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Linh vire k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phwong phép lam giam do nhét ciia khang thé (bao gém
khang thé dic hiéu kép) ctia phan nhém IgG1 ngudi hoic IgG4 ngudi, khang thé dic
hiéu kép khang yéu t6 tang truéng ndi mac mach nguoi (VEGF/VEGF-A) va khang
angiopoietin-2 (ANG-2) ngudi, phuong phép san xuat chiing va duoc pham chtra khang
thé nay. |

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Su tao mach dugc dung dé chi su phat sinh bénh cuia nhiéu ching r6i loan gém
khdi u rén, rdi loan tAn mach trong mét nhu bénh vong mac tang sinh hodc su thoai hoa
diém vang lién quan dén do tudi (AMD), viém khép dang thdp, va bénh vdy nén
(Folkman, J., etal., J. Biol. Chem. 267 (1992) 10931-10934; Klagsbrun, M., et al., Annu.
Rev. Physiol. 53 (1991) 217-239; and Garner, A., Vascular diseases, in: Pathobiology
of ocular disease, A dynamic approach, Garner, A., and Klintworth, G. K. (eds.), 2nd
edition, Marcel Dekker, New York (1994), pp. 1625-1710).

Ranibizumab (tén thwong mai Lucentis®) 12 manh khang thé don dong thu dugc
tir khéang thé chudt ban diu nhu bevacizumab (Avastin). Tuy nhién, n6é dugc trudng
thanh vé mat 4i luc dé tao ra lién két manh hon v6i VEGF-A (WO 98/45331). Pugc biét
réng viéc phong bé VEGF-A 6 thé duoc lién quan dén mot sd doc t6 toan than, vi thé
ranibizumab thiéu phan Fc 1am giam thoi gian ban thai huyét thanh va do vay c6 doc té
toan than. N6 1a chat khéang sy hinh thanh mach ma dugc phé chuén dé diéu tri loai “u6t”
ctia su thoai héa diém vang lién quan dén do tudi (ARMD), dang thong thudng clia mét

thi luc do do tudi.

Thir nghiém sy tao mach giac mac dugc thé hién 14 ca ANG-1 va ANG-2 ¢6 hiéu
qua tuong tur, hoat dong theo cach hiép dong véi VEGF dé thiic ddy su sinh trudng cla
mach méau méi. Asahara, T., et al., Circ. Res. 83 (1998) 233-40. Co thé 1a day la dap

ung ndi mach phu thudc liéu gay ra bang su quan sat trong ong nghiém & nong do cao,
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ANG-2 ciing ¢6 thé 12 chét tién tao mach (Kim, I., et al., Oncogene 19 (2000) 4549-52).
O ndng dd cao, ANG-2 hoat dong nhu hé s6 sdng sot khoi su chét theo chwong trinh véi
té bao ndi md trong khi chét theo chwong trinh thiéu huyét thanh thong qua sy kich hoat

Tie2 qua con dudng PI-3 Kinaza va Akt (Kim, I., et al., Oncogene 19 (2000) 4549-52).

WO 2010/040508 A9 va WO 2011/117329 lién quan dén khang thé khang-
VEGF/khang-ANG-2 dic hié¢u kép. WO 2008/132568 dé cap dén protein dung hop lién
két voi yéu t6 ting truéng. WO 2009/136352 d& cap dén hop chét khang sy hinh thanh
mach. WO 2009/080253 va WO 2011/117330 dé cap dén dang khéng thé hoa tri hai dic
hiéu kép. WO 2010/069532 d& cap dén khang thé Ang2.

Bénh mach mé4u mat nhu su thodi hoa diém vang lién quan dén d6 tudi (ARMD)
va bénh vong mac tiéu dudong (DR) tuong Gng 1a do sy tao mach méi thanh mach hodc
vong mac bit thuong. Chiing 1a nguyén nhan chinh cla viée mat thi luc & cac qudc gia
cong nghiép hoda. Vi vdng mac bao gbm cac 16p duge xéac dinh rd gdm noron, than kinh
dém, va yéu t6 mach mau, su nhiéu loan tuong ddi nhé nhu cac hién tuong dugce quan
sat trong su tang sinh mach hodc bénh phu ¢ thé din dén sy mAt mat dang ké chtrc ning
thi gidc. Sy thodi hoa vdng mac do di truyén, nhu viém vong mac sic tb (Retinitis
Pigmentosa RP), dugc lién quan dén su bit thuong mach, nhu hep dong mach nho va
su teo mach. Ching anh hudng 16n dén 1 trong 3500 ca thé va dugc dic trung bsi bénh
quéang ga tién trién, mét trudng thi giac, teo day than kinh thi gidc, su suy yéu dong mach

nhé, va viéc mat thi truong trung tim thuong dan dén mi mat hoan toan.

Bénh vOng mac thiéu mau cuc bd duge dic trung boi su mét hodc rdi loan chirc
ning cta hé mach vong mac ma dan dén su giam bét dong méu va sy giam oxy huyét.
Vong mac dap ung véi sy giam oxy huyét bang cach tao ra tin hiéu dé phat trién mach
mau méi, nhung cac mach méi ndy thudong d& v va bi dirt mach. Pay la do su sinh
trudng cla cac mach méi bét thuong nay ma hau hét gy ra su anh hudng dén thi luc vi
chung c6 thé ro ri, su xuét huyét hodc dan dén tao seo ma co thé két thac 1a su bong
vong mac. Céc diu tri hién nay dbi voi bénh vong mac thiéu méau cuc bd hudng t6i su
tam ngimg sinh trudng cia mach gdy bénh nhung khong khéc phuc dugc bénh thiéu
mau cuc b cin nguyén ma dan dén su ting trudng cua chung. Ngoai ra, viéc diéu tri
tiéu chudn dbi v6i bénh véng mac tiéu duong, bénh vong mac thiéu mau cuc bd ma anh

hudng dén hang tridu ngudi, bao gdm sy pha hiry mot phan véng mac bang tia laze v6i

-3



31810

nd lyc lam ngimng su sinh trudng mach mau mai va gitr gin thi gidc trung tdm. Phéc dd
duoc ding dé phong bé chirc ning cua yéu td ting truéng ndi mac mach (VEGF), gen
khéi ddu chi yéu cta sy sinh truéng mach mau. Trong thoi gian ngin, tri liéu khang
VEGF c¢6 thé cai thién thi lyc, nhung khong khic phuc dugc bénh thiéu méu cuc bd cin
nguyén va trén thuc té 6 thé 1am trAm trong tinh trang bénh nay khi né e ché toan bd
su sinh trudng mach méu, bao gdm cac nhinh c6 lgi. Day ciing 13 khia canh nghiém
trong do su tiép xuc toan than clia cac thudc nay & bénh nhan cao tudi va/hodc dai théo
duong trong d6 sy sinh truéng mach méu méi ¢ thé duoc yéu cdu trong ndo, tim hodc

cac chi thiéu mau cuc bd.

Thong thuong dbi voi cac bénh nhan khoa thong qua viéc dung trong mat manh
khang thé nhé hon nhu Fab hodc Fab(2) thudng dugce sir dung do chung c6 thoi gian ban
thai huyét thanh thip va nguy co doc t6 toan than thip hon. Tuy nhién, cAc méanh nho
hon nay thuong cé thoi gian ban thai trong mét thip hon (vi du do sy khuéch tan vao

trong huyét thanh nhanh hon) va duge dung thudng xuyén hon.

Kim et al, Molecular Vision, 15 (2009) 2803-2812 dé cap dén khang thé c6 chiéu
dai ddy du duge dung trong mit vao trong mét, trong do6 su gén két IgG v6i FeRn duge
loai trlr vao trong mau & chudt kiéu dai, trong d6 IgY véi khong c6 su gin két FcRn
khong dugc loai trir vao trong hé théng méau. Hon nita IgG véi sy ghn két FcRn khong

duogc loai trir vao trong hé théng mau trong chudt giam cRn.

Van can c6 trong linh vuc phuong phap t5t hon dé diéu tri va ngan nglra cdc bénh

mach mau mit khac nhau nhu bénh vong mac thiéu méu cuc bd.
Ban chat ky thuit ciia sang che

Mot khia canh cta sang ché 1a phuong phdp lam giam do nhét ciia khang thé
trong d6 khang thé bao gdm ving chudi ning khong d6i ctia phan nhém IgG1 ngudi
hodc IgG4 nguoi(cod ngudn gde tir ngudi va) trong d6 phuong phéap bao gbm su cai bién
ctia ving chudi ning khong d6i khang thé ctia phan nhom IgG1 ngudi hodc IgG4 nguoi
vai cac dot bién 1253A, H310A, va H435A (danh s6 theo chi sé EU cuia Kabat).

Theo mdt phuong an cua sang ché phuwong phap nay dic trung & chd khang thé
12 khang thé diic hiéu kép gom vj tri gin két khang nguyén thir nhit ma lién két dic hidu
véi VEGF nguoi va vi tri gin két khang nguyén tht hai ma lién két dac hiéu véi ANG-

2 nguoi, trong do
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i) vi tri gén két khang nguyén thu nhét nay lién két dac hiéu véi VEGF bao gdm
trong vung bién dbi chudi ning ving CDR3H ctia SEQ ID NO: 1, ving CDR2H cua
SEQ ID NO: 2, va ving CDR1H ctia SEQ ID NO:3, va trong vung bién dbi chudi nhe
ving CDR3L ctia SEQ ID NO: 4, ving CDR2L ctia SEQ ID NO:5, va ving CDR1L cua
SEQ ID NO:6; va

ii) vi tri gén két khang nguyén tht hai nay lién két dic hidu véi ANG-2 bao gdm
trong ving bién dbi chudi ning ving CDR3H cua SEQ ID NO: 9, ving CDR2H cua,
SEQ ID NO: 10, v ving CDRIH ciia SEQ ID NO: 11, va trong ving bién doi chudi
nhe ving CDR3L ctia SEQ ID NO: 12, ving CDR2L cua SEQ ID NO: 13, va vung
CDRI1L cua SEQ ID NO: 14, va trong d6

iii) khang thé dic hiéu kép bao gdm ving chudi ndng khong dbi ctia phan nhom
IgG1 nguoi hodc IgG4 nguoi (co ngudn gbc tir ngudi va) gdm cac dot bién I1253A,
H310A, va H435A (dénh sb theo chi s& EU cua Kabat).

Theo mdt phuong an cia sang ché phuong phép nay dic trung & chd khéang thé
dic hiéu kép dugc néu trén ddy bao gdm ving chudi ning khong d6i ctia phan nhom
T¢G1 ngudi (c6 ngudn gbe tir ngudi va) gdm céc dot bién 1253A, H310A, va H435A
(déanh sb theo chi sé EU cua Kabat) va con bao gém cac dot bién L234A, L235A va
P329G (dé4nh s theo chi s6 EU cua Kabat).

Mot phuong 4n cia sang ché 1a khang thé thu dugc bang phuong phép nay.

Mot phuong 4n cua sang ché mo ta viéc st dung cc dot bién 1253A, H310A, va
H435A (d4nh s6 theo chi s6 EU ciia Kabat) dé giam bt do nhot clia khéng thé trong d6
khang thé bao gdm ving chudi ning khong dbi ctia phan nhoém IgG1 ngudi hodc 1gG4

nguoi (co ngudn gde tir ngudi).

Theo mot phuong 4n cia sing ché dic trung & chd khang thé 1a khang thé dic
hiéu kép goém vi tri gin két khang nguyén thir nhét ma lién két dic hidu voi VEGF nguoi
va vi tri gén két khang nguyén thir hai ma lién két dic hidu véi ANG-2 nguoi,

trong do

i) vi tri gén két khang nguyén tht nhét nay lién két dic hidu voi VEGF bao gdm
trong vung bién dbi chudi nang ving CDR3H cta SEQ ID NO: 1, vang CDR2H cla
SEQ ID NO: 2, va ving CDRIH ctia SEQ ID NO:3, va trong vung bién dbi chudi nhe
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ving CDR3L ctia SEQ ID NO: 4, ving CDR2L ctia SEQ ID NO: 5, va vung CDRIL
cia SEQ ID NO:6; va

ii) vi trf gin két khang nguyén tht hai nay lién két dc hiéu véi ANG-2 bao gdm
trong ving bién dbi chudi nang ving CDR3H cua SEQ ID NO: 9, ving CDR2H cta,
SEQ ID NO: 10, va ving CDRIH cta SEQ ID NO: 11, va trong ving bién d6i chudi
nhe ving CDR3L cua SEQ ID NO: 12, ving CDR2L ctia SEQ ID NO: 13, va ving
CDRIL cua SEQ ID NO: 14, va trong do

iii) khang thé dic higu kép bao gdm vung chudi ning khong d6i ctia phan nhém
IgG1 nguoi hodc 1gG4 nguodi (co ngudn gbc tir ngudi va) gdm céac dot bién 1253A,
H310A, va H435A (danh sb theo chi s6 EU ctia Kabat).

Theo mot phuong &n cua sang ché, viéc st dung dic hiéu nay dic trung & chd
khang thé dic hiéu kép bao gb6m ving chudi ning khong d6i ctia phan nhom IgG1 ngudi
(c6 ngudn gbe tir ngudi va) gdm cac dot bién 1253A, H310A, va H435A (dnh s6 theo
chi s6 EU cita Kabat) va con bao gdm cac dét bién L234A, L235A va P329G (d4nh s6
theo chi s6 EU ctia Kabat).

Séng ché cling dé cap dén khang thé hoéa tri hai, dic hiéu kép bao gf?)m vi tri gén
két khang nguyén thir nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF ngudi va vi tri gin két khang

nguyén tht hai ma lién két dac hidu v6i ANG-2 ngudi,
va trong d6

i) vi tri gén két khang nguyén thir nhét nay lién két dac hiéu véi VEGF bao gom
trong ving bién dbi chudi ning ving CDR3H cia SEQ ID NO: 1, vang CDR2H ctia
SEQ ID NO: 2, va ving CDR1H cua SEQ ID NO:3, va trong vung bién ddi chudi nhe
ving CDR3L cia SEQ ID NO: 4, ving CDR2L ctia SEQ ID NO:5, va ving CDRIL cua
SEQ ID NO:6; va

ii) vi tri gén két khéng nguyén thir hai nay lién két dac hiéu véi ANG-2 bao gom
trong ving bién d6i chudi nang ving CDR3H cua SEQ ID NO: 9, ving CDR2H ca,
SEQ ID NO: 10, va ving CDR1H ctia SEQ ID NO: 11, va trong vung bién ddi chudi
nhe ving CDR3L ctia SEQ ID NO: 12, ving CDR2L ctia SEQ ID NO: 13, va ving
CDRIL cua SEQ ID NO: 14,

va trong do
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iii) khang thé dic higu kép bao gdm ving chudi nang khong dbi ctia phan nhém
IgG1 nguoi hodc IgG4 nguoi (c6 ngudn gbc tir ngudi va) gdm cac dot bién 1253A,
H310A, va H435A (danh sb theo chi s6 EU clia Kabat)

Theo mot phuong an, khang thé dic hiéu kép nay dic trung & chd

i) vi tri gén két khang nguyén thi nhét nay lién két dac hiéu véi VEGF bao gbm
1a mién bién dbi chudi ning VH trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 7, va 1a mién bién

dbi chudi nhe VL trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 8, va

ii) vi tri gén két khang nguyén tht hai nay lién két dic hiéu véi ANG-2 bao gbm
12 mién bién dbi chudi ning VH trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 15, va la mién bién

dbi chudi nhe VL trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 16.

Theo mdt phuong an, khang thé dic hiéu kép nay dic trung & chd vung chudi
ning khong ddi duéi iii) cua phan nhom IgG1 ngudi. Theo mot phuong én, khang thé
dic hiéu kép nay cua phdn nhom IgG1 dic trung & chd ving chudi ning khong d6i cia
phan nhém IgG1 con bao gdm céc dot bién L234A, L235A va P329G (danh s6 theo chi
s6 EU cua Kabat)

Theo mot phuong &n khang thé dic hiéu kép nay dic trung & chd ving chudi
ning khong d6i dudi iii) ctia phan nhom IgG4 ngudi. Theo mot phuong an khang thé
dic hiéu kép nay cua phan nhém IgG4 dic trung & chd ving chudi ning khong d6i cia
phan nhom IgG4 con bao gdm cac dot bién S228P va L235E (danh sd theo chi s6 EU
cua Kabat). Theo mot phuong an khang thé dic hidu kép ctia phan nhom IgG4 dic trung
& chd ving chudi ning khong d6i ctia phén nhom IgG4 con bao gdm céc dot bién S228P,

1.235E va P329G (d4nh sb theo chi s EU cuia Kabat).

Céc khia canh khac cua sang ché 13 dugc phém chira khang thé dic hidu kép,
dugc phdm dung trong diéu tri bénh mach méau mét, viéc st dung khang thé dic hiéu
kép nay dé san xuét thubc didu tri bénh mach mau mét, phuong phap didu tri bénh nhan
bi dau dén bai bénh mach méu mét bing cach cép khang thé dic hi¢u kép nay cho bénh
nhan ¢6 nhu ciu diéu tri. Theo mdt phuwong an khang thé dac hiéu kép hodc duge phém

chira khang thé dic hidu kép nay duge dung thdng qua viéc dung trong mat.

Khia canh khéc cia sang ché 1 phan tr axit nucleic ma héa chuoi ndng va/hoac

chudi nhe ctia khang thé dic hiéu kép theo séng ché.
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Séang ché ciing @& c4p dén vecto bicu hién chira axit nucleic theo sang ché co6 thé
biéu hién axit nucleic nay trong t€ bao cht nhan so hodc nhén chuan, va t€ bao chu chira
cac vecto ndy dé san xuat khéng thé tai to hop dic hiéu kép theo séng che.

Sang ché con bao gdm t€ bao chi nhén so hodc nhan chuan chira vecto theo sang

r
A

ché.

Sang ché con bao gdm phwong phap san xuit khang thé dic hi¢u kép theo séng
ché, dic trung & chd viéc biéu hién axit nucleic theo sang ché trong té bao chil nhan so
hodc nhan chuén va thu hdi khéng thé dac hiéu kép nay tur té bao nay hodc dich ndi nudi
chy té bao. Mot phuong 4n 1a phwong phép didu ché khang thé dic hiéu kép theo sdng

ché bao gdm cac budc
a) bién nap té bao chi véi vecto chira phan tr axit nucleic ma hoa khang thé nay;
b) nudi cdy té bao chii dudi didu kién ma cho phép tong hop phén tir khang thé
nay; va
¢) thu hdi phan tir khdng thé nay tir moi trudng nudi ciy nay

Sang ché con bao gbm khang thé thu dugc bing phuong phap nay dé san xuat

khang thé dic hiéu kép.

Theo mot phuong an cua sang ché 12 khang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép gdm Vi
tri gén két khang nguyén thu nhat ma lién két dic hidu véi VEGF ngudi va vi tri ghn két
khang nguyén thir hai ma lién két dic hiéu v6i ANG-2 nguoi, dic trung & chd bao gom
trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 21, cia SEQ ID NO: 22, cua SEQ ID NO: 23, vacua
SEQ ID NO: 24.

Theo mot phuong &n cua sang ché 12 khang thé hoa tri hai, dac hiéu kép gbm vi
tri gn két khang nguyén thir nhAt ma lién két dic hiéu voi VEGF ngudi va vi tri ghn két
khang nguyén th hai ma lién két dic hidu v6i ANG-2 nguoi, dac trung & chd bao gdm
trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 25, ctia SEQ ID NO: 26, cia SEQ ID NO: 27, va cua
SEQ ID NO: 28.

Khang thé theo sang ché ¢6 cac dac tinh bién d6i cao do su cai bién dic hidu cua
chiing trong phan / ving khong dbi Fc cung cép loi ich cho bénh nhan bi dau dén boi
bénh mach méu mét. Chung thé hién d6 on dinh cao trong mdi trudng trong mét va su

khuéch tan cham tir mét (so v6i manh khang thé nhé hon khong ¢6 vung chudi nang
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khong dbi), trong d6 bénh thyc té duge dinh vi hoic duge didu tri (vi thé phéc db diéu
tri ndy c6 thé duge cai thién so voi khang thé khac IgG nhu manh Fab va (Fab)2). Bat
ngo 1a so véi khang thé IgG khong dugc cai bién, thoi gian ban thai trong mat sau khi
dung trong mét ctia khang thé co cac dot bién 1253A, H310A, va H435A trong ving
khong dbi (v6i khong c6 nhiéu sy gin két FcRn) 1a twong tu (chi giam nhe) (céc bang
17a va 18a va céac Fig. 7D va 7E), trong d6 sy khuéch tan tir mt vao trong huyét thanh
mau la tuong tuy (bang 15 va Fig. 7B). Su bién dbi cao nay 1a mong mudn trong viéc
didu tri bénh mach méau mét lién quan dén ANG?2 va/hoic VEGF dé loai bd VEGF va
Ang? ra khoi mit (vi du qua su van chuyén vao trong huyét thanh mau nhu phic hop
khang thé khang ANG2/ANG2 hoic phtrc hgp khéng thé khang VEGF/VEGF). Khang
thé theo sang ché mat khéc dugc thanh thai khé nhanh ra khéi huyét thanh khi so véi
khang thé IgG khong dugc cai bién (12 rit mong mudn dé giam tdc dung phu co thé gay

ra do su tiép xuc toan than).

Bt ngd 13 ching ciing thé hién do nhét thdp hon (xem Fig. 2) (so vdi cac phién
ban khong c6 cac dot bién 1253A, H310A, va H435A trong ving khong d6i) va vi thé
dic biét dac biét hitu dung dé viéc dung trong mit théng qua kim tiém ménh trong khi
didu tri cac bénh vé mét (v6i viée tng dung kim tiém manh thuong duge dung va do
nhét cao khién cho viéc tmg dung thich hgp kha khé khan). D nhét thap hon ciing cho

phép ché phédm c6 ndng do6 cao hon.

Ciing bat ngd 12 khéng thé theo sang ché thé hién xu huéng ngung tu thap (Fig
4) trong khi luu giit (so v6i cac phién ban khong c6 cac dot bién I253A, H310A, va
H435A trong phan Fc) ma quyét dinh dé dung trong mit trong mit (do viéc ngung tu
trong mét c6 thé din dén céac bién chung trong viéc diéu tri nay). Khang thé dic hidu

kép theo sang ché thé hién hiéu qua tdt vé tac dung trc ché cuia bénh v& mit.

Trong cac phuong &n nay, khang thé dic hiu kép theo séng ché do su cai bién
dic hiéu cua ching trong vung khong d6i (vi du P329G LALA) thé hién dac tinh bién
di nhu thu thé khong gén két Fcgamma ma gidm nguy co tac dung phu nhu chimg
huyét khdi va/hoic su chét t& bao khong mong mudn (do vi du ADCC).

MO ta vén tit cac hinh vé

Fig. 1: So dd ¥ twéng va vu diém cta khéng thé <VEGF-ANG-2> IgG1 hodc

TG4 6 dot bién AAA (dot bién 1253A, H310A, va H435A dénh s6 theo chi s6 BU cua
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Kabat)

Fig. 2:Do d6 nh6t quy mo nho trén co s¢ DLS. D9 nhét duge ngoai suy ¢ ndng
d6 150 mg/ml trong Arginin 200 mM/Suxinat, pH 5,5 (so sénh <VEGF-ANG-2> khéng
thé theo séng ché VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA) véi tai ligu tham khéo
VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA nay)

Fig. 3:Su két tu DLS phy thudc vao nhiét do ( bao gdm DLS nhiét do bat dau
ngung tu) trong His 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 5 (so sanh khang thé <VEGF-ANG-
2> theo sang ché VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA) véi VEGFang2-0015 tham chiéu
(khong c6 dot bién AAA nay)

Fig. 4:7 ngay duge luu gitt & 40°C 6 100 mg/ml (Gidm chinh va Khéi luong phan
te cao /HMW) tang) (so sénh khing thd <VEGF-ANG-2> theo sang ché VEGFang?2-
0016 (c6 dot bién AAA) ma thé hién ngung tu thdp hon voi VEGFang2-0015 tham chiéu
(khong c6 dot bién AAA))

Fig. 5A: Ai luc trang théi tinh FcRn ciia VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién
AAA): chdng 14p cua sensogramm Biacore & ndéng d6 khac nhau thé hién su gin két phu
thudc ndng do ctia VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA) v6i FcRn

Fig. 5B: Ai luc trang thai tinh FcRn ctia A: VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién
AAA): dudng cong dap Umg gin két phu thude ndéng d6 VEGFang2-0015 (khong c6 dot
bién AAA) thé hién lién két v6i FcRn

Fig. 5C: Ai luc trang thai tinh FcRn ciia VEGFang2-0016 (c6 dot bien AAA):
chdng 14p clia cac sensogramm Biacore & ndng dd khac nhau thé hién khong lién két voi
FcRn & tAt ca cac ndng do

Fig. 5D: Al lyc trang théi tinh FcRn cia VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA):
dudng cong dép img gin két phy thudc ndng d6 ciia VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA)
thé hién khong lién két véi FcRn

Fig. SE: Ai luc trang théi tinh FcRn cua VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA):
duong cong dap ing gén két phu thudc ndng d6 ctia VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA)
thé hién khong lién két véi FeRn (pham vi dép tng tir 0,6 dén 0,2 RU/ nong do quy md
nam trong khoang tix 0 dén 0,35 M)

Fig. 6: Do su twong tdc FcgammaRIlla cta VEGFang2-0015 khong c6 dot bién
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AAA va VEGFang2-0016 c6 dot bién AAA (tt ca déu la phan nhom IgG1 véi dot bién
P329G LALA; 1am di chémg khang Dig ctia phan nhém IgG1 va khéng thé trén co s6
IgG4 dugce dung)

Fig. 7A: Nguyén tac thir nghiém Pk-ELISA dudi dang gidn d6 dé do ndng dd clia
khang thé dic hiéu kép <VEGF/Ang2> trong huyét thanh va dich thuy phan mét toan
phan

Fig. 7B: Nong do huyét thanh sau khi dung trong mét: So sanh cac hop chét -
VEGFang2-0015 khong c6 dot bién AAA va VEGFang2-0016 ¢6 dot bién AAA

Fig. 7C: Nong do huyét thanh sau khi dung trong mét: So sanh hop chit -
VEGFang2-0015 khong c6 dot bién AAA va VEGFang2-0016 c6 dot bién AAA

Fig. 7D: Nong do trong dich thity phan mét ciia VEGFang2-0016 (c6 dot bién
AAA) trong mét phai va mét trai (sau khi chi dung trong mét phai so v6i dung trong
mit): Lugng dang ké c6 thé chi duoc phat hién trong mit phai sau khi dung trong mat.
Sau khi dung trong mat khong c6 ndng dd trong dich thiy phan mit c6 thé dugc phét
hién do thoi gian ban thai huyét thanh thip cia VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA)

Fig. 7E: Ndng do dich thity phan mét cia VEGFang2-0015 (khong ¢6 dot bién
AAA) trong mét phai va mét trai (sau khi chi dung trong mit vao trong méat phai so v6i
dung trong mat): trong mit phai (va mie d ndo do trong mét trai) sau khi dung trong
mét lugng VEGFang2-0015 ¢6 thé dugc phét hién. Két qua nay cho thdy sy khuéch tén
tir méit phai vao trong huyét thanh va tir ddy vao trong mat trai, ma c6 thé dugc gidi thich
bing thoi gian béan thai dai cia VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA). Sau khi
dung trong mit ca lugng déng ké trong dich thily phén mét ca hai mét c6 thé dugc phat
hién do su dung hgp vao trong mét cia VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA) én
dinh trong huyét thanh

Mo ta chi tiét sang ché
Theo mot phuong 4n cua sang ché, khang thé dic hiéu kép theo sang ché 1a hoa
tri hai.

Theo mot khia canh cia sang ché, khang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép theo sang

ché dic trung & chd bao gom

a) chudi ning va chudi nhe ctia khang thé c6 chiéu dai day du thir nhat ma lién
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két dic hiéu véi VEGF,

b) chudi ning dugc cai bién va chudi nhe dugc cai bién ciia khang thé c6 chiéu
dai ddy du tht hai ma lién két diic hidu voi ANG-2, trong d6 mién khong d6i CL va CHI
dugc thay thé cho nhau.

Dang khéng thé hoéa tri hai, dic hiéu kép nay cho khang thé dic higu kép lién két
dic hiéu v6i yéu t6 tang trudng ndi mac mach ngudi (VEGF) va angiopoietin-2 (ANG-
2) ngudi duge boc 16 trong WO 2009/080253 (bao gdm cac mién CH3 duoc cai bién
num trong 16). Khang thé dua trén dang khéng thé hoa tri hai, dac hiéu kép dugc dat tén
CrossMabs.

Theo mot phuong 4n khang thé hoéa tri hai, dic hidu kép dic trung ¢ chd bao gém

a) chudi ning cua khang thé c6 chiéu dai ddy di thi nhét trinh ty axit amin cia
SEQ ID NO: 25, va chudi nhe ctia khang thé c6 chiéu dai ddy du tht nhét trinh ty axit
amin cua SEQ ID NO: 27, va

b)chudi niing duge cai bién cta khang thé co chidu dai diy du thi hai trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 26, va chudi nhe duoc cai bién ctia khang thé c6 chidu dai
day du thir hai trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 28.

Theo mdt phuong 4n khing thé hoa tri hai, dic hiéu kép dac trung ¢ chd bao gém

a) chudi niing cua khang thé c6 chidu dai ddy du tha nhét trinh ty axit amin cla
SEQ ID NO: 21, va chudi nhe cita khéng thé c6 chiéu dai ddy du thir nhat trinh tir axit
amin cia SEQ ID NO: 23, va

b)chudi ning duge cai bién cta khang thé c6 chidu dai day du the hai trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 22, va chudi nhe duoc cai bién ctia khang thé c6 chiéu dai
dAy dt th hai trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 24.

Theo mét phuong 4n khang thé hoéa tri hai, ddc hiéu kép nhu vay dic trung ¢ chd
bao gdbm

a) chudi niing cta khang thé c6 chidu dai day du thi nhét trinh ty axit amin cia
SEQ ID NO: 29, va chudi nhe ciia khang thé c6 chiéu dai ddy du tht nhét trinh tir axit
amin cia SEQ ID NO: 31, va

b) chudi ning dugc cai bién cua khang thé ¢6 chiéu dai day du th hai trinh tu
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axit amin cua SEQ ID NO: 30, va chudi nhe duoc cai bién cta khang thé co chidu dai

ddy du th hai trinh tw axit amin ctia SEQ ID NO: 32.

Theo mdt phuong én cua sang ché 12 khang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép gbm vi
tri gn két khang nguyén thir nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF nguoi va vi tr ghn két
khang nguyén th{r hai ma lién két ddc hiéu v6i ANG-2 ngudi, ddc trung & chd bao gdm
trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 25, ctia SEQ ID NO: 26, ctia SEQ ID NO: 27, va cua
SEQ ID NO: 28.

Theo mdt phuong én cla sang ché 12 khang thé héa tri hai, dac hiéu kép bao gdm
vi tri gén két khang nguyén tht nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF ngudi va vi tri gan
két khang nguyén tht hai ma lién két dac hidu véi ANG-2 ngudi, ddc trung & chd bao
gém trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 21, ctia SEQ ID NO: 22, cua SEQ ID NO: 23,
va ctia SEQ ID NO: 24.

Theo mot phuong 4n cua sang ché 12 khang thé hoéa tri hai, ddc hiéu kép bao gdm
vi tri gén két khang nguyén thu nhAt ma lién két dac hiéu véi VEGF nguoi va vi tri gin
két khang nguyén th{r hai ma lién két dic hidu v6i ANG-2 ngudi, dic trung & chd bao
gém trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 29, cia SEQ ID NO: 30, cia SEQ ID NO: 31,
va cia SEQ ID NO: 32.

Theo khia canh khac cua sang ché khang thé dac higu kép theo sang ché dic trung

& cho bao gom

a) chudi nang va chudi nhe cta khang thé c6 chicu dai day du thir nhat ma lién

két dic hiéu véi VEGF;

b) chudi nang va chudi nhe ciia khang thé ¢6 chiéu dai diy dua thi hai ma lién két
dic hiéu vai ANG-2, trong do dau tan N cta chudi ning dugc ndi v6i dau tan C cua
chudi nhe qua phan tir lién két peptit.

Dang khang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép cho khang thé dzc hidu kép nay lién két
dic hiéu v6i yéu t6 ting truéng ndi mac mach nguoi (VEGF) va angiopoietin-2 (ANG-
2) ngudii duge boc 10 trong WO 2011/117330 bao gdm céc mién CH3 duge cai bién nim
trong 16. Khang thé dya trén dang khéng thé hoa tri hai, dic hiéu kép nay dugc dit tén
OAscFabs.

Theo fn@t phuong an khéang thé hoéa tri hai, dic hiéu kép déac trung & chd bao gdm
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a) chudi nang cua khang thé ¢6 chidu dai diy du thu nhét trinh ty axit amin cta
SEQ ID NO: 33, va chudi nhe ciia khéng thé c6 chidu dai ddy du thi nhat trinh tu axit
amin cia SEQ ID NO: 35, va

b)chudi ning cta khang thé ¢6 chidu dai ddy di tht hai dugc nbi v6i chudi nhe
cta khang thé c6 chidu dai day du thir hai thong qua phén tir lién két peptit trinh tu axit
amin cia SEQ ID NO: 34.

Theo mot phuong é4n khang thé hoéa tri hai, dic hiéu kép dic trung & chd bao gf‘)m

a) chudi ning cua khang thé ¢6 chidu dai ddy da thi nhat trinh tu axit amin cua
SEQ ID NO: 36, va chudi nhe ciia khang thé ¢6 chiéu dai dy di thir nhét trinh tu axit
amin cua SEQ ID NO: 38, va

b) chudi niing cua khang thé ¢6 chiéu dai day du thi hai dugce nbi v&i chudi nhe
cia khang thé c6 chidu dai day du thir hai thong qua phén tir lién két peptit trinh tu axit
amin cua SEQ ID NO: 37.

Theo mdt phuong an mién bién dbi chudi ning khang thé (VH) va mién bién dbi
chudi nhe khang thé (VL) cta chudi nang va chudi nhe cua khang thé c6 chidu dai day
di tht hai duoc lam én dinh béi disulfua bing cach dua vao lién két disulfua gitra céc
vi tri sau: mién bién d6i chudi ndng vi tri 44 véi mién bién d6i chudi nhe vi tri 100 (ludn
danh sb theo chi sé EU cua Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequence of Protein of
Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)). Su n dinh disulfua nay dat dugc bang cach dua vao lién két
disulfua gitta cdc mién bién dbi VH va VL ctia khng thé c6 chiéu dai day du thir hai
chudi ning va chudi nhe. Cac k¥ thuét @& dua chu ndi disulfua phi tu nhién dé 1am 6n
dinh dugc mo ta, vi dy, trong WO 94/029350, Rajagopal, V., et al, Prot. Engin. 10 (1997)
1453-59; Kobayashi et al., Nuclear Medicine & Biology 25 (1998) 387-393; or Schmidt,
M., et al., Oncogene 18 (1999) 1711-1721.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché 12 khang thé hoéa tri hai, dac hiéu kép gbm vi
trf ghn két khang nguyén thir nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF nguoi va vi tri ghn két
khang nguyén thir hai ma lién két dic hiéu véi ANG-2 nguoi, dic trung & chd bao gdbm

trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 33, ciia SEQ ID NO: 34, va cua SEQ ID NO: 35.
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Theo mot phuong 4n cua sang ché 12 khang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép gdm vi
tri gin két khang nguyén thir nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF ngudi va vi tri gan két
khang nguyén thir hai ma lién két dac hidu v6i ANG-2 nguoi, dic trung & chd bao gdm

trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 36, ciia SEQ ID NO: 37, va ctia SEQ ID NO: 38.

Trong phuong an mién CH3 cua khéang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép theo sing
ché duoc bién dbi béi k¥ thuat “ntm trong 18” ma dugc boc 1§ chi tiét voi mot vai vi du
trong cac vi du cuia WO 96/027011, Ridgway J.B., et al., Protein Eng 9 (1996) 617-621;
va Merchant, A.M., et al., Nat Biotechnol 16 (1998) 677-681. Trong phuong phap nay
bé mit twong tac cia hai mién CH3 dugc bién dbi dé lam tang viéc dime hoa khac loai
ctia cac chudi ning chira hai mién CH3 nay. M3i mién cua hai mién CH3 (ctia hai chudi
nang) co thé 4 “ntm”, trong khi mién con lai 14 “16”. Viéc dua vao cAu ndi disulfua lam
dn dinh cac dime khéc loai (Merchant, A.M, et al., Nature Biotech 16 (1998) 677-681;
Atwell, S., et al. J. Mol. Biol. 270 (1997) 26-35) va gia tang hi¢u Suét.

Theo khia canh dugc uu tién cua sang ché tAt ca khang thé dic hiéu kép theo sang

ché dac trung & chd

mién CH3 ctia mot chudi ning va mién CH3 cua moi chudi ning khc gip nhau

& mit phan cadch ma bao gdm mit phan cach ban dAu gitra mién CH3 khéng thé;

trong d6 mat phan cach nay dugc bién ddi dé thuc diy sy hinh thanh cta khang

thé dic hidu kép, trong do6 sy bién doi dic trung ¢ chd:
a) mién CH3 cua mot chudi niang dugc bién doi,

sao cho trong mit phin cach ban dau mién CH3 cia mot chudi nang ma gdp mat

phéan céch ban d4u cua mién CH3 cua chudi ning khéc trong khang thé dac hiéu kép,

gbc axit amin dugc thé voi goc axit amin c6 thé tich chudi bén 16n hon, bang
céch d6 tao ra su phong 1én trong bé mat chung cia mién CH3 cia mdt chudi ning ma

¢6 thé dinh vi trong khoang trong bé mit chung cua mién CH3 cua chudi nang khac
va
b) mién CH3 cua chudi nang khac duoc bién doi,

sao cho trong mit phén cach ban d4u ctia mién CH3 thtr hai ma gdp mét phan

cach ban diu ctia midn CH3 tht hai trong khang thé déc hiéu kép
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gbc axit amin dugc thé bang gdc axit amin c6 thé tich chudi bén nho hon, bing
céch d6 tao ra khoang trong bé mit chung cta mién CH3 thi hai trong ma sy phodng 1én
trong bé mat chung cla mién CH3 thi hai 14 ¢6 thé dinh vi.

Vi thé khang thé theo sang ché tt hon 13 dic trung & chd

mién CH3 ctia chudi ning cta khang thé ¢6 chidu dai dy du cla a) va mién CH3
ctia chudi ning cta khang thé c6 chidu dai ddy di ciia b) mdi mién gip & mit phan cach
ma bao gdm sy bién ddi trong mat phan cach ban dAu giita cac mién CH3 khang thé;

trong d6 i) trong mién CH3 ctia mét chudi ning

gbc axit amin dugc thé v6i gbe axit amin c6 thé tich chudi bén 16n hon, bang
cach d6 tao ra sy phong 1én trong bé mit chung cua mién CH3 cia mot chudi ning ma
¢6 thé dinh vi trong khoang trong bé mit chung ctia mién CH3 cua chudi ning khac

va trong do

ii) trong mién CH3 ctia chudi ning khac

gbc axit amin dugc thé voi gbe axit amin c6 thé tich chudi bén nhé hon, bing
cach @6 tao ra khoang trong bé mat chung clia mién CH3 thir hai trong ma sy phéng 1én
trong bé mit chung cua mién CH3 th hai 14 c6 thé dinh vi.

Tt hon 1a gdc axit amin nay c6 thé tich chudi bén 16n hon dugc chon tir nhom
bao gdm arginin (R), phenylalanin (F), tyrosin (Y), tryptophan (W).

T4t hon 1a gbe axit amin nay c6 thé tich chudi bén nhé hon dugc chon tir nhém
bao gbém alanin (A), serin (S), threonin (T), valin (V).

Theo mot khia canh cta sang ché cac mién CH3 dugc bién dbi thém bang cach
dua vao xystein (C) thanh axit amin trong céc vi tri twong Gmg ctia mdi mién CH3 sao
cho céu ndi disulfua giita cac mién CH3 c6 thé duoc tao ra.

Theo mdt phuong én, khang thé dic hiéu kép bao gém dot bién T366W trong
midn CH3 ctia “chudi bong” va cdc dot bién T366S, L368A, Y407V trong mién CH3
ctia “chudi 13”. Cau ndi disulfua lién chudi bd sung gitta mién CH3 ciing c6 thé dugc
dung (Merchant, A.M, et al., Nature Biotech 16 (1998) 677-681) vi du bang cach dua
dot bién Y349C vao trong mién CH3 ctia “chudi bong” va dot bién E356C hoic dot bién

354C vao trong mién CH3 cla “chubi 15”.
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Theo phuong an khac, khang thé dic hiu kép theo sang ché bao gdm dot bién
Y349C, T366W trong mot trong sé hai mién CH3 va cac dot bién E356C, T366S,
L368A, Y407V trong cac dot bién khac ctia hai mién CH3. Theo mot phuong an duoc
uu tién khang thé dic hiéu kép bao g?)m dot bién Y349C, T366W trong mdt trong sb hai
midn CH3 va dot bién S354C, T366S, L368A, Y407V trong céc dot bién khéc clia hai
midn CH3 (d0t bién Y349C bd sung trong mot midn CH3 va dot bién E356C hogc S354C
bd sung trong mién CH3 con lai tao ra cdu ndi disulfua lién chudi) (ludn danh s6 theo
chi s EU cta Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991)). Nhung cac k¥ thuit nim trong 15 khac nhu duoc néu trong EP 1 870 459 Al,
¢6 thé duge dung theo cach khac hodc bd sung. Vi thé vi du khéac vé khang thé dic hiéu
kép 1a R409D; dot bién K370E trong mién CH3 clia “chudi bong” va D399K; dot bién
E357K trong mién CH3 cta “chudi 15” (ludn danh s6 theo chi s EU cua Kabat (Kabat,
E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health

Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)).

Theo phuong 4n khic khang thé dac hidu kép bao gdm dot bién T366W trong
midn CH3 ctia “chudi nim” va dot bién T366S, L368A, Y407V trong mién CH3 cta
“chudi 15 va dot bién R409D; K370E bd sung trong mién CH3 cua “chuf)i nam” va dot

bién D399K; E357K trong mién CH3 cua “chubi 15”.

Theo phuong an khac khang thé dic higu kép bao gbm dot bién Y349C, T366W
trong mot trong s6 hai mién CH3 va cic dot bién S354C, T3668S, L368A, Y407V trong
céc dot bién khic ctia hai mién CH3 hodc khéng thé dc hi¢u kép, hoa tri ba nay bao
gbm céc dot bién Y349C, T366W trong mot trong s6 hai mién CH3 va cac dot bién
$354C, T366S, 1368A, YA0TV trong dot bién khac clia hai mien CH3 va R409D bd
sung; cac dot bién K370E trong mién CH3 cua “chudi nim” va cac dot bién D399K;

E357K trong mién CH3 cua “chudi 15”.

Theo mot phuong 4n cia sang ché khang thé dac hiu kép theo sang ché dic trung
& chd co mot hodc nhiéu d3c tinh sau (dugc xac dinh trong thir nghiém nhu dugc néu

trong vidu 6

- th8 hién ndng do huyét thanh thép hon so voi twong ung khang thé dac hiéu kép
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khong c6 cac dot bién dugc md ta dudi iii) (96 gid sau khi dung trong mat & chudt, ma

1a chudt thiéu hut FcRn, nhung ban hgp ti chuyén gen dbi v6i FcRn nguoi);

- thé hién ndng dd twong tu (hé s6 0,8 dén 1,2) trong mat phai dich thiy phan
toan phan so véi tuong tng khang thé dic hiéu kép khong c6 cac dot bién duge mo ta
dw6i iii) (& chudt, ma 1a chudt thiéu hut FcRn, nhung ban hop tir chuyén gen doi véi
FcRn ngudi, 96 gio sau khi dung trong mét trong mét phai).

Theo mot phuong 4n khang thé hoa tri hai, dac hiéu kép dic trung & chd bao gbm

vi tri gén két khang nguyén thir nhAt ma lién két dic hiéu véi VEGF ngudi va vi
trf gén két khang nguyén thir hai ma lién két dic hidu v6i ANG-2 nguoi, ddc trung & chd

i) vi tri gén két khéang nguyén thi nhét nay bao gdm 1a mién bién ddi chudi ning
(VH) SEQ ID NO: 7, va mién bién d6i chudi nhe (VL) SEQ ID NO: 8; va

i) vi tri gfn két khang nguyén thit hai nay bao gdm mién bién doi chudi nang
(VH) SEQ ID NO: 15, va mién bién d6i chudi nhe (VL) SEQ ID NO: 16; va

iii) khang thé dic higu kép bao gdm ving chudi ning khong d6i ctia IgG1 hodc
phan nhom IgG4 (c6 ngudn gdc tlr ngudi va) gdm céc dot bién 1253A, H310A, va
H435A (danh s theo chi s6 EU cua Kabat)

va c6 mdt hodc nhiéu dic tinh sau (dugc xac dinh trong thir nghiém nhu duoc
néu trong vi du 6

- thé hién ndéng do huyét thanh thip hon so vé6i tuong Gmg khang thé dic
hiéu kép khong cd cic dot bién duge md ta dudi iii) (96 gio sau khi dung trong mat &
chudt, 12 chudt thiéu hut FcRn, nhung ban hop tir chuyén gen d6i voi FcRn ngudi);

- thé hién luong twong tw (hé s6 0,8 dén 1,2) trong mat phai dich thiy phan
toan phan so véi twong tng khang thé dac higu kép khong c6 cac dot bién dugc mo ta
dudi iii) (6 chudt, ma chudt thiéu hut FcRn, nhung ban hgp tr chuyén gen d6i voi FcRn
ngudi, 96 gio sau khi dung trong mit trong mit phai).

Theo mot phuong an khang thé dic hiéu kép dic trung & chd bao gdm

vi trf gén két khdng nguyén thir nhit ma lién két dic hiéu voi VEGF nguoi va vi

tr{ gén két khang nguyén thir hai ma lién két dac hidu v6i ANG-2 nguoi, dic trung & chd
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i) vi tri gén két khang nguyén thé nhét nay bao gdm mién bién ddi chudi nang
(VH) SEQ ID NO: 7 véi sy thay thé 1, 2, 3 géc axit amin, va 1a mién bién ddi chudi nhe
(VL) SEQ ID NO: 8 v6i sy thay thé 1, 2 hoic 3 géc axit amin; va

ii) vi tri gn két khang nguyén thir hai nay bao gdm mién bién d6i chudi ning
(VH) SEQ ID NO: 15 vé6i sy thay thé 1, 2 hodc 3 gbe axit amin, va 1a mién bién d6i
chudi nhe (VL) SEQ ID NO: v6i su thay thé 1, 2 hogic 3 gdc axit amin; va

iii) khang thé dic higu kép bao gbm ving chudi ning khong dbi ctia phan nhom
T¢G1 hodc IgG4 (c6 ngudn gbe tir ngudi va) gdm cdc dot bién 1253A, H310A, va H435A
(d4nh sd theo chi s6 EU cua Kabat)

va ¢6 mot hodc nhiéu dic tinh sau (duge xac dinh trong thir nghiém nhu dugc

néu trong vi du 6

- thé hién ndng d6 huyét thanh thap hon so véi tuong tmg khang thé dic
hiéu kép khong co cac dot bién dugc mo ta dudi iii) (96 giv sau khi ding trong mit &

chuot, 1a chudt thiéu hut FcRn, nhung ban hop tir chuyén gen cho FcRn nguoi);

- thé hién lurong twong tu ( hé s6 0,8 dén 1,2) trong mét phai dich thiy phan
toan phan so véi twong Gmg khang thé dac hiéu kép khong c6 cac dot bién dugc md ta
dudi iii) (& chudt, 1a chudt thiéu hut FcRn, nhung bén hop tir chuyén gen ddi v6i FcRn

ngudi, 96 gio sau khi dung trong mét trong mét phai).

Khi duoc dung ¢ day, “khéng thé” dé chi protein lién két ma bao gdm céc vi tri
gin két khang nguyén. Thuat ngit “vi tri gén két” hodc “vi tri gin két khéang nguyén” khi
duoc dung & day biéu thi (cac) ving cla phan tir khéng thé ma phdi tir thue sy gin két.
Thuét nglt “vi tri gin két khang nguyén” bao gbm mién bién ddi chudi niing khang thé

(VH) va mién bién dbi chudi nhe khéng thé (VL) (cap VH/VL).)

Su dic hiéu khéang thé dé chi sy nhan dién chon loc cia khang thé d6i voi epitop

cu thé cta khang nguyén. Khang thé tu nhién, vi du, dac hiéu don.

“Khang thé dic hiu kép” theo sang ché 13 khang thé ma c6 hai tinh dic hiéu gan
két khang nguyén khéac nhau. Khang thé theo sang ché 1a dic hiéu d6i voi hai khang
nguyén khéc nhau, VEGF la khéang nguyén thir nhat va ANG-2 1a khang nguyén thi hai.

Thut ngit khang thé “dac hiéu don” khi dugc ding & ddy biéu thi khang thé ma
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c6 mot hodc nhiéu vi tri gan két mdi vi tri gan két voi epitop giong nhau cta khang

nguyén giéng nhau.

Thuit ngit “hda tri” dugc dung trong sang ché bidu thi sy c6 mit cia s6 lugng
xéc dinh cua vi tri gén két trong phan ti khang thé. Do d6, thuat ngit “hoa tri hai”, “hoa
tri bdn”, va “hoa tri sau” dé chi su c6 mit cia hai vi tri gén két, bdn vi tri gén két, va sau
vi tri gén két, 1an lugt, trong phan tir khang thé. Khang thé dic hidu kép theo sang ché

tdt hon 13 “héa tri hai”.

Thuat ngit “VEGF” khi dugc dung ¢ day dé chi yéu t6 ting truéng ndi mac mach
ngudi (VEGF/VEGF-A,) 165-axit amin yéu t6 tang trudng té bao ndi mac mach ngudi
(axit amin 27-191 cua trinh ty tién chét cuia VEGF165 nguoi: SEQ ID NO: 17; axit amin
1-26 1a peptit tin hiéu), va 121, 189, va 206 chit dong phan yéu tb ting trudng té bao
ndi mac mach lién quan, nhu dugc néu boi Leung, D.W., et al, Science 246 (1989)
1306-9; Houck et al., Mol. Endocrin. 5 ( 1991) 1806 -1814; Keck, P.J., et al., Science
246 (1989) 1309-12 va Connolly, D.T., et al., J. Biol. Chem. 264 (1989) 20017-24; cung
v6i alen c6 trong tu nhién va dang dugc tic dong cua cac yéu t6 tang truéng nay. VEGF
dugc tham gia vao viéc diéu tiét su tao mach binh thudng va bét thuong va su tao mach
mdi c6 lién quan dén khéi u va cac ching ri loan trong mét (Ferrara, N., et al., Endocr.
Rev. 18 (1997) 4-25; Berkman, R.A. et al., J. Clin. Invest. 91 (1993) 153-159; Brown,
L.F., et al., Nguoi Pathol. 26 (1995) 86-91; Brown, L.F., et al., Ung thu Res. 53 (1993)
4727-4735; Mattern, J., et al., Brit. J. Cancer. 73 (1996) 931-934; va Dvorak, H.F., et
al., Am. J. Pathol. 146 (1995) 1029-1039). VEGF la glycoprotein dime gidng nhau ma
duoc phéan 18p tir vai ngudn va bao gdm mot vai chét ddng phan. VEGF thé hién hoat
tinh gdy phan bao dic hi€u cao d6i voi té bao ndi mo.

Thuét ngit “ANG-2” khi duoc dung ¢ day dé chi angiopoietin-2 (ANG-2) nguoi
(theo cach khac duge viét tit bing ANGPT2 hodc ANG2) (SEQ ID NO: 18) ma duge
md ta vi du trong Maisonpierre, P.C., et al, Science 277 (1997) 55-60 va Cheung, A.H.,
et al., Genomics 48 (1998) 389-91. Céc angiopoietin-1 (SEQ ID NO: 19) va -2 dugc boc
10 1a phéi tir ctia Tie, ho tyrosin kinaza ma dugc biéu hién chon loc trong ndi mac mach
(Yancopoulos, G.D., et al., Nature 407 (2000) 242-48). Hién nay co bdn thanh vién
thanh vién xéac dinh cta ho angiopoietin. Angiopoietin-3 va -4 (Ang-3 va Ang-4) ¢6 thé

14 c4c ban sao khac nhau rong rai ctia locut gen giong nhau & chudt va nguoi (Kim, I,
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et al.,, FEBS Let, 443 (1999) 353-56; Kim, L, et al., J Biol Chem 274 (1999) 26523-28).
ANG-1 va ANG-2 ban du dugc nhan biét trong cac thi nghiém nudi cdy mé 1a chét chu
van va chét dbi khang, 1an luot (xem ANG-1: Davis, S., et al., Cell 87 (1996) 1161-69;
va déi véi ANG-2: Maisonpierre, P.C., et al., Science 277 (1997) 55-60). Tét ca céac
angiopoietin da biét chu yéu gin két v6i Tie2 (SEQ ID NO: 20), va c Ang-1 va -2 gin
két voi Tie2 véi 4i luc bing 3 nM (Kd) (Maisonpierre, P.C., et al., Science 277 (1997)
55-60).

Vi tri gén két khang nguyén cia khang thé dic hidu kép theo sang ché chira sdu
ving quyét dinh bd tro (CDR) ma gop phan vao cdc mirc do 4i luc khac nhau cua vi tri
gn két véi khang nguyén. C6 ba CDR mién bién doi chudi nang (CDRH1, CDRH2 va
CDRH3) va ba CDR mién bién di chudi nhe (CDRLI, CDRL2 va CDRL3). Mic do
ctia vung CDR va khung (FR) duoc xé4c dinh bang viéc so sanh co s¢ dir liéu cua trinh

tu axit amin trong d6 cac ving ndy dugc xac dinh theo tinh kha bién gitta c4c trinh ty.

Khéng thé ctia sang ché bao gébm ving khong d6i globulin mién dich c6 ngudn
gdc tlr nguoi ciia mot hodc nhidu nhém globulin mién dich, trong d6 nhém globulin
mién dich nay bao gém IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE nhém va, trong truong hop IgG va
IgA, phén nhom clia chung, dic biét 1a IgG1 va IgG4.

Thuét ngit “khang thé don dong” hoc “ché phdm khang thé don dong” khi dugc

dung & day dé chi ché phim ctia phan tit khang thé ctia mot ché pham axit amin.

Thuat nglt “khéng thé kham” d& chi khang thé gdm ving thay dbi, tirc 13, ving
gén két, tir mot ngudn hoic loai va it nhat mot phan ciia ving khong d6i thu dugce tir
ngudn hoic loai khac, thuong duge didu ché bang k¥ thuat ADN tai t6 hop. Khing thé
kham gdm ving thay d6i chudt va viing khong d6i ngudi duge vu tién. Dang duge uu
tién khac cia “khang thé kham” dugc bao gdm trong sang ché 1a cac khang thé trong d6
ving khong dbi duge cai bién hoic dugc thay doi tir ving cta khang thé ban diu dé tao
ra cac dic tinh theo sang ché, dac biét 1a lién quan dén su gén két Cl1q va/hodc sy gin
két thu thé Fc (FcR). Khéng thé kham nay ciing dé chi “khang thé dugc chuyén 16p”.
Khang thé kham 1a san phim ctia gen globulin mién dich duoc biéu hién gdm DNA céc
doan ma héa globulin mién dich ving thay ddi va cac doan ADN ma hoa vung khong
ddi globulin mién dich. Céc phwong phép 8 san xuit khang thé kham bao gbm k¥ thuat
chuyén nhiém ADN va gen tai t5 hop thong thuong 1a da biét ro trong linh vuc. Xem, vi
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du, Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855;
US 5,202,238 va US 5,204,244.

Thuat ngit “khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi” dé chi khang thé trong d6
khung hodc “vung quyét dinh bd trd” (CDR) duogc cai bién dé bao gdm CDR cua
globulin mién dich c6 tinh dic hiéu khac nhau khi so v6i tinh déc hi¢u cia globulin mién
dich gbc. Trong phuong én duge wu tién, CDR chudt dugc ghép vao trong ving khung
cta khang thé ngudi dé tao ra “khang thé dugc 1am gidng nhu ctia nguoi”. Xem, vi du,
Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327; va Neuberger, M.S., et al., Nature
314 (1985) 268-270. Cac CDR dic biét dugc uu tién twong ng vdi cac CDR thé hién
trinh tu nhan dién khang nguyén dugc luu y & trén véi khang thé kham. Cac dang khac
cua “khang thé dugc lam gidng nhu ctia nguoi” dugce bao gbm trong ché 14 cac khing
thé trong d6 ving khong ddi con duge biét dbi hodc thay ddi tir ving d6 cua khang thé
ban diu dé tao ra cac dic tinh theo sdng ché, dic biét 1a lién quan dén su gin két Clq

va/hodc su gén két thy thé Fc (FcR).

Thuét nglt “khéng thé ngudi”, khi dugc dung & ddy, dugce du dinh dé bao gdm
khang thé c6 ving thay ddi va vang khong ddi thu duoc tir trinh tir globulin mién dich
dong giao tir nguoi. Khang thé ngudi dugc biét 1 trong tinh trang k¥ thudt (van Dijk,
M.A., va van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5 (2001) 368-374). Khang thé
ngubi' cling c6 thé dugc tao ra & dong vat chuyén gen (vi dy, chudt) ma co thé, khi chiing
ngira, san xuét kho ddy da hodc sy chon loc khang thé nguoi khi vang mit su san Xudt
globulin mién dich ndi sinh. Viéc chuyén ddy gen dong giao tr ngudi globulin mién
dich trong chudt thé dot bién dong giao tir s& din dén su san xuit khang thé ngudi khi
c¢6 thtr thach khang nguyén (xem, vi du, Jakobovits, A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90 (1993) 2551-2555; Jakobovits, A., et al., Nature 362 (1993) 255-258;
Brueggemann, M., et al., Year Immunol. 7 (1993) 33-40). Khang thé nguoi cling ¢6 thé
duoc tao ra & thu vién biéu hién thé thuc khuén (Hoogenboom, H.R., va Winter, G., J.
Mol. Biol. 227 (1992) 381-388; Marks, J.D., et al., J. Mol. Biol. 222 (1991) 581-597).
Céac k¥ thuat cta Cole, A., et al. va Boerner, P., et al. 12 sin c6 dé san xuit khang thé
ngudi don dong (Cole, A., et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Liss,
A.L., p. 77 (1985); va Boerner, P., et al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Nhu da dugc
dé cap vé6i khang thé kham va khang thé dugc lam gidng nhu clia ngudi theo sang ché

thuat ngtt “khang thé ngudi” khi duge dung ¢ ddy ciing bao gbm cac khang thé ma duoc
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cai bién trong vung khong dbi dé tao ra cac dic tinh theo sang ché, dic biét 1 lién quan
dén su gén két C1q va/hoic gén két FcR, vi du bang “viéc chuyén 16p” tirc 12 thay do6i

hodc dot bién cua cac phan Fe (vi du dot bién tir [gG1 thanh IgG4 va/hoac 1gG1/1gG4).

Thut ngit “khéang thé ti t5 hop”, khi dugc ding ¢ ddy, duge du dinh dé bao gdm
tht ca khéang thé nguoi ma dugce diéu ché, duoc biéu hién, dugc tao ra hoic duoc phan
1ap bang cach tai td hop, nhu khang thé dugc phan lap tir té bao cht nhu t& bao NSO
hodc CHO hodc tir dong vat (vi du chudt) ma chuyén gen d6i v6i gen globulin mién dich
hodc khang thé nguoi duge biéu hién sir dung téi t6 hop vecto biéu hién dugc chuyén
nhi&m vao trong té bao chi. Khang thé tai td hop nay c6 ving thay d6i va ving khong
ddi & dang dugc sép xép lai. Khang thé tai t hop theo sang ché dugc tién hanh siéu dot
bién sinh dudng in vivo. Vi thé, trinh tu axit amin ctia ving VH va VL cua khang thé tai
t6 hop 1a céc trinh tw ma, khi thu dugc tlr va duoc lién quan dén trinh ty VH va VL dong
giao tr ngudi, ma khong xuét hién mot cach tu nhién trong kho khéng thé nguoi dong
giao tr in vivo.

“Mién bién dbi” (mién bién déi ctia chudi nhe (VL), mién bién ddi clia chudi
ning (VH) khi dugc dung & day bidu thi mdi mién cua cdp cac chudi nhe va chudi ning
ma tryc tiép duge tham gia vao viéc gén két khang thé dén khang nguyén. Céc mién cia
céc chudi nhe va chudi ning thay ddi ctia nguoi c6 chu tric chung gidng nhau va mdi
mién bao gdbm bén ving khung (FR) c4c trinh ty cua chung duge bao tdn rong rai, duoc
nbi bang ba “ving siéu bién” (hodc ving quyét dinh bd trg, CDR). Cac vung khung ¢6
cAu hinh tdm B va CDR c6 thé tao ra vong thét ndi cdu tric tAm p. CDR trong mdi chudi
duoc giit trong ciu triic ba chidu cta chiing bing ving khung va tao ra cing véi CDR
tir vi tri gén két chudi khang nguyén khac. Vung CDR3 chudi ning va chudi nhe khang
thé dong vai trd dic biét quan trong trong su ddc hidu/ai luc gén két ctia khang thé theo

sang ché va vi thé tao ra muc dich khac cua sang ché.

Thuat ngit “viung si€u bién” hodc “gin két khang nguyén mot phén ctia khang
thé” khi dugc dung trong ban mo ta d8 chi gbc axit amin ctia khéng thé ma chiu trach
nhiém gén két khang nguyén. Ving siéu bién bao gém gdc axit amin tir “ving quyét
dinh bd tro” hodc “CDR”. Vung “khung” hodc “FR” la c4c vung trong mién bién ddi
khac véi cac gbe ving siéu bién nhu duge xac dinh & ban md ta. Vi thé, cac chudi nhe

va chudi ning ctia khang thé bao gdm cic mién FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
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va FR4 tir dAu tan N dén C. Cac CDR trén mdi chudi dugc tach bang axit amin khung.
Pic biét, CDR3 ctia chudi ning 1a ving ma gop phan hau hét sy gin két khang nguyén.
Ving CDR va FR dugc xac dinh theo dinh nghia chuén cua Kabat, E.A., et al., Sequence
of Protein of Immunological Interest, Sth ed., Public Health Service, National Institutes

of Health, Bethesda, MD (1991).

Khi dugc dung & day, thudt ngit “su gin két” hodc “su gén két dic hiéu” dé chi
su gén két cia khang thé v6i epitop ciia khang nguyén (VEGF nguoi hodc ANG-2
ngudi) trong thir nghiém trong 6ng nghiém, t6t hon 1 trong thtr nghiém cdng hudng
plasmon (BIAcore, GE-Healthcare Uppsala, Sweden v6i khang nguyén kiéu dai duoc
tinh ché. Ai luc gén két duoc xéac dinh béng ky tu ka (hing s6 tde do cua su lién két cua
khang thé tir phtrc hop khéng thé/khéng nguyén), kp (hdng sd phan ly), va Ko (kp/ka).
Theo mot phuong an su gin két hodc su gén két dic hiéu c6 nghia 1a su gén két ai luc
(Kp) bing 10" mol/l hoic nho hon, theo mot phuong an 10 M dén 10" mol/l.

~, 66

Thuét nglt “epitop” bao gbm yéu t6 quyét dinh polypeptit bat ky c6 kha ning gén
két dic hiéu vé6i khang thé. Trong cac phuong 4n khéc, yéu t& quyét dinh epitop bao
gém nhom phén tu bé mit hoat dong hoa hoc nhu axit amin, chudi bén duodng,
phosphoryl, hodc sulfonyl, va, trong cic phuwong an khéc, c6 thé ¢6 cac dic diém cau
triic ba chidu cu thé, va/hodc dic diém dién tich cu thé. Epitop 1a mot ving cua khéang

nguyén ma dugc lién két boi khang thé.

Theo cac phuong an khéc, khang thé dugc gin két dic hidu véi khang nguyén
khi né nhin dién wu tién khang nguyén muc tiéu cua nd trong hdn hop phirc hgp cua

protein va/hodc phén tir 16n.

Thuét ngir “khéng thé c¢6 chidu dai diy du” biéu thi khang thé bao gdm hai “chudi
ning khang thé 6 chidu dai ddy du” va hai “khang thé c6 chiéu dai ddy di chudi nhe”.
“Chudi nang khang thé c6 chidu dai day du” 1a polypeptit bao gdm huéng d4u tan N dén
dAu tan C ctia mién bién dbi chudi ning khang thé (VH), mién chudi ning khong do6i
khang thé 1 (CH1), ving khép néi khang thé (HR), mién khong doi chudi nang khang
thé 2 (CH2), va midn khong ddi chudi ning khang thé 3 (CH3), duoc viét tit 1a VH-
CHI1-HR-CH2-CH3; va tiy chon mién khong dbi chudi ning khéng thé 4 (CH4) trong
truong hop khang thé thudc phan nhoém IgE. Tét hon 1a “chudi ning khang thé ¢6 chiéu
dai ddy du” 1a polypeptit bao gbdm huéng dAu tan N dén dau tan C ctia VH, CH1, HR,
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CH2 va CH3. “Khang thé c6 chidu dai day du chudi nhe” 1a polypeptit bao gbdm huéng
tir dAu tan N dén diu tan C ctia mién bién dbi chudi nhe khang thé (VL), va mién khong
d8i chudi nhe khéng thé (CL), duoc viét tht 1a VL-CL. Mién khong déi chudi nhe khang
thé (CL) c6 thé 1a « (kappa) hogic A (lambda). Hai chudi khéng thé c6 chiu dai ddy du
duoc lién két voi nhau qua lién két polypeptit disulfua bén trong gitra mién CL va mién
CHI va gifta ving khép ndi ciia chudi ning khéng thé ¢6 chiu dai ddy du. Vi du vé
khang thé c¢6 chiéu dai day du dién hinh 1a khang thé tu nhién nhu IgG (vi du IgG 1 va
1¢G2), IeM, IgA, IgD, va IgE. Khang thé c6 chiéu dai ddy du theo sdng ché c6 thé tir
mot loai vi du ngudi, hodc ching cé thé duoc kham hodc khang thé duge lam gidng nhur
cta ngudi. Khang thé c6 chiéu dai ddy du theo sang ché bao gbm hai vi tri gan két khang
nguyén mdi vi tri duge tao thanh béi mét cap VH va VL, ma hai vi tri gén két dic hicu
v6i khang nguyén giéng nhau. DAu tan C cta chudi ning hodc chudi nhe cta khang thé
c6 chidu dai ddy da nay biéu thi axit amin cudi cing & dau tan C cua chudi nang hodc
chudi nhe da néu. Pau tin N ctia chudi ning hodc chudi nhe cta khang thé c6 chiéu dai
day da nay biéu thi axit amin cudi cing & dAu tan N cta chudi ning hodc chudi nhe da

néu.

Thuat ngit “phan tir lién két peptit” dwoc dung trong sang ché biéu thi peptit véi
trinh tu axit amin, t6t hon 14 c6 ngudn gbc tong hop. Céc peptit theo sang ché dugc dung
dé ndi diu tan C ctia chudi nhe voi du tAn N ctia chudi ning cua khéng thé c6 chiéu dai
ddy @ tht hai (ma lién két diac hiéu voi khang nguyén tha hai) qua phan tir lién két
peptit. Phan tir lién két peptit trong khéng thé c6 chidu dai ddy du thtr hai chudi ndng va
chudi nhe 1 peptit v6i trinh ty axit amin véi chidu dai it nhét 30 axit amin, tot hon 1a
v6i chidu dai tir 32 dén 50 axit amin. Trong mot phan tir lién két peptit 1a peptit v6i trinh
tur axit amin ¢6 chidu dai tir 32 dén 40 axit amin. Theo mdt phuong én trinh ty lién két
nay 1a (GxS)n véi G = glyxin, S = serin, (x =3, n= 8, 9 hodc 10 va m= 0, 1, 2 hoac 3)
hodic (x =4 van= 6, 7 hodc 8 va m= 0, 1, 2 hoic 3), t6t hon 14 voi x = 4, n= 6 hodc 7 va
m=0, 1, 2 hodc 3, t6t hon nita néu vdi x = 4, n= 7 va m= 2. Theo mdt phuong an trinh
tu lién két nay 13 (G4S)sGo.

2
A

Thuét ngtt “vung khong do6i” dugc dung trong sang ché biéu thi tong cong céc
mién cua khang thé khac viing thay ddi. Vung khong dbi khong tham gia truc tiép vao
su gan két ctia khang nguyén, nhung biéu hién céc chirc ning phan (g kich thich khac

nhau. Phu thudc vao trinh ty axit amin ctia ving khong doi cua chudi nang cua chung,
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khang thé duoc chia thanh cac nhom: IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, va mot vai trong )
d6 c6 thé 1a con dugce chia thanh cac phan nhém, nhu IgG1, IgG2, IgG3, va IgG4, IgAl
va IgA2. Ving khong dbi chudi ning ma tuong tng v6i nhom khéc nhau ciia khéng thé
dugcgoilaa,d, & v, vap, 1an luot. Vung khong dbi chudi nhe ma duoc phat hién trong

ca nam nhém khang thé dugc goi 12 k (kappa) va A (lambda).

Thuéat ngit “vung khong d6i c6 ngudn gbc tir ngudi” hodc “viung khong d6i nguoi”
nhu dugc ding trong sang ché biéu thi ving chudi ning khong d6i cua khang thé nguoi
ctia phan nhom IgG1, 1gG2, 1gG3, hodc IgG4 va/hodc ving kappa hodc lambda chudi
nhe khéng d6i. Cac ving khong dbi da dugc biét ro trong tinh trang k¥ thuat va vi du
dugc mo ta boi Kabat, E.A., et al., Sequence of Protein of Immunological Interest, 5th
ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) (xem
also vi du Johnson, G., va Wu, T.T., Nucleic Acids Res. 28 (2000) 214-218; Kabat, E.A.,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72 (1975) 2785-2788). Khi tmg dung danh s6 vi tri va
dot bién hé théng danh sb chau Au (chi ) EU) theo Kabat, E.A., et al., Sequence of
Protein of Immunological Interest, Sth ed., Public Health Service, National Institutes of

Health, Bethesda, MD (1991) dugc dung va dé chi “danh sb theo chi s6 EU ctia Kabat”.

Theo mdt phuong an khéng thé dic hiéu kép theo sang ché c6 ving khong d6i

ctia phan nhém IgG1 ngudi (thu dugc tir phan nhom IgG1 ngudi).

Theo mdt phuong an khang thé dic hiéu kép theo sang ché c6 ving khong dbi

ctia phan nhém IgG4 ngudi (thu duoc tir phan nhém IgG1 nguoi).

Theo mdt phuong an khang thé dac hiéu kép theo sdng ché 13 phan nhém IgG1
nguodi ¢ dot bién L234A (Leu235Ala), L235A (Leu234Ala) va P329G (Pro329Gly).
Khang 'thé bi suy giam gén két FcR (dic biét 1a chiing thé hién khong lién két thém véi
FcRgammal, FcRgammall va FcRgammalll). Piéu nay dic biét hitu dung dé giam tac
dung phu c6 thé nhu vi du chimg huyét khdi (Meyer, T., et al., J. Thromb. Haemost. 7
(2009) 171-81). Theo mot phuwong én khang thé dac hiéu kép theo sang ché 1a thudc
phan nhém IgG4 nguoi co dot bién S228P (Ser228Pro), L235E (Leu235Glu) va P329G
(Pro329Gly). Khang thé thé hién su gin két FcR gidm nhu dugc thé hién & trén. Trong
khi dot bién Pro329Ala ma da dugc md ta da loai bo chi hai phﬁn ba su tuong tac banh
kep FcgammaRIIla, Pro329Gly trong khang thé theo sang ché hoan toan tao ra su gin

két cta phén Fc v6i FcgammaRIIl. Day dic biét hitu dung do viéc lién két véi
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FcgammaRIII dugc tham gia trong ADCC (ddc tinh té bao phu thudc khang thé) ma dan
dén su chét té bao, ma c6 thé 13 hitu ich trong didu tri bénh ung thu, nhung ma c6 thé
gy ra tac dung phu nghiém trong trong viéc diéu tri cac bénh mach méau hodc mién dich
khéc dua vao khang thé. Vi thé khang thé theo sang ché ctia phan nhom IgG1 ¢ dot
bién L234A, 1.235A va P329G va Phan nhém 1gG4 c6 dot bién S228P, 1.235E va P329G
dic biét hitu dung, khi ching cung thé hién khong lién két thém véi FcRgammal,

FcRgammall va FcRgammalll.

Thuét ngit “véi dot bién AAA” khi dugc ding & ddy dé chi cac dot bién 1253A
(Ile253Ala), H310A (His310Ala), va H435A (His435Ala) trong ving chudi nang khong
d6i cua IgG1 hodc IgG4, trong d6 viéc danh s6 theo chi s6 EU cua Kabat.

Thuat ngit “véi dot bién P329G LALA” khi dugc dung & ddy chi cac dot bién
L234A (Leu235Ala), L235A (Leu234Ala) va P329G (Pro329Gly) trong ving chudi
ning khong dbi ctia phan nhém IgG1, trong d6 viée danh s6 12 theo chi s6 EU cuia Kabat.
Thuat ngit “véi dot bién SPLE” khi dugc ding & ddy dé chi ving chudi nang khong do6i
S228P (Ser228Pro) va L235E (Leu235Glu) ctia phan nhém IgG4, trong do viéc danh sb
1 theo chi s6 EU cta Kabat. Thuat ngit “véi dot bién SPLE va P239G” khi dugc dung
& day chi ving chudi ning khong ddi S228P (Ser228Pro), L235E (Leu235Glu) va
P329G (Pro329Gly) cua phan nhém IgG4, trong d6 viéc danh s6 1a theo chi s6 EU ctia
Kabat.

Khéng thé theo séng ché dugc tao ra bing cach tai 16 hop. Vi thé, mot khia canh
clia sang ché 1a axit nucleic ma hoa khang thé theo sang ché va khia canh khac 1a té bao
chtra axit nucleic ndy ma hoa khang thé theo sang ché. Cac phuong phap san xudt tai tb
hop dugc biét rong rai trong tinh trang k¥ thuét va bao gbm protein bidu hién trong té
bao nhan so va té bao nhan chuén véi su ¢d lap sau d6 cia khang thé va thuong tinh ché
dén do tinh khiét duge dung. Pé biéu hién khang thé nhu dugc dé cip & trén trong té
bao chu, axit nucleic ma hda cac chudi nhe va chudi nahg duge cai bién tuong ing dugc
cai xen vao trong vecto biéu hién bang c4c phuong phap chuén. V i‘éc biéu hién dugc
tién hanh trong té bao chi nhan so hodc nhan chuén thich hop nhu té bao CHO, t& bao
NS0, té bao SP2/0, t& bao HEK293, té bao COS, té bao PER.C6, ndm men, hofic t€ bao
E.coli, vi khang thé duoc thu hdi tir té bao (dich ndi hodc t€ bao sau khi phan giai). Cac

phuong phap thong thudng dé san xuét tai t6 hop khéng thé duoc biét 13 trong tinh trang
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ky thuat va duge md ta, vi dy, trong bai bdo ctia Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17
(1999) 183-202; Geisse, S., et al., Protein Expr. Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J.,
Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-160; Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-880.

Theo mot phuong an theo sang ché 1a phuong phap san xuét khang thé dic hiéu

kép theo sdng ché, bao gdm cac budc
a) bién nap té bao chii véi vecto chira phan tir axit nucleic ma héa khang thé nay;
b) nudi ciy té bao chu duéi diéu kién ma cho phép téngbh(_yp cua phan tir khang
thé nay; va
¢) thu hdi phan tir khdng thé nay tir moi trudng nudi ciy nay.

Theo mdt phuong &n budce thu hdi theo budc ¢) bao gdm viéce st dung chét phan
ung bét giit dic hidu mién khong dbi chudi nhe (ma vi du dic hiéu d6i voi chudi nhe
khong d6i kappa hozc lambda, phu thudc vao chudi nhe kappa hodc lambda trong khéng
thé dic hiéu kép theo sédng ché duoc dung hay khdng). Theo mdt phuong an chét phan
tng bt giit dic hidu chudi nhe nay duogc dung theo cach cach gén két va tach rtra). Vi
du v& chit phan tUng bt gitt dic hiéu mién khong d6i chudi nhe nay la vi du
KappaSelect™ va LambdaFabSelectTM tir GE Healthcare/BAC, dugc dya trén chét nén
co ban agaroza d cung cao ma cho phép tbc d6 chay cao va nghich ap thap & quy md
16n. Ching 13 dic didm cta phdi tir ma lién két véi ving khong doi ciia chudi nhe kappa
hoidc lambda tuong Gng (tirc 1a cdc manh thiéu ving khong ddi ctia chudi nhe s& khong
gin két; Fig. 1). Tht ca vi thé c6 kha nang su gin két phan tir muc tiéu khac chira ving
khong dbi ctia chudi nhe, vi dy, IgG, IgA va IgM. Phéi tir duge gin voi chat nén qua tay
dém wa nude khién cho n6 d& dang dé lién két v6i phan tir muc tiéu. Chung dya trén

ménh khang thé chudi don ma dugc sang loc cho Ig kappa hogc lambda nguoi.

Khang thé dac hiéu kép dugce phan tdch mdt cach thich hop ra khoi moi trudng
nudi cdy bang quy trinh tinh ché globulin mién dich thong thuong nhu, vi dy, protein A-
Sepharoza, sac ky hydroxylapatit, dién di trén gel, tham tach, hodc sic ky 4i luc. ADN
va ARN mi hoa khang thé don dong d& dang duoc phan 1p va giai trinh ty bing céch
st dung céac quy trinh thong thuong. Té bao lai c6 thé ding 1am ngudén ADN va ARN
nay. Khi dugc phan 1ap, ADN co thé 1a duoc cai xen vao trong vecto biéu hién, ma sau

d6 dugc chuyén nhiém vao trong t& bao chi nhu té bao HEK 293, té bao CHO, hodc té

-28-



31810

bao u tuy ma khong san xuit protein globulin mién dich, dé thu duoc su tong hop cla

khang thé tai tb hop don dong trong té bao chu.

Trinh tu axit amin cac bién thé (hoic thé dot bién) cta khang thé dic hiéu kép
dugc didu ché bang cach dua sy thay dbi nucleotit thich hop vao trong ADN khang thé,
hodc bang su tong hop nucleotit. S cai bién nhu vay c6 thé dugc tién hanh, tuy nhién,
chi trong khoang rat han ché. Vi du, su cai bién khong lam bién ddi cac dic diém‘khéng
thé dugc dé cap ¢ trén nhu phan nhém IgG va sy ghn két khang nguyén, nhung c6 thé
c&i thién hiéu suét cla viéc san xuét tai té hop, do 6n dinh protein hodc tao didu kién

thuén loi cho viéc tinh ché.

Thuat ngft “té bao chi” nhu dugc dung trong sang ché bidu thi loai hé thdng té
bao bét ky ma co thé dugc thiét ké dé tao ra khang thé theo sang ché. Theo mot phuong
an té bao HEK293 va t& bao CHO dugc ding lam té bao chu. Khi duge dung ¢ day,
thuét ngft “té bao”, “dong té bao,” va “dich nudi cdy té bao” dugc dung thay d6i cho
nhau va tit ca déu bao gdm con chau. Vi thé, thuét ngit “thé bién nap” va “t& bao dugc
bién nap” bao gdm té bao so cép va chét cdy thu dugc tir chung khong bao gdm sb lan
chuyén. Ciing dugc hiéu ring tat ca con chau khong thé chi ra chinh x4ac Nong do ADN,
do do6t bién chu y hodc v y. Bién thé con chau ma ¢ chirc ning hodc hoat tinh sinh hoc

tuwong tu khi dugc sang loc dé trong té bao dugc bién nap ban diu dugc bao gom.

Biéu hién trong t& bao NSO dugc mo ta boi, vi du, Barnes, LM., et al,
Cytotechnology 32 (2000) 109-123; Barnes, L.M.,, et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001)
261-270. Biéu hién tam thoi duoc md ta béng, vi du, Durocher, Y., et al., Nucl. Acids.
Res. 30 (2002) E9. Viéc tach dong cac mién bién ddi dugc mo ta boi Orlandi, R., et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 3833-3837; Carter, P., et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89 (1992) 4285-4289; va Norderhaug, L., et al., J. Immunol. Methods 204
(1997) 77-87. A hé théng biéu hién tam thoi duge vu tién (HEK 293) duge mo ta bdi
Schlaeger, E.-J., va Christensen, K., trong Cytotechnology 30 (1999) 71-83 va
Schlaeger, E.-J., trong J. Immunol. Methods 194 (1996) 191-199.

Trinh tu d6i ching ma thich hgp cho sinh vat nhan so, vi dy, bao gbm gen khéi
dAu, trinh tu diéu hanh tuy chon, va vi trf gén két ribosom. Té bao nhan chuén dugc da

biét 1a c6 thé sir dung gen khéi dau, gen ting cudng va tin hiéu polyadenyl hoa.
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Axit nucleic “duge lién két hoat dong” khi n6 dugc dat trong mbi quan hé chirc
ning vai trinh ty axit nucleic khac. Vi dy, ADN véi tién trinh tu hodc trinh tu dan kich
thich tiét duoc lién két hoat dong véi ADN déi véi polypeptit néu n6 dugce biéu hién
nhu tién protein ma tham gia vao viéc tiét polypeptit; gen khéi dau hozc gen ting cuong
duoc lién két hoat dong v6i trinh tu ma hoa néu n6 anh hudng dén su phién ma cua trinh
tu; hodc vi tri gén két ribosom dugc lién két hoat dong véi trinh tw ma hoa néu no dugc
dinh vi d& tao didu kién thuan loi cho viée dich ma. Thong thuong, “dugc lién két hoat
dong” c6 nghia 1a trinh ty ADN b tro duge lién két ké nhau, va, trong truong hop trinh
tu dan kich thich tiét, k& nhau va trong khung doc. Tuy nhién, gen ting cudng khong
phai ké nhau. Viéc lién két dugc duge hoan thanh bang cach ndi cac vi tri gi6i han thuan
tién. Néu cac vi tri nay khong tdn tai, thé thich nghi oligonucleotit hodc trinh tu lién két

tong hop duoc dung theo cach thuc hién thong thuong.

Viéc tinh ché khang thé duoc tién hanh dé loai bo thanh phﬁn té bao hodc cac
chét gay 6 nhiém khac, vi du axit nucleic hodc protein khac, bang k¥ thuat chuén, bao
gém xu ly kiém/SDS, tao dai CsCl, séc ky cot, dién di trén gel agaroza, va cac k¥ thuat
khac da biét rd trong linh vuc. Xem Ausubel, F., et al., ed. Current Tién trinh in
Molecular Biology, Greene Publishing va Wiley Interscience, New York (1987). Cac
phuong phéap khéac di duoc cong b6 va duge ding rong rai dé tinh ché protein, nhu cac
phuong phap sdc ky ai luc véi protein vi khuin (vi du sic ky 4i luc protein A hodc
protein G), sdc ky trao ddi ion (vi du trao d6i cation (nhwa carboxymetyl), trao d6i anion
(nhya amino etyl) va trao d6i kiéu hdn hop), hép thu ua luu huynh (vi du véi beta-
mercaptoetanol va phéi tir SH khac), su twong tac ki nudc hodc sic ky hap thu thom (vi
du véi phenyl-sepharoza, nhya aza-wra khi, hodc axit m-aminophenylboronic), sdc ky 4i
luc chelat kim loai (vi du véi nguyén liéu ai lyc Ni(II)- va Cu(ID-), sdc ky loai trir kich
thuée, va dién di (nhu dién di trén gel, dién di mao quan) (Vijayalakshmi, M.A., Appl.
Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102).

Khéng thé hoa tri hai, dic hiéu kép theo sang ché thé hién 13 ¢6 1¢i cho bénh nhan

1a ngudi ¢6 nhu cAu tri lidu huéng dich VEGF va ANG-2.

Khang thé héa tri hai ddc hiéu kép khang VEGF nguoi va ANG-2 nguoi theo
sang ché c6 thé ¢o profin hiéu qué/an toan c6 gia tri va ¢6 thé cung cép loi ich cho bénh

nhan ¢6 nhu ciu tri liéu khang VEGF va khang ANG-2.

-30-



31810

Mot khia canh cta sang ché 1a dugc phim chta khang thé theo sang ché. Khia
canh khéc cua sang ché 1a viéc sir dung khang thé theo sang ché dé san xuét duoc pham.
Khia canh khéac cta sang ché 13 phuong phap san xuit dugc phdm gdm khéng thé theo
sang ché. Theo khia canh khac, sang ché tao ra ché phém, vi du duoc phém, chira khang

thé theo sang ché, dugc bao ché cung véi chit mang duoc dung.

Khi dugc dung & ddy, “chit mang dugc dung” bao gbm bét ky va tt ca dung
mdi, mdi trudng phan tan, chit boc, chit khang khuén va chét khang nim, chit dang
truong va 1am trd sy hip thu, va tvong tw ma thich hop vé mit sinh ly. Tét hon 14 chat
mang thich hop dé cip dugc ding cho d6i tuong théng qua dudng khu tr. Vi du, khang
thé hodc ché phdm ciia n6 c6 thé duge dung cho ddi tuong bang viéc dung trong mit vi
du tiém trong mat nhu tiém trong mét. Viée ndy c6 thé dugce tién hanh theo cac quy trinh
chudn da biét trong linh vuc. Xem, vi dy, Ritter et al., J. Clin. Invest. 116 (2006) 3266-
76; Russelakis-Carneiro et al., Neuropathol. Appl. Neurobiol. 25 (1999) 196-206; va
Wray et al., Arch. Neurol. 33 (1976) 183-5.

Ché phim theo séng ché c6 thé dugc dung bang nhidu phuong phap da biét trong
linh vuc. Do s& duoc danh gid bdi ngudi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét
nay, duong va/hodc cach cAp s& khac nhau phu thudc vao két qua mong mubn. D& cip
hop chét theo sang ché bang cach duong cAp nay, c6 thé can boc hop chit v6i, hodc cép
ddng thoi hop chit véi, nguyén lidu d8 ngin ngira sy bat hoat ctia né. Vi dy, hop chét c6
thé duoc dung cho dbi twong trong chét mang thich hop, vi dy, liposom, hodc chét 1am
lodng. Chét pha lodng dugc dung bao gbdm nudéc mubi va dung dich dém chtra nuée.
Chéit mang duoc dung bao gdm dung dich chira nuée hodc thé phan tan tiét tring va bot
v tring dbi voi ché pham ding ngay cua dung dich tiém tiét tring hodc thé phén tan.
Viéc st dung moi trudng va chét nay ddi véi céc chit c6 dugc tinh da biét trong linh

vuc.

Nhidu cach dua vao co thé c6 thé duoc ding, bao gdm, nhung khong bi gioi han
¢ viéc dung trong mét hoic khu tri. Theo mdt phuong an Gng dung la trong mét va bao
gdm, nhung khong bi gi¢i han, tiém dudi két mac, tiém trong budng mit, tiém vao trong
tién phong qua ving ria, tiém trong m6 dém, tiém trong gidc mac, tiém dudi vong mac,

tiém thuy dich, tiém quanh mét hodc thiét bi dua vao co thé kéo dai, tiém trong mat (vi

-31-



31810

du, tiém trudc, gitta hodc sau). Theo mdt phwong 4n bdi 1a khu tri va bao gdm, nhung

khong bi gidi han thudc nho mat vao giac mac.

Theo mdt phuong 4n khang thé dic hi€u kép hoac duge pham theo séng ché dugc
dung thong qua viéc dung trong mét, vi du thong qua tiém trong mit. Viéc nay co thé
duogc tién hanh theo céc quy trinh chuén da biét trong linh vyc. Xem, vi dy, Ritter et al.,
J. Clin. Invest. 116 (2006) 3266-76; Russelakis-Carneiro et al., Neuropathol. Appl.
Neurobiol. 25 (1999) 196-206; va Wray et al., Arch. Neurol. 33 (1976) 183-5.

Theo mét s6 phuong an, bd kit tri liéu clia sang ché ¢6 thé chita mot hodc nhidu
liéu khang thé dic hidu kép c6 mat trong dugc phérn duoc mo ta ¢ day, thiét bi thich
hop dé tiém trong miét cia duoc phdm, va huéng dan chi tiét cho dbi tugng thich hop va
tién trinh dé tiém. Theo cac phuong 4n nay, ché phdm thudong duge dung cho ddi tuong
¢6 nhu ciu diéu tri théng qua viéc tiém trong mit. Viéc ndy duge tién hanh theo cc quy
trinh chudn da biét trong linh vuc. Xem, vi dy, Ritter et al., J. Clin. Invest.rl 16 (2006)
3266-76; Russelakis-Carneiro et al., Neuropathol. Appl. Neurobiol. 25 (1999) 196-206;
va Wray et al., Arch. Neurol. 33 (1976) 183-5.

Ché phim ciing ¢6 thé chutra t4 dugc nhu chét bao quan, chét 1am udt, chét nhii
héa va chit phan tan. Viéc ngdn ngira sy ¢6 mat clia vi sinh vat ¢6 thé duoc dam bao béi
ca quy trinh khtr trung, supra, va bang cach két hop cac chét khang khuén va chét khang
ndm khac nhau, vi dy, paraben, clobutanol, phenol, axit sorbic, va tuong tu. Ciing mong
muén bao gdm chit dang truong, nhu dudng, natri clorua, va chét twong tu vao trong
ché phém. Ngoai ra, su hép thu kéo dai cua dang dugc phém tiem dugc c6 thé duoc dua

vao bang cach két hop cac chét ma 1am tr& sy hap thu nhu alumin monostearat va gelatin.

Khong lién quan dén dudng dung duge chon, hop chit theo sang ché, ma c6 thé
duoc dung & dang dugc hydrat hoa thich hop, va/hodc duoc phém theov sang ché, duoc
bao ché thanh dang lidu dugc dung bang cic phuong phép thong thuong da biét voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Muic lidu luong thue té cua thanh phan hoat tinh trong du’qc_phém theo sang ché
¢6 thé duge bién ddi sao cho thu duge lugng thanh phén hoat tinhbma hitu hiéu dé dat
dugc dép tng tri liéu mong mudn véi bénh nhéan cu thé, ché pham, va cach cép, khong
¢ ddc tinh v4i bénh nhan. Murc liéu lugng duge chon s& phu thude vao céc loai hé s6

dugc dong hoc bao gém hoat tinh ctia ché phém cu thé theo sang ché duoc dung, dudng
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dung, thoi gian ding, tdc do bai tiét ciia hgp chét cu thé duge dung, khoang thoi gian
didu tri, cdc thude khéc, hop chét va/hodc nguyén liéu duge dung két hop v&i ché pham
cu thé dugc dung, tudi, gidi tinh, khdi lugng, diéu kién, strc khoe chung va bénh st trude

d6 ctia bénh nhan dugc didu tri, va cac hé s6 tuong tu duoc biét 1 trong linh vuc y té.

Ché pham phai v6 tring va 16ng dén mirc ma ché phdm c6 thé dugc phan phéi
bang 6ng tiém. Ngoai nudc, chét mang t6t hon 1a dung dich nuéc mudi dugc dém ding

truong.

Do 10ng thich hop c6 thé duge duy tri, vi du, bang viéc st dung 16p boc nhu
lexithin, bing cach duy tri ¢& hat yéu cau trong trudng hop thé phan tan va bang cach
dung chit hoat dong b& mit. Trong nhiéu trudng hop, t6t hon 1a bao gdbm chat déng
truomg, vi du, dudng, rugu da chirc nhu manitol hodc sorbitol, va natri clorua trong ché

pham.

Ché pham c6 thé bao gbm dang bao ché phong thich cham trong mét gdm hoat
chét dé dung dudi két mac. Dang bao ché phong thich chdm trong mét bao gdm céc vi
hat cta hoat chét hdu nhu tinh khiét, vi du, khang thé dic hidu kép theo sang ché. Céc
vi hat gdbm khéng thé dic hiéu kép theo séng ché ¢ thé dugc nhing trong twong thich
sinh hoc polyme dugc dung hodc long chét bao. Dang bao ché phéng thich cham ¢ thé
duoc lam phi hop dé giai phong hau nhu toan bo cac nguyén liéu hoat tinh trong khodng
thoi gian kéo dai. Nén polyme hoic 16ng, néu c6 mat, c6 thé duoc lam phu hop dé phan
giai du dé dugc van chuyén tir vi tri cAp sau khi gidi phong toan bd hodc hau nhu toan
b hoat chét. Dang bao ché phong thich chdm ¢6 thé 12 dang bao ché 1ong, gdm polyme
dugc dung va hoat chit dugc hoa tan hodc dugce phén tan. Khi tiém, polyme tao ra kho

du trit tai vi tri tiém, vi du bang gel hoa hoic tao két tua.

Khia canh khac cua sang ché 1a khang thé dic hiéu kép theo sang ché @& dung

trong di€u tri bénh mach mau mat.

Mot phuong &n cua sang ché 1a khang thé dic hiéu kép theo sang ché @ ding

trong di€u tri bénh mach mau mat.

Khia canh khac ctia sdng ché trong dugc phém dé dung trong diéu tri bénh mach

mau mat.

Khia canh khéc cua sang ché 1a viéc st dung khang thé theo sang ché ding trong
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san xuat thudc dé diéu tri bénh mach mau mat.

Khia canh khac cta sang ché 1a phuong phép diéu tri bénh nhan bi dau dén bai
bénh mach mau mét bang cach cip khang thé theo sang ché cho bénh nhén ¢ nhu cau
diéu tri.

Thuét ngt “bénh mach méu mét” va “bénh mét mach mau” duge dung thay thé
cho nhau trong ban md ta nay va bao gbm, nhung khong gi6i han & trong mit rdi loan
tAn mach nhu bénh vong mac tiéu dudng, bénh phu diém vang dai thdo duong, bénh
vong mac do sinh non, tdng nhan ap cho su phat trién mach mau méi, tic tinh mach
vOng mac, tic tinh mach vong mac trung tdm, sy thoai hoa diém vang, su thoai hoa diém
vang lién quan dén do tudi, viém vong mac sic td, su ting sinh u mach vdng mac, gian
mao mach diém vang, bénh vOng mac thiéu mau cuc bo, su tao mach méi trong méng
mét, su tao mach méi trong mét, su tao mach méi gidc mac, sy tao mach méi vong mac,
su tao mach méi thanh mach, va thoai hoa vong mac. (Garner, A., Vascular disease, In:
Pathobiology of eye disease, A dynamic approach, Garner, A., va Klintworth, G.K.,
(eds.), 2nd edition, Marcel Dekker, New York (1994), pp. 1625-1710). Khi dugc dung
& day, rbi loan mach mau mit chi tinh trang bénh hoc bét ky dac trung & chd sy ting
sinh dugc bién ddi hodc khong dugce didu hoa va sy xam l4n mach mau méi vao trong
cAu tric cia mod mét nhu v&ng mac hodc gidc mac. Theo mdt phurong dn bénh mach mau
mit duge chon tir nhém bao gdm: su thodi hoa diém vang uét lién quan dén @6 tudi
(AMD uét), su thoai héa diém vang kho lién quan dén do tudi (AMD khd), bénh phu
diém vang dai thao dudng (DME), bénh phu thiing diém vang (CME), tiéu duong khong
do bénh vdng mac ting sinh (NPDR), bénh vdng mac ting sinh tiéu duong (PDR), bénh
phu thiing diém vang, viém mach (vi du tc tinh mach vong mac trung tdm), phu gai thi,
viém vOng mac, viém két mac, viém mang mach nho, viém mang mach, viém mang
mach nhidu , bénh ndm mét Histoplasma, bénh viém mi mét, bénh kho mat (bgnh
Sjogren) va bénh mit khac trong d6 mét bénh va ching rdi loan ¢6 lién quan dén mét su
tao mach mdi, ri mach, va/hodc bénh phu thin. Vi thé khang thé dic hidu kép theo sang
ché c6 thé sir dung trong viéc ngin nglra va diéu tri AMD uét, AMD khd, CME, DME,
NPDR, PDR, bénh viém mi mét, bénh kho mét va viém mang mach nho, con tot hon 1a
AMD wét, AMD khd, bénh viém mi mét, va bénh khd mat, con tdt hon 12 CME, DME,
NPDR v PDR, con tt hon 1a bénh viém mi mét, va bénh kho mét, cu thé AMD u6t va
AMD kho, va ca AMD uét cu thé. Theo mot sb phuong an, bénh mét duge chon tir
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nhém bao gdm su thodi héa diém vang uét lién quan dén dd tudi (AMD uét), bénh phu
diém vang, tic tinh mach vong mac, bénh vdng mac do dé non, va bénh vdng mac tiéu

dudng.

Céc bénh khac lién quan dén giac mac su tao mach méi bao gdm, nhung khong
gidi han &, viém két giac mac boc phat, thiéu vitamin A, rach thu kinh tiép xuc, viém
giac mac di tng, superior viém gidc mac ria, viém giac mac kho mong thit, hdi chimg
sjogrens, mun dd, viém két mang mun nudc nho, giang mai, nhi®m khuidn Mycobacteria,
su thodi hoa lipit, bong hoa chét, bénh loét do vi khuin, bénh loét do ndm, nhiém khuén
virut ecpet don gian, nhi€m virut bénh zona, nhiém ddong vat nguyén sinh, sacom Kaposi
(Kaposi sarcoma), loét Mooren, thoai hoa vong mac Terrien, bénh ly stmg ria, viém
khép dang thdp, lu put ban do hé théng, viém da khép, chdn thuong, bénh sacoit
Wegeners, viém cting mac, bénh Steven J ohnson, giac mac hinh nan hoa dang

periphigus, va tr chéi ghép gidc mac.

Bénh lién quan dén sy tao mach méi vong mac/thanh mach bao g@)m, nhung
khong gidi han &, bénh vOng mac tiéu dudng, su thoai hoa diém vang, thiéu mau hong
cAu hinh 1iém, sarcoit, giang mai, u mang gia soi chun, bénh Pagets, téc tinh mach, tic
dong mach, bénh téc nghén dong mach canh, viém mang mach nho/vitritis man tinh,
nhi®m tring lao trén ché méo, bénh Lyme, lu pat ban d6 hé théng bénh luput ban do,
bénh vong mac do dé non, viém vOng mac sic td, vong mac bénh phu (bao gém bénh
phu diém vang), bénh Eales, bénh Bechets, nhiém khuén gy viém vong mac hogc viém
mang mach, bénh ndm mét Histoplasma phong doan, bénh Bests, bénh cén thi, hbc mét,
bénh Stargarts, viém mang bd dao trung gian, man tinh sy bong vdng mac, hdi ching
tang do nhot, nhiém ky sinh tring toxoplasma, chin thuwong va sau khi -laze céc bién
ching. cac bénh khac bao gbm, nhung khdng gidi han ¢, bénh c6 li€n quan dén bénh do
da (su tao me_ich méi cia goc nhd) va bénh géy ra boi s tdng sinh bét thudng ctia mod
mach soi hodc xo bao gém tAt ca cac dang cla tang sinh dich kinh vdng mac.

Bénh véng mac do d¢ non (ROP) Ia bénh vé mat ma anh hudng dén tré dé non.
N6 duoc cho 1a giy ra bdi bi dit mach sy sinh truéng cua vong mac mach méu ma co
thé dan dén tao seo va su bong vdng mac. ROP ¢c6 thé nhe va c6 thé tu giai quyét, nhung

¢6 thé din dén mu trong céc trudng hgp nghiém trong. Do do, tAt ca tré sinh non c6 nguy
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co ROP, va trong lugng khi sinh rat thap 1a cic yéu td nguy co bd sung. Ca doc tinh oxy

va sy giam oxy huyét twong d6i c6 thé gop phan vao su phét trién cia ROP.

Su thoai héa diém vang 1a tinh trang y té phan 16n dugc phat hién ¢ nguoi gia
trong do trung tAm cua 16p 16t trong cua mét, duoc biét 1a dién tich diém vang cta vong
mac, dan dén viéc mong, teo, va trong mot s6 truong hop, chady mau. Hién tugng nay ¢o
thé dan dén viéc mét thi gidc trung tim, ma dAn dén mét kha niang nhin rd chi tiét, doc,
hodc nhan dién khudn mat. Theo Hoc vién Nhéan khoa Hoa Ky, nguyén nhan chinh cua
viéc mét thi trudng trung tim (mu) & Hoa Ky hi¢n nay dbi v4i cac bénh nhan trén 50
tudi. Miic dit doi khi sy loan dudng diém vang anh huéng dén ddi tuong tré hon doi khi
d4 chi su thoai hoa didm vang, thuat ngit nay thuong dé chi su thodi héa diém vang lién

quan dén do tudi (AMD hodc ARMD).

Su thoai hda diém vang lién quan dén d6 tudi bat dau véi cac chét dong bAm mau
vang ddc trung trong diém vang (dién tich trung tdm ciia vong mac ma tao ra thi giac
trung tdm chi tiét, dugc goi 1a hd thi gidc) duoc goi la két tu mau vang gitta 16p biéu mod
séc to vong mac va mang mach co ban. Hau hét moi nguoi v6i sy thay dbi som nay (dé
chi bénh 1y diém vang lién quan dén do tudi) c6 thi gidc tot. Nguoi c6 két tu mau vang
6 thé tién trién dén AMD giai doan ning. Nguy co nay kha cao khi két tu mau vang l6n
va nhiéu va lién quan dén sy x4o tron trong 16p t& bao sic t& du6i diém vang. Két tu
mau vang to va mém dugc lién quan dén cic chét dong bam cholesteol tang cao va c6

thé dap ung v6i cac chét 1am ha cholesteol hodc phuong phap Rheo.

AMD giai doan ning, ma chju trach nhiém véi viéc mét ph?m 16n thi giac, c6 hai
dang: kho va udt. Chung teo thi phan trung tdm, AMD kho giai doan néng, do su teo
16p biéu bi sic td vong mac dudi vong mac, ma gy ra mét thi luc thong qua viéc mét té
bao nhan kich thich 4nh sang (hinh que va hinh nén) trong ving trung tAm clia mat.
Trong khi hién nay khong cé phuong phap didu tri dbi véi tinh trang nay, viéc bd sung
vitamin véi lidu cao chét chéng oxy héa, lutein va zeaxanthin, duge ching to béi vién
mit qudc gia va cac chit khac 1am cham su tién trién cla sy thoai hoa diém vang kho

va & mot so6 bénh nhén, cai thién thi luc.

Viém vong mac sic t6 (RP) 1a nhém gdm tinh trang bénh mit di truyén. Trong
su tién trién cta cac triéu chung RP, bénh quéng ga thuong dién ra trudce thi truong hinh

éng hang nhidu nam hofc tham chi hang thap ky. Nhiéu ngudi bi RP khong tré nén mu
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hoan toan cho dén khi ho 40 hoic 50 tudi va gitr duge mot chut thi luc trong ca cudc
do1. Mot s6 ngudi khac bi mu hoan toan sau khi RP, trong mot sb truong hop bi sém
hon tir khi con nhé. Sy tién trién RP 14 khac nhau trong mdi trudng hop. RP 1a loai thoai
héa vong mac di truyén, nhém gbm cac chiing ri loan dugc di truyén trong d6 su bét
thudng cla té bio nhan kich thich anh sang (hinh que va hinh nén) hodc 16p bidu md
sic t6 vong mac (RPE) ctia vong mac dAn dén viéc mét thi luc tién trién. C4 thé thur nhét
bi anh huéng 1an dau tién trai qua sy thich nghi bong t61 khiém khuyét hodc ching sédng
dém (bénh quang ga), sau d6 1a sy giam bét ving thi gide ngoai bién (dugc biét 1a thi

trudmg hinh 6ng) va, doi khi, viée mét thi gic trung tim mudn trong qué trinh bénh.

Bénh phu diém vang dién ra khi khi chit 16ng va chit dong bam protein tép trung
trén hodc dudi diém vang cla mét, dién tich trung tAm mau vang cua vdng mac, khién
n6 day lén va truong phdng. Viéc truong phdng nay c6 thé 1am méo thi gidc trung tam
cta ngudi do, do diém vang gan v6i tim vong mac & phia sau clia nhan cau. Dién tich
nay gilt cac té bao hinh nén duge goi chat ma tao ra thi gidc trung tdm sic, trong dé
khién cho ngudi ta c6 thé nhin duge hinh dang, mau sic, va cac tidu tiét truc tiép trong
duong ngim. Bénh phu thiing diém vang 1a loai bénh phu diém vang ma bao gbm su

hinh thanh nang.

Tri liéu két hop: trong cac phuong an khang thé dac hiéu kép hodc dugc phim
theo sang ché duogc dung mot minh (khong ¢6 chét tri lidu bd sung) dé diéu tri mot hodc

nhiéu bénh mach méau mat dugc mo ta ¢ day.

Theo mot phuong an khang thé dac hidu kép hodc dugc phérn theo sang ché duge
dung két hop véi mot hodc nhidu cac chét tri liéu bd sung hodc céc phuong phép didu
tri mot hodc nhiéu bénh mach méau mét duoc fné ta & day.

Theo mot phuong én, khang thé dic hiéu kép hodc dugc pham theo sang ché
dugc bao ché két hop véi mot hodc nhiéu cac chét tri liéu bd sung va duoc dung dé diéu
tri mdt hodc nhiéu bénh mach mau mét duge mo ta & day.

Trong cac phuong 4n khac, su didu tri két hop duoc dé xudt trong ban mo ta nay
bao gém cip khang thé dic hiéu kép hodc duge phém theo sang ché dugc dung lién tiép
vGi mot hodc nhidu céc chét tri liéu bd sung dé diéu tri mot hodc nhiéu bénh mach méu
mét dugc mo ta & day.

Céc chét tri liéu bd sung bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, tryptophanyl- tARN
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synthetaza (TrpRS), EyeOOl ( aptamer dugc pegylat héa khing VEGF), squalamin,
RETAANE(TM) (anecortav axetat d6i voi hén dich phong thich cham; Alcon, Inc.),
Combretastatin =~ A4 Prodrug (CA4P), MACUGEN(TM), MIFEPREX(TM)
(mifepriston-ru486), subtenon triamxinolon axetonit, triamcinolon axetonit két tinh
trong mét, Prinomastat (AG3340- chét @re ché metalloproteinaza nén tong hop, Pfizer),
fluoxinolon axetonit (bao gdm chét cdy trong mit fluoxinolo, Bausch & Lomb/Control
Delivery Systems), chit ttc ché VEGFR (Sugen), VEGF-Trap (Regeneron/Aventis),
chét @re ché tyrosin kinaza thu thé VEGF nhu 4-(4-bromo- 2-floanilino)-6- metoxy-7-(1-
metylpiperidin-4-ylmetoxy)quinazolin (ZD6474), 4-(4-flo-2-metylindol-5- yloxy)-6-
metoxy-7-(3- pyrolidin- 1 -ylpropoxy)quinazolin (AZD2171), vatalanib (PTK787) va

SU1 1248 (sunitinib), linomit, va chét trc ché chirc ning integrin v.beta.3 va angiostatin.

Céch tri liéu bing duge phim khac ma c6 thé duge duge ding trong t6 hop khang
thé dac hiéu kép hodc dugc pham theo séng ché duge ding, bao gdbm, nhung khong gidi
han &, VISUDYNE(TM) véi viéc st dung laze phi nhiét, PKC 412, Endovion
(NeuroSearch A/S), yéu t6 dinh dudng té bao than kinh, bao g(‘“)m. dé lam vi du yéu t6
dinh dudng hudng than kinh ¢ ngudn gdc than kinh dém, va yéu t6 dinh dudng té bao
than kinh thé mi, diatazem, dorzolamit, Phototrop, 9-cis-vdng mac, thudc danh cho mit
(bao gdbm Echo tri liéu) bao gbm phospholin iodua hodc echothiophat hodc carbonic
anhydraza chit tc ché, AE-941 (AEteARN Laboratories, Inc.), SIARN-027 (Sima
Therapeutics, Inc.), pegaptanib (NeXstar Pharmaceuticals/Gilead —Sciences),
neurotrophin (bao gbm, theo cich chi 14y lam vi du, NT-4/5, Genentech), Cand5 (Acuity
Pharmaceuticals), INS-37217 (Inspire Pharmaceuticals), chét dbi khang integrin (bao
gdm cac thudc tir Jerini AG va Abbott Laboratories), EG-3306 (Ark Therapeutics Ltd.),
BDM-E (BioDiem Ltd.), thalidomit (duwoc dung, vi du, cua EntreMed, Inc.),
cardiotrophin-1 (Genentech), 2-metoxyestradiol (Allergan/Oculex), DL-8234 (Toray
Industries), NTC-200 (Neurotech), tetrathiomolybdat (University of Michigan), LYN-
002 (Lynkeus Biotech), hgp chét vi tdo (Aquasearch/ Albany, Mera Pharmaceuticals),
D-9120 (Celltech Group pic), ATX-S10 (Hamamatsu Photonics), TGF-beta 2
(Genzyme/Celtrix), chét uc ché tyrosin kinaza (Allergan, SUGEN, Pfizer), NX-278-L
(NeXstar Pharmaceuticals/Gilead Sciences), Opt-24 (OPTIS France SA), chét bao vé
than kinh hach t& bao vong mac (Cogent Neurosciences), dan xuit N- nitropyrazol

(Texas A&M University System), KP-102 (Krenitsky Pharmaceuticals), xyclosporin A,
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chuyén vi vong mac giéi han”, tri liéu quang dong, (bao gbm, theo cach chi 14y 1am vi
du, thu thé-targeted PDT, Bristol-Myers Squibb, Co.; porfimer natri dé tiém vaoi PDT;
verteporfin, QLT Inc.; rostaporfin véi PDT, Miravent Medical Technologies; talaporfin
natri v6i PDT, Nippon Petroleum; motexafin lutetium, Pharmacyclics, Inc.),
oligonucleotit ddi nghia (bao gdm, dé lam vi du, san phdm dugc thir nghiém boi
Novagali Pharma SA va ISIS-13650, Isis Pharmaceuticals), quang dong laze, laze két tu
mau vang, ph?lu thuat 1 diém vang, ph?lu thuat chuyén vi diém vang, kinh vién vong thu
nho 6 thé cdy ghép, chup tia X mach chuyén dong Phi (ciing duoc biét 1a trj liéu vi-laze
va Feeder Vessel Treatment), tri liéu chum proton, tri liéu md phong vi phén, phiu thuat
bong vOong mac va thuy dich, thit mang ctng, phiu thuat dudi diém vang, nhiét tri liéu
chuyén dong tir, tri lidu hé théng quang hoa I, viéc st dung nhiéu ARN (ARNi), thay
d6i do nhdt méau ngoai co thé (con dugce biét 1a loc khac biét mang va phép tri liéu thay
dbi do nhét), cly ghép vi chip, tri lidu té bao géc, tri liéu thay thé gen, tri liéu gen ribozim
(bao gdm tri liéu gen ddi véi yéu td dép tng su giam oxy huyét, Oxford Biomedica;
Lentipak, Genetix; PDEF tri liéu gen, GenVec), ghép té bao nhan kich thich 4nh séng/té
bao vong mac (bao gdm bidu mo té bao vong mac c¢6 thé ghép, Diacrin, Inc.; ghép té

bao vdng mac, Cell Genesys, Inc.), va chdm ctu.

Chét khang sy hinh thanh mach c6 thé dugc ding két hop v6i khang thé dic hiéu
kép hodc dugce phim theo séng ché, bao gdbm, nhung khong gi6i han &, cac duoc pham
duoc liét ké bai Carmeliet va Jain, 2000, Nature 407:249-257. Trong cdc phuong an
khéc, cht khang sy hinh thanh mach la chit dbi khang VEGF khac hodc thu thé chét
d6i khang VEGF nhu cac bién thé VEGF, manh thu thé VEGF hoa tan, aptame c6 kha
ning phong bé VEGF hoic VEGFR, khang thé trung hoa khang VEGFR, chét @c ché
trong lugng phén tr thap cia VEGFR tyrosin kinaza va td hop bit ky ctia ching cia
chiing va céac chit nay bao gbm aptame khang VEGF (vi du Pegaptanib), thu thé bay tai
td hop hoa tan (vi du VEGF Trap). Trong cdc phuong an khéc, chét khang sy hinh thanh
mach bao gém corticosteroit, steroit rc ché sy hinh thanh mach méi, anecortav axetat,
angiostatin, endostatin, ARN can thiép nho lam giam sy biéu hién cta phdi tt VEGFR
hoic VEGF, sau VEGFR phong bé voi chét Gc ché tyrosin kinaza, chét ttc ché MMP,
IGFBP3, chit phong bé SDF-1, PEDF, gamma-secretaza, phéi tir 4 gidng Delta, chét
d6i khang integrin, phong b& HIF-1 alpha, phong bé protein kinaza CK2, va tac dung trc

ché cua té bao gbc (tirc 13 t€ bao tién than ndi md) hudng t6i vi tri tao mach moi bang
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cach st dung ndi mac mach cadherin (CD-144) va khang thé (SDF)-I yéu t6 c6 nguodn
gbc tir m6 dém. Thu thé VEGF huéng chit trc ché RTK phan tir nho bao gdm PTK787
ciing ¢6 thé dugc dung. Céc chit ma c6 hoat tinh khang su tao mach méi khong nhét
thiét 1a hop chét khang VEGF ciing c6 thd duoc ding va bao gdm thudc khang viém,
chit e ché m-Tor, rapamyxin, everolismus, temsirolismus, xyclospohn, chét khang
TNF, chét khang bd thé, va chét khang viém phi steroit. Chat bao vé than kinh va c6 kha
nang giam su tién trién su thoai hoa diém vang kho cling c6 thé dugc dung, nhu nhém
thube duoc goi 1a “neurosteroit”. Cac chat bao gdm thudc nhu dehydroepiandrosteron
(DHEA) (Tén thuong mai: Prastera(R) va Fidelin(R)), dehydroepiandrosteron sulfat, va
pregnenolon sulfat. Chét tri lidu AMD (su thodi hoa diém vang lién quan dén do tudi)
bét ky c6 thé duge ding két hop véi khang thé dic hiéu kép hodc duge pham theo sang
ché, bao gdm nhung khong gi6i han & verteporfin két hop v6i PDT, pegaptanib natri,

kém, hodc chét chdng oxy hoa, mot minh hodc trong t6 hop bt ky.

Thudt ngit “dbi twong” va “bénh nhan” dwgc ding thay ddi cho nhau va dé chi
dong vét ¢6 vii nhu ngudi bénh nhéan va dong vét linh truong khéc ngudi, cling nhu dong
vét thir nghiém nhu thé, chudt, va chudt, va dong vat khic. Cac dong vat bao g0m tat ca
dong vat c6 xuong, vi du, ddng vét c6 vii va dong vat khong co vu, nhu chd, meéo, ctlru,
bo, lon, tho, ga, va v.v.. DPdi tugng dugce wu tién dé thuc hién cac phuong phép tri liéu
theo sang ché 1a ngudi. Déi twong c6 nhu cau diéu tri bao gdm bénh nhan da bi dau don

b&i bénh va rdi loan mach mau mit cling nhu céc doi tugng dang phat trien céc roi loan.

Khi duoc ding & ddy, céc thuat ngit “té bao”, “dong té bao™ va “dich nudi cdy té
bao” dugc dung thay dbi cho nhau va tt ca cac dinh nghia nhu vay bao gbm con chéu.
Vi thé, thuat ngit “thé bién nap” va “t& bao dugc bién nap” bao gém té bao so cép va
gidng cdy thu duge tir ching khong lién quan dén sb 1an chuyén. Ciing duoc hiu rang
tht ca con chau c6 thé khong hoan toan gibng vé ndng d6 ADN, do dot bién tinh toan
hozc ngiu nhién. Bién thé con chiu ma cé chirc ning hodc hoat tinh sinh hoc tuong tu
khi duge sang loc dé trong té bao dugc bién nap ban diu dugc bao gdm. Trong do6 su

dinh nghia khac dugc dy dinh, s& rd rang trong ngir canh.

Thuét ngi “su bién nap” khi duge dung & dy chi quy trinh véan chuyén vecto/axit
nucleic vao trong té bao ch. Néu té bao khong c6 16p chin thanh té bao vitng chic dugc

dung 1am té bao chu, chuyén nap dugc thyc hién vi du bing phuong phap két tha canxi
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phosphat nhu dugc néu trong Graham, F.L., van der Eb, A.J., Virology 52 (1973) 546-
467. Tuy nhién, cac phuong phap khac dé dua ADN vao trong té bao nhu bang cach
tiém vao nhan hodc dung hop té bao trin ciing c6 thé dugc dung. Néu té bao nhan so
hodc té bao ma hau nhu bao gbm c4u tric thanh té bao duoc dung, vi du mot phuong
phap chuyén nap 14 xt Iy canxi bang céch st dung canxi clorua nhu dugc néu bgi Cohen,

S.N.,, et al., PNAS. 69 (1972) 2110-2114.

Khi duoc dung & déy, “biéu hién” dé chi quy trinh ma axit nucleic dugc dugc sao
ma thanh ARN théng tin va/hodic quy trinh ma ARN thong tin duge sao ma (cling dé chi
ban sao) sau d6 dugc dich ma thanh peptit, cac polypeptit, hodc protein. Cac ban sao va
céc polypeptit dugc ma hoa néi chung dé chi san pham gen. Néu polynucleotit thu dugc
tir ADN bo gen, biéu hién frong té bao nhan chudn c6 thé bao gdm viéc ghép nbi cia

ARN thong tin.

“Vecto” 12 phan tir axit nucleic, cu thé tu tai ban, ma van chuyén phan ti axit
nucleic dugc cai xen vao trong va/hodc gitra té bao chu. Thuét ngit bao gdbm vecto ma
¢6 chirc nang chu yéu trong viéc gén chén ADN hogc ARN vao trong té bao (vi du, tich
hop vao nhiém séc thé), tai ban vecto ma c6 chirc nang chi yéu dbi vai sy tai ban cua
ADN hoidc ARN, va vecto biéu hién ma c6 chic ning sao ma va/hodc sy dich ma cia
ADN hogc ARN. Ciing bao gdm vecto ma cung cép nhidu hon mot chue nang nhu duge

néu.

“Vecto biéu hién” 13 polynucleotit ma, khi dugc dua vao t€ bao chu thich hop, ¢6
thé dugc sao chép dugc dich ma thanh polypeptit. “He théng biéu hién” thuong dé chi
t€ bao chu thich hop bao gdm vecto biéu hién ma c6 thé c¢6 chirc ning tao ra san pham
bidu hién mong mubn.

Céc vi du sau, danh muc trinh ty va céc hinh v& dugc cung clp nhim hiéu 13 sang
ché, pham vi thyc clia ma dugc néu trong phan yéu cAu bao ho. Nén hiéu rang sy cai
bién c6 thé duge thuc hién theo cac quy trinh duge néu dudi ddy ma khong vuot qua y

tudng cua sang ché.

MBb ta danh muc trinh tu (trinh ty axit amin)

SEQIDNO: |1 chudi ning CDR3H, <VEGF>ranibizumab
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SEQID NO: |2 chudi ning CDR2H, <VEGF>ranibizumab

SEQIDNO: |3 chudi naing CDR1H, <VEGF>ranibizumab

SEQID NO: |4 chudi nhe CDR3L, <VEGF>ranibizumab

SEQIDNO: |5 chudi nhe CDR2L, <VEGF>ranibizumab

SEQIDNO: |6 chudi nhe CDR1L, <VEGF>ranibizumab

SEQIDNO: |7 | mién bién d6i chudi nang VH, VEGF>ranibizumab
SEQIDNO: |8 | mién bién d6i chudi nhe VL, <VEGF>ranibizumab
SEQIDNO: |9 chudi nang CDR3H, bién thé <ANG-2> Ang2i_LC10
SEQIDNO: |10 | chudi ning CDR2H, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10
SEQIDNO: |11 | chudining CDRIH, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10
SEQIDNO: |12 | chudinhe CDR3L, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10
SEQIDNO: |13 | chudinhe CDR2L, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10
SEQIDNO: |14 | chudinhe CDRIL, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10
SEQIDNO: |15 | mién bién ddi chudi nang VH, bién thé <ANG-2> Ang2i_LC10
SEQIDNO: |16 |mién bién ddi chudi nhe VL, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10
SEQ IDNO: | 17 ?f;c ;[;?1 ;ﬁ\r}i ggoiné r;lcf)gjurg?c mach nguoi (VEGF); trinh tu tién
SEQIDNO: |18 | Angiopoietin-2 (ANG-2) nguoi

SEQIDNO: |19 | Ngudi angiopoietin-1 (ANG-1)

SEQIDNO: |20 | Thu thé Tie-2 ngudi

SEQIDNO |21 gi%igﬁ%\}EE?}?azgzl?(%ﬁ-;;NG-2> CrossMAb IgG1 c6 dot
SEQIDNO |22 g%?ﬂ%&g?;gf&ﬁgﬁ G-2> CrossMAb IgG1 c6 dot
SEQIDNO |23 Chudi nhe 1 ciia <VEGF-ANG-2> CrossMAb [gG1 ¢6 dot bién

AAA (VEGFang2-0012)
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Chudi nhe 2 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 c6 dot bién

SEQIDNO |24 AAA (VEGF-Ang2-0012)
) Chudi ning 1 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAbD IgG1 co dot
SEQIDNO: | 25 bién AAA va P329G LALA dot bién (VEGFang2-0016)
A Chudi ning 2 ctia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 c6 dot
SEQIDNO: |26 bién AAA va P329G LALA ddt bién (VEGFang2-0016)
) Chudi nhe 1 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 ¢6 dot bién
SEQIDNO: |27 | A A va dot bién P329G LALA (VEGFang2-0016)
SEQ ID NO: | 28 Chudi nhe 2 cua <VEGF-ANG-2> CrossMADb IgG1 ¢ dot bién
' AAA va dot bien P329G LALA (VEGFang2-0016)
) Chudi ning 1 ctia <VEGF-ANG-2> CrossMADb IgG4 c6 dot
SEQIDNO: 129 | yigh AAA va dot bién SPLE
_ Chudi ning 2 ciia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG4 c6 dot
SEQIDNO: |30 |41 AAA va dot bién SPLE
) Chudi nhe 1 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG4 c6 dot bién
SEQIDNO: | 31 A A& va dot bién SPLE
) Chudi nhe 2 ctiia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG4 ¢6 dot bién
SEQIDNO: 132 | \ A va dot bién SPLE
SEQ ID NO: | 33 Chudi ning 1 cia <VEGF-ANG-2> OAscFab IgG1 c6 dot bién
AAA
SEQ ID NO: | 34 Chubi ning 2 ctia <VEGF-ANG-2> OAscFab IgG1 c6 dot bién
AAA
SEQ ID NO: |35 Chudi nhe 1 cia <VEGF-ANG-2> OAscFab IgG1 ¢6 dot bién
AAA ,
] Chudi nang 1 ctia <VEGF-ANG-2> OAscFab 1gG4 ¢6 dot bién
SEQIDNO: |36 | s A va dot bién SPLE
. Chubi niang 2 ctia <VEGF-ANG-2> OAscFab 1gG4 ¢6 dot bién
SEQIDNO: |37 | \ A va dot bién SPLE
_ Chudi nhe 1 cia <VEGF-ANG-2> OAscFab 1gG4 c6 dot bién
SEQIDNO: 138 | \ A va dot bién SPLE
_ Chudi ning 1 cua <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 kiéu dai
SEQIDNO: 139 | pano c6 dot bién AAA) (VEGFang2-0201)
. Chudi ning 2 cua <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 kiéu dai
SEQIDNO: 140 | psno c6 dot bién AAA) (VEGFang2-0201)
_ Chudi nhe 1 ciia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 kiéu dai
SEQIDNO: |41 | ‘yhano c6 dot bién AAA) (VEGFang2-0201)
_ Chudi nhe 2 cuar <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 kiéu dai
SEQIDNO: 142 | hano c6 dot bién AAA) (VEGFang2-0201)
Chudi ning 1 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 chi ¢6 dot
SEQID NO: |43 bién P329G LALA (khong c6 dot bién AAA) (VEGFang2-
0015)
Chudi ning 2 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 chi ¢6 dot
SEQID NO: |44 bién P329G LALA (khong c6 dot bién AAA) (VEGFang2-

0015)
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Cl}uc’)i nhe 1 ctia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG1 chi c6 dot
SEQID NO: |45 |bién P329G LALA (khong c6 dot bicn AAA) (VEGFang2-
0015)
Chuéi nhe 2 cia <VEGF-ANG-2> Cro§sMAb IgG1 chi co6 dot
SEQIDNO: |46 |bién P329G LALA (khong c6 dot bien AAA) (VEGFang2-
0015)

SEQID NO: |47 |ving khong ddi chudi nhe kappa

SEQID NO: |48 |vungkhong ddi chudi nhe lambda

SEQIDNO: |49 | vingkhong ddi chudi ning thu dugce tir IgG1 nguoi

SEQIDNO: |50 | vung khong d6i chudi nang thu duge tir [gG4 ngudi

Dudi day 1a cac phuong 4n cua sang ché duoc liét ké nhu sau:

1. Khang thé dic hidu kép bao gbm Vi tri gin két khang nguyén thtr nhét ma lién
két dic hiéu v6i VEGF ngudi va vi tri gan két khang nguyén thit hai ma lién két dic
hiéu vdi ANG-2 nguoi,

trong do

i) vi trf gén két khang nguyén thi nhéit nay lién két dic hidu véi VEGF bao gdm
trong ving bién dbi chudi niang ving CDR3H cta SEQ ID NO: 1, ving CDR2H cua
SEQ ID NO: 2, va ving CDR1H cta SEQ ID NO:3, va trong vung bién ddi chudi nhe
ving CDR3L ctia SEQ ID NO: 4, vang CDR2L ctia SEQ ID NO:5, va ving CDRIL cua
SEQ ID NO:6; va

ii) vi tri gén két khang nguyén thit hai nay lién két dic hiéu v6i ANG-2 bao gdm
trong vung bién dbi chudi ning ving CDR3H cua SEQ ID NO: 9, ving CDR2H cua,
SEQ ID NO: 10, va ving CDRIH ciia SEQ ID NO: 11, va trong viing bién ddi chudi
nhe ving CDR3L cua SEQ ID NO: 12, ving CDR2L cua SEQ ID NO: 13, va ving
CDRI1L cua SEQ ID NO: 14, va trong d6

iii) khang thé dic higu kép bao gdm ving chudi ning khong d6i ctia phan nhom
IgG1 nguoi hodc 1gG4 nguodi (¢ ngu_ff)n gbc tir ngudi va) gbm cac dot bién 1253A,
H310A, va H435A (danh sb theo chi s6 EU cua Kabat)

2. Khang thé dic hiéu kép theo phuong an 1, trong d6
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i) vi tri gén két khang nguyén thir nhit nay lién két dac hiéu v6i VEGF bao gdm
mién bién ddi chudi nang VH trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 7, va la mién bién dbi

chudi nhe VL trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 8, va

ii) vi trf gén két khang nguyén th(r hai nay lién két dic hidu v6i ANG-2 bao gdbm
mién bién dbi chudi ning VH trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 15, va la mién bién

dbi chudi nhe VL trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 16.

3. Khéng thé dic hiéu kép theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n 1 dén

2, trong d6 ving chudi ning khong d6i dudi iii) 1 ciia phan nhom IgGl

4. Khang thé dic hi¢u kép theo phuong 4n 3, trong d6 ving chudi ning khong
(i ciia phan nhém IgG1 cdn bao gdm céc dot bién L234A , L235A va P329G (dénh s6
theo chi s6 EU ciia Kabat)

5. Khang thé dic hiéu kép theo phuong &n bét ky trong s6 cac phuong 4n 1 dén
2, trong d6 ving chudi ning khong d6i dudi iii) 1 ctia phan nhoém [gG4

6. Khang thé dic hidu kép theo phuong 4n 5, trong d6 ving chudi ning khong
i ctia phan nhém IgG4 con bao gdm céac dot bién S228P va L235E (dénh s6 theo chi
s6 EU cua Kabat)

7. Khang thé dic hidu kép theo phuong an 5, trong d6 ving chudi ning khong
dbi ctia phan nhom IgG4 con bao gdm cac dot bién S228P, L23SE va P329G (dénh s6
theo chi s6 EU ciia Kabat)

8. Dugc phdm chira khang thé theo phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong 4n 1
dén 7.

9. Khang thé dic hiéu kép theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong 4n 1 dén
7 dé dung trong viéc diéu tri bénh mach mau mit.

10. Viéc st dung khang thé dic higu kép theo phuong an bét ky trong s cac
phuong an 1 dén 7 @& san xuét thudc dé diéu tri bénh mach mau mat.

11. Khang thé dic hiéu kép theo phuong an bét ky trong sb cac phwong an 9 hodc
10, trong d6 khang thé dugc dung thong qua viéc dung trong mit.

12. Phuong phap diéu tri bénh nhan bi dau d6n béi bénh mach méu mit bang
cach cip khang thé theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n 1 dén 7 cho bénh
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nhan ¢6 nhu cau diéu tri.

13. Axit nucleic ma héa khang thé dic higu kép theo phuong 4n bat ky trong sd

cac phuong an 1 dén 7.

14. Vecto biéu hién chira axit nucleic nay theo phwong an 13 ¢ thé biéu hién axit

nucleic nay trong té bao chli nhan so hodc nhén chuén.
15. Té bao chti nhan so hodc nhan chuén bao gdm vecto theo phuong an 14.

16. Phuong phép san xuét khang thé dic hidu kép theo phuong 4n 1 dén 7 bao
gdm céc budc

a) bién nap té bao chu véi vecto chira phan tir axit nucleic ma hoa khang thé nay;

b) nudi cdy té bao chu dudi didu kién ma cho phép téng hgp phan tir khang thé
nay; va

¢) thu hoi phan tir khang thé nay tir moi trudng nudi céy nay.

17. Khang thé dic hidu kép thu duoc bang phuong phap theo phuong 4n 16.

18. Khéng thé hoa tri hai, ddc hiéu kép bao gbm Vi tri gin két khang nguyén thi
nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF nguoi va vi tri gin két khang nguyén thir hai ma
lién két dac hidu véi ANG-2 ngudi, dic trung & chd bao gdm trinh ty axit amin ctia SEQ
ID NO: 25, ctia SEQ ID NO: 26, cia SEQ ID NO: 27, va cia SEQ ID NO: 28.

19. Khéang thé hoa trj hai, dac hiéu kép bao gdm Vi tri ghn két khang nguyén tht
nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF nguoi va vi tri gin két khang nguyén thtr hai ma
lién két dac hidu véi ANG-2 ngudi, dac trung & chd bao gf“)rn trinh tu axit amin ciia SEQ
ID NO: 21, ctia SEQ ID NO: 22., cia SEQ ID NO: 23., va ctia SEQ ID NO: 24.

20. Khang thé héa tri hai, ddc hiéu kép bao gbm Vi tri ghn két khang nguyén thtr
nhit ma lién két dic hidu véi VEGF ngudi va vi tri gin két khang nguyén thu hai ma
lién két dic hidu véi ANG-2 ngudi, dic trung & chd bao gém trinh ty axit amin ctia SEQ
ID NO: 29, ctia SEQ ID NO: 30, ctia SEQ ID NO: 31, va ctia SEQ ID NO: 32.

Quy trinh thr nghiém

Bang 1: Khang thé ddc hiéu kép va céc trinh tu twong (g cua chung
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MBS ta Tén ngin gon Trinh tu

<VEGF-ANG-2> VEGFang2-0012 | SEQID NO: 21, SEQ ID NO: 22,
CrossMAb IgGl c6 dot SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24
bién AAA

<VEGF-ANG-2> VEGFang2-0201- | SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40,
CrossMADb IgGl kiéu dai SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42
(khong c6 dot bién AAA)

<VEGF-ANG-2> VEGFang2-0016 | SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26,
CrossMAb IgGl c6 dot SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28
bién AAA va dot bién

P329G LALA

<VEGF-ANG-2> VEGFang2-0015 | SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,
CrossMADb IgG1 chi v6i dot SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46

bién P329G LALA (khong
c6 dot bien AAA)

<VEGF-ANG-2> - SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30,
CrossMAb IgG4 c6 dot SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32
bién AAA va véi dot bién

SPLE

<VEGF-ANG-2> - SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,
OAscFab IgG1 c6 dot bién SEQ ID NO: 35.

AAA

<VEGF-ANG-2> - SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37,
OAscFab IgG4 c6 dot bién SEQ ID NO: 38

AAA va v6i SPLE dot bién

Luu ¥ 12 thuét ngt “c6 dot bién AAA” khi duge ding & ddy dé chi cac dot bién
1253A (Ile253Ala), H310A (His310Ala), va H435A (His435Ala) trong ving chudi ning
khong déi ctia IgG1 hodc IgG4 (danh sb theo chi s6 EU cua Kabat), thudt ngtt “véi dot
bién P329G LALA” khi dugc dung & day dé chi cac dot bién L234A (Leu235Ala),
L235A (Leu234Ala) va P329G (Pro329Gly) trong vung chudi nang khong ddi ctia phan
nhom IgG1 (danh s6 theo chi s& EU ctia Kabat), va thut nglt “c6 dot bién SPLE” khi
duge dung ¢ day dé chi S228P (Ser228Pro) va L235E (Leu235Glu) viung chudi ning
khong ddi cia phan nhoém IgG4 (danh s6 theo chi s6 EU ctia Kabat).

Vi du thue hién sang ché
Nguyén liéu va cac phuong phap thong thuong

Thong tin tong quét lién quan dén trinh ty nucleotit cia cac chudi nhe va chudi
ning globulin mién dich ngudi duge néu trong: Kabat, E.A., et al., Sequence of Protein
of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991). Axit amin cta chudi khéang thé dugc danh s6 va danh sb theo
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cach danh s6 EU (Edelman, G.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 63 (1969) 78-85;
Kabat, E.A., et al., Sequence of Protein of Immunological Interest, Sth ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)).

Ky thuat ADN t4i t& hop

Céc phuong phéap chudn dugc ding dé thao tic ADN nhu dugc néu trong
Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989). Cac chét phan tng sinh hoc

phan tir duoc ding theo huéng din ctia nha san xuét.
Tbng hop gen

Céc doan gen dugc mo ta dugce xép thi tu theo phan mb ta cho truée & Geneart
(Regensburg, Germany).

X4c dinh trinh ty ADN

Trinh ty ADN dugc xéc dinh béng giai trinh tu mach kép dugc tién hanh &
MediGenomix GmbH (Martinsried, Germany) hodc Sequiserve GmbH (Vaterstetten,

Germany).
Phan tich trinh tw ADN va protein va quan ly dit liéu trinh tu

G6i phan mém GCGs (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) phién
ban 10.2 va Infomax's Vecto NT1 Advance suite phién ban 8.0 dugc dung dé tao ra, vé&
béan dd, phan tich, chu thich va minh hoa trinh tu.

Vecto biéu hién

D8 biéu hién khang thé duoc mo ta, cac bién thé cua plasmit biéu hién dé biéu
hién tam thoi (vi du trong té bao HEK293-F) duoc dua trén sy td chitc ADN bb sung c6
hodc khong c6 gen khéi diu CMV-Intron A hodc su td chirc bd gen vé6i gen khoi dau
CMV dugc 4p dung.

Ngoai cat-xet bidu hién khang thé vecto chira:

- didm khoi ddu sao chép ma cho phép plasmit sao chép trong E. coli,

- gen p-lactamaza ma tao ra tinh khang ampixilin ¢ E. coli., va

- gen dihydrofolat reductaza tir Mus musculus lam thanh phan d4nh dau

chon loc trong t€ bao nhan chuin
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- Don vi phién ma ctia gen khang thé bao gdm cac yéu td sau:

- (céc) vi tri gidi han duy nhét & dau 5’

- gen ting cudng sém qua trung gian va gen khai dau tir cytomegalovirut
nguoi,

- sau d6 1a trinh tu Intron A trong truong hop ADN bd sung organization,

- vung khong dich ma 5° cuia gen khang thé ngudi,

- trinh tu tin hiéu chudi ning globulin mién dich,

- chudi khang thé nguoi (kiéu dai hodc véi sy trao ddi mién) 1a su t6 chic
ADN b sung hoic 12 bd gen véi sy t§ chitc exon-intron globulin mién dich

- vung khong dich ma 3’ véi trinh tu tin higu polyadenyl hoa, va

- (céc) vi tri gidi han duy nhit & dau 3°.

Céc gen dung hop bao gbm chudi khang thé nhu dugc néu dudi day dugc tao ra
bang su PCR va/hoidc tdng hop gen va dugc lip bang cdc phuong phap va ky thuat tai
t6 hop da biét va bing cach ndi cac doan axit nucleic vi du bang cach st dung céc vi tri
gidi han duy nhét trong vecto twong Gng. Trinh tu axit nucleic duoc tich dong dugc xac
nhén bang Giai trinh ty ADN. DPé chuyén nap tao thoi lugng 16n plasmit duge tao ra
béng ché phim plasmit tir chét cly E. coli dugc bién nap (Nucleobond AX, Macherey-
Nagel).

K§ thuit nudi cy té bao

K¥ thuét nudi cdy té bao dugc ding nhu duge néu trong cic Tién trinh hién nay
trong Cell Biology (2000), Bonifacino, J.S., Dasso, M., Harford, J.B., Lippincott-
Schwartz, J. vd Yamada, K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc. |

Khéng thé dic hiéu kép dugce bidu hién bing dong chuyén nap tam thoi plasmit
twong tng biéu hién trong té bao HEK29-F duoc nudi trong hdn dich nhu duge néu dudi
day.

Vidul
Biéu hién va tinh ché
Chuyén nap tam thoi trong hé HEK293-F

Khéng thé dic hiéu kép dugc tao ra bang chuyén nap tam thoi voi plasmit tuong

ung (vi du ma hoa chudi ning va chudi ning dugc cai bién, cling nhu chuoi nhe va chudi
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nhe dugc cai bién tuong tng) bang cach st dung hé HEK293-F (Invitrogen) theo huéng
dAn cta nha san xuit. Vin tit, t& bao HEK293-F (Invitrogen) dugc nudi trong hdn dich
trong binh lic hogc thiét bi 1én men dugc khudy trong mdi trudng biéu hién FreeStyle™
293 khong chira huyét thanh (Invitrogen) dugc chuyén nhiém v6i hdn hop cia bdn
plasmit biéu hién va 293 fectin™ hoic fectin (Invitrogen). Véi binh 15c 21 (Corning) té
bao HEK293-F dugc gieo & mat do 1,0E*6 té bao/ml trong 600 ml va dugc u ¢ 120
vong/phit, 8% CO». Ngay sau khi té bao duoc chuyén nhiém & mat do té bao bang
khoang 1,5E*6 té bao/ml v6i khoang 42 ml hdn hop gdbm A) 20ml Opti-MEM
(Invitrogen) véi 600 tdng plasmit ADN (1 pg/ml) ma héa chudi nang hogc chudi nang
duoc cai bién, 1an lugt va chudi nhe tuong Gng trong ty 1€ duong lugng mol va B) 20 ml
Opti-MEM + 1,2 ml 293 fectin hodc fectin (2 pl/ml). Theo su ti€u thu glucoza, dung
dich glucoza dugc thém vao trong khi qua trinh 1én men. Dich ndi chira khang thé duoc
tiét duoc thu hoach sau tir 5 dén 10 ngay va khang thé duoc tinh ché truc tiép tr dich

ndi hodc dich ndi duge dong lanh va duge luu gitr.
Tinh ché

Khang thé dic hiéu kép duoc tinh ché tir dich ndi nudi cdy té bao bang sdc ky 4i
luc bing cach sir dung MabSelectSure-Sepharoza™ (cho thé dot bién khac AAA) (GE
Healthcare, Sweden) ho#c kappaSelect-Agaroza (cho thé dot bién AAA) (GE
Healthcare, Sweden), séc ky twong tac ki nude bang cach st dung butyl-Sepharoza (GE
Healthcare, Sweden) va sdc ky loai trir kich thuée Superdex 200 (GE Healthcare,

Sweden).

Vin tét, dich ndi nudi ciy té bao dugc loc vo tring dugc b4t gilt trén nhya
MabSelect SuRe duge bd sung chit dém PBS (10 mM Na;HPO4, 1 mM KH,POs4, 137
mM NaCl va 2,7mM KCIl, pH 7.4), dugc rua béng chit dém 1am can bfmg va dugc tach
rra voi natri xitrat 25mM & d6 pH 3.0. Thé dot bién AAA duoc bét gift trén nhya
kappaSelect dugc lam cén béng v6i Tris 25 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2, dugc rira v6i
chét dém lam cin biang va duoc tich rira v6i natri xitrat 25 mM pH 2,9. Cac phan protein
dugc tach rira dugc gdp chung va dugce trung hoa véi Tris 2M, pH 9,0. Thé gdp chung
khang thé dugc chuén bi cho sic ky tuong tac ki nude béng cach bd sung dung dich
amoni sulfat 1,6 M dén ndng do cubi cling ctia amoni sulfat 0,8 M va d6 pH duoc didu

chinh dén d6 pH 5,0 bang cach sir dung axit axetic. Sau khi 1am can bang nhua butyl-
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Sepharoza v6i natri axetat 35 mM, amoni sulfat 0,8 M, pH 5,0, khang thé duoc ap dung
1én nhya, duoc rira v6i chit dém 1am cén bang va duoc tach rira v6i gradient tuyén tinh
dén natri axetat 35 mM do pH 5,0. Khang thé ddc hiéu kép chra cac phan duge gop
chung va duge tinh ché thém bang séc ky loai trlr kich thude bang cach st dung cot
Superdex 200 26/60 GL (GE Healthcare, Sweden) dugc lam cén bang véi His 20
mMtidin, NaCl 140 mM, pH 6,0. Khéng thé dic hidu kép chira cac phén dugc cong gop,
dwoc ¢6 dén luong yéu ciu bing cich st dung thiét bi siéu loc Vivaspin (Sartorius

Stedim Biotech S.A., France) va dugc luu gitt ¢ nhiét 4 -80°C.

Bang 2: Hiéu sut ciia khang thé<VEGF-ANG-2> dic hiéu kép

VEGFang2-0015 VEGFang2-0016 (co dot
(khong co dot bién AAA ) | bién AAA)
Dich ndi d6 chuin 64 ug/ml, (2 L = 128 mg) | khong xéc dinh (quy m6 2L)
?Kﬁﬁlsneﬁc Sure 118 mg (~ 70% monome) | khong xdc dinh
Kappa chon lgc khong xac dinh 117 mg (~ 83% monome)
Butyl Sepharoza 60 mg 57 mg
SEC 35 mg (>95% monome) 38 mg (>95% monome)

Do tinh khiét va tinh toan ven khéng thé dugc phan tich sau mdi budgce tinh ché
bang CE-SDS str dung k§ thuat Labchip kénh din vi luu (Caliper Life Science, USA).
5ul dung dich protein dugc didu ché cho phan tich CE-SDS bang cach sir dung Kit chét
phan mg biéu hién Protein HT theo hudng din cua nha san xut va duoc phan tich trén
hé théng LabChip GXII sir dung Chip biéu hién Protein HT. Dt li¢u dugc phén tich
bang cach sir dung Phin mém LabChip GX.

Bang 3: Loai bo san phim phu dién hinh bang cac bude tinh ché 1an lugt khac nhau
duoc xac dinh bang CE-SDS.

Bude VEGFang2-0015 VEGFang2-0016
tinh
ché

% dién tich dinh* * phan tich: CE-SDS (Caliper Labchip GXII

mab |% |(HC)|% |(@LC|LC [mab|% [H |[% |@ [LC

ab |2 ab |)2 ab |C) [ab | C)
2 2
Chic [55,7 |19 |10,6 [9,8 [3,5 |09 |-
chén
chon
loc
Mab
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Chon |- 63 13, |3,5 |61 |58 7,4
loc 4

Kappa

Butyl- | 81,4 [1,9 |23 |82 |3.6 |1,8 762 |13 |07 |83 |77 5.8
Sephar

oza

Super- {924 | 1,8 2,6 |14 |05 |05 |99 1,1 |nd. |nd |nd. |n.d.
dex
200
SEC

Luong két tu cia mau khang thé duoc phén tich bang SEC hiéu ning cao bang
cach st dung cot loai trir kich thude phan tich Superdex 200 (GE Healthcare, Sweden)
trong 2xPBS (Na,HPO4 20mM, KH,PO42mM, NaCl 274 mM va KC1 5,4 mM, pH 7.4)
chit dém chay mau & 25°C. 25ug protein dugc bom 1én cdt & tbc do chay béng 0,75

ml/phit va dugce tach rira dang dién ly trong 50 pht.

Theo cach tuong tu khang thé dic hiéu kép <VEGF-ANG-2> VEGFang2-0012

va VEGFang2-0201 duoc didu ché va duoc tinh ché véi hidu suét sau:

VEGFang2-0012 VEGFang2-0201
(c6 dot bién AAA) (khong c6 ddt bién
AAA)
D chuin //lugng - 36 ug/ml // 72 mg
Quy md 2,1L 2L
Protein Al- 66 mg (~95 % monome)
(MabSelectSure)
kappaSelect 43 mg(~ 65 % monome) | -
Butyl Sepharoza - 45 mg
SEC 14 mg 21 mg (> 98 %
monome)
Hiéu suit hydoxylapatit | 8,5 mg (> 98%
monome)
Téng hiéu suét (thu hdi) | 8,5 mg (20%) 21 mg (30%)

Tuong tu, khéang thé dac hiéu kép <VEGF-ANG-2> <VEGF-ANG-2>
CrossMADb IgG4 c6 dot bién AAA va véi dot bién SPLE (SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:
30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32), <VEGF-ANG-2> OAscFab IgG1 c6 dot bién
AAA(SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35) va <VEGF-ANG-2> OAscFab
1gG4 c6 dot bién AAA va véi SPLE dot bién (SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ
ID NO: 38) c6 thé dugc tdng hop va duge tinh ché theo cach tuong tu.
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Vi du 2
Phan tich va kha ning phat trién
Do dd nhét dua trén DLS duy mo6 nho.

Do d nhét chi yéu duge tién hanh nhu dugc néu trong (He, F. etal., Analytical
Biochemical 399 (2009) 141-3). Vin tit, cac mau duoc cd dén luong protein khéc nhau
trong Arginin Suxinat 200 mM, pH 5,5, trudc khi cac hat polystyren latex (duong kinh
300 nm va polysorbat 20 (0,02% theo thé tich) dugc thém vao. Mau dugce chuyén vao
dia 384 15 quang hoc bang cach ly tdm thong qua dfa loc va 0,4 um dugc thu hdi vé6i dau
parafin. Puong kinh biéu kién cta hat latex dugc xac dinh bing tdn xa anh sang dong
25 °C. Do nhét ctia dung dich c6 thé duge tinh 12 n = n0(rh/rh,0) (n: do nhét; n0: do
nhdt ciia nudce; rh: ban kinh thuy dong hoc bidu kién cta hat latex; rh,0: ban kinh thuiy
dong hoc cua hat latex trong nudc.

P& so sanh cac mau khac nhau & cung luong, dit liu do nh(’)“c-néng d6 duoc khép
v6i v6i phuong trinh Mooney (phuong trinh 1) (Mooney, Colloid Sci, 1951; Monkos,
Biochem. Biophys. Acta 1997) va s6 liéu duoc ndi suy theo.

=

(S: thong s6 twong tac thity dong hoc cia protein; K: h¢ s6 chén 14n; &: phén thé

tich cta protein dugc hoa tan)

Két qua dugc thé hién trong Fig. 2: VEGFang2-0016 c¢6 dot bién AAA trong phan
Fc thé hién do nhét thép hon & tit ca cac nhiét dd dugc do so véi VEGFang2-0015
khong c6 dot bién AAA trong phén Fe.

Nhiét @6 gay ngung tu DLS

Céc mau dugc duge didu ché & nong do 1 mg/ml trong Histidin/Histidin clorua
20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0, duoc chuyén vao trong dia 384 16 quang hoc bang cach
ly tAm thong qua dia loc 0,4pm va dugc thu hdi bing dau parafin. Ban kinh thity dong
hoc duoc do lap lai bang tan xa 4nh séng dong trong khi mau dugc 1am néng voi tdc dd
0,05°C/phut tir 25°C dén 80°C. Nhiét d9 bat dau ngung tu duge x4c dinh 1a nhiét do tai
do6 ban kinh thiy dong hoc bét du tang. Két qua duoc thé hién trong Fig. 3. Trong Fig.
3 viéc ngung tu cua VEGFangZ—OOlS khong co6 dot bién AAA dbi véi VEGFang2-0016
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c6 dot bién AAA trong phin Fe duge thé hién. VEGFang2-0016 da thé hién nhiét do bat
diu ngung tu 1a 61°C trong d6 VEGFang2-0015 khong ¢6 dot bién AAA da thé hién
nhiét do bat dau 1a 60°C.

Khoang thoi gian DLS

Mau duoc diéu ché & ndng d6 Img/ml trong His 20 mMtidin/Histidin clorua,
NaCl 140 mM, pH 6,0, duoc chuyén vao trong dia 384 15 quang hoc bang cach ly tAm
thong qua dia loc 0,4 pm va duoc thu hdi véi dau parafin. Ban kinh thuy dong hoc dugc
do lap lai bing c4ch tan xa 4nh sang dong trong khi mau dugc gitt & nhiét 4o khong do6i
bing 50°C 1én dén 145 giv. Trong thir nghiém nay, xu huéng ngung tu ctia protein tu
nhién, khong gip cudn & nhiét d cao s& dan dén viéc gia ting dudng kinh hat trung binh
qua thoi gian. Phuong phép trén co s DLS rat nhay véi khéi két tu do ching gép phan
theo ty 1& vao cuong do anh sang tan xa. Ngay ca sau 145 gio ¢ 50°C (nhiét do gan véi
nhiét do bit diu ngung tu, xem & trén), viéc gia ting duong kinh hat trung binh chi it

hon 0,5 nm duoc phat hién cho cd VEGFang2-0015 va VEGFang2-0016
7 ngay dugc luu gitt & nhiét do 40°C ¢ ndng d6 100 mg/ml (gia ting HMW)

Céc mAu duoc cd dén ndng do cudi cing bang 100 mg/ml trong Arginin Suxinat
200 mM, pH 5,5, dugc loc tiét trung va dugce luu gitt tinh ¢ nhiét d§ 40°C trong 7 ngay.
Trude khi va sau khi luu gitt, ndng d¢ ctia loai khéi lugng phan tir cao va thap (HMW
va LMW, lan lugt) duoc x4c dinh bang sdc ky loai trir kich thude. Su khéc biét vé lugng
HMW va LMW gitta mau luu gitt va mau duoc do ngay sau khi didu ché duoc bao cdo
1 “tang HMW? v “ting LMW, 14n lugt. Két qua dugc thé hi¢n trong bang 4 va Fig. 4,
ma thé hién 13 VEGFang2-0015 (khong ¢6 dot bién AAA ) thé hién sy giam manh hon
ctia dinh chinh va ting HMW cao hon so v6i VEGF Ang2-0016 (c6 dot bién AAA). Bit
ngd la VEGF Ang2-0016 (c6 dot bién AAA) d3 thé hién xu huéng ngung tu thap so v&i
VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA).

Bang 4: Delta chinh, dinh HMW va LMW sau 7 ngay ¢ 40°C

Delta dién tich %(40°C-(-80°C))
Pinh chinh | HMW | LMW

VEGFang2-0015 (-Dot bién

AAA) -3,56 2,89 0,67
VEGFang2-0016 (+Dot bién
AAA) -1,74 1,49 0,25
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Phén tich chirc ndng khéang thé dic hiéu kép khang VEGF va khang Ang2 duoc
danh gi4 bang cong hudng plasmon bé mat (SPR) bang cach sir dung thiét bj BIAcore®
T100 hodic T200 (GE Healthcare) & 25°C. Hé thdng BlAcore® dugec thiét 1ap dé nghién
clru su twong tac phan tr. K§ thuat SPR dugc dya trén vi¢c xac dinh chi s6 khiic xa gan
v&i bé mit cta chip cam bién sinh hoc duge phu vang. Su thay dbi vé chi s6 khic xa
cho thiy su thay d6i khéi luong trén bé mit gy ra bdi su twong tac cua phdi tir c¢b dinh
v6i chét phan tich dugc bom trong dung dich. Viéc gia ting khéi luong néu phan tir gin
két phéi tir cd dinh trén bé mat, va nguoc lai, viéc lam giam khdi luong trong truong
hop su phan ly cua chét phén tich tir phdi tir ¢b dinh (phan 4nh su phén ly phirc hop).
SPR cho phép kiém soat thoi gian thyuc lién tuc cua su gin két phéi tir/chét phén tich va
vi thé viéc xac dinh hang s6 tde do lien két (ka), hing s6 tdc @ phan ly (kd), va cia

hang s can bang (KD).

Vidy3

Lién két v6i VEGF, Ang2, FcgammaR va FcRn

Ai luc dong hoc chét ddng phan VEGF bao gdm viéc danh gia phan Gmg chéo loai

Khoang 12000 don vi cong huong (RU) cta hé bét giit (10 pg/ml dé khang
F(ab)’> ngudi; Ma thr ty: 28958325; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) dugc
ghép ddi trén chip CM5 (GE Healthcare BR-1005-30) & d6 pH 5,0 bang céach st dung
kit ghép d6i amin do GE Healthcare cung cAp. Mau va chét dém hé théng 1a PBS-T (10
mM nuéc mudi duge dém phosphat bao gém 0,05% Tween20) pH 7,4. The té bao do
dong duogc thiét 1ap dén 25°C - va phong bé mau dugc thiét 1ap dén 12°C - va duge moi
bang chéat dém chay mAu hai 1an. Khéang thé dic hiéu kép duoc bét giit bang cach tiém
50 nM dung dich trong 30 gidy & toc do dong chay Sul/phut. S lién két duoc do bang
cach tiém hVEGF121 ngudi, mVEGF120 chudt hodc rVEGF164 chu0t rattus véi cac
ndng do khac nhau trong dung dich trong 300 gidy ¢ tdc do dong chay 30pl/phut bét dau
v6i v&i 300 nM trong ty 18 pha lodng 1:3. Pha phan ly dugc theo di 1én dén 1200 gidy
va duoc khoi dong bang cach chuyén tir dung dich mAu sang chit dém chay mau. Bé
mit dugc tai tao bing céch rira 60 gidy voi dung dich Glyxin dopH 2,16 tdc do chay
bang 30 pl/phat. Su khac biét chi sé khic xa khéi duge diéu chinh bang cach trir dap

ung thu duogc tu bé mit bé mit F(ab’)2 ngudi khang dé. Dung dich tiém trbng cling dugc

-55-



31810

trir di (= tham chiéu kép). Tl viéc trir Kp biéu kién va céac thong s6 dong hoc khac md

hinh Langmuir 1:1 dugc dung. Két qua dugc thé hién trong bang 5.
Dung dich ai lyc Ang2 bao gdm viéc d4nh gia phan Gmg chéo loai

Dung dich i lyc do i luc cia sy tuong tac bang cach xac dinh ham ndng do
thanh phén tuong tac tu do trong hdn hop cén bang. Thir nghiém dung dich ai luc bao
gdm hdn hop cuia khéng thé dic hiéu kép <VEGF-ANG-2>, dugc giit & ndng d6 khong
d6i, voi phdi tr (= Ang2) & ndng d6 khic nhau. Pon vi cdng huong tbi thiéu c6 thé (vi
du 17000 don vi cong huéng (RU)) ciia khang thé dugce ¢b dinh trén bé mit chip CM5
(GE Healthcare BR-1005-30) & do pH 5,0 bang cach st dung kit ghép d6i amin do GE
Healthcare cung cép. Mau va chét dém hé théng 1a HBS-P d6 pH 7.4. Té bao do dong
duoc thiét 1ap dén 25°C va khéi miu dén 12°C va duge mdi v6i chit dém chay mau hai
14n. Dé tao ra sy gia ting dudng cong hiéu chuén ndng do6 ctia Ang2 dugc bom vao trong
té bao do dong BIAcore chita khang thé dic hiéu kép VEGF-ANG-2> ¢ dinh. Luong
Ang?2 gén két dugc xac dinh 1a don vi cdng hudng (RU) va dugc vé dd thi dbi véi cac
ndng d6. Dung dich ctia mi phdi tir (11 ndng do tir 0 dén 200 nM dbi v6i VEGF-ANG-
2> khang thé dic hidu kép) dugc u v6i 10 nM Ang2 va dugc phép dat dén su cin bing
& nhiét do trong phong. Nong dd Ang?2 tu do dugc xéc dinh tir dudng cong hiéu chuin
duoc tao ra trude khi va sau khi do dép tng cta dung dich véi lugng Ang2 da biét. Su
phu hop 4 thong s6 dugc thiét 1ap véi XLfit4 (Phadn mém IDBS) bang cach sir dung
Model 201 sir dung ndng dd Ang?2 ty do l1am tryc y va ndng do khang thé duoc dung dé
trc ché 1am truc x. Ai lyc duoc tinh todn bang cach x4c dinh diém udn cta duong cong
nay. B& mit dugc tai tao bang cach rita ding 30 phut véi dung dich H3PO4 0,85% ¢ tbe
d0 chay bang 30 pl/phut. Sy sai khéc chi s6 khic xa khéi duoc diéu chinh bang céch trir
dap mg thu dugec tir bé mit duge ghép cip tréng. Két qua dugc thé hién trong bang 6.
Al lyc trang théi tinh FcRn

Dé do FcRn, i luc trang thai tinh duge dung dé so sanh khéang thé dic hiéu kép
khéang 1an nhau. FcRn nguoi duge phd loang trong chit dém bt cip (10 pg/ml, Na-
Axetat d6 pH 5,0) va ¢b dinh trén Chip C1 (GE Healthcare BR-1005-35) bang quy trinh
¢b dinh dugce huéng dich bang cach st dung phéin mém BIAcore dén dép ung cudi bing
200 RU. Té bao do dong dugc thiét 1ap dén 25°C va khdi mAu dén 12°C va duge moi

v6i chit dém chay mau hai 1An. MAu va chét dém hé théng 1a PBS-T (10 mM nudc mudi

-56-



31810

dugce dém phosphat bao gbm 0,05% Tween20) do pH 6,0. Pé danh gid ndng dd IgG
khéc nhau véi mdi khéng thé, ndng d bang 62,5 nM, 125 nM va 250 nM, 500 nM dugc
didu ché. Luu lugng dugc thiét 1ap dén 30 pl/phut va cac mau khéc nhau duge bom lién
tiép 1én trén bé& mit chip lua chon 180 gidy thoi gian lién két. B& mit duoc tai tao bing
PBS-T dugc bom tai pH 8 trong 60 gidy & tbc do chay bang 30 ul/phat. Su sai khac chi
s6 khic xa khéi duge didu chinh bing céch trir dép ang thu duge tlr bé mét trong. Chat
dém tiém ciing duoc tru di (= tham chiéu kép). Tir viéc trr &i lyc trang thai tinh phuong
phép tur phin mém dénh gié Bia dugc ding. Vin tét, cac gia tri RU (RU t1 da) dugc ve&
db thi dbi v6i ndng d6 duge phan tich, thu dugc duong cong dap ung lidu. Dya trén su
phu hgp 2 thong s6, duong tiém cén trén dugce tinh, cho phép xac dinh gia tri RU bén
t5i da va ai luc. Két qua dugc thé hién trong Fig. 5 va bang 7. Theo cach tuong ty ai lyc

v6i FcRn xyno, chudt va tho ¢6 thé dugc xac dinh.
Do FcgammaRIIla

Dé do chammaRIIIa thir nghiém gén két truc tiép duoc dung. Khoang 3000 don
vi cong huong (RU) cia hé bét giit (1 ag/ml Penta-His; Quiagen) duoc tiép hop trén
chip CM5 (GE Healthcare BR-1005-30) ¢ do pH 5,0 bang cach st dung kit ghép doi
amin do GE Healthcare cung cap. Miu va chét dém hé théng 1a HBS-P+ pH 7.4. Té bao
do dong duge thiét 1ap dén 25°C - va khdi mu dén 12°C - va duge mdi bing chit dém
chay mau hai lan. FcgammaRIIla -His-thy thé duoc bét giit bang céch bom 100 nM
dung dich trong 60 gidy & tbc do dong chay 5 pl/phut. Su gin két duoc do bang cach
tiém 100 nM khang thé dac hiéu kép hoic khang thé d6i ching dac hi¢u don (khang Dig
d6i v6i phan nhom I1gG1 va khang thé phan nhoém IgG4) trong 180 gidy ¢ tbc do dong
chay 30 pl/. B& mit duoc tai tao bang cach rira trong 120 gidy bang dung dich glyxin éé
do pH 2,5 ¢ tbc do chay bang 30 ul/phuat. Do su gin két FcgammaRIIla khac véi mod
hinh Langmuir 1:1, chi ¢6 su gin két/khong gin két duge xé4c dinh trong thit nghiém
nay. Trong cach tuong tu sy ghn két FcgammaRIa, va FcgammaRIla ¢6 thé duoc xac
dinh. Két qua dugc thé hién trong Fig. 6, trong d6 n6 dua theo rang bang cach dua vao
céc dot bién P329G LALA khong lién két thém voi FegammaRIlla co thé dugc phat
hién. |
Danh gia lién két VEGF- va Ang2- doc 1ap véi khang thé dic hiéu kép <VEGF-ANG-
> _ ,
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Khoéng 3500 don vi cdng hudng (RU) ctia hé bét gitr (10 pg/ml IgG nguoi khang
dé; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) dugc tiép hop trén chip CM4 (GE
Healthcare BR-1005-34) ¢ d6 pH 5,0 bing cach st dung kit ghép doi amin do GE
Healthcare cung cip. Mau va chit dém hé thdng 1a PBS-T (10 mM nudc mudi duge dém
phosphat bao gém 0,05% Tween20) do pH 7,4. Nhiét do cta té bao do dong duge thiét
14p dén 25°C va ciia khéi mau dén 12°C. Trudc khi bt gift, té bao do dong duwoc moi

bang chat dém chay mau hai lan.

Khang thé ddc hiéu kép dugc bét giit bang cach bom 10 nM dung dich trong 60
gidy & toc do dong chay 5 pl/phit. Su gén két doc 1ap ctia mdi phéi tir v6i khang thé dic
hiéu kép dugc phén tich bang cach xé4c dinh kha ning gin két tich cuc v&i mdi phdi ti,

duoc bd sung lién tiép hodc dong thoi (luu lugng 30 pl/phut):

1. Tiém VEGF ngudi véi ndng do 200 nM trong 180 gidy (cho biét su gin
két don cua khang nguyén).

2. Tiém Ang2 ngudi voi ndng d6 100 nM trong 180 gidy (cho biét sy gan két

don cua khang nguyén).

3. Tiém VEGF nguoi véi ndng d6 200 nM trong 180 gidy sau d6 tiém thém
Ang2 ngudi voi ndng dd 100 nM trong 180 gidy (cho biét su gin két Ang2 trong didu
kién c6 mat VEGF).

4. Tiém Ang2 ngudi v6i ndng do 100 nM trong 180 gidy sau d6 1a tiém thém
VEGF ngudi vi ndng do 200 nM (cho biét sw gin két ciia VEGF trong diéu kién c6
mat Ang2).

5. Tiém d6ng thoi VEGF ngudi voi ndng do6 200 nM va ciia Ang2 nguoi véi
ndng dd 100 nM trong 180 gidy (cho biét sy gin két ctia VEGF va ciia Ang2 & ciing thoi
gian).

B& mit duge tai tao bang cach rira trong 60 gidy v6i dung dich MgClx 3m & tbe
do chay bang 30ul/phut. Sy sai khac chi s6 khuic xa khdi dugc didu chinh bang cach trir
dép ung thu dugc tir bé mat IgG nguoi khang de.

Khéng thé ddc hiéu kép c6 kha ning ghn két ca khang nguyén doc 1ap lan nhau
néu tin hiéu cubi ciing tao thanh cta cac phwong phép 3, 4 va 5 bang hodc twong tw véi

tdng céc tin hidu cubi cung riéng r& cua cac phuong phap 1 va 2. Keét qua dugc thé hién
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trong bang 9, trong d6 ca khang thé VEGFang2-0016, VEGFang2-0012 dugc thé hién
1a ¢6 kha nang gén két doc 1ap v6i nhau véi VEGF va ANG2

Panh gia gén két VEGF- va Ang2-ddng thoi v6i khang thé dic hi¢u kép <VEGF-ANG-
2>

Thé nhét, khoang 1600 don vi cong hudng (RU) cia VEGF (20pg/ml) dwoc tiép
hop trén chip CM4 (GE Healthcare BR-1005-34) ¢ d6 pH 5,0 bang cach st dung kit
ghép d6i amin do GE Healthcare cung cap. MAu va chat dém hé théng 14 PBS-T (10 mM
nude mudi duoc dém phosphat bao gdm 0,05% Tween 20) pH 7.4. Té bao do dong duge
thiét 1ap dén 25°C va khéi miu dén 12°C va duge mdi véi chét dém chay mau hai lan.
Th(r hai, 50nM dung dich khéng thé dic hiéu kép dugc bom trong 180 gidy & tbc do
dong chay 30ul/phut. Thi hai, hAng-2 dugc bom trong 180 gidy & tbc d6 dong chay
30ul/phut. Dap Gng ghn két ciia hAng-2 phu thudc vao luong khang thé dic hiéu kép
duoc gin két voi VEGF va thé hién su gén két dong thoi. Bé mit dugc tai tao bang cach
rira trong 60 gidy v6i dung dich H3PO4 0,85% & toc d chay bang 30pl/phat. Sy gén
két ddng thoi duoc thé hién bang tin higu gin két dic higu bd sung cia hAng2 véi khang
thé dic hiéu kép <VEGF-ANG-2> dugc gin két VEGF trudc d6. V6i ca hai khang thé
dic hidu kép VEGFang2-0015 va lién két VEGFang2-0016 dong thoi VEGF- va Ang2-
v6i khang thé dic hiéu kép <VEGF-ANG-2> c6 thé dugc phat hién (dt liéu khong duge
thé hién).

Bang 5: Két qua: Ai lyc dong hoc véi chét ddng phan VEGF tir cc loai khac nhau

VEGFang2- | VEGFang2- | VEGFang2- | VEGFang2-
0015 -&i lwc | 0016 -&i lwc | 0012 -4 lyc| 0201 -&i luc
biéu kién biéu kién biéu kién biéu kién
VEGF nguoi | <1 pM (ngoai | <1 pM (ngoai | <1 pM (ngoai | <1 pM (ngoai
121 phdn md ta|phan md ta phin md ta phin md ta
clia Biacore) | ctia Biacore) | ciia Biacore) | ctia Biacore)
VEGF 120 | khong  gén | khong gén | khong gan | khong gin
chudt két két két két
VEGF 164 | 13 nM 14 nM 24 nM 35nM
chudt
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Béng 6: Két qua: Ai lyc dung dich v6i Ang2

VEGFang?2- VEGFang2- | VEGFang2- | VEGFang2--
0015 KD 0016 KD | 0012 KD | 0201 KD
[nM] [nM] [nM] [nM]

Ang2 nguoi | 8 20 20 tbd

Ang?2 chod 5 13 10 thbd

Ang2 chudt | 8 13 8 tbd

Ang? tho 4 11 8 tbd

Bang 7: Két qua: Ai luc v6i FcRn clia khang thé dic hiéu kép <VEGF-ANG-2>

VEGFang2- | VEGFang2- VEGFang2- VEGFang2--
0015 [4i lyc] | 0016 [4i luc] | 0012 [&i luc] 0201 [4i luc]

FcRn nguoi | 0,8 pM khong gin két | khong gin két | 0,8 uM
FcRnché | 0,9 uM khong gén két | khong gén két | 1,0 uM
FcRn chudt | 0,2 uM khong gan ket | khong gan két | 0,2 pM
Bang &: Két qua lién két v6i FcgammaRI — [Ila
VEGFang2- VEGFang2- VEGFan | VEGFang2 -
0015 0016 22-0012 | 0201
Fcy Rla Khong gin két | Khong gan két | Gan ket | Gan keét
FcyRlIla Khong gin két | Khong gan két | Gan ket | Gan ket
FcyRIIla Khong gin két | Khong gan két | Gan ket | Gan két

Bang 9: Két qua: sy gin két doc lap cia VEGF- va Ang2 v6i khang thé dac hiéu kép
<VEGF-ANG-2>

1) Ang2|2) VEGF|3) dau[4) dau|5) Tiém dong
[RUmax] | [RUmax] | ti€n tién Ang2 | thoi

VEGF sau  do6 | Ang2+VEGF
sau do | VEGF [RUmax]

Ang? [RUmax]
[RUmax]

VEGFang?2-

0016 174 SO 211 211 211

VEGFang2-

0012 143 43 178 177 178
Vidu4
Phd khoi

Phin ndy mo ta sy mo ta dic diém cta khang thé dic hi¢u kép <VEGF-ANG-2>
véi su gia cuong trén két chu chudn. CAu triic chi yéu dugc mong doi dugc khéng dinh
bing phé khéi ion hoa tia dién (ESI-MS) cta khéang thé dac hiéu kép <VEGF-ANG-2>
duogc deglycosyl hoa, va nguyén ven hodc dugce phan cit IdeS (enzym phén huy IgG-
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cua S. pyogenes). Viéc phin cit IdeS duoc tién hanh v6i 100pg khang thé duge tinh ché
duoc 0 véi 2 pg IdeS proteaza (Roche) trong 100 mmol/L NaH2PO4 / NaHPO4, pH 7,1
& 37°C trong 5 gio Sau do, khang thé dugc deglycosyl hoa voi N-Glycosidaza F,
Neuraminidaza va O-glycosidaza (Roche) trong 100 mmol/L NaH2PO4 / Na2HPOq, pH
7.1 & 37°C lén dén 16 gid & ndng do protein bang 1 mg/ml va sau d6 dugc khir mubi
thong qua HPLC trén cdt Sephadex G25 (GE Healthcare). Khéi lugng tdng duge xac
dinh qua ESI-MS trén hé maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) duoc lip ngudn
TriVersa NanoMate (Advion).

Khéi lugng thu duge d6i v6i phan tir duge phan hiy IdeS, deglycosyl hoa (Bang
10), hodc nguyén ven, deglycosyl hoa (bang 11) tuong ting voi khéi luong dugc du doan
dugc suy ra tir trinh ty axit amin d6i vé6i khang thé dic hidu kép <VEGF-ANG-2> gdm
hai chudi nhe khac nhau LCang2 V& LClLucentiss V& hai chudi ning khéc nhau HCang2 va

HCLucentis .

Bang 10: Khéi lugng ctia khang thé dic hidu kép <VEGF/ANG2> VEGFang2-0201
(khéng c6 dot bién AAA) va VEGFang2-0012 (c6 dot bién AAA) duoc deglycosyl
héa va dugce phan hiy IdeS

F(ab’)2 cita khéng thé dic| < gﬁ‘?c dlfzggcoﬁ:v} E‘?a
higu kép VEGE-ANG-2> | Khang 1° Ge et ep
- VEGF-ANG-2>
Mau Khdi luong|Khéi lugng|Khoi luong|Khoi lugng
trung binh|trung binh|trung binh|trung binh
dy doan quan sat dy doan quan sat
[Da] [Da] [Da] [Da]
&%?Fang} 99360.8  |99360,7  |47439,2  [47430,1
*(\)/(ﬁchangz- 99360,8  |99361,1  |47087,7  |47082,0

Bang 11: Khéi lugng ciia khang thé <VEGF/ANG2> VEGFang2-0016 (c6 dot bién
AAA) va VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA) dugc deglycosyl hoa

Khang thé dic hidu kép VEGF-ANG-2> deglycosyl
}Iglaéi luong trung binh du Khdi luong trung binh
doén [Da] quan sét [Da]

XiﬁFaﬂgz' 146156,9 146161,2

ororeneZ 11465053 146509,4
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Vidu5s
Séc ky Fe-Rn
Ghép cap vdi streptavidin sepharoza:

‘Mot gam streptavidin sepharoza (GE Healthcare) dugc thém vao thu thé duoc
biotinyl hoa va duge thim tach va duge  trong hai git trong khi lic. Thy thé duoc bit

ngudn tir sepharoza duge nap 1én ¢t 1 ml XK (GE Healthcare).
Séc ky sir dung 4i Iyc cdt FeRn:

Diéu kién:

Duong kinh ¢dt: 50 mm x 5 mm

chiéu cao hat: 5 cm

tai trong: 50 ug miu

chit dém lam céan b::fmg: MES 20 mM, voi 1NaCl 50 mM, dugc didu chinh dén
pH 5,5

chét dém tach rira: Tris/HC1 20 mM, v6i NaCl 150 mM, duoc didu chinh dén pH
8,8

tach rira: 7,5 CV chit dém 1am céan b?mg, trong 30 CV dén 100 % chét dém tach
rira, 10 CV chét dém téch rira
Séc ky ai luc cot Hu FcRn

Trong thoi gian luu trong bang sau day cua khang thé dac hiéu kép <VEGF-
ANG-2> trén c0t ai luc bao gém FcRn ngudi duge néu. Dt liéu thu duge dung cac diéu
kién & trén. Trong thoi gian luu trong bang dudi day cia khang thé dac hiéu kép <VEGEF-
ANG-2> trén FcRn nguoi duge néu.

Bang 12: Két qua: thoi gian luu cia khang thé ddc hi¢u kép <VEGF-ANG-2>

Khéng thé Thoi gian luu [thoi gian]
VEGFAng2-0015 (khong c6 dot bién AAA) 78,5

VEGFAng2-0201 (khong c6 dot bién AAA) 78,9

VEGFAng2-0012 (c6 dot bién AAA ) 2,7 (khuyét-dinh)
VEGFAng2-0016 (c6 dot bién AAA ) 2,7 (khuyét-dinh)
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Vidu6

Dic tinh duge dong hoc( PK)

Dir liéu PK véi Fe-Rn chudt chuyén gen d6i véi FcRn nguéi‘
Trong pha sdng

Nghién ctru bao gdm chudt C57BL/6J céi (nén); thiéu FcRn chudt, nhung ban
hop tir chuyén gen ctia nguoi FeRn (huFcRn, dong 276 -/tg)

Phin 1

T4t ca chudt duoc tiém mdt lan vao mit phai véi lugng 2 pl/con dung dich thich
hop (tire 1a 21pug hop chit/con (VEGFAng2-0015 (khong c6 dot bién AAA) hodc 23,6
ug hop chét/con (VEGFANng2-0016 (c6 dot bién AAA).

Chudt duge chia thanh 2 nhém véi 6 con mdi nhém. Mau mau duge léy tr nhém

1 tai thoi didm 2, 24 va 96 gid va tir nhom 2 tai thoi diém 7, 48 va 168 gio sau khi tiém.

Viéc tiém vao trong thiy dich cia mit phai chudt dugc tién hanh bing cach sir
dung hé NanoFil Microsyringe dé tiém nanolit do World Precision Instruments, Inc.,
Berlin, Germany cung cp. Chudt dugc giét bang 2,5% Isofluran va dé quan sat mat
chu6t kinh hién vi Leica MZFL 3 véi d6 phong dai 40 14n va anh sang vong v6i bong
dén Leica KL 2500 LCD dugc dung. Sau d6, 2pL hop chét duoc tiém bang cach sit dung
kim tiém c& 35.

Maiu dugce thu gom qua dam rbi tinh mach sau ciu mét cua mét dbi dién tir mdi

con d& xé4c dinh ndng d6 hop chét trong huyét thanh.

ft nhat 50 pl mAu huyét thanh thu duoc tir mau sau 1 gi¢ ¢ nhiét do phong bang
~ céach ly tim (9300xg) ¢ 4°C trong 3 phut. MAu huyét thanh dugc lam dong lanh truc tiép
sau khi ly tdm va dugc luu gitt dong lanh ¢ —80°C cho dén khi phan tich. Mit duge xir
Iy ctia ddng vat trong nhom 1 duge phéan 18p 96 gid sau khi xir 1y va ctia dong vat thudc
nhém 2 168 gio sau khi xtr ly. Cac mau duoc luu gitt dong lanh & —80°C cho dén khi
phan tich.

Phén 2

Tht ca cac con chudt duoc tiém mot lan qua dudng tinh mach qua tinh mach duoi

vGi 200 pl/con bang dung dich thich hop (trc 1a 21 pg hop chét/con (VEGFAng2-0015
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(khong ¢6 dot bién AAA) hodc 23,6 pg hop chit/con (VEGFAng2-0016 (c6 dot bién
AAA).

Chu6t duoc chia thanh 2 nhom v6i 5 con mdi nhém. Mau mau duge léy tir nhém
1 tai thoi diém 1, 24 va 96 gio va tir nhom 2 tai thoi diém 7, 48 va 168 gid sau khi tiém.
Mau dugc thu gom qua d4m rdi tinh mach sau cAu mét tir mdi con dé xac dinh ndng o

hop chét trong huyét thanh.

ft nhit 50 pl mAu huyét thanh thu dugc tir mau sau khi 1 gio & nhiét o phong
bang cach ly tAm (9300xg) ¢ 4°C trong 3 phut. Mau huyét thanh duge 1am dong lanh
ngay sau khi ly tm va duoc luu gitt dong lanh & —80°C cho dén khi phén tich.

Ché phadm ctia dich thily phan mit toan phan (chudt)

Dich thiy phan mét dugc thu duge bang cach su phan huy ly hoa mét toan phan
tir dong vat phong thi nghiém. Dé ph4 v co hoc, mbi mit dugc chuyén vao trong 1o nho
loai 1,5ml c6 day hinh nén. Sau khi lam dong lanh va ra dong, mét duoc rira mot 1an
bing 1ml chat dém rira t& bao (Bio-Rad, Bio-Plex Cell Lysis Kit, Cat. No. 171-304011).
Trong budc sau day, 500uL chat dém tiéu té bao méi dugc diéu ché dugc bd sung va
mét dugc nghién béng cach str dung 1,5ml chay nghién mo (Kimble Chase, chay 1,5ml,
Art. No. 749521-1500). Hon hop sau d6 dugc lam dong lanh va rd dong ndm 14n va duogc
nghién lai. D& tach san phdm phan giai ra khéi mau mé con lai dwgc ly tim trong 4 phat
& tde d6 4500 g. Sau khi ly tam dich ndi duge thu gom va duge luu gitt ¢ -20°C cho dén

khi phén tich thém trong ELISA dinh luong.
Phén tich

Nong do khang thé <VEGF/ANG2> & huyét thanh va dich thiry phan mét chudt
dugc xac dinh bang thit nghiém hép phu mién dich gin két enzym (ELISA)

Pé dinh luong khang thé <VEGF/ANG2> trong mau huyét thanh va dich thiy
phan mat cta chudt, th nghiém mién dich banh kep theo chudi pha rin chuin khang
thé don dong vdi biotinyl héa va duge digoxigen hoa dugce dung lam khang thé bt giit
va phat hién dugc tién hanh. Dé khing dinh tinh toan ven ctia sy ddc hi¢u kép cua chat
phén tich khang thé bét giit duge biotinyl hoa nhan dién vi tri gin két khang VEGF-
trong d6 khang thé phat hién duogc digoxigen hoa s& gin két véi vi tr gan két khang

Ang?2 ciia chit phan tich. Phirc hop mién dich ghn két ctia khang thé bit gitr, chét phan
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tich va khang thé phat hién trén pha rin cua dia vi chudn dugc phu streptavidin (SA-
MTP) sau d6 dugc phat hién véi peroxidaza cdy cai ngya dugc ghep cap v6i khang thé
khang digoxigenin. Sau khi rira nguyén li¢u khong gin két ra khoéi SA-MTP va bd sung
chat ABTS, tin hiéu thu duoc ty 1€ vé6i luong chét phan tich dugc gan két trén pha ran
ctia SA-MTP. Viéc dinh luong sau d6 dugc thuc hién bang cach chuyén hoa tin hiéu do

duoc clia mau thanh ndng do dé chi bd dinh chudn dugc phan tich song song.

Trong budc thit nhét SA-MTP duge phi véi 100ppL/16 cla khing thé bat giit
duoc biotinyl héa dung dich (mAb<Id<VEGF>>M-2,45,5 1-1gG-Bi(DDS)) v6i ndng do
lag/ml trong mot gio & tdc @6 500 vong/phut trén thiét bi lic MTP. Dong thoi bd dinh
chuén, mau QC va mau dugc diéu ché. Bo dinh chuan va mau QC dugc pha lodng dén
2% nén huyét thanh; mau dugc pha lodng cho dén khi tin hiéu theo chudi tuyén tinh cta

bo dinh chuén.

Sau khi boc SA-MTP bang khang thé bét git, dia duoc rira ba 1in bang chit dém
rira va 300uL/13. Sau d6 100p1/13 cua b dinh chudn, Mau QC va mau duge hut bang
pipet trén SA-MTP va dugc u 14n nita trong gid & 500 vong/phut. Chét phan tich hién
duoc gin két vé6i vi tri ghn két khang VEGF cua n6 qua khang thé bat giit v6i pha rin
ctia SA-MTP. Sau khi ¢ va viéc loai bé chit phan tich khong ghn két bang cach rtra dia
100uL/13 clia khang thé phat hién thit nhit (mAb<Id-<Ang2>>M-2,6,81-1gG-
Dig(X0Su)) véi ndng dd 250ng/ml dugc thém vao SA-MTP. Mot 14n nita, dia dugc u
trong mot gio & tdc 6 500 vong/phut trén may l4c. Sau khi rtra, khang thé phat hién thir
hai (pAb<Digoxigenin>S-Fab-POD (poly)) ¢ ndng d6 50 mU/ml véi luong 100pL/15
dugc thém vao céc 16 cia SA-MTP va dia duge u 14n nita trong mot gid & 500 vong/pht.
Sau buoc rira cudi cing dé loai bé lugng du khéng thé phat hién, 100 uL/18 chét (ABTS)
duoc thém vao. Thé tiép hop khéng thé-enzym xtic tac cho phan img tao mau cua chét
ABTS®. Tin hidu sau d6 duge do bing thiét bi doc ELISA & chiéu dai budc séng 405
nm (chiéu dai budc song tham chiéu: 490 nm ([405/490] nm)).

Daénh gia dugce dong hoc

Céc thong sé dugc dong hoc duge tinh bang phan tich khong phan clp, st dung
chuong trinh dénh gia dugc dong hoc WinNonlinTM (Pharsight), phién ban 5,2,1.
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Két qua: A) Nong do huyét thanh

Két qua cac ndng dd huyét thanh duoc thé hién trong Cac bang 13 dén 16 va Fig.
7B dén 7C

Bang 13: VEGFAng2-0015 (khong c6 dot bién AAA ): So sanh ndng do huyét thanh

sau khi ding trong mét va trong tinh mach

Nong d6 huyét thanh sau Ndng d6 huyét thanh sau khi
khi dung trong mit dung trong tinh mach

ID |Nbdng do trung binh Nong do6 trung binh [pg/ml]
[ng/ml]

lh 17,7

2h 9.8

7h 10,4 12,1

24h |64 8,3

48h | 6,5 6,9

96h |34 4,1

168h | 2,9 2,7

Béang 14: VEGFAng2-0016 (c6 dot bién AAA): So sanh ndng do huyét thanh sau khi

dung trong mét va trong tinh mach

Nong d huyét thanh sau Nong d6 huyét thanh sau khi
khi dung trong mit dung trong tinh mach

ID | Nong do trung binh [pg/ml] Nong dd trung binh [pg/ml]

1h 18,4

2h |70

7h 8,7 10,0

24h |22 3,3

48h | 1,0 1,0

96h | 0,1 0,1

168h | 0,0 0,0
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Bang 15: VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA) va VEGFang2-0016 (c6 dot bién
AAA) : So sanh ndng do huyét thanh sau khi dung trong mit)

VEGFang2-0015 (khong | VEGFang2-0016 (c6 dot
c6 dot bién AAA) bién AAA)

D Nong dd trung binh Noéng d6 trung binh
[ng/ml] [ng/ml]

2h 9,8 7,0

7h 10,4 8,7

24h 6,4 2,2

48h 6,5 1,0

96h 3.4 0,1

168h 2,9 0,0

Béng 16: VEGFang2-0015 (khong cé dot bién AAA) va VEGFang2-0016 (c6 dot bien
AAA): So sénh ndng dod huyét thanh sau khi dung trong mat

VEGFang2-0015 (khong | VEGFang2-0016  (co
c6 dot bién AAA) dot bién AAA)

ID |Nong do trung binh Nong d6 trung binh
[ng/ml] [ng/ml]

1h 17,7 18,4

7h 12,1 10,0

24h | 8,3 3,3

48h 16,9 1,0

96h |4,1 0,1

168h | 2,7 0,0

Két qua: B) Nong d6 trong dich thuy phan mét ctia mét trai va phai

Két qua v& cac ndng d9 trong dich thuy phan mit dugc thé hién trong cc bang

17 dén 18 va cac Fig. 7D dén 7E

Bang 17a: Nong do cia VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA) trong dich thuy

phan mat sau khi nh6 vao trong mat & mat phai

Gia tri néng do trung binh tir n=6 chudt
D ndng do trung binh [ng/ml]

06 oid Mit trai  [8,7
& Mt phai 46,1
. M3t trai [4,3
168 gi0 Mat phai 12,9
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Bang 17b: Nong d6 VEGFang2-0015 (khong c6 dot bién AAA) trong dich thiy phén

mét sau khi ding trong tinh mach

Gi4 tri ndng do trung binh tr n=5 chudt
1D : ndng dd trung binh [ng/ml]

06 oid Mit trai 4,2
& Mt phai [7,5

Mit trai (3,4

1 N\ - b
68810\ iphai 6.1

Bang 18a: Nong d9 VEGFang2-0016 ( c6 dot bién AAA) trong dich thiy phan mat sau

khi nhé va mét trong mét phai

Gi4 tri ndng do trung binh tir n=5 chudt

D ndng do trung binh [ng/ml]
96 |Mat trai 0,3

gid (Mt phai 34,5

168 [Mit trai 0,1

gid [Mét phai 9,0

Bang 18b: Nong do VEGFang2-0016 ( ¢6 dot bién AAA) trong dich thiy phén mit

sau khi dung trong tinh mach

Gi4 tri ndng dd trung binh tir n=5 chudt
1D ndng do trung binh [ng/ml]

96 ot Mét trai 0,0
& Métphai 0,1
Mit trai [0,0

1 s\ - b
68810 W rdtphai |01

Toém tat két qua

Sau khi dung trong mit, khang thé dic hi¢u kép <VEGF/ANG2> theo sang ché
VEGFang2-0016 ( ¢6 dot bién AAA) thé hién ndng d tuong tw (sau khi 96 va 168 gio)
trong dich thily phan mit khi so vi khang thé dic hiéu kép <VEGF/ANG2> khong c6
dot bién AAA VEGFang2-0015.

Ciing sau khi dung trong mit khang thé dic hidu kép <VEGF/ANG2> theo sang
ché VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA) con thé hién thoi gian thanh thai nhanh hon va
thdi gian bén thai trong huyét thanh ngdn hon khi so v6i khang thé dic hiéu kép
<VEGF/ANG2> khong c6 dot bién AAA VEGFang2-0015.
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Vidu7
Thir nghiém tao mach goéi nho & gidc mac chudt

D& thtr nghiém khang thé dic hiéu kép <VEGF/ANG2> co tac dung khang sy
hinh thanh mach véi khang thé khang VEGF VH va VL cta SEQ ID NO: 7 va 8 tuong
ung va khang thé khang ANG2 VH va VL cta SEQ ID NO: 15 va 16 trén su tao mach
bi kich tmg bai VEGF in vivo, cdc tic giad sang ché tién hanh thtr nghiém tao mach giac
mac chudt. Trong thir nghiém nay dia Nylaflo duoc nhiing VEGF duogc cdy ghép vao
trong & gidc mac thiéu mach & khoang cach ¢ dinh voi mach mau ria. Cac mach ngay
1ap tirc phat trién vao trong gidc mac huéng dén gradient VEGF phat trién. Chuot Balb/c
cai 8 dén 10 tudn tudi duge mua tir Charles River, Sulzfeld, Germany. Tién trinh duoc
cai bién theo phwong phip duge md ta boi Rogers, M.S., et al., Nat. Protoc. 2 (2007)
2545-2550. Vén tt, cic g6i nho véi chidu rong bing khoang 500pum chuan bi dudi kinh
hién vi & khoang 1 mm tur ria dén dinh cta gic mac bang cach st dung dao mé va nhip
nhon trong chudt bi gdy mé. Dia (Nylaflo®, Pall Corporation, Michigan) c6 duong kinh
bang 0,6mm dugc cdy va bé mit cla dién tich cdy duoc lam tron. Pia ndy dwgc u trong
yéu t6 tang trudng twong (mg hodc chét din thudc trong it nhat 30 phut. Sau 3, 5 va 7
ngay (hoic theo cach khac chi sau 3, 5 hodc 7 ngay), mét duge chup anh va dép ung
mach dugc do. Thu nghiém dugce dinh lugng bang cach trir ty 1& % dién tich ctlia cac

mach méi trong moi tong dién tich giac mac.

Pia dugc nap 300ng VEGF hodc véi PBS lam ddi chung va cdy ghép trong 7
ngdy. Su sinh trudng nhanh hon ctia mach tir ria dén dia duoc theo ddi qua thoi gian vao
ngdy 3, 5 va/hodc 7. Mot ngay trude khi ciy ghép dia khang thé duoc ding qua dudng
tinh mach véi liéu lugng bang 10 mg/kg (do viéc dung trong mit VEGFang2-0015
(khdng c6 dot bién AAA) én dinh huyét thanh ma chi khéc véi VEGFang2-0016 boi dot
bién AAA va c6 cac VH va VL khang VEGF va khang ANG2 gidng nhau dé tao ra hidu
qua, dugce dung lam chit thay thé) dé thir nghiém hiéu qua khang sy hinh thanh mach
1én sy tao mach in vivo dugc cam tng béi VEGF. Céc chudt trong nhém ddi chimg tiép

nhan chét dan thubc. Thé tich dung 1a 10 ml/kg.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép lam gidm do nhét cia khang thé trong d6 khéng thé nay bao gém ving

chudi ning khong ddi ctia phan nhoém IgG1 ngudi
trong d6 phuong phép nay bao gdm

viéc cai bién ving chudi ning khong doi khang thé ctia phan nhém IgG1 nguoi

v6i chc dot bién 1253A, H310A, va H435A, danh s6 theo chi s6 EU cia Kabat.

va trong d6 khang thé 1a khang thé dic hiéu kép bao gbm vi tri gin két khang
nguyén thir nhét ma lién két dic hiéu véi VEGF ngudi va vi tri gén két khang nguyén
thit hai ma lién két diic hiéu véi ANG-2 ngudi,

trong do

i) vi tri gén két khang nguyén thir nhét nay lién két dic hiéu véi VEGF bao gdm
trong mién bién d6i chudi ning ving CDR3H cta SEQ ID NO: 1, ving CDR2H cua
SEQ ID NO: 2, va ving CDRIH ctia SEQ ID NO:3, va trong mién bién doi chudi nhe
ving CDR3L cia SEQ ID NO: 4, ving CDR2L clia SEQ ID NO:5, va ving CDRIL cua
SEQ ID NO:6; va

ii) vi tri gén két khang nguyén thir hai nay lién két dic hiéu v6i ANG-2 bao gdm
trong mién bién dbi chudi ning ving CDR3H ctia SEQ ID NO: 9, ving CDR2H cia
SEQ ID NO: 10, va ving CDRIH ctia SEQ ID NO: 11, va trong mién bién d6i chudi
nhe ving CDR3L cua SEQ ID NO: 12, ving CDR2L cia SEQ ID NO: 13, va vung
CDRIL cua SEQ ID NO: 14.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 khang thé diic hiéu kép cling dugc cai bién bing
chc dot bién L234A , L235A va P329G, danh s6 theo chi s6 EU clia Kabat.
3. Khang thé dic higu kép bao gbm vi tri gin két khang nguyén thir nhat ma lién két diic
hiéu v6i VEGF nguoi va vi tri gén két khang nguyén thtr hai ma lién két dic hidu véi
ANG-2 nguoi,

trong do

i) vi tri gén két khéng nguyén thir nhét ndy lién két ddc hi¢u véi VEGF bao gbm
trong mién bién ddi chudi nang ving CDR3H cua SEQ ID NO: 1, vung CDR2H cua
SEQ ID NO: 2, va ving CDRIH ciia SEQ ID NO:3, va trong mién bién ddi chudi nhe
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ving CDR3L ctia SEQ ID NO: 4, ving CDR2L cua SEQ ID NO:5, va vung CDR1L cua
SEQ ID NO:6; va

ii) vi tri gén két khéng nguyén tht hai nay lién két didc hiéu véi ANG-2 bao gdm
trong mién bién di chudi nang ving CDR3H cua SEQ ID NO: 9, vung CDR2H cua
SEQ ID NO: 10, va ving CDR1H ciia SEQ ID NO: 11, va frong mién bién d6i chudi
nhe ving CDR3L cua SEQ ID NO: 12, ving CDR2L cua SEQ ID NO: 13, va vung
CDRIL cua SEQ ID NO: 14, va trong d6

iii) khang thé dic hiéu kép bao gdm ving chudi nang khong dbi ctia phan nhém
TG 1 ngudi gdm cdc dot bién 1253A, H310A, va H435A, danh sb theo chi s6 EU cua
Kabat.

4. Khang thé dic hi¢u kép theo diém 3, trong do6

i) vi tri gin két khang nguyén tht nhét nay lién két dac hidu voi VEGF bao gbm
12 mién bién dbi chudi nang VH trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 7,vala mién bién

d6i chudi nhe VL trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 8, va

ii) vi tri gén két khang nguyén th hai nay lién két dic hiu véi ANG-2 bao gbm
12 mién bién @i chudi ning VH trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 15, va 1a mién bién

ddi chudi nhe VL trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 16.

5. Khang thé dic hidu kép theo diém 3, trong d6 ving chudi nang khong d6i ctia phan
nhom IgG1 con bao gém cac dot bién 1.234A, L235A va P329G, danh s6 theo chi sb
EU cua Kabat.

6. Dugc phim chita khdng thé theo diém bét ky trong sd cac diém 3 dén 5.

7. Axit nucleic ma hoa khang thé dac hiéu kép theo diém bAt ky trong s6 céc diém 3 dén

5.

8. Vecto biéu hién chira axit nucleic nay theo diém 7 c6 the biéu hién axit nucleic nay

trong té bao chil nhan so hodc nhén chuén.
9. Té bao chi nhan so hodc nhan chuan chita vecto theo diém 8.

10. Phuong phap san xuht khang thé dic hiéu kép theo diém bét ky trong s6 céc diém tir

3 dén 5 bao gom céac bude:

a) bién nap té bao chu véi vecto chira phén tir axit nucleic ma héa khang thé
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nay;
b) nudi ciy té bao chi dudi diéu kién ma cho phép tdng hop phan t& khéng thé
nay; va

¢) thu hoi phan tir khdng thé nay tir mdi trudng nudi céy.

11. Khang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép bao gdm vi tri gén két khang nguyén thi nhét
ma lién két dic hiéu v6i VEGF nguoi va vi tri gin két khang nguyén thir hai ma lién két
dic hiéu voi ANG-2 ngudi, dic trung & chd bao gdm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:
25, ctia SEQ ID NO: 26, ctia SEQ ID NO: 27, va cua SEQ ID NO: 28.

12. Khang thé hoa tri hai, ddc hiéu kép bao gdm vi tri gan két khang nguyén thur nhat
ma lién két dic hiéu v6i VEGF nguoi va vi tri giin két khang nguyén thit hai ma lién két
dic hiéu voi ANG-2 ngudi, dédc trung ¢ chd bao gém trinh tu axit amin cia SEQ ID NO:

21, ctia SEQ ID NO: 22, cua SEQ ID NO: 23, va ctia SEQ ID NO: 24.
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DANH MUC TRINH TU
<110> F. Hoffmann-La Roche AG
<120> PHUONG PHAP LAM GIAM PO NHOT CUA KHANG THE, KHANG THE KHANG YEU TO
TANG TRUONG NOI MAC MACH (VEGF)/KHANG ANGIOPOETIN-2 (ANG-2) DPAC HIEU KEP,
PHUONG PHAP SAN XUAT KHANG THE NAY VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
<130> 31094 WO

<150> EP12176299.1
<151> 2012-07-13

<160> 50

<170> Patent In phién ban 3.5

<210> 1
<211> 14
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi n&ng CDR3H, <VEGF>ranibizumab

<400> 1

Tyr Pro Tyr Tyr Tyr Gly Thr Ser His Trp Tyr Phe Asp Val

1 5 10
<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi ning CDR2H, <VEGF>ranibizumab

<400> 2

Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe Lys

1 5 10 15
Arg

<210> 3

<211> 5

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi ning CDR1H, <VEGF>ranibizumab

<400> 3
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His Tyr Gly Met Asn

1 5
<210> 4

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR3L, <VEGF>ranibizumab

<400> 4

Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp Thr

1 5
<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR2L, <VEGF>ranibizumab

<400> 5

Phe Thr Ser Ser Leu His Ser

1 5
<210> o6

<211> 11

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR1L, <VEGF>ranibizumab

<400> 6

Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn

1 5 10
<210> 7

<211> 123

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Midn bién d&bi chudi ning VH, <VEGF>ranibizumab

<400> 7

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

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Leu

Met

Trp

50

Arg

Gln

Lys

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Asn
35

Ile

Arg

Met

Tyr

Gln
115

107
PRT
Nhéan
Mién

8

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Phe Thr

50

Ser Gly Ser

65

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

tao

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

31810

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr
120

Ser
25

Pro

Glu

Asp

Glu

Thr

105

Val

bién dbdi chudi nhe VL,

Leu

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Pro

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

-75-

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Thr

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Phe
110

<VEGF>ranibizumab

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Val

Phe

Leu

His

Trp

Asp

Ala

Tyr

95

Asp

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp
85 90 95

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

<210> 9
<211> 20
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Chudi n#ng CDR3H, bién thé <ANG-2> Ang2i_LC10

<400> 9
Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr Pro Gly

1 5 10 15

Ala Phe Asp Ile
20

<210> 10
<211> 17
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi ning CDR2H, bién thé <ANG-2> Ang2i_LC10

<400> 10

Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 11

<211> 5

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi ning CDR1H, bién thé <ANG-2> Ang2i LCI10

<400> 11

Gly Tyr Tyr Met His
1 5
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<210> 12
<211> 11
<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR3L, bién thé <ANG-2> Ang2i_LCl0

<400> 12

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Trp Val

1 5 10
<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR2L, bién thé <ANG-2> Ang2i_LC10

<400> 13

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser

1 5
<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe CDR1L, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10

<400> 14

Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His

1 5 10
<210> 15
<211> 129
<212> PRT

<213> ©Nhan tao

<220>
223> Midn bién dbdi chudi ning VH, bién thé <ANG-2> Ang2i LC10

<400> 15
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

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

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Thr

His

Asp

Tyr

Ala

Trp

Asp
50

His
35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala
115

16
110
PRT
Nhan
Mién
16

Val

Arg

Tyr

35

Ser

Asn Ser Gly

65

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

tao

Val

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

31810

Ala Pro
40

Gly Gly

Arg Asp

Ser Asp

Tyr Tyr

105

Gly Gln
120

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

bién ddi chudi nhe VL, bién

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Thr

5

Thr

Gln

Arg

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Pro Ser

Gly Asn
25

Gly Gln
40

Gly Ile

Leu Thr

-78-

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser
75

Gly Leu
45

Tyr Ala

60

Ile Ser

Ala Val

Ser Gly

Met Val
125

<ANG-2>

Val Ala

Gly Ser

Val Leu
45

Arg Phe
60

Arg Val

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Val

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Ang2i LC10

Pro

Lys

30

Val

Ser

Glu

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly
80



Asp Glu Ala

Trp Val Phe

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

<400>

17
191
PRT
Homo

17

Met Asn Phe

1

Tyr

Gly

Arg

Tyr

65

Met

Thr

Gln

Glu

Pro

145

Cys

Leu

Gly

Ser

50

Pro

Arg

Glu

Gly

Cys

130

Cys

Lys

His

Gln

35

Tyr

Asp

Cys

Glu

Gln

115

Arg

Ser

Cys

Asp

Gly
100

Tyr
85

Gly

sapiens

Leu

His

20

Asn

Cys

Glu

Gly

Ser

100

His

Pro

Glu

Ser

Leu

Ala

His

His

Ile

Gly

85

Asn

Ile

Lys

Arg

Cys
165

31810

Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His

90

Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln

Ser

Lys

His

Pro

Glu

70

Cys

Ile

Gly

Lys

Arg

150

Lys

Trp

Trp

Glu

Ile

55

Tyr

Cys

Thr

Glu

Asp

135

Lys

Asn

Val

Ser

Val

40

Glu

Ile

Asn

Met

Met

120

Arg

His

Thr

105

His

Gln

25

Val

Thr

Phe

Asp

Gln

105

Ser

Ala

Leu

Asp

-79-

Trp

10

Ala

Lys

Leu

Lys

Glu

90

Ile

Phe

Arg

Phe

Ser
170

Ser

Ala

Phe

Val

Pro

75

Gly

Met

Leu

Gln

Val

155

Arg

Leu

Pro

Met

Asp

Ser

Leu

Arg

Gln

Glu

140

Gln

Cys

Ala

Met

Asp

45

Ile

Cys

Glu

Ile

His

125

Asn

Asp

Lys

110

Leu

Ala

30

Val

Phe

Val

Cys

Lys

110

Asn

Pro

Pro

Ala

95

Leu

15

Glu

Tyr

Gln

Pro

Val

95

Pro

Lys

Cys

Gln

Arg
175

Leu

Gly

Gln

Glu

Leu

80

Pro

His

Cys

Gly

Thr

160

Gln



Leu Glu Leu

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

<400>

18
496
PRT
Homo

18

Met Trp Gln

1

Ala

Gln

Glu

Val

65

Gln

Leu

Gln

Thr

Val

145

Leu

Gln

Ala

Tyr

Met

50

Gln

Val

Glu

Gln

Asn

130

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln

35

Asp

Arg

Leu

Asn

Asn

115

Leu

Ala

His

Ser

Asn
180

Glu

sapiens

Ile

Asn

20

Val

Asn

Asp

Glu

Tyr

100

Ala

Leu

Gln

Ser

Glu
180

Val

Asn

Gln

Cys

Ala

Asn

85

Ile

Val

Asn

Val

Leu

165

Ile

31810

Arg Thr Cys Arg Cys Asp Lys Pro Arg Arg

Phe

Phe

His

Arg

Pro

70

Ile

Gln

Gln

Gln

Leu

150

Ser

Asn

Phe

Arg

Gly

Ser

55

Leu

Met

Asp

Asn

Thr

135

Asn

Thr

Lys

185

Thr Leu

Lys Ser
25

Ser Cys
40

Ser Ser

Glu Tyr

Glu Asn

Asn Met
105

Gln Thr
120

Ala Glu

Gln Thr

Asn Lys

Leu Gln
185

-80-

Ser

10

Met

Ser

Ser

Asp

Asn

90

Lys

Ala

Gln

Thr

Leu

170

Asp

Cys

Asp

Tyr

Pro

Asp

75

Thr

Lys

Val

Thr

Arg

155

Glu

Lys

Asp

Ser

Thr

Tyr

60

Ser

Gln

Glu

Met

Arg

140

Leu

Lys

Asn

Leu

Ile

Phe

45

Val

Val

Trp

Met

Ile

125

Lys

Glu

Gln

Ser

190

Val

Gly

30

Leu

Ser

Gln

Leu

Val

110

Glu

Leu

Leu

Ile

Phe
190

Leu

15

Lys

Leu

Asn

Arg

Met

95

Glu

Ile

Thr

Gln

Leu

175

Leu

Ala

Lys

Pro

Ala

Leu

80

Lys

Ile

Gly

Asp

Leu

160

Asp

Glu



Lys

Ile

Ser

225

Asn

Asn

Val

Lys

Ser

305

Gly

Arg

Tyr

Tyr

Ser

385

Ile

Ser

Lys

Lys

210

Ile

Ser

Leu

Ala

Ser

290

Thr

Trp

Thr

Trp

Val

370

Leu

His

Gln

Val

195

Glu

Ile

Val

Leu

Lys

275

Gly

Glu

Thr

Trp

Leu

355

Leu

Tyr

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

Leu

Thr

260

Glu

His

Glu

Ile

Lys

340

Gly

Lys

Glu

Lys

Gly
420

Ala

Lys

Glu

Gln

245

Met

Glu

Thr

Ile

Ile

325

Glu

Asn

Ile

His

Gly

405

Asn

Met

Asp

Leu

230

Lys

Met

Gln

Thr

Lys

310

Gln

Tyr

Glu

His

Phe

390

Leu

Asp

Glu

Gln

215

Glu

Gln

Ser

Ile

Asn

295

Ala

Arg

Lys

Phe

Leu

375

Tyr

Thr

Phe

31810

Asp

200

Leu

Lys

Gln

Thr

Ser

280

Gly

Tyr

Arg

Val

val

360

Lys

Leu

Gly

Ser

Lys

Gln

Lys

His

Ser

265

Phe

Ile

Cys

Glu

Gly

345

Ser

Asp

Ser

Thr

Thr
425

-81-

His

Val

Ile

Asp

250

Asn

Arg

Tyr

Asp

Asp

330

Phe

Gln

Trp

Ser

Ala

410

Lys

Ile

Leu

Val

235

Leu

Ser

Asp

Thr

Met

315

Gly

Gly

Leu

Glu

Glu

395

Gly

Asp

Ile

Val

220

Thr

Met

Ala

Cys

Leu

300

Glu

Ser

Asn

Thr

Gly

380

Glu

Lys

Gly

Gln

205

Ser

Ala

Glu

Lys

Ala

285

Thr

Ala

Val

Pro

Asn

365

Asn

Leu

Ile

Asp

Leu

Lys

Thr

Thr

Asp

270

Glu

Phe

Gly

Asp

Ser

350

Gln

Glu

Asn

Ser

Asn
430

Gln

Gln

Val

Val

255

Pro

Val

Pro

Gly

Phe

335

Gly

Gln

Ala

Tyr

Ser

415

Asp

Ser

Asn

Asn

240

Asn

Thr

Phe

Asn

Gly

320

Gln

Glu

Arg

Tyr

Arg

400

Ile

Lys



Cys

Ala

Asn

465

Gly

Ile

Cys

450

Thr

Tyr

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

<400>

Cys
435

Gly

Asn

Ser

19
498
PRT
Homo

19

Met Thr Val

1

Ile

Tyr

Glu

Asn

65

Gln

Leu

Ala

Glu

Gly

Asn

His

50

Ala

Lys

Gln

Gln

Ile
130

Cys

Arg

35

Asp

Leu

Leu

Lys

Ile

115

Gly

Lys

Pro

Lys

Leu

Cys

Ser

Phe

Lys
485

sapiens

Phe

Ser

20

Ile

Gly

Gln

Gln

Leu

100

Gln

Thr

Leu

Asn

Gln

Asn

Arg

His

85
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Leu Ala Leu Asn Arg Lys Val Lys Asn Asn Pro Asp Pro Thr Ile Tyr
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Pro Val Leu Asp Trp Asn Asp Ile Lys Phe Gln Asp Val Ile Gly Glu
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Gly Asn Phe Gly Gln Val Leu Lys Ala Arg Ile Lys Lys Asp Gly Leu
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Arg Met Asp Ala Ala Ile Lys Arg Met Lys Glu Tyr Ala Ser Lys Asp
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His His Pro Asn Ile Ile Asn Leu Leu Gly Ala Cys Glu His Arg Gly
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Tyr Leu Tyr Leu Ala Ile Glu Tyr Ala Pro His Gly Asn Leu Leu Asp
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Phe Leu Arg Lys Ser Arg Val Leu Glu Thr Asp Pro Ala Phe Ala Ile
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Val Lys Lys Thr Met Gly Arg Leu Pro Val Arg Trp Met Ala Ile Glu
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<223> Chudi ning 1 cla <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl véi ddt bién AARA
(VEGFang2-0012)
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Ser

225

Thr

Phe

Pro

Val

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

210

Pro

Cys

Leu

Glu

Lys
290

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

Val

Pro

Phe

Val

275

Phe

Val

Ser

Pro

100

Phe

Val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Leu

Val

Lys

Cys

245

Pro

Cys

Trp

Met

70

Leu

Pro

Ile

Ala

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

230

Pro

Lys

Val

Tyr

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

215

Phe

Ala

Pro

Val

Val
295

31810

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Pro

Lys

Val

280

Asp

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

Val

Ser

Gln

Val

185

Leu

Glu

Arg

Glu

Asp

265

Asp

Gly

-92-

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Phe

Val

Trp

170

Thr

Thr

Val

Gly

Leu

250

Thr

Val

Val

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Ile

Val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

235

Leu

Leu

Ser

Glu

Ile

Ala

Ser

Met

Phe

140

Cys

Val

Gln

Ser

His

220

Cys

Gly

Met

His

Val
300

Ser

Val

Gly

Val

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

205

Gln

Asp

Gly

Ala

Glu

285

His

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Lys

Pro

Ser

270

Asp

Asn

Ala

Tyr

95

Tyr

Val

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

255

Arg

Pro

Ala

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser

His

240

Val

Thr

Glu

Lys
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
305 310 315 320

Val Leu Thr Val Leu Ala Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
325 330 335

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
340 345 350

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Cys Thr Leu Pro
355 360 365

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala
370 375 380

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser ASp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
385 390 395 400

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
405 410 415

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

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
435 440 445

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

450 455 460
<210> 23
<211> 214
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>

<223> Chudi nhe 1 ctia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl voi dot bién AAA
(VEGFang2-0012)

<400> 23

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

1 5 10 15

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

-93-
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Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Val Leu Ile
35 40 45

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

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

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

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

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

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 24
<211> 213
<212> PRT

<213> Nhén tao
<220>

<223> Chudi nhe 2 cila <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl véi dot bién AAA
(VEGF-Ang2-0012)
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<400>

24

Ser Tyr Val

1

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Trp

Thr

Ser

Glu

145

His

Ser

Cys

Glu

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Lys

Gly

130

Pro

Thr

Val

Asn

Pro
210

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Gly

115

Gly

Val

Phe

Val

Val

195

Lys

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

180

Asn

Ser

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

165

Val

His

Cys

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Val

Ala

Ser

150

Val

Pro

Lys

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Phe

Leu

135

Trp

Leu

Ser

Pro

31810

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Pro

120

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
200

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

Val

Leu

105

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

185

Asn

-05-

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

170

Leu

Thr

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val

Pro

Val

Ala

155

Gly

Gly

Lys

Val

Gly

vVal

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Ser

Lys

140

Leu

Leu

Thr

Val

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Ser

Ser

125

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
205

Pro

Lys

30

Val

Ser

Glu

Ser

Ser

110

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

190

Lys

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

Asp

95

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

175

Tyr

Lys

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

His

Ser

Thr

Pro

Val

160

Ser

Ile

Val
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<210> 25
<211> 453
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Chudi ning 1 clia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl v&i dot bién ARA
va Pot bién P329G LALA (VEGFang2-0016)

<400> 25

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

1 5 10 15

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

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

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe

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

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

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

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

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

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
180 185 190

-96-



Thr

Asn

Ser

225

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Pro

Gln

Val

Val

385

Pro

Thr

Val

His

210

Cys

Gly

Met

His

Val

290

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

370

Glu

Pro

Val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ala

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

Val

Asp

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Trp

Glu

Leu

Lys

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

405

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

390

Ser

Arg

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

Val

375

Gly

Asp

Trp

31810

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Cys

360

Lys

Gln

Gly

Gln

Thr

Val

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

val

Ala

345

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

-97-

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

330

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

410

Gly

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

395

Phe

Asn

Tyr

Lys

220

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

300

Ala

Lys

Gln

Leu

Pro

380

Asn

Leu

val

Ile

205

Val

Ala

Pro

Val

Val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

335

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

415

Cys

Val

Lys

Ala

240

Thr

Val

Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

400

Leu

Ser
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420 425 430

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

Leu Ser Pro Gly Lys

450
<210> 26
<211> 463
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Chudi ning 2 cua <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl voi dot bién AAA
va Pdt bién P329G LALA (VEGFang2-0016)

<400> 26

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

1 5 10 15

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

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr
100 105 110

Pro Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser Ala Ser Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135 140

-08-



Glu

145

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

225

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

305

Val

Cys

Ser

Pro

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

210

Pro

Cys

Leu

Glu

Lys

290

Lys

Leu

Lys

Ser
370

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

Val

Pro

Phe

Val

275

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

355

Arg

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

340

Lys

Asp

Ser

Glu

165

Ser

Leu

Val

Lys

Cys

245

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

325

Asn

Gly

Glu

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

230

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

310

Ala

Lys

Gln

Leu

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

215

Phe

Ala

Pro

Val

Val

295

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
375

31810

Ala

Val

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Pro

Lys

Val

280

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

360

Lys

Ser

Gln

vVal

185

Leu

Glu

Arg

Glu

Asp

265

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

345

Glu

Asn
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Val

Trp

170

Thr

Thr

Val

Gly

Ala

250

Thr

Val

Val

Ser

Leu

330

Ala

Pro

Gln

Val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

235

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Pro

Gln

Val

Cys

Val

Gln

Ser

His

220

Cys

Gly

Met

His

Val

300

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser
380

Leu

Asp

Asp

Lys

205

Gln

Asp

Gly

Ala

Glu

285

His

Arg

Lys

Glu

Cys

365

Leu

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Lys

Pro

Ser

270

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

350

Thr

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

255

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

335

Leu

Cys

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser

His

240

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

320

Lys

Ile

Pro

Ala
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Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
385 390 395 400

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
405 410 415

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

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
435 440 445

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

450 455 460
<210> 27
<211> 214
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe 1 cua <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl véi dot bién AAA
va Dot bién P329G LALA (VEGFang2-0016)

<400> 27

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

1 5 10 15

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

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

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

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

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

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

-100-
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Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 28
<211> 213
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe 2 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl vdi dot bién AAA
va P6t bién P329G LALA (VEGFang2-0016)

<400> 28

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

1 5 10 15

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val
20 25 30

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Val Tyr
35 40 45

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly
65 70 75 80

-101-
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Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser AsSp His
85 90 95

Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Ser Ser Ala Ser
100 105 110

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

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro
130 135 140

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
145 150 155 160

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

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

Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val
195 200 205

Glu Pro Lys Ser Cys

210
<210> 29
<211> 450
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Chudi ning 1 cta <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG4 voi dot bién
va véi Dét bién SPLE

<400> 29

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

1 5 10 15

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

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

-102-



Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

225

Pro

Ser

Asp

Trp

50

Arg

Gln

Lys

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ala

Val

His

210

Gly

Ser

Arg

Pro

Ile

Arg

Met

Tyr

Gln

115

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Pro

Val

Thr

Glu
275

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

260

Val

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

245

Glu

Gln

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

230

Phe

Val

Phe

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
280
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Glu

Asp

Glu

Thr

105

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

250

Val

Val

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Arg

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Ala

Ser

Val

Tyr

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

205

Val

Phe

Thr

Val

Val
285

Ala

Thr

Tyr

Phe

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Glu

Leu

Ser

270

Glu

Asp

Ala

Tyr

95

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

175

Val

Asn

Ser

Gly

Met

255

Gln

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Gly

Ser

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Gly

240

Ala

Glu

His
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Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu Ala Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

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

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

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

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

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

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Arg Leu Thr Val Asp
405 410 415

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

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

Gly Lys
450

<210> 30
<211> 460
<212> PRT
<213> ©Nhan tao

<220>

<223> Chudi ning 2 cua <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG4 voi dot bién ARAA
va vdi Dot bién SPLE

<400> 30

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

-104-



Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Glu

145

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

225

Pro

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

210

Pro

Cys

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

Val

Pro

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

Val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Leu

Val

Lys

Pro
245

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Ala

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

230

Glu

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

215

Phe

Phe

31810

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Glu

-105-

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

Val

Ser

Gln

Val

185

Leu

Glu

Arg

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Phe

Val

Trp

170

Thr

Thr

Val

Gly

Gly
250

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Ile

Val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

235

Pro

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ser

Met

Phe

140

Cys

Val

Gln

Ser

His

220

Cys

Ser

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Val

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

205

Gln

Pro

Val

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Pro

Phe

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Val

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Cys

Leu
255

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser

Pro

240

Phe



Pro

Thr

Asn

Arg

305

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

385

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

290

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

370

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
450

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

<220>

Lys

Val
275

Tyr

Glu

Ala

Lys

Gln

355

Met

Pro

Asn

Leu

Val

435

Gln

31
214
PRT
Nhan

Pro

260

Val

Val

Gln

Gln

Gly

340

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

420

Phe

Lys

tao

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

325

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

405

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

310

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

390

Thr

Arg

Cys

Leu

Thr

Val

Val

295

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

375

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
455

Leu

Ser

280

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

360

Val

Val

Pro

Thr

Val

440

Leu

-106-
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Met

265

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

345

Val

Ser

Glu

Pro

Val

425

Met

Ser

Ala

Glu

His

Arg

Lys

330

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

410

Asp

His

Leu

Ser

Asp

Asn

Val

315

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

395

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

300

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

380

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
460

Thr

Glu

285

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

365

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
445

Pro

270

Val

Thr

Val

Cys

Ser

350

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

430

His

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

335

Lys

Cys

Lys

Gln

Gly

415

Gln

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

320

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

400

Ser

Glu

Ala



31810

<223> Chudi nhe 1 cta <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG4 véi dot bién AAA
va véi Dot bién SPLE

<400> 31

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

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

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

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

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

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

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

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

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

-107-
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210
<210> 32
<211> 213
<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>

<223> Chudi nhe 2 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgG4 voi dot bién ARA
va véi Dot bién SPLE

<400> 32

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

1 5 10 15

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val
20 25 30

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Val Tyr
35 40 45

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His
85 90 95

Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Ser Ser Ala Ser
100 105 110

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

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys AsSp Tyr Phe Pro
130 135 140

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
145 150 155 160

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
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Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr
180 185 190

Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val
195 200 205

Glu Ser Lys Tyr Gly

210
<210> 33
<211> 453
<212> PRT

<213> ©Nhan tao

<220>
<223> Chudi ning 1 clia <VEGF-ANG-2> OAscFab IgGl vdi dot bién ARAA

<400> 33

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 ‘ 5 10 15

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

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

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

Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr

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

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

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

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

-109-



Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Pro

Gln

Val

Ala

Val

Ala

Val

His

210

Cys

Gly

Met

His

Val

290

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser
370

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ala

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Cys

355

Leu

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Ser

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

Val
375

31810

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

360

Lys

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

345

Arg

Gly

-110-

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

330

Lys

Asp

Phe

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Tyr

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

220

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

300

Ala

Lys

Gln

Leu

Pro
380

Pro

Val

Ser

Ile

205

Val

Ala

Pro

Val

Val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

365

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Pro

Thr

175

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Leu

240

Thr

Val

Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln

Ala
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Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu
405 410 415

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

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

Leu Ser Pro Gly Lys

450
<210> 34
<211> 705
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Chudi ning 2 cua <VEGF-ANG-2> OAscFab IgGl véi dot bién AAA

<400> 34

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

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val
20 25 30

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Val Tyr
35 40 45

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His
85 90 95

Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys
100 105 110

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

-111-



Ala

Ala

145

Val

Ser

Tyr

Ala

Gly

225

Gly

Val

Tyr

Gln

Asn

305

Ser

Thr

Asn

130

Val

Glu

Ser

Ser

Pro

210

Gly

Gly

Lys

Thr

Gly

290

Tyr

Ile

Ala

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

195

Thr

Gly

Gly

Lys

Phe

275

Leu

Ala

Ser

Val

Ala

Val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Gly

Ser

Pro

260

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr
340

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

Ser

Gly

245

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

325

Tyr

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Ser

Gly

230

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

310

Tyr

Cys

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

Gly

215

Gly

Gln

Ser

Tyr

Gly

295

Gln

Met

Ala

31810

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu

200

Gly

Gly

Val

Val

Met

280

Trp

Gly

Glu

Arg

Leu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

Gly

Gly

Gln

Lys

265

His

Ile

Arg

Leu

Ser
345

-112-

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Gly

Ser

Leu

250

Val

Trp

Asn

Val

Ser

330

Pro

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

Ser

Gly

235

Val

Ser

Val

Pro

Thr

315

Arg

Asn

Asp

140

Pro

Asn

Lys

Val

Gly

220

Gly

Glu

Cys

Arg

Asn

300

Met

Leu

Pro

125

Phe

Val

Lys

Ser

Glu

205

Gly

Gly

Ser

Lys

Gln

285

Ser

Thr

Arg

Tyr

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

Gly

Gly

Gly

Ala

270

Ala

Gly

Arg

Ser

Tyr
350

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gly

Ser

Ala

255

Ser

Pro

Gly

Asp

Asp

335

Tyr

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val

Ser

Gly

240

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

320

Asp

Asp



Ser

Thr

Pro

385

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

465

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

545

Val

Tyr

Ser

Met

370

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

450

Asn

His

Val

Thr

Glu

530

Lys

Ser

Lys

Gly

355

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

435

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
515
Val

Thr

Val

Cys

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

420

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

500

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
580

Tyr

Val

Ser

Lys

405

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

485

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

565

Val

Tyr

Ser

Ser

390

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

470

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

550

Val

Ser

Pro

Ser

375

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

455

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

535

Glu

Leu

Asn

31810

Gly

360

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

440

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val
520
Tyr

Glu

Ala

Lys

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

425

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

505

Val

Val

Gln

Gln

Ala
585

-113-

Phe

Thr

Ser

Glu

410

His

Ser

Cys

Glu

Pro

490

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

570

Leu

Asp

Lys

Gly

395

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

475

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

555

Trp

Pro

Ile

Gly

380

Gly

Val

Phe

Val

Val

460

Lys

Leu

Thr

Val

Val

540

Ser

Leu

Ala

Trp

365

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

445

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
525
Glu

Thr

Asn

Pro

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

430

Val

His

Cys

Gly

Met

510

His

Val

Tyr

Gly

Ile
590

Gln

Val

Ala

Ser

415

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

495

Ala

Glu

His

Arg

Lys

575

Glu

Gly

Phe

Leu

400

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

480

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

560

Glu

Lys
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Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
595 600 605

Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp
610 615 620

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser ASp Ile Ala Val Glu Trp Glu
625 630 635 640

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
645 650 655

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

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

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

690 695 700
Lys
705
<210> 35
<211> 214
<212> PRT

<213> ©Nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe 1 clia <VEGF-ANG-2> OAscFab IgGl v&i dot bién ARA

<400> 35
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

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

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

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

-114-
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

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

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

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln

145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 36
<211> 450
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>

<223> Chudi ning 1 cia <VEGF-ANG-2> OAscFab IgG4 voi dot bién AAA
va véi Po6t bién SPLE

<400> 36

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

1 5 10 15

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

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

-115-



Gly

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

225

Pro

Ser

Trp

50

Arg

Gln

Lys

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ala

Val

His

210

Gly

Ser

Arg

35

Ile

Arg

Met

Tyr

Gln

115

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Pro

Val

Thr

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro
260

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

245

Glu

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

230

Phe

Val

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Pro

Pro

Thr

31810

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Glu

Asp

Glu

Thr

105

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Lys

Val
265

-116-

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

250

Val

Thr

Ser

75

Thr

His

Ser

Arg

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

235

Lys

Val

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

220

Glu

Asp

Asp

45

Ala

Ser

Val

Tyr

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

205

Val

Phe

Thr

Val

Ala

Thr

Tyr

Phe

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Glu

Leu

Ser
270

Asp

Ala

Tyr

95

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

175

Val

Asn

Ser

Gly

Met

255

Gln

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Gly

Ser

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Gly

240

Ala

Glu
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Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

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

val Val Ser Val Leu Thr Val Leu Ala Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

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

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

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

Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser ASp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

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

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Arg Leu Thr Val Asp
405 410 415

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

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

Gly Lys
450

<210> 37

<211> 702
<212> PRT
<213> Nhan tao

<220>

<223> Chudi ning 2 clia <VEGF-ANG-2> OAscFab IgG4 véi dot bién AAA va
véi dot bién SPLE
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<400>

37

Ser Tyr Val

1

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Trp

Ala

Ala

Ala

145

Val

Ser

Tyr

Ala

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Ala

Asn

130

Val

Glu

Ser

Ser

Pro
210

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Pro

115

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

195

Thr

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

180

Gln

Glu

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Val

Thr

Ala

Thr

165

Ser

Val

Cys

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Trp

150

Pro

Leu

Thr

Ser

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Ser

Thr

His

Gly
215

31810

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu

200

Gly

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

Val

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

185

Gly

Gly

-118-

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

170

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

155

Asn

Trp

Thr

Ser

Val

Gly

Val

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Ser

Asp

140

Pro

Asn

Lys

Val

Gly
220

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Gly

Glu

125

Phe

Val

Lys

Ser

Glu

205

Gly

Pro

Lys

30

Val

Ser

Glu

Ser

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

190

Lys

Gly

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

Asp

95

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

175

Arg

Thr

Gly

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

His

Lys

Gln

Gly

Gly

160

Ala

Ser

Val

Ser



Gly

225

Gly

Val

Tyr

Gln

Asn

305

Ser

Thr

Ser

Thr

Pro

385

Gly

Asn

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

Thr

Gly

290

Tyr

Ile

Ala

Ser

Met

370

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
450

Gly

Gly

Lys

Phe

275

Leu

Ala

Ser

Val

Gly

355

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

435

Leu

Gly

Ser

Pro

260

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

340

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

420

Gly

Gly

Ser

Gly

245

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

325

Tyr

Tyr

Val

Cys

Lys

405

Leu

Leu

Thr

Gly

230

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

310

Tyr

Cys

Tyr

Ser

Ser

390

Asp

Thr

Tyr

Lys

Gly

Gln

Ser

Tyr

Gly

295

Gln

Met

Ala

Pro

Ser

375

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr
455

31810

Gly

Val

Val

Met

280

Trp

Gly

Glu

Arg

Gly

360

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

440

Tyr

Gly

Gln

Lys

265

His

Ile

Arg

Leu

Ser

345

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

425

Ser

Thr

-119-

Ser

Leu

250

Val

Trp

Asn

Val

Ser

330

Pro

Phe

Thr

Ser

Glu

410

His

Ser

Cys

Gly

235

Val

Ser

Val

Pro

Thr

315

Arg

Asn

Asp

Lys

Glu

395

Pro

Thr

Val

Asn

Gly

Glu

Cys

Arg

Asn

300

Met

Leu

Pro

Ile

Gly

380

Val

Phe

Val

Val
460

Gly

Ser

Lys

Gln

285

Ser

Thr

Arg

Tyr

Trp

365

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

445

Asp

Gly

Gly

Ala

270

Ala

Gly

Arg

Ser

Tyr

350

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

430

Val

His

Ser

Ala

255

Ser

Pro

Gly

Asp

Asp

335

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser

415

Val

Pro

Lys

Gly

240

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

320

Asp

Asp

Gly

Phe

Leu

400

Trp

Leu

Ser

Pro



Ser

465

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

545

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys

625

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

530

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

610

Gly

Pro

Ser

Glu

Thr

Pro

Pro

Thr

515

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

595

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
675

Lys

Cys

Pro

500

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

580

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

660

Asn

Val

Pro

485

Lys

Val

Tyr

Glu

Ala

565

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

645

Leu

Val

ASp

470

Ala

Pro

Val

Val

Gln

550

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

630

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

535

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

615

Asp

Lys

Ser

Ser

Arg

Glu

Asp

Asp

520

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

600

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys
680

31810

Val

Phe

Thr

505

Val

Val

Ser

Leu

Ser

585

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

665

Ser

-120-

Glu

Glu

490

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

570

Ser

Gln

Val

Val

Pro

650

Thr

Val

Ser

475

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

555

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

635

Pro

Val

Met

Lys

Gly

Ala

Glu

His

540

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

620

Trp

Val

Asp

His

Tyr

Pro

Ser

Asp

525

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

605

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu
685

Gly

Ser

Arg

510

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

590

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

670

Ala

Pro

Val

495

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

575

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

655

Arg

Leu

Pro

480

Phe

Pro

Val

Thr

Val

560

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

640

Asp

Trp

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

690 695 700
<210> 38
<211> 214
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Chudi nhe 1 cua <VEGF-ANG-2> OAscFab IgG4 voi dot bién AAA
va véi Dot bién SPLE

<400> 38

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

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

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

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

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

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

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

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

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

-121-
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Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 39
<211> 453
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Chudi ning 1 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl wild type (without
AAA d6t bién) (VEGFang2-0201)

<400> 39

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

1 5 10 15

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

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

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

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

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

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

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

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

-122-



Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

305

Asn

Pro

Gln

Ala

Val

Ala

Val

His

210

Cys

Gly

Met

His

Val

290

Tyr

Gly

Ile

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
355

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

340

Thr

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

325

Thr

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

31810

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Cys
360

Lys

Leu

Leu

185

Thr

Val

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

345

Arg

-123-

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

330

Lys

Asp

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

220

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Leu

Pro

Val

Ser

Ile

205

Val

Ala

Pro

Val

Val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
365

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

350

Lys

Pro

Thr

175

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

335

Glu

Asn

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Leu

240

Thr

Val

Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

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

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

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

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

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

Leu Ser Pro Gly Lys

450
<210> 40
<211> 463
<212> PRT

<213> ©Nhan tao

<220>

<223> Chudi ning 2 cia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl wild type (without
AAA dot bién) (VEGFang2-0201)

<400> 40

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

1 5 10 15

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

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

-124-



Ala

Pro

Ser

Glu

145

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

225

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

305

Val

Arg

Gly

Ala

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

210

Pro

Cys

Leu

Glu

Lys

290

Lys

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

Val

Pro

Phe

Val

275

Phe

Pro

Thr

Pro

100

Phe

Val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Arg

Val

Asn

Asp

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Leu

Val

Lys

Cys

245

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Pro

Ile

Ala

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

230

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

310

His

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

215

Phe

Ala

Pro

Val

Val

295

Gln

Gln

31810

Tyr Tyr
105

Gly Gln
120

Ser Val

Ala Ser

Val Gln

Ser Val
185

Thr Leu
200

Cys Glu

Asn Arg

Pro Glu

Lys Asp

265

Val Asp
280

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp

-125-

Asp

Gly

Phe

Val

Trp

170

Thr

Thr

Val

Gly

Leu

250

Thr

Val

Val

Ser

Leu

Ser

Thr

Ile

Val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

235

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Ser

Met

Phe

140

Cys

Val

Gln

Ser

His

220

Cys

Gly

Met

His

Val

300

Tyr

Gly

Gly

Val

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

205

Gln

Asp

Gly

Ile

Glu

285

His

Arg

Lys

Tyr

110

Thr

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Lys

Pro

Ser

270

Asp

Asn

Val

Glu

Tyr

Val

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

255

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser

His

240

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

320

Lys



Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser
370

Val Lys
385

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

His Asn
450

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

<220>
<223>

<400>

Val

Ala
355

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
435

His

41
214
PRT
Nhan

Ser

340

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

420

Gly

Tyr

tao

325

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

405

Phe

Asn

Thr

Lys

Gln

Leu

Pro

390

Asn

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

Thr

375

Ser

Tyr

Val

Phe

Lys
455

31810

Leu

Arg

360

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

440

Ser

Pro

345

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

425

Cys

Leu

330

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

410

Leu

Ser

Ser

Pro

Gln

Val

Val

395

Pro

Thr

Val

Leu

Ile

Val

Ser

380

Glu

Pro

Val

Met

Ser
460

Glu

Cys

365

Leu

Trp

Val

Asp

His

445

Pro

Lys

350

Thr

Ser

Glu

Leu

Lys

430

Glu

Gly

335

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

415

Ser

Ala

Lys

Chudi nhe 1 cla <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl wild type

ARAA 46t bién)

41

(VEGFang2-0201)

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

1

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

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Val Leu

35

20

5

40

25

-126-

10

45

30

15

Ile

Pro

Ala

Asn

400

Ser

Arg

Leu

( without

Gly

Tyr

Ile
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Tyr Phe Thr Ser Ser Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

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

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

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

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 42
<211> 213
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Chudi nhe 2 cla <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl wild type (without
AAA dot bién) (VEGFang2-0201)

<400> 42

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

-127-



Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Trp

Thr

Ser

Glu

145

His

Ser

Cys

Glu

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Lys

Gly

130

Pro

Thr

Val

Asn

Pro
210

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

Arg
Tyr
35

Ser
Gly
Ala
Phe
Gly
115
Gly
Val
Phe
Val
Val
195

Lys

43
453
PRT
Nhén

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

180

Asn

Ser

tao

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

165

Val

His

Cys

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Val

Ala

Ser

150

Val

Pro

Lys

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Phe

Leu

135

Trp

Leu

Ser

Pro

31810

Gly Asn
25

Gly Gln
40

Gly Ile

Leu Thr

Gln Val

Lys Leu

105

Pro Leu
120

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

185

Ser Asn
200

-128-

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

170

Leu

Thr

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val

Pro

vVal

Ala

155

Gly

Gly

Lys

Gly

Val

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Ser

Lys

140

Leu

Leu

Thr

Val

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Ser

Ser

125

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
205

Lys

30

Val

Ser

Glu

Ser

Ser

110

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

190

Lys

Ser

Val

Gly

Ala

Asp

95

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

175

Tyr

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly

80

His

Ser

Thr

Pro

Val
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<220>

<223> Chudi ning 1 cua <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl with P329G LALA
g6t bién only (khéng cé dét bién RAA) (VEGFang2-0015)

<400> 43

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

1 5 10 15

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

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

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

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

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

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

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

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

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
180 185 190

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205
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Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys
210 215 220

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala
225 230 235 240

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

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
260 265 270

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

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

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala
325 330 335

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

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

Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser ASp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

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

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

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

450
<210> 44
<211> 463
<212> PRT

<213> Nhan tao
<220>
<223> Chudi ning 2 cla <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl vo&i duy nhit dét bién
P329G LALA
(khéng c6 do6t bién ARA) (VEGFang2-0015)
<400> 44
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr
' 100 105 110

Pro Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser Ala Ser Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135 140

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
145 150 155 160

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
165 170 175
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Phe
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Thr

305
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Val
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Lys

290

Lys

Leu
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Lys

Ser

370

Lys

Gly
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195

His

Val

Pro

Phe

Val

275

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

355

Arg

Gly

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

340

Lys

Asp

Phe

Ser

Leu

Val

Lys

Cys

245

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

325

Asn

Gly

Glu

Tyr

Gln

Ser

Tyr

Ser

230

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

310

His

Lys

Gln

Leu

Pro
390

Glu

Ser

Ala

215

Phe

Ala

Pro

Val

Val

295

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

375

Ser

31810

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Pro

Lys

Val

280

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

360

Lys

Asp

Val

185

Leu

Glu

Arg

Glu

Asp

265

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

345

Glu

Asn

Ile
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Thr

Thr

Val

Gly

Ala

250

Thr

Val

Val

Ser

Leu

330

Ala

Pro

Gln

Ala

Glu

Leu

Thr

Glu

235

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Pro

Gln

Val

Val
395

Gln

Ser

His

220

Cys

Gly

Met

His

Val

300

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

380

Glu

Asp

Lys

205

Gln

Asp

Gly

Ile

Glu

285

His

Arg

Lys

Glu

Cys

365

Leu

Trp

Ser

190

Ala

Gly

Lys

Pro

Ser

270

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

350

Thr

Ser

Glu

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

255

Arg

Pro
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Val
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335
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Ser
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Val
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Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
405 410 415

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

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
435 440 445

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

450 455 460
<210> 45
<211> 214
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

<223> Chudi nhe 1 ctia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl chi duy nhat dét bién
P329G LALA (khéng cé doét bién AAA) (VEGFang2-0015)

<400> 45

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

1 5 10 15

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

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

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

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

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

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

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125
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Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

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

<213> Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe 2 clia <VEGF-ANG-2> CrossMAb IgGl chi duy nhit dot bién
P329G LALA (khdéng cod dot bién AAA) (VEGFang2-0015)

<400> 46

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

1 5 10 15

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val
20 25 30

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Val Tyr
35 40 45

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His
85 90 95

-134-



Trp

Thr

Ser

Glu

145

His

Ser

Cys

Glu

Val

Lys

Gly

130

Pro

Thr

Val

Asn

Pro
210

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

<400>

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
65

Thr

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

Phe

Gly
115

Gly

Val

Phe

Val

Val
195

Lys

47
107
PRT
Homo
47

Val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Gly Gly
100

Pro Ser

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

165

Thr Val
180

Asn His

Ser Cys

sapiens

Ala Ala
5

Ser Gly

20

Glu Ala

Ser Gln

Leu Ser

Gly

Val

Ala

Ser

150

Val

Pro

Lys

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser
70

Thr

Phe

Leu

135

Trp

Leu

Ser

Pro

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr
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Lys

Pro

120

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
200

Val

Ser

Gln

40

Val

Leu
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Leu

105

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

185

Asn

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thr

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

170

Leu

Thr

Ile

10

Val

Lys

Glu

Leu

Val

Pro

Val

Ala

155

Gly

Gly

Lys

Phe

Cys

Val

Gln

Ser
75

Leu

Ser

Lys

140

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Ser

Ser

125

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
205

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Ser

110

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

190

Lys

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp
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Ser

Phe

Gly

Leu

175

Tyr

Lys

Asp

15

Asn

Leu

Asp
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Ser
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Val

160
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80



Lys His Lys

Pro Val Thr

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

<400>

48
105
PRT
homo

48

Gln Pro Lys

1

Glu

Tyr

Lys

Tyr

65

His

Lys

Leu

Pro

Ala

50

Ala

Arg

Thr

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

<400>

Gln

Gly
35

Gly

Ala

Ser

Val

49
330
PRT
Homo
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Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Val
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Ala
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20
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Val
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Val

Glu
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85

Pro
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Lys

Gly

Gly Gly

20
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Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

90

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

Pro Ser Val

Lys Ala Thr

Thr Val Ala
40

Thr Thr Thr
55

Tyr Leu Ser
70

Cys Gln Val

Thr Glu Cys

105

Thr

Leu

25

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
105

Leu

10

Val

Lys

Ser

Thr

His
90

Phe

Cys

Ala

Lys
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Glu

Pro

Leu

Asp

Gln
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Glu

Gly

Pro

Ile

Ser

45

Ser

Gln

Ser
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Ser

Asn

Trp

Thr

95

Ser

15

Asp

Pro

Asn

Lys

Val
95

Glu

Phe

Val

Lys

Ser

80

Glu

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

10

15

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

25
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Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
260

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

31810

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
265

-137-

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
270

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn



Asn

Leu

Val

305

Gln

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<400>

Lys
275

Ser

Ser

Ser

50
327
PRT
Homo

50

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr
130

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Pro

Thr

Val

310

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Pro

Val

295

Met

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Arg
135

31810

Val

280

Asp

His

Pro

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Leu

Lys

Glu

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

-138-

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Ser

Arg

Leu
315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

Val

Asp

Trp

300

His

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr
140

Gly Ser Phe Phe

285

Gln

Asn

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Gln Gly Asn

His Tyr Thr

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Val

320

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val



Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305

Leu

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Val

Leu

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

Val

Asp

His

Leu
325

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

31810

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

-139-

Val
Thr
Val
185
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
265
Asp

Trp

His

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Asn

270

Leu

Val

Gln

Val

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



31810

Fig. 1

Tiém trong mét - Thoi gian
ban thai trong mat dai

¥

Xuét huyét
dich kinh

Hé mach mang

" Mach vdng mac

yuey) jpAny/ugoy ugny $Y Suon UESU [Py} Upq UBLS 1QY) + Ug) Yogniy

-140-



31810

eta [mPA*s]

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Po nhét @ 150 mg/mL
R \E\
T~ 8 ~5~ VEGFang2-0015 (dot
T~A__ bién -AAA)
o~ —A— VEGFang2-0016 (dot
g bién +AAA)
T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40
Nhiét do/°C

-141-

Fig. 2



31810

Bin kinh hat [nm]

Panh gia DLS

—&— VEGFang2-0015 (dot
bién -AAA)

——VEGFang2-0016 (d6t

bién +AAA)

40

45 50 55 60 65 70
Nhiét d3/°C

-142-

Fig. 3



31810

% Viing delta (40°C-(-80°C))

SEC_Luwu giit ndng dd cao (7 ngay/40°C)

B Giam dinh chinh
BHMW tang

ugIq 30P) ST00-73UBAHA
ug1q 30p) 9100-73UeATA

SLMW ting

-143-

Fig. 4



31810

RU
100

80

20

-20

11

-100

t t t t t 1
100 200 300 400 500 600

Thoi gian (0 = dwdng co ban)

-144-

Fig. SA



31810

Pap ing

RU
%0
80
70]
60
50
40/
30/
20/

0

104

1e-7

[ T |
2e-7 3e-7
Nong dd

|
|

4e-7

|
5e-7
M

-145-

Fig. 5B



31810

RU
110

90

~
o
'

dwong co ban)
g

Pap dng (0=

10

-10
-100

100

f t
200 300
Thai gian (0 = dudng co bén)

t
400

-146-

Fig. 5C



31810

Fig. SD

RU
70

60 -

50 4

40

£ 30+

20

f f f f
0 1e-7 27 3e-7 4e-7 5e-7
Nong do M

-147-



31810

Fig. 5E

RU

0,2 .

0,1 )

0,05

0,1

0,2

0,25

0,3

0,35

-148-



duodng co ban)

= bt giit ¢

Pudng co ban (0

RU

200

180

100

31810

Thoi gian (0 = bét gitt_dudng co ban)

-149-

Fig. 6

= = Khang Dig

ssseeses 1G4

— +— VEGFang2-0015-005
s \/EGFang2-0016-005



31810

i (ns0X)bia-1897¢
aod-big-nuy =< <zbuy >-p>qyw

1mqd/3uoa 0g
‘Buoyd 9p

pbj-H1<zbuy/493an>

(saaig-issyc
~IN<<4DIAASPI>qy

VL ‘S

RUwo g )

-150-



Nong d6 huyét thanh [pg/

31810

T 1

0 VEGFang2-0015 (khong ddt bién AAA)

BVEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA)

-151-

i )
giy 7 gioy 24 giv 48 gioy 96 gidr 168 gio
Thoi gian

Fig. 7B



-
o
=]

31810

Fig. 7C

-
e
©

-
N
©

-
o o
© =]
\
[

Nong d9 huyét thanh [pg/mL]
(2]
°

= P —

7gis | 24gic  48giv  96gid
Thoi gian

OVEGFang2-0015 (khéng dét bién AAA)
B VEGFang2-0016 (c6 dot bién AAA)

-152-

168 giy



An mit [ng/mL]

Nbng dd trong dich thity ph

80

70

60

40

30

20

10

31810

[

AT et

E

Trai

Phai Tréi

96 giér

Otrongmat £ trong tinh mét

-153-

|

168 giv

Phéi l

Fig. 7D



31810

Fig. 7E

D
o

[42]
o

S
o

w
o

8

Ndng dd trong dich thity phin mit [ng/mL]

-
o

(I

Ee

Trsi | Phai
168 gio

O trong mit  Mtrong tinh mét

-154-





