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Linh vue k§ thuit dwoce dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé nguoi va manh lién két khang nguyén cia khang
thé nguoi lién két dic hiéu voi cac dot bién mét doan cta thyu thé yéu té ting trudng
biéu bi (EGFR), cu thé 13, dot bién mét nhém III, EGFRVIIL, va dugc phim chira
khang thé nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Viéc biéu hién qua muc va/hodc khuéeh dai gen cta thu thé yéu tb ting truong
biéu bi (EGF), hay EGFR, duoc ghi nhén trong nhiéu khdi u & ngudi, bao gdm khdi u
trong ung thu biéu mo vi, ung thu bidu md budng trung, ung thu biéu md bang quang,
ung thu bidu md ndo va ung thu biéu mo té bao vay bién dbi (Wong, A.J. et al., 1987,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:6899-6903; Harris et al., 1992, Natl. Cancer Inst.
Monogr. 11:181-187). Tuy nhién, viéc huéng dich EGFR lam lidu phap diéu tri chéng
ung thu gdp nhidu tré ngai do cac mo binh thudng cling biéu hién thu thé nay va chiing
6 thé trd thanh dich cing véi dich khdi u. Trong khi d6, cac nghién ctru trude day da
ghi nhan ring nhiéu khéi u nguyén bao dém co khuéch dai gen EGFR thudng c6 su
sdp xép lai cac gen (Ekstrand, A.J. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4309-
4313; Wong A.J. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 89:2965-2969). Theo mot
nghién ctru, da phat hién ra ring, 17 trén 44 khdi u nguyén bao dém c6 mot hodc nhiéu
bién ddi trong trinh ty ma héa EGFR va tit ca cac trudong hop déu chtra EGFR dugc
khuéch dai, trong khi khong co truong hop nao trong 22 truong hop khong c6 khuéch
dai gen cho thdy c6 bit thudong trong trinh tu dic hiéu khéi u (Frederick, L. ef al.,
2000, Cancer Res 60:1383-1387). Nghién ctru twong tu ciing chi ra ring, nhiéu loai
dot bién EGFR ¢6 thé dugc phat hién trong nhiing khéi u riéng 1é.

Bién thé nhom III ctia EGFR (EGFRVIII) 1a bién thé EGFR xuét hién nhiéu
nhit trong u nguyén bao dém (Bigner et al, 1990, Cancer Res 50:8017-8022;
Humphrey et al., 1990, Proc Natl Acad Sci USA 87:4207-4211; Yamazaki et al., 1990,
Jap J Cancer Res 81:773-779; Ekstrand et al., 1992, Proc Natl Acad Sci USA 89:4309-
4313; Wikstrand et al., 1995, Cancer Res 55:3140-3148; va Frederick et al., 2000,
Cancer Res 60:1383-1387). EGFRVIII duoc dic trung boi dot bién méat doan exon 2-7
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trén gen EGFR, din dén mat trong khung 801 cdp bazo clia ving ma hoa, dong nghia
vé6i viee mét 6-273 gde axit amin (so véi s6 luong gbc axit amin ctia EGFR trudng
thanh), cling nhu tao ra gbc glyxin mdi tai ciu nbi dung hop (Humphrey et al., 1988,
Cancer Res 48:2231-2238; Yamazaki et al., 1990, supra). EGFRVIII dugc chi ra la co
mdt phéi tor doc 1ap, yéu nhung vé co ban ¢6 hoat tinh kinaza hoat hoéa ciing nhu khé
ning ting cudng khéi u (Nishikawa et al., 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:7727-
7731; va Batra et al., 1995, Cell Growth and Differentiation 6:1251-1259). Ngoai u
than kinh dém, EGFRVIII ciing dugc phat hién trong ung thu biéu mé Sng dan sita va
ung thu biéu mo tuyén v (Wikstrand et al., 1995, Cancer Res 55:3140-3148), ung thu
biéu mod phdi té bao khong nho (Garcia de Palazzo et al., 1993, Cancer Res 53:3217-
3220), ung thu biéu m6 budng tring (Moscatello et al., 1995, Cancer Res 55:5536-
5539), ung thu tuyén tién liét (Olapade-Olaopa et al., 2000, British J Cancer 82:186-
194), va ung thu biéu md té bao vay & dau va cd (Tinhofer et al., 2011, Clin Cancer
Res 17(15):5197-5204). Tuy nhién, nhitng nghién ctru nay va nhitng nghién ctru khac
ghi nhén ring cac md binh thudng khong biéu hién EGFRVIII (Garcia de Palazzo et
al., 1993, supra; Wikstrand et al., 1995, supra; va Wikstrand et al., 1998, J Neuro
Virol 4:148-158). Tinh déac hiéu khdi u cao ctia EGERVIII khién n6 trd thanh dich dic
biét hitu hiéu trong didu tri cdc khdi u va ung thu biéu hién phén ti nay.

Trinh tu axit nucleic va trinh tu axit amin cia EGFR nguoi 1an luot duoc néu
trong SEQ ID No: 145 va 146, va trinh ty axit amin cia EGFRVIII dugc néu trong
SEQ ID No: 147. Céc khang thé lién két voi EGFRVIII dugc md ta trong, vi du, bang
sdng ché My US 5,212,290, US 7,736,644, US 7,589,180 va US 7,767,792. Cong bd
don sang ché quéc t& s6 WO 2009/067242 mb ta khing thé khang EGFRVIII 11F8.
Cong bd don sang ché qudc té s6 W0O2006/009694 mod ta khang thé khang EGFRVIII
cetuximab. Freeman et al. (J. Clin. Oncol. 26 (15 Supplement): 14536, 2008) md ta
panitumumab va cetuximab. WO 2005/010151 mo ta khang thé khang EGFRVIII lién
két trong peptit ndi. US 2009/269343 md ta khang thé lién két voi EGFR va khéng
EGFRVIIL. WO 2010/096434 mé ta khang thé khdng EGFRVIII mAb806, 528 va
DHS.3. Modjtahedi et al. (Int. J. Cancer 105(2):273-280, 2003) md ta khéng thé khang
EGFR ICR62. Jiang et al. (J. Biol. Chem, 286(7): 5913-5920) mo ta khang thé khang
EGFRvIII CHI12.

Béan chat ky thuit ciia sdng ché
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Sang ché dé xuit cac khéng thé duoc phan 1ap va manh lién két khdng nguyén
ciia n6 lién két véi EGFRVIII ngudi, trong d6 khéng thé hodc manh ctia né chtra t6 hop
trinh tu axit amin HCDR1/HCDR2/HCDR3/LCDR1/LCDR2/LCDR3 la SEQ ID No: :
36/38/40/44/46/48. Céc khang thé theo sang ché rdt hitu ich, khong ké nhitng céi khac,
trong viéc huéng dich dén cac té bao khdi u bidu hign EGFRVIIL Khéng thé khang
EGFRVIII va manh lién két khiang nguyén cta no theo sang ché, c6 thé duge sir dung
mdt minh & dang chua bién déi hodc co thé duoc str dung nhu mot phan cta lién hop
khang thé-thubc hozc khing thé dic hidu kép (bispecific).

Theo khia canh khéc, séng ché dé xuét duoc phém chtra khang thé hoic mnhar
ctia no theo sang ché lién két dic hiéu véi EGFRVIII va chit mang dugc dung. Khing
thé hodc manh ctia n6 c6 thé 1a khang thé nguoi tai to hop hodc manh ctia nd. Theo
khia canh lién quan, sing ché mo ta ché phim 1a td hop clia khang thé khéng
EGFRVIII va chét tri lidu thtt hai. Theo mot phuong 4n, chat tri liéu thir hai 14 chét bat
ky ¢6 kha niang két hop véi khang thé khang EGFRVIII mot cach thuan loi. Sang ché
cling ciing d& cap dén lién hop khang thé-thuéc (ADC) bao gdbm khang thé khéng
EGFRVITI lién hop véi chit gay doc t& bao. Cac liéu phap két hop, cac dong cong
thire, va cac ADC ldy 1am vi du chtra khang thé khang EGFRVIII theo sdng ché dugc
boc 16 & cac phan khac trong tai lidu nay.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét lién hop khang thé-thube (ADC) dé
sir dung trong phuong phap diéu tri ung thu, giam sinh trudng khéi u va/hodc giy ra
suy giam khdi u & bénh nhan, ADC bao gbm khang thé hozc manh lién két khang
nguyén ctia né va chit gay doc té bao, trong d6 (a) khang thé hogc manh lién két voi
khang nguyén ctua ADC lién két dic hidu voi EGFRVIII nhung khong lién két voéi
peptit ndi néu trong SEQ ID NO:148 hodc peptit néu trong SEQ ID NO:165, va trong
d6é khéng thé hodc manh cia nd chia td hop ctia cac trinh ty axit amin
HCDRI1/HCDR2/HCDR3 /LCDRI/LCDR2/LCDR3 néu trong SEQ ID NO:
36/38/40/44/46/48, va phuong phap bao gdm cung cip ADC cho bénh nhan can diéu
tri; hodc (b) khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia ADC lién két dic hiéu
v6i EGFRVIII va ciing lién két vai peptit ndi néu trong SEQ ID NO:148 va/hogc peptit
néu trong SEQ ID NO:165, va phuong phép bao gdm cung cip ADC va ADC b sung
g6m khéng thé hoic manh lién két khang nguyén cua né va chit gay ddc té bao, trong

d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia ADC tht hai lién két dic hiéu véi
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EGFRVIII nhung khong lién két véi peptit ndi néu trong SEQ ID NO:148 hodc peptit
néu trong SEQ ID NO:165, va trong do khang thé hoic méanh cia n6 trong ADC bo
sung gdm t& hop cua trinh ty axit amin HCDR1/HCDR2/HCDR3/LCDR1/LCDR2
/LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 36/38/40/44/46/48 cho bénh nhan can diéu tri.

Khéng thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé c6 chiéu dai day du (vi dy, khang
thé TgG1 hodic IgG4) hodc c6 thé chi chira phan lién két khang nguyén (vi du, manh
Fab, F(ab’), hay scFv), va ¢6 thé dugc bién ddi dé phi hop v6i chirc nang, vi du, dé
loai bd cic chtic nang phan Umng khong can thiét (Reddy et al., 2000, J. Immunol.
164:1925-1933).

Céac khang thé khang EGFRVIII dugc liét ké trong Bang 1 va Bang 2. Bang 1
trinh bay céc trinh tu nhén biét axit amin cia ving bién d6i chudi nang (HCVR), ving
bién ddi chudi nhe (LCVR), ving quyét dinh bd tro chudi ning (HCDRI1, HCDR2 va
HCDR3) va vung quyét dinh bo trg chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) ctia cac
khang thé khang EGFRVIII l4y lam vi du. Bang 2 trinh bay cac trinh tw nhén biét axit
nucleic cia HCVR, LCVR, HCDRI1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 va LCDR3
cta cac khang thé khang EGFRVIII ldy lam vi du.

Khéng thé hoic manh lién két khédng nguyén ctia nd lién két dic hiéu véi
EGFRVIII dugc mo ta trong ban md ta nay, bao gdm HCVR ¢6 chira trinh ty axit amin
duoc chon tur trinh tu axit amin HCVR bét ky dugc liét ké trong Bang 1, hodc trinh tu
oAn gibng c6 do twong ddng trinh tu it nhit 1a 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it
nhat 99%.

Khéang thé hoic manh lién két khang nguyén clia nd lién két dic hiéu voi
EGFRVIII dugc mo ta trong ban md td nay, bao gém LCVR chtra trinh tu axit amin
duogc chon tir trinh tu axit amin LCVR bét ky duogc liét ké trong Bang 1, hodc trinh ty
gAn gibng c6 do twong ddng trinh tu it nhit 1a 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it
nhat 99%.

Khéang thé hodic manh lién két khang nguyén ctia nd lién két dic hidu véi
EGFRVIII dugc md ta trong ban mo ta nay, bao gdm mot cip trinh tu axit amin HCVR
va LCVR (HCVR/LCVR) chtra trinh tu axit amin HCVR bat ky duoc liét ké trong
Bang 1 bit cdp véi trinh tu axit amin LCVR bat ky dugc liét ké trong Bang 1. Khang
thé hay manh lién két khang nguyén ctia né dugc mo ta trong ban md ta ndy, bao gdm

cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR chtra bét ky khang thé khang EGFRVIII nao dugc
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liét ké trong Bang 1. Theo cidc phuong an nhét dinh, cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR duogc lua chon tr nhém bao gém: 2/20, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74,
82/90, 98/106, 114/122, va 130/138.

Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta no lién két dic hiéu véi
EGFRVII dugc mo ta trong ban md ta nay, bao g6m CDRI chudi ning (HCDR1) chtra
trinh tu axit amin dugc chon tur trinh ty axit amin HCDRI1 bét ky dugc liét ké trong
Bang 1, hodc trinh tu gén giéng co do tuong déng trinh tur it nhét 1a 90%, it nhat 95%,
it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né lién két dic hidu véi
EGFRVIII dugc mo ta trong ban mo ta nay, bao g6m CDR2 chudi ning (HCDR2) chira
trinh tu axit amin dugc chon tu trinh ty axit amin HCDR2 bét ky duogc liét ké trong
Bang 1, hodc trinh tu gin giéng c6 do twong ddng trinh tu it nhit 1a 90%, it nhat 95%,
it nhat 98% hodc it nhéat 99%.

Khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién két ddc hiéu véi
EGFRVIII dugc mo ta trong ban mo ta nay, bao gdm CDR3 chudi ning (HCDR3) chia
trinh ty axit amin dugc chon tir trinh ty axit amin HCDR3 bét ky dugc liét ké trong
Bang 1, hodc trinh tw gdn gidng co do trong dong trinh ty it nhat 1a 90%, it nhat 95%,
it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua né lién két dac hidu véi
EGFRVIII duge md ta trong ban mé ta ndy, bao gdm CDR1 chudi nh¢ (LCDRI) chtra
trinh tu axit amin dugc chon tr trinh ty axit amin LCDRI1 bt ky duogc liét ké trong
Bang 1, hodc trinh tu gﬁn giéng c6 do tuong déng trinh tu it nhat 1a 90%, it nhat 95%,
it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né lién két dac hiéu véi
EGFRVIII duge md ta trong ban mé ta ndy, bao gdbm CDR2 chudi nhe (LCDR2) chra
trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu axit amin LCDR2 bét ky duogc liét ké trong
Bang 1, hodc trinh tu gén giéng c6 do tuong déng trinh tu it nhét 12 90%, it nhét 95%,
it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Khang thé hoic manh lién két khang nguyén cia né lién két dac hidu véi
EGFRVIII duge md ta trong ban mo ta ndy, bao gdm CDR3 chudi nhe (LCDR3) chia
trinh ty axit amin duoc lua chon tur céc trinh tu axit amin LCDR3 bat ky dugc liét ké

trong Bang 1, hodc trinh tu gan giéng c6 do twong ddng trinh ty it nhit 1a 90%, it nhat
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95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Khéang thé hoic manh lién két khang nguyén cua né lién két ddc hidu véi
EGFRVIII dugc mo ta trong ban mod td nay, bao gdm mot éeflp trinh ty axit amin
HCDR3 va LCDR3 (HCDR3/LCDR3) chtra trinh ty axit amin HCDR3 bét ky duogc
liét ké trong Bang 1 bét cip véi trinh tu axit amin LCDR3 bat ky dugc liét ké trong
Bang 1. Theo nhu cidc phuong dn nhat dinh, sang ché d& cap dén khang thé hay cic
manh lién két khang nguyén ctia né, bao gdm cdp trinh tu axit amin HCDR3/LCDR3
trong khang thé khang EGFRVIII liy lam vi du bat ky dugc liét ké trong Bang 1.

Khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cta no lién két dic hiéu véi
EGFRVIII dugc mo ta trong ban md ta nay, bao gbm tap hop 6 CDR (tirc 13, HCDR1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) trong bit ky khang thé khang EGFRVIII
duoc liét ké trong Bang 1. Theo cdc phuong an nhét dinh, tdp hop trinh tu axit amin
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc chon tr nhém bao gém: 4-
6-8-12-14-16; 20-22-24-28-30-32; 36-38-40-44-46-48; 52-54-56-60-62-64; 68-70-72-
76-78-80; 84-86-88-92-94-96; 100-102-104-108-110-112; 116-118-120-124-126-128;
va 132-134-136-140-142-144.

Theo cac phuong an lién quan, sang ché d& xuit khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cta né lién két dic hiéu véi EGFRVIII, bao gdm tap hop 6 CDR (tic 13,
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDRI1-LCDR2-LCDR3) chura cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR duoc xac dinh boi bt ky khang thé khang EGFRVIIT liy lam vi du nao
duoc liét ké trong Bang 1. Vi du, sang ché bao g6m cac khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua né lién két dic hidu véi EGFRVIII, chta tap hop trinh tu axit amin
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 trong cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR dugc chon tir nhom gém: 18/26; 66/74; 274/282; 290/298; va 370/378.
Céc phuong phap va ky thuit dé nhan biét CDR trong trinh ty axit amin HCVR va
LCVR di duge biét dén trong linh vuc ky thuat va c¢6 thé duge str dung dé nhan biét
CDR trong trinh ty axit amin HCVR va/hodc LCVR ddc hiéu duoc boc 10 trong sdng
ché. Cac tiéu chuén c6 thé duoc st dung dé nhan biét gi¢i han cua CDR bao gém, vi
du, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia va dinh nghia AbM. Trong cdc thuét ng, vé
co ban, dinh nghia Kabat dua trén su bién ddi trinh tu, dinh nghia Chothia dua trén vi
tri cia cac vung lap ciu trac, va dinh nghia AbM la su két hop gitra hai dinh nghia

Kabat va Chothia. Tham khao, vi du, Kabat, "Trinh tu clla Protein quan tam trong
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mién dich hoc" Vién strc khoe quéc gia, Bethesda, Md. (1991); Al-Lazikani et al., J.
Mol. Biol. 273:927-948 (1997); va Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-
9272 (1989). Céc co sé dit lidu cong khai ciing ¢6 san dé nhan biét trinh tw CDR trong
khang thé.

Phén tr axit nucleic ma hoa cho khang thé khiang EGFRVIII hogc cac phan ctia
né ciing duge mo ta trong ban md ta nay. Vi du, phan tr axit nucleic ma hoéa cho trinh
tu axit amin HCVR bét ky dugc liét ké trong Bang 1 dugc mo ta trong ban md ta nay;
theo phuong an nhat dinh, phan tr axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit duoc
chon tur trinh tu axit nucleic HCVR bat ky dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tur gﬁn
gibng c6 do twong ddng trinh tu it nhét 1a 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat
99%.

Phén t axit nucleic ma hda cho trinh tu axit amin LCVR bét ky dugc liét ké
trong Bang 1 dugc mo ta trong ban md td nay; theo phuong an nhit dinh, phan tir axit
nucleic bao goém trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh ty axit nucleic LCVR bat ky
dugc liét ké trong Bang 2, hoac trinh tu gan gidng ¢6 do tuong ddng trinh tur it nhit 1a
90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Phén tr axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin HCDRI1 bat ky duoc liét ké
trong Bang 1 dugc md ta trong ban mo ta nay; theo cac phuong an nhét dinh, phéan ti
axit nucleic bao gdm trinh tur polynucleotit dugc chon tir trinh ty axit nucleic HCDR1
bét ky dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh ty gén gibng c6 do tuong dong trinh tu it
nhit 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nht 99%.

Phén t axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin HCDR2 bat ky dugc liét ké
trong Bang 1 dugc mo ta trong ban mo ta nay; theo cac phuong an nhét dinh, phan tir
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh ty axit nucleic HCDR2
bét ky duoc liét ké trong Bang 2, hoic trinh tu gén gidng co do tuong ddng trinh tu it
nhét 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Phén tr axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin HCDR3 bat ky dugc liét ké
trong Bang 1 dugc mo tad trong ban mo ta nay; theo cadc phuong an nhét dinh, phan tir
axit nucleic bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh tu axit nucleic HCDR3
bét ky duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gin gidng c6 do tuong ddng trinh tur it
nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhét 99%.

Phéin t0 axit nucleic ma hda cho trinh tu axit amin LCDRI1 bat ky duogc lict ké



30866

trong Bang 1 dugc mo ta trong ban mo ta nay; theo cac phuong an nhét dinh, phan tir
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu axit nucleic LCDR1
bét ky duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gan giéng c6 do tuong dong trinh tur it
nhat 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Phan tr axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin LCDR2 bét ky duogc liét ké
trong Bang 1 dugc md ta trong ban md ta nay; theo cac phuong an nhét dinh, phan tir
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh tu axit nucleic LCDR2
bét ky dugce liét ké trong Bang 2, hogc trinh tu gan giéng c6 do tuong dong trinh tu it
nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Phan ti axit nucleic ma hoa cho trinh tu axit amin LCDR3 bét ky duogc liét ké
trong Bang 1 dugc md ta trong ban md td nay; theo cdc phuong an nhat dinh, phén tir
axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh ty axit nucleic LCDR3
bét ky dugc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gén giéng c6 do tuong déng trinh tu it
nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Phan tr axit nucleic ma hoa cho HCVR dugc mo ta trong ban mo ta nay, trong
d6 HCVR bao gdém tap hgp 3 CDR (tie 1a, HCDR1-HCDR2-HCDR3), trong d6 tap
hop trinh tu axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3 duoc xéac dinh boi khang thé khang
EGFRVIII ldy lam vi du bét ky duoc liét ké trong Bang 1.

Phan tr axit nucleic ma héa cho LCVR dugc mo ta trong ban mo ta nay, trong
d6 LCVR bao gém tap hop 3 CDR (tirc la, LCDRI-LCDR2-LCDR3), trong d6 tap hop
trinh tu axit amin LCDRI-LCDR2-LCDR3 dugc xac dinh bdi khing thé khang
EGFRVIII 1y lam vi du bit ky duoc liét ké trong Bang 1.

Phén tt axit nucleic ma hoa cho ca HCVR va LCVR dugc mo ta trong ban mo
ta nay, trong d6, HCVR bao gom trinh ty axit amin tir trinh tu axit amin HCVR bat ky
duoc liét ké trong Bang 1, va trong do, LCVR bao gém trinh tu axit amin tu trinh tu
axit amin LCVR bit ky duoc liét ké trong Bang 1. Theo cac phuwong an nhat dinh,
phan t axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit duge chon tir cc trinh tyr axit
nucleic HCVR bt ky duoc liét ké trong Bang 2, hodc trinh tu gén giéng c6 do tuong
ddng trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99% va trinh tu
polynucleotit dugc chon tir trinh tu cdc axit nucleic LCVR bat ky dugc liét ké trong
Bang 2, hodc trinh tu tuong doi gidng co do tuong dong trinh tur it nhit 90%, it nhat

95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%. Theo cac phuong an nhét dinh trong khia canh nay
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ctia sang ché, phan tir axit nucleic ma héa cho mét HCVR va LCVR, trong d6 HCVR
va LCVR déu c¢6 ngudn gbc tir cling mot khéng thé khang EGFRVIII duoc liét ké trong
Bang 1.

Vecto bidu hién tai td hop c6 kha ning biéu hién polypeptit ¢6 chira ving bién
d6i chudi ning hodc chudi nhe ctia khang thé khang EGFRVIII duge md ta trong ban
md ta nay. Vi du, sang ché bao gbm vecto biéu hién tai t6 hop c6 chira cac phan tr axit
nucleic bat ky duogc dé cip O trén, tire 1a, cac phan tir axit nucleic ma hoéa cho trinh ty
HCVR, LCVR va/hoidc CDR bat ky dugc trinh bay & Bang 1. Ciing nimtrong pham vi
sang ché 1a cac té bao chu chta céc vecto nay, cling nhu cac phuong phéap san xuét
khang thé hodic cic méanh cua né bang cach nudi céy té bao chu trong diéu kién cho
phép san xuét khang thé hodc manh khing thé va thu hoi khang thé va manh khéng thé
duoc san Xuét.

Sang ché bao gdm cac khang thé khang EGFRVIII ¢6 mo hinh glycosyl hoa
duoc bién ddi. Theo mdt sb phuong 4n, viéc bién ddi dé loai bo vi tri glycosyl hoa
khong mong mudn cé thé rat c6 ich, hodc khang thé thiéu gbc fucoza cé mit trén chudi
oligosaccarit, vi du, dé tang cuong kha nang gy doc té bao do té bao phu thudc khang
thé (ADCC) (xem Shield et al. (2002) JBC 277:26733). Theo ting dung khac, viéc bién
dbi qué trinh galactosyl hda c6 thé duoc thuc hién dé thay dbi kha ning gay doc té bao
phu thudc bd thé (CDC).

Phuong phap didu tri dé tiéu diét té bao khéi u hodc dé e ché hodc lam giam sy
sinh truong té bao khdi u st dung khang thé khang EGFRVIII hodc ménh lién két
khéng nguyén cua khiang thé dugc mod ta trong ban mo ta nay. Phuong phap didu tri
bao gdm cung cap luong cé hiéu qua didu tri ctia duoc pham chta khang thé hodc
manh lién két khang nguyén ctia khang thé cho déi tuong can didu tri. Cac rdi loan
duoc diéu tri 1a bénh hodc triéu chimg bét ky cé thé duoc cai thién, trd nén tdt hon,
duoc tc ché hodc ngin chdn béng cach hudng dich dén EGFRVIII va/hoic tc ché tin
hiéu phéi ti-trung gian té bao thong qua EGFRVIIL.

Cac phuong én khac s€ trd nén ro rang tir viéc xem xét tiép cac mo ta chi tiét

dudi day.

Mo td van tat cac hinh vé

Fig.l 12 két qua cta thi nghiém western blot EGFR va EGFRVIII st dung
khang thé khang EGFRVIII [tuc 1a, HIH1863N2(Fuc-), va ddi chimg I va I & Fig.1a;
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va HIH1911, HIH1912, va HIH1915 & Fig.1b], hodc khang thé khang His dudi didu
kién khtr (bang trén) va khong khr (bang dudi). Bang 1 va 6: 10 ul BENCHMARK™
tiéu chudn (INVITROGEN™); Bing 2 va 7: 400 ng hEGFR-mmh (SEQ ID No: 154);
Bing 3 va 8: 400 ng hEGFR-mmh (SEQ ID No: 152); Béang 4, 5, 9 va 10: tréng. Ddi
chirng I: khang thé peptit ndi khang EGFRVIII & ngudi (IgG1) dugce boce 16 trong bang
sang ché My sé 7,736,644; va ddi ching II: khéng thé khang EGFRVII/EGFR thé
kham dugc boc 10 trong bing sang ché My s6 7,589,180.

Fig.2 thé hién cac dic tinh lién két cia HIH1863N2(Fuc-). Peptit néi EGFRVIII
hodc peptit clia cdc gde 311-326 ctia EGFR (“peptit EGFR311-326”), mdi peptit déu
duoc danh diu thong qua mot lien két vé6i biotin & dau C, duge bit vao cac dau hut
OCTET® phu streptavidin trén thiét bi FORTEBIO® OCTET® RED va phan g voi
H1H1863N2(Fuc-) hodc déi chimg I-III. D4i chimg I va II: Gibng nhu trén; va dbi
chiing I1I: khang thé khang EGFRVIII nhan hoa (hIgG1) duge bdc 19 trong don sang
ché M¥ 6 2010/0056762. (C): Peptit ndi EGFRVIII c6 ddu C gin nhén biotin (SEQ
ID No: 149); va (8): Peptit néi EGFR311-326 ¢6 dau C gian nhan biotin (SEQ ID No:
151).

Fig.3 thé hién qua trinh ndi bao, héa cia mAb khang EGFRVIII bang té bao
HEK?293 biéu hién EGFRVIII (HEK293/EGFRVIII). Céc khang thé khang EGFRVIII
gén trén bé mit té bao va cac khang thé ddi ching duogc phat hién bing khang thé thu
cép (Fab) két hop voi thudc nhudm; hinh anh & do phong dai 40x va cac hat ndi bao
héa duoge dinh luong. Ddi ching I va II: Gidng nhu trén; va dbi ching IV: khing thé
khang EGFR thé kham duoc boc 16 trong bing sing ché My s& 7,060,808. (0J): Noi
bao hoa dién ra & nhiét do 37°C; va (E): Noi bao hoa dién ra & nhiét do 4°C.

Fig.4 thé hién kha ning lién két va ndi bao hoa cta khang thé khang EGFRVIII
HIH1863N2(Fuc-) bdi cac khdi u B16F10.9 hodc cac khéi u B16F10.9 biéu hién
EGFRvVIII (B16F10.9/EGFRVII), dugc ghép ngoai lai trén chudt suy giam mién dich
két hop nghiém trong (SCID). Khang thé khang EGFRVIII lién két trén bé mat t& bao
(Fig.4a) hodc gén trén bé mat té bao cong voi ndi bao hoa (Fig.4b) hodc khing thé ddi
chirng isotyp, dugc phat hién boi allophycocyanin lién hop khang thé khang Fc nguoi
(hFc-APC) bang phuong phap phan tich té bao theo dong chay. Cuong dd huynh
quang trung binh (MIF) ¢ 10 phut (L), 4 gio (%), va 24 gio (), sau khi tiém khang

thé, duoc biéu thi.
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Fig.5 thé hién két qua phan tich duge dong hoc cia khang thé khang EGFRVIII
HIH863N2(Fuct) (Fig.5d) va cac khang thé ddi ching (dd duoc md ta & trén), tic 14,
d6i chimg I (Fig.5b), dbi ching ITT (Fig.5¢), va dbi ching IV (Fig.Sa), & chudt kiéu dai
(@) hodc chudt biéu hién EGFR ngudi ().

MG ta chi tiét sdng ché

Trudc khi bét diu mo ta sang ché, cdn phai hiéu rang, sang ché nay khong bi
gidi han trong céc diéu kién thir nghiém va phuong phép cu thé da mo ta, cac didu kién
va phuong phap co thé duge thay ddi. Ciing can hiéu rang, cc thuat ngit duoc st dung
trong sang ché chi duoc dung v6i muc dich mé ta cdc phuong an cu thé, va khong bi
¢i6i han boi pham vi clia sang ché, chi bi gidi han boi yéu cau bao ho.

Trir khi dugc dinh nghia khac, tat ca thuat ngli k§ thuat va khoa hoc dugc su
dung & ddy c6 y nghia gidng voi nghia hiéu théng thudong béi nhitng nguoi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat. Nhu duge st dung trong sang ché, thuat ngir
“khoang”, khi dugc st dung dé tham chiéu dén cac gia tri dang sb duge trich din cu
thé, c6 nghia la gid tri nay co thé thay ddi khong qua 1% so véi gia tri trich dan. Vi duy,
nhu duoc st dung & ddy, khi dién dat “khoang 100 trc 1a s& bao gdm gia tri 99 va 101
va tAt ca cdc gid tri ndm gitta 99 va 101 (vi dy, 99,1; 99,2; 99,3; 99,4; v.v.).

Mic du bat ky phuong phép va vat liéu nao gidng hodc tuong duong voi
phuong phap va vat liéu mo ta & diy co thé duoc su dung dé thuc hién hoic thu
nghiém sang ché, nhung cac phuong phép va vat liéu dang dugc md ta ¢ day s& dugc

uu tién hon ca.

Dinh nghia

Thuat ngtr “EGFRVII”, nhu dugc st dung ¢ diy, dung dé chi bién thé nhom 111
cua EGFR nguoi ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ 1D No: 147, hodc manh ¢ hoat
tinh sinh hoc cua no, thé hién moi dic tinh dic hiéu véi EGFRVIII, thudng trai nguoc
voi dac tinh cia EGFR biéu hién binh thuong, trr khi dugc chi ra khdc. EGFRVIII
thiéu cac gbc axit amin tir 6 dén 273 ctia EGFR trudng thanh (t&e 1a, SED ID No.:146
ma khong c6 peptit tin hiéu, tuc 13, cic gbc 1-24) va chira mot gbc glyxin méi tai vi tri
s6 6 gitra gbe axit amin 5 va 274.

Tét ca céc protein, polypeptit va doan protein dugc nhic t6i & diy déu dung dé

chi protein, polypeptit va manh protein & nguoi trur khi dugce chi ra rd rang la protein,
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polypeptit va manh protein ctia cdc loai khong phai con nguoi. Do do, khi dién dat
“BEGFRVIII” ¢ nghia 1a dang d& cap dén EGFRVIII nguoi trir khi dugc chi ra rd rang
12 EGFRVIII cua cdc loai khong phai ctia nguoi, vi du, “EGFRVIII chudt”, “EGFRVIII
khi”, v.v..

Nhu duge st dung & ddy, khi didn dat “EGFRVIII biéu hién trén bé mat té bao”
nghia 14 mot hodc nhiéu protein EGFRVIIL, hogc ving ngoai bao cta ching dugc biéu
hién trén bé mit cua té bao trong diéu kién in vitro hodc in vivo, sao cho it nhéit mot
phan ctia protein EGFRVIII dugc tiép xtc véi phia ngoai bao cia mang té bao va khép
duge voi phan lién két khang nguyén ctia khang thé. “EGFRVIII biéu hién trén bé mit
té bao” bao gém hodc chi bao gém protein EGFRVIII dugc biéu hién trén bé mit té
bio cla té bao thudong biéu hién protein EGFRVIIL Ngoai ra, “EGFRVIII biéu hién
trén bé mat té bao” bao gém hodc chi bao g6111 protein EGFRVIII dugc biéu hién trén
bé mit t& bao cta t& bao thuong khong biéu hién EGFRVIII ngudi trén bé mit ctia né
nhung lai dugc thiét ké di truyén dé biéu hién EGFRVIII trén bé mit.

Nhu duoc str dung & déy, khi dién dat “khang thé khang EGFRVIII” bao gém ca
khéang thé héa tri mot co tinh dic hiéu don, cling nhu khing thé ddc hiéu kép gom
nhanh tht nhét lien két v6i EGFRVIIT va nhanh tht hai lién két voi khang nguyén
(dich) tht hai, trong d6, nhanh khang EGFRvVIII bao gdm trinh ty HCVR/LCVR hoic
CDR bit ky néu trong Bang 1. Khi dién dat “khéang thé khang EGFRVIII” ciing bao
¢dm lién hop khang thé-thude (ADC) chtra khang thé khang EGFRVIII hodc ménh lién
két khang nguyén ctia né lién hop véi thudc hodc doc td (tue 13, chit gay doc té bao).
Khi dién dat “khéng thé khang EGFRVIII” ciing bao gom lién hop khang thé-nuclit
phéng xa (ARC) chua khang thé khang EGFRVIII hodc ménh lién két v6i khang
nguyén cua no lién hop véi nuclit phong xa.

Thuét ngit “khang thé”, nhu dugc st dung & ddy, c6 nghia [a phén ti hodc phuic
hop phén tir lién két voi khédng nguyén bét ky chira it nhit mot ving quyét dinh bd tro
(CDR) lién két hoac tuong tac ddc hiéu véi mot khang nguyén cu thé (vi du,
EGFRVIID). Thuit ngr “khang thé” bao gdm cac phan tir globulin mién dich chira bdn
chudi polypeptit, hai chudi niang (H) va hai chudi nhe (L), lién két voi nhau bang cac
cdu ndi disulfua, cling nhu cdc multime ctia ching (vi du, IgM). Mdi chudi ning gdm
mot vung bién d6i chudi nang (duoc viét tat 1a HCVR hodc Vi) va mot ving héng

dinh chudi ning. Vung hing dinh chudi ning bao gdm ba ving, Cul, Cn2 va Cy3. Moi
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chudi nhe gém ving bién dbi chudi nhe (dugc viét tit 1a LCVR hogdc VL) va ving hing
dinh chudi nhe. Vung hing dinh chudi nhe bao gébm mot vung (Crl). Vung Vi va Vi
con dugce chia nho thanh céc vung si€u bién, duoc goi la ving quyét dinh bd trg
(CDR), xen gifta cac vung nay la vung it bién ddi hon, dugc goi 1a cac ving sudn
(FR). Mdi Vi va Vi, déu gdm ba CDR va bén FR, duge sip xép tir dau amin dén dau
carboxy theo trinh tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo cac
phuong an khac ctua sang ché, vung suon FR cla khang thé khang EGFRVIII (hodc
manh lién két khang nguyén clia nd) c6 thé tuong dong véi trinh tu dong mam ngudi,
hodc ¢6 thé bi bién ddi mot cach tu nhién hay nhan tao. Mot chudi lién Gng axit amin
¢6 thé duoc xac dinh dua vao phép phan tich tir phan nay toi phin khac ctia hai hogc
nhiéu CDR.

Thuat nglt “khang thé”, nhu dugc st dung ¢ day, cling bao gém cac manh lién
két khang nguyén ctia phén tir khéng thé ¢6 chiéu dai ddy du. Thuat ngf “phn lién két
khang nguyén” cia khing thé, “manh lién két khang nguyén” ctia khang thé, hay céc
thuat ngtt tuong tu, nhu duoc st dung & day, bao gdbm cac polypeptit hodc
glycoprotein bét ky duoc tim thdy trong tu nhién, thu dugc bing enzym, dugc tong
hop hodc dugc thiét ké di truyén lien két dic hiéu véi khéng nguyén dé tao mot thanh
phuc hop. Cac manh lién két khéang nguyén ctia khdng thé c6 thé c6 ngudn gde tir, vi
du, phan tir khang thé c6 chiéu dai diy du bang cich str dung cac k§ thuét tiéu chudn
pht hgp nhu phén giai protein hodc ky thuat di truyén tai to hop bao gdm céc thao tac
va biéu hién ctia ADN ma hoa cho vung bién déi hodc tiy ¥ ving hang dinh cta khéng
thé. ADN nhu vay la ADN da biét va/hodc c6 san tir, vi dy, céc ngué)n thuong mai, thu
vién ADN (bao gém, vi du, thu vién thuc khuén thé-khéng thé), hoédc duoc téng hop.
ADN nay co6 thé duogc giai trinh tu hodc thao tac b?mg cac k¥ thudt héa hoc hodc sinh
hoc phén tir, vi du, dé sap xép mot hodc nhiu ving bién di va/hodc ving hing dinh
thanh cdu hinh phu hop, hodc dé dua vao cac codon, tao géc xystein, stra dbi, thém
hodc bdt cac axit amin, V.v..

Céc vi du khong gi6i han vé cdc manh lién két khang nguyén bao gbm: (i)
manh Fab; (i) manh F(ab")2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) phan t& Fv chudi don
(scFv); (vi) ménh dAb; va (vii) don vi nhan biét tbi thiéu bao gém cac géc axit amin
bét chudc ving siéu bién cia khang thé (vi du, ving quyét dinh bd tro (CDR) dugc

phén 1ap, ching han nhu peptit CDR3), hodc peptit ép budc FR3-CDR3-FR4. Cac
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phan tir dugc thiét ké khac, nhu khang thé dac hiéu ving, khéng thé mot ving, khédng
thé mat vung, khang thé thé kham, khing thd ghép CDR, khéng thé thé hai, khang thé
thé ba, khang thé thé bén, khéng thé don, khéng thé ¢6 kich thude nano (vi du, khang
thé thé ¢6 kich thude nano héa tri mot, hoa tri hai, v.v.), dugc phém mién dich md dun
nhé (SMIP), vung bién d6i ctia IgNAR (khing thé tr mau c4 map), déu nim trong
thuat ngti “manh lién két khang nguyén”, dugc stt dung & day.

Manh lién két khang nguyén clia khéng thé thuong chua it nhit mot ving bién
déi. Vung bién ddi c¢6 thé co kich thudc hogc thanh phin axit amin bt ky va nhin
chung, thuong chua it nhdt mot ving CDR lién ké hodc ¢ trong khung v6i mot hodc
nhidu trinh tw khung. Céc manh lién két khang nguyén chira ving Vu lién két véi ving
VL, cac vung Vy va Vi ¢cd thé nam tai vi tri tuong dbi v6i nhau theo mot trinh tu sép
xép thich hop bat ky. Vi dy, ving bién dbi co thé dbi xtmg hai bén va bao gbém cac
dime Vu-Vu, Vi-Vi hodc Vi-Vi. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén ctia khéng thé
¢6 thé bao gdbm mot monome ving Vi hodic Vi.

Theo céc phuong dn nhit dinh, manh lién két khang nguyén cua khéang thé ¢6
thé gom it nhat mot vung bién doi lién két dong hoa tri voi it nhit mot vung hang dinh.
Khong gidi han, céac cdu hinh ldy 1am vi du cta ving bién dbi va vung hing dinh c6
thé duoc tim thay trong manh lién két khang nguyén clia khang thé theo sang ché bao
gdm: (i) Vu-Cul; (ii) Vi-Ci2; (iii) Vu-Cu3; (iv) Vu-Cul-Cn2; (v) Vu-Cul-Cu2-Cu3;
(vi) Vu-Cr2-Cu3; (vii) Vu-Cr; (viii) Vi-Cnl; (ix) Vi-Cu2; (x) Vi-Cu3; (xi) Vi-Cul-
Ci2; (xii) VL-Cnl-Ci2-Ci3; (xiii) Vi-Cn2-Cu3; va (xiv) Vi-Cr. Trong cau hinh bat ky
ctia vung bién doi va ving hing dinh, bao gdm céc céu hinh 14y lam vi du bét ky duoc
trinh bay ¢ trén, vung bién ddi va ving hing dinh déu ¢ thé lién két truc tiép véi mot
vung khac hodc ¢co thé lien két v6i toan bd hodc mot phan ctia ving ban 1& hodc ving
lién két. Ving ban 18 ¢ thé chua it nhdt 2 (vi dy, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hogc nhiéu) axit
amin tao ra lién két linh hoat hay ban linh hoat gitta ving bién dbi hodc vung hing
dinh 1ién k& trong mot phan tr polypeptit duy nhét. Ngoai ra, manh lién két khang
nguyén ctia khang thé theo séng ché co thé la dong dime hodc di dime (hodc multime)
trong cdu hinh cta ving bién doi va ving hing dinh bit ky dugc trinh bay & trén trong
lién két phi hoa tri voi mot dime khéac va/hodc vaoi mot hodc nhiéu monome ving Vi
hodc Vi (vi du, bing (cac) cau ndi disulfua).

Tuong tu nhu vGi phin ti khang thé c6 chicu dai day du, manh lién két khang
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nguyén co thé 1a don dic hiéu hoac da dic hiéu (vi dy, ddc hiéu kép). Manh lién két
khang nguyén da dac hi¢u cua khang thé thuong chira it nhAt hai vung bién dbi khac
nhau, trong dé mdi ving bién ddi c6 kha nang lién két dic hiéu véi khang nguyén
riéng biét hodc vdi epitop khac nhau trén cing mot khéang nguyén. Bét ky dinh dang
khang thé da dic hiéu nao, bao gdm céc dinh dang khéng thé dac hiéu kép 1dy lam vi
du duoc boc 16 o day, co thé duoc bién doi dé su dung trong pham vi manh lién két
khang nguyén cta khang thé theo sang ché bang cach st dung cdc ky thuat thong
thuong c6 san trong linh vue k¥ thuat.

Khéng thé theo sing ché ¢6 thé thuc hién chuc ning thong qua tinh gy doc té
bao phu thude bd thé (CDC) hodic gy doc té bao phu thude khang thé (ADCC). “Tinh
oy doc t& bao phu thuge bd thé” (CDC) dé cép dén kha nang ly giai té bao biéu hién
khang nguyén bing khang thé theo sang ché khi c¢6 mit bd thé. “Tinh gy doc t& bao
phu thudc khang thé” (ADCC) dé cép dén phan tng trung gian té bao, trong do, té bao
oy doc khong dic hiéu 1a céc té bao biéu hién thu thé Fe (FcR) (vi du, t€ bao tiéu diét
tu nhién (NK), bach cau trung tinh, va dai thuc bao) nhan dién khang thé gén trén bé
mit t& bao dich tir do ly giai t& bao dich. C6 thé do CDC va ADCC st dung céc thu
nghiém da biét va c6 sin trong linh vuc k¥ thudt (tham khao, vi du, bang séng ché My
cac sd 5,500,362 va 5,821,337, va Clynes et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
95:652-656). Vung hing dinh cta khéng thé ¢6 vai trd quan trong trong chitc nang gy
doc té bao phu thude bd thé va gy doc té bao phu thudc trung gian ciia khang thé. Vi
vay, tiéu chi lya chon isotyp cua khing thé dyua vao liéu c6 mudn khang thé gy doc
trung gian té bao.

Theo phuong an nhét dinh ctia sang ché, khang thé khang EGFRVIII theo sang
ché 1a khang thé nguoi. Thuat ngit “khang thé nguoi” dugc str dung & déy, bao gdm
cac khang thé co vung bién doi va ving hing dinh ¢6 ngudn gdc tr cac trinh tu
globulin mién dich dong miam nguoi. Khang thé nguoi theo sang ché bao gdm céc gbc
axit amin khong dugc ma hoa bai trinh ty globulin mién dich dong mam ngudi (vi dy,
dot bién duoc gdy ra boi dot bién ngau nhién hodc tai vi tri cu thé trong diéu kién in
vitro hodc bdi dot bién soma trong diéu kién in vivo), vi du trong cac CDR va cu thé 1a
CDR3. Tuy nhién, thuit ngit “khéng thé nguoi”, nhu duge st dung & déy, khong duge
du tinh dé bao gébm khang thé trong do trinh tu viing CDR c6 ngudn gbe tir dong mam

cta cac loai dong vat c¢6 va khac, nhu chudt, dugce ghép vao trinh tu khung ctia nguoi.
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Khéng thé theo sing ché ¢6 thé, trong mot sd phuong 4an, a khang thé nguoi tai
t6 hop. Thuat ngtt “khdng thé ngudi tai to hgp”, nhu duge st dung ¢ ddy, du dinh bao
o0m tt ca cic khang thé nguoi duoc xir 1y, bidu hién, tao ra hodc phén lap bing cac
phuong phép tai t6 hop, ching han nhu cac khéng thé dugc biéu hién bing cich st
dung vecto biéu hién tai td hop duoc chuyén nhidém vao té bao chi (mo ta thém dudi
day), cac khang thé duoc phan lap tir thu vién khang thé nguoi to hop, tai t6 hop (md
ta thém dudi day), cac khang thé duoc phén lap tir dong vat (vi du, chudt) dugc chuyén
gen globulin mién dich nguoi (tham khéo, vi du, Taylor et al. (1992) Nucl. Acids Res.
20:6287-6295) hoidc cac khang thé duge xir ly, biéu hién, tao ra hodc phan lap bing
cac phuong phéap bat ky khac bao gdm viée ndi trinh tu gen globulin mién dich nguoi
vao trinh tu ADN khdc. Cac khang thé nguoi tai to hop ndy ¢ ving bién dbi hodc
ving hang dinh c6 ngudn gde tir trinh tu globulin mién dich dong mam ngudi. Tuy
nhién, theo cdc phuong an nhit dinh, khéng thé ngudi tai t6 hop nay trai qua dot bién
in vitro (hodc, khi chuyén gen dong vat vao trinh tu Ig bang viéc gy dot bién soma
trong diéu kién in vivo) va vi vay trinh ty axit amin cta ving Vu va Vi clia khéng thé
tai to hop 14 trinh tu ¢6 ngudn gbe va ¢o lién quan dén trinh tu Vi va Vi dong mam
ngudi, c6 thé khong ton tai tu nhién trong danh muc dong mam khéng thé ngudi in
Vivo.

Khang thé nguoi co thé ton tai & hai dang dugc lién hop voi ving ban 1¢ khong
thuan nhat. O mét dang, phan ti globulin mién dich bao gém cAu trac bén chudi én
dinh c6 khdi luong x4p xi 150-160 kDa, trong do cac dime duge lién két véi nhau
bang lién két disulfua chudi ning lién chudi. O dang tht hai, cac dime khdng dugc lién
két bang lién két disulfua lién chudi va phan ti ¢6 khdi luong khoang 75-80 kDa dugc
tao ra tr moOt cadp chudi ning va chudi nhe déng hoa tri (mot ntra khang thé). Céc dang
nay rat kho phan tach, ngay cd sau khi tinh sach 4i luc.

Tan suét xudt hién cta dang tht hai trong cic isotyp IgG c6 chiéu dai diy du
khac nhau 1a do, nhung khong gidi han 6, su khac biét vé clu tric két hop véi isotyp
ving ban 1& ca khang thé. Viéc thay thé mot axit amin trong ving ban 1& cia ving
ban 18 IgG4 nguoi cé thé lam giam di dang ké tin sudt xudt hién ctia dang tht hai
(Angal et al. (1993) Molecular Immunology 30:105) téi mtc thuong thay bang cach
str dung viing ban 1& IgG1 ngudi. Sang ché bao gdm cac khang thé c6 mot hozic nhiéu

dot bién tai vung ban 1€, Cu2 hodc Cu3 1a nhiing ving mong muon, vi duy, trong san
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xut, dé cai thién hiéu suét cta dang khang thé mong mudn.

Khéng thé theo sdng ché ¢6 thé 1a khang thé dugc phan 1ap. Thuat ngit “khang
thé dugc phan lap” duoc sit dung & day dung dé chi cac khang thé dugc nhén biét va
phéan tach va/hodc thu hoi tir it nhat mot thanh phan thudc moi trudng tu nhién cua no.
Vi du, khang thé dugc tach hoic ldy ra tir it nhat mot phén ctia mot co quan hodc tur
mo hoac té bao, trong do, khang thé ton tai mot cach tu nhién hodc dugc san xuit mot
cach tu nhién, la mot “khang thé dugc phéan lap” cho muc dich cia sang ché. Khéang
thé duoc phan lap ciing bao ¢dm khang thé tai chd (in situ) trong té bao tai té hop.
Khang thé dugc phén lap la khang thé da trai qua it nhat mot bude tinh sach ho#c phan
lap. Theo cdc phuong dn nhit dinh, khang thé duoc phén 1ap vé co ban khong chura cac
chit hoa hoc va/hodc vat lidu té bao khéc.

Khang thé khang EGFRVII duge mo ta & diy c6 thé gdm mot hodc nhiéu dot
bién thay thé, thém va/hoic mAt axit amin tai ving sudn va/hoidc ving CDR clia ving
bién ddi chudi ning va chudi nhe so véi trinh tu dong méam tuong Ung tai noi sinh ra
céc khang thé. Cac dot bién nay co thé dé dang xac dinh dugc bang cach so sanh trinh
tu axit amin mo ta & day voi trinh tu dong mam c6 sén tr, vi du, trong kho dit liéu
trinh tu khang thé di dugc cong khai. Sang ché bao gdm céc khang thé, va cdc manh
lién két khang nguyén ctia né co ngudn gdc tir trinh ty axit amin bt ky dugc md ta &
day, trong d6, mot hoac nhiéu axit amin trong mot hodc nhiéu vung suon va’/hodc ving
CDR bi dot bién vé6i (cac) gbc tuong tmg cla trinh ty dong mam ma khéng thé c6
ngudn gbe tir do hodc véi (cac) gbe tuong Umg clia trinh tu dong mam ngudi, hodc dot
bién thay thé axit amin bao thi cta (cic) gbc dong mim tuong Umg (thay ddi trinh tu
nay duoc goi chung la “dot bién dong mam™). Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thudt, bat diu voi trinh tu vung bién ddi chudi ndng va chudi nhe duoc bdc 10 &
day, c6 thé d& dang san xuét mot luong 16n Khang thé hodc manh lién két khang
nguyén chira mot hodc nhiéu dot bién dong mém hodc td hop cac dot bién. Theo céc
phuong an nhat dinh, tit ca cac gbe clia ving suon va/hodc ving CDR trong ving Vi
va/hodc Vi duogc dot bién quay tro lai cac géc trong trinh tu dong mam ban dau 1 noi
ma khang thé dugc sinh ra. Theo cac phuong én khéc, chi nhiing gbc nhit dinh duoc
dot bién quay trd lai trinh ty dong mam ban dau, vi du, chi cac gbe dot bién dugc tim
thdy trong 8 axit amin diu tién ctia FR1, hodc trong 8 axit amin cudi cung cla FR4,

hodc chi cdc gbe ddt bién duge tim thdy & CDRI1, CDR2 hoiic CDR3. Theo céc
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phuong an khéac, mot hodc nhiéu gbc & ving suon va/hodc ving CDR bi dot bién
thanh cac gdc tuong Gng clia mot trinh tu dong mam khac (tic 13, mot trinh ty dong
mam khac v6i trinh tu dong mam sinh ra khéng thd). Hon ntra, khang thé theo sang
ché ¢6 thé chtra td hop bat ky ctia hai hay nhidu dot bién dong mam tai ving suon
va/hoidc ving CDR, vi du, cac gde riéng 1é nhit dinh bi dot bién thanh gdc tuong tng
cua mot trinh tu dong mam cu thé, trong khi céc géc nhét dinh khac cé khéc biét véi
trinh tu dong mam ban diu duoc duy tri hodc dugc dot bién thanh géc tuong ing cua
mot trinh tu dong mam khac. Sau khi thu hdi, cac Khang thé hoic manh lién két khang
nguyén chtra mdt hodc nhiéu dot bién dong mam co thé dé dang dugc kiém tra mot
hodc nhiéu thudc tinh mong mudn nhu: cai thién tinh dic hiéu lién két, tang ai luc lién
két, cai thién hodc ting cuong cac dic tinh d6i van hay dong van (nhu truong hop co
thé), giam tinh sinh mién dich, v.v.. Cac khéang thé va doan lién két khang nguyén thu
duoc theo cach nay, dugc bdce 10 trong sang ché.

Sang ché ciling bao ¢6m khang thé khang EGFRVIII ¢ chira cac bién thé cua
bét ky trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodac CDR nao dugc boc 1o & ddy c6 mot
hodc nhidu su thay thé bao thu. Vi du, séng ché bao gdm cac khang thé khang
EGFRVIII ¢6 trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR v6i, vi du, 10 hodac it
hon, 8 hoic it hon, 6 hodc it hon, 4 hodc it hon, v.v., cadc dot bién thay thé axit amin
bao thu lién quan dén cac trinh tu axit amin HCVR/LCVR va/hoic CDR bat ky dugc
trinh bay trong Bang 1 ¢ day.

Thuat ngli “epitop” dung dé chi vi tri quyét dinh khéng nguyén, 1a vi tri tuong
tac v&i mot vi tri lién két khang nguyén cu thé trén viing bién dbi cua phan tir khang
thé, duoc goi la paratop. Mot phan t khang nguyén c6 thé c¢6 nhiéu hon mot epitpop.
V1 vay, cac khang thé khac nhau c6 thé gin vao céc ving khac nhau trén cing mot
khang nguyén va co thé c6 nhiing tac dong sinh hoc khac nhau. Epitop ¢6 thé ton tai &
dang cAu hinh khong gian hoic & dang thang. Epitop dang ciu hinh khéng gian duoc
tao ra béi cdc axit amin nam canh nhau trong khong gian tir cac doan khac nhau cua
chudi polypeptit thiang. Epitop dang thiang duogc tao ra tr cac gbc axit amin lién ké
trong chudi polypeptit. Trong trudong hop nhit dinh, epitop ¢6 thé chia cac chu tir cia
phtrc hop saccarit, nhom photphoryl, hodc nhom sulfonyl trén khang nguyén.

Thuét ngir “gan nhu tuong ddng” hoidc “vé co ban tuong dong” dugc dung khi

dé cap dén axit nucleic hodc manh ctia no, chi ra rang, khi sdp thang hang mot cach toi
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uu dot bién thém hodc mét nucleotit thich hop véi axit nucleic khac (hodc soi bd sung
ctia no), thi do tuong dong trinh tu nucleotit it nhét khoang 95%, va t6t hon 1a it nhét
khodng 96%, 97%, 98%, va 99% cua cac cdp bazo nucleotit nhu duoc do béng bat ky
thuét toan da biét vé twong dong trinh tu nhu FASTA, BLAST hodc Gap, s€ dugc thao
ludn duédi day. Phan tr axit nucleic gan nhu tuong ddng véi phan tr axit nucleic tham
chiéu ¢6 thé, trong mot s truong hop nhét dinh, ma héa cho chudi polypeptit ¢6 trinh
tu axit amin gidng hodc vé co ban tuong tu chudi polypeptit dugc ma hoa boi phan tir
axit nucleic tham chiéu.

Déi véi polypeptit, thuat ngi “gdn nhu tuong tu” hodc “yé co ban tuong tu” c6
nghia 1a hai chudi peptit, khi xép thang hang mot cach t5i wu nhat, bang cac chuong
trinh nhu GAP hay BESTFIT str dung trong lugng khoang tréng mac dinh, tim ra dugc
do tuong cT611g trinh tu it nhét khoang 95%, va tham chi la it nhét khoang 96%, 97%,
98%, va 99%. T6t hon néu, vi tri cac goe khong khac biét twong dong bdi viee thay thé
axit amin bao thu. “Thay thé axit amin bao thd” la mot gbc axit amin nay dugc thay
thé bdi mot gde axit amin khiac ¢ chudi bén (nhom R) v6i cic dic diém hoa hoc
tuong tur (vi du, mang dién tich hodc ki nu¢c). Nhin chung, viéc thay thé axit amin bao
tht vé co ban khong lam thay doi cic dic diém chuc nang cia protein. Trong trudng
hop hai hodc nhiéu trinh tu axit amin khac nhau do viéc thay thé bao thu, phﬁn tram
trinh tu tuong ddng hay do tuong ddng c6 thé duoc diéu chinh 1&n cho dung véi tinh
chit bao thu cta viée thay thé. Cac phuong phap didu chinh 1a cdc phuong phéap da
biét d6i v6i nguoi ¢6 kién thire trung binh trong Iinh vyc ky thudt. Tham khao, vi du,
Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-331, dugc dua vao day bang cach vién
dan. Cac vi du vé cdc nhém axit amin co chudi bén voi cac thude tinh héa hoc tuong
tu bao gdm (1) cac chudi bén aliphatic: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2)
cdc chudi bén aliphatic-hydroxyl: serin va threonin; (3) céc chudi bén chira amit:
asparagin va glutamin; (4) cdc chudi bén aromatic: phenylalanin, tyrosin, va
tryptophan; (5) cac chudi bén tinh bazo: lyxin, arginin, va histidin; (6) cic chudi bén
tinh axit: aspartat va glutamat, va (7) cac chudi bén chta luu huynh la xystein va
metionin. Cac nhom thay thé axit amin bao thu duoc uu tién 1a: valin-leuxin-isoleuxin,
phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat, va asparagin-
glutamin. Ngoai ra, thay thé bao thu la bat ky su thay ddi nao c6 gié tri duong trong

ma tran log-likelihood PAM250 dugc boc 10 trong Gonnet ef al. (1992) Science 256:
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1443-1445, duoc dua vio diy bing cach vién dan. Thay thé “khd bao thu” 1a bat ky su
thay dbi ndo c6 gia tri khong Am trong ma trén log-likelihood PAM250.

Do tuong tu hay dd tuong dong cta polypeptit, thuong duoc do bang phén
mém phan tich trinh ty. Phan mém phan tich protein ghép céc trinh tu gidng nhau sir
dung cic phuong phéap do do tuong tu gan cho vi¢c thay thé, ¢t bo hodc cic bién doi
khac, bao gdm viéc thay thé axit amin bao tha. Vi dy, phan mém GCG bao gbm céc
chuong trinh nhu Gap va Bestfit, cdc phin mém néy ¢6 thé duoc st dung voi tham 56
mac dinh dé xac dinh do tuong déng trinh tu hodc do dﬁ“)ng nhét trinh tu gifta cac
polypeptit gan giii, nhu cac polypeptit twong dong tir cac loai khéc nhau cta sinh vét
hodc gilta protein kiéu dai va bién thé cua né. Tham khao, vi du, GCG ver.6.1. Cac
chudi polypeptit cling ¢6 thé duoc so sanh voi nhau bing FASTA st dung tham 56
mac dinh hodc tham sd duoc dé xuét, mot chuong trinh trong GCG ver.6.1. FASTA (vi
du, FASTA2 va FASTA3) cung cip cac sip xép va phan tram tuong ddng cua ving
xép chdng khép nhit gitta trinh tw truy vin va trinh tu tim kiém (Pearson (2000)
supra). Thuat toan khéc dugc uvu tién st dung hon khi so sanh mot trinh tu theo sang
ché véi mot co so di liéu c6 chra mot lugng 16n trinh ty tir céc sinh vat khac nhau la
phﬁn mém BLAST, dic biét la BLASTP va TBLASTN, st dung cic tham s6 mic
dinh. Tham khao, vi du, Altschul e al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va Altschul ef
al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402, duoc dua vao day bang cach vién dan.

Kha ning lién két phu thudc vao do pH

Séng ché bao gdm cdc khing thé khang EGFRVIII ¢6 kha ning lién két phu
thudc vao do pH. Vi du, khang thé khang EGFRVIII theo sdng ché c6 thé ¢ kha ning
lién két véi EGFRVII tai pH axit giam di so v6i kha nang lién két tai pH trung tinh.
Tuong tu, khang thé khang EGFRVIII theo sang ché ¢6 thé co kha nang lién két véi
EGFRVIII ¢ pH axit ting lén so véi khd ning lién két tai pH trung tinh. Khi dién dat
“pH axit’ bao gém cac gia tri pH nho hon 6,2, vi du, khoang 6,0; 5,95; 5,9, 5,85; 5,8;
5,75:5,7; 5,65; 5,6; 5,55; 5,5; 5,45; 5,4; 5,35, 5,3; 5,25, 5,2; 5,15; 5,1; 5,05; 5,0; hodc
thap hon. Nhu duoc str dung & ddy, dién dat “pH trung tinh” c6 nghia la do pH khoang
7,0 dén khoang 7,4. Dién dat “pH trung tinh” bao g0m céc gia tri pH khoang 7,0; 7,05;
7,1, 7,15;7,2;7,25;7,3; 7,35; va 7.4.

Trong mot s& truong hop nhét dinh, “kha ning lién két voi EGFRVIIIT & pH axit
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giam di so v&i pH trung tinh” duoc thé hién ¢ ti s6 gitra gia tri Kp ctia khang thé lién
két voi EGFRVIIL tai pH axit va gia trj Kp ciia khang thé lién két voi EGFRVIII tai pH
trung tinh (hodc nguoc lai). Vi du, khing thé hay manh lién két khang nguyén cta nd
¢6 thé dugce coi 1a “giam kha ning lién két voi EGFRVIII tai pH axit so v6i pH trung
tinh néu khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 cd ty s Kp axit/trung
tinh khoang 3,0 hodc 16n hon. Theo cidc phuong an ly lam vi du nhét dinh, ti s6 Kp
axit/trung tinh cia mdot khang thé hay manh lién két khang nguyén clia n6 theo séng
ché c6 thé ¢o gid tri khoang 3,0; 3,5:4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6.5; 7,0; 7,5; 8.,0; 8,5; 9,0;
9,5; 10,0; 10,5; 11,0; 11,5; 12,0; 12.5; 13,0; 13,5; 14,0; 14.,5; 15,0; 20,0; 25,05 30,0;
40,0; 50,0; 60,0; 70,0; 100,0 hodc 16n hon.

Céc khang thé c6 kha nang lién két phu thudc vao do pH co thé thu duoc, vi du,
bang cach sang loc quan thé cac khang thé biéu hién giam (hodc ting) kha ndng lién
két voi mot khang nguyén cu thé tai pH axit so véi pH trung tinh. Ngoai ra, nhiing
bién ddi & muac do axit amin tai ving lién két v6i khdng nguyén giup thu duge cac
khéng thé c6 kha nang lién két phu thude vao do pH. Vi du, bing viéc thay thé mot
hodic nhiéu axit amin tai ving lién két véi khdng nguyén (vi dy, nhu ving CDR) bang
mot gbe histidin, co thé thu duoc khang thé véi kha ning lién két v6i khéng nguyén tai

pH axit gidm so v6i khd nang lién két tai pH trung tinh.
Khéng thé khang EGFRVIII chira bién thé Fe

Theo cac phuong 4n nhat dinh ctia sing ché, khang thé khang EGFRVIII dugc
dé cap c¢6 chira mién Fc ¢dm mot hodc nhiéu dot bién giup ting hodc gidm khé ning
lién két cua khang thé véi thu thé FcRn, vi du, tai pH axit so véi pH trung tinh. Vi dy,
sang ché bao gdm khéng thé khang EGFRVIII bi dot bién tai ving Cu2 hodc Cu3 cla
mién Fe, trong d6 dot bién lam ting 4i luc gitta ving Fe va FeRn trong méi truong axit
(vi du, trong thé nhin noi c6 pH nidm trong khoang tir 5,5 dén 6,0). Céc dot bién da
néu lam ting chu ky ban ra trong huyét thanh ctia khang thé khi cung cép cho dong
vat. Céac vi du khong gidi han vé cdc bién ddi tai mién Fc da néu bao gém, vi du, bién
déi tai vi tri 250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi dy, L hoac F); 252 (vi du, L/Y/F/W
hogic T), 254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hodc T); hodc bién ddi & vi
tri 428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hodc K) va/hodc 434 (vi du, A, W, H, F hoédc
Y [N434W, N434W, N434H, N434F hodc N434Y]); hoac bién dbi tai vi tri 250
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va/hodc 428; hodc bién dbi & vi tri 307 hogc 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo
mot phuong an, qué trinh bién dbi bao gdm mot bién d6i 428L (vi du, M428L) va
4348 (vi dy, N434S); mot bién ddi 4281, 2591 (vi du, V259I), va 308F (vi dy, V308E);
mot bién ddi 433K (vi du, H433K) va 434 (vi dy, 434Y); mot bién doi 252, 254, va
256 (vi du, 252Y, 254T, va 256E); mot bién doi 250Q va 428L (vi dy, T250Q va
M428L); va mot bién ddi 307 va/hodc 308 (vi du, 308F hodc 308P). Theo phuong én
khac, qua trinh bién ddi bao gom mot bién d6i 265A (vi du, D265A) va/hodc 297A (vi
du, N297A).

Vi du, sang ché bao gdm céc khang thé khang EGFRVIII ¢6 mién Fc chira mot
hoac nhiéu cdp hodc nhom céac dot bién dugc chon tir nhém bao gém: 250Q va 248L
(vi du, T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E);
4281, va 434S (vi du, M428L va N434S); 2571 va 3111 (vi du, P2571 va Q3111I); 2571
va 434H (vi du, P2571 va N434H); 376V va 434H (vi du, D376V va N434H); 307A,
380A va 434A (vi du, T307A, E380A va N434A); va 433K va 434F (vi du, H433K va
N434F). TAt ca céc td hop ¢é thé xay ra ctia cac dot bién tai mién Fc da néu, va cac dot
bién khéc tai ving bién do6i ctia khang thé duoc boc 16 & day, da dugce dinh trude trong
pham vi cua sang ché.

Sang ché ciing bao gdm khéng thé khang EGFRVIII gém mot ving hdng dinh
chudi ning (Crn) thé kham, trong d6 ving Cy thé kham ¢6 chra cac doan ¢6 ngudn gbe
tr vung Cy cua mot hodc nhiéu isotyp globulin mién dich. Vi dy, khang thé theo sang
ché ¢6 thé chtra ving Cu thé kham c¢6 mot phén hodc toan b doan Cn2 co ngudn gbe
tr phén tor [gG1 nguoi, IgG2 nguoi hodc 1gG4 nguoi, két hop véi mot phan hoic toan
bd doan Cu3 ¢6 ngudn goe tir phan ti [gG1 nguoi, [gG2 nguoi hodc IgG4 ngudi. Theo
cac phuong an nhat dinh, khing thé theo sang ché chira mot vung Cu thé kham c6
vung ban 1& thé kham. Vi du, vung ban 1& thé kham c6 thé bao g6111 mot trinh tu axit
amin “ban 1& trén” (cac gbc axit amin tr vi tr 216 dén 227 theo cach danh s6 EU) ¢
ngudn gde tir mot viing ban 1& IgG1 nguoi, 1gG2 nguoi, va [gG4 ngudi, két hop véi
mot trinh tu “ban 1& dudi” (cac géc axit amin tur vi tri 228 dén 236 theo cach danh sb
EU) ¢6 ngudn gbc tir ving ban 1& IgG1 nguoi, 1gG2 nguoi, va [gG4 ngudi. Theo céc
phuong 4n nhit dinh, viing béan 18 thé kham bao gdm céc gdc axit amin c6 ngudn gbc
tir ving ban 1& trén ctia IgG1 ngudi, hodc [gG4 ngudi va céc gbc axit amin c6 ngudn

gbc tir viing ban 1€ dudi cia [gG2 nguoi. Theo nhiing phuong 4n nhat dinh, khang the
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¢6 ving Cu thé kham dugc mo ta ¢ day ¢o thé biéu hién cac chirc niing phan ng cla
Fc bi bién dbi ma khong gay anh hudng bit loi dén cac liéu phap diéu tri hodc dic tinh
dugc ddng hoc cua khang thé (tham khao, vi du, don sang ché My S 61/759,578, ndp
ngay 1/2/2013, cong b trong tai liéu nay duge boc 10 ¢ day bing cach tham chiéu dén

toan bo).
Lién hop khang thé-thude (ADC)

Sang ché dé cip dén lién hop khang thé-thudc (ADC) gém mot khing thé
khang EGFRVIII hodc méanh lién két khang nguyén cua no6 lién hgp vai gbe tri lieu nhu
chat gay doc té bao, thudc hoa tri, hodc ddng vi phong xa.

Cac chét gdy doc t& bao bao gdbm chit bit ky gay bét loi cho kha ning phat
trién, tdn tai va nhan 1én cla t& bao. Céc vi du vé chit gay doc té bao va chit hoa tri
thich hop ¢6 thé lién hop véi khing thé khang EGFRVIII theo khia canh nay cta sang
ché bao gdm, vi du, 1-(2cloetyl)-1,2-dimetansulfonyl hydrazit, 1,8-dihydroxy-
bicyclo[7.3.1]trideca-4,9-dien-2,6-diyne-13-one, 1-dehydrotestosteron, 5-fluorouracil,
6-mercaptopurin, 6-thioguanin, 9-amino camptothecin, actinomycin D, amanitin,
aminopterin, anguidin, anthracyclin, anthramycin (AMC), auristatin, bleomycin,
busulfan, axit butyric, calicheamicin, camptothecin, carminomycin, carmustin,
cemadotin, cisplatin, colchicin, combretastatin, cyclophosphamit, cytarabin,
cytochalasin B, dactinomycin, daunorubicin, decarbazin, diacetoxypentyldoxorubicin,
dibromomannitol, dihydroxy anthracin dion, disorazoles, dolastatin, doxorubicin,
duocarmycin, echinomycin, eleutherobin, emetin, epothilon, esperamicin, estramustin,
ethidium bromit, etoposit, fluorouracil, geldanamycin, gramicidin D, glucocorticoit,
irinotecan, leptomycin, leurosin, lidocain, lomustin (CCNU), maytansinoid,
meclorethamin, melphalan, mercatopurin, methopterin, methotrexate, mithramycin,
mitomycin, mitoxantron, N8-acetyl spermidin, podophyllotoxin, procain, propranolol,
pteridin, puromycin, pyrrolobenzodiazepin  (PDB), rhizoxin, streptozotocin,
tallysomycin, taxol, tenoposit, tetracain, thioepa clorambucil, tomaymycin, topotecan,
tubulysin, vinblastin, vincristin, vindesin, vinorelbin, va cac dan xuit cua ching. Theo
céc phuong an nhat dinh, chét gay doc té bao lién hop véi khang thé khang EGFRVIII
la maytansinoit nhu DM1 hodc DM4, dAn xuét tomaymycin, hodc dan xuét dolastatin.
Céc chit gy doc té bao khac da biét trong linh vurc k¥ thuat dugc dy tinh nim trong

pham vi sdng ché, bao gdm, vi dy, cac doc to protein nhu ricin, doc to C. difficile,
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ngoai doc t6 pseudomonas, doc td ricin, diphtheria, botulinum, bryodin, saporin; doc t
ctia cdy thuong luc My (nghia 13, phytolaccatoxin va phytolaccigenin), va nhiing doc
td khac duoc trinh bay trong Sapra et al., Pharmacol. & Therapeutics, 2013, 138:452-
469.

Sang ché ciing d& xudt céc lien hop khang thé-phéng xa (ARC) bao gdm cac
khang thé khdng EGFRVIII lién hop véi mot hodc nhiéu nuclit phong xa. Céc nuclit
phong xa ldy lam vi du co thé duoc st dung & day trong pham vi ctia khia canh theo
séng ché bao gdm, nhung khong giGi han 6, vi du, Ac, 22Bi, 21*Bi, P'T, "*Re, **'Th,
R, 23Ra, 24Ra, va 2V,

Theo céc phuong an nhét dinh cia sang ché, lién hop khang thé-thube (ADC)
dugc dé cap bao gom khang thé khang EGFRVIII lién hgp véi chit gdy doc té bao (vi
du, cac chét gay doc té bao bét ky duoc néu & trén) thong qua mot phén tir lién két.
Moi phan tir lién két hoic k¥ thuat lién két da biét trong linh vuc k§ thuat déu co thé
str dung dé tao ra hoic cAu thanh nén mdt ADC. Theo cic phuong an nhét dinh, lién
két 1a lien két co thé cit. Theo cac phuong én khac, lién két 1a lien két khong thé cit.
Céc lien két 14y 1am vi du c6 thé duoc st dung trong pham vi sdng ché bao gdm, céc
lien két choa hodc bao g6m, vi du, MC (6-maleimidocaproyl), MP
(maleimidopropanoyl), val-cit (valin-citrullin), val-ala (valin-alanin), viung dipeptit
trong mdi lién két co thé cat protaza, PAB (p-aminobenzyloxycarbonyl), SPP (N-
Succinimidyl ~ 4-(2-pyridylthio)  pentanoat), SMCC  (N-Succinimidyl  4-(N-
maleimidometyl)cyclohexan-1  carboxylat), ~SIAB  (N-Succinimidyl  (4-iodo-
acetyl)aminobenzoat), va cac bién thé va t hop cta ching. Cac vi du khac vé lién két
6 thé dugc st dung trong pham vi séng ché duoc boc 10, vi du, trong bing sang ché
My 7,754,681 va trong Ducry, Bioconjugate Chem., 2010, 2/:5-13, va cac tai ligu
tham khao duoc trich dan trong do, ndi dung trong céc tai liéu nay duoc két hop ¢ day
bing cich tham chiéu ching trong toan bo.

Sang ché bao gdbm cic ADC trong do, lién két két ndi khang thé khang
EGFRVIII hodc phén tir lién két véi khéng nguyén voi thudc hodc chit gay doc té bao
thong qua lién két tai mot axit amin cu thé trong phan tir khang thé hodc phan tir lién
két v6i khang nguyén. Cac axit amin ldy lam vi du dung dé gin trong pham vi sang
ché bao gdm, vi du, lysin (tham khao, vi du, US 5,208,020; US 2010/0129314;
Hollander e al., Bioconjugate Chem., 2008, 19:358-361; cong bd quic t& WO
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2005/089808; bang sang ché My US 5,714,586; US 2013/0101546; va US
2012/0585592), xystein (tham khao, vi du, US 2007/0258987; cdng bd qudc & WO
2013/055993; cong bd qude & WO 2013/055990; cong bd qude € WO 2013/053873;
cong bé qubc t& WO 2013/053872; cong bd qubc & WO 2011/130598; US
2013/0101546; va US 7,750,116), selenoxystein (tham khao, vi du, cong bd quéc té
WO 2008/122039; va Hofer et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 2008, 105:12451-
12456), formyl glycin (tham khéo, vi du, Carrico et al., Nat. Chem. Biol., 2007, 3:321-
322; Agarwal et al., Proc. Natl. Acad. Sci., US4, 2013, 110:46-51, va Rabuka et al.,
Nat. Protocols, 2012, 10:1052-1067), cdc axit amin phi tu nhién (tham khéo, vi du,
cong bd qubc té WO 2013/068874, va cong b quéc té WO 2012/166559), va cac axit
amin tinh axit (tham khao, vi du, cong bd qube té WO 2012/05982). Cac lién két ciing
¢6 thé lién hop v6i mot protein lién két khang nguyén thong qua lién két voi
carbohydrat (tham khao, vi dy, US 2008/0305497, va Ryan et al., Food & Agriculture
Immunol., 2001, 13:127-130) va lién két disulfit (tham khao, vi du, cong bd qudc té
WO 2013/085925, cong bd quéc & WO 2010/010324, cong bd qube & WO
2011/018611, va Shaunak et al., Nat. Chem. Biol., 2006, 2:312-313).

Moi phuong phap da biét trong linh vuc ky thuat dé lién hop phén tir hoa hoc
vGi peptit, polypeptit hodc cdc dai phan tir khac déu co thé duoc st dung trong pham
vi sang ché dé tao ra mot ADC khang EGFRVIIL nhu duge mo ta ¢ day. Phuong phap
mau dé lién hop khéng thé-thudc thong qua phan tir lién két duoc trinh bay trong vi du
12. Viéc thay d6i phuong phap mau nay s& duoc dénh gid cao boi nhitng nguoi c6 kién
thare trong linh vuce k¥ thudt va da duge du tinh trong pham vi cta sang ché.

Theo nhirng phuong an nhit dinh, sang ché dé cap dén cac ADC, trong do
khang thé khiang EGFRVII dugc md ta ¢ ddy (vi du, khang thé duoc dait tén
H1H1863N2) lién hop v6i thanh phan phan tu lién két-thude dugc trinh bay trong
cong bd qube & WO2014/145090 (vi du, hop chit “77, cling dugc dé cdp o dy la
“M0026"), cong bd trong tai licu nay dugc dua vao day bang cach tham chiéu dén toan

bd (cling tham khao vi du 12 ¢ diy).
Lap ban dd Epitop va cac k¥ thuat lién quan

Epitop lién két véi cdc khing thé theo séng ché c6 thé chira mot trinh tu lién
tiép cua 3 hodc nhiéu hon (vi du, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,

19, 20 hodc nhiéu hon) axit amin ctia protein EGFRVIIIL. Ngoai ra, epitop co thé chua
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phan 16n 13 cc axit amin (hodc trinh ty axit amin) khong lién k& ctia EGFRVIIL Theo
mdt s6 phuong an, epitop nam ¢ trén hodc gan ving lién két-phdi tir cia EGFRVIIL
Theo nhiing phuong an khac, epitop ndm & bén ngoai vung lién két-phdi tir cta
EGFRvVIII, vi du, nim trén bé mat EGFRVIIL, noi ma mdt khéng thé, khi gén vVao
epitop nay, khong lam cdn tré viéc phdi tir lién két vao EGFRVIIL.

Theo cac phuong dan nhit dinh, sang ché bao gdm cac khang thé khang
EGFRVIII lién két dic hiéu véi EGFRVIL (va khong lién két véi EGFR), trong do,
khing thé nay co kha nang nhan dién peptit ndi EGFRVIIL (vi du, SEQ, ID s6:148).
Céc khéang thé nhu vy dugc dé cip ¢ day nhu Ia “chit gin két véi peptit nbi”, “khéng
thé lien két voi peptit EGFRVIII”, va tuong tu. Theo cac phuong én khéc, sing ché
cling bao gdm cac khang thé khang EGFRVIII lién két dic hidu véi EGFRVII (va
khong lién két véi EGER), trong do, khing thé nay khong thé nhan dién peptit nbi
EGFRVIII (vi du, khong thé nhan dién peptit ndi c6 SEQ ID No: 148, va/hodc khong
nhan dién dugc peptit co SEQ ID No: 165). Cac khang thé nhu trén c¢6 thé duge dé cap
¢ day nhu la “cht gén cdu dang”, “chit gan epitop céu dang EGFRVIII”, va tuong tu.

Co thé st dung cdc k§ thut khac da biét dbi véi nhimg ngudi c6 kién thic
trung binh trong linh vuc ky thuat dé xac dinh liéu mot khang thé “tuong tdc vo1 mot
hay nhiu axit amin” trong chudi polypeptit hodc protein. K thuat ly lam vi du bao
gdm, vi du, thit nghiém phong bé chéo thong thuong nhu duge mo ta trong Antibodies,
Harlow va Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY), phan tich dot
bién quét alanin, phan tich thdm tach peptit (Reineke, 2004, Methods Mol Biol
248:443-463), va phan tich phan kha nang cit peptit. Ngoai ra, cac phuong phap nhu
cit epitop, chiét epitop va bién ddi dic tinh héa hoc cliia khiang nguyén cling ¢6 thé
duoc st dung (Tomer, 2000, Protein Science 9:487-496). Phuong phap khac co6 thé
dugc str dung dé nhan dién axit amin trong chudi polypeptit, trong cac tuong tac khang
thé, 1a phuong phap phat hién trao dbi hydro/doteri bang khéi phd. Nhin chung,
phuong phap trao do6i hydro/doteri bao 06m gén nhin doteri vao protein cén quan tam,
sau d6 gin khang thé vé6i protein dd dugc gin nhan doteri. Tiép theo, phtic hop
protein/khang thé dugc chuyén vao nude dé trao ddi hydro-doteri xay ra tai tat ca cac
gbe trir cac gde duge khing thé bao vé (la nhitng gdc ¢ gin nhan doteri con lai). Sau
khi phan ly khéang thé, protein dich dugc cit bang enzyme proteaza va phan tich khdi

pho, do d6 boc 10 cac goc gin nhan doteri tuong ng v6i cde axit amin cy thé trong
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tuong tac khang thé. Tham khao, vi du, Ehring (1999) Analytical Biochemistry
267(2):252-259; Engen va Smith (2001) Anal. (Chem. 73:256A-265A.

Sang ché con bao g0m céc khing thé khang EGFRVIII lién két voi cing mot
epitop nhu bat ky khang thé miu nao dugc md ta & ddy (vi du, cac khang thé chira
trinh tu axit amin bat ky dugc trinh bay trong Bang 1 ¢ dy). Tuong tu, sdng ché ciing
bao gdm céc khang thé khang EGFRVIII canh tranh nhau dé lien két véi EGFRvIII
trong bat ky khidng thé mau nao dugc mo ta & day (vi du, cac khang thé chtra trinh tu
axit amin bét ky duogc trinh bay trong Bang 1 ¢ day).

C6 thé d& dang xdc dinh dugc liéu mot khang thé lien két v6i cling mot epitop
hay canh tranh dé lién két v6i epitop nhu khéng thé khang EGFRVIII tham chiéu st
dung cac phuong phéap thong thuong da biét trong linh vuc k¥ thuat va duoc str dung &
day lam vi du. Vi du, dé x4c dinh liéu khéng thé thir nghiém c6 lién két voi ciing mot
epitop nhu khang thé khang EGFRvIII tham chiéu theo sang ché hay khong, khang thé
tham chiéu dugc lién két voi protein EGFRVIIL Budge tiép theo 12 danh gia kha ning
lien két cua khang thé thir nghiém voi phén td EGFRVIIL Néu khang thé thir nghiém
¢6 kha nang lién két véi EGFRVIII khi khéng thé khang EGFRVIII tham chiéu da lién
két biio hoa thi c6 thé két luan ring, khang thé thir nghiém lién két voi mot epitop khac
so v6i khang thé khang EGFRVIII tham chiéu. Mit khéc, néu khang thé thir nghiém
khong co6 kha nang lién két voi phan tr EGFRvII khi khang thé khang EGFRVIII tham
chiéu da lién két bio hoa thi khang thé thir nghiém c6 thé lién két voi cling mot epitop
la epitop dugc lién két v6i khang thé khang EGFRVIII tham chiéu trong séng ché. Sau
do, cac thir nghiém thong thuong khéc (vi du, dot bién peptit va phan tich lién két) co
thé duoc tién hanh dé xac dinh liéu viéc khong quan sit thay lién két cia khang thé thi
nghiém trén thuc té 1a do chung lién két v6i cing mot epitop nhu khang thé tham chiéu
hay 1a do hién tugng céan tr¢ lién két vé mat khong gian (hodc hién tugng khac) la
nguyén nhan khién cho khong quan sat dugc lién két. Céc thir nghiém loai nay c¢6 thé
duoc thuc hién béng cach st dung cac phuong phap nhu ELISA, RIA, Biacore, dém té
bao theo dong chay hodc bat ky cic phuong phap dinh tinh, hodc dinh luong lién két-
khang thé khac da biét trong linh vurc k¥ thuét. Theo céc phuong an nhét dinh clia sang
ché, hai khéng thé cung lién két (hodc gdi 1én nhau) vao mot epitope néu, vi du, vuot
qua 1-, 5-, 10-, 20- hodc 100- lan cta mot khang thé sé ngan can lién két ctia khéng thé

con lai it nhat 50%, hon nita 1a 75%, 90% hodc thdm chi 99%, cdc két qua dugce do
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bang thir nghiém canh tranh lién két (tham khdo, vi du, Junghans et al., Cancer Res.U
1990:50:1495-1502). Ngoai ra, hai khang thé duoc coi la cung lién két véi mot epitop
néu céc tit ca dot bién axit amin trong khéng nguyén, dot bién lam giam hodc loai bo
lien két cia mot khang thé cling s& lam giam hodc loai bo lién két ctia khang thé con
lai. Hai khang thé dugc coi la ¢6 © céc epitop i 1én nhau” khi chi mot nhém nho dot
bién axit amin lam gidm hodc loai b lién két cia mot khang thé ¢6 thé lam giam hodc
loai bo lién két cia khang thé con lai.

Dé xac dinh liéu mot khang thé ¢6 canh tranh dé lien két (hodc canh tranh chéo
dé lien két) v6i mot khang thé khang EGFRVIIL tham chiéu, phuong phap lién két
duoc md ta & trén duogce tién hanh theo hai huéng: Theo hudng thir nhét, cho cic khing
thé tham chiéu lién két v6i protein EGFRVIII trong diéu kién bao hoa, sau d6 danh gia
kha nang lién két cua khing thé thi nghiém véi phan tir EGFRVIIL Theo huéng thu
hai, cho khéang thé thir nghiém lién két v6i phan tir EGFRVIII trong diéu kién bdo hoa,
sau d6 danh gid kha ning lién két cha khang thé thir nghiém v6i phén td EGFRVIIL
Néu, theo ca hai huéng, chi khdng thé (bdo hoa) diu tién c¢6 kha nang lién két voi phan
t&r EGFRVIIL thi két luan ring, khang thé thtr nghiém va khang thé tham chiéu canh
tranh V6i nhau dé gin vao EGFRVIIL. Nhu nhitng ngudi ¢6 kién thirc trung binh trong
linh vuc k¥ thudt nay sé danh gia dugc, mot khang thé canh tranh dé lien két voi mot
khang thé tham chiéu ¢6 thé khong can lién két v6i cing mot epitop nhu khang thé
tham chiéu, nhung c6 thé ngan can khong gian lién két ctia khang thé tham chiéu bang

lién két epitop xép chdng hoic lién ké.
Phuong phap tao khing thé nguoi

Khéng thé khang EGFRVIII theo séng ché ¢o thé 1a khang thé nguoi co chidu
dai day da. Cac phuong phap dé tao ra khang thé don dong, bao odm khang thé don
dong ngudi ¢6 chiéu dai diy da da dugce biét dén trong linh vuc k¥ thuit ma sang ché
dé cip. Moi phuong phép da biét déu c6 thé duoc st dung trong pham vi clia sdng ché
dé tao ra khang thé nguoi lién két két ddc hiéu véi EGFRVIII nguoi.

Vi duy, st dung cong ngh¢ VELOCIMMUNE™, hodc b4t ky phuong phéap
tuong tu da biét khic dé tao khéng thé don dong nguoi ¢ chiéu dai ddy di va khang

thé thé kham 4i luc cao véi EGERVIIL, céc khang thé nay bude dau duge phan 1ap ¢o
vung bién ddi cua ngudi va ving hing dinh ctia chudt. Nhu trong muc thu nghiém

dudi day, cic dic diém va tiéu chi mong mudn dé lua chon khéng thé bao gom i luc,
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hoat tinh ngédn can phéi tw, tinh chon loc, epitop, v.v.. Néu cn thiét, vung héng dinh
chudt s& duge thay thé biang ving hing dinh ngudi mong mubn, vi du khéng thé kiéu
dai hay IgG1 hodc 1gG4 dugc bién dbi, dé tao ra mot khang thé khang EGFRVIII
ngudi ¢o chiéu dai day di. Trong khi ving hing dinh da chon ¢6 thé thay dbi tiy theo
muc dich str dung cu thé, thi cac dic tinh dic hiéu dich va lién két vai khang nguyén 4i
luc cao lai thudc vé ving bién ddi. Trong mot sb trudong hop nhét dinh, khang thé
khang EGFRVIII nguoi ¢6 chiéu dai day du dugc phan 1ap truc tip tir té bao B duong

tinh khang nguyén.
Tuong duong sinh hoc

Khang thé khiang EGFRVIII va cdc méanh khang thé theo sang ché bao gdm céc
protein c6 trinh ty axit amin khéc véi trinh tu axit amin cua cac khang thé da duoc mo
ta nhung gitr lai kha nang lién két voi EGFRVIII nguoi. Cac khang thé va manh khang
thé bién dbi nhu trén bao g6m mot hodc nhiéu dot bién thém, mét, hodc thay thé céc
axit amin khi so sanh véi trinh tuy me, nhung biéu hién hoat tinh sinh hoc vé co ban
tuong duong vdi cac khing thé da duoc md ta. Tuong tu, cdc trinh ty ADN ma hoa
cho khang thé khang EGFRVIII theo séng ché chira mot hodc nhidu cac dot bién thém,
mét, hodc thay thé nucleotit khi so sanh véi trinh tu da dugce bdc 10, tuy nhién cac trinh
tu ma hoa cho khang thé hoic manh khéng thé khang EGFRVIII nay vé co ban tuong
duong sinh hoc vé1 mot khang thé hoic manh khang thé khang EGFRVIII theo sing
ché. Cac vi du vé trinh tu ADN va trinh tu axit amin bién dbi dugc thao ludn & trén.

Vi du, hai protein lién két voi khang nguyén, hodc khéng thé, dugc xem la
tuong duong sinh hoc néu, chung tuong duong vé duoc ly hodc thay thé duge ly ma ti
1& va pham vi hap thu ctia chiing khong c6 su khéc biét rd rang khi cung cép cing lidu
mol phan to dudi cic didu kién thtr nghiém giéng nhau, hodc khi cung cdp mot lidu
hay nhiéu liéu. Mot vai khiang thé s& dugce xem la twong duong hodc thay thé duogc ly
néu chung tuong duong vé pham vi hép thu nhung khdng tuvong duong vé ti 1& hép thu
va chua thé xem 14 twong duong sinh hoc bdi vi céc khac biét vé ti 1& hap thu néu trén
la ¢6 chu dich va dugc phan anh qua quad trinh gan nhin, cic khang thé nay khong can
thiét dé dat duoc néng do thube co thé hiéu qua, vi dy, st dung thuong xuyén, va duoc
xem la khong c6 y nghia y hoc dbi v6i san phdm thude cu thé duge nghién ctu.

Theo mot phuong én, hai protein lién két v6i khang nguyén la tuong duong

r o7

sinh hoc néu chiing khong c6 khéc biét co y nghia lam sang vé do an toan, do tinh sach
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va hiéu qua cua ching.

Theo mot phuong én, hai protein lién két voi khang nguyén la tuong duong
sinh hoc néu bénh nhin ¢ thé chuyén dbi mot hodc nhiéu lan gita san phém tham
chiéu v6i san pham sinh hoc ma khong gdy ting nguy co tic dung phu c6 hai, bao gbm
thay ddi c6 y nghia 1dm sang trong sinh mién dich, hodc lam giam hiéu luc, khi so sdnh
v6i lidu phap diéu tri lién tuc ma bénh nhan khong d6i thube nhu trén.

Theo mot phuong an, hai ptotein lién két v6i khang nguyén la tuong duong sinh
hoc néu ca hai protein déu hoat dong theo mot co ché chung hodc co ché hoat dong co
diéu kién hay diéu kién st dung, trén pham vi cac co ché nay da dugc biét.

Tuong duong sinh hoc ¢o6 thé duge chimg minh bing cac phuong phap in vivo
hoic in vitro. Cac phuong phép do muc do tuong duong sinh hoc bao gbm, vi du, (a)
thtr nghiém in vivo ¢ nguoi hodc cac dong vat co vi khac, trong do ndng do khang thé
hodic chét chuyén hoa clia n6 trong mau, huyét tuong, huyét thanh hoidc céac dich sinh
hoc khac theo ham theo gian; (b) tht nghiém in vitro tuong Gmg v6i va phu hop voi du
doan clia cac dir liéu co sé sinh kha dung in vivo clia nguoi; (¢) thit nghiém in vivo ¢
ngudi hodc cac loai dong vat co vi khéc, trong do, hiéu qua duge ly cép tinh thich hop
ctia khang thé (hodc dich ctia n6) duge do theo ham thoi gian; va (d) trong thtr nghiém
lam sang duogc kiém sodt tot thiét lap do an toan, hiéu luc, hodac sinh khad dung hay
tuong duong sinh hoc ctia mot khang thé.

Céac bién thé twong duong sinh hoc ctia khang thé khang EGFRVIII trong sdng
ché ¢o thé dugc cAu thanh béi, vi du, tao ra nhiéu dot bién thay thé cac géc hay trinh tu
hoac dot bién loai bo cac géc hay cdac trinh tu ¢ dau hodc & gifra khong can thiét ddi
v61 hoat tinh sinh hoc. Vi du, cac géc xystein khong cin cho hoat tinh sinh hoc c6 thé
duoc loal bo hodc thay thé bi’mg céc axit amin khéc dé ngan can sy hinh thanh céc ciu
disulfit ndi phan tr khong ding hodc khong can thiét khi hdi tinh. Trong cdc pham vi
khéc, khang thé tuong duong sinh hoc ¢ thé bao gdm cdc bién thé cta khang thé
khang EGFRVIII ma viéc bién ddi axit amin dan dén lam thay ddi cac dic tinh
glycosyl hoa cua khing thé, vi du, cdc dot bién loai bo hodc di doi qué trinh glycosyl

hoa.
Tinh chon loc loai va phan (rng chéo loai

Theo nhiing phuong dn nhét dinh, sing ché dé cap dén cac khing thé khéng

EGFRVIII lién két voi EGFRVIL ngudi nhung khong lién két véi EGFRVIII cla cac
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loai khéc. Sang ché cling bao o0m cac khang thé khang EGFRVIII ¢6 kha nang lién két
v6i EGFRVIIL nguoi va EGFRVIIL tr mot hoac nhiéu loai khong phai nguoi. Vi du, cac
khang thé khang EGFRVIII ctia sang ché c6 thé lien két véi EGFRVIIT ngudi va ¢6 thé
gin hoic khong gén, nhu trong cac trudng hop co thé, v6i mot hodc nhiéu EGFRVIII
ctua chuot, chudt lang, chudt d‘éng, chudt nhay, lon, meo, cho, thd, dé, ctru, bo, ngua,
lac da, khi dudi dai, khi dudi soc, khi néu hogc tinh tinh. Theo nhiing phuong an nhat
dinh cta sang ché, khang thé khang EGFRVIII dugc dé cap c6 kha ning lién két dic
hiéu voi EGFRVII nguoi va EGFRVII cua khi dudi dai (vi du, Macaca fascz‘cularis).
Céc khang thé khang EGFRVIII khic theo séng ché lién két v6i EGFRVII ngudi

nhung khong gin, hodic chi gan yéu, véi EGFRVIL khi [6ng dai.
Khang thé da dadc hiéu

Khang thé theo sédng ché ¢co thé don dic hiéu hodc da dic hiéu (vi dy, ddc hiéu
kép). Cac khing thé da dic hiéu co thé gén diic hiéu vdi cac epitop khac nhau cua
chudi polypeptit dich hodc c6 thé chira cac vung lién két voi khang nguyén dic hiéu
v6i nhiéu hon mot chudi polypeptit dich. Tham khao, vi du, Tutt et al., 1991, J.
Immunol. 147:60-69; Kuter et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Cic khang
thé khang EGFRVIII theo séng ché ¢6 thé duoc lién két voi hode dong bicu hién voi
phan tr chirc ndng khac, vi du, véi mot peptit hodc protein khac. Vi du, mot khang thé
hoac manh khang thé cua no ¢6 thé duoc lién két vé mat chuc nang (vi du, bﬁng khép
nbi hoa hoc, dung hop di truyén, lién hop phi hoa tri hodc bang céch khac) véi mot
hodc nhiéu phén tt, chfmg han mot khing thé hodc manh khang thé khac dé tao ra mot
khang thé dic hiéu kép hodc da dac hiéu voi tinh lién két dac hiéu thu cép.

Sang ché bao gém cac khang thé ddc hiéu kép trong d6 mot canh cua globulin
mién dich lién két voi EGFRVIII nguoi, va canh con lai cua globulin mién dich gin
dic hiéu voi mot khang nguyén tha hai. Canh lién két véi EGFRVIIT gé)m cac trinh tu
axit amin HCVR/LCVR hodc CDR bét ky dugc trinh bay trong Bang 1. Theo céc
phuong 4n nhit dinh, canh lién két voi EGFRVIII lién két véi EGFRVIII ngudi va ngin
can phdi tir lién két v6i EGERVIIL. Theo cac phuong an nhit dinh, canh lién két véi
EGFRVIII lién két véi EGFRVIIL ngudi nhung khong ngdn can phéi tir lién két véi
EGFRVIIL.

Dinh dang khéng thé dic hiéu kép co thé duogc st dung trong pham vi cla sang

ché bao gdm viéc st dung viung globulin mién dich (Ig) Cu3 tha nhét va ving Ig Cu3
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th hai, trong d6, cac vung Ig Cu3 tha nhét va tht hai khac céc vung khéc tai it nhit
mot axit amin, va trong dé su khac biét vé it nhAt mot axit amin lam gidm kha nang
lién két cua khang thé dic hiéu kép vai Protein A so voi mdt khang thé dic hiéu kép
khéng c6 su khic biét axit amin. Theo mot phuong én, vung Ig Cu3 thi nhét lién két
vé6i Protein A va vung Ig Cu3 thir hai bao gdm mot dot bién lam giam hodc mét lién
két v6i Protein A nhu bién déi HO5R (bing phuong phép dénh s& exon IMGT; bién
dbi H435R bing danh sé EU). Ving Cu3 thir hai con chira dot bién Y96F (bing
IMGT: Y436F bing EU). Céc dot bién khac co thé tim thdy tai ving Cu3 thir hai gom:
DI16E, L18M, N44S, K52N, V57M, va V821 (bang IMGT; D356E, L358M, N384S,
K392N, V397M, va V4221 bing EU) trong truong hop cia khang thé 1gG1; N44S,
K52N, va V82I (IMGT; N384S, K392N, va V4221 bing EU) trong truong hop cla
khang thé 1gG2; va Q15R, N448S, K52N, V57M, R69K, E79Q, va V821 (bing IMGT;
Q355R, N3848S, K392N, V397M, R409K, E419Q, va V4221 béi EU) trong truong hop
cta khang thé IgG4. Céc bién thé cta khang thé dac hidu kép duge md ta & trén dugc
du tinh trong pham vi sdng ché.

Céc dinh dang dédc hiéu kép ldy lam vi du khac ¢6 thé duoc str dung trong pham
Vi cua sang ché bao gGm, nhung khong bi gidi han 6, vi dy, dinh dang khang thé dic
hiéu kép thé hai hodc dua vao scFv, dung hop IgG-scFv, ving dién dbi kép (DVD)-Ig,
Quadroma, k§ thuit bdm-vao-18, chudi nhe thong thudng (vi du, chdi nhe thong
thuong co badm-vao-10, v.v.), thé CrossMab, CrossFab, (SEED), khoa kéo leuxin,
Duobody, 1gG1/1gG2, Fab (DAF)-IgG hoat dong kép, va cdc dang déc hicu keép Mab?
(tham khdo, vi du, Klein et al. 2012, mAbs 4:6, 1-11, va cac tai lieu tham khao duoc
trich dan & day, dé xem xét lai cdc dinh dang da néu). Khang thé dic hiéu kép co thé
duoc tao ra béng cach su dung két hop axit nucleic/peptit, vi du, trong do cdc axit
nucleic phi tu nhién véi phan tng hoa hoc truc giao dugce st dung dé tao ra cac lién
hop khang thé-oligonucleotit dic hiéu vung, sau do ching tu két hop thanh phtc hop
da phan cé thanh ph;ﬁn, héa tri va hinh dang xéc dinh. (Tham khdo, vi du, Kazane et

al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).
Bao ché va cung cip dugce phiam diéu tri

Sang che dé xuat cdc duge pham c6 chira khang thé khang EGFRVIII hode cac
manh lién két khang nguyén ctia nd. Dugc pham theo sang ché dugc bao ché voi céac

chat mang, cdc td dugc, va céac chét thich hop khac gitp cai thién kha nang di chuyén,
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phat tan, chiu dugc thube va céc dic tinh twong tu khac. Co vo s6 cong thie thich hop
¢6 thé duge tim thiy trong tuyén tap cong thie va duoc tAt ca nha hoa duoc biét dén
nhu: Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA.
Nhitng cong thirc nay bao gé)ln, vi du, bot, bdt nhao, thudc ma, thach, sap, dau, chét
béo, chit béo (cationic hod anionic) gdm cic cac tai (nhu LIPOFECTIN™, Life
Technologies, Carlsbad, CA), ADN lién hop, bot nhdo hép thu khan, hé nhi tuong
dau-trong-nude va nuge-trong-dau, hé nhil twong cacbovac (ché pham polyetylen
glycol ¢6 trong luong phan tir khdc nhau), gel ban ran, hdn hop ban rin chua
cacbovac. Cling tham khéo Briscoe CP et al. “Ban tom tat cac ta dugc dung trong cac
cong thirc ngoai dudng tiéu hoa” PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

Liéu khang thé duge cung cép cho bénh nhén ¢6 thé thay doi tiy theo do tudi va
kich thudc co thé bénh nhan, bénh dich, tinh trang bénh, duong dung, va tuong tu. Tét
hon néu, liéu dung dugc tinh toan theo trong lugng co thé hodc dién tich bé mit co thé.
O bénh nhan truéng thanh, viéc tiém khing thé theo sang ché vao tinh mach c6 vé
thuan loi hon, thong thudng, mot lidu nam trong khoang tr 0,01 dén khoang 20mg/kg
trong lugng co thé, t6t hon néu nam trong khoang tir 0,02 dén 7, khoang tur 0,03 dén 5,
hodc nam trong khoang tir 0,05 dén 3 mg/kg trong lugng co thé. Tuy thudc vao muc
dd nghiém trong cua tinh trang bénh ma tAn sudt va thoi gian diéu tri co thé duoc diéu
chinh. Liéu trinh va liéu lugng dé str dung hiéu qua khang thé khang EGFRVIII ¢6 thé
duogc xac dinh bﬁng thuc nghi€ém; vi du, tién trién bénh cua bénh nhén co6 thé duoc
theo doi biang cach danh gid dinh ky, va can diéu chinh liéu luong sao cho phu hop.
Hon nira, viéc chia ti 1€ liéu luong khéc loai co thé duoc tién hanh b?mg cac phuong
phéap da biét trong linh vuc k§ thudt (vi du, Mordenti et al., 1991, Pharmaceut. Res.
8:1351).

Nhiéu hé théng van chuyén duoc biét dén va c6 thé st dung dé cung c?lp duoc
pham theo séng ché, vi du, duoc déng géi trong liposom, trong cac hat vi md, vién
nang siéu nho, cac té bao tai to hop ¢6 kha ndng biéu hién virat dot bién, nhip bao qua
trung gian thy thé (tham khéo, vi du, Wu et al., 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432).
Cac phuong phéap dua dugc phdm vao co thé bao gdm, nhung khong gi¢i han ¢, tiém
trong da, tiém bép, trong mang bung, tiém tinh mach, tiém dudi da, qua dudng mii,
gdy té ngoai mang cung, va qua duong udng. Dugc phim c6 thé duoc cung cip theo

bét ky con dudng nao thuin tién, vi dy, bang cach truyén hay tiém thudc, bang cach
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hép thu qua biéu md hoic 16p 16t niém mac da (vi du, niém mac miéng, niém mac truc
trang va duong rudt, v.v.) va co thé duoc sir dung cling voi cac chét hoat héa sinh hoc
khac. Dugce phdm cé thé duoc str dung cho toan co thé hodc cho tirg co quan.

Dugc phiam theo séng ché ¢6 thé dugc tiém dudi da hodc tiém tinh mach bing
mot 611g tiém va kim tiém tiéu chuan. Ngoai ra, lién quan dén viéc tiém dudi da, thiét
bi dua thube dang but dugc su dung dé dua duoc phém theo sang ché vao co thé bénh
nhan. Thiét bi dua thude dang but c6 thé dugc tai st dung hodc ding mt 1an. Thiét bj
dua thudc dang bt tai st dung thuong ding mot 6ng chira dugc pham co thé thay thé.
Khi duoc pham trong dng da duoc str dung hét va chi con éng trong, nhiing bng trong
ndy c6 thé dé dang loai bo va thay thé bing mdt dng chia dugce phdm moi. Thiét bi
dua thude dang bt sau do co thé tai st dung cho cic lan sau. Péi v6i thiét bi dua
thudc dang but dung mot lan thi khong c6 dng thay thé. Thay vao do, thiét bi dua
thudc dang but dung mot lan dong san duoc pham trong mot chd chtra bén trong thiét
bi. Mt khi chd chia do hét duoc phém thi toan bd thiét bi s& duoc loai bo.

Nhiéu thiét bi dua thube dang but tai st dung va dung cu tiém tu dong dugc su
dung dé tiém duoc pham trong sang ché duéi da. Cac vi du bao gébm, nhung khong
gi6i han & AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), but
DISETRONIC™  (Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Switzerland), but
HUMALOG MIX 75/25™, but HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly va
Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ [, II va III (Novo Nordisk, Copenhagen,
Denmark), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), but BD™
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN
STARLET™, va OPTICLIK™ (sanofi-aventis, Frankfurt, Germany), ¢ ddy chi néu
tén mot vai thiét bi. Cac vi du vé thiét bi dua thube dang but dung mot lan duoc st
dung dé tiém dugc phdm trong sang ché duéi da bao gom, nhung khong gi6i han 0,
bat SOLOSTAR™ (sanofi-aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va dung cu tiém tu
dong KWIKPEN™ (Eli Lilly), SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), but
PENLET™(Haselmeier, Stuttgart, Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va HUMIRA™
(Abbott Labs, Abbott Park IL), ¢ ddy chi néu tén mdt vai thiét bi.

Trong cac tinh huéng nhit dinh, duoc ph?xm ¢6 thé dugce dua vao trong mot hé
théng phén phdi kiém soat. Theo mdt phuong an, 6ng bom c¢6 thé dugc st dung (tham

khdo Langer, ¢ trén; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). Theo mot
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phuong an khac, cac vat lieu polyme co thé duogc st dung; tham khéao, Medical
Applications of Controlled Release, Langer va Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca
Raton, Florida. Theo mdt phuong dn khdic, hé thdng phan phoi kiém soat co thé dugc
dat o g?m dich cua duoc phﬁm, do d6 chi do1 hér mot ph?m nhd cua lidu hé théng (tham
khao, vi du, Goodson, 1984, in Medical Applications of Controlled Release, & trén,
quyén 2, pp. 115-138). Cac hé thdng phén phdi kiém soat khac duoc thdo luén trong
bai danh gid ctia Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

Dugc phdm c6 thé tiém bao gém cic duoc pham dang liu dung cho tiém tinh
mach, tiém dudi da, trong da va tiém bap hay dich truyén nho giot, v.v.. Cac dugc
pham tiém nay cé thé duoc diéu ché bang cac phuong phap cong khai da biét. Vi du,
cac duoc phém tiém c6 thé dugc didu ché bﬁng, vi du, béng cach hoa tan, tao huyén
phu hodc nhii hoa cac khang thé hodc mudi cua chung duoc mod td & trén trong mot
mdi trudng nude vo trung hode mot moi trudng dau thuong duoc str dung dé tiém. Céc
moi truong nude dung dé tiém 12, vi du, nude mudi sinh 1y, dung dich dang truong c6
chtra glucozo va céac chét bd tro khéc, v.v., ching co thé duoc st dung két hop vo1 mot
chit hoa tan thich hop nhu rugu (vi du, etanol), ruou da chic (vi du, propylen glycol,
polyetylen glycol), chét hoat dong bé mat phi ion [vi du, phtic olysorbat 80, HCO-50
(polyoxyetylen (50 mol) san phim cdng cla ddu thiu dau da hydrd hoa)], v.v.. Céc
moi truong chira dau duoc st dung la, vi du, dau me, dau dau tuong, v.v., ching co thé
duogc su dung két hop vt mot chét hoa tan nhu enzoat, benzyl alcohol, v.v.. Vi thé
duge phdm tiém duogc vu tién dung vao trong mot éng thude tiém thich hop.

Thuan loi néu, duoc pham sir dung theo dudng ubng hodc ngoai duong tiéu hoa
dugc md ta & trén dugc bao ché thanh duogc phflm dang lidu trong mot lidu don vi phu
hop voi lugng cac thanh phén hoat hoa. Liéu don vi cua duoc phdm dang lidu da néu
bao gém, vi du, cdc vién nén, vién tron, vién nang, dung dich tiém (6ng thube tiem),
thube dan, v.v.. Luong khang thé di néu thudong nim trong khoang tir 5 dén khoang
500 mg trén mdi lidu don vi ctia duoc phém dang lidu; dac biét & dang dung dich tiém,
luong khang thé da néu thuong nim trong khoang tir 5 dén khoang 100mg va khoang
tir 10 dén khoang 250 mg dbi v6i cac duoc pham dang lidu khac.

Sang ché dé& xuit duge phdm chira céc khing thé khang EGFRVIII hogc lién
hop khang thé-thubc chira khéng thé khang EGFRVIIL (vi du, khéng thé khang
EGFRVIII hoac ADC chtra bt ky trinh ty HCVR/LCVR hoac CDR nao dugc trinh bay
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trong Bang 1). Duoc phdm diéu tri c6 thé chira khang thé khang EGFRVIII, méanh lién
két khang nguyén ctia no, hodc bat ky ADC nao dugc boc 10 ¢ ddy, va mot chét mang
dugc dung hodc chét don.

Céc khang thé va ADC theo sing ché rit hitu ich, khong ké nhiing céi khac,
trong diéu tri, phong nglra va/hoic cai thién tinh trang bénh hodc r6i loan bt ky lién
quan dén hoic trung gian boi biéu hién hodc hoat dong cua EGFRVIIIL, hodc duoc diéu
tri bang cdch ngin can tuong tac gitta EGFRVIII va mot phéi tir EGFR hoic néu khong
thi ngin can hoat dong véa/hodc tin hiéu cia EGFRVIII, va/hodc thue déy ndi bao hoa
thu thé va/hodc giam sb luong thu thé trén bé mat té bao. Vi du, cac khang thé va ADC
theo sang ché rat hitu ich trong didu tri cac khdi u biéu hién EGFRVIII va/hodc c6 dap
ung voéi tin hiéu trung gian-phdi tir. Cac Khéng thé hodc manh lién két khdng nguyén
theo sang ché c6 thé cling dugc dung dé diéu tri cac khdi u chua di can hogc khdi u di
can phat trién trong ndo va mang nio, hau hong, phdi va cay phé quan, duong tidu hoa,
duong sinh duc nam va nit, co bf\p, xuong, da va cic phﬁn phu, md lién két, 14 lach, hé
théng mién dich, té bao tao mau va tiy xuong, gan va dudng tiét niéu, va cac co quan
cam gidc ddc biét nhu mét. Theo céc phuong an nhét dinh, khang thé va ADC theo
sang ché dugc st dung dé diéu tri mot hodc nhiéu bénh ung thu sau: ung thu biéu md
té bao than, ung thu biéu mo tuyén tuy, ung thu dau va ¢, ung thu tuyén tién liét, u
than kinh dém 4c tinh, ung thu xuong 4c tinh, ung thu dai truc trang, ung thu da day
(vi du, ung thu da day véi khuéch dai MET), u trung biéu md é4c tinh, da u tiy xuong,
ung thu budng trimg, ung thu phoi té bao nho, ung thu phoi khong té bao nhd, sarcoma
md mém, ung thu tuyén giap, ung thu vi, hoic khdi u 4c tinh.

Trong pham vi cua cac dugce pham diéu tri duoc mo ta ¢ day, khang thé khang
EGFRVIII ¢6 thé dugc cung cip nhu mot lidu phap diéu trj riéng 1é (tGc 13, chi c6 mot
chét diéu tri duy nhﬁt) hodc két hop v6i mot hoac nhiéu chét diéu tri khac (cac vi du vé
céc tac nhan diéu tri nay s& duge md ta & noi khéc trong tai liéu nay).

Theo céc phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét cic duge pham dung trong diéu tri
ung thu, giam su phat trién cta khdi u va/hodc lam suy giam khdi u & bénh nhéan. Céc
duoc phdm nay bao gdm mdt lién hop khéng thé-thudc (ADC) thtr nhit dung riéng 1é
hogc ding két hop v6i khang thé khang EGFRVIII hodc ADC tht hai. ADC tht nhat
thuong chira mot khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia khang thé va mot

chét gy doc té bao, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia ADC
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thir nhét lién két dic hidu véi EGFRVII nhung khong lién két voi peptit ndi EGFRVIII
c6 SEQ ID No: 148 hoic peptit c6 SEQ ID No: 165 (tuc la, ADC thu nhét chira mot
khang thé lién két v6i EGFRVIII cdu dang). Theo phuong 4n ma trong dé khang thé
hodc ADC tha hai duoc cung cép, khang thé hoic ADC tht hai thuong chira mot
khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia khéng thé va mot chat gy doc té bao,
trong d6 khang thé hodc méanh lién két khang nguyén thtr hai lién két dac hiéu véi
peptit ndi EGFRVIII c6 SEQ ID No: 148 va/hodc peptit ¢6 SEQ ID No: 165 (tuc la,
khang thé hodc ADC th¢ hai chira mot khang thé lién két véi peptit néi EGFRVIID).
Trong cidc phuong an nhét dinh, khi hai ADC khiang EGFRVIII riéng biét dugc sir
dung trong pham vi khia canh nay cla sdng ché, ¢4 hai ADC c6 thé chira ciing mot
chét giy doc hodc cing mot 16p chat gdy doc. Theo cic phuong an khac, khi hai ADC
khang EGFRVIII riéng biét dugc s dung, mdi ADC ¢6 thé chira mot chit gy doc
khac nhau va/hodc 16p chit gay doc khac nhau. Cdc phuong én ldy 1am vi du khong
gidi han trong khia canh nay cua sdng ché dugc trinh bay & ddy trong vi du 14. Theo
nhu céc phuong an nhit dinh, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia ADC
thir nhét (ttrc 13, khang thé gin EGFRVIII cdu dang) bao gdm cic ving quyét dinh b
tro chudi nang va chudi nhe c6 SEQ ID No: : 36, 38, 40, 44, 46, va 48, hodc ving bién

ddi chudi ndng ¢6 SEQ ID No: 34 va vung bién d6i chudi nhe c6 SEQ ID No: 42.
Duoc pham va liéu phap két hop

Sang ché d& xudt cac thanh phan va duoc pham didu tri chira khéng thé khang
EGFRVIIL bt ky duge md ta & day két hop voi mot hodic nhidu thanh phan hoat hoa
diéu tri bd sung, va cac phuong phap cung cip dang két hop dd néu cho ddi tugng can
diéu tri.

Céc khang thé khang EGFRVIII theo sing ché c6 thé dong cong thirc va/hoic
dugc cung cip dudi dang két hop v6i mot hodc nhiu thanh phan hoat héa diéu tri bd
sung dugc lya chon tor nhom bao g61n: chit dbi khéang PRLR (vi du, m{t khang thé
khang PRLR hodc chét e ché phan tir nho ciia PRLR), chit déi khang EGFR (vi du,
khéang thé khang EGFR [vi du, cetuximab hogc panitumumab] hodc chét tc ché phan
ti nhé cia EGFR [vi du, gefitinib hogc erlotinib]), chit dbi khéng ctia thanh vién ho
EGFR khéac nhu Her2/ErbB2, ErbB3 hoac ErbB4 (vi du, khang thé khang ErbB2 [vi
du, trastuzumab hodc T-DM1 {KADCYLA®}], khang thé khang ErbB3 hoic khéng
ErbB4 hodc chét e ché phan t nho Ge ché hoat dong ctia ErbB2, ErbB3 hodc ErbB4),
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chét dbi khéang cMET (vi du, khang thé khang cMET), chat d6i khang IGFIR (vi du,
khang thé khéang IGF1R), chit ac ché B-raf (vi du, vemurafenib, sorafenib, GDC-
0879, PLX-4720), chét ttc ché PDGFR-o (vi dy, khang thé khang PDGFR-a), chit e
ché PDGFR-B (vi du, khang thé khang PDGFR-B hodc chét tc ché kinaza phan tr nho
nhu, vi du, imatinib mesylat hodc sunitinib malat), chét rc ché phéi tad PDGF (vi du,
khang thé khang PDGF-A, -B, -C, hodc -D, aptamer, siRNA, v.v.), cht déi khéng
VEGE (vi du, VEGF-bay nhu aflibercept, tham khao, vi du, bing sang ché My US
7,087,411 (cling dugc dé cap ¢ day nhu 1 “protein dung hop Gc ché VEGF”), khang
thé khang VEGF (vi du, bevacizumab), chit e ché kinaza phan tir nho cta thu thé
VEGF (vi du, sunitinib, sorafenib hodc pazopanib), chat doi khang DLL4 (vi du,
khang thé khang DLL4 dugc boc 19 trong don sang ché My US 2009/0142354 nhu
REGN421), chit dbi khang Ang2 (vi du, khang thé khang Ang2 duoc boc 16 trong don
sang ché My US 2011/0027286 nhu HIH685P), chit ddi khang FOLH1 (vi du, khang
thé khang FOLHI), chit dbi khang STEAP1 hoic STEAP2 (vi du, khang thé khéng
STEAP1 hoac khang thé khang STEAP2), chét dbi khang TMPRSS2 (vi du, khang thé
khangTMPRSS2), chdt dbi khang MSLN (vi du, khang thé khang MSLN), chat dbi
khang CA9 (vi du, khéng thé khéang CA9), chét déi khang uroplakin (vi du, khang thé
khang uroplakin [vi du, khang UPK3A]), chat ddi khang MUC16 (vi du, khing thé
khang MUCI16), chat ddi khang khang nguyén Tn (vi du, khdng thé khang Tn), chit
ddi khang CLECI12A (vi du, khang thé khang CLEC12A), chét ddi khiang TNFRSF17
(vi dy, khéng thé khang TNFRSF17), chit déi khang LGRS (vi du, khéng thé khdng
LGRY), khang thé khang CD20 hoa tri mot (vi du, khéng thé khang CD20 hoa tri mot
nhu antibody rituximab), khang thé PD-1, khang thé PD-L1, khang thé CD3, khéng
thé CTLA-4, v.v.. Cc chét khéc ¢ thé duoc dung mdt cach hiéu qua khi két hop voi
cac phan tu lién két véi khéang nguyén dic hiéu kép theo sang ché, vi du, tamoxifen,
chit tc ché aromataza, va chit tc ché cytokin, bao gdm céc chét e ché cytokin phan
tir nhé va cac khang thé lién két vai cytokin nhu [L-1, [L-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
8 IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-17, IL-18, hodc voi céc thu thé twong ng cua chung.
Sang ché bao gdm cac thanh phéan va dugc phdm didu tri chia cac khing thé
khang EGFRVIII bét ky dugc mo ta & day két hop v6i mdt hodc nhiéu chit héa tri
khac. Vi du vé& cdc chit hoa tri bao gdm céc chat alkyl hoa nhu thiotepa va

cyclosphosphamit (Cytoxan™); alkyl sulfonat nhu busulfan, improsulfan va
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piposulfan; aziridin nhu benzodopa, carboquon, meturedopa, va uredopa; etylenimin
va metylamelamin bao gbm altretamin, trietylenemelamin, trietylenephosphoramit,
trietylenthiophosphaoramit va trimetylolomelamin; nitrogen cdy mu tac nhu
clorambucil, clornaphazin, colophosphamit, estramustin, ifosfamit, meclorethamin,
meclorethamin oxit hydroclorit, melphalan, novembichin, phenesterin, prednimustin,
trofostamit, uracil cdy mu tac; cdc nitrosurea nhu carmustin, clorozotocin, fotemustin,
lomustin, nimustin, ranimustin; cac chét khang sinh nhu aclacinomysin, actinomyecin,
authramycin, azaserin, bleomycin, cactinomycin, calicheamicin, carabicin,
carminomyecin, carzinophilin, cromomycin, dactinomycin, daunorubicin, detorubicin,
6-diazo-5-oxo-L-norleucin,  doxorubicin,  epirubicin,  esorubicin,  idarubicin,
marcellomycin, mitomycin, axit mycophenolic, nogalamycin, olivomycin,
peplomycin, potfiromycin, puromycin, quelamycin, rodorubicin, streptonigrin,
streptozocin, tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubicin; cac chét chéng chuyén hoa
nhu methotrexat va 5-fluorouracil (5-FU); cac chat twong tu axit folic nhu denopterin,
methotrexat, pteropterin, trimetrexat; cic chit tuong tu purin nhu fludarabin, 6-
mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin; cac chét tuong tu pyrimidin nhu ancitabin,
azacitidin, 6-azauridin, carmofur, cytarabin, dideoxyuridin, doxifluridin, enocitabin,
floxuridin; cdc androgen nhu calusteron, dromostanolon propionat, epitiostanol,
mepitiostan, testolacton; cac chit khang adrenal nhu aminoglutethimit, mitotan,
trilostan; cac chat don axit folic nhu axit frolinic; aceglaton; aldophosphamit glycosit;
axit aminolevulinic; amsacrin; bestrabucil; bisantren; edatraxat; defofamin;
demecolcin; diaziquon; elfornithin; elliptinium acetat; etoglucit; gallium nitrat;
hydroxyurea; lentinan; lonidamin; mitoguazon; mitoxantron; mopidamol; nitracrin;
pentostatin; phenamet; pirarubicin; axit podophyllinic; 2-etylhydrazit; procarbazin;
PSKT™; razoxan; sizofiran; spirogermanium; axit tenuazonic; triaziquon; 2,2'.2"-
triclorotrietylamin; urethan; vindesin; dacarbazin; mannomustin; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacytosin; arabinosit ("Ara-C"); cyclophosphamit; thiotepa;
taxan, vi du paclitaxel (Taxol™, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.) va
docetaxel (Taxotere™; Aventis Antony, France); clorambucil; gemcitabin; 6-
thioguanin; mercaptopurin; methotrexat; cac chit twong tu platinum nhu cisplatin va
carboplatin; vinblastin; platinum; etoposite (VP-16); ifosfamit; mitomycin C;

mitoxantron; vincristin; vinorelbin; navelbin; novantron; teniposit; daunomycin;
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aminopterin; xeloda; ibandronat; CPT-11; chit e ché topoisomeraza RES 2000;
difluorometylornithin (DMFO); axit retinoic; esperamicin; capecitabin; va mudi dugc
dung, céc axit hodc cac dan xuit ctia chiing. Cling bao gbm trong dinh nghia nay 1a cac
chét khang ndi tiét té dong vai tro diéu hoa hodc wc ché hoat dong hormon 1én khéi u
nhu khang estrogen bao gém, vi du, tamoxifen, raloxifen, aromataza Gc ché 4(5)-
imidazoles, 4-hydroxytamoxifen, trioxifen, keoxifen, LY 117018, onapriston, va
toremifen (Fareston); va khang androgen nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolit,
va goserelin; va cdc axit, mudi duoc dung hodc cac din xuét bét ky ctia chiing.

Céc khang thé khang EGFRVIII theo sdng ché ¢o thé ciing duoc cung cip
va/hodc ddng cung cap dudi dang két hop véi thude khéang virat, thubc khéng sinh,
thudc giam dau, corticosteroit, steroit, oxy, chét chéng oxy hoa, chét e ché COX,
thudc bao vé tim mach, chelate kim loai, IFN-gamma, va/hodc NSAID.

(Cac) thanh ph?m hoat hoa didu tri bd sung, vi du, cac chét bat ky duogc liét ké ¢
trén hodc dan xuét cia ching, co thé dugc dung trudc, dong thoi hodc ngay sau khi
ding khang thé khang EGFRVIII theo sang ché; (d6i véi muc dich cta cong bb nay,
phac dd st dung thude nhu trén dugce coi la viée cung cép khang thé khdng EGFRVIII
“két hop v6i” mot thanh phz‘“m hoat hoa diéu tri bd sung). Sang ché bao g6m cac duoc
pham, trong d6 mot khang thé khang EGFRVIII theo sing ché ddng cung cip véi mot
hodc nhiéu thanh phén hoat hoa diéu tri bd sung nhu dugc mo ta & nhiing chd khéc

trong tai li€u nay.
Phac do dung thudc

Theo nhu cic phuong 4n nhit dinh cla sing ché, nhiéu lidu dung khing thé
khang EGFRVIII (hoac dugc phdm c6 chira khéng thé khang EGFRVIII két hop véi
mot chét didu trj bd sung bit ky dugce dé cap & diy) c6 thé duoc cung c¢ip cho bénh
nhan trong maot thoi gian nhit dinh. Cac phuong phép theo khia canh nay ctia sang ché
bao gdm viéc cung cdp tudn tu cho bénh nhan nhiéu lidu khang thé khang EGFRVIII
theo séang ché. Nhu duge st dung ¢ ddy, “cung cip tudn tu” ¢ nghia 1a mdi lidu khéang
thé khang EGFRvVII duoc cung cép cho bénh nhan tai céac thoi diém khdc nhau, vi du,
duoc phdm dugc cung cdp vao cic ngdy khac nhau cdch nhau mot khoang thoi gian
dinh truge (vi du, gid, ngay, tudn, thang). Sang ché dé cap dén cac phuong phap bao
gdm viéc cung cdp tudn tu cho bénh nhan mot lidu khéng thé khang EGFRVIII tht

nhat, sau do cung céip mot hodc nhiéu lidu khang thé khang EGFRVIII thir hai, va sau
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d6 cung cip tiy y mot hodc nhidu liéu khang thé khang EGFRVIII thit ba.

Cac thuat ngit ‘liéu thtr nhir?, “liéu thi hai”, va “lidu thir ba”, ding dé chi trinh
tu thoi gian cung cdp khang thé khang EGFRVIII cua sang ché. Do d6, “liéu thir nhat”
1a lidu duge cung cip tai thoi diém bat diu phac dd diéu tri (ciing dugc dé cap nhu
‘lidu co $6°); “lidu tht hai’ 1a lidu duoc cung cAp sau lidu tht nhat; va “lidu thir ba” 1a
lidu duoc cung cip sau lidu thir hai. Liéu thtr nhét, tht hai va thr ba ¢6 thé chira ciing
mot luong khéng thé khang EGFRVIIIL, nhung nhin chung c6 thé khac nhau vé tin suét
su dung. Tuy nhién, theo cic phuong an nhét dinh, lugng khang thé khang EGFRVIII
trong lidu thtr nhat, tha hai va/hodc tht ba la khdc nhau (vi du, dugc diéu chinh 1én
hodc xudng sao cho phi hgp) trong sudt qué trinh diéu tri. Theo céc phuong 4n nhét
dinh, hai hodc nhiéu (vi du, 2, 3, 4, hodc 5) lidu duoc cung cép tai thoi diém bét dau
ctia phac do diéu tri, duoc 2ot la “liéu nap” sau do la cic lidu tiép theo duoc cung cép
trén co so it thuong xuyén hon (vi du, “liéu duy tri”).

Theo cac phuong 4n ldy lam vi du nhit dinh cta sang ché, mdi lidu thir hai
va/hodc thir ba dugce cung cép tir 1 dén 26 (vi du, 1, 1%, 2, 2V, 3, 3%, 4, 414, 5, 5%, 6,
6%, 7, 7%, 8, 8%, 9, 9%, 10, 10Y%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13'%, 14, 144, 15, 15%, 16,
16%, 17, 17%, 18, 18', 19, 19Y, 20, 20', 21, 21Y%, 22, 22'%, 23, 232, 24, 244, 25,
25Y%, 26, 26Y%, hodc nhiéu hon) tudn ngay sau lidu truge d6. Cum tur “lidu ngay trudc
d6”, nhu dugce st dung ¢ ddy, c6 nghia la, trong trinh tu nhiéu liéu duoc cung cép, liéu
khang thé khang EGFRVIII dugc cung cép cho bénh nhan trudc khi cung cip lidu rat
gan tiép theo ma khong cung cép lidu khic xen vao gira.

Cac liéu phap diéu tri theo khia canh niy cia sang ché co thé bao géln viéc
cung cdp cho bénh nhan sb luong lidu tht hai va/hodc tht ba bat ky cha khing thé
khang EGFRVIII. Vi du, theo cdc phuong dn nhit dinh, chi c6 duy nhit mot liéu thar
hai dugc cung cﬁp cho bénh nhan. Theo cic phuong dn khac, hai hoac nhiéu (viduy, 2,
3,4,5,6,7, 8, hoac nhiéu hon) lidu tht hai duogc cung cép cho bénh nhan. Ngoai ra,
theo céc phuong an nhét dinh, chi ¢6 duy nhét mot 1idu tht ba dugc cung cdp cho bénh
nhan. Theo cac phuong an khéc, hai hodc nhiéu (viduy, 2, 3,4,5,06, 7, 8, hodc nhiéu
hon) lidu thtt ba duoc cung cép cho bénh nhin. Phéc dd cung cip thube co thé duoc
cung cép mai mai cho dbi tuong cu thé, hodc cho dén khi viéc diéu tri nhu trén khong
con cén thiét hodc khong thuan loi nira.

Trong phuong an co6 nhiéu liéu thir hai, moi liéu thir hai ¢6 thé dugc cung cép
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v6i mot tin suét gibng cac lidu thir hai khac. Vi du, mdi lidu th hai c6 thé dugc cung
cap cho bénh nhan tr 1 tuan dén 2 tuin hodc 1 thang dén 2 thang sau lidu ngay trudc
do. Tuong tu, trong phuong dn co nhiéu liéu thtr ba, mdi lidu thu ba co thé dugc cung
cAp v6i mot tan suat gidng cac lidu th(r ba khéc. Vi du, mdi lidu thir ba co thé dugc
cung cip cho bénh nhan tur 2 tudn dén 12 tudn sau liéu ngay truéc d6. Theo céc
phuong an nhat dinh clia sang ché, tin sudt cung cip liéu thir hai va/hodc thir ba cho
bénh nhan ¢6 thé khac nhau trong sudt qua trinh diéu tri. TAn sudt cung cép ciing c6
thé duoc bac sT didu chinh trong qua trinh diéu tri phu thudc vao nhu cdu cua ting
bénh nhan sau khi khdm lam sang.

Sang ché bao gdbm cac phac do cung cép thudc, trong do, 2 dén 6 lidu nap dugc
cung cép cho bénh nhan theo tn sudt thtr nhit (vi du, mot tudn mot lan, hai tudn mot
lan, ba tudn mot 1an, mot thang mat lin, hai thang mot lan, v.v.), sau d6 cung cép hai
hodc nhiéu lidu duy tri cho bénh nhéan trén véi tdn sudt it thuong xuyén hon. Vi du,
theo nhu khia canh nay cua sang ché, néu lidu nap duogc cung cap véi tn sudt mot
thang mat lan thi liéu duy tri ¢é thé dugc cung cép cho b&nh nhan sau tudn mot 1an, hai

thang mot lan, ba thang mot lan, v.v..
Téc dung chan doén cua khang thé

Céc khang thé khang EGFRVIII theo sdng ché ¢o thé ciing duge st dung aé
phat hién va/hodc do EGEFRvVIIL, hodc cac té bao biéu hién EGFRVIII trong mau, vi du,
st dung cho muc dich chin doan. Vi du, mdt khang thé khang EGFRVIII, hodac mot
doan cua no, dugc str dung dé chin doan bénh hodc tinh trang bénh dugc ddc trung boi
cac biéu hién khac thudng (vi du, viée biéu hién qua mirc, bidu hién dudi mir, thiéu
biéu hién, v.v.) clia EGFRVIIL Céc xét nghiém chdn doan EGFRVIII ¢6 thé bao gdm,
vi du, tiép xtGc véi mau, thu mau tir bénh nhan, véi mot khang thé khang EGFRVIII
theo sang ché, trong do, khang thé khang EGFRVIII dugc gin nhin v6i mot nhin phat
hién hoidc phén tir bao cdo. Ngoai ra, mot khang thé khang EGFRVIII khong duoc gin
nhan c6 thé duoc st dung trong cic ing dung chuin dodn két hop véi khang thé tha
cép ma chinh n6 da tu ¢6 nhan phat hién. Nhan phdat hién hodc phan tir bdo cdo ¢ thé
la mot ddng vi phéng xa, nhu *H, C, 3P, S, hodc '*’I; mot nira huynh quang hodc
huynh quang hoéa hoc nhu huynh quang isothiocyanat, hodc rhodamin; hodc mot
enzym nhu alkalin phosphataza, beta-galactosidaza, peroxidase cu cai ngua, hodc

luciferaza. Cac xét nghiém dung dé phat hién hodc do lugng EGFRVIII trong mot mau
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bao gém thir nghiém hép thu mién dich lién két véi enzyme (ELISA), xét nghiém mién
dich phéng xa (RIA), va phan loai té bao té bao thong qua huynh quang (FACS).

Céc mau c6 thé dung trong xét nghiém chudn doan EGFRVIII theo séng ché bao
gdm mau mo hodc dich bt ky thu duoc tr co thé bénh nhan ¢6 sd lugng protein
EGFRVIII hodc cac doan cua nd dat 161 muic ¢o thé phat hién dugc, trong tinh trang
binh thuong hodc trong tinh trang bénh ly. Nhin chung, mirc EGFRVIII trong mdt mau
cu thé thu duoc tr bénh nhan khde manh (vi du, bénh nhan khong bi méc bénh hodc
tinh trang bénh lién quan dén hoat dong hodc n611g dd EGFRvIII bét thuong) budce dau
sé duoc do dé thiée lap moét duong co so, hodc duong tiéu chuén, duong 116ng do
EGFRVITL. Pudng ndng do EGFRVII co sé sau do duge so sanh véi nong do
EGFRVIII do duoc trong cac mau thu duoc tir cac déi tuong nghi ngd mac bénh hoic

triéu ching co6 lién quan dén EGFRVIII.
Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau diy dugc dua ra nhim muc dich cung cip cho nhiing nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thut nhitng mo ta chi tiét v& cach thie tién hanh
va sir dung céc phuong phdp va thanh phén theo sang ché, va khong du dinh lam gi6i
han pham vi cta sang ché. Cac tac gia da rit ¢6 lién kétg dé dam bao tinh chinh xédc
d6i voi cac sd liu st dung, tuy nhién cin luu y mot s6 131 thuc nghiém va sai sb. Trir
khi chi ra khac, khoi lugng phan tr la khoi [wong phén tr trung binh, nhiét do la nhiét

do & do C, va ap sudt 1a ap suat khi quyén hodc ap sudt cin khi quyén.
Vidu 1. Tao ra khang thé khdng EGFRvIII

Khang thé khang EGFRVIIL thu duoc bing cach giy mién dich ¢ chudt
VELOCIMMUNE?® (ttrc 13, chudt duoc chuyén gen chira ADN ma héa cho vung bién
ddi chudi nang globulin mién dich nguoi va ving bién ddi chudi nhe kappa nguoi) véi
chat khéng nguyén chia ving ngoai bao ctia EGFRVIIL. Khéng thé trong tip hop th
nhét bao gém cac khang thé da duoc thiét ké di truyén nhu H1H2194P, HIH2195P,
H2M1863N2, H2MI1911IN, H2M1912N, H2M1915N, H2M1917N, H2MI1918N, va
H3M1913N (duogc trinh bay ¢ Bang 1 va Bang 2).

Pap Gmg mién dich khang thé duoc quan sat bang thtr nghiém mién dich dic
hiéu EGFRVIIIL. Thu duoc dap tmg mién dich mong mudn khi t& bao don nhan lach

duoc thu hoach va dung hop vai té bao u tiy cta chudt dé bao ton kha nang phat trién
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va ton tai doc lap cling nhu hinh dang cta dong té bao lai. Cac dong té bao lai dugc
sang loc va lua chon dé nhan dién céc dong té bao san xuit khang thé dac hiéu
EGFRVIII. St dung k¥ thudt nay giup thu duoc mot s6 khang thé khang EGFRVIII thé
kham (tirc 13, cac khang thé chira ving bién doi ngudi va ving hang dinh chuot). Hon
nita, mot s& khang thé khang EGFRVIII ¢6 chiéu dai ddy du cua nguoi duge phan 1ap
true tiép tir céc té bao B duong tinh khdng nguyén ma khong dung hop voi té bao u
tuy, nhu dugc mo ta trong don sang ché My US 2007/0280945A1.

Ngoai ra, HIHI863N2 giam fucosyl hoa [“HIH1863N2(Fuc-)”] cling dugc tao
ra trong dong té bao chu CHO, la dong té bao dugc mo ta la “8088” trong don sang
ché M§ s& 2010/0304436A1. Tém lai, trinh tu chudi nhe va chudi ning cua
H1H1863N2 dugc tdch dong vao trong cic vecto biéu hién. Hai triéu té bao 8088 dugc
chuyén nhiém véi plasmit chudi nhe va chudi ning, va vecto pR4004 chtra gen ma hoa
Cre. Cac té bao da chuyén nhiém sdng sot sau khi chon loc vdi 400 pg/ml hygromycin
duogc thich nghi dé phat trién trong moi trudng huyén phu khong huyét thanh, khong
fucozo. Céc té bao biéu hién protein huynh quang EGFP nhung khong phai 1a DsRed
hodc ECFP tir cic t& bao chuyén nhiém duoc phan lap bang phuong dém té bao theo
dong chay. Cac té bao sau khi phan loai dugc cdy vao trong binh lic v6i ndng do 4 x
103 té bao/ml va, ba ngay sau, thu moi trudng nudi cdy va protein khang thé trong do
[thc la, HIH1863N2(Fuc-)] duoc tinh sach bing phuong phép sic ky Protein A. Phan
tich khdi phd két qua HI1H1863N2(Fuc-) xac nhén rang 15i fucozo da dugc loai bo so
vol HIH1863N2(I'uct), khang thé ban ddu. Ca hai ki hiéu “HI1HI863N2” va
“HI1H1863N2(Fuc+)” & day déu dung dé chi khang thé ban ddu ma khong c¢6 bién doi
fucosyl hoa.

Cac dac tinh sinh hoc nhét dinh cua khang thé khang EGFRVIII dugc tao ra phu
hop voi cic phuong phap cia vi du nay duge mo ta chi tiét trong cac vi du duogc trinh

bay dudi day.
Vi du 2. Trinh ty axit amin va axit nucleic vung bién doi chudi ndng va chudi nhe

Bang 1 trinh bay trinh ty nhdn biét trinh ty axit amin cta vung bién doi chudi
nang va chudi nhe va ving CDR cua khang thé khang EGFRVIIT dugce lya chon theo
sang ché. Cac trinh ty nhén bict axit nucleic tuong (rng dugc trinh bay trong Bang 2.

Bang 1: Trinh ty nhén biét trinh ty axit amin
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SEQ 1D No:
Ki ‘)hiéu HC | HCDR | HCDR | HCDR | LCV | LCDR | LCDR | LCDR
khéng thé VR 1 2 3 R 1 2 3
H1H2194P 2 4 6 8 10 12 14 16
H1H2195P 18 20 22 24 26 28 30 32
H2M1863N2 | 34 36 38 40 42 44 46 48
H2M1911N 50 52 54 56 58 60 62 64
H2M1912N 66 68 70 72 74 76 78 80
H2M1915N 82 84 86 &8 90 92 94 96
H2M1917N 98 100 102 104 106 108 110 112
H2M1918N 114 116 118 120 122 124 126 128
H3M1913N 130 132 134 136 138 140 142 144
Bang 2: Trinh tu nhén biét trinh tu axit nucleic

SEQ 1D No:
Ki hi¢éu | HC | HCDR HCDR | HCDR | LCV | LCDR | LCDR | LCDR
khéng thé VR 1 2 3 R 1 2 3
H1H2194P 1 3 5 7 9 11 13 15
HI1H2195P 17 19 21 23 25 27 29 31
H2M1863N2 | 33 35 37 39 41 43 45 47
H2MI1911N 49 51 53 55 57 59 61 63
H2M1912N 65 67 69 71 73 75 77 79
H2M1915N 81 83 85 87 89 91 93 95
H2M1917N 97 99 101 103 105 107 109 111
H2M1918N 113 115 117 119 121 123 125 127
H3M1913N 129 131 133 135 137 139 141 143

Cdc khing thé thudng dugce dé cdp dén ¢ diy theo danh phép sau: tién t0 Fc (vi

du, "HIH", "H2M", "H3M”, v.v.), theo sau la trinh ty nhén biét dang s6 (vi duy,

"2194","2195", "1863”, v.v.), sau d6 la hau t& “P” hodc “N”, nhu dugc trinh bay trong

Béang 1 va Bang 2. Do do, theo danh phap nay, khang thé ¢6 thé dugc dé cap dén & day

nhu, vi du, "HIH2194N", "H2M191IN", "H3MI1913N”, v.v.. Cac tién t& HI1H, H2M

va H3M trong ki hiéu khang thé duoc str dung & day dé chi isotyp vung Fc cu thé ctia

khéng thé. Vi du, khéng thé “HI1H” c¢6 mot Fe IgG1 ngudi, khang thé “H2M” ¢6 mot

Fc IgG2 chudt, va khang thé “H3M” ¢6 mot Fe 1gG3 chudt, (tit ca cac ving bién doi

¢6 ngudn goc hoan toan tir nguoi déu duge ky hiéu bang chr “H” dau ti€n trong ki
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hiéu khang thé). Nhu nhiing ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay
s& nhin nhan, khang thé cé isotyp Fc cu thé ¢6 thé duge bién ddi thanh khang thé co
isotyp Fc khac nhau (vi dy, khang thé voi Fe IgG1 chudt c6 thé duogc bién doi thanh
khang thé v6i IgG4 ngudi, v.v.) tuy nhién, trong moi truong hop, ving bién dbi (bao
gdm cac ving CDR), 1a ving duge ki hiéu bang céc trinh tu nhan biét trong Bang 1 va
Bang 2, van sé dugc gitr nguyen, va cac dic tinh lién két duge mong doi 1a s& tuong
ddng hoic gan gidng ma khong phu thudce vao tinh chét ctia ving Fe.

Cac mau doi chiung dugc st dung trong cdc vi du

Céc mau ddi ching duoce st dung trong cac thir nghiém dudi day nham muc
dich so sanh: Bdi ching I: khéng thé khang EGFRVII nguoi (IgG1) chira ving bién
ddi chudi ndng va chudi nhe ¢ trinh tu axit amin lan luot tuong déng voi SEQ ID No:
© 142 va 144, clia khang thé ©13.1.2” boc 16 trong sang ché My s 7,736,644; Doi
ching I1: khang thé khang EGFRVIII thé kham (hIgG1) chtra ving bién d6i chudi ning
va chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin lan luot tuong c’[éng v6i SEQ ID No: :11 va 12, cua
khéng thé “ch806” dugc boc 16 trong sdng ché My s6 7,589,180; Déi ching I1I: khang
thé khang EGFRVIII duoc nhan héa (hlgGl) chira ving bién d6i chudi nang va chudi
nhe ¢6 trinh tu axit amin 1an luot tuong dong véi SEQ ID No: :42 va 47, clia khang thé
“hug06” duoc boc 10 trong séng ché My sb 2010/00567627; Bdi chiing TV: khéng thé
khang EGFR thé kham chira ving bién doi chudi nidng va chudi nhe cé trinh tu axit
amin tuong dong voi cac ving “C225”, nhu dugc trinh bay trong bing sang ché My
US 7,060,808; va Béi chimg V: khang thé khang EGFRVIII nguoi (IgG1) chta ving
bién doi chudi ning va chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin lan luot tuong déng vl SEQ ID
No: :2 va 19, clia khang thé “131” trong sing ché My s 7,736,644 B2. Khang thé
"13.1.2” duoc biét dén 1a dac hidu véi peptit ndi (SEQ ID No: 148) ctia EGFRVIIL; va
khang thé “ch806” va “hu806” duoc biét dén 1a co kha nang lién két véi cac gbe 311-
326 (SEQ ID No: 165) ctia EGFR (SEQ ID No: 146), la cac géc duoc khuéch dai hodc
biéu hién quéa muec, hodc la cic gbe 44-59 clia EGFRVIII (SEQ ID No: 147).

Vi du 3. Xac dinh ai luc lién két EGFRvIII

Ai luc lién két va hang s6 dong hoc cia khang thé don dong khang EGFRVIII
nguoi dugce xac dinh bang phuong phip cong hudng plasmon bé mat tai 37°C. Viéc do
ai luc duogc tién hanh trén may T100 BIACORE™, Céac khang thé biéu hi€n nhu Fc

IgG1 ngudi (tire 1a, ky hiéu la “HI1H”), dugc bat gitr 1én bé mat cam bién khéng Fe

-47-



30866

nguoi (dinh dang bit gitr mADb), va cac protein monome hoa tan [EGFR-mmh (SEQ ID
No: 154) va EGFRvIII-mmh (SEQ ID No: 152)] hogc dime [EGFR-mFc¢ (SEQ ID No:
155) va EGFRvIII-mfe (SEQ ID No: 153)] dugc phun 1én bé mit. Theo dinh dang bit
giti-thy thé, hoic EGFRvII-mFc¢ hodc EGFR-mFc déu bi bat gir 1én trén chip
BIACORE™ vi cdc khang thé trong Gng chay qua. Hing s6 ty 1¢ gitta dong hoc lién
két (k) va dong hoc phan ly (ka) duge xéc dinh bang cach xu 1y va diéu chinh dit liéu
theo m6 hinh lién két 1:1 str dung phin mém khép duong cong Scrubber 2.0. Hing s6
cdn bang phan ly phan ly (KKp) va thoi gian phan ly mot nira dugc tinh todn tir hing sb
ty 1& dong hoc theo cong thirc: Kp (M) = ka/ka; va ti2 (phut) = In2/(60*ka).

Két qua duoc trinh bay trong Bang 3 va 4. NB= khong lién két dudi diéu kién
thtr nghiém; NT= khong dugc thtr nghiém.

Bang 3 (Bong hoc lién két ctia khang thé Fe nguoi)

Lién két ¢ 37°C/ Dinh dang bat MAb

Khang thé Chét phan tich | k, (M~'s™) ka (sh Kp (M) TYa
EGFRvII-mmh | 1,97E+04 | 8,95E-03 4,54E-07 1,3
HIH1863N2 EGFR-mmh NT NT NT NT
(Fuct) EGFRvII-mFc¢ | 7,28E+04 | 8,07E-04 1,11E-08 14
EGFR-mFc NT NT NT NT

EGFRvIII-mmh | 3,02E+04 1,02E-02 3,39E-07 1,1
HIH1863N2 EGFR-mmh KG KG KG KG
(Fuc-) EGFRvIII-mFc¢ | 1,12E+05 | 6,42E-04 5,73E-09 18
EGFR-mFc NB NB NB NB
EGFRvIII-mmh NB NB NB NB
EGFR-mmh NB NB NB NB
HIHIOTIN EGFRvIII-mFc NB NB NB NB
EGFR-mFc - NB NB NB NB
EGERvIII-mmh | 1,83E+04 1,64E-02 8,99E-07 0,7
EGFR-mmh KG KG KG KG

D

HIHI9T2N EGERyII-mFe | 2,04E+04 | 9.71E-04 4.77E-08 12
EGFR-mFc KG KG KG KG

EGEFRvIII-mmh | 1,63E+02 1,14E-03 7,03E-06 10
EGFR-mmh NB NB NB NB

HIHIOIIN EGEFRvII-mFc¢ | 1,40E+04 | 3,16E-04 2,26E-08 37
EGFR-mFc - NB NB NB NB
EGEFRvII-mmh NB NB NB NB
EGFR-mmh NB NB NB NB
HIHIOISN EGFRvIIl-mFc NB NB NB NB
EGFR-mFc NB NB NB NB

H1H2194P | EGFRvIII-mmh | 8,10E+04 1,37E-03 1,70E-08 8
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EGFR-mmh 7,60E+04 | 9,60E-04 1,26E-08 12
EGFRvVIII-mFc | 9,54E+04 | 2,22B-04 2,33E-09 52
| EGFR-mFc 8,10E+04 | 1,99E-04 2,43E-09 58
EGFRvII-mmh | 6,48E+04 | 6,94E-04 1,07E-08 17
- + - -
HIH2195P EGFR-mmh 5,661*3 04 | 5,23E-04 9,20E-09 2%
EGFRvII-mFc | 1,02E+05 | 1,13E-04 1,10E-09 103
EGFR-mFc | 9,20E+04 | 1,89E-04 2,05E-09 61
EGFRvII-mmh | 1,29E+05 1,53E-01 1,19E-06 0,1
Déi chimg I EGFR-mmbh KG KG KG KG
EGFRvII-mF¢ | 7,15E+04 | 7,36E-03 1,03E-07 1,6
EGFR-mFc NB NB NB NB
EGFRvII-mmh | 490E+04 | 7,33E-03 1,50E-07 2
Péi chung I | EGFR-mmh KG KG KG KG
EGFRvII-mFc | 2,02E+05 | 4,08E-04 2,02E-09 28
EGFR-mFc NB NB NB NB
D& chit EGFRvill-mmh | 8,57E+04 | 5,16E-03 6,02E-08 2,2
o ICH] une EGFR-mmh NB NB NB NB
EGFRvIII-mFc | 2,52E+05 | 2,98E-04 1,18E-09 39
- EGFR-mFc NB - NB NB NB
EGFRvIII-mmh | 1,94E+05 1,59E-02 8,20E-08 1
béi chimg | EGFR-mmh NB NB NB NB
\Y% EGEFRvI-mFc | 1,91E+05 | 3,71E-04 1,95E-09 31
EGFR-mFc¢ NT NT NT NT
Bang 4 (Dong hoc lién két cta khang thé Fe nguoi)
Lién két & 37°C/ Binh dang bit gir thu thé
Khéng thé | 1 lgié‘ﬁ_bi bat g visy | kd (s | Ko (M) TV,
HI1H1863N2 | EGFRvIII-mFc¢ | 9,00E+05 | 2,06E-04 2,30E-10 56
(Fuct) EGFR-mF¢ 2,11E+05 | 1,82E-01 8,65E-07 0,1
HIHI863N2 | EGFRvlll-mFc | 1,01E+06 | 2,15E-04 2,10E-10 54
(Fuc-) EGFR-ml¢ 1,99E+05 | 4,67E-01 2,34E-06 0,02
SOTRVIT-mEFe | 3 20F A e
HIH191 1N ECHU%VHIlan 3,29E+04 (243%:04 1,95E-08 18
EGFR-mF¢ 7,77E+03 | 1,74E-03 2,24E-07 7
H1H1912N EGFRVIH-I?FC 9,901§+O4 5,37]?-04 5,40E-09 22
EGFR-mFc¢ 3,99E+04 | 9,14E-04 2,29E-08 13
EGFRvII-mFc | 6,30E+04 | 1,00E-06 1,58E-11 11550
HIHI913N EGFR-mFc¢ 5,93E+03 | 1,00E-06 1,69E-10 11550
, EGERvI-mFe | 1,00E+05 | 3,28E-04 3,20E-09 35
HIHI9ISN EGFR-mFc 4,35E+04 | 8,01E-03 1,84E-07 1.4
EGFRvIll-mFc¢ | 2,17E+05 | 5,85E-05 2,68E-10 197
HIH2193N EGFR-mFc 2,04E+05 | 9,15E-05 4,47E-10 126
EGFRvIll-mFc¢ | 1,88E+05 | 7,38E-05 3,94E-10 157
HIH2194N EGFR-mFc 1,87E+05 | 7,07E-05 3,80E-10 163
HIH2195N | EGFRvll-mFe¢ | 2,37E+05 | 2,53E-05 1,06E-10 456

-49-




30866

EGFR-mFc 2,25E+05 | 5,20E-05 2,31E-10 222
Déi chiing | EGFRvII-mFc¢ | 4,46E+05 | 4,04E-03 9,06E-09 2,9
EGFR-mFc¢ NB NB NB NB
Déi chimg 11 EGFRvIII-mFc¢ | 1,25E+06 | 7,31E-05 5,90E-11 158
EGFR-mFc¢ 4,44E+05 1,46E-04 3,29E-10 79

Péi chung | EGFRvIII-mFc | 1,49E+06 1,00E-06 6,70E-13 11550
I11 EGFR-mFc¢ 2,86E+05 | 6,17E-05 2,15E-10 187

Nhu dugc trinh bay ¢ Bang 3 va bang 4, mot s6 khang thé thé hién tinh chon
loc dbi véi EGFRVIII va khong lién két voi EGFR kiéu dai trong dinh dang bat gitt
mAb. Trong dinh dang bt git-thu thé (Bang 4) HIH863N2, HIH1915N va déi ching

I thé hién tinh chon loc 16n nhét.
Thi nghiém 4: Xac dinh tinh dédc hi¢u khang thé bing phuong phap ELISA

P8 mo ta thém vé cac mAb khang hEGFRVIIL, tinh déc hiéu lién két ctia chung
dugc kiém tra bang phuong phap ELISA. Cdc dia dugc phu véi mot trong céc chat
sau: EGFR-mmbh (SEQ ID No: 154); EGFRvIII-mmh (SEQ ID No: 152); va mot peptit
nbi (peptit J) (SEQ ID No: 148). B6i voi cdc peptit néi duoc lién két v6i biotin ¢ dau
C (SEQ ID No: 149) hodc ddu N (SEQ ID No: 150) qua mot cdu ndi, cac dia nay s&
dugc phu trude v6i avidin. Ngoai ra, 16p pht 1a mot peptit khong lién quan (peptit ddi
chiing) c6 hodc khong cé biotin ¢ ddu N ctia n6. Khang thé khang EGFRVIII ciing nhu
khang thé dbi chimg isotyp duoc thém vao dia dd phi va cho U trong 1 gid tai nhiét do
25°C. Céc dia sau d6 duogc ria sach va mAb khang EGFRVIII da lién két dugc phat
hién voi khang thé khang Fe nguoi tiép hop véi peroxidaza cii cai ngua (HRP). B6
sung thém dung dich co chét tetra-metyl-benzidin (TMB) vao cic dia dé tao ra phan
Ung tao mau va trung hoa vai axit sulfuric trude khi doc do hép thu & 450 nm bang
may doc dia VICTOR™ X5. Str dung mo hinh lidu lvong-dap Gmg xichma trong phan
mém PRISM™ dé phan tich dir liéu. Gi4 tri ECso, duoc dinh nghia 1a 50% ndng do
khang thé can dé phat trién dap tmg tdi da, dugc sir dung nhu mot chi s6 vé kha ning
lien két. Cac két qua thu duoc duge trinh bay trong Bang 5. NT: Khong thir nghiém.

Déi chimg I-1IT: Nhu duge mé ta & trén.

Béang 5
EC50 (nM)
. | EGFR- | EGFRvI Peplit] | Peplit] | po i | Peptit
Khang thé o , . gin gan Z. doi
mmh Il-mmh | Peptt] biotin biotin doi chimg
(25°C) (25°C) diu C dAu N ching ofin
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bi‘otin

dau N
HIHI863N >10 0,0766 | >10 >10 >10 >10 >10
2 (Fuc-)
HIH1863N

> >

2 (Fuct) >10 0,113 >10 >10 >10 10 10
HIHI91IN 9,06 0,0748 | >10 >10 >10 >10 >10
HIHI9I2N | 0,0405 | 00118 | >10 >10 >10 >10 >10
HIHI913N 2,55 214 >10 >10 >10 >10 >10
HIH1915N >10 0,167 >10 >10 >10 >10 >10
HIH2193P | 0,0040 | 0,0035 >10 >10 >10 >10 >10
HIH2194P | 0,0037 | 00032 |  >10 >10 >10 >10 >10
HIH2195P | 0,0052 | 0,0049 | >10 >10 >10 >10 >10
PGi chimg I | >10 0.0094 | 0,118 | 0,0153 | 0,0106 | >10 >10
E‘” ching | 5095 | 0,0057 >10 >10 >10 >10 >10
%‘” ching |4 0079 | 0,0048 NT NT NT NT NT
Doi chimg | g ~10 10 10 10 >10 | >10
isotyp

Céc khéng thé HIH1863N2, HIH1915 va dbi ching I c6 kha nang lién két

manh v6i EGFRVIIL nhung khong lién két (>10 nM) v6i EGFR kiéu dai. Khong mot
khang thé ndo, trir d6i chung 1 (¢o trinh ty twong dong vai trinh ty chudi ning va chudi
nhe cta khang thé “13.1.2” ¢6 ngudn gbc tir chudt bi gdy mién dich véi peptit ndi

(bing sang ché M¥ s6 7,736,644)) thé hién lién két véi cac peptit ndi.
Vi du 5: Western Blot EGER va EGFRVIII sir dung khéng thé khang EGFRVIII

HIH1863N2 1a mot trong cic khang thé duoc kiém tra cac dic tinh lién két cua
n6 bang phuong phap western blot trong ca diéu kién khr va khong khtt. EGFR-mmh
(SEQ ID No: 154) hoiac EGFRvIII-mmh (SEQ ID No: 152) duogc dua vao gel Tris-
Glycin SDS PAGE, chay dién di va sau do duoc chuyén vao mang nitroxenluloza. Sau
khi xtr Iy mang lai dé ngan chin lién két gitta mang va khang thé, mang duoc cit mot
ntra va duge do véi khang thé khang EGFRVIII hoic khang thé khang His. D4i chimg 1
va Il dugc md ta & trén.

Nhu dugce thé hién trong Fig.la, HIH1862N2 (Fuc-) khong lién két voi
EGFRvVII-mmh hodc EGFR-mmh dugc khtr hoac khong dugc khir va do d6 ¢6 epitop
ciu dang voi EGFRvVIL. Ngugce lai, ddi ching II lién két v6i ca EGFR kiéu dai va

EGFR bién thé nhom I dudi diéu kién khr va khong kht, trong khi déi ching I, 1a
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chit gén peptit ndi, lién két dac hidu véi EGFRVIIL Trai nguge voi HIHIB63N2, ca
hai d6i ching T va IT déu c¢6 céc epitop lién két thing. Fig.1b cho thiy cdc khang thé

EGERVIII khéc, thé hién cic hanh vi hdn hop trén Western blot.
Vi du 6: Thir nghiém gén peptit EGFR/EGFRVIII va canh tranh khang thé

HIH1863N2(Fuc-) duge thir nghiém cdc ddc tinh lién két ciia né bing thi
nghiém gfin peptit va canh tranh khang thé. Ddi voi cac thir nghiém gin peptit, peptit
ndi EGFRVIII (SEQ ID No: 148) dugc lién két thong qua mot ciu ndi véi biotin tai
ddu C cua n6 [tie 1a, LEEKKGNYVVTDHGGGGSK (SEQ ID No: 149)-biotin] hodc
peptit ¢6 chira cdc gde 311-326 ctia EGFR (“peptit EGFR 311-326”, SEQ ID No: 165)
duoc lien két thong qua cdu ndi vé6i biotin & ddu C cla nd [tic la,
CGADSYEMEEDGVRKCGGGGSK (SEQ ID No: 151)-biotin] duge bét gitt 1én
mang do day xip xi 0,4 nM bang céc ddu hut OCTET® phu streptavidin trén thiét bi
FORTEBIO® OCTET® RED. Sau khi bét giir peptit, cic dau hut da phu duoc dua
vao trong 1 pM dung dich khang thé va phan Gng lién két dugce ghi lai (tham khdo
Fig.2). Cic dbi chung I-111 déu gidng nhitng md ta & trén.

Dang nhu du dodn, ddi chimg I lién két voi peptit nbi c6 biotin dau C va déi
chtng 1T va III lién két véi peptit 311-326 EGFR ¢6 biotin dau C. HIH1863N2(Fuc-)
khong lién két v6i peptit nao.

Déi vé6i thir nghiém canh tranh chéo khang thé, xdp xi 200 don vi cong hudng
(RU) cia hEGFRvIIl-mmh (SEQ ID No: 152) dugc bt gitt lén trén bé mit
BIACORE™ phii mot 1ép khang thé da dong khéng penta-Histidin (cat. # 34660,
QUIAGEN) mat do cao. St dung phuong phap tiém cung lac, hEGFRvIII-mmbh bi bét
gitt duoc bdo hoa bing cich tiém 500nM mAb thi nhét dé trong 5 phut, ngay lap tic
sau d6 tiém mAb tht hai (500nM) khac dé trong 5 phit. Lién két dang ké, biéu hién
dudi dang RU, ciia mAD tha hai duge giai thich 1a do ndé khong canh tranh dé lien két
v6i mADb tht nhét. Trong céc isotyp thir nghiém d6i chimg tuong tng véi mAb dugc

st dung hodc lam mAD tht nhét hodc lam mAb tht hai. Céc két qué dugc trinh bay ¢

Bang 6.
Bang 6
‘ Lién két khang thé tht hai (RU)
Bé mdt BIACORE™ Dap (me lién két bép tng Dap ung bép ing

lien két dbi | lien két ddi | lien két dbi
ching [ ching II ching [1I

(Khang thé thr nhat) HI1H1863N2(Fuc-)
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Mot minh EGFRVIII 270 234 247 247
Phiic hop EGFRVIII -

H1H1863N2(Fuc-) : 253 191 208
Phie_hop EGFRVIII- 291 5 258 272
ddi chung [

Phic hop EGIRvILL- 225 252 6 25
doi ching 11

Phuc hgp EGFRvVIII- 973 254 13 7

ddi chtng 111

H1H1863N2(Fuc-) khong canh tranh véi bét ky khang thé déi ching I-I11 nao
d8 lien két v6i bé mit bét gitt hEGFRVIIL Nhu mong doi, ca hai dbi chung 11 va III,
déu duoc biét dén la co kha nang lién két véi cac gbe 311-326 cia EGFR, canh tranh

nhau dé lién két v6i bé mit bat gitt EGFRvIII-mmh.
Vidu 7: Tinh chon loc té bao lien két cta khéang thé khiang EGFRVIII

Pé xac dinh tinh diac hiéu cia mAb khang EGFRVIII, kha ning lién két cua
chiing v6i céc té bao HEK293, HEK293 biéu hi¢gn EGFRvIII (HEK293/EGFRVIII) va
té bao A431, dugc phén tich bang phuong phap phén loai té bao thong qua phat xa
huynh quang (fluorescence activated cell sorting-FACS). Céc t&  bao
HEK293/EGFRVIIIL duge tao ra bing cach chuyén cic vecto ADN khdng neomycin
chi yéu biéu hién hEGFRVIII ¢6 chidu dai day da (SEQ ID No: 147) vao té bao
HEK239 st dung chét chuyén nhiém LIPOFECTAMINT 2000 (INVITROGEN™).
Hai ngay sau khi chuyén nhiém, té bao duogc dat trong mdi trudng chon loc G418 trong
khoang hai tuan. Quén thé biéu hién duong tinh v§i EGFRVIII dugce phén lap bang
phuong phap phan loai té bao thong qua phat xa huynh quang (FACS). Céc té bao
HEK?293 biéu hién xdp xi 3x10° ban sao ctia EGFRVIII trén moi té bao duoc su dung
trong thtr nghiém. Tém lai, khang thé khang EGFRVIII & mire 10 pg/ml dugce u véi cic
té bao trong khoang 30 phut tai nhiét do phong, dugc rira, sau do 0 tiép voi khang thé
thr hai, tie 1a, F(ab"), dé gin nhan phycoerythrin (PE) khdng IgG nguoi (cat # 109-
116-170, Jackson ImmunoResearch Laboratories), sau do dugc rira lan cudi trude khi
phan tich FACS. Theo céac thtr nghiém khéc, khang thé khang EGFRVIII dugc lién hop
truc tiép qua gbc lysin cta chung véi thude nhudm huynh quang, ALEXA FLUOR®
488 Dye (INVITROGEN™), nho d¢ loai bd duge bude st dung khang thé th hai.
Céc té bao HEK239 va HEK239/EGFRvIII thu duoc duoc st dung truc tiép dé gan
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nhan khang thé khiang EGFRvIII dugc trinh bay trong Bang 7 va céc két qua sir dung
khang thé khang Fc (ngudi hodc chudt) gin nhan PE tht hai dugc trinh bay trong
Bang 8. Céc két qua thu duoc tir té bao A431 st dung khang thé khang EGFRVIII gén
nhan truc tiép duoc trinh bay trong Bang 9 va céc két qua thu duoc st dung khéng thé
khang Fc¢ (nguoi hode chudt) gian nhin PE tht hai dugc trinh bay trong Bang 10. péi

chimg I, I1, 111, IV va V duge mo ta ¢ trén. MFI: Cuong dd huynh quang trung binh.
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Bang 7
Khing thé MFI HEK293 me| MFIHEK | Tilé (MFI EGFRVIII/MFI
293/EGFRVIII me)
Khong dugc nhudm 3548 4005 1,1
HI1H1863N2 (Fuc-) 3776 361000 95,6
H1H1863N2 (Fuc-) 3805 360000 94,6
HIHI91IN 3593 55064 15,3
HIH1912N 3727 122000 32,7
HIHI913N 4801 239000 49,8
HI1H1915N 3461 73413 21,2
i ching I 3559 258000 72,5
Pbi ching 11 3582 313000 87,4
Dbi ching IV 24954 439000 17,6
Bang 8
Khéng thé MFI HEK293 me 2926?6?;%111 Ii1¢ (MFI E?;;RVHI /MEL
Khong duoc nhudm 319 920 1,1
Khang IgG  nguoi
khang PE 1027 1106 1,1
H1H1863N2 (Fuc-) 1671 301000 180,1
HIHI9LIN 1812 107000 59,1
H1H2194P 981 18583 18,9
HI1H2195P 1176 13517 11,5
Pbi chimg 1 1480 272000 183,8
Ddi ching 11 1015 313000 308,4
Pbi chimg [V 23325 354000 15,2
Pdi chimg V 11732 997062 85,0
Bang 9
Khang thé A431 MFI Lan trén nén
Khéng dugce nhudm 6708 1,0
H1H1863N2 (Fuc-) 26036 3,9
HIH1911IN 15984 2.4
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HI1HI912N 14343 2,1
HI1HI1915N 8440 1.2
D6i chung [ 9652 1,4
D6i ching 11 15716 2,3
Ddi chimg 111 71514 10,7
D6i chiung IV 962000 1434
Bang 10

Khang thé A431 MFI Lan trén nén
Khoéng dugce nhudm 1314 0,9
Khang IgG nguodi khang 1428 1.0
PE
H1H1863N2 (Fuc-) 3385 2.4
HIHI91IN 3140 2.2
HI1H2194P 2291 1,6
HIH2195P 2227 1,6
Ddi ching I 1448 1,0
Déi chimg 11 5576 3,9
Déi ching IV 395000 276,6
Pdi chimg V 4240 3,0

Mot sé khang thé khang EGFRVIII co sy uu tién lién két rd rang doi véi dong
té bao HEK293/EGFRVIII so vé6i té bao HEK293 bd me khi chung dugc phat hién
bing cach st dung truc tiép khéng thé khang EGFRVIII dugc oin nhian (Bang 7) hodc
khang thé khang IgG ngudi gin nhan PE tht hai (Bang 8). Hau hét khéng thé khi duoc
{4 v6i té bao A431 (trong 30 phat tai nhiét do 4°C) thé hién kha nang lién két két tdi

thidu hodc khong lién két, ngoai trir khang thé dbi chung I va IV (Bang 9 va 10).
Vi du 8: Su ndi bao hoa ciia mAb khang EGFRvIII boi té bao HEK293/EGFRVIII

Cic mAb khang EGFRVII (tai néng do 10ug/ml) dugc U voi té bao
HEK?293/EGFRVIII (tham khao, vi du 7) trong 2 gio trén d4, sau do ria hai lan voi
PBS. Sau d6, céc té bao duoc i 30 phit trén dd v6i cdc manh Fab khang 1gG nguoi
lién hop voi 488 DYLIGHT™ thar hai (Jackson ImmunoResearch Laboratories), roi
rtra hai 1an bang PBS bd sung. Khang thé duge ndi bao hoa trong 1 gio tai nhiét do
37°C trong dém ndi bao hoa (PBS + FBS) hodc giir ¢ nhiét d 4°C. Cac té bao dugc cb
dinh trong formandehit 4%, va dugc nhudm nhan véi thubc nhudém ADN DRAQS5®

(Cell Signaling Technology, Inc.). Céc hinh anh & do phéng dai 40x trén hé théng ham
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lugng cao IMAGEXPRESS™ (cac thiét bi phén t&r) va cac hat ndi bao héa dugc dinh
luong bang phan mém Columbus (Perkin Elmer). Cac két qua thu duoc dugc trinh bay

trong Bang 11 va Fig.3.

Bang 11
Cuong do huynh quang cia | Cuong do huynh quang ctia cac
Khing thé cac hat & 4°¢ hat & 37°C
Gid tri trung + SD Gia tri trung + SD
binh binh

HI1H1863N2(Fuc-) 29896 8333 617184 46823
HIHI911IN 29834 11879 280439 61121
HI1H1912N 4912 1774 370201 12205
Ddi chimg [ 21981 4613 263506 28067
Ddi chimg I 20339 5644 615239 144397
Déi chimg 1V 92311 19386 1078196 106073

Noi bao hoa manh xay ra tai nhigt do 37°C déi v6i HIH1863N2, doi chimg II,
va dbi ching IV. Noi bao hoa ciing dugc quan sat thdy & HIHI1911IN, HIH1912N va
d6i ching 1. 4
Vi du 9: Kha nang lién két cta khang thé khang EGFRVIII véi khéi u ghép ngoai lai
U87/EGFRvIII

Dé xéc dinh thém vé tinh dac hiéu cia HIH1863N2, dong té bao u nguyén bao
dém nguoi U87 biéu hién EGFRvII dugc tao ra nhu dugc md ta cho té bao
HEK293/EGFRVILI rong vi du 7. Céc té bao U87 biéu hién xip xi 1,5 x 10° ban sao
cia EGFRVIII trén mdi té bao (US7/EGFRVII) duoc st dung trong thir nghiém. Té
bao U87/EGFERVIII (3x10° té bao) dugc ghép ngoai lai vao chudt suy giam mién dich
két hop nghiém trong (severe combined immunodeticient-SCID) va céc khéi u duoc
cho phat trién dén khi dat kich thudce trung binh 200-300 mm?. Sau d6 chudt dugce tiém
H1H1863N2(Fuc-) hodc dbi ching isotyp qua tinh mach dudi. Sau khi tiém khing thé
10 phut, 4 gio, va 24 gio, giét chét chudt va ldy khdi u ra va dat vao trong PBS. Cic
khéi u ngay lap tie duge phan tach va duge nhuém mau allophycocyanin (APC) lién
hop véi khang thé khang Fe ngudi (hFe-APC). Céc té bao dd nhudém duge rira 3 lin
du6i dong chay PBS chira 2% huyét thanh thai bé va 0,1% natri azit. Céc khéi u & thoi
didm 10 phat va 4 gid sau khi tiém khang thé duoc ¢b dinh qua dém va sau d6 dugc do
bing phuong phap phén tich té bao theo dong chay. Céc khéi u duoc thu tai thoi diém
24 ¢i¢ sau khi tiém khang thé duoc do ludn ma khong can ¢b dinh. Tat ca mau duoc

thu thap wén thiét bi dém ¢ bao theo dong chiy ACCURI® C6 FLOW
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CYTOMETER® (Accuri Cytometers, Inc.) va do cuong do huynh quang trung binh
(mean fluorescence intensity MFI). Céac két qua thu duoc duoc trinh bay trong Bang
12. Gia tri MFI la gid tri trung binh sau khi lap lai 2-3 lan + sai s6 chudn cua gia tri

trung binh (standard error of the mean-SEM)

Béang 12
Thoi gian MFI + SEM (U87/EGFRvVIII)
sau khi tiém I
khing thé Doi chirng isotyp HIH1863N2(Fuc-)
10 phut 708 £4 2259 £ 115
4 gio 741 £34 10620 + 2881
24 gio 664 £ 34 27923 £3297

So vé6i ddi chimg isotyp, khang thé HIH1863N2(Fuc-) lién két véi té bao khdi

u U87/EGFRVIII mdt cach hiéu qua theo phuong thirc phu thude vao thoi gian.

Vi du 10: Kha nang lién két chia khdng thé khang EGFRVIII véi khéi u ghép ngoai lai

B16F10.9/EGFRvIIL

Chu6t suy giam mién dich nghiém trong (SCID) duoc cay ghép véi nim muoi
nghin t& bao u 4c tinh chudt B16F10.9 hodc B16F10.9 biéu hién qud mic EGFRvVIII
(B16F10.9/EGFRVIII). Céc té bao B16F10.9/EGFRVIII dugc tao ra nhu da mé ta cho
té bao HEK293/EGFRVIII trong vi du 7. Céc t& bao B16F10.9 biéu hién xép xi 1,5x10°
ban sao EGFRVIII trén mdi té bao dugc sir dung trong thir nghi¢ém. Cho céc khéi u cho
phat trién trong khoang 14 ngay, cho dén khi dat duoc kich thudce trung binh 200-300
mm? thi tién hanh thu khdi u. Tiém HIH1863N2(Fuc-) hodc dbi ching isotyp qua tinh
mach dudi cua chuot. Sau khi tiém khéng thé 10 phut, 4 gio, va 24 gio, giét chét chudt
va léy khéi u ra va dat vao PBS. Cac khéi u ngay lap tic dugc phan tich va nhudm voi
allophycocyanin (APC) lién hop voi khing thé khang Fc ngudi (hFe-APC). Cac té bao
da nhudm duoc raa 3 1an dudi dong chay PBS (1xPBS, 2% huyét thanh bao thai bé,
0,1% natri azit), duge ¢b dinh va thim thiu bang cic phuong phap tiéu chuén. Phuong
phép dém t& bao theo dong chay duoc st dung dé phat hién HIH1863N2(Fuc-) gin
trén bé mat t& bao va tién hanh phan tich bing phan mém FlowJo (Tree Star, Inc.). Céc
két qua duoc trinh bay trong Bang 13 va Fig.4a. D¢ phat hién ca khang thé lién két noi
bao va khing thé g*fm wén bé mat, céc té bao dugc nhudm lan tht hai béng cung mot
khang thé khéng Fc ngudi (hFe-APC), sau dé dugc ¢ dinh va thim thdu. Budc nay

gitip phat hién ra khang thé ndi bao. Céc két qua duoc trinh bay trong Bang 14 va Fig
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4b. TAt cd mAu duoc thu thap trén thiét bi dém té bao theo dong chay ACCURI® C6
FLOW CYTOMETER® (Accuri Cytometers, Inc.) va do cuong dd huynh quang trung
binh (MFI). Cuong do huynh quang trung binh (MFI) ctua mdi mau dugc ghi lai sau
khi trer di MFI ctia dbi ching khong mau. Gid tri MFI 1a gié tri trung binh sau khi 1dp
lai thir nghiém hai lin (N=2) * sai s chudn cua trung binh (SEM). *N=1 cho thoi

diém nay.

Bang 13
Thoi MF1 + SEM (B16F10.9/EGFRvIIL) — Nhudm bé mit
gian ’ B16F10.9 Bl 6F10.9/EGFRvVIII
sau tiém Do1 chung H1H1863N2(Fuc-) Doi ching H1H1863N2(Fuc-)
isotyp isotyp
10 phut 74 £ 67 56 £ 128 +49 2003 £216
4 gio 80 £ 15 195 £52 54 £21 4224 £ 610
24 gio 79 £21 155 +42 72% 5692 £ 595
Bang 14
Thoi MFI + SEM (B16F10.9/EGFRVIII) — Nhudm bé mit
oian , B16F10.9 , B16F10.9/EGFRvVIII
Sau tiém D(A?i ching HI1H1863N2(Fuc-) Bc?i chtng | HIHI863N2(Fuc-)
1sotyp 1Sotyp
10 phut 132 £92 117+ 18 155+ 44 2627 £ 192
4 gio 165 £22 422 £ 106 120 + 22 7785 £782
24 gio 135+ 11 281 £51 132% 9578 £ 852

HIH1863N2(Fuc-) lién két hidu qua vao bé mat t& bao B16F10.9 biéu hién
EGFRvIII theo phuong thice phu thude vao thoi gian, trong khi kha néng lién két cla
d6i ching isotyp la nhd nhit. Viéc tang lién két tong s (tic 1a, lién két bé mat té bao
cong lien két ndi bao) cia HIHI1863N2(Fuc-) so vai chi lién két bé mat té bao, cho
thdy rang cac khang thé lién két bé mat té bao cling duge ndi bao hda mot céc hiéu qua
béi té& bao BI6F10.0.

Vi du 11: Duge dong hoc cta khang thé khang EGFRVIIT & chuot

Dé x4c dinh tinh chon loc in vivo clia khang thé khang EGFRVIII, nghién ctu
dugc dong hoc str dung chudt kiéu dai (“chudt WT™) biéu hién tu nhién EGFR chudt,
va chudt ¢c6 EGFR duogc nhan hoa (“chudt hREGFR™) biéu hién EGFR nguoi. Chudt tur
cdc ching lai bao gdm C57BLG (chiém 75%) va 129Sv (chiém 25%). Mdi nhom gdm
5 con hoiic chudt WT hodic chudt hEGFR. Tt ca cac khang thé déu dugc tiém dudi da

voi liéu luong 0,2 mg/kg. Mau dugc lay tai cdc thoi diém 0 gio, 6 gi0, 1 ngay, 2 ngay,
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3 ngdy, 4 ngay, 7 ngdy, 10 ngdy, 14 ngay, 21 ngay, va 30 ngay sau khi cung cép khang
thé. Nong dod huyét thanh cta khang thé nguoi duge xac dinh bing phuong phap
ELISA sandwich. Tém lai, khang thé da dé dong khang IgG ngudi (ddc hiéu Fc)
(Jackson ImmunoResearch) dugc phu trén dia 96 giéng ¢ nong do 1 pg/ml va duge 0
qua dém ¢ nhi¢t d¢ 4°C. Sau khi cac dia duoc phong bé bing BSA, cac miu huyét
thanh trong dung dich pha lodng sau lan lién tiép va chuén tham chiéu cta céc khang
thé tuong wng trong cic dung dich pha lodng muoi hai lan lién tiép duoc thém vao dia
va u trong mot gio & nhi¢t do phong. Sau khi rtra dé loai bo khang thé khong lién két,
cac khang thé ngudi bi bat gitr duoc phat hién bing khéng thé da dong khang dé IgG
ngudi (ddc hiéu Fc) lién hop voi peroxidaza ci cdi nguoc (HRP) (Jackson
ImmunoResearch) va boc 10 bdi co chit chi thi mau tiéu chuin tetrametylbenzidin
(TMB) theo nhu hudng din clia nha san xuét. Do hap thu & bude song 450 nm duoc
ghi lai trén may doc dia va nong do hlgG trong mau huyét thanh duoc tinh toan dua
vao dudng cong tham chiéu chuén duoc tao ra trong dia mau. Khang thé khang ngudi
cta chudt (MAHA) duoc do bing cach st dung cac phuong phap chuan va thuong &
murc thap.

Fig. SA-5D cho thdy ndng dd khéng thé theo thoi gian cta bdn khing thé dugc
thtt nghiém. B4i chang 1V (“Mab €2257) duge biét 1a ¢6 kha nang lién két véi EGFR
nguoi nhung khong lién két véi EGFR chudt. Nhu mong doi, khang thé nay thanh thai
nhanh & chudt hEGFR va thanh thai cham (tdc la, thanh thai khong qua dich-trung
gian) & chudt WT (Fig.5a). D&i chang I (“Mab 13.1.2”) duoc biét dén 1a c¢6 kha nang
lien két voi peptit ndi EGFRvII “LEEKKGNYVVTDH?” khong xuit hién trong EGFR
nguoi hodc chudt. Khang thé nay khong lién két voi EGFR nguoi hodc chudt in vivo.
Nhu mong doi, khing thé nay co ty 1¢ thanh thai dugc dong hoc chdm giéng hét nhau
& ¢4 hai loai chudt (Fig.5b) va ciing quan sat thdy thanh thai khong qua dich-trung
gian. Khang thé ddi chimg I (“Mab hu806”) cho thdy thanh thai ting 1én & chudt
hEGFR so voi chudt WT (Fig.5¢). Két qua nay phu hop véi kha ning lién két hEGFR
in vitro ciia n6 nhu dugc xic dinh bing Biacore (tham khao,vi du 3, Bang 4) va
phuong phap phan loai té bao thong qua phdt xa phat huynh quang (FACS) (vi du 7,
Béang 9). Fig.5 thé hién thanh thai cia HIH1863N2(Fuc+). Khang thé ndy, tuong tu
nhu dbi ching I, co thi ty 1¢ thanh thai chdm nhu nhau & ca hai loai chudt. Do do,

HI1H1863N2 khong lién két véi EGFR nguoi hodc chudt trong diéu kién in vivo.
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Vi du 12: Lién hop thude-khing thé khang EGFRVIII e ché su phat trién khéi u trong

mo6 hinh di ghép ung thu v duong tinh voi EGFRVIIT in vivo

Trong vi du nay, hai lién hgp khang thé-thudc khac nhau cia khing thé khing
EGFRvIIL H1H1863N2 duge kiém tra kha nang e ché sy phat trién khéi u in vivo.
Lién hop khang thé-thuéc (ADC) diu tién dugc tao ra bing cich lién hop HIH1863N2
véi doc £ maytansinoit DM1 thong qua mot cu ndi khong thé cat MCC (xem, vi du,
US 5,208,020 va don sang ché My 2010/0129314) dé tao ra "H1H1863N2-MCC-
DM1”. Lién hop khéng thé-thuée ADC tht hai dugc tao ra bing céach lién hop
H1H1863N2 v&i phién ban da bi bién dbi cia DM gén vao cau ndi co thé cit moi,
con dugc goi la “M0026” (cling dugc biét t6i nhu 1a “hop chit 77 trong cong b6 qudc
& W02014/145090, cong bd duge dua vao day bang céch tham chiéu dén toan bo), dé
thu duge "HIH1863N2-M0026”. Khi kiém tra kha nang gay doc té bao in vitro chong
lai t& bao MMT/EGFRvLIL, HIH1863N2-MCC-DM1 ¢6 gia tri ICso 12 12nM trong khi
HIH1863N2-7 ¢6 gia tri ICso la 0,8nM trén duong lugng thudc.

Dé so sanh hiéu qué in vivo cta khang thé khang EGFRVIII lién hop véi DM1
va M0026, cac nghién ctu duge tién hanh trén chudt suy gidm mién dich mang di
ghép ung thu vu duong tinh vo1 EGFRVIIL

Toém lai, di ghép khéi u duoc tao ra bing céach cdy dudi da 0,5x10° té bao
MMT/EGFRVIII vao sudn trai cuia chudt cai CB17 SCID (Taconic, Hudson, NY). Khi
khéi u dat thé tich trung binh la 140 mm® (tuong duong voi ngay thir 8), chudt dugc
chon ngdu nhién vao nhém 7 con chudt, va dugc cung ciap ADC khang EGFRVIII theo
lifu st dung dinh dang lién hop-thubc MCC-DM1 hodc M0026. Cac thude thir ddi
chiing, bao géln cac ADC khong lién két st dung hodc dinh dang lién hop-thuéc
MCC-DM1 hoac M0026, va ta duoc long PBS clng dugc danh gid. Cac li€én hop
khang thé-thudc (ADC) duoc cung cip véi lidu lvong 1 va 5 mg/kg ba lan mot tudn va
sau d6 theo doi dén khi thu duoc khéi u ¢6 kich thudc trung binh dat khoang 2000
mm? trong nhom chi cung c¢dp ta duoc 1éng. Tai thoi diém nay, viéc tc ché phat trién
khéi u duoc tinh nhu mo ta dudi day.

Kich thuéc khéi u trung binh ddi véi nhom duge diéu tri bang ta dugc 1éng
duoc tinh nhu sau: cac khdi u duge do bing thude kep hai 1an mot tudn cho dén khi
kich thudc khéi u trung binh ctia nhém ta duge long dat 1000 mm?; kich thude khéi u

duoc tinh theo cong thirc (chiéu dai x chiéu rdng?)/2. Uc ché phét trién khoi u duoc
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tinh theo cong thire sau: (1-((Teusi-Taiu)/(Ceusi-Caan)))*100, trong d6 T (nhém duoc di€u
tri) va C (nhém doi ching) tuong tng voi khoi lugng khoi u trung binh cua nhom su
dung ta dugc long vao ngay ma kich thude khoi u trung binh dat dén 1000 mm?®. Céc

két qua duoc tém tat trong Bang 15.

Bang 15
Kich thude khdi u cudi L’l'C,Ché phit trién
Nhém diéu tr cung vao ngay thir 8 khoi u trung binh
mm° (trung binh + SD) (%)
Ta dugc long PBS 2253 +217 0
Img/kg Déi chimg-MCC-DM1 2827 +278 27
5mg/kg Pdi chimg-MCC-DM1 2402 + 256 -7
Img/ke ddi chimg M0026 2729 £ 470 22
Smg/kg d6i ching M0026 2787 =503 -25
Img/kg HIH1863N2-MCC-DMI1 931 + 292 62
Smg/kg HIH1863N2-MCC-DM1 471 +227 84
Img/kg H1H1863N2-M0026 679 + 265 74
Sme/ke H1H1863N2-M0026 96 + 34 ' 102

Nhu duogc tédm tt trong Bang 15, Gc ché su phat trién khoi u tdt nhit duogc
quan st thdy & nhiing con chudt duoc cung cip 5 mg/kg HIH1863N2-M0026, noi lan
diu tién quan st thiy hién tuong suy gidm cta khéi u. Kha ning we ché su phat trién
khdi u ¢ chudt duoe cung cdp 5 mg/kg HIHI863N2-M0026 1a 102%, két qua nay 16n
hon dang ké so voi khi khéi u duoc diéu tri bing 5 mg/kg HIH1862N2-MCC-DM1
(83%). Kha ning tc ché sy phat trién khéi u cia HIH1863N2-M0026 vuot trdi hon so
voi HIH1863N2-MCC-DM1 tai lidu luong 1 mg/ke. Khong thdy co hiéu qua tc ché
khéi u nao & nhom diéu tri v6i ddi chimg ADC str dung MCC-DM1 hoidc M0026.

Do do, vi du nay cho thdy rang cac khang thé khang EGFRVIII theo sang ché,
khi duoc cung cdp dudi dang lién hop khéng thé-thube, c6 kha nang tc ché su phat
trién ctia khoi u. Ngoai ra, vi du nay cing ¢d thém vai tro ctia ADC theo sang ché ring
n6 thuc su thuc diy lam giam khdi u, dic biét 1 trong pham vi khing thé khang
EGERVIIL theo sang ché (vi du, HIH1863N2) lién hop vai phan tir thube/cau nbi mai
MO0026.

Pham vi cta sang ché khong bi gi¢i han boi cde phuong én cu thé duoc mo ta &
day. Thuc vdy, cac bién thé cua sang ché duoc md ta & day sé trd nén ro rang hon véi

nhirng nguoi co kién thic trung binh trong Iinh vuc k¥ thudt tor nhitng mo ta va cac
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hinh vé kém theo. Cdc bién thé nhu vdy déu nam trong phan vi cta sang ché trong

phan yéu ciu bao ho.

Vi du 13: Khéng thé khang EGFRvIII-DM]1 thé hién tinh dic hi¢u ddi véi té bao biéu

hién EGFRVIII va ching minh tiém nang hoat tinh tiéu diét té bao

Trong vi du nay, kha ning cta khang thé khang EGFRVIII nguoi lién hop véi
doc tb maytansin DM1 trong viéc giam kha néing séng sot cua té bao duge xac dinh st
dung thur nghiém trén co so té bao in vitro.

EGFRVIII ngudi (SED ID No.:147) ¢6 chidu dai ddy du hoic EGFR ngudi kiéu
dai (SED ID No.:146) duoc dua 6n dinh vao cac dong té bio HEK293
(293/hEGFRVILL, 293/hEGFRwt), U251 (U251/hEGFRvII) va MMT 060562
(MMT/hEGFRVIII). Tét ca té bao duoc tao ra thong qua phuong phap trén co s&
lipofectamin 2000 va dugc nudi cdy trong moi truong phat trién hoan toan véi su ¢o
mat cia G418.

Biéu hién bé mit ¢ bao clia EGFR wt hodic EGFRVIII dugc do bing phuong
phap FACS. Tom lai, 1x10° té bao dugc u v6i 10 pug/ml khing thé khang EGFRVIII
HIH1863N2, va mAb dbi ching khang EGFRwt (dbi chimg IV) hodc dbi ching
isotyp trong 30 phut trén da trong dung dich dém pha lodng khéang thé. Sau khi rira hai
lan voi dung dich dém pha loding khing thé, cac té bao duoc 4 v6i 10 pg/ml PE lién
hop voi khang thé thir hai khang nguoi trong 30 phut trén da. Sau khi rira thém hai ln,
cac mau duogc chay trén may dém té bao Accuri C6 (BD) hoic Hypercyt (Intellicyt) va
phén tich dir liéu bang phian mém FlowlJo. Céic két qua duoc tom tit trong Bang 16.

n.d= khong xéac dinh.

Bang 16: Biéu hién trén bé mt té bao cia cac dong té bao duoc chuyén gen EGFRwt

va EGFRvIII

Lién két FACS (1in MFI trén dbi ching isotyp)

Khong HIHI8G3N2 | Péiching | Mot minh | Dbi

, dugc (khang IV (khdng | khang thé | ching

Dong té€ bao nhudm EGFRVIII) EGFRwt) thr cap isotyp
HEK?293 1X 1X - 49x 1X 1X
HEK293/hEGFRwt 1X n.d. 332x 1X 1X
HEK293/hEGFRVIII 1X 264X n.d. 1X 1X
U2s1 1X 1X nd. 1X 1X
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U251/hEGFRvIII 1X 13X n.d. 1X 1X
MMT/ 1X 1X n.d. 1X 1X
MMT/hEGFRvIII 1X 280X n.d. 1X 1X

Céc két qua nay cho thay rang biéu hién EGFRVIII trén b& mat ¢ hai dong té
bao HEK293/hEGFRVIII va MMT/hEGFRVIII 1a ¢6 thé so sanh duogc, boi vi mic do
biéu hién ctia U251/EGFRVIII thdp hon khoang 20 1dn so véi & hé thong t& bao
HEK?293/hEGFRVIII va MMT/hEGFRvIIL. Khong thdy EGFRVII lién két qua
H1H1863N2 trong cic dong té bao b6 me. Nguoge lai, khang thé ddi chung khang
EGFR wt (dbi ching V) lién két véi té bao me HEK293 16n hon 49 lan so véi dbi
chung isotyp. Viéc sap nhap én dinh cta vecto biéu hién EGFRwt vao té bao HEK293
lam ting biéu hién dén 332 1An trén nén va c6 thé so sanh v6i biéu hién EGFRVIIL & té
bao HEK293/hEGEFRVII va MMT/hEGFRVIIIL.

Tinh lién két chon loc cta khang thé khang EGFRvIII HI1HI1863N2 véi
EGFRVIII duge danh gia bing phuong phép FACS st dung cic dong té bao HEK293
b me, HEK293/hEGFRwt, HEK293/hEGFRVIIL, va A431. Céc két qua duge trinh
bay trong Bang 17.

Béang 17: Tinh dic hiéu lién két cia khang thé khang EGFRVIII v6i dong té bao biéu
hién EGFRvVIII

Lién két FACS (sd 1an MFI 16n hon so v6i dbi chimg isotyp)
mADb HEK293 | HEK293/EGF th» HEK293/EGFRVIIL |  A431
Déi  chang 1V )
(khéng EGFRw) 33 A 251 855 621
HIHI1863N2 A A
(khang EGFRVIIT) ! > 662 13
Ddi ching isotyp l 1 1 1
Mot minh khang thé | | | .
thr hai
Té bao khong dugc
A 1 1 1 1
nhudém

Nhu thdy trong Bang 17, ca khang thé H1H1863N2 va khang thé ddi ching
khéang EGFRwt (d6i ching 1V) déu thé hién kha nang lién két manh (>650 lan) voi té

bao HEK293/EGFRVIII so vai dbi chimg isotyp. Nguoc lai, HIH1863N2 thé hién kha
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ndng lién két yéu v6i dong t& bao wi-EGFR HEK293 (3 1an) va dong té bao biéu hién
noi sinh EGFR A431 (13 lan trén dbi ching). Khang thé dbi chimg khédng EGFRwt
lien két manh voi té bao biéu hién EGFR kiéu dai, diéu nay ching thue cho tinh chon
loc cua HIH1863N2 dbi voi EGFRVIII manh hon so véi EGFR kicu dai.

Tiép theo, kha ning lién hop cua khéng thé khang EGFRVIII vé6i doc tb
maytansin DM1 dé giam kha ning séng sot cta té bao duge xac dinh bing cic thu
nghiém trén co so té bao trong diéu kién in vitro. Cac té bao duoc cy vao trong dia 96
giéng pht PDL vi mat do 250-2000 té bao trén mot giéng trong mdi trudng phét trién
hoan toan va duoc nudi qua dém. Ddi voi dudng cong vé& kha ning sbng sot cta té bao,
cdc ADC hoic chit khong thubc (DM1-SMe) duoc thém vio té bao voi 11611g do cudi
cung ndm trong khoang tir S00 nM dén 5 pM va 0 trong 3 ngay. Cac té bao duoc 1 voi
CCK8 (Dojindo) trong 1-3 gio cudi cung va do do hép thu tai budc séng 450nm
(ODy4so) trén Flexstation3 (Thiét bi phan tir). Mtrc OD4350 co 56 tlr céc té bao dugce xb
ly digitonin (40 nM) dugc loai tror ra khoi tit ca céc giéng va kha nang song sot duoc
biéu hién nhu ty 1& phan tram cua d6i chimg khong duoce xir Iy. Gid tri ICso dugc xdc
dinh tr phuong trinh log bdn tham s6 trén dudng cong phéan Gng 10 diém (GraphPad
Prism). Két qua thu duoc dugc trinh bay trong Bang 18A va Bang 18B. Cac gid tri
ICso duogc tinh béng nM va dugc chuin hoa cho mot ty 1& thuéc/khéng thé

(drug/antibody ratio-DAR) cu thé.

Bang 18A: Kha nang tiéu diét € bao cta lién hgp khang thé-thude bao gobm khing thé

khang EGFRvIII-DM1

Dong té bao HEK?293 | HEK293/hEGFRVIIT | HEK293/hEGFRwt U251
/o %
ICso | bi ICso % tiéu ICso % bi ICso | /]
ADC N . A ticu
(nM) | tiéu (nM) diét (nM) tiéu diét | (nM) dict
diét '
HIH1863N2-
MCC-DMI >100 | 90 1 97 >100 91 48 77
Khéang-
EGFRwt- 76 | 94 0,2 97 ~1,0 94 ND | ND
MCC-DM1
DMI1-SMe 0,31 | 97 0,6 99 0,57 95 1,8 81
Péi  chiung
isotyp MCC- | >100 | 92 >100 96 >100 91 40 77
DMI
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Béang 18B: Kha nédng tiéu diét té bao cua lién hop khing thé-thudc bao gdm khéng thé

khang EGFRvII-DM]1

Dong té bao U251/hEGFRVIIIT MMT MMT/hEGFRvVIII

ADC ICso % tiéu ICso % tiéu ICso % tiéu
(nM) diét (nM) diét (nM) diét

HIH1863N2-

MCC-D 4 78 >150 40 3 100

Khéng-

EGFRwt- KXD KXD KXD KXD KXD KXD

MCC-DM1

DM1-SMe 1,2 83 0,6 96 0,7 100

P6i  chimg

isotyp MCC- 35 76 >150 66 KTD 72

DMI1

Nhu da chi ra trong Bang 18A va 18B, HIH1863N2-MCC-DMI lam giam kha
ning sbng sot cua cic dong té bao HEK293/hEGFRvII, U251/hEGFRVIIL, va
MMT/hEGERVIII véi gid tri ICso ndm trong khoang tur 1,0 dén 4,0 nM. Nguoc lai, ddi
chung isotyp lién hop voi DMI1 lam giam kha nang séng sot ctia té bao 293/EGFRVIII
va MMT/hEGFRVIII véi ICso 16n hon 100nM va té bao U251/hEGFRVII véi IC50 la
35 nM. H1H1863N2-MCC-DM1 khong tic dong lén té bao HEK293 biéu hién EGFR
kiéu dai (293/hEGFRwt) hodc dong t& bao bd me déi chimg, didu nay cho thdy tinh
dic hiéu véi céac té bao biéu hién EGFRVIIL.

Vi vy, vi du nay chung minh rang khang thé EGFRvIII HIH1863N2 c6 tinh
ddc hiéu véi cac dong té bao bidu hién EGFRVIII va ching minh kha ning tiéu digt té

bao cu thé khi lién hop véi doc td DMI.

Vi du 14: Kha nang tiéu diét té bao duogc cai thién khi lién hop khang thé-thudc chira
khang thé c6 lién két cdu dang véi EGFRVIIT dugc cung cip két hop véi lién hop

khang thé-thudc chira khang thé ¢6 lién két peptit ndi EGFRVIII

Trong vi du nay, nghién ctu xdc dinh kha nang tang cuong tiéu diét té bao
bang viéc dong cung cdp hai loai lién hop khang thé-thube khang EGFRVIIL khéc
nhau. Theo vi du nay, céc to hop duge thtr nghiém bao gdm hai khang thé khing
EGFRVIII khac nhau: (1) khang thé dac hiéu khéang EGFRvVIII khong nhan ra ADC
peptit ndi EGFRVIII (con duge goi la “cau ndi cdu dang”); va (2) khéng thé dac hiéu

khéang EGFRVIII nhan ra peptit ndi EGFRVIII (con duge goi la “cu ndi peptit”). Nhu
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da trinh bay trong vi du 6, khang thé khang EGFRvIII HIH1863N2 khong lién két véi
peptit néi EGFRVIIT hodc céc gbc 311-326 ctia EGFR nguoi va do do, duge coi nhu la

“cau noi cau dang”.

Canh tranh chéo trong diéu kién in vitro

Déu tién, kha ning HIH1863N2 canh tranh chéo v6i mot khéng thé lién két
v6i peptit ndi EGFRVIIT duoc xdc dinh thong qua thir nghiém canh tranh lién két,
Peptit ndi lién két voi khang thé khang EGFRVIII dugc sir dung trong vi du nay la déi
chung V.

Canh tranh chéo duoc xdc dinh bang cach st dung xét nghiém giao thoa 1&p
sinh hoc khong nhan (BLI), thoi gian thuc trén bd cam bién sinh hoc Octet HTX
(ForteBio Corp., A Division of Pall Life Sciences). Toan bd thir nghiém dugc tién
hanh tai nhiét do 25°C trong dung dich dém bao gom 0,01M HEPES pH7,4; NaCl
0,15M: 3mM EDTA; chét hoat dong bé mat 0,05% thé tich/thé tich P20; 1,0mg/mL
BSA (dém Octet HBST) trén dia duoc lic & tée do 1000 vong/phat. Dé dénh gid liéu
hai khing thé c¢6 canh tranh chéo dé lién két vao EGFRVII nguoi tai t5 hop
(hEGFRvIIL.mmh; SEQ s8:152), khoang ~0,35nm hEGFRvIIL.mmh dugc bat gitt trén
cdc cam bién sinh hoc Octet phui khang-peta-His. Céc cam bién sinh hoc bit gitt khdng
nguyén sau do duoc tham dim voi khang thé don dong khang EGFRVIII tht nhat (sau
day duoc goi 1a mAb-1) bing cach ngdm ching vao céc giéng chua 50ug/mL dung
dich mAb-1 trong 5 phut. Cac cam bién sinh hoc sau d6 duoc nhung vao trong céc
giéng chia 50ug/mL dung dich khang thé don dong khang EGFRVIII thir hai (sau day
goi 1a mADb-2) trong 3 phit. Tit ci cic cim bién sinh hoc duoc ria sach véi dém Octet
HBST gitta mdi budc thir nghiém. Phan tng lién két thoi gian thuc duogc theo doi
trong sudt qué trinh tién hanh thir nghiém va phin (ng gin & cudi mdi bude dugc ghi
lai. Phan tng cia mAb-2 gin tién phirc hEGFRVIII v6i mAb-1 duge so sdnh va hanh
vi canh tranh/khong canh tranh cla khang thé don dong khang EGFRVIII khéc nhau
duoc xéc dinh.

Bang céch sir dung md hinh thir nghiém canh tranh chéo nay, H1H1863N2
khong canh tranh chéo v6i cau ndi peptit néi EGFRVIII duge thtr nghiém, ciing khong
canh tranh chéo dé tién két EGFRVIIL véi dbi chang 11 hodc dbi ching IV. Do dé, cdc
két qua thu dugc cla thir nghiém canh tranh chéo nay chi ra ring, HIH1863N2 ¢c6

epitop lién két riéng biét véGi epotop clia chét gin peptit cau ndi EGFRVIIL, cling nhu

-66-



d6i chimg 1T va IV.
Hoat tinh tiéu diét té bao cta lién hop khang thé-thude khang EGFRVIII riéng 1é

Tiép theo, tién hanh danh gia kha ndng lién két ctia HIH1863N2-MCC-DM1
va ADC vai peptit khang EGFRVIII lam giam kha nang sdng sot clia té bao khi duoc
cung cip cung nhau. Kha ning tiéu diét té bao cua dbi chung V khi lién hop véi
SMCC-DMI (ttc 13, déi chimg V-MCC-DM1) duoc xéc dinh bing str dung té bao in
vitro trén thir nghiém dugce mo ta trong vi du 13. Cac két qua duogc tém tit trong Bang
19.

Bang 19: Kha nang tiéu diét té bao cua lién hop khang thé-thude gdm khang thé khang

EGFRvIII-DM1

oo bao | HEKoos | HEK293MEGERVIE| o | MMT/AEGFRVII
= (cao) (cao)
% -~ % B
ADC 1050 | tieu | 1050 | U yesg | ey | 1050 |- 70 e
o diét A diét
dict diét
DM1-SMe
(khong 0.19 | 98 | 025 990 | 0.5 | 100 | 0.18 99
DM1)
Pdéi  ching
isotyp MCC- | 200 | 91 150 92 110 | 68 | 250 72
DM]1
HIH1863N2- ]
NCC | 8097 037 99 | 200 | 95 | 3725 97
Pbi  ching
V-MCC- 90 | 95 | 025 100 | 200 | 89 | 035 97
DM]1

Nhu néu trong Bang 19, cac ADC khang EGFRVIIL lam giam kha nang sdng
sOt cua té bao trén nhicu dong t¢ bao biCu hién qua muc EGFRVIIT véi gid tri ICso nam

trong khoang tir 0,25 nM dén 3,25 nM.
Hoat tinh tiéu diét té bao cta lién hop khang thé-thude khang EGFRVIII theo cip

Tiép theo, tién hanh danh gi4 kha ning tiéu diét té bao ctia H1H1863N2-MCC-
DM bit cip v6i ADC lién két v6i peptit khang EGFRVIII trén dong cac té bao biéu
hién qua mic EGFRVIII theo ty 1€ 1:1. Cac két qua dugc trinh bay trong Bang 20.
Béang 20: Kha ning tidu diét té bao ctia td hop cac ADC khang-EGFRvIII-DMI theo

cap
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o HEK 293/ | MMT/
Dong t¢ bao: HEK293 hEGFRVIII MMT hEGFRVIII
% . % %
ite ICs o ticu | IC IC .
ADC 1 ADC2 | -7 | tieu 0| Yotien | AEs0 s 0 e
(nM) diét (nM) digt | (nM) diét (nM) diét
HI1HI1863N2- | Khong
2
MCC-DML | o5 250 | 87 | 1.52 95 | 250 | 59 | 11.1 08
D& ching Khon
V-MCC- y & 1100 |85 | o014 98 | 100 | 67 | 0.7 95
DM]1
Dbi
chirng
HIH1863N2- & .
veeomt |V 100 | 91 | 0,19 99 | 200 | 98 | 058 | 100
MCC-
DM1
DMI-SMe |
(khong y & 1021196 0728 97 10,19 |100| 0,19 | 100
DM1) ©
béi  ching Khone
isotyp MCC- C‘ 1000 | 93 95 93 | 150 | 32 | 100 36
DM1 ©

Nhu duoc tdm tat trong bang 20, viéc su dung két hop HIH1863N2-MCC-

DMI1 (m6t chét lién két epitop cdu dang) véi déi ching V-MCC-DMI1 (mot chat lién

két peptit ciu nodi) ¢6 kha nang tiéu diét té bao, it nhat la tuong duong véi, hodc trong

mot s6 truong hop nhét dinh, cao hon so véi viée diéu tri chi dung ADC. Vié€c thiéu su

két hop gitra hai loai khang thé cho thay viéc st dung hiéu qua cta hai khang thé

khong canh tranh v6i cac chat gay doc t¢ bao khac nhau, hodc cac nhom chat gy doc

té bao khéac nhau cé co ché hoat dong riéng biét.

Tém lai, vi du nay chimg minh rang HIH1863N2 khong canh tranh chéo véi

khang thé gin peptit EGFRVIIT ddi ching. Epitop duy nhit nay cho phép té hop ctia n6

v6i ADC gén peptit EGERVIIT 1am cai thién kha nang tiéu diét té bao. T hop mdi nay

ctia cac ADC EGFRVIII ¢6 thé mang lai hi¢u qua di€u tri tot hon.
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DANH MUC TRINH TV
<110> REGENERON PHARMACEUTICALS,

INC.

BI (EGFRVIII) VA DUQGC PHAM CHUA KHANG THE NAY

<130>
<140>
<141>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Téng
<400> 1
caggtgcagc
tcctgcaagg
actggacagg
gtacagaagt
atggagctga
tggtctgaac
<210> 2
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh
220>
<223> Tong
<400> 2
Gln Val
1
Ser

ABB20

61/95
2014 -
165

1
354
ADN

Gln

Val Lys

Asp Ile Asn

Gly Trp Ile
50

Gln Gly

65

Met

Arg

Glu Leu

Ala Thr Ser

Val Thr
115
3

24
ADN

Trinh

Leu

<216>
<211>
212>
<213>

<220>
<223> Tong

<400> 3

wWoo1l

0,963
03-11

hop

tggtacagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
acttccacca

tu nhan
hop
Leu Val

Val
20
Trp

Ser
Val

Asn Pro

Val Thr

Ser
85
Trp

Ser
Arg

100

Val Ser

ty nhan

hop

Gln
Cys
Arg
Asn
Met
70

Leu

Ser

pugc chuyén nhugng
bugc ndép kem theo day

Trinh ty nhan tao

tgggectgag
caccttcacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgaggac

ctggggccag

tao

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40
Ser Asp
55
Thr Arg

Arg Ser

Glu His

Ser

tao

FastSEQ cho window phién ban 4.0

gtgaagaagc
agttatgata
attaacccta
accagggaca
acggececgtgt
ggcaccctgg

Glu
10
Gly

Ala Val
Ser
25

Thr

Tyr

Gly Gln

Tyr Thr Gly

Thr Ser
75
Thr

Asp
Glu Asp
90
His

Phe His

105
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ctggggectc
tcaactgggt
acagtgatta
cctccataag
attactgtgc
tcactgtctc

Lys Lys Pro

Phe Thr
30
Glu

Thr

Leu
45
Val

Gly
Tyr Gln
60
Ile

Ser Thr

Ala Val Tyr
Gln

110

Trp Gly

agtaaaagtc
gcgacaggcc
cacaggctat
tacagcctac
gacatcacgg
ctca

Gly Ala
15

Ser Tyr
Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Thr

60

120
180
240
300
354
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ggatacacct tcaccagtta tgat
<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 4
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asp
1 5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 5
attaacccta acagtgatta caca

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 6
Ile Asn Pro Asn Ser Asp Tyr Thr
1 5

<210> 7

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 7
gcgacatcac ggtggtctga acacttccac cac

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop
<400> 8

Ala Thr Ser Arg Trp Ser Glu His Phe His His
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1
<216>
<211>
<212>
<213>

9
342
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 9

gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccagc
gaatccgggg
atcagcagcc
ccattcactt

<2106>
<211>
<212>
<213>

10
114
PRT
Trinh

<220>
<223> Tong
<400> 10
Asp Ile Val
1

Glu Arg Ala
Asn
35
Asn

Ser Asn

Pro
50
Asp

Pro

Pro
65
Ile

Arg

Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Lys Arg
<210>
<211>
<212>
<213>

11

36
ADN
Trinh

<220>
<223> Tong

<400> 11

hop

tgacccagtc
agtccagcca
acaaaccagg
tccctgaccg
tgcaggctga
tcggecectgg

tu nhan

hop

Met Thr

Thr Ile
20
Lys Asn

Leu Leu

Phe Ser

Gln
85
Pro

Leu

Thr
100

ty nhan

hop

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Phe

30866

Trinh ty nhan tao

tccagactcc
gagtgtttta
acagcctcect
attcagtggc
agatgtggca
gaccaaagtg

tao

Ser Pro

Cys Lys
Ala
40
Trp

Leu

Tyr
55
Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

tao

10

ctggectgtgt
tacagctcca
aacctactca
agcgggtctg
gtttattact
gatatcaaac

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25
Trp

Tyr Gln

Ala Ser Thr
Thr
75

Val

Ser Gly
Ala
90
Pro

Val

Gly
105

cagagtgttt tatacagctc caacaataag aactac

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

-71-

ctctgggcega
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcaccaata

ga

Ala Val Ser

Val Leu
30

Pro

Ser
His Lys
45
Arg Glu Ser
60
Asp

Phe Thr

Tyr Tyr Cys
Val

110

Thr Lys

gagggccacc
ctacttagct

atctacccgg
cactctcacc
ttatagtact

Leu
15

Gly
Ser
Gly Gln
Gly Vval

Thr
80
Gln

Leu

His
95

Asp Ile

60

120
180
240
300
342

36
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<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Téng hgp

<400> 12
Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 13
tgggcatct 9

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 14
Trp Ala Ser
1

<210> 15

211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng haop

<400> 15
caccaatatt atagtactcc attcact - 27

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 16

His Gln Tyr Tyr Ser Thr Pro Phe Thr
1 5

<210> 17
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<211>
<212>
<213>

372
ADN

<220>
<223> Téng

<400> 17

caggtgcagc
tcctgtgtag
ccaggcaagg
gtagactccg
ctccaaatga
tacagtcagc
accgtctcect

<2106>
<211>
<212>
<213>

18
124
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 18
Gln Val Gln
1
Ser Arg Arg
Met His
35
Ile

Gly
Ala Leu
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Glu

Val Trp Gly

115

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

19

24
ADN
Trinh

<220>
<223> Tong

<400> 19

hop

tggtggagtc
tgtctggatt
ggctggagty
tgaagggccg
acagcctgag
ggtacaagta
ca

tu nhan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Phe Tyr

Phe Thr

Ser
85
Tyr

Asn
Gly

100

Gln Gly

ty nhan

hop

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Ser

Thr

30866

Trinh ty nhan tao

tgggegagsc
catcttcagt

ggtggcactt
attcaccatc
agccgaggac
ttacttcggt

tao

Ser Gly

Val Gly
Ala
40
Gly Ser
55
Ser Arg

Arg Ala

Gln Arg

Thr Val

120

tao

ggattcatct tcagtagcta tggc

<210> 20
<211> 8
<212> PRT

gtggtccagc
agctatggca
atattttatg
tccagagaca
acggctgtgt
atggacgtct

Gly Gly Vval

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Glu Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Tyr Lys
105
Thr

Tyr

Val Ser

-73-

Gly

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

ggggccaagy

Val Gln Pro

Ile Phe Ser

30
Leu Glu
45
Tyr Val Asp
60
Lys

Asn Thr

Ala Val

Phe Gly

110

Tyr

Ser

ccggagactc
ccgccaggcet
tgaatactat
cacactgtat
gcgagageec
gaccacggtc

Gly
15
Ser

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

60

120
180
240
300
360
372

24



30866

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 20
Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 21
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 21
atattttatg atggaagtaa tgaa

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 22
Ile Phe Tyr Asp Gly Ser Asn Glu
1 5

<216> 23
<211> 51
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 23
gcgcgagagg gctacagtca geggtacaag tattacttcg gtatggacgt ¢

<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 24

Ala Arg Glu Gly Tyr Ser Gln Arg Tyr Lys Tyr Tyr Phe Gly Met Asp
1 5 10 15

Val

-74-



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

25
324
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 25

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagg

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

26
108
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 26
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

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

27

18
ADN
Trinh

<220>
<223> Tong
<400> 27

cagggtatta

<216> 28
<211> 6
<212> PRT

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

ty nhan

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser Ser
Gly Thr

Ala Thr
85
Gly Gly

100

tu nhan

hop

gcagctgg

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70

Thr

30866

Trinh ty nhan tao

tccatcttcc
gggtattagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
acga

tao

Ser Pro

Cys Arg

Gln Pro
40
Gln Ser
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
actaacagtt

Ser Val
10

Ser

Ser
Ala Gln
25

Gly

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Thr

Leu Thr

Gln Gln
99
Glu Ile

105

Lys

-75-

ctgtgggaga cagagtcacc
cctggtatca gcagcaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag cctgcagcct
tcccgetcac tttcggegga

Val
15
Ser

Ser Ala Ser Gly

Ile Ser
30
Leu

Gly Trp

Pro Lys Leu Ile

45
Ser Arg Phe Ser
60

Ser

Gly
Gln Pro
80
Leu

Ser Leu

Phe Pro

95

Asn Ser

Arg

60

120
180
240
300
324

18



30866

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 28
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 29
gctgecatcc

<210> 30

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 30
Ala Ala Ser
1

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hop

<400> 31
caacagacta acagtttccc gctcact

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 32
Gln Gln Thr Asn Ser Phe Pro Leu Thr
1 5

<210> 33

-76-

27



366
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Tong

<400> 33

gaggtgcagc
tcctgtgcag
acaggaaaag
ggctccgtga
Ccaaatgaaca

gtttggggga
tcctca

34
122
PRT
Trinh

<216>
211>
212>
<213>

<220>
<223> Tong
<400> 34
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg
His
35
Ile

Asp Met
Ala
50
Arg

Ser
Gly Phe
65
Gln

Met Asn

Arg Gly Asp

Gly Gln Gly

115

<216>
<211>
<212>
<213>

35

24
ADN
Trinh

<220>
<223> Tong

<400> 35

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gtctggagte
agggccgatt
gcctgagagc
cttatcgtcc

tu nhan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Gly Thr

Thr Ile
Leu
85
Val

Ser
Tyr

100

Thr Leu

tu nhan

hop

Glu

Arg
Ala
Ser
70

Arg
Trp

Val

30866

Trinh tu nhan tao

tgggegagec
cccctteagt

ggtctcagcet
caccatctcc

cggggacacg
cctctttgac

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Ala
55
Arg Glu

Ala Gly

Gly Thr

Val
120

Thr

tao

ggattcccct tcagtagcta cgac

<2106> 36
<211> 8
<212> PRT

ttggtacagc
agctacgaca
attggtactg
agagaaaatg
gctgtgtatt
tactggggcc

Gly Gly Leu

10
Ser Gly Phe
25
Thr

Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Asn Ala Lys
75
Thr Ala
90

Arg

Asp
Tyr Pro
105

Ser Ser

-77-

ctggggegtc
tgcactgggt

ctggtgccac
Ccaagaactc
actgtgcaag
agggaaccct

Val Gln Pro

Phe Ser
30
Glu

Pro

Leu
45
Gly

Gly

Pro Ser

60

Asn Ser Leu

Val Tyr Tyr

Leu Phe Asp

110

cctgagactc
ccgccaagct
atactatcca
cttgtatctt
aggggattac
ggtcaccgtc

Gly
15
Ser

Gly
Tyr

Trp Val

Val Lys
Leu
80
Cys Ala
95

Tyr Trp

60

120
180
240
300
360
366

24



30866

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 36
Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr Asp
1 5

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 37
attggtactg ctggtgccac a

<210> 38

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 38
Ile Gly Thr Ala Gly Ala Thr
1 5

<210> 39

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 39
gcaagagggg attacgtttg ggggacttat cgtcccctet ttgactac

<210> 40

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 40

Ala Arg Gly Asp Tyr Val Trp Gly Thr Tyr Arg Pro Leu Phe Asp Tyr
1 5 10 15
<216> 41

-78-



321
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Téng
<400> 41

gacatccagt
atcacttgct
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagg

<210>
211>
<212>
<213>

42
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 42
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

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

43

18
ADN
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 43

cagggcatta

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

44
6
PRT

<220>

hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta
tggagatcaa

ty nhan

hop

Leu Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser Thr
Gly Thr

Ala Thr
85
Gly Gly

100

ty nhan

hgp

acaattat

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

30866

Trinh tyv nhan tao

tccatccttc
gggcattaac
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtcagcag
a

tao

Ser Pro

Cys Trp
Pro
40

Thr

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

Trinh ty nhan tao

ctgtctgcat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca
cttaatagtt

Phe
10
Ser

Ser Leu

Ala Gln
25
Gly

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75

Leu

Leu
Gln Gln
90
Glu Ile

105

Lys

-79-

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaactgg
caatcagcag
acccgctcac

Ser Ala Ser

Ile Asn
30

Leu

Gly

Pro Lys

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

cagagtcacc
acaaaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggecgga

Val
15
Asn

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Leu

95

60

120
180
240
300
321

18



30866

<223> Téng hop

<400> 44
Gln Gly Ile Asn Asn Tyr
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 45
gctgcatcc

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 46
Ala Ala Ser
1

<210> 47
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 47
cagcagctta atagttaccc gctcact

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 48
Gln Gln Leu Asn Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 49

<211> 372

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

-80-

27



<220>
<223> Téng

<400> 49

caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ctggagatac
accgtctcct

<210>
<211>
212>
<213>

50
124
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400>
Gln
1
Ser

50
Val Gln

Leu Arg

Gly Ile His

35

Ala Val Ile
50

Lys Gly

65

Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Asp

Val Trp Gly

115

<216>
<211>
<212>
<213>

51

24
ADN
Trinh

<220>
<223> Téng

<400> 51

hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggceg
ccagcctgag
gagatcacta
ca

tu nhan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Trp His

Phe Thr

Thr Ser
85
Gly Leu
100

Gln Gly

tu nhan

hop

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Glu

Thr

3

tggegeagsc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctactacggt

tao

Ser Gly

Ala Ala

Ala
40
Ser

Gln

Gly
55
Ser Arg

Arg Ala

Ile Arg

Val
120

Thr

tao

ggattcacct tcagtagata tggc

<210>
<211>
212>
<213>

52
8
PRT

<220>

Trinh ty nhan tao

0866

gtggtccagc
agatatggca
atttggcatg
tccagagaca
acggctgtgt
atggacgtct

Gly Gly Val
10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

Asn Lys Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Asp His
105
Thr

Tyr

Val Ser

-81-

ctgggaggtc
tacactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

ggggccaagyg

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr

Tyr Gly

110

Tyr

Ser

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagatgga
gaccacggtc

Gly
15
Arg

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

60

120
180
240
300
360
372

24



30866

<223> Tdéng hop

<400> 52
Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr Gly
1 5

<210> 53
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 53
atttggcatg atggaagtaa taaa 24

<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 54
Ile Trp His Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 55

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng haop

<400> 55
gcgagagatg gactggagat acgagatcac tactactacg gtatggacgt ¢ 51

<210> 56
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<226>
<223> Téng hop

<400> 56

Ala Arg Asp Gly Leu Glu Ile Arg Asp His Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp
1 5 10 15

Val

<210> 57
<211> 321

-82-



<212>
<213>

ADN

<220>
<223> Téng
<400> 57

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aaattcagcg
gatgattttg

gggaccaagg

<210>
<211>
212>
<213>

58
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 58
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

-

a

Leu Ala Trp
35
Ala

Tyr Lys

50
Ser Gly Ser
65
Asp

Asp Phe

Thr Phe Gly

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

59

18
ADN
Trinh

220>
<223> Téng
<400> 59

cagagtacta

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

60
6
PRT

<220>

<223> Téng

hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctacgctcct
gcagtggatc
caacgtatta
tggaaattaa

ty nhan

hop

Met Thr

Thr Ile
20
Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr
Thr
85

Gly

Ala

Gln
100

tu nhan

hop

gtagttgg

hop

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

30866

Trinh tu nhan tao

tccttccacc
gagtactagt
gatctataag
tgggacagaa
ctgccaacag
a

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Ser

Lys

Glu
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

Trinh tu nhan tao

ctgtctgcat
agttggtteg
gcgtctagtt
ttcactctca
tataacaggt

Thr
10
Ser

Ser Leu

Ala Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Tyr

Leu
Gln Gln
90
Glu Ile

105

Lys

-83-

cggtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attctcggac

Ser Ala Ser

Thr Ser
30

Leu

Ser

Thr
45
Lys

Pro

Ser Phe

60
Ser

Ser Leu

Asn Arg

cagagtcacc
acagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
gttcggccaa

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Ser Arg

95

60

120
180
240
300
321

18



30866

<400> 60
Gln Ser Thr Ser Ser Trp
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 61
aaggcgtct

<210> 62

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 62
Lys Ala Ser
1

<210> 63
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 63
caacagtata acaggtattc tcggacg

<210> 64

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 64
Gln Gln Tyr Asn Arg Tyr Ser Arg Thr
1 5

<210> 65

<211> 378

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-84-

27



<220>
<223> Téng

<400> 65

gaagtgcagt
tcctgtgcag
ccagggaagsg
gcggactctg
ctgcaaatga
catgactacg
acggtcaccg

<210>
<211>
212>
<213>

66
126
PRT
Trinh

220>
<223> Téng
<400> 66
Glu Val Gln
1
Ser Leu Arg
His
35
Ile

Ala Met

Ser Gly
50
Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Lys Asp
Val

115

Met Asp

<216>
<211>
<212>
<213>

67

24
ADN
Trinh

<220>
<223> Téng

<400> 67

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gcctggagty
tgaagggecg
atagtctgag
gaaaagatta
tctcctca

tu nhan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr

Ser
85
His

Asn
Ile

100

Trp Gly

ty nhan

hop

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu

Asp

Gln

30866

tgggeegagsc
cacctttgat

ggtctcaggt
attcaccatc
agctgaggac
ctactactac

tao

Ser Gly

Ala Ala
Val
40
Gly

Gln

Ser
55
Ser Arg

Arg Ala

Tyr Gly

Thr
120

Gly

tao

ggattcacct ttgatgatta tgcc

68
8
PRT

<210>
<211>
212>
<213>

<220>

<223> Téng

hop

Trinh tu nhan tao

ttggtacagc
gattatgcca
attagttgga
tccagagaca
acggccttgt
tacggtatgg

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Gly Lys

Ser Ile Gly
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Lys Asp
105
Thr

Tyr

Val Thr

-85-

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtggtag
acgccaagaa
attactgtgc

acgtctgggg

Val Gln Pro

Thr Phe Asp
30
Leu Glu
45

Ala

Gly
Tyr Asp
60
Lys

Asn Ser

Ala Leu Tyr
Tyr
110
Ser

Tyr Tyr

Val Ser

125

cctgagactc
ccggcaagtt
cataggctat
ctccctgtat
aaaagatatc
ccaagggacc

Gly
15
Asp

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Gly

60

120
180
240
300
360
378

24



30866

<400> 68
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

<210> 69

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 69
attagttgga atagtggtag cata 24

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 70
Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile
1 5

<210> 71
<211> 57
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 71
gcaaaagata tccatgacta cggaaaagat tactactact actacggtat ggacgtc 57

<210> 72
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 72

Ala Lys Asp Ile His Asp Tyr Gly Lys Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
1 5 10 15

Met Asp Val

<210> 73
<211> 324
<212> ADN

-86-



<213>

<220>
<223> Téng
<400> 73

gaaattgcgt
ctctcctgca
cctggeccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacac

<216>
<211>
<212>
<213>

74
108
PRT
Trinh

<220>
<223> Tong
<400> 74
Glu Ile Ala
1
Glu Arg Ala
Ala
35
Gly

Tyr Leu

Ile Tyr
50
Gly Ser
65
Pro

Gly

Glu Asp

Ile Thr Phe

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

75

21
ADN
Trinh

<220>
<223> Tong

<400> 75

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggct
gtggcagtegg
ttgcagtgta
gactggagat

tu nhan

hgp

Leu Thr

Thr
20
Trp

Leu
Tyr
Ala Ser
Ser Gly
Ala

85
Gln

Phe

Gly
100

tu nhan

hop

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr

70
Val

30866

Trinh ty nhan tao

tccaggcacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
taaa

tao

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys
40
Arg Ala
55
Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Arg

tao

cagagtgtta gcagcaccta t

<216>
<211>
<212>
<213>

76
7
PRT

<220>

<223> Tong

hop

Trinh tv nhan tao

ctgtctttgt
agcacctatt
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatgata

Thr
10
Ser

Gly Leu

Ala Gln
25
Pro

Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr
75
Gln

Leu

Gln
90
Glu

Cys

Leu Ile

105

-87-

ctccagggga
tagcctggta

gcagggccac
tcaccatcag
gttcaccgat

Ser Leu Ser

Val Ser
30

Arg

Ser
Ala Pro
45
Pro Asp
60

Ile

Arg
Ser Arg
Asp Ser

Lys

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
caccttcggc

Pro
15
Ser

Gly
Thr

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80
Pro

Leu

Ser
95

60

120
180
240
300
324

21



30866

<400> 76
Gln Ser Val Ser Ser Thr Tyr
1 5

210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 77
ggtgcatcc 9

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 78
Gly Ala Ser
1

<210> 79

211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 79
cagcagtatg atagttcacc gatcacc 27

<216> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 80
Gln Gln Tyr Asp Ser Ser Pro Ile Thr
1 5

<210> 81

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

-88-



<223> Téng

<400> 81

caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctggaaatga

atggtcggag

210>
211>
<212>
<213>

82
118
PRT
Trinh

<220>
<223> Tong
<400> 82
Gln Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Ala His
35
Ile

Met
Ala Val
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Glu Met

Ala Arg Asp

Val Thr

115

Leu

<216>
<211>
<212>
<213>

83

24
ADN
Trinh

<220>
<223> Téng

<406> 83

hop

tggtggaatc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggcceg
acagcctgag
ttactaacta

tuw nhan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Trp Tyr

Phe Thr
Ser
85
Met

Asn
Leu

100

Val Ser

ty nhan

hop

Glu
Cys
Arg
Asp
Val
70

Leu

Val

30866

tgggegagsc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccgtc
agccgaggac
ttggggcceag

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Ser
55
Ser Arg

Arg Ala

Gly Val

Thr

tao

ggattcacct tcagtgccta tgcc

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

84
8
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 84

hop

Trinh tu nhan tao

gtggtccagc
gcctatgceca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt
ggaaccctgg

Gly Gly Val
10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

Asn Lys Asn
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Thr Asn

105

Tyr

-89-

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
tcaccgtctc

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu
45

Tyr Ala

60

Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr
Gln

110

Trp Gly

cctgagactc
ccgeccaggcet
taaaaattat
cacgctgtat
gagagatcta
caca

Gly Arg
15
Ala Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Thr

60
120
180
240
300"
354

24



30866

Gly Phe Thr Phe Ser Ala Tyr Ala
1 5

<210> 85

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 85
atatggtatg atggaagtaa taaa

<210> 86

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 86
Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 87
<211> 33
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 87
gcgagagatc taatggtcgg agttactaac tat

<210> 88

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 88
Ala Arg Asp Leu Met Val Gly Val Thr Asn Tyr
1 5 10

<216> 89
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hap

-90-



<400> 89

gatgttgtega
atctcctgca
tttcaccaga
tctggggtcc
agcagggteg
ccgtacactt

<216>
<211>
212>
<213>

90
113
PRT
Trinh

<220>
<223> Tong
<400> 90
Asp Val Val
1
Gln Pro Ala
Asn
35
Arg

Asp Gly

Pro Arg
50
Asp Arg Phe
65
Ser

Arg Val

Ser His Trp

Lys

91

33
ADN
Trinh

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

<220>

<223> Tong

<400> 91

tgactcagtc
ggtctagtca
ggccaggcca
cagacagatt
aggctgagga
ttggccagge

ty nhan

hop

Met Thr

Ser Ile
20
Thr Tyr

Leu Ile

Thr Gly

Glu Ala
85
Pro Pro

100

tyu nhan

hop

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Tyr

3

tccactctcc
aagcctcgta
atctccaagg
caccggcagt

tgttgggetc
gaccaagctg

tao

Ser Pro

Cys Arg

Asn Trp
40
Lys Val
55
Gly Ser

Asp 1

Thr Phe

tao

0866

ctgccecgtcg
tacactgatg
cgcctaattt
gggtcaggca
ttttactgca
gagatcaaa

Ser Leu
10

Ser

Leu

Ser Gln

25
Phe

His Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp
75
Val Phe
90

Gln

Gly

Gly Gly

105

Caaagcctcg tatacactga tggaaacacc tac

92
11
PRT

<216>
211>
212>
<213>

<220>

<223> Toéng

<400> 92

hop

Trinh tu nhan tao

Gln Ser Leu Val Tyr Thr Asp Gly Asn Thr Tyr

-91-

cccttggaca
gaaacaccta
ataaggtttc
ctgatttcac
tgcaaggttc

Pro Val Ala
Val
30

Gly

Ser Leu

Pro
45
Ser

Arg

Asp Gly

60
Phe

Thr Leu

Tyr Cys Met

Thr Leu

110

Lys

gccggectcec
cttgaattgg
taaccgggac
actaaaaatc
acactggcct

Leu
15
Tyr

Gly
Thr

Gln Ser

Val Pro
Ile
80
Gly

Lys

Gln
95

Glu Ile

60

120
180
240
300
339

33



30866

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 93
aaggtttct 9

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 94
Lys Val Ser
1

<210> 95

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 95
atgcaaggtt cacactggcc tccgtacact 30

<210> 96

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 96
Met Gln Gly Ser His Trp Pro Pro Tyr Thr
1 5 10

<210> 97
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

-92-



<400> 97

caggttcagc
acctgcgctg
ccagggaagg
ccgtccctca
aagctgaggt
gactactact

98
119
PRT
Trinh

<210>
<211>
212>
<213>

220>
<223> Tong
<400> 98
Gln Val Gln
1
Thr Leu Ser
Ser
35
Ile

Tyr Trp
Glu
50
Arg

Gly

Ser
65
Lys

Gly

Leu Arg

Arg Gly Gly

Thr Thr Val

115

99

24
ADN
Trinh

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

<220>
<223> Téng

<400> 99

tacagcagtg
tctatggtgg
ggttggagtsg
agagtcgagg
ctgtgaccgc
tcggcatgga

ty nhan ta

hgp

Leu Gln G1

Leu Thr
20

Trp

Cy

Ile Ar

Asn His Ar

Thr Ile Se
70
Val Th
85

Asp

Ser

Gly
100
Thr

Ty

Val Se

ty nhan ta

hop

gggcgceagga
atccttcagt
gattggggaa
caccatatca
cgcggacacg
cgtctgggsc

(0]

n Trp
s Ala

g Gln

g Gly
55
r Leu
r Ala
r Tyr

r Ser

0]

ggtggatcct tcagtggtaa ctac

<2106> 100
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tong

<400> 100

Gly Gly Ser Phe Ser Gly Asn Tyr

1

hgp

5

Trinh ty nhan tao

30866

Gly
Val
Ser
40

Asn
Asp
Ala

Phe

ctgttgaagc
ggtaactact
atcaatcatc
ttagacacgt
gccatgtatt

caggggacca

Ala
Tyr
25

Pro
Ser
Thr

Asp

Gly
105

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr

90
Met

-93-

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Asp

ctgcggagac
ggagctggat
gtggaaactc
ccaagaacca
attgtgtgag
cggtcaccgt

Leu
Ser
Gly
Asn
60

Asn

Met

Val

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Gln
Tyr

Trp

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Leu

Tyr

Gly
110

Ala
15

Gly
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Gln

cctgtccectce
ccgeccagtcc
caactacaac
gttatccctg

aggeggeteses
ctcctca

Glu
Asn
Ile
Lys
Leu
80

Val

Gly

60

120
180
240
300
357

24



30866

<210> 101
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 101
atcaatcatc gtggaaactc ¢

<210> 102

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 102
Ile Asn His Arg Gly Asn Ser
1 5

<210> 103

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 103
gtgagagggg gtggggacta ctacttcgge atggacgtc

<210> 104

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 104
Val Arg Gly Gly Gly Asp Tyr Tyr Phe Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 105
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

-9Y-

21

39



<400> 105

gccatccagt
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagatttteg
gggaccaagg

<216>
<211>
<212>
<213>

106
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 106
Ala Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Gly Trp
35
Ala Thr
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

<216>
<211>
<212>
<213>

107
18
ADN
Trinh

<220>
<223> Tong
<400> 107

cagggcattg

<210> 108
<211> 6

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Téng

<400> 108

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttatta
tggaaatcaa

tu nhan

hop

Leu Thr

Thr Ile
20
Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln Gly

100

tu nhan

hop

gaaatgat

hop

Gln
Thr
Leu
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

30866

tccatcctcc
gggcattgga
gatctatgct
tggcacagat
ctgtctacaa

g

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Ser

Arg

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

Trinh tu nhan tao

Gln Gly Ile Gly Asn Asp

1

<210> 109

5

ctgtctgegt
aatgatttag
acatccagtt
ttcactctca
gattacaatt

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Asp

Leu

Gln
90
Ile

Leu

Glu
105

Lys

-05-

ctgtaggaga cagagtcacc
gctggtatca gctgagacca
tacaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag cctgcagcect
atccgtggac gttcggccaa

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro

80
Trp

60

120
180
240
300
321

18



30866

<211> 9
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hop

<400> 109
gctacatcc 9

<210> 110

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 110
Ala Thr Ser
1

<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 111
ctacaagatt acaattatcc gtggacg 27

<210> 112

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Téng hap

<400> 112
Leu Gln Asp Tyr Asn Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 113
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hap

<400> 113

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagce cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcgctg tctatggagg gtccttcagt ggttactact ggagctggat ccgccagtcc 120

-96-



30866

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcata
ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtagacacgt
aagttgacct ctgtgaccgc cgcggacacg gcetgtatatt
acctactact acggtatgga cgtttggggc caagggacca

<210> 114
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 114
Gln Val Gln Leu Gln Gln
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg
35
Gly Glu Ile Asn His Ser
50
Ser Arg Val Thr Ile Ser
65 70
Lys Leu Thr Ser Val Thr
85
Arg Gly Gly Gly Thr Tyr
100
Thr Thr Val Thr Val Ser
115

<210> 115
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 115

Trp
Ala
Gln
Gly
55

Val
Ala
Tyr

Ser

ggagggtcct tcagtggtta ctac

<210> 116

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdéng hop

Gly
Val
Ser
40

Ser
Asp

Ala

Tyr

<400> 116

Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr
1 5

<210> 117

<211> 21

Ala
Tyr
25

Pro
Thr
Thr

Asp

Gly
105

-97-

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr

90
Met

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Asp

gtggaagcac caactacaac 180
ccaagaacca gttctccctg 240
tctgtgegag agggggtggg 300
cggtcaccgt ctcctca 357

Leu Lys Pro Ser Glu
15
Ser Phe Ser Gly Tyr
30
Gly Leu Glu Trp Ile
45
Asn Pro Ser Leu Lys
60
Asn Gln Phe Ser Leu
80
Val Tyr Phe Cys Ala
95
Val Trp Gly Gln Gly
110

24



30866

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 117
atcaatcata gtggaagcac c 21

<216> 118

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 118
Ile Asn His Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 119

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 119
gcgagagggg gtgggaccta ctactacggt atggacgtt 39

<210> 120

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng hap

<400> 120
Ala Arg Gly Gly Gly Thr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 121
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 121

gccatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgecat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca gggcattgga tatgatttag gctggtatca gcagaaacca 120

-08-



gggaaagccc ctaagctcect
aggttcagcg gcagtggatc
gaagattttg caacttatta

gggaccaagg tggatatcaa a

<210> 122

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>

<223> Tong hop

<400> 122

Ala Ile Gln Met Thr

1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Gly Trp Tyr Gln

35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Thr

85

Thr Phe Gly Gln Gly
100

<210> 123

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan

<220>

<223> Tong hop

<400> 123

cagggcattg gatatgat

<210> 124
<211> 6
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 124
Gln Gly Ile Gly Tyr Asp

1

<210> 125
<211> 9
<212> ADN

<213>

Téng hop

5

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

Trinh tu nhan tao

Trinh tu nhan tao

Ser
Cys
Lys

Gln

C
2

Phe
Tyr

Lys

30866

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

Ser
Ala

25
Gly

Leu
Leu

Asp
105

-99-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Asp

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Tyr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro

80
Trp

gatctatgct gcatccagtt tacaaagtgg ggtcccatca 180
tggcacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagect 240
ctgtctacag gattacaatt acccgtggac gttcggccaa 360

321

18



30866

<220>
<223> Téng hgp

<400> 125
gctgcatcc

<210> 126

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 126
Ala Ala Ser
1

<216> 127
<211> 27
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 127
ctacaggatt acaattaccc gtggacg

<210> 128

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hagp

<400> 128
Leu Gln Asp Tyr Asn Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 129
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng haop

<400> 129

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc
acctgecgetg tctatggtgg atccttcagt ggtgactact
ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcata
ccgtccctca agagtcgagt caccatatca atagacacgt
aaactgagct ctgtgaccgc cgcggacacg getgtgtatt

-100-

cttcggagac
ggagctggat
gtggaagcac
Cccaagaacca
actgtgcgag

27

cctgtcccte 60
tcgccagtcc 120
caactacaac 180
gttctccctg 240

aggaggcggg 399



30866

gactactact acggtatgga cgtctgggge ctagggacca cggtcaccgt ctcctca 357

<210> 130
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tv nhan tao

<220>
<223> Toéng hagp

<400> 130
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Asp
20 25 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Thr Ile Ser Ile Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Gly Gly Gly Asp Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Leu Gly
100 105 110
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 131
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 131
ggtggatcct tcagtggtga ctac 24

<216> 132

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 132
Gly Gly Ser Phe Ser Gly Asp Tyr
1 5

<210> 133
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

-101-



<220>
<223> Téng

<400> 133

hop

30866

atcaatcata gtggaagcac c

<210> 134
<211> 7

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Téng

<400> 134

hop

Trinh ty nhan tao

Ile Asn His Ser Gly Ser Thr

1

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

135
39
ADN

<220>
<223> Tong

<400> 135

5

hop

Trinh ty nhan tao

gcgagaggag gcggggacta ctactacggt atggacgtc

<210>
211>
<212>
<213>

136
13
PRT

<220>
<223> Toéng

<400> 136

hop

Trinh ty nhan tao

Ala Arg Gly Gly Gly Asp Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1

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

137
321
ADN

<220>
<223> Tong
<400> 137

gccatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagyg

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaacctcct
gcagtggatc
caacttatta
tggaaatcaa

Trinh tu nhan tao

tccatcctcc
gggcattgga
gatctatgct
tggcacagat
ctgtctacaa
a

10

ctgtctgcat
aatgatttag
acatccagtt
ttcactctca
gattacaatt

-102-

ctgtaggaga
gctggtatca
tacaaagtgg
ccatcagcag
acccgtggac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
gttcggccaa

21

39

60

120
180
240
300
321



30866

<210> 138
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hogp

<400> 138
Ala Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
20 25

Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys

35 40
Tyr Ala Thr Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln

85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

100 105

<210> 139

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hagp

<400> 139
cagggcattg gaaatgat

<210> 140

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 140
Gln Gly Ile Gly Asn Asp
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuv nhan tao

<220>

-103-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Asp

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Asn
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro

80
Trp

18



<223> Téng

<400> 141
gctacatcc

<210> 142
<211> 3

<212> PRT
<213>

<220>

<223> Téng

<400> 142

Ala Thr Ser
1

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

143
27
ADN

<220>
<223> Tong

<400> 143

hop

hop

hop

30866

Trinh tu nhan tao

Trinh tu nhan tao

ctacaagatt acaattaccc gtggacg

<210> 144
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tong

<400> 144

hop

Trinh tu nhan tao

Leu Gln Asp Tyr Asn Tyr Pro Trp Thr

1

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

145
3633
ADN
Nguoi

<400> 145

atgcgaccct
gcgagtcgge
ttgggcactt
gtccttggga
accatccagg
ttggaaaacc
gtcttatcta
caggaaatcc
agcatccagt
cagaaccacc

5

tinh khon

ccgggacgge
ctctggagga

ttgaagatca
atttggaaat
aggtggctgg
tgcagatcat
actatgatgc
tgcatggcgc
ggcgggacat
tgggcagetg

cggggcageg
aaagaaagtt
ttttctcagc
tacctatgtg
ttatgtcctc
cagaggaaat
aaataaaacc
cgtgeggttc
agtcagcagt
CCaaaagtgt

ctcctggcgc
tgccaaggca
ctccagagga
cagaggaatt
attgccctca
atgtactacg
ggactgaagg
agcaacaacc
gactttctca
gatccaagct

-104-

tgctggetgce
cgagtaacaa
tgttcaataa
atgatctttc
acacagtgga
aaaattccta
agctgcccat
ctgccctgtg
gcaacatgtc
gtcccaatgg

gctctgeccg
gctcacgcag
ctgtgaggtg
cttcttaaag
gcgaattcct
tgccttagca
gagaaattta
caacgtggag
gatggacttc

gagctgectgg

27

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



ggtgcaggag
gggegetgec
acaggccccc
aaggacacct
cccgagggca
gtgacagatc
gacggcgtcc
ggtattggty
aactgcacct
ttcacacata
atcacagggt
gagaacctag
gtcagcctga
gtgataattt
tttgggacct
gccacaggcc
agggactgeg
cttctggagg
gagtgcctgc
cagtgtgccc
ggagaaaaca
catccaaact
cctaagatcc
gcecctgggga
aggctgctgc
caagctctct
ggtgegtreceg
ccecgtegceta
gatgaagcct
tgcctcacct
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgegtsy
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatct
atcgatgtct
ttccgtgagt
attcagggesg
ctgatggatg
cagggcttct
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccecgetggct
agagacccac
actgtccagc
ggcagccacc
gccaagccaa
gcgccacaaa

<2106>
<211>
212>
<213>

146
1210
PRT

aggagaactg
gtggcaagtc
gggagagega
gccccccact
aatacagctt
acggctcgtg
gcaagtgtaa
aatttaaaga
ccatcagtgg
ctcctectcet
ttttgctgat
aaatcatacg
acataacatc
caggaaacaa
ccggtcagaa
aggtctgcca
tctcttgecg
gtgagccaag
ctcaggccat
actacattga
acaccctggt
gcacctacgg
cgtccatcgc
tcggectctt
aggagaggea
tgaggatctt
gcacggtgta
tcaaggaatt
acgtgatggc
ccaccgtgca
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctccatcct
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagccc
attccaccgt
gcttcttgea
acaccttcct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

Nguoi tinh khoén

30866

ccagaaactg
ccccagtgac
ctgectggtc
catgctctac
tggtgccacc
cgtccgagcc
gaagtgcgaa
ctcactctcc
cgatctccac
ggatccacag
tcaggcttgg
cggcaggacc
cttgggatta
aaatttgtgc
aaccaaaatt
tgcecttgtgc
gaatgtcagc
ggagtttgtg
gaacatcacc
cggecececcac
ctggaagtac
atgcactggg
cactgggatg
catgcgaagg
gctrtgrggag
gaaggaaact
taagggactc
aagagaagca
cagcgtggac
gctcatcacg
caatattggc
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgc
attctccaaa
gcatttgcca
ggacgacgtg
ctccacgtca
ggcttgcatt
gcgatacagc
cccagtgect
tcctgtctat
cccccacagce
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctcc
tattggagca

accaaaatca
tgctgccaca
tgccgcaaat
aaccccacca
tgcgtgaaga
tgtggegeceg
gggccttgcc
ataaatgcta
atcctgccgg
gaactggata
cctgaaaaca
aagcaacatg
cgctccctca
tatgcaaata
ataagcaaca
tcccccgagg
cgaggcaggs
gagaactctg
tgcacaggac
tgcgtcaaga
gcagacgccg
ccaggtcttg
gtgggggccc
cgccacatcg
cctcttacac
gaattcaaaa
tggatcccag
acatctccga
aacccccacg
cagctcatgc
tcccagtacc
cgtcgettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccacc
ggatccaagc
gaacgcctcc
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgeeg
cggactcccc
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcagc
actgcagtgg
ttcgacagcc
gactaccagc
acagctgaaa
tga

-105-

tctgtgccca
accagtgtgc
tccgagacga
cgtaccagat
agtgtccccg
acagctatga
gcaaagtgtg
cgaatattaa
tggcatttag
ttctgaaaac
ggacggacct
gtcagttttc
aggagataag
caataaactg
gaggtgaaaa
gctgetggeg
aatgcgtgga
agtgcataca
ggggaccaga
cctgececeggce
gccatgtgtg
aaggctgtcc
tcctettget
ttcggaagceg
ccagtggaga
agatcaaagt
aaggtgagaa
aagccaacaa
tgtgccgect
ccttcggetg
tgctcaactg
tgcaccgcga
cagattttgg
gcaaagtgcc
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagccacc
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagcetc
ggctgcaaag
caggcgcctt
accagtccgt
ctctgaaccc
gcaaccccga
ctgcccactg
aggacttctt
atgcagaata

gcagtgctcc
tgcaggctgce
agccacgtgc
ggatgtgaac
taattatgtg
gatggaggaa
taacggaata
acacttcaaa
gggtgactcc
cgtaaaggaa
ccatgccttt
tcttgeagtc
tgatggagat
gaaaaaactg
cagctgcaag
cccggagcecc
caagtgcaac
gtgccaccca
caactgtatc
aggagtcatg
ccacctgtgc
aacgaatggg
gctggtgety
cacgctgcgg
agctcccaac
gctgggctcc
agttaaaatt
ggaaatcctc
gctgggcatc
cctcctggac
gtgtgtgcag
cctggcagcc
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgcc
catatgtacc
tcgcccaaag
ctaccttgtc
ctaccgtgcc
catcccacag
tctgagtgca
ctgtcccatc
gactgaggac
tcccaaaagg
cgcgeccagce
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggtc

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
19860
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3633



<400> 146

Met
1

Ala
Gly
Leu
Leu
65

Thr
Glu
Tyr
Lys
His
145
Ser
Ser
Ser
Lys
Gly
225
Thr
Glu
Thr
Ala
Gly
305
Asp
Cys
Ala
Leu
Pro
385
Ile

Leu

Arg Pro
Leu Cys

Thr Ser
35

Ser Leu

50

Glu Ile

Ile Gln
Arg Ile

Glu Asn
115

Thr Gly

130

Gly Ala

Ile Gln
Met Asp

Cys Pro
195

Leu Thr

210

Lys Ser

Gly Pro
Ala Thr

Thr Tyr
275

Thr Cys

290

Ser Cys

Gly Vval

Asn Gly

Thr Asn
355

His Ile

370

Pro Leu

Thr Gly

His Ala

Ser
Pro
20

Asn
Gln
Thr
Glu
Pro
100
Ser
Leu
Val
Trp
Phe
180
Asn
Lys
Pro
Arg
Cys
260
Gln
Val
Val
Arg
Ile
340
Ile
Leu
Asp
Phe

Phe
420

Gly
Ala
Lys
Arg
Tyr
Val
85

Leu
Tyr
Lys
Arg
Arg
165
Gln
Gly
Ile
Ser
Glu
245
Lys
Met
Lys
Arg
Lys
325
Gly
Lys
Pro
Pro
Leu

405
Glu

Thr
Ser
Leu
Met
Val
70

Ala
Glu
Ala
Glu
Phe
150
Asp
Asn
Ser
Ile
Asp
230
Ser
Asp
Asp
Lys
Ala
310
Cys
Ile
His
Val
Gln
390

Leu

Asn

Ala
Arg
Thr
Phe
55

Gln
Gly
Asn
Leu
Leu
135
Ser
Ile
His
Cys
Cys
215
Cys
Asp
Thr
Val
Cys
295
Cys
Lys
Gly
Phe
Ala
375
Glu
Ile

Leu

30866

Gly
Ala
Gln
40

Asn
Arg
Tyr
Leu
Ala
120
Pro
Asn
Val
Leu
Trp
200
Ala
Cys
Cys
Cys
Asn
280
Pro
Gly
Lys
Glu
Lys
360
Phe
Leu

Gln

Glu

Ala
Leu
25

Leu
Asn
Asn
Val
Gln
105
Val
Met
Asn
Ser
Gly
185
Gly
Gln
His
Leu
Pro
265
Pro
Arg
Ala
Cys
Phe
345
Asn
Arg
Asp

Ala

Ile
425

Ala
10

Glu
Gly
Cys
Tyr
Leu
90

Ile
Leu
Arg
Pro
Ser
170
Ser
Ala
Gln
Asn
Val
250
Pro
Glu
Asn
Asp
Glu
330
Lys
Cys
Gly
Ile
Trp

410
Ile

-106-

Leu
Glu
Thr
Glu
Asp
75

Ile
Ile
Ser
Asn
Ala
155
Asp
Cys
Gly
Cys
Gln
235
Cys
Leu
Gly
Tyr
Ser
315
Gly
Asp
Thr
Asp
Leu
395

Pro

Arg

Leu
Lys
Phe
Val
60

Leu
Ala
Arg
Asn
Leu
140
Leu
Phe
Gln
Glu
Ser
220
Cys
Arg
Met
Lys
Val
300
Tyr
Pro
Ser
Ser
Ser
380
Lys

Glu

Gly

Ala
Lys
Glu
45

Val
Ser
Leu
Gly
Tyr
125
Gln
Cys
Leu
Lys
Glu
205
Gly
Ala
Lys
Leu
Tyr
285
Val
Glu
Cys
Leu
Ile
365
Phe
Thr

Asn

Arg

Leu
Val
30

Asp
Leu
Phe
Asn
Asn
110
Asp
Glu
Asn
Ser
Cys
190
Asn
Arg
Ala
Phe
Tyr
270
Ser
Thr
Met
Arg
Ser
350
Ser
Thr
Val
Arg

Thr
430

Leu
15

Cys
His
Gly
Leu
Thr
95

Met
Ala
Ile
Val
Asn

175
Asp

Cys
Gly
Arg
255
Asn
Phe
Asp
Glu
Lys
335
Ile
Gly
His
Lys
Thr

415
Lys

Ala
Gln
Phe
Asn
Lys
80

Val
Tyr
Asn
Leu
Glu
160
Met
Pro
Gln
Arg
Cys
240
Asp
Pro
Gly
His
Glu
320
Val
Asn
Asp
Thr
Glu
400

Asp

Gln



His
Gly
Gly
465
Phe
Asn
Glu
Val
Glu
545
Glu
Asp
Lys
Lys
Thr
625
Pro
Leu
Ile
Val
Arg
705
Gly
Lys
Pro
Val
Thr
785
Tyr
Trp
Leu

Gln

Glu
865

Gly
Leu
450
Asn
Gly
Ser
Gly
Ser
530
Pro
Cys
Asn
Thr
Tyr
610
Tyr
Lys

Leu

Glu
690
Ile
Ala
Val
Lys
Asp
770
Val
Val
Cys
Val
His

850
Glu

Gln
435
Arg
Lys
Thr
Cys
Cys
515
Arg
Arg
Leu
Cys
Cys
595
Ala
Gly
Ile
Val
Arg
675
Pro
Leu
Phe
Lys
Ala
755
Asn
Gln
Arg
Val
His
835

Val

Lys

Phe
Ser
Asn
Ser
Lys
500
Trp
Gly
Glu
Pro
Ile
580
Pro
Asp
Cys
Pro
Val
660
Lys
Leu
Lys
Gly
Ile
740
Asn
Pro
Leu
Glu
Gln
820
Arg

Lys

Glu

Ser
Leu
Leu
Gly
485
Ala
Gly
Arg
Phe
Gln
565
Gln
Ala
Ala
Thr
Ser
645
Ala
Arg
Thr
Glu
Thr
725
Pro
Lys
His
Ile
His
805
Ile
Asp

Ile

Tyr

Leu
Lys
Cys
470
Gln
Thr
Pro
Glu
Val
550
Ala
Cys
Gly
Gly
Gly
630
Ile
Leu
Thr
Pro
Thr
710
Val
Val
Glu
Val
Thr
790
Lys
Ala
Leu

Thr

His
870

Ala
Glu
455
Tyr
Lys
Gly
Glu
Cys
535
Glu
Met
Ala
Val
His
615
Pro
Ala
Gly
Leu
Ser
695
Glu
Tyr
Ala
Ile
Cys
775
Gln
Asp
Lys
Ala
Asp

855
Ala

30866

Val Val Ser

440
Ile

Ala
Thr
Gln
Pro
520
Val
Asn
Asn
His
Met
600
Val
Gly
Thr
Ile
Arg
680
Gly
Phe
Lys
Ile
Leu
760
Arg
Leu
Asn
Gly
Ala
840

Phe

Glu

Ser
Asn
Lys
Val
505
Arg
Asp
Ser
Ile
Tyr
585
Gly
Cys
Leu
Gly
Gly
665
Arg
Glu
Lys
Gly
Lys
745
Asp
Leu
Met
Ile
Met
825
Arg
Gly

Gly

Asp
Thr
Ile
490
Cys
Asp
Lys
Glu
Thr
570
Ile
Glu
His
Glu
Met
650
Leu
Leu
Ala
Lys
Leu
730
Glu
Glu
Leu
Pro
Gly
810
Asn
Asn

Leu

Gly

-107-

Leu
Gly
Ile
475
Ile
His
Cys
Cys
Cys
555
Cys
Asp
Asn
Leu
Gly
635
Val
Phe
Leu
Pro
Ile
715
Trp
Leu
Ala
Gly
Phe
795
Ser
Tyr
Val

Ala

Lys
875

Asn
Asp
460
Asn
Ser
Ala
Val
Asn
540
Ile
Thr
Gly
Asn
Cys
620
Cys
Gly
Met
Gln
Asn
700
Lys
Ile
Arg
Tyr
Ile
780
Gly
Gln
Leu
Leu
Lys

860
Val

Ile
445
Val
Trp
Asn
Leu
Ser
525
Leu
Gln
Gly
Pro
Thr
605
His
Pro
Ala
Arg
Glu
685
Gln
Val
Pro
Glu
Val
765
Cys
Cys
Tyr
Glu
Val
845

Leu

Pro

Thr
Ile
Lys
Arg
Cys
510
Cys
Leu
Cys
Arg
His
590
Leu
Pro
Thr
Leu
Arg
670
Arg
Ala
Leu
Glu
Ala
750
Met
Leu
Leu
Leu
Asp
830
Lys

Leu

Ile

Ser
Ile
Lys
Gly
495
Ser
Arg
Glu
His
Gly
575
Cys
Val
Asn
Asn
Leu
655
Arg
Glu
Leu
Gly
Gly
735
Thr
Ala
Thr
Leu
Leu
815
Arg
Thr
Gly

Lys

Leu
Ser
Leu
480
Glu
Pro
Asn
Gly
Pro
560
Pro
Val
Trp
Cys
Gly
640
Leu
His
Leu
Leu
Ser
720
Glu
Ser
Ser
Ser
Asp
800
Asn
Arg
Pro

Ala

Trp
880



Met Ala Leu

Val Trp Ser

Lys Pro Tyr

915

Lys Gly Glu
930

Met Ile

945

Phe

Met

Arg Glu

Arg Tyr Leu

Thr Ser
995
Val

Asp

Val
1010
Ser Pro

Asp

Ser
1025
Thr Ser Asn

Ser Cys Pro

Pro Thr Gly
1075
Val Pro Glu
1090
Val Gln Asn
1105
Arg Asp Pro

Glu Tyr Leu

Ser Pro Ala
1155

Asn Pro Asp Tyr Gln Gln Asp

1170
Gly Ile Phe
1185
Ala Pro Gln

147
943
PRT
Nguoi

<216>
<211>
<212>
<213>

<400> 147

Met Arg Pro
1

Ala Leu Cys

Val val Thr
35

Glu Ser Ile

885
Gly

Tyr Val

900
Asp

Gly Ile

Arg Leu Pro

Val Lys Cys
950
Ile Ile
965

Ile

Leu
Val Gln
980
Asn

Phe Tyr

Asp Ala Asp

Thr Ser

1030
Ser Thr

1045

Lys Glu

Ser
Asn

Ile
1060
Ala Leu Thr

Tyr Ile Asn

Pro Val Tyr
1110
His Tyr Gln

1125
Asn Thr Val
1140

His Trp Ala

Lys Gly Ser
1190
Ser Ser Glu
1205

tinh khon

Ser Gly Thr
5

30866

Leu His Arg

Thr Val Trp
905
Ala Ser
920

Pro

Pro

Gln
935
Trp

Pro

Met Ile

Glu Phe Ser

Gly Glu
985
Leu

Asp

Ala
1000
Tyr Leu

Arg
Glu
1015
Arg Thr Pro
Val Ala Cys

Asp Ser Phe

1065

Glu Asp Ser
1080
Gln Ser Val
1095
His Asn Gln

Asp Pro His

Gln Pro Thr

1145

Gln Lys Gly
1160
Phe Phe
1175

Thr Ala Glu

Phe Ile Gly

Ala Gly Ala

Gln Ser
895

Gly

Ile His
890

Glu

Tyr Thr Asp

Thr Phe
910
Ile

Leu Met Ser

Glu Ile Ser Leu Glu

925
Ile

Ser

Thr Val
940

Asp

Ile Cys Asp Tyr
Ala
955

Met

Ser Pro Lys
960

Gln

Asp Arg

Ala Pro
975
Ser

Lys Arg Asp
970
Arg Pro Pro
990
Glu Asp
1005

Gln Gly

Met His Leu

Met Asp Glu Met Asp

Gln Phe
1020
Ser Ser Leu

Ile Pro Phe

Ala
1040
Leu Gln
1055

Ser Asp

Leu Ser
1035

Asp Arg Asn Gly

Leu

Ile
1050
Leu Gln Arg Tyr Ser
1070
Ile Asp Asp Thr Phe Leu Pro
1085
Pro Lys Arg Pro Ala Gly Ser
1100
Pro Leu Asn Pro Ala Pro Ser
1115 1120
Ser Thr Ala Val Gly Asn Pro
1130 1135
Cys Val Asn Ser Thr Phe Asp
1150
Ile Ser Leu Asp
1165
Ala Lys Pro Asn

Ser His Gln

Pro Lys Glu
1180
Asn Ala Glu Tyr Leu Arg Val
1195 1200
Ala
1210

Ala Leu Leu Ala Leu Leu Ala
10 15

Pro Ala Ser Arg Ala Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr

20

25

30

Asp His Gly Ser Cys Val Arg Ala Cys Gly Ala Asp Ser

40

45

-108-



Tyr
Pro
65

Ser
Ser
Ser
Lys
Glu
145
Gly
Asn
Asp
Asn
Ser
225
Ala
Val
Asn
Ile
Thr
305
Gly
Asn
Cys
Cys
Gly
385
Met
Gln
Asn
Lys
Ile

465
Arg

Glu
50

Cys
Leu
Ile
Phe
Thr
130
Asn
Arg
Ile
Val
Trp
210
Asn
Leu
Ser
Leu
Gln
290
Gly
Pro
Thr
His
Pro
370
Ala
Arg
Glu
Gln
Val
450

Pro

Glu

Met
Arg
Ser
Ser
Thr
115
Val
Arg
Thr
Thr
Ile
195
Lys
Arg
Cys
Cys
Leu
275
Cys
Arg
His
Leu
Pro
355
Thr
Leu
Arg
Arg
Ala
435
Leu

Glu

Ala

Glu
Lys
Ile
Gly
100
His
Lys
Thr
Lys
Ser
180
Ile
Lys
Gly
Ser
Arg
260
Glu
His
Gly
Cys
Val
340
Asn
Asn
Leu
Arg
Glu
420
Leu
Gly
Gly

Thr

Glu
Val
Asn
85

Asp
Thr
Glu
Asp
Gln
165
Leu
Ser
Leu
Glu
Pro
245
Asn
Gly
Pro
Pro
Val
325
Trp
Cys
Gly
Leu
His
405
Leu
Leu
Ser

Glu

Ser
485

Asp
Cys
70

Ala
Leu
Pro
Ile
Leu
150
His
Gly
Gly
Phe
Asn
230
Glu
Val
Glu
Glu
Asp
310
Lys
Lys
Thr
Pro
Leu
390
Ile
Val
Arg
Gly
Lys

470
Pro

Gly
55

Asn
Thr
His
Pro
Thr
135
His
Gly
Leu
Asn
Gly
215
Ser
Gly
Ser
Pro
Cys
295
Asn
Thr
Tyr
Tyr
Lys
375
Leu
Val
Glu
Ile
Ala
455

Val

Lys

30866

Val
Gly
Asn
Ile
Leu
120
Gly
Ala
Gln
Arg
Lys
200
Thr
Cys
Cys
Arg
Arg
280
Leu
Cys
Cys
Ala
Gly
360
Ile
Val
Arg
Pro
Leu
440
Phe

Lys

Ala

Arg
Ile
Ile
Leu
105
Asp
Phe
Phe
Phe
Ser
185
Asn
Ser
Lys
Trp
Gly
265
Glu
Pro
Ile
Pro
Asp
345
Cys
Pro
Val
Lys
Leu
425
Lys
Gly

Ile

Asn

Lys
Gly
Lys
90

Pro
Pro
Leu
Glu
Ser
170
Leu
Leu
Gly
Ala
Gly
250
Arg
Phe
Gln
Gln
Ala
330
Ala
Thr
Ser
Ala
Arg
410
Thr
Glu
Thr

Pro

Lys
490

-109-

Cys
Ile
75

His
Val
Gln
Leu
Asn
155
Leu
Lys
Cys
Gln
Thr
235
Pro
Glu
Val
Ala
Cys
315
Gly
Gly
Gly
Ile
Leu
395
Thr
Pro
Thr
Val
Val

475
Glu

Lys
60

Gly
Phe
Ala
Glu
Ile
140
Leu
Ala
Glu
Tyr
Lys
220
Gly
Glu
Cys
Glu
Met
300
Ala
Val
His
Pro
Ala
380
Gly
Leu
Ser
Glu
Tyr
460
Ala

Ile

Lys
Glu
Lys
Phe
Leu
125
Gln
Glu
Val
Ile
Ala
205
Thr
Gln
Pro
Val
Asn
285
Asn
His
Met
Val
Gly
365
Thr
Ile
Arg
Gly
Phe
445
Lys

Ile

Leu

Cys
Phe
Asn
Arg
110
Asp
Ala
Ile
Val
Ser
190
Asn
Lys
Val
Arg
Asp
270
Ser
Ile
Tyr
Gly
Cys
350
Leu
Gly
Gly
Arg
Glu
430
Lys
Gly

Lys

Asp

Glu
Lys
Cys
95

Gly
Ile
Trp
Ile
Ser
175
Asp
Thr
Ile
Cys
Asp
255
Lys
Glu
Thr
Ile
Glu
335
His
Glu
Met
Leu
Leu
415
Ala
Lys
Leu

Glu

Glu
495

Gly
Asp
80

Thr
Asp
Leu
Pro
Arg
160
Leu
Gly
Ile
Ile
His
240
Cys
Cys
Cys
Cys
Asp
320
Asn
Leu
Gly
Val
Phe
400
Leu
Pro
Ile
Trp
Leu

480
Ala



Tyr
Ile
Gly
Gln
545
Leu
Leu
Lys
Val
Thr
625
Met
Ser
Thr
Asp
Ala
705
His
Glu
Gln
Ser
Arg
785
Arg
Asp
Arg
Asn
Ala
865
Asn
Gln
Glu

Glu

Val
Cys
Cys
530
Tyr
Glu
Val
Leu
Pro
610
His
Thr
Ser
Ile
Ser
690
Arg
Leu
Glu
Gln
Ser
770
Asn
Tyr
Thr
Pro
Pro
850
Val
Ser
Ile

Ala

Tyr
930

Met
Leu
515
Leu
Leu
Asp
Lys
Leu
595
Ile
Gln
Phe
Ile
Asp
675
Arg
Asp
Pro
Asp
Gly

755
Leu

Ser
Phe
Ala
835
Ala
Gly
Thr
Ser
Lys

915
Leu

Ala
500
Thr
Leu
Leu
Arg
Thr
580
Gly
Lys
Ser
Gly
Leu
660
Val
Pro
Pro
Ser
Met
740
Phe
Ser
Leu
Ser
Leu
820
Gly
Pro
Asn
Phe
Leu
900

Pro

Arg

Ser
Ser
Asp
Asn
Arg
565
Pro
Ala
Trp
Asp
Ser
645
Glu
Tyr
Lys
Gln
Pro
725
Asp
Phe
Ala
Gln
Asp
805
Pro
Ser
Ser
Pro
Asp
885
Asp

Asn

Val

Val
Thr
Tyr
Trp
550
Leu
Gln
Glu
Met
Val
630
Lys
Lys
Met
Phe
Arg
710
Thr
Asp
Ser
Thr
Ser
790
Pro
Val
Val
Arg
Glu
870
Ser
Asn

Gly

Ala

Asp
Val
Val
535
Cys
Val
His
Glu
Ala
615
Trp
Pro
Gly
Ile
Arg
695
Tyr
Asp
Val
Ser
Ser
775
Cys
Thr
Pro
Gln
Asp
855
Tyr
Pro
Pro

Ile

Pro
935

30866

Asn Pro
505

Gln Leu

520

Arg Glu

Val Gln
His Arg

Val Lys
585

Lys Glu

600

Leu Glu

Ser Tyr
Tyr Asp

Glu Arg
665

Met Val

680

Glu Leu

Leu Val
Ser Asn

Val Asp
745

Pro Ser

760

Asn Asn

Pro Ile
Gly Ala

Glu Tyr
825

Asn Pro

840

Pro His

Leu Asn
Ala His

Asp Tyr
905

Phe Lys

920

Gln Ser

His
Ile
His
Ile
Asp
570
Ile
Tyr
Ser
Gly
Gly
650
Leu
Lys
Ile
Ile
Phe
730
Ala
Thr
Ser
Lys
Leu
810
Ile
Val
Tyr
Thr
Trp
890
Gln
Gly

Ser

-110-

Val
Thr
Lys
Ala
555
Leu
Thr
His
Ile
Val
635
Ile
Pro
Cys
Ile
Gln
715
Tyr
Asp
Ser
Thr
Glu
795
Thr
Asn
Tyr
Gln
Val
875
Ala
Gln

Ser

Glu

Gln
Asp
540
Ala
Asp
Ala
Leu
620
Thr
Pro
Gln
Trp
Glu
700
Gly
Arg
Glu
Arg
Val
780
Asp
Glu
Gln
His
Asp
860
Gln
Gln
Asp

Thr

Phe
940

Arg
Leu
525
Asn
Gly
Ala
Phe
Glu
605
His
Val
Ala
Pro
Met
685
Phe
Asp
Ala
Tyr
Thr
765
Ala
Ser
Asp
Ser
Asn
845
Pro
Pro
Lys
Phe
Ala

925
Ile

Leu
510
Met
Ile
Met
Arg
Gly
590
Gly
Arg
Trp
Ser
Pro
670
Ile
Ser
Glu
Leu
Leu
750
Pro
Cys
Phe
Ser
Val
830
Gln
His
Thr
Gly
Phe
910
Glu

Gly

Leu
Pro
Gly
Asn
Asn
575
Leu
Gly
Ile
Glu
Glu
655
Ile
Asp
Lys
Arg
Met
735
Ile
Leu
Ile
Leu
Ile
815
Pro
Pro
Ser
Cys
Ser
895
Pro

Asn

Ala

Gly
Phe
Ser
Tyr
560
Val
Ala
Lys
Tyr
Leu
640
Ile
Cys
Ala
Met
Met
720
Asp
Pro
Leu
Asp
Gln
800
Asp
Lys
Leu
Thr
Val
880
His

Lys

Ala



30866

<210> 148

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 148
Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His
1 5 10

<210> 149

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 149

Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His Gly Gly Gly
1 5 10 15

Gly Ser Lys

<210> 150

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 150

Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr
1 5 10 15

Asp His

<210> 151
<211> 22
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 151
Cys Gly Ala Asp Ser Tyr Glu Met Glu Glu Asp Gly Val Arg Lys Cys
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Ser Lys
20

<210> 152

<211> 408
<212> PRT

-111-



<213>

<220>

<223>

<400> 152

Met
1

Ala
Val
Tyr
Pro
65

Ser
Ser
Ser
Lys
Glu
145
Gly
Asn
Asp
Asn
Ser
225
Ala
Val
Asn
Ile
Thr
305
Gly
Asn
Cys
Cys
Ile

385
Asp

Arg Pro
Leu Cys

Val Thr
35

Glu Met

50

Cys Arg

Leu Ser
Ile Ser

Phe Thr
115

Thr Val

130

Asn Arg

Arg Thr
Ile Thr

Val Ile
195

Trp Lys

210

Asn Arg

Leu Cys
Ser Cys

Leu Leu
275

Gln Cys

290

Gly Arg

Pro His

Thr Leu

His Pro
355

Pro Thr

370

Ser Glu

Leu His

Téng hop

Ser
Pro
20

Asp
Glu
Lys
Ile
Gly
100
His
Lys
Thr
Lys
Ser
186
Ile
Lys
Gly
Ser
Arg
260
Glu
His
Gly
Cys
Val
340
Asn
Asn

Glu

His

Trinh tu nhan

Gly
Ala
His
Glu
Val
Asn
85

Asp
Thr
Glu
Asp
Gln
165
Leu
Ser
Leu
Glu
Pro
245
Asn
Gly
Pro
Pro
Val
325
Trp
Cys
Gly

Asp

His

tao

Thr
Ser
Gly
Asp
Cys
70

Ala
Leu
Pro
Ile
Leu
150
His
Gly
Gly
Phe
Asn
230
Glu
Val
Glu
Glu
Asp
310
Lys
Lys
Thr
Pro
Leu

390
His

Ala
Arg
Ser
Gly
55

Asn
Thr
His
Pro
Thr
135
His
Gly
Leu
Asn
Gly
215
Ser
Gly
Ser
Pro
Cys
295
Asn
Thr
Tyr
Tyr
Lys
375
Gly

His

30866

Gly
Ala
Cys
40

Val
Gly
Asn
Ile
Leu
120
Gly
Ala
Gln
Arg
Lys
200
Thr
Cys
Cys
Arg
Arg
280
Leu
Cys
Cys
Ala
Gly
360
Ile
Gly

His

Ala
Leu
25

Val
Arg
Ile
Ile
Leu
105
Asp
Phe
Phe
Phe
Ser
185
Asn
Ser
Lys
Trp
Gly
265
Glu
Pro
Ile
Pro
Asp
345
Cys

Pro

Glu

Ala
10

Glu
Arg
Lys
Gly
Lys
90

Pro
Pro
Leu
Glu
Ser
170
Leu
Leu
Gly
Ala
Gly
250
Arg
Phe
Gln
Gln
Ala
330
Ala
Thr

Ser

Gln

-112-

Leu
Glu
Ala
Cys
Ile
75

His
Val
Gln
Leu
Asn
155
Leu
Lys
Cys
Gln
Thr
235
Pro
Glu
Val
Ala
Cys
315
Gly
Gly
Gly

Ile

Lys
395

Leu
Lys
Cys
Lys
60

Gly
Phe
Ala
Glu
Ile
140
Leu
Ala
Glu
Tyr
Lys
220
Gly
Glu
Cys
Glu
Met
300
Ala
Val
His
Pro
Ala

380
Leu

Ala
Lys
Gly
45

Lys
Glu
Lys
Phe
Leu
125
Gln
Glu
Val
Ile
Ala
205
Thr
Gln
Pro
Val
Asn
285
Asn
His
Met
Val
Gly
365
Glu

Ile

Leu
Gly
30

Ala
Cys
Phe
Asn
Arg
110
Asp
Ala
Ile
Val
Ser
190
Asn
Lys
Val
Arg
Asp
270
Ser
Ile
Tyr
Gly
Cys
350
Leu

Gln

Ser

Leu
15

Asn
Asp
Glu
Lys
Cys
95

Gly
Ile
Trp
Ile
Ser
175
Asp
Thr
Ile
Cys
Asp
255
Lys
Glu
Thr
Ile
Glu
335
His
Glu
Lys

Glu

Ala
Tyr
Ser
Gly
Asp
80

Thr
Asp
Leu
Pro
Arg
160
Leu
Gly
Ile
Ile
His
240
Cys
Cys
Cys
Cys
Asp
320
Asn
Leu
Gly

Leu

Glu
400



<210> 153
<211> 613
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 153
Met Arg Pro Ser

1
Ala

Val
Tyr
Pro
65

Ser
Ser
Ser
Lys
Glu
145
Gly
Asn
Asp
Asn
Ser
225
Ala
Val
Asn
Ile
Thr
305
Gly

Asn

Cys

Leu Cys

Val Thr
35

Glu Met

50

Cys Arg

Leu Ser
Ile Ser

Phe Thr
115

Thr Vval

130

Asn Arg

Arg Thr
Ile Thr

Val Ile
195

Trp Lys

210

Asn Arg

Leu Cys
Ser Cys
Leu Leu
275
Gln Cys
290
Gly Arg
Pro His

Thr Leu

His Pro
355

Téng hop

Pro
20

Asp
Glu
Lys
Ile
Gly
100
His
Lys
Thr
Lys
Ser
180
Ile
Lys
Gly
Ser
Arg
260
Glu
His
Gly
Cys
Val

340
Asn

405

Trinh tuv nhan

Gly
Ala
His
Glu
Val
Asn
85

Asp
Thr
Glu
Asp
Gln
165
Leu
Ser
Leu
Glu
Pro
245
Asn
Gly
Pro
Pro
Val
325

Trp

Cys

tao

Thr
Ser
Gly
Asp
Cys
70

Ala
Leu
Pro
Ile
Leu
150
His
Gly
Gly
Phe
Asn
230
Glu
Val
Glu
Glu
Asp
310
Lys

Lys

Thr

Ala
Arg
Ser
Gly
55

Asn
Thr
His
Pro
Thr
135
His
Gly
Leu
Asn
Gly
215
Ser
Gly
Ser
Pro
Cys
295
Asn
Thr
Tyr

Tyr

30866

Gly
Ala
Cys
40

Val
Gly
Asn
Ile
Leu
120
Gly
Ala
Gln
Arg
Lys
200
Thr
Cys
Cys
Arg
Arg
280
Leu
Cys
Cys

Ala

Gly
360

Ala
Leu
25

Val
Arg
Ile
Ile
Leu
105
Asp
Phe
Phe
Phe
Ser
185
Asn
Ser
Lys
Trp
Gly
265
Glu
Pro
Ile
Pro
Asp

345
Cys

Ala
10

Glu
Arg
Lys
Gly
Lys
90

Pro
Pro
Leu
Glu
Ser
170
Leu
Leu
Gly
Ala
Gly
250
Arg
Phe
Gln
Gln
Ala
330
Ala

Thr

-113-

Leu
Glu
Ala
Cys
Ile
75

His
Val
Gln
Leu
Asn
155
Leu
Lys
Cys
Gln
Thr
235
Pro
Glu
Val
Ala
Cys
315
Gly
Gly

Gly

Leu
Lys
Cys
Lys
60

Gly
Phe
Ala
Glu
Ile
140
Leu
Ala
Glu
Tyr
Lys

220
Gly

Cys
Glu
Met
300
Ala
Val
His

Pro

Ala
Lys
Gly
45

Lys
Glu
Lys
Phe
Leu
125
Gln
Glu
Val
Ile
Ala
205
Thr
Gln
Pro
Val
Asn
285
Asn
His
Met

Val

Gly
365

Leu
Gly
30

Ala
Cys
Phe
Asn
Arg
110
Asp
Ala
Ile
Val
Ser
190
Asn
Lys
Val
Arg
Asp
270
Ser
Ile
Tyr
Gly
Cys

350
Leu

Leu
15

Asn
Asp
Glu
Lys
Cys
95

Gly
Ile
Trp
Ile
Ser
175
Asp
Thr
Ile
Cys
Asp
255
Lys
Glu
Thr
Ile
Glu
335
His

Glu

Ala
Tyr
Ser
Gly
Asp
80

Thr
Asp
Leu
Pro
Arg
160
Leu
Gly
Ile
Ile
His
240
Cys
Cys
Cys
Cys
Asp
320
Asn

Leu

Gly



Cys
Pro
385
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
465
Ser
Pro
Gln
Val
Val
545
Glu
Arg
Val

Arg

<216>
<211>
<212>
<213>

Pro
370
Thr
Gly
Met
Glu
Val
450
Leu
Gly
Ile
Val
Thr
530
Glu
Pro
Val
Val

Thr
610

<220>

<223>

<400>

Thr
Ile
Gly
Ile
Asp
435
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
515
Leu
Trp
Val
Glu
His

595
Pro

154
684
PRT
Trinh

154

Asn
Lys
Pro
Ser
420
Asp
Thr
Val
Glu
Arg
500
Val
Thr
Thr
Leu
Lys
580
Glu

Gly

Gly
Pro
Ser
405
Leu
Pro
Ala
Val
Phe
485
Thr
Leu
Cys
Asn
Asp
565
Lys
Gly

Lys

tu nhan

Toéng hop

Met Arg Pro Ser

1
Ala

Gly
Leu
Leu
65

Thr

Glu

Leu
Thr
Ser
50

Glu
Ile

Arg

Cys
Ser
35

Leu
Ile
Gln

Ile

Pro
20

Asn
Gln
Thr
Glu

Pro
100

Gly
Ala
Lys
Arg
Tyr
Val

85
Leu

Pro
Cys
390
Val
Ser
Asp
Gln
Ser
470
Lys
Ile
Pro
Met
Asn
550
Ser

Asn

Leu

tao

Thr
Ser
Leu
Met
Val
70

Ala

Glu

Lys
375
Pro
Phe
Pro
Val
Thr
455
Ala
Cys
Ser
Pro
Val
535
Gly
Asp

Trp

His

Ala
Arg
Thr
Phe
55

Gln
Gly

Asn

30866

Ile Pro
Pro Cys
Ile Phe

Ile Val
425

Gln Ile

440

Gln Thr

Leu Pro
Lys Val

Lys Pro
505

Pro Glu

520

Thr Asp

Lys Thr
Gly Ser
Val Glu

585

Asn His
600

Gly Ala

Ala Leu
25

Gln Leu

40

Asn Asn

Arg Asn
Tyr Val

Leu Gln
105

Ser
Lys
Pro
410
Thr
Ser
His
Ile
Asn
490
Lys
Glu
Phe
Glu
Tyr
570
Arg

His

Ala
10

Glu
Gly
Cys
Tyr
Leu

90
Ile

-114-

Ile
Cys
395
Pro
Cys
Trp
Arg
Gln
475
Asn
Gly
Glu
Met
Leu
555
Phe

Asn

Thr

Leu
Glu
Thr
Glu
Asp
75

Ile

Ile

Ala
380
Pro
Lys
Val
Phe
Glu

460
His

Ser
Met
Pro
540
Asn
Met

Ser

Thr

Leu
Lys
Phe
Val
60

Leu

Ala

Arg

Glu
Ala
Ile
Val
Val
445
Asp
Gln
Asp
Val
Thr
525
Glu
Tyr
Tyr
Tyr

Lys
605

Ala
Lys
Glu
45

Val
Ser

Leu

Gly

Pro
Pro
Lys
Val
430
Asn
Tyr
Asp
Leu
Arg
510
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

590
Ser

Leu
Val
30

Asp
Leu
Phe

Asn

Asn
110

Arg
Asn
Asp
415
Asp
Asn
Asn
Trp
Pro
495
Ala
Lys
Ile
Asn
Lys
575
Cys

Phe

Leu
15
Cys

His
Gly
Leu
Thr

95
Met

Gly
Leu
400
Val
Val
Val
Ser
Met
480
Ala
Pro
Gln
Tyr
Thr
560
Leu

Ser

Ser

Ala
Gln
Phe
Asn
Lys
80

Val

Tyr



Tyr
Lys
His
145
Ser
Ser
Ser
Lys
Gly
225
Thr
Glu
Thr
Ala
Gly
305
Asp
Cys
Ala
Leu
Pro
385
Ile
Leu
His
Gly
Gly
465
Phe
Asn
Glu

Val

Glu
545

Glu
Thr
130
Gly
Ile
Met
Cys
Leu
210
Lys
Gly
Ala
Thr
Thr
290
Ser
Gly
Asn
Thr
His
370
Pro
Thr
His
Gly
Leu
450
Asn
Gly
Ser
Gly
Ser

530
Pro

Asn
115
Gly
Ala
Gln
Asp
Pro
195
Thr
Ser
Pro
Thr
Tyr
275
Cys
Cys

Val

Asn
355
Ile
Leu
Gly
Ala
Gln
435
Arg
Lys
Thr
Cys
Cys
515
Arg

Arg

Ser
Leu
Val
Trp
Phe
180
Asn
Lys
Pro
Arg
Cys
260
Gln
Val
Val
Arg
Ile
340
Ile
Leu
Asp
Phe
Phe
420
Phe
Ser
Asn
Ser
Lys
500
Trp
Gly

Glu

Tyr
Lys
Arg
Arg
165
Gln
Gly
Ile
Ser
Glu
245
Lys
Met
Lys
Arg
Lys
325
Gly
Lys
Pro
Pro
Leu
405
Glu
Ser
Leu
Leu
Gly
485
Ala
Gly

Arg

Phe

Ala
Glu
Phe
150
Asp
Asn
Ser
Ile
Asp
230
Ser
Asp
Asp
Lys
Ala
310
Cys
Ile
His
Val
Gln
390
Leu
Asn
Leu
Lys

Cys
470
Gln
Thr
Pro

Glu

Val
550

Leu
Leu
135
Ser
Ile
His
Cys
Cys
215
Cys
Asp
Thr
Val
Cys
295
Cys
Lys
Gly
Phe
Ala
375
Glu
Ile
Leu

Ala

Glu
455

30866

Ala Val
120
Pro Met

Asn Asn
Val Ser

Leu Gly
185

Trp Gly

200

Ala Gln

Cys His
Cys Leu

Cys Pro
265

Asn Pro

280

Pro Arg

Gly Ala
Lys Cys

Glu Phe
345

Lys Asn

360

Phe Arg

Leu Asp
Gln Ala

Glu Ile
425

Val Vval

440

Ile Ser

Ala Asn

Thr Lys

Gln Vval
505

Pro- Arg

520

Val Asp

Asn Ser

Leu
Arg
Pro
Ser
170
Ser

Ala

Gln

Val
250
Pro
Glu
Asn
Asp
Glu
330
Lys
Cys
Gly
Ile
Trp
410
Ile
Ser
Asp
Thr
Ile
490
Cys
Asp

Lys

Glu

-115-

Ser
Asn
Ala
155
Asp
Cys
Gly
Cys
Gln
235
Cys
Leu
Gly
Tyr
Ser
315
Gly
Asp
Thr
Asp
Leu
395
Pro
Arg
Leu
Gly
Ile
475
Ile
His
Cys
Cys

Cys
555

Asn
Leu
140
Leu
Phe
Gln
Glu
Ser
220
Cys
Arg
Met
Lys
Val
300
Tyr
Pro
Ser
Ser
Ser
380
Lys
Glu
Gly
Asn
Asp
460
Asn
Ser
Ala
Val
Asn

540
Ile

Tyr
125
Gln
Cys
Leu
Lys
Glu
205
Gly
Ala
Lys
Leu
Tyr
285
Val
Glu
Cys
Leu
Ile
365
Phe
Thr
Asn
Arg
Ile
445
Val
Trp
Asn
Leu
Ser
525

Leu

Gln

Asp
Glu
Asn
Ser
Cys
190
Asn
Arg
Ala
Phe
Tyr
270
Ser
Thr
Met
Arg
Ser
350
Ser
Thr
Val
Arg
Thr
430
Thr
Ile
Lys
Arg
Cys
510
Cys

Leu

Cys

Ala
Ile
Val
Asn
175
Asp
Cys
Cys
Gly
Arg
255
Asn
Phe
Asp
Glu
Lys

335
Ile

His
Lys
Thr
415
Lys
Ser
Ile
Lys
Gly
495
Ser
Arg
Glu

His

Asn
Leu
Glu
160
Met
Pro
Gln
Arg
Cys
240
Asp
Pro
Gly
His
Glu
320
Val
Asn
Asp
Thr
Glu
400
Asp
Gln
Leu
Ser
Leu
480
Glu
Pro
Asn

Gly

Pro
560



Glu
Asp
Lys
Lys
Thr
625
Pro

Ser

Leu

<216>
<211>
<212>
<213>

Cys
Asn
Thr
Tyr
610
Tyr
Lys

Glu

Ser

220>

<223>

<400>

Met
1
Ala
Gly
Leu
Leu
65
Thr
Glu
Tyr
Lys
His
145
Ser
Ser
Ser

Lys

Gly
225

Arg
Leu
Thr
Ser
50

Glu
Ile
Arg
Glu
Thr
130
Gly
Ile
Met
Cys
Leu

210
Lys

Leu
Cys
Cys
595
Ala
Gly
Ile

Glu

Gly
675

155
880
PRT
Trinh

155

Pro
Cys
Ser
35

Leu
Ile
Gln
Ile
Asn
115
Gly
Ala
Gln
Asp
Pro
195

Thr

Ser

Pro
Ile
580
Pro
Asp
Cys
Pro
Asp

660
His

Gln
565
Gln
Ala
Ala
Thr
Ser
645

Leu

His

tu nhan

Téng hop

Ser
Pro
20

Asn
Gln
Thr
Glu
Pro
100
Ser
Leu
Val
Trp
Phe
180
Asn

Lys

Pro

Gly
Ala
Lys
Arg
Tyr
Val
85

Leu
Tyr
Lys
Arg
Arg
165
Gln
Gly

Ile

Ser

Ala
Cys
Gly
Gly
Gly
630
Ile

Gly

His

tao

Thr
Ser
Leu
Met
Val
70

Ala
Glu
Ala
Glu
Phe
150
Asp
Asn
Ser

Ile

Asp
230

Met
Ala
Val
His
615
Pro
Ala

Gly

His

Ala
Arg
Thr
Phe
55

Gln
Gly
Asn
Leu
Leu
135
Ser
Ile
His
Cys
Cys

215
Cys

30866

Asn
His
Met
600
Val
Gly
Cys
Glu

His
680

Gly
Ala
Gln
40

Asn
Arg
Tyr
Leu
Ala
120
Pro
Asn
Val
Leu
Trp
200
Ala

Cys

Ile
Tyr
585
Gly
Cys
Leu
Pro
Gln

665
His

Ala
Leu
25

Leu
Asn
Asn
Val
Gln
105
Val
Met
Asn
Ser
Gly
185
Gly
Gln

His

Thr
570
Ile
Glu
His
Glu
Gly
650
Lys

Ser

Ala
10

Glu
Gly
Cys
Tyr
Leu
90

Ile
Leu
Arg
Pro
Ser
170
Ser
Ala

Gln

Asn

-116-

Cys
Asp
Asn
Leu
Gly
635
Gly

Leu

Ser

Leu
Glu
Thr
Glu
Asp
75

Ile
Ile
Ser
Asn
Ala
155
Asp
Cys
Gly
Cys

Gln
235

Thr
Gly
Asn
Cys
620
Cys
Glu

Ile

Gly

Leu
Lys
Phe
Val
60

Leu
Ala
Arg
Asn
Leu
140
Leu
Phe
Gln
Glu
Ser

220
Cys

Gly
Pro
Thr
605
His
Pro

Gln

Ser

Ala
Lys
Glu
45

Val
Ser
Leu
Gly
Tyr
125
Gln
Cys
Leu
Lys
Glu
205
Gly

Ala

Arg
His
590
Leu
Pro
Thr
Lys

Glu
670

Leu
Val
30

Asp
Leu
Phe
Asn
Asn
110
Asp
Glu
Asn
Ser
Cys
190
Asn

Arg

Ala

Gly
575
Cys
Val
Asn
Asn
Leu

655
Glu

Leu
15

Cys
His
Gly
Leu
Thr
95

Met
Ala
Ile
Val
Asn
175
Asp
Cys
Cys

Gly

Pro
Val
Trp
Cys
Gly
640
Ile

Asp

Ala
Gln
Phe
Asn
Lys
80

Val
Tyr
Asn
Leu
Glu
160
Met
Pro
Gln

Arg

Cys
240



Thr
Glu
Thr
Ala
Gly
305
Asp
Cys
Ala
Leu
Pro
385
Ile
Leu
His
Gly
Gly
465
Phe
Asn
Glu
Val
Glu
545
Glu
Asp
Lys
Lys
Thr
625
Pro

Cys

Val

Gly
Ala
Thr
Thr
290
Ser
Gly
Asn
Thr
His
370
Pro
Thr
His
Gly
Leu
450
Asn
Gly
Ser
Gly
Ser
530
Pro
Cys
Asn
Thr
Tyr
610
Tyr
Lys

Pro

Phe

Pro
Thr
Tyr
275
Cys
Cys

Val

Asn
355
Ile
Leu
Gly
Ala
Gln
435
Arg
Lys
Thr
Cys
Cys
515
Arg
Arg
Leu
Cys
Cys
595
Ala
Gly
Ile

Pro

Ile
675

Arg
Cys
260
Gln
Val
Val
Arg
Ile
340
Ile
Leu
Asp
Phe
Phe
420
Phe
Ser
Asn
Ser
Lys
500
Trp
Gly
Glu
Pro
Ile
580
Pro
Asp
Cys
Pro
Cys

660
Phe

Glu
245
Lys
Met
Lys
Arg
Lys
325
Gly
Lys
Pro
Pro
Leu
405
Glu
Ser
Leu
Leu
Gly
485
Ala
Gly
Arg
Phe
Gln
565
Gln
Ala
Ala
Thr
Ser
645

Lys

Pro

Ser
Asp
Asp
Lys
Ala
310
Cys
Ile
His
Val
Gln
390
Leu
Asn
Leu
Lys
Cys
470
Gln
Thr
Pro
Glu
Val
550
Ala
Cys
Gly
Gly
Gly
630
Ile

Cys

Pro

Asp
Thr
Val
Cys
295
Cys
Lys
Gly
Phe
Ala
375
Glu
Ile
Leu
Ala
Glu
455
Tyr
Lys
Gly
Glu
Cys
535
Glu
Met
Ala
Val
His
615
Pro
Ala

Pro

Lys

30866

Cys Leu

Cys Pro
265

Asn Pro

280

Pro Arg

Gly Ala
Lys Cys

Glu Phe
345

Lys Asn

360

Phe Arg

Leu Asp
Gln Ala

Glu Ile
425

Val Vval

440

Ile Ser

Ala Asn
Thr Lys

Gln Val
505

Pro Arg

520

Val Asp

Asn Ser
Asn Ile

His Tyr
585

Met Gly

600

Val Cys

Gly Leu
Glu Pro
Ala Pro

665

Ile Lys
680

Val
250
Pro
Glu
Asn
Asp
Glu
330
Lys
Cys
Gly
Ile
Trp
410
Ile
Ser
Asp
Thr
Ile
490
Cys
Asp
Lys
Glu
Thr
570
Ile
Glu
His
Glu
Arg
650

Asn

Asp

-117-

Cys
Leu
Gly
Tyr
Ser
315
Gly
Asp
Thr
Asp
Leu
395
Pro
Arg
Leu
Gly
Ile
475
Ile
His
Cys
Cys
Cys
555
Cys
Asp
Asn
Leu
Gly
635
Gly

Leu

Val

Arg
Met
Lys
Val
300
Tyr
Pro
Ser
Ser
Ser
380
Lys
Glu
Gly
Asn
Asp
460
Asn
Ser
Ala
Val
Asn
540
Ile
Thr
Gly
Asn
Cys
620
Cys
Pro

Leu

Leu

Lys
Leu
Tyr
285
Val
Glu
Cys
Leu
Ile
365
Phe
Thr
Asn
Arg
Ile
445
Val
Trp
Asn
Leu
Ser
525
Leu
Gln
Gly
Pro
Thr
605
His
Pro
Thr

Gly

Met
685

Phe
Tyr
270
Ser
Thr
Met
Arg
Ser
350
Ser
Thr
Val
Arg
Thr
430
Thr
Ile
Lys
Arg
Cys
510
Cys
Leu
Cys
Arg
His
590
Leu
Pro
Thr
Ile
Gly

670
Ile

Arg
255
Asn
Phe
Asp
Glu
Lys
335
Ile
Gly
His
Lys
Thr
415
Lys
Ser
Ile
Lys
Gly
495
Ser
Arg
Glu
His
Gly
575
Cys
Val
Asn
Asn
Lys
655

Pro

Ser

Asp
Pro
Gly
His
Glu
320
Val
Asn
Asp
Thr
Glu
400
Asp
Gln
Leu
Ser
Leu
480
Glu
Pro
Asn
Gly
Pro
560
Pro
Val
Trp
Cys
Gly
640
Pro

Ser

Leu



Ser
Asp
705
Gln
Ser
Lys
Ile
Pro
785
Met
Asn
Ser

Asn

Leu
865

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

Pro
690
Val
Thr
Ala
Cys
Ser
770
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

850
His

<220>

<223>

<400>

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Lys
Pro
Lys
Val

145
Tyr

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
Val

Val

Ile
Gln
Gln
Leu
Lys
755
Lys
Pro
Thr
Lys
Gly
835
Val

Asn

156
330
PRT
Trinh ty nhan

156

Thr
Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
Val

Asp

Val
Ile
Thr
Pro
740
Val
Pro
Glu
Asp
Thr
820
Ser

Glu

His

Tong hop

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp

Gly

Thr
Ser
His
725
Ile
Asn
Lys
Glu
Phe
805
Glu
Tyr

Arg

His

Gly
Gly
Val
Phe
Val
Val
85

Lys
Leu
Thr

Val

Val
165

Cys
Trp
710
Arg
Gln
Asn
Gly
Glu
790
Met
Leu
Phe

Asn

Thr
870

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser

150
Glu

Val
695
Phe
Glu
His
Lys
Ser
775
Met
Pro
Asn
Met
Ser

855
Thr

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Met
135
His

Val

30866

Val
Val
Asp
Gln
Asp
760
Val
Thr
Glu
Tyr
Tyr
840

Tyr

Lys

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu

His

Val
Asn
Tyr
Asp
745
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
825
Ser

Ser

Ser

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser

Asp

Asn

Asp
Asn
Asn
730
Trp
Pro
Ala
Lys
Ile
810
Asn
Lys
Cys

Phe

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg

Pro

Ala
170

-118-

Val
Val
715
Ser
Met
Ala
Pro
Gln
795
Tyr
Thr
Leu

Ser

Ser
875

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu

155
Lys

Ser
700
Glu
Thr
Ser
Pro
Gln
780
Val
Val
Glu
Arg
Val

860
Arg

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
Val

Thr

Glu
Val
Leu
Gly
Ile
765
Val
Thr
Glu
Pro
Val
845
Val

Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys

Lys

Asp
His
Arg
Lys
750
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
830
Glu
His

Pro

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe

Pro

Asp
Thr
Val
735
Glu
Arg
Val
Thr
Thr
815
Leu
Lys
Glu

Gly

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr

Asn

Arg
175

Pro
Ala
720
Val
Phe
Thr
Leu
Cys
800
Asn
Asp
Lys
Gly

Lys
880

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp

160
Glu



Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

Gln Tyr

Gln Asp
195

Ala Leu

210

Pro Arg

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys
275

Tyr Ser

290

Phe Ser

Lys Ser

<210> 157
<211> 327
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223>

<400> 157

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145
Gly

Asn

Trp

Ser Thr
Thr Ser

Pro Glu
35

Val His

50

Ser Ser

Thr Cys
Val Glu
Phe Leu
115
Thr Leu
130
Val Ser
Val Glu
Ser Thr

Leu Asn
195

Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys
Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

tu nhan

Téng hgp

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Met
Gln
Val
Tyr

180
Gly

Gly
Ser
Val
Phe
Val
Val
85

Lys
Gly
Ile
Glu
His
165

Arg

Lys

Thr
Asn
Pro
Gln
230
Val
Val
Pro
Thr
Val

310
Leu

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn

Val

Glu

Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser
Glu
Pro
Val
295
Met

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala

Val

Tyr

30866

Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr
Glu
Lys

Ser

Lys
200

Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys
Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
Val
Thr
Val

185
Cys

Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
330

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170

Leu

Lys

-119-

Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
Val
Phe
155
Pro

Thr

Val

Val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Ser
Pro
Thr
140
Asn
Arg

Val

Ser

Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285
Gln

Asn

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu

Leu

Asn
205

Thr
190
vVal
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His

190
Lys

Val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro
Val
Val
Gln
175
Gln

Gly

Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
Val
Asp
160
Phe
Asp

Leu



Pro
Glu
225
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

Ser Ser
210
Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro
275

Leu Thr

290

Ser Val

Ser Leu

<210> 158
<211> 327
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 158

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
145
Gly
Asn
Trp

Pro

Glu

Ser Thr
Thr Ser

Pro Glu
35

Val His

50

Ser Ser

Thr Cys
Val Glu

Phe Leu
115

Thr Leu

130

Val Ser

Val Glu
Ser Thr

Leu Asn
195

Ser Ser

210

Pro Gln

Ile
Val
Ser
Glu
260
Pro
Val

Met

Ser

Téng hop

Lys
Glu
20

Pro
Thr
Val
Asn
Ser
100
Gly
Met
Gln
Val
Tyr
180
Gly
Ile

Val

Glu
Tyr
Leu
245
Trp
Val
Asp
His

Leu
325

Trinh tu nhan

Gly
Ser
Val
Phe
Val
Val
85

Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg
Lys

Glu

Tyr

Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

310
Gly

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
Val
Glu
Lys

Thr

Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
295
Ala

Lys

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr

215
Leu

30866

Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
280
Arg

Leu

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile

Pro

Ser
Pro
Val
Gly
265
Asp
Trp

His

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
Val
Thr
Val
185
Cys

Ser

Pro

Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly
Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys

Ser

-120-

Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
Val
Phe
155
Pro
Thr
Val

Ala

Gln

Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg
Val
Ser
Lys

220
Glu

Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly

Glu

Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln

Met

Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Phe

Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
95

Ala
Pro
Val
Val
Gln

175
Gln

Prp

Thr

Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
Val
Asp
160
Phe
Asp
Leu

Arg

Lys



225 230
Asn Gln Val Ser Leu Thr
245
Ile Ala Val Glu Trp Glu
260

Thr Thr Pro Pro Val Leu
275

Arg Leu Thr Val Asp Lys

290

Cys Ser Val Met His Glu

305 310

Leu Ser Leu Ser Leu Gly

325

<210> 159

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> Téng hagp

220>

<221> BIEN THE

<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Ala

220>

<221> BIEN THE

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Arg hoac Lys

220>

<221> BIEN THE

<222> (3)...(3)

<223> Xaa = Gly hoac Asp

220>

<221> BIEN THE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa =

<220>

<221> BIEN THE

<222> (5)...(5)

<223> Xaa =

220>

<221> BIEN THE

222> (6)...(6)

<223>

<220>

Cys
Ser
Asp
Ser
295
Ala

Lys

30866

Leu
Asn
Ser
280
Arg

Leu

Val
Gly
265
Asp
Trp

His

Lys
250
Gln
Gly
Gln

Asn

Asp, Gly, Ile hoac vang mat

Tyr, Leu, His hoac vang mat

-121-

235
Gly

Pro
Ser
Glu

His
315

Xaa = Val, Glu, Asp, Met hodc vang mat

Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Ser
255
Tyr
Tyr
Phe

Lys

240
Asp

Lys
Ser
Ser

Ser
320



30866

<221> BIEN THE
<2225 (7)...(7)
<223> Xaa = Trp, Ile, Tyr, Val hoac vang mat

<220> ,
<221> BIEN THE
<222> (8)...(8)
<223> Xaa = Gly hoac Arg

220>

<221> BIEN THE

<222> (9)...(9)

<223> Xaa = Thr, Asp, Lys, Gly hoac Val

<220>

<221> BIEN THE

<222> (10)...(10)

<223> Xaa = His, Asp, Thr hoac vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<222> (11)...(11)

<223> Xaa = Tyr hoac vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<2225 (12)...(12)

<223> Xaa = Tyr hoadc vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<222> (13)...(13)

<223> Xaa = Tyr hodac Asn

220>

<221> BIEN THE

<222> (14)...(14)

<223> Xaa = Arg hoac Tyr

<220>

<221> BIEN THE

<222> (15)...(15)

<223> Xaa = Pro, Tyr hoac vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<222> (16)...(16)

<223> Xaa = Leu, Gly hoac vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<222> (17)...(17)

<223> Xaa = Phe, Met hoac vang mat

<226>

-122-
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<221> BIEN THE
<222> (18)...(18) ,
<223> Xaa = Asp hoac vang mat

<2205 ,

<221> BIEN THE

<2225 (19)...(19)

<223> Xaa = Tyr, Val hoac vang mat

<400> 159
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa

<216> 160

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Gln, Leu hoac Met

<220>

<221> BIEN THE
<2225 (2)...(2)
<223> Xaa = Gln

<220>

<221> BIEN THE

<222> (3)...(3)

<223> Xaa = Leu, Tyr, Asp hoac Gly

220>

<221> BIEN THE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Asn, Asp, Tyr hoac Ser

<220> ,
<221> BIEN THE
<222> (5)...(5)
<223> Xaa = Ser, Arg, Asn hoac His

<220>

<221> BIEN THE

<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Tyr, Ser hoac Trp

<220> , ,
<221> BIEN THE

-123-



222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Xaa = Pro hoac Ser

Xaa = Pro hoac vang mat

Xaa = Leu, Arg, Ile,

(7)...(7)
BIEN THE
(8)...(8)
BIEN THE
(9)...(9)
BIEN THE
(10)...(10)
Xaa = Thr
160

30866

Trp hoac Tyr

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

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

<220>
223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
223>

<220>

161
8
PRT

Trinh tu nhan tao

Téng haop

BIEN THE

(1)...(1)
Xaa = Gly

BIEN THE
(2)...(2)

Xaa = Phe hoac Gly

BIEN THE
(3)...(3)

Xaa = Pro, Thr hoac Ser

BIEN THE

(4)...(4)
Xaa = Phe

BIEN THE
(5)...(5)

Xaa = Ser hoac Asp

10

-124-
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<221> BIEN THE
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Ser, Arg, Asp, Gly hoac Ala

<220>

<221> BIEN THE

<222> (7)...(7)

<223> Xaa = Tyr hoac Asp

<220>

<221> BIEN THE

<222> (8)...(8)

<223> Xaa = Asp, Gly, Ala hoac Tyr

<400> 161
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 162

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tv nhan tao

<220>
<223> Téng hgp

<220> ,
<221> BIEN THE
<222> (1)...(1)
<223> Xaa = Ile

<220> }
<221> BIEN THE
<222> (2)...(2)
<223> Xaa = Gly, Trp, Ser hoac Asn

<220>

<221> BIEN THE

<2225 (3)...(3)

<223> Xaa = His, Trp, Tyr hodc vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Thr, Asp, Asn hoac His

<220>

<221> BIEN THE

<222> (5)...(5)

<223> Xaa = Ala, Gly hoac Ser

<220> , 7
<221> BIEN THE
<222> (6)...(6)
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<223> Xaa = Gly hoac Ser

<220> ,
<221> BIEN THE
<222> (7)...(7)
<223> Xaa = Ala, Asn hoac Ser

<220> y
<221> BIEN THE
<222> (8)...(8)
<223> Xaa = Thr, Lys hoac Ile

<400> 162
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 163
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng haop

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)...(1)
<223> Xaa = Gln

<220>

<221> BIEN THE

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Gly hoac Ser

<220>

<221> BIEN THE

<222> (3)...(3)

<223> Xaa = Ile, Thr, Val hoac Leu

<220>

<221> BIEN THE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Asn, Ser, Gly hoac Val

<226>

<221> BIEN THE

<222> (5)...(5)

<223> Xaa = Asn, Ser hoac Tyr

<220>

<221> BIEN THE

<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Thr hodc vang mat
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<220> ,
<221> BIEN THE
<2225 (7)...(7)
<223> Xaa = Asp hoac vang mat

<220>

<221> BIEN THE
<222> (8)...(8)
<223> Xaa = Gly hodc vang mat

<2205 )
<221> BIEN THE
<2225 (9)...(9)
<223> Xaa = Asn hodc vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<2225 (10)...(10)

<223> Xaa = Thr hodc vang mat

<220>

<221> BIEN THE

<222> (11)...(11)

<223> Xaa = Tyr, Trp hoac Asp

<400> 163
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 164

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Toéng haop

<220>

<221> BIEN THE

<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Ala, Lys hoac Gly

<220>

<221> BIEN THE

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Ala, Thr hoac Val

<220>

<221> BIEN THE

<222> (3)...(3)
<223> Xaa = Ser

<400> 164

Xaa Xaa Xaa
1
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<210> 165

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 165
Cys Gly Ala Asp Ser Tyr Glu Met Glu Glu Asp Gly Val Arg Lys Cys
1 5 10 15

-128-



30866

Y£EU CAUBAO HO

1. Khéng thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia no lién két
dic hiéu v6i EGFRVIII nguoi, trong d6 khang thé hodc manh ctia né chira td hop cua
cac trinh tu axit amin HCDR1/HCDR2/HCDR3/LCDRI/LCDR2/LCDR3 néu trong
cac SEQ ID NO: 36/38/40/44/46/48.

2. Khang thé hodc méanh lién két khang nguyén theo diém 1, trong d6 khang thé
hodic ménh cta né ¢6 hing sb can bang phan ly (Kp) d6i voi dime EGFRVIII nguoi la
khodng 50nM hodc it hon, khoang 20 nM hodgc it hon, khoang 10 nM hodc it hon,
khoang 5,0 nM hodc it hon, khoang 1,0 nM hodc it hon, hodc khoang 0,5 nM hodc it
hon, khi duge do bang thi nghiém cong hudng plasmon bé mit.

3. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong d6 khang thé
hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 dugce lién hop voi chét gy doc té bao, ty y
trong d6 chét gay doc t& bao duge chon tir thom chi bao gdm (i) cac chat doc sinh hoc,
chit hoa tri va ddng vi phong xa hodc (ii) maytansinoit, auristatin, tomaymycin,
duocarmycin, 2’Ac, 2"Th, vi céc dan xuat bat ky cla ching.

4. Khang thé hodc ménh lién két khang nguyén theo diém 2, trong d6 khéng thé
hodc manh ctia n6 c6 hing sé Kp dbi v6i dime EGFR nguoi 16n hon hing s6 Kp dbi
v6i dime EGFRVIIL it nhét khodng 4 14n, {t nhit khoang 10 lan, it nhit khoang 50 lan,
it nhit khoang 100 1an, it nhit khoang 500 lan, it nhat khoang 1000 lan, it nhat khodng
2000 1an, hodc it nhat khoang 3000 lan, khi do bang thir nghiém cong huéng plasmon
bé mit, tuy y trong d6 khing thé hodc manh cua no khong lién két véi dime EGFR &
murc ¢6 thé phat hién duge bing thir nghiém cong hudng plasmon bé mit.

5. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo diém 1, trong do:

(a) HCVR chtra trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No: 34; hodc

(b) LCVR chta trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No: 42.

6. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo diém 5, trong d6 khang thé
hodc manh lién két khéang nguyén chtra c¢ip trinh tv HCVR/LCVR néu trong SEQ ID
No: 34/42.

7. Dugc pham c6 chia khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo diém
1, chét mang duogc dung, va tuy y mot hodc nhiéu chat diéu tri bd sung dugc chon tu

nhém chi bao gom chat hoa tri, chat chong viém, va chat giam dau.
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