctia dung dich dang lidu véi céc
thanh phén truyén, dung dich dang lidu/diéu kién thir nghiém duoc tao ra va duoc
lwu trit trong cAc ti ding trong tinh mach (n=2) trong 6 gid> & RT/RL, va tiép theo,
nghién ctru truyén bt chuée duoc thuc hién bing cach sit dung céc thanh phan
thuong duoge ding dé truyén, bao gdm bod loc ndi dong. Kéo cac miu thir nghiém
mdt cach true tiép tir tdi sau khi tao ra dung dich dang lidu trong ti ding trong tinh
mach (T0). Ngoai ra, miu duoc gom khi két thic quy trinh truyén 30 phut duoc thir
nghiém. Mau dugc thir nghiém bing panen thtr nghiém phén tich bao gém vé bé
ngoai bang mét thudong, % Két tu theo sic ky loai trir theo kich thude (SE-HPLC) va
hat dudi tAm nhin theo d che khut 4nh sang (HIAC).

Céac két qud nghién ctru do én dinh dung dich dang lidu dugc dua ra trong
Bang 21. Mirc két tu trong nguyén liéu ban ddu bang 0,7%. Sau d6, dung dich dang
liéu duogc tao ra trong nude mudi, xu hudng trong cho biét su gia ting v& mirc két tu
khi pha long trong nuée mudi (T0) va khi két thuc viée truyén dugc quan sat. Ngoai
ra, sb luong hat dudi tim quan sat trong cac mau nay 13 cao. Khi so sanh, dung dich
dang lidu duoc tao ra trong 5% dextroza (D5W) thé hién % két tu thdp hon theo cach
thich hop v6i xu huéng 6n dinh chip nhan dwgc dbi véi hat.
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Béang 21. Két qua dn dinh khi sir dung 14m sang

Nong do . Vé bé , S6 luwgng hat dudi tam nhin
. Tht nghiém— ) % Két tu
Chat pha | dung  dich ngoai theo HIAC
R . , | theo SE-
logng liu ) bang mat > 21> 10> 25
Thoi diemd HPLC
(mg/mL) thuong pm/mL | pm/mL | pm/mL
TO EFVP 2,7 2139 86 8
0,5mg/ml ;
Sau khi truyén
(Bag #1) . EFVP 4,7 4398 | 63 1
bang bom
TO EFVP 2,7 2729 189 12
0,5mg/ml i
Sau khi truyén
Nudc (Bag #2) . EFVP 3,5 1879 31 2
, bang bom
muoi
TO EFVP 2,4 1774 85 3

0,9% 1,0mg/ml

Sau khi truyén

(Bag #1) ‘ EFVP 3,0 2300 |24 0
bang bom
TO EFVP 1,8 914 23 0
1,0mg/ml ]
Sau khi truyén
(Bag #2) . EFVP 2,5 3056 |42 2
bang bom
TO EFVP 0,6 1679 31 0
0,5mg/ml :
Sau khi truyén
(Bag #1) . EFVP 0,6 7 0 0
bang bom
TO EFVP 0,6 2944 135 0
0,5mg/ml <
Sau khi truyén
(Bag#2) . EFVP 0,6 3 0 0
5% bang bom
Dextroza TO EFVP 0,6 1652 23 0
Img/ml _
Sau khi truyén
(Bag #1) . EFVP 0,6 2 0 0
bang bom
TO EFVP 0,6 2105 38 0
Img/ml

Sau khi truyén
(Bag #2) Y EFVP 0,6 6 0 0

béng bom

EFVP: Hiu nhu khong c6 hat c6 thé nhin thiy
Vi du 9: M6 ta dic diém tién duoc phim kéo dai
Viéec mo ta ddc didm dbi véi tién dwoc phdm kéo dai dbi véi DVD khang

DLL4/-khang VEGF duoc thuc hién dé tham do anh hudng cua céc didu kién bao
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ché khac nhau dén d¢ 6n dinh ctia DVD. Céc dit lidu dbi v6i h1A11.1-LS-Av dugc
thé hién trong céc bang 22 va 23. P6 n dinh luu trir (5°C) va d6 6n dinh ting cudng
(40°C) ctia DVD duoc danh gid trong dugc pham va ndng do protein duoc liét ké
dudi day. D6 6n dinh duge danh gia bang sic ky loai trir theo kich thuée (SE-HPLC)
va % két tu, % monome, % manh va tdng céc loai duoce dinh lwong. Néi chung, cac
duoc phdm bao gdm d6 pH nim trong khoang tir 5 dén 7 va ndng do protein nim

trong khoang tir 10 &én 50mg/ml.

O nhiét d6 5°C va 40°C va & nc“mg d6 50, 30, va 10mg/ml, cac dugc phém sau
day dugc danh gid: 15mM Axetat d0 pH=5, 15mM histidin d¢ pH=6, 15mM
Phosphat d6 pH=7, 30mM Axetat, 80mg/ml sucroza, 0,02% Tween 80 & d0 pH=S5,
30mM histidin, 80mg/ml sucroza, 0,02% Tween 80 & d6 pH=6, va PBS (nudc mubi
dém Phosphat). Tét c4 dugc phdm chira 0,02% natri azit & ngin ngira sy sinh truéng

cua vi sinh vat trong khi luu trit.

Dua vao céc dit li€u trong cac bang 22 va 23, h1A11.1-LS-Av thod mén cac

tidu chudn tién duoc phim dbi véi d6 én dinh DVD-Ig.

Bang 22. D6 6n dinh ting cudng & 40°C ctia h1A11.1-LS-Av

Nong do Nhiét Tong
Protein Thoi a6 bo % % dién
(mg/ml) gian (°C) | Chéat dém pH | % két thy Monome | manh tich

Thém

tich so 0,21 98,42 1,36 56054
— bo - — —
50,30,10 | TO -- ace 5 0,28 98,41 1,31 56381
50,30,10 | TO --- his 6 0,46 98,23 1,31 54316
50,30, 10 | TO - phos 7 0,74 97,86 1,40 53212
50,30,10 | TO - ace-suc-tw 5 0,24 98,16 1,60 56244
50,30, 10 | TO --- his-suc-tw 6 0,30 98,11 1,59 54076
50,30, 10 | TO --- PBS 7 0,52 98,05 1,43 50085
50 T7d 40 ace 5 1,63 96,74 1,63 55563
30 T7d 40 ace 5 1,13 97,24 1,62 55194
10 T7d 40 ace 5 0,84 97,49 1,67 55029
50 T7d 40 his 6 2,00 96,62 1,38 53566
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30 T7d 40 his 6 1,17 97,46 1,38 52443
10 T7d 40 his 6 0,60 98,00 1,40 53812
50 T7d 40 phos 7 4,31 94,02 1,67 52934
30 T7d 40 phos 7 2,85 95,46 1,69 52663
10 T7d 40 phos 7 1,20 97,11 1,69 52411
50 T7d 40 ace-suc-tw 5 1,10 96,23 2,66 54837
30 T7d 40 ace-suc-tw 5 0,77 96,40 2,83 52474
10 T7d 40 ace-suc-tw 5 0,43 96,39 3,17 50855
50 T7d 40 his-suc-tw 6 1,69 96,27 2,05 53017
30 T7d 40 his-suc-tw 6 1,14 96,84 2,02 52153
10 T7d 40 his-suc-tw 6 0,59 97,30 2,11 52208
50 T7d 40 PBS 7 2,77 95,30 1,93 51623
30 T7d 40 PBS 7 1,73 96,28 1,99 49973
10 T7d 40 PBS 7 0,78 97,25 1,97 50851
50 T21d 40 ace 5 3,66 94,30 2,04 55920
30 T21d 40 ace 5 2,56 95,33 2,10 54188
10 T21d 40 ace 5 1,85 96,00 2,15 55213
50 T21d 40 his 6 4,14 94,28 1,58 54807
30 T21d 40 his 6 2,67 95,79 1,54 53071
10 T21d 40 his 6 1,59 96,82 1,58 54053
50 T21d 40 phos 7 8,52 89,32 2,16 53273
30 T21d 40 phos 7 5,58 92,54 1,89 53162
10 T21d 40 phos 7 3,01 94,89 2,10 52747
50 T21d 40 ace-suc-tw 5 4,12 - 93,78 2,10 56278
30 T21d 40 ace-suc-tw 5 2,93 94,94 2,13 55481
10 T21d 40 ace-suc-tw 5 1,99 95,75 2,26 54696
50 T21d 40 his-suc-tw 6 4,94 93,21 1,85 54034
30 T21d 40 his-suc-tw 6 n/a n/a n/a n/a

10 T21d 40 his-suc-tw 6 2,00 96,30 1,70 52686
50 T21d 40 PBS 7 8,44 89,65 1,90 51697
30 T21d 40 PBS 7 5,54 92,43 2,03 50282
10 T21d 40 PBS 7 2,89 95,05 2,06 51580

Tir khoa ctia chét dém (tit ca chit dém chtra 0,02% natri azit & ngin ngira
su sinh trudng cda vi sinh vét):ace = 15mM Axetat d6 pH=5; his = 15mM
histidin d0 pH=6; phos = 15mM Phosphat d0 pH=7; ace-suc-tw = 30mM
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Axetat, 80mg/ml sucroza, 0,02% Tween80; his-suc-tw = 30mM histidin,

80mg/ml sucroza, 0,02% Tween80; PBS = nudc mudi dém Phosphat

Bang 23. D6 6n dinh khi luu trit & 5°C cia h1A11.1-LS-Av

Nong b Nhiét Téng
Protein Thoi dé bo % % dién
(mg/ml) gian (°C) | Chitdem |pH | % kéttu Monome | manh tich

Tién

thdm 0,21 98,42 1,36 56054
-—- tach --- -—-- -
50,30,10 [ TO - |ace 5 10,28 98,41 1,31 56381
50,30,10 | TO —- | his 6 0,46 98,23 1,31 54316
50,30,10 | TO - | phos 7 10,74 97,86 1,40 53212
50,30,10 | TO - |ace-suctw |5 0,24 98,16 1,60 56244
50,30,10 | TO - | his-suctw |6 | 0,30 98,11 1,59 54076
50,30,10 | TO - | PBS 7 1052 98,05 1,43 50085
50 T7d 5 ace 5 10,18 98,17 1,64 57599
30 T7d 5 ace 5 10,6 98,21 1,64 55889
10 T7d 5 ace 5 10,13 98,17 1,70 53289
50 T7d 5 his 6 [0,18 98,14 1,68 55742
30 T7d 5 his 6 0,12 98,06 1,82 53603
10 T7d 5 his 6 0,13 98,07 1,80 53505
50 T7d 5 phos 7 1023 97,72 2,05 54355
30 T7d 5 phos 7 [0,18 97,77 2,04 53561
10 T7d 5 phos 7 10,13 97,72 2,15 53151
50 T7d 5 ace-suc-tw |5 | 0,09 97,40 2,51 57158
30 T7d 5 ace-suc-tw | 5 0,08 97,43 2,49 55025
10 T7d 5 ace-suctw |5 | 0,08 97,34 2,58 53882
50 T7d 5 his-suc-tw |6 | 0,10 97,48 2,43 55272
30 T7d 5 his-suc-tw |6 | 0,08 97,63 2,29 52763
10 T7d 5 his-suc-tw |6 | 0,05 97,41 2,53 52903
50 T7d 5 PBS 7 10,12 97,31 2,58 51698
30 T7d 5 PBS 7 10,09 97,24 2,67 50144
10 T7d 5 PBS 7 10,08 97,28 2,64 50428
50 T21d |5 ace 5 1087 98,45 0,68 57706
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30 T21d 5 ace 5 0,80 98,55 0,65 56566
10 T21d 5 ace 5 0,83 98,47 0,70 54226
50 T21d 5 his 6 1,05 98,29 0,66 55911
30 T21d 5 his 6 0,92 98,40 0,68 54225
10 T21d 5 his 6 0,90 98,41 0,70 54128
50 T21d 5 phos 7 1,25 98,09 0,66 54980
30 T21d 5 phos 7 1,20 98,11 0,69 53903
10 T21d 5 phos 7 1,01 98,29 0,69 53271
50 T21d 5 ace-suc-tw | 5 0,92 98,36 0,72 61574
30 T21d 5 ace-suc-tw | 5 0,89 98,39 0,72 55532
10 T21d 5 ace-suc-tw | 5 0,83 98,46 0,71 55841
50 T21d 5 his-suc-tw | 6 1,00 98,27 0,73 55484
30 T21d 5 his-suc-tw | 6 0,92 98,37 0,70 53335
10 T21d 5 his-suc-tw | 6 0,82 98,49 0,69 53736
50 T21d 5 PBS 7 1,49 97,79 0,71 52405
30 T21d 5 PBS 7 1,29 98,02 0,70 51284
10 T21d 5 PBS 7 1,12 98,18 0,70 51377

Tir kho4 ctia chit dém ddi v6i bang 23 14 twong tw nhu trong bang 22.

Vi du 10: Tac dung cia VEGF dbi v6i hoat tinh trung hoa ctia DVD khang
DLL4/khéng VEGF trong thir nghiém té bao DLL4

Dé danh gia xem lidu viée gin két VEGF c6 tac dong dén hiéu luc 1am trung
hoa DLL4 cia DVD khéng DLL4/khang VEGE, VEGF duoc bao gdm trong thir
nghiém thong bdo DLL4-Notch nhu dwgc mé ta trong vi du 3.3. Tém lai, té bao
HEK293G biéu hién DLL4 ctia nguoi duge ddng nudi cdy véi té bao thong bio
EA hy926 Notch trong 24 gi& véi su ¢6 mit ciia h1A11.1-SL-Av DVD hoic hdn hop
gdm mAD khéng DLL4 (h1A11.1) vd mAb khédng VEGF (Av) duoc pha lodng theo
diy ndng do tir 300nM. VEGF 15 t4i t6 hop & ngudi (isoform ghép lién quan vé mit
sinh 1y ctia ngudi cia VEGF) hodc protein dbi ching 4m tinh (BSG2) ciing dugc bao
gdm. Kha ning trung hoa DLL4 duoc x4c dinh bang cach danh gia tri s& ICso, ndng
d6 ctia khang thé can thiét dé dat duoc viée giam 50% su hoat hoa Notch do DLL4
gdy ra. Nhu duoc thé hién trong bang 24, su ¢6 mit cta 6 hoic 150 nM VEGF lam
gia ting rat 16n kha ning lam trung hoa DLL4 ciia h1A11.1-SL-Av DVD. Hiéu luc
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gia ting nay 13 don nhét véi DVD khéang DLL4/khang VEGF nhu hdn hop mAb bb
me thé hién hiéu luc tu véi hodc khong c6 VEGF duogc bao gbm.

Bang 24. VEGF lam tdng cuodng hi€u lyc DLL4 ctia DVD khang DLL4/khdng VEGF
nhung khong 1am ting cudng hiéu lwc hdn hop khang DLL4/khdng VEGF

IC50 (nM)

0nM VEGF | 6nM VEGF | 6 nM BSG2
h1A11.1-SL-Av 12,50 0,61 16,76
Honhop h1AII.I +Av | 8,64 9,97 9,55

ICso (nM)

0nM VEGF | 150 nM VEGF | 150 nM BSG2
h1A11.1-SL-Av 12,69 0,40 14,11
Hon hop h1A11.1+Av | 9,17 10,32 10,93

Trong thr nghi€m khac, manh Fab hoa tri mdt cia h1A11.1-SL-Av DVD
cling dugc danh gid trong thir nghiém té bao trung hoa DLL4. Trai véi DVD Ig,
DVD Fab hod tri mot ¢6 hi€u lyc lam trung hoa DLL4 yéu hon. Su c6é mat cua
VEGF cai thién hi¢u lyc cia DVD-Fab, nhung khong cai thién dén murc d6 nhu duoc
nhan thiy v6i DVD-Ig (Bang 25).

Bang 25. Tac dung ctia VEGF dbi v&i hidu luyc 1am trung hoa DLL4 cia DVD Ig va
DVD Fab khang DLL4/khang VEGF

ICso (nM)

OnM 150 nM | 150 nM

VEGF VEGF BSG2
h1A11.1-SL-Av 13,46 0,41 16,55
h1A11.1-SL-Av Fab | >40* 4,56 > 40%

* ICso chinh x4c ¢6 thé khong xac dinh dwoc do khdng ¢6 kha ning 1am trung

hoa mdt cach hoan toan DLL4
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Trong thir nghiém khéc, ndng d6 VEGF dugc chuén do theo day va dwoc 4p
dung cho thtr nghiém thong bio DLL4-Notch dwoc mé ta trén ddy. Nhu duoc thé
hién trong bang 26, VEGF c6 thé 1am ting cudng hoat tinh 1am trung hoa DLL4 cta
h1A11.1-SL-Av DVD & ndng d6 thép nhu 1,2nM.

Bang 26. VEGF lam tang cuong hi¢u luc lam trung hoa DLL4 ctia DVD khéng
DLL4/khang VEGF DVD

h1A11.1-SL-Av

nM ICso (nM)
BSG2 | 150 11,0

150 0,6

30 0,7

6 0,6
VEGF 12 bl

0,24 12,7

0,048 [123

0,0096 | 11,5

0 11,8

Vi du 11: Hidu qua két hop in vivo ctia cac DVD-Ig DLL4-VEGF

Téc dung ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop v6i ho4 tri lidu dbi véi su
sinh trudng khéi u duge danh gia dbi véi khdi u ghép khac loai rudt két SW-48 cia
ngudi ¢ chudt cai SCID. Tém lai, 5x10° duge ching nglra duéi da vao sudn bén phai
phia sau. Khdi u duge dé phat trién trong 13 ngay, & diém ma thé tich khéi u duoc
xac dinh bang cach sit dung phép do bing thude kep dién tir bing cach sit dung cong
thire: L x W%2. Chudt duoc chia thanh cac nhém didu tri (n=10/nhém) sao cho mdi
nhém c6 thé tich khdi u trung binh twong duong 211mm?3 truée khi bit ddu didu tri.
DPong vat dugc dung lidu véi irinotecan, mAb khang VEGF va/hodac DVD-Ig khang
DLL4-VEGF & liéu va ché d¢ trong bang 27. Thé tich khéi u dwoc do hai 1in mot
tudn trong khoang thoi gian thir nghiém. Két qua dugc thé hién trong bang 27.
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Bang 27. Hiéu qua két hop ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va irinotecan trong m
hinh ghép khac loai rudt két SW-48

Diéu tri Duong, ché d6 lidu | %TGI? %TGDP

Irinotecan 60 mg/kg IP, q3dX4 | 77%%* 106%**

mADb khang VEGF | 10 mg/kg IP, q7dX4 | 39* 50%*
133 mgkg IP,

h1A11.1-SL-Av T2k 150%**
q7dX4

10 mg/kg IP, q7dX4
+ 60 mgkg IP,|78%** 1507%%**
q3dX4

mAb khang VEGF

+ Irinotecan

133 mgkg IP,
q7dX4 + 60 mg/kg | 90*** 22 8% **
IP, q3dX4

h1A11.1-SL-Av +

Irinotecan

Tlr khoa bang 27: a. %TGI = Phin trim tc ché sy sinh trudng cua khéi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khdi u trung binh ctia nhém diéu tri
va C = thé tich khéi u trung binh ctia nhém d6i chimg didu tri. Dya vao cac sb
do phtt hop véi kich thude sau ngay 18. Tri s P (nhw duoe chi ra béi ddu hoa
thi) thu dugc tlir phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém diéu tri so véi
nhém d6i chimg diéu tri. b. %TGD = Phén trim tr& sinh trudng khdi u = (T —
C)/C x 100, trong d6 T = thoi gian trung tuyén dén diém cudi cta nhém didu
tri va C = thoi gian trung tuyén dén diém cubi cia nhém ddi chimg didu tri.
Dua vao diém cudi 1000 mm3. Tri s§ P (nhw duoc chi ra béi ddu hoa thi) thu
duoc tlr phép so sanh xép loai theo log Kaplan Meier ctia nhom diéu tri so véi
nhém ddi chimg didu tri: * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001. “q3dX4”
chi ra viéc ding ba ngay mét lan trong bdn chu ky (nghia 13, 4 liéu), trong khi

“q7dX4” chi ra viéc ding bay ngay mot 1an trong bdn chu ky.

Tac dung ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop véi hod tri lidu

doi voi sy sinh trudng ciia khoi u cling duge danh gid ddi véi khoi u ghép
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khac loai rudt két HCT-116 ctia ngudi & chudt cdi SCID. Tém lai, 5x10° t€
bao dugc ching ngira dudi da vao sudn bén phai phia sau. Khdi u duge dé
phét trién trong 14 ngdy, & diém d6 thé tich khéi u dwoc xéc dinh bing cach
stir dung phép do bing thudce kep dién tir bing cach sir dung cong thirc: L x
W2/2. Chudt duoc chia thinh cic nhém didu tri (n=9 /nhém) sao cho mdi
nhém c6 thé tich khdi u trung binh twong dwong 192mm? trude khi bt dau
diéu tri. Pong vat dugc cho ding lidu v6i 5-FU, leucovorin, irinotecan, mAb
khang VEGF, vi/hosic DVD-Ig khing DLL4-VEGF & lidu va ché do trong
bang 28. Thé tich khdi u dugc do hai 1in mdt tudn trong khoang thoi gian thi

nghiém. Céc két qua duoc thé hién trong bang 28.

Bang 28. Hiéu qua két hop ctia DVD-Ig khéang DLL4-VEGF va FOLFIRI
trong mé hinh ghép khéc loai rudt két HCT-116

Diéu tri DPudng, ché d6 lidu %TGI?
5-FU 50 mg/kg IV, q7dX3
Leucovorin 25 mg/kg PO, q7dX3 -
Irinotecan 30 mg/kg IV, q7dX3
(FOLFIR]D)
MAD khang VEGF 5 mg/kg IP, q7dX4 49***
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg IP, q7dX4 | 67***
MADb khéng VEGF + |5 mg/kg IP, q7dX4 + —
FOLFIRI (trén day) q7dX3
h1A11.1-SL-Av + | 6,7 mg/kg IP, q7dX4

90***
FOLFIRI + (trén day) q7dX3

Tir khoa bang 28: a. %TGI = Phan trim e ché sy sinh truong ctia khdi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khdi u trung binh cta nhém diéu tri
va C = thé tich khéi u trung binh ctia nhém dbi ching diéu tri. Dwa vao cac sd
do phu hop theo kich thuéce sau ngay 26. Tri s6 P (nhu dugc chi ra boi ddu
hoa thi) thu dugc tir phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém diéu tri so
v6i nhém d6i chimg diéu tri: ¥ p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001.
“q7dX3” cho biét viéc ding bay ngdy mdt 1an trong ba chu ky (nghia 13, 3
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liéu), trong khi “q7dX4” cho biét viéc ding bay ngdy mot 14n trong bén chu

ky.

Tac dung cta DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop véi hod tri liéu d6i véi su
sinh trudng cta khdi u dwgc danh gia d6i véi khéi u ghép khéc loai rudt két HT-29
cla ngudi & chudt cai SCID. Tom lai, 2x10° té€ bao duoc ching nglra dudi da vao
trong hong bén phai phia sau. Khéi u dugc cho phép thiét 1ap trong 25 ngay, ¢ diém
d6 thé tich khdi u duoc xac dinh biang cach st dung phép do bang thudc kep dién tu
bang cach st dung cong thire: L x W2/2. Chudt dugc chia thanh cac nhém didu tri
(n=10 /nhém) sao cho mdi nhém c6 thé tich khdi u trung binh twong duong 209mm?
trude khi bt dau didu tri. Pong vat duoc cho dung lidu véi irinotecan va/hodc DVD-
Ig khang DLL4-VEGF, & liéu va ché d6 trong bang 29. Thé tich khbi u duoc do hai
1an mot tudn trong khoang thoi gian thir nghiém. Céc két qua dwoc thé hién trong

bang 29.

Béng 29. Hiéu qua két hop cia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va irinotecan trong md
hinh ghép khéc loai rudt két HT-29

Didu tri Puong, ché d6 lidu | %TGI* | %TGDP
[rinotecan 60 mg/kg IP, q3dX4 | 47* 60*
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg 1P, q7dX4 | 42* 45%

6,7 mg/kg 1P, q7dX4
+ 60 mgkg IP,| 74%* 76*
q3dX4

h1A11.1-SL-Av +

Irinotecan

Tir khod bang 29. a. %TGI = Phin tram tc ché sy sinh truéng cia khdi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khéi u trung binh cta nhém diéu tri
va C = thé tich khéi u trung binh ctia nhém d6i chimg diéu tri. Dua vao s6 do
phi hop véi kich thude sau ngay 20. Tri s P (nhu duoc chi ra boi déu hoa
thi) thu duogc tir phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém didu tri so véi
nhém ddi ching diéu tri. b. %TGD = Phén trim tr& sinh truéng khbi u = (T —

C)/C x 100, trong d6 T = thoi gian trung tuyén dén diém cubi ctia nhém didu
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tri va C = thdi gian trung tuyén dén diém cudi cta nhém ddi chimg diéu tri.

Dua vao diém cudi 1000mm?. Tri sb p (nhu duoc chi ra boi ddu hoa thi) thu

duoc tir phép so sanh xép hang theo log Kaplan Meier ctia nhom diéu tri so

v6i nhém dbi chimg diéu tri: * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001.

“q3dX4” cho biét viéc ding ba ngdy mét lan trong bdn chu ky (nghia 13, 4

lidu), trong khi “q7dX4” cho biét viéc ding bay ngay mét 1an trong bbn chu

ky.

T4c dung cta DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop véi hoa tri lidu ddi véi su
sinh truong khdi u nhu duge dénh gid ddi véi md hinh ghép khac loai u nguyén bao
dém U87-MG ctia ngudi & chudt cai SCID. Tém lai, 3x10° t& bao dwoc ching ngira
dudi da vao sudn bén phai phia sau. Khéi u dwoc dé phat trién trong 13 ngay, & diém
d6 thé tich khéi u duoc xac dinh bang cach st dung phép do bang thude kep dién tir
bang cach st dung cong thirc: L x W2. Chudt duoc chia thanh cic nhém diéu tri
(n=10 /nhém) sao cho mdi nhém c6 thé tich khdi u trung binh twong duong 207mm?
truGe khi bt dau diéu tri. Bong vat duge cho dung lidu véi temozolomit, mAb khéng
VEGF, va/hoic DVD-Ig khang DLL4-VEGF & liéu va ché do trong bang 30. Thé
tich khéi u duoc do hai 14n mét tudn trong khoang thdi gian thir nghiém. Céc két qua

duoc thé hién trong bang 30.

Bang 30. Hiéu quéa két hop ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va temozolomit trong
md hinh ghép khéc loai u nguyén bao dém U87-MG

Diéu tri Pudng, ché d6 lidu | %TGI* | %TGDP
Temozolomit 5 mg/kg IP, qdX1 OSH*E | 45Nk
MAD khéng VEGF 5 mg/kg IP, q7dX4 | 47** 45%%*
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg IP, q7dX4 | 69*** 100***
MAb khang VEGF + |5 mg/kg IP, q7dX4
Temozolomit + 5 mg/kg IP, qdX1
h1A11.1-SL-Av + | 6,7 mg/kg IP, q7dX4

7% H* 155%%*
Temozolomit + 5 mg/kg IP, qdX1
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Tir kho4 bang 30. a. %TGI = Phin trdm @c ché sy sinh truéng cta khdi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khdi u trung binh ctia nhém diéu tri
va C = thé tich khdi u trung binh ctia nhém d6i chimg diéu tri. Dua vio cac dd
do phit hop véi kich thu6e sau ngay 19. Tri s6 P (nhu duogc chi ra béi diu hoa
thi) thu duoc tir phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém diéu tri so véi
nhém ddi ching diéu tri. b. %TGD = Phén trim tr& sinh trudng khdi u = (T -
C)/C x 100, trong d6 T = thoi gian trung tuyén dén diém cudi ctia nhém didu
tri va C = thoi gian trung tuyén dén diém cudi ctia nhém dbi chimg diéu tri.
Dua vao diém cudi 1000mm3. Tri sb P (nhu duoc chi ra boi ddu hoa thi) thu
duogc tir phép so sanh xép hang theo log Kaplan Meier cua nhém diéu tri so
v6i nhém d6i ching didu tri: * p <0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

Tac dung ctia DVD-Ig khdng DLL4-VEGF két hop véi hod tri lidu dbi véi su
sinh truéng khéi u duge dédnh gid d6i véi khéi u ghép khéc loai tuyén tuy clia nguoi
thu duoc tir ngudi bénh PA0123 & chudt cai NSG. Tém lai, cic manh khbi u dong
lanh dugc cdy ghép dudi da vao suon bén phai phia sau. Khéi u dugc cho phép phat
trién trong 28 ngdy, & diém dé thé tich khdi u duge xac dinh bang cach stir dung phép
do bang thude kep dién tir bang cach sir dung cong thire: L x W2/2. Chudt duoc chia
thanh cdc nhém didu tri (n=7 /nhém) sao cho mdi nhém c6 thé tich khéi u trung binh
tuong dwong 193mm? truée khi bat ddu diéu tri. Pong vat duoc cho dung liéu véi
gemcitabin va/hoic DVD-Ig khing DLL4-VEGF, & liéu va ché d6 trong bang 31.
Thé tich khéi u dugc do hai 1in mot tudn trong khoang thoi gian thir nghiém. Cac két

quéa duoc thé hién trong bang 31.
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Bang 31. Hiéu qua két hop ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va gemcitabin trong mo
hinh ghép khac loai tuyén tuy thu duoc tir ngudi bénh PA0123

A . \ %TGI
Diéu tri Dudng, ché do licu %TGDP
Gemcitabin 100 mg/kg 1P, [q3dX4]X2 48%* | 43%*
h1A11.1-SL-Av 13,3 mg/kg IP, q7dX5 S54%* | TSk*

h1A11.1-SL-Av + | 13,3 mg/kg IP, q7dX5 + 100
Gemcitabin mg/kg 1P, [q3dX4]X2

Tir khoé bang 31. a. %TGI = Phin tram tc ché su sinh truéng cta khdi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khdi u trung binh ctia nhém diéu tri
va C = thé tich khdi u trung binh cta nhém dbi ching didu tri. Dwa vao cac sb
do pht hop véi kich thude sau ngay 38. Tri sd P (nhu duogc chi ra boi ddu hoa
thi) thu duoc tir phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém didu tri so véi
nhém dbi ching diéu tri. b. %TGD = Phin trim tr& sinh truéng khdi u = (T —
C)/C x 100, trong @6 T = thoi gian trung tuyén dén diém cubi ctia nhém didu
tri va C = thoi gian trung tuyén dén diém cudi ctia nhém dbi ching didu tri.
Dua vao diém cubi 1000mm?3. Tri sb P (nhu duoc chi ra boi ddu hoa thi) thu
duoc tlr phép so sanh xép hang theo log Kaplan Meier ctia nhom didu tri so
v6i nhém dbi chimg didu tri: * p < 0,05; ** p <0,001; *** p < 0,0001.

Téc dung ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop véi hod tri liéu dbi véi su
sinh trudng cta khdi u duoce danh gid dbi véi khdi u ghép khac loai vii ngudi MDA-
MB-231-luc & chudt cai SCID. Tém lai, 2x10° té bao duge cdy ghép vao gan ban
chan ctia dong vt ¢6 vi. Khdi u duoc cho phép phat trién trong 13 ngay, & diém do
thé tich khdi u dugc x4c dinh bang cach sir dung phép do bing thude kep dién tir
béng cach st dung cong thire: L x W%/2. Chudt duge chia thanh cidc nhom diédu tri
(n=10 /nhém) sao cho mdi nhém c6 thé tich khdi u trung binh tuvong duong 150mm3

true khi bit ddu diéu tri. Dong vat dugc cho ding liéu vé6i paclitaxel va/hodc DVD-
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Ig khdng DLL4-VEGF, & lidu va ché do trong bang 32. Thé tich khdi u duge do hai

1An mdt tudn trong khoang thoi gian thir nghiém. Ngoai ra, thu nhan hinh anh phat

quang sinh hoc d8 kiém tra va danh du su di cin tu phat cla té bao ung thu vao phéi

va/hoac hach bach huyét. Céc két qua duoc thé hién trong bang 32.

Bang 32. Hiéu qua két hop ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va paclitaxel trong md
hinh ghép khac loai vie MDA-MB-231-luc

Pidu tri Puodng, chd d6 lidu | %TGI* | %TGDP

% ty 16 mic

phai di cdn®

Paclitaxel 25 mg/kg IP, qg4dX3 | 78%** 106*** | 40%*

h1A11.1-SL-Av | 6,7 mg/kg IP, q7dX4 | 56%** g5k 50%*

h1A11.1-SL-Av

+ Paclitaxel

6,7 mg/kg 1P, q7dX4
+ 25 mg/kg IP, | 92 *** 179% %% (ke
q4dX3

Bang 32 tir khod. a. %TGI = Phan trdm @c ché sy sinh trudng cia khdi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khéi u trung binh cta nhém diéu tri
va C = thé tich khdi u trung binh ctia nhém dbi chiing didu tri. Dua vio cac sb
do phit hop kich thudée sau ngay 15. Tri s§ P (nhu dwoc chi ra bi ddu hoa thi)
thu duoc tir phép so sénh thir nghiém T Student cia nhém diéu tri so véi
nhém dbi chtng diéu tri. b. %TGD = Phin trdm tr& sinh truéng khéi u = (T —
C)/C x 100, trong d6 T = thoi gian trung tuyén dén diém cubi ciia nhom didu
tri va C = thoi gian trung tuyén dén didm cudi ctia nhém dbi ching diéu tri.
Dua vao diém cudi 1000 mm?. Tri s6 P (nhu dwoc chi ra boi déu hoa thi) thu
duoc tir phép so sanh xép hang theo log Kaplan Meier ctia nhém diéu tri so
v6i nhém dbi chimg didu tri. c. % ty 16 méc phai di cin = phan trim dong vt
c6 tin hiéu c6 thé phat hién & phdi va/hoic hach bach huyét dua vao hinh anh
phat sang sinh hoc. Nhém dbi ching diéu tri ¢6 100%. Dua vao ngiy 22 sau
phép do kich ¢&. Tri s6 P (nhu dugc chi ra bai diu hoa thi) thu duge tir phép
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so sanh thtr nghiém T Student ctia nhém diéu tri so v6i nhém d6i chimg diéu

tri: * p <0,05; ** p <0,001; *** p <0,0001.

Tac dung cua DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop véi hod hoc tri lidu dbi
v6i su sinh trudng ciia khdi u duoc dénh gia d6i véi khdi u ghép khac loai v nguoi
SUM149PT & chudt cai SCID. Tém lai, 1x10° t& bao dugc ching ngira dudi da vao
sudn bén phai phia sau. Khéi u duge cho phép thiét 1ap trong 28 ngay, ¢ diém d6 thé
tich khdi u dwgc xac dinh bing cach sit dung phép do bang thudce kep dién tir bing
cach st dung cong thire: L x W22. Chudt duoc chia thanh cic nhém didu tri (n=9
/nhém) sao cho mdi nhém cé thé tich khdi u trung binh twong dwong 183mm? trude
khi bt ddu didu tri. Dong vat duoc cho dung liéu véi paclitaxel va/hoic DVD-Ig
khang DLL4-VEGF, & lidu va ché d6 trong bang 33. Thé tich khdi u duge do hai lan
mdt tudn trong khoang thdi gian thir nghiém. Cac két qua dugc thé hién trong bang
33.

Béng 33. Hiéu qua két hop ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va paclitaxel trong md
hinh ghép khac loai v SUM149PT

Diéu tri Pudng, ché do liéu %TGI* | %TGDP
Paclitaxel 25 mg/kg 1P, [q4dX3]X4 6O *** 173%%*
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg IP, q7dX8 gk 282%**
h1A11.1-SL-Av + |6,7 mg/kg IP, q7dX8 + 25

Paclitaxel mg/kg IP, [q4dX3]X4

Tir khod bang 33. a. %TGI = Phén trim tc ché su sinh truéng cta khdi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khéi u trung binh ctia nhém diéu tri
va C = thé tich khdi u trung binh ctia nhém ddi chimg diéu tri. Dwa vao céc sb
do phil hop véi kich thude sau ngay 22. Tri s6 P (nhu duogc chi ra béig déu
hoa thi) thu duoc tir phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém diéu tri so
v6i nhém dbi ching didu tri. b. %TGD = Phén trim tr& sinh truéng khdi u =
(T — C)/C x 100, trong d6 T = thoi gian trung tuyén dén diém cudi ctia nhém

diéu tri va C = thoi gian trung tuyén dén diém cudi clia nhém doi chimg diéu
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tri. Dua vao diém cubi 1000mm3. Tri s§ P (nhu dwoc chi ra boi d4u hoa thi)
thu duoc tir phép so sanh xép hang theo log Kaplan Meier ctia nhém diéu tri
s0 v6i nhém dbi chung didu tri: * p <0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

Tac dung ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop véi hoa hoc tri lidu ddi
v6i su sinh truong khéi u duoc danh gid d6i véi khéi u ghép khac loai va
SUM149PT ngudi & chudt cai SCID. Tém lai, 1x10° t& bao duoc ching nglra dudi
da vao suon bén phai phia sau. Khdi u dugce cho phép phat trién trong 25 ngay, &
diém d6 thé tich khéi u dwoc xac dinh bang cach st dung phép do bing thude kep
dién tir bang cach st dung cong thirc: L x W2/2. Chudt dugc chia thanh cic nhém
didu tri (n=10 /nhém) sao cho mdi nhém c6 thé tich khdi u trung binh tuong dwong
228mm? trude khi bét dau diéu tri. Dong vat duge cho ding lidu véi paclitaxel, mAb
khang VEGF va/hoic DVD-Ig khang DLL4-VEGF, & lidu va ché d6 trong bang 34.
Thé tich khéi u duoc do hai 1dn mot tun trong khoang thoi gian thir nghiém. Cac két

quéa duoc thé hién trong bang 34.

Bang 34. Hiéu qué két hop ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va paclitaxel trong md
hinh ghép khéc loai vii SUM149PT

Diéu tri Puong, ché do lidu %TGI?
Paclitaxel 25 mg/kg 1P, [q4dX3]X4 50%
MAD khang VEGF | 5 mg/kg IP, q7dX8 54%*
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg IP, q7dX8 78%**
MADb khéng VEGF |5 mg/kg IP, q7dX8 + 25

+ Paclitaxel mg/kg IP, [q4dX3]X4 BI™
h1A11.1-SL-Av + 6,7 mg/kg IP, q7dX8 + 25 _—

Paclitaxel mg/kg IP, [q4dX3]X4

Tir khod bang 34: a. %TGI = Phin trim tc ché sy sinh truéng cta khéi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khdi u trung binh ctia nhém didu tri
va C = thé tich khéi u trung binh ctia nhém ddi chimg diéu tri. Dwa vio céc sb

do pht hop véi kich thude sau ngay 18. Tri s6 P (nhu dugc chi ra béi ddu hoa
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thi) thu duogc tir phép so sanh thir nghiém T Student ctia nhém diéu tri so véi
nhém dbi ching diéu tri: * p <0,05; ** p <0,001; *** p <0,0001.

Tac dung cua DVD-Ig khang DLL4-VEGF két hop véi hod tri li€u dbi véi su
sinh truong ciia khéi u con duge dénh gid dbi véi khdi u ghép khéc loai rudt két cua
ngudi HCT-116 & chudt cai SCID. Tém lai, 5x10° té bao duoc ching ngira dudi da
vao sudn bén phai phia sau. Khdi u dugc dé phat trién trong 16 ngay, & diém dé thé
tich khdi u dugc xéc dinh bing cach sir dung phép do bing thudce kep dién tir bing
céch st dung cong thire: L x W22. Chudt duoc chia thanh cic nhém didu tri (n=9
/nhém) sao cho m3i nhém cé thé tich khdi u trung binh twong duong 198mm? trude
khi bét ddu didu tri. Pong vat duge cho dung lidu véi 5-FU, capecitabin va/hodc
DVD-Ig khdng DLL4-VEGF & lidu va ché d6 trong bang 35. Thé tich khdi u duoc
do hai 1n mot tudn trong khoang thoi gian thir nghiém. Cac két qua dwoc thé hién

trong bang 35.

Béang 35. Hiéu qua két hop ctia DVD-Ig khang DLL4-VEGF va 5-FU hoic DVD-Ig
khang DLL4-VEGF va capecitabin trong md hinh ghép khac loai rut két HCT-116

Piéu tri Pudng, ché db lidu %TGI?
5-FU 75 mg/kg IV, q7dX4 50%*
Capecitabin 350 mg/kg PO, qdX14 69 ***
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg IP, q7dX4 66+ **
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg IP, q7dX4

84***
+5-FU + 75 mg/kg IV, q7dX4
h1A11.1-SL-Av 6,7 mg/kg 1P, q7dX4

92***
+ Capecitabin + 350 mg/kg PO, qdX14

Tir khod bang 35: a. %TGI = Phan trdm tc ché su sinh truéng cua khéi u =
100 — (T/C x 100), trong d6 T = thé tich khéi u trung binh ctia nhém diéu tri
va C = thé tich khéi u trung binh ctia nhém ddi chimg diéu tri. Dya vao sé do

phtt hop véi kich thude sau ngay 21. Tri s6 P (nhu duoc chi ra bai ddu hoa
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thi) thu dugc tir phép so sanh thtr nghiém T Student ciia nhom didu tri so véi

nhém d6i chimg diéu tri. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001
Vi du 12: Hiéu luc té bao gifta cac loai cua h1A11.1-SL-Av DVD

Hiéu lyc 1am trung hoa gifta cac loai ciia h1A11.1-SL-Av DVD khang DLL4
duoc so voi thir nghiém dua trén té bao bang cach sit dung mién ngoai bao DLL4 tai
td hop duogc gitr ¢b dinh (ECD) gifta céc loai. Thir nghidém nay dugc sir dung & so
sanh hoat tinh ctia h1A11.1-SL-Av DVD khang lai cting ndng d6 ctia DLL4 thu

duoc tir ngudi, chudt ddng, chudt nha va loai khi cynomolgus.

Dia nudi cidy mdé mau den 96 giéng véi cac giéng day trong subt (Costar,
#3904) duge phi so bd bing 100uL/giéng DLL4-ECD (11nM) duogc pha logng trong
PBS (Invitrogen, #14190), hozc 100uL/giéng 11nM BSA lam dbi ching (Sigma,
#A9576). Boc kin cac dia thir nghiém va U & 4°C trong 18 gid. Vao ngay tiép theo,
h1A11.1-SL-AV DVD dugc pha losing theo ddy trong mdi truong thtr nghiém
DMEM (Invitrogen, #11995) chira 10% FBS. Cac dia thtr nghi€ém da dugce pht so b
duoc rora modt 14n bang méi trudng thir nghiém trude khi bd sung dung dich
h1A11.1-SL-Av DVD dugc pha logng theo diy véi lwong 50uL/giéng. Sau d6, u cac
dfa thir nghiém & 25°C trong 30 phut. Trong thoi gian 4 nay, EA.hy926 té bio biéu
hién renilla luciferaza ddi chung va luciferaza dom dém dbi ching duoc diéu khién
boi doan khéi ddu dap tmg Notch duoc tach ra khoi binh nudi cy thét c¢b bang cach
st dung 0,25% Trypsin-EDTA (Invitrogen, #25200), duoc tao huyén phu lai dén
3x10° té bao/mL trong mdi trudng thir nghiém va sau d6 duoc bd sung mot cach truc
tiép vao dia thir nghiém ¢ 25uL té bao/giéng. Sau d6, 0 dia thir nghiém & 37°C véi
5% CO; trong 24 gio. Cac thir nghiém dom doém va renilla luciferaza dugc thuc hién
theo huéng din clia nha cung cdp (Dual-Glo Luciferase Assay System, Promega,
#E2940). Su phat sang duoc doc trén thiét bi‘ doc dia (Victor, Perkin Elmer, #1420-
051), va cac dit lidu duge sinh ra dugc chudn hoa thanh tin hiéu phét séng renilla

luciferaza.

Nhu duge thé hién trong bang 36, h1A11.1-SL-Av DVD ftrc ché hoat tinh
DLL4 ctia ngudi va khi cynomolgus véi cac hiéu Iuc ¢6 thé so sanh. h1A11.1-SL-Av
DVD ciing trc ché DLL4 ctia chudt, mic dit hoat tinh nhd hon véi khoang 3 14n, so
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v6i DLL4 ctia ngudi. h1A11.1-SL-Av DVD khong @c ché hoat tinh DLL4 trong c4c

thir nghiém té bao.

Hiéu lyc lam trung hoa gitta cac loai cua h1A11.1-SL-AV DVD khang VEGF
duoc danh gid trong thir nghiém ting sinh va kha ning sng s6t cta t& bao
NIH3T3/VEGFR-2 dugc kich thich VEGF.

Té bao NIH3T3 duoc chuyén nhidm 6n dinh v6i ADN b trg d6i véi VEGFR-
2 chiéu dai ddy du clia nguoi duoc st dung dbi véi cc thir nghiém ting sinh va su
sbng dugc kich thich bing VEGF. Mbi trudng nudi cdy hop dong ciia dong té bio on
dinh NIH3T3/VEGFR-2 duoc tach ra khéi binh thét c¢b nudi cdy véi
0,25% Trypsin-EDTA (Invitrogen, #25200), va dugc tao huyén phi lai dén 1,33x10°
té bao/mL v&i mdi trudng thir nghiém: DMEM (Invitrogen, #11995) chira 0,1% BSA
(Sigma, #A9576). Tao hat t& bao & 10.000 té bao/giéng trong 75uL tdng thé tich vao
trong dia nudi cdy mé mau den 96 giéng véi ddy trong (Costar, #3904), va 1 trong 24
gidr & 37°C véi 5% CO,. Ngay tiép theo, VEGF protein ti td hop va h1A11.1-SL-
AV DVD duogc pha lodng véi moi trudng thir nghi€m, tron trong dia polypropylen
96 giéng va 01 & 25°C trong 30 phut. Céc-tai VEGF va h1A11.1-SL-AV DVD (4X)
sau d6 duoc bd sung vao té bao trén dia thir nghiém & 25uL/giéng. Pia thir nghiém
chira t& bao dwoc xir Iy sau d6 duoc 0 & 37°C v6i 5% CO,. Sau bay muoi hai gio, thir
nghiém sbng s6t duge thuc hién theo hudng din cta nha san xuit (ATPlite 1step,
Perkin Elmer, #6016739). Su phat sang duoc doc trén thiét bi doc dia (Victor, Perkin
Elmer, #1420-051).

Nhu duoc thé hién trong bang 36, h1A11.1-SL-AV DVD lam trung hoa hoat
tinh VEGF ctia khi cynomolgus véi hiéu luc twong tu so véi VEGF cua ngudi.
h1A11.1-SL-AV DVD khéng e ché VEGF ciia chudt ddng va chudt nha trong thiy

nghiém té bao.
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Bang 36: Hiéu luc té bao giita cac lodi ctia h1A11.1-SL-AV DVD

Thir nghiém hiéu luc gitta

céac loai, ICso (nM)?

DLL4 cua nguoi 0,22 +0,14

DLL4 ctia khi Cynomolgus0,12 + 0,08

DLL4 chudt nha 0,65+ 0,23

DLL4 chudt ddng Khong thé phat hién
VEGEF cua nguoi 09+0,1

VEGF khi Cynomolgus 1,1 +03

VEGF chudt nha Khong thé phat hién
VEGF chudt dong Khong thé phat hién

Tir khod bang 36: a. Cac tri s tir thir nghiém té bio DLL4 14 gia tri trung binh
+ d6 léch chuén tir bdn thir nghiém doc 1ap. Cac tri sb tir thir nghiém t& bao

VEGEF 1a gi4 tri trung binh + d0 1&ch chudn tir ba thir nghiém doc 1ap.
Vi du 13: Phéu sang loc va lwa chon tmg vién dan dau

Viée lua chon ung vién DVD-Ig dan diu c¢6 thé doi hoi vai chu ky k¥ thuat
phan ti, tao ra hang trim phan t& tng vién hiéu luc, tiép theo thir nghiém trong phéu
sang loc ma c6 thé bao gdm 4c quy thir nghiém dé nh4n dang phan tr DVD-Ig véi
céc ddc diém cén thiét dbi voi chét didu tr, tAt ca4 ma khong c6 chi dén xét dén cac
trinh tu mién bién d6i hodc cdc ciu trac khac ma sé tao ra cac dic tinh chic ning tbi
wu. Thong thudng, cac dic tinh nay bao gdm, nhung khong chi giéi han &, viéc danh
gid: (a) dong hoc gin két (toc do on, téc do off va ai luc) di véi cac mién gin két
bén trong va bén ngoai, (b) hidu luc trong thir nghiém sinh hoc sinh hoé va t& bao
khac nhau, (¢) hiéu qua in vivo trong mé hinh khéi u lién quan, (d) cac dic tinh dwoc
dong hoc va duoc luc hoc, (¢) kha ning san xuét, bao gdm muc biéu hién protein
trong dong t& bao dugc chon, kha ning tao thang, sw bién ddi sau dich ma, cac dic
tinh 1y hod nhu ty 1 phin trim monome, d6 tan va do én dinh (d6 6n dinh noi tai,

lanh dong /tan gia, luu trit, v.v), (f) cdc dic tinh hinh thanh, (g) nguy co gdy mién

-140-



30535

dich hiéu luc va (h) cac dic tinh ddc cia phan tir. Phuong thirc va hoa tri gén két
cling c6 thé dugc dénh gia, do ¢6 thé tic dong dén cac dic tinh gén két va hiéu luc té
bao clia phéan tir. Mirc ngudng dugc dua ra di véi tham sb dwgc danh gia va protein
gin két thé hién muc 6t hon ddi v6i mbi tham sé dwoc luu ¥. Dua vao viée sang loc
ban dau cua hang trdm phan t, thudng chi c6 mdt hodc khong xuét hién cac dic tinh
ma thod man tit ca cac tham sb duoc 1iét ké, trong sb cac nhan t6 khac khi xét dén
khi nhan dang tng vién dan dau dé danh gia thém. Khi tmg vién dén déu dwuoc nhan
dang, viéc danh gi4 in vivo hon nita v& céc dic tinh diéu tri duoc thir nghiém, bao

gdm tinh an toan, hiéu qua va hiéu luc & dong vat va con ngudi.
Vi du 14: Lwa chon tmg vién din ddu DVD-Ig khang DLL4 /khang VEGF

Céc tac gia sang ché d3 hiéu va danh gia khoang 100 phan tir DVD-Ig khéng
DLL4/khang VEGF, bao gdm céc cdu triic bang cach sit dung céc trinh tu VEGF va
DLL4 dugc liét ké trong bang 2, cling nhu cac phién ban duge ghép CDR va truong
thanh vé mit 4i lyc cta cic mién bién dbi va cac trinh tw mién bién déi dugc lam
gibng ngudi hodc hoan toan ciia ngudi. Cac mAb khang DLL4 bé me ciia ngudi thu
duoc bang k¥ thuat thé hién ARN thong tin PROfusion tiép theo su truéng thanh vé
mit ai luc bang cach sir dung k§ thuat thé hién nAm men. Céc khang thé bd me ghép
CDR duogc dya trén mAb khang DLL4E9.71, vai mAb khang DLL4 dugc 1am gidng
ngudi duoe tao ra dua trén h1A11.1 va h38H12.11, va vai khang thé h1A11 trudng
thanh vé mit 4i luc cling duoc tao ra. Cac tac gia sang ché cling dénh gia nhidu trinh
tu cdu lién két khac nhau trong protein gén két DVD-Ig. Viéc st dung cac cu lién
két khac nhau din dén céc dic tinh khac nhau & muc rdng, tham chi gitta protein gin

két cé cung trinh tw mién bién doi.

Trong s khoang 100 phan tir DVD-Ig dugc tao ra, 10 trong sé ching dwoc
loai trir do khéng dat dugc mirc bidu hién mong mubn & té bao HEK293 bang viée
chuyén nhidm tam thoi, 22 khéng thé hién mirc gén két ngudng mong mubn véi
DLL4, 19 khong thé hién mtrc gin két ngudng mong mubn v6i VEGF, vai cai bién
sau dich ma gan t8i wu dwoc thé hién, bao gdm glycosyl hoa lién két O. Vai DVD-Ig
duoc loai trir dé thé hién 4i luc gin két thip hon ngudng duoc x4c dinh. Cac mién

gén két khang nguyén & vi tri bén trong ctia DVD-Ig ¢6 thé thé hién mrc 4i luc gén
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két khang nguyén va hiéu Iuc giam. Vi du, tit ca cdc phan tt DVD-Ig cta day
h1A11/Av trong d6 mién gin két VEGF duoc dat vao & vi tri bén ngoai va mién gin
két DLL4 & vi tri bén trong thé hién 4i luc gén két DLL4 giam. C4c DVD-Ig do d6
khong duoc chon cho nghién ctru nay. Theo huéng dbi dién (nghia 13, mién gén két
VEGF & vi trf bén trong va mién gén két DLL4 & vi trf bén ngoai), 4i luc gin két
VEGF ctia h1A11.1-SL-Av duoc tim thiy 1a t6t hon ngoai mong doi, thim chi v&i
protein gin két bing cach sir dung ciing mién bién ddi va hudng nhung vé6i cac trinh
tur cau lién két khac, nhu h1A11.1-SS-Av (cdu lién két ngén gifta cdc mién VDI va

VD2 trén chudi ning va nhe).

Ngoai ra, su trudng thanh v& mit 4i luc duoc thuc hién trén h1A11 @8 sinh ra
khang thé bd me khang DLL4 véi 41 luc va d6 n dinh rit cao khi & dang khéng thé
don dong, nhung & dang DVD-Ig céc cdu tric niy khong thé hién muc dn dinh duogc
quan s&t d61 véi h1A11.1-SL-Av, bit k& ciu lién két duge st dung hodc hudng ctia
mién gan két. Tuong tu, su truong thanh vé mat &i luc cia Av (khang VEGF) mién
bién d6i mt 14n nita sinh ra khang thé don dong bd me n dinh thé hién muc én dinh
gidm ma khong can xét dén cau lién két va thao tic huéng. Ngoai ra, su trudng thanh
v& mit 4i Iwc thdm chi & noi nd tao ra dong hoc gan két tot hon dbi véi cac khang thé
don dong, c6 thé khong du doéan hoat tinh cia DVD-Ig trinh tu. Vi dy, khi h1A11.1
dugc thay thé bang céc bién thé truéng thanh v& mit &i lyc cia nd, thi cac phan t
DVD-Ig méi nay thé hién d6 6n dinh gidm, rt ngén chu ky ntra phan ri in vivo va
lam giam hoat tinh khang khdi u trong mé hinh khéi u. Ngoai ra, cic phan tit DVD-
Ig chita h1A11 trudng thanh vé mit i luc va/hodc mién bién dbi Av ciing thé hién
xu huéng tao gel gia ting hodc tao thanh muc két tu & mic cao trong khi luu trit &
5°C. Viéc tao gel va két tu khong mong mubn nay khong dwoc quan sat dbi véi céc
phén t¢ DVD-Ig bao gdm mién bién d6i khéng thé b me gbc (nghia 13, mién bién
ddi tir cac khang thé ma khéng dwoc truong thanh vé mat 41 luc) khi duge luu trit

trong cac didu kién twong tw, cu thé 1a dbi véi DVD-IghlA11.1-SL-Av.

Diéu nay chi ra ring 4i luc gin két khang nguyén riéng khong phai 14 yéu t6
duy nhat can xem xét khi chon lgc Gng vién 1am sang va thuc vay ai luc gan két cé

thé khong du doan céc dic tinh protein gin két khac, nhu d6 én dinh, kha ning bao
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ché, céc dic tinh Iy hoa, hidu luc khang khéi u in vivo va/hodc dic tinh dugc dong
hoc, ma 1 nhay véi thdm chi cc cai bién cdu tric khong dang ké. Vi du, cac dic
tinh lam trung hoa VEGF va DLL4 cua cac phan tir h1A11.1-LS-Av, h1A11.1-LL-
Av va h1A11.1-SL-Av DVD-Ig ¢6 thé so sanh theo céch rdng rdi (bang 7), nhung
h1A11.1-SL-Av thé hién murc hiéu luc trc ché su sinh truéng cta khdi u cao nhét
(Béang 9). Ngoai ra, d6i v6i cac phan tr DVD-Ig ma van c6 ai luc gén két va hidu luc
té bao, mot sd trong s6 ching thé hién cac dic tinh 1y ho4 it wu viét hon. Vi dy, méic
dit h1A11.1-LL-Av 1a rét tuong tuw véi h1A11.1-SL-Av dan dau diéu tri, nhung su
khac nhau gitta cdc cau lién két ma ndi hai mién bién ddi trong hai céu tric din dén
céc dic tinh 1y hoé it wu viét hon dbi véi h1A11.1-LL-Av. Didu nay ching minh
réng thdm chi céc thay ddi nho, vi du, v6i cac clu lién két gilta hai mién bién ddi

trong DVD-Ig c6 thé c6 tac dong dang ké dén cac dic tinh diéu tri duoc danh gia.

Duya vao su ¢6 mit ciia mot sb déu hi¢u mong mudn, nhu duoc do trong céc
thtr nghiém duoc mo ta trén ddy, 17 trong sb khoang 100 phan tir DVD-Ig hoic
nhiéu hon con duge thir nghiém & céc md hinh chudt ddi véi hoat tinh khang khdi u
va dic tinh duge dong hoc. DVD-Ig h1A11.1-SL-Av thé hién hiéu luc @c ché khéi u
ngodi mong doi va cic dic tinh duge ddng hoc so véi protein gin két duoc thir
nghiém khac. Do d6, viéc danh gia cac tiéu chun ngoai trir duge st dung trong phéu
sang loc, DVD-Ig h1A11.1-SL-Av cudi cting xuét hién nhu protein gin két thé hién
céc dic tinh wu viét (nghia 13, 16n hon ngudng) trong mdi théng sé dugc do. Do do,

protein gan két duoc chon dé dénh gi4 va nghién ctu tiép theo.
Vi du 15: So sénh v6i cac DVD-Ig VEGF/DLL4 sém hon

Mac du h1A11.1-SL-Av khong dugc so mot cach truc tiép véi 96 phan tu
VEGF/DLL4 DVD-Ig uu tién duoc cong bd trong céng bd don yéu cdu cép patent
My s6 20100076178 (xem Béng 5 trong cong bd ndy), viée so sanh gian tiép cé thé
duoc thue hién. Vi du, h1A11.1-SL-Av thé hién hoat tinh gén két VEGF c¢6 thé so
v6i hoat tinh ctia mAb khdng VEGF Av tham chiéu (xem bang 5). Trai lai, it nhét hai
phan ba trong s§ 96 phan tir VEGF/DLL4 DVD-Ig duoc thir nghiém trong cdng bb
don yéu cau cép patent M§ sé 20100076178 c6 hoat tinh gén két VEGF yéu hon so
v6i mAb khang VEGF ABO014 tham chiéu. (AB014 chita ciing trinh tw mién bién d6i
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nhu khang thé Av). Do d6, h1A11.1-SL-Av xuit hién thé hién dong hoc gén két
dugc cai thién so vaoi phén 160 c4u trac DVD-Ig dugc tht nghi€ém trong don sém

hon.

Céc vi du trén ddy duge du dinh dé minh hoa va khong 1am giéi han sang ché.
Céc phuong an khac vé thiét bi va phuong phép dugc bdc 19 sé 6 rang d6i véi ngudi
c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay dua vao vi€c xét dén phén mo ta va thuc

tidn cta cac thiét bi va phuong phép duoc boc 16 trong ban md ta nay
Danh muc ti liéu tham chiéu

Nbi dung cua tit ca cac tai lidu tham chiéu duoc trich din (bao gom céc tai
liéu chuyén nganh, patent, don yéu ciu cép patent va website) ma c6 thé duoc trich
dan trong ban mo ta nay dwoc dua ra trong ban mé ta nay dé tham khao. Sang ché s&
ding, trlr khi c¢6 chi dinh khéc, céc k§ thuat thong thuong vé& midn dich, sinh hoc
phan tir va sinh hoc té bio, ma cling d& dugc biét &n trong linh vuc nay.

Séang ché ciing két hop véi viée tham chibu dén cac k§ thuat d duoc biét dén
trong linh vuc sinh hoc phén tir va phan phdi duoc chit. Cac k§ thudt ndy bao gdm,
nhung khong chi gi¢i han &, k§ thuat duge mé ta trong céc tai lidu cong b sau day:
Ausubel et al. (eds.), CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley

&Sons, NY (1993);

Ausubel, F.M. et al. eds., SHORT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (4th Ed.
1999) John Wiley & Sons, NY. (ISBN 0-471-32938-X);

CONTROLLED DRUG BIOAVAILABILITY, DRUG PRODUCT DESIGN AND
PERFORMANCE, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New York (1984);

Giege, R. and Ducruix, A. Barrett, CRYSTALLIZATION OF NUCLEIC ACIDS AND
PROTEINS, a Practical Approach, 2nd ea., pp. 20 1-16, Oxford University Press, New
York, New York, (1999);

Goodson, in MEDICAL APPLICATIONS OF CONTROLLED RELEASE, vol. 2, pp. 115-138
(1984);
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Hammerling, et al., in: MONOCLONAL ANTIBODIES AND T-CELL HYBRIDOMAS 563-
681 (Elsevier, N.Y., 1981;

Harlow et al.,, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2nd ed. 1988);

Kabat et al., SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST (National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) and (1991);

Kabat, E.A., et al. (1991) SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST,
Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No.
91-3242;

Kontermann and Dubel eds., ANTIBODY ENGINEERING (2001) Springer-Verlag. New
York. 790 pp. (ISBN 3-540-41354-5).

Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY
(1990);

Lu and Weiner eds., CLONING AND EXPRESSION VECTOR FOR GENE FUNCTION
ANALYSIS (2001) BioTechniques Press. Westborough, MA. 298 pp. (ISBN 1-
881299-21-X).

MEDICAL APPLICATIONS OF CONTROLLED RELEASE, Langer and Wise (eds.), CRC
Pres., Boca Raton, Fla. (1974);,

Old, R'W. & S.B. Primrose, PRINCIPLES OF GENE MANIPULATION: AN
INTRODUCTION TO GENETIC ENGINEERING (3d Ed. 1985) Blackwell Scientific
Publications, Boston. Studies in Microbiology; V.2:409 pp. (ISBN 0-632-01318-4).

Sambrook, J. et al. eds., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (2d Ed.
1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY. Vols. 1-3. (ISBN 0-87969-309-6).
SUSTAINED AND CONTROLLED RELEASE DRUG DELIVERY SYSTEMS, J.R. Robinson,
ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978

Winnacker, E.LL. FROM GENES TO CLONES: INTRODUCTION TO GENE TECHNOLOGY
(1987) VCH Publishers, NY (translated by Horst Ibelgaufts). 634 pp. (ISBN 0-
89573-614-4).
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Cdc dang twong duwong

Sang ché c6 thé dugc thé hién & dang cu thé khac ma khong tach roi tinh thin
hodc dic diém thiét yéu ctia nd. Do d6, céc phuong 4n trén ddy duoc xét dén tht ca
céc khia canh minh hoa t&t hon 14 1am giéi han sang ché. Do do, pham vi cua séng
ché duoc x4c dinh boi céc diém yéu ciu bao ho kém theo tdt hon 14 bang phin mo ta
trén ddy va tit ca cac thay dbi ma nim trong nghia va khoang tuong duong cla cac

diém yéu cau bdo ho do d6 dugc bao gom trong ban md ta nay.
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YEU CAU BAO HQ

1. Protein gén két bao gdm cac chudi polypeptit thir nhat va thir hai, mdi chudi doc
1ap bao gdm VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong do:

VD1 1a mién bién ddi tht nhat;

VD2 14 mién bién d6i th hai;

C la mién 6n dinh;

X1 14 cAu lién két;

X2 1a vung Fc;

n bang 0 hoic 1,

trong d6 mién VD1 trén chudi polypeptit thir nhit va tht hai tao thanh vi trf gén két
dich chitc ning thtr nhat va mién VD2 trén chudi polypeptit thr nhat va tht hai tao
thanh vi trf gin két dich chirc ning thi hai, va trong d6 protein gan két ¢6 kha ning
gin két DLL4 va VEGF, trong d6 chudi polypeptit thir nhét cla protein gin két bao
gdm SEQ ID NO: 56 va chudi polypeptit thtr hai cua pfotein gin két bao gdbm SEQ
ID NO: 64.

2. Protein gén két theo diém 1, trong d6 protein gin két bao gdm chudi polypeptit
thtr nhét bao gdm VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n thir nhét, trong do:

VD1 1a mién bién dbi ctia chudi ning th nhét;
VD2 12 mién bién ddi ctia chudi ning thi hai;
C 12 mién 6n dinh ctia chudi ning;

X1 14 céu lién két;

X2 1a ving Fc;

n bang 0 hoic 1, va

trong d6 protein gin két bao gdm chudi polypeptit thir hai bao gdm VDI1-(X1)n-
VD2-C-(X2)n thit hai, trong d6

VD1 14 mién bién ddi cua chudi nhe thir nhét;
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VD2 1a mién bién ddi ctia chudi nhe thit hai;
C 12 mién dn dinh cta chudi nhe;
X1 1a cdu lién két;
n bang 0 hozc 1 dbi véi (X1)n;
n bang 0 dbi véi (X2)n,
trong d6 mién VD1 trén chudi polypeptit thir nhét va thir hai tao thanh vi tri gin két
dich chtic ning th@ nhét va mién VD2 trén chudi polypeptit thir nhat va thi hai tao
thanh vi trf gin két dich chic ning thr hai.
3. Protein gin két theo diém 1, trong d6 protein gén két ndy bao gém hai chudi
polypeptit thir nhit va hai chudi polypeptit thir hai va bdn vi tri gén két dich churc
nang.
4. Protein gin két theo diém 1, trong d6 protein gin két nay c6 kha ning gén két:
(a) VEGF véi hing sb phén ly (Kp) 16n nhét 1a khoang 7,40x10°M, nhu duogc
xéc dinh theo phuong phép cdng hudng plasmon bé mit, va/hoidc
(b) DLL4 véi hing s& phan ly (Kp) 1én nhét 13 khoang 3,40x108M hogc
5,00x10*M, nhu dugc xic dinh theo phwong phap cdng hudng plasmon bé
mat.
5. Protein gén két theo diém 1, trong d6 viing Fe cua protein gén két 14 ving Fe tir
IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgM, IgE, hoic IgD, hodc bién thé cua no.
6. Protein gin két theo diém 1, trong d6 ving Fc ctia protein gén két nay 1a ving Fec
trinh ty bién thé.
7. Protein gin két theo diém 1, trong d6 protein gén két ndy bao gém céc trinh tyr
ving ¢b dinh tr SEQ ID NO: 73 va/hodc SEQ ID NO: 74.
8. Protein gin két theo diém 1, trong d6 chudi polypeptit thir nhit va thir hai cua

protein gén két bao gdbm SEQ ID NO: 74 va 73.

9. Protein gin két theo diém 8, trong d6 protein gén két ndy c6 kha nang:
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(a) gén két voi VEGF véi hing sb phén ly (Kp) 16n nhét khoang 7,0 x 1071°M,
nhu duge x4c dinh theo phuong phap cong hudng plasmon bé mit, vi/hoic
phong bé hoat tinh VEGF véi IC50 16n nhat khoang 3,8nM, nhu dwoc xé4c
dinh theo phuong phap ELISA canh tranh VEGFR1; va/hoac

(b) gan két v6i DLL4 v6i hing s6 phan ly (Kp) 16n nhét khoang 1,0 x 108M,
nhu dwoc xéc dinh theo phuong phép cong hudng plasmon bé mit, va/hodc
phong bé hoat tinh DLL4 véi IC50 16n nhit khoang 1,09nM, nhu dugc xac
dinh theo phuong phap ELISA canh tranh Notch.

10. Ché pham bao gbém protein gén két theo diém 1 va it nht mot chit bd sung.
11. Ché phim theo diém 10, trong d6 it nhét mot chit bd sung da néu bao gdm mot
ho#c nhiéu chit duoc chon tir nhém bao gdm chét gy doc t& bao, chit hoa tri liéu,
chit chdng tao mach, khang thé khang CTLA4, chét phong bé kénh canxi, chat e
ché ACE, FOLFIRI, paclitaxel, carboplatin, doxil, topotecan, va cisplatin.
12. Axit nucleic phan 1ap dugc hodc nhém céc axit nucleic ma héa protein gin két
bao gdm cac chudi polypeptit thir nhét va thir hai, mdi chudi doc 1ap bao gdbm VDI1-
(X1)n-VD2-C-(X2)n, trong do:

VDI 1a mién bién ddi thir nht;

VD2 14 mién bién ddi th hai;

C 14 mién bn dinh;

X1 14 cdu lién két;

X2 la vung Fc;

n bang 0 hoic 1,
trong d6 mién VD1 trén chudi polypeptit thir nhit va thr hai tao thanh vi tri gén két
dich chirc ning th@ nhit va mién VD2 trén chudi polypeptit thir nhit va th hai tao
thanh vi tri gén két dich chirc ning thi hai, va trong d6 protein gén két c6 kha ning
gin két DLL4 va VEGF, trong d6 chudi polypeptit thir nhét cta protein gén két bao
gdm SEQ ID NO: 56 va chudi polypeptit thir hai ciia protein gén két bao gdbm SEQ
ID NO: 64.
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13. Axit nucleic hoic nhém cac axit nucleic theo diém 12, trong d6 protein gén két
da néu bao gdm chudi polypeptit th@ nhit bao gdm VDI1-(X1)n-VD2-C-(X2)n thir
nhét, trong do:

VD1 14 mién bién dbi ctia chudi ning thir nhét;
VD2 14 mién bién dbi cua chudi ning thtr hai;
C 14 mién 6n dinh ctia chudi ning;

X1 14 ciu lién két;

X2 1a vung Fc;

n bang 0 hodc 1, va

trong d6 protein gén két da néu bao gdm chudi polypeptit thir hai bao gdm VDI-
(X1)n-VD2-C-(X2)n tht hai, trong d6:

VD1 12 mién bién dbi ctia chudi nhe thir nhét;
VD2 13 mién bién dbi ctia chudi nhe thir hai;
C 12 mién 6n dinh ctia chudi nhe;

X1 1a cAu lién két;

n bang 0 hodc 1 di v6i (X1)n;

n bing 0 d8i v6i (X2)n,

trong d6 mién VD1 trén chudi polypeptit thir nhit va thit hai tao thanh vi tri gén két
dich chtic ning thi nhit va mién VD2 trén chudi polypeptit thir nhét va thir hai tao
thanh vi tr gin két dich chic ning thi hai.

14. Axit nucleic hodc nhém céc axit nucleic theo diém 12, trong d6 protein gin két
d3 néu bao gdm hai chudi polypeptit thir nhit va hai chudi polypeptit thir hai va bén
vi trf gén két dich chirc ning.

15. Axit nucleic hodc nhém céc axit nucleic theo diém 12, trong d6 protein gén két

d3 néu c6 kha ning gén két:
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(a) VEGF vdéi hang s6 phan ly (Kp) 16n nhit khoang 7,40x10°M, nhu duoc
xé4c dinh theo phuong phép cong hudng plasmon bé mit; va/hodc
(b) DLL4 véi hing s6 phan ly (Kp) 16n nhit khoang 3,40x10-°M hodc
5,00x10-*M, nhu dugc x4c dinh theo phuong phép céng hudng plasmon bé
mat.
16. Axit nucleic hoic nhém céc axit nucleic theo diém 12, trong d6 ving Fc cia
protein gin két dd néu 1a vung Fe tir [gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, 1gM, IgE, hodc
IgD, hoac bién thé cua né.
17. Axit nucleic hodc nhém céc axit nucleic theo diém 12, trong d6 ving Fc cia
protein gan két d3 néu 13 ving Fc trinh tu bién thé.
18. Axit nucleic hodic nhém cac axit nucleic theo diém 12, trong d6 prdtein gin két
d4 néu bao gdm trinh tu ving ¢ dinh SEQ ID NO: 73 va/hodc SEQ ID NO: 74.
19. Axit nucleic hodc nhém céc axit nucleic theo diém 12, trong d6 chudi polypeptit
thir nhat va thir hai cia protein gén két da néu bao gdm SEQ ID NO: 74 va 73.
20. Axit nucleic hodc nhém cac axit nucleic theo diém 19, trong d6 protein gin két
da néu c6 kha néng:
(a) gan két voi VEGF vdi hing sb phan ly (Kp) 16n nhit khoang 7,0 x 1071°M,
nhu duge x4c dinh theo phwong phap cong hudng plasmon bé mit, va/hoic
phong bé hoat tinh VEGF véi IC50 16n nhit khoang 3,8nM, nhu duoc xac
dinh theo phuong phap ELISA canh tranh VEGFR1; va/hoic
(b) gén két véi DLL4 v6i hing sb phan ly (Kp) 16n nhit khoang 1,0 x 108M,
nhu duoc xé4c dinh theo phuwong phap cdng hudng plasmon bé mit, va/hoic
phong bé hoat tinh DLL4 v&i IC50 16n nhit khoang 1,09nM, nhu duogc xéc
dinh theo phuong phap ELISA canh tranh Notch.
21. Vecto chira axit nucleic phan 1ap dugc hodc nhém céc axit nucleic theo diém 12.

22. Té bao chi chtra vecto theo didm 21.

23. Té bao chii theo didm 22, trong d6 t& bao chi nay 13 t& bao nhan so, Escherichia

coli; t&¢ bao nhan chuan, t€ bao ddng vat, t& bao thuc vit, t€¢ bao nam, t€ bao nam
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men, té bao S19, t bao dong vat ¢ v, t& bao chim, t& bao con tring, t€ bao CHO,
hoic té bao COS.

24. Phuong phép san xudt protein gin két, phuong phép nay bao gdm budc nudi ciy
té bao chi & diém 22 trong méi trudng nudi cdy trong diéu kién du dé san xudt duoc

protein gin két nay.
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<223> /ghi chu="M6 t& trinh ty nhé&n tao:

<400> 17
Ser Ala Lys Thr Thr Pro
1 5

<210> 18

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

-158-

peptit tdng hop"

peptit tdng hop"

peptit tdng hop"



<223>

<400>

30535

/ghi cht="Mé ta trinh tuy nhén tao:

18

Arg Ala Asp Ala Ala Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

19

9

PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/ghi chu="Mé ta trinh tu nhan tao:

19

Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

20

12

PRT

Trinh ty nhdn tao

nguodn

/ghi chu="Mé ta trinh tu nhan tao:

20

peptit tdng hop"

peptit tdng hop"

peptit tdéng hop"

Arg Ala Asp Ala Ala Ala Ala Gly Gly Pro Gly Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5 10

21

7

PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/ghi chu="Mé ta trinh tu nhan tao:

21

Arg Ala Asp Ala Ala Ala Ala

1

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

5

22

18

PRT

Trinh ty nhén tao

-159-
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30535

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="M& ta trinh tu nhan tao: peptit tdng hop"

<400> 22
Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Glu Glu Gly Glu Phe Ser Glu Ala
1 5 10 15

Arg Val

<210> 23

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="M6 ta trinh tu nh&n tao: peptit tdéng hop"

<400> 23
Ala Asp Ala Ala Pro
1 5

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi cht="M6é ta trinh tu nhé&n tao: peptit téng hop"

<400> 24
Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro
1 5 10

<210> 25

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="Md6 ta trinh tuy nhé&n tao: peptit téng hop"

<400> 25
Thr Val Ala Ala Pro
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

30535

26

12

PRT

Trinh tu nhan tao

ngudn

/ghi chu="Mé ta& trinh ty nhén tao:

26

5 10
27
6

PRT
Trinh tuy nhén tao

ngudn

/ghi chu="M6 ta trinh tu nhdn tao:

27

Gln Pro Lys Ala Ala Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

28

13

PRT

Trinh tu nhén tao

ngudn

/ghi chu="M& ta trinh tuy nhan tao:

28

peptit tdng hop"

Phe Ile Phe Pro Pro

peptit tdéng hop"

peptit téng hop"

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

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5 10

29

6

PRT

Trinh tuy nhé&n tao

ngudn

/ghi chu="M6 ta trinh tu nhan tao:

29

Ala Lys Thr Thr Pro Pro

-161-

peptit téng hop"



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

<220>
<221>
<223>

<400>

30535

30

13

PRT

Trinh ty nhén tao

ngudn

/ghi chu="M&é ta trinh tu nhén tao:

30

peptit tdng hop"

Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Thr Pro Leu Ala Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5 10

31

6

PRT

Trinh tu nhén tao

ngudn

/ghi chti="M& ta trinh tu nhén tao:

31

Ala Lys Thr Thr Ala Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

32

13

PRT

Trinh tu nhé&n tao

ngudn

/ghi chu="M&é ta trinh tu nhan tao:

32

peptit tdng hop"

peptit tdng hop"

Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

5 10

33
15
PRT
Trinh tu nhén tao

ngudn

/ghi cht="M& t& trinh tuy nhan tao:

-162-
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30535

<400> 33
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 34

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chi="Md t& trinh tuy nhén

<400> 34
Gly Glu Asn Lys Val Glu Tyr Ala Pro
1 5

<210> 35
<211> 15
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="M6 ta trinh ty nhén

<400> 35
Gly Pro Ala Lys Glu Leu Thr Pro Leu
1 5

<210> 36

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="Mé t& trinh ty nhan

<400> 36
Gly His Glu Ala Ala Ala Val Met Gln
1 5

<210> 37

<211> 24

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

-163-

Ser Gly Gly Gly Gly Ser
10 15

tao: peptit tdng hop"

Ala Leu Met Ala Leu Ser
10 15

tao: peptit tdng hop"

Lys Glu Ala Lys Val Ser
10 15

tao: peptit téng hop"

Val Gln Tyr Pro Ala Ser
10 15



30535

<223> /ghi chd="M6 ta trinh tu nhan tao: peptit téng hop"

<400> 37

Thr Val Ala RAla Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Thr Val Ala Ala

1

5

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro

<210> 38
<211> 26
<212> PRT

20

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ghi chu="M& t& trinh ty nhan

<400> 38

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe

1

>

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala

<210> 39
<211> 118
<212> PRT

20

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /ghi chu="M6é ta trinh

<400> 39
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Pro Met Ala
35

Ala Thr Ile
50

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Val Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Ser Ser

Ser

Ala

Gln

Asp

25

ty nhan

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Thr

-164-

10

tao:

15

peptit téng hop"

Pro Leu Ala Pro Ala Ser Thr

10

Pro

tao:

Gly

10

Gly

Gly

Thr

polypeptit

Leu

Phe

Lys

Tyr

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Arg
60

15

téng hop"

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Gly Gly

15

Asn Phe

Trp Val

Ser Val



Lys

65

Leu

Ala

Leu

Gly

Gln

Arg

Val

<210> 40
<211> 10

<212>

<213> Tr

<220>

<221>
<223>

<400> 40
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Arg

Met

Gly

Thr
115

8

PRT

inh

ngudn
/ghi chu="Mé ta trinh

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Phe

Asn

Tyr

100

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

tu nhan

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln
100

Thr

5

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ile

70

Leu

Asn

Ser

tao

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Arg

Ser

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

30535

Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
75 80

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Pro Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

tu nhan tao: polypeptit tdng hop"

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Arg Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Ser Asn
25 30

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
40 45

Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Pro
90 95

Leu Glu Ile Lys Arg
105

-165-



30535

<210> 41

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="M&é ta trinh tu nhdn tao: polypeptit téng hop"

<400> 41
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

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

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe
50 55 60

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
100 105 110

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

<210> 42

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi cht="M& ta trinh ty nhé&n tao: polypeptit tdng hop"

<400> 42
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

-166-



Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

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

Arg

Asn

Phe

50

Gly

Asp

Phe

<220>

<221>
<223>

<400>

43
123
PRT
Trinh

43

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

ngudn
/ghi chu="M&6 ta trinh

Glu Val Thr

1

Thr

Gly

Gly

Lys

Leu

Met

Trp
50

Thr

Asn
35

Ile

Arg Arg

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

tu nhan

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Arg

5

Thr

Val

Thr

Thr

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tao

Glu

Cys

Arg

Tyr

Phe

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Gln

Thr

55

Ser

30535

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

tu nhén

Gly

Ala

Pro

40

Gly

Leu

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Asp

-167-

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

tao:

Ala

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

polypeptit

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Ser

30

Val

Phe

Leu

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

tdng hop"

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Gln

Thr

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Gln

Tyr

Val

Phe

Val



65

Leu Thr Met

Ala Lys Tyr

Trp Gly Gln

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

<220>

<221>
<223>

<400>

44
108
PRT
Trinh

44

115

ngudn
/ghi cht="M& ta& trinh

Thr

Pro
100

Gly

Asn
85

His

Thr

ty nhén

Asp Ile Val Met

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 45

Arg

Asn

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Ala

Trp

35

Thr

Ser

val

Gly

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Val

85

Gly

70

Met

Tyr

Thr

tao

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Asp

Tyr

Val

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

30535

75 80

Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
90 95

Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
105 110

Thr Val Ser Ser
120

tuy nhan tao: polypeptit téng hop"

Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
10 15

Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
25 30

Pro Gly Gln Ala Pro Lys Val Leu Ile
40 45

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly
60

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala
75 80

Cys Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp
90 95

Val Glu Ile Lys Arg
105

-168-



Gln

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Met

tao

Ser

Lys

'Gln

Thr

55

Ser

Lys

Tyr

Val

<211> 123

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<221> ngudn

<223> /ghi chu="M6 téa trinh

<400> 45

Glu Val Gln Leu Val

1 5

Ser Leu Lys Ile Ser

20
Gly Met Asn Trp Val
35

Gly Trp Ile Asn Thr
50

Lys Arg Gln Phe Thr

65

Leu Gln Trp Ser Ser

85
Ala Lys Tyr Pro His
100
Trp Gly Gln Gly Thr
115

<210> 46

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>

<221> ngudn

<223>

<400> 46

30535

tu nhén

Gly

Ala

Met

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr
120

Thr

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Ser

Ser

105

Val

tao:

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

polypeptit

Val

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Phe

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Met

Tyr

tdng hop"

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Phe
110

Gly Glu
15

Asn Tyr

Trp Val

Asp Phe

Ala Phe
80

Tyr Cys
95

Asp Val

/ghi cht="M6 ta trinh tu nhan tao: polypeptit tdéng hop"

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

1

5

-169-

10

15



Glu Arg Ala

Leu Asn Trp

Tyr Phe Thr
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 47
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Leu

Gln

Ser

Thr

Val

85

Gly

tu nhén

Ser

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

tao

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Arg

<223> /ghi chu="M& ta trinh

<400> 47
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Asn
35

Gly Trp Ile
50

Lys Arg Arg
65

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Leu

Ser

Val

Thr

Thr

Glu

Cys

Arg

Tyr

Phe
70

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

30535

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

25

Gly

Asp

Leu

Gln

Glu
105

ty nhén

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

-1/0-

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

tao:

Gly

Gly

Gly

Pro

Thr

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Asp Ile

Pro Arg
45

Ala Arg

60

Ser Ser

Ser Thr

Arg

polypeptit

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser
75

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Ser

Ser Asn Tyr
30

Val Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Gln Ser
80

Val Pro Trp
95

tdéng hop"

Pro Gly Gly
15

Thr Asn Tyr
30

Glu Trp Val

Ala Asp Phe

Thr Ala Tyr
80



Leu Gln Met

Ala Lys Tyr

Trp Gly Gln

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

<220>

<221>
<223>

<400>

48
108
PRT
Trinh

48

115

ngudn
/ghi chu="M&é ta trinh

Asn

Pro
100

Gly

Ser
85

His

Thr

ty nhan

Glu Ile Val Met

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 49

Arg

Asn

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Ala

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

<211> 123
<212> PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

5

Leu

Gln

Ser

Thr

Val

85

Gly

Leu

Tyr

Leu

tao

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Phe

Thr

Arg

Tyr

Val

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

30535

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
105 110

Thr Val Ser Ser
120

tu nhan tao: polypeptit téng hop"

Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
10 15

Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
25 30

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Val Leu Ile
40 45

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly

Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro
75 80

Cys Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp
90 95

Val Glu Ile Lys Arg
105

-171-



30535

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="M& ta trinh tu nhdn tao: polypeptit téng hop"

<400> 49
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

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

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe
50 55 60

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ala Lys Ser Ser Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
100 105 110

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

<210> 50
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="M6 ta trinh tu nhé&n tao: polypeptit téng hop"

<400> 50
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

-172-



Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

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

Asn

Phe
50

Gly

Asp

Phe

<220>

<221>
<223>

<400>

51
123
PRT
Trinh

51

Trp

35

Thr

Ser

Val

Gly

ngudn
/ghi chu="M6 ta trinh

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Leu

Met

Trp

Arg

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Met

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

ty nhéan

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asp

Val

5

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

tao

Glu

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

30535

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

ty nhéan

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Leu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

-173-

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

tao:

Gly

10

Gly

Lys

Pro

Thr

Asp

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Lys

45

Arg

Ser

Thr

polypeptit

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ala

75

Thr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

30

Val

Phe

Leu

Val

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile

Gly

Pro

80

Trp

téng hop"

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Ala

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

Asn

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys



Ala Lys Tyr

Trp G1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

y Gln
115

52
108
PRT
Trinh

ngudn

85

Pro His Tyr Tyr

100

Gly Val Leu Val

tu nhédn tao

/ghi chu="M& ta trinh

52

Asp Ile Arg Met Thr

1

Glu Thr val

Leu As

n Trp

Tyr Phe Thr

50

Ser Gl
65

Glu As

Thr Ph

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

y Ser

p Val

e Gly

53
123
PRT
Trinh

Asn

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

ty nhén

Gln

Glu

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

tao

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

30535

90 95

Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
105 110

Thr Val Ser Ser
120

ty nhan tao: polypeptit tdng hop"

Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
10 ' 15

Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
25 30

Pro Gly Lys Ala Pro Gln Val Leu Ile
40 45

Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln Ser
75 80

Cys Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp
90 95

Leu Glu Leu Lys Arg
105

-174-



<220>
<221> ngudn
<223> /ghi chu="M6 ta trinh

<400> 53

Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Lys

Ile

Ala

Trp

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

Val

Met

Trp

Arg

Gln

Lys

Gly

<220>

<221>
<223>

<400> 54
Asp Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ala

1

54
108
PRT
Trinh

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Gln
115

ngudn
/ghi chu="M6 ta trinh tu nhan

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Ile

Pro

100

Gly

Gln

5

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

His

Thr

ty nhén

5

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

tao

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Thr

Tyr

Leu

30535

tu nhéan

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Leu

Thr

Gly

Thr
120

Ala

Thr

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Val

Glu Arg Val Ser Phe Ser Cys Ser Ala

20

25

-175-

tao:

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

tao:

polypeptit

Leu Met Lys

Tyr

His

Thr

Ser

75

Ser

His

Ala

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

Trp

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Ile

Tyr

polypeptit

Ile Leu Ser Val

10

Ser Gln Asp Ile

téng hop"

Pro Gly Ala
15

Thr Asn Tyr
30

Glu Trp Val

Ala Asp Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Phe Asp Val
110

tdng hop"

Ser Pro Gly
15

Ser Asn Tyr
30



Leu Asn

Tyr Phe

50

Gly Gly

Glu Asp

Thr Phe

<210> 55
<211> 25

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

4

<212> PRT

<213> Tr

<220>

inh

<221> ngudn
<223> /ghi chu="M6 ta trinh

<400> 55

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
100

Gln

Ser

Thr

Asp

85

Gly

ty nhén

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu

Pro Met

Ala Thr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Val

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser
85

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

tao

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Arg

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

Arg

30535

Thr Asn
40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu
105

ty nhéan

Gly Gly
Ala Ser

25

Ala Pro
40
Gly Thr

Arg Asp

Ala Glu

-176-

Gly

Val

Ser

Gln

90

Leu

tao:

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Pro

Ser

60

Asn

Ser

Arg

Arg

45

Arg

Ser

Thr

polypeptit

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Asn

Val

Val

Phe

Val

Val

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Ile

Gly

Ser

80

Trp

téng hop"

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys



Ala

Leu

Leu

Pro

145

Thr

Glu

Ala

Thr

Tyr

225

Phe

Arg

Val

Ala

130

Gly

Asn

Trp

Asp

Ala

210

Tyr

Asp

<210> 56
<211> 24

<212>

<213> Tr

<220>

<221>
<223>

<400> 56
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Gly

Thr

115

Pro

Gly

Tyr

Val

Phe

195

Tyr

Cys

Val

7

PRT

inh

ngudn a
/ghi chu="M& ta trinh tu nhan tao: polypeptit tdng hop"

Tyr

100

Val

Glu

Ser

Gly

Gly

180

Lys

Leu

Ala

Trp

Tyr

Ser

Val

Leu

Met

165

Trp

Arg

Gln

Lys

Gly
245

tu nhén

5

Asn

Ser

Gln

Arg

150

Asn

Ile

Arg

Met

Tyr

230

Gln

tao

Ser

Ala

Leu

135

Leu

Trp

Asn

Phe

Asn

215

Pro

Gly

30535

Pro Phe
105

Ser Thr
120

Val Glu
Ser Cys
Val Arg
Thr Tyr

185

Thr Phe
200
Ser Leu

His Tyr

Thr Leu

-177-

Ala

Lys

Ser

Ala

Gln

170

Thr

Ser

Arg

Tyr

Val
250

10

Tyr

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Gly

Leu

Ala

Gly

235

Thr

Trp

Pro

Gly

140

Ser

Pro

Glu

Asp

Glu

220

Ser

Val

Gly

Ser
125

Gly

Gly

Gly

Pro

Thr

205

Asp

Ser

Ser

Gln

110

Val

Leu

Tyr

Lys

Thr

190

Ser

Thr

His

Ser

Gly

Phe

Val

Thr

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

Trp

15

Thr

Pro

Gln

Phe

160

Leu

Ala

Ser

Val

Tyr
240



Ser

Pro

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Val

Ser

145

Val

Thr

Thr

Ser

His

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Val

Glu

130

Cys

Arg

Tyr

Phe

Leu

210

Tyr

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Gly

Thr

115

Ser

Ala

Gln

Thr

Ser

195

Arg

Tyr

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

vVal

Gly

Ala

Ala

Gly

180

Leu

Ala

Gly

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gly

Ser

Pro

165

Glu

Asp

Glu

Ser

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Ser

Gly

Gly

150

Gly

Pro

Thr

Asp

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

Arg

Ser

Ala

Leu

135

Tyr

Lys

Thr

Ser

Thr

215

His

30535

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Ser

120

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

200

Ala

Trp

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Gln

Phe

Leu

Ala

185

Ser

Val

Tyr

-178-

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Lys

Pro

Thr

Glu

170

Ala

Thr

Tyr

Phe

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Asn

155

Trp

Asp

Ala

Tyr

Asp

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Gly

140

Tyr

Val

Phe

Tyr

Cys

220

Val

Phe

Leu

45

Arg

Asn

Val

Gly

Glu

125

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

205

Ala

Trp

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gln

110

Val

Leu

Met

Trp

Arg

190

Gln

Lys

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gln

Arg

Asn

Ile

175

Arg

Met

Tyr

Gln

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Leu

Leu

Trp

160

Asn

Phe

Asn

Pro

Gly



225

230

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>

<221>
<223>

<400>

57

251
PRT
Trinh tu nhén tao

57

ngudn
/ghi cht="M& t& trinh

Glu Val Gln Leu

1

Ser

Pro

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Glu

Ser

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Val

Val

130

Leu

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Gly

Thr

115

Gln

Arg

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

Val

Leu

Leu

245

Val

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Val

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Ser

Glu

Cys

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

Arg

Ser

Gly

Ser

135

Ala

30535

tuy nhén

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Gly

120

Gly

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Phe

105

Gly

Gly

Ser

-179-

tao:

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

Gly

Gly

Gly

235

polypeptit

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Ser

Leu

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gly

Val

140

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Asn

Val

Gly

Gly

125

Gln

Phe

240

téng hop"

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gln

110

Gly

Pro

Thr

Gly Gly

15

Asn Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

95

Gly Thr

Gly Ser

Gly Gly

Asn Tyr



145

Gly

Gly

Lys

Leu

Ala

225

Trp

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

Met

Trp

Arg

Gln

210

Lys

Gly

<220>

<221>
<223>

<400>

58
255
PRT
Trinh

58

Asn

Ile

Arg

195

Met

Tyr

Gln

ngudn
/ghi chu="M6 ta trinh

Glu Val Gln

1

Ser

Pro

Ala

Lys

Leu

Met

Thr
50

Gly

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Trp

Asn

180

Phe

Asn

Pro

Gly

Val

165

Thr

Thr

Ser

His

Thr
245

tu nhan

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Val
5

Ser
Val

Ser

Thr

150

Arg

Tyr

Phe

Leu

Tyr

230

Leu

tao

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

Gln

Thr

Ser

Arg

215

Tyr

Val

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

30535

Ala

Gly

Leu

200

Ala

Gly

Thr

Pro

Glu

185

Asp

Glu

Ser

Val

tuy nhén

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

-180-

Gly

170

Pro

Thr

Asp

Ser

Ser
250

tao:

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

155

Lys

Thr

Ser

Thr

His

235

Ser

Gly

Tyr

Lys

Ala

220

Trp

Leu

Ala

Ser
205

Val

Tyr

polypeptit

Leu Val Gln

Phe

Lys

Tyr

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Phe

Leu

45

Arg

Asn

160

Glu Trp Val
175

Ala Asp Phe

190

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys

Phe Asp Val
240

tdng hop"

Pro Gly Gly
15

Ser Asn Phe

30

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Ser Leu Tyr



65

Leu

Ala

Leu

Gly

Gln

145

Phe

Leu

Ala

Ser

vVal

225

Tyr

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

Gln

Arg

Val

Gly

130

Pro

Thr

Glu

Ala

Thr

210

Tyr

Phe

<220>

<221>

59
254
PRT
Trinh

Met

Gly

Thr

115

Gly

Gly

Asn

Trp

Asp

195

Ala

Tyr

Asp

ngudn

Asn

Tyr

100

Val

Gly

Gly

Tyr

Val

180

Phe

Tyr

Cys

Val

Ser

85

Tyr

Ser

Glu

Ser

Gly

165

Gly

Lys

Leu

Ala

Trp
245

tu nhén

70

Leu

Asn

Ser

Val

Leu

150

Met

Trp

Arg

Gln

Lys

230

Gly

tao

Arg

Ser

Gly

Gln
135

Arg

Asn

Ile

Arg

Met

215

Tyr

Gln

30535

Ala

Pro

Gly

120

Leu

Leu

Trp

Asn

Phe

200

Asn

Pro

Gly

Glu

Phe

105

Gly

Val

Ser

Val

Thr

185

Thr

Ser

His

Thr
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Asp

90

Ala

Gly

Glu

Cys

Arg

170

Tyr

Phe

Leu

Tyr

Leu
250

75

Thr

Tyr

Ser

Ser

Ala

155

Gln

Thr

Ser

Arg

Tyr

235

Val

Ala

Trp

Gly

Gly

140

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

220

Gly

Thr

Val

Gly

Gly

125

Gly

Ser

Pro

Glu

Asp

205

Glu

Ser

Val

Tyr

Gln

110

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

190

Thr

Asp

Ser

Ser

Tyr

95

Gly

Gly

Leu

Tyr

Lys

175

Thr

Ser

Thr

His

Ser
255

80

Cys

Thr

Ser

Val

Thr

160

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp
240



<223> /ghi cht="Md6 ta trinh

<400> 59
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln
35

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr
50 55

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85

Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr
100

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
115

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
130 135

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
145 150

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn
165

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
180

Thr Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser
195

30535

tu nhén

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Pro

Gly

Phe

Val

Val
200

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Val

Glu

Ser

Pro

Ala

185

Lys

-182-

tao:

Gly

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Val

Leu

Met

170

Thr

Gly

polypeptit

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Gln

Arg

155

Ala

Ile

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Ala

Leu

140

Leu

Trp

Ser

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Ser

125

Val

Ser

Val

Ser

Thr
205

téng hop"

Pro
Thr
30

Glu
Ala
Thr
Tyr
Phe
110
Thr
Glu
Cys
Arg
Ser

190

Ile

Gly

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

95

Asp

Lys

Ser

Ala

Gln

175

Asp

Ser

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Gly

Gly

Ala

160

Ala

Gly

Arg



Asp Asn Ala
210

Glu Asp Thr
225

Phe Ala Tyr

<210> 60
<211> 247
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

Lys

Ala

Trp

Asn Ser

Val Tyr
230

Gly Gln
245

ty nhan tao

Leu
215

Tyr

Gly

<223> /ghi chu="M& t& trinh

<400> 60
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Asn
35

Gly Trp Ile

Lys Arg Arg

65

Leu Gln Met

Ala Lys Tyr

Trp Gly Gln
115

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Val Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Thr Tyr

Thr Phe

70

Ser Leu
85

His Tyr

Thr Leu

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

30535

Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
220

Cys Ala Arg Gly Tyr Tyr Asn Ser Pro
235 240

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
250

tu nhan tao: polypeptit tdng hop"

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10 15

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
25 30

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe
60

Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
75 80

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val
105 110

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
120 125
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Pro

Gly

145

Phe

Val

Val

Tyr

Cys

225

Thr

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

Glu

130

Ser

Pro

Ala

Lys

Leu

210

Ala

Leu

<220>

<221>
<223>

<400>

6l
247
PRT
Trinh

61

Val

Leu

Met

Thr

Gly

195

Gln

Arg

Val

ngudn
/ghi chu="M&6 ta trinh

Gln

Arg

Ala

Ile

180

Arg

Met

Gly

Thr

Leu

Leu

Trp

165

Ser

Phe

Asn

Tyr

Val
245

tu nhéan

Val

Ser

150

Val

Ser

Thr

Ser

Tyr

230

Ser

tao

Glu
135

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

215

Asn

Ser

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln

35

30535

Ser

Ala

Gln

Asp

Ser

200

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

Gly

185

Arg

Ala

Pro

tu nhéan

Gly

Ala

Ala
40

Gly

Ser
25

Pro

-184-

Gly Gly

Ser Gly
155

Pro Gly

170

Thr Thr

Asp Asn

Glu Asp

Phe Ala
235

Leu
140

Phe

Lys

Tyr

Ala

Thr

220

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

205

Ala

Trp

tao: polypeptit

Gly Leu Val Gln

10

Gly Tyr Thr Phe

Gly Lys Gly Leu

45

Gln

Phe

Leu

Arg

190

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

Glu

175

Asp

Ser

Tyr

Gln

Gly

Asn

160

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly
240

téng hop"

Pro Gly Gly

15

Thr Asn Tyr

30

Glu Trp Val



Gly Trp
50

Lys Arg
65

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

Gly Glu
130

Gly Ser
145

Phe Pro

Val Ala

Val Lys

Tyr Leu

210

Cys Ala
225

Thr Leu

<210> 62

Ile

Arg

Met

Tyr

Gln

115

Val

Leu

Met

Thr

Gly

195

Gln

Arg

Val

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Gln

Arg

Ala

Ile

180

Arg

Met

Gly

Thr

Thr

Thr

Ser

85

His

Thr

Leu

Leu

Trp

165

Ser

Phe

Asn

Tyr

Val
245

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Val

Ser

150

Val

Ser

Thr

Ser

Tyr

230

Ser

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Glu

135

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

215

Asn

Ser

30535

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Ser

Ala

Gln

Asp

Ser

200

Arg

Ser

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

185

Arg

Ala

Pro

-185-

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Gly

Ser

Pro

170

Thr

Asp

Glu

Phe

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Gly

Gly

155

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala
235

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gly

Leu

140

Phe

Lys

Tyr

Ala

Thr

220

Tyr

Ala

Ser

Val

Tyr

Gly

125

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

205

Ala

Trp

Ala

Thr

Tyr

Phe

110

Gly

Gln

Phe

Leu

Arg

190

Asn

Val

Gly

Asp

Ala

Tyr

95

Asp

Gly

Pro

Ser

Glu

175

Asp

Ser

Tyr

Gln

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ser

Gly

Asn

160

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly
240



<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

62

251
PRT
Trinh ty nhén tao

ngudn
/ghi chu="Mé ta trinh

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Gly

Val

145

Thr

Gly

Leu

Met

Trp

50

Arg

Gln

Lys

Gly

Gly

130

Gln

Phe

Leu

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Tyr

Gln

115

Gly

Pro

Ser

Glu

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Gly

Gly

Asn

Trp

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

His

Thr

Ser

Gly

Phe

165

Val

Glu

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Glu

Ser

150

Pro

Ala

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

135

Leu

Met

Thr

30535

tu nhén

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Gln

Arg

Ala

Ile

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Val

Leu

Leu

Trp

Ser

-186-

tao:

Gly

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Val

Ser

Val

170

Ser

polypeptit

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Glu

Cys

155

Arg

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gly

Ser

140

Ala

Gln

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Gly

125

Gly

Ala

Ala

Gly

téng hop"

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Phe

110

Gly

Gly

Ser

Pro

Thr

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

95

Asp

Gly

Gly

Gly

Gly

175

Thr

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ser

Leu

Phe

160

Lys

Tyr



30535

180 185 190

Tyr Arg Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
195 200 205

Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
210 215 220

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Tyr Tyr Asn Ser Pro Phe Ala Tyr
225 230 235 240

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

<210> 63

<211> 255

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /ghi cht="M&é ta trinh tu nhén tao: polypeptit tdng hop"

<400> 63
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

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

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe
50 55 60

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val

-187-



Trp

Gly

Gly

145

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

225

Pro

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

Gly

Gly

130

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

210

Glu

Phe

<220>

<221>
<223>

<400>

64
228
PRT
Trinh

64

Gln

115

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

195

Asn

Asp

Ala

ngudn
/ghi chu="M6 t& trinh tuy nhén

100

Gly

Gly

Leu

Phe

Lys

180

Tyr

Ala

Thr

Tyr

Thr

Ser

Val

Thr

165

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp
245

tu nhén

Leu

Gly

Gln

150

Phe

Leu

Arg

Asn

Val

230

Gly

tao

Val

Gly

135

Pro

Ser

Glu

Asp

Ser
215

Tyr

Gln

30535

Thr

120

Gly

Gly

Asn

Trp

Ser

200

Leu

Tyr

Gly

105

Val

Gly

Gly

Phe

Val

185

Val

Tyr

Cys

Thr

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala

-188-

Ser Ser

Glu Val

Ser Leu
155

Pro Met
170

Ala Thr

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

235

Leu Val
250

Gly

Gln

140

Arg

Ala

Ile

Arg

Met
220

Gly

Thr

Gly

125

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

205

Asn

Tyr

Val

110

Gly

Val

Ser

Val

Ser

190

Thr

Ser

Tyr

Ser

Gly

Glu

Cys

Arg

175

Ser

Ile

Leu

Asn

Ser
255

Ser

Ser

Ala

160

Gln

Asp

Ser

Arg

Ser
240

tao: polypeptit tdéng hop"

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

15

Ser Glu Asp Ile Tyr Ser Asn



Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Ser

Ala

145

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
225

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

130

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

210

Ile

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

195

Tyr

Lys

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Ser

Asp

Pro

Ser

180

Ser

Ser

Arg

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Ala

Ile

Lys

165

Arg

Ser

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Ser

Ser

150

Val

Phe

Leu

Val

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Val

135

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
215

30535

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

200

Trp

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

185

Glu

Thr

-189-

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ile

Arg

Asn

Phe

170

Gly

Asp

Phe

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Val

Trp

155

Thr

Ser

Phe

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Met

Thr

140

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
220

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Thr

125

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

205

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

190

Tyr

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Cys

Lys

His

175

Phe

Tyr

Lys

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Pro

Ser

Pro

160

Ser

Thr

Cys

Val



<210> 65
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 65
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Gly

Tyr

145

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Asp

Asp

130

Leu

Tyr

1

PRT
Trinh tu nhan tao

ngudn
/ghi cht="M6 ta trinh

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Ile

115

Arg

Asn

Phe

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln

100

Gln

Val

Trp

Thr

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Met

Thr

Tyr

Ser
165

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Thr

Ile

Gln

150

Ser

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Gln

Thr

135

Gln

Leu

30535

ty nhén

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Ser

120

Cys

Lys

His

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Pro

Ser

Pro

Ser

-190-

tao:

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Ala

Gly

Gly
170

polypeptit

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Lys

155

Val

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Leu

Gln

140

Ala

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Ser

125

Asp

Pro

Ser

tdéng hop"

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Ala

Ile

Lys

Arg

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Ser

Val

Phe
175

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Val

Asn

Leu

160

Ser



Gly Ser Gly

Pro Glu Asp
195

Trp Thr Phe
210

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

66
225
PRT
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn

<400> 66
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Thr

50

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Gly Gly Gly

115

Ser
180

Phe

Gly

Gly

Ala

Gln

tu nhéan

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln

100

Ser

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

tao

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Asp

Asp

Tyr

Thr
215

/ghi chu="M&6 ta trinh

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Ile

30535

Phe

Tyr
200

Lys

Thr
185

Cys

Val

ty nhéan

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Gln
120

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Met

-191-

Leu Thr Ile

Gln Gln Tyr

Glu Ile Lys

tao:

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Thr

Ser

Ser
205

Arg
220

polypeptit

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Ser Ala

Asp Ile

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser Ser
Asn Asn
Gly

Arg

Pro
125

Ser

Ser Leu Gln
190

Thr Val Pro

téng hop"

Ser Val Gly
15

Tyr Ser Asn

30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Gln Pro

80

Leu

Pro Pro

95

Tyr

Gly Ser

110

Gly

Ser Ser Leu



Ser

Asp

145

Pro

Ser

Ser

Ser

Arg
225

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

Ala

130

Ile

Lys

Arg

Ser

Thr
210

<220>

<221>
<223>

<400>

67

229
PRT
Trinh tu nhé&n tao

67

Ser

Ser

Val

Phe

Leu

195

Val

ngudn
/ghi chu="M& té& trinh

Val

Asn

Leu

Ser

180

Gln

Pro

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

20

Leu Ala Trp Tyr

35

Tyr Asp Thr Asn

50

Gly

Tyr

Ile

165

Gly

Pro

Trp

Thr

5

Ile

Gln

Asn

Asp

Leu

150

Tyr

Ser

Glu

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Arg

135

Asn

Phe

Gly

Asp

Phe
215

Ser

Cys

Lys

Ala
55

30535

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

200

Gly

Thr

Tyr

Ser

Gly

185

Ala

Gln

ty nhan

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

-192-

Ile

Gln

Ser

170

Thr

Thr

Gly

tao:

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

155

Leu

Asp

Tyr

Thr

Cys

140

Lys

His

Phe

Tyr

Lys
220

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

205

Val

polypeptit

Leu

Glu

Ala

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ala

Gly

Gly

Leu

190

Gln

Glu

Ser Gln

Lys Ala
160

Val Pro

175

Thr Ile

Gln Tyr

Ile Lys

tdng hop"

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Val Gly

15

Ser Asn

Leu Ile

Ser Gly



Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Gly Gly

Pro Ser
130

Ser Ala
145

Pro Gly

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln
210

Val Glu
225

<210> 68
<211> 22

Ser

Phe

Gly

Gly

115

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

195

Gln

Ile

8

<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<221> ngudn )
<223> /ghi chu="M6é ta trinh ty nhén tao: polypeptit tdng hop"

Gly

Ala

Gln

100

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

180

Ile

Tyr

Lys

Thr

Thr

85

Gly

Gly

Ser

Asp

Pro

165

Ser

Ser

Ser

Arg

tu nhén

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ile

150

Lys

Arg

Ser

Thr

tao

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

135

Ser

Val

Phe

Leu

Val
215

30535

Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu
105

Gly Ser
120

Val Gly
Asn Tyr
Leu Ile
Ser Gly

185

Gln Pro
200

Pro Trp

-193-

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asp

Leu

Tyr

170

Ser

Glu

Thr

Ile
75

Tyr

Lys

Ile

Arg

Asn

155

Phe

Gly

Asp

Phe

Ser

Asn

Arg

Gln

Val

140

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
220

Ser

Asn

Gly

Met

125

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

205

Gln

Leu

Tyr

Gly

110

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

190

Thr

Gly

Gln

Pro

95

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

175

Asp

Tyr

Thr

Pro

80

Pro

Gly

Ser

Cys

Lys

160

His

Phe

Tyr

Lys



<400> 68

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Ser

Ala

145

Gly

Gly

Leu

Gln

Arg

Asn

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

130

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

195

Tyr

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Ser

Asp

Pro

Ser

180

Ser

Asn

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Ala

Ile

Lys

165

Arg

Ser

Asn

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Ser

Tyr

150

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Val

135

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

30535

Pro

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

200

Pro

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

185

Glu

Thr

-194-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ile

Arg

Ala

Asp

170

Gly

Asp

Phe

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Val

Trp

155

Thr

Ser

Phe

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Met

Thr

140

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Thr

125

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

205

Gly

Ser

Ser

30

Val

Phe

Leu

Val

Val

110

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

190

Tyr

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Cys

Lys

Ala

175

Phe

Tyr

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Ala

Pro

Arg

Pro

160

Asp

Thr

Cys

Leu



210

Glu Ile Lys Arg

225

<210> 69
<211> 22

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 69
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

Arg

Asn

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Asp

Asp

130

Leu

1

PRT
Trinh tu nhén tao

ngudn
/ghi cht="M6 ta trinh

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Ile

115

Arg

Ala

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Gln

Val

Trp

Thr

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Met

Thr

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Thr

Ile

Gln

215

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Gln

Thr

135

Gln

30535

ty nhén

Pro

Ser

Pro

40

Ser

Cys

Val

Ser

120

Cys

Lys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Pro

Arg

Pro

-195-

tao:

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Ala

Gly

220

polypeptit

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Leu

Glu

140

Ala

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Ser

125

Asp

Pro

tdng hop"

Ser

Ser

30

Val

Phe

Leu

Val

Val

110

Ala

Ile

Lys

Val Gly

15

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Trp

95
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Gly
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30535

Ala

Phe

Tyr

200

Lys

Asp
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Gln

Glu

tao:

Ser

10

Ser

Lys

Val

Ser

Ser

Lys

155

Val

Thr

Gln

Ile

Leu

Glu

140

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys
220

Ser

125

Asp

Pro

Ser

Ser

Asn

205

Arg

polypeptit

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

110

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

190

Asn

Ser Val

Tyr Ser

Leu Leu
160

Phe Ser
175

Leu Gln

Tyr Pro

tdng hop"

Ser

Ser

30

Val

Phe

Val Gly

15

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly



Ser

65

Glu

Thr

Gly

Ser

Asp

145

Pro

Ser

Ser

Asn

Arg
225

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

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

130

Ile

Lys

Arg

Ser

Asn
210

<220>

<221>

72

228
PRT
Trinh tu nhén tao

Ser

Phe

Gly

Gly

115

Ser

Tyr

Leu

Phe

Leu

195

Tyr

ngudn

Gly

Ala

Gln

100

Ser

Val

Ser

Leu

Ser

180

Gln

Pro

Thr

Thr

85

Gly

Gly

Gly

Asn

Ile

165

Gly

Pro

Pro

Asp

Tyr

Thr

Asp

Asp

Leu

150

Tyr

Ser

Glu

Thr

55

Phe

Tyr

Lys

Ile

Arg

135

Ala

Asp

Gly

Asp

Phe
215

30535

Thr

Cys

Val

Gln

120

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

200

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Met

Thr

Tyr

Asn

Gly

185

Ala

Gln

-198-

Thr

Gln

90

Ile

Thr

Ile

Gln

Asn

170

Thr

Thr

Gly

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Thr

Gln

155

Leu

Asp

Tyr

Thr

60

Ser

Ser

Arg

Ser

Cys

140

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys
220

Ser

Thr

Gly

Pro

125

Arg

Pro

Asp

Thr

Cys

205

Leu

Leu

Val

Gly

110

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

190

Gln

Glu

Gln

Pro

95

Ser

Ser

Ser

Lys

Val

175

Thr

Gln

Ile

Pro

80

Trp

Gly

Leu

Glu

Ala

160

Pro

Ile

Tyr

Lys



<223> /ghi chu="M6 ta trinh

<400> 72
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Tyr Phe Thr Ser Ser Leu His
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
130 135

Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Ser
145 150

Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
165

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
180

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
195

30535

ty nhén

Pro

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

120

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

185

Glu

-199-

tao:

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ile

Arg

Ala

Asp

170

Gly

Asp

polypeptit

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Val

Trp

155

Thr

Ser

Phe

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Met

Thr

140

Tyr

Asn

Gly

Ala

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Gly

Thr

125

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
205

téng hop"

Ser

Ser

30

Val

Phe

Leu

Val

Gly

110

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

190

Tyr

Val

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ser

Ser

Cys

Lys

Ala

175

Phe

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gly

Pro

Arg

Pro

160

Asp

Thr

Cys



30535

Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu

210

Glu Ile Lys Arg

225

<210> 73
<211> 33

<212>
<213>

<220>
<221> ng

<223>

<400> 73
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Ser

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser
130

4

PRT
Trinh ty nhédn tao

udn

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Leu

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Ser

Thr

5

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Ala

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Ser

215

/ghi cht="Mé ta trinh

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Val
135

tu nhén

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Gly

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Asp

Asp

-200-

tao:

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ile

Arg

220

polypeptit

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gln

Val

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Met

Thr
140

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Thr

125

Ile

tdng hop"

Ser Val Gly

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Gln

Thr

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Cys

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Pro

Ser



30535

Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
145 150 155 160

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

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

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

Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
210 215 220

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

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

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

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

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

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

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
325 330
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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195 200 205

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

His Tyr Tyr Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly
225 230 235 240

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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