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Linh vwe ki thuat dwgc dé cap

Séng ché dé cap dén khang thé dic hiéu kép khang A-beta clia ngudi va thu thé
transferin cia nguoi, phuong phap san xuét khang thé nay, dugc phim chira khang thé
nay, va st dung no. | | ' |
Tinh trang k§y thuit cla siang ché

Khoang 70% truong hop bi chung mat trf 12 do bénh Alzheimer ma gin lién v6i
su tén thuong chon loc c4c ving ndo va cic mang thin kinh quan trong trong su nhan
thirc. Bénh Alzheimer dugc dic trung bdi cac ddm roi sgi than kinh cu thé 1a trong céc
noron hinh thap cua ving h&i ma va nhiéu mang bam amyloit chtra phén 16n 12 16i 16p

V. ling d(_)hg amyldit de‘ly dic vi cac vAng it day dic hon. |

Céac méang bam viém than kinh ngoai bao chita lugng 16n chu yéu 1a peptit dang
soi duoc goi 1a “amyloit B”, “A-beta”, “AB4”, “B-A4” hodc “AB”; xem Selkoe, Ann.
Rev. Cell Biol. 10 (1994) 373-403; Koo PNAS 96 (1999) 9989-9990; US 4,666,829;
Glenner BBRC 12 (1984) 113 1). Amyloit niy duge liy tir “protein tién chét
Alzheimer/protein tién chit P-amyloit” (APP). APP 1a glycoproi:ein tich hop vao ‘mang .
(xem Sisodia PNAS 89 (1992) 6075) va dugc phén cit theo cach phan gidi protein bén
trong trong trinh tw AP bdi proteaza, a-secretaza mang bao twong (xem Sisodia (1992),
Joe. cit.)v.chm nifa, ngoai hoat tinh secretaza, cu thé 13 hoat tinh B-secretaza va y-
' sécretaza dan dén giai phong amyloit-B (AB) ngoai bao chira 39 axit amin (AB39), 40
axit amin (AB 40), 42 axit amin (A 42) hodc 43 axit amin (A 43) (xem Sinha PNAS
96 (1999) 11094-1053; Price, Science 282 (1998) 1078-1083; WO 00/72880 hodc
Hardy, TINS 20 (1997) 154)

 Luuy la A-beta c6 vai dang c0 trong tur nhién, theo d6 cac dang xuét hién & nguoi
1a cac dang AB39, AB40, AB41; AB42 va AP43 duoc dé cap & trén. Dang chiém wu thé
nhit, AP42, c¢6 trinh ty axit amin (bit dau tir ddu tan N):
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA (SEQ ID NO:
05). O dang AP41, AB40, AB39, axit amin dau tin C A, IA va VIA bi thiéu, mdt cach
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turong tng. O dang AB43, gbc threonin bd sung dugc chira & d4u tan C cia trinh ty néu

trén.

Thoi gian can dé chu tao nhén cac soi AB40 dugce thé hién 13 1au hon déang ké so
vé6i thoi gian dé cz?'lu tao nhan cac s¢i AB42 (xem vi du Lansbury, Jr., P. T. va Harper, J.
D., Ann. Rev. Biochem. 66 (1997) 385-407). Nhu da dugc néu trong tai liéu cia Wagner
(J. Clin. Invest. 104 (1999) 1239-1332) AB42 thuong gip hon khi gén lién v6i mang
bam viém than kinh va dugc coi 13 dé tao thanh c4c s¢i nhoé hon & cip do in vitro. Ciing
da c6 dé xuét rang AB42 sir dung lam “nhan” tron'g qua trinh polyme héa phu thudc vao
su -hinh thanh nhéan cua peptit Ap khong két tinh dugc sip dit (xem vi du Jarrett, Cell
93 (1993) 1055-1058). Qu4 trinh xt Iy APP bi bién ddi va/hodic viée tao ra cdc mang
bam ngoai bao chira cac chét ling dong khong chi dugc biét dén & bénh 1y Alzheimer
ma ca & dbi tuong bi cac 16i loan than kinh khac va/hoic 16i loan thoai hoa than kinh.
Céc r6i loan nay bao gdm, khong ké nhimg bénh khic, hoi chitmg Down, chiy méu ndo
di truyéh voi chi’Ing tho_éi hoéa dang t_inh bot kiéu Ha lan, bénh Parkinson, ALS (bénh xo
cing cﬁt bén teo co), bénh Creutzfeldt Jacob, chimg mét trf lién quan dén HIV va bénh

day than kinh van dong.

Cho dn nay, chi c6 cac chuong trinh can thiép y té han ché dbi véi céc bénh lién
quan dén amyloit_ dd dugc mo ta. Vi du, chét tc ché cholinesteraza nhu galantamin,
rivastigmin ho#c donepezil dugc thio luin 15 ¢6 loi cho cac bénh nhan Alzheimer c6
tinh trang bénh & mac do tir nhe dén trung binh. Tuy nhién, cac sy kién bét lgi ciing
dugc thong bao do tdc dong tiét cholin cta thudc ndy. Trong céc phuong phap didu fri
tdng cuong tiét axetyl cholin tao ra mot 36 tac dung v& mit triéu chx’rng,dép ung tri liéu
khong théa de’mg cho phéan 16n cac bénh nhan dugc didu tri. Nguoi ta ude tinh rang su
cai thién nhén thirc dang ké chi xuAt hién & khoang 5% bénh nhan duge diéu trj va c6 it
bang ching cho thdy ring viéc didu tri lam thay dbi dang ké qua trinh tién trién cta
bénh.

- Két qua lé}y?m ¢6 nhu cAu 14m sang to 16n dé didu tri hiéu qua hon va cy thé 1a
céc chit ma c6 thé kim ham hogic 1am tr8 su tién trién cta bénh. Chit dbi khang thu thé-

NMDA, nhu memantin, da duge st dung gan day.
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Tuy nhién, céc su kién bét loi d& duoc thong bao do tac dong dugce ly. Hon nita,
phuong phap diéu trj bang chit dbi khang thu thé NMDA nay c6 ‘thé chi dugc coila cac
gi4i phép triéu chimg va chit khong 1am bién d6i bénh.

Céac phuong phép didu bién mién dich dé didu tri cac rbi loantlién quan dén
~ amyloit cling dé dugc & xuét. WO 99/27944 boe 10 thé lién hop ma chl’xa cac phan cia
‘ peptit A-beta va phéan tir chét mang'theo d6 phén tir chit mang nay nén ting cudng déap
tng mién dich. M6t phuong phap gdy mién dich chu dong khac duqcvdé cap trong

WO 00/72880, trong d6 cac doan A-beta cling dugc st dung dé gay ra d4p tmg mién
dich. '

Céc phuong phép gdy mién dich thu dong v6i cac khang thé khang A-beta thong
thudng cling d duge dé xult trong WO 99/27944 hoc WO 01/62801 va c4c khang thé
dugc 1am gidng nhu clia ngudi dic hiu truc tiép khang cac phén cua A-beta dudc mo
ta trong WO 02/46237, WO 02/088306 va WO 02/088307. W0.00/77178 mo ta céc
~ khéng thé gén két trang thai chuyén tiép dugc chép nhén thong bqua B-amyloit trong qua
trinh thily phan. WO 03/070760 bdc 16 phan ti khang thé nhan biét hai trinh ty axit amin
khéng lién tuc trén peptit A-beta.

WO 2014/033074 dé cap dén con thoi hang rao mau nfo ma gin két véi thl_i thé
trén hang rao mau ndo va phuong phép str dung con thoi nay. Viéc phéan phdi thubc qua
hang rdo méau ndo cia protein dung hgp IgG véi khang thé don dong thu thé transferin
duoc thong béo bdi Pardridge, W. (Exp. Opin. Drug Deliv. 12 (2015) 207-222). Yu, Y.J.
et al. (Sci. Translat. Med. 6 (2014).261ral54-261ral54) da thong bao ring khﬁng' thé
déc hiéu kép tri liéu vuot qua hang rdo mau ndo & dong vat linh trLfGng khong phai
ngudi. Viéc tan rd clia mang bam amyloit trong nfo ciia chudt chuyén gen bénh
Alzheimer duoc dung dudi da hing ngay khéng thé dic hidu kép héa tri bén huéng dich

| thu thé transferin va peptit abeta amyloit duqc thong bao bdi Sumbria, R.K., et al. (Mol.
Pharm. 10 (2013) 3507-3513). Niewoehner, J., et al. (Neuron 81 (2014) 49-609 da thong
* béo kha ning xam nhdp vao ndo va cong hiéu cia khang thé tri liéu ting bﬁng cach st

dung phéan tt con thoi hoa tri mat. -
Ban chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché d& cap dén khang thé ddc hiéu kép chua



32517

a) mot khang”thé (chidu dai day du) chira hai cip cia mbi chubi nhe khang |

“thé (chidu dai day di) Va chubi ndng khang thé (chiéu dai day du), trong

d6 cac vi tri gin két duoc tao ra bing mdi cap trong sb cdp cua chudi

ning (chiéu dai diy du) va chudi nhe (chidu dai dy d0) gin két dic
hiéu véi khang nguyén thir nhét, va |

b) mot doan Fab bd sung, trong d6 doan Fab bo sung dugc dung hop véi

dAu tAn C cua mdt trong cac chudi ning ctia khang thé (chiéu dai day

du), trong d6 vi tri gan két ctia doan Fab bd sung gin két dic hidu véi

khang nguyén thu hai,

trong d6 1_n6i trong sb cac chudi nhe khang thé .(chiéu dai ddy da) chira trong
Vl‘mg chudi nhe khong déi (CL) tai vi tri 123 gbc axit amin arginin (thay cho gbe
axit glutamic kiéu dai; dot bién E123R) va tai vi tri 124 gbc axit amin lysin (thay
cho gdc glutamin kidu dai; dot bién Q124K) (danh sb theo Kabat),

trong d6 mdi trong sb cac chudi ning khang thé (chiéu dai ddy du) chua
trorig mién chudi ning khong dbi tha nhat (CH1) tai vi tri 147 gbc axit glutamic
(thay cho gdc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213 gbc axit glutamic
(thay cho gbc axit amin lysin kidu dai; dot bién K213E) (d4nh sb theo chi s6 Kabat
EU), |
trong do doan Fab bd sung gin két dic hiéu voi khang nguyén thir hai chira
mién trao ddi chéo sao cho ving chudi nhe khong dbi (CL) va mién chudi ning
khéng ddi 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau, va
trong do khang nguyén thr nhét 1a protein A-beta cua ngudi va khang
nguyen thir hai 13 thy thé transferin ctia nguoi.
Theo mot phuong &n, doan Fab bd sung duoc dung hgp véi dau tan C.ctia chudi
ning bing tac nhén lién két peptit.
Theo mdt phuong 4an, diutan N cia mién bién dbi chudi nang cua doan Fab duoc
dung hop véi dau t4n C ciia chudi ning c6 chidu dai diy da hoic dau tan C cia tic nhan
* lien két peptit. |

Theo mdt phuong 4n, |
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~ chudi nang co6 chiéu dai day du dugc dung hop véi doan Fab b0 sung co cac

gbc axit amin chu5i ning dau tan C tripeptit LSP trong d6 prolin ctia n6 dugc
dung hop truc tiép véi gdc axit amin thir nhit coa doan Fab bd sung hoic cia

téc nhan lién két peptit qua lién két peptit, va

chudi ning c6 chidu dai ddy da ma khong dugc dung hop v6i doan Fab b

sung cO cac géc‘ axit amin chudi ning diu tan C tripeptit LSP, hodc SPG,

~ hoic PGK.

Theo mot phuong 4n, khang thé (chiéu dai day du) 1a

B
b)
o)

d)

&

h)

‘khang thé co6 chidu dai day da thudc phan 16p IgG1 cua ngudi,

khang thé c6 chidu dai ddy du thuoc phan 16p IgG4 cua ngudi,
khang thé c6 chiéu dai day da thudc phén 16p IgG1 cla ngudi c6 cac dot bién
L.234A, L235A va P329G, |

khéng thé c6 chidu dai diy du thudc phan 16p IgG4 clia ngudi c6 céc dot bién

S228P, .235E va P329G,

) khang thé c6 chidu dai day da thudc phan 16p IgG1 ciia ngudi cb cac dot bién

1.234A, L.235A va P329G trong ca hai chudi ning va cac dot bién T366W va
S354C trong mat chudi ning va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V V_'e‘l_

Y349C trong chudi ning twong ing con lai,

khang thé ¢6 chidu dai dAy da thuoc phan 16p IgG4 ciia ngudi ¢6 cac dot bién

SZZSP, 1.235E va P329G trong c4 hai chudi ning va cac dot bién T366W va |
S354C trong mot éhuSi ning va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va |
Y349C trong chudi ning twong tng con lai,

khéng thé c6 chidu dai ddy dii thude phén 16p [gG1 ctia ngudi c6 céc dot bién
L234A, .L235A, P329G, 1253A, H310A va H435A trong ca hai chudi ning
va cac dot bién T366W va S354C trong mdt chudi ning va cac dot bién

T366S, L368A, Y407V va Y349C trong chudi ning twong Gng con lai, hodc

khang thé c6 chiéu dai day da thudc phan 16p IgG1 cua ngudi c6 cac dot bién
L234A, 1.235A, P329G, M252Y, S254T va T256E trong c hai chudi nang
va cac dot bién T366W va S354C trong mot chudi ning va cac dot bién

T3668S, .368A, Y407V va Y349C trong chudi ning twong Gmg con lai.

-6-
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Theo mdt phuong 4n, khang thé (chidu dai diy du) 1a

khéng thé c6 chiéu dai diy du thudc phan 16p IgG1 cua ngudi,
khang thé c6 chiéu dai day da thuoc phén 16p IgG4 cla nguorl

khang thé c6 chiéu dai day da thuoc phéan 16p IgG1 cua ngudi c6 céc dot b1en
L234A, 1L235A va P329G,

khang thé c6 chiéu dai diy di thudc phan 16p IgG4 clia ngudi c6 cac dot bién
S228P, L235E va P329G

khéng the ¢6 chidu dai day du thudc phan 16p IgG1 ctia ngudi ¢6 cac dot bién
L.234A, L235A va P329G trong ca hai chudi ning va céc dot bién i) T366W,

- va ii) S354C hodc Y349C, trong mot (_:hu5i ning VA cac dot bién i) T366S,

L368A, va Y407V, va ii) Y349C hodc S$354C, trong chudi ning tuong tng

con lai,

khang thé ¢6 chidu dai ddy du thudc phan 16p IgG4 cua ngudi c6 céc dot bién
$228P, L235E va P329G trong ca hai chudi ning va cac dot bién i) T366W,
va ii) S3 54C hodc Y349C, trong mdt chudi ning va cac dot bién i) T3668S,
L368A, va Y407V, va ii) Y349C hoac S354C, trong chudi ning twong g
con lai, '

khang thé c6 chiéu dai day da thu@c phan 16p IgG1 ctia ngudi co cac dot bién
L234A, L235A, P329G, 1253A, H310A va H435A trong ca hai éhusi ning
va cac dot bién i) T366W, Vﬁ,‘ii) S354C hodc Y349C, trong mét chudi ning
va cac dot bién i) T366S, L368A, va Y407V, va ii) Y349C hodc S354C, trong

chudi ning twong g con lai,

khang thé c6 chidu dai ddy di thudc phan 16p IgG1 clia ngudi c6 céc dot bién

- L234A, 1L235A, P329G, M252Y, S254T va T256E trong ca hai chubi niang

va cac dot bién i) T366W, va ii) S354C hodc Y349C, trong mot chudi ning
va cac dét bién i) T3668S,L368A, va Y407V, va ii) Y349C hodc S354C, trong
chudi ning trong (g con lai, hodc |

khéng thé ¢6 chidu dai ddy du thudc phan 16p IgG1 ctia ngudi c6 cc dot bién
1.234A, L235A, P329G, H310A, H433A va Y436A trong cd hai chudi ning
va cac dot bién i) T366W, va ii) S354C hodc Y349C, trong mot chudi ning

-7-
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va céc dot bién i) T366S,L.368A, va Y407V, vaii) Y349C ho;ftc S354C, trong

chudi ning turong tng con lai.

Theo mot phuong an, doan Fab b sung duoc dung hop v6i du tan C ciia chu01
ning chua dot bién T366W hoac v6i dau tan C ctia chudi nang chira cac dot bién T3668,
L368A, va Y407V.

Theo mdt phuong an,

khang thé ¢6 chidu dai dﬁy_ du thudc phan 16p IgG1 cla ngudi co6 cac dot
bién L234A, L235A v P329G trong c4 hai chudi niing va cac dot bién T366W va
S354C trong mot chudi ning va cic dot bién T366S, L368A, Y407V va-Y349C

trong chudi ning trong tng con lai, va

doan Fab bd sung duoc dung hop véi dau tan C clia chudi ning chira dot -
bién T366W, hoic v&i dau tan C cta chudi ning chira cac dot bién T366S, L368A, |
va Y407V.

Theo mot phuong an cua tht ca cac khia canh, vi tri gin ket A-beta cua ngu'cn
chira trlnh tu VH nhu trong SEQ ID NO: 18, bao gdm cac cai bién sau dich ma cua trinh
~ ty d6, va trinh ty VL nhu trong SEQ ID NO: 19, bao gbm cac cai bién sau dich mi ctia
trinh ty do.

Theo mot phuong &n cia tht ca cac khia canh, vi tri gin két thu thé transferin clia

ngudi chira trinh ty VH nhu trong SEQ ID NO: 20, bao gdm céc cai bién sau dich ma

clia trinh tu do6, va trinh ty VL nhu trong SEQ ID NO: 21, bao gdm céc cai bién sau dich

* mé ciia trinh ty d6. "

Theo mdt phuong an, khéng thé dic hiéu kép chira

i) chudi nhe véi trinh ty axit amin ma c6 do dbng nhét trinh tu véi SEQ ID NO:
01 14 70% hoac 16n hon,

1i) chudi ning véi trinh ty axit amin ma c6 do déng nhét trinh ty véi SEQ ID
NO: 02 1a 70% hodc 16n hon,

iii) chudi nhe véi trinh tur axit amin ma c6 do ddng nhat trinh ty v6i SEQ ID NO:
03 12 70% hodc 16n hon, va
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iv) doan Fab chudi ning v6i trinh ty axit amin ma ¢ do dong nhét trinh tr véi-

SEQ ID NO: 04 12 70% hogc 16n hon,
trong do
SEQ ID NO: 01 c6 trinh ty axit amin

 DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYG

' ASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCLQIYNMPITFGQG
TKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD
NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC, |

SEQ ID NO: 02 ¢6 trinh ty axit amin

VELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLE
WVSAINASGTRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST :
SGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKP SNTKVDEKVEPKS CDKTHTCPPCPAPELL
GGP SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
v EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYP SDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPG,

SEQ ID NO: 03 ¢c6 trinh tu axit amin

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIS SYLAWYQQKPGKAPKL

LIYRASTLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQNYASSNV - - ﬁ

DNTFGGGTKVEIKSSASTK GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSC, va |

SEQ ID NO: 04 c6 trinh ty axit amin

QSMQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGFSLSSYAMSWIRQHPGKGLE
WIGYIWSGGSTDYASWAKSRVTISKTSTTVSLKLSSVTAADTAVYYCAR
RYGTSYPDYGDASGFDPWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT

-0
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ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD SKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC.

Mot khia canh néu trong ban mo ta nay la khéng‘thé dic hiéu kép chira chudi nhe |

(chidu dai ddy du) ma c6 trinh tu axit amin 13 SEQ ID NO: 01, chudi ning (chiéu dai

day dt) ma c6 trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO: 02, chudi nhe (chiéu dai diy di) ma c6

trinh ty axit amin 12 SEQ vID NO: 03, va dban Fab khang thé chtra trinh ty axit amin cia

SEQID NO: 04, . |

Theo mot phuong 4n, khang thé diic hidu kép 1a khang thé don dong.
Mot khia canh néu trong ban md ta nay 1a axit nucleic da dugc phéan 1ip ma héa
khang thé dic hidu kép néu trong ban md ta nay.
Mot khia canh néu trong ban mo ta nay 13 t& bao chi chira axit nucleic néu trong
ban md ta nay ma héa khang thé dic hidu kép néu trong ban mo ta ndy.
Mot khia canh néu trong ban md ta nay 1a phuong phép tao ra khang thé dic hiéu
kép néu trong ban mo ta nay chira cac budce sau:
a) nudi cdy té bao chi néu trong ban md 4 nay sao cho khang thé dic hiéu kép
duogc taora, va
b) thu hdi khéng thé dic hiéu kép tir té bao hoic mdi trudng nudi cdy va nho d6
tao ra khang thé dic hidu kép néu trong ban mo ta nay.
Mot khia canh néu trong ban mé ta nay 13 thé lién hop mién dich chira khang thé
dic hiéu kép néu trong ban mo ta nay va chét gy doc té bao. |
Mot khia canh néu trong ban mo ta nay la dugc pham chtra khang thé ddc hidu
kép néu trong ban mo ta nay va chit mang duogc dung.
Mot khia canh néu trong ban md ta nay la khang thé néu trong ban mo ta nay dé

st dung l1am thudc.

Mot khia canh néu trong ban mo ta nay 1a khang thé dic hiéu kép néu trong ban |

mo ta nay dé st dung trong diéu tri bénh Alzheimer.

Mot khia canh néu trong ban mo ta nay la khang thé dic hiéu kép néu trong ban

md ta ndy dé sir dung trong trc ché/1am cham su hinh thinh mang bam trong nio.
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| Mot khia canh néu trong ban mé ta nay 1a khang thé dic hidu kép néu trong ban

mo ta nay dé sir dung trong 1am phan hity méng bam p-amyloit.

Mot khia canh néu trong ban mo ta nay 1a viéc st dung khang thé dac hiéu kép |

néu trong ban mo ta nay trong san xuét thubc.
Theo mdt phuong an, thudc 12 dé didu trj cac rbi loan amy101t

Theo mot phuwong an, thubc dé ngan ngira vi/hoic diéu tri bénh gin lién véi tao
ra afnyloit va/hodc tao thanh mang bam amyloit. Theo mot phuong an, bénh nay dugc
chon tir nhém bao gém chiing mét tri, bénh Alzheimer, bénh diy than kinh van déng,
hoi chl’J:ng Down, bénh Creutzfeldt Jacob, chiing chady méu ndo di truyén v6i chiing thodi
" hoa dang tinh bdt kidu Ha lan, bénh Parkinson, chimg mét tri lién quan dén HIV, ALS

hodc 16i loan than kinh lién quan dén 150 hoa. Theo mdt phuwong an dugc wu tién, thudc

dugc ding dé didu tri benh Alzhelmer

Theo mot phuong 4n, thubc duge ding dé trc ché/lam cham su hmh thanh mang
bam trong ndo. Theo mot phuong 4n, thudc 1a thubc 1am tan r mang bam B-amyloit.
Mot khia canh néu trong ban mo ta nay 12 phuong phép didu tri c4 thé méic bénh
“gén lién véi su thodi héa amyloit va/hodc tao thanh mang bam amyloit bao gbm viéc str
dung cho ca thé nay luong hitu hiéu cta khang thé dic hiéu kép néu trong ban md ta
nay.
Mot khia canh néu trong ban mé ta nay 1 phuong phéap didu tri c4 thé mic bénh
Alzheimer bao gdm viéc sit dung cho c4 thé nay lugng hiru hiéu ciia khéng thé dic hiéu

‘kép néu trong ban mo ta nay.

Mot khia canh néu trong ban md ta nay 1a phuong phap 1am tan rd mang bam f3-
arhyloit trong néo cua ca thé bao gdm viéc sit dung cho ca thé nay lugng hitu hiéu cla
khéng thé dic hiéu kép néu trong ban mo ta nay dé 1am tan rd mang bam B-amyloit trong
'~ ndo. | |

Mot khia canh néu trong ban md ta nay 1a phuwong phap tc ché/lam chdm sy hinh
thanh mang bam trong ndo cua ca thé bao gdm viéc sir dung cho ca thé nay lugng hitu
hiéu ctia khang thé dic hiéu kép néu trong ban mod ta nay dé wc ché/lam cham su hinh

thanh mang bam trong néo.-
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Mo ta chi tiét sang ché
Cac mo-dun dime héa gén phan phinh vao phén 16m (knobs into holes) va viéc
su dung chung trong thiét ké khang thé duge mo ta trong tai liéu cua Carter P.; Ridgway
| J.B.B.; Presta L.G.: Immunotéchnology, Volume 2, Number 1, February 1996, cac trang
73-73. Chu disulphua bd sung trong mién CH3 dugc béo cdo trong tai liéu: Merchant,

AM., et al., Nat. Biotechnol. 16 (1998) 677-681.

Thoéng tin chung lién quan dén trinh tur nucleotit ctia chudi nhe va chudi ning
globulin mién dich clia ngudi duge néu trong: Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5Sth ed., Public Health Service, National .Institutes of Health!
Bethesda, MD (1991). | |

- Trong ban md ta ndy, cac vi tri axit amin cia tAt ca c4c ving c¢b dinh va cac mién
cta chudi ning va chudi nhe dugc danh s6 theo hé théng danh s6 Kabat dugc mo ta
trong Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public’
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) va dugc goi la “dénh
sb theo Kabat” trong ban mo ta nay. Cy thé 13, hé théng d4nh sb Kabat (xem céc trang
647-660) cua Kabat, et al., 'Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed.,
Public Health Service, National Institutes éf Health, Bethesda, MD (1991) duogc str dung
_ého mién cb dinh chudi nhe CL ctia isotyp kappa va lambda, va hé théng danh s6 chi s6
Kabat EU (xem céc trang 661-723) dugc sur dung cho mién ¢ dinh chudi ning (CH1,
Vﬁng ban 18, CHZ va CH3, trong ban md ta nay con dugc lam rd bang cach néi dén

“d4nh sd theo chi s6 Kabat EU” trong trudng hop nay).
L Dinh nghia

“Hang rao mau ndo” hodc “BBB” dung dé chi hang rao sinh ly giita hé tudn hoan.
- ngoai vi va ndo va tiy sdng duoc tao ra bang méi‘ lién hé chdt ché bén trong me‘mgv t bao
| ndi bi vi mach mau ndo, tao ra hang rao chit ché han ché su van chuyén ctia cac phén

tir vao trong ndo, ngay ca véi cac phan tir rAt nhé nhu ure (60 Daltons). BBB trong néo,
héng a0 méu ndo tiy séng bén trong tiy séng, va hang rao mau-vong mac bén trong
vong mac 1a hang rao mach mau lién tuc bén trong CNS, va trong ban md ta nay dugc
goi chung 13 hang rao mau nio hoic BBB. BBB ciing bao gdm hang rao mau-CSF (day
d4m rdi mang mach) noi ma hang rao nay dugc cAu thanh tir t& bao dém mang dng hon

12 t€ bao ndi mac mach.
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Céc thuét ngit “khang thé khang A-beta clia ngudi” va “khang thé gin két dac
hiéu vdi A-beta clia ngudi” dung d8 chi khang thé c6 kha ning gin két peptit A-beta clia
ngudi véi ai luc thich hgp sao cho khang thé c6 thd duoc sit dung 1am chét chin dodn -

va/hodc tri liéu trong hudng dich peptit A-beta.

Liru y 1a A-beta cua ngubi c6 vai dang c6 trong ty nhién, theo d6 cac dang cua
ngudi duge dé cap 1a AR39, AB40, AB41, AB42 va AB43. Dang phong phu nhit, Ap42,
¢6 trinh ty axit amin 13 SEQ ID NO: 05. Trong AB41, AB40, AB39, céc axit amin dau
~ tan C A, IA va VIA bj thiéu, mot cach twong tmg. § dang Ap43 gbc threonin bd sung
ducc bao gdm & diu tin C cta SEQ ID NO: 05. Theo mot phucrng an, protein A- beta
cua ngu:(n c6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 05.

Vi vay, thudt ngit nay cling bao gbm khang thé ma gén két vao doan dugc 1am

ngan cua polypeptlt A-beta clia nguoi.

“Hé than kinh trung vong” hodc “CNS” dung dé chi phuc hop ciia cac md than

kinh kiém so4t chirc. nang cta co thé, va bao gbm nfo va tiy sdng.

“Thu .thé hang rao mau nédo” (dugc viét tit 13 “BBBR” trong ban mo ta nay) 1a
protein thu thé dugc lién két mang ngoai bao dugc bidu hién trén t& bao ndi mo ctia no
ma c6 kha ning van chuyén cac phan t& qua BBB hodc dugc st dung dé van chuyén

phan tir duqc sir dung ngoai sinh.' Cac vi dy vé BBBR trong ban md ta ndy bao gém: thu
-. thé transferin (TfR), thu thé insﬁlin, thu thé yéu 6 ting truong gidng insulin (IGF-R),
thu thé lipoprotein ty trong thip bao gdbm khong gi6i han protein lién quan dén thy thé
lipoprotein ty trong thip 1 (LRP1) va protein lién quan dén thu thé lipoprotein ty trong
thap 8 (LRP8), va yéu t6 ting truéng gibng yéu t6 ting trudong biéu bi gén két heparin
(HB-EGF). M6t BBBR dugc wu tién 1a thy thé transferin (T{R).

“Thu thé transferin” (“TfR”) 1a glycoprotein xuyén mang (véi trong lu(jrng phéan
tir 14 khoang 180.000 Da) bao gbm hai tiéu phan nhé dugc lién két disulphua (mdi tidu
phén c6 trong lugng phan tir biéu kién 14 khdéng 90.000 Da) tham gia vao qua trinh hép
thu sit 6 dong vat c6 xuong séng. Theo mot phuong an, TR nhu dugc dé cép trong ban
mo ta nay 1a TfR cua ngudi chira trinh ty axit amin dugc néu trong Schneider et al
(Nature 311 (1984)675-678), vi du. Theo mot phuong an, thu thé transferin ctia nguoi
cé trinh ty axit amin 12 SEQ ID NO: 22.
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“Khéang thé da dic hiéu” dé chi khang thé c6 cac tinh dic hidu gan két déi véi it
nhét hai epitop khic nhau trén cung mot khang nguyén hodc hai khing nguyén khac
nhau. Khang thé da dic hiéu duge 14y 1am vi du c6 thé gén két v6i ca BBBR va khang
nguyén ndo. Khang thé da dic hiéu c6 thé duoc tao ra 1 khang thé c6 chiéu dai day du
hodc doan khéang thé (vi du khang thé dic hiéu kép F(ab")) hodc t6 hop ctia n6 (vi du,
- khang thé c6 chidu dai ddy da cong doé,m scFv hodc Fab b sung). C4c khing thé dugc :
thiét ké v6i hai, ba hodc nhiéu hon ba (vi du 4) vi tri gén két khang nguyén chirc ning
cling d3 dugc thong bao (xem, vi du, US 2002/0004587 Al).

“Khung nhén cta nguoi” d6i v6i muc dich trong ban md ta nay 13 khung chira

trinh ty axit amin ciia khung mién bién dbi chudi nhe (VL) hoic khung mién bién dbi
chudi ning (VH) dugc 14y tlI khung globulin mién dich cta ngudi hodc khung lién tmg
ciia ngudi, nhu duge dinh nghia dudi ddy. Khung nhén clia nguoi “dugc 14y tir” khung

globulin mién dich ctia ngudi hoc khung lién tmg clia ngudi c6 thé chira ciing trinh tur
| axit amin ciia n6, hoic c6 thé chira cac thay ddi trong trinh ty axit amin. Theo mot sb
- phuong 4n, sb lugng c4c thay dbi axit amin 13 10 hoc it hon, 9 hofc it hoﬁ, 8 hodc it
hon, 7 hodc it hon, 6 hodc it hon, 5 hodc it hon, 4 hodc it hon, 3 hodc it hon hO‘f;'lC 2 hoac
it hon. Theo mét sd phuong 4n, khung nhan VL ctia ngudi ¢6 trinh tu gidng véi trinh tu

khung globulin mi&n dich VL ctia ngudi hogc trinh ty khung lién ing clia nguoi.

“Aj lyc” dung dé chi do bén cua tdng cong clia trong tic khong cong hoa tri giira:
mot vi tri gin két clia phan tir (vi dy, khang thé) va dbi tac gin két ctia n6 (vi du, khing
nguyén). Trir khi dugc quy dinh khéc, trong ban mo ta nay, “ai luc gén két” dung dé chi
ai luc gin két thuc chit ma phan 4nh tuwong tac 1:1 gifta cac thanh vién cla cédp gin két
(V1 du, khang the va khang nguyén). Ai luc clia phan tr X d6i v6i dbi tac Y ciand co
thé théng thuong duoc bidu dién bang hing sb phan ly (k). Ai luc c6 thé droc do bang
cac phuong phap thong thuong da biét trong linh vurc nay, bao gbm cic phuong phap
néu trong ban mod ta nay.

Khang thé ¢6 “4i luc duge thuén thuc” ding dé chi khéng thé v6i mot hodc nhiéu
cac thay dbi trong mot hoic nhiéu ving siéu bién (HVR), so v6i khang thé bd me ma
khong c6 cac thay dbi nay, cac thavy‘ dbi nay dan dén cai thién 4i lyc cia khang thé d6i -

v6i khang nguyén.
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Thuat ngit “khang. thé” trong ban mo ta nay dugc st dung theo nghia rong nhét
- vabao gdm cac chu tric khang thé khac nhau, bao gdbm, nhung khong gi6i han &, khang
 thé don dong, khang thé da dong, va khang thé da dac hiéu (vi du, khang thé dic hidu
kép), mién 13 chung thé hién hoat tinh gén két khang nguyén moﬁg mubn.

Thuét ngit “kha ning gy doc té bao do té bao phu thudc vao khang thé (ADCC)”
13 mot chirc nang dugc didu tiét bing cach gén két thy thé Fc va ding dé chi sy phan
giai t& bao dich bdi khang thé néu trong ban mo ta ndy véi sy c6 mit cla té bao thuc _ 'V
hién. ADCC duogc do theo mdt phwong an bang cach dleu tri bang ché phdm cua té bao
hdng cau biéu hién CD19 (vidu té bao K562 biéu hlen CD19 t4i t6 hop ctia ngudi) véi
khang thé néu trong ban mo ta nay v6i sy ¢c6 mat cua t& bao thuc hién nhu PBMC (té'
bao méu don nhan ngoai vi) méi duge phén 1ap hodc té bao thuc hién dugc tinh ché tir
céc 16p dém, nhu t& bao bach ciu don nhén to hoic t& bao NK (té bao tidu diét tu nhién).
Té bao muc tidu dugc danh déu bing 5'Cr va sau d6 dwoc @ v6i khang thé. Céc té bao
da d4nh diu dugce G v6i té bao thyre hién va dich nbi b& mat duge phan tich vé 5'Cr dugc
| giai phong. Cac d6i chimg bao gdm 1 té béo h@i mac dich véi té bao thuc hién nhung
khong c6 khang thé. Kha ning cla khéng thé dé gy ra cac bliérc ban diu didu tiét ADCC
duoc nghién ciru bang cach do kha ning gin két cua ching vao t& bao biéu hién thy thé
Fcy, nhu céc té bao, biéu hién tai td hop FcyRI va/hodc FeyRIIA hodc té bao NK (chu
yéu biéu hién FcyRIIIA),_ Theo mdt phuong 4n dugc uu tién, gén két vao FcyR trén té
bao NK du’oc do.

“Poan khang thé” dung d& chi phan tir khong phai 1a khang the nguyén ven nhu:ng
chira mot phan cta khéng thé nguyén ven gian két vao khéng nguyén ma khéng thé
nguyén ven nay gén vao d6. Céc vi du Vé doan khang thé bao gbm, nhung khong giéi
- han ¢, Fv, Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab'); doan Fv chudi don dang dime (diabody); khang
thé mach thing; phan tir khang thé chudi don (vi du, scFv); va khang thé da dac hiéu

duoc tao ra tir cac doan khang thé.

Thuét ngit khéng thé “thd kham” dung d& chi khang thé trong d6 mot phén cua
* chudi ning va/hodc chudi nhe dugc 13y tir loai hoic ngudn cu thé, trong khi phan con lai
ctia chudi ning va/hoic chudi nhe dugce 14y tir loai hoac ngudn khac

“Lép” cua khéng thé dung dé chi loai mién c¢b dinh hoic viing c6 dinh ma chudi |
ning ctia n6 c¢6. C6 ndm 16p khang thé chinh: IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, va mjt s6 16p A
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trong sb nay c6 thé dugc chia tiép thanh cac phén 16p (isotyp), vi du, IgG1, 1gGa, IgGs,
IgGa, IgA1 va IgAs. Cac mién ¢b dinh chudi ning trong ing véi cac 16p globulin mién

~ dich khac nhau dugc goi la a,, 8, €, y va p, mot cach twong ung.

Thudt ngit “chét giy doc té bao” trong ban mo ta nay dung d& chi chit trc ché
ho#c ngan ngra chirc ndng cua té bao va/hodc gy chét hoic pha hiy té bao. Chét gay
‘doc té bao bao gdm, nhung khong gi6i han &, chit ddng vi phéng xa (vi dy, AL, T,
['%, Y9° Re!36, Re!®, Sm!%3, B1212 P32, Pb2!2 va c4c chit dong vi phéng xa ctia Lu); chét
" hoc thudc hoa tri (vi du, metotrexat adr1am1x1n vinca alkaloit (V1ncrlst1n vmblastm
etoposit), doxorubixin, melphalan, mitomyxin C, clorambuxil, daunorubixin hodc cac
chét can thiép khéc); chét trc ché sinh truéng; enzym va doan cia ching nhu enzym
phén giai axit nucleic; chit khang sinh; doc t6 nhu doc t6 phan tir nhd hodc doc t6 ¢ |
_ hoat tinh enzym c0 nguén gbc tir vi khuén, nidm, thuc vét hodc dong vat, bao gém cac
doan va/hoic cac bién thé ctia chiing; va cée chit chéng khéi u hodc cac chét chéng ung

thu khac nhau dugc néu dudi day.

Thuit ngtt “kha nang gdy doc t€ bao phu thudc bd thé (CDC)” ding dé chi su
phan g1a1 té bao cam tng béi khang thé néu trong ban md ta nay VOl sw c6 mit cta bd
thé. CDC duge do theo mot phuang 4n, bang cach diéu trj t& bao nodi mac & ngudi biéu
hién CD19 bang khang thé néu trong ban md ta ndy voi sy c6 mét cua bd thé. Té bao
theo mdt phwong an, dugc danh d4u bang calcein. CDC dugc phat hién la khang thé gay
su phan gii té bao muyc tiéu 20% hoiic 16n hon & ndng d6 13 30pg/mL hay khong. Gin
két Va‘lo.yé'u t6 bd thé C1q c6 thé duge do bang ELISA. Trong tht nghiém nay vé nguyén
téc dia ELISA dwogc phil bing cac khoang ndng do cia khang thé, véi C1q ngudi hodc
huyét thanh ngudi dugc tinh ché dugc bd sung. Viéc gin két v6i Clq dugce phat hién
bing khang thé truc tiép khang Clq sau d6 1a thé lién hop dugce danh du peroxidaza.
Viéc phat hién su 'ge‘m két (gén két tdi da Bmax) duoc do 1a mat 40 quang & 405 nm
(OD405) dbi véi co ‘chét peroxidaza ABTS,® (2,2'-azino-di-[3-etylbenz'thiazolin—6- '
sulfonat (6)]).

_“Chl'ré nang tac dong” dung dé chi céac hoat tinh sinh hoc c6 thé quy cho vung Fc
cua khang thé, ma khéc véi 16p khang thé. Céac vi du vé chirc ning tac dong ctia khang
thé béoi gém: gin két C1q va kha nang gy doc t& bao phu thudc bd thé (CDC); gén két -
thu thé Fc; kha ning gy doc t& bao dugce di_éu tiét boi té bao phu thudc khang thé
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(ADCC); thyc bao; didu hoa giam ciia cac thy thé bé mit t& bao (vi dy thy thé té bao B);

 vasphoathéaté baioB.

| Chitc ning tac dong phu thudc sy gin két thu thé Fc co thé duoc diéu tiét boi su
| tuchg tac cia ving Fc ciia khéng thé v6i thy thé Fc (FcR), ma 1a thu thé bé mit té bao
dac hiéu héa trén t€ bao sinh huyét. Thu thé Fc thudc siéu ho globulin mién dich, va
duge thé hién 13 diéu tiét bang cach loai bd nguf”m bénh dugc phi khéng thé bang thuc
bao cua phl'rc hop .miéﬁ dich, va phan gi'c’ii hdng cau va cac dich té bao khac khéc nhau
(vl dﬁ céc t& bao khdi u) dugc boc bing khéng thé tuong ung, théng qua kha ning gy
d@c t& bao t& bao phu thudc khang thé (ADCC) (xem vi du Van de Winkel, J.G. va
Anderson, C.L., J. Leukoc. Biol. 49 (1991) 511-524). FcR dugc x4c dinh bang tinh dic
“hiéu ciia chiing d6i véi isotyp globulin mién dich: Thy thé Fe d6i v6i cac khang thé IgG
dugc goilaFeyR. Viée gén két thu thé Fc duoc md ta vi du trong Ravetch, J.V. va Kinet,
J .P;,' Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492; Capel, P.J., et al., Immunomethods 4
(1994) 25-34; de Haas, M., et al., J. Lab. Ciin. Med. 126 (1995) 330-341; va Gessner,
J.E., et al., Ann. Hematol. 76 (1998) 231-248. |

Lién két ngang ctia thy thé ddi voi viing Fe clia cac khang thé IgG (FcyR) kich
khoi rat nhiéu chirc na‘mg'téc dong bao gdm thuc bao, kha ning gy doc t& bao cla té
bao phu thudc khéng thé, va giai phong chét didu bién viém, cﬁhg nhu sy thanh thai
phtic hop mién dich va diéu hoa qué trinh san xuét khang thé. G nguoi, ba 16p FeyR
~ dugc mo ta dgc diém, d6 la:

— FcyRI (CD64) gén két IgG monome véi 4i lyc 16n va duge biéu hién trén dai
thuc bao, bach ciu don nhan to, bach ciu don nhan va bach ciu ua eozin.‘
Viéc cai bién trong ving Fc IgG it nhét & mdt trong cac gdc axit amin E233-
G236, P238, D265, N297, A327 va P329 (ddnh s6 theo chi sé EU cua Kabat)

~ 1am giam kha ning gén két vao FcyRL. Céc gbo I¢G2 tai cac vi tri 233-236,
dugc thay thé thanh IgGi va IgG4, gin két vao FcyRI giam khoang 10° lan
va loai bo dap tmg bach cau don nhan ngudi vo6i t& bao hdng cau dugc lam
nhay bing khéng thé (Armour, K.L., et al., Bur. J. Immunol. 29 (1999) 2613~

- 2624). |

— FcyRII (CD32) gén két v6i IgG phirc hop véi 4i h_rc tir thap dén trung binh va
duge bibu hién phd bién. Thy thé nay c6 thé dugc chia thanh hai phan 16p,
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FcyRIIA va FoyRIIB. FoyRIIA dugc phat hién & nhiéu t& bao-tham gia vao
qua trinh tiéu diét (vi du dai thuc bao, bach cAu don nhén to, bach ciu trung
tinh) va dudng nhu c6 thé hoat hoa qu4 trinh tiéu diét. FcyRIIB dudng nhu

dong vai tro trong qua trinh trc ché va dugc phat hién trén té bao B, dai thuc

bao va dudng bao va bach cu ua eozin. Trén t€ bao B né dudng nhu ¢6 chitc -

ning tc ché vquai trinh san xuét globulin mién dich khéac va chuyén isotyp
thanh, vi du, 16p IgE. Trén dai thuc bao, FcyRIIB tac dong dé trc ché thuc bao
nhu dugc didu tiét qua FcyRIIA. Trén bach ciu uva eozin va dudng bao dang

” B c6 thé hd trg hoat hoa cac té bao nay théng qua IgE gin két vao thu thé
riéng cda nd. Viéc gin két voi FeyRIIA giam duoc phét hién vi du déi v6i
khéng thé chﬁa xﬁ‘mg Fc cta IgG c6 cac dot bién it nhit & mot trong sb cac

~gbc axit amin E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295,
A327,R292, va K414 (d4nh sb theo chi s6 EU clia Kabat).

FcyRIII (CD16) gin kéf IgG véi ai luc tir trung binh dén thap va tdn tai & hai
loai. FcyRIIIA dugc phat hién trén té bao NK, dai thuc bao, bach cAu ra eozin
v mot sé bach cAu don nhén to va té bao T va didu tiét ADCC. FeyRIIIB

~dugc biéu hién nhidu trén bach cdu trung tinh. Viéc gin két VE‘IO‘ FcyRIITA
gidm dugc phét hién vi du dbi v&i khang thé chira viing Fc igG v6i dot bién .
it nhit & mot trong sb cac géc axit amin E233-G236, P238, D265, N297,
A327, P329, D270, Q295, A327, S239, E269, E293, Y296, V3‘03, A327,
K338 va D376 (danh sb theo chi s6 EU ctia Kabat).

Viéc 14p ban d6 céac vi tri gin két trén IgG1 cia ngudi dbi véi céc thu thé Fe, cac
vi tri ddt bién va phuong phép do khé nang gin két vao FcyRI va FeyRIIA duge dé cap
& trén duge mo ta trong Shields, R.L., et al. J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604.

“Luogng hitu hi€u” cua chét, vi du, duoc phém, diung dé chi lugng cé téc‘ dung, &

1iéu lugng va trong khoang thoi gian cAn thiét, d dat dugc két qua tri liéu hodc phong
bénh mong mudn.

Thuét ngt “thu thé Fc” trong ban mo ta nay dﬁng dé chi.fhu thé hoat héa dugc

dic trung boi sy ¢6 mat cua trinh tw ITAM té bao chit gin lién v6i thu thé nay (xem vi

du Ravetch, J.V. va Bolland, S., Annu. Rev. Immunol. 19 (2001) 275-290). Céc thu thé

nay 1a FeyRI, FcyRIIA va FcyRIITA. Thuét ngit “khong gén két cia FcyR” dé chi ring
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& ndng d6 khang thé 1 10 pg/mL, viéc gin két ciia khang thé néu trong ban mo ta nay
v6i t& bao NK 13 10% hodc it hon viéc gin két dugc phat hién dbi véi khang thé khang
OX40L LC.001 nhu dugc théng bao trong WO 2006/029879. |

- Trong khi IgG4 thé hién kha nang gén két FcR giam, cac khang thé ctia cac phan
' 16p IgG khéc thé hién kha ning gin két manh. Tuy nhién Pro238, Asp265, Asp270,
Asn297 (khdng c6 hydrat cacbon Fc), Pro329 va 234, 235, 236 va 237 11e253, Ser254,
Lys288, Thr307, GIn311, Asn434, va His435 la cac gbc ma cung cAp néu thay dbi ciing
lam gidm kha nang gin két FcR (Shields, R.L., et al. J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591~
6604; Lund, J., et al., FASEB J. 9 (1995) 115-119; Morgan, A., et al., Immunology 86
(1995)‘ 319-324; va EP 0 307 434) Theo mot phuong an, khéng thé néu trong ban md
ta ndy 1a ciia phén 16p IgG1 hodc IgG2 va chira dot bién PVA236, GLPSS331, va/hoic
L234A/L235A Theo mot phuong an, khang thé néu trong ban mo ta nay la cua phan
16p IgG4 va chira dot bién L235E. Theo mdt phuong 4n, khang thé con chira dot bién
S228P.

Thuat ngit “ving Fc” tfong ban mé ta ndy dwoc st dung dé xac dinh viing dau
tan C cua chudi ning cta globulin mién dich ma chua it nhit mot phan ving cb dinh.
Thuat ngit ndy bao gdm céc viing Fc cla trinh ty nguyén gbc va ving Fc bién thé. Theo
mot phwong an, viing Fc chudi ning IgG ctia ngudi kéo dai tir Cys226, hodc tir Pro230,
~ dén déu tan carboxyl cua chudi nang. Tuy nhién, lysin dau tan C (Lys447) cua vung Fc
nay c6 thé c6 hodc c6 thé khong c6 mit. Trir khi c6 quy dinh khac, viéc danh s6 céac géc
axit amin trong ving Fc hoic viing c¢b dinh 15 theo hé _théng danh sé EU, con dugc goi
1a chi sb EU, nhu dugc md ta trong tai liéu Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of
Immundlogical IntereSt, 5th ed., Public Health'SerVice, National Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991), NTH Publication 91-3242.

Khang thé néu tfong ban mo ta nay chira ving Fc, theo mdt phuong an, viung Fc

duoc iy tir ngudi. Theo mot phuong an, ving Fe chia tAt ca cac phén cta viing cb dinh

cua nguoi. Vung Fc cua khéhg thé tryc tiép tham gia vao su hoat héa bd thé, gin két

' Clg, hoat héa C3 va gén két thu thé Fc. Trong khi sy 4nh huéng ctia khang thé 1én hé
théng bd thé phu thudc vao céc didu kién nhit dinh, viéc gin két vao Clq duoc gﬁy ra-

béi cac vi tri gén két xac dinh trong vung Fc. Céc vi trf gén két nay duoc biét trong tinh

trang k¥ thuét va dugc mé ta vi du boi Lukas, T.J., et al., J. Immunol. 127 (1981) 2555-
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2560; Brunhouse R va Cebra, J.J., Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917; Burton, D.R.,
et al., Nature 288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., et al., Mol. Immunol. 37 (2000)
995-1004; Idusogie, E.E., et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184; Hezareh, M., et al.,
J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324;
va EP 0 307 434. Céc vi tri gan két nay vi du la L234, L.235, D270, N297 E318, K320,
K322, P331 va P329 (danh sb theo chi s6 EU ciia Kabat; Trur khi c6 quy dinh khéc, viéc
d4nh sb cac gdc axit amin trong ving Fc hodc ving cb dinh 1a theo hé théng danh sb |
EU, con dugc goi la chi s6 EU, nhu dugc mo ta trong tai liéu Kabat, E.A. et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91-3242). Céc
khéng thé ctia phan 16p IgG1, gG2 va IgG3 thudng thé hién sy hoat hoa bd thé, gin két
vao C1q va hoat héa C3, trong khi d6 IgG4 khong hoat hoa hé théng bd thé, kﬁﬁng gén
két vao Clq va khong hoat hoa C3. “Vung Fc cta khang thé” 1a thuat ngir da dugc biét

10 v6i ngu:orl co hleu biét trung binh trong linh vyc nay va dugc dinh nghia trén co s&
phéan éét khéng thé nh& papain. Theo mét phuong 4n, ving Fc 1a viung Fc cua nguoi.
Theo mdt phuong 4n, ving Fc 1a phan 16p IgG4 cia ngudi chira cac dot bién S228P -
va/hodc L235E (danh s6 theo chi s& EU ciia Kabat). Theo mot phuong 4n, ving Fe 12
phén 16p IgG1 clia ngudi chita cac dot bién L234A va L235A (dénh s6 theo chi s6 EU
cua Kabét). | |

“Khung” hodc “FR” dung d8 chi cac gbc cia mién bién déi ma khong phai 1a cac
gbc ctia ving siéu bién (HVR). FR cia mién bién dbi thuong bao gdm bén mién FR:
FR1, FR2, FR3 va FR4. Do do, cac trinh ty HVR va FR thuong xuét hién theo trinh tu
sau day trong VH (hodc VL): FRI-Hl(Ll')-FR2-H2(L2)-FR3-H3 (L3)-FR4.

Céc thliﬁt ngit “khéng th8 c6 chidu dai day du”, “khang thé nguyén ven” va
“khéang thé toan phA n” dugce su dl,ing trong ban mo ta nay theo cach thay thé cho nhau
dé chi khang thé c6 cau triic vé& co ban tuong tu voi cdu tric cia khéng thé nguyén gbc
hoic c¢6 chudi ning chita ving Fc néu trong ban md ta nay. “Khang thé c6 chiéu dai day
du” 1a khang thé chira ving bién dbi gin két khiang ngﬁyén chudi nhe va chudi ning
(VL, VH) ciing nhu mién ¢ dinh chudi nhe (CL) va mién cb .din.h chudi ning, CHI,
CH2 va CH3. Cac mién c¢6 dinh c6 thé 13 mién ¢b dinh trinh tu nguyén thé (vi du mién
c¢b dinh trinh tu nguyén thé ctia ngudi) hodc cac bién thé trinh ty axit amin cta ching.

Cu thé hon, khang thé c6 chidu dai ddy du chira hai chudi nhe khang th_é (mdi chudi nhe
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chtta mién bién d6i chudi nhe va mién cb dinh chudi nhe) va hai chudi ning khang thé
(mdi chuSi néng chira mién bién dbi chudi ning, ving ban lé va céc mién ¢b dinh chudi -
nang CHl CH2 va CH3). Cac goc axit amin dau tdn C K hodc GK ¢6 thé xuit hién hodc
khong doc 1ap v6i nhau trong hai chudi ning khang thé ctia khang thé ¢6 chidu dai diy
du. Dong thoi, khang thé c6 chidu dai diy du c6 thé chira cic doan bd sung axit amin,

dot bién va khuyét doan trong cic mién nhung khong khuyét toan bo mién.

Céc thuat ngit “té bao chi”, “dong t€ bao chu” va “gidng cly té bao chi” duge
‘ Asfr dung theo céch thay thé cho nhau va ding dé chi té bao trong d6 axit nucleic ngoai
sinh duoc dua vao, bao gdm thé hé sau cla t& bao nay. Té bao chii bao gbm “thé bién
nap” va “t& bao bién nap”, bao gdm té bao bién nap so cip va thé hé sau c6 ngudn gbc
" tir chung, khéng tinh dén sé 1an céy chuyén. Thé hé sau c6 thé khong hoan toan gibng
vé thanh phﬁn axit nucleic véi t& bao bd me, ma c6 thé chira dot bién. Thé hé sau dot
bién c6 cing chirc ning hoic hoat tinh sinh hoc nhu dugc sang loc hodc du'iﬂ: chon loc

trong té bao bién nap ban diu dugc bao gdm trong céc thuit ngit ndy.

“Khurig lién tmg cta nguoi” 1a khung dai dién cho céc gbc axit amin xuit hién
phd bién nhét trong mot tép hop trinh ty khung VL hodc VH globulin mién dich cua
ngudi. Nhin chung, tdp hop trinh ty VL hodc VH globulin mién dich clia nguoi la fr
phan nhém trinh ty mién bién d6i. Thong thudng, phan nhém trinh ty ndy 1a phan nhém
nhu néu trong tai liéu Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th ed., Bethesda MD (1991), NIH Publication 91-3242; Vols. 1-3. Theo mot
- phuong an, dbi v6i VL, phan nhém nay 1a phan nhom kappa I nhu néu trong tai li€u
Kabat et al., néu trén. Theo mot phwong an, d6i véi VH, phan nhém nay 1 phan nhém

I1I nhu néu trong tai liéu Kabat et al., néu trén.

Khéng thé “dugc 1am gidng nhu ctia ngudi” ding dé chi khang thé thé kham chira

ac goc axit amin tir c4c HVR khong phai clia ngudi va cac goc axit amin tr cac FR cua
nguoi. Theo céc phuong 4n cu thé, khang thé dugc lam gidng nhu cia nguorl vé co ban'

s& chira toan b0 cua it nhét mot, va thudng 13 hai, mién bién do;, trong d6 toan b hodc
v& co ban 13 toan b cac HVR (vi du, CDR) déu twong tng v6i cac HVR (vi dy, CDR) |
“cua khéhg thé khong phai ctia ngudi, va toan bd hodc v& co ban 12 toan bd cac FR déu
tuong ﬁng v6i cac FR cua khang thé ctia ngudi. Khang thé duoc 1am gidng nhu cia

nguoi ty y ¢ thé chira it nhit mot phan ving cb dinh cia khang thé dugc 14y tir khéng
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thé ctia ngudi. “Dang dugc lam gibng nhu cia ngudi” ciia khdng thé,_vi du, khang thé
khong phai ciia ngudi, ding dé chi khang thé trai qua qu4 trinh 1am gidng nhu ciia nguoi.
Thuat ngit “ving siéu bién” hoic “HVR?, trong ban mo ta nay, ding dé chi mdi |
trong s cac ving ciia mién bién ddi cia khang thé chira gbc axit amin cang dudi ma co
tinh bién ddi rat 16n vé trinh tu (“ving quyét dinh bd suhg” hoac “CDR”) va/hodc tao |
thanh cdc vong xac dinh vé mit cAu trac (“vong siéu bién”), va/hodc chira céc gbc tiép
~xuc khang nguyén (“vi tri tiép xtic khang nguyén”). Thong thudng, khang thé chira sau
HVR; ba trong VH (H1, H2, H3), va ba trong VL (L1, L2, L3).

HVR bao gdm

(a) céc V(‘)hg siéu bién xut hién tai cac gdc axit amin 26-32 (L1), 50-52 (L2), -
91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) va 96-101 (H3) (Chothia, C. va Lesk,
AM., J. Mol. Biol. 196 (1987) 901-917);

(b)  Céc CDR xuit hién tai céac géc axit amin 24-34 (Ll), 50-56 (L2), 89-97 -

(L3), 31-35b (H1), 50-65 (H2), va 95-102 (H3) (Kabat, E.A.Aet_al.,

| Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth ed. Public Health-

Service, Natibnal Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH
Publication 91-3242.); ’ ' '

(c)  cac vi tri tiép xac khéng nguyén xuét hién tai cac gbc axit amin 27¢-36
(L1), 46-55 (L2), 89-96 (L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2) va 93-101 (H3)
(MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)); va
(d)  cac td hop ctia (a), (b) va/hoic (c), bao gdm céc gbc axit amin 46-56 (L2),
47-56 (L2), 48-56 (L2), 49-56 (L.2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2),
93-102 (H3) va 94-102 (H3).
Trir khi ¢6 quy dinh khéc, cac gbc HVR va cac g'(‘)c’ khac trong mién bién d6i (vi
du, cac gbc FR) trong ban mo ta nay dugce danh s6 theo tai liéu Kabat et al., néu tr_én.
“Thé lién hop mién dich” la khang thé duoc lién hop véi ni@t.hoeflc nhiéu phén tir
khac loai, bao gdm, nhung khong gi6i han &, chét gay doc té bao.
“C4 thé” hoidc “dbi fucjng” 14 dong vat ¢6 va. Dong vat cé va bao gbm, nhung
khong gidi han &, ddng vat di dugc thuén hoa (vi du bd, ctru, méo, ché, va ngua), dong

vt linh truéng (vi du, ngudi va dong vat linh truéng khong phai la ngudi nhu khi), thé
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va dong vat gdm nhim (vi dy, chu(}t nhit va chudt Rattus). Theo cac phudng 4n cu thé,
c4 thé hoic d6i tugng 13 ngudi. | |
Khéng thé “da duoc phén 14p” 1a khéng thé da dugce tach ra khoi mét thanh phan

cua moi trudng tu nhién cia nd. Theo mot s6 phuong én, khéang thé duoc tinh ché dén
do tinh khiét 16n hon 95% hogic 99% nhu dugc x4c dinh bang, vi du ky thuat dién d1 (vi
du, SDS-PAGE, tép trung theo diém ding dién (IEF), dién di mao quan) hodc k¥ thuat
sic ky (vi du, HPLC trao dbi ion hosic HPLC pha d4o). Dé biét tong quan vé cac phuong
 phép dénh gié do tinh khiét cia khang thé, xem, vi dy, tai liéu Flatman, S. et al., J.
Chromatogr. B 848 (2007) 79-87. |

A:?

Axit nucleic “da dugc phan 14p” dung dé chi phén tr axit nucleic da dugc tich ra
khoi mot thanh phz‘?m cua moi truémg tu nhién ctia né. Axit nucleic da duoc phan lép bao
gém phén tir axit nucleic chira trong t& bio ma thuong chira phan tir axit nucleic nay,
- nhung phén tir axit nucleic ndy co 'fnat bén ngoai nhiém sic thé hoic tai vi tri nhiém sic
th8 khac v6i vi tri nhidm séc thé tu nhién cua no.

“Axit nucleic da dugc phan 14p ma hoéa khang thé khang A-beta clia ngudi/thy
thé transferin cia ngudi” ding dé chi mot hodc nhiéu phan tl’r»axit nucleic ma héa chudi
néng va chudi nhe khang thé (hoaflé doan cua chiing), bao gdm (c4c) phan tir axit nucleic
trong mot vecto don 1é hodc trong cc vecto riéng biét, va (cac) phan tir axit micleic co’ _

miit tai mot hodc nhiéu vi tri trong t€ bao chu.

Thuét ngit “khang thé don dong” trong ban mo ta nay ding dé chi khang thé thu
dugc tir mot quén thé khang thé vé co ban tuong ddng, tirc 13, cac khang thé c4 thé trong
qu?m thé nay giéng nhau va/hoic gén két vao cling mot epitop, ngoai trir cac khang thé
* bién thé c6 thé c6, vi dy, chita cac dot bién c6 trong ty nhién hodc xudt hién trong qua
trinh tao ra ché phim khéng thé don dong, céc bién thé nay thudng c6 mit véi lugng
nho. Ngugc lai v6i ché phdm khéng thé da dong, ma thudng chtra cac khang thé khac
nhau huéng t6i cac yéu td quyét dinh (epitop) khac nhau, mdi khang thé don dong ctia
ché phim khéng thé don dong chi huéng t6i mot yéu t& quyét dinh trén khang nguyén.
Vi vay, tr bd nghia “don dong” thé hién deflc‘ tinh clia khang thé 1a du:cjc thu nhén tr mot
quin thé khang thé vé& co ban twong ddng, va khong duge hiéu 13 yéu cﬁu phai fao ra
~ Kkhéang thé bang phuong phép cu thé bét ky. Vi du, khéng thé don dong dugc st dung
theo sang ché c6 thé duge tao ra bang nhiu k¥ thuat khac nhau, bao gbm, nhung khong
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gi6i h'ar'l &, phuong phép té bio lai, phwong phap ADN tai t6 hop, phuong phép biéu
hién thé thuc khuén, va phuong phép sit dung dong vat chuyén gen chira toan bo hoic
mdt phan locus globulin mién dich ctia ngudi, cic phuong phép niy va cac phuong phéap

tiéu bidu khac dé tao ra khéng thé don dong dugc trinh bay trong ban md ta nay.

“Khang thé trdn” ding dé chi khang thé khong du(yc lién hop véi gbe khéc loai
(vi du, gbc gay doc té bao) hodc chit danh diu phong xa. Khang thé trdn c6 thé c6 mit

trong dugc phdm.

“Khang thé nguyén gbc” dung dé chi phan t& globulin mién dich c6 trong tu

nhién v6i cac cu triic khac nhau. Vi du, khang thé IgG nguyén gbc 1a glycoprotein di
tetrame khodng 150.000 dalton, bao gdm hai chudi nhe gidng nhau va hai chudi ning
'giéng nhau duoc ndi v6i nhau bang lién két disulfua. Tir ddu tin N dén déu tan C, mdi
chudi niing c6 mot vang bién dbi (VH), con duge goi 1a mién bién dbi chudi ning hodc
mién bién dbi cﬁa’chucx)i nang, theo sau bdi ba mién cb dinh (CH1, CH2 va CH3), theo

| do gitra mién ¢b dinh tht nhit va thi hai viing ban 18 dugc bd tri. Tuong tu, tir déu tan
N dén dau tan C,‘ mdi chudi nhe c6 mdt ving bién dbi (VL), con dudc goi la mién Bién
'déi chudi nhe hoic mién bién ddi cta chubi nhe, theo sau béi mot mién c6 dinh chudi
nhe (CL). Chudi nhe cta khang thé c6 thé duoc gan vao mot trong hai typ, dugc goi la

kappa (k) va lambda (M), dua trén co s trinh tu axit amin cia mién ¢b dinh ctia né.

Thudt ngit “td huéng din st dung” ding dé chi cac hudng din thudng dugc dua
vao trong cac goi hang thuong mai chua san pham tri lidu, chira thong tin vé chi dinh,
cach st dung, liéu lwgng, cich dung, liéu phap két hop, chdng chi dinh Va/hoac canh

béo lién quan dén V1¢c su dl_mg san pham trj liéu nay.

" “Phin trim (%) do ddng nhat trinh tu axit amin” so v&i trinh tu polypeptit tham
chiéu dugc dinh nghla 12 phan tram céc gbc axit amin trong trinh ty dang quan tAm ma |
gidng véi cac gbc axit amin trong trinh ty polypeptit tham chiéu, sau khi sip hang céc
trinh tu nay va dua cac khoang tréng vao, néu cin, dé dat dugc phén tram do déng nhét
trinh ty t6i da, va khong coi bét ky su thay thé bao toan nao 1a mdot phin cia do ddng
nhAt trinh ty. Viéc sép hang nhim muc dich x4c dinh phén tram d6 dong nhét trinh tu
axit amin c6 thé dat dugc bing nhidu cdch ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay da biét, vi du, béngbcéch st dung phin mém may tinh cong bd cong khai nhu
phin mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hojc Megalign (DNASTAR). Ngudi ¢6 hiéu
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biét trung binh trong linh vyc c6 thé xac dinh c4c thong sb thich hop dé sip he‘lng Ccac .
trinh tu, bao gdm cac thuat ton bat ky cAn dé dat dugc su sdp hang tdi da trén toan bd
chiéu dai cta cac trinh tu dang dugc so sanh. Tuy nhién, déi v&1i cac muc diéh trong ban
md ta ndy, gia tri% d6 dong nhét trinh tu axit amin dugc tao ra bing cach st dung
chuong trinh may tinh so sénh trinh tu ALIGN-2. Chuong trinh may tinh so sanh trinh
tu ALIGN-2 dugc tao ra boi Ge_nentech, Inc., va ma nguén da dugc ndp véi tai ligu
huérig dan sir dung tai Co quan béﬂ quyén Hoa Ky (U.S. Copyright Office), Washington
_D}.C., 20559, dugc ding ky tai d6 véi sb ding ky ban quyén Hoa Ky 1a TXU510087.
Chuong trinh ALIGN-2 dugc cong bb cong khai boi Genentech, Inc., South San
Francisco, California, hodc co thé dugc bién dich tir ma nguén. Chuong trinh ALIGN-
2 cin duoc bién dich dé sit dung trén hé didu hanh UNTX, bao gdm UNIX V4.0D sb
hoéa. T4t ca cac thong s so sanh trinh ty déu duoc dit béi chuong trinh ALIGN-2 va
khong thay dbi. '

Trong trudng hop ALIGN-2 dugc st dung dé so sanh trinh tu‘ axif amin,% do
" d'éng nhét trinh tu axit amin cua trinh tu axit amin A da cho véi, dbi véi hoic so voi
, .t_rinh tu axit amin B d3 cho (c6 thé dugc dién dat theo cach khéc 12 trinh ty axit amin A -
da cho c6 hoac chta% do d(k)ngnhét trinh tu axit amin cu thé véi, dbi v6i hodc so véi

trinh ty axit amin B da cho) dugc tinh nhu sau:
100 14n ctia phén s X/Y

trong d6 X 1a sb lut_mg gbc axit amin duge chdm diém 13 cac ghép cap gidng nhau -
b6i chuong trinh sép hang trinh te ALIGN-2 trohg budc sip hang A va B bang chuong
trinh d6, va trong d6 Y 1a tbng s6 lwong gdc axit amin trong B. CAn phai hidu ring khi
chiéu dai cda trinh tu axit amin A khong béng v6i chiéu dai cua trinh tu axit amin B,
thi% d ddng nhét trinh tw axit amin cia A so v6i B s& khong bing v6i% d6 dong nhét
~ trinh ty axit amin cﬁé B so véi A. Trir khi c6 quy dinh cu thé khac, tit ca cac gié tri%
do déhg nhét trinh tu axit amin dugc sfi dung trong ban mo ta nay dugc thu nhén nhu
dugc mo ta trong doan ngay trén day bang cach str dung chuong trinh may tinh ALIGN-
2.

Thuét ngt “dugc pham” ding d8 chi ché phdm & dang cho phép hoat tinh sinh
hoc cta thanh phan hoat tinh chtta trong d6 c6 tac dung, va khong chira cac thanh phin

bd sung ma doc khong thé chip nhan duoc d6i véi dbi tugng sir dung ché phim nay.
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“Chét mang dugc dung” ding dé chi thanh phén trong dugc phdm, khong phai 13
thanh phan hoat tinh, ma khong doc d6i v6i dbi tugng. Chat mang duge dung bao gé_m,

nhung khong gidi han 6, chit dém, ta dugc, chit 1am n dinh, hoic chét bao quéri.

- Trong bén.m() ta nay, “diéu tri” (Va cac bién thé ngit phap cia nod nhu “sy diéu
tri” hodc “viéc diéu tri”) ding vdé chi su can thi€p 1am sang nhim nd luc 1am thay dbi
qua trinh ty nhién cua ca thé duge didu tri, va c6 thé dugc thyuc hién dé phong bénh hoic

. trong qua trinh bénh ly 1dm sang. Céc tdc dung mong mudn cia Viéc diéu tri bao gdm,
nhung khong giéri han &, ngin ngira sy xuat hién hodc tai phat cia béhh thuyén giam ”
cac triéu chung, glam b6t cac hiu qua benh Iy truc tiép hodc gian tiép bt ky clia bénh,

- ngén ngira su di can, giam tdc do tién trién ctia bénh, cai thién hodc gidm nhe trang thai

bénh, va thuyén giam hodc cai thién tién lugng. Theo mot s6 phwong 4n, khang thé néu |
trong ban md ta ndy dugce st dung dé 1am cham su phat trién cia bénh hoic 1dm chdm ,‘
su tién trién ctia bénh. | |

Thuat ngit “vung bién _déi” hodc “mién bién d6i” dung dé chi mién cua chudi

" ning ho#c chudi nhe ciia khang thé ma lién quan dén viéc gin két khang thé vao khang
- nguyén. Céc mién bién d6i cta chudi ning va chudi nhe (VH va VL, mdt cach tuong
ng) cta khang thé nguyén gbc thuong c6 ciu tric twong ty, trong d6 rrf)i mién chira
bdn ving khung (FR) bao toan va ba viing siéu bién (HVR). (Xem, vi duy, tai liéu Kindt,
T.J. et al. Kuby Immunology, 6th ed., W.H. Freeman and Co., N.Y. (2007), trang 91).
Mién VH hoe‘lé VL don 18 ¢6 thé 1a di dé mang lai tinh dic hiéu gén két khang nguyén.

Ngoal ra, khang thé ma gin két vao khang nguyén cu thé c6 thé dugc phéan 1ap bing

céch sir dung mién VH hogc VL tir khang thé ma gin két vao khang nguyén dé sang loc
thu vién mién VL hoic VH b_o sung, mot cach tuong Umg. X_em, vi du, Portolano, S. et

al., J. Immunol. 150 (1993) 880-887; Clackson, T. et al., Nature 352 (1991) 624-628).

Thuit ngit “vecto”, trong ban mod ta nay, ding dé chi phén tir axit nucleic c6 kha
néng nhén gidng axit nucleic khic ma né dugce lién két vao d6. Thuat ngit ndy bao gbm
vecto 13 cAu tric axit nucleic tu sao chép cling nhu Veéto dugc tich hop vao hé gen cla
té bao chii ma n6 dugce dua vao d6. Mot s6 vecto cu thé c6 kha nang diéu khién su biéu
hién cua axit nucleic ma né dugce lién két theo cach c6 thé kiém soat vao d6. Céac vecto

nhu vay trong ban mo ta nay dugc goi 12 “vecto bieu hién”.
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IT. Ché pham va phuong phap

Theo mot khia canh, sdng ché dira mot phan vao viéc phat hién ra rang khang thé
dac hiéu kép khang A-beta cia ngudi/thu thé transferin ciia ngudi néu trong ban mo ta
ndy c6 cac dic tinh dugce cai thién. Theo cac phuong én cu thé, sang ché dé cép dén céc
khang thé dic hidu kép khang A-beta cua nguoi/thy thé transferin ctia ngudi. Khang thé

néu trong ban md ta ndy hitu dung, vi du, d€ chan doan hoéc dicu tri bénh Alzheimer.

A. Khéng thé dic hiéu kép khang A-beta cia ngu’i‘ri/thu thé transferin ctia ngudi

duoc 14y 1am vi du

_ Theo mot khia canh, séng ché dé Cf;\lp dén khéng thé dic hiéu kép da duge phan
1ap ma gin két vao A-beta clia ngudi va thy thé transferin ctia ngudi. Céc khé’mg thé 1a
khéng thé dic hidu kép bao gdbm khéng thé 131 c6 chidu dai day du va doan Fab ducjc
dung hgp trong d6 cac mién nay duoc trao ddi chéo. Vi vay, khang thé dic hiéu kép thu
dudc 1a khong dbi ximg. Vi thé, khang thé. déc hi‘éu kép dugc tao ra bing cach st dung |
cong nghé di dime héa dugc goi 1a k¥ thuat gin phn phinh vao phan 16m (knobs-into-

“holes) bang cach st dung ch_u5i ning thir nhit v6i phan tir duoc goi 1a phan phinh (knob)
(HCknob) va chudi ning thi hai véi phén tir dugc goi 1a phén 16m (viing khoang khong
xung quanh géc) (HChole). | ' ’ N

Khéng thé 0012, ma cling 1a mot khia canh cua sang ché, dugc ciu thanh tir bdn

polypeptit c6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 06 dén 09.
Khang thé 0012 12 khang thé dic higu kép chira

a) mot khang thé ¢6 chiéu dai day du Chl’I& hai cédp m6i cap gom chudi nhe
Kkhéng thé c6 chiéu dai diy d va chudi ning khéang thé cd chidu dai day
du, trong d6 cac vi tri gin két dugce tao ra bing mdi cip trong sd céc cip
chudi nang c6 chiéu dai ddy da va chudi nhe chidu dai day du gin két dic
hiéu v6i khang nguyén thir nhét, va

b) mot doan Fab b sung, trong d6 doan Fab bd sung dugc dung hop véi dau
tan C ctua mot chudi ning cua khang thé c6 chiéu dai day du, troﬁg do vi
tri gén két ctia doan Fab bd sung gén két dic hidu v6i khdng nguyén thir.

hai,
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trong d6 mdi chudi nh¢ ctia cac chudi nhe khang thé c6 chiéu dai ddy da
chira tr_dng vung chudi nhe khong d6i (CL) tai vi tri 123 gdc axit amin arginin (thay
cho gbc axit glutamic kidu dai; @t bién E123R) va tai vi tri 124 gdc axit amin lysin

(thay cho gdc glutamin kiéu dai; dot bién Q124K) (d4nh s6 theo Kabat),

trong d6 mbi chudi ning cia cac chudi ning khéng thé 06 chidu dai ddy da

chira trong mién chudi ning khong d6i thir nhat (CH1) tai vi trf 147 gbc axit
| glutamic (thay cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213 g&: axit
glutamic (thay cho gbc axit amin lysin kidu dai; dot bién K213E) (d4nh sb theo chi
sd Kabat EU),

trong d6 doan Fab bd sung gén két daflcv hiéu v6i khang nguyén tht hai chira

mién trao dbi chéo sao cho mién bién ddi chudi nhe (VL) va mién bién d6i chudi
ning (VH) dugc thay thé cho nhau, va

- trong d6 khang nguyén thir nhét 13 protein A-beta clia ngudi va khéang

nguyén thir hai 1a thu th8 transferin ctia ngudi.

Khang thé 0015, ma ciing 12 mot khia canh cla sang ché, dugc ciu thanh tir bén
polypeptit ma c6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 01 dén 03 va SEQ ID NO: 10.
* Khang thé 0015 1a khang thé dic hiéu kép chira
a) mdt khang thé c6 chiéu dai ddy du chira hai cip ma mbi cip gdm chudi
nhe khang thé ¢6 chidu dai ddy di va chudi ning khang thé c6 chiéu dai
diy du, trong d6 cac vi tri gin két dugc tao ra bang mdi cdp.cua cic cap
chudi ning c6 chiéu dai déy dt va chudi nhe chiéu dai déy da gén két dac
- hiéu véi khang nguyén thi nhét, va
b) mdt doan Fab bd sung, trong d6 doan Fab bd sung dugc dung hop voi dau
tan C cia mot chudi ning ciia khang thé c6 chiéu dai day du, trong d6 vi
tri gén két ctia doan Fab bd sung gin két dic hiéu v6i khang nguyén thi
hai,
trong d6 mdi chudi nhe cla cac chudi nhe khang thé c6 chidu dai dy da
chtra trong ving chudi nhe khong d6i (CL) tai vi tri 123 gbc axit amin arginin (thay
cho géc axit glutamic kiéu dai; dot bién E123R) va tai vi tri 124 géc axit amin lysin -

(thay cho gbc glutamin kiéu dai; dot bién Q124K) (d4nh s6 theo Kabat),
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trong do6 mdi chudi ning cla cac chudi ning khang thé ¢6 chidu dai day du
chtra trong mién chudi ning khc‘)ng dbi the nhit (CH1) tai ‘Vi tri ‘147 gbc axit |
glutamic (thay cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213 gbc axit
glutamic (thay cho g_éé axit amin lysin kiéu dai; dot bién K213E) (d4nh sd theo chi |
sé'Kabat EU), |

trong d6 doan Fab bd sung gin két dic hiéu v6i khang nguyén thi hai chira
‘mién trao ddi chéo sao cho ving chudi nhe khong dbi (CL) va mién chudi ning

khong dbi 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau, va

trong d6 khang nguyén thir nhit 1a protein A-beta ciia ngudi va khang

nguyén tht hai la thu thé transferin ctia ngubri

Khéng thé 0020, ma cung la mdt khia canh clia sang ché, duoc chu thanh tir ba
polypeptlt ma ¢6 trinh ty axit amin 13 SEQ ID NO: 11 dén 13.

Khéng thé 0020 13 khang thé dic hidu kép chira
‘a) mdt khang thé c6 chidu dai ddy da chira hai cip mbi chudi nhe cta cic
chudi nhe khang thé c6 chiéu dai dy du va chudi ning khang thé c6 chiéu
dai ddy du, trong d6 cac vi tri gin két dugc tao ra bing mbi cip trong cac
‘cap chudi ning c6 chiéu dai diy du va chudi nhe chidu dai ddy du gin két
dic hiéu véi khang nguyén thu nhét, va
b) mdt doan Fab bd sung, trong d6 doé,in Fab b6 sung dugc dung hop véi déu
tan C ciia mot chudi ning cta khang thé c6 chiu dai diy du, trong d6 vi
tri gén két ciia doan Fab bd sung gin két dic hidu véi khang nguyén thir
hai,
trong d6 mdi chudi nhe cta cac chudi nhe khang thé c6 chidu dai day da
chira trong viing chudi nhe khong dbi (CL) tai vi tri 123 gbc axit amin arginin (thay
cho géc axit glutamic kiéu dai; dot bién E123R) va tai vi tri 124 géc axit amin lysin

(thay cho géc glutamih kidu dai; dot bién Q124K) (danh s6 theo Kabat),

trong d6 mdi chudi ning cua céc chudi nang khang the c6 chiéu dai ddy da
chua trong mién chudi ning khong dbi thit nhat (CH1) tai vi tri 147 gbc axit
glutamic (thay cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213 gbc axit
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glutamic (thay cho gdc axit amin lysin kidu dai; dot bién K213E) (danh sb theo chi
s6 Kabat EU), '

trong d6 doan Fab bé sung gin két dic hiéu véi khang nguyén th hai 1a
doan Fab chubi don, va
trong d6 khang nguyén thu nhét 13 protein A-beta clia ngudi va khing
nguyén thi hai 13 thy thé transferin ciia nguoi. ’ '
Khéng thé 0024, ma ciing 12 mot khia canh cta sdng ché, duoc ciu thanh tir bén
polypeptit ma c6 trinh ty axit amin 1 SEQ ID NO: 14 dén 17.
Khang thé 0024 1a khéng thé dic hiéu kép chita
a) mdt khang thé co chidu dai ddy du chira hai cip mdi chudi nhe ciia cac chudi
nhe khang thé c6 chiéu dai day dt va chudi ning khéhg thé c6 chiéu dai d?ly
du, trong d6 c4c vi tri gén két dugc tao ra bang mdi cap trong sd cac cip chudi
nang c6 chidu dai day du va chudi nhe chidu dai ddy du gén két dic higu v6i
khang nguyén thu nhég va
b) mot doan Fab bd sung, trong d6 doan Fab bd sung dugce dung hop voi dau
tan C ctia mot chudi ning cua khang thé c6 chibu dai ddy du, trong d6 vi tri
 gén két ctia doan Fab bd sung gin két dic hi€u v6i khang nguyén thir hai,
trong d6 doan Fab b sung gin két dic hiu véi khang nguyén thir hai chira
"mién trao ddi chéo sao cho ving chudi nhe khong dbi (CL) va mién chudi ning
khong dbi 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau, va
trong d6 khang nguyén thir nhét 12 protein A-beta ctia ngudi va khang nguyén
th hai 13 thu thé transferin ctia ngudi. |
Su phéan phbi /t6 hop khac nhau ciia cac polypeptit twong Ung trén plasmit biéu
hién khac nhau va ty 1& khac nhau cia cac plasmit thu dugc duge st dung dé san xuat

tai tb hop khang thé dic hidu kép. Cac két qua dugce trinh bay trong Bang sau.
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Khang | Ty 1éplasmit Viing dinh tuong dbi [%]
~ thé
(CE-SDS; phan tich khong khir)
Ya Dime . ' 2
LC | mAb | chudi khing the
x x .x | monome
10 10-10
o HChole+LC):3(HCkn | -
0012 1(HChole+LC) 3(HC ob 1 9 78
_ +LCcross) '
1(LC):1(HChole+LC):3(H
0012 1 9 9 9
Cknob+LCcross) !
- 1(LC+HChole):3(Hcknob
0012 6 9 9
+LC):1(LCcross) 7
: H +LC): o
0015 1(HChole+LC):3(HCknob ’ 23 2
+LCcross)
1(LC): 1(HChole+LC):3(H
0015 4 17
Cknob+LCcross) . ! 7
1(LC+HChole):3(Hcknob -
0015 4 20 66
+LC):1(LCcross) ' _
( +LC):
1 0020 1(HChole+LC) _4(HCknob 6 |1 -
+LCcross)

| Khang thé dic hiéu kép dugc san xuét & quy md nhod va su phan bd phu phim
dugc phén tich sau buéc tinh ché tht nhit bang cach st dung séc ky 4i luc protein A va
sau buéc tinh ché thir hai S_I’I dung sic ky phan loai theo kich thudc didu ché. Cac két

~ qua duogc trinh bz‘iy trong bang sau.
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Khang Ty 1¢ Thu hoach 31 san phim Phan phdi phu phim
thé plasmit | 1én men sau khi tinh ché (CE-SDS khong khtr)
' _ s4n phdm monome bing LC %, mAb | 16-15
sdc ky 4i luc protein A 16 dime +
(CE-SDS khong khir/ 3/4 mAb
hiéu suit) |
0012 1:1:3 6% 3% 28% 3,5%
13,3 mg
. 0
0024 1:1:3 14724 6% 15% 7%
' ,0 Mg : .
0
0015 1:3 158?/’ 4% 5% 5%
,6 MZ
0020 1:4 29% 11% 44% 8%
6 mg
Khang | Tyl Thu hoach 31 san phim lén phan ph6i phu pham
thé plasmit men sau khi tinh ché san (CE-SDS khong khtr)
- | phAm monome bangsicky | LC | % | 16-16
4i luc protein A mAb | dime +
~ vaSEC diéu ché 16 3/4
- (CE-SDS khong khir/hiéu mAb
suét)
0012 | 1:13 ~90% 5% 3% | 2,5%
2,8 mg
0024 1:1:3 78% 11% | 5% 6%
4 mg .
0015 | 1:1:3 ~95% 1% |0,5% |1%
: 5,8 mg
0020 1:4 68% 13% | 10% | 8,6% -
0,8 mg
Khing | Tylé | Thuhoach | phu pham SEC san phu phdm SEC
thé | plasmit | 31sau khi [%] phim [%]
tinhché | PHAN | LMW | cudi | Phan | Phén
monome TU | bang tir ti
bing sic | LUONG SEC | luong | lugng
- ky diéu CAO ~cao | thip
ché protein
A
bang
| SEC | |
0012 1:1:3 78% 0 22 97,5% 0 2,5
0024 | 1:1:3 80% 0 20 | 96% 0 4
0015 1:1:3 87% 0 13 97% 0 3
0020 1:4 53% 7 40 97% | O 3
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Vi tri gfn két khang A-beta chira vi tri glycosyl hoa bd sung. Vi th_é qua trinh

glycosyl hoa dugc x4c dinh. Céc két qua duogc néu trong bang sau.

Khéng Ty 1€ plasmit HChole ~ HCknob
thé " | CE-SDS; khir; ving dinh twong doi [%]
| hong- - Gryeol KBOE” | Glycol
& héa | & hoéa
hoa ho6a
1(HChole+LC):3(HCknob . o '
0012 +1.Ceross) 10 14 8 18
: "~ | I(LC):1(HChole+LC):3(H ' '
0012 Cknob+LCcross) ? 13 8 21
1(LC+HChole):3(Hcknob '
- 0012 +L.C):1(LCcross) 10 I3 o7 ,18
1(HChole+LC):3(HCknob :
0015 +1.Ceross) 7 16 5  25
‘ 1(LC):1(HChole+LC):3(H - '
0015 Cknob+LCcross) . , 6 16 > 29
' 1(LC+HChole):3(Hcknob
0015 +LC):1(L.Ccross) / 15 _ 6_ B 26
0020 1(HChole+LC):4(HCknob 9 13 7 91
» +LCcross)

Ty 1& phén trim ctia Fab khong glycosyl héa trong 31 san phim 1én mén sau khi

tinh ché ProtA

Khéng Ty 1€ plasmit : HChole HCknob

thé | CE-SDS; khir
o Kkhong Glycol khong Glycol
glycol héa glycol hoa
hoa hoa
1(LC):1(HChole+LC):3(H ‘ §
0012 Cknob+LCcross) 23 77 10 20
1(LC):1(HChole+LC):3(H _
0015 Cknob+LCcross) 16 84 8 02
' 1(LC):1(HChole+LC):3(H : '
0024 Cknob+LCcross) 16 84 73 92,5

Ty 1 phan trim ctia Fab khong glycosyl héa trong 31 san pham 1én men sau khi

tinh ché ProtA + SEC

Ty 1€ plasmit _ HChole HCknob
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CE-SDS; khtt
Khéng Kkhé 1ho _
thé ong Glycol ong - Glycol
glycol . | glycol .
. hoa ) hoéa
hoéa hoéa
1(LC):1(HChole+LC):3(H o

0012 - 8 92 6 94
Cknob+LCcross)
1(LC):1(HChole+LC):3(H , .

0015 . : 10 90 4,5 95,5
Cknob+LCcross) ‘
1(LC):1(HChole+LC):3(H :

0024 - 8 92 4,5 95,5
Cknob+LCcross) _ v

DO bn dinh cua khang thé dic hiéu kép dugc thir nghiém bang cich @ trong 14
ngay & gia tri pH cu thé trong chét dém. Cac két qua dugc trinh bay trong bang sau.

- Thong sb khang thé khang thé khéng thé
0012 0015 0024
gén két peptit | 14 ngay, do 87% 9%6% | 97%
A-beta (1-40) | pH=6,0, 40°C, '
twong d6i chit dém
bing - His/NaCl
BIAcore '
14 ngay, do 82% 86% 101%
pH=7,4,37°C, | :
dém PBS
ginkétthu | 14 ngay, do 101% 91% 93%
thé transferin pH=6,0, 40°C, : '
cianguoi | dém His/NaCl
twong ddi _ :
bang 14 ngay, do 78% 85% 90%
BlAcore | pH=7.4,37°C,
: ' dém PBS

Nhiét @6 két tu déi v6i khang thé 0015 va 0024 dugc xac dinh x4p xi 53-55°C va
dbi v6i khang thé 0012 12 x4p xi 54-56°C. |

Hé sb tit (off-rate) (kq trong [1/Ms]) d& gén két vao thu thé transferin ciia ngudi
nhu dugc xac dinh bang BIAcore tuong duwong véi cac khang thé 0015 va 0024 ciing
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nhu d6i véi khang thé khang thu thé transferin cia ngudi ban dau & 25°C, 37°C va 40°C:

1,86E-02 dén 1,97E-02, 1,98E-2 dén 2,03E-2 va 1,44B-02, mot cach twong tmg.
Chirc ning tac dong dic hidu A-beta cia tit ca cac khang thé twong duong véi

khéng thé khang A-beta dic hiéu don ban ddu trong thir nghiém t& bao U937. Sé liéu

dugc thé hién trong bang sau.

Khéng thé | -8 [ng/mL] | IP-10 [ng/mL]
Khang thé khang A-beta 5 ) 4,3
khang thé ban dau
khang thé-0012 ‘ 7 | 53
| khéng thé-0015 | - | 5
khang thé-0020 7 4,5
khéng thé-0024 o 8 5,2

Khong c¢6 khang thé nao trong s céc khéng thé dic hiéu kép thé hién hoat tinh

hoat héa bach ciu trung tinh in vitro.

Toan bd khang th8 0015 thé hién cac dic tinh thich hop va vi thé 13 khia canh wu
tién theo sang ché. Ngoai ra, khang thé ndy c6 céc dic tinh duge cai thién, trong s
nhitng dic diém khéc, c6 profin san pham phu dugc cai thién. |
Theo mot khia canh sang ché d& cip dén khang thé dic hiéu kép chira
a) mdt khang thé ¢6 chiéu dai ddy du chira hai cip mdi chudi nhe ciia cic
chudi nhe khang thé c6 chiéu dai ddy du va chudi ning khang thé c6 chiéu
dai day du, trong d6 cac vi tri gén két dugc tao ra bang mdi cip trong cic
cap chudi ning c6 chidu dai ddy du va chudi nhe chiéu dai déy du gin két
dic hidu voi khang nguyén thi nhét, va
b) mot doan Fab _bé sung, trong d6 doan Fab bd sung dugc dung hop véi dau
tan C ciia mot chudi ning cia khang thé ¢6 chiéu dai d?ly dua, trong d6 vi
tri gén két cia doaﬁ Fab bd sung gin két dic hidu véi khang nguyén thi
hai, | |
trong d6 mdi chudi nhe clia cic chudi nhe khéng thé ¢6 chidu dai ddy da

chita trong ving chuSi nhe khong ddi (CL) tai vi tri 123 gbc axit amin arginin (thay
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cho géc axit glutamic kiéu dai; dot bién E123R) vataivitri 124 géc axit amin lysin
(thay cho gdc glutamin kiéu dai; dot bién Q124K) (danh s6 theo Kabat),

trong d6 mdi chudi nefuig cta céc chudi ning khang thé c6 chiéu dai day du
chira trong mién chudi ning khong dbi thir nhét (CH1) tai vi tri 147 gbc axit
glutamic (thay cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213 gdc axit
glutamic (thay cho géc axit amin lysin kidu dai; d6t bién K213E) (d4nh sb theo chi
s6 Kabat EU),

trong d6 doan Fab b sung gin két dic hidu véi khang nguyén thir hai chtra
mién trao ddi chéo sao cho viing chudi nhe khong d(‘)i (CL) va mién chudi ning

khong ddi 1 (CH1) duoc thay thé cho nhau, va

trong d6 khang nguyén thw nhit 13 protein A-beta clia ngudi va khang

nguyén thir hai 1a thu thé transferin ciia nguoi.
Mot khia canh khéc néu trong ban mo ta nay 1a khang thé dic hiéu kép chira
| a) mot khang thé c6 chidu dai ddy du chira hai cip mdi chudi nhe cua céc chudi
nhe khang thé ¢6 chiéu dai ddy da va chudi ning khang thé c6 chiéu dai day
du, trong d6 céc vi tri gén két dugctaora b'%mg mdi cip trong sb cac cdp chudi
ning c6 chidu dai diy dt va chudi nhe chidu dai diy da gén két dic hidu véi
khang nguyén thir nhit, va
B) mot doan Fab bd sung, trong d6 doan Fab bb sung dugc dung hop véi dau
tan C ciia mot chudi ning cia khéng thé c6 chiéu dai déy_dﬁ; trong do6 vi tri |
gén két cia doan Fab bd sung gén két dic higu v6i khang nguyén thit hai,
| trong do mdi chudi nhe cua cac chudi nhe khang thé c6 chidu dai day du
chira trorig vung chudi nhe khéng d6i (CL) tai vi tri 123 gdc axit amin arginin (thay
cho gbc axit glutamic kiéu dai; d6t bién E123R) va tai vi tri 124 gbc axit amin lysin
(thay cho gbc glutamin kiéu dai; dot bién Q124K) (danh s6 theo Kabat),
trong d6 mdi chudi ning ciia céc chudi ning khang thé c6 chiéu dai day du
chira trong mién chudi nang khong d6i thtr nhat (CH1) tai vi tri 147 gbc axit
glutamic (thay cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213 gbc axit
| glutamic (thay cho gbc axit amin lysin kiéu dai; dot bién K213E) (d4nh s theo chi
s6 Kabat EU),
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“trong d6 doan Fab b6 sung gén két dic hidu véi khang nguyén thit hai chira
mién trao dbi chéo sao cho vung chudi nhe khong dbi (CL) va mién chudi ning

khéng d6i 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau,

trong do khang nguyén th nhat l1a protein A- beta ciia ngudi va khang

nguyén thit hai 1a thu thé transferin ctia ngudi,

trong d6 vi tri gin két A-beta clia ngu’bi chi’ra trinh ty mién bién d6i chudi

niing (VH) ¢6 d6 ddng nhit trinh tu it nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, hodc 100% véi trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 18 va trinh tu.":v
midn bién di chudi nhe (VL) c6 d6 ddng nhét trinh tu it nhit 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoic 100% v6i trinh tw axit amin 12 SEQ
ID NO: 19, va

v trong d6 vi tri gén két thu thé transferin ctia ngudi chira trinh tyu mién bién

&b chudi ning (VH) 6 d6 ddng nhét trinh tu it nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% vdi trinh tw axit amin 13 SEQ ID NO: 20
va trinh ty mién bién dbi chudi nhe (VL) c6 do ddng nhét trinh ty it nhit 90%,
91%. 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoic 100% véi trinh i axit
amin 12 SEQ ID NO: 21. |

Theo cac phuong én cu thé, trinh ty VH c6 do déng nhéf trinh tu it nhit 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% chira dot bién thé (vi du, dot
bién the bao toan), dot bin chén hoic dot bién khuyét so v6i trinh ty tham chiéu, nhung
vi tr1 gén két chira trinh ty gitt lai kha ndng vao gin két vao khang nguyen cua no. Theo ,
cac phuong an cu thé, tdng 1 dén 10 axit amin dugc thé, gan chén va/hoic b; khuyet
trong SEQ ID NO: 18 hodc 20. Theo c4c phuong an cu thé, dot bién thé, dot bién chén
hoic dot bién khuyét dién ra trong cac ving bén ngoai HVR (tic 13, trong FR).

Theo céc phuong an Cu thé, trinh tu VL c6 d6 déng nhét it nhat 90%, 91%, 92%, -
93%, 94%., 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% chira dot bién thé (vi du, dot bién thé bao
toan), dot bién chén hoic dot bién khuyét so v6i trinh ty tham chiéu, nhung vi tri gin
ket chira trinh tu giit lai kha niang gin két vao khang nguyén ctia no. Theo cac phuong
&n cu thé, tdng 1 dén 10 axit amin dugc thé, gan chén va/hoic bi khuyét trong SEQ ID
NO: 19 hodc 21. Theo cac phuong an cu thé, dot bién the, dot bién chén hodc dot bién
khuyét dién ra trong vung bén ngoai HVR (ﬁ'xc 13, trong FR).
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Theo mot phuong 4n, vi tri gén két A-beta cua nguoi chira trinh ty VH nhu trong |
SEQID NO: 18, bao gém céc cai bién sau dich ma cua trinh tu d6, va trinh tu VL nhu
trong SEQ ID NO: 19, bao gbm céc cai bién sau dich ma cua trinh tw d6.

Theo mot phuong an, vi trf gén két thu thé transferin cia ngudi chira trinh tw VH |
nhu trong SEQ ID NO: 20, bao gdm cac cai bién sau dich ma cia trinh ty d6, va trinh
tu VL nhu trong SEQ ID NO: 21, bao gém cac cai bién sau dich mé cla trinh ty do.

~ Theo mdt phuong 4n, khang thé dic hiéu kép chira

i) chudi nhe ¢6 do ddng nhét trinh tu v6i SEQ ID NO: 01 13 70-100%, it nhit
‘ 70%, it nhat 80%, it nhét 90%, hodc 95% hogc 16n hon,

i) chudi ndng c6 do dong nht trinh ty v6i SEQ ID NO: 02 1a 70-100%, it
nhét 70%, 1t nhét 80%, it nhét 90%, hodc 95% hoac 16n hon,

- ii) chu01 nhe c6 d6 ddng nhét trinh ty véi SEQ ID NO: 03 1a 70-100%, it
nhét 70%, it nhit 80%, it nhét 90%, hodc 95% hoic 16m hon, va '

iv) doan Fab chudi ning c6 do déng nhét trinh tu v6i SEQ ID NO: 04 1a
70-100%, it nhat 70%, it nhét 80%, it nhit 90%, hodc 95% hozc 16n hon,

trong 6
SEQ ID NO: 01 ¢6 trinh tu axit amin

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATY YCLQIYNMPIT
'FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDRKLK SGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC, -

SEQ ID NO: 02 ¢6 trinh ty axit amin

QVELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG
LEWVSAINASGTRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDEK VEPK SCDK THTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
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VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVE |
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG, '

SEQ ID NO: 03 c6 trinh tu axit amin

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIS SYLAWYQQKPGKAPKL
LIYRASTLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTIS SLQPEDFATYYCQQNYASSNV
DNTFGGGTKVEIKS SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSC, va ‘

SEQ ID NO: 04 c6 trinh ty axit amin

QSMQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGF SLSSYAMSWIRQHPGKGLE
“WIGYIWS GGSTDYAS_WAKSRVTISKTSTTVSLKLSSVTAADTAVYYCAR

RYGTSYPDYGDASGFDPWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT

ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC. '

Mot khia canh khac néu trong ban mé ta nay la khéng thé dic hidu kép chura:

a)  mot khang thé c6 chidu dai ddy du chira hai cdp mdi chudi nhe cua céc
chudi nhe khéang thé c6 chiéu dai ddy di va chudi ning khéng thé c6 chiéu
dai diy du, trong d6 cic vi tri gin két duoc tao ra bang cip trong s6 cac.
cap chudi ning c6 chidu dai day du va chudi nhe chidu dai ddy du gén két ‘
dic hiéu véi khang nguyén thir nhét, va

- b) mot doan Fab bd sung, trong d6 doan Fab bd sung dugc dung hop véi dau
tan C ctia mot chudi ning ctia khang thé c6 chiéu dai ddy da, trong d6 vi
tri gin két cia doan Fab bd sung gén két dic hidu v6i khang nguyén th
hai, |

trong d6 mdi chudi nhe clia cac chu_5i nhe khang thé c6 chiu dai d'?ly_ da chaa
trong ving chudi nhe khong d6i (CL) tai vi tri 123 gdc axit amin arginin

(thay cho gdc axit glutamic kidu dai; dot bién E123R) va tai vi tri 124 gbc
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axit amin lysin (thay cho gbc glutamin kidu dai; dot bién Q124K) (danh

| sb theo Kabat), | | |
trohg d6 mdi chudi ning cua cac chudi ning khang thé c6 chidu dai ddy di chira
trong mién chudi ning khong dbi thir nhat (CH1) tai vi trf 147 gbc aXit_
glutamic (thay cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213
gbc axit glutamic (thay ‘ch‘o gbc axit amin lysin kidu dai; 4ot bién K213E) -
(dénh sé theo chi s6 Kabat EU),F

_trong d6 doan Fab bd sung gén két dic hiéu v6i khang nguyén thir hai chira mién
trao d6i chéo sao cho vung chudi nhe khong dbi (CL) va mién chudi ning

khéng dbi 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau,

“trong d6 khiang nguyén thi nhét 13 protein A-beta ctia ngudi va khang nguyén thir |

hai 14 thy thé transferin cia ngudi,

trdng dé vi tri gin két A-beta clia nguoi chira mién bién dbi chudi ning (VH) ¢6
| trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 18 va mién bién ddi chudi nhe (VL) c6
trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 19, va

trong d6 vi tri gin két thu thé transferin clia nguoi chira mién bién dbi chudi ning
(VH) ¢6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 20 va mién bién dbi chudi nhe
(VL) ¢6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 21. |

Mot khia canh khac néu trong ban md ta nay la khang thé dic hiéu kép chura

a) mdt khang thé ¢ chidu dai dly da chira hai cip mdi chudi nhe cta cac
~ chudi nhe khang thé c6 chiéu dai diy da va chudi ning khang thé c6 chiéu
déﬁ day du, trong d6 céc vi tri gin két duoc tao ra bing mdi cip cla cic
cap chudi ning c6 chidu dai dy du va chudi nhe c6 .chiéu dai ddy du gin
_két dic hiéu véi khang nguyén thir nhét, trong d6 khang thé c6 chiéu dai
day du chira ving Fe dugc tao ra bang polypeptit ving Fc, mdi ving chira
midn CH1, CH2 va CH3, ctia hai chudi ning c6 chidu dai ddy da, va
b) mdt doan Fab b sung, trong d6 doan Fab bd sung dugc dung h(_)'p v6i dau
tan C ciia mot chudi ning cia khéng thé ¢6 chidu dai day da, trong d6 vi
tri gén két ctia doan Fab bd sung gin két dic hiéu véi khang nguyén thir

hai,
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trong ¢6 mdi chudi nhe cla cac chudi nhe khang thé c6 chiéu dai day du
chira trong viung chudi nhe khdng déi (CL) tai vi tri 123 gbc axit amin arginin
(thay cho géc axit glutamic kiéu dai; dot bién E123R) va tai vi tri 124 géc'axit :
“amin lysin (thay cho gbc glutamin kidu dai; dot bién Q124K) (d4nh sé theo
Kabat),

trong d6 mdi chudi ning cia cic chudi ning khang thé c6 chidu dai diy do
chira trong mién chudi ning khong d6i thir nhat (CH1) tai vi tri 147 gbe axit
glutamic (thay cho gbc lysin kiéu dai; dot bién K147E) va tai vi tri 213 gbe axit
glutamic (thay cho gbc axit amin lysin kiéu dai; dot bién K213E) (danh s6 theo chi
- sd Kabat EU), | ' | '
| trong d6 doan Fab b sung gén két dic hidu v6i khdng nguyén thi hai chira
" mién trao ddi chéo sao cho ving chudi nhe khong dbi (CL) va mién chudi ning
khong dbi 1 (CH1) dugc thay thé cho nhau,

v trong do khang nguyén thir nhit 13 protein A-beta cia ngudi va khang

nguyén thi hai 12 thu thé transferin ciia nguoi,

trong d6 vi tri’ gén két A-beta ciia ngudi chtra mién bién ddi chudi nang
(VH) ma ¢6 trinh tw axit amin 12 SEQ ID NO: 18 va mién bién ddi chudi nhe (VL)
ma c¢6 trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO: 19, |

trong d6 vi tri gin két thy thé transferin clia ngudi chtra mién bién dbi chudi-
ning (VH) ma cé trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 20 va mién bién d6i chudi nhe
(VL) ma ¢6 trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 21, va |

| trong do6 polypeptit ving Fc 1a

a) - thudc phéan 16p IgG1 cia ngudi,

b) thudc phén 16p 1gG4 cua nguoi,

c) thudc phan 16p IgG1 clia ngudi c6 cac dot bién L.234A, L235A va

- P329G,
d) thudc phan 16p IgG4 ciia ngudi cé cac dot bién S228P, L235E va
P329G,
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thudc phan 16p IgG1 cua ngudi c6 cac dot bién L234A,‘ L235A va
P329G ¢ ca polypeptit ving Fc va cac dot bién T366W va S354C
frong mot polypeptit ving Fc va cac dot bién T366S, L368A,
Y407V va Y349C trong cac polypeptit vung Fc tuong tng,

thuéc phéan 16p 1gG4 clia ngudi co cac dot bién S228P va P329G &

. ¢4 polypeptit viing Fc va céc dot bién T366W va S354C trong mdt

polypeptit vung Fc va cac dot bién T366S, L368A, Y407V va
Y349C trong polypeptit vung Fc khic twong tng,

thudc phan 16p IgG1 ciia ngudi c6 cac dot bién L234A, L235A,
P329G, 1253A, H310A va H435A & ca polypeptit ving Fc va céac

. d6t bién T366W va S354C trong mdt polypeptit ving Fc va cac dot

bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong polypeptit ving Fc
khéc twong Gng, ' ' g ’

thudc phan 16p IgG1 cua nguodi ¢6 cac dot bién L234A, L235A,
P329G, M252Y, S254T va T256E & ca polypeptit ving Fc va cac

~ 36t bién T366W va S354C trong mdt polypeptit ving Fe va cac dot

bién T3668S, L368A, Y407V va Y349C trong polypeptit vung Fc :

khéc twong ting, hodc

khang thé c6 chiéu dai ddy du thudc phan 16p IgG1 cla ngudi co
cac dot bién L234A, 1.235A, P329G, H310A, H433A va Y436A
trong ca hai chudi ning va cac dot bién i) T366W, va ii) S354C
hogc Y349C, trong mdt chudi nang va cic dot bién i) T366S,
L368A, va Y407V, va ii) Y349C hodc S354C, trong chudi ning

tuong 1’rng con lai.

Theo khia Canh khac, khang thé dic hiéu kép khang A-beta cua ngudi/thu thé

transferin ciia nguoi theo phuong an bét ky trong sb cic phuong 4n néu trén c6 thé két

hop d4u hiéu bét k¥ trong sb cac diu hiéu dugc mé ta trong cac phan 1-3 dudi day, &

dang don 1& hodc & dang két hop:
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1. Khang thé thé kham va khang thé dugc lam gidng nhu ciia ngudi

Theo c4c phuong 4n cu thé, khang thé dugc dé xuét trong ban md ta ndy 1a khang
thé thé kham. Céc khang thé thé kham cu thé dugc md ta, vi du, trong US 4,816,567; va
Morrison, S.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855). Troﬁg_inét vi
du, khang thé thé kham chira ving bién ddi khong phai ctia ngudi (vi dy, ving bién d6i
duoc léy tr chudt nhit, chudt Rattus, chudt déng, thd, hodc dong vat linh trudng khéﬁg

-phai l1a nguﬁﬁ nhu khi) va meg ¢ dinh cta ngudi. Trong vi du khac, khang thé thé
kham la khang thé “dugc chuyén 16p” trong d6 16p hodc phan 16p dugc thay dbi so voi
| 16p hoidc phan 16p cua khang thé bd me. Khang thé thé kham bao gbm doan gin két

khang nguyén cia ching.

- Theo céc phuong 4n cu thé, khang thé thé kham 1a khang thé dugc 1am giéng nhu
- cua nguou Thoéng thuong, khang thé khong pha1 cua nguou duoc lam gidng nhu cta
nguoi d8 1am giam tinh sinh mién dich déi véi nguoi, nhung van giit duoc tinh dic hiéu
Vé & lyc cua khang thé b me khong phai ctia ngudi. Thong thuong, khing thé dugc -
lam giéng nhu ctia ngudi chira mot hodc nhiéu mién bién dbi trong d6 cac HVR, vi du,
cdc CDR, (hoic cac phan cla ching) duge 14y tir khang thé khong phai ctia ngudi, va
cac FR (hodc cic phﬁn cua chung) dugc 14y tir cac trinh tu khang thé ctia nguoi. Khang
thé ducrc lam gidng nhu cta ngucn thy y cung chira it nhat mot phan ctia ving ¢ dinh -
cua nguorl Theo mét sé phuong 4 4n, mot sb gbc FR trong khang thé dugc 1am gidng nhu
cua ngucn duqc thé bang cac gbc twong tng tir khéng thé khéng phai ciia ngudi (vi dy,
* khéng thé ma céc gbc HVR duoc 1y tir d6), vi du, dé khoi phuc hogc cai thién tinh ddc
hiéu hodic & luc ciia khéng thé.

Céc khang thé duogc 1am gidng nhu clia ngudi va cac phuong phéap tao ra ching
' dugce mo ta, vi dy, trong tai liéu Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008)
: 1619-1633,. va dugc md ta thém, vi dy, trong tai liéu Riechmann, I. etval., Nature 332
(1988) 323-329; Queen, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 10029-10033;
US 5,821,337, US 7,527,791, US 6,982,321, va US 7,087,409; Kashmiri, S.V. et al.,
Methods 36 (2005) 25-34 (md ta k§ thudt ghép ving x4c dinh tinh déc hiéu (SDR));
Padlan, E.A., Mol. Immunol. 28 (1991) 489-498 (md ta “ky thuat tai tao bé mit”);
»Dall’Acqua,_ W.F. et al., Methods 36 (2005) 43-60 (md ta “k§ thuit xdo tron FR”); va
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Osbourn, J. et al., Methods 36 (2005) 61-68 va Klimka, A. etal., Br.J. Cancer 83 (2000)
252-260 (md ta phuong phép “chon loc c¢6 huéng dan” dé 1am x4o tron FR).

Céc vung khung clia ngudi ma ¢6 thé dugce st dung trong bude lam gidng nhu

cia ngudi bao gdm, nhung khong gii han ¢: ving khung duge chon loc bing cach sir

dung phuong phap “khép tdt nhat” (xem, vi du, tai liéu Sims, ML.J. et al., J. Inmunol.

151 (1993) 2296-2308; ving khung dugc 13y tir trinh tu lién tmg cia khang thé ciia
nguoi thudc phan nhoém cu thé cta cac ving bién dbi chudi nhe hoeflc chudi ning (xém,
vi du, tai liéu Cai‘te'r, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-4289; va
Présfa,z L.G. etal., J . Immunol. 151 (1993) 2623-2632); viung khung hoan thién (dwogc
gy d6t bién soma) clia ngudi hodc ving khung dong maim ciia ngudi (xem, vi duy, tai
liéu Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Bibsci. 13 (2008) 1619-1633); va ving khung
dufjc léy bz‘“mg viéc sang loc cac thu vién FR (xem, vi dy, tai liéu Baca, M. et al., J. Biol.
Chem. 272 (1997) 10678-10684 va Rosok, M.J. et al., J. Biol. Chem. 271 (19969 22611-
22618). | | |
2. Céc khang thé ctia ngudi

Theo céc phuong 4n cu thé, khang thé dugc dé xuit trong ban md ta nay 1a khéng
thé ciia ngudi. Khang thé clia ngudi c6 thé duoc tao ra bang cach sir dung nhiéu k§ thuat -
- da biét tfong linh vuc nay. Céc khéng thé ciia ngudi dugc mo ta chung trong tai liéu van .
Dijk, M.A. and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374 va |
Lonberg, N., Curr. Opin. Tmmunol. 20 (2008) 450-459.

Khang thé cla ngudi c6 thé duoc tao ra bing cach st dung chét sinh mién dich
cho dén‘g vat chliyén gen da dudc cai bién d8 tao ra khang thé nguyén ven. cla nguoi
hodc khéang thé nguyén ven c6 ving bién d6i clia nguoi nhim dap tng lai thach thic
khéng nguyén. Dong vét nay thuong chira toan bo hodc mot phan locus globulin mién
dich cta ngudi, thay cho locus globulin mién dich ndi sinh, ho#ic c6 mat bén ngoai nhiém
séc thé hodc dugc tich hop mot cach ngiu nhién vao nhiém séc thé cua dong vat. Trong
chu6t nhét chuyén gen nhu vay,.locus globulin mién dich noi sinh thudng bi lam bét
hoat. B.é biét tdng quan vé cac phuong phép thu nhén khang thé ctia nguoi tir dong vat
chuyén gen, xem tai liu Lonberg, N., Nat. Biotech. 23 (2005) 1117-1125. Xem thém,
vidy, US 6,075,181 va US 6,150,584 mo ta cong nghé XENOMOUSE™; US 5,770,429
md ta céng nghé HUMAB®; US 7,041,870 md ta cong nghé K-M MOUSE® va US
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2007/0061900 mb ta cong nghé VELOCIMOUSE®). Viing bién ddi ciia ngudi tir khang
thé nguyén ven dugc tao ra béi dong vat nay co thé duoc cai bién tiép, vi du, b:?mg cach .
két hop véi ving ¢d dinh khac clia ngudi. |

Khang thé clia nguoi cling ¢6 thé dugc tao ra bang cac phuong phap dya trén co
s& t& bao lai. Dong té bao u tiry clia ngudi va dong té baou tuy khac loai ctia chudt nhit-
nguc‘yi dung dé tao ra khang thé don dong ctia nguoi da duge mo ta. (Xem, vi dy, tai liéu
Kozbor, D., J. Immunol. 133 (1984) 3001-3005; Brodeur, B.R. et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York
(1987), cac trang 51-63; va Boerner, P. et al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Khang thé
ctia ngudi duoc tao ra bing cong nghé té bao lai d6i véi té bao B ciia ngudi ciing dugc
mo ta trong tai liéu Li, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 (20'06) 3557-3562. Cac o
phuong phap khéc bao gdm céc phuong phap dugc mod ta, vi dl,l; trong US 7,189;826
(md ta viéc tao ra khang thé IgM don dong cia ngudi tr dong té bao lai) va trong tai
liéu Ni, J., Xiandai Mianyixue 26 (2006) 265-268 (md ta té bao lai ngudi-ngudi). Cong
nghé té bao lai clia ngudi (cong nghé Trioma) cling dugc mé ta trong tai liéu Vollmers,
H.P. and Brandlein, S., Histology and Histopathology 20 (2005) 927-937 va Vollmers,
H.P. and Brandlein, S., Methods and Findings in Experimental and Clinical
Pharmacology 27 (2005) 185-191. |

Khéng thé ciia ngudi cling c6 thé duge tao ra bing cach phan 14p trinh ty mién
bién d6i ctia dong Fv duge chon loc tir cac thu vién biéu hién thé thuc k_huén thu duoc .v
tr ngudi. Trinh tu mién bién ddi ha‘ty sau d6 c6 thé duge két hop voi mién ¢b dinh cia
ngudi mong mudn. Céc k¥ thuét chon loc khéng thé ctia nguoi tir cac thu vién khéng thé
duge mo ta duéi day. |
3. Bién thé ciia khang thé

Theo céc phuong an cu thé, sang ché dé cap dén bién thé cua trinh ty axit amin
ctia khang thé duoc dé xuét trong ban mo ta nay. Vi du, c¢6 thé mong mubn 14 cai thién
& luc gén két va/hodc cac tinh chéit sinh hoc khéc ciia khang thé. Bién thé cia trinh tu.

axit amin cta khang thé co thé dirqc tao ra bérig cach dua c4c cai bién thich hop vao
trinh tu nucleotit ma hoa khang thé, hodc bang cach téng hop peptit. Céc cai bién nhu
vay bao gdm, vi duy, dot bién khuyét va/hodc dot bién chén va/hodc dot bién thé cac gbe

trong trinh ty axit amin cua khang thé. TS hop bat ky ctia dot bién khuyét, dot bién chén
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va dot bién thé c6 thé duoc thuc hién dé thu dugc cau triic cudi cung, véi di€u kién 1a

cAu tric cudi ciing nay c6 cac dic tinh mong muodn, vi du, gin ket khang nguyén.
a) Bicn thé thé, bién thé chén va bien thé khuyét

Theo céc phuong an cu th8, sang ché dé cap dén bién thé cua khang thé c6 mot

hodc nhiéu dot bién thé axit amin. Céc vi tri dugc quan tim d8 gay dot bién thé bao gdm
-HVR va FR. Céc dt bién thé béo todn duoc thé hién trong bang dudi day dudi tieu dé
13 “dot bién thé duge vu tién”. Cac thay dbi dang ké hon duoc trinh bay trong bang 1
dudi tidu @8 1a “ddt bién thé tidu bidu,” va nhu duge mo ta thém dudi day lién quan dén
cac nhém chudi bén axit amin. Dot bién thé axit amin ¢ thé duogc dua vao khang thé
B dang quan tdm va cic san phém duoc sang loc dé thu nh'cflh hoat tinh mong mudn, vi dy,
su gén két khang nguyén dugc giit lai/cai thién, tinh sinh mién dich gidm, hoic ADCC o
hogc CDC cai thién. | |

BANG
Géc ban ddu | DOt bién theé tiéu bicu | Dot bién thé duge wu tién |
1 Ala (A) Val; Leu; Ile B | Val
- Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
-Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) | Glu; Asn - | '  Glu
Cys (O) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu _ Asn
Glu (E) Asp; .Gln | _ o Asp
Gly (G) Ala Ala‘
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile () Leu; Val; Met; Ala; Phe; Noﬂeuxin Leu
Leu (L) | Norleuxin; Ile; Vél; Met; Ala; Phe | Ile
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Gécban ddu | Dot bién thé tieu biéu Dot bién thé dugc vu tién
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
| Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
| Pro (P) Ala | Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leug Met; Phe; Ala; Norleuxin Leu

Céc axit amin ¢6 thé dugc nhom theo cac tinh chét chudi bén chung:

(D) ky nudc: Norleuxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) wa nudc trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) c6 tinh axit: Asp, Glu;

(4) c6 tinh béZo: His, Lys, Arg;

(5) céc gbe gy anh hudng dén sy dinh huéng chudi: Gly, Pro;

(6) thom: Trp, Tyr, Phe.

Céac dot bién thé khong bao toan s& phai trao dbi thanh vién thudc mot trong sb

cac 16p nay cho 16p khac.

Mot loai bién thé thé bao gom viéc thé mot hodc nhiu goc ving siéu bién cia

khang thé bb me (v dy, khdng thé duoc lam gidng nhw ciia nguoi hodc khdng thé ciia

nguoi). Thong thuong, (cac) bién thé tao thanh dugc chon loc dé nghién ciru tiép s& ¢6

cic cai bien (vi du, cac ci thién) vé mot so tinh chat sinh hoc cu thé (vi du, 4i luc tang,

tinh sinh mién dich gidm) so v6i khang thé bd me va/hodc s€ co mot o tinh chat sinh

hoc cu thé ciia khang thé b me duoc gifr lai vé co ban. Bién thé thé tiéu biéu 1a khang
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.' thé hoan thién 4i lyc, ma c6 thé dugc tao ra mot cach thong thuomg, vi du, bﬁng cach sur
dl_mg cac ky thuat hoan thién 4i lyc dva trén co s& biéu hién thé thuc khudn nhu cac k§
thl.lflt‘néu trong ban md ta nay. Mot cach ngin gon, mot hodc nhidu gdc HVR duge hoian
thién va khang thé bién thé dugc biéu hién trén thé thyc khudn va duoc sang loc dé thu

nhéin hoat tinh sinh hoc cu thé (vi dy, i lyc gén két).

Céc thay dbi (vi duy, dot bién thé) ¢ thé dugc tao ra trong HVR, vi duy, dé céi
thién ai Il_rc ctia khang thé. Cac thay doi nay c6 thé dugc tao ra trong “diém nong” HVR,
tire 13, cac gbc dugec mi héa béi cac codon ma trai qua qua trinh dot bién voi tin sut
cao trong qué trinh hoén. thién soma (xem, vi dy, tai liéu Chowdhury, P.S., Methods .
Mol. Biol. 207 (2008) 179-196), va/hodic cac gbe tiép xtc vai khéng'hguyén, va bién thé
VH hoidc VL tao thanh dugc thir nghiém vé 4i luc gén két. Su hoan thién 4i lyc bing

- cach tao ,ca‘ui trac va chon loc lai tir cac thu vién thi cép da dugc mo ta, vi du, trong tai
- liéu HAoo..ger‘lboom, HR. et al. trong tai liéu: Methods in Molecular Biology 178 (2002)
| 1-37. Theo mdt ) phuong an vé viéc hoan thién ai luc, su da dang duwoc dua vao gen c6
kha ning bién dbi dugc chon dé hoe‘m thién bang phuong phap bt ky (vi du, PCR d& bi
161, x40 tron chudi, hoic gy dot bién dinh hu('mg oligonucleotit). Thu vién th cép sau
d6 duoc tao ra. Thu vién nay sau d6 dugc sang loc dé.nhan dién bién thé bét ky cﬁa :
khang thé ma c6 4i lwc mong mudn. Phuong phép khac dé dua su da dang vao bao gdbm
phuong phap dinh huéng HVR, ﬁong d6 mot sb gbc HVR (vi dy, 4-6 gbc tai mot thoi
diém)b duoc chon ngiu nhién. Cac gbc HVR tham gia vao sy gén két khang nguyén c6
thé dugc nhan dién mdt cach dic hiéu, vi dy, bang cach st dung k¥ thuét 14p mo hinh

hoic gy dot bién quét alanin. Cu thé, CDR-H3 va CDR-L3 thudng dugc nhim t6i.

Theo céc phuong an cu thé, dot bién thé, dot bién chén hodc dot bién khuyét c6

thé xuét hién trong mot hodc nhiéu HVR, mién 1 c4c thay dbi nay vé co ban khong lam
giam kha ning gin két khang nguyén cuia khang thé. Vi dy, céc thay ddi bao toan (vi du,
dc}t bién thé bao toan néu trong ban mo ta nay) ma v& co ban khong 1am giam 4i luc gén' :
két c6 thé dugc tao ra trong HVR. Cac thay d6i nay c6 thé, vi du, & bén ngoai cac gbc _
tiép xic khang nguyén trong HVR. Theo cac phuong én cu thé v& trinh tw VH va VL
bién thé néu trén, mdi HVR khong dugc 1am thay ddi, hodc chita khong nhiéu hon mot,

hai hodc ba dot bién thé axit amin.
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Phuong phép hitu dung dé nhén dién cac gdc hodc cac ving ciia khing thd maco
thé dugc nhim t6i dé gy dot bién dugc goi 1 “gay dot bién quét alanin” nhu dugc md
ta trong tai liéu Cunningham, B.C. and Wells, J.A., Science 244 (1989) 1081-1085.
Trong phuong phép nay, mét gbc hoic nhém céc gbc muc tidu (vi dy, céc gbc mang
dién nhu arg, asp, ‘h.is, lys va glu) dugc nhan dién va dugc thay thé bing axit amin trung
tinh hosic mang dién 4m (vi du, alanin hodc polyalanin) dé xac dinh xem liéu twong tac -
clia khéng thé v6i khang nguyén c6 bi anh huéng hay khong. Cac dot bién thé khéc nita
c6 thé dugce dua vao tai cc vi tri axit amin thé hién d6 nhay chirc ning d6i voi cac dot
bién thé ban dau. Theo céch khac, hodc ngoai ra, cAu tric tinh thé cua phurc hgp khéng
nguyén-khang thé dé nhan dién cac diém tiép xuc gifra khang thé va khéang nguyén. Cac

| géc tiép xUc néyhva cac géc lan can c6 thé dugc nhém t6i hoac du(_jrc loai Ibc’) v&i vai trod
12 vi trf tiém ning dé thé. Cac bién thé c6 thé duoc sang loc dé x4c dinh xem liéu chung
co chira cac tinh chat mong rﬁuén hay khong.

Dot bién chén trinh tu axit amin bao gbm ddt bién dung hop dau tan amino
va/hodc dau tan carboxyl ¢6 chiu dai nim trong khoang tir mot gbc dén polypeptit chira
mot tram gbc hodc nhiéu hon, ciing nhu dot bién chén mot hodc nhidu gbe axit amin bén
trong' chuSi. Céc vi du vé dot bién chén déu tdn bao gdm khang thé c6 gbc methionyl
déu tan N. Céc bién thé éhén khéc cua phén tir khdng thé bao gdm dot bién dung hop
V(’yi_déu tan N hodc ddu tan C cuia khang thé d6i véi enzym (vi dy, dbi voi ADEPT) hodc

polyp'eptit' lam ting thoi gian ban huy trong huyét thanh ciia khang thé.
b) Bién thé glycosyl hoa

Theo cac phuong an cu thé, khang thé dugc dé xuét trong ban md ta nay dugc
bién ddi dé 1am tang hodc gidm mirc d6 khang thé dugc glycosyl héa. Viéc thém hodc
b6t cac vi tri glycosyl héa vao khéhg thé c6 thé dugc thuc hién thliah tién bfing cach
thay ddi trinh ty axit amin sao cho mot hoic nhiéu vi tri glycosyi hoéa dugc tao ra hodc
duge loai bo. | |

Khi khang thé chira ving Fc, hydrat cacbon duge gén vao d6 c6 thé dugc thay
d6i. Khang thé nguyén gbc duoc san xuat béi té bao dong vat c6 va 'théng thuong chira
oligosacarit phan nhanh, hai rdu thong thuong duoc gén bang lién két N véi Asn297 clia
mién CH2 cta vung Fc. Xem, vi du, Wright, A. va Morrison, S.L., TIBTECH 15 (1997)

26-32. Oligosacarit c6 thé bao gdm céc hydrat cacbon khac nhau, vi dy, mannoza, N-
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axetyl glucosamin (GIcNAc), galactoza, va axit sialic, cling nhu fucoza gén vao GIcNAc |
trong “thdn” cia ciu tric oligosacarit hai rau. Theo mot sd phuohg 4n, viéc cai bién
dligoéacarit trong khang thé néu trong ban md ta nay c6 thé duoc tao ra dé tao ra khéhg
thé bién thé véi céc ddc tinh duge cai thién.
~Theo mét phuong an, khang thé bién thé theo sang ché c6 chu trac hydrat cacbon
| thiéu fucoza dugc gin (truc tiép hoic gian tiép) véi viing Fe. Vi du, lugng fucoza trong
khéng thé nay c6 thé 1a tir 1% dén 80%, tlr 1% dén 65%, tir 5% dén 65% hodc tir 20%
déh 40%. Lu:(_rng fucoza dugc xac dlnh bang cach tinh lugng fucoza trung binh bén tfong
chudi duong & Asn297, so v6i tbng céc chu tric glyco gén vao Asn 297 (vi du cac chu
trﬁc.phl'ré hop, lai va nhiéu mannoza) nhu dugc do bing phd khéi MALDI-TOF, nhu:. -
dugc md ta trong WO 2008/077546, vi dy. Asn297 dung dé chi gbc asparagin dugc nim
& khoéngb vi tri 297 trong vung Fc (viéc danh s6 EU céac géc trong vung Fc);v tuy nhién,
Asn297 ciing c6 thé duoc nim khoang + 3 axit amin nguoc dong hodc xudi dong vi tri
297, tirc 14, gitta cac vi tri 294 va 300, do sy thay dbi trinh ty nh trong khang thé. Viéc
| fucosyl hoa cac bién thé c6 thé cai thién chitc ning ADCC. Xem, vi du, US
2003/0157108; US 2004/0093621. Céc vi du vé c4c tai liéu cong bd lién quan dén khang
thé bién thé “duoc khir fucosyl” hodc “thibu fucoza” bao gdm: US 2003/0157108;
WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328;
- US 2004/0093621; US 2004/0132140;  US 2004/0110704;  US 2004/0110282;
US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586;
WO 2005/035778; WO 2005/053742; WO 2002/031140; Okazaki, A. et al., J. Mol.
Biol. 336 (2004) 1239-1249; Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng. 87 (2004) 614-
622. Céc vi du vé& cac dong té bao c6 kha ning tao ra cac khang thé duge khir fucosyl
bao gdm cac té bao Lec13 CHO thiéu hut sy fucosyl héé protein (Ripka, J. et al., Arch.
Biochem. Biophys. 249 (1986) 533-545; US 2003/0157108; va WO 2004/056312, dic
biét & Vi du 11), va c4c dong té bio bat hoat gen, nhu gen alpha—1,6-ﬁ1cosy1transferazé,
FUTS, té bao CHO_be“’lt hoat (xem, vi du, Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng. 87
' (2004) 614-622; Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng. 94 (2006) 680-688; va WO
2003/085107).

' Céc khang thé bién thé con dugc bao gdm oligosacarit dugc tach ddi, vi dy, trong
d6 oligosacarit hai nhanh gin vao ving Fc clia khéng thé duoc tach doi bang GlcNAc.

Cac khang thé bién th_é nay co thé duogc khir fucosyl héa va/hodc duge cai thién chire
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ning ADCC. Céac vi du yé c4c khang thé bién thé ndy dugc mod ta, vi du, trong WO
2003/011878; US 6,602,684; va US 2005/0123546. Khang thé bién thé véi it nhat mot

gbc galactoza trong oligosacarit dugc gan vao ving Fc ciing duge d& xuat Cac khang

thé bién thé nay c6 thé dugc cai thién chic ning CDC Céc khéng thé bién thé nay duogc
mo ta, vi du, trong WO 1997/30087; WO 1998/58964; va WO 1999/22764.

¢) Bi¢n the cta vung Fc

Theo cac phuong an cu th8, mot hodc nhidu cai bién axit amm co the dugce dua
vao ving Fc cua khang thé dugc dé xuit trong ban mo ta nay, tr d6 tao ra bién thé cta
ving Fc. Bién thé ctia ving Fc ¢6 thé chira trinh tw ving Fc cta ngudi (v du, ving Fe
IgG1, 1gG2, 1gG3 hodc IgG4 cia nguoi) chira céi bién axit amin (vi du, dét bién thé) &

mdt hodc nhiéu vi tri axit amin.

Theo cac phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khéng thé bién thé fna‘l c6 mot
s6 nhung khong phai toan bd chirc ning tac dong, ma lam cho né 1a dbi tugng mong
mubn cho cac tmg dung trong d6 thoi gian ban hily cua khéhg thé in vivo 13 quan trong
chire nang tac dong nhét dinh (nhw bo thé va ADCC) la khéng cén thiét hogc c6 hai. Thu
nghiém kha ning gy doc t& bao in vitro va/hoic in vivo cb thé dugc thuc hién dé khéng |
dinh viéc giam/loai bé hoan toan hoat tinh CDC va/hoac ADCC. Vi du, thir hghiém gén
, két thu thé Fc (FcR) co thé dugc thuc hién dé dam bao rang khéang thé thiéu kha nang

gén két FcyR (do do co thé thiéu hoat tinh ADCC), nhung vAn gift lai kha ning gin két
'FcRn. Céc té bio chi yéu didu tiét ADCC, té bao NK, biéu hién Fc(chi RIIL trong khi
do bach ciu don nhan to bidu hién FcyRI, FcyRII va FeyRIII. Sy biéu hién FcR trén té
bao sinh huyét dugc tém t4t trong Bang 3 & trang 464 cla Ravetch J.V. va Kinet, J.P.,
Annu Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492. Céc vi du khong nh3m gi6i han sang ché vé
thir nghlem in vitro & danh gi4 hoat tinh ADCC clia phén ti dang quan tdm dugc mo ta
trong US 5,500,362 (xem, vi du Hellstrom, I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83
(1986) 7059-7063; va Hellstrom, L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 1499-
1502); US 5,821,337 (xem Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 13.5'1-1361).
Theo cach khac, phuong phap thir nghiém khdng phéng xa c6 thé duogc str dung (xem,
vi du, thir nghiém kha ning gy doc t€ bao khong phong xa ACTI™ dé phan tich té bao
theo dong chay (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; va thir nghiém kha nang gay
doc té bao CytoTox 96® khong phong xa (Promega, Madison, WI). Té bao thuc hién
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hitu dung dé thir nghiém bao gém té bao mau don nhan ngoai vi (PBMC) va té bao tiéu
diét ty nhién (NK). Theo cach khac, hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC ctia phén tir dang
‘quan térri c6 thé dugc de’mh gia in vivo, vi dy, trong md hinh déng vat nhu m6 hinh dong
vat dugc mo ta trong Clynes, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 652-656.
Thir nghiém gén két v6i Clq ciing c6 thé dir(;c thud hién dé khing dinh khang thé khong
thé gén két véi Clq va vi thé thiéu hoat tinh CDC. Xem, vi dy, ELISA gén két Clq va
C3c trong WO 2006/029879 va WO 2005/100402. Dé danh gi4 sy hoat héa bd thé, thi
nghiém CDC c6 thé dugc thuc hién (xem, vi du, Gazzario-Sahtoro, H. et al., J. Immunol.
Methods 202 (1996) 163-171; Cragg, M.S. et al., Blood 101 (2003) 1045-1052; va
Cragg, M.S. va M.J. Glennie, Blood 103 (2004) 2738-2743). Viéc xac dinh sy gffm két
FcRn va tc do thanh thai/thdi gian ban huay in vivo cling ¢6 thé dugc thyc hién bing
- cach st dung cac phuong phép da biét trong linh vire nay (xem, vi du, Petkova, S.B. et
~ al., Int. Immunol. 18 (2006: 1759-1769).

Céc khéng thé c6 chirc ning tac dong gidm bao gdm cac khang thé c6 dot bién
thé ciia mot hoic nhidu gbe ving Fe 238, 265, 269, 270, 297, 327 va 329 (US 6,737,056).
Céc thé vdc}t bién Fc ndy bao gém cac thé dot bién Fc c6 cac dot bién thé tai hai hoic
nhidu vi tri axit amin 265, 269, 270, 297 va 327, bao gdm thé dot bién Fe dugc goi la
“DANA” ¢6 dot bién thé géc. 265 va 297 thanh alanin (US 7,332,581).

Cac khéng thé bién thé cu thé v4i kha ning ge"ln két vao FcR dugc cai thién hoéc
'bi giam di dugc md ta. V(Xem, vi duy, US 6,737,056; WO 2004/056312, va Shields, R.L.
et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604).

- Theo c4c phuong 4n cu thé, khang thé bién thé chtra viing Fc v6i mdt hodc nhiéu
dot bién thé axit amin ma cai thién ADCC, vi du, dot bién thé tai céac vi tri 298, 333,

va/hodc 334 cla vang Fe (cac gbc duge ddnh s6 theo EU).

- Theo mot s6 phuong 4n, c4c thay dbi dugc thyc hién trong ving Fc ma dan d‘én-
bién dbi (tic 1a, cai thién hodc giam bot) kha ning gy doc té bao gan két vao Clq
va/hodc phu thudc bd thé (CDC), vi duy, nhu dirqc mo té trong US 6,194,551,
WO 99/51642, va Idusogie, E.E. et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184. ’

Khang thé c6 thoi gian ban hiy ting va kha ning gén két vao thi_l thé Fc méi sinh’
(FcRn) dugce cai thién, ma chiu trach nhiém vén chuyén IgG ciame dén bao thai (Guyer,

R.L. et al., J. Immunol. 117 (1976) 587-593, va Kim, J.K. et al., J. Immunol. 24 (1994)
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2429-2434), dugc md ta trong US 2005/0014934. Khang thé nay chira Vﬁng Fc véi mot
hoiic nhidu dot bién thé trong d6 dé cai thién sy gén két ctia viing Fc vao FcRn. Céc bién
thé Fc nhu vay bao gém c4c bién thé Fc ¢6 cac dot bién thé tai mot hodc nhiéu géc vung
Fc: 238;'256, 265,272, 286, 303; 305,307,311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378,
380, 382, 413, 424 hoic 434, vi du, dot bién thé gbc ving Fc 434 (US 7,371,826).

Xem thém tai liéu Duncan, A.R. and Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740;
US 5, 648 260; US 5,624,821; va WO 94/29351 lién quan dén cac vi du khéac vé bién thé

cua vung Fe.
d) Khéng thé bién thé dugc thiét ké xystein

Theo céc phuong an cu thé, c6 thé mong mudn 13 tao ra khang thé duoc thiét ké
xystein, vi du, “thioMAb”, trong d6 mot hodc nhidu gbc cua khang thé dugc thé bang
- gbe xystéin. Theo céc phuong 4n cu thé, 'céc gbc duge thé xuét hién tai cdc vi trf c6 thé
| tiép cah duoc cua khang thé. Nho viée thé cac gbe nay bang xystein, cc nhém thiol co
tinh phan tng nho d6 dugc dit tai cac vitri cé thé tiép can dugc cua khéng thd vac6thé
duge st dung dé lién hop khéng thé véi cac gbe khac, nhu gbe thubc hodc gbc thude-
nhom lién két, dé tao ra thé lién hop mién dich, nhu dugc mo ta thém trong ban md ta
nay. Theo céc phuong 4n cu thé, mot hodc nhidu gbc bt ky trong s cac géc sau day 6
thé dugc thé bang xystein: V205 (d4nh s6 Kabat) cia chu01 nhe; A118 (danh sb EU) cua
chudi ning; va S400 (danh s6 EU) clia Vung Fc chudi ning. Khang thé duorc thiét ke |
xystein co thé dugc tao ra nhu duoc md ta, vi dy, trong US 7,521,541.
'e)}D‘ﬁn xﬁét cuia khang thé |

Theo céc phuong an cu thé, khang thé dugc dé xuét trong ban md ta nay c6 the
du:orc cai bién tlep dé chura cac gbe khong c6 ban chit protein khéc da biét trong linh vuc
ndy va da c6 sin. Cac gbc thich hop dé tao din xuét cta khang thé bao gbm, nhung
khong gi6i han 6, polyme tan dugc frong nuée. Cac vi du khong nhim gidi han séng
ché vé polyme tan dugc trong nude bao gdm, nhung khong gi6i han &, polyetylen glycol
(PEG), _copolyme cua etylen glycol/propylen glycol, carboxymetjlxenluloza, dextran,
ruou polyvinylic, polyvihyl pyrolidon, poly-1,3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme
clia etylen/maleic anhydrit, axit polyamin (homopolyme hodc copolyme ngiu nhién), va
dextran - hodc poly(n-vinyl pyrolidon)polyetylen glycol, propropylen glycol
homopolyme, copolyme ctia prolypropylen oxit/etylen oxit, polyol d& duge polyoxyetyl
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hoa (vi duy, glyxerol), ruou polyvinylic, va hdn hgp cia chung. Polyetylen glycol v
propionaldehyt c6 thé c6 vu diém trong'sé_n xuit nho tinh 6n dmh trong nudc éﬂa né.
Polyme c6 thé c6 trong luwong phén t bét ky, va c6 thé 1a mach nhanh hodc mach khong
nhanh. S$6 lugng polyme ge‘mv vao khang thé co6 thé thay d6i, va néu nhidu hon mot
| polyme'duqc gin vao, thi ching c6 thé 13 cling mot phan tir hodc 1a cac phan tir khac
nhau. Thong thudng, s6 lwgng va/hodc loai polyme dugc st dung d8 tao din xuit c6 thé
| dugc xac dinh dua trén cac can nhic bao gbdm, nhung khong gi6i han &, tinh chét hodc
chirc nang cu thé ctia khang thé can duoc cai thién, liéu dan xuit cia khang thé nay c6

dugc stir dung trong tri liéu dudi didu kién x4c dinh hay khong, v.v..

Theo phuong 4n khéc, sang ché d& xuét thé lién hop cia khéhg thé va gbc kh6ng

6 ban chét protein ma c6 thé dugc lam héng mdt cach choh loc bang céch cho tiép xuc
voi bire xa. Theo mot phuong éan, gbc khéng c6 ban chét protein 14 dng nano cacbon
(Kam, N.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005) 11600-11605). Buc xa c6 thé
cod bude séng bét ky, va bao gém, nhung khoéng gidi han &, cac bude séng ma khong
gdy hai cho cédc té bao binh thuong, nhung 1a cac bude s6ng ma 1am néng gbc khong c6
ban chét protein dén nhiét do ma tai d6 cac té bao trong ving lan c@h khang thé-gbc
khong c6 ban chét protein bi tiéu diét.

" B. Phuong phap tai to hop va ché phim

Khéng thé c6 thé dugc tao ra bing cach sir dung phuong phép t4i t& hop va ché
phém, vi du, nhu duge mo ta trong US 4,816,567. Theo mdt phuong an, axit nucleic da
duoc phéan 14p ma hoa khang thé dic hidu kép khang A-beta ciia ngudi/thy thé transferin
cua ngudi néu trong ban mo ta nay dugc d& xut. Axit nucleic ndy c6 thé mi hoa trihh '
tu axit amin chita VL va/hodc trinh tu axit amin chira .VH cua khang thé (vi du, chudi
nhe va/hodc chudi ning ctia khang thé). Theo phuong 4n khac nita, sing ché dé xult mot
hodc nhiéu_vecto (vi du, vecto biéu hién) chira axit nucleic ndy. Theo phuong 4n khéc
nira, sang ché dé xuét té bao chu chtra axit nucleic ndy. Theo mdt phuong an nhu vy,
té bao chu chtra (vi du, dugce bién nap véi): (1) vecto chira axit nuclelc ma hoa trinh tu
axit amin chira VL cua khang thé va trinh ty axit amin chira VH cua khang thé, hoic (2)
vecto thit nhét chtra axit nucleic ma hoéa trinh ty axit amin chta VL cta khing thé va
vecto thir hai chtra axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin chira VH cuia khang thé. Theo

mdt phuwong 4n, t& bao chu 1a t& bao nhan chuln, vi du té bao trimg chudt ddng Trung
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Hoa (CHO) hoic té'ba‘lo dang lympho (vi dy, té bao Y0, NSO, Sp20). Theo mét phuong
an, phuong phép tao rakhéng thé dic hidu kép khang A-beta ctia ngudi/thy thé transferin
cta ngudi duge dé xuét, trong d6 phuong phéap nay bao gdm budc nudi ciy té bao chi
chira axit nucleic ma héa khang thé néu trén trong didu kién thich hop db6i vé6i viéc biéu
hién khang thé, va tiy y thu hdi khang thé tir té bao chii (hodc moi trudng nudi chy t&
" bao chu). | ' '

Dé san xuét khang thé ddc hidu kép tai td hop khang A-beta ciia ngudi/thy thé
transferin cia nguoi, axit nucleic mi hoa khang thé, vi dyu, nhu néu trén, duoc phan lap
va dugc chén vao mot thflc nhiéu vecto dé tiép tuc nhan déng va/hodc biéu hién & té
bio chii. Axit nucleic na‘lyA co thé dugc phan 1ap va giai trinh tu d& dang bing cach st
dung cac quy trinh thong thuomg (vi du, bing cach sir dung miu do oligonucleotit co

kha nang gan két dic hiéu véi gen ma hoa chudi ning va chudi nhe ctia khang thé).

Céc t& bao chu thich hop dé nhan dong hodc bidu hién vecto ma héa khang thé
bao gbém t& bao nhan so hoidc té bao nhan chuin néu trong ban mo ta nay. Vi dy, khang
thé c6 thé du:(_rc. tao ra & vi khudn, dic biét 1a khi khong cin dén qué trinh glycosyl hoéa -
va chirc nang tdc dong Fc. Péi véi viéc biéu hién doan khang thé va polypeptit ¢ V1 '
khuén, xem, vi dy, US ‘5,648,237, US 5,789,199 va US 5,840,523. (xem thém tai li€u
Charlton, K.A., trong tai liéu: Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C.
(éd.), Humana Press, Totowa, NJ (2003), cac trang 245-254, mo ta sy biéu hién doan
khéng thé & E. coli.). Sau khi biéu hién, khéng thé c6 thé dugc phan 14p tir t& bao vi
k_huéri thé nhad trong phan doan tan dugc va c6 thé dugce tinh ché tiép.

Ngoai sinh vt nhan so, vi sinh vat nhéan thue nhu ndm soi hodc ndm men ciing

la vat chu nhéan dong hodc bidu hlen thich horp d6i v6i vecto ma hoa khang thé, bao gdbm

© céc chung ndm va ndm men ma qua trinh glycosyl héa cua ching da “dugc 1am gibng

nhu ctia ngudi”, din dén viéc tao ra khang thé c6 md hinh glycosyl héa cla ngudi mot

phin hoic hoan toan. Xem tai liéu Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (2004) 1409-1414;
va Li, H. et al,, Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215. |

~ Té bao chu thich hgp dé biéu hién khang thé da dugc glycosyl héa con dugc lay .
tir sinh vat da bao (dong vat khong xuong séng va dong vat c6 xuong sbng). Cac vidu -

v té bao dong vat khong xuong song bao gdm té bao thurc vat va t€ bao con trung. Nhiéu
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chiing baculovirus da dugc nhén dién c6 thé duoc sit dung két hop véi t€ bao con tring,

dic biét 1a d& chuyén nhidm t& bao Spodoptera frugiperda.

Céc gibng cAy té bao thurc vat cling c6 thé duoc sir dung 1am vat chu. Xem,-vi du,
US 5,959,177, US 6,040,498, US 6,420,548, US 7,125,978, va US 6,417,429 (mo ta
cdng nghé PLANTIBODIES™ d8 tao ra khang thé & thuc vat chuyén gen).

Té bao dong vat c6 xwong séng ciing c¢6 thé dugc sit dung 1am vat chu. Vi dy,
cac dong té bao dong vat c6 vi duge 1am thich nghi dé sinh truéng & trang thai lo ling
c6 thé duge st dung. Cac vi du khéc vé dong té bao vat chu d@ng vat ¢6 vi hitu dung 12
dong CV1 than khi dugc bién nap béi SV40 (COS-7); dong té bao than phdi ngudi (293
hoac té bao 293 dugc mo ta, vi duy, trong tai li¢u Graham, F.L. et-al., J. Gen Virol. 36
(1977) 59-74); té bao than chudt ddng con (BHK); t& bao Sertoli chudt nhét (t& bao TM4
nhu duqc mo ta, vi du, trong tai liéu Mather, J.P., Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252); té
bao than khi (CV1); t& bao than khi xanh chau Phi (VERO-76); té bao canxinom cb tit
cung ngudi (HELA); t& bao than ché (MDCK; té bao gan chudt Buffalo (BRL 3A); té
bao phdi ngudi (W138); té bao gan nguoi (Hep G2); khéi u va chudt nhat (MMT
060562); té bao TRI, nhu dugc rh(“) ta, vi du, trong tai licu Mather, J.P. et al., Annals
N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68; té bao MRC 5; va té bao FS4. Céc dong té& bao vat
chu dong vat c6 va hitu dung khéc bao gbm té bao trirng chudt ddng Trung Hoa (CHO),
bao gdm té bao DHFR" CHO (Urlaub, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980)
4.216-4220); va dong té bao u tiiy nhu Y0, NSO va Sp2/0; Dé biét tbng quan vé cac d(‘)ng
té bao vat chi dong vat ¢ vii cu thé thich hop dé tao ra khang fhé, xem, vi du, tai liéu
Yazaki, P. and Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.),
Humana Press, Totowa, NJ (2004), cac trang 255-268.

C. Phuohg phéap va ché phim ding dé chin do4n va phat hién

Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé bét ky trong s cac khang thé dic hidu kép
khang A-beta cia ngudi/thu thé transferin ctia ngudi duogc dé xuit trong ban mo ta nay
hitu dung dé phat hién su c6 mit clia A-beta trong mau sinh hoc. Thuét ngit “phat hién”

trong ban mé ta nay bao gom té bao hodc mo.

Theo mot phuong an, khang thé dic hiéu kép khang A-beta ctia ngudi/thu thé

transferin ciia ngudi dé st dung trong phuong phap chén doan hodc phat hién dugc d&

xuét. Theo khia canh khéc, phuong phap phét hién sy c6 mit ciia A-beta trong mau sinh
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hoc dugc dé xuét. Theo cac phuong 4n cu thé, phuong phap nay bao gdm budc cho mau
sinh hoc tiép xtic véi khang thé dic hiéu kép khang A-beta ciia ngudi/thu thé transferin
v cﬁa ngudi nhu duge néu trong ban mo ta nay trong didu kién cho phép dién ra Sy gin
két ctia khang thé dic hiéu kép khéang A-beta ctia ngudi/thu thé transferin clia ngudi voi
A-beta, va phat hién xem liéu c6 tao ra phitc hgp gifta khang thé dic hiéu kép khang A-
beta cua ngudi/thu thé transferin ctia ngudi va A-beta hay khong. Phuong phé’ip nay cé

thé 1a phuong phép in vitro hogc in vivo.

Theo céc phuong 4n cu thé, cic khang thé dic hiéu kép khang A-beta cua -
ngudi/thy thé transferin ctia ngudi duge danh du dugc @& xuét. Chit danh dau bao gom, -
nhung khong gidi han &, chat danh ddu hoic gbc ma dugc phét hién mot céch tn_ré tiép
(nhu chét danh diu huynh quang, chit danh dAu sinh mau, chit danh ddu day dic dién
tir, chit danh ddu phat quang va chit danh diu phong xa), ciing nhu gbc, nhu enzym |
hozc phdi tir, ma dwgc phéat hién mot cach gian tiép, vi du, théng qua phan Ung enzym
hodc tu_:dﬁg tac phén tir. Céc chét dénh d4u tiéu biéu bao gébm, nhung kh()hg gi6i han &,
chit ddng vi phong xa 3P, 1*C, 121, °H, va 1*!I, nhém huynh quang nhu chelat dit hiém
hodc floresxein va dan xuét ctia né, rhodamin va dan xuit ciia n6, dansyl, umbelliferon,
luxeriferaza, vi du, luxiferaza dom dom va uxiferaza vi khuln (US 4,737,456),
luxiferin, 2,3-dihydrophthalazindion, peroxidaza cai ngwa (HRP), phosphataza kiém, B-
galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza, vi du, glucoza oxidaza,
galactoza oxidaza va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza, oxidaza di vong nhu uricaza
va xantin oxidaza, dugc cong hop véi enzym ma sir dung hydro peroxit dé oxy héa tién
chét thude nhudm nhu HRP, lactoperoxidaza hodc microperoxidaza, biotin/avidin, chét
danh diu chuyén dong quay, chit danh d4u thé thuc khuin, gbc tu do dn dinh, va twong

tu.
D. Dugc phdm

Duqc pham cta khang thé .dac hiéu kép khang A-beta cia ngudi/thu thé transferin
ctia ngudi nhu dugc néu trong ban mod ta nay dugc bao ché bang céch tron khang thé
nay c¢6 muac do tinh khiét mong mudn v6i mot hodc nhidu chit mang dugc dung tiy y
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. (ed.) (1980)), & dang ché
pham dong khd hodc dung dich nudc. Chét mang dugc dung thuong 1a khong doc db6i

v6i ngudi nhan tai lidu lugng va ndng d dugce st dung, va bao gom, nhung khong gidi
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han &: chit dém nhu phosphat, xitrat va céc axit hiru co khéc; chit .c.h(‘)ng oXy héa bao
gdm axit ascorbic va methionin; chét bao quan (nhu octadexyl dimetylbenzyl amoni
clorua; hexam_ethoni clorua; benzalkoni clorua; Benzethoni clorua; phenol, rugu butylic
hodc ru’é’u benzylic; alkyl parabeh nhu metyl hodc propyl paraben; catéchol; resorxinol;
xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); polypeptit c6 trong lwgng phén tir thap (it hon
khoang 10 gbc); cac protein nhu albumin huyét thanh, gelatin hodc globulin mién dich;
polyme wa nude nhu poly(vinylpyrolidon); axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin,
histidin; arginin hodc lysin; monosacarit, disacarit va cac hydrat cacbon khéac bao gdm
glucoza, mannoza hodc dextrin; chit tao chelat nhu EDTA; duong nhu sucroza,
mannitol, trehaloza hodc sorbitol; d6i ion tao mudi nhu natri; phirc kim loai (vi dy, phic |
Zn-protein); va/hodc chét hoat dong bé mit khong ion nhu polyetylen glycol (PEG)v. Céc
chit mang dugc dung tiéu biéu trong ban md ta nay cdn bao gém chét phén tan thubc
trong k& nhu hyaiuronidaZa glycoprotein tan duqé c6 hoat tinh trung tinh (sSHASEGP), -
vi du, PH-20 hyaluronidaza glycoprotein tan dwgc cua ngudi, nhu rhuPH20
(HYLENEX®, Baxter International, Inc.j. Céac sHASEGP duoc le"ly 1am vi du va phuong -
phap st dung, bao gébm rhuPH20, dwoc md tad trong US 2005/0260186 va
US 2006/0104968. Theo mét khia canh, SHASEGP dugc két hop v6i mot hodc nhiéu

glycosaminoglycanaza bd sung nhu chondroitinaza.

~ Cac ché phdm khang the dong kh tiéu bidu dugc md ta trong US 6,267,958. Cac
ché phdm khang thé dang nudc bao gém céc ché phim dugc mod ta trong US 6,171,586
va WO 2006/044908, ché pham dugc néu sau chira chét dém histidin-axetat.

Ché phdm néu trong ban md ta nay c6 thé con chira nhiu hon mot thanh phin
hoat tinh khi cAn thiét déi véi chi dinh cu thé dugc didu tri, tt hon 1 thanh phén c6 hoat
tinh bd sung ma khong giy tac dong c6 hai cho nhau. Cac thanh phén hoat tinh nay c6

mat mot cach thich hop & dang Két hop véi lugng c6 hi¢u qua dbi v6i muc dich du dinh.

Céac thanh phén hoat tinh c6 thé duoc bét giit trong vi nang duge tao ra, vi du,
bang k¥ thuat tu giot hoaé polyme héa bé mit phan céch, vi du, hydroxymetylxenluloza |
hodc vi nang gelatin va vi nang poly-(metyl metacrylat), mot cach twong (ing, trong hé.
dua thubc vao co thé dang keo (vi dy, liposom, vi céu albumin, vi nhii twvong, hat nano
va vién nang nano) hoic trong dai nhil trong. Céc k¥ thuat nhu vay dugc mé ta trong

tai liéu Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. (ed.) (1980).
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Ché phim giai phong kéo dai c6 thé dugc bao ché. Céac vi du thich horp vé che. |
pham giai phong kéo dai bao gbm chit nén ban thim gbm polyme rin ky nuéc chia
_ khang thé, chét nén nay & dang vat phdm da dugc tao hinh dang, vi du mang hoic vi
‘nang. Cécvidu v& co chét g1a1 phong kéo dai bao gbm polyeste, hydrogel (vi duy, poly(2-
hydroxyetyl metacrylat) hoac ruou poly(vinylic)), polylactit (US 3, 773 ,919), copolyme
ctia axit L-glutamic va y etyl-L-glutamat, etylen-vinyl axetat khong phan huy, copolyme
axit lactic-axit glycolic d& phan hity nhu LUPRON DEPOT™ (vi ciu tiém dugce duge
céu thanh tir copolyine axit lactic-axit glycolic va leuprolit axetat), va axit poly-D-(-)-3-
~ hydroxybutyric. 'V

Ché phim dé st dung in vivo thuong 1a v6 trung. Tinh v6 tﬁ‘mg c6 thé duoc tao -
ra dé dang, vi dy, bang cach I(_)C qua mang loc v trung. Theo mot phuong éan, ché pham

12 ché phim ding truong.
E. Phuong phap tri liéu va ché phdm

Khang thé bat ky trong s6 cac khang thé dic hiu kép khang A-beta clia nguoi/thy
thé transferin ciia ngudi dugc dé xuét trong ban mo ta niy c6 thé dugc sir dung trong

phuong phép tri li€u.

'Theo mot khia canh, khang thé dic hidu kép khang A-beta ciia ngudi/thu thé
‘ transferin cia ngudoi dé sir dung lam thudc dugce dé xuét. Theo céc khia canh khéc, khéang
thé dic hidu kép khang A-beta cua ngudi/thu thé transferin cia ngudi dé str dung trong
ngan ngra va/hodc didu tri bénh‘g‘e:m lién véi viée tao ra amyloit va/hodc tao thanh mang
~ bam amyloit dugc d@ xuét. Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé dic hiéu kép khang
A-beta ctia ngudi/thu thé transferin ctia ngudi dé sir dung trong phuong phap diéu tri
duoc d& xuét. Theo cac phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khang thé dic hiéu kép B
khang A-beta ciia ngudi/thy thé transferin ctia nguoi dé sir dung trong phwong phép didu
tri c4 thé méc bénh gin lién véi viéc tao ra amyloit va/hodc tao thanh mang bam amyloi.t
bao gbm viéc st dl_mg cho c4 thé nay luong hitu hiéu cta khang thé dic hidu kép khang |
A-beta cua ngudi/thu thé transferin cia ngudi. Theo mdt phwong 4n nhu vay, phuong
phép con bao gdm viéc st dung cho ca thé nay luong hitu hidu cta it nhét mot chét tri
liéu bd sung, nhu duoc liét ké dudi day hodc khang thé khang -pTau ho#c khang alpha-
synuclein. Theo cac phuwong 4n khéc nita, sang ché @& cap dén khang thé dic higu kép

khang A-beta cla ngudi/thy thé transferin clia nguoi dé st dung trong trc ché sy hinh
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 thanh méang bam va/hodc lam phén huy méng bam B-amylbit., Theo céc phuong 4n cu
thé, sang ché @& cap dén khang thé dic hidu kép khing A-beta cta ngudi/thu thé
transferin cua ngudi dé sir dung trong phuong phap e ché sy hinh thanh rhéng bam
va/hogic 1am phan hiy mang bam B-amyloit & c4 thé, bao gdm viéc sir dung cho ca thé
nay lugng hitu hi¢u cia khang thé dic hidu kép khang A-beta cua ngudi/thu thé
transferin cta ngudi dé e ché su hinh thanh mang bam va/hodc 1am tan a8 mang bam
B-amyloit. Tét hon 1a “ca th8” theo phuong an bt ky trong sb cac phutdng an néu trén
1a nguoi.

Theo khla canh khéc, sang ché dé cap dén viéc st dung khang thé dic hidu kép
khéng A beta cua nguol/thu thé transferin ctia ngudi trong san xuét hogc bao ché thudc.
Theo mdt phuong an, thubc duge dung dé didu tri bénh gan lién véi viéc tao ra amy101t '
va/hoic tao thanh méang bam amyloit. Theo phwong 4n khéc nira, thubc dugc sir dung
trong phuwong phép diéu tri bénh gén lién véi tao ra amyloit va/hodc tao thanh mang bam

| ainyloit bao gdm viéc sir dung cho c4 thé mic bénh gin lién véi tao ra amyloit va/hodc
tao fhanh mang bam amyloit lugng hitu hi€u ctia thudc nay. Theo mdt phuwong 4n nhu )
vay, phuong phap bao gbm bude cho ca thé nay ding lugng hitu hiéu cia it nhét mot
chét tri liéu bd sung, nhu dugc liét ké dudi ddy hodc khang thé khang pTau hoic khéng '

1 alpha synucleln Theo phuong &n khéc nita, thudc dugc dung @& (rc ché sy hinh thanh
'mang bam va/hodc 1am tan rd mang bam B-amyloit. Theo phuong an khdc nira, thudc
dugc st dung trong phuong phap wrc ché su hinh thanh méang bam va/hodc lam tan rd -
mang ibam B-amyloit & ca thé, bao gdm viéc sir dung cho c4 thé nay lugng hiru hiéu cﬁa
thuéc nay dé e ché su hinh thinh mang bam va/hodc lam tan rd mang bam B-amyloit.

“Ca th”’ theo phuong an bat ky trong s6 cac phwong 4n néu trén co thé 12 nguoi.

- Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap didu tri bénh gén lién v6i
taora .amyloit va/hoic tao thanh mang bam amyloit. Theo mdt phuong 4n, phuong phap
ndy bao gdm viéc st dung cho cé thé mic bénh lién quan dén amyloit va/hoidc tao thanh
mang bam amyloit lugng hitu hiéu ctia khang thé dic hiéu kép khang A-beta cua
ngudi/thu thé transferin ctia ngudi. Theo mdt phuong 4n nhu vay, phuong phép nay con )
bao gém viéc str dung cho cé thé nay lugng hitu higu cua it nhit mot chét tri liéu bd -
sung, nhu dugc néu dudi day hodc khang thé khang pTau hoic khang alpha—symiclein.

“Cé thé” theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén ¢ thé 12 nguoi.
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Theo khia canh khéc, sing ché d& cap dén phuohg phép trc ché su hinh thanh
' méng bam va/hoic lam phan hily mang bam B-amyloit & ca thé. Theo mot phuong 4n,
phuong phép nay bao gbm viéc sir dung cho ca fhé nay lugng hitu hiéﬁ cta khang thé
dic hiéu kép khang A-beta clia ngudi/thu thé transferin cia ngirbi @& e ché sy hinh
-thanh mang bam va/hodc lam tan ra mang bam B-amyloit. Theo mdt phuong an, “cé thé”
13 nguoi. | | |
- Theo khia canh khic, sang ché @& cap dén dugc phim chira khing thé bat ky
trong s6 cac khang thé dic hiu kép khang A-beta clia ngudi/thy thé transferin ctia ngubi
dugc dé xuét trong ban md ta nay, vi dy, dé str dung trong phuong phap bat ky trohg s6
- cac phuong phép tri liéu néu trén. Theo mot phuong an, duge phdm chira khang thé bét
ky trongv s6 cac khang thé dic hidu kép khang A-beta clia ngudi/thy thé transferin ctia -
ngudi dugce d& xuét trong ban md t4 nay va chit mang dugc dung. Theo phuong 4n khac,
'duqc phdm chira khéng thé bit ky trong sb cac khang thé dic hiéu kép khéng A-beta cua
- ngudi/thy thé transferin ctia ngudi duge dé xuit trong ban mo ta nay va it nhét mot chat
frj liéu bd sung, vi du, nhu duge néu duéi ddy hoic khéng thé khang pTau hoic khang

alpha-synuclein.

Khang thé néu trong ban mo ta ndy c6 thé dwoc sir dung mot minh hoic & dang
Két h(fp v6i chat khac dé tri liéu. Vi du, khang thé néu trong ban mo ta héy c6 thé duge
st dung dong thbi_:véi it nhAt mot chét tri liéu bd sung. Theo cac phuong 4n cu thé, chat
tri liéu bd sung 13 chét fri liéu hiru hiéu d& didu tri r6i loan thn kinh gidng hoic khac
" nhau nhu khang thé dic hiéu kép néu trong ban md ta ndy dugc sir dung dé diéu tri. Céc
chét tri liéu b6 sung tidu biéu bao gdm, nhung khong gi6i han &: thudc diéﬁ tri bénh than
kinh khéc nhau néu trén, chét uc ché_ cholinesteraia (nhu donepezil, galantamin,
rovastigrhin, va tacrin), chat déi khang thu thé NMDA (nhu memantin), chit trc ché két
' tu peptit amyloit beta, chat chéng oxy héa, chit didu bién y-secretaza, chit md phéng
yéu tb ting trudng than kinh (N GF).hoac liéu phap gen NGF, chit chi van PPARY, chit
ttc ché HMS-CoA reductaza (statin), ampakin, chét phong bé kénh canxi, chét dbi khéng
thu thé GABA, chét trc ché glycogen synthaza kinaza, globulin mién dich trong tinh
* mach, ‘chét chu Veinv thu th8 muscarin, chit diéu bién thu thé nicrotin, chit mién dich |
peptit amyloit beta chi dong hodc bi dong, chit tc ché phosphddiesteraza, chit dbi

khang thu thé serotonin va khang thé khang peptit amyloit beta. Theo cac phuong 4n cu
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thé, it nhat mot chat tri liéu bo sung dugce chon loc vé kha ning cuia né trong viéc lam

thuyén giam mot hodc nhiéu tac dung phu ciia thudc diéu tri bénh than kinh.

Céc liéu phap két hop duge néu trén bao gdm viéc str dung két hop (khi hai hosic
nhiéu chét tri liéu dugc bao gdm trong cling mot ché phim hoic céc ché phém khéc
nhau), va st dung riéng r&, trong trudng hgp do, st dung khang thé néu trong ban md ta
‘ndy c6 thé dién ra trude khi, trong khi, vd/hodic sau khi sir dung chét hodc céc cht tri
liéu bd sung. Theo mdt phuorng 4n, str dung khang thé dic hiéu kép khang A-beta cia |
nguoi/thu thé transferin ctia ngudi va st dung chét tri ligu bd sung Xuét hiéri trong
khoang mdt thang, hodc trong khoéhg m@t; hai hodc ba tun, hoac trong khoéing mot,
hai, ba, bbn, nim, hodc séu ngay, v6i nhau. Khang thé néu trong ban mod ta ndy ciing ¢6
thé duoc sir dung & dang’ két hop véi cac lidu phép can thiép khac nhu, nhung khong
gidi han &, xa tri, liéu phap hanh vi, hodc céac liéu phap khac da biét trong linh vuc nay

va thich hop cho réi loan than kinh can diéu tri hoic ngin ngira.

Khéng thé néu trong ban mo ta nay (va chét tri liéu b sung bat ky) c6 thé duge

st dung theo céch thich hop bét ky, bao gdm sir dung ngoai dudng tiéu hoa, trong phbi
va trong mili, va ﬁéu cin dé didu tri tai chd, str dung trong thuong tdn. Viéc truyén ngoai
duong ti€u hoa bao gbm st dung trong co, trong tinh mach, trong dong mach, trong
mang bung hoic duéi da. Viéc dung lidu c6 thé 1a theo duong thich hop bét ky, vi du,
bang céch tiém, nhu tiém trong tinh mach hodéc tiém duéi da, thy thuéc mot phﬁn vao
viéc liéu vi€e sir dung nay 12 ngén han hay dai han. Céc lich trinh ding 1iéu khéc nhau
bao gbém, nhung khéng gi6i han &, str dung mot 14n hogc st dung nhiéu 14n tai c4c thoi
diém khéc nhau, st dung thubc 1idu cao (bolus) va truyén theo xung dugc du tinh dén

trong ban mo ta nay.

Khang thé néu trong ban mo ta nay dugc phéi ché, duoc ding liéu va dugc st
dung theo cach thic phl‘l-hqp vé6i tidu chudn thuc hanh y té t5t (GMP: good medical
practice). Cac yéu t6 cAn xem xét trong ngit canh nay bao gbm rbi loan cu thé can diéu
tri, dong vat c6 va cu. thé can diéu tri, tinh trang lﬁm sang cia bénh nhéan ca thé, nguyén
nhan giy ra ri loan, vi tri dua chat vao co thé, phuong phap st dung, lich trinh sir dung
- va cac yéu tb khac da biét @i véi bac si. Khang thé khong cin phai, nhung tuy y dugc
phéi ché v6i mdt hodc nhidu chét hién dang dugc st dung dé ngan ngira hodc diéu tri

ri loan dang quan tim. Lwong hitu hiéu cua cic chat khac nay phu thudc vao luong
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khang thé c6 mat trong ché phém, loai réi loan hoic diéu tri, va cac yéu t6 khac néu trén.
Céc chét nay thuong duge st dung & cing lidu lwong va theo duong sur dung nhu dugc
‘néu tr_ong ban md té’i nay, hodc khoang tir 1 dén 99% liéu luong néu trong ban mo ta nay,
hodc & lidu luong bét ky va theo dudng bét ky ma dugc x4c dinh 12 thich h(_jp dua vao

kinh nghiém/1am sang. |

Céc phuong phap dua vao lipit dé van chuyén cAu trac dung hop hoic horp chit
qua BBB bao gbm, nhung khong gi6i han &, bao nang chu trac dung hop hoic hop chét
trong liﬁosom ma c6 thé bt cép v6i thé gin két hoa tri mot ma gén két vao thy thé trén
ndi md mach cia BBB (xem vi du, US 2002/0025313), va boc thé gén két hoa tri mot
trong | cac hat lipoprotein ty trong thdp (xem vi du, US 2004/0204354) hoad
apolipoprotein E (xem vi du, US 2004/0131692).

Pé ngan ngira hoic didu tri bénh, lidu lugng thich hep cia khang thé néu trong
ban md ta nay (khi dugc str dung & dang don 1€ hodc & dang két‘ h(_)*p v6i mot hodc nhidu
chét tri lidu bd sung khac) s& phu thudc vao loai bénh can diéu tri, loai khang thé, muc
d6 trAm trong va thoi gian mic bénh, liéu khang thé duoc sit dung nhim muc dich ngan

‘ngtra hay tri li€u, li€u phép trj li¢u da dung trude do, tién_ sir 1am sang va dap Ung cua
bénh nhan v§i khang thé, va quyét dinh cua bac si diéu tri. Khang thé duoc st dung mot
céch thich hop cho bénh nhén tai mot thoi diém hoic qua mot dot diéu tri. Tuy thudc
vao loai va mac do trAm trong cta bénh, lidu lwong khéng thé nam trohg khoang tir
khoang 1pg/kg dén 15mg/kg (vi du 0,5mg/kg - 10mg/kg) c6 thé_la‘l lidu lugng Gng cir
ban dau dé stt dung cho bénh nhan, cho du, vi du, béng' cach sﬁ: dung riéng biét mot hodc
nhidu 1in, hay bang cach truyén lién tuc. Mot lidu lwong hing ngay dién hinh ¢6 thé nim
trong khoang tir khoang 1pug/kg dén 100 mg/kg hodc 16n hon, tiy thudc vao cac yéu t6
néu trén. Dé st dung lap lai trong vai ngay hodc 14u hon, ty thudc vao tinh trang bénh,
viéc diéu tri thudng s& dugc duy tri cho dén khi xay ra su trc ché triéu chimg bénh mong
mudn. Mot lidu lugng tiéu biéu cua khé’mg thé s& ndm trong khoéng tir khoang 0,05
mg/kg dén khoang 10 mg/kg. Vi vay, mot hodc nhiéu liéu khoang 0,5 mg/kg, 2,0 rhg/kg, .
4,0 mg/kg hodc 10 mg/kg (hoic t6 hop bit ky clia ching) c6 thé dugc st dung cho bénh
nhan. Cac lidu nay co thé duge st dung mot cach gian doan, vi du mot tudn mot 1in hoac
ba tudn mot 1an (vi du, sao cho bénh nhan nhén tir khoang hai dén khoang hai muoi
hoac; vi dy, khoang sau lidu khang thé). Liéu nap ban d4u cao, sau d6 15 mot hodic nhiéu

lidu thip hon c6 thé duge sit dung. Tuy nhién, cac ché @6 dung lidu khac ciing c6 thé
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duoc st dung. Tién d cua lidu phép ndy duge theo doi d& dang bang cac k}”/»thuat va

thir nghiém thong dung.

CAn phai hiéu ring ché phdm hoic phircmg phap tri liéu bat ky trong sd cac ché
phim hozc phwong phap tri liéu néu trén c6 thé dugc thyc hién bing céch sir dung thé
lién hop mién dich néu trong ban mo ta nay thay thé hodc ngoai khang thé dic hicu kép

khéng_ A-beta ctia ngudi/thu thé transferin cia nguoi.
III. Vat phém

Theo khia canh khéc néu trong ban md ta nay, sang ché d& xuit Vat phim chira
nguyén liéu hitu dung dé dleu tri, ngén ngtra va/hodc chén doan r6i loan néu trén. V4t
pham chtra vt chita va nhan hodc t& huéng dan str dung trén hogc gin 1ién véi vat chira.
Céac vat chira thich hop bao gém, vi du, chai, lo, bom tiém, tui dung dung dich dung
trong tinh mach, v.v.. Vit chra ¢ thé dﬁqc tao ra tir cac vat liéu khac nhau nhu thay
tinh hoeflé chét déo. V@t. chira dyng ché phdm ma ban than n6 hodc & dang két hop vai
ché phdm khac hitu hi¢u dé diéu. tri, ngdn ngura va/hodc chén doan tinh trang bénh, va
c¢6 thé c6 ddu vao vo trung (vi du, vat chira c6 thé 13 tGi dung dung dich dung trong tinh
mach hodc lov c6 ntt day c6 thé choc thiing bang kim tiém duéi da). ft nhét mdot hoat chét
trong ché pham 1a khang thé néu trong bin mo ta nay. Nhan hodc to huéng dan sir dung

| the hlen rang ché phdm nay duge st dung dé diéu tri tinh trang bénh dugc lya chon.
Ngoai ra, vat pham c6 thé chira (a) vt chira thit nhét chira ché phdm trong d6, trong d6 |
ché phim nay chl'ra khang thé néu trong ban mo ta nay; va (b) vat chira thi hai chia ché
pham trong d6, trong d6 ché phdm nay chira chét tri liéu khac nita c¢6 hoat tinh gy doc
té bao hoic co hoat tinh khac. Vat pham theo phuong 4n nay ¢ thé con chira t&y huong
~ dan str dung thé hién ring ché pham nay c6 thé du’(_)'c st dung @8 didu tri tinh trang bénh
‘cu thé. Theo cach khac, hodc ngoai ra, vat phém c6 thé con chira vat chita thit hai (hodc -
thir ba) chira chit dém dugc dung, nhu nuée tiém kim ham vi khun (BWFI), nu6c mudi
dém phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza. N6 c6 thé con bao gém cac
nguyén liéu khéc dugc mong mudn xét theo quan diém thwong nﬁai va quan diém cua
nguodi st dung, bao gém céc chit dém khac, chét pha lodng, chit don, kim tiém Vé bom -

tiém.
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Cén phai hiéu rang vat phém bét ky trong s cac vat phim néu trén c6 thé chira
thé lién hop mién dich néu trong ban mo ta nay thay thé hodc ngoai khang thé dic hiéu
kép néu trong ban mo ta nay.

Vi du thwe hién sang ché

Du6i day la cac vidu vé phuong phéap va ché phim theo séng ché. Cin phai hiéu }
ring cac phuong 4n khéac khéc nhau c6 thé duge thuc hién dya vao phin m ta chung
néu trén. "

Vit liéu & phuong phép chung

‘Thong tin chung lién quan dén trinh tu nucleotit cia globulin mién dich cua ngudi
chu6i nhe va chuSi ning dugc néu trong: Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of
Immunological ‘Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991). Axit amin cta cac chudi khang thé duoc danh s6 va dugc vién
dﬁn theo cach danh sb theo »Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of

' Immunblogical Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,

Bethesda, MD (1991)).
K§ thuat ADN t4i t6 hop

Cac phuong phap chuin dugc st dung dé thao tac trén ADN nhu dugc md ta

trong Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Chét phan {ing sinh hoc phan - |

tr duoc str dung theo huéng din cia nha san xuat.

Téng hop gen

Cac doan gen mong mubn duoc tao ra tir oligonucleotit dugc tao ra bang cach
: téng hop hoa hoc. Céc doan gen dai, ma dugc chan b%t_ng cac vi tri phan cit endonucleaza -
gidi han don, dugc 14p rap bing céch ghép va ndi cac oligonucleotit bao gbm khuéch
dai PCR va sau d6 duoc tach dong qua céc vi tri gidi han dinh tru¢e. Céc trinh tw ADN
cia cac doan gen du:(_yc tao bdc‘,)ng trd lai.duqc xac nhan béng cach giai trinh tw ADN.
Téng hop cac doan gen theo thir tu theo m6 ta duge néu trong Geneart (Regénsburg, |

Germany).
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Xac dinh trlnh tw ADN

Cac trinh tu ADN dugc xac dinh bang cach giai trinh tw mach kép duge thuc hlen
& MediGenomix GmbH (Martinsried, Germany) hodc Sequlserve GmbH (Vaterstetten,

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

* G6i phin mém GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) phién ban
10.2 va Vecto NT1 Advance suite cia Infomax phién ban 8.0 dugc su: dung dé tao ra,
13p ban dd, phan tich, chi thich va minh hoa trinh tu. |
Vecto biéu hién
Dé biéu hién khang thé déc hiéu kép mong mudn, plasmit biéu hién dé biéu hién
tam thoi (vi du trong té bao HEK?293) duya trén viéc t6 chirc cADN c6 hodc khong ¢

ving khéi dau tin CMV-intron A hoic td chirc bd gen véi viing khéi diu tan CMV c6
thé duoc 4p dung.

Ngoai vecto cat-xet biéu hién khang thé, cic vecto chira:

- vung khéi déu sao chép cho phép sao chép plas'mit nay trong E.

coli, va
- gen B-lactamaza tao tinh khang ampixilin & E. coli.
Don vi phién ma ciia gen khéng thé duoc ciu thanh tir cc thanh phan sau:
- (céc) vi tri giéi han dic thu & dau 5°
- yéutb tang cuong sém tic thi va ving khai dﬁﬁ tur cyfomegal'ovirﬁt
cua ngudi,
- tﬁnh tu intron A trong trudng hop td chitc cADN,
- -vung 5°-khong dich ma dugc 14y tir gen khang thé cua ngudi,
- trinh ty tin hiéu chudi ning globulin mién dich,

- axit nucleic m& hoa chudi khang thé tuong tmg 12 cADN hodc v6i sy

td chirc exon-intron bd gen,
- viing 3’ khong dich ma voi trinh ty tin hi€u polyadenyl hoa, va

- (céc) vi tri gidi han dédc thu ¢ dau 3.
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Gen dung hop mi héa cac chudi khang thé dugc tao ra biang PCR va/hoic téng
hop gen va dugc 14p rap bang phuong phap va ky thuat tai tb hop da biét bang cach nbi
cac doan axit nucleic nay V1 du bing cach st dung céc vi tri gidi han dic thu trong cc |
vecto tuong urng Céc trinh tu axit nucleic dugc tach dong lai dugc x4c nhan bang cach
gidi trinh tu ADN. Dé chuyén nhiém tam thorl cac luong 16n plasmlt dwgc tao ra bang
ché phim plasmit gibng ciy E. coll dugc bién nap (Nucleobond AX, Macherey-Nagel).

-_Déi v6i tht ca cac céu tric cong nghé di dime hoa gin phan phinh vao phén 16m
(knob-into-hole) dugc sir dung v6i d6t bién thé phin phinh thong thu'bﬁg (T366W) trong-
" mién CH3 thir nhit va dot bién thé 18 twong ting (T366S, L368A va Y407V) trong mién
CH3 thi hai (ciing nhu hai gbc xystein dugc dua vao bd sung S354C/Y349°C) (dugc

chura trong trinh tu chudi ning (HC) twong tmg dugc mo ta & trén).
K¥ thuat nudi cy té bao
K§ thuat nudi cdy té bao chuin nhu dugc md ta trong Current Prot_ocoi’s in Cell

Biology (2000), Bonifacino, J.S., Dasso, M., Harford, J.B., Lippincott-Schwartz, J. va
' Yamada, K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc., dugc sit dung.

~ Chuyén nhim tam thoi trong hé théng HEK293-F

- Khang thé dic hiéu kép duge tao ra bang cach biéu hién tam thoi. Vi thé qua trinh
chuyén nhiém véi plasmit twong tng bing cach st dung hé théng HEK293-F
(Invitrogen) theo hudng dan cia nha san xut du:qc'thl_xc hién. Mgt cach ngén gon, té
* bao HEK293-F (Invitrogen) sinh. truéng ¢ dang lo ling trong binh 15c hodc trong thiét |
bi 1én men c6 khudy trong moi trudng biéu hién FreeStyle™ 293 khong huyét thanh _
(Invitrogen) dugc chuyén nhiém v6i hdn hop cia plasmit biéu hién twong Ung va
293fectin™ hoic fectin (Invitrogen). Péi véi binh lic 2 L (Corning) té bao HEK293-F
duoc gieo & mat do 1,0¥10° té bao/mL trong 600 mL va dugc u & 120 vong/phit, 8%»
CO,. Vao ngdy tiép theo, t& bao dwgc chuyén nhiém & mat do té bao khoang 1,5%106 té
bao/mL véi xép xi 42 mL hdn hop cua A) 20 mL mdi trudng Opti-MEM (Invitrogen)
chtra 600pg tdng cong ADN plasmit (1 pg/mL) va B) 20ml mdi trﬁé'ng Opti-MEM duogc
bd sung 1,2 mL 293 fectin hodc fectin (2 pL/mL). Theo miic tiéu thy glucoza, dung dich
glucoza dugc bd sung trong thodi gian 1én men. Dich ndi bé mit chira khang thé da tiét
ra dugc thu hoach sau 5-10 ngay va khang thé duoc tinh ché truc tiép tir dich nbi bé mit

hoac dich ndi bé mit duge déng lanh va duogc luu gitr.
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Xéc dinh protein

Néng d6 protein cia cic khang thé dugc tinh ché va cac din xuét duogc xé4c dinh
bing céch xac dinh mét dd quang (OD) & 280 nm, bing cach st dung hé s6 hip thy mol
duoc tinh trén co s& trinh ty axit émin theo Pace, et al., Protein Science 4 (1995) 2411-
1423. '

Xac dinh néng d6 khang thé trong dich ndi bé mit

Nong do cila cac khang thé va cac din xuit trong dich ndi bé mit moi trudng
nudi céy té bao dugc ude luong bang két taa mién dich v6i cac hat protein A agaroza
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Vi thé, 60 pL hatvprotein A Agaroza
dixqc rira ba 14n trong TBS-NP40 (50 mM chit dém Tris, d6 pH=7,5, dugc bd sung NaCl
150 mM va 1% Nonidet-P40). Sau d6, 1-15 mL dich ndi b& mit méi trudng nudi cly té
béo du¢c dua 1én c4c hat protein A Agaroza dugc can bang trude trong TBS-NP40. Sau
khi u trong 1 gid ¢ nhiét do trong lﬁhc‘)ng, c4c hat nay dugc rira trén cdt loc Ultrafree-MC
(Amicon) mot 1an bang 0,5mL TB S-NP40; hai 1in biang 0,5 mL 2x nuéce mudi dugc dém
phosphat (2xPBS, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) va rh@t cach ngén
gon bbn 1an bing 0,5mL chit dém Na-xitrat 100 mM (pH 5,0). Khéng thé da gdn két
duoc rfra giai bang cach thém 35 puL chit d¢m miu NuPAGE® LDS (Invitrogen). Mot
nira m3u dugc két hop véi chét khir miu NuPAGE® hoic dugc dé yén khéng khtr, mot
cach tuong (mg, va duoc 1am néng trong 10 phut & 70°C. Sau d6, 5-30 pL dugc dua lén
gel 4-12% NuPAGE® Bis-Tris SDS-PAGE (Invitrogen) (v6&i chit dm MOPS chd SDS-
PAGE kh(‘)ng duoc khir va chit d¢ém MES véi chét phu ‘trq dém chay maiu chéng oxy
hoa NuPAGE® (Invitrogen) cho SDS-PAGE dugc khfr.) va duoc nhudm bing

Coomassie Blue.

Né)ng d6 cua khang thé trong dich ndi bé mit mdi trudng nudi ciy té bao dugc
dinh luong bang sic ky 4i luc HPLC Mot cach ngén gon, dich ndi bé mit moi truong
nubi cdy té bao chira khdng the ma gén két vao protein A dugc dua 1én cot Apphed
Biosystems Poros A/20 trong 200 mM KH>PO4, 100 mM natri xitrat, d0 pH=7,4 Va duoc -
rira giai bing 200 mM NaCl, 100 mM axit xitric, 46 pH=2,5 trén hé théng Agilent HPLC
1100. Khang thé da rira giai dugc dinh luong bang d6 hap thu UV va hoa nhip cic ving
dmh Khéang thé IgG1 tiéu chuin da tinh ché duge st dung 1am chét chuén. |
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- Theo céch khac, néng dd cua céc khang thé va cac dgn xuét trong dich ndi bé_mat
truong nudi cay té bao duoc do bang IgG-ELISA dang kep. Mot cach ngén gon, cac dia
vi chuén do 16 StreptaWell High Bind Streptavidin 96-A (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) dugc pht bang 100 pL/1d phan ti bt git khang thé khang IgG
ctia ngudi duge biotinyl héa F(ab’)2<h-Fey> BI (Dianova) & 0,1pug/mL trong 1 gio &
nhiét d6 trong phong hodc theo céch khac d& qua dém & 4°C va sau d6 rira ba lan bang
200pL/16 PBS, 0,05% Tween (PBST, Sigma). Sau d6, 100 uL/15 chudi pha loang trong
PBS (Sigma) cta dich ndi bé mit moi trudng nudi cdy té bio chira 'khéng thé twong img
dugc thém vio cac 16 va dugc i trong 1;2 gidr trén may lic & nhiét do trong ph(‘)hg. Céc
15 dugc rira ba 1an bing PBST v6i lugng 200 puL/15 va khang thé & gén két duoc phat
hien bing 100 pL F(ab*)2<hFcy>POD (Dianova) & ndng d6 0,1 pg/mL 14 khéng thé
phat hién bang céch 1 trong 1-2 gid trén méy lic trén may lac & nhiét do trong phong.
| Khéﬁg thé phét hién khong gin két dugc loai bé bing cch rira ba 1an bang PBST v&i
: lugng 200 pL/15. Khang thé phat hién khong gén két dugc phat hién bang cach thém
100 pL ABTS/I3 sau d6 1a &. Viéc xac dinh dd hép thu dwoc thuc hign trén thiét bi do

phé Tecan Fluor & budc song do 1a 405 nm (bude séng tham chidu 13 492 nm).
Tinh ché khéng thé diéu ché

Céc khang thé dugc tinh ché tir dich ndi bé mit méi truong nudi cly té bao duge
loc tham chiéu dén quy trinh chuén. No6i mot cach ngan gon, cac khang thé dugc dua
1én cOt protein A Sepharose (GE healthcare) va duoc rira bang PBS. Viéc rira giéi céc
~ khéng thé dat dugc & do pH=2,8 sau d6 1a trung hoa ngay 1dp tirc. Protein két tu dugc

tach khoi cac khang thé mbnome bang séc ky phén loai kichA thude (Superdex 200, GE
Healthcare) trong PBS hodc trohg chit dém Histidin 20 mM chtra NaCl 150 mM
(pH=6,0). C4c phan doan khang thé monome dugc gop lai, duge cd (néu éﬁn) bang cach
stt dung vi du, thiét bi ¢d ly tim MILLIPORE Amicon Ultra (30 MWCO), dugc dﬁng
lanh va duoc luu trit & nhiét 4o -20°C ho_'cftc -80°C. Modt phﬁn mau dugc cung cép cho
' qué trinh phén tich protein sau d6 va xac dinh dic diém phén tich vi du bang SDS-

PAGE, sic ky phan loai kich thuéc (SEC) hodc phd khéi.
SDS-PAGE

Heé thdng gel NuPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) dugc sir dung theo hudng dan clia
nha sén xuét. Cuvthé, 10% hodc 4-12% gel NuPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast
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| (pH=6,4) va NuPAGE® MES (gel kht, v6i chét phu tro dém chay miu chéng oxy héa
NuPAGE®) hoic dém chay mau MOPS (gel khong khir) dugc st dung.

CE-SDS

bo tinh khiét va tinh toan ven cia khang thé dugc phan tich bang CE-SDS st
dl_ing céng nghé vi chip ¢ chtra dich Labchip (PerkinElmér, USA). Vi thé, 5pL dung
dich khang thé duoc tao ra @8 phan tich bing CE-SDS bing céch st dung kit chét phan
ting biéu hiéri protein HT theo huéng dan cla nha san xuét va dugc phan tich trén hé
théng LabChip GXII bing cach st dung chip biéu hién protein HT. S6 liéu dugc phan
tich bang cach sir dung phin mém LabChip GX. |

Sic ky phén tich phan loai kich thudc

Sic ky phan loai kich thuge (SEC) dé x4c dinh sy két tu va trang-théi oligome
ciia cac khang thé duogc thuc hién bﬁng sic ky HPLC. Mt cach ngin gon, cac khang thé
d‘ugcAtirAih ché bang protein_. A dugc dua lén cdt Tosoh TSKgel G3000SW trong NaCl
300 mM, chét dém KH,PO4/K2HPO4 50 mM (pH=7,5) trén hé théng Dionex Ultimate®
'(Thérmo Fischer Scientific), ho#c 1én ¢t Superdex 200 (GE Healthcare) trong 2x PBS
trén hé théng Dionex HPLC. Khang thé da rira giai dugc dinh lugong bang d6 hép thu
UV va két hop céc vung dinh. Chét chuin loc gel BioRad Gel Filtration Standard 15 1¥
1901 duoc st dung lam chét chuén. '

Phd khéi

Phan nay mo ta viéc xéé dinh dic diém cta khéng thé dic hiéu kép nhén m'a‘nh
vao viéc lap rap ding cua chung. Cac chu tric so cip dugc mong d¢i dugc phéan tich
| “bang phd khéi ion hoéa tia dién (ESI-MS) cia khéng thé nguyén ven di dugc khur
glycosyl hoa va trong céc truong hop cu thé ctia khang thé da duoc phan giai duge khir |

'glycosyl hoa/LysC han ché.

Céac khang thé dugc khir glycosyl hoa bang N-Glycosidaza F trong chéit dém
'phbsphat.hoeflc }chét dém Tris & nhiét do 37°C trong thoi gian dén 17 gi(‘i & ndng dd |
| protein 1a 1mg/mL. Viéc iohﬁn giai bang LysC (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) han ché dugc thuc hién v6i 100 pg khang thé da d‘uqc khtr glycosyl hoa trong
chit dém Tris (pH=8) & nhiét d trong phong trong 120 gio, hodc §37°C trong 40 phut,

mot cach twong Gng. Trude khi do phé khdi, cac miu dugc khir mubi bang HPLC trén
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cot Sephadex G25(GE Healthcare). Téng khéi luong duge x4c dinh qua ESI-MS trén hé
théng maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) duoc lap ngu(k)nb TriVersa
NanoMate (Advion). ' ’

Thir nghiém phan hily héa hoc
MaAu dugc chia thanh ba phﬁn nho va duge dém lai trong 20 mM His/His*HCI,

140 mM NaCl, d6 pH=6,0 hoic trong PBS, mot cach twong tmg, va dugc Ivu gitt § 40°C
(His/NaCl) hodc 37°C (PBS). MAu dbi chimg duoc luu gitt & -80°C.

Sau khi két thic thoi gian 1, mau dugc phan tich v& ndng do hoat tinh twrong dbi
(BIAcore), su két tu (SEC) va sy phan manh (dién di mao quéan hoic SDS-PAGE) va
dugc so sanh véi déi ching chua xtr ly. B

Do én dinh nhiét |

Mau duqc. tao ra & néng d6 1a 1 mg/mL trong 20 mM Histidin/Histidin clorua,
140 mM NaCl, d6 pH=6,0, dugc chuyén vio trong dia 384 16 nhin qua dugc bang cach
ly tdm qua dia loc 0,4pm va duqc pht bing dau parafin. Ban kinh thiy dong hoc dugc
do nhidu lin bang phuong phép do tan xa dnh séng dong hoc trén thiét bi doc dia |
DynaPro (Wyatt) trong khi céc méu duoc 1am néng véi tbe d6 0,05°C/phit tir 25°C dén
- 80°C.

Theo cach khac, cac mAu dugc chuyén vao day microcuvet 10pL va s6 lidu tan
xa anh Séng tinh éﬁhg nhu s6 liéu phat huynh quang khi kich thich bang laze 266 nm
dugc ghi bang thiét bi Optim1000 (Avacta Inc.), trong khi chung dugc 1am néng & tbe
46 0,1°C/phit tir 25°C dén 90°C. - |

Nhiét do bét dau két tu duge dinh nghia 12 nhiét d6 ma tai d6 ban kinh thity dong
hoc (DLS) hogc cuong do anh sing tan xa (Optim1000) bit dau ting.

Theo cach khac, miu dugc chuyén vao diy da cuvet 9 pL. Day da cuvet nay dugc :
lam néng & nhiét do ndm trong khoang tir 35°C dén 90°C & toc do khong ddi la
0,1°C/phit trong thiét bi Optim1000 (Avacta Analytical Inc.). Thiét bi lién tuc ghi cudong
dd-anh ééng tan xa cua laze 266 nm véi diém sb lidu x4p xi mbi 0,5°C. Cuong do tan xa
4nh séng dugc vé dd thi theo nhiét do. Nhiét do bt diu két tu (T_agg) duoc dinh nghia

13 nhiét d ma tai d6 cudng do anh sang tan xa bét diu ting.
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'Nhiét d6 nong chay dugc dinh nghia la diém udn trong dd ;[hi cuong do phat
huynh quang véi budc song
Vi du thlj’c hién sang ché
Vidul
Biéu hién va tinh ché
_Khéng thé dac hiéu kép dugc tao ra nhu néu trén trong phan nguyén liéu va

phuong phép chung.

- Khang thé dic hiéu kép duoc tinh ché tr dich ndi bé mit bang cach két hop séc
ky ai luc protein A va sdc ky phan loai kich thude. San phim thu duge duge xac dinh
~ dac didm v& d ddng nhét bing céc dic didm phd khéi va phan tich nhu d¢ tinh khiét

_b%mg CE-SDS, ham luqng monome va d6 én dinh.

Céc cu trac so clp dugc mong doi dugc phan tich bang phd khdi ion hoa tia dién -
(ESI-MS) cua khéang thé nguyén ven di dugc khit glycosyl hoa va khéng th'é da dugc
khir glycosyl héa/dugc phan hiy bang plasmin hoic theo cach khac khang thé duoc khu
glycosyl héa/dugc phan hity bang LysC gi6i han nhu duge mo ta trong ph?m cac phuorng
phép chung. |

- Phuong phédp phén tich bd sung (vi du d6 on dinh nhiét, phd khéi va danh gia
chtre ning) chi dugc st dung sau khi tinh ché bang protein A va SEC. |

Vidu2
Xéc dinh kha ning gan két vao cac soi AB1-40 in vitro bang ELISA

Sy gén két cita khang thé dic hiéu kép v6i AP dang soi duge do bing thit nghiém
ELISA. Mot c4ch ngén gon, AB(1-40) dugc boc & 7 pg/mL trong PBS trén céc dia
Maxisorb trong 3 ngay ¢ 37°C 8 tao ra Abeta dang soi, va sau d6 dugc 1am kho trong
3 gio ér‘nhiét do trong phong. Pia nay dugc phong bé bing 1% CroteinC va 0,1% RSA
trong PBS (chét dém phong bé) trong 1 gio & nhiét do trong phong, sau d6 dugc rira mot
14n bing chit dém rira. Khang thé dic hiéu kép hodc dbi ching duoc bd sung & néng do
1én dén 100 nM trong chét dém phong bé va duge 1 & 4°C qua dém. Sau 4 budc rira, cac
cu tric duqc phét hién bﬁng cach thém khang thé khang IgG ngudi-HRP (Jackson
TImmunoresearch) & ¢ pha lodng 1:10.000 trong chét dém phong bé (1 RT), sau d6 1a
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rira 6 1An va U trong TMB (Sigma). Do hép thu dugc doc & 450 nm sau khi ngimg qua
trinh sinh mau bang HC1 IN.

- Vidu3
X4c dinh kha ning gén két vao thu thé transferin in vitro

Su gr«?’m két cua khang thé dic hiéu kép véi thu thé transferin ciia Chu@t duoc kiém
tra bing phan tich FACS trén té bao u tiy X63.AG8-563 ctia chudt. Néu khéng thé AB
~ thé h1en xu huéng gin két khong dic hidu voi té bao Ag8 gin két dic hleu c6 thé duge

dinh lu'cmg bing cach & déng thoi véi khéng thé khang TR ciia chudt véi lugng du 20

1an. Té bao duoc thu hoach bang cach ly tAm, du:qc rira mot 1an bang PBS va 5x10* té
bao duge 0 v6i chudi pha loang 1,5 pM dén 10 nM cua thé dung hop polypeptit c6 hoic
~ khéng bd sung 200 nM khang thé khéng TfR ctia chudt trong 100 pL RPMI/10% FCS
o tf(')ng 1,5 gio trén nuéc da. Sau 2 14n rira bang RPMI/10% FCS, té bao dugc 0 véi khéng
thé dé khéang IgG cla ngudi duge bét cip v6i Phycoerythrin (Jackson Immunoresearch)
o dé pha lodng 1:600 trong RPMI/19% FCS trong thoi gian 1,5 gio trén nudce da. Té bao
duge ria lai, duge tao huyén phu lai trong RPMI/10% FCS va mitc d phat huynh quang
sc td tao d.c’) dugc do trén thiét bi FACS-Array (Becton-Dickinson).

Vi dy 4
Thu nghiém gén két dua trén cong hudng plasmon b& mat dbi véi sy tuong tac khing

thé TR nguoi

Thir nghiém gén két dugc thyc hién trén thiét bi BIAcore B 4000 (GE Healthcare).
dugc lap chip cam bién C1 (GE Healthcare, s6 16 BR1005-35) dugc x@t ly trude bing
khang the khang Fab cua ngudi (GE Healthcare, s6 16 28-9583-25) bang cach su dung '

quy trinh ghép cip amin chuén theo huéng din ciia nha cung cép.

Dé do dong hoc, mftu khang thé dugc giit ¢d dinh duge bang cach sit dung thoi
gian tiép xuc 1a 60 gidy va tdc d6 chay 1a 10 uL/phit trong nude mubi dém phosphat,
d6 pH=7,4, 0,05% Tween 20 & 25°C. Thu thé transferin ctia nguoi dugce ga“'m His6 tai té_' ,
hop (hé théng R&D, sb 16 2474-TR-050) dugc st dung dé ting cac ndng do va tin hidu
duoc kiém soét qua thoi gian. Thoi gian trung binh kéo dai 150 gidy dbi v6i thoi gian
lién két va 600 giay dbi voi thoi gian phan ly & tbe do chay 13 30pL/phit duge ghi. S§
liéu dudc khép bang cach sir dung m6 hinh gén két ty 18 1:1 F(Langmuir‘ isotherm).
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Vidus

Nhudm méng bam B-amyloit nguyén gdc clia ngudi tir céc 14t cit md ndo cia
bénh nhan méc bénh Alzheimer bing huynh quang mién dich gi4n tiép bing cach sir
dung khéng thé dic hi¢u kép néu trong ban mo ta nay

Khéang thé dic hiu kép c6 thé duoc kiém tra kha vnéng nhudm mang bam f-
amyloit nguyén gbc ctia ngudi bang cach phén tich héa mo mién dich bing cach st dung |
mién dich huynh quang gian tiép. Viéc nhudm dic hiéu va nhay mang bam B-amyloit
nguoi chinh xéc co thé duge chimg to. Cac phan didu nhiét cia cdc md khong dugce b
dinh tr v6 ndo Vﬁng thai duong thu dugé sau khi chét tir bénh nhén duoc chan doan
duong tinh v6i bénh Alzheimer dugc dénh.déu bing mién dich huynh quang gian tiép.
Qua trinh 1 hai budc duoc sit dung dé phat hién khéng thé dic hiéu kép da ge”'l_n két, ma
dugc phat hién béi ai luc-khang thé dé khang IgG ngudi (GAH555) (H+L) dugc tinh

“ché duoc lién hop voi thuéc nhu6m Alexa 555 (Molecular Probes). Cac dbi chung c6

- thé bao gdm cac khang thé IgG1 cta ngudi khong lién quan (Slgma) va minh khang thé

thir cp, ma tat canén co két qua am tinh.
Vidu 6

Phét sinh mién dich d6i véi mang bam B-amyloit in vivo bang khang thé dic hidu kép

‘néu trorig ban mo ta nay trbng mo hinh bénh Alzheimer trén chudt

Khéng thé dic hiéu kép co thé dugc thir nghieemk trén-chuét chuyén gen kép
APP/PS2, md hinh chudt dbi vé6i chiing thodi hoa dang tinh bdt lién quan dén AD
(Richards, J. Neuroscience, 23 (2003) 8989-9003) v& kha ning ctia chiing trong viéc
phat sinh mién diéh. d6i v6i mang bam B-amyloit & mic do in vivo. Diéu nay cho phép
danh gid mic do xam nhdp vao ndo va gén két vao mang bam amyloit-p. Polypeptif
dung hgp co the duoc st dung & cac lidu khac nhau so v6i khang thé don dong khang
AP trin va sau 6 ngay cac con chudt dugc truyén nudc mubi dém phosphat va ndo dugce
dong lanh trén da kho va dugc chudn bi dé tao lat cit cryo.

Su ¢6 mit cta cac khang thé dugc gin két vao mang bam B-amyloit co thé duoc
~ dénh gia bang cach st dung céac phin diéu nhiét khong duge ¢ dinh bang mién dich
huynh quang gian tiép duoc danh diu don véi khéng thé dé khang IgG cua ngudi (H+L)
duge lién hop véi thube nhuom Alexa555 (GAH555) (Molecular Probes) & ndng d6 13
15 pg /ml trong 1 gid & nhiét do trong phong. Nhudm phan chit nhudém ddi véi mang
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‘bam amyloit c6 thé dugc thuc hién bing cach 1 véi BAP-2, khang thé don dong chudt
khang AP dugc lién hgp v6i Alexa 488 & ndng d6 12 0,5 pg /ml trong 1 git & nhiét do
trong phong. Céc lat dugc nhing vao moi truong gin huynh quang (83023 Dako) va

viéc tao anh dugce thuc hién bang kinh hién vi laze dck)ng'tiéu.

Mic di sang ché dugc mo ta chi tiét bing cach minh hoa va bang cac vi du nhém
muyc dich gitip hiéu 13 séng ché, nhung phin md ta va cic vi dy nay khong dugce hidu 13 |
lam gigi han pham vi cla sang ché. Nbi dung boc 1§ ctia tAt ca cac patent va tai liéu khoa
‘hoc dugc trich din trong ban mo ta nay dugce dua toan b vao ban mo ta nay mot cach

rd rang bang cach vién dan.
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YEU CAUBAO HO
1. Khéng thé dic hidu kép chua:
a) khang thé chira hai cip, ma mdi cip gbm chudi nhe khang thé gdm céc axit amin ciia
SEQ ID NO: 1 va chudi ning khéhg thé gdm céc axit amin clia SEQ IDNO: 2, trorig do
céc vi tri gén két duoc tao ra bang mdi ce'ip clia céc cip chudi ning va chudi nhe gén két
dac hleu vao khang nguyén thir nhét, va

b) doan Fab chura trinh tur axit amin ctia SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4, trong d6 doan
Fab dugc dung hqp v6i du tan C cia mot trong cac _chu01 ning ctia khang thé, trong d6 |
diém gén két cia doan Fab gén két dic hidu v6i khang nguyén thi hai,

trong d6 khang nguyén thir nhét 13 prbtein A-beta ctia nguoi va khang nguyén thir hai 1a
| thu thé fransferrin cla nguoi.

2. Dugc phdm chira khéng thé dac hiéu kép theo diém 1 va chit mang dugc dung. -

3. Khang the dic hidu kép theo diém 1, trong d6 doan Fab duogc dung horp v6i dAu tan C

ctia chudi ning bang tac nhan lién két peptit; va
~ trong d6 (a) chudi ning dugce dung hop v6i doan Fab c6 gbc axit amin chubi niang dau
tan C tripeptit LSP trong d6 prolin ctia né dugc dung hop truc tiép voi géc_axit amin thi
nhét ctia doan Fab hodc ctia tac nhén lién két peptit thong qua lién két peptit, va (b) chudi
ning khong dugc dung hgp véi doan Fab c6 gdc axit amin chudi ning dAu tan C tripeptit
LSP, hoic SPG, hoic PGK:
4. Khéang thé dic hiéu kép theo diém 1, trong d6 doan Fab duoc dung hop véi d4u tan C
ctia chudi ning bang tac nhan lién két peptit.

5. Khéng thé dic hiéu kép theo diém 1, trong d6:
a) chudi ning du:@c dung hop véi doan Fab cé gdc axit amin chudi ning dau tan C
tripeptit LSP trong d6 prolin cia n6 dugc dung hop truc tiép voi gbe axit amin thix nhét
ctia doan Fab hoic cta tac nhan lién két peptit thong qua lién két peptit, va
b) chudi ning ma khdng duogc dung hop véi cic doan Fab bd sung c6 gbe axit amin
chudi nérig d4u tan C tripeptit LSP, hoac SPG, hoiac PGK.

6. Khang thé dic hiéu kép theo diém 1, trong d(’)khéng thé nay 13 khang thé don dong.
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7. Dugc phdm chira khéng thé dic hiéu kép theo diém bét ky trong sb cac diém 1, 6,7,

va 8.
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DANH MUC TRINH TU

<110> F. Hoffmann-La Roche AG

- KHANG THE PAC HIEU KEP KHANG A-BETA CUA NGUOI/THU THE TRANSFERIN CUA NGUOI
VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY T

<130> P33106-WO

<150> EP 15188064.8
<151> ..2015-10-02

<160> 22

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> -1
<211> 215
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220> v
<223> 0015-LC1

<400> 1

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 . 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser
50 ' » : 55 60

Gly'Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu
65 70 : 75 80
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Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Ile Tyr Asn Met. Pro
85 90 ‘ ' 95

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

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Arg Lys Leu Lys Ser
115 120 125

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

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

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

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

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

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 : 215
<210> - 2
<211> - 455
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> 0015-HC1

<400> 2
Gln Val Glu Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 _ 10 15
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Ser

Ala

Ser

- Lys

65

Leu

Ala

Phe

Thr
Ser
145
Glu
His
Ser

Cys

Glu

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Asp

Lys

130

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

1210

Pro

Arg

Ser

35

Tle

Arg

Met

Gly

Val

115

Gly

Gly

vVal

Phe

val

195

Val

Lys

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn-

Lys

100

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

180

Thr

Asn

Ser

Ser

Val

"Ala

Thr
Ser
85
Gly
Gly
Ser
Ala
val
165
Ala
Val

His

Cys

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Gln'

Val

Ala

150

Ser

vVal

Pro

Lys

Asp

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Gly

Phe

135

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Lys

32517

Ala

Ala
40

_Thr

Arg

Ala

His

Thr
120

Pro

‘Gly

Asn

Gln

Ser

200

Ser

Thr

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Lys

105

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Pro

Val

Ala

‘Leu

Gly
170

Ser

185 |

Ser

Asn

His

-80-

Leu

Thr

Thr

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Pro

Val

155

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Thr

Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Val

Ser

140

Glu

Leu

Leu

Thr

Phe

Leu

45

‘ Ala

Asn

vVal

Tyr

Ser

125

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

1205

Val
220

Pro

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp‘

Thr

Tyr

Val

110

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

190

Thr

Glu

Cys

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

175

Leu

Tyr

Lys

Pro

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser
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Tyr
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Lys
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Lys
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Asp
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Trp
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Glu
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Ile
Thr

Lys

Cys

Leu

Thr
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Leu
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Gln
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Leu
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Tyr
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His
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Pro
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Leu
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Ser
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Leu

-81-
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Val

Thr
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Trp
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Leu
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Lys

Lys

Leu
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Ala
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380

Pro
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Tyr
445

Pro
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<212>
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3
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Phe
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Tyr
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Pro
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Ser
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55

Phe
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Arg
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40

Ser

Thr

Cys

Gly
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25
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Gln

Thr
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Cys
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Ile
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45
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Ser
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95

Ser

Ser

Asp

Gly
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Tyr
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Val
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Gln
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Val
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55

Thr
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Ser
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Pro

Lys
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Pro

Ser
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Ser

Trp
Leu
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Gly
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Leu
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Phe

Lys

Tyr

Thr

Ser
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Gly
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75
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Ser

Leu

Thr

Lys
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Trp

Leu

Leu
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Ser
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Trp
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Ser

Thr
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Tyr

Thr

Pro

135
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Trp
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<211>

<212>
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Trp
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Val
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Thr
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Thr
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Cys
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Asp
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Pro Ala
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40

“Ala Thr
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Leu Leu
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Thr
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Gly
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Glu

Ser

Asn
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Val

Thr
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Tle
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Asn

Ser
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Pro
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Ile
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Lys

Arg
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Leu
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45
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Ser

Tyr

Arg

Lys
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Tyr
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Ser

Ser
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Arg
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Pro
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Ser
Leu
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Ser

Tyr

Ser
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Lys

Glu

Ser

Ala
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Thr
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Asn
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1
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Ala

Ser

Lys
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Leu

Met
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Gly

Glu

Arg

Ser
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Leu
Leu
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Trp

Asn
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Trp

Thr
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Thr

Val
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Lys
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Ser
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Cys
215
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Ser
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Asp Asn

Asp Ser
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Ala Ser
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Ala Pro
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Arg Asp
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Ala

Lys
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Asp

Leu

Gly
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Gly

Thr

Asn

Leu
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Asp

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
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Gln

Ser

Glu

Ser
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Thr

Gly

Tyr
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Lys

Ser

Thr
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Pro'
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Phe

Leu

45
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Asn

Gly

Tyr

His
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Val
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Ser
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Glu
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Thr

Asn

Ser
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Lys
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Gly
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Ser

Trp
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Leu
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Leu
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Ser
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Cys
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225

PJ;O

Lys

Val
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Asp
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Lys
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Thr

Val
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Pro

Glu

Asp
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Lys
Leu

Thr
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Asn
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Trp

Pro

Thr
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Thr

Asn
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Leu

Leu
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Ser

Ser
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Gly
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Val
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His

Cys

Gly
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105

Leu
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Ser
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Ser
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Trp

Tyr
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Tyr

80
Cys ‘

Tyr

Ser

Thr
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Trp
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Trp
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Trp
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Asn

285

Arg

Val

Sér

Lys

Tyr

Ser

Ser
190
Thr

Glu

Cys

Pro

Cys
270

Trp

Glu

Leu

Asn

Ser

Phe-

Gly
175

Leu

Tyr

Lys

Pro
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Ser

Ser

Ser

Gly

465

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Pro

Glu

Asn

370

Tle

Thr

Lys

Cys

Leu

450

Gly

Ser

Ala

Gly

Gly

530

Leu

Ala

Pro

355

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

435

Ser

Gly

Ser

Ser

Lys

515

val

Thr

Pro

340

Gln

Val

Val

Pro

Thr

420

Val

Leu

Ser

Leu

Gln

500

Ala

Pro

Tle

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

405

Val

Met

Ser

Gly

Ser

485

Ser

Pro

Ser

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

390

val

Asp

His

Pro

Gly

470-

Ala

Ile

Lys

Arqg

Ser

Lys

Thr

Trp

1375

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

455

Gly

Ser

Ser

Leu

Phe

535

Leu

32517

Thr

Leu

360

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
440

Gly

Gly

Val

Ser

Leu

520

Ser

Gln

Ile

345

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

425

Leu

GlAy

Ser

Gly

Tyr

505

Ile

Gly

Pro

-92-

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

410

Trp

His

Ser

Ala

Asp

490

Leu

Tyr

Ser

Glu

Lys

Cys

Lys

Gln

395

Gly

Gln

Asn

Gly

Ile

475

Arg

Ala

Arg

Gly

Asp

Ala
Arg
Gly
380
Pro
Ser
Gln
His
Gly
460
Gln
Val
Trp
Ala
Ser

540

Phe

Lys

Asp

365

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

350

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

430

Thr

445

Gly

Leu

Thr

Tyr

Ser

525

Gly

Ala

Gly

Thr

Ile_

Gln

510

Thr

Thr

Thr

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

415

Val

Gln

Ser

Gln

Thr

495

Gln

Leu

Asp

Tyr

Pro

Thr

Ser

Tyr

400

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ser

480

Cys

Lys

Ala .

Phe

Tyr



32517
545 | 550 7 555 | 560

Cys Gln Glﬁ Asn Tyr Ala Ser Ser Asn Val Asp Asn Thr Phe Gly Gly
565 570 ‘ 575

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
580 .- 585 590

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thi Ala
595 600 605

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
610 615 620 |

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Prb Ala
625 : ~ 630 . ' 635 640

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
645 650 655

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
660 . - 665 670

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Vél’Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys

675 680 - 685
<210> 10
<211> 702
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> 0015-HC2

<400> 10

Gln Val Glu Led Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Glyl
1 5 10 - 15

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

-93-



Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Phe

Thr

Ser

145

Glu

His

Cys

Glu
225

Met
Ala
50

Gly
Gln
Arg
Asp
Lys
130
ley
Pro
Thr
Val
Asn

210

Pro

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Gly

Giy

Val

Phe

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Lys
100
Trp
Pro
Thr

Thr

Pro

180

Val

-195

Val

Lys

Thr

Asn

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

165

Ala

vVal

His

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Gln

val

Ala

150

Ser

Val

Pro

Lys

Asp
230

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Gly

Phe

135

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Lys

32517

Ala
40

Thr

Arg

Ala

His

Thr

120

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

200

Ser

Thr

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Lys

105

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

185

Ser

Asn

His

-9Y-

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Pro

val

Ala

Leu

Gly

170

Ser

Leu

Thr

Thr

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Pro

val

155

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys
235

Gly

Tyr

60 -

Lys

Ala

Gly

vVal

Ser

140

Glu

Leu

Leu

Thr

Val

220

Pro

Leu
45

Ala
Asn
Val
Tyr
Ser
125

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

205

Asp

Pro

30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Val
110
Ser
Lys
Tyr
Ser
Ser
190
Thr

Glu

Cys

Trp

Ser

Leu

vVal

Val

Tyr

80

Tyr
95

Arg
Ala
Ser
Phe
Gly
175
Leu
Tyr

Lys

Pro

Cys

Tyr

Ser

Thr

Pro

160

val

Ser

Ile

Val

Ala
240



Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

305

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

385

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly
290

AS_H

Trp
Pro
Glu
Asn
370
Ile
Thr
Lys

Cys

Leu

Leu

Thr

Val

275

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

355

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

435

Ser

Leu

Leu

260

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

340

Gln

Val

Val

Pro

Thr

420

Val

Leu

Gly
245
Met
His
Val
Tyr
Gly
325
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
405
Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

Arg

310

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

390

vVal

Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

295

val

Glu

Lys

Thr

Trp

375

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

32517

Ser

Arg

Pro

280

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

360

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

440

Gly

Val

Thr

265

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

345

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

425

Leu

Gly

-05-

Phe
250
Pro
Val
Thr
Val
Cys
330
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
410
Trp

His

Ser

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

315

Lys

Lys

Cys

Lys

Gln

395

Gly

Gln

Asn

Gly

Phe

Val

Phe

Pro

300

Thr

val

Ala

Arg

Gly

380

Pro

Ser

Gln

His

Gly

Pro

Thr

Asn

285

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

365

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

445

Gly

Pro

Cys
270

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

350

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

430

Thr

Gly

Lys

255

Val

Tyr

Glu

His

Lys

335

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

415

Val

Gln

Ser

Pro

Val

Val

Gln

Gln

320

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

400

Tyr

Phe

Lys

Gly



Gly

465

Pro

Ser

Pro

Thr

Ser

545

Ala

Gly

vVal

Ser

Asn

625

Ala

Lys

450

Gly

Gly

Gly

Gly

Asp

530

Thr

Val

Asp

Ser

Asp

610

Asn

Leu

Asp

Gly
Leu
Phe
Lys
515
Tyr
Thr
Tyr
Ala
Ser
595
Glu
Phe

Gln

Ser

Ser

Val

Ser

500

Gly

Ala

Val

Tyr

Ser

580

Ala

Gln

Tyr

Ser

Gly
Lys
485
Leu
Leu
Ser
Ser
Cys
565
Gly
Ser
Leu

Pro

Gly

- 645

Thr

660

Tyr

Gl'y
470
Pro
Ser
Glu
Trp
Leu
550
Ala
Phe
val
Lys
Arg
630

Asn

Ser

455

Gly

Ser

Ser

Trp

Ala

535

Lys

Arg

Asp

Ala

Ser

615

Glu

Ser

Leu

32517

Gly

Gln

Tyr

Ile

520

Lys

Leu

Arg

Pro

Ala

600

Gly

Ala

Gln

Ser

Ser

Thr

Ala

505

Gly

Ser

Ser

Tyr

Trp

585

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

665

-96-

Gln

Leu

490

Met:

Tyr

Arg

Ser

Gly

570

Gly

Ser

Ala

Val

Ser

650

Thr

Ser

475

Ser

Ser

Ile

val

Val

555

Thr

Gln

Val

Ser

Gln

635

Val

Leu

460

Met

Leu

Trp

Trp

525

Thr

540

Thr

Ser

Gly

Phe

vVal

620

Trp

Thr

Thr

Gln

Thr

Ile

Ser

Ile

Ala

Tyr

Thr

Ile

605

Val

Lys

Glu

Leu

Glu
Cys
Arg

510

Gly

Ser

Ala

Pro

Leu

590

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

670

Ser
Thr
495
Gln
Gly
Ly‘s
Asp
Asp
575
Val

Pro

Leu

Asp
655

Lys

Gly
480
Val
His
Ser
Thr
Thr
560
Tyr
Thr
Pro
Leu
Asn
640
Ser

Ala



32517

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly

675

680

685

- Leu Ser.sér,Pro_Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

690

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Ile

Ala

Ile

Arg
Leu
Tyr
50

Ser
Glu

Thr

Pro

11
215
PRT

0020-

11

val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Trinh tu

1Cl

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Val

695

nhan tao °

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Ile

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Pro Ala

Arg Ala
25

Lys Pro
40

Ala Thr
Phe Thr
Tyr Cys
Lys Val

105

Pro Pro

120

-97-

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Leu
90

Glu

Ser

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

700

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Ile

Lys

Arg

Leu

Val

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Arg

Lys
125

Ser

Pro

15

Sér
30

Arg
Arg
Ser
Asn
Thr

110

Leu

Ser

Leu

Phe

Leu

Met

95

val

Lys

Gly

Sér

Leu

Ser

Glu.

80

Pro

Ala

Ser



Gly
Ala
145
Gln
'_Ser

Tyr

. Ser

Thr
130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln

Ser

Ala

Ser

Val

Leu

Met

Ala
50

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

_Asn

12
457
PRT

0020-

12

Glu

Arg

Ser

35

Ile

Ser

Gln

Val

Leu

Val Vval
Trp Lys
150

Thr Glu
165

Thr Leu

180 .

Glu

Arg

Trinh tu

HC1

Leu
Leu
20

Trp

Asn

Val Thr

Gly Glu

nhan tao

Cys
135
val
Gln
Ser

His

Cys

215

32517

Leu

Asp

'Asp

Lys

Gin
200

Val Glu Ser Gly

5

Ser Cys Ala Ala

Val Arg Gln Ala

40

Ala Ser Gly Thr

55

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Arg

-08-

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

vVal

Thr

Gly

Tyr
60

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Gly

Tyr

His

190

val

Pro
Ser
30

Glu

ASp

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr:

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys

Gly Gly

15

Ser

Trp

Ser

Tyr

Val

Val



Lys
65

Leu

Ala

~ Phe

Thr
Ser
145
Glu
His
Sér
Cys
Glu
225
Pro

Lys

Val

Gly

Gln

Arg

Asp
Lys
130

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

210

Pro

Glu

Asp

Asp

Arg

Met

Gly

Val

115

Gly

Gly

Val

Phe

Val

195

Val

Lys

Leu

Thr

Val

Phe

Asn
Lys
100
Trp
Pro
Thr

Thr

Pro

180 .

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

260

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

165

Ala

Val

His

Cys

Gly

245

Met

His

Ile

70

Leu

Asn

Gln

vVal

Ala

150

Ser

val

Pro

Lys

Asp

230

Gly

Ile

Glu

Ser

Arg

Thr

Gly

Phe

135

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Lys

Pro

Ser

Asp

32517

Arg

Ala

His

Thr

120

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

200

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Asp
Glu
Lys
105
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
185
Ser
Asn
His
Val
Thr

265

Glu

-99-

Asn

Asp

90

Pro

vVal

Ala

Leu

Gly
170
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe
250

Pro

val

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Pro

Val

155

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

235

Leu

Glu

Lys

Lys

Ala

Gly

Val

Ser

140

Glu

Leu

Leu

Thr

Val

220

Pro

Phe

vVal

Phe

Asn
Val
Tyr
Ser
125
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
205
Asp
Pro
Pro

Thr

Asn

Thr
Tyr
Val
110
Ser
Lys
Tyr
Ser
Ser
190
Thr
Glu
Cys
Pro
Cys

270

Trp

Leu

Tyr

95

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

175

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

255

val

Tyr

Tyr
80

Cys
Tyr
Ser
Thr
Pro
160
Val
Ser
Ile

vVal

Ala

. 240

Pro

vVal

Val



Asp Gly
290

.Tyr Asn

305

Asp Trp
Leﬁ Pro
Arvalu
Lys Asn

370

Asp Ile
385

' Lys Thr
Ser .Lys

Ser Cys

Ser Leu

450

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

32517

275 ' o 280

Val Glu Val His Asn Ala Lys
295

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
' 310

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
325

‘Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
340 345

Pro Gln Val Cys Thr Leu Pro
355 360

Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala
375

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
390

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
405

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
420 : 425

Ser Val Met His Glu Ala Leu
435 440

Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly
455

13
947
PRT

Trinh ty nhan tao

-100-

Thr

Val

Cys

330

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

410

Trp

His

Lys

Pro

300

Leu
315
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
395
Gly

Gln

Asn

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

380

Pro

Ser

Gln

His

285

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

365

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
445

Glu

Leu

Asn

Gly

350

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

430

Thr

Glu

His
Lys
335
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
415

Val

Gln

_Gln

Gln

320

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

400

Val

Phe

Lys



<220>
<223> .0020-HC2

<400>

Gln

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

_Ala

Phe

Thr

Ser

145

Glu

His

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Asp

Lys

130

Gly

Pro

Thr

13

Glu

Arg

Ser

.

Ile
Arg
Met
Gly
Val
115
Gly
Gly

Val

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Lys

100

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Ser

Ala

vVal

165

Ala

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Gln

Val

Ala

150

Ser

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Gly

Phe

135

Leu

Trp

Leu

32517

Gly

Ala

Ala
40

Thr

Arg

Ala

His

Thr

120

Pro

Gly

Asn

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Lys

105

Leu

Leu

Cys

Ser.

Ser

-101-

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Pro

Val

Ala

Leu

Gly

170

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Pro

Val

155

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

Val

Ser

140

Glu

Leu

Leu

Gln

Phe

Leu

45 .

‘Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Ser

Asp

Thr

Tyr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Val
110
Ser
Lys
Tyr
Ser

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

175

Leu

Gly

Tyr

Val

vVal

Ty

80

Cys

Tyr

Ser

Thr

Pro

160

Val

Ser



Ser
Cys
Glu
225
Pro
Lys
val
Asp
Tyr
305
Asp
Leu
Arg

Lys

Asp
385

Val
Asn
210
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
290
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn

370

Ile

Val

195

Val

Lys

Leu

Thr

Val

275

val

Ser

Leu

Ala

Pro

355

Gln

Ala

180

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

260

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

340

Gln

Val

Val

vVal

His

Cys

Gly

245

Met

His

Val

Tyr

Gly

325

Ile

val

Ser

Glu

Pro

Lys

Asp

230

Gly

Ile

Glu

His

Arg

310

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
390

Ser

32517

Ser

200

Pro
215
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
295
Val
Glu

Lys

Thr

Trp

375

Glu

Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
280
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
360
Cys

Ser

185

Ser

Asn

His

Val

Thr
265
Glu
Lys
Ser
Lys
Irle
345
Pro

Leu

Asn

-102-

‘Leu

Thr
Thr
Phe

250

Pro

Val

Thr

vVal

Cys

330

Ser

Pro

Val

Gly

Gly

Lys

Cys

235

Leu

Glu

Lys-

Lys

Leu

315

Lys

Lys

Cys

Lys

Gln
395

Thr

Val

220

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

300

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

380

Pro

Gln

205

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

. 285

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

365

Phe

Glu

190
Thr

Glu

Cys

Pro

Cys

270

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

350

Glu_

Tyr

Asn

Tyr
Lys
Pro
Lys
255
Val
Tyr
Glu
His
Lys
335
Gln

Leu

Pro

Asn

Ile

Val

Ala

240

Pro

Val

Val

Gln

Gln

320

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr
400



Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

465

Pro

Arg

" Pro

Se_r

Thr

545

Cys

Gly

Ile

Val

Thr

Lys

Cys

Leu

450

Gly

Ser

Ala

Gly‘

Gly

530

Leu

Gln

Thr

Phe

Cys

Thr

Leu

Ser

435

Ser

Gly

Ser

Ser

Lys

515

Val

Thr

Gln

Lys

Pro

595

Leu

Pro

Thr

Pro

405

val

420

Val

Leu

Ser

Leu

Gln

500

Ala

Pro

Ile

Asn

Val
580

Pro

Leu

Met

Ser

Gly

Ser

485

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

565

Glu

Ser

Asn

Val

Asp

His

Pro

Gly

470

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

550

Ala

Ile

Asp

Asn

Leu

‘Lys

Glu

Gly

455.

Gly

Ser

Ser.

Leu

Phe
535

Leu

Ser

Lys.

Glu

Phe

32517

Asp

Ser

Ala

440

Gly

Gly

vVal

Ser

Leu

‘520

Ser

Gln

Ser

Arg

Gln

600

Tyr

Ser
Arg
425
Leu
Gly
Ser
Gly
Tyr
505
Ile
Gly
Pro
Asn
Th_r
585
Leu

Pro
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Asp

410

Trp

His

Ser

Ala

Asp

490

Leu

Tyr

Ser

Glu

val

570

Val

Lys

Arg

Gly

Gln

Asn

Gly

Ile

475

Arg

Ala

Arg

Gly

Asp

555

Asp

Ala

Ser

Glu

Ser

Gln

His

Gly

460

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

540

Phe

Asn

Ala

Gly

Ala

Phe

Gly

Tyr

445

Gly

Leu

Thr

Tyr

Ser

525

Gly

Ala

Thr

Pro

Thr

605

Lys

Phe

Asn

430

Thr

Gly

Thr

Ile

Gln

510

Thr

Thr

Thr

Phe

Ser

590

Ala

val

Leu

415

Val

Gln

Ser

Gln

Thr

495

Gln

Leu

Asp

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ser

480

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr

- 560

Gly

575

Val

Ser

Gln

Gly

Phe

Val

Trp



Lys

625

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

705

Gly

Gln

Tyr

Ile

Leu

Arg

610

Val

Ser

His

Cys
690

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

770

Ser

Ser

Tyr

Asp

Asp

Lys

“Gln

675

Gly

Gly

Gln

‘Leu

Met

755

Tyr

Arg

Ser

Gly

Asn

Ser-

Ala
660
Gly
Gly
Gly
Ser
Ser
740
Ser
Ile
Val

Val

Thr
820

Ala

Lys

645

Asp

Leu

Gly

Gly

Met

725

Leu

Trp

Trp

Thr

Thr

805

Ser

Leu

630

Asp

Tyr

Ser

Gly

Ser

710

Gln

Thr

Ile

Ser

Ile
790

‘Ala

Tyr

615

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

695

Gly

Glu

Cys

Arg

Gly

775

Ser

Ala

Pro

32517

Ser

Thr

Lys

Pro

680

Gly

Gly

Ser

Thr

Gln
760

'Gly

Lys
Asp

Asp

Gly

Tyr

His

665

Val

Gly

Gly

Giy

Val

745

His

Ser

Thr

Thr

Tyr
825
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Asn

Ser

650

Lys

Thr
Gly
o
Pro
730
Ser
Pro
Thr
Ser
Ala

810

Gly

Ser

635

Leu

Val

Lys

Gly

Ser

715

Gly

Gly

Gly

Asp

Thr

795

val

Asp

620

Gln
Ser
Tyr
Ser
Ser
700
Gly
Leu
Phe
Lys
Tyr
780
Thr
Tyr

Ala

Glu

Ser

Ala

Phe

685 -

Gly

Gly

Val

Ser

Gly

765

Ala

Val

Tyr

Ser

Ser

Thr

Cys

670

Asn

Gly

Gly

Lys

Leu

750

Leu

Ser

Ser

Cys

Gly
830

Val

Leu

655

Glu

Arg

Gly

Gly

Pro

735

Ser

Glu

Trp

Leu

Ala

‘815

Phe

Thr
640
Thr
vVal
Gly

Gly

Ser

720

Ser

Ser

Trp

Ala

Lys

800

Arg

Asp



Pro Trp
Gly Pro
850

Gly Thr
865

Val Thr

-Phe Pro

Val Thr
Val Asn
930

Lys Ser
945

<210>
<211>

C<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Gly
- 835

Ser

Ala

Val

Ala

Val

915

His

Cys

14
215
PRT .

Gln

Val

Ala.

Ser
Val
900

Pro

Lys

Trinh tu

0024-

14

LC1

Asp Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

20

Gly

Phe

Leu

Trp

885

Leu

Ser

Pro

nhan tao

Thr
Pro
Gly
870
Asn
Gln

Ser

Ser

Leu

Leu

855

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

935

32517

Val

840

Ala

Leu

Gly

‘Ser

Leu

920

‘Thr

Thr Val Ser

Pro Ser Ser

Val Lys Asp

875

Ala Leu Thr
890

Gly Leu Tyr
905

Gly Thr Gln

Lys Val Asp

Ser

Lys

860

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
940

Ala

845

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr
925

Lys

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

910

Ile

Val

Thr

Ser

Glu

His

895

Ser

Cys

Glu

Lys

Gly

Pro

880

Thr‘

Val

Asn

Pro

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

5

10

15

Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

25

-105-

30



A Tyr
Ile
Gly
65

Pro
2 Ile
Ala
Gly
Ala
145
Gln
Ser

Tyr

Ser

<210>

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<211>
<212>

Ala
.35

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

vVal

Ser

Thr

Cys
195

Asn

15
455
PRT

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

-100

val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu -

Thr

Glu

Gln
Arg
55

Asp
Tyr

Thr

Phe

Cys

135

vVal

Gln

Ser

His

Cyé
215

32517

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

PI‘O_

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

-106-

Gly

Gly

Leu

Leu

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Ile

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

205

Arg

Arg

Ser

Asn

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Leu

Phe

Leu

Met

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

vVal

Lys



<213>

<220>

<223>

<4OQ>

Gln

Ser

Ala

Ser

Lys

65

- Leu

Ala

Phe

Thr

Ser

© 145

Glu

Val

Leu

Met

Ald
50

Gly

Gln

Arg

Asp

Lys
130

Gly

Pro

Trinh tu

0024-

15

Glu

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Giy

Gly

Val

nhan tao

HC1 .

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Lys

100

Trp

Pro

Thr

Thr

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Ser

Ala

Val
165

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile
70

Leu

Asn

Gln

vVal

Ala
150

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Gly

Phe

135

Leu

Trp

32517

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Ala

His

Thr

120

Pro

Gly

Asn

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Lys

105

Leu

Leu

Cys

Ser

-107-

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Pro

Val

Ala

Leu

Gly
170

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Pro

vVal

155

Ala

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gly
Val
Ser
140

Lys

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Tyr

Ser

125

Ser

Asp

Thr

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

val
110

Ser

Lys

Tyr

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly
175

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Thr

Pro

160

val



His
Ser
Cys
~Glu
225
Pro
Lys
Val
“Asp
. Tyr
305
Asp
Leu
Arg

Lys

Asp

Thr
Val
Asn
210
Pro
Glu
Asp

Asp

Gly

290

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

370

I_le

Phe

Val

©195

Val

Lys

Leu

Thr

Val

275

vVal

Ser

Leu

.Ala'

Pro

355

Gln

Ala

Pro

180

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

260

Ser

Glu

Thr

As n-

Pro
340
Gln

val

Val

Ala
Val
His
s
Gly
245
Met
His
Val
Tyr
Gly

325

Ile

vVal

Ser

Glu

Val

Pro

Lys

Asp

230

Gly

Ile

Glu

His

Arg

310

Lys

Glu

Cys

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Lys

Pro

Ser

Asp

32517

Gln

Ser

200

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

280

Asn

295"

val

Glu

Lys

Thr

Ser

375

Glu

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

360

Cys

Ser

Ser

185

Ser

Asn

His

Val

Thr

265

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile.

345

Pro

Ala

Asn
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Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

250

Pro

Val

Thr

Val

Cys

330

Ser

Pro

Val

Gly

Gly

Gly

Lys

Cys

235

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

315

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Thr

Val

220

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

300

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

380

Pro

Tyr'

Gln
205
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
285
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
365

Phe

Glu

Ser
190
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
270
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
350
Glu

Tyr

Asn

Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
255
Val
Tyr
Glu
His
Lys
335
Gln
Leu

Pro

Asn

Ser

Ile

Val

Ala
240

Pro

Val

vVal

Gln

Gln

320

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr



385

Lys

Ser

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Leu

450

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

" Ala

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ile
A?g
Ala
Arg
SQ.

Gly

Asp

Thr

‘Leu

Ser

435

Ser

16

215
PRT

0024-

16

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Pro

Thr
420

Val

Leu.

Trinh tuy

LC2

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro

405

Val

Met

Ser

nhan tao

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

390

Val

Asp

His

Pro

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Leu

Lys

Glu

Gly
455

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

32517

Asp Ser

Ser Arg
425

Ala- Leu
440

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

-109-

395

400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val

410

415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Leu

Gln

Ala

Pro

Tle

75

Asn

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

445

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ala

Ser

Ser

30

Leu .

Phe

Leu-

Ser

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

Gly

Tyr

Tle

Gly

Pro

80

Asn
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85 _ 90 - 95

Val Asp Asn Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ser Ser
100 105 110

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

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

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

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

bLeu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Glbehr Gln Thr
180 ' 185 ” 190

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

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys

210 ' 215
<210> 17
<211> 702
~<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> 0024-HC2

<400> 17

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

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

-110-



Ala

-Ser

Lys

65

Leu

Ala

Phe

Thr

Ser

145

Glu

His

Ser

Cys

Glu
225

Met
Ala
50

Gly

Gln

Arg

Asp

Lys

130

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

210

Pro

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Gly

Gly

Val

Phe

Val

© 195

Val

Lys

20
Trp

Asn

Phe

Asn

Lys

100

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

180

Thr

Asn

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Ser

Ala

Val

165

Ala

Val

His

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Gln

Val

Ala

150

Ser

Val

Pro

Lys

Asp
230

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Gly

Phe

135

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Lys

32517

Ala
40

Thr

Arg

Ala

His

Thr
120

Pro

bGly

‘Asn

Gln

Ser

200

Ser

‘Thr

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Lys

105

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

185

Ser-

Asn

His
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Gly

Thr

Asn

Asp

90

Pro

Val

Ala

Leu

Gly

170

Ser

Leu

Thr

Thr

Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr
Thr
Pro
Val
155
Ala
Gly
Gly

Lys

Cys
235

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Val

Ser

140

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

220

Pro

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

205

Asp

Pro

30
Glu

Asp

Thr

Tyr

Val

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Arg

110

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

190

Thr

Lys

Cys

Ala

Ser

Phe

Gly

175

Leu

Tyr

Lys

Pro

Val
Val
Tyr
80

Cys
Tyr
Ser
Thr
Pro

160

Val

Ser

Ile

Val

Ala
240



Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

305

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

385

Lys

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

290

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

370

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
Thr

Val
_275

Val:

Ser

Leu

Ala

Pro

355

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

435

Leu

Leu

260

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

Gly
245

Met

His

Val

Tyr

Gly
325

Ile

340

Gl‘n

val

Val

Pro

Thr

420

Val

Val

Ser

Glu

Pro

405

Val

Met

Gly

Ile

Glu

His

Arg

310

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

390

Val

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

295

vVal

Glu

Lys

Thr

Trp

375

Glu

Leu

Lys

Glu

32517

Ser

Arg

Pro

280

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

360

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
440

Val

Thr

265

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

345

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
425.

Leu

-112-

Phe

250

Pro

vVal

Thr

Val

Cys

330

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

410

Trp

His

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

315

Lys

Lys

Cys

Lys

Gln

395

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

Pro

300

Thr

vVal

Ala

Arg

Gly

380

Pro

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Asn

285

Arg

Val

Ser.

Lys

Asp

365

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

445

Pro
Cys
270
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
350
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

430

Thr

Lys
255
Val
Tyr
Glu
His
Lys
335
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
415
Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

Gln

320

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

400

Tyr

Phe

Lys



Ser

Gly

465

Pro

Ser

Pro

’I‘hr

Ser

545

Ala

Gly

Val

Ser

Asn

625

Ala

Lys

Leu

450

Gly

Gly

Gly

Gly

Asp
530

Thr

V_al..

Asp

Ser

Asp

610

Asn

Leu

“AsSp

‘Ser

Gly

Leu

Phe

Lys
515

.Tyr

Thr

Tyr

Ala

Ser

595

Glu

Phe

Gln

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

500

Gly

Ala

val

Tyr

Ser

580

Ala

Gln

Tyr

Ser

Thr

Ser

Gly

Lys

485

Leu

Leu

Ser

Ser

Cys

565

Gly

Ser

Leu

Pro

Gly

645

Tyr

Pro
Gly
470
Pro
Ser
Glu
Trp
Leu

550

Ala

Phe

Val
Lys
Arg
630

Asn

Ser

Gly

455

Gly

Ser

Ser

Trp

Ala

535

Lys

Arg

Asp

Ala

Ser

615

Glu

Ser

Leu”

32517

Gly
Gly
Gln
Tyr
Ile
520
Lys
Leu
Arg
Pro
Ala
600
Gly
Ala

Gln

Ser

Gly

Ser

Thr

Ala
505

Gly ‘

Ser

Ser

Tyr

Trp

585

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

-113-

Ser
Gln
Leu
490
Met
Tyr
Arg
Ser
Gly
570
Gly
Ser
Ala
Val
Ser

650

Thr

Gly

Ser

475

Ser

Ser

Ile

vVal

Val

555

Thr

Gln

Val

Ser

Gln

635

val

Leu

Gly

460

Met

Leu

Trp

Trp

Thr

540

Thr

Ser

Gly

Phe

Val

620

Trp

Thr

Thr

Gly

Gln

Thr

Ile

Ser

525

Ile

Ala

Tyr

Thr

Ile

605

Val

Lys

Glu

Leu

Gly

Glu

Cys_

Arg

510

Gly

Ser

Ala

Pro

Leu

590

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

Ser
Ser
Thr
495
Gln
Gly
Lys
Asp
Asp
575
val
Pro
Leu

Asp

Gly

Gly

480

Val:

His

Ser

Thr

Thr

560

Tyr

Thr

Pro

Leu

Asn

640

Asp
655

Lys

Ser

Ala



660

32517

665

670

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly

675

680

685

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

690

<210>
<211>
<212>

<213>:

<400>

Gln

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Phe

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Asp

<210>

<211>

18
126
PRT

‘Homo

18

Glu

Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Gly
Val

115

19
108

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Lys

100

Trp

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Gln

695

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

bArg

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala
40

Thr
Arg
Ala

His

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Pro

105 .

Leu

-114-

vVal

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Thr

700

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Pro
Ser
30

Glu

Asp

‘Thr

Tyr

Val
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Arg

Ser -

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Tyr



<212>

<213> :Homo

<400>

Asp
Glu
Tyr
Ile
Gly
65

Pro

Ile

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>-.

PRT

19

Val Leu

Ala Thr
20

Ala Trp
35

Gly Ala
Gly Ser
Asp Phe
Phe Gly
100

20

122
PRT
Trinh tu
299-023

20

Gln Ser Met Gln

1

Leu Ser Leu Thr

sapiens

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

nhan tao

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

32517

Pro

Arg

Lys

40

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Leu

90

Glu

Leu
Gln
Gln
Val
Thr
75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala-

Leu

Val

Pro

- 45

_PIO

60

Ile

Ile

Lys

Ala

Ser

Tyr

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Met
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

bién thé VH duoc lam gidng nhu cua ngudi DASG

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

5

10

15

Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr Ala

-115-



Met Ser
Tyr Ile
50

Arg Val
65

Ser Val

Gly Thr

Gly Gln

<210>
<21i>
<212>
213>

<220>
<223>

<400>

Ala Ile

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg

50

Trp
'35

Trp

Thr

Thr

Ser

Gly
115

21

110
PRT

20
Ile

Ser

Ile

Ala

Tyr

100

Thr

Trinh tu

299-009

21

Gln

Val

Trp
.35

Ala

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Arg‘Gln His
Gly Gly Ser
55

Ser Lys Thr
70

Ala Asp Thr
85

Pro Asp Tyr

Leu Val Thr

nhan tao

Bién thé& VL

Thr Gln Ser
Ile Thr Cys
Gln Gln Lys

Thr Leu Ala
55

32517

Pro

40

Thr

Ser

Ala

Gly

Val
120

25
Gly

Asp

Thr

Val

Asp

105

Ser

Lys

Tyr

Thr

Tyr

90

Ala

Ser

Gly

Ala

vVal

75

Tyr

Ser

Leu

Ser

60

Ser

Cys

Gly

Glu
45

Trp
Leu

Ala

Phe

30
Trp

Ala

Lys

Arg

Asp
110

Ile

Lys

Leu

Arg

95

Pro

Gly
Ser
Ser
80

Tyr

Trp

duoc lam gibéng nhu cua ngudi NYA

Ero

Arg

Pro

40

Ser

Ser
Ala
25

Gly

Gly

-116-

Ser

10

_Ser

Lys

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser
Ser
30

Leu

Phe

Val
15
Sér

Leu

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly



Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Val Asp Asn

<210>

<211>

<212>

 <213>

<400>

Met
1
Pro

Asn

Asp

Met

Leu

Ser

Asn

50

Ser

65

Phe:

Glu

Gly

Ile

Met

Cys

Glu

22
760
PRT -

Homo

22

Asp

Ser

His

35

Cys

Ile

Glu

Asp
115

Gly

Ala

Thr
100

32517

Thr Asp Phe Thr Leu

Thr
85

Phe

sapiens

Gln

Tyr

20

Val

Thr

Tyr

Gly

Arg

100

Phe

Ala

Thr

Glu

Lys

Gly

Tyr

85

Leu

Pro

70

Tyr Tyr Cys Gln

Gly Gly Gly Thr

Arg
Arg
Met
Ala
Thr
70

Leu

Ala

Ala

Ser

Phe

Lys

105

Ala Phe

Ser Leu

25

Leu Ala

. 40

Asn

55

Ile

Gly

Gly

Ala

Val Thr

Ala Val

Tyr Cys

Thr Glu
105

‘Arg Arg

120

-117-

Thr Ile Ser Ser

Gln
90

Lys

Ser

10

Ala

Val

Lys

Ile

Lys

90

Ser

Leu

75

Asn

Val

Asn

Arg

Asp

Pro

Val

75

Gly

Pro

Tyr

Tyr Ala

Glu Ile

Leu Phe

Gln Val

Glu Glu

45

Lys Arg

60

Phe Phe

Val Glu

Val Arg

Trp Asp
125

Leu

Ser

Lys
110

Gly

Asp

30

Glu
Cys
Leu
Pro
Glu

110

Asp

Gln

Ser

95

Gly
15

Gly
Asn
Ser
Ile
Lys
95

Glu

Leu

Pro

80

Asn

Gluv

Asp

Ala

Gly

Gly

80

Thr

Pro

Lys



Arg

- Lys

145

Lys

Lys

Lys

Leu

Ala

225

Lys

Val

Serv

Pro

Thr
305

Phe

Lys

130

Leu

Asp

Leu

Asp

Val

210

Ala

Asp

Arg

Leu

Ile

290

Gly

Pro

Leu

Leu

Glu

Ser

Ser

195

Tyr

Thr

Phe

Ala

Asn

275

val

Asp

Pro

Ser
Asn
Asn
Lys
180
Ala
Leu
val
Glu
Gly
260
Ala
Asn
Pro

Ser

Glu
Glu
Leu
165
Val
Gln
Val

Thr

Tle

Ala

Tyr

Arg
325

Lys

Asn

150

Ala

Trp

Asn

Glu

Gly

230

Leu

Ile

Gly

Glu

Thr

310

Ser

Leu
135
Ser
Leu
Arg
Ser
Asn

215

Lys

Tyr

Thr.

vVal

Leu

295

Pro

Ser

32517

Asp

Tyr

Tyr

Asp

Val

200

Pro

Leu

Thr

Phe

Leu

280

Ser

Gly

Gly

Ser

Val

Val

Gln

185

Ile

Gly

Val

Pro

Ala

265

Ile

Phe

Phe

Leu

-118-

Thr

Pro

Glu

170

His

Ile

Gly

His

Val

250

Glu

Tyr

Phe

Pro

Pro

330

Asp

Arg

155

Asn

Phe

Val

Tyr

Ala

235

Asn

Lys

Met

Gly

Ser

315

Asn

Phe

140

Glu

Gln

val

Asp

Val.

220

Asn

Gly

Val

Asp

His

300

Phe

Ile

Thr

Ala

Phe

Lys

Lys

205

Ala

Phe

Ser

Ala

Gln

285

Ala

Asn

Pro

Gly

Gly

Arg

Ile
190

Asn

Tyr

Gly

Ile

Asn

270

Thr

His

His

Val

Thr

Ser

Glu

175

Gln

Gly

Ser

Thr

Ile
Gln
160 »
Phe
Val
Arg
Lys

Lys

240

Val

255

Ala

Lys

Leu

Thr

Gln

335

Ile

Glu

Phe

Gly

Gln

320

Thr



Ile

Cys

Glu

Lys

385

His

Ala

Phe

Ile
Glu
465
Tyr
Ser
“Val

Ala

Leu

Ser

Pro

Arg

Ser

. 355

Ser

370

Ile

Tyr

Lys

Ser

Phe

Lys

Leu

Val

Ser

Asp
435

Ala

450 -

Trp

Ile

Ala

Lys

Ser

530

Ala

Leu

Asn

Ser

His

515

Lys

Tyr

Ala

340

Asp

Asn

Asn

Val

Gly

420

Met

Ser

Glu

Leu

Pro

500

Pro

Val

Ser

Ala

Trp

Val

Ile

Val

405

Val

Val

Trp

Gly

Asp

485

Leu

Val

Glu

Gly

Ala

Lys

Lys

Phe

390

Gly

Gly

Leu

Ser

Tyr

470

Lys

Leu

Thr

Lys

TIle

Glu
Thr
Leu
375
Gly
Ala
Thr
Lys
Ala
455
Leu
Ala
Tyr
Gly
Leu

535

Pro

32517

Lys

Asp

360

Thr

Val

Gln

Ala

Asp

440

Gly

Ser

Val

Thr

Gln

520

Thr

Ala

Leu

345

Ser

Val

Ile

Arg

Leu

425

Gly

Asp

Ser

Leu

Phe

Thr

Ser

Lys

Asp

410

Leu

Phe

Phe

Leu

Gly

- 490

Leu

505

Phe

Leu

val

-119-

Ile

Leu

Asp

Ser

Gly

Cys

Asn

Gly

395

Ala

Leu

Gln

Gly

His

475

Thr

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

Arg

Val

380

Phe

Trp

Lys

Pro

Ser

460

Leu

Ser

Lys

Gln

Ala

540

Cys

Met

Met

365

Leu

vVal

Gly

Leu

Ser

445

Val

Lys

Asn

Thr

Asp

525

Ala

Phe

Glu

350

Val

Lys

Glu

Pro

Ala

430

Arg

Gly

Ala

Phe

Met

510

Ser

Phe

Cys

Gly

Thr

Glu

Pro

Gly
415

Gln

Ser

Ala

Phe

Lys

495

Gln

Asn

Pro

Glu

Asp

Ser

Ile

Asp

400

Ala

Met

Ile

Thr

Thr

480

Val

Asn

Trp

Phe

Asp



545

Thr
Ile
val
Leu
Leu
625
Trp
Thr
Lys
Tyr
Gly
705
Gln

Leu

Val

Asp

Glu

Ala

Asp

610

Asn

Leu

Thr

Leu

Val

690

Ser

Asn

Al'a

Trp

Tyr
Arg
Gly
595
Tyr
Gln

Tyr

Asp

“Asn

675

Ser

His

Asn

Thr

Asp
755

Pro

Ile

Gln

Glu

Tyr

Ser

Phe

660

Asp

Pro

Thr

Gly

Trp

740

Ile

Tyr
565

Pro

580 .

Phe

Arg

Arg

Ala

645

Gly

.Arg

Lys

Leu

Ala

725

Thr

Asp

550

Leu
Glu
Val
Tyr
Ala
630
Arg

Asn

Val

Glu

Pro

710

Phe

Ile

Asn

Gly
Leu
Ile
Asn
615

Asp

Gly

Ala

Met

Ser

695

Ala

Asn

Gln

Glu

32517

Thr

Asn

Lys

600

Ser

Ile

Asp

Glu

Arg

680

Pro

Leu

Glu

Gly

Phe
760

Thr

Lys

585

Leu

Gln

Lys

Phe

Lys

665

Val

Phe

Leu

Thr

Ala
745

- -120-

Met

570

Val

Thr

Leu

Glu

Phe

650

Thr

Glu

Arg

Glu

Leu

730

Ala

555

Asp.

Ala

His

Leu

Met

635

Arg

Asp

Tyr

His

Asn

715

Phe

Asn

Thr

Arg

Asp

Ser

620

Gly

Alba

Arg

His

Tyr

Ala

Val

605

Phe

Leu

Thr

Phe

Phe

685

Val

700

Leu

Arg

Ala

Phe'

Lys

Asn

Leu

Lys

Ala
590

Glu

Val

Ser

Ser

val

670

Leu

Trp

Leu

Gln

Ser

750

Glu
575
Ala
Leu
Arg
Leu
Arg
655
Met
Ser
Gly
Arg
Leu
735

Gly

560

Leu .

Glu

Asn

Asp

Gln

. 640

Leu

Lys

Pro

Ser

Lys

720

Ala

Asp





