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(57) Sang ché dé cap dén khang thé cua thu thé khang transferrin gin két dac hiéu véi thy
thé transferrin & nguoi va thy thé transferrin 0 khi dau cho, bao gom i) mién bién d6i chudi
nang duoc lam giong nhu cua nguoi co ngudn gdc tir mlen bién ddi chudi ning cua SEQ
ID NO: 01, va ii) mién bién d6i chudi nhe duoc lam gibng nhu cia nguoi co ngudn goc tur
mién bién d01 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 26, trong d6 khang thé c¢6 toc d6 phan ly dbi véi
thu thé transferrin & ngudi bang hodc thip hon (trc 13 nhidu nhit) téc d6 phan ly cua khang
thé ctia thu thé khang transferrin 128,1 d6i véi thu thé transferrin & khi dau ché, nho d6 toc
do phan ly dugc xac dinh bang ky thuat cong huong plasmon bé mat, va nhd d6 khang thé
cua thy thé khang transferrin 128,1 c6 mién bién d6i chudi ning cua SEQ ID NO: 64 va
mién bién d6i chudi nhe cua SEQ ID NO: 65.
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Linh viwc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé cua thu thé khéng transferrin c6 tbc do phan ly
~duge thiét ké cho thu thé transferrin & ngudi va viée st dung chung 1am mo-dun vén

chuyén hang rao mau-nio.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Mic thAm thiu vao ndo cia cac thube rdi loan than kinh nhu vi dy, cac thube
sinh tri liéu 16n hodc thubc phan tir nhé ¢6 mic do tham thdu vao ndo thap, bi han ché
mot cach nghiém ngit boi hang rao mau-ndo (BBB) rong va khong lot dugce cung véi
thanh phin t& bao con lai trong don vi mach thin kinh (NVU). Nhiéu chién lugc dé
khic phuc dugc tré ngai ndy da dugc thir nghiém va mot chién luogc 14 st dung con
duong chuyén bao duge didu tiét boi cac thu thé ndi sinh duogc biéu hién trén ndi mod
mao mach ndo (thu thé hang rdo mau ndo). Cac protein tai td hop nhu khang thé don
dong hodc peptit da dugc thiét ké khang cac thu thé néy dé c6 thé phan bd cac chét
sinh tri liéu qua trung gian thu thé vao ndo. Tuy nhién, céc chién lugc dé tdi da hoa
muc hép thu vao nio trong khi t6i thiéu hoa su phan loai sai bén trong t& bao ndi md
ndo (BEC), va pham vi tich tu bén trong mot sb hat co quan (déc biét 1a cac hat co

quan dan dén sy bién chat chét sinh trj liéu) trong BEC, van chua duge nghién ctru.

Cac khang thé don dong va cac chét sinh trj lidu khac c6 hoat luc tri liéu 16ndé
didu tri bénh ly trong hé than kinh trung wong (CNS). Tuy nhién, dudng vao ndo cua
chung bi chin béi BBB. Cac nghién ciu trude d6 da minh hoa rang IgG véi luong
phén tram rit nho (khoang 0,1%) dugc tiém trong dong mau c6 thé thim thiu vao
ngin CNS (Felgenhauer, Klin. Wschr. 52 (1974) 1158-1164). Diéu niy chéc chén han
ché tac dung dugc 1y bit ky do nong dd thdp cua khang thé & bén trong CNS.

Da phat hién ra tir trude 1a phén tram khang thé phan b6 vao CNS c6 thé dugc
cai thién bing cach loi dung thu thé BBB (tirc 14, thu thé transferrin, thu thé insulin va

thu thé tuong tu) (xem, vi du, WO 95/02421).
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Do d6, ¢6 nhu cau vé hé phan bd cac thudce roi loan than kinh qua BBB d€ van

chuyén céc thudc nay vao nfo mot cach hidu qua.
Trong WO 2014/033074, viéc van chuyén hang rao mau-néo dugc béo cdo.

Trong WO 2014/189973, khang thé ctia thy thé khang transferrin va cac phuong
phap st dung dugc béo cdo. Ciing dugc bdo cdo thém trong tai liéu nay 1a viéc hudng
dich thy thé BBB bing khang thé 4i luc cao dic hiéu truyén thong thudng dan dén viée
gia tdng van chuyén BBB bi han ché. Sau d6 phét hién ra réng bién do hép thu khang
thé vao va bién do phan bd trong CNS lién quan theo ty 1& nghich véi i luc gén két ciia
né dbéi véi thu thé BBB trong s6 cac khang thé khang BBB dugc nghién ctru. Vi duy,
khang thé i lyc thip déi v6i thy thé transferrin (TfR) dwoc dinh liéu & mirc lidu luong
tri liéu cai thién dang ké sy van chuyén BBB va giit dwoc CNS clia khang thé khang TR
so v6i khang thé khang TR 4i Iuc cao hon, va khién cho ¢6 thé dat dugc ndng d tri liéu
trong CNS mot cach dé dang hon (Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3 (2011) 84ra43). Co
dwoc bing chimg vé sy van chuyén BBB nhu vay bang céch sit dung khing thé dac hiéu
kép ma gan két ca TfR va enzym phan tdch protein tién chat dang tinh bot (APP), B-
secretaza (BACE1). Lidu don toan than ctia khéng thé dic hiéu kép khang TfR/BACE1
duoc xt Iy ky thuat bang cach sir dung khang thé 4i lyc thip khong nhitng din dén viée
hép thu khang thé & mtrc déng ké trong ndo, ma con lam giam manh ndng do AB1-40
trong nfo so véi mdt minh khang BACE1 don déic hiéu, goi y rang sy thdm théu vao
BBB anh huéng dén hoat lyc khang BACE1 (Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3 (2011)
84ra43; Yu et al., Sci. Transl. Med. 3 (2011) 84ra44).

Ngoai ra, mdt danh gid phi lam sang va k¥ ludng v& do an toan ctia khang thé
don dong (mAb) dugc du dinh dé ap dung tri liéu 14 rat quan trong do do phtrc tap ting
1én theo céc khia canh xir Iy k¥ thuét khang thé va do bién ddi cam ng boi tinh da dang
cta hé t& bao san sinh tai td hop dé tao ra khang thé. Ngoai ra, cdu triic phiic tap cla
chung, céac chiic ndng sinh hoc doc nhét va thoi gian ban huy 1au hon cia mAb so véi
cac thube phén tir nho truyén théng bd sung vio céc cin nhic an toan ngoai cic yéu td
quan tdm do viéc st dung ldm sang kéo dai cua mAb dé diéu tri cac bénh man tinh

(Lynch, C.M., et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Kim, S.J., et al., Mol. Cells 20 (2005) 17-29).

Muc tiéu tong quat ctia cac nghién ctru phi 1dm sang doi véi mAb la dé xac dinh

cac tinh chét gdy doc ctia mAb dang quan tdm va cung cép thong tin vé su phat trién san
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pham. Cac muc tiéu chinh ctia ddnh gia phi Ildm sang nay Ia (1) nhén biét cac co quan
dich vé d6 doc va xac dinh xem do doc nay c¢6 dao nguoc sau khi diéu tri hay khong, (2)
nhén biét liéu ban dau an toan cho thir nghiém 1am sang giai doan [ & ngudi va ké hoach
gia tang liéu tiép d6, (3) cung cip thong tin dé theo ddi céc thong sb an toan trong céc
thir nghiém 1am sang va (4) cung cip sd liéu vé& do an toan dé hd tro bao hd nhin san
phém. Dé dat duoc cac muc dich ndy, ca nghién ctru phi 1dm sang in vitro va in vivo
nhim muc dich xéc dinh va hiéu cac tinh chét duoc ly cia khéng thé déu duoc tién hanh
(Lynch, C.M., et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Cavagnaro, J.A., trong tai liéu: Cavagnaro,
J.A. (Ed.) "Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals”; Hoboken, NJ: Wiley
2008; 45-65).

Dé danh gid phi 1am sang thanh cong vé do an toan cua mAb, hiu hét cac loai
dong vat thich hop nén dugc lua chon dé thu nghiém do doc (Lynch, C.M., et al., mAbs
1 (2009) 2-11; Chapman, K., et al., Nat. Rev. Drug Discov. 6 (2007) 120-126). Loai
thich hop la loai trong d6 khang thé ¢ hoat tinh dugc 1y, khdng nguyén dich nén c6 mit
hodic duoc bidu hién va profin phan ng chéo trong md nén twong ty nhwr & ngudi (Lynch,
C.M., et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Chapman, K., et al., Nat. Rev. Drug Discov. 6 (2007)
120-126; Subramanyam, M. and Mertsching, E., trong tai liéu: Cavagnaro J.A. (Ed.);
Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 181-
205; Hall, W.C., et al., trong tai liéu: Cavagnaro, J.A. (Ed.); Preclinical safety evaluation
of biopharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 207-240). Str dung thir nghiém hoa
mién dich hodc thir nghiém chitc nang, loai dong vt thich hop biéu hién epitop mong
mudn va cho thiy profin phan tmg chéo trong md twong tu nhu md ngudi co thé duoc
nhan biét (Lynch, C.M., et al., mAbs 1°(2009) 2-11; Hall, W.C., et al., trong tai li¢u:
Cavagnaro, J.A. (Ed.); Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken,
NJ: Wiley 2008; 207-240). Cac nghién ctru phan Gng chéo trong loai, ma htu ich trong
quy trinh ndy, lién quan dén nghién ctru héa md mién dich cta cac mo tir cac loai khac
nhau bang cach st dung vi ddy mé tir nhiéu loai ¢6 ban trén thi trudng (Lynch, C.M.,, et
al., mAbs 1 (2009) 2-11; Hall, W.C., et al., trong tai li¢u: Cavagnaro, J.A. (Ed.);
Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 207-
240). Theo mdt cach khac, viéc danh gia vé mirc gin két khang thé véi cac té bao tir cac
dong vat nay bang cach phan loai té bao duoc hoat hoa dong (FACS) thuong la nhay

hon so v6i phan tich héa m6 mién dich cta céc phin mo (Lynch, C.M., et al., mAbs 1
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(2009) 2-11; Subramanyam, M. andMertsching, E., trong tai liéu: Cavagnaro J.A. (Ed.);
Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 181-
205). Trinh ty ADN va trinh ti axit amin cua khang nguyén dich nén dugc so sanh gitra
cac loai; tinh tuong déng gifta cdc loai nén dugc xac dinh (Lynch, C.M., et al., mAbs 1
(2009) 2-11; Subramanyam, M. and Mertsching, E., trong tai li¢u: Cavagnaro J.A. (Ed.);
Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 181-

205).

Ngoai ra, su phan bd sinh hoc, chirc ning va cAu tric cia khe’mg nguyén' can phai
tuong duong nhau gitta céc loai dong vt thich hop va nguoi dé cho phép danh gia do
ddc phat sinh do sy gén két khang thé cua khang nguyén dich, dugc dé cap dén 1a do
ddc muc tiéu (Lynch, C.M., et al., mAbs 1 (2009) 2-11; 19,20). Ngoai ra, d§ tuong tu
16n trong phan phdi trong md khdng nguyén dich & loai dong vét nay va ngudi khién
cho c6 kha ndng hon trong viéc cac co quan dich cé do doc dugc nhan biét & dong vat
s& du bdo do doc tiém 4n & ngudi. Su thidu do tuong ddng trong sy phan bb trong md
khéng nguyén giita cc loai dong vét va nguoi khong loai trlr hoan toan vi¢e st dung
loai dong vat nay cho cac nghién ctru d6 doc tinh, nhung chénh léch nay phai dugce dua
ra cAn nhic dé danh gia nguy co & ngudi. Nhu d6i voi mat do hodc 4i luc khang nguyén,
do tuong duong tuyét d6i gitta mo hinh dong vat va ngudi khong duge yéu cau tuong
tu. Viée chimg minh vé do thich hop ctia loai duoc chon dé thir nghiém do doc nén dugc
bao gdm khi dua ra xem xét quan ly. Néu chi c6 mot loai duoc str dung dé danh gia do
an toan, tom tit vé cac thi nghiém ma ching minh sy khong c6 loai thich hgp bd sung

duoc cho phép (Lynch, C.M.,, et al., mAbs 1 (2009) 2-11).

Néu khéng thé don dong duoc du dinh dé sir dung dé didu tri bénh khong ¢ tinh
phan ung chéo trong loai thi khang thé thay thé phai duge sir dung hodc mot loai khac
cho mé hinh nay. Vi vay, cac khang thé thay thé 1a giai phap tiém nang cho thtr nghiém
vé d9 an toan han ché ¢ thé c6 voi khang thé don dong dugc lam gidng nhu clia ngudi
¢6 tinh phan ng chéo trbng loai bi han ché. Tuy nhién, hién vin chua c6 chi tidu duge
xé4c dinh ma khang thé thay thé tiém ning nén dugc ddnh gia trude khi st dung né dé
x4c dinh c4c vAn d& an toan dbi voi tic nhan 1am sang (Regulatory Toxicology and

Pharmacology Volume 40, Issue 3, December 2004, trang 219-226).
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Vi vay, dé nhan biét md hinh dong vét cho mAb cu thé, cac cin nhic trén day
phai dugc thyc hién. Nhung tuy nhién can thiét 1a mAb dang quan tim ¢ tinh phéan tng
chéo v6i khang nguyén dich cuia loai thir nghiém. Néu khong thi tham chi 1a loai thu
nghiém thich hop nhat khong thé dugc sir dung. Do d6, ¢6 nhu cu ddi véi mAb la khong
c6 tinh phan (g chéo trong loai nhung c6 tinh phan Gmg chéo gitta cc loai d6i v6i dich

cua nd & ngudi va loai duge du dinh cho cac thir nghiém phi 1dm sang.

Trong EP 2 708 560, khang thé nhan dién mot cach cu thé thu thé transferrin
dugc bao cao. Trong FR 2 953 841, khang thé duoc dinh huéng khang thu thé transferrin
va viéc st dung chung cho liéu phép mién dich cua khédi u phu thudc vao s&t duoc bao

cao. Trong US 2009/162359, khang thé dic hiéu kép hoa tri hai dugc bdo céo.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Pa phat hién ra ring khing thé cta thu thé khang transferrin nhu dugc béo cdo
trong ban mo ta co thé duoc st dung lam mo-dun van chuyén hang rio méu-nao dé phan
bd phéan tir thc dong dén ndo qua hang rao mdu-ndo vao ndo. Theo mot s6 phwong 4n,
mo-dun van chuyén hiang rdo méu-ndo la phin tr gan két hoa tri mdt ma gin két dac
hiéu voi thu thé transferrin. Khang thé cta thu thé khang transferrin nhu duge béo céo
trong ban mo ta khi dugc sir dung 1am mo-dun van chuyén hang rao méu-ndo 1a hitu ich,
vi du, dé chan doan hoic diéu tri cac rdi loan than kinh, nhu bénh Alzheimer, bénh

Parkinson va bénh Alzheimer va bénh Parkinson cung hoanh hanh.

Dugc bédo cdo trong ban mo ta la khéng thé cia thy thé khang transferrin gin két
dac hiéu voi thu thé transferrin & ngudi (huTfR) va thy thé transferrin & khi dau ché

(cyTfR). Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé cua thu thé khang transferrin

o gin két voi thu thé transferrin & ngudi (huTfR) va thu thé transferrin &

khi dau cho (cyTfR);

o o tde dd phan ly dbi v6i thu thé transferrin & nguoi bang hoic thép hon
(tc 13 nhidu nhét) tdc do phan ly cua khang thé cla thu thé khéng
transferrin 128,1 dbi véi thu thé transferrin & khi ddu cho, nhe d6 téc do
phan ly dugc xéc dinh bang ky thuat cong hudng plasmon b& mit, va nho

d6 khang thé cua thu thé khang transferrin 128,1 co mién bién dbi chudi
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ndng cia SEQ ID NO: 64 va mién bién ddi chudi nhe cia SEQ ID NO:
65;

e gin két v4i toc do phan ly doi vai thu thé transferrin & ngudi ndm trong

khoang va bao gom tir 0,1 1/gidy dén 0,005 1/giay.

Theo mdt khia canh nhu duge bdo cdo trong ban md ta la khang thé cia thu thé
khang transferrin gén két dic hiéu véi thu thé transferrin & ngudi va thu thé transferrin
& khi ddu cho6, bao gdbm

i)  mién bién ddi chudi ning dugc lam gidng nhu ctia ngudi ¢6 ngudn gbc tir

mién bién ddi chudi ning ctia SEQ ID NO: 01, va

ii) mién bién ddi chudi nhe dwogc lam gidng nhu ctia ngudi ¢6 ngudn gdc tir

mién bién d6i chudi nhe cuia SEQ ID NO: 26,

trong d6 khang thé néu trén ¢6 the d6 phan ly dbi véi thu thé transferrin & nguoi

bang hodac thap hon (tirc 1a nhidu nhit) téc do phan ly cta khéng thé cua thy thé

khang transferrin 128,1 ddi voi thu thé transferrin & khi dau cho,

nhd d6 te do phén ly dugc xac dinh béng k¥ thuat cdng hudng plasmon bé mat,

va

nho d6 khang thé ctia thu thé khang transferrin 128,1 ¢ mién bién ddi chudi ning

cia SEQ ID NO: 64 va mién bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 65.

Theo mdt phuong 4n, toc dd phan ly dbi véi thy thé transferrin & ngudi 1a nim
trong khodng va bao gdm tir 0,1 1/gidy dén 0,005 1/giay.

Theo mdt phuong an, khang thé c6 gde axit amin prolin (P) (ddnh so theo Kaba)
& vi trf 80 trong mién bién dbi chudi nhe.

Theo modt phuong an, khang thé c6 gde axit amin asparagin (N) (danh s6 theo
Kabat) & vi tri 91 trong mién bién dbi chudi nhe. |

Theo mot phuong &n, khang thé c6 gde axit amin alanin (A) (dénh s6 theo Kabat)
& vi tri 93 trong mién bién ddi chudi nhe. -

Theo mot phuong én, khang thé c6 gbe axit amin serin (S) (danh s6 theo Kabat)

& vi tri 100g trong mién bién doi chuoi ndng.
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Theo mot phuong 4n, khéng thé ¢6 gbe axit amin glutamin (Q) (danh s6 theo

Kabat) & vi tri 100g trong mién bién ddi chudi ning.

Theo mdt phuong 4n, khang thé co gbc axit amin serin (S) (ddnh s6 theo Kabat)

& vi trf 65 trong mién bién doi chudi ning.

Theo mdt phuong an, khang thé ¢ gbc axit amin glutamin (Q) (danh s6 theo

Kabat) & vi tri 105 trong mién bién ddi chudi nang.

Theo mot phuwong an, khang thé c6 gbe axit amin prolin (P) & vi tri 80 trong mién
bién ddi chudi nhe, gbc axit amin asparagin (N) ¢ vi tri 91 trong mién bién ddi chudi
nhe, gbc axit amin alanin (A) & vi tri 93 trong mién bién ddi chudi nhe, gdc axit amin
serin (S) & vi tr 100g trong mién bién ddi chudi ning, gbc axit amin serin (S) & vi tri 65
trong mién bién d6i chudi ning, va gbc axit amin glutamin (Q) & vi tri 105 trong mién

bién dbi chudi ning (dénh sb theo Kabat).

Theo mdt phuwong 4n, khang thé co gbc axit amin prolin (P) & vi tri 80 trong mién
bién ddi chudi nhe, gbc axit amin asparagin (N) & vi tri 91 trong mién bién dbi chudi
nhe, gbc axit amin alanin (A) & vi tri 93 trong mién bién dbi chudi nhe, gbc axit amin
glutamin (Q) ¢ vi tri 100g trong mién bién ddi chudi ning, gbc axit amin serin (S) & vi
tr{ 65 trong mién bién ddi chudi ning, va gbc axit amin glutdmin (Q) o vitri 105 trong

mién bién dbi chudi ning (d4nh sb theo Kabat).

Theo mdt khia canh nhu dugce bdo cdo trong ban mo ta la khang thé cua ”thu_ thé
khéng transferrin bao gdm (a) HVR-H1 chira trinh tu axit amin ctiia SEQ ID NO: 66; (b)
HVR-H2 chta trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 68; (c) HVR-H3 chta trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 71, 72 hodc 73; (d) HVR-L1 chira trinh tu axit amin ctia SEQ 1D
NO :‘ 75; () HVR-L2 chua trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 76; va (f) HVR-L3 chira
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 78.

Theo mot phuong an dugc uu tién, khang thé ctia thy thé khang transferrin brao
gdm (a) HVR-H1 chtra trinh tu axif amin cua SEQ ID NO: 66; (b) HVR-H2 chira trinh
tu axit amin cta SEQ ID NO: 68; (¢c) HVR-H3 cht’rva trinh tu axit amin cua SEQ ID NO:
72; (d) HVR-L1 chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 75; (e) HVR-L2 chira trinh tu
axit amin cua SEQ ID NO: 76; va (f) HVR-L3 chua trinh ty axit amin‘cﬁa SEQ ID NO:
78.
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Theo mdt khia canh nhu dwoc bao céo trong ban ma ta 1a khing thé cua thy thé

khang transferrin gin két dac hidu voi thu thé transferrin & ngudi (huTfR) bao gbm

i)  trinh ty mién bién dbi chudi ning (VH) c6 dd dong nhat trinh tu d6i véi

trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 24 it nht bang 90%, va

ii) mién bién déi chudi nhe (VL) c6 d6 ddng nht trinh tw dbi véi trinh tur axit

amin cta SEQ ID NO: 37 it nhét bang 90%,

trong d6 khang thé c6 khoang ciing mot tdc 6 phan ly nhu khang thé bao gdm
trinh tw mién bién déi chudi nang (VH) ctia SEQ ID NO: 24 va trinh ty mién bién
d6i chudi nhe (VL) ctia SEQ ID NO: 37.

Theo mdt phuong an, tbe do phan ly dbi v6i thu thé transferrin ¢ ngudi 1a nam

trong khoang va bao gdm tlr 0,1 1/gidy dén 0,005 1/giay.

Mot khia canh dugc uu tién nhu duge béo cdo trong ban md ta 1a khéng thé cua
thu thé khang transferrin gin két dic hidu voi thy thé transferrin & ngudi (hquR) bao

gdm

i)  trinh ty mién bién ddi chudi ning (VH) c6 trinh tu axit amin cua SEQ ID

NO: 24, va
ii) mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 37.

Theo mdt phuong 4n theo tAt ca cac khia canh, khang thé 1a khang thé da dic hidu
c6 it nhat mot tinh dic hiéu gén két dbi voi thu thé transferrin va it nhit mot tinh dac
hiéu gin két dbi voi dich tri ligu. Theo mot phuong an, khang thé bao gdm Vi tri gin két
khéng nguyén thir nhat ma gén két thu thé transferrin va vi trf gén két khang nguyén thir
hai ma gin két khang nguyén nio. Theo mdt phuong an khac, khang nguyén ndo dugc
chon tir nhém bao gdm Abeta & ngudi, thu thé yéu t6 tang trudng biéu md (epidermal
growth factor receptor-EGFR), thu thé yéu té tang trudng biéu md ngudi 2 (HER2),
alpha-synuclein ngudi, tau nguoi, duge phosphoryl hoa & gbe tyrosin hoc serin, CD20
ngudi, protein tién chét dang tinh bot (APP), va glucocerebrosidaza nguoi. Theo mot

phuong 4n dugc uu tién, khing thé da dic hiéu gin két ca
i) thu thé transferrin va Abeta, hodc

ii) thu thé transferrin va CD20, hodc
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iii) thu thé transferrin va alpha-synuclein, hogc
iv) thu thé transferrin va phospho-tau, hodc
| v)  thu thé transferrin va HER2, hodc

.Vi) thu thé transferrin va glucocerebrosidaza.

Theo mdt phuong 4an, khang thé 13 khang thé dic hidu kép bao gdm it nhét mot
cip mién bién d6i chudi ning ctia SEQ ID NO: 24 va mién bién d6i chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhat mot cip mién bién d6i
chudi nang cia SEQ ID NO: 81 va mién bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 82 tao ra

vi tri gén két cho Abeta ngudi.

Theo mot phuong 4n, khang thé 1a khang thé dic hidu kép bao gdm it nhat mot
cip mién bién dbi chudi nang cia SEQ ID NO: 24 va mién bién doi chudi nhe cua SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhit mot cip mién bién doi
chudi ning ctia SEQ ID NO: 79 va mién bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 80 tao ra
vi tri gén két cho CD20 ngudi. Theo mot phuong 4n, ving bién d6i chudi ning chira
thay thé gdc axit amin & vi tri 11 theo Kabat bang axit amin bét ky ngoai leuxin. Theo

'mdt phuong 4n, bién thé thé bao gom thay thé gdc axit amin & vi tri 11 theo Kabat bang
axit amin khong phan cyc. Theo mdt phuong an dugc uu tién, bién thé thé bao gdbm thay
thé gbc axit amin & vi tri 11 theo Kabat trong mién bién ddi chudi ning ctia SEQ ID NO:
79 bang gdc axit amin dugc chon tr nhém bao gdm valin, leuxin, isoleuxin, serin, va

phenylalanin.

Theo mot phuong an, khang thé 1a khang thé dic hiéu kép bao gdm it nhit mot
cdp mién bién dbi chudi ning cua SEQ ID NO: 24 va mién bién dbi chudi nhe cfia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhit mot cap mién bién dbi
chudi ning cia SEQ ID NO: 83 va mién bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 84 tao ra
vi trf gén két cho alpha-synuclein ngudi.

Theo mot phuong an, khang thé 1a khang thébdaﬁc hiéu kép bao gf“)m it nhét mot
cap mién bién dbi chudi nang cua SEQ ID NO: 24 va mién bién dbi chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhét m@t cap mién bién ddi

chudi ning duoc lam gidng nhu cla ngudi co ngudn gbe tir SEQ ID NO: 85 va mién
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bién ddi chudi nhe duoc 1am gidng nhu ctia ngudi 6 ngudn gde tir SEQ ID NO: 86 tao

ra vi trf gan két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mot phuong an, khang thé 1a khéﬁg thé ddc hiéu kép bao gélﬁ it nhat mot
ciip mién bién ddi chudi nang ctia SEQ ID NO: 24 va mién bién d6i chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhit mot cap mién bién ddi
chudi niang duoc 1am gidng nhu clia ngudi co ngudn gbe tir SEQ ID NO: 87 va mién
bién d6i chudi nhe duoc 1am gidng nhu clia ngudi co ngudn gdc tir SEQ ID NO: 88 tao

ra vi tri gén két cho alpha—synucléin nguoi.

Theo mot phuong 4an, khang thé 1a khang thé dac hidu kép bao gém it nhat mot
cap mién bién ddi chudi nang cia SEQ ID NO: 24 va mién bién d6i chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhit mot cap mién bién dbi
chudi ning dugc 1am gidng nhu clia nguoi ¢6 ngudn gbc tir SEQ ID NO: 89 va mién
bién d6i chudi nhe duoc lam giong nhu clia ngudi ¢ ngudn gbe tir SEQ ID NO: 90 tao

ra vi trf gén két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mdt phuong an, khang thé 1a khang thé dic hiéu kép bao gdm it nhit mot
cdp mién bién doi chudi ning ctia SEQ ID NO: 24 va mién bién ddi chudi nhe ciia SEQ
ID NO: 37 tac ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhat mot cadp mién bién ddi
chudi ning dugc lam gidng nhu ctia nguoi ¢6 ngudn gdc tir SEQ ID NO: 91 va mién
bién ddi chudi nhe duoc 1am giéng nhu clia ngudi c6 ngudn goc tir SEQ ID NO: 92 tao

ra vi tri gdn két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mdt phuong an, khang thé 1a khéng thé dac hiéu kép bao gém it nhit mot
cdp mién bién ddi chudi nang cia SEQ ID NO: 24 va mién bién d6i chudi nhe cia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhét mot cap mién bién ddi
chudi ning duge 1am gidng nhu clia nguoi ¢6 ngudn gbe tir SEQ ID NO: 93 va mién
bién dbi chudi nhe duge lam gidng nhu cta ngudi ¢6 ngudn gdc tir SEQ ID NO: 94 tao

ra vi tri gén két cho alpha-synuclein ngudi.

Theo mdt phuong 4n, khang thé 1a khang thé dac hiéu kép bao gbm it nhat mot
cip midn bién déi chudi nang ctia SEQ ID NO: 24 va mién bién ddi chudi nhe ciia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gin két cho thu thé transferrin va vi tri gan két cho i)
glucocerebrosidaza c6 trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 97, hodc ii) bién thé chuc

nang ctia SEQ ID NO: 97 ¢6 dd ddng nhét trinh tu it nhat 13 70%, hodc iii) bién thé chirc
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ning ctia SEQ ID NO: 97 c¢6 mét hodc nhiéu dot bién, 1am khuyét hodc xen axit amin,

hodc iv) bién thé chtrc ning bi cit cut ctia SEQ ID NO: 97 ¢6 it nhit mot gbe axit amin

& dau tan cung N hodc dau tan cung C hodc trong trinh ty axit amin duoc lam 1<huyét,

hodc v) t& hop cta iii) va iv).

Theo mdt phuong 4n ctia tit ca cic khia canh, khang thé bao gdbm

i)  vung Fc homodime cta phan 16p IgG1l ¢ nguoi tuy y voi dot bién P329G,
L234A va L235A, hoic | o

ii)

i)

vung Fc¢ homodime cta phén 16p 1gG4 ¢ nguoi tuy y véi cac dot bién

P329G, S228P va L235E, hodc

vung Fc homodime trong do:

a)

b)

hodc

mot polypeptit cua viung Fc chira dot bién T366W, va polypeptit con
lai cia ving Fc chira cac dot bién T3668, L368A va Y407V, hodc

mot polypeptit ciia vung Fc chira cac dot bién T366W va Y349C, va
polypeptit con lai cua vung Fc chira céc dot bién T366S, L368A,
Y407V, va S354C, hodc

mdt polypeptit ctia vung Fc chtra cac dot bién T366W va S354C, va

polypeptit con lai cia vung Fc chira cac dot bién T3668, L368A,
Y407V va Y349C,

vung Fc homodime cua phan 16p [gG4 & ngudi trong do cé hai polypeptit
cta ving Fc déu chira cac dot bién P329G, 1.234A va L235A va

a)

b)

mot polypeptit ciia vimg Fc chtra dot bién T366W, va polypeptit con
lai ctia vung Fc chtra cdc dot bién T3668S, L368A va Y407V, hodc
mot polypeptit cua ving Fc chira cac dot bién T366W va Y349C, va

polypeptit con lai cta vung Fc chira cdc dot bién T366S, L368A,
Y407V, va S354C, hodc

mot polypeptit cia ving Fc chira cdc dot bién T366W va S354C, va
polypeptit con lai cia vung Fc chira cac 4ot bién T366S, L368A,
Y407V va Y349C,
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hodc

v)  vung Fc homodime cta phan 16p IgG4 ¢ ngudi trong d6 ca hai polypeptit
ctia ving Fc déu chia cac dot bién P329G, S228P va L235E va

a) mot polypeptit cua vung Fc chira dot bién T366W, va polypeptit con
lai ciia viung Fc chira cac dot bién T366S, L368A va Y407V, hoic

b) mot polypeptit cia vung Fc chtra cac dot-bién T366W va Y349C, va
polypeptit con lai cia vung Fc chira cac dot bién T366S, L368A,
Y407V, va S354C, hoac

c) mot polypeptit cua vung Fc chtra cac dot bién T366W va S354C, va
polypeptit con lai cua ving Fc chra cac dot bién T366S, L368A,
Y407V va Y349C.

Theo mot phuong &n theo tAt ca cac khia canh, khang thé 1a CrossMab.

Theo mot khia canh nhu dugc bAo c4o trong ban mo ta 1a khéng thé cua thu thé
khang transferrin bao gdbm

i)  mién bién dbi chudi nang dwoc chon tir nhém bao gom SEQ ID NO: 52, 53,
54, 55, 56, 57 va 58, va mién bién ddi chudi nhe dﬁqc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 60, 61, 62 va 63,

hodc

i1) mién bién ddi chudi ning dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 va
25, va mién bién déi chudi nhe duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
27,28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46
va 47.

Theo mdt khia canh nhu duoc bao cdo trong ban md ta la duge phém chtra khéng

thé nhu duoc bao cdo trong ban mo ta va chat mang dugc dung.

Theo mot khia canh nhu dugce bao co trong ban md ta 1a khang thé nhu duoc

bdo cédo trong ban md ta dé st dung lam thude.

Theo mot khia canh nhu dugce bdo cdo trong ban md ta la viéc st dung khang thé

nhu duoc bao cdo trong ban mo ta dé bao ché thude dé dicu tri roi loan than kinh.
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Theo mot phuong an, rdi loan than kinh duogc chon tir nhém bao g61n roi loan
bénh thin kinh, bénh thoai héa thin kinh, bénh ung thu, rbi loan bénh thi gidc, rdi loan
co giat, roi loan tich lily lysosom, chiing thoai hoa dang tinh bot, bénh virut hodc Vi
khudn, chiing thiéu mau cuc b, rdi loan hanh vi, viém CNS, bénh Alzheimer, bénh
Parkinson, bénh xo ctng rai rac, bénh ung thu duong tinh véi CD20 ¢6 di can dén nio,

va bénh ung thu duong tinh v4i Her2 c6 di can dén néo.

Theo mdt khia canh nhu dugc bao cdo trong ban mo ta 1a viéc st dung khang thé
nhu duoc bao cdo trong ban mo ta dé bao ché thube dé van chuyén mot hodc nhiéu hop

chét qua hang rao méu-ndo (BBB).
VL6 ta vin tit cac hinh vé
Fig.1: So dd vé thir nghiém chuyén bao

Fig.2: Téc do phan ly cta céc khang thé cua thu thé khéang transferrin khac nhau dugc
xac dinh & nhiét do 25°C béng cach str dung BTAcore; 1: 128,1; 2: 128,1 duoc
dung hop véi khang thé khang pTau mAb86; 3: 567; 4: 932; 5: 567 duoc dung

* hop v6i khang thé khang pTau mAb86; 6: 1026; 7: 1027; hinh vudng: gin két
v6i thu thé transferrin & khi dau cho; hinh tron: gén két véi thu thé transferrin &

ngudi; truc y: tbe do phan ly [1/gidy].

Fig.3: Tbc do phan ly cia céc khdng thé cua thu thé khéang transferrin khac nhau dugc
xéc dinh & nhiét do 37°C béng cach st dung BIAcore; 1: 128,1; 2: 932; 3: 1026,
4:1027; hinh vudng: gin két véi thu thé transferrin & khi déu ché; hinh tron:
gdn két v6i thu thé transferrin & nguoi; truc y: tdc a6 phan ly [1/gidy]

M ta chi tiét sang ché

Duoc bdo cdo trong ban mo ta la bién thé duoc lam gidng nhu ctia nguoi cla
khang thé tho 299 thé hién su chuyén bao & mc do cao trong thir nghiém chuyén bao
theo Vi du 8, ¢é tinh phan Gng chéo voi thu thé transferrin & ngudi va & khi dau cho, tic
1a gén két ddc hidu voi ca hai chét tuvong ddng cua thu thé transferrin, cho thay kha ning
nhudém mau té bao tdt va cé thoi gian ban hily tuong tu (dugc phan dnh béi tdc dd phan
ly) nhu khéang thé chudt 128,1 ddi véi thu thé transferrin & khi ddu cho di véi thu thé

transferrin & nguoi.
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Theo mdt khia canh nhu dugc bao cao trong ban md ta 1a khang thé duogc lam
gibng nhu cta ngudi gin két dac hiéu véi thy thé transferrin & ngudi, trong d6 khang
thé nay bao gdm

HVR ciia SEQ ID NO: 66, 68 va 72 trong mién bién déi chudi ning,
va
HVR ctia SEQ ID NO: 75, 76 va 78 trong mién bién ddi chudi nhe.

Theo mot phuong an, khang thé duge lam giéng nhu ctia nguoi bao gdm mién
bién ddi chudi ning cia SEQ ID NO: 24 va mién bién ddi chudi nhe cua SEQ ID NO:
37.

Theo mot phuong én, khang thé duge 1am gidng nhu ctia ngudi khong co chuc
nédng tac dong.

Theotnétphuongén,khéngthéduqc1&ng§6ngrﬂuroﬁangudigéakétdac}ﬁéu
v6i thu thé transferrin ¢ ngudi va thu thé transferrin & khi dau cho.

Theo mot phuong an, khang thé dugc lam gidng nhu cua nguoi la:

a) khang thé c6 do dai day du ctia phan 16p IgG1 & ngudi, hodc

b) khang thé c6 do dai ddy du ctia phan 16p 1gG4 & ngudi, hodc

c) khang thé c6 do dai ddy du cua phan 16p IgG1 & ngudi véi cdc dot bién
[.234A, L235A va P329G,

d) khang thé ¢6 do dai ddy du cta phan I6p 1gG4 & ngudi véi cac dot bién
S228P, L.235E va tuy y P329G,

e) khing thé co do dai ddy di cua phan I6p IgGl & ngudi véi cac dot bién
[.234A, L235A va P329G trong ca hai chudi ning va cic dot bién T366W va
$354C trong mdt chudi ning va cac dot bién T366S, L368A, Y407V va
Y349C trong chudi ning con lai tu(mg ung, hodc

f) khang thé c6 do dai ddy du cua phan 16p [gG4 & nguoi voi cac dot bién
S228P, 1.235E va tuy y P329G trong ci hai chudi ning va cac dot bién
T366W va S354C trong mot chudi ning va cac dot bién T366S, L368A,
Y407V va Y349C trong chudi ning con lai twong tng.

-15-



32611

Theo mot khia canh nhu dugc bao cdo trong ban md ta 1a khang thé dic hidu kép

bao gdm:

i) vi trf gin két thir nhit chira mién bién d6i chudi niang ctia SEQ ID NO: 24 va

mién bién d6i chudi nhe cua SEQ ID NO: 37,
va
ii) vi trf gén két thir hai duge chon tir:

a) mién bién doi chudi nang cua SEQ ID NO: 81 va mién bién doi chudi

nhe ctia SEQ ID NO: 82, hodc

b) mién bién doi chudi ning cia SEQ ID NO: 83 va mién bién ddi chuoi

nhe cua SEQ ID NO: 84, hoac

c) mién bién ddi chudi ning ctia SEQ ID NO: 85 va mién bién ddi chudi
nhe ciia SEQ ID NO: 86, hodc

d) mién bién ddi chudi ning cua SEQ ID NO: 87 va mién bién déi chudi
nhe ctia SEQ ID NO: 88, hodc

e) mién bién doi chudi ning ctia SEQ ID NO: 91 va mién bién doi chudi

nhe ctia SEQ ID NO: 92, hodc

f) mién bién doi chudi ning ctia SEQ ID NO: 89 va mién bién doi chuoi

nhe ctia SEQ ID NO: 90, hoic

g) mién bién doi chudi ning cia SEQ ID NO: 93 va mién bicn ddi chudi

nhe cuia SEQ ID NO: 94, hodc

h) mién bién ddi chudi ning cua SEQ ID NO: 79 va mién bién doi chuoi

nhe ctia SEQ ID NO: 80.

Theo mdt khia canh nhu dugc bao cdo trong bdn mo ta 1a duoc phém chtra khang

thé theo nhu duoc bao cdo trong badn mo ta va tuy ¥ chit mang dugc dung.

Theo mdt khia canh nhu dugc béo céo trong ban md ta 1a khang thé nhu duoc

bdo cdo trong ban mo ta dé sir dung lam thuoc.

Theo mot khia canh nhu dugc bao céo trong ban md ta 1a khang thé nhu duoc

b4o céo trong ban mo ta dé sir dung dé dicu tri roi loan than kinh.
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Theo mot khia canh nhu dugc bdo cdo trong ban mo ta 1a viéc sit dung khang thé

nhu dugce bdo cdo trong ban md ta de bao ché thuoc.

Theo mot khia canh nhu dugc béo céo trong ban mo ta 1a phuong phap didu tri
bao gém budce st dung khang thé nhu duoc béo céo trong ban mo ta dé dibu tri r6i loan

than kinh.
I. Dinh nghia

“Khung lam viéc thé nhan & nguoi” v6i cac muyc dich trong'bénb md ta Ia khung
lam viéc bao gém trinh tu axit amin ctia khung lam viéc cua mién bién d6i chudi nhe
(VL) hoédc khung lam viéc cua mién bién ddi chudi ning (VH) c6 ngudn gbc tir khung
lam viéc globulin mién dich & nguoi hodc khung lam viée lién mg & nguoi, nhu duge
dinh nghia dudi day. Khung lam viéc thé nhén & ngudi “c6 ngudn gbe tir” khung lam
viéc globulin mién dich & nguoi hodc khung lam viéc lién ing ¢ nguoi 6 thé bao gdm
cung mot trinh tu axit amin cta no6, hodc cé thé chta cac thay dbi trinh tu axit amin.
Theo mot s& phwong 4n, sé lugng axit amin thay ddi 12 10 hodc it hon, 9 hodc it hon, 8
hodc it hon, 7 hodc it hon, 6 hodc it hon, 5 hodc it hdn, 4 hodc it hon, 3 ho‘ejc it‘ ‘h_qn, hodc
2 hodc it hon. Theo mdt sé phuong an, khung lam viée thé nhan & ngudi clia VL ¢6 trinh
tu gidng nhu trinh tv khung lam viéc globulin mién dich VL & ngudi hodc trinh ty khung
lam viéc lién rng ¢ nguoi cua VL.

“Aj luc” duoc ding dé chi do manh cia tong thé cac twong tac khong cong hoa
tri gitta vi tri lién két don 1é ctia phén t& (vi dy, khang thé) va déi tugng lien két kem
theo ctia n6 (vi du, khang nguyén). Trir khi ¢ quy dinh khac, nhu duoc st dung trong
ban mo ta, “4i luc lién két” duoc dung dé chi 4i luc lién két bén trong ma phan anh tuong
tac theo ty 1€ 1:1 gitta cac thanh vién cda cap lién két (vi du, khang thé va khang nguyén).
Ai luc ctia phan tir X véi cip Y kém theo ciia n6 ¢6 thé thuong dugc dic truhg boi hang
s6 phan ly (Kd). Ai luc ¢6 thé duge do bing cac phuong phép théng thuong di biét tfong
linh vuc ndy, bao gdm cac phuong phap duge mo ta ¢ day. Cac phucyrig 4n minh hoa va
cac phuong an léy lam vi du cu thé dé do ai luc lién két dugc mo ta dudi day.

Khéng thé “truong thanh 4i luc” du‘gc ding dé chi khang thé c6 mot hoic nhicu
céivbién thay doi & mdt hodc nhidu ving siéu bién (HVR), so véi khang thé gbc khong
6 cac cai bién thay ddi nhu vy, cac cai bién thay ddi ndy lam cai thién 4i luc cua khang

thé ddi voi khang nguyén.
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Thuat ngtt "khang thé" trong ban md ta dwgc st dung theo nghia rong nhit va
bao gdm céc cau tric khing thé khac nhau, bao gém, nhung khéng gi6i han ¢, khang
thé don dong, khang thé da dong, khang thé da hiéu (vi dy, khang thé déc hiéu kép), va
manh khang thé véi diéu kién ching biéu hién hoat tinh lién két khang nguyén mong
mudn.

"Manh khang thé" duogc ding dé chi phan tit khéc véi khéng thé nguyén ven bao
gbm mot phan cia khang thé nguyén ven lién két khang nguyén ma khang thé nguyén
ven lién két v&i. Céc vi du vé& manh khang thé bao gém, nhung khong gidi han ¢, Fv,
Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab'); khéng thé thé doi; khang thé tuyén tinh; phan t&r khdng thé

chudi don (vi du, scFv); va khang thé da hiéu duoc tao ra tir cdc manh khang thé nay.

Thuat ngtr khang thé "kham" dung dé chi khang thé trong d6 mot phén ctia chudi
ning va/hodc chudi nhe c6 ngudn goc tir ngudn hoc loai cu thé, trong khi phan con lai

ctia chudi ning va/hodc chudi nhe c6 ngudn gdoc tir mot nguon hodc loai khéc,

“Lép” khang thé dung dé chi kiéu mién hang dinh hodc vung hang dinh ma chudi
ning ctia nd ¢6. C6 ndm 16p khang thé chinh: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, va mot vai
trong s& d6 ¢ thé duoce chia nhé thém thanh céc phan 16p (isotyp), vi du, IgGi, [gGo,
IgGs, I1gGy, IgA1, va IgAa. Mién hing dinh ciia chudi ning twong Gng véi cac 16p khéac

nhau cua globulin mién dich 1an Iugt duoc goi 1a a, 8, €, y, va L.

“Chirc nang tac dong” dung d& chi céc hoat tinh sinh hoc ¢6 thé quy cho ving Fe
ctia khang thé, thay ddi theo 16p khéng thé. Cac vi du v& chtrc ning tac dong ciia khang
thé bao gdm: gin két Clq va gay doc té bao phu thudc vao bd thé (CDC); gan két thu
thé Fc; gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khng thé (ADCC); thuc bao;

didu hoa gidm thy thé bé mit té bao (vi du, thu thé té bao B); va hoat héa t& bao B.

"Luong hitu hidu" cia mot chét, vi du, duge phim, ding dé chi lvong hitu hiéu,
& cac lidu luong va trong khodng thoi gian can thiét, dé dat duogc két qua tri liéu hodc
phong ngtra mong mudn.

Thuat ngit “ving Fc” trong ban mo ta dugc su dung aé xac dinh vung dau tan C
cua chudi nang globulin mién dich ma chira it nhit mot phan cia ving hing dinh. Thut
ngi nay bao gdm vung Fc trinh ty tw nhién va ving Fc bién thé. Theo mot phuong an,

ving Fe chudi nang IgG & ngudi kéo dai tir Cys226, hodc tir Pro230, dén dau tan
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carboxyl ctia chudi ning. Tuy nhién, lysin dau tan C (Lys447) clia vung Fe ¢6 thé c6
mat hodc ¢b thé khong c6 mat. Trir khi dugc néu khéc di trong ban md ta, viéc déanh s6
cac goc axit amin trong vung Fc hodc vung hang dinh 13 theo hé théng danh s6 EU, con
duoc goi la chi s6 EU, nhu dugc mo ta trong 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.

"Khung" hoic "FR" diing dé chi cac gbc ctia mién bién ddi khac vdi cac gbe clia
ving siéu bién (HVR). FR clia mién bién ddi thuong bao gdm bén mién FR: FR1, FR2,
FR3, va FR4. Do d6, trinh tv HVR va FR thuong c6 trong trinh ty sau trong VH (hodc
VL): FRI-HI(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Thuat ngtt “khéng thé c6 do dai ddy du”, “khang thé nguyén ven”, va “khéng thé
toan ven” dugc st dung thay thé cho nhau trong ban mo ta dé chi khang thé 6 cAu tric
vé co ban 1a twong tu véi chu truc khang thé ty nhién hoic ¢6 chuéi ndng chtra vung F¢

nhu duoc dinh nghia trong ban mo ta.

Thuat ngitt "t bao vat chu", "dong té bao vat chu", va "nudi céy té bao yat cha"
duoc st dung thay thé cho nhau va ding dé chi cac t& bao ma axit nucleic ngoai sinh
dugc dua vao, bao gdm thé hé con clia cac té bao nay. Té bao vat chi bao gdm "thé bién
nap" va "t& bao duge bién nap," bao gém té bao dugc bién nap so cép va thé hé con co
ngudn gbe tir d6 bét ké s6 14n cAy chuyén. Thé hé con c6 thé khong hoan toan gi'éng vGi
t& bao gde vé thanh phdn axit nucleic, ma co thé chira cac dot bién. Thé hé con dot bién
¢6 cuing chirc nang hodc hoat tinh sinh hoc nhu dugc sang loc hodc duge chon trong té

bao dugc bién nap ban dau dugc bao gom trong ban mo ta.

“Khung lién ing ¢ nguoi” 12 khung twong trung cho gdc axit amin xuat hién phd
bién nhét trong qua trinh chon loc trinh tu khung VL hodac VH globulin ndién dich &
ngudi. Nhin chung, viée chon loc trinh ty VL hodc VH globulin nﬁién dich 6 nguoi la tur
nhém con cua trinh tu mién bién ddi. Nhin chung, nhom con cta trinh ty 1a nhém con
nhu trong Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth ed.,
Bethesda MD (1991), NIH Publication 91-3242, Vols. 1-3. Theo mdt phuong én, abi
voi VL, nhém con 1a nhém con kappa I nhu trong Kabat et al., néu trén. Theo mot

phuong én, ddi véi VH, nhém con 1a nhom con III nhu trong Kabat et al., néu trén.
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Khang thé “dugc lam giéng nhu clia ngudi” ding dé chi khang thé kham bao
gdm céc gde axit amin tir HVR khong phéi clia nguoi va céac gbc axit amin tir FR ngudi.
Theo mdt s& phuong 4n, khang thé duge 1am gidng nhu ctia ngudi bao gbm gén nhu tit
c4 it nhat mot, va thuong 1a hai, mién bién doi, trong d6 tAt ca hodc gin nhu tat ca cac
HVR (vi du, CDR) tuong (mg v6i cdc HVR ctia khang thé khong phai ctia nguoi, va tét
¢4 hodc gin nhu tit ca cac FR twong Gmg v6i cac FR cta khang thé ngudi. Khang thé
duge lam gibng nhu clia nguoi tiy ¥ co thé bao gdm it nhat mot phan cta ving hing
dinh khéng thé c6 ngudn gde tir khang thé nguoi. “Dang duoc lam gidng nhu cia ngudi”
clia khang thé, vi du, khang thé khong phai ctia ngudi, ding dé chi khang thé trai qua

qué trinh nhan hoa.

Thuét nglt “vung siéu bién” hodc “HVR”, nhu duogc st dung trong ban md té,
ding dé chi mdi mdt trong cac ving clia mién bién d6i khang thé ma siéu bién d6i trong
trinh tu (“ving quyét dinh bd thé” hodc “CDR”) va tao ra cac vong duge xac dinh vé
mét cu tric (“vong siéu bién”); va/hodc chira cac gde tiép xic khang nguyén (“thé tiép
xuc khang nguyén”). Nhin chung, khang thé bao gbm sau HVR; ba trong VH (H1, H2,
H3), va ba trong VL (L1, L2, L3). '

HVR trong ban md ta bao gdm:

(a) vong siéu bién xuét hién & gdc axit amin 26-32 (L 1), 50-52 (L2), 91-96 (L3),
26-32 (H1), 53-55 (H2), va 96-101 (H3) (Chothia, C. and Lesk, A.M., J. Mol.
Biol. 196 (1987) 901-917);

(b) CDR xuét hién & gbc axit amin 24-34 (L 1), 50-56 (L2), 89-97 (L3), 31-35b
. (H1), 50-65 (H2), va 95-102 (H3) (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);

(c) thé tiép xtc khang nguyén xuét hiéri & gbc axit amin 27¢-36 (L 1), 46-55 (L2),
89-96 (L.3), 30-35b (H1), 47-58 (H2), va 93-101 (H3) (MacCallum et al. J.
Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)); va

(d) tb hop cua (a), (b), va/hoic (c), bao gdbm cac gde axit amin HVR 46-56 (L2),
47-56 (L2), 48-56 (L2), 49-56 (L2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2),
93-102 (H3), va 94-102 (H3).
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Trir khi dugce néu khac di, cdc goc HVR va cac goc khac trong mién bién doi (vi

du, géc FR) dugc danh sb trong ban mo ta theo Kabat et al., néu trén.

“Cé thé” hodc “dbi twong” 1a dong vat c6 vi. Dong vat ¢6 va bao gbém, nhung
khong gi¢i han ¢, dong vat thuan hoa (vi du, bo, ctru, méo, cho, va ngua), dong vat linh
trudng (vi dy, nguoi va dong vat linh trudng khong phai nguoi nhu khi), tho, va loai
gam nhim (vi du, chudt nhét va chuot céng). Theo mot sb phuong 4n; cé thé hodc ddi
tuong nay la nguoi.

~

Khéng thé "dugc phan lap" 1a khang thé da duoc tach ra khoi thanh phan ctia moi
trrong tu nhién cda nd. Theo mot $6 phuong 4n, khang thé dugc tinh sach dén- do tinh
khiét 16n hon 95% hodc 99% nhu duoc xac dinh b%mg cac k¥ thuat, vi dy, dién di (vi du,
SDS-PAGE, hdi tu theo diém ding dién (IEF), dién di mao din) hodc sic ky (vi du,
HPLC trao ddi ion hoic HPLC pha dao). D& c6 thong tin vé cdc phuong phép danh gia
dd tinh khiét khdng thé, xem, vi dl_i, Flatman, s. et al., J. Chromatogr. B 848 (2007) 79-
87.

Axit nucleic "dugc phén Iap" ding dé chi phéﬁ tir axit nucleic da duoc tach ra
khoi thanh phan ctia méi trudng tu nhién clia né. Axit nucleic dugce phﬁn 14p bao gdm
phan tr axit nucleic ¢ trong cac té bao thudong chira phén tir axit nucleic do, nhung phéan
tir axit nucleic nay c6 méat ngoai nhiém séc thé hodc  vi tri nhiém Séc thé khéc véi vi tri

nhiém sic thé tu nhién cia no.

Thuat ngtt "khéang thé don dong" nhu dugc st dung trong ban mo ta dung dé chi
khéng thé thu dugc tir quan thé cac khang thé vé co ban 1a ddng nhat, tire 13, timg khéng
thé riéng r& bao gdm trong quan thé nay 1a gidng hét va/hoic ghn két cﬁng mdt epitop,
ngoai trir cac bién thé khang thé co thé ¢o, vi du, chira cac dot bién c6 trong tu nhién
hodc xudt hién trong qué trinh san xuat ché phdm khang thé don dong, cac bién thé nay
thuong c6 mat voi s6 lugng nho. Trai nguoc voi ché phdm khang thé da dong, ma thuong
bao gbm céc khang thé khac nhau dugc dinh huéng khang cac thé quyét dinh khic nhau
(epitop), mdi khang thé don dong cta ché phdm khang thé don dong duge dinh hudng
khéng mét thé quyét dinh don 1é trén khdng nguyén. Vi véy, chét cai bién “don dong”
chi dic diém cua khang thé nhu thu duge tur quin thé cac khang thé vé co ban la dong
nhét, va khong duge hiéu 13 phai san xuét khang thé bang phuong phap cu thé bat ky.

Vi du, khang thé don dong duge sir dung theo sang ché c6 thé duoc tao ra béng cac k¥
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thuat khéc nhau, bao gdm nhung khong giéi han &, phuong phép lai, phuong phdp ADN
téi td hop, phuong phap biéu hién thuc khudn thé, va cdc phuong phap str dung dong vét
chuyén gen chira tat ca hodc mot phan locus globulin mién dich cua ngudi, cac phuong
phép nhu vy va cac phuong phap lay 1am vi du khac dé tao ra khang thé don dong dugc
mo ta & day.

"Khéng thé tu nhién" ding dé chi phén tir globulin mién dich c6 trong ty nhién
voi cée cAu tric thay doi. Vi du, khing thé IgG tu nhién la glycoprotein dang
heterotetrame c6 khoang 150000 dalton, gbm c6 hai chudi nhe gidng hét va hai chudi
ning gidng hét duoc gin két bang disulfua. Tir ddu tdin N dén dau tdn C, mdi chudi nang
¢6 vung bién dbi (VH), con duge goi la mién ning bién ddi hoic mién bién ddi chudi
ning, sau d6 1a ba mién hing dinh (CH1, CH2, va CH3). Tuong tu, tir ddu tdn N dén
d4u tan C, m3i chudi nhe ¢6 ving bién ddi (VL), con duge goi 1a mién nhe bién di hodc
misn bién déi chui nhe, sau dé Ia mién nhe hing dinh (CL). Chudi nhe ctia khéng thé
¢6 thé duge quy dinh vao mot trong hai kiéu, goi 1a kappéi (x) va lambda (1), dua trén

trinh ty axit amin ctia mién hang dinh cua no.

Thuit ngit “td roi kém theo bao g6i” duogc sit dung dé chi cac huéng dan thuong
dirgc bao gbdm trong cac bao goi ban trén thi trwdong chta cac san pham tri liéu, chta
thong tin vé chi dinh, c4ch dung, lidu luong, st dung, liéu phap két hqp, chdng chi dinh

va/hodc canh bdo lién quan dén viéc s dung cac san pham ftri licu nhu vay.

“Phan tram (%) do dong nhét trinh tu axit alnin;' dbi véi tr‘mh tu polypeptit dbi
chiéu duoc xé4c dinh dudi dang phan trim céc géc axit amin trong trinh ty trmg vién ma
gidng hét véi cac gbc axit amin trong trinh tu polypeptit dbi chiéu, sau khi sap xép cac
trinh ty nay va dua céc khoang tréng vao, néu can, dé dat dugc phén tram do déng nhét
trinh tu ti dva, va khong coi bién thé thé béo toan bét ky 1a mot phan cia do ddng nhat
trinh tu. Viéc sdp xép nham muc dich xéc dinh phan trim do ddng nhit trinh fr axit amin
c6 thé dat dugc theo céc cach khac nhau thu@d k§ ning trong linh vuc nay, vi du, su
dung phin mém may tinh ban trén thi truong nhu phan mém BLAST, BLAST-2, ALIGN
hodc Megalign‘(DNASTAR). Ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vuc nay co thé
xéc dinh céc théng sb thich hop d8 sép xép trinh tu, bao gbm giai thuat bét 1(5/ can dé dat
dugc muc sép Xép tdi da trén toan bo dd dai cia céc trinh tu dugc so sanh. Tuy nhién,

nhim muc dich trong ban mo ta, gia tri % do dong nhat trinh ty axit amin dugc tao ra
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bang céch st dung chuong trinh méy tinh so sanh trinh tw ALIGN-2. Chuong trinh may
tinh so sanh trinh tw ALIGN-2 dugc tao ra boi Genentech, Inc., va ma nguén da duoc
ndp dong thoi luu trit tai licu dé st dung tai Cuc Ban quyén My, Washington D.C.,
20559, noi don nay dugc dang ky dudi s6 ding k}’/ ban quyén My s6 TXUS510087.
Chuong trinh ALIGN-2 ¢6 thé mua duoc trén thi truong tir Genentech, Inc., South San
Francisco, California, hodc c6 thé duoc dich tir ma nguén. Chuong trinh ALIGN-2 nén
duoc dich dé st dung trén hé diéu hanh UNIX, bao gdm UNIX s V4.0D. Tt ca cac
thong sb so sanh trinh tu dugc cai dit boi chuong trinh ALIGN-2 va khong thay doi.

Troﬁg truong hgp ALIGN-2 duoc sur dung dé so sanh trinh tu axit amin,% do
déng nhét trinh ty axit amin cta trinh ty axit amin A cho trude dbi voi, vai, hodic ddi lap
vOi trinh ty axit amin B cho trudc (co6 thé duoc néu theo mdt cch khac 1a trinh ty axit
amin A cho trude ¢ hoac bao gém % do d(‘”)ng nhét trinh tu axit amin nhat dinh dbi voi,

v6i, hodc dbi 14p véi trinh ty axit amin B cho.tru’c’yc) duoc tinh nhu sau:
100 14n phén s6 X/Y

trong do X la s6 lugng gbe axit amin dugc ghi diém 1a cap giéng hét bdi chuong trinh
sép xép trinh tw ALIGN-2 trong qué trinh sdp xép A va B clia chuong trinh, va trong do
Y 1a tdng s6 lugng gbc axit amin trong B. Cén hiéu réng khi do dai cta trinh ty axit amin
A khong béng véi do dai cua trinh tu axit amin B, thi % do déng nhét trinh tu axit amin
~clia A dbi voi B s& khong bing % do ddng nhét trinh ty axit amin ctia B ddi v6i A. Trir
khi dugc néu khéc di mot cach cu thé, tat ca céc gié tri % do dOng nhat trinh tu axit amin
duge str dung trong ban md ta thu dugc nhu du'c,rciné ta trong doan ngay trén béng‘céch
st dung chuong trinh mdy tinh ALIGN-2.

Thuat ng "dwoc phim" ding dé chi ché phdm ma & dang dé cho phép hoat tinh
sinh hoc ctia thanh phén hoat tinh chira trong d6 hiru hiéu, va khong chira thanh phan bd
sung c6 doc tinh khong chép nhén duoc déi voi déi tugng dung dugce pham nay.

“Chéat mang duoc dung” dung dé chi mot thanh phan trong dugc pham, khac véi
thanh phén hoat tinh, khong doc dbi v6i dbi twong. Chat mang duge dung bao gbm,
nhung khong gi6i han 6, chat dém, ta dugc, chat 6n dinh, hodc chét bao quan.

Nhu duge st dung trong badn mo ta, “didu tri” (va cac dang bién dbi ngtt phép cua

né nhu “diéu tri” hodc “viéc diéu tri”’) dung dé chi sy can thié¢p 1am sang v6i nd lyc lam
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thay dbi tién trinh tu nhién cta céa thé duoc didu tri, va co thé dugc thuc hién dé phong
ngira hoic trong tién trinh bénh ly iAm sang. C4c tic dung diéu tri mong mudn bao gom,
nhung khong gi¢i han ¢, ngan chin su xuét hién hodc tai phat cua bénh, Iam diu céc
triéu chirng, giam bt hdu qua bénh ly truc tiép hodc gian tiép bat ky cta bénh, ngin
ngua di cdn, lam giam tdc do tién trién cta bénh, cai thién hoic gidm nhe tinh trang
bénh, va lam thuyén giam hodc cai thi¢n su tién lugng. Theo mot sd phuong 4n, khang
thé theo sang ché duoc st dung dé tri hodn su phét trién cia bénh hodc 1am cham su tién
trién ctia bénh.

Thuat ngit “ving bién ddi” hoic “mién bién dbi” dung dé chi mién chudi ning
hodc chudi nhe cia khang thé lién quan dén viéc gin két khang thé voi khang nguyén.
Mién bién ddi cua chudi ning va chudi nhe (VH va VL, mdt cach tuong tng) ctia khang
thé tu nhién thudng ¢ cdu truc trong tw nhau, véi moi mién bao gém bdn ving khung
(FR) duoc bao toan va ba ving siéu bién (HVR). (Xem, vi dy, Kindt,. T.J. et al. Kuby
Im'munology, 6th ed., W.H. Freeman and Co., N.Y. (2007), trang 91). Mién VH hoic
VL don 1& ¢6 thé di d& mang lai tinh dac hidu gin két khang nguvy'én. Ngoai ra, khang
thé gin két khdng nguyén cu thé ¢6 thé duge phan lap bang cach sir duhg mién VH hoic
VL tir khang thé gén két khang nguyén dé sang loc thu vién mién VL hodc VH b sung,
mot cich twong trng. Xem, vi dy, Portolano, s. et al., J. Immunol. 150 (1993) 880-887;
Clackson, T. et al., Nature 352 (1991) 624-628). Viéc danh s6 gbe axit amin trong viing
bién dbi (vung bién dbi chudi nhe va chudi ning) dugc thuc hién theo Kabat (Kabat,
E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Bethesda MD
(1991), NIH Publication 91-3242, Vols. 1-3).

Thuét ngt "vecto", nhu dugc st dung trong ban mo ta, dung dé chi phan tir axit
nucleic ¢6 kha nang truyén mot axit nucleic khdc ma né lién két v6i. Thudt ngft bao gdbm
vecto & dang cAu tric axit nucleic tu sao chép cling nhu vecto dli(yc két hgip vao bo gen
ctia t& bao vat chii ma né duoc dua vao. Mot sb vecto ¢6 kha nang dinh huéng su biéu
hién cia axit nucleic ma chiing lién két didu khién duoc véi. Cc vecto nay duge dé cap

dén trong ban mo ta 1a "vecto biéu hién".

Thuét ngtt "hang rao mau-ndo" (BBB) chi hang rao sinh ly gitta h¢ tuén hoan
ngoai bién va nio va tlly song ma dugc tao ra boi cac lién ket khit bén trong mang huyét

twong ndi mé mao mach néo, tao ra hang rao khit gi¢i han sy vén chuyén cac phén tu
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vao ndo, tham chi cdc phan tu rit nho nhu ure (60 Dalton). BBB bén trong ndo, hang
rdo mau-tiy sdng bén trong tiy sbng, va hang rdo mau-vdng mac bén trong vong mac
1a c4c hang rao mao din lién ké trong CNS, va dugc dé cap chung trong ban md ta 1a
hang rao mau-ndo hoac BBB. BBB con bao gdm hang rao mau-CSF (day dam rdi mang
mach) trong d6 hang rao nay gdm ¢ céc té bao mang ndo thit thay vi cic té bao ndi md

mao dan.

Thuét ngtt "hé than kinh trung wong" (CNS) chi phtrc hgp clia md than kinh kiém

soat chtrc ning co thé, va bao gom ndo va tuy song.

Thuat ngit "thu thé hang rao méu ndo" (BBBR) chi protein cta thy thé lién két
voi mang ngoai bao duoc biéu hién trén t& bao ndi mod nio ma co kha ning vén chuyén
cAc phan tor qua BBB hodc dugc st dung dé van chuyén c4c phén tr duge sir dung ngoai
sinh. Cac vi du v& BBBR bao gdm, nhung khong gidi han 6, thu thé transferrin (T{R),
thu thé insulin, thu thé yéu té, sinh trudng giéng insulin (IGF-R), thy thé lipoprotein mat
d6 thap, bao gémv nhung khong gidi han ¢, protein 1 li€n quan dén thu thé hlipoprotein
mat d6 thap (LRP1) va protein 8 lién quan dén thu thé lipoprotein mat do thap (LRP8),
va yéu td sinh truong gidng yéu tb sinh truong biéu bi gin két heparin (HB-EGF). BBBR
lay 1am vi du 1a thu thé transferrin (TfR).

Thuat nglr “phén tr tac dong dén ndo” chi phan ti can duoc van chuyén dén ndo
qua BBB. Phén tr tic dong thudng c6 hoat tinh tri liéu ddc trung duge mong mudn 13
dugc phan bb dén nio. Céc phan tr tac dong bao gdm cac dugc chit réi loan than kinh
va tac nhan gy doc té bao nhu vi du polypeptit va khéng thé, dic biét 1a khang thé don

dong hodc cdc méanh cta n6 duge dinh huéng deén dich la néo.

| Thuét ngft "phan tir gfn két hoa tri mot" chi phén“tl'l 06 thé gén két dic hiéu va
theo kiéu gin két hoa tri mot voi BBBR. M6-dun van chuyén mau ndo va/hodc thé lién
hop nhu duge bdo céo trong ban mo ta duge déc trung boi su ¢é mét cﬂé. don vi duy
nhét cua phﬁn t gén két hoa tri mot tirc 1a mo-dun véan chuyén méu ndo va/hodc thé lien
hqp theo sang ché bao gdm chinh xac mot don vi cia phén tir gan két hoa tri mot. Phan
t0r gén két hoa tri mot bao gbm, nhung khong gidi han 6, polypeptit, khang thé c6 do dai
ddy du, manh khang thé bao gdm cac manh Fab, Fab', Fv, phan tir khang thé chudi don
nhu vi du Fab chudi don, scFv. Phén tir g'fm két hoa tri mot co thé 1a, vi dy, protein khung

duoc xu ly k¥ thuat bang cach st dung céc cong nghé trong tinh trang k¥ thuét nhu biéu
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“hién thuc khuén thé hodc gdy mién dich. Phan tu gén két hoa tri mot cling ¢6 thé 1a
polypeptit. Theo mdt s phuong én, phin tir gan két hoa tri mot bao gbm mién Ig cua
CH2-CH3 va Fab chudi don (scFab) dugc dinh hudng dén thu thé hang rao mau nio.
scFab dugc ghép cip voi dau tdn C cla mién Ig cua CH2-CH3 béng tac nhan lién két.

Theo mdt sd phuong an, scFab dugc dinh hudng dén thu thé transferrin.

Thuat ngtt "kidu gén két hoa tri mot" chi sy gén két dic hiéu véi BBBR noi ma
tuong tac gitta phan ti gin két hoa tri mot va BBBR dién ra théng qua mot epitop don
1é. Kiéu gén két hoa tri mdt ngan chin sy dime hoa/multime hoa bét ky cia BBBR do
diém tuong tac epitop don 1€. Kiéu gin két hoa tri mot ngdn chin viée phan loai ndi bao

ctia BBBR duoc 1am thay doi.

Thuét ngit "epitop" chi thé quyét dinh polypeptit bét ky ¢6 kha ning gén két dic
hidu v&i khang thé. Theo mdt s6 phuong 4n, thé quyét dinh epitop bao gém nhém bé
mét hoat hdéa hda hoc gém cac phén t nhu axit amin, chudi bén dudng, phosphoryl,
hodc sul_fonyl, va, theo mot s6 phuong 4n, c6 thé co dac tinh céu tric ba chiéu dac hiéu,
hodc dac tinh tich dién dédc hiéu. Epitop. la ving cuia khang nguyén dugc gin két boi

khéng thé.

"Thu thé transferrin”" (TfR) la glycoprotein xuyén mang (c6 phan tir lugng la
khoang 180000 Da) gdm c6 hai cAu truc siéu phén tir lién két bang disulfua (mdi phan
t0 luong biéu kién 13 khoang 90000 Da) va lién quan dén su hép thu sit & dong vat c6
xuong sdng. Theo mdt phuong an, TR trong ban mo ta l1a TfR & nguoi bao gdm trinh

tu axit amin nhu dugc bao cdo trong Schneider et al. (Nature 311 (1984) 675 - 678).

Thuat nglr "chét tao anh" chi hop chét c6 mot hoic nhiéu tinh chit cho phép su
¢6 mit va/hodc vi tri clia nd duge phat hién truc tiép hodc gian tiép. Céc vi du vé chét
tao anh nay bao gdm protein va hop chit phan tir nho két hop phin tir dugc danh du

ma cho phép phét hién.

Thuét ngtt "khang nguyén CNS" va "dich ndo" chi khdng nguyén va/hodc phan
tir duge biéu hién trong CNS, bao gdm nio, ma c6 thé dugc huéng dich biang khang thé
hodc phén 1 nhd. Céc vi du vé khéang nguyén va/hodc phén tir ndy bao gbém, nhung
khéng gidi han: beta-secretaza 1 (BACEL), beta dang tinh bot (Abeta), thu thé yéu tb
ting trudng biéu md (EGFR), thu thé yéu t6 tang trudng biéu md nguoi 2 (HER2), Tau,
apolipoprotein E4 (ApoE4), alpha-synuclein, CD20, huntingtin, prion protein (PrP),
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kinaza ldp giau leuxin 2 (LRRK?2), parkin, presenilin 1, presenilin 2, gama secretaza,
thu thé chét 6 (DR6), protein tién chat dang tinh bdt (APP), thu thé p75 neurotrophin
(p75NTR), glucocerebrosidaza va caspaza 6.

Thuat ngit "gin két dic hiéu" chi khéng thé gin két v6i khang nguyén theo cach
chon loc va wu tién. Ai luc gén két thuong dugc xac dinh bang cach st dung thit nghiém
tiéu chuén, nhu phén tich Scatchard, hodc ky thudt cong hudéng plasmon bé mat (vi duy,

st dung BIACORE®).

Thuat ngit “phén tir Ig cia CH2-CH3” nhu duge st dung trong ban mo ta dung
dé chi phan tir protein c6 ngudn gbc tir mién CH2 hodc CH3 ciia globulin mién dich.
“Phan tir Ig ciia CH2-CH3” bao gbm hai polypeptit “CH2-CH3” tao ra dime. Globulin
mién dich c6 thé 1a IgG, IgA, IgD, IgE hodc IgM. Theo mét phuong an, phan tir Ig ctia
CH2-CH3 ¢6 ngudn gbc tir globulin mién dich IgG va dugc d& cap dén trong ban mo ta
la ‘?phém tr [gG ctua CH2-CH3”. Thuat ngit ndy bao gdm trinh ty tu nhién cua mién
CH2-CH3 va mién CH2-CH3 bién thé. Theo mot phuong an, “phan tir Ig ciia CH2-
CH3” ¢6 ngudn gde tir mién IgG ctia CH2-CH3 cua chudi nang ngudi kéo dai tir Cys226,
hodc tir Pro230, dén dau tan carboxyl cua chudi nang. Tuy nhién, lysin dau tan C
(Lys447) cta vung Fc ¢o thé c6 mat hodc ¢ thé khong cé mit. Trix khi dugce néu khac
di trong ban md ta, viéc danh s6 gbe axit amin trong ving mién CH2-CH3 hoic ving
hing dinh CH2-CH3 14 theo hé thdng dénh s6 EU, con dugc goi la chi so EU, nhu dugc
m® ta trong Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public

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

"Thé lién hop" 1a protein dung hop theo sang ché dugc lién hop v6i mot hodc
nhiéu (céc) phan tir khéc loai, bao gdm, nhung khong gidi han 6, chat dénh déu, thude

roi loan than kinh hodc tac nhan géy doc t€ bao.

Thuat ngit "tac nhan lién két" chi tac nhan lién két hoa hos hodc tic nhin lién két
peptit chudi dorn ma lién két cong hoa tri cac phan tir khac nhau clia moé-dun vén chuyén
hang rao méu-ndo va/hodc polypepm dung hop va/hodc thé lién hop nhu duoc bao cdo
trong ban mo ta. Tac nhan lién két lién két, vi du, phan tir téc dong dén ndo voi phan tir
gan ket héa tri mot. Vi du, néu phan tr gin két hoa tri mot bao gdm phan to Ig cua CH2-
CH3 va scFab duoc dinh huéng dén thyu thé hang rao mau néo, sau do6 tac nhan lién két

lién h(_)'p scFab v6i dau tan C ctia phan tir Ig cia CH3-CH2. Té4c nhén lién két lién hop
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phén tir tic dong dén ndo vdi phan tir gin két hoa tri mot (tac nhén lién két te nhit) va
tac nhan lién két lién két scFab v6i dau tan C ctia mién Ig ciia CH2-CH3 (téc nhan lién

két tha hai) ¢6 thé 1a gidng nhau hoic khic nhau.

Téc nhén lién két peptit chudi don, bao gdm tir mot dén hai muoi gdc axit amin
dugc nbi bang lién két peptit, c6 thé duoc st dung. Theo mc}f s6 phuong 4n, céc axit
amin duoc chon tir hai muoi axit amin ¢6 trong tw nhién. Theo mot sb phuong an khac,
mot hodc nhiéu axit amin dugc chon f[r glyxin, alanin, proliri, aéparagin, glutamin va
lysin. Theo cac phuong an khéc, tdc nhan lién két 1a tac nhan lién két héa hoc. Theo mot
sb phuong 4n, tic nhan lién két 12 tac nhan lién két peptit chudi don c¢6 trinh ty axit amin
c6 do dai 1a it nhit 25 gdc axit amin, theo mdt phwong an duge vu tién, c6 do dai nim
trong khodng tir 32 dén 50 gdc axit amin. Theo mot phuong &n, tac nhén lién két peptit
1a tAc nhan lién két (GxS)n voi G = glyxin, S = serin, (x =3, n=8, 9 hodc 10) hodc (x =
4 va n= 6, 7 hoic 8), theo mdt phuong an, v6i x =4, n=6 hogc 7, theo mot phuong 4n
dugce uu tién, v6i x=4, n=7. Theo mo6t phuong an, tdc nhén lién két 1a (G48)4 (SEQ ID
NO: 95). Theo mot phuong an, tdc nhén li€n két 1a (G48)6G2 (SEQ ID NO: 96).

Viéc lién hop co thé duoc thuc hién béng cach st dung céc tac nhan lién két hoa
hoc khac nhau. Vi du, phan tir gén két hoa tri mot hodc polypeptit dung hop va phan tir
tac dong dén ndo c6 thé duoc lién hop béng céch st dung céc chit ghép cap protein hai
chtc khic nhau nhu N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat  (SPDP),
sucxinimidyl-4-(N-maleimidometyl) xyclohexan-l-carboxylat ‘(SMCC), iminothiolan
(IT), cac dan xuit hai chirc ctia imidoeste (nhu dimetyl adipimidat HC1), este hoat tinh
(nhu disucxinimidyl suberat), aldehyt (nhu glutaraldehyt), hqp chit bis-azido (nhu bis
(p-azidobenzoyl)hexandiamin), dan xuét bis-diazoni (nhli biS-(p-diazonibenzoyl)-
etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-diisoxyanat), va hop chét flo hoat tinh kép
(nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Tac nhén lién két c6 thé 1a "tac nhéﬁ lién két phan tach
duoc" tao diéu kién cho viéc giai phong phén tir tac d(f)hg khi.phén bd vao ndo. Vi du,
tac nhan lién két khong bén axit, tac nhén lién kétb nhay ‘peptidéza, tac nhan lién két
khoéng bén quang hoc, tdc nhan lién két dimetyl hodc tic nhén lién két chura disulfua

(Chari et al, Cancer Res. 52 (1992) 127-131; US 5,208,020) ¢6 thé duoc str dung.

Viéc lién hop c'cf)ng hoa tri c6 thé 1a truc tiép hodc thong qua tic nhan lién két,

Theo mot sb phuong 4n, viéc lién hop truc tiép 1a bang cach xay dung qua trinh dung
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hop polypeptit (tirc 1a bing cach dung hop di truyén hai gen mi héa phén tir gén két hoa
tri mot huéng dén BBBR va phan tir tac dong va dugc biéu hién duéi dang polypeptit
don (chudi)). Theo mét sb phuong an, viée lién hop truc tiép 1a bang cach tao ra lién két
cOng hoa tri gitta nhom phan tng trén mot trong hai phan cia ph?xr} tir ghn két hoa tri
mot nguge voi BBBR va nhom tuong tng hodc thu thé trén phén tir tdc dong dén nio.
Theo mdt s phuong an, viéc lién hop frue tiép 12 bang cach cai bién (tirc 1a ci bién di
truyén) mot trong hai phén tir can dugc lién hop bao gdbm nhéin phan ung (1a vi du khong
lam giéi han pham vi clia sdng ché, nhom sulfhydryl hodc nhom carboxyl) ma tao ra sy
gén cong hoda tri véi phan tir con lai can dugc lién hop trong céb diéu kién thich hop. La
vi du khong lam gi¢i han pham Vi clia sang ché, phan tr (tirc 1a axit amin) voi nhém
phéan rng mong mudn (tie 1a gbe xystein) c6 thé duoc dua vao, vi du, phin tir gin két
hoéa tri mot huéng dén khéng thé ctia BBBR va lién két disulfua duoc tao ra voi duge
chét thn kinh. Phuong phap dé lién hop cong héa tri céc axit nucleic voi protein cing
duoc biét trong linh vuc nay (tc 1, lién két chéo quang hoc, xem, vi-duy, Zatsepin et al.
Russ. Chem. Rev. 74 (2005) 77-95). Viéc lién hop cling ¢ thé duoc thuc hién bing cach
sir dung céac tac nhan lién két khac nhau. Vi du, ph?m t gén két hoa tri mot va phén tr
tac ddng co thé duge lién hop bang cach st dung céc chit ghép cip protein hai chirc
khac nhau nhu N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionat (SPDP), sucxinimidyl-4-
(N-maleimidometyl)xyclohexan-l-carboxylat (SMCC), iminothiolan (IT), dan xuét hai
chtrc ctia imidoeste (nhu dimetyl adipimidat HC1), este hoat tinh (nhu disucxinimidyl
suberat), aldehyt (nhu glutaraldehyt), hop chdt bis-azido (nhu bis (p-
azidobenzoyl)hexandiamin), din xuét bis-diazoni (nhu bis-(p-diazonibenzoyl)-
etylendiamin), diisoxyanat (nhu toluen 2,6-diisoxyanat), va hop chét flo hoat tinh kép
(nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Tac nhan lién két peptit, bao gém tr mot dén hai muoi
géé axit amin duoc nbi béng lien két peptit, cling co thé duoc st dung. Theo mot sb
phuong 4n nhu vy, cac gbc axit amin dwgc chon tir hai muoi axit amin c6 trong tu
nhién. Theo mot sé phuong 4n khac nhu vay, mot hodc nhiéu gbe axit amin duge chon
tir glyxin, alanin, prolin, asparagin, glutamin va lysin. Tdc nhén lién két co6 thé 1a "tac
nhan lién két phéan tach duoc" tao diéu kién cho viéc giai phong ph?m to tac dong khi
phan bd vao ndo. Vi du, tdc nhan lién két khong bén axit, tic nhan lién két nhay

peptidaza, tdc nhan lién két khong bén quang hoc, tdc nhéan lién két dimetyl hoic téc
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nhan lién két chaa disulfua (Chari et al, Cancer Res. 52 (1992) 127-131; US 5,208,020)

6 thé duge st dung.
II. Ché phidm va phwong phap

Hing s6 phan ly can bang (Kp) thuong duoc st dung dé mo ta twong tac phén t.
N6 duge st dung 1am s do do bén twong tac gitra hai phan tir (vi du, i luc) véi nhau.

Vivay, gid tri Kp 12 s§ do d6 bén cuia twong tac gitta hai phan tu.

Tuy nhién, gié tri Kp nhu vy khong m6 td dong hoc cia twong tac phan tu, tic
la tr gid tri Kp nay, mot mit khong thé suy ra viéc hai phan tlr gin két v6i nhau nhanh
nhu thé nao (héng s6 toc do két hop hodc “tdc do két hgp”) va mat khac khong thé suy
ra cac phan ti phan ly nhanh nhu thé nao (hing sé téc do phan ly hogic “tdc do phan
ly”). Viéc dic trung tuong tac gitta hai phén tr chi bang gia tri Kp bo quén thuc té 1a gia
tri Kp co thé duoc tao thanh béng tbc d6 két hop va tbe do phén ly cuc ky khac nhau

(khéc tht tu bién do) gidng hét nhu gid tri Kp néu trén 12 ty 1€ cua no.

Tuy nhién, tbc do két hop va tdc dd phan ly 1a quan trong dé dic trung cach gan
két ciia phéan tr. Tdc do phan ly 14 dic biét quan trong vi n6 dic trung cho thoi gian gin
két cta, vi du,gkhéng thé voi khang nguyén cia no. Tbc do phan ly déﬁ twong quan voi
su phén ly chéﬁn cta phtrc hop dugce tao ra trong khi do tdc d6 phan ly ngin twong quan

véi su phan ly nhanh.

Pé ¢6 duoc tuong tac 1au dai (tire 1a doi hoi viée dinh lidu it thuong xuyén hon)
ho#c twong tac hoan toan thich hop (vi du, phu thudc vao diéu kién xung quanh) thi tde
do phan ly phai duoc xac dinh theo phuong phdp thi nghiém. Pidu nay tham chi con
quan trong hon do gin nhu 12 khong fhé du bao toc do phan ly. Ngoai ra sy tuong quan
gifta tbc do phan ly va 4i luc gén két 1a kém nhu duge néu so luge trén day. Vi dy, do
thuc & 1a gid tri Kp 12 ty 16 cta toe do két hop va tbe d6 phén ly, tham chi cac chat lién
két yéu van co thé gin két 1au voi dich ctia chting trong khi do6 cac chét lién két chit co
thé phan ly nhanh. |

Su bé tic dién hinh trong céc du 4n tao khang thé 1a Xep hang nhiéu tng vién thu
duorc sau khi sang loc du’a trén d6 bén gin két khang thé. Ly tuong la, phvong phép nay

s& hoat dong ma khong danh diu trude cac khang nguyén va co cac dich tan vi khuan

tho. Ylera, F., et al. (Anal. Biochem. 441 (2013) 208-213) béo cdo phuong phéap sang
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loc téc dd phan ly dé chon loc khang thé khéng thudc c6 4i luc cao cua dich tan
Escherichia coli thd chira manh Fab héa tri mét. Chiing c6 tdc do phan ly duge chon lam
thong s& xép hang do gitra cac yéu t6 khéc thi tdc d6 phan ly khong phu thude vao ndng
do. Ching chon kiéu hoa tri mdt dé tranh cac tac dong 4i luc trong khi xép hang tbe do
phén ly va xac dinh ai luc do ching s€ quan sat bing IgG day di. Ylera et al. da phat
hién ra ring, dong vo tinh ¢6 tdc d6 phan ly koff tét nhit duoc nhan Biét béi bude xép
hang koff, nhung khong duoc nhan biét bing cich chi str dung do bén tin hiéu ELISA

lam tiéu chuan chon loc.

Murray, J.B., et al. (J. Med. Chem. 57 (2014) 2845-2850) bdo cdo qua trinh sang
loc tde do phan ly (ORS) bang k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit 1a phwong phap
hiéu quéa dé c6 duge mau dong hoc thanh cong dé dn hudng khoang tréng héa hoc khoi
cadc san phém phan tmg chua dugc tinh sach. Duge néu so luge réng héng sb tbe do phéan
ly kd (tdc d6 phan ly) 1a thanh phin cla gin két phéi tu-protein c6 kha ning déng ké
nhét trong vi€c tang cudng hoat 11;1’0 cua hop chét. Céc tac gia néu so lu'(;é réng viéc do
4i luc theo dong hoc trong ca chuong trinh khdm pha dugc chit 12 cung cAp nhiédu thong
tin hon so vé1i viéc xac dinh can béng ai luc trang thai én dinh. Vi du, bhcjp chét c6 toe
do két hop va tdc do phéan ly cham hon 10 lan s& duogc nhén ra 1a khic nhau néu duoc
danh gia bing céc s6 do can bang cia ai lwc. Ngoai ra céc tic gia da phat hién ra rang,
dit liéu duoc xac dinh bang cong cu BIAcore T200 cho thAy d6 chénh 1énh trung binh &
cac gia tri kd gitta mAu thé va miu tinh khiét 1a béng 19%, tuong tu, dir liéu duoc xac
dinh bang céng cu BIAcore T100 cii hon ¢6 do chénh léch 1a 15%. Céc téc gia quan sat
thdy rang céc gia tri id thay ddi trung binh chi 30% khi so séanh cong cu di qua va thoi
gian di qua. Piéu ndy ching minh rang sy nhiém ban ngay tu déu, thoi gian bao quan
lau dai, va thiét bj khac nhau c6 tic dung vira phai dén cac kd quan sat dugc. Thuc vy,
céc chénh 1éch nho & gia tri kd nay phéan anh chit ch& do chénh léch quan sat dugc trong
céc nghién ctru trong phong thi nghiém da chinh xdc ma do bién dbi quan sat duge dugce
bao cdo 1a nAm trong khodng tir 14% dén 40% phu thudc vao-hé d6 (Murray, J.B., et al.,
J. Med. Chem. 57 (2014) 2845-2850; Katsamba, P.S., et al., Anal. Biochem. 352 (2006)
208-221).

Trong WO 2014/189973, khéng thé cia thu thé khang transferrin va céc phuong

phéap sty dung dugc bao cdo. Cling dugc bio cao 1a viée huong dich thu thé BBB véi thu
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thé i luc cao dac hiéu truyén thong thuong din dén su gia ting ¢ han mic dd van
chuyén BBB. Sau d6 phat hién ra rang bién do hip thu khang thé vao va phéan bd trong
CNS lién quan nghich ddo voéi éi luc gin két cua n6 déi voi thu thé BBB trong sb cac
khang thé khang BBB dugc nghién ctu. Vi du, khang thé 4i luc thdp di véi thu thé
transferrin (TfR) dugc dinh lidu & muc liéu luong tri liéu 1am cai thién dang ké muc do
van chuyén BBB va giit dugc CNS ctia khang thé khang TfR so v6i khang thé khéng
TfR 4i luc cao hon, va khién cho c6 thé dat dugc néng do tri liéu trong CNS mot cach
dé dang hon (Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3 (2011) 84ra43). Bing ching v& muc dod
vén chuyén BBB nhu véy dat dugc bang cach sir dung khang thé dic hi€u kép ghn két
ca TfR va enzym phan tach protein tién chét dang tinh bot, B-secretaZa (BACE]). Lidu
toan than don 1é cua khang thé dic hiéu kép khdng TfR/BACEL duge xur Iy k¥ thuat
bing cach st dung khéang thé ai luc thdp khong nhitng dan dén sy hip thy khang thé
dang ké trong ndo, ma con lam gidm manh ndng do6 AP1-40 trong ndo so véi mot minh
khang thé khang BACE1 don ddc hiéu mot minh, dé xuét réng su thAm thiu vao BBB
anh huong dén hoat luc cia khing thé khang BACE1 (Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3
(2011) 84ra43; Yu et al., Sci. Transl. Med. 3 (2011) 84rad4).

Dit liéu va thi nghiém co sén néu bat mot vai co ché nguyén nhén déng sau su
hép thu gia ting ctia khang thé vao CNS bang céch str dung phuong phép khang thé ai

lwe thap hon.

Tht nhat, khang thé cta thu thé khang BBB (BBB-R) &i luc cao (vi du, khang
thé khang TR tir Atwal et al. va Yu et al., néu trén) hah ché sy hip thu Vvao ndo béng
cach bio hoa nhanh BBB-R trong hé mach néo, do d6 lam giam téng ‘luqng khang thé
duoc hép thu vao ndo va cling gidi han su phén bd ctia nd vao hé mach. Dac biét, viéc
lam gidm &i luc dbi véi BBB-R lam cai thién su hdp thu va phan b vao ndo, véi chuyén
déi manh duogc quan sat trong qué trinh dinh vi tir hé mach dén noron than kinh va mang
than kinh‘ lién quan dugc phén b6 trohg CNS. D3 phat hién ra ring ai lyc phai thap hon

can trén nhat dinh va cao hon can dudi nhat dinh.

Th hai, 4i luc thap hon cta khang thé ddi v6i BBB-R dugc d& xudt dé lam suy
yéu kha ning ctia khang thé treng viée tro lai phia mach cua BBB thong qua BBB-R tu
phia CNS cta mang do ai luc téng thé ctia khang thé ddi véi BBB-R 14 thip va nong do
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cuc bd cta khang thé & phia CNS ctia BBB 1a khong bdo hoa do sy phén tan nhanh
khéng thé vao khoang CNS.

Tht ba, in vivo, va nhu duge quan sat dbi v6i hé TR, céc khang thé ¢6 ai luc
thap hon déi v6i BBB-R khong dugc thanh thai khoi h¢ hiéu qu nhu céc khéng thé ¢6
ai luc cao hon dbi voi BBB-R, va do do6 van con & nf)ng d6 tudn hoan cao hon so véi
phén dbi xtmg c6 4i luc cao hon cta ching. Déy 1a vu diém do ndng d6 khang thé tuin
hoan vua khéang thé 4i luc thip hon dugc duy tri & ndng do tri liéu trong khoang thoi
gian lau hon so vdi khang thé 4i luc cao hon, vi vy cai thién méc hép thu khéng thé
trohg ndo trong khodng thoi gian 14u hon. Ngoai ra, sy cai thién nay ¢ ca viée tiép xuc
huyét tuong va ndo c6 thé lam giam tin suat dinh lidu trong 14m sang, ma c6 lgi ich tiém
ning khong nhitng cho viéc tuan thu va thudn tién cia bénh nhén ma con lam giam tac
dung phu tiém 4n hodc tac dung sai dich bét ky cua khang thé va/hoic cta hop chét tri

liéu dugc két hop vao do.

Céc nghién ctu tir trude nay su dung khang thé chudt nhit ma gin két dic hiéu
v6i TR chudt nhit, nhung 1{116ng nhén dién dic hiéu TfR dong vat linh trudng hodc TIR
& nguoi. Do do, sang ché dé cap dén khang thé va cac phan chirc ning cia nd nhan dién
dic hiéu ca TIR dong vat linh trudng, dic biét 1a TR khi dau cho; va TfR & nguoi, dé
tao diéu kién cho cic nghién ctru an toan va hiéu qua ¢ dong vat linh trudng véi khang

thé trude khi str dung dé tri liéu hodc chan doan & nguoi.

Danh gia do an toan phi lam sang k¥ ludng ctia khang thé don dong (mAb) dugc
du dinhvcho ung dung tri lidu 1a rit quan trong do dd phtec tap ting lén theo khia canh
xtt 1y ky thuat khang thé va do bién ddi giam di do tinh da dang ctia h¢ té bao san sinh
4 t6 hop dé tao ra khang thé. Nigoai ra, ciu tric phtc tap cua chung, chirc nang sinh
hoc ddc nhét va thoi gian ban hiy 1au hon ciia mAb so voi thudc phan tir nho truyén
théng bd sung vao cic can nhic an toan ngoai mdi quan tim do st dung lam sang kéo
dai mADb dé diéu tri cdc bénh man tinh (Lynch C.M.,, et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Kim,
S.J., et al., Mol. Cells 20 (2005) 17- 29).

Muc dich tdng quat ctia cc nghién ctru phi ldm sang déi voi mAD 1a dé xéac dinh
cac tinh chit doc tinh cia mAb dang quan tdm va cung cép thong tin vé su phét trién
san phim. Cac muyc tiéu chinh cta danh gia phi ldm sang 1a (1) nhén biét cac co quan

dich dbi voi do doc va xac dinh xem do doc c6 thay doi ngugc lai sau dicu tri hay khong,
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(2) nhén biét lidu ban dau an toan cho thir nghiém 1am sang pha I ¢ nguoi va ké hoach
gia ting liéu tiép do, (3) cung cép thong tin dé theo doi cac thong s§ an toan trong thir
nghiém lam sang va (4) cung cép sb lidu vé& d6 an toan dé hd tro bao ho trén nhan san
phim. Pé dat duoc cdc muc tiéu ndy, ca nghién ctru phi 1dm sang m vitro va in vivo
nhim x4c dinh va hiéu c4c tinh chit dugc Iy cia khang thé dugc tién hanh (Lynch, C.M.,
et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Cavagnaro, J.A., trong tai liéu: Cavagnaro, J.A. (Ed.)
"Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals®; Hoboken, NJ: Wiley 2008; 45-

65).

Pé danh gia do an toan phi 1dm sang ctia mAb thanh cong, loai dong V@t thich
hop nhét nén duoc lua chon dé thr nghiém do doc (Lynch, C.M., et al., mAbs 1 (2009)
2-11; Chapman, K., et al., Nat. Rev. Drug Discov. 6 (2007) 120-126). Loai thich hgp 1a
loai trong d6 khang thé co hoat tinh dugc 1y, khéang nguyén dich nén cé mat hodc dugc
biéu hién va profin phan tmg chéo trong md nénvtuong tw v6i ngudi (Lynch, C.M., et
al., mAbs 1 (2009) 2-11; Chapman, K., et al., Nat. Rev. Drug Discov. 6 (2007) 120-126;
Subramanyam, M. and Mertsching, E., trong tai liéu: Cavagnaro J.A. (Ed.); Preclinical
safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 181-205; Hall,
W.C., et al., trong tai liéu: Cavagnaro, J.A. (Ed.); Preclinidal safety evaluatioﬁ of
bicpharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 207-24-0). Bang cach st dung thir
nghi¢m hoéa mién dich hoic thir nghiém chic nang, loai dong Vé_it thich hop biéu hién
epitop mong muén va chimg minh profin phan (mg chéo trong mé tuong tr véi mod
ngudi c6 thé duge nhan biét (Lynch, C.M., et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Hall, W.C., et
al., trong tai liéu: Cavagnaro, J.A. (Ed.); Preclinical safety. evaluation of
biopharmaceuticals. Hoboken, NJ: Wiley 2008; 207-240). Cac nghién ctru phan ung
chéo trong loai, hitu ich trong quy trinh nay, bao gbm nghién ctru hoa md mién dich cta
cdc md tir cac loai khac nhau bang céach st dung vi ddy mo tir nhidu loai ¢6 ban trén thi
truong (Lynch, C.M., et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Hall, W.C., et al., trong tai liéu:
Cavagnaro, J.A. (Ed.); Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken,
NJ: Wiley 2008; 207-240). Theo mét cach khac, viéc danh gia su gén két khang thé v6i
t& bao tir cic dong vat ndy bing cich phan loai t& bao duge hoat hoa dong (FACS)
thuong 1a nhay hon so véi phan tich hoa mo mién dich cta céc phan md (Lynch, C.M.,
et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Subramanyam, M. and Mertsching, E., trong tai liéu:

Cavagnaro J.A. (Ed.); Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken,

-34-



32611

NJ: Wiley 2008; 181-205). Trinh tw ADN va trinh ty axit amin ciia khang nguyén dich
nén dugc so sanh gitta cdc loai; tinh tuong dong gitta cac loai nén duge xéc dinh (Lynch,
C.M,, et al., mAbs 1 (2009) 2-11; Subramanyam, M. and Mertsching, E., trong tai li¢u:
Cavagnaro J.A. (Ed.); Preclinical safety evaluation of biopharmaceuticals. Hoboken,

NJ: Wiley 2008; 181-205).

Ngoai ra, sy phan b sinh hoc, chirc ning va ciu trac cua khang nguyén nén la
tuong duong gitra loai dong vat thich hgp va ngudi dé cho phép danh gid do doc phat
sinh do su gén két khang thé cua khang nguyén dich, dugc dé cap dén 1a do doc muc
tiéu (Lynch, C.M.,, et al., mAbs 1 (2009) 2-11; 19,20). Ngoai ra, tinh twong ty manh vé
su phan b trong md khang nguyén dich & loai dong vat nay va nguoi khién cho ¢6 kha
nang hon trong viéc co quan dich c6 do doc dugc nhén biét & dong vat sé du bao dd doc
tiém 4n & nguoi. Viée thidu tinh twong tu vé phan bd trong md khang nguyén gifta loai
dong Vét va nguoi khong loai trir hoan toan viée str dung loai dong vét cho cac nghién
ctru d6 ddc, nhung céc chénh léch nay phai dugc dua ra can nhic dé dénh gid nguy co
& ngudi. Nhu dbi véi mat do hodc ai luc khang nguyén, do twong duong tuyét doi gitra
mé hinh dong vat va nguoi khong duoc yéu cAu tuong tu. Viée chimg minh vé do thich
hop cuda loai dugc chon dé thur nghiém do doc nén dugc bao g&”)m khi dua ra xem xét
quan ly. Néu chi c6 mot loai dugc st dung dé danh gia do an toan, tom tat vé& céac thi
nghiém chling minh sy véng mit cta loai thich hop bd sung duge cho phép (Lynch,

C.M., et al., mAbs 1 (2009) 2-11).

Néu khang thé don dong duoc du dinh dé str dung dé diéu tri bénh khong c6 tinh
phan g chéo trong loai, khang thé thay thé phai dugc st dung hoic mdt loai khac cho
md hinh nay. Vi vdy, khang thé thay thé 1a giai phap tiém ning cho thi nghiém vé do
an toan han ché ¢6 thé ¢6 voi khang thé don dong duge 1am gidng nhu ctia ngudi co tinh
phan tng chéo trong loai bi han ché. Tuy nhién, hién van chua c¢6 tiéu chi duogc xé4c dinh
trong d6 khang thé thay thé tiém ning nén dugc dénh gid trude khi st dung né dé xac
dinh vin dé an toan cho tac nhan 1dm sang (Regulatory Toxicology and Pharmacology

Volume 40, Issue 3, December 2004, Pages 219-226).

Vi viy, dé nhan biét moé hinh dong vat cho mAb cu thé, cac cén nhéic trén day
phai dugc thyc hién. Nhung tuy nhién cAn thiét 1a mAb dang quan tAm c6 tinh phéan tng

chéo véi khang nguyén dich cia loai thir nghiém. Néu khong thi tham chi 1a loai thir
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nghiém thich hop nhét khong thé duoc st dung. Do dd, ¢ nhu cAu dbi véi mAb khong
c6 tinh phan Gmg chéo trong loai nhung c6 tinh phan tmg chéo gitra cac loai d6i voi dich

cia nd & nguoi va loai duge du dinh dé thtr nghiém phi 1am sang.
A. Khang thé khang transferrin liy lam vi du

Puoc bdo cdo trong ban mo ta 1a khang thé cta thu thé khang transferrin c6 toe
do phan ly dé gin két v6i thu thé transferrin & ngudi ma nam trong khoang nhit dinh dé
dam bao véan chuyén BBB chinh x4c. D4 phat hién ra rang, khoang nay dugc xac dinh ¢
mdt ddu bang tdc dd phén ly cua khang thé cua thu thé khang transferrin chudt nhét
128,1 (mién bién ddi trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 64 va 65) dugc xac
dinh béng k¥ thut cong hudng plasmon bé mat d6i voi thu thé transferrin & khi ddu cho
va & dAu con lai bing 5% ctia téc do phan ly nay (tirc 1a phan ly thdp hon 20 1an). Theo
mot phuong an, tdc do phan ly dbi voi thu thé transferrin & ngudi 1a ndm trong khoang

va bao gdm tir 0,1 1/gidy dén 0,005 1/giay.

Khéng thé duge lam gidng nhu cta ngudi cia dong vo tinh 299 nhu duge bio
céo trong ban mo ta khong co sdn bang cch 4p dung cac k¥ thudt nhan hoa tiéu chuén.
Bu’qé yéu cau la dua cac dot bién khong tiéu chuan vao trong trinh ty axit amin dé thu
duoc khang thé dwoc lam gibng nhu cta ngudi véi tde do phén ly gin két thu thé
transferrin nam trong khoang dugce dy dinh va bao gdm tir 0,1 1/gidy dén 0,005 1/giay.
Diéu nay dic biét quan trong do khang thé nhu duoc bao cdo trong ban mo ta dugc
nghién ctru phat trién dé di qua hang rdo mau-ndo nguoi dé van chuyén lugng tai nap tri
liéu vao nfo.

ba phét hién ra rang dé thu dugc khéng thé duoc lam giéng hhu‘ ctia nguoi thich
hop va phat trién dugc, hai gbe axit amin xystein trong chudi nhe ctia khang thé tho ban
dau phai dugc thay thé bang gdc axit amin prolin va gdc axit amin as'paragin, mdt cach
trong Gng. Ngoai viéc nam trong khoang tdc d6 phan ly cho trude, gbc serin c6 mit &

gifta CDRL3 thé phai dugc thay thé bang gdc alanin,

Ciing phat hién thém duogc rang, c¢6 loi khi thay dbi ba gdc axit amin trong chudi

ndng & vi trf 65, 100g va 105 (dnh s theo Kabat).

Tt ca danh sd nhu duge st dung trong ban md ta la dua trén so do danh so mién

bién d6i Kabat.
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Dong vo tinh khang thé khang transferrin tho 299 thé hién cac tinh chit tuong

dwong véi cac tinh chét ctia khang thé cua thu thé khang transferrin 128,1. Diéu nay cé

thé duoc thiy trong Bang sau.
] 0 X ] - X
. nap chuyén %0 ‘chuyen Téng & ddy Topg & t?ng duqﬁc
Goc bao[pe] bao day bén [pe] dinh van chuyén
bén [pgl [pg]
mAb
128.1 2226 34 757 1229 1986
dong vo
~ tinh- 2773 36 998 1346 2344
299
tong %
Téng % & | Tong % & dv‘”a(;f EC50
o % nap mAb day bén dinh chuvén [ng/mL]
s 128,1 ciamAb |  ciia mAb | FACShTIR-
128,1 128,1 CHO
mAb :
128,1
mAb
128.1 100 100 100 100 96
dong vo
tinh- 125 132 110 118 275
299 ~
ECS50 Cyno TfR- Ty 1€ ) 1A 1
% hi?;&ﬁo [ng/mL] | CHO geo. | EC50 T’nfélton
& bi%l h ic’m n}%é i FACS trung binh 16n Cyno/ Cvno/noudi
cyTfR nhat ngudi ynomeg
mAb -
1281 78200 314 52100 3,3‘ 0,6
dong vo
tinh- 55600 241 52000 0,9 1,0
299
oan i BlAcore | Técdgphan | B1ACOre
Toc 46 phan ly t1/2 -
; t1/2 ly theo Ty let1/2
gbc theo BIAcore Cyno ,
huTfR [1/gidy] huT{fR BIAcorecy TR ngud1/Cyno
‘ [phut] TR [1/giay] (ph]
mAD 6,06E-04 19 5.47E-02 0,2 90,2
128,1
dong vd
tinh- 6,16E-04 19 2,77E-04 42 0,4
299
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Trong Bang sau, toc do phén ly cla bién thé nhan héa clia mién bién doi chudi
nhe & tho cua dong vo tinh 299 két hop voi bién thé nhén héa clia mien bién ddi chudi
ning & tho ctua dong vo tinh 299 dugce thé hién. Phan tr gan két kém theo 1a thu thé

transferrin & nguoi (duogc xac dinh ¢ nhiét do 25°C).

VH
— |0@b)| 1 2 5 6 7 8 9 11 12
VL| |
0 | 434 | 9.08 | 8,06 | 7.72 | 6,63 | 5,15 | 4,06 | 9,01 | 9,05 | 9.21E
(th) | E-04 | E-04 | E-04 | E-04 | E-04 | E-04 | E-04 | E-04 | E-04 | -04
[ 569 [ 100 [1,00 | 1,00 [ 1,00 | 7.52 [ 3,19 | 6,94 | 1,00 | 1,00E
E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | B-03 | E-03 | -03
o | 125 [ 2.8 [ 275 | 241 [ 187 | 131 | 1,01 [ 399 | 385 | 635E
E-03 | B-03 | E-03 | E-03 | B-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | -03
S | 132 [ 431 [ 384|316 | 282 [ 145 | 1,00 [ 417 | 5,65 | 5.86E
E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | -03
, | 136|256 [ 263 | 238 | 187 | 125 [ 7,88 | 270 | 3,88 [ 31IE
E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-04 | E-03 | E-03 | -03
s | L9 | 271 [262 | 253 [ 1,66 | 135 | 1,07 [ 3,50 | 4,56 | 5,82E
° | B-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | -03
| 190 [ 538555 [ 4,64 [ 306 | 1,97 [ 140 | 683 | 671 | 7.05E
| E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | B-03 | E-03 | -03
| 463 [ 733750 | 6,97 [ 563 | 366 | 231 [ 761 | 781 | 7.7IE
E-03 | E-03 | B-03 | E-03 | E-03 | E-03 | B-03 | E-03 | E-03 | -03
o | 1,39 | 485 [ 394 | 378 [ 301 [ 172 | 116 | 523 | 552 | 53IE
E-03 | B-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | -03
1\?\7 141 | 246 | 221 | 2,03 | 141 | 1,21 | 1,01 | 2,52 | 2,42 | 2,19E
W | B03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | B-03 | E-03 | -03
o | 188 [ 677 [ 649 [ 653 [ 455264 [ 173 [ 719 | 716 [ 7.79E
E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | B-03 | E-03 | E-03 | -03
1 | 541|705 [ 814 [ 100 [ 7.78 [ 775 | 672 | 1,00 | 787 | 1,00E
E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | BE-03 | E-03 | E-03 | -03
4| 78299 244 [ 23371220 | 153 [ 1,04 | 332 | 351 | SAE
E-03 | B-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | -03
s | 663669 | 638637 421273 | 181 739 | 7,09 | 7.76E
E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | -03
| 149|756 [ 712 | 745 [ 707 [ 187 | L12 | 425 [ 755 | 727E
E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | E-03 | -03
VH 23-
| 13|15 | 16 | 17| 18] 19 | 20 | 21 | 22 |DAN
VL| | G
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0 | 4,82 | 7,63E-| 6,53E- | 4,13E | 1,09E | 1,00E | 1,11E | 5,65E | 5,06E | 3,38E
(rb) | E-04 | 04 04 -04 -03 -03 -03 -04 -04 -04

1 1,00 | 7,72E- | 7,71E- | 4,33E | 1,00E | 1,00E | 1,00E | 7,71E | 5,78E | 2,80E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 =03

5 2,46 | 2,16E- | 1,97E- | 1,05E | 4,89E | 7,69E | 5,25E 1,38E | 1,26E | 7,15E
-~ | E-03 03 | 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -04

3 2,77 | 2,07E- | 1,73E- | 8,43E | 6,65E | 1,00E | 7,15E | 1,94E | 1,43E | 7,83E
E-03 03 03 -04 -03 -03 -03 -03 -03 -04

4 1,30 | 1,34E- | 1,27E- | 7,23E | 3,35E | 1,00E | 4,36E | 1,46E | 1,18E | 7,61E
E-03 03 03 -04 -03 -03 -03 -03 -03 -04

5 2,18 | 2,14E- | 2,23E- | 1,23E | 3,49E | 1,00E | 3,52E | 1,37E | 1,41E | 8,80E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -04

6 3,65 | 3,50E- | 3,39E- | 1,71E | 6,74E | 1,00E | 6,06E | 2,07E | 2,14E | 1,16E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -03

7 6,68 | 5,43E- | 5,25B- | 2,33E | 7,66E | 1,00E | 7,14E | 2,38E | 3,37E | 1,55E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -03

Q 2,47 | 2,09E- | 1,97E- | 1,11E | 6,77E | 6,71E | 6,58E | 1,74E | 1,65E | 9,41E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -04

1\?;( 1,39 | 1,42B-| 1,36E- | 9,34E | 2,21E | 6,17E | 1,89E | 1,13E | 1,26E | 7,69E
A E-03 03 03 -04 -03 -03 -03 -03 -03 -04

10 5,89 | 3,99E- | 4,24E- | 1,88E | 7,46E | 1,00E | 7,05E | 2,11E | 2,09E | 1,20E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -03

12 7,85 | 7,64E- | 7,54E- | 2,84E | 1,00E | 1,00E | 1,00E | 7,54E | 6,44E | 1,87E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -03

14 222 | 1,94E- | 1,75E- | 1,05E | 3,00E | 7,96E | 2,39E | 1,03E | 1,12E | 7,33E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -04

15 7,11 | 6,03E- | 4,77E- | 1,56E | 7,58E | 1,00E | 7,85E | 1,92E | 1,79E | 9,86E
E-03 03 03 -03 -03 -03 -03 -03 -03 -04

17 3,39 | 1,69E- | 1,66E- | 9,88E | 5,30E 1,00E 4,57E | 9,97E | 9,38E | 6,94E
E-03 03 03 -04 -03 -03 -03 -04 -04 -04

T6 hop clia VH23 v6i VL9 duge chon lam diém bat dau dé xu ly ky thuat hon
nita dé phat trién vi tri gin két ma phan 4nh céc tinh chét gin két cua khang thé 128,1
v6i thu thé transferrin & khi dau ché so véi viée g'fm két v&i thu thé transferrin & nguoi
12 mat thiét hon. | | |

Trong Bang sau, téc do phan ly cua cac bién thé ldy lam vi du khac nhau cua
VH23 va VL9 ciing nhu céc bién thé nhan héa clia mién bién ddi khac nhau khac déi
v6i thu thé transferrin & nguoi duge thé hién dé so sanh (dugc xé4c dinh theo Vi du 14,

25°C).
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VK9 VK9 VK9 VK9 VH5 VKI VKI VKI VK2 VK6
- - - - 67-  2- 7- 5- - -
NYA SYA GYS CYS i& A HYS TYS AYS SYS SYS
8,83 3,96 4,62 | 1,53 12,29 1697 |5,22 |1,32
E-03 E-03 E-03 | B-02 | E-03 | E-03 | E-03 | E-02
3,95 4,84 |3,73 |233 ' .
E-02 | E-04 | E-03 | E-03
1,49 17,55 3,75 |1,51
B-02 | E-04 | E-03 | E-03 ,
1,82 6,52 4,02
E-03 E-03 E-02
1,25
E-03
3,08
E-02

Tham khao: 128,1 = 7,78E-02 (dugc xac dinh dbi v6i thu thé transferrin & khi déu cho).

Trong Bang sau, dit liéu dong hoc cua cac bién the lay lam vi du khac nhau cua

VH23 va VL9 duoc thé hién dé so sanh (xac dinh theo Vi du 13).

Thir nghiém BIAcore @ 25°C TR kd [s7] | ka[s'M] | kD [M]
mAb 128,1 Khi dau cho | 7.33E-02 | 5,41E+05 | 1,36E-07
VH23-DASG/VL09-NYA Neudi | 3,956-02 | 8,83E+04 | 4,47E-07
VH23-DAQG/VL09-NYA Nguoi 137B-02 | 121E+05 | 1,13E-07
VH23-DANG/VL09-NYA Neudi | 8,83E-03 | 1,55E+05 | 5,72E-08

Trong Bang sau, téc do phan ly cua cac bién thé nhan héa cia micn bién doi

chudi nhe & chudt cuia dong vo tinh 494 két hop véi bién thé nhan héa ctia micn bién doi

chudi nang & chudt ctia dong vo tinh 494 dugc thé hién. Phan tir gén két kem theo la thy

thé transferrin & nguoi.
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\Giz’ 0 (mu) 1 2 3 4

0(mu) | 1,36E-04 1,37E-04 1,56E-04 1,48E-04 1,77E-04
1 3,70B-04 | 4,10E-04 | 4,54B-04 | 4,76E-04 | 4,48E-04
2 3,646-04 | 3,99E-04 | 426E-04 | 4,15E-04 | 4,38E-04
3 3.39E-04 | 3,86E-04 | 4,30E-04 | 434E-04 | 4,52B-04
4 5.428-04 | 6,576-04 | 7,03E-04 | 6,83E-04 | 7,05E-04
5 5.44E-04 | 6,84E-04 | 7.17E-04 | 7,17E-04 | 7,28E-04
6 3,81B-04 | 4,86E-04 5,27E-04 5,50E-04 | 5,52E-04
7 2.32E-04 | 2,74B-04 | 2,99E-04 | 3,06E-04 | 3,26E-04

Cu thé hon, theo mot khia canh, séng ché mot phﬁn dua trén két qua la khéang thé
cua thu thé khang transferrin nhu duoc bdo cdo trong ban mo ta ¢ thé duoc st dung
Jam md-dun van chuyén hang rio mau-no dé phan bd phan tir tic dong dén ndo qua
hang rao méau-ndo vao ndo. Theo mot s6 phuong 4n, mo-dun vén chuyén hang rio mau-
ndo la phén tr gén két hoa tri mot gén két dac hiéu véi thu thé transferrin. Khang thé
ctia thu thé khang transferrin nhu dugc béo cdo trong ban mod ta khi dugce st dung lam
mo-dun van chuyén hang rao mau-ndo 1a hitu ich, vi du, dé chin doan hodc diéu tri cac
rbi loan than kinh, nhu bénh Alzheimer, bénh Parkinson va bénh Alzheimer va bénh

Parkinson cung ton tai.

Da phat hién ra rang khang thé bao gbém mién bién dbi chudi ning cta SEQ ID
NO: 24 va mién bién dbi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 37 phan anh, ddi v6i thy thé
transferrin & nguoi, tinh chit gin két cua khéang thé chudt 128,1 ddi vai thy thé

transferrin & khi dau cho vé toc do phan ly gin két.

Do d6, theo mot khia cénh nhu dugc bdo cao trong ban mo ta la khéng thé duoc
phén 1ap gin két voi thy thé transferrin & nguoi (huTfR) va thu thé transferrin ¢ khi dau
cho (cyTfR), trong d6 khang thé nay c6 te do phan ly duoc xac dinh bang k¥ thuat cong
huong plasmon bé mit dbi v6i thy thé transferrin & nguoi nam trong khoang tur 0,1

1/gidy dén 0,005 1/gidy.

Mot khia canh khac nhu duge béo cdo trong ban mo ta 1a viéc sir dung khang thé
hoic manh khang thé gén két véi thy thé transferrin & nguoi (huTfR) va thu thé
transferrin & khi ddu cho (cyTfR), trong d6 khang thé c6 tde do phan ly dugc xac dinh
bang k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit ddi voi thu thé transferrin & ngudi nam trong
khoang tur 0,1 1/gidy dén 0,005 1/gidy, dé phan bb phan t tri liéu qua hang rao mau-

nao.
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Theo mot phuong an, tbc dé phén ly dugce xac dinh & 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,625 va OnM.

Theo mdt phuong an, toc d phan ly duge xac dinh béng cach sir dung chip cdng
huéng plasmon bé mit véi bé miit biotin va chit dém van hanh 1xPBS dugce bd sung

natri clorua 250mM & tde do dong chay bing 10uL/phut.

Theo mot phuong an, sy két hop duoc theo ddi trong 180 gidy va su phén Iy dugc

theo ddi trong 600 gidy.
Theo mdt phuong an, téc dd phan ly duge xac dinh trén BIAcore T200. -

Theo mot phuong 4n, tbc do phan ly ndm trong khoéng tir 0,08 1/gidy dén 0,008
1/giay.
Theo mdt phuong an theo tAt ca cac khia canh, tbe do phén ly dugc xéc dinh ¢

nhiét do 25°C.

Theo mét phuong 4n theo tAt c4 cac khia canh, toc do phan ly 1a tbc do phan ly

duoc xac dmh o nhlet do 25°C.

_ Theo mot khia canh nhu dugc bao cdo trong ban md ta 1a khang thé cta thu thé
khéng transferrm gin két ddc hiéu voi thu thé transferrin & nguoi (huTfR) va thu thé
transferrm & khi déu ché (cyTfR), bao gbm i) mién bién d6i chudi namy duogc lam gidng
nhu ctia nguoi co ngudn gbc tur mién bién ddi chudi ning cua SEQ ID NO: 01 va ii)
mién bién dbi chudi nhe duoc lam gidng nhu cta ngudi c6 ngudn gc tir mién bién doi
chudi nhe ctia SEQ ID NO: 26, trong do6 mién bién ddi chudi nhe ¢ gde axit amin prolin
(P) & vi tri 80, gdc axit amin asparagin (N) ¢ vi tri 91 va gbc axit amin alanin (A) & vi

tr{ 93 (danh sb theo Kabat).

Theo mdt phuong én, khang thé con c6 gde axit amin serin (S) ¢ vi tri 100g trong

mién bién ddi chudi ning (ddnh sé theo Kabat).

Theo mot phuong an, khang thé con ¢ gde axit amin serin (S) & vi tri 65 trong

mién bién d6i chudi ning (danh sb theo Kabat).

Theo mdt phuong an, khang thé con c6 gde axit amin glutamin (Q) & vi tri 105

trong mién bién dbi chudi ning (ddnh s6 theo Kabat).
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Theo mot khia canh nhu duge bac cdo trong ban md ta la khang thé cta thu thé
khang transferrin ghn két ddc hidu véi thy thé transferrin & nguoi (huTfR) va thu thé
transferrin & khi ddu ché (cyTfR), bao gbm i) mién bién ddi chudi nang dugc lam gidng
nhu ctia ngudi c6 ngudn goc tir mién bién dbi chudi ning ctia SEQ ID NO: 01 va ii)
mién bién ddi chudi nhe duoc lam gidng nhu clia ngudi o ngudn gdc tir mién bién doi
chudi nhe ctia SEQ ID NO: 26, trong d6 khang thé c6 toc do phan ly tinh theo don vi
1/gidy d6i voi thu thé transferrin & ngudi ma bing hodc thip hon (tirc 12 nhidu nhét) tdc
do phan ly tinh theo don vi 1/gidy cua khang thé cta thu thé khang transferrin 128,1 a6i
v6i thu thé transferrin & khi dAu cho, nhor do tde d phan ly duo‘c xéc dinh bérig k¥ thuat
cdng huong plasmon bé& mit, va nh(‘)’ d6 khang thé cia thu thé khéang transferrin 128,1
c6 mién bién ddi chudi ning cia SEQ ID NO: 64 va mién bién d6i chudi nhe ctia SEQ

ID NO: 65.

Theo mot phuong 4n, khang thé c6 toc do phan ly tinh theo don'vi 1/ oidy ddi véi
thyt thé transferrin & ngudi ma i) bing hodc thdp hon (tie 1a nhidu nhét) téc dd phan ly
tinh theo don vi 1/gidy cua khéhg thé cua thy thé khéng tr'aflsfevrr»in 128,1 dbi voi thu thé
transferrin & khi diu cho va ii) bang hozic 16n hon (tuc 1a it nhét) 5% tbe d0 phén ly tinh
theo don vi 1/gidy ctia khang thé cua thu thé khang transferrin 128,1 d6i v6i thu thé
transferrin & khi dAu cho. | “

Theo mot khia canh nhli dprqc bdo céo trong ban mo ta la khang thé cia thu thé
khéang transferrin gin két daé hidu v6i thu thé transferrih & nguoi (hquR) va thulthé
transferrin ¢ khi dau cho6 (cyTfR). Theo mot s6 phuong 4n, khang thé cta thy thé khang

transferrin

e gin két v6i thu thé transferrin & nguoi (huTfR) va thu thé transferrin &

Kkhi ddu ch6 (cyTIR);

o ¢6 toc dd phan ly tinh theo don vi 1/gidy ddi véi thy thé transferrin &
ngudi bang hodc thap hon (tirc 1a nhidu nhét) tdc do phan ly tinh theo don
vi 1/gidy cua khang thé cta thu thé khang transferrin 128,1 déi véi thu
thé transferrin & khi dau cho, nho d6 tdc do phan Iy dugc xdc dinh bﬁng
k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit, va nhd dé khang thé cua thu thé
khéng transferrin 128,1 ¢6 mién bién dbi chudi ning ctia SEQ ID NO: 64

va mién bién ddi chudi nhe cia SEQ ID NO: 65;
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e gin ket vdi toc do phan ly doi voi thy the transferrin ¢ nguoi la nam trong

khoang tlr va bao gdm ca 0,1 1/gidy dén 0,005 1/gidy.

Theo mdt khia canh, séng‘ ché dé xuit khang thé cia thu thé khéng transferrin
chira it nhat mét, hai, ba, bdn, ndm, hoic sdu HVR duoc chon tir (a) HVR-H1 chua trinh
tur axit amin cia SEQ ID NO: 66; (b) HVR-H2 chtra trinh tyaxit amin ctia SEQ ID NO:
68; (¢) HVR-H3 chtra trinh tu-axit amin cia SEQ ID NO: 71, 72 hogc 73;(d) HVR-L1
chita trinh ty axit amin cta SEQ ID NO: 75; (¢) HVR-L2 chta trinh ty axit amin cua
SEQ ID NO: 76; va (f) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 78.

Theo mot khia canh, séng ché dé xuit khang thé chira it nhét mot, it nhét hai,
hodc tAt ca ba trinh ty HVR cua VH dugc chon tir (a) HVR-H1 chtra trinh tu axit amin
ctia SEQ ID NO: 66; (b) HVR-H2 chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 68; va (c)
HVR-H3 chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 71 hodc 72 hodc 73. Theo mot khia
canh, sadng ché dé xuét khéng thé chua ﬁ nhat mét, it nhét hai, hodc tAt ca ba trinh tu
HVR cua VH duoc chon tir (a) HVR-H1 chira trinh tu axit amiﬁ cua SEQ ID NO: 606;
(b) HVR-H2 chira trinh ty axit amin ctua SEQ ID NO: 68; va (¢) HVR-H3 chtra trinh tu
axit amin cia SEQ ID NO: 72. Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit khéhg thé chura it
nhét mot, it nht hai, hodc tt ca ba trinh tu HVR ctia VH dliqc chon tur ta)‘HVR—Hl
ch(ra trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 66; (b) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin cla
SEQ ID NO: 68; va (¢) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 73. Theo mot
phuong an, khéng thé chira HVR-H3 chira trinh ty axit amin cta SEQ ID NO: 71 hoic
72 hodc 73. Theo mot phuong &n khéc, khéngthé chita HVR-H3 chira trinh tur axit amin
ciia SEQ ID NO: 71 hodc 72 hodc 73 va HVR-L3 chura trinh ty axit amin cua SEQ 1D
NO: 78. Theo mot phuong an khéc, khang thé chira HVR-H3 chira trinh ty axit amin
ciia SEQ ID NO: 71 hodc 72 hodc 73, HVR-L3 chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO:
78, va HVR-H2 chta trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 68. Theo mot phuong an khac,
khang thé chira (a) HVR-H1 chta trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 66; (b) HVR-H2
chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 68; va (¢) HVR-H3 chira trinh tu axit amin cua
SEQ ID NO: 72.

Theo mdt khia canh khéc, séng ché dé xuit khang thé chtra it nhat mot, it nhat
hai, hodc tit ca ba trinh tu HVR cta VL dugc ‘chQn tr (a) HVR-L1 chua trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 75; (b) HVR-L2 chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 76; va
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(¢c) HVR-L3 chtra trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 78. Theo mdt phuong an, khang
thé chira (a) HVR-L1 chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 75; (b) HVR-L2 chuia
trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 76; va (¢) HVR-L3 chl’la_‘trinh tur axit amin cua SEQ
ID NO: 78, |

Theo mot khia canh khéc, khang thé theo sang ché chira (a) mién VH chira it nhat
mot, it nhét hai, hoic tAt c4 ba trinh tu HVR ctia VH duogc chon tur (i) HVR-HI chira
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 66, (ii) HVR-H2 chtra trinh tu axit amin cia SEQ
ID NO: 68, va (iii) HVR-H3 chtra trinh ty axit amin duogc chon tir SEQ ID NO: 71 hodc
72 hoidic 73; va (b) mién VL chita it nhat mot, it nht hai, hogc tét ca ba trinh tu HVR
ctia VL duge chon tir (i) HVR-L1 chira trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 75, (i) HVR-
1.2 chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 76, va (¢) HVR-L3 chira trinh ty axit amin
cua SEQ ID NO: 78.

» Theo mét khia canh khéc, sang ché dé xuit khang thé chira (é) HVR-HI1 chta
trinh .tu axit amin cua SEQ ID NO: 66; (b) HVR-H2 chtra trinh ty axit amin ctia SEQ ID
NO: 68; (¢) HVR-H3 chta trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 72; (d) HVR-L1 chta
trinh tu axit amin cta SEQ ID NO: 75; (¢) HVR-L2 chua trinh tu axit amin cia SEQ ID
NO: 76; va (f) HVR-L3 chta trinh tu axit amin dugc chon tr SEQ ID NO: 78.

Theo phuong an bét ky trong s6 céc phuong an trén déy, khang thé cua thu thé
khang transferrin dugce lam giéng nhu cta nguoi. Theo mot phuwong dn, khang thé cua
thu thé khang transferrin chita HVR nhu theo phwong én bét ky trong s6 cac phuong dn
trén diy, va con chira khung thu thé nguoi, vi du, khung globulin mién dich nguoi hodc

khung lién ing & nguoi.

- Theo mot khia canh khac, khing thé ctia thyu thé khéang transferrin chura trinh tu
mién bién doi chudi ning (VH) c6 do ddng nhét trinh tu it nhat 1a 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoacb 100% v0i trinh ﬁ,r axit amin cda SEQ ID NO:
24 va c6 khoang tdc do phan ly gidng nhu khéﬁg thé chtra trinh tu inién.biér.l d6i chudi
ning (VH) cia SEQ ID NO: 24. Theo mdt s phuong 4n, trinh ty VH c6 d dc;)_ng,nhét
it nhét 12 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodic 99% chira cic bién
thé thé (vi du, thé bao toan), xen vao, hodc lam khuyét so vOi trinh tu dbi chiéu, nhung
khéng thé cta thu thé khang transferrin chira trinh tu do van gilt duge kha ning gén két

v6i thu thé transferrin v6i cling mot tdc do phan ly. Theo mot s6 phuong 4n, tong cong
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1 dén 10 axit amin duoc thé, duoc xen vao va/hoic dugce lam khuyét trong SEQ ID NO:
24. Theo mot sb phuong an, bién thé thé, xen vao, hodc lam khuyét xuAt hién & cac ving
bén ngoai HVR (tie 13, trong FR). Tuy y, khang thé cua thy thé khéng transferrin chira
trinh ty VH ctia SEQ ID NO: 24, bao gdm cai bién sau dich ma cua trinh tu d6. Theo
mot phuong an cu thé, VH chira mét, hai hoic ba HVR duge chon tir: (a) HVR-H1 chira
trinh tu axit amin ctiia SEQ ID NO: 66, (b) HVR-H2 chua trinh tu axit amin cta SEQ ID
NO: 68, va (¢) HVR-H3 chtra trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 72.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé& xuét khang thé cua thu thé khang
transferrin, trong do khang thé nay bao gom mién bién ddi chudi nhe (VL) ¢6 dd dong
nhat trinh tu it nhét 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc
100% dbi v6i trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 37 va ¢6 khoang téc do phén ly gidng
nhu khéng thé chtra trinh tu mién bién doi chudi nhe (VL) ciia SEQ ID NO: 37. Theo
mt s6 phuong 4n, trinh tu VL ¢6 do dong nhét it nhét 1a 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%. 96%, 97%, 98%, hodc 99% chira céc bién thé thé (vi du, thé bio toan), xen vao,
hoéo lam khuyét so véi trinh ty dbi chiéu, nhung khéng thé cia fhu thé khang transferrin
chtra trinh tu d6 van gitt duoc khé riéng ghn két véi thu thé transferrin v6i cing mot tbe
do phéan ly. Theo mot s6 phuong 4n, Ht(‘)ng cong 1 dén 10 axit amin da duoc thé, dugc
xen vao va/hoac dugc lam khuyét trong SEQ ID NO: 37. Theo mét s6 phuong 4n, cac
bién thé thé, xen vao, hodc lam khuyét xuat hién trong cac ving bén ngoai HVR (tic 1a,
trong FR). Tuy y, khang thé cta thu thé khang transferrin chira trinh ty VL trong SEQ
D NO: 37, bao gdm cai bién sau dich ma cua trinh tu d6. Theo mot phuong 4n cu thé,
VL chtra mt, hai hoic ba HVR dugc chon tir (a) HVR-L1 chira trinh tu axit amin cua
SEQ ID NO: 75; (b) HVR-L2 chira trinh tur axit amin ctia SEQ ID NO: 76; va (c) HVR-
1.3 chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 78.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét khang thé cia thu thé khang
transferrin, trong d6 khéang thé nay chira VH nhu theo phtmng an bat ky trong sb cac
phuong 4n duoc dé cap trén day, va VL nhu theo phuong dn bét ky trong s cac phuong
4n duogc dé cp trén day. Theo mdt phuong an, khang thé chira trinh ty VH va trinh tu
VL trong SEQ ID NO: 24 va SEQ ID NO: 37, mot cach tuong Gng, bao géni céc cai

bién sau dich ma cda cdc trinh tu do.
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Theo mot khia canh khéc ctia séng ché, khang thé cta thu thé khang transferrin
theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n trén ddy [1a khang thé don dong, bao gdm
khang thé kham, khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi hodc khang thé nguoi. Theo
mot phuong 4n, khang thé cta thu thé khang transferrin 1a manh khang thé, vi dy, Fv,
Fab, Fab’, scFv, khang thé thé d6i, hoac méanh F(ab’)2. Theo mot phiong én khéc, khing
thé 1a khang thé c6 do dai dy du, vi du, khang thé [gG1 nguyén w;n hoic 16p khang thé

hoic isotyp khac nhu dugce dinh nghfa trong ban mo ta.

Theo mot phuong 4n theo tAt ca cac khia canh, khéng thé duogc két hop vé6i hop

chét tri liéu.

Theo mot phuong an khéc theo tat ca cac khia canh, khang thé duoc két hop vol

chat tao anh hodc nhan dan.

Theo mot phuong én khac, khang thé la khéng thé da dic hiéu va hop chét tri lidu
tuy ¥ tao ra mot phan ctia khang thé da dic hiéu. Theo mdt phuong dn nhu vay, khing
thé da dac hiéu bao gdm vi tri gin két khdng nguyén tha nhit gin két TfR va vi tri gin
két khéang nguyén tht hai gin két khang nguyén ndo. Theo mot khia canh nhu vay, khang
nguyén ndo dugc chon tir nhém bao g@)m: beta-secretaza 1 (BACE1), Abeta, thu thé yéu
tb tang trudng biéu md (EGFR), thu thé yéu t6 ting trudng biéu md nguoi 2 (HER2),
tau, apolipoprotein E (ApoE), alpha-synuciein, CD20, huntingtin, prion protein (PrP),
kinaza lap giau leuxin 2 (LRRKZ), parkin, presenilin 1, presenilin 2, gama secretaza,
thu thé chét 6 (DR6), protein tién chat dang tinh bot (APP), thu thé p75 neurotrophin
(p75NTR), glucocerebrosidaza, va caspaza 6. Theo mot phuong an khac, khang thé da
dac hi¢u gén két ca TfR va BACE1. Theo mdt phuong an khéc, khang thé da dic hiéu
gfn két ca TfR va Abeta. Theo mdt phuong dn khéc, khang thé da dic hidu gan két ca
TfR va alpha synuclein. Theo mdt phuong dn khac, khang thé da dac hiéu gin két ca
TR va CD20. Theo mdt phuong én khéc, khang thé da ddc hiéu gin két ca TR va
glucocerebrosidaza. Theo mét phuong an khac, hop chét tri lidu 1a thubc rdi loan than

kinh.

Theo mot khia canh cua phuong an néu trén, sang ché dé xuat dugce pham chira

khang thé bat ky trong s6 cac khang thé néu trén va chat mang duge dung.

Theo mot khia canh ctia phuong &n néu trén, sing ché dé xuat khang theé bat ky

trong so céc khang thé néu trén dé sir dung lam thudc.
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Theo mdt khia canh khéac cia phuong an néu trén, sang ché mo ta viée st dung
khang thé bit ky trong s6 cac khéng thé néu trén dé bao ché thude dé diéu tri réi loan
than kinh. Theo mdt phuong 4n, rdi loan than kinh duoc chon tir nhém bao gé“)m..,réi loan
bénh than kinh, bénh thoai hoa than kinh, bénh ung thu, roi loan bénh thi giac, rbi loan
co giat, rdi loan tich Ity lysosom, chirng thodi héa dang tinh bot, bénh virut hodc Vi

khuén, chirng thiéu médu cuc b, rdi loan hanh vi, va viém CNS.

Theo mdt khia canh khac ciia phuong én néu trén, sang ché dé xuét khang thé bat
ky trong sb céac khang thé néu trén dé sur dung dé diéu tri rdi loan than kinh. Theo mot
phuong an, réi loan thin kinh dugc chon tir nhém bao gom rdi logn bénh than kinh, bénh
thodi hoa than kinh, bénh ung thu, r6i loan bénh thi gidc, rdi loan co giat, rdi loan tich
Ity lysosom, chiing thoai hoa dang tinh bdt, bénh virut hodc vi khudn, ching thiéu méau

cuc b0, roi loan hanh vi, va viéem CNS.

Theo mdt khia canh khéc ctia phuwong én néu trén, sang ché dé xuat khéng thé bat
k¥ trong sd cdc khang thé néu trén dé st dung dé van chuyén mot hodc nhicu hop chét

qua BBB.

Theo mdt khia canh khéac ctia phuong én néu trén, sang ché mo ta vi€c st dung
khang thé bat ky trong s6 cac khang thé néu trén dé bao che thude dé van chuyén mot

hodc nhiéu hop chit qua BBB.

Theo mdt khia canh ctia phuong an néu trén, sang ché dé xuét phuong phap van
chuyén hop chét qua BBB & ddi tuong, bao gdm bude cho khang thé bat k¥ trong s6 cac
khéng thé néu trén tiép xuc v6i BBB sao cho khang thé ndy vén chuyén hop chit duoc
ghép cdp véi nd qua BBB. Theo mot phuong dn, BBB ¢ ddi tuong 12 ngudi. Theo mot
phuong an, khang thé dugc két hop véi hop chét duoc dung & lidu tri lidu. Theo mot
phuong éan, liéu tri liéu 12 bdo hoa TIR. T heo mot phuong an khéc, viée dung khang thé
12 & heu va/hodc tan sudt liéu duoc hiéu chuén dp tdi thiéu hoa cac tricu chung lam sang

cAp tinh khi dung khéang the.

Theo mdt khia canh khéc cua phuong an néu trén, sang ché mo ta phuong phap
gia tdng su tiép xtc ctia CNS cla d6i twong véi hop chét, bao gdm budc cho khéng thé
bét ky trong s6 cic khéng thé néu trén tiép xac v6i BBB sao cho khéang thé nay van
chuyén hop chat dugc ghép cdp voino qua BBB. Theo mét phuong an, BBB & dbi tuong

1a nguoi. Theo mot phuong an, khang thé dugc két hop véi hop chét dugc .dl‘mg & liéu
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tri liéu. Theo mot phwong 4n, liéu tri liéu 1a bdo hoa TfR. Theo mft phuong an khac,
viéc dung khang thé 1a & liéu va/hodc tan suat liéu duogc higu chuén dé to1 thieu hoa cac

tridu chimg 1am sang cép tinh khi dung khang thé.

~ Theo mdt khia canh clia phuong én néu trén, sang ché mo ta phuong phép gia
ting muc luu lai trong CNS cua hop chét duoc dung cho d6i tuong, bao g@)m budce cho
khang thé bat ky trong s6 céc khang thé néu trén tiép xtic v6i BBB sao cho murc gitr lai
trong CNS cua hop chét dugc lam ting. Theo mdt phuong an, khéng thé duoc két hop
véi hop chét duoc dung ¢ lidu tri liéu. Theo mot phuong 4n, lidu tri liéu 1a bdo hoa TIR.
Theo modt phuong an khac, viéc dung khang thé 1a & liéu va/hodc tin suét lidu duoc hicu

chuén dé t6i thiéu hoa cac tridu ching 14m sang cAp tinh khi diing khang thé.

Theo mot khia canh ctia phuong 4n néu trén, sang ché mé ta phuong phap diéu
tri roi loan than kinh & dong vat co v, bao g61n bude didu tri dong vat cod va bé‘mg khéng
thé bat ky trong sb cac khang thé néu trén. Theo mot phuong én, ri loan .th‘én‘kinh duoc
chon tir nhém bao gém r6i loan bénh than kinh, bénh thodi h(’)é than kinh, bénh ung thu,
rdi loan bénh thi gidc, r6i loan co git, roi loan tich Iiiy lysosom, ching thoéi héa dang
tinh bot, bénh virut hodc vi khudn, ching thiéu mau cuc 'bcf),y roi loan hanh Vi, va viém
CNS. Theo mot phuong an, rdi loan than kinh 14 & ddi twong 1a ngudi. Theo mot phuong
in, khang thé duoc két hop voi hop chit duge ding & liu tri liéuv. Theo mdt phwong an,
lidu tri liéu 13 biio hoa TR. Theo mot phuong 4n khéc, viée ding khéng thé 1a ¢ liéu
va/hodc tin suét liéu dugc hidu chuan d& t6i thiéu hoa céc triéu chirng 14m sang cip tinh

khi dung khang thé.

Theo mdt phuong an, khang thé dugc cai bién & mot hodc nhiéu tinh chit duoc
chon tir chitc néing tac dong clia khang thé ving Fe, chic nang hoat hoa b6 thé ctia khang
thé, va i luc ctia khang thé dbi véi TIR. |

Theo mdt phuong éan, tinh chét néu trén 1a chic ndng tadc dong cla khang thé
vung Fe.

Theo mdt phuong 4n, tinh chét néu trén 1a chic ning hoat hoa bd thé cua khang

Theo mdt phuong an, tinh chét néu trén 14 ai luc ctia khang thé d6i véi TR.
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Theo mot phuong 4n, chic nang tac dong hodc chirc ning hoat hoa bd thé da
dugce lam giam hodc loai bd so voi khang thé loai dai ctia cung mdt isotyp. Theo mot
phuong 4n, chirc néng tac dong dugce lam gidm hodc loai bo bing phuong phéap dugc
chon tr chtrc ning lam gidm muc glycosyl hoa cua khang thé, cai bién isotyp cua khang
thé thanh isotyp ma vé ban chét dugc lam giam hoc loai bo chie nang tac dong, va cai

bién vung Fc.

Theo mot phwong 4n, chitc ning tac dong dugc lam gidm hodc loai bo bang cach
lam giam murc glycosyl hoa cta khang thé. Theo mot phuong 4n, mirc glycosyl hoa cua
khéang thé duge lam gidm bang phuong phap dugc chon tir: san xudt khang thé trong
moi truong khong cho phép glycosy! hoa loai dai; loai b6 nhom hydrat cacbon da co

mat trén khang thé; va cai bién khang thé sao cho khong xay ra su glycosyl hoa loai dai.

Theo mot phuong dn, mirc glycosyl hoa clia khang thé dugc lam giém bang cich
s&n xudt khang thé trong mdi trudng khong cho phep viéc glycosy1 hoa 10&1 dai, nhu san
Xudt trong hé san xuét t& bao khong phai cua dong vat ¢ vl hodc khi khang thé duge
san xudt theo phuong phép tbng hop. Theo mdt phuong 4n, khang thé duoc san xuat
trong hé san xuét t& bao khong phai cia dong vat c6 va. Theo mdt phﬁong an khac,

khéng thé duoc san xuét theo phuong phap tdng hop.

Theo mot phuong an, viéc glycosyl hoa cta khang thé duoc lam giam bing cdch
cai bién khéng thé sao cho khong xdy ra sy glycosyl hoa loai dai, nhu trong d6 ving Fe
cua khéng thé chira dot bién & vi tri 297 sao cho géc asparagin loai dai ¢ vi tri do duogc

thay thé bang mdt axit amin khac gy tré ngai cho su glycosyl hoa & vi tri do.

Theo mdt phuong 4n, chic ning téc dong dugc lam giam. hodc loai bé bang it
nhat mot céi bién cua viung Fe. Theo mot phuong an, chirc nang tac dong hodc chuc
ndng hoat hoa bd thé duoc lam giam hodc loai bo bing cach lam khuyét tAt ca hodc mot
phén cua Vﬁng Fc, hodc bing céch xu ly k¥ thuat khéng thé sao cho né I{hc‘)ng bao gom
vﬁhg Fc hoac Vl‘mg khong phai Fc c6 kha ning vé chirc ning tac dong hoéc chtrc nang
hoat hoa bd thé. Theo mdt phuong an, it nhat mot cai bién ctia viing Fe duoc chon tor:
dot bién diém ctia ving Fe dé lam suy yeu kha nang gén két véi mot hodc nhleu thu thé
Fc duoc chon tir cac vi trf sau: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 265, 268, 269, 270, 272,
278,289, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 301, 303, 322, 324, 327, 329, 333, 30 335,
338, 340, 373, 376, 382, 388, 389, 414, 416, 419, 434, 435, 437, 438, va 439; dot bién
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diém cua ving Fe dé lam suy yéu kha nang gan két véi Clq duge chon tir cdc vi tri sau:
270, 322, 329, v& 321; loai bo mét sb hodc tht ca viung Fe, va dot bién diém ¢ vi trf 132
ctia mién CH1. Theo mdt phuong 4n, céi bién néu trén 12 dot bién diém cua ving Fc dé
lam suy yéu kha ning gin két véi Clq dugce chon tir cac vi tri sau: 270, 322, 329, va
321. Theo mdt phuong an khéc, céi bién nay la loai bo mot s6 hoc tit ca vung Fc. Theo
mot phuong an khéc, chirc nang khoi dong bd thé duoc 1am gidm hodc loai bo bang cach
lam khuyét tit ca hosic mot phan clia ving Fe, hodc bing cach xtt ly k§ thuét khang thé
sao cho n6 khong bao gdm ving Fe lién hop con dudng bd sung. Theo mdt phuong an,
khang thé dugc chon tir Fab hodc khéng thé chudi don. Theo mot phuong an khac, ving
khong phai Fc cua khang thé duge cai bién dé 1am giam hodc loai bo sy hoat hoéa con
dudng bd sung biang khang thé. Theo mdt phuong én, cai bién nay la dot bién diém ctia
ving CH1 dé lam suy yéu kha ning ghn két véi C3. Theo mt phuong an, dot bién diém

1a & vi trf 132 (xem, vi du, Vidarte et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 38217-38223).

Theo mot khia canh clia phuong 4n néu trén, ai luc cua khang thé ddi véi TR
dugce lam gidm, nhu dugce do so voi khang thé loai dai cua cung mot isotyp khong c6 ai
lue dwoc 1am giam dbi véi TIR. Theo mot khia canh nhu vdy, khéng thé ¢6 Kp hodc ICso
dbi véi TfR ndm trong khoang tir [pM dén khoang 100uM.

Theo mdt phuong an, khang thé nhu dugc bao cdo trong ban mo ta cdm chirc
ning tdc dong. Theo mdt phuong an, khang thé nay khong c6 chire néng tac dong. Theo
mdt phuong én, khang thé nay thudc phan 16p IgG1 ¢ ngudi va c6 cac dot bién L234A,
1.235A va P329G trong c4 hai chudi ning (dénh sé theo chi s6 EU cua Kabat).

Theo mot phuong an, khing thé nay la

a)  khang thé c6 d6 dai dy di cta phan 16p IgG1 & ngudi, hode’

b)  Khang thé c6 do dai ddy di ctia phan 16p IgG4 & nguoi, hoge

¢) khang thé c6 do dai ddy du cta phan 16p IgG1 & ngudi véi cac dot bién
1.234A, L235A va P329G,

d) khéng thé c6 do dai ddy du cua phén 16p 1gG4 & ngudi voi cac dot bién
S228P, L235E va tuy y P329G,

¢) khang thé co do dai diy di cua phéan 16p IgGl & ngudi vdi cdc dot bién

L234A,1235A va P329G trong cd hai chudi ning va cac dot bién T366W va
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S354C trong mot chudi ning va cac dot bién T366S, L368SA, Y407V va

Y349C trong chudi ning con lai twong mg, hodc

f)  khang thé c6 do dai ddy di ctia phan 16p 1gG4 & ngudi véi cac dot bién S228P
va tuy y P329G trbng ca hai chudi ning va cac dot bién T366W va $354C
trong mot chudi ning va cac dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong

chudi nang con lai tuong tng.

Theo mot khia canh ctia phuong 4n néu trén, sang ché dé xuat dugc phém chira

khéng thé bét ky trong sd céc khang thé néu trén va chit mang duoc dung.

Theo mot khia canh clia phuong 4n néu trén, sang ché dé xuét khang thé bat ky

trong so cdc khang thé néu trén dé str dung lam thude.

Theo mot khia canh khéc ciua phuong 4n néu trén, sang ché mo ta viéc str dung
khang thé bt ky trong s6 cac khang thé néu trén dé bao ché thude dé didu tri rdi loan
than kinh. Theo mdt phuong an, r6i loan than kinh duge chon tir nhom bao gém r6i loan
bénh than kinh, bénh thoai hoa than kinh, bénh ung thu, rbi loan bénh thi gidc, roi loan
co giat, rdi loan tich 1ty lysosqm, chiing thodi hoa dang tinh bdt, bénh virut hodc Vi

khuén, ching thiéu mau cuc bg, roi loan hanh vi, va viém CNS.

Theo mot khia canh khac cia phuong an néu trén, sang ché dé xuét khang thé bat
ky trong sb cic khang thé néu trén dé sir dung dé diéu tri rdi loan than kinh. Theo mot
phuong éan, rdi loan thn kinh dugc chon tir nhém bao gé)m r6i loan bénh than kinh, bénh
thoai hoa than kinh, bénh ung thu, roi loan bénh thi giac, r6i loan co giat, r6i loan tich
lity lysosom, chiing thodi hoa dang tinh bot, bénh virut hodc vi khuén, chirng thiéu mau
cuc b0, r6i loan hanh vi, va viém CNS.

Theo mot khia canh khéc cia phuong dn néu trén, sang ché dé xuét khéng thé bat
k¥ trong s6 cic khéng thé néu trén dé sir dung dé van chuyén mot hoic nhiéu hop chét
qua BBB.

Theo mdt khia canh khac ctia phuong 4n néu trén, sang ché mo ta viéc sur dung
khang thé bét ky trong s6 cac khang thé néu trén dé bao ché thude dé van chuyén mot
ho#c nhidu hop chit qua BBB.

Theo mdt khia canh cua phuong 4n néu trén, sang ché dé xuit phuong phép van

chuyén hop chét qua BBB ¢ ddi twong, bao gdm bude cho khang thé bit ky trong sb céc
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khang thé néu trén tiép xtc v6i BBB sao cho khang thé nay van chuyén hop chét dugc
ghép cip voi né qua BBB. Theo mdt phuong an, BEB ¢ dbi tuong la ngudi. Theo mot
phuong an, khang thé duoc két hop véi hop chat duoc dung & lidu tri liéu. Theo mot
phuong an, lidu tri lidu 12 bao hoa TfR. Theo mot phuong an khéc, viée dung khang thé
13 & lidu va/hodc tAn sudt lidu dugc hidu chuén dé toi thiéu hoa céc tridu chimg 1am sang

chp tinh khi dung khang thé.

Theo mot khia canh khac ctia phuong 4n néu trén, sang ché mo ta phuong phap
gia ting su tiép xuc ctia CNS cua db6i tuong véi hop chét, phuong phép nay bao gbm
budc cho khang thé bat ky trong sb cac khang thé néu trén tiép xtc véi BBB sao cho
khang thé nay van chuyén hop chat dugc ghép cip voi n6 qua BBB. Theo mot phuong
4n, BBB ¢ dbi tuong 13 nguoi. Theo mdt phuong an, khang thé duoc két hop véi hop
chét duogc dung & lidu tri liu. Theo mot phuong én, {iéu tri liéu 12 bdo hoa TR. Theo
mot phuong an khac, viéc dung khang thé 1a & lidu va/hoic tAn suét liéu dugc hicu chuin
& t5i thiéu hoa céc triéu chimg 14m sang cip tinh Khi dung khang thé.

Theo mvét khia canh cta phuong 4n néu trén séng ché m6 té phuong phép gia
taing murc gitr lai trong CNS cua hop chét duO’c dung cho dbi tugng, phuong phap nay
bao gébm budc cho khang thé bat ky tlong s6 céc khang thé néu trén tiép xtic véi BBB
sa0 cho mite gift lai trong CNS ctia hop chit duoc lam ting. Theo mdt phuong an, BBB
& dbi tuwong 1a ngudi. Theo mot phuong an, khing thé duoc két hop véi hop chét duoc
dung & lidu tri liéu. Theo mot phuong 4n, lidu tr lidu 1a bdo hoa TR. Theo ndt phuong
4n khdc, viée dung khang thé 1a ¢ lidu va/hodc tAn suidt lidu duge hidu chudn dé tbi thiéu

héa céc triéu chu:ng 1am sang cap tinh khi dung khang theé.

Theo mot khia canh cua phucmfI an néu trén, sang ché md ta phu(mo phap diéu
tri roi loan than kinh trong dong vat ¢ v, bao gbdm budc didu tri dong vét c6 va bang
khéng the bat ky trong s cic khano tne néu trén. Theo mot phurorng an, rbi loan than
kinh duoc chon tir nhém bao gom rdi loan bénh than kmh, bénh thodi hoa than kinh,
bénh ung thu, rbi loan bénh thi giac, roi loan co giat, roi loan tich Iy lysosom, ching
thoai hoa dang tinh bdt, bénh virut hodc vi khuén, ching thiéu méau cuc >b(f), r6i loan hanh
vi, va viém CNS. Theo mdt khia canh nhu vay khac, r6i loan than kinh 14 & dbi tuong 1a
ngudi. Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc két hop v6i hop chét duge ding & lidu tri

liéu. Theo mdt phuong an, lidu tri lidu 12 bdo hoa TfR. Theo mdt phuong an khéc, viéc
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diing khéang thé 1a ¢ liéu va/hodc tan suat liéu dugc hiéu chuan de toi thiéu hoa cac tri€u

chirng 14m sang cép tinh khi ding khang thé.

Theo mot phuong &n khéc, sang ché mo ta phuwong phap lam gidm murc thanh thai
hop chat duogc dung cho dbi tuong, trong doé hop chit duogc két hop véi khang thé ma

gén két voi ai luc thip voi TIR, sao cho mirc thanh thai hop chét dwoc 1am giam.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuat phuong phép i wu hoa duquc dong
hoc \’/él/hOETIC duoc luc hoc cida hop chat d@é hitu hi¢u trong CNS ¢ déi tdqng, trohg dé
hop chét dugc két hop v6i khang thé ma gin két vai ai luc thép/ v6i TR, va khéng thé
duoc chon loc sao cho 4i luc cua no dbi voi TR sau khi ghép cdp véi hop chét thu duoc
lugng van chuyén cua khéng thé duoc lién hop véi hop chét qua BBB ma t6i uu hoa

duoc dong hoc va/hodc duge luc hoc ctia hop chét trong CNS.

Theo mot khia canh khéc, khang thé cta thu thé khang transferrin theo khia canh
va phuong an bat ky trong s6 cac khia canh va phuong an néu trén cd thé két hop dic
didm bat ky trong sd cac dic diém nay, riéng 1é hodc két hop, nhu duge mo ta trong céc

phin tir 1 dén 5 duéi day:
1. Ai lwe ciia khang thé

Theo mdt phuong an, Kd dugc do bang thtr nghiém gén,két khang riguyén dugc
danh déu phong xa (RIA). Theo mot phuong an, RIA duoc tién hanh v&i phién ban Fab
ctia khang thé dang quan tdm va khang nguyén ctia n6. Vi du, 4i luc gén két trong dung
dich cua Fab dbi voi khang nguyén dugc do bing cach cin b ang Fab bing ndng do tbi
thidu ctia khang nguyén duge danh diu (‘*I) trong sy ¢6 mat clia ddy chuan do cua
khang nguyén khong duoc danh déu, sau do bat khang nguyén ghn két bang dia dugc
phi khéng thé khang Fab (xem, vi du, Chen, Y. et al., J. Mol. Biol. 293 (1999) 865-881).
Dé thiét 1ap cac dleu kién cho thtr nghiém nay, cac dia nhidu giéng MTCROTITER®
(Thermo Smentlﬁc) dugc pht qua dém véi Spg/mL khang thé khang Fab bét (Cappel
Labs) trong natri carbonat 50mM (do pH = 9.6), va sau d6 dugc phong bé bang albumin
huyét thanh bod 2% (trong luong/thé tich) trong PBS trong hai dén nam gid & nhiét do
trong ph(‘)ng (khoang 23°C). Trong dia khong hap phu (Nunc #269620), khang nguyén
100pM hogc 26pM ['251] dugc tron véi cac phan pha lodng theo ddy clia Fab dang quan
tam (vi du, phu hgp véi viée danh gid khang thé khang VEGF, Fab-12, trong Presta,
L.G. et al., Cancer Res. 57 (1997) 4593-4599). Fab dang quan tdm sau d6 dugc U qua
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dém; tuy nhién, co thé tiép tuc U trong thoi gian 1au hon (vi du, khoang 65 gio) dé dam
bado dat dugc can béng. Sau d6, hon hop dugc chuyén vao dia bat dé u & nhiét do trong
phong (vi du, trong mot gid). Dung dich sau d6 duge loai bd va dia dugc rira tam lan
bing polysorbat 20 0,1% (TWEEN-20%) trong PBS. Khi cdc dia da kho, 150uL/giéng
chit nhp nhay (MICROSCINT-20 ™; Packard) duge bd sung, va céc dia duoc dém
trén thiét bi dém gamma TOPCOUNT ™ (Packard) trong mudi phut. Nong do clia timg
Fab ma mang lai mac gfn két thdp hon hoic bang 20% mic gin két t6i da duge chon

dé str dung trong thtt nghiém gén két canh tranh.

Theo mot phuong an khéc, Kd dugce do bing cach st dung thi nghiém cong
huong plasmon bé mat BIACORE®. Vi du, thtt nghiém st dung BIACORE®-2000 hodc
BIACORE ®-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) dugc tién hanh & nhiét d6 25°C véi
cac chip CMS5 khang nguyén ¢ dinh & ~10 don vi dap (mg (RU). Theo mét phuong én,
chip cam bién sinh hoc dextran duoc carboxymetyl hoa (CM5, BIACORE, Inc.j dugc
hoat hoa bang N-etyl-N’-(3-dimetylaminopropyl)-carbodiimit hydroclorua (EDC) va N-
hydroxysucxinimit (NHS) theo céc chi dAn cua nha cung cip. Khang ngliyén duoc pha
loAing v6i natri axetat 10mM, do pH = 4,8, dén Spg/mL (~0,2uM) trude khi tiém o toc
do dong chay bang SuL/phut dé dat dugc khoang 10 don vi dép Gng (RU) cta protein
ghép cip. Sau khi tiém khang nguyén, etanolamin 1M dugc tiém dé phong bé céc nhém
khong dugc phan ing. bé do dong hoc, phan pha lodng theo déy hai lan ctia Fab (0,78nM
dén 500nM) dugc tiém trong PBS véi chit hoat dong bé mit polysorbat 20 0,05%
(TWEEN-20™) (PBST) ¢ nhiét do 25°C ¢ tbc do dong chay bang khoang 25uL/phut.
Toe do két hop (kon) va tdc do phan ly (kefr) duoc tinh bang cach st dung md hinh lién
két mot voi mdt Langmuir don gian (phin mém danh gid BIACORE ® phién ban 3.2)
bing cach khép ddng thoi biéu do nhiét két hop va phan ly. Hing sd phan ly can bang
(KD) dugce tinh 12 ty 18 kofi/kon (xem, vi dy, Chen, Y. et al., J. Mol. Biol. 293 (1999) 865-
881). Néu tde do két hop vuot qua 10°M! 5! bang thir nghiém cdng hudng plasmon bé
mit néu trén, sau do toc do két hop ¢o thé duge xac dinh bang cach st dung k¥ thuft
dirng huynh quang ma do sy tdng hodc giam cudng do phat xa huynb quang (kich thich
= 295nm; phat xa = 340nm, bing tdn 16nm) & nhiét do 25°C ctia 20nM khéang thé khang
khéng nguyén (dang Fab) trong PBS, do pH = 7,2, trong sy c6 mét cla cac ndng do gia

tang cua khang nguyén nhu dugc do trong phd ké, nhu phd quang ké duoc trang bi dong
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chin (Aviv Instruments) hodc phd quang ké 8000-series SLM-AMINCO ™

(ThermoSpectronic) véi cuvét dugc khudy.
2. Minh khang thé

Theo mdt sé phuong 4n, khéng thé duoc dé xuit trong ban mo ta 1a mi’mﬁ khéng
thé. Manh khang thé bao gém, nhung khéng gi¢i han &, manh Fab, Fab’, Fab’-SH,
F(ab’), Fv, va scFv, va cac manh khac duge mo ta dudi day. Pé c6 nhan xétvé mot sb
manh khéng thé nhat dinh, xem Hudson, P.J. et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134. Dé c6
nhin xét vé manh scFv, xem, vi du, Plueckthun, A., In; Theb Pharmacélogy of
Monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosenburg and Moore (eds.), Springer-Verlag, New
York (1994), pp. 269-315; xem ca trong WO 93/16185; US 5,571,894 va US 5,587,458.
Dé ¢6 thong tin vé manh Fab va F(ab"), chira cac gbc epitop gén két thu thé cuu tro va

c6 thoi gian ban hiy in vivo tang 1én, xem US 5,869,046.

Khéang thé thé doi la méanh khéng thé 6 hai vi trf gan két khang nguyén ma c6
thé ¢6 hoa tri hai hodc dic hiéu kép. Xem, vi du, EP 0 404 097; WO 1993/01161;
Hudsén, P.J. et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134; va Holliger, P. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90 (1993) 6444-6448. Khang thé thé ba va khang thé thé bon cling duge md
ta trong Hudson, P.J. et al., Nat. Med. 9 (20039 129-134). | |

Khang thé mién don 1 manh khang thé chira tAt ¢4 hodc mot phan ctia mién bién
dbi chudi ning hodc tAt ca hodc mot phén ctia mién bién ddi chudi nhe cua khéang thé.
Theo mot sb phuong an, khang thé mién don 1a khang thé mién don ¢ nguoi (Domantis,
Inc., Waltham, MA; xem, vi dy, US 6,248,516).

Céc manh khang thé ¢6 thé duoc tao ra bang cac k¥ thuat khac nhau, bao gdm,
nhung khong giéi han &, ky thuét phan hiy protein phan giai cia khéang thé nguyén ven
cling nhu san xudt bang té bao vat chu tai td hop (vi du E. coli hede thuc khudn thé),
nhu dugc mo ta trong ban mo ta.

3. Khang thé kham va khing thé dwoe lam giéng nhw ciia ngwdi

Theo mdt s& phuong 4n, khéang thé duoc dé xuft trong ban mo ta la khing thé
kham. Mot sb khang thé kham nhit dinh duge md ta, vi dy, trong US 4,816,567; va
Morrison, S.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855). Trong mot vi

du, khang thé kham bao gdm vung bién doi khong phai cua ngudi (vi dy, ving bién doi
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co nguén géc t chuot nhat, chudt céng, chudt lang, tho, hodc dong vat linh trudng
khong phai ngudi, nhu khi) va ving hing dinh ctia ngudi. Trong mot vi du khéc, khdng
thé kham 1a khang thé “dugc chuyén dbi 16p” trong d6 16p hodc phan 16p dugc thay dbi
tir 16p hodc phan 16p cia khang thé ban dau. Khang thé kham bao gdm cic manh gan

két khang nguyén cla no.

Theo mét sé phuong an, khang thé kham la khang thé dugc lam gidng nhu cta
ngudi. Thong thuong, khang thé khong phai cua ngudi duge lam gidng nhu cua nguoi
dé lam giam tinh sinh mién dich dbi v6i nguoi, trong khi van gitt duge tinh dac hi¢u va
4i luc cua khang thé khong phai ciia nguoi ban dAu. Nhin chung, khang thé duge lam
gidng nhir ctia ngudi bao gdm mot hodc nhiéu mién bién ddi trong d6 HVR, vi dy, CDR,
(hofic cac phan cla ching) co ngudn gbc tir khang thé khong phai cua ngudi, va FR
(hode céc phan ciia nd) c6 ngudn gbe tir trinh tu khdng thé nguoi. Khing thé duoc lam
gidng nhu clia nguoi thy y con bao gdm it nhat mot phan clia ving hang dinh cta nguoi.
Theo mdt sé phuong an, mot s6 gbe FR trong khang thé duoc lam gidng nhu ctia nguoi
duoc thé bang cac gdc tuong tng tlr khang thé khong phai cua nguoi (vi dy, khang thé
ma céc gbc HVR c6 ngudn gée tir d6), vi du, dé khoi phuc hoge cai thién tinh ddc hidu

hodc 4i luc cua khang thé.

Khang thé duge lam gidng nhu clia ngudi va cac phu“dng' phap tao ra chung dugc
nhén xét, vi du, trong Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-
1633, va dugc md ta chi tiét hon, vi du, trong Riechmann, I. et al., 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. etal,, Methods
36 (2005) 25-34 (mo ta qud trinh ghép vang quyét dinh tinh dic hiéu (\ DR)) Padlan,
E.A., Mol. Immunol. 28 (1991) 489-498 (md td qua trinh “lam lai bé mat”); Dail’ Acqua,
W.F. et al., Methods 36 (2005) 43-60 (md ta qué trinh “van ch'uyén- FR”); va Osbourn,
J. et al., Methods 36 (2005) 61-68 va Klimka, A. etal., Br. J. Cancer 83 \2000) 252-260

(mo ta phuong phéap “chon loc c6 hudng dAn” dé van chuyén FR).

Vung khung clia ngudi ma co thé duoc st dung dé nhan héa bao gém nhung
khéng gidi han ¢: ving khung dugc chon loc bang cach st dung phuong phip "thich
hop nhét" (xem, vi du, Sims, M.J. etal., J. Immunol. 151 (1993) 2296-2308; Vl‘mg khuﬁg

¢6 ngudn goc tr trinh tu lién Gng cta cdc khang thé ngudi cua mot nhom con cu thé cua
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vung bién dbi chudi nhe hodc ning (xem, vi du, Carter, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89 (1992) 4285-4289; va Presta, L.G. et al., J. Immunol. 151 (1993) 2623-2632);
vung khung truong thanh cta nguoi (dot bién soma) hoic ving khung dong mam cla
ngudi (xem, vi du, Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-1633);
va ving khung ¢6 ngudn gboc tlr thu vién FR sang loc (xem, vi du, Baca, M. etal., J.
Biol. Chem. 272 (1997) 10678-10684 va Rosok, M.J. et al., J. Biol. Chem. 271 (19969
22611-22618). -

4. Khang thé da dic hidu

" Theo mdt sd phuong 4n, khdng thé dugc dé xudt trong ban mo ta 1a khang thé da
diic hiu, vi du, khang thé dc hidu kép. Khang thé da dic hiéu 1a khéng thé don dong
¢6 cac tinh ddc hidu gén két d6i véi it nhét hai vi trf khac nhau. Theo mét s6 phuong an,
mdt trong cac tinh dac hi€u gin két 1a d6i voi thy thé transferrin va tinh dic hiéu gin két
con lai 1a d6i V(’yi.khéng nguyén bét ky khac. Khang thé dic hiéu kép cling ¢o thé duoc
st dung dé dinh vi tac nhan gy doc té bao dén cac té bao biéu hién thu thé transferrin.
Khéng thé dac hiéu kép co thé duoc tao ra dudi dang khang thé c6 do dai day du hodc

méanh khang thé.

Céc k¥ thuat dé tao ra khang thé da dic hiéu bao gdm, nhung khong gi¢i han 6,
déng biéu hién tai td hop hai cédp chudi nang-chudi nhe globulin mién dich c6 tinh dic
hiéu khac nhau (xem Milstein, C. and Cuello, A.C., Nature 305 (1983) 537-540, WO
93/08829, va Traunecker, A. et al., EMBO J. 10 (1991) 3655-3659), va xut ly k¥ thuét
“phﬁn phinh-trong-phén lom™ (Xem, vi du, US 5,731,168). Khéang thé da dac hiéu cling
c6 thé duqc tao ra béng cach thiét ké cac tac dung dan huéng tinh dién dé tao ra céc
phén tr Fe-homodime ctia khang thé (WO 2009/089004); lién két chéo hai hogc rihieu
khang thé hodc manh (xem, vi du, US 4,676,980, va Brennan, M. et al., Science 229
(1985) 81-83); str dung chét khoa Jeuxin dé san xudt khéng thé dic hi¢u kép (xem, vi
du. Kostelny, S.A. et al., J. Immunol. 148 (1992) 1547-1553; sir dung cong nghé "khéng
thé thé doi" dé tao ra cdc manh khémg thé dac hiéu kép (xem, vi du, Holliger; P. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448); va st dung cac dime Fv chudi don
(scFv) (xem, vi du Gruber, M et al., J. Immunol. 152 (1994) 5368-5374); va tao ra cac
khang thé ba dic hiéu nhu duoc mo ta, vi duy, trong Tutt, A. et al., I. Immunol. 147

(1991) 60-69).
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Céc khang thé dugc xir Iy k¥ thuat voi ba hodc nhiu vi trf géin két khang nguyén
chire ning, bao gdm “khdng thé bach tude Octopus”, cling duge bao gbm trong ban md

ta (xem, vi du US 2006/0025576).

Khémg thé hogc manh khang thé trong ban md ta con bao gbm “Fab tic dong
kép” hoac “DAF” bao gdm Vi tri gén két khéng nguyén gfn két voi thu thé transferrin
cing nhur mot khang nguyén khic, khdc nhau (xem, US 2008/0069820, vi du)

Khéng thé hoic manh khang thé trong ban md ta con bao gbm khéng thé da dac
hicu dugc md ta trong WO 2009/080251, WO 2009/080252, ‘WO 2009/080253,
WO 2009/080254, WO 2010/112193, WO 2010/115589, WO 2010/136172,
WO 2010/145792, va WO 2010/145793.

Theo mdt phuong an theo tAt ca cac khia canh nhu dugc bao cdo trong ban mé
ta, khéng thé cta thy thé khang transferrin 12 khang thé dac hiéu kép.
Theo mdt khia canh nhu duge bao céo trong ban moé ta la khang thé hoa tri hai,
d4c hidu kép bao gdm:
a) chudinhe tht nhét va chudi ning thit nhét ctia khang thé gén két dac hidu
v61 khang nguyén thir nhét, va

b) chudi nhe thtt hai va chudi narig thtr hai cua khang thé gén két dac hiéu véi
khéang nguyén tht hai, trong do mién bién d6i VL va VH ciia chudi nhe thir
hai va chudi ning thr hai dugc thay thé cho nhau,

trong d6 khang nguyén thlr nhét hoic khdng nguyén thir hai 1a thy thé transferrin

& nguoi. '\

Khang thé theo a) khong chira cai bién nhu dugc béo céo theo b) va chudi ning

va chudi nhe theo a) 1a chudi dugc phan lap.

Trong khang thé theob)

bén trong chudi nhe

mién chudi nhe bién déi VL duoc thay thé béng mién chudi ning bién
dbi VH cua khang thé néu trén,

va
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bén trong chudi ning

mién chudi ning bién doi VH duge thay thé bang mién chudi nhe bicn

ddi VL cua khang thé néu trén.
Theo mdt phuong an:

i) trong mién hing dinh CL cla chudi nhe thr nhét theo a) axit amin & vi trf
124 (danh sb theo Kabat) duoc thé bang axit amin tich dién duong, va trong
do trong mién hing dinh CH1 cta chudi nang thr nhit theo a) axit amin &
vi trf 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213 (dénh s6 theo chi s6 Kabat EU) duoc

thé bang axit amin tich dién dm,
hodc

ii) trong mién h%mg dinh CL ctia chudi nhe thtr hai theo b) axit amin & vi tri
124 (d4nh sb theo Kabat) duoc thé bang axit amin tich dién duong, va trong
d6 trong mién hing dinh CH1 cta chudi ning tht hai theo b) axit amin & vi
tr{- 147 hodc axit amin & vi trf 213 (danh s6 theo chi s6 Kabat EU) duoc thé

bang axit amin tich dién am.
Theo mdt phuong an dugc vu tién

i) trong mién hing dinh CL cua chudi nhe tha nhét theo a) axit amin & vi tri
124 doc lap duoc thé bing lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (dénh sd
theo Kabat) (theo mdt phuong én dugc uu tién, doc 1ap bang lysin (K) hodc
arginin (R)), va trong do trong mién hiang dinh .CHl ctia chudi ning thir nhat
theo a) axit amin & vi trf 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213 dde 1ap dugce thé
bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo chi s& Kabat
EU), |

hodc

ii) trong mién hing dinh CL cta chudi nhe thtr hai theo b) axit amin ¢ vi tri
124 doc lap duoc thé bing lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6
theo Kabat) (theo mot phuong an dugc uu tién, doc 1ap bang lysin (K) hodc
arginin (R)), va trong do trong mién hing dinh CH1 cta chudi ning thi hai

theo b) axit amin & vi trf 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213 ddc lap duoc thé
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bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (I) (d4nh s& theo chi sb Kabat
EU).

Theo mot phuong an, trong mién hang dinh CL ctia chudi ndng thir hai, axit amin

& vi tri 124 va 123 duge thé bing K (danh s6 theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot phuong an, trong mién hing dinh CH1 ctia chudi nhe thtr hai, axit amin

& vi tri 147 va 213 duoc thé bang E (danh sé theo chi s6 EU clia Kabat).

Theo moOt phuong an dugce wu tién, trong mién hing dinh CL cda chudi nhe tht
nhét, axit amin & vi tri 124 va 123 dugc thé bﬁmg K, va trong mién hé“mg dinh CHI cta
chudi ning thir nhét, axit amin & vi tri 147 va 213 dugc thé bang E (danh s theo chi s6

Kabat EU).

Theo mdt phuong an, trong mién hang dinh CL cia chudi ning thtr hai, axit amin
& vi tri 124 va 123 duoc thé béng K, va trong do trong mién héng dinh CHI cua chudi
nhe th(r hai, axit amin & vi tri 147 va 213 dugc thé bang E, va trong mién bién dbi VL
ctia chudi nhe thr nhét, axit amin & vi trf 38 dugc thé bang K, trong mién bién d6i VH
ctia chudi ning thir nhét, axit amin & vi tri 39 dugc thé béng E, trong mién bién ddi VL
clia chudi ndng thtr hai, axit amin & vi trf 38 dugc thé bang K, va trong mién bién doi
VH ctia chudi nhe thit hai, axit amin ¢ vi trf 39 dugc thé bang E (d4nh sb fheo chi sb
Kabat EU). |
Thed mot khia canh nhu dudc béo céo trong bén md ‘té 1a khéng thé hoa tri hai,
ddc hiéu kép bao gom
a) chudinhe thi nht va chudi ning thir nhét ciia khang thé gin két dic hiéu véi
khang nguyén thu nhét, va
b) chudi nhe tht hai va chudi ning thir hai ctia khang thé gén két dic hiéu véi
khang nguyén tha hai, trong do mién bién déi VL va VH cta chudi nhe thir
hai va chudi niang thi hai dugc thay thé cho nhau, va trong d6 mién hing
dinh CL va CHI cua chudi nhe tht hai va chudi ning thir hai dugc thay thé
cho nhau,
trong d6 khang nguyén tht nhét hodc khang nguyén tht hai la thu thé transferrin

& nguol.
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Khéang thé theo a) khong chira cai bién nhur duoc béo céo theo b) va chudi ning

va chudi nhe theo a) 1a cac chudi duoc phan lap.
Trong khang thé theo b)
bén trong chudi nhe

mién chudi nhe bién doi VL dugc thay the bang mién chudi ning bien doi
VH cua khéang thé néu trén, va mién chuoi nhe hang dinh CL dugc thay

- thé bang mién chudi ning hing dinh CHlctia khéng thé néu trén;
va
bén trong chudi ndng

mién chudi ning bien ddi VH duge thay the bang mién chudi nhe bién doi
VL cta khang thé néu trén, va mién chudi ning hing dinh CH1 dugc thay

thé bang mién chudi nhe hing dinh CL cta khang thé néu trén.

Theo mdt khia canh nhu duge béo cdo trong ban mo ta la khang thé hoa tri hai,

dic hidu kép bao gdm

a) chudi nhe thtr nhit va chudi ngng tht nhét ctia khang the gén két dic higu voi

khang nguyén thir nhat, va

b) chudi nhe tht hai va chudi ning tht hai cia Khang the gén két dic h1eu véi
khang nguyén thi hai, trong do6 mién hing dinh CL va CHl ctia chudi nhe

tha hai va chudi ning tht hai dugc thay thé cho nhau,
trong d6 khang nguyén thr nhét hodc khang nguyén tht hai la thu thé transferrin
& nguoi. "
Khang thé theo a) khong chira cai bién nhu duoc bao cao theo b) va chudi ning
va chudi nhe theo a) 14 cic chudi duge phan lap. -
Trong khéang thé theo b)
bén trong chudi nhe

mién chudi nhe hing dinh CL dugc thay thé bang mién chudi ning hing

dinh CH1cua khang thé néu trén;

va bén trong chuoi ndng
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mién chudi ning hing dinh CHI dugc thay thé bing mién chudi nhe hing

dinh CL cta khang thé néu trén.

Theo mot khia canh nhu duoc béo céo trong ban mo ta la khang thé da dic hidu

bao gém:

a) khang thé c6 do dai day du gén két dic hidu v6i khang nguyén thir nhat va

bao gdm hai chudi ning khang thé va hai chudi nhe khang thé, va

b) mot, hai, ba hoac bén méanh Fab chudi don gén két dic hidu v6i mot dén bén
khang nguyén khac (tGc 1a khdng nguyén thi hai va/hodc thir ba vashode thir
tu va/hodc thr nam, tdt hon 1a gén két dic hiéu véi mot khang nguyén khac,

tirc 1a khang nguyén tht hai),

trong d6 manh Fab chudi don da néu theo b) duge dung hop voi khang thé ¢6 dd
dai ddy di da néu theo a) thong qua tic nhan lién két peptit & dau tan C hodc N

cua chudi ndng hodc chudi nhe ctia khang thé c¢6 d¢ dai day du da néu,

trong d6 khang nguyén thu nhét hodc mdt trong cac khang nguyén khac 1a thu

thé transferrin & nguoi.

Theo mot phuong an, mdt hodc hai manh Fab chudi don gidng hét gén két voi
khang nguyén tht hai dugc dung hop véi khang thé c6 do dai ddy du da néu thong qua
t4c nhan lién két peptit & dau tan C ctia chudi ning hodc chudi nhe cua khang thé co do
dai ddy di da néu.

Theo mdt phuong an, mot hodc hai manh Fab chudi don gidng hét gin két véi
khang nguyén thir hai dugc dung hop véi khang thé co d6 dai ddy du di néu thong qua
tac nhan lién két peptit & diu tan C cua cac chudi ning cua khé‘ng.»thé ¢ d0 dai day du
da néu.

Theo mot phuong an, mdt hodc hai manh Fab chudi don giéng hét gén két voi
khang nguyén thr hai dugc dung hgp v6i khang thé c6 do dai diy di da néu thong qua
t4c nhan lién két peptit & du tan C clia céc chudi nhe ctia khang thé c6 do dai day di da
néu.

Theo mdt phuong &n, hai manh Fab chudi don gidng hét ghn két v6i khang

nguyén thr hai duge dung hop véi khang thé c6 do dai diy du da néu thong qua tac nhan
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lién két peptit & du tan C cta ting chudi ning hozc chudi nhe ciia khang thé c6 do dai
day du da néu.

- Theo mét phuong 4n, hai ménh Fab chudi don gidng hét ghn két voi khang
nguyén thi hai dugc dung hop véi khang thé c6 do dai day du da néu thong qua tac nhan
lién két peptit & dau tan C ctia ting chudi ning cla khz’mg thé c6 do dai ddy du da néu.

Theo mot phuong én, hai manh Fab chudi don gidng hét gin két voi khang
nguyén thr hai duoc dung hop vdi khang thé c6 do dai ddy du da néu thong qua tdc nhén

lién két peptit & dAu tan C ciia timg chudi nhe cta khang thé c6 do dai day di da néu.

Theo mdt khia canh nhu dugc bao cdo trong ban mo ta la khang thé hoa tri ba,

dac hi¢u kép bao gom

a) khang thé c6 do dai day du gan két dic higu v6i khang nguyén thir nhat va bao

gdm hai chudi ning khang thé va hai chudi nhe khéng thé,
b) polypeptit thr nhit bao gdm
ba) mién bién dbi chudi ndng cua khang thé (VH),
hééc | |

bb) mién bién ddi chudi ning cta khang thé (VH) va mién hing dinh cta

khang thé 1 (CH1),
trong do polypeptit thir nhét néu trén dugce dung hop voi dAu tan N ctia mién
VH cta n6 thdng qua tac nhan lién két peptit véi dau tan C ctia mot trong hai
chudi ning ctia khang thé c6 do dai diy du da néu,
¢) polypeptit thir hai bao gdm
ca) mién bién ddi chudi nhe cta khang thé (VL),
hodc

cb) mién bién dbi chudi nhe cua khang thé (VL) va mién hing dinh chudi
nhe ctia khang thé (CL),

trong d6 polypeptit tht hai néu trén dugc dung hop voi dﬁu tan N cia mién

VL thong qua tac nhén lién két peptit v6i dau tn C chia chudi con lai trong hai

chudi ning ctia khang thé c6 do dai day du da néu,
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va

trong d6 mién bién d6i chudi ning ctia khang thé (VH) cta polypeptit thix nhat
va mién bién ddi chudi nhe cua khang thé (VL) cla polypeptit thr hai ciing nhau

tao ra vi trf gén két khang nguyén ghn két dac hidu voi khang nguyén thi hai,

va

trong do khang nguyén thir nhét hodc khdng nguyén thi hai 1a thu thé transferrin

& nguoi.

Theo mdt phuong 4n, mién bién dbi chudi nefuig ctia khang thé (VH) cla
polypeptit theo b) va mién bién dbi chudi nhe cia khang thé (VL) cla polypeptit‘ theo ¢)
duoc lién két va on dinh thong qua cAu disulfua chudi chung biang cach dua lién két

disulfua vao gilta cac vi tri sau:
i) mién bién doi chudi nang vi tri 44 dén micn bién doi chudi nhe vi tri 100,
hodc
ii) mién bién doi chudi ning vi tri 105 dén mién bién doi chudi nhe vi tri 43,
hodc
iii) mién bién d6i chudi nang vi trf 101 dén mién bin dodi chuoi nhe vi tri 100

(viéc danh s6 ludn ludn theo chi s6 Kabat EU).

Céc k¥ thuat dé dua ciu disulfua khong tu nhién vao dé 1am 6n dinh dugc mo ta
trong, vi du, WO 94/029350, Rajagopal, V., et al., Prot. Eng. (1997) 1453-59; Kobayashi,
., et al., Nuclear Medicine & Biology, Vol. 25, (1998) 387-393; hodc Schmidt, M., et
al., Oncogene (1999) 18 1711-1721. Theo mot phuwong 4n, lién két disulfua tuy y gifta
c4c mién bién déi cta polypeptit theo b) va ¢) la nim gitta mién bién doi chudi nang vi
tri 44 va mién bién ddi chudi nhe vi tri 100. Theo mdt phuong én, lién két disulfua thy
y gifta cac mién bién ddi ctia polypeptit theo b) va c) nam gifta mién bién ddi chudi ning
vi trf 105 va mién bién d6i chudi nhe vi tri 43 (viéc danh b ludn ludn theo Kabat). Theo
mot phuong an, khang thé hoa tri ba, dic bhiéu kép khong ¢ su On dinh disulfua tuy y

néu trén gitta cic mién bién d6i VH va VL ctia manh Fab chudi don dugce uu tién.

Theo mot khia canh nhu duoc béo céo trong ban mo ta la khang thé ba dac hiéu

hodc bon dac hiéu, bao gdm
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a) chudi nhe thir nhit va chudi ning thir nhét cta khang thé c6 do dai day du

gin ket dac hiu véi khang nguyén thir nhat, va

b) chudi nhe (dugc cai bién) thtr hai va chudi ning (dwgc cai bién) thi hai cua
khéng thé c6 do dai day du gan két dac hiéu v6i khang nguyén thir hai, trong
d6 mién bién ddi VL va VH duoc thay thé cho nhau, va/hedc trong d6 mién

hing dinh CL va CHI duoc thay thé cho nhau, va

¢) trong dé mot dén bdn peptit gin két khang nguyén gin két ddc hiéu v6i mot
hoic hai khang nguyén khéc (tc 1a v6i khang nguyén thir ba va/hodc thi tu)
duoc dung hop thong qua tac nhan lién két peptit voi dau tan C hogc N cua

chudi nhe hoic chudi ning cua a) va/hodc b),

trong d6 khang nguyén tha nhét hodc khang nguyén tht hai hodc mot trong cac

khang nguyén khéac 1a thy thé transferrin & ngudi.

Khéng thé theo a) khong chira cai bién nhu dugc bao céo theo b) va chudi ning
va chudi nhe theo ) 14 cac chudi dugc phan 14p.

Theo mot phuong an, khang thé ba dac hiéu hoic bdn dic hiéu bao gém theo ¢)
mdt hodc hai peptit gan két khang nguyén ghn két diac hi¢u voi mot hode hai khang
nguyén khéc. -

Theo mdt phuong an, peptit gén két khang nguyén duge chon tir nhém bao gbm
manh scFv va manh scFab.

Theo mot phuong an, peptit ghn két khang nguyén 1a manh scFv.

Theo mdt phuong an, peptit ghn két khdng nguyén 12 méanh scFab.

Theo mdt phuong an, peptit ghn két khang nguyén dugc dung hop véi dau tan C
ctia chudi nang cia a) va/hodc b).

Theo mot phuong 4n, khéng thé ba dic hiéu hodc bbn dic hiéu bao gdm theo )
mot hodc hai peptlt gan két khang nguyen gin két dic hiéu véi mot khang nguyen khac.

Theo mdt phuong an, khang the ba dédc hiéu hoac bon dac hiéu bao gom theo ¢)
hai peptit gén két khang nguyén glong he;t ghn két dic hiéu véi khang nguyén thi ba.
Theo mot phuong an dugc uu tién, ca hai peptit gin két khang nguyén gidng hét nay

déu duoc dung hop thong qua cung mdt tic nhan lién ket peptit voi déu tan C ctia chudi
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n@gcﬁa@x@b)Thmnnmpmﬂmg$1&mmuuﬁ&Lhﬁpqﬂﬁg&ﬂét@ﬁngngw&1
gidng hét 1a manh scFv hodc manh scFab.

Theo mot phwong an, khang thé ba dac hiéu hoic bdn dic hiéu bao gém theo ¢)
hai peptit gin két khang nguyén gfn két dic hidu voi khang nguyén thir ba va thtr tu.
Theo mdt phuong an, ca hai peptit gin két khang nguyén néu trén déu duge dung hop
théngquacﬁngnﬂﬁtécnhénnéipepﬁtvéidéutén()cﬁachuSinéngcﬁaa)vab)fTheo
mdt phuong an dugc uu tién, hai peptit gin két khéang nguyén néu trén 12 manh scFv
hodc manh scFab.

Theorn@tkhﬁicanhrﬂurduqcbéocéotrongbénrn@télakhéngthédéc}ﬁéukép,
héa tri bdn bao gdm

a) hai chudi nhe va hai chudi ning cta khng thé, gin két dic hiéu v6i khang
nguyén th nhét (va bao gbm hai manh Fab),

b) hainﬁnhfﬁﬂ)bésungcﬁakhéngthé,géﬁkétdéclﬂéuvdikhémgnguyénthﬁ
hai, trong d6 ca hai manh Fab bd sung nay déu duoc dung hop thdng qua tac
nh@nhénkétpepﬁtvéidéutén()hoac}Jcﬁachuéinangcﬁaax

va
trong do trong cac manh Fab, céc cai bién sau duoc thyc hién '

i)  trong cé hai manh Fab cua a), hogc trong ca hai manh Fab cﬁa,b),rnién
bién d6i VL va VH duogc thay thé cho nhau, va/hodc mién héng dinh CL
va CH1 duoc thay thé cho nhau, | '

hodc

ii) Uongcéhainﬂnhfﬁbcﬁaa)nﬁénkﬁéndéi\HJVéVTIdUQcthaythécho
nhau, va mién héng dinh CL va CHI1 dugc thay thé cho nhau,
va
trong ca hai manh Fab cta b) mién bién ddi VL va VH dugc thay thé cho
nhau,hoacnﬁénhéngcﬁnhCIJVa(H{Iduqcthaythéchonhau,

hodc
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iii) trong ca hai manh Fab cia a) mién bién ddi VL va VH duoc thay thé cho

nhau, hodc mién héng dinh CL va CHI1 dugc thay thé cho nhau,
va

trong ca hai manh Fab cua b) mién bién ddi VL va VH dugc thay thé cho

nhau, va mién hang dinh CL va CH1 dugc thay thé cho nhau,
hodc

iv) trong c4 hai manh Fab cua a) mién bién dbi VL va VH dugc t’hay thé cho
nhau, va trong ca hai manh Fab cua b) mién héng dinh CL va CH1 dugc

thay thé cho nhau,
hodc

v)  trong c& hai manh Fab cua a) mién hing dinh CL va CHI duoc thay th_é
cho nhau, va trong ca hai manh Fab ctia b) mién bién dbi VL va VH duoc
thay thé cho nhau,

trong d6 khang nguyén thir nhét hodc khang nguyén tht hai la thu thé transferrin

& nguoi. |

Theo mot phuong an, ca hai manh Fab bd sung nay déu duoc dung hop thong
qua tac nhan lién két peptit véi du tan C ctia chudi ning cua a), hodc vdi dau tan N cua

chudi ndng cuta a).

Theo mdt phuong an, ca hai manh Fab bd sung nay déu dliqc dung hop thdong

qua tac nhan lién két peptit v6i dau tan C cta chudi nang cua a).

Theo mot phuong an, ca hai manh Fab bd sung nay déu duge dung hop thong

qua tac nhan ndi peptit voi dau tdn N clia chudi nang cua a).
Theo mdt phuong é4n, trong cac manh Fab, céc cai bién sau dugc thyc hién:

i) trong ca hai manh Fab cua a), hodc trong cd hai manh Fab cua b), mién bién

ddi VL va VH dugc thay thé cho nhau,
va/hodc
mién hing dinh CL va CH1 dugc thay thé cho nhau.

Theo mdt phuong an, trong cac manh Fab, cac cai bién sau dugc thuc hién:
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i) trong ca hai manh Fab cua a) mién bién ddi VL va VH dugc thay thé cho nhau,
va/hodc
mién hing dinh CL va CH1 dugc thay thé cho nhau.

Theo mot phwong an, trong cdc manh Fab, céc cai bién sau duoc thuc hién:

i) trong ca hai manh Fab cla a) mién hing dinh CL va CH1 dugc thay thé cho

nhau.

Theo mot phuong an, trong cdc manh Fab, cac cai bién sau dugc thuce hién:

i) trong ca hai manh Fab ciia b) mién bién ddi VL va VH duge thay thé cho
nhau,

va/hodc
mién hang dinh CL va CH1 dugc thay thé cho nhau.

Theo mot phuong an, trong cadc manh Fab, cac cai bién sau dugc thuc hién:

i) trong ca hai manh Fab cia b) mién hing dinh CL va CH1 dugc thay thé cho
nhau.

Theo mdt khia canh nhu duge béo céo trong ban md ta la khang thé dac hicu kép,

hoéa tri bén bao gom:

a) chubi ndng (dugc cai bién) clia khang thé tht nhét, gan két dic higu vi khang
nguyén tht nhét va chta cip mién VH-CH1 thw nhét, trong d6 déu tan N cua
cdp mién VH-CHI tht hai ctia khang thé thtr nhit néu trén dugc dung hop
voi dau tan C cta chudi nang néu trén thong qua tac nhan lién két peptit,

b) hai chudi nhe cia khéng thé thit nhét néu trén cua a),

¢) chudining (dugc cai bién) cua khang thé thir hai, gin két dac hiéu v6i khang
nguyén thir hai va chtra cgp mién VH-CL thtr nhét, trong d6 dau tan N cta
cdp mién VH-CL tht hai cta khéng thé thr hai néu trén dugc dung hop véi
d4u tan C cua chudi ning néu trén thong qua téc nhén lién két peptit, va

d) hai chudi nhe (dugc cai bién) cta khang thé thi hai néu trén ciia ¢), mdi chudi

bao gdm cip mién CL-CHI,
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trong do khang nguyén thir nhét hozic khang nguyén thir hai 1a thy thé transferrin
& nguoi.
Theo mot khia canh nhu dugc béo céo trong ban md ta la khang thé dic hidu kép
bao géln:
a) chudi ning va chudi nhe cuia khang thé o6 dai déy du tht nhat génkét ddc hiéu
véi khang nguyén thi nhit, va |
b) chudi nang va chudi nhe ctia khéng thé c6 do dai dy da thir hai gén két dic
hiéu v6i khang nguyén tht hai, trong do dau tan N cua chudi ning duoc ndi
v6i ddu tan C ctia chudi nhe thong qua tac nhén lien két peptit,
trong d6 khang nguyén thu nhét hodc khang nguyén thu hai 1a thu thé transferrin
& nguol.
Khéng thé theo a) khong chira cai bién nhu dugc bao cdo theo b) va chudi ning
va chudi nhe 12 cac chudi dugc phan 14p.
Theo mot khia canh nhu dugce béo cdo trong ban md ta la khang thé dic hiéu kép
bao gom:
a) khang thé co do dai diy da gan két dac hiéu voi khang nguyén thir nhét va
bao gdm hai chudi ning khang thé va hai chudi nhe khang thé, va
b) manh Fv gan két dic hiéu v6i khang nguyén thir hai bao gdm mién VH? va
mién VL2, trong d6 ca hai mién dugc ndi véi nhau thong qua ciu disUlfua,
trong d6 chi c¢6 mién VH? hoic mién VL? dugc dung hop thong qua tac nhan lién
két peptit v6i chudi ning hoic chudi nhe cta khang thé c6 do dai day du gfn két
dic hiéu v6i khang nguyén thir nhat,
trong do6 khang nguyén thir nhét hoic khing nguyén thit hai 1a thy thé transferrin
& nguoi.
Trong khang thé dac hiéu kép, chudi ning va chudi nhe theo a) la céc chudi
duogc phén 1ap.
Theo mdt phuong 4n, mién con lai trong sé mién VH? hodic mién VL2 khong duge
dung hop thong qua tac nhan lién két peptit v6i chudi ngng hodc chudi nhe ctia khang

thé c6 do dai ddy du gén két dac hiéu véi khing nguyén thir nhAt.
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Theo tt ca cac khia canh nhu duoc bdo cdo trong ban md ta, chudi nhe thir nhat

bao gom mién VL va mién CL va chudi niang thr nhat bao gom mién VH, mién CHI,

vung bén 1€, mién CH2 va mién CH3.

Theo mdt khia canh nhu duge béo céo trong ban mo ta la khang thé dac hiéu kép

hoa tri ba bao gdm

a)
b)

hai manh Fab gén két dic hidu v6i khang nguyén thir nhat,

mdt manh CrossFab gin két dic hiéu v6i khang nguyén thir hai trong d6 mién
CH1 va mién CL duoc trao ddi cho nhau,

mdt ving Fe bao gbm chudi ning ving Fc thir nhét va chudi ning vung Fc
th hai,

trong do déu tan C cla mién CH1 cfia hai manh Fab dugc ndi véi dau tan N
ctia polypeptit ving Fc ctia chudi ning, va

trong do déu tan C cua mién CL cia manh CrossFab dugc ndi voi dau tin N
ctia mién VH cta mdt trong cdc manh Fab, va

trong d6 khang nguyén thtr nhat hodc khang nguyén thir hai 1a thu thé

transferrin & nguoi.

Theo mot khia canh nhu duge bdo cdo trong ban mo ta la khang thé dac hiéu kép

hoa tri ba bao gdm

)
b)

hai manh Fab gén két dac hiéu v6i khang nguyén thi nhit,

mdt manh CrossFab gén két dac hiéu v6i khang nguyén thir hai trong d6 mién
CHI1 va mién CL duoc trao ddi cho nhau,

mdt vung Fe bao gdm chudi nidng vung Fc thir nhét va chudi ning vang Fc
thtr hai,

trong d6 dau tan C cia mién CHI cia manh Fab tht nhét duge ndi v6i dau
tan N cua mdt trong céac polypeptit ving Fe cia chudi ning va dau tan C cla
mién CL cta manh CrossFab duoc ndi véi dau tan N cta polypeptit ving Fe

cua chudi nang con lai, va
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trong d6 dau tdn C clia mién CH1 ciia manh Fab tht hai duoc ndi véi dau tan N
ctia mién VH ciia manh Fab thir nhit hodc véi dau tan N ctia mién VH cla manh

CrossFab, va

trong d6 khang nguyén thir nhét hodc khéng nguyén th hai 1a thu thé transferrin
& nguoi.

Theo mét khia canh nhu dugc béo céo trong ban mo6 ta 14 khang thé dac hidu kép

bao gom

a) khang thé c6 do dai diy du gin két dac hiéu véi khang nguyén thu nhit va

bao gom hai chudi ndng khang thé va hai chudi nhe khang thé, va

b) manh Fab gin két ddc hiéu voi khang nguyén thir hai bao gom mién VH? va
mién VL? bao gdm manh chudi ndng v& manh chuoi nhe, trong do
bén trong manh chudi nhe
mién chudi nhe bién dbi VL2 dugc thay thé bang mién chudi ndng bién doi
VH? ctia khang thé néu trén,

by

va
bén trong manh chudi ning

mién chudi ning bién d6i VH? dugc thay the bang mien chuoi nhe bicn doi

V1.2 ctia khang thé néu trén

trong do6 manh Fab cua chudi ning dugc xen vao gira mién CH1 ctia mot trong
céc chudi nang cua khang thé c6 do dai diy du va ving Fe twong tng cua khang
thé c6 do dai ddy du, va dau tan N ciia manh Fab cua chubi nhe dugc lién hop
voi diu tan C cda chudi nhe cia khang thé c¢6 do dai diy da ma duogc ghép cap
v6i chudi ning ciia khang thé co do dai dﬁy d0 ma manh Fab ciia chudi ning da

dugc xen vao, va

trong d6 khang nguyén thir nhét hodc khang nguyén thir hai la thu thé transferrin
& nguoi.

Theo mot khia canh nhu duge bdo céo trong ban mb ta la khéang thé dic hiéu kép

bao gobm
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a) khang thé c6 do dai ddy du gén két dic hi¢u v6i khang nguyén thir nhat va

bao gdm hai chudi ning khang thé va hai chudi nhe khang the, va

b) manh Fab gin két ddc hiéu voi khang nguyén thi hai bao gdm mién VH? va

mién VL? bao gom ménh chudi nang va manh chuoi nhe, trong dé
bén trong manh chudi nhe

mién chudi nhe bién doi VL? dugc thay thé bang micn chuoi ndng bién

doi VH? cta khang thé néu trén,
va
bén trong manh chudi ning

mién chudi ning bién d6i VH? dugc thay thé bang mién chudi nhe bién

dbi VL2 cua khang thé néu trén

trong d6 dau tdn C cua manh chudi ning cia manh Fab duoc lién hop véi dau tan
N ciia mot trong cac chudi ning ciia khang thé c6 do dai day du va dau tan C cla
manh chudi nhe cia manh Fab dugc lién hop voi dau tdn N cua chudi nhe cua
khéng thé c6 do dai ddy dii ma ghép cip voi chudi nang cta khang thé c6 do dai

day d0 ma manh chudi ndng cia manh Fab dugc li€n hop, va

trong d6 khang nguyén thir nhét hodc khang nguyén thi hai 1a thu thé transferrin

& nguoi.

Theo mdt phuong an theo tAt ca cac khia canh, khang thé nhu dugc bdo cdo trong
ban mo ta 12 khang thé da dic higu, doi hoi phai homodime hoéa it nhét hai polypeptit
chudi ning, va trong d6 khang thé gén két dac hidu véi thu thé transferrin & ngudi va

khang nguyén thu thé transferrin khong phai ctia ngudi thi hai.

Mot vai phuong phap dé cai bién CH3 dé hd trg homodime hoa da dugc md ta
trong, vi du, WO 96/27011, WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205, WO
2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO
2011/143545, WO 2012/058768, WO 2013/157954, WO 2013/096291, dugc bao gdm
¢ day béng cach vién dan. Thong thuong, trong cdc phuong phap déa biét trong linh vuc
nay, mién CH3 cua chudi ning thir nhét va mién CH3 ctia chudi ning tha hai d_éu duoc

xtr Iy k§ thuét theo cach bd sung sao cho chudi ning bao gom mot mién CH3 duge xir
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ly k¥ thuét co thé khong bao gio homodime héa véi mot chudi ning khac c6 cing cau
trac nita (vi du, chudi ning tht nhit duge xu 1y k¥ thuat & CH3 c6 thé ¢ ‘<hong bao gio
homochme héa voi mot chudi ning tht nhat duoc xur ly k¥ thult & CHj khéc nira; va
chudi nefm‘g tht hai dugc xtr Iy k§ thuat & CH3 cé thé khéng homodime hoa véi mot
chudi ning tht hai duoc xtt 1y ky thuat & CH3 khic). Do d6 chudi nang bao gom mot
mién CH3 dugc xt Iy k¥ thuat bat bude phai homodime héa voi mot chudi ning khac
bao gdbm mién CH3, dugc xir Iy k§ thuét theo cich bd sung. Déi v6i phuong an theo
sang ché nay, mién CH3 cua chudi ning thir nhat va mién CH3 ctia chudi nang thir hai
duoc xtr ly k§ thuét theo cach bd sung bing cac bién thé thé axit é»min, sao cho chudi
ning thtt nhét va chudi nang tht hai bt budc phai homodil‘ne.héa, trong khi d6 chudi
nang thi nhét va chudi ning thr hai ¢ thé khong homodime hoa nita (vi dy, vily do

khong gian).

Céc phuong phap khac nhau dé hd trg viéc homodime hoa chudi nang da biét
t1'011g linh vire néy,‘ duoc trich dan va bao g@)m trén déy, duogc du dihh 1a cac thay thé
khéc nhau dugce st dung trong khéng thé da dic hiéu theo séng ché, bao gém “vung Fab
khong cht chéo” ¢6 ngudn gbc tir khing thé thtr nht, gin két diic hidu voi khang nguyén
the nhat, va “ving Fab cit chéo” ¢4 ngudn gbe tir khang thé th hai, ghn két dic hiéu
v6i khang nguyén tht hai, két hop véi cac bién thé thé axit amin cu thé duge mo ta trén
day cho sang ché.

Mién CH3 ctia khang thé da dic hiéu nhu duge bao cdo trong ban mo ta cé thé
duoc lam thay (101 bang cong nghé “phan phinh thanh phén 16m” ma duorc mo t4 chi tiét
voi mot vai vi du trong, vi du, WO 96/027011, Ridgway, J.B., et al., Protem Eng 9
(1996) 617-621; va Merchant, A.M., et al., Nat. Biotechnel. 16 (1598) 677-681. Trong
phuong phap nay, bé mat tuong tac cua hai mién CH3 duoc lam thay doi dé 12m ting su
homodime hoa cta ca hai chudi niang chira hai mién CH3 nay. Mbi mdt trong hai mién
CH3 (cﬁa hai chudi nang) ¢6 thé 1a “phéh phihh”, trong khi mién con lai la “phan 16m”.
Viéc dua cAu disulfua vao lam 6n dinh thém cdc homodime (Merchant, AM,, et al.,
Nature Biotech. 16 (1998) 677-681; Atwell, S., et al., J. Mol. Biol. 270 (1997) 26-35)

va lam tang hi¢u suat.

Theo mdt phuong én duge uu tién, khing thé da déc hiu nhu dugc bdo céo trong

ban mé ta chira dot bién T366W trong mién CH3 cta “chudi phan phinh” va dot bién
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T366S, L368A, Y407V trong mién CH3 cla “chudi phan 1dm” (danh sd theo chi sb
Kabat EU). Cau disulfua chudi chung b sung giita cac mién CH3 ciing ¢6 thé duoc st
dung (Merchant, A.M., et al., Nature Biotech. 16 (1998) 677-681), vi du, bﬁmg cach dua
dot bién Y349C vao mién CH3 ciia “chudi phan phinh” va dot bién E356C hodc dot bién
$354C viao mién CH3 cta “chudi phan 16m”. Do d6, theo mot phuong 4n dugc uu tién
khéc, khang thé da dic hiéu nhu duoc bao céo trong ban mo ta chira dot bién Y349C va
dot bién T366W trong mot trong hai midn CH3 va dot bién E356C, T366S, L368A va
Y407V trong mién con lai trong hai mién CH3 hoic khang thé da dic hiéu nhu duoc
b4o céo trong ban mo ta chira dot bién Y349C va dot bién T366W trong mot trong hai
mién CH3 va dot bién S354C, T366S, L368A v Y407V tréng mién con lai trong hai
mién CH3 (dot bién Y349C bd sung trong mot mién CH3 va dot bién E356C hodc dot
bién $354C b sung trong mién CH3 con lai tao ra cdu disulfua chudi chung) (d4nh s6

theo chi s6 Kabat EU).

" Hon nita, cac cong nghé phan phinh trong phan lom khéc nhu duorc mo ta trong
EP 1870 459A1, c6 thé duogc st dung theo mot cach khéac hoac ngoai ra. Theo mot
phuong an, khang thé da dic hiéu nhu dugc bdo céo trong ban md ta chia dot bién
R409D va dot bién K370 trong mién CH3 ctia “chudi phén phiﬁh”‘va dot bién D399K
va dot bién E357K trong mién CH3 cta “chudi phan om” (danh sb theo chi s6 Kabat
EU)

Theo mdt phuong an, khang thé da dic hiéu nhu duge bo cdo trong ban mo ta
chira dot bién T366W trong mién CH3 cia “chudi phan phinh” va dot bién T366S,
L368A va Y407V trong mién CH3 ciia “chudi phin 15m” va ngoai ra 1a dot bién R409D
va dot bién K370E trong mién CH3 clia “chudi phan phinh” va dot bién D399K va dot
bién E357K trong mién CH3 cua “chudi phan 16m” (danh s theo chi s6 Kabat EU).

Theo mdt phuong an, khang thé da dic hiéu nhu duoc bdo cdo trong ban mo ta
chtra dot bién Y349C va dot bién T366W trong mot trong hai midn CH3 va dot bién
S354C, T366S, L368A va Y407V trong mién con lai trong hai midn CH3, hodc khang
thé da dgc hiéu nhu duge bio céo trong ban md ta chira dot bién Y349C va dot bién
T306W trong mot trong hai mién CH3 va dot bién S354C, T3668S, L368A va Y407V

trong mién con lai trong hai mién CH3 va ngoai ra la dot bién R409D va dot bién K370E
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frong mién CH3 ctia “chudi phdn phinh” va dot bién D399K va dot bién E357K trong
mién CH3 ctia “chudi phan 16m” (danh s6 theo chi s6 Kabat EU).

Ngoai “cong nghé phén phinh thanh phén 16m”, cac k¥ thuat khac dé cai bién
nﬁén CH3 clia chudi ning cta khang thé da dic hiéu dé bt budc phai hoinodvime hoa la
da biét trong linh vuc nay. Cdc cong nghé nay, dic biét 1a cac cong nghé duge mo ta
trong WO 96/27011, WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205,
WO 2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754,
WO 2011/143545, WO 2012/058768, WO 2013/157954 va WO 2013/096291 dugc du
dinh trong ban mo ta 1a cic thay thé cho “cong nghé phan phinh thanh phan 16m” két

hop v6i khéng thé da dic hiéu nhu duge bao cao trong ban mé ta.

Theo mot phuong an ctia khang thé da dic hiéu nhu duoc bdo céo trong ban mo
ta, phuong phap duge md ta trong EP 1870459 dugc sir dung aé ho tro' su homodime
hoéa ctia chudi ning thi nhat va chudi nang th{r hai ciia khang thc da dac hiéu. Phuong
phdp nay 1a dua trén viéc dua axit amin tich dién vOi céac dién tich trai dau & cac vi tri
axit amin cu thé trong bé mit chung cua mién CH3/CH3 vao gilta Cé’hai, chudi ning thu

nhét va chuo1 nang th hai.

Do do, phuong an nay d& cap dén khang thé da dic h1eu nhu duoc bao cédo trong
ban md ta, trong dé trong cau triic ba thanh phan cua khang thé, 1men CH3 cua chudi
ning thir nhét va mién CH3 cta chudi ning th{r hai tao' ra bé mit chung ma dugc dinh
vi gifta cac mién CH3 cua khang thé twong Ung, trong do m?ﬂ trinh tu axit amin tuong
u’ng cia mién CH3 cua chudi ning thir nhat va m1en CH3 cta chudi ning thu hai chira
tap hop céac axit amin dugce dinh vi bén trong bé& mit chung nay trong céu truc ba thanh
phan ctia khang thé, trong do tlr tap hop céc axit amin duge dinh vi trong bé mat chung
trong mién CH3 cia mot chudi ning, axit amin thu nhét duoc thé béng axit amin tich
dién duong va tr tp hgp céc axit amin dugc dinh vi trong bé mit chung trorig mién
CH3 ctia chudi ning con lai, axit amin tht hai dugc thé bing axit amin tich dién am.
Khéng thé da dic hiéu theo phuong 4n nay ciing duoc dé cap dén trong ban md ta la
“khang thé da dic hidu duge xt 1y k§ thuat & CH3(+/-)” (trong d6 ky tu viét tht “+/-" 1a

chc axit amin tich dién trai ddu dugc dua vao trong mién CH3 tuong tng).
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Theo mdt phuong an ciia khéng thé da dic hiéu duge xir Iy k¥ thudt & CH3(+/-)
néu trén nhu duge bao cdo trong ban mo ta, axit amin tich dién duong duge chon tir K,

R va H va axit amin tich dién Am dugc chon tir E hodc D.

Theo mot phuong an cta khang thé da dic hiéu dugc xt ly k¥ thuat & CH3(+/-)
néu trén nhu dugc bao cdo trong ban md ta, axit amin tich dién duong dugc chon tor K

va R, va axit amin tich dién 4m dugc chon tir E hodc D.

Theo mdt phuong an cua khang thé da dic hiéu dugc xtr ly k¥ thuat & CH3(+/-)
néu trén nhu dugc bao cdo trong ban md ta, axit amin tich dién duong 1a K, va axit amin

tich dién am 1a E.

Theo mdt phuong an ctuia khang thé da dic hiéu duoc xir Iy k¥ thuat 6 CH3(+/-)
néu trén nhu dugc bdo cdo trong ban mo ta, trong mién CH3 cia modt chudi ning, axit
amin R & vi tri 409 dugc thé bang D va axit amin K & vi trf duoc thé bang E, va trong
mién CH3 cta chudi ning con lai, axit amin D ¢ vi tri 399 dugc thé béng K va axit amin

E & vi tri 357 duge thé bing K (danh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot phuong én cua khang thé da dic hiéu nhu dugce béo cdo trong ban mbd
t4, phuong phap dugc md ta trong WO 2013/157953 dugc sir dung dé hd tro viée
homodime héa ctia chudi ning thir nhat va chudi ning thir hai clia khéng thé da dic higu.
Theo moOt phuong an cua khang thé da dac hiéu néu trén nhu dugc bao cao trong ban
mo ta, trong mién CH3 ctia mdt chudi ning, axit amin T & vi tri 366 duoc thé béng K,
va trong mién CH3 cua chudi niang con lai, axit amin L & vi tri 351 dugce thé bang D
(danh sb theo chi s& Kabat EU). Theo mot phuong an khéc ctia khang thé da dic hiéu
néu trén nhu dugce bdo cdo trong ban mo ta, trong mién CH3 cta mdt chudi ning, axit
amin T & vi tri 366 dugc thé béng K va axit amin L & vi tri 351 duoc thé bang K, va
trong mién CH3 cua chudi ning con lai, axit amin L & vi tri 351 dugc thé ‘béng D (déanh

s6 theo chi sb Kabat EU).

Theo mot phuong an khac cua khang thé da dic hiéu néu trén nhu dugc bao cdo
trong ban mo ta, trong mién CH3 ctia mdt chudi ning, axit amin T ¢ vi tri 366 dugc thé
béng K va axit amin L ¢ vi tri 351 duoc thé bang K, va trong mién CH3 cua chudi ning
con lai, axit amin L & vi tri 351 dugc thé bang D (ddnh s6 theo chi sb Kabat EU). Ngoai
ra, it nhit mot trong cac bién thé thé sau dugc bao gdbm trong mién CH3 cua chudi nang

con lai: axit amin Y & vi tri 349 duogc thé béng E, axitamin Y & vi trf 349 duoc thé béng
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D va axit amin L & vi trf 368 dugc thé bing E (danh s6 theo chi s6 Kabat EU). Theo mot

phuong an, axit amin L & vi trf 368 dugc thé bing E (ddnh s6 theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot phu'O'ng an ctia khang thé da dic hiéu nhu duge béo cao trorig ban mo
td, phuong phap dugc md ta trong WO 2012/058768 duqczst’r dung dé hd trg viée
homodime h(’)aAcﬁa chudi ning thir nhét va chudi ning thit hai ctia khing thé da dac hiéu.
Theo mot phuong an cta khang thé da dic hiéu néu trén nhu dugc bdo céo trong ban
mo ta, trong mién CH3 ctia mdt chudi nang, axit amin L ¢ vi tri 351 dugc thé béng Y va
axit amin Y & vi tri 407 duogc thé béng A, va trong mién CH3 cha chudi ning con lai,
axit amin T & vi tri 366 duogc thé bé‘mg A va axit amin K & vi tri 409 duoc thé béng F
(danh sb theo chi s Kabat EU). Theo mdt phuong 4n khac, ngoai cac bién thé thé néu
trén, trong mién CH3 cua chudi niing con lai, it nhét mot trong cAc axit amin ¢ vi tri 411
(ban ddu 12 T), 399 (ban dAu Ia D), 400 (ban dAu 1a S), 405 (ban dAu 1a F), 390 (ban dau
1a N) va 392 (ban ddu 1a K) dugc thé (danh s theo chi s Kabat EU). Céc bién thé thé

duoc uu tién la:

- thé axit amin T & vi tri 411 bang axit amin duge chon tr N, R, Q, K, D, Eva W

~ (dénh s theo chi sb Kabat EU),
- thé axit amin D & vi trf 399 béng axit amin dugc chon tur R, W, Y, va K (danh
s6 theo chi s6 Kabat EU),

- thé axit amin S & vi tri 400 béng axit amin duoc chon tir E, D, R va K (déanh sd

theo chi s6 Kabat EU),

- thé axit amin F & vi tri 405 'béng axit amin duoc chon'tv I, M, T, S, Vva W

(danh s6 theo chi s6 Kabat EU;

- thé axit amin N & vi tri 390 béng‘ axit amin duoc chon'tir R, K va D (danh sb
theo chi sd Kabat EU; va |

- thé axit amin K & vi trf 392 bﬁng axit amin duoc chon tr V, M, R, L, F va E
(d4nh s6 theo chi s6 Kabat EU). |

Theo mot phuong an khac cia khang thé da dac hiéu néu trén nhu duge bdo cdo
trong ban md ta (duge xu ly k¥ thuat theo WO 2012/058768), trong mién CH3 ctia mjt
chudi ning, axit amin L ¢ vi trf 351 dugc thé béng Y va axit amin Y & vi tri 407 duoc

thé bang A, va trong mién CH3 cta chudi ning con lai, axit amin T ¢ vi trf 366 duoc thé
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bing V va axit amin K & vi tri 409 duoc thé bang F (danh s6 theo chi s& Kabat EU).
Theo mot phuong an khac cia khang thé da dac hiéu néu trén nhu dugce bao cdo trong
ban mo ta, trong mién CH3 cua mot chudi ning, axit amin Y & vi trf 407 dugc thé béng
A, va trong mién CH3 cta chudi ning con lai, axit amin T & vi tri 366 dugc thé béng A
va axit amin K & vi tri 409 dugc thé béng F (danh s6 theo chi s6 Kabat EU). Theo phuong
an vua néu trén, trong mién CH3 cta chudi ning con lai nay, axit amin K ¢ vi trf 392
duoc thé béng E, axit amin T & vi trf 411 dugc thé béng E, axit amin D & vi tri 399 dugc

thé bing R va axit amin S & vi trf 400 duoc thé bang R (danh s theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot phuong én cua khang thé da dic hidu nhu duoc bao céo trong ban mo
ta, phuong phap dugc md ta trong WO 2011/143545 duge st dung dé hd tro viéc
homodime héa ctia chudi ning thir nhét va chudi niang thir hai cua khang thé da dic hiéu.
Theo mot phuong én cua khang thé da dic hiéu néu trén nhu dugce bao céo trong ban
mo ta, cac cai bién axit amin trong mién CH3 cla ca hai chudi ndng dugce dua vao & vi
tri 368 va/hodc 409 (danh sb theo chi s6 Kabat EU). |

Theo mot phuong 4n cua khang thé da déc hiéu nhu dugc béov céo 1L‘rong ban md
ta phuong phap duoc mo ta trong WO 2011/090762 dugc su dung dé ho trg viée
homodime hoéa ctia chudi nang thir nhat va chu01 nang thtt hai ctia khang thé da dac hicu.
WO 2011/090762 d& cap dén cac céi bién axit amin theo cong nghé “phan phinh thanh
phan 16m”. Theo mét phucrrig 4n cua khang thé da dic hidu duge xir ly ky thuat ¢
CH3(KiH) néu trén nhu dugc bdo cdo trong ban md ta, trong mién CH3 ciia mot chudi
nang, axit amin T & vi tri 366 dugc thé béng W, va trong mién CH3 cua chudi ning con
lai, axit amin Y & vi trf 407 dugc thé bing A (danh s theo chi s6 Kabat EU). Theo mot
phuong an khac cta khang thé da dic hiéu duge xtr ly k¥ thuat ¢ CH3(KiH) néu trén
nhu duogc bao cdo trong ban mo ta, trong mién CH3 cta mdt chudi ning, axit amin T &
vi trf 366 dugc thé bing Y, va trong mién CH3 ciia chudi ning con lai, axit amin Y & vi
trf 407 duoc thé bing T (danh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot phucng an cta khéang thé da dic hiéu nhu dugc béo céo trong ban mo
ta, thudc isotyp IgG2, phuong phap dugc mo ta trong WO 201 1/090762 duoc st dung
dé hd tro viée homodime hoa cta chudi nang thtr nhat va chudi ning th hai ctia khéng

thé da dac hiéu.
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Theo mdt phuong an cua khang thé da dic hiéu nhu dugc bao céo trong ban mo
ta, phuong phap dugc md ta trong WO 2009/089004 dugc su dung dé hd tro vige
homodime hoa ctia chudi nang thir nhét va chuéi ndng thi hai cia khang thé da diac hiéu.
Theo mot phuong an cua khang thé da diic hiéu néu trén nhu dugc bdo céo trong ban
mo ta, trong mién CH3 ctia mdt chudi ning, axit amin X hodc N & vi tri 392 duoc thé
béng axit amin tich dién 4m (theo mdt phuong an dugc uu tién, béng E hodc D, theo mot
phuong an dugc uvu tién, bang D), va trong mién CH3 cta chudi ning con lai, axit amin
D & vi tri 399, axit amin E hodc D & vi tri 356 hodc axit amin E & vi fri 357 ‘duch thé
bang axit amin tich dién duong (theo mot phuong an dugc uu tién K hodc R, theo mot
phuong an duoc uu tién, béng K, theo mdt phuong an dugc uu tién, axit amin O vi tri
399 hoic 356 duge thé bing K) (danh sb theo chi s6 Kabat EU). Theo mdt phuong an
khac, ngoai cac bién thé thé néu trén, trong mién CH3 cia mdt chudi ning, axit amin K
hodc R & vi tri 409 duoc thé béng axit amin tich dién am (theo mot phuong an dugc uu
tién, bang E hodc D, theo mdt phuong 4n dugc uu tién, bang D) (danh s theo chi s6
Kabat EU). Theo mot phuong én khéc nita, ngoai hodc khac véi cac bién thé thé néu
trén, trong mién CH3 ctia mot chudi ning, axit amin K ¢ vi tri 439 va/hodc axit amin K
& vi tri 370 duge thé doc 1ap voi nhau bang axit amin tich dién 4m (theo mdt phuong an
duoc uu tién, b:?mg E hoic D, theo mot phuong én dugc uu tién, b%mg D) (danh sb theo

chi s6 Kabat EU).

Theo mdt phuong an cua khang thé da dic hiéu nhu dugc bao cdo trong ban md
ta, phuong phép dugc md ta trong WO 2007/147901 duge st dung dé hd tro viée
homodime hoa ciia chudi nang thu nhit va chudi nang thir hai ctia khang thé da dic hiéu.
Theo mot phu(yng an cta khang thé da dic hiéu néu trén ﬁhu duoc béo céo trong ban
mod ta, trong mién CH3 ctia mdt chudi ning, axit amin K & vi tri 253 dugc thé bang E,
axit amin D & vi tri 282 duoc thé bang K va axit amin K & vi tri 322 duoc thé bang D,
va trong mién CH3 ctia chudi ndng con lai, axit amin D & vi i 239 duoc thé bing K,
axit amin E & vi tri 240 duoc thé béng K va axit amin K & vi tri 292 dirgc thé bang D

(danh sb theo chi sb Kabat EU).

Theo mot phuong an cia khéng thé da dic hiéu nhu dugc béo cdo trong ban md
ta4, phuong phép dugec md ta trong WO 2007/110205 du‘qc.sir dung dé hd trg viée

homodime hoa ctia chudi ndng thir nhit va chudi ndng thi hai ctia khang thé da dac hiu
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Theo mot phuong 4n theo tAt ca cac khia canh va phuong an nhu dugc bao cao
trong ban mo ta, khang thé da dic hiéu 1a khéng thé dic hiéu kép hodc khang thé ba dic
hiéu. Theo mdt phuong &n dugc wu tién cta sang ché, khang thé da dic hiéu 1a khang
thé dic hiéu kép.

Theo mdt phuong an theo tAt ca cac khia canh nhu duoc béo céo trong ban md
t4, khang thé 1a khang thé hoa tri hai hodc hoa tri ba. Theo mdt phwong én, khang thé 1a

khang thé hoéa tri hai.

Theo mdt phuong an theo tAt ca cac khia canh nhu dugc bdo cdo trong ban md
ta, khang thé da dic hiéu co cAu trac mién hing dinh cta khang thé typ IgG. Theo mot
phuong an khac theo tAt ca cac khia canh nhu dugc bao céo trong ban mo ta, khang thé
da dic hidu dic trung & chd khéng thé da dic hiéu néu trén 1a thudc phan 16p IgGl ¢
nguoi, hodc phan 16p 1gG1 & ngudi véi cac dot bién L234A va 1.235A. Theo mot phuong
4n khéc theo tit ca cac khia canh nhu dugc bao céo trong bén mo ta, khang thé da dac
hiéu dic trung & chd khang thé da dic hiéu néu trén 1a thudc phén 16p IgG2 nguodi. Theo
mot phuong an khéc theo tht ca Céc khia Canh nhu duoc bdo céo trong ban md té, khéng
thé da dic hiéu dic trung & chd khang thé da ddc hi¢u néu trén 1a thudce phan 16p I1gG3
ngudi. Theo mot phuong dn khéc theo tat ca c4c khia canh nhu duoc bao ééd trong ban
mo ta, khang thé da dac hiéu dic trung & chd khang thé da dic hiéu néu 1a thudc phan
16p IgG4 & ngudi hodc, phan 16p 1gG4 ¢ nguoi voi dot bién bd sung S228P. Theo mdt
phuong an khac theo t4t ca cac khia canh nhu duoc béo céo trong ban mo ta, khang thé
da dic hiéu dic trung & chd khang thé da dic hiéu néu trén la thudc phan 16p 1gGl ¢
ngudi hodc phan 16p IgG4 ¢ ngudi. Theo mdt phuong an khac theo tit ca cac khia canh
nhu duoc bdo céo trong ban mo ta, khang thé da dac hiéu dic trung & chd khang thé da
dic hiéu néu trén 1a thudc phan 16p IgG1 & nguoi véi cac dot bién L234A va L235A
(danh 36 theo chi s& Kabat EU). Theo mdt phuong dn khéc theo tit ca cac khia canh nhu
duoc bdo cdo trong ban mo ta, khang thé da dic hidu dic trung ¢ chd khang thé da dic
hiéu néu trén 1a thudc phan 16p IgG1 ¢ ngudi véi cac dot bién L234A, 1L235A va P329G
(d4nh sb theo chi s6 Kabat EU). Theo mét phuong dn khac theo tht ca cac khia canh nhu
dugc bao cdo trong ban md t4, khang thé da dic hiéu dic trung & chd khang thé da dic
hiéu néu trén 1a thudc phan 16p IgG4 & nguoi vdi cac dot bién S228P va L235E (danh

s6 theo chi sé Kabat EU). Theo mot phuong 4n khac theo tit ca cc khia canh nhu dwgc
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béo céo trong ban mo ta, khang thé da dic hiéu dic trung & chd khang thé da dic hidu
néu trén la thudc phan 16p IgG4 & nguoi voi cac dot bién S228P, L235E va P329G (danh
sé theo chi s6 Kabat EU).

Theo mot phuong én theo tAt ¢4 cac khia canh nhu dugc bdo céo trong ban mo
ta, khang thé bao gdm chudi ning bao gbm mién CH3 nhu duge néu cy thé trong ban
m6 t4, chira glyxin-lysin dipeptit ddu tan C bd sung (G446 va K447, danh sb theo chi sb
Kabat EU). Theo mdt phuong an theo tit ca cac khia canh nhu dugc bao cdo trong ban
md ta, khang thé bao gdm chudi ning bao gdm mién CH3, nhu duge néu cu thé trong

ban md ta, chira gbc glyxin dau tn C b sung (G446, danh s6 theo chi s Kabat EU).
5. Bién thé khang thé

Theo mdt s phuong 4n, sang ché d& xudt céc bién thé trinh tu axit amin cla
khang thé dugc dé xudt trong ban md ta. Vi dy, co thé mong mudn 12 cai thién 4i luc gffm
két va/hodc céc tinh chit sinh hoc khac ctia khang thé. Bién thé trinh tu axit amin cua
khang thé c6 thé dugc tao ra béng cach dua céac cai bién thich hop vao trinh tu nucleotit
mi hoa khang thé, hodc bang céch tbng hop peptit. Céc cai bién nhu vdy bao gom, V1’
du, lam khuyét tir, Va/hoac Xen vao Va/hoac thé cac gbe ben trong trinh tur amt amin cua
khang thé. Td hop bét ky ctia bién thé lam I\huyet xen vao va thé ¢ thP duoc tao ra dé
¢6 duge cAu tric cudi cling, v6i diéu kién cAu trac cudi ciing c6 cac dic tinh mong muon,

vi du, gén két khang nguyén.
a) Bién thé thé, xen vao va lam khuyét

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché d& xuét cac bién thé khang thé c6 mot hodc
nhidu thay thé axit amin. Céc vi trf dang quan tim aé phét sinh dot bién thé bao gdm
HVR va FR. Thé bao toan dugc the hién trong Bang 1 dusi tiéu d& 12 "bién thé thé bao
toan". Cac thay dbi co ban khac duge néu trong Béng 1 d_u(’ﬁ tidu d& 1 _"biéh thé thé 1ay
1am vi dy," va nhu duoc md ta thém dudi day c6 tham khao cac ’l(’)“p chudi bén axit amin.
Céc bién thé thé axit amin c6 thé dugc dua vao khing thé dang guan tdm va cac san
pham dugce sang loc hoat tinh mong mudn, vi du, duy tri/cai thlen kha nang gan két

khéng nguyén, lam giam tinh sinh mién dich, hodc cai thién AD(,C hoac CDC.
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Bdng 1

GoOc ban dau

Bién thé thé 1iy lam vi du

Bién thé thé bao

toan
Ala (A) Val; Leu; Ile 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 Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleuxin Leu
Leu (L) Norleuxin; Ile; Val;-Met; Ala; Phe Ile
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
Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norleuxin Leu

Val (V)

Céc axit amin c6 thé duge nhom lai theo céc tinh chat chudi bén chung:

(1) ky nude: Norleuxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

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

3 axit: Asp, Glu;

(4) bazo: His, Lys, Arg;

(5) cac gbe anh hudng dén viée dinh huéng chudi: Gly, Pro;

(6) thom: Trp, Tyr, Phe.
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Céac bién thé thé khong bao toan gy ra sy trao doi thanh vién ctia mot trong cac

16p nay véi mot 16p khac.

Mot kiéu bién thé thé bao gém thé mot hoic nhiéu géc cliia vung siéu bién cua
khang thé ban dau (vi dy, khéng thé dugc lam giéng nhu cua nguoi hodc khang thé
nguoi). Nhin chung, (cic) bién thé thu duoc dugc chon dé nghién ctru thém s& ¢6 cac
bién dbi (vi du, cai thién) v& mot sd tinh chit sinh hoc nhét dinh (vi dy, gia tang i lyc,
lam giam tinh sinh mién dich) so v6i khang thé ban dau va/hodc vé co ban la gitt duge
mot s tinh chét sinh hoc nhét dinh cta khéng thé ban ddu. Bién thé thé léy lam vi du la
khang thé trudng thanh ai luc, cd thé duoc tao ra mot cach thuén loi, vi du, béng cach
str dung céc k§ thudt truong thanh 4i luc dua trén sy biéu hién thue khuan thé nhu céc
k¥ thuat duge mo ta trong ban mo ta. Noi mot cach ngin gon, mot hodc nhidu gbe HVR
dugc gay dot bién va bién thé khéng thé duoc biéu hién trén thuc khuén thé va duoc

sang loc hoat tinh sinh hoc cu thé (vi du, &i luc gén két).

Céc thay dbi (vi du, thé) ¢6 thé duoc tao ra trong HVR, vi du, dé cai thién ai luc
ctia khang thé. Céc thay abi nay c6 thé duoc tao ra trong “diém néng” HVR, tic 14, cac
g6¢ duge ma hoa bang cac codon trai qua d(f)tkbién & tAn suét cao trong qua trinh trudng
thanh soma (xem, vi du, Chowdhury, P.S., Methods Mol. Biol. 207 (2008) 179-196),
va/hodc cac gbe tiép xuc khang nguyén, voi VH hodc VL bién thé thu duqc; duoc thie
nghiém vé &i luc gin két. Su trudng thanh &i luc bang cach xay dung két céu va chon
1Qc lai tir thu vién thu cép da duoc mo ta trong, vi du, Hoogenboom, H.R. etal. trong tai
liéu: Methods in Molecular Biology 178 (2002) 1-37. Theo mot 56 phuong an vé trudng
thanh ai luc, tinh da dang duoc dua vao cic gen bién dbi duoc lua chQri dé triiﬁmg thanh
bang phuong phap bét ky trong cic phuong phap khac nhau (vi du, PCR d& sai, van
chuyén chudi, hodc phét sinh dot bién dinh hudng bing oligoﬁuclebtit). Thu vién tht
cip sau dévduqc tao ra. Thu vién nay sau d6 dugc sang loc dé nhan biét bién thé khéng
thé bat ky véi 4i luc mong mudn. Mot phurong phap khac 1a dua vao tinh da dang lién
quan dén phuong phap dinh huéng HVR, trong d6 mot vai gbc HVR (vi dy, 4-6 gbe mot
lic) duoc chon ngau nhién. Céc gbc HVR lién quan dén khé ning gin két khang nguyén
¢6 thé duge nhan biét cu thé, vi du, béng cach st dung k¥ thuat phat sinh dot bién quét
alanin hoic tao mod hinh quét alanin. CDR-H3 va CDR-L3 cu thé thuong dugc hudng

dich.
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Theo mot sb phuong an, bién thé thé, xen vao, hodc lam khuyét 6 thé xuét hién
bén trong mot hodc nhidu HVR mién 1a céc thay ddi nay vé co ban khong lam gidm kha
ning cta khang thé trong viéc gin két khang nguyén. Vi du, céc thay d61 bao toan (vi
du, thé bao toan nhu duoc dé xudt trkong ban mé ta) ma vé co ban 1a khong 1am giam 4i
luc gén két c6 thé duoc tao ra trong HVR. Céac thay dbi nay cé thé, vi dt_i, & bén ngoai
cac gdc tiép xtc khang nguyén trong HVR. Theo mot s6 phuong 4n ctia trinh ty VH va
trinh tur VL bién thé dugc dé xudt & day, mdi HVR khong dugc thay doi, hoiic chita

khong 16n hon mot, hai hodc ba bién thé thé axit amin.

Phuong phép hitu ich dé nhéan biét céc gbc hoic meg cua khéng thé ma c6 thé
dugc hudng dich dé phét sinh dot bién dugc goi 1a "phat sinh dot bién quét alanin” nhu
dugc mo ta trong Cunningham, B.C. and Wells, J.A., Science 244 (1989) 1081-1085.
Trong phuong phép nay, gbc hodc nhom cée gbe dich (vi dy, céc abe tich dién nhu Arg,
Asp, His, Lys, va Glu) dugc nhén biét va duogc thay thé béng axit amin trung tinh hoac
axit amin tich dién am (vi du, alanin hodc polyalanin) dé xac dinh xem twong tdc cia
khéng thé v6i khing nguyén c6 bi anh hudng hay khong. Céc bién thé thé khdc 6 the
duogc dua vao ¢ vi tri axit amin thé hién tinh nhay chtrc ning d6i voi bién thé thé ban
dau. Theo mdt cach khéc, hodc ngoai ra, cAu trac tinh thé cua phure hop khéhgnguyén-
khang thé dé nhén biét cac diém tiép xuc gitta khang thé va khang nguyén. Céc gbc tiép
x0ic ndy va céc géc lan cén co thé dugé huéng dich hodc loai b dudi dang tmg vién dé
thé. Cac bién thé co6 thé dugc sang loc dé x4c dinh xem chung c¢6 chira céc tinh chit

mong mudén hay khong.

Bién thé xen vao trinh ty axit amin bao gdm cac dung hop dau tAn amino va/hodc
diu tan carboxyl nam trong khoang chiéu dai tr mot gbe dén polypeptitu chira mot tram
géc hodc nhiéu hon, ciing nhu bién thé xen vao trong trinh tu cua m(f)f hodc nhiéu géc
axit amin. Céc vi du v& bién thé xen vao diu tan bao gdm khang thé c6 gbc methionyl
dAu tan N. Cac bién thé xen vao khic cta phan tir khang thé bao gdm dung hop véi dau
tan N hodc dau tdn C ctia khdng thé véi enzym (vi du, dbi v6i ADEPT) hoic polypeptit
lam ting thoi gian ban huy trong huyét thanh cta khéang thé. '

b) Bién thé glycosyl héa

Theo mdt sé phuong 4n, khang thé dugc dé xuét trong ban mo ta dugc thay dbi

dé lam tang hodc gidm pham vi ma khang thé duge glycosyl hoa. Viéc thém hodc lam
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khuyét vi tri glycosyl hoa vao khang thé ¢6 thé duoc thuc hién mdt cach thuén loi bang
céch thay dbi trinh tw axit amin sao cho mét hogc nhiéu vi tri glycosyl hoa duoc tao ra

hoac dugc loai bo.

Khi khang thé bao gdm ving Fe, hydrat cacbon duoc gin vio do ¢6 thé duoc
thay déi. Khéng thé tu nhién duoc san sinh béi céc té bao dong vat ¢ vu thuong chira
oligosacarit hai thanh phan phan nhdnh thudng dugc ghn bang lién két N v6i Asn297
cta mién CH2 cua vung Fc (xem, vi dy, Wright, A. and Morrison, S.L., TIBTECH 15
(1997) 26-32). Oligosacarit ¢ thé bao gé)m cac hydrat cacbon khic nhau, vi du,
mannoza, N-axetyl glucosamin (GlcNAc), galactoza, va axit sialic, cling nhu fucoza
dugc gin vao GlcNAc trong “thdn” cla cdu truc oligosacarit hai thanh phan. Theo mot
sb phuong 4n, cac cai bién cua oligosacarit trong khang thé theo sang ché c6 thé dugc

thuc hién dé tao ra cac bién thé khang thé co mot 5O tinh chit nhét dinh duoc cai thién.

Theo mot phuong an, sang ché d‘e xudt bién the khang Lhe c¢6 cdu tric hydrat
cacbon thiéu fucoza duoc gin (truc tiép hodc gidn tiép) vao ving Fe. Vi du, lugng fucoza
trong khang thé nay c6 thé nam trong khoang tir 1% dén 80%, tr 1% dén 65%, tir 5%
dén 65% hodic tir 20% dén 40%‘.'Luqng fucoza dugc x4c dinh bang cach tinh lugng
fucoza trung binh bén trong chudi dudng & Asn297, so v6i thng tAt ca chu trac glyco
duoc gén vao Asn 297 (vi du; cAu triic mannoza phirc tap, lai va bac cao) nhu dugc xac
dinh bang k¥ thuat do ph6 khéi MALDI-TOF, nhu dugc md ta trong WO 2008/077546,
ching han. Asn297 dung dé chi gdc asparagin dugc dinh vi ¢ khodng vi trf 297 trong
vung Fc (dénh s EU cac gbc ving Fc); tuy nhién, Asn297 cling ¢6 thé duoc dinh vi
khoang = 3 axit amin tru¢c hoéc sau vi trf 297, tare 1a, gitra vi fri 294 va 300, do céc bién
thé trinh ty nho trong khang thé. Cac bién thé fucosyl hoa nhu vay co thé c6 chirc ning
ADCC cai thién. Xem, vi dy, US 2003/0157108; US 2004/0093621. Céc vi du vé cac
cong bd don sang ché lién quan dén bién thé khang thé “khtr fucosyl hoa” hodc “thiéu
hut fucoza” bao gdm: US2003/0157108; 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 dy v¢ dong té bao c6 kha
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nang san sinh khang thé dugc khit fucosy! hoa bao gbm té bao Lecl3 CHO thiéu hut su
fucosyl hoa protein (Ripka, J. et al., Arch. Biochem. Biophys. 249 (1986) 533-545; US
2003/0157108; va WO 2004/056312, ddc biét & Vi du 11), va dong t& bao bat hoat, nhu
gen alpha-1,6-fucosyltransferaza, FUTS, t& bao CHO bt hoat (xem, vi dy, 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 bién thé khang thé con dugc tao ra c6 oligosacarit phan doi, vi du,. trong do
oligosacarit‘ hai thanh phan dugc gén vao ving Fec ctia khéng thé dugc phan doi bing
GlcNAc. Bién thé khang thé nay c6 thé c6 mac fucosyl hoa giam va/hodc chiic nang
ADCC cai thién. Cac vi du vé céc bién thé khang thé nhu viy dugc md ta trong, vi du,
WO 2003/011878; US 6,602,684; va US 2005/0123546. Bién thé khang thé c6 it nhat
mdt gbe galactoza trong oligosacarit dugc gén vao ving Fe cling duge dé cap. Céc bién
thé khéng thé nay 6 thé c6 chirc nang CDC cai thién. Céc bién thé khang thé nay duoc

mo ta trong, vi du, WO 1997/30087; WO 1998/58964; va WO 1999/22764.
c) Bién thé vung Fe |

Theo mdt s6 phuong 4n, sdng ché dé xuit mot hodc nhicu cai bién axit amin co
thé duoc dua vao ving Fe cua khang thé, tir d6 tao ra bién thé vung Fe. Bién thé viing
Fc ¢6 thé chura trinh tu ving Fe ctia nguoi (vi dy, ving Fe cta IgG1, 1gG2, IgG3 hodc

1gG4 & ngudi) bao gdm cai bién axit amin (vi dy, theé) & mot hodc nhiéu vi trf axit amin.

Theo mdt sé phuong 4n, séng ché d& xuét bién thé khang thé c6 mot s6 nhung
khong phai tit ca cdc chiic ndng tac dong, khién cho no 1a mot mg vién mong mubdn cho
g dung nay trong do6 thoi gian ban hiy ctia khang thé in vivo 1a quan trong nhung mot
s6 chire nang tic dong nhat dinh (nhu b thé va ADCC) 1a khdng can thiét hodc ¢ hai.
Céc thir nghiém gay doc té bao in vitro va/hoic in vivo co thé duoe tién hanh dé xac
nhén su giam/hao hut hoat tinh CDC va/hodic ADCC. Vi dy, thir nghiém gén két thy thé
Fc (FeR) ¢o thé dugc tién hanh dé dam bao rang khang thé thiéu kha ning gin két FcyR
(do ¢6 thé thiéu hoat tinh ADCC), nhung van giit dugc kha nang gén két FcRn. Céc té
bao so chp dé didu tiét ADCC, té bao NK, biéu hién chi FeyRIIL, trong khi d6 cdc don
bao bidu hién FeyRL FeyRII va FeyRIIL Sy biéu hién FcR trén té bao sinh huyét duoc
tom tét trong Bang 3 ¢ trang 464 cua tai liGu Ravetch, J.V. and Kinet, J.P., Anhu. Rev.
Immunol. 9 (1991) 457-492. Cée vi du khong gid1 han phamvvi clia sang ché vé cac thir
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nghiém in vitro dé danh gia hoat tinh ADCC ciia phén to dang quan tdm dugc md ta
trong US 5,500,362 (xem, vi du Hellstrom, I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83
(1986) 7059-7063; va Hellstrom, 1. 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) 1351-1361).
Theo mot cach khic, cac phuong phap thir nghiém khong hoat tinh phdng xa co thé dugc
str dung (xem, vi dy, thtr nghiém giy doc té bao khong c6 hoat tinh phong xa ACTI™
dé do té bao theo dong chay (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; va thtr nghiém
gdy doc té bao khong c6 hoat tinh phong xa CytoTox‘ 96® (Promega, Madison, WI). Cdc
té bao tac dong hitu ich cho céc thir nghiém nhu vay bao gbm té bao don nhan mau ngoai
bién (PBMC) va té bao diét tw nhién (NK). Theo mot cach khic, hode ngoai ra, hoat tinh
ADCC cua phén tir dang quan tdm ¢o thé duoc danh gia in vivo, vi du, trong m9d hinh
dong vat nhu md hinh duge boc 19 trong Clynes, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95 (1998) 652-656. Thir nghiém gén két Clq ciing c6 thé duge tién hanh dé xéc nhan
rang khang thé khong thé gin két Clqva do do thiéu hoat tinh CDC. Xem, vi du, ELISA
ofn két Clq va C3c trong WO 2006/029879 va WO 2005/100402. D¢ dénh gia sy hoat
héa bd sung, thtr nghiém CDC cé thé duoc thuc hién (xem, vi dy, Gazzano-Santoro, H.
et al., J. Immunol. Methods 202 (1996) 163-171; Cragg, M.S. et al., Blood 101 (2003)
1045-1052; va Cragg, M.S. and M.J. Glennie, Blood 103 (2004) 2738-2743). Viéc xac
dinh khé nang gin két FcRn va thoi gian thanh thai/thoi gian bdn huy in vivo cling ¢6
thé duoc thuc hién bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc ndy (xem,

vi du, Petkova, S.B. et al., Int. Immunol. 18 (2006) 1759-1769).

Céc khang thé c6 chirc nang tc dong giam bao gbm cic khéng thé co bién thé
thé mot hoic nhidu gbe cia ving Fe 238, 265, 269,270,297, 327 va 329 (US 6,737,056).
Cac dot bién Fe nhu vay bao gdm dot bién Fe c6 bién thé thé & hai hodc nhidu vi trf axit
amin 265, 269, 270, 297 va 327, bao gdm ddt bién con goi 1a ddt bién Fc “DANA” vdi
bién thé thé gbc 265 va 297 thanh alanin (US 7,332,581).

Mot sb bién thé khang thé nhét dinh c6 kha ning gén két duoc cai thién hodc
giam bdt voi FeR duoe md ta (xem, vi dy, US 6,737,056; WO 2004/05_63_12, va Shields,
R.L. et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604).
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Theo mdt s6 phuong an, bién thé khang thé bao gdbm viing Fc v6i mot hodc nhiéu
bién thé thé axit amin cai thién ADCC, vi du, bién thé thé & vi tri 298, 333, va/hoic 334

cua vung Fc (ddnh s6 EU cac gde).

‘ Theo mdt s6 phuong én, céc thay dbi duqc thuc hién trong vung Fe dan dén kha
nang gin két Clq va/hodc gdy doc té bao phu thudc vao bd thé (CDC) thay ddi (tic 1,
cai thién ho#ic giam bat), vi dy, nhu duge mo ta trong US 6,194,551, WO 99/51642, va
Idusogie, E.E. et al., J. Iminunol. 164 (2000) 4178-4184. D ‘

~ Céc khang thé ¢6 thoi gian ban hiy tdng va kha nang ghn két véi thu thé Fc méi
sinh (FcRn) cai thién, chiu trach nhiém vén chuyén cac IgG trudng thanh dén bao thai
(Guyer, R.L. etal., J. Immunol. 117 (1976) 587-593, va Kim, J.K. et al., J. inmunol. 24
(1994) 2429-2434), duoc md ta trong US 2005/0014934. Cac khang thé bao gdbm ving
Fc ¢6 mot hodc nhidu bién thé thé trong d6 ma cdi thién kha nang génkét cla vung Fc
véi FeRn. Céac bién thé Fc ﬁhu vay béo gém cac bién thé cré bién thé thé & mot hodc
nhiéu gbc cia ving Fe: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305,307, 311, 312, 317, 340, 356,
360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 hodc 434, vi du, thé géc cua vung Fc 434
(US 7,371,826). ’ | : : |

Xem cé trong Duncan, A.R. and Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740;
US 5,648,260 US 5,624,821; va WO 94/29351 d& cap dén cac vi du khac vé bién thé

vung Fc.
d) Bién thé khang thé duoc xir ly xystein

Theo mdt sd phuong an, ¢6 thé mong mudn 1a tao ra khéng thé duogc xtr Iy xystein,
vi du, “thioMAbs,” trong d6 mot hodc nhiéu géc cua khang thé duogc th_é béng géc
xystein. Theo cdc phuong an cu thé, cac gbe dugce thé xuAt hién & cac vi tri d& tiép can
ctia khang thé. Bing cach thé cac gbc nay bang xystein, tir d6 nhom thiol dé phan tng
dugc dinh vi & cac vi tri dé tiép can cua khang thé va ¢6 thé duge st dung dé lien hop
khang thé vai cac gbc khac, nhu gbe duge chit hoic téc nhén lién két-ge duoc chit, dé
tao ra thé lién hop mién dich, nhu duge md ta thém trong ban mo ta. Theo mot s6 phurong
4n, mot hodc nhiéu gdc bét ky trong s6 céc gbe sau ¢ thé dugc thé bé_ng xystein: V205
(danh sé Kabat) ctia chudi nhe; A118 (ddnh sé EU) ctia chudi ning; va S400 (dénh 50
EU) cua chudi ning ving Fe. Khang thé dugc x Iy xystein ¢6 thé duoc tao ra nhu duoc

mo ta trong, vi du, US 7,521,541.
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¢) Din xuit khang thé

Theo mdt s6 phuong an, khang thé duoc dé xuit trong ban mo ta co thé dugc cai
bién thém dé chura cac gde khong chira protein bd sung ma da biét trong linh vuc nay va
dé co s¥n. Céc gbe nay thich hop cho qua trinh din xudt clia khang thé bao gdm, nhung
khéng gi6i han &, cdc polyme tan trong nuge. Cac vi du khong gidi han pham vi cia
sang ché vé& polyme tan trong nudc bao 26m, nhung khong gi¢i han &, polyetylen glycol
(PEG), copolyme cua etylen glycol/propylen glycol, carboxymetylxenluloza, dextran,
ruou polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, poly-1,3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, copolyme
etylen/anhydrit maleic, polyaminoaxit (homopolyme hodc copolyme ngiu nhién), va
dextran hodc poly(n-vinyl pyrolidon)polyetylen glycol, propropylen glycol
homopolyme, prolypropylen oxit/etylen oxit co-polyme, rugu polyhydric dugc
polyoxyetyl héa (vi du, glyxerol), ruou polyvinylic, va cdc hdn hop cua ching.
Polyetyien glycol propionaldehyt ¢6 thé ¢6 uu diém trong san xuat do dd 6n dinh ctia né
trong nugce. Polyme co thé ¢ phan tir luong bét ky, va 6 thé phan nhanh hodc khong
phén nhanh. S6 luong polyme dugc gin vao khang thé ¢6 thé thay dbi. va néu 16n hon
mdt polyme dugce gén, chung ¢6 thé 1a phan tir gidng nhau hoic khac nhau. Nhin chung,
sb lugng va/hodc loai polyme duoc st dung dé din xudt co thé dugc xac dinh dua trén
céc yéu to can can nhfc bao gdm, nhung khong giéi han &, tinh chét hodc chtrc ning cu
thé cua khang thé cn cai thién, liéu dan xuét khang thé c6 dugc st dung trong liéu phap

trong cac didu kién xéac dinh hay khong, v.v..

Theo mét phuong an khéc, sang ché dé xuét thé lién hop ctia khéng thé va gbc
khong chira protein co thé duoc gia nhiét ¢ chen loc bing cach t'iépbxﬁc vdi blc xa.
Theo mdt phuong 4n, gbc khong chira protein 1a 6ng nano cacbon (Kam, N.W. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005) 11600-11605). Birc xa co thé c6 budc song bét
ky, va bao gébm, nhung khong gi¢i han &, cac budc song khong gdy hai cho céc té bao
binh thuong, nhung gia nhiét gbc khong chira protein dén nhiét do ma tai do cac té bao

gin v6i gbe khong chira protein cia khéng thé bi tiéu diét.
B. M6-dun vin chuyén hang rao mau-nio

Theo mdt phuong an theo tAt ca céc khia canh, khang thé 1a khang thé da dac hiéu
¢ it nhAt mot tinh dic hiéu gén két dbi véi thu thé transferrin va it nhat mot tinh déc

hiéu gin két d6i v6i dich tri lidu. Theo mot phuong én, khang thé bao gom vi tri ofin két
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khang nguyén thu nht gin két thu thé transferrin va vi trf gin két khang nguyén thir hai
gfin két khang nguyén ndo. Theo mdt phwong én khac, khang nguyén ndo dugc chon tu
nhom bao gdbm Abeta, thu thé yéu to ting trudng bidu m6 (EGFR), thu thé yéu td ting
trudng bidu moé ngudi 2 (HER2), alpha-synuclein, CD20, glucocerebrosidaza hodc
protein tién chit dang tinh bot (APP). Theo mdt phuong an duoc wu tién, khang thé da

dac hiéu gén két ca:
i)  thu thé transferrin va Abeta, hoidc
ii) thuy thé transferrin va CD20, hodc
iii) thu thé transferrin va alpha-synuclein, hodc
iv) thu thé transferrin va phospho-tau, hodc
v) thu thé transferrin va HER2, hodc
vi) thu thé transferrin va glucocerebrosidaza.

Theo mdt phuong an, khang thé 1a khang thé dic hidu kép bao gbm it nhit mot
cip mién bién déi chudi nang cia SEQ ID NO: 24 va mién bién doi chudi nhe clia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va {t. nhat mot cap mién bién ddi
chudi ning cia SEQ ID NO: 81 va mién bién d6i chudi nhe ciia SEQ ID NO: 82 tao ra

vi trf gén két cho Abeta.

Theo mdt phuong én, khang thé 1a khang thé dac hiéu kép bac gém it nhat mot
cip mién bién d6i chudi ning ciia SEQ ID NO: 24 va mién bién dbi chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhit mot cip mién bién dbi
chudi ning cia SEQ ID NO: 79 va mién bién doi chudi nhe ciia SEQ ID NO: 80 tao ra
vi tri gén két cho CD20 ngudi. Theo mot phwong an, ving bién dbi chudi ning chira
thay thé gbc axit amin & vi tr 11 theo Kabat bing axit amin bt ky ngoai trr leuxin.
Theo mot phuong an, bién thé thé bao gdm thay thé gbc axit amin & vi tri 11 theo Kabat
bing axit amin khong phén cyc. Theo mét phuwong dn duge vu tién, bién thé thé bao
gbm thay thé gbc axit amin & vi tri 11 theo Kabat trong mién bién d6i chudi ning cla
SEQIDNO: 79 b%tng géc axit amin d'uqc chon tir nhom bao g6m Valin, leuxin, isoleuxin,

serin, va phenylalanin.
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Theo mdt phuong an, khang thé 12 khéang thé dac hicu kép bao gbm it nhat mot
cip mién bién d6i chudi nang ctia SEQ ID NC: 24 va mién bién d6i chudi nhe cia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi trf gén két cho thu thé transferrin va it nhat mot cip mién bién doi
chudi ning cua SEQ ID NO: 83 va mién bién di chudi nhe cta S”Q ID NO: 84 tao ra

vi tri gin két cho alpha-synuclein ngudi.

Theo mdt phuong an, khang thé 1a khang thé dac hidu kép bao gdm it nhéﬁ mot
cip mién bién ddi chudi ning cua SEQ ID NO: 24 va mién bién di chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhat mot cap mién bién ddi
chudi ning duoc lam giéng nhu cia ngudi co ngudn gbe tir SEQ ID NO: 85 va mién
bién dbi chudi nhe duoc 1am gibng nhu clia ngudi ¢6 ngudn gde tir SEQ ID NO: 86 tao

ra vi tri gdn két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mot phuong én, khang thé 1a khang thé dic hidu kép bao gom it nhat mot
cdip mién bién ddi chudi nang ctia SEQ ID NO: 24 va mién bwn doi chu01 nhe cua SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gan két cho thu thé transferrin va it nhat mot cdp m1en b1en d01
chu61 ning dugc lam giéng nhu cia ngudi co ngudn gbe tir SEQ ID NO: 87 va mién
bién ddi chudi nhe duogc lam giéng nhu cia nguoi co nguén géc tr SEQ ID NO: 88 tao

ra vi tri gan két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mot phuong én, khang thé 1a khéng thé dac hidu kép bao gbm it nhat mot
cdp mién bién d6i chudi ndng ciia SEQ ID NO: 24 va mién bién déi chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thy the transferrin va it nhat mot cdp mién blen d(n
chudi ning duoc lam gidng nhu clia nguoi ¢6 ngudn gbe tir SEQ ID NO: 89 va mién
b_ién dbi chudi nhr;: duoc lam gidng nhu ctia nguoi ¢6 ngudn gbc tir SEQ ID NO: 90 tao

ra vi tri gén két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mot phuong 4n, khang thé 1a khing thé dac hiéu kép bao géin it nhat mot
cdp mlen bién ddi chudi nang cia SEQ ID NO: 24 va mién bién déi chudi nhe cua SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhat mot cap mlen bién doi
chudi nang dugc lam gidéng nhur clia ngudi c6 ngudn gbe tir SEQ ID NO: 91 va mién
bién d@bdi chudi nhe duoc 1am gidng nhu clia nguoi c6 ngudn gbc r SEQ ID NO: 92 tab

ra vi tri gan két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mdt phuong an, khang thé 1a khang thé dic hiéu kép bao gom it nhét mot

cip mién bién d6i chudi ning ctia SEQ ID NO: 24 va mién bién 601 chudi nhe cua SEQ
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D NO: 37 tao ra vi trf gan két cho thy thé transferrin va it nhat mét cdp mién bién doi
chudi ning duoc lam gidng nhu cta nguoi ¢d nguodn goc tir SEQ ID NO: 93 va mién
bién ddi chudi nhe dugc lam gidng nhu cua ngudi ¢d nguon goc t SEQ ID NO: 94 tao

ra vi tri gan két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mot phuong an, khang thé 1a khang thé dic hiéu kép bao gdm it nhat mot
cip midn bién déi chudi ning ciia SEQ ID NO: 24 va mién bién ddi chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 37 tao ra vi tr gén két cho thu thé transferrin va vi tri gén két cho

glucocerebrosidaza nguoi.

Theo mot phuong an, khang thé 14 khang thé dic hidu kép bao gdm it nhat mot
cap mién bién dbi chudi nang cua SEQ ID NO: 7 va mién bién ddi chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 34 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhit mot cap mién bién ddi
chudi nang cua SEQ ID NO: 83 va mién‘bié’n dbi chudi nhe cua SEQ ID NO: 84 tao ra

vi trf gén két cho alpha-synuclein ngudi.

Theo mot phuong 4n, khang thé 1a khang thé dic hidu kép bao gdm it nhat mot
cip mién bién dbi chudi nang ctia SEQ ID NO: 7 va mién bién d6i chudi nhe cia SEQ
ID NO: 34 tao ra vi tri gin két cho thu thé transferrin va it nhét mot cap mién blen doi
chudi nang dugc lam g1ong nhu clia nguoi cd ngudn goc tur SEQ D NO 85 va mién
bién ddi chudi nhe duoc lam giéng nhu cia ngudi ¢6 nguon_ gog tir SEQ ID NO: 86 tao

ra vi tri gén két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mot phuong an, khang the la khéng thé dic higu kép bao gom it nhat mot
cip mién bién d6i chudi nang ctia SEQ ID NO: 7 va mién b1en dbi chudi nhe clia SEQ
ID NO: 34 tao ra vi tri gén két cho thu thé transfeirin Va it nhat mot cap mién bién dbi
chudi ning du(yc lam gidng nhu cua nguoi co ngudn goc tur bEQ D NO 87 va mién
bién ddi chudi nhe dugc lam giéng nhu clia ngudi ¢6 ngudn goc tir SEQ ID NO: 88 tao

ra vi tri gn két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mét phuong an, khéhg thé 1a khang thé dic hi¢u kép bao g?)m it nht mét
cap mién bién ddi chudi niang cia SEQ ID NO: 7 va mién bién dé_)i chudi nhe Vcﬁa SEQ
ID NO: 34 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferr_in va it nhit mot cap mién bién dbi
chudi niang dugce lam gidng nhu ctia nguoi 6 ngudn gbc tr SEQ [D NO: 89 va mién
bién ddi chudi nhe duoc lam giéng nhu cta ngudi co ngudn géc tir SEQ 1D NO: 90 tao

ra vi tri gén két cho alpha-synuclein nguoi.
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Theo mot phuong én, khang thé 1a khang thé dic hiéu kép bao gbm it nhat mot
cip mién bién ddi chudi ning ciia SEQ ID NO: 7 va mién bién doi chudi nhe cta SEQ
ID NO: ‘34 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhit mot cap mién bién dbi
chﬁéi ning duoc lam gidng nhu clia ngudi c¢6 ngudn gdc tfr.SEQ ID NO: 91 va mién
bién dbi chudi nhe duoc lam gidng nhu clia ngudi ¢6 ngudn gbc tir SEQ ID NO: 92 tao

ra vi tri gén két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mot phuong an, khing thé 1a khang thé déc hiéu kép bao gom it nhat mot
cap mién bién dbi chudi niang cua SEQ ID NO: 7 va mién bién dbi chudi nhe cta SEQ
ID NO: 34 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va it nhét mot cap mién bién doi
chudi ning duogc lam gidng nhu clia ngudi 6 ngudn gdc tir SEQ ID NO: 93 va mién
bién ddi chudi nhe duoc lam gidng nhu ciia ngudi 6 ngudn goe tr SEQ ID NO: 94 tao

ra vi trf gén két cho alpha-synuclein nguoi.

Theo mdt phuong an, khang thé 1a khang thé dic hi¢u kép bao gbm it nhat mot
cap mién bién dbi chudi nang cia SEQ ID NO: 7 va mién bién dé‘)i chudi nhe cua SEQ
ID NO: 34 tao ra vi tri gén két cho thu thé transferrin va vi tri gén két cho
glucocerebrosidaza nguoi.

Phén tu gén két hoa tri mot gén két dic hiéu véi thu thé hang rao méau ndo cé thé
duoc dic trung vé tinh chét gan két va chuyén bao ctia chiing:

. gfn két & bao hiéu qua cia té bao biéu hién BBBR dudi dang phén ttr gén

két hoa tri mot,

- chuyén bao in vitro hiéu qua dudi dang phén tir géri két hoa tri mot,

- tinh phan tng chéo nguoi - khi dau cho (vi du, trong thi nghiém BIAcore

va FACS).

Viéc sang ch'chuyén bao co6 thé duoe thuc hién trong thir nghiém dué trén
hCMEC/D3. Thtr nghiém nay cé thé duge thuc hién theo céch gy xung-theo doi. Céc
té bao ndi mod nio hCMEC/D3 dugc U vai phén t&r gén két hoa tri mot trong 1 gio, duge
rira sau d6 va cac thdng sb sau duge xdc dinh ¢ 0 gid va 4 gio sau khi ria:

i) lugng phan tir gin két hoa tri mot duge hép thu vao t€ bao trong pha nap,

ii) luong phan tit gan ket hoa tri mot ¢ ddy bén 4 gio sau nap va rua;
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iii) luwong phan tir gan két hoa tri mdt ¢ dinh mot 4 gid sau nap va rua;

iv) lwong phan tir gin két hoa tri mot trong té bao (bang cach lam tan té bao) 0

gi® va 4 gio sau khi nap va ria;
v)  tong luong phan ti gan két hoa tri mot 0 gio va 4 gio sau khi nap va rua.

Dé thich hop lam phan ti gin két héa tri mot trong mo-dun van chuyén hang rao
méu-nfo nhu duge bdo cdo trong ban mo ta, khang thé ctia thu thé khang transferrin (vi
du, nhu phan tr gén két hoa tri mot) phai i) duoc hap thu bang té bao hCMEC/D3 (nhép
bao), ii) dugc van chuyén bén ngoai té bao hCMEC/D3 (xudt bao), va iii) on dinh bén
trong t& bao hCMEC/D3 (khong vén chuyén hodc van chuyén ¢ mirc thap dén endosom
dé bién chat).

Vi vay, theo mdt phuwong an, phin tir gin két hoa tri mot duge dic trung trong
thir nghiém dua trén hCMEC/D3 bang i) hip thy (co ban) vae t& bao hCMEC/D3 trong
giai doan nap mot gio, ii) gidi phong vao dinh va/hodc khoang ddy bén sau giai doan
nap va budc rira trong 4 gio sau khi rira, va iii) td¢ do bién tinh (ndi bao) thap.

Theo mot phuong an, viéc nap la & ndng do khoang 2,67ug/mL phin tir ohn két
hoa tri mot trong mot gio.

ba phat hién ra rang, phin tir gan két hoa tri mot dé thich hop lam phan t gin
két héa tri mot ctia mo-dun van chuyén hang rao mau-ndo nhu dugc bio cdo trong ban
md ta phai thé hién trong thir nghiém dua trén hCMEC/D3 dugc mo ta trén ddy cac gia
tri ngudng sau:

1) lugng ph?m t gén két hoa tri mdt duoc hép thu vao té bao trong pha nap
400pg hodc nhidu hon,
ii) luong phan tir gén két hoa tri mot & ddy bén 4 gidsau nap va rira 100pg hodc
nhiéu hon, va
iii) lwong phan t gin két hoa tri mot & dinh mot 4 gio sau nap va rira 150pg hodc
nhiéu hon.

Khéng thé & chudt khang thu thé transferrin & ngudi 128, 1 (ddi véi trinh ty ving

bién ddi, xem WO 93/10819 va SEQ ID NO: 64 va 65) c6 thé duge chon dé tham khao.

Trong truong hgp nay, phin tir gin két hoa tri mot dé thich hop lam phén tir gin két hoa
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tri mot cua mo-dun van chuyén hang rao mau-nio nhu dugc bao cdo trong ban md ta
phai thé hién trong thtt nghiém dya trén hCMEC/D3 duge md ta trén ddy cac gid tri

ngudng sau:

i)  luong phan tir ghn két hoa tri mot duoc hép thy vao té bao trong pha nap

lugng nap khang thé 128,1 b:?mg 60% hodc nhiéu hon,

ii) luong phan tir gin két hoa tri mot & ddy bén 4 gio sau nap va rira bang 60%

lugng khang thé 128,1 & day bén hodc nhiéu hon; va

iii) luwong phan tir gin két hoa tri mot ¢ dinh 4 gid sau nap va rira bing 60%

lugng khang thé 128,1 & dinh hodc nhiéu hon.

Thtr nghiém dya trén hCMEC/D3 ¢6 thé duogc thuc hién nhu sau (day [a mot

phuong 4n theo tat ca cc khia canh nhu duoc bao céo trong ban mo ta):

Mbi trudng va cdc thanh phan bd sung cho hCMEC/D3 (xem WO 2006/056879
va Weksler, B.B., et al., FASEB J. 19 (2005) 18'72.-1874) co thé thu dugec tir Lonza. Cac
t& bao hCMEC/D3 (cdy chuyén 26-29) dugc/co thé duge nudi cdy dé hop dong trén 14
kinh day (hién vi) dugc phu colagen hodc binh dugce phu colagen trong mdi truong
EBM2 chtra FBS 2,5%, mdt phé“m tu cac yéu t§ sinh trudng dugc cung cép va duoc bd

sung ddy du dugc cung cap hydrocortison, gentamyxin va axit ascorbic.

Déi vai tt ca cac thit nghiém chuyén bao, thiét bi gai bo loc mang PET mat do
15 cao (1x10% 16/cm?) (c& 16 0,4uM, duong kinh 12mm) duge/co thé dugc str dung trong
dTa nudi cdy té bao 6 12 giéng. Thé tich moi truong duoc tinh 12 400pL va 1600pL dbi
voi khoang dinh va khoang day bén, mot cach tuong Ung. Khoancr dinh cua thlet bi gal
bo loc duge/cé thé duge phi bing colagen dudi chudt cong I (7,5ng/cm?) sau do6 la
nbronectm (5pg/mL), mdi lan G kéo dai mot giv & nhiét do trong phong. Céc té bao
hCMEC/D3 duoc/co thé phét trién thanh cac 16p don hop dong (~2x10° té bao/cm?)
trong thoi gian tir 10 dén 12 ngéy trong moi truong EBM2. Cac bo loc rdng duge/co thé
dugce phong bé trong PBS chira BSA 1% trong 1 gio hoac' qua dém (o/n) trude thir

nghiém va sau d6 dugc hiéu chudn trong it nhat 1 gid trong EBM2 trudce thir nghiém.

Thir nghiém (déi voi so dd thir nghiém, xem Fig.1) duoc thuc hién trong moi
truong EBM2 khong chira huyét thanh ma dugc hoan nguyén nhu dugc md ta trong ban

md ta. Vao ngay thu nghiém, cac té bao duoc dé thiéu huyét thanh trong 60 phut dé lam
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tiéu phdi tr tu nhién cta thu thé hang rac mau nio dang quan tdm. Thiét bi gai bo loc
¢6 hodc khong co céac té bao (nhung duge phong bé qua dém trong moi trudng hoan
then) dUO’C u ¢ dinh voi khang thé don dong dang quan tim (phan tir gin két hoa tri
mot) trong 1 gio ¢ nhiét do 37°C. Céc 16p don duoc rira ¢ nhiét d trong phong (RT)
trong mdi truong khong chira huyét thanh & dinh (400pL) va day bén (1600uL) ba lan
trong thoi gian tir 3 dén 5 phiit mdi noi. Méi trudng dugc lam 4m fir trudie duoc bd sung
vao khoang dinh va bd loc dugc chuyén dén dia 12 giéng méi (dirgé phorig bé qua dém
v6i PBS chira BSA 1%) chira 1600uL mdi truong duge lam Am tir trude. Tai thoi diém
nay, bo loc cé hodc khong ¢o té bao duoc dung gidi trong 500uL chit dém RIPA dé xac
dinh mirc hép thu khang thé (ph?m ta gén két hoa tri mot) cu thé. B loc con lai dugce u
& nhiét do 37°C hoac ¢ nhiét do 4°C va cac mau duge gom & céac thoi diém khac nhau
dé xac dinh luong giai phong cua khang thé (phan tr gin két hoa tri mot) ¢ dinh va/hodc
day bén. Ham lugng khing thé trong céc mau c thé dugc dinh lwong bing cach st dung
ELISA IgG do nhay cao (xem Vi du 9). pPéi véi ting thoi diém, dir liéu nén duroc tao ra

tlr hai bd loc rdng va ba mdi trudng nudi céy té bao loc.
C. Phwong phap tai td hop va ché phém tai t6 hop

Khéng thé co thé dugc san xudt bing cach st dung cac phuong phap tai t6 hop
va ché phém tai to hop, vi du, nhu dugc md ta trong US 4,816,567. Theo mot phudﬁg
4n, sang ché dé xudt axit nucleic dd phan 13p ma héa khéng thé cta thy thé khang
transferrin dugc mo ta ¢ ddy. Axit nucleic nay co6 thé ma hoéa trinh tu axit amin chira VL
va/hoic trinh tu axit amin chra VH cta khang thé (vi du, chudi nhe va/hoic chudi ning
ctia khang thé). Theo mot phuong 4n khéc, séﬁg ché dé xudt mot hodc ﬁhiéu vecto (vi
du, vecto biéu hién) chira axit nucleic nay. Theo mot phuong én khac, sang ché dé xuét
té bao vat chu chira axit nucleic nay. Theo mét phuong an nhu Vay, sanor che d8 xuét 8
bao vat chu chira (vi dy, da dugc b1en‘nap vé6i): (1) vecto chira axu n_uclelc mi hoa trinh
tu axit amin chira VL cua khang thé va trinh ty axit amin chra VH cta I{héng thé, hodic
(2) vecto thu nhat chtra axit nucleic mé hoa trinh tu axit amin chtra VL ctia khang thé
va vecto thit hai chitra axit nucleic ma héa trinh tu axit amin chira VH cta khéng the.
Theo mdt phuong an, té bao vat chi 1 nhan chuén, vi dy, té bao budng trimg chudt lang
Trung Quéc (CHO) hodc té bao bach huyét (vi du, t& bac Y0, NSO, Sp20). Theo mot

phuong én, sang ché d& xuit phuwong phép tao ra khang thé ctia thu thé khéang transferrin,
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trong d6 phuong phép nay bao gOm budc nudi cdy té bao vat chi chta axit nucleic ma
hoéa khang thé, nhu dugc dé xudt trén day, tron g céc didu kién thlch hop cho sy bu:u hién
ctia khang thé, va tiy y thu hoi khang thé tir t& bao vat chu (hoac moi Lruung nudi cay

te bao vat chu).

- Dé san xuét tai t hop khing thé ctia thy thé khang transferrin, axit nucleic ma
hoéa khe’mg‘thé, vi du, nhu duge md ta trén day, duoc phan 1ap va duoc xen vao mot hodc
nhiéu vecto dé tach dong thém va/hodc biéu hién trong té bao vat chil. Axit nucleic nay
cod thé dé dang dugc phén lap va giai trinh tu bang cach st dung cac quy trinh thong
thuong (vi dy, bing cach st dung déu do oligonucleotit ¢6 kha nang ghn két dac hicu

vGi cdc gen ma hda chudi nang va chuoi nhe clia khang the).

Céc t& bao vat chi thich hop dé tach dong hodc bidu hién vecto ma hoa khang the
chura cac té bao nhan rai rac hodc nhdn chuin duoc mo ta trong ban mo ta. Vi du khang
the c6 thé duoc san xuft trong vi khuan dac blPt la khi sy glycosyl hoa ‘Va chire nang
tac dong Fc 1a khong can thiét. D& biéu hién manh khang the va polypﬂptlt trong vi
khuan, xem, vi du, US 5,648,237, US 5,789,199, va US 5,840,523. (xem ca trong
Charlton; K.A., trong tai liéu: Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C
(ed.), Humaria Press, Totowa, NJ (2003), pp. 245-254; md ta viée biéu hiénl cac manh
khéng thé trong E. coli.) Sau khi biéu hién, khéng thé c6 thé duoc phén 1ap tu hd nhio

chira té bao vi khuén trong phan dé hoa tan va c6 thé dugc tinh sach thém.

Ngoai té bao nhén rai rac, cac vi truing nhan chun nhu nim soi hodc ndm men 1a
cac vit chu tach vd(‘)ng hodc bidu hién thich hop cho vecto ma hoa khéng thé, bao gdm
chﬁﬁg nAm va nim men c6 con dudng glycosy!l hoa da “dugc lam gidng nhu ctia nguoi,”
dan dén sy san xut khang thé voi md hinh glycosyl hoa ngudi mot phén hozc hoan toan.
KXem Gerngross, T.U., Nat. Biotech; 22(2004) 1409-1414; va Li, H. et al., Nat. Biotech.
24 (2006) 210-215. S

Cac té bao vat chu thich hop dé‘.biéu hién khang thé duoc glycosyl hoa cling coO

guon gbc tir sinh vat da bao (dong vét khong c6 xuong séng va dong vat co Xuong
song) Cac vi du vé té bao dong vat khong c6 xuong song bao gdm té bao thue vat va té
bao ¢on tring. Nhiéu ching baculovirut da dugc nhan bm co thp dugc su dm0 lién hop

v§i té bao con tring, dic biét la dé chuyén nhiém té bao Spodoptera ﬁ'ugzperda.

-08-



32611

MBOi trudng nudi cdy té bao thuc vat cling ¢6 thé duge s dung lam vAt chi. Xem,
vi du, US 5, 959 177, US 6,040,498, US 6,420,548, US 7,125,978, va US 6,417,429 (md
ta cong nghe PLANTIBODIES™ dé san xudt khang thé trong thuc vat chuyen gen)

Té bao dong vat co xuong séng cling o thé duoc str dung lam vat chu Vl du
dong té bao dong vat c6 vi duge lam thich nghi dé sinh truong trong huyén phi ¢6 thé
hitu ich. Cac vi du khac nhau vé dong t€ bao chu dong Vét co6 vu hitu ich 12 d’c‘)ng‘ CVl1
than khi duoc bién nap bing SV40 (COS-7); dong thin phoi ngudi (6 bao 293 hodic 293
nhu duge md ta trong, vi du, Graham, F.L. et al., J. Gen Virol. 36 (1977) 59-74); té bao
than chudt lang con (BHK); té bao sertoli chudt nhit (té bao TM4 nhu'du‘qc mo ta trong,
vi du, Mather, J.P., Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252); té bao than khi (CV1); té bao than
khi 16ng xanh Chau Phi (VERO-76); t& bao caxinom ¢ nguoi (HELA); té bao than ché
(MDCK; t& bao gan chudt bach (BRL 3A); té bao phdi ngudi (W138); té bao gan nguvi
(Hep G2); khéi u v chudt nhit (MMT 060562); té bao TRI, nhu dugc mo ta trong, vi
du, Mather, J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44- 68; t& bao MRC 5; va té
bao FS4. Cac dong té bao chu dong vat c6 v hitu ich khac bao gdm té bao buong trimg
chuot lang Trung Qubc (CHO), bao gém té bao DHFR™ CHO (Urlaub, G. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4220); va dong té bao u tiy nhu Y0, NSO va
Sp2/0. D& ¢6 nhan xét vé& mot sé dong té bao chi dong vét ¢6 vi nhét dinh thich hop dé
sén xuét, xem, vi du, Yazaki, P. and Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, Vol.
248, Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004), pp. 255-268.

D. Thir nghiém

Khéng thé ctia thu thé khéng transferﬁn duoc dé xuét_ trong ban md ta co thé duoc
nhén biét, dugc sang loc, hodc duge dic trung v tinh chit IY/héa va/hodc hoat tinh sinh
hoc ctia chung béi cac thir nghi¢ém khac nhau da biét trong linh vuc nay. |
1. Thir nghiém gin két

Theo mot khia canh, khang thé theo sang ché dugc thir nghiém v& hoat tinh gin
két khang nguyén ctia no, vi dy, bang cac phwong phap da biét nhu ELISA, alphal.ISA,
thdm tach Western, day khang thé hodc ddy pha dao, v.v. ' ’

Trong thir nghiém ELISA hodc alphaLISA 14y lam vi du, thu thé transferrin trong

dung dich (phc:in dich nédi trén bé mit té bao, dich 1am tan té bao hodc md, dich thé v.v.)
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duoc gén két bang khang thé bat, gin két ddc hidu v6i epitop thu nhét trén thy thé
transferrin, hodc thy thé transferrin & cdu dang nhét dinh va khéng thé do duge két hop
vai phé“m tr do, gén két dac hidu voi epitop thir hai hodc chu dang ctia thu thé transferrin.
Két qua dua trén phén tir do (phét quang hoa hoc, huynh quang, phat quang do truyén

nang lugng v.v.).

Trong truong hop day khang thé, cac khang thé duge dit trén chip thuy tinh hodc
nitroxenluloza. Cac phim duong ban duoc phong bé va duge 1 véi dung dich chira thu
thé transferrin, dugc rira dé loai b cac khang thé khong ghn két va cac khang thé gin
két duoc phat hién ra bing khang thé tht c¢lp tuong tmg duge danh ddu huynh quang.
Tin hiéu huynh quang dugc do bang thiét bi quét phim duong ban hu.jzﬁh quang. Tuwong
tu abi véi day pha déo, thu thé transferrin tai to hop, phﬁn dich ndi trén bé mat té bao,
dich 1am tan té bao hodc md, dich thé v.v. duogc dit trén chip thiy tinh hodc
nitroxenluloza. Phim dwong ban dugc phong bé va ce day riéng 1é duoc U véi khang
thé khang epitop dic hiéu trén thu thé transferrin. Céc khang thé khong gén két duoc
rtra sach va céc khang thé gén két dugc phat hién ra bing khang thé thir cép tuong ng
duge danh ddu huynh quang. Tin hiéu huynh quang dugc do bang thiét bi quét phim
duong ban huynh quang (Dernick, G., et al., J. Lipid Res. 52 (2011) 2323-233 1).

E. Phwong phap va ché pham dung dé chan do4n va ph‘lt hién

Theo mdt s6 phuong 4n, I\hang thé bat ky trong sb cac khang the cua thu thé
khéng transferrin dugc dé xuét trong ban mo ta 1a hitu ich de phat hlen su ¢ mat clia
thu thé transferrin & ngudi trong mau sinh hoc. Thuat ngtt “phat hién” nhu dugc st dung
trong ban md ta bao g&”)m phét hién vé sb luong hoac chét lugng. Theo mét ) phuong

an, mau sinh hoc bao gdm t€ bao hodc mo, nhu mo néo.

Theo mot phuong an, sang ché @& xuét khang thé cta thy thé khang transferrin
dé str dung trong phuong phap chén doan hodc phét hién. Theo mot khia canh khac, séng
ché d& xuét phuong phap phat hién sy c6 mat clia thy thé transferrin trong miu sinh hoc.
Theo mot sb phuong an, phuong phép nay bao gdm budc cho miu sinh hoc tiép xtc véi
khang thé cta thu thé khang transferrin nhu dugc mo ta trong bdn mo té trong céc didu
kién cho phép khang thé cta thy thé khang transferrin gén két voi thy thé transferrin, va
phat hién liéu co tao ra phtrc hgp gitta khang thé cua thu thé khang transferrin va thu thé

transferrin hay khong. Phuong phap nay co thé 14 phuong phap in vitro hodc in vivo.
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Theo mdt phuong dn, khang thé ctia thu thé khang transferrin duge sir dung dé chon loc
céc dbi twong thich hop cho liéu phap véi khang thé cua thu thé khang transferrin, vi du,

khi thu thé transferrin 13 chi thi sinh hoc dé chon loc bénh nhan.

Céc rdi loan ldy 1am vi du ma co thé duoc chén doan bing cach str dung khéang
thé theo sang ché bao gom thoai hoa than kinh véi hién.tu'o'ng tich tu sét trong nio typ
1 (NBIAI), rbi loan thn kinh ty dong don thuan, hdi chimg Down, bénh 1y phiic hop
Guam, va mdt vai r&i loan thé Lewy, nhu bénh thé Lewy lan téa (DLBD), bién thé thé
Lewy cuta bénh Alzheimer (LBVAD), mot sd dang cua bénh Gaucher, va sa sut tri tu¢
do bénh Parkinson (PDD).

Theo mdt s6 phuong 4n, séng ché dé xuét khang thé cua thy thé khéng transferrin
duoc danh dAu. Chét danh dau bao gém, nhung khong giéi han 6, chit danh diu hoac
gbc duge phét hién truc tiép (nhu chét danh déu huynh quang, mang mau, day electron,
phat quang héa hoc, va hoat tinh phéng _Xé), cling nhu céc gbc, nhir enzym hogc phbi ti,
du‘qc phét hién gian tip, vi du, thong qua phan (ng enzym hé‘a hodc tirong tac phén tu.
Céc chét danh diu 1dy lam vi du bao gbm, nhu’hg khong gidi han o, ddng vi phong xa
32p_ 14, 125 3H, va 31, chat huynh quang nhu chelat d4t hiém hodic fluorescein va cac
dAn xuét cia no, rodamin va cac dan Xuét cdia no, dansyl, umbelifei‘on, luxiferaza, vi du,
luxiferaza dom doém va luxiferaza vi khuan (US 4,737,45 6),' luxiferih, 2,3-
dihydrophtalazindion, ~peroxidaza hdi hai ma (HRP), phosphataza  kidm,
B-galactosidaza, glucoamylaza, lysozym, sacarit oxidaza, vi du, glucoza oxidaza,
galactoza oxidaza, va glucoza-6-phosphat dehydrogenaza, oxidaza di vong nhu uricaza
va xanthin oxidaza, dugc két hop véi enzym ma st dung hydro peroxit dé oxy hoa tién
chit nhudm nhu HRP, lactoperoxidaza, hodc microperoxidaza, biotin/avidin, chét danh

déu xoay, chét danh dAu thuc khudn thé, gbc tu do 4n dinh, va dang tuong tu.
F. Dwgce pham

Dugc phidm chira khang thc cua thu thé khang transferrm nhu duoc mo ta trong
ban md ta dugc bao ché bang cach tron khang thé c6 do tinh khiét mong muon nhu vay
VOI mdt hodc nhidu chit mang dugc dung tuy y (Remington's Pharmaceutlcal Sciences,
16th edition, Osol, A. (ed.) (1980)) dudi dang ché pham dugc lam kho lanh hodc dung
dich nuéc. Chit mang duoc dung thuong khong doc dbi voi d6i twong nhin & cc lidu

lwong va ndng do dugc st dung, va bao gbm, nhung I\hov g glm han 0 chét dem nhu
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phosphat, xitrat, va cac axit hitu co khéc; chét chéng oxy hoa bao gdm axit ascorbic va
methionin; chét bdo quan (nhu octadexyl dimetylbenzyl amoni clorua; hexametoni
clorua; benzalkoni clorua; benzetoni clorua; phenol, ruou butylic hodc ruQu benzylic;
alkyl paraben nhu metyl hozic propyl paraben; catecol; resorxinol; xyclohexanol; 3-
pentanol va m-cresol); polypeptit phén tir lugng thdp (it hon khoang 10 gbc); protein,
nhu albumin huyét thanh, gelatin, hodc globulin mién dich; polyme uwa nudc nhu
poly(vinylpyrolidon); axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin, histidin, arginin, hodc
lysin; monosacarit, disacarit, va cac hydrat cacbon khéc bao g61n glucoza, mannoza,
hodac dextrin; chét chelat hoa nhu EDTA; dudng nhu sucroza, mannitel, trehaloza hodc
sorbitol; ion trai diu tao mudi nhu natri; phtre kim loai (vi du, phiic Zn-protein); va/hoac
chét hoat dong bé mat khong ion nhu polyetylen glycol (PEG). Céc chit mang duoc
dung lay 1am vi du trong ban md ta con bao gbm chét phan tan dugc chét trong k& nhu
hyaluronidaza glycoprotein hoat tinh trung hoa dé tan (sSHASEGP), vi du, hyaluronidaza
glycoprotein dé tan cta nguoi ¢6 do PH = 20, nhu rhuPH20 (HYLENEX®, Baxter
International, Inc.). Mot s SHASEGP liy lam vi du va phuong phap sir dung, bao gbm
thuPH20, duroc mé ta trong US 2005/0260186 va US 2006/0104968. Theo mot khia
canh, sHASEGP duoc két hop véi mot hodc nhiéu glycosaminoglycanaza bd sung nhu

chondroitinaza.

Ché phém khéng thé duoc lam kho lanh vi du duge mo ta trong US 6,267,958.
Ché phdm khéng thé chira nudc bao gom cic ché phdm duge mo ta trong US 6,171,586
va WO 2006/044908, ché pham néu trong WO 2006/044908 con bao gom chit dém

h15t1d1n axetat.

Che phim trong bin mo ta cling c6 thé chua nhleu hon mot thanb phan hoat tinh
néu cin 601 v6i chi dinh duoc dleu tri cu thé, tot hon 1a céc ’hanb phin ¢o hoat tinh bo
sung ma Lhong anh hudng bat loi dén nhau. Cac thanh phan hoat tinh nay co mit mot

cich thich hop trong t6 hop véi lugng hiru hiéu dbi v6i muc dich du’oc du dmh

Céc thanh phin hoat tinh c6 thé duge bay trong vi nang duge d fidu ché, vi du,
bang ky thudt tu giot hodc bing cach polyme hoa bé mit chung, vi du,
hydroxymetylxenluloza hodc vi nang gelatin va vi nang poly-(inetyl metacrylat), mot

cach twong tng, trong hé phan bo dugc chét dang keo (vi du, liposom, vi cau albumin,
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vi nhil tuong, hat nano va nang nano) hodc trong dai nhil trong. Céac k¥ thuét nay dugc

boc 10 trong Rgmington's Pharmaceutical Sciences. 16th edition, Osol, A. (ed.) (1980).

* Ché phim giai phong duy tri ¢6 thé dugce didu ché. Cac vi du thich hop vé ché
pham giai phong duy tri bao gbm hén hop ban thdm cta polyme rin ky nudc chira khang

thé, hdn hop nay c6 dang cac vat pham dugc tac hinh, vi dy, mang, hodc vinang.

Ché pham duoc sir dung dé dung in vivo thudng vo trang. Tinh vo tring co thé

c6 dugc mot cach dé dang, vi du, bé‘mg cach loc qua bd loc mang vo trung.
G. Phuwong phap tri liéu va ché phflm diéu tri

Khéng thé bit ky trong sé cac khang thé khéng TR dugce aé xuhi tfong ban mo
ta c6 thé duoc st dung trong phuong phép tri liéu. Theo mdt khia canh, sang ché dé xudt
khang thé khang TfR dé st dung lam thude. Vi duy, sdng ché dé xuét phuong phép van
chuyén hop chét tri liéu qua hang rio mau-ndo bao gdm budc cho khang thé khang TR
duoe két hop voi hop chét tri lidu (vi dy, khang thé da dic hiéu ma gén két ca TIR va
khéng nguyén ndo) tiép xtic voi BBB sao cho khang thé nay van chuyén hop chét trj liéu
dugc ghép cdp voi nd qua BBB. Trong mot vi du khac, sang ché d& xuét phuong phap
vén chuyén thude rdi loan than kinh qua hang rao méu-n&o bao gb6m budc cho khéng thé
khéang TfR theo sang ché dugc két hop véi thuéq didu tri rbi loan & ndo (vi du, khang
thé da dic hiéu ma gin két ca TfR va khang nguyén néo) thD\UC v&i BBB sao cho
khéang thé nay van chuyén thudc rdi loan than kinh duoc ghép cdp voiné qua BBB. Theo
mot phuong 4n, BBB 1a & dc}rig vat ¢6 vi (vi du, nguoi), vi dy, déi twong ¢6 réi loan
than kinh, bao gé)ln, nhung khong gii han: bénh Alzheimer (AD), ddt quy, sa sit tri tué,
bénh teo co (MD), bénh xo cling rai rac (MS), bénh xe cung tzo-co mot bén (ALS),
bénh xo nang, hoi chirmg Angelman, hoi chiing Liddle, bénh Parkinson, bénh Pick, bénh
Paget, bénh ung thu, tdn thuong néo do chin thuong, v.v. Theo mét phurong 4n, 16i loan
than kinh duogc chon tir: bénh than kinh, ching thodi hoa dang tinh bdt, bénh ung thu (vi
du, lién quan dén CNS hoic nio), bénh mit hodc rdi loan & mét, bénh nhiém virut hodc
vi tring, bénh viém (vi du, cia CNS hodc'néo), ching thiéu mau cuc bo, bénh thoai hoa
thAn kinh, co giat, rdi loan hanh vi, r6i loan tich lily lysosom, v.v. Khang thé theo séng
ché dic biét thich hop dé diéu tri cc rbi loan than kinh nhu vay do kha nang cta ching
trong viéc van chuyén mot hodc nhiéu thanh ph.'?m hoat tinh két hop/hop chét tri lidu

ghép cip qua BBB va vao CNS/ndo noi ma céc rdi loan do tim thiy co sé phan tb, té
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7

bao, hodc virut/vi khudn cta chuing. R&i loan bénh than kinh 12 céc bénh ho#ic bét thuong
ctia hé than kinh duoc dac trung boi su truyén tin hiéu than kinh khong thich hop hodc
mat 1<1em soat hodc thiéu cac tin hiéu, va bao gom nhung khong g10'1 han &, con dau
man tnh (bao gdm cam thu dau), dau do tdn thucng cac mo ¢o thé gdy ra, bao gdm dau
do ung thu, dau do bénh thin kinh (dau do céc bét thuong trong day théan kmh, thy ‘song,
hodc nﬁo gy ra), va dau do tdm ly (lién quan hoan toan hodc gin nhu hoén»to;é,n v6i rdi
loan tdm ly), dau dau, dau nira dau, benh than I\mh va cac trleu ching va 1101 chung

1hu0no di kém c4c réi loan bénh than kinh nay nhu chong mat hodc budn nén.

DPéi vé6i rdi loan bénh than kinh, duoc chét than kinh ¢6 thé duoc chon loc 1a

I'4
A

thude giam dau bao g6m, nhung khong giéi han ¢, thude giam dau dang gy mé/thude
phién (tic 1a, morphin, fentanyl, hydrocodon, meperidin, metadon, oxymorphon,
pentazoxin, propoxyphen, tramadol, codein va oxycodon), thudc khang viém khong
steroit (NSAID) (ttré 1a, ibupfofen, napfoxeh, diclofenac, diflunisal, etodolac,
féndprof‘en, flurbiprofen, indométaXin, ketoroléc, axit "mefeﬁamic, " meloxicam,
nabumeton, dxaprozin, piroxicam, sulindac, va tolmetin), corticosteroit (tac 14, cortison,
prednison, prednisolon, dexametason, metylprednisolon va triamxinolon), chét chéng
dau nira dr?uj (tac 1a, sumatriptih, almotriptan, frovatriptan, suméiﬁpt&n, rizatriptan,
eletriptan, zolmitriptan, dihydroergotamin, eletriptan va ergotamin),‘axe‘téminophen,
salixylat (tirc 13, aspirin, cholin salixylat, magie salixylat, diflunisal, va salsalat), chat
vcﬁ(‘)ng co giat (tic la, carbamazepin, clonazepam', gabapentin, larnotrigitl, pregabalin,
tiagabin, va topiramat), chét gy mé (ttc 13, isofluran, tricloetylen, halotan, sevoflutan,
benzocain, cloprocain, cocain, xyclometycain, dimetocain, propoxycain, procain,
novocain, proparacain, tetracain, articain, bupivacain, carticain, xinchocain, etidocain,
Jevobupivacain, lidocain, mepivacain, piperocain, prilocain, ropivacain, trimecain,
saxitoxin va tetrodotoxin), va chit e ché cox-2 (tic 12, celecoxib, rofecoxib, va

valdecoxib). D6i véi roi loan bénh than kinh bao gom ca ching chéng mdt, dugc chat

3
1A

than kinh ¢6 thé dugc chen loc 13 chit chéng chéng mit bao gdm, nhing khong gidi han
&, meclizin, diphenhydramin, prometazin va diazepam. D61 v6i roi loan bénh than kinh
bao gé”)m ca chung budn ndn, duge chét than kinh c6 thé duogc chon loc 12 chét-chéng
budn ndn bao gdbm, nhung khong gisi han &, promethazin, clorpromazin, proclorperazin,

trimetobenzamit, va metoclopramit.
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Bénh thoai héa dong tiy la nhom cdc bénh va r6i loan lién quan dén su tich tu
protein ngoai bao trong CNS, bao g6m, nhung khong gi6i han &, ching thoéi hoa dang
tinh bot thir phat, ching thoai héa dang tinh bot do tudi tac, bénh Alzheimer (AD), ching
suy giam nhén thire nhe (MCI), sa sut tri tué thé Lewy, hoi chimng Down, xuét huyét ndo
di truyén v6i chirng thoai hoa dang tinh bot (kiéu Dutch); sa sat tri tu¢.Guam Parkinson
phtic hop, bénh dong mach ndo dang tinh bdt, bénh Huntingten, bénh liét trén nhan tién
trién, chiing bénh xo cung rai rac; bénh Creutzfeldt J acob, bénh Parkinson, bénh tich
nhiin ndo truyén nhiém, ching sa sut tri tué lién quan dén HIV, bénh xo cliing teo co mdt
bén (ALS), bénh viém co thé vui (IBM), va cdc bérh mit lién quan dén tich tu beta-tinh
bot (tire 14, thodi hoa diém vang, bénh than kinh thi gidc lién quan dén mang két tu mau

vang drusen, va duc thiy tinh thé).

Péi véi chitng thodi héa dang tinh bot, duge chat than kinh c6 thé duge chon loc
ma bao gdm, nhung khong gidi han o, khing thé hodc phén‘tfr ghn két khac (bao gom,
nhung khong giéi han & phan tit nho, peptit, aptame, hotic chét gin Iét protein khac) ma
gén két dic hidu véi dich dugce chon tir: beta secretaza, tau, présenilin, pl‘otein tién chit
dang tinh bdt hodc cac phén cua no, peptit beta dang tinh bot hoic oligome hodc céc soi
clia 16, thu thé chét 6 (DR6), thu thé ding cho thanh pham glycat hoa bén vfmg (RAGE),
parkin, va huntingtin; chit (c ché cholinsteraza (tirc 1, galantamin, donépezil,
rivastigmin va tacrin); chét dbi khang cua thy th8 NMDA (tic 13, memantin),‘chét lam
tiéu monoamin (trc 13, tetrabenazin); erg‘olovit mesylat; chit chdng parkinson khang tiét
cholin (ttrc 14, proxyclidin, diphenhydramin, trihexylphenidyl, benztropin, bipefiden va
trihexyphenidyl); chét chéng parkinson tiét }dopamin (tac la, entacapon, Selegilin,
pramipeXol, bromocriptin, rotigotin, selegilin, ropinirol, rasagilin, apomorphin,
carbidopa, levodopa, pergolit, tolcapon va amantadin); tetrabenazin; chit khang viém
(bao gdm, nhung khong gidi han 6, thu6c khang viém khong steroit (tire 13, indomethixin
va céc hop chit khac dugc liét ké trén ddy); hormon (tuc 13, estrogen, progesteron va
leuprolit); vitamin (ttrc 13, folat va nicotinamit); dimebolin; homotaurin (ttre 1a, axit 3-
aminopropansulfonic; 3APS); chit diu bién hoat tinh cua thu thé serotonin (tirc 12,

xaliproden); interferon, va glucocorticoit..

Bénh ung thu & CNS dugc dic trung boi su tang sinh bét thuong ciia mot hodc

nhidu t& bao CNS (e 13, té bao than kinh) va bao g6m, nhung khéng gi¢i han 6, u than
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kinh dém, u nguyén bao than kinh dém da dang, u mang néo, u bao hinh sao, u day than
kinh thinh gi4c, budu sun, u than kinh dém it nhanh, u nguyén bao tuy, u hach than kinh
dém, u than kinh tién dinh, u xo thin kinh, u nguyén bao than kinh, va u ngoai mang
ung, trong tuy sdng, trong mang cting hodc di can CNS ctia cdc u ngoai bién nhu bénh

ung thu duong tinh voi CD20 hodc HER2.
- Pbi v6i bénh ung thu, dugc chét than kinh c6 thé duogc chon loc 1a chét hoa tri.

Céc vi du vé& chat hoa tri bao gdm chét alkyl hoéa nhu thiotepa vi CYTOXAN®
xyclosphosphamit; alkyl sulfonat nhur busulfan, improsulfan va piposulfan; aziridin nhu
benzodopa, carboquon, meturedopa, va uredopa; etylenimin va metylamelamin bao gbm
altretamin, trietylenmelamin, trietylenphosphoramit, triethiylenthiophosphoramit va
trimetylolomelamin; axetogenin (ddc bi¢t la bulataxin va bulataxinon); delta-9-
tet1ahydrocannab1nol (dronabinol, MARINOL@) beta- lapachon 1apach01 colchmm
axit betulinic; camptotexin (bao gom chét tu(mg tu téng hop topotecan
(HYCAM TIN®), CPT-II (1r1n0tecan CAMPTOSAR@) axetylcamptothexm
scopolectin, va 9-aminocamptothexin); bryostatin; calystatm CC- 1065 (bao gom chét
tUO’ng tu tong hop adozelesin, car7ele§m va bizelesin ctia nd); podophyllotoxin; axit
podophyhmc teniposit; cryptophyxin (ddc biét 1a cryptophyxin 1 va cryptophyxin 8);
dolastatin; duocarmyxin (bao g0m céc chit trong tu tong hop, KW-2189va CB1-TM1);
eleutherobin; pancratistatin; sarcodictyin; spongistatin; hoi cay nito nhu clorambuxil,
clornaphazin, cholophosphamit, estramustin, ifosfamit, mecloretamin, mecloretarnin
oxit hydroclorua, melphalan, novembichin, phenesterin, prednimustin, trofosfamit, hoi
cay uraxil; nitrosure nhu carmustin, clozotoxin, fotemustin, -lomustin, nimustin, va
ranimnustin; chit khang sinh nhu khang sinh enediyn (vi dy, calicheamixin, dac biét 1a
calicheamixin gamall va calicheamixin omegall (xem, vi du, Angew. Chem. Intl: Ed.
Engl., 33 (1994) 183-186); dynemixin, bao gdm dynemixin A; esperamixin; cling nhu
chdt mang mau neocarzinostatin va céac chdt mang mau khéng sinh enediyn protein
nhiém sdc lién quan), aclacinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin,
cactinomyxin, carabixin, carminomyxin, carzinophilin, chromomyxini, dactinomyxin,
daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, ADRIAMY XIN® doxorubixin
(bao  gbm morpholino-doxorubixin, xyanomorpholino-doxorubixin, 2-pyrolino-

doxorubixin va deoxydoxorubixin), epirubixin, esorubixin, idarubixin, marxelomyxin,
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mitomyxin nhu mitomyxin C, axit mycophenolic, nogalamyxin, olivomyxin,
peplomyxin, potfiromyxin, puromyxin, quelamyxin, roderubixin, streptonigrin,
streptozoxin, tuberxidin, ubenimex, zinostatin, zorubixin; c_hét.chéng chuyén hoéa nhu
metotrexat va 5-flouraxil (5-FU); chét twong tu axit folic nhu denopterin,. metotrexat,
ptefoptérin, trimetrexat; chét tuong tu purin nhu fludabrabin,' 6-mercaptopurin,
thia‘r.niprin, thioguanin; chat tchmg tu pyrimidin nhu anxitabin, azaxitidin, 6-25
azéuridin, carmofur, xytarabin, dideoxyufidin, doxiﬂuridin, enocitabin, floxuridin;
androgen nhu calusteron; dromostanolon propionat, epitiostanol, mepitiostan,
testolacton; chét khéng thugng thdn nhu aminoglutethimit, mitotan, friloétan; chit don
axit folic nhu axit frolinic; axeglaton; aldophosphamit glycosit; axit aminolevulinic;
eniluraxil; amsacrin; bestrabuxil; bisantren; edatraxat; defofamin; demecolxin;
diaziquon; elfornithin; eliptinium axetat; epothilon; etogluxit; gali nitrat; hydroxyure;
lentinan; lonidainin; maytansinoit nhu maytansin va ansamitoxin; mitoguazon;
mitoxantron; mopidanmol; nitraerin; pentostatin; phenamet; pirarubixin; losoxantron;
2-etylhydrazit; procarbazin; phrc hop PSK® polysacarit' (JHS Natural - Products,
Bugene, OR); razoxan; rhizoxin; sizofiran; spirogermanium; axit tenuazonic; triaziquon,;
2.,2'.2"-triclotrietylamin; trichothexen (ddc biét la T-2 toxin, veracurin A, roridin A va
anguidin); uretan; vindesin (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazin; mannomustin,
mitobronitol; mitolactol; 5 pipobroman; gaxytosin; arabinosit ("Ara-C"); thiotepa;
taxoit, vi du, TAXOL® paclitaxel (Bristol-Myers-Squibb Onacology, Princeton, N.J),
ché pham hat nano dugc xur Iy bing albumin, khong chira-Cremophor ABRAXANETM
cia paclitaxel (American Pharmaceutical = Partners, Schaumberg, llinois), va
TAXOTERE® doxetaxel (Rhone-Poulenc Rorer, Antony; France); cloranbuxil;
gemcitabin (GEMZAR®); 6-thioguanin; mercaptopurin; metotrexat; chét twong tu bach
kim nhur xisplatin va carboplatin; vinblastin (VELBAN®); bach kim; etoposit (VP-16);
ifosfamit; mitoxantron; vincristin (ONCOVIN®), oxaliplatin; leucovovin; vinotrelbin
(NAVELBINE®); novantron; edatrexat; daunomyxin; aminoptérin; ibandronat; chét tc
ché topoisomeraza RFS 2000; diflometylornithin (DMFO); retinoit nhu axit retinoic;
capecitabin (XELODA®); mudi, axit duoc dung hodic dan xuht ctia hop chat bét ky trén
ddy; cling nhu hdn hgp cta hai hodc nhidu hop chat trén day nhu CHOP, viét tat cho

litu phap két hop gitta xyclophosphamit, doxorubixin, vincristin, va prednisolon,. va
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FOLFOX, viét tit cho ché do didu tri vi oxaliplatin (ELOXATIN™) két hop v6i 5-FU

va leucovovin.

| Ciing dugc bao gdm trong dinh nghia v& chét hoa tri ndy I& chit khang Ahormon
téé dong dé didu hoa, lam giam, phong bé, hodc trc ché céc tac dung ctia hormon ma cé
thé thl’lC.déy su phat trién bénh ung thu, va thuong 1a dudi dang d1eu tri toan thé"'mAhoac
diéu tfi toan co thé. Ban than chung co thé 1a hormon. Céc vi dl;l bao géi‘n khéng vestrogen
Vz‘\,‘chét diéu bién thu thé estrogen chon loc (SERM), bao gém, vi du, tamoxifen (bao
g6m - NOLVADEX® tamoxifen), EVISTA® .raloxifen, dro‘lé)Xifenv, 4 -
hydl'oxytalhoxifen, trioxifen, keoxifen, LY117018, onapriSton, va FARESTON®
toremifen; khang progesteron; chét diéu hoa giam thu thé estrogen (ERDs); chét ¢6 chirc
ndng rc ché hogc dong budng trimg, vi du, chit chu vén hormon giai phong hormon
leutinizing (LHRH) nhu LUPRON® va ELIGARD® leuprolit axetat, goserelin axetat,
buserelin axetat va tripterelin; cic khang androgen khéc nhu flutamit, nilutamit va
bicalutamit;'vve‘l chét trc ché aromataza ma trc ché enzym aromataza, diéu hoa sy san sinh
estrogen trong tuyén thuong than, nhu, vi du, 4(5)-imidazol, aminoglutethimit,
MEGASE® megestrol axetat, AROMASIN® exemestan, formestanie, ‘fadrozol,
RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol, va ARIMITX® anastrozol. Ngoai ra, dinh
nghfa vé chit hda tri ndy con bao gb6m bisphosphonat nhu clodronat (vi dy, BONEFOS®
hoic OSTAC®), DIDROCAL® etidronat, NE-58095, ZOMETA®  axit
zoledronic/zoledronat, FOSAMAX® alendronat, AREDIA® pamidronat, 5 SKELID®
tiludronat, hoic ACTONL® risedronat; cling nhu troxacitabin (chét twong tur 1,3-
dioxolan nucleosit xytosin); oligonucleotit d6i nghia, dic biétla cac chét e ché su bidu
hién cla gen trong con dudng truyén tin hiéu lién quan dén su ting sinh té bao bét
thudng, nhu, vi dy, PKC-alpha, Raf, H-Ras, va thu thé yéu td tdng trudng biéu mo (EGF-
R); vic xin nhu véc xin THERATOPE® va vic xin liéu phap trong gen, vi du, véc xin
ALLOVECTIN®, vic xin LEUVECTIN®, va vic xin VAXID®; chit tc ché
LURTOTECAN® topoisomeraza 1; ABARELIX® rmRH; lapatinib ditosylat (chét e
ché phan tir nho ErbB-2 va EGFR kép tyrosin kinaza con duge biét dén 1a GW572016);
va mudi duoc dung, axit duge dung hodc dAn xudt cta hop chit bat ky trong s6 cac hop

chéttrén day.
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4

Mot nhom hop chét khac ma ¢6 thé dugce chon loc 1am duge chét than kinh dé
diéu tri hodc ngin ngira ung thu la cac globulin mién dich chéng ung thu (bao gOm,
nhung khong gi¢i han ¢, trastuzumab, pertuzumab, bevacizumab, alemtuzumab,
cetuxxmab gemtuzumab ozogamlxm ibritumomab tiuxeta' | panitumurhab va
rltuxunab) Trong mot 56 truong hop khang thé lién hop véi chat dénh d4u hodc thé lién
hqp doc 6 thé duoc sit dung dé hudng dich va tiéu diét cac té béo raong mudn (tirc 14,
té bao ung thu), bao gb6m, nhung khong gidi han &, tositumomab v&i chét danh déﬁ

phéng xa 1311, hodc trastuzumab emtansin.

Bénh mit hoic r6i loan & mét 1a cac bénh hoic rdi loan clia mat, nhiam céc muc
dich trong ban mo ta, dugc coi la co quan CNS duoc ¢b 1ap boi BBB. Bénh mit hodc
rbi loan & mit bao gdm, nhung khong gisi han &, réi loan mang cing, gidc mac, mong
mét va nép mi (tire 13, viém mang ctng, viém giac mac, [oét giac mac, chot gidc mac,
choi tuy""t' cung mit, viém gidc mac ¢6 16 can Thygeson, Iiinh"thénh mach méu gidc
mac, benh loan dudng Fuchs, loan duong glac mac hinh chép, viem két-giac mac kho,
viem méng mét va viém mang bd dao), réi loan th1 kinh (tre 13, duc thuy tinh thé), rdi
loan mang trach va vdng mac (trc 13, bong vdng mac, tach Véng' mac bdm sinh, bénh
vong mac do cao huyét 4p, bénh vong mac do tiéu dudng, bénh vong mac, bénh vong
mac & tré sinh non, thodi héa diém vang do tudi téc, thoéi hoa diém vang (uét hodc kho),
mang trén vong mac, viém vong mac sc t6 va phi diém vang vong mac), gl@cénﬁ, ching
rudi bay,' rdi loan day than kinh thi gidc va dudn g nhin (tuc 1a, bénh than kinh thi gidc
di truyén Leber va bét thuong & dau than kinh thi gic), 1di loan didu tiét/khic xa cua co
mat/dich chuyén hai mét (tirc 1a;-tat 1ac ngoati, liét co mét, liét mat co ngoai tién trién,
tat lae trong, tat 1é mat, vién thi, can thi, loan thi, tat chiét quang mét khong déu, lao thi
va liét co mét), roi loan thi lwe va mu (tie 14, nhuge thi, mu bim sinh Lever, 4m diém,
mU mau, mi mau sic, quing ga, mu, md sdng (river blindness) va viém mat/khuyét tat

nhd), mét do, dong tr Argyll Robertson, ndm gidc mac, khd mit va tat khong mong mat.

DP&i voi bénh mat hodc rbi loan & mat, duge chét thén kinh ¢6 thé’.duo"c chon loc
12 chit diéu tri chéhg hinh thanh mach & mét (tic 13, bevacizumab, ranibizumab va
pegaptanib), chit diéu tri glocom & mat (tac 1a, carbachol, epinphrin, demecarium
bromua, apraclonidin, brimonidin, brinzolamit, levobunolol, timolol, betaxolol,

dorzolamit, bimatoprost, carteolol, metipﬂﬁbiol, dipivefrin, travoprost va latanoprost),
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chit (rc ché carbonic anhydraza (tirc 13, methazolamit va axetazolamit), thube chong
histamin chita mat (tc 1, naphazolin, phenylephrin va tetrahydrozolin), chét boi tron
mit, steroit chita mét (tac 13, flometholon, prednisolon, loteprednol, dexametason,
difluprednat, rimexolon, fluoxinolon, medryson va triamxinoion), chét chita dau mét
(ttrc 13, lidocain, proparacain va tetracain), chét chéng nhiém trung mat (tirc 13,
levofloxaxin,  gatifloxaxin,  ciprofloxaxin, — moxifloxaxin,  cloramphenicol,
btac‘itraxin/polymyxin B, sulfaxetamit, tobramyxin, azithromyxin, vbes‘iﬂo‘xaxin,
norfloxaxin, sulfisoxazol, gentamixin, idoxuridin, erythr‘omyxin,v natamyxin,
gramixidin, neomyxin, ofloxacin, trifluridin, ganciclovir, vidarabin), chét chéng viém
mét (tic 13, nepafenac, ketorolac, flurbiprofen, suprofen, xyclosporin, triamxinolon,
diclofenac va bromfenac), va chit khang histamin hogc chdng sung huyét miét (tie 13,
ketotifen, olopatadin, epinastin, naphazolin, cromolyn, tetrahydrozolin, pemirolast,
bepotastin, naphazolin, phenylephrin, nedocromil, lodoxamit, phenylephriri, emedastin

va azelastin).

Bénh nhiém virut hodc vi tring cia CNS bao gém, nhung khong gidi han ¢, cac
lay nhifm béi virut (tic 13, cim, HIV, bai liét, soi), vi khuén (tirc 13, Neisseria sp.,
Streptococcus sp Pseudomonas sp., Proteus sp., E. coh 5. aureus, Pneumococeus sp.,
Meningococcus sp., Haemophilus sp., va Mycobacterium tubercu1031s) va cac vi sinh
vat khac nhu ndm (tirc 13, nAm men, Cryptococcus neoformans), ky sinh tring (tuc la,
toxoplasma gondii) hodc amip din dén cac bénh 1}’} CNS bao géin, hhung khéng gidi
han &, viém mang nfo, viém ndo, viém cot séng, viém mach va 4p xe, ¢0 thé 1a cép tinh

hodc man tinh.

D&i v6i bénh virut hodc vi khuan, duoc chit than kmh cd the duoc chon loc bao
gbm, uhung khong gidi han &, hop chét khang virut (bao govn nhung khong glm han &,
adamantan khéng viruta (tirc 13, rimantadin va amantadin), interferon khang virut (tic
14, peg-interferon alfa-2b), chét dbi khéng cua thu thé chemokin (ttrc 13, maraviroc), chét
tre ché van chuyén chudi integraza (tic 1, raltegravif), chét tc ché neuraminidaza (tuc
1a, oseltamivir va zanamivir), chét trc ché transcriptaza dao khong nucleosit (tic 13,
efévirenz, etravirin, delavirdin va nevirapin), chét rc ché transcriptaza dao nucleosit
(tenofdvir, abacavir, lamivudin, zidovudin, stavudin, entecavir, emtricitabin, adefovir,

zalcitabin, telbivudin va didanosin), chat {rc ché proteaza (tic 1a, darunavir, atazanavir,

-110-



32611

fosamprenavir, tipranavir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir, indinavir va saquinavir),
purin nucleosit (ttc 1a, valaxyclovir, famciclovir, axyclovir, ribavirin, ganciclovir,
valganciclovir va cidofovir), va hdn hop khang virut (tac 13, enfuvirtit, fbs’clarnet,
palivizumab va fomivirsen)), khing sinh (bao g6m, nhu:ng khong bgiéri han ¢,
aminopenixilin (torc la, amoxixilin, ampixilin, oxaxilin, nafxilih, cloxaxilin,
dicloxaxilin, flucoxaxilin, temoxilin, azloxilin, carbenixilin, ticarxilin, mezloxilin,
piperaxilin va bacampixilin), cephalosporin (tuc 1a, cefazolin, cephalexin, cephalothin,
cefamandol, ceftriaxon, cefotaxim, cefpodoxim, ceftazidim, cefadroxil, Cephradin,
loracarbef, cefotetan, cefuroxim, cefprozil, cefaclor, va cefoxitin), carbapenem/penem
(ttrc 1a, imipenem, meropenem, ertapenem, faropenem va doripenmﬁ), monobactam (tic
13, aztreonam, tigemonam, norcardixin A va tabtoxinin-beta-lactam, chét tc ché
betalactamaza (tirc 13, axit clavulanic, tazobactam va sulbactam) lién hop v&i mot khang
sinh beta-lactam khac, aminoglycosit (t&c 1a, amikaxin, gentamixin, kanamyxin,
neomyxin, netilmixin, streptomyxin, tobramyxin, va paremoniyxin), ansamyxin (tGc 1a,
geldanamyxin va herbimyxin), carbaxephem (tirc la, loracarbef), glycopeptit (torc 1a,
teicoplanin va vancomyxin), macrolit (trc la, azithromyxin, clarithromyxin,
dirithromyxin, erythromyxin, roxithromyxin, troleandomyxin, telithromyxin va
spectinomyxin), monobactam. (tirc la, aztreonam), quinolon (t&rc 1a, ciprofloxacin,
enoxacin, gatifloxacin, levofloxacin, lomefloxacin, moxifloxacin, norfloxacin,
ofloxacin, trovafloxacin, grepafloxacin, sparfloxacin va temafloxacin), sulfonamit (tire
1a, mafenit, sulfonamidochrysoidin, sulfaxetamit, sulfadiazin, sulfamethizol,
sulfanilamit, sulfasalazin, sulfisoxazol, trimethoprim, trimethoprim va sulfametoxazol),
tetraxyclin  (tc 13, tetraxyclin,  demecloxyclin, doxyxyclin, minoxyclin va
oxytetraxyclin), khang sinh chéng ung thu hodc gy doc té bao (tire 13, doxorubixin,
mitoxantron, bleomyxin, daunorubixin, dactinomyxin, epirubixin, - idarubixin,
plicamyxin, mitomyxin, pentostatin va valrubixin) va hop chit khang khuin pha tap (ttrc
14, bacitracin, colistin va polymyxin B)), chéng ném (tac 14, metronidazol, nitazoxanit,
tinidazol, cloquin, iodoquinol va paromomyxin), va chéng ky sinh tring (bao gom,
nhung khong gi¢i han ¢, quinin, cloquin, amodiaquin, pyrimetamin, sulphadoxin,
proguanil, mefloquin, atovaquon, primaquin, artemesinin, halofantrin, doxyxyclin,
clindamyxin, mebendazol, pyrantel pamoat, thiabendazol, dietylcarbamazin,

ivermectin, rifampin, amphotericin B, melarsoprol, efornithin va albendazol).
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Bénh viém trong CNS bao gbm, nhung khdng giéi han ¢, bénh viém do ton
thuong CNS gay ra, ma co thé 12 tn thwong thé chét (ttrc 13, do tai nan, pha hau thudt, sang
chin ndo, tdn thuong tay séng, chan d‘éng) va tén thuong do hodc lién quan dén mot
hodc nhiéu bénh hodc r6i loan trong CNS khéc (tire 1a, ap xe, bénh ung thu, bénh nhiém

virut hodc vi tring).

P&i voi bénh viém CNS, duge chét than kinh ¢6 thé duge chon loc ma tu diéu tri
duoc bénh viém (tic 14, chat khang viém khong steroit nhu 1buprofen hodc naproxen)
hoac dugc chit diéu tri cac ngyén nhén co ban cia bénh viém (tuc la, c‘mt hhapg virut

hoac chéng ung thuw).

Chung thiéu mau cuc bd cia CNS, nhwr duge st dung trong ban mo (4, dung dé
chi nhom réi loan lién quan dén dong mau bat thudng hoic hanh vi mach bét thuong
trong ndo hodc cac nguyén nhan gdy ra hién tuong do, va bao gdbm, nhung khong gidi
han 0 ching thiéu méu cuc bd khu tru ndo, chung thleu 1m11 cuc b toan bo ndo, dot

quy (tuc 1a, xuét huyét duéi mang ndo va xut huyét trong nao) va phmh mach

Péi véi ching thiéu mau cuc bo, duoc chit than kinh ¢6 thé duoc chon loc bao
gbm, nhung khong gi6i han 0, chét tan huyét (tirc 13, urokinaza, alteplaza, reteplaza va
tenecteplaza), chit e ché két tu tiéu cau (trc 1a, aspirin, xilostazol, clopidogrel,
prasugrel va dipyridamol), statin (ttrc 1a, 1ovaétatin, pravastatin, ﬂﬁvastatin, rosuvastatin,
ato'rvasvtatin, simvastatin, xerivastatin va pitavastatin), va hop chat dé cai thi¢n tinh linh

hoat ctia dong méu hodc mach, bac gom, vi du, cac thuoc huyét ap.

Bénh thodi hoa than kinh ia nhom bénh va rdi loan lién quan dén hign tuong té
bao thAn kinh mét chirc ning hodc chét trong CNS, va bao g6m, nhung khériggié‘i han
O: loan dudng ndo chét tring fhuang thﬁn bénh Alexandei‘ bénh Alper, \bénh X0 cﬁ’no
teo co mot bén, chirng mét diéu hoa-gidn mach, beﬂh Batten, hdi ching cockayne thoai
héa hach nén-vo no, thodi hoa gy ra boi hoac lién quan dén chirng thoai hoa dang tinh
bot, chirng mét didu hoa Friedreich, thodi hoa thity thai duong, benh F‘nnedy, bénh teo
da hé thdng, bénh xo climg rai rdc, bénh teo co bén nguyén phat, bénh 1iét trén nhén tién
trién, bénh teo co tay song, bénh viém tiy ngang, bénh Refsum, va mét didu hoa tiy

sOng-tiéu ndo.

Déi véi bénh thoai hoa thdn ‘<mh dugc chét than kmh co the dugc r‘hon loc la

hormon sinh trudng hoic yéu t6 dinh dudng thin kinh; céc vi du bao gdm, nhung khong
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gi6i han ¢, yéu t& dinh dudng than kinh tir ndo (BDNF), yéu t6 sinh trudng day than
kinh (NGF), neurotrophin-4/5, yéu t6 sinh trudng nguyén bao soi (FGF)-2 va cdc FGF
khac, neurotrophin (NT)-3, erythropoietin (EPO), yéu t4 sinh trudng té bao gan (HGF),
yéu 16 sinh truéng bidu bi (EGF), yéu td sinh trudng bién nap (TGF)-alpha; TGF-beta,
yéu t§ sinh truéng nodi moé mach (VEGF), chét d6i khang ctia thu thé interleukin-1 (IL-
1ra), véu té dinh dudng than kinh mao mach (CNTF), yéu t6 dinh dudng thén kinh tir
day than kinh dém (GDNF), neurturin, yéu t5 sinh tredng tix tiéu cAu (PDGF), heregulin,
neuregulin, artemin, persephin, interleukin, yéu t§ dinh dudng than kinh tir dong té bao
than kinh dém (GFR), yéu t6 kich thich cum bach ciu hat (CSF), dai thuc bao bach cau
hat-CSF, netrin, cardiotrophin-1, hedgehog, yéu td trc ché bénh bach cau (LIF), midkin,
pleiotrophin, protein tao hinh xweng (BMP), netrin, saposin, semaphorin, va yéu t6 té
bao than (SCF).

Bénh co giét va cac rdi loan ctia CNS bao g@m su dan diéﬂl{héng thich hop
va/hodc bét thuong trong CNS, va bao gdm, nhung khong gidi han & ching ddng kinh
(tire 14, co giat vang y thire, co gidt nhugce co, dong kinh Rolandic lanh tinh, ving 73'/ thite
& tré nhé,uco gidt gdng, co giaf cuc b phire tap, dong kinh thiy thai duong, sdt co giat,
co giat & tré bu ine, dong kinh rung giét tudi thidu nién, ‘dcf;ng kinh meg y thl’)'é tudi thiéu
nién, hoi ching Lennox-Gastaut, hoi ching Landau-Kleffner, hoi ching Dravet, hoi
chtrng Otahara, hoi chirg West, dong kinh mua giat, rdi loan ty thé, dong kinh mua giét
tién trién, dong kinh do tdm than, dong kinh phan xa,v h@i' chtrﬁg Rasmussen, co giat cuc
bd don gidn, co giat téng thé hoa dang thtr phat, dong kinh thuy thai duong, co gidt con
16n toan than, co giat co cing, co giat tim than van dong, ddng kinh vung ria, co giat
khoi phét cuc b, dong kinh khoi phé‘t toél'ni bo, dong kinh lién ’ti_ic, dong kinh bung, co
giat mét van dong, co giat tu tri, rung giat hai bén nghiém trong, ddng kinh trong ky
kinh nguyét, co giat ngét quing, co gidt do cam xuc, co giat ‘m@‘t.é, co giat thé cudi,
Jacksonian March, bénh Lafora, co gidt van dong, co giét nhiéu 6, co giat vé dém, co
~ giat nhay quang, co giat gia, co gidt gidc quar, co gidt khé phat hién, co giit sylvan, co
giat cai nghién, va co giat phan xa nhin). D4i véi rdi loan co giat, duge chét than kinh
¢6 thé duoc chon loc ma 14 chat chdng co giat hoic chdng dong kinh bao gbm, nhung
khong gidi han &, chit chéng co giat barbiturat (ttc 13, primidon, metarbital,
mephobarbital, allobarbital, amobarbital, aprobarbital, alphenal, barbital, brallobarbital

va phenobarbital), chét chéng co giat benzodiazepin (trc 13, diazepam, clonazepam, va
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lorazepam), chat chong co giat carbamat (tirc 1a felbamat), chét chong co giat e ché

o

s
n

carbonic anhydraza (tirc 13, axetazolamit, topiramat va zonisamit), chit chbng co giat
dibenzazepin (tirc la, rufinamit, carbamazepin, va oxcarbazepin), chét chbng co giat thu
duge tir axit béo (ttre 1a, divalproex va axit valproic), chét twong tu axit gama-
aminobutyric (t&rc 12, pregabalin, gabapentin va Vi_gabatrin),‘_chét Gre ché tai hip thy axit
gama-aminobutyric (tic 1a, tiagabin), chét trc ché axit nobutyric transaminaza (tic 13,
vigabatrin), chét chéng co gidt hydantoin (tirc 1 phenytoin, etotoin, fosphenytoin va
mephenytoin), chét chéng co gidt pha tap (tc 13, lacosamit va magie sulfat), progestin
(tic la, progesteron), chédt chéng co gidt oxazolidindion (tirc 1, parametadion va
trimetadion), chét chéng co giat pyrolidin (tGc 1a, levetiraxetam), chét chéng co giat
sucxinimit (tirc 13, etosuximit va methsuximit), chit chéng co giat triazin (tuc 13,
lamotrigin), va chét chdng co giat ure (tc 1a, phenaxemit va pheneturit).

R&i loan hanh vi 13 rdi loan ctia CNS duge dic trung boi hanh vi bt thudng &
phin déi trong bi dau va bao gdm, nhung khong gidi han &: rbi 1bar‘1"gi§chgﬁ (tire 13,
éhtrng mat ngu, ching mat nghi gia, ching kinh s¢ ban dém, 141 loan gidc ngu theo nhip
d6 hing ngay, va chimg nga rit), rdi loan tam trang (tic 13, trdm cam, trAm cam tu sat,
lo éﬁ, rb1 loan cam xuc man tinh, :chl'r'ng am anh so hai, cdn hoang lo'an‘,v rot loan 4m anh
Cu@ng ché, rdi loan ting dong giam chu y (ADHD), rdi ioz_m giam chu y (ADD), hoi
chirng mét moi man tinh, ching so khodng tréng, r6i loan tam 1y sau sang chén, rbi loan
lli@ng cuc), r6i loan dn uéng (trc 14, chan an hodc &n 6i), r6i loan tAm thén,b r6i loan hanh
vi phat trién (tl’ré 1a, tu 1{5’/, hoi ching Rett, hoi chiing Aspbergéf), rdi loan nhan cach va
roi ioan tam than (ttc 13, bénh tAm than phén 1iét, r6i loan hoang tudng, va d'ahg trong

tw).

Ddi véi rdi loan ha‘mh vi, duoc chat than kinh ¢6 thé duoc chon tl‘i hop chit bién
ddi hanh vi bao gdm, nhung khong gi6i han &, chét chéng loan thin kinh khong dién
hinh (tl’IC la, riSperidon, olanzapin, apripiprazol, quetiapin, palipe‘ri'don,‘ " asenapin,
clozapin, iloperidon va ziprasidon),‘chét ché'ng"loan thén kinh‘phenothiazin (tie 1a,
proclorperazin, clorpromazin, fluphenazin, perphenazin, trifluoperazin, thioridazin va
mesoridazin), thioxanten (tuc la, tlliothixén), chit chbng loan than kinh pha tap (tic 1a,
pimozit, lithi, molindon, haloperidol va 10Xapin), chét Gre ché tai hép thu serotonin chon

loc (tic 14, xitalopram, escitalopram, paroxetin, fluoxetin va sertralin), chat uc che tai
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hép thu serotonin-norepinphrin (tirc 1, duloxetin, venlafaxin, desvenlafaxin, chit chéng
trAm cam ba vong (tirc 13, doxepin, clomipramin, amoxapin, nortriptylin, amitriptylin,
trimipramin, imipramin, protriptylin va desipramin), chit chéng trim cam bon vong (tirc
14, mirtazapin va maprotilin), chét chbng trdm cam phenylpiperazin (tuc 1a, trazodon va
nefazodon), chéit trc ché monoamin oxidaza (tirc 13, isocarboxazid, phenelzin, selegilin
va tranylxypromin), benzodiazepin (tirc 1a, alprazolam, estazolam,  flurazeptam,
clonazepam, lorazepam va diazepam), chét e ché tai hip thu norepinphrin-dopamin
(tec 13, bupropion), chat kich thich CNS (tGc 13, phentermin, dietylpropion,
metamphetamin, dextroamphetamin, amphetamin, metylphenidat, dexmetylphenidat,
Jisdexamfetamin, modafinil, pemolin, phendimetrazin, benzphetamin, phendimetrazin,
armodafinil, dietylpropion, cafein, atomoxetin, doxapram, va mazindol), chét ohéng lo
Au/chét an thdn/thudc ngi (bao gbdm, nhung khong gi¢i han o, barbiturat (tic la,
secobarbital, phenobarbital va mephobarbital), benzodiazepin (nhu duge mo ta & trén),
va hdn hop chat chéng lo 4u/chit an than/thubc ngu (ttc 1a diphenhydramin, natri
oxybat, zaleplon, hydroxyzin, cloral hydrat, aolpidem, buspiron, doxepin, eszopiclon,
ramelteon, meprobamat va ethclorvynol)), secretin (xem, vi du, Ratliff-Schaub et al.
Autism 9 (2005) 256-265), opioit peptit (xem, vi dy, Cowen et al., J. Neurochem. 89
(2004) 273-285), va neuropeptit (xem, vi dy, Hethwa et al. Am. J. Physiol. 289 (2005)
E301-305).

R6i loan tich iy lysosom 12 rdi loan chuyén hoa ma trong mét s6 truong hop lién
quan dén CNS hodc c6 céc triéu ching ddc hiéu CNS; céc rbi loan nhu vay bao gom,
nhung khong gi6i han ¢: bénh Tay-Sachs, bénh Gaucher, bénh Fabry, roi loan chuyén
hoa thé tiéu bao (typ L, 11, 1M1, IV, V, VI va VII), bénh tich liy gly'cogen_, bénh pha v&
chit béo GM1-gangliosit, loan dudng chét tréng nhuoc sic, bénh Farber, loan dudng
n#o chét tring Canavan, va bénh tidu thé ling dong sic t6 m& & hé than kinh typ 1 Va2,

bénh Niemann-Pick, bénh Pompe, va bénh Krabbe.

D&i v6i rdi loan tich lity lysosom, duoc chét than kinh c6 thé duoc chon loc ma
ban than no6 hodc néu khong thi sao chép hoat tinh ctia enzym dugc lam suy yéu trong
bénh. Cac enzym téi t6 hop 14y lam vi du dé diéu tri rbi loan tich Iy lysoéom bao g%)m,
nhung khong gi¢i han ¢ cac enzym dugc néu trong, vi dy, Cong bb don yéu ciu cép

bing doc quyén sang ché My s6 2005/0142141 (tic 14, alpha-1.20 iduronidaza, iduronat-

-115-



32611

2-sulphataza, N-sulfataza, alpha-N-axetylglucosaminidaza, N-axetylgalactosamin-6-
sulfataza, beta-galactosidaza, arylsulphataza B, beta-glucuronidaza, aipha glucosidaza
axit, glucocerebrosidaza, alpha-galactosidaza A, hexosaminidaza A, sphingomyelinaza
axit, beta-galactocerebrosidaza, beta-galactosidaza, arylsulfataza A, ceramidazé axit,

aspartoaxylaza, palmitoyl-protein thioesteaza 1 va tripeptidyl amino peptidaza 1).

Theo mot khia canh, khang thé theo séng ché dugc su dung dé phét hién ra rdi
loan lhan kinh trude khi xudt hién cac triéu chung va/hodc de danh gia do nghxem trong
hoac thoi gian ton tai bénh hodc roi loan. Theo mot khia canh, khéng thé cho phép phat
hién va/hodc chup anh rdi loan than kinh, bao gbém chup anh_bang ky thuét chup X

quang, chup cit 16p, hodc chup cong hudng tir (MRI).

Theo mot khia canh, sdng ché dé xuht khang thé khang TR 4i luc thdp theo sang
ché dé str dung lam thudc. Theo cac khia canh khac sdng ché ae xudt khang thé khang
T XR aa luc thép dé st dung de diéu tri bénh hoac roi 1oav1 thin 1<1ni1 (vi du bénh
Alzbelmer) ma khong lam tiéu té bao hong cau (tuc 13, t& bao fudi). Theo mot sd phuong
an, sang ché dé xuat khang thé khang TR &i luc thip duoc cai bién dé su dung trong
phuong phap dleu tr1 nhu duge mo ta trong ban md ta nay. Theo mot 30 phuong an, sdng
ché dé xut khang thé khang TfR 4i luc thép duogc cai bién dé cai thlen dd an toan cua
n6 dé st dung trong phuong phép didu tri cho c4 thé co bc;nh hoc rdi loan than kinh bao
gém budce cho ca thé nay dung lugng hitu hiéu cua khéng thé khang TIR (tuy y duoc két
hop voi thube rbi loan thén kinh). Theo mét phuong 4n nhu véy, phuong phép nay con
bao gdm bude cho cé thé nay dung lugng hiru hiéu cla it nhat mot cht tri lieu bb sung.
Theo céc phuong 4n khac, sang ché @& xuht khang thé khang TfR dugce cai bién dé cai
thién d6 an toan cla no dé st dung dé lam gidm hodc tc ché sy hinh thanh méng tinh
bot & bénh nhan cé nguy co hoic méc bénh hoidc rdi loan than kinh (vi du, bénh
Alzheimer). “Cé thé” theo phuong én bét ky trong sb cac phuong dn trén day tiy y la
nguoi. Theo mot s6 khia canh nhat dinh, khang thé khang TfR theo sang ché dé sir dung
trong cac phuong phdp theo sang ché 1am cai thién sy hép thu thudc rdi loan than kinh

ma nd duogce két hop.

Theo mot khia canh khéc, sang ché md ta viéc sir dung khang thé khang TR 4i
luc thip theo sang ché deé san xuat hodc bao ché duoc pham. Theo mot phuong an, dugc

phém nay la dé diéu tri bénh hogc rdi loan than kinh. Theo mot phuong an khac, duge
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phim nay 1a dé st dung trong phuong phap diéu tri bénh hedc rdi loan than kinh bao
gdm budc cho ca thé ¢6 bénh hogc roi loan than kinh ding luong hitu hiéu cua duoc
pham. Theo mot phuong an nhu vay, phuong phap nay con bao gom budce cho ca thé

nay ding luong hitu hiéu cta it nhat mot chat tri liéu bo sung.

" Theo mot khia canh khac, sdng ché mo t phuong phap didu tr.ii bénhlAlzheimer.‘
Theo mot phuong an, phuong phéap nay bao gdm bude cho cé thé méc bénh Alzheimer
ding luong hitu hiéu cta khang thé da dic hiéu theo séng ché ma gin két ca BACE1 va
TR hotic ca Abeta va TfR. Theo mdt phuong dn nhu véy, phuong phap nay con bao
gém budce cho ca thé nay dung luong hitu hiéu cua it nhat mot chét tri liéu bd sung. “Ca

thé” theo phuong 4n bat ky trong so cdc phuong an trén day c6 thé la nguoi.

Khéng thé khang TR theo séng ché ¢c6 thé duoc st dung mét minh hode két hop
v&i cac chit khac trong lidu phap. Vidu, khaﬂg the khang T R theo sang ché c6 thé dugc
cang sur dung voi it nhat mot chat tr1 {icu bd sung. Theo mét sd phuonrf an, chat tr1 licu
bo sung 14 chat tri liéu hitu hiéu dé d] &u tri rdi loan thap kinh 01on g hoac khac nhu khang
thé khang TfR dang dugc st dung dé diéu tr1 Céc chat tri lidu bo sung lay 1am vi du bao
gdm, nhung khong gi6i han ¢: cdc dugce chat than kinh Lhac nhau dwoc md ta O trén,
chét (e ché cholinsteraza (nhu donepezil, gahntamm rovastlgmm va tacrm) chét doi
khang ctia thu thé NMDA (nhu memantin), chét trc ché tich tu peptit ‘beta dano tinh bot,
chét chéng oxy hoa, chét didu bién y-secretaza, chét sao chép yeu t4 sinh truong than
kinh (NGF) hodc lidu phap gen NGF, chat chi van PPARy, chét e ché HMS-CoA
reductaza (statin), ampakin, chét phong bé kénh canxi, chit dbi khang cta thu thé
GABA, chét trc ché glycogen synthaza kinaza, gl‘obuklin' min dich trong tinh mach, chat
chit van ctia thu thé muscarin, chit diéu bién thy thé nicrotin, mién dich hoa peptit beta
dang tinh bt chi dong hodc thy dong, chét trc ché phosphodiesteraza, chit d6i khang
ctia thu thé serotonin va khang thé khang peptit beta dang tinh bot. Theo mot s6 phuong
4n, it nhat mot chét tri lidu bd sung duge chon loc v& kha ning cta no trong viée giam
nhe mot hoéCnhiéu tac dung phu ctia dugc chét than kinh.

Theo mot s6 phuong én khac nhu vay, it nhat mot chét tri lidu khéac duge chon
1(_) 0 vé kha néﬁg clia n6 trong viéc {rc ché hodc ngin chin sy heat héa cua con duong bd
sung khi dung khang thé khang TfR. Céc vi du v& chét tri liéu nhu vy bao gbm, nhung

khéng gidi han &, cdc chat can tré kha nang cua khang thé khang TR trong vigc gan két

-117-



32611

7

hodc hoat hoa con dudng bd sung va cac hit (re ché mot hodc nhidu tuong tac phén tur
bén trong con duodng bd sung, va thudong duge md ta trong Mollnes and Kirschfink
(Molec. Immunol. 43 (2006) 107-121), ndi dung cua tai liéu nay duoc két hgp mot cach

r3 rang trong ban mo ta bing cach vién dan.

Céc li¢u phéap két hop duogc néu trén dady va trong ban md ta-bao gbm viée dung
két hop (khi hai hoic nhiéu chét tri liéu duoc bac gdm trong cic ché pham giéng nhau
hoic riéng r&), va dung riéng 1€, trong trudong hop dd, viéc dung khang thé theo sang ché
¢6 thé dién ra trudce khi, déng thoi, va/hedc sau khi dung ‘ché_t,tri li€u bd sung va/hoac
chét b6 tro. Theo mot phwong an, viée dung khang thé khang TR va vigc dung chét tri
litu b6 sung dién ra trong vong khoang mot thang, hodc trong vong khoang mdt, hai
hodic ba tudn, hodc trong vong khoang mdt, hai, ba, bdn, nam hodc sau ngady, véi nhau.
Khang thé theo sang ché ciing ¢6 thé dugc st dung két hop v6i cac lidu phap can thiép
khéac nhu, nhung khong gi(’yi han &, lidu phép phéng xa, licu phap nhan thirc, hodc cac
ligu phép khac da biét trong linh vuc nay va thich hqﬁ dé diéu tri hoic ngan ngra rdi

loan than kinh.

Khéng thé khang TfR theo sang ché (va chit trj licu bd sung bat ky) b thé duoc
ding bing dudng thich'hqp bat ky, bao gbm dung ngodi dudng tiéu hoa, trong ‘phoi, va
trong miii, va, néu mudn, dé diéu‘tri cuc bo, dung trong thuong ton. V iéc truyén ngoai
duong tiéu hoa bao gdm dung trong co, trong tinh mach, trong déng mach, trong bung,
hogic dudi da. Viée dung lidu co thé 1a bing dudng thich hop bit ky, vi du, bing cach
tiém, nhu tiém trong tinh mach hodc dudi da, tiry thude m(f)'t‘phén V’él:O.Viéé liéu viéc dl‘mg
ia trong thoi gian ngén hodc thuong xuyén. Cac ché déidﬁngliéu’ khac nhau bao gom,

nhung khong gidi han ¢, ding mot 14n duy nhit hodc dung nhidu lan trong céc thoi diém

9

knaﬂ nhau, ding liéu tiém 16n, va truyén qua mach dugc bao gdm trong ban mo ta.

Khang thé theo sang ché dum phdi tron, Chnh lidu, va ducc dung theo cach phu
hop voi thuc tién y hoc t6t. Cac yéu té can can ' nhéc trong ngl canh nay bao gdm rdi
loan cu thé dugc diéu tri, dong vat c6 vi cu thé duoge diéu tri, tinh trang 1am sang cla
tung bénh nhan, nguyén nhﬁn gdy réi loan, vi tri phan bd chét, phwong phéap dung, ché

do6 dung, va cac yéu tb khac da blef d6i voi cdc bac st.

Khang thé khong can thiét, ma tuy y dugce ph01 tron voi mot hodc nhlcu Chat hién

dwoc st dung dé ngin ngira hoac didu tri rdi loan dang quan tAm ho,ac ngan ngira, lam
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giam hodc cai thién mot hodc nhiéu tac dung phu khi dung khang thé. Luong hitu hiéu
ctia cac chit khac nay phu thudc vao lugng khang thé c6 trong ché pham, kiéu rdi loan
hoidc didu tri, va céc yéu t6 khac néu trén. Cac chit nay thuong duoc st dung véi cac
liéu Tuong giéng nhau va dudng dung nhu duoc mo ta trong ban mo ta, hbéc kﬁoéhg tur
1 dén 99% liéu luong duge mo ta trong ban md ta, hodc véi lidu luong bat ky va bing

duong bit ky duge xac dinh theo kinh nghiém/theo 1dm sang la thich hop.

Dé ngan ngira hodc didu tri bénh, liéu lugng thich hgp cia khang thé theo séﬁg‘
ché (khi duoc st dung mot minh hodc két hop voi mot hodc nhiéu chat tri liéu bd sung
khac) phu’ thudc vao loai bénh duogc diéu tri, loai khang thé, do nghiém trong va tién
trinh cda bénh, khang thé dugc dung phim muc dich ngin ngia hay tri liéu, liéu phap
trude do, tién sir ctia bénh nhan va déap ang véi khang thé, va su than trong cia béc si
theo ddi. Khang thé dugc dung mot cach thich hgp cho bénh nhén tai mot thoi diém
hoic trong nhidu 1an didu tri. Phu thudc vao loai va do nghiém trong ctia bénh, khoang
tir 1ug/kg dén 15mg/kg (vi dy, tr 0,1mg/kg dén 10mg/kg) khang 14 6 thé 12 lidu tng
vién ban ddu dé ding cho bénh nhan, liéu, vi dy, bang mdt hodc nhiéu 1an ding riéng r&,
hay bing cach truyén lién tuc. Mot liéu luong hiing ngay dién hinh c6 thé ndm trong
khoang tir khoang 1pg/kg dén 100mg/kg hoic cao hon, phu thudc vao che yéu td dirqc
dé cép O trén. pé dung 1gp lai trohg mdt vai ngdy hodc 14u hon, phu thudc vao tinh trang
bénh ly, viéc diéu tri thuong dugc duy tri cho dén khi ngin chin theo y mubn sy xuat
hién cdc triéu chirng ctia bénh. Mot lidu lugng léy lam vi du cta khang thé 1a ndm trong
khoang tir khoang 0,05mg/kg dén khoang 40mg/kg. Vi vy, mot hodc nhidu liéu bing
khoang- 0,5mg/kg, 2,0mg/kg, 4,0mg/kg, 5,0mg/kg, 7,5mg/ke, 10mg/kg, 15mg/ke,
20mg/kg, 25mg/kg, 30mg/kg, 35mg/kg hodc 40mg/kg (hozc td hop bat k¥ cia chung)
¢6 thé duogc ding cho bénh nhén. Liéu nay co thé dugc dung ngat quing, vi dy, mdi tudn
hodc mdi ba tudn (vi du, sao cho bénh nhén nhén tir khoang hai dén khoang hai muoi,
ho#c vi du, khoang sau liéu khang thé). Liéu nap cao hon ban dau; sau do 1a.mot hodc
nhiéu liéu thdp hon c6 thé dugc dung. Tuy nhién, céc ché d6 liéu luong khac c6 thé hitu
ich. CAn hiéu rang mot phuong phap dé lam giam tac dong dén quén thé t& bao ludi bang
céch dung khang thé khang TfR 1a dé cai bién lugng hodc thoi diém cia lidu sao cho
tong lugng thap hon ctia khéang thé tudn hoan c6 mit trong dong méau dé tuong tac voi
té bao ludi. Trong mot vi du khong lam gidi han pham vi cua sang ché, 1iéu thdp hon

cia khang thé khang TR c6 thé duoc dung v6i tan suat 1on hon so vl tan suat ma liéu

-119-



32611

cao hon duoc dung. Lidu lugng dugce st dung c6 thé duge can bang gitta lugng khang

thé can duoc phan bb vao CNS (ban than né lién quan dén 4i lyc cta phan dic hiéu

(28]

khang nguyén trong CNS ctia khang thé), 4i luc cta khang thé d6 ddi voi TR, va li¢u
(cac) hop chit bao vé t& bao hdng cau (tire 14, té bao ludi), kich thich sy sinh trudng va
pbat trlen hoac trc ché con duong bd sung dugc dung dong thcn hodc lan lrgt voi khang
the Tién trinh ctia l1eu phap nay dé dang theo doi dugc bang cac I\y thuét va thu nghlem

thong thuong nhu duoc mo ta trong ban md ta va nhu da blet trong hnh VUC nay.

Cén hidu ring ché pham hoac phuong phap tri liéu bét ky trong sb cic ché phdm
hodc phuong phép tri liéu néu trén ¢6 thé dugc tién hanh bang cich st dung thé lién hop
min dich theo sang ché & vi tri ctia khdng thé khang TfR hoic ngoai khing thé khang

TIR.
I1L. V4t pham

Theo mot khia canh khéc cua sdng ché, sang ché dé xuft vat phém chira céc vat
liéu hitu ich dé didu tri, ngan ngua va/hodc chin doéan céc r6i loan duge md ta & trén.
Vat pham bao gdm vat chira va nhan dén hodc 1o rdi kém theo bao goi trén hoac‘vkét hop
véi vat chira. Céc vat chira thich hop bao gém, vi du, chai, lo, xi lanh, tGi dung dich IV,
v.v.. Vit chtra ¢6 thé duoc tao ra tlr cdc vat liéu khac nhau nhu thiy tinh hodc chét déo.
VAt chira giit ché phdm ma tw ché phdm d6 hodic két hop vdi ché pham khac hitu higu
dé didu tri, ngan ngira va/hodc chin doan tinh trang bénh 1y va c6 thé c6 cbng vao vo
trung (vi du, vat chra c6 thé 1a tai dung dich trong tinh mach hoic lo ¢6 nit chin dé
xuyén qua boi kim tiém duéi da). {t nhat mot hoat chét trong ché pham la khang thé theo
sang ché. Nhan dén hodc to roi kem theo bao goi chi ra rang ché phdm duoc st dung dé
diéu tri tinh trang bénh 1y duoc chon. Hon nita, vat pham c6 thé bao gom (a) vat chtra
tht nhat c6 ché phdm chira trong do, trong do ché pham nay chira khéng thé theo sdng
ché; va (b) vat chuia tht hai ¢6 ché phdm chira trong do, trong do6 ché pham nay chuta
chét gy doc té bao khic hoidc chét tri lieu. Vat phdm theo phwong dn nay cua sang ché
con ¢6 thé bao gdm td rdi kem theo bao géi chi ra rdng ché phim c6 thé duge str dung
dé didu tri tinh trang bénh ly cu thé. Theo mot cach khdc, hodc ngoai ra, vat phém con
6 thé bao gdm vat chira tht hai (hodc thir ba) bao gdm chat dém duge dung, nhu nudce
kim khudn ding dé tiém (BWFI), nuéce mudi dém phosphat, dung dich Ringer va dung

dich dextroza. N6 con cé thé bao gom céc vét liéu khac dugc mong mudn theo quan
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diém thwong mai va nguoi st dung, bao gobm cdc chat dém khéc, chét pha loang, b0 loc,

kim, va xi lanh.

Cén hiéu ring vat pham bét ky trong sd céc vat pham trén day c6 the bao gbém
thé lién hop mién dich theo séng ché & vi tri khang thé cua thy thé khéng transferrin
hodc ngoai khang thé nay.

Vi du thye hién sang ché

Sau day la cac vi du vé phuong phép va ché phim theo séng ché. Cén hiéu ring

cac phuong an khac nhau khac co thé duge thuc hién, c6 duge phan mo ta tong quat

dugc dé xuét trén day.

Vit liéu va phuong phap

K¥ thuat ADN tai to hop

| Céc phuong"phép tidu chuan du¢¢ str dung dé xu ly fhﬁ c()ﬁ.gl ADN ﬁhu’ ‘du'c;c mo
ta4 trong Sambrook, J. et al., Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, '1989. Cac chét phan Gmg sinh

hoc phan tr dugc st dung theo chi dAn clia nha sén xudt.
Tbng hop gen va oligonucleotit

Céc doan gen mong mubn duoc tao ra bing cich tbng hop hoa hoc & Geneart
GmbH (Regensburg, Durc). Cac doan gén da téng hop duoc tach dong vao plasmit E.
coli dé lan truyén/l<huéch dai. Trinh tr ADN cua cac doan geh da duqc tach dong thuin
dugc xac nhan bang cach gidi trinh tw ADN. Theo mdt cdch khéc, doan ADN tdng hop
ngén dwoc lap rap bang cach gén céac oligonucleotit tdng hop theo phuong phéap héa hoc
hodc thong qua PCR. Céac oligonucleotit twong ung dugc tao ra bang metabion GmbH

(Planegg-Martinsried, Duc).
Chét phan ting -

T4t ca hoa chét, khang thé va bo kit ban trén thi truong duoc st dung nhu duge

cung cip theo phurong phép ctia nha san xuét néu khong duoc quy dinh khac di.
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Vidyl
Mién dich héa tho va chudt nhét
Mién dich hoa chudt nhat

Chudt nhat NMRI dugce mién dich hoa di truyén, st dung vecto biéu hién plasmit
ma hoa TR & ngudi hodc khi dau ché do dai day du bang cach 4p dung trong da 100ug
ADN vecto, sau do dién di (2 xung vudng bang 1000V/cm, thoi gian 0,1 mgidy, khoang
céch 0,125 vgiéy; sau d6 4 xung vudng bing 287,5V/cm, thoi gian 10 mgidy, khoang
céch 0,125 gidy. Chudt nhit nhan 6 hodc 7 1an mién dich héa lién tiép vao ngay 0, 14,
28. 42, 56, 70, va 84. LAn midn dich hoa thir tur va thi sau duge thuc hién bing vecto
ma héa TR khi dau ché; vecto mi hoa TR & ngudi duoc st dung cho tAt ca céc lan
mién dich héa khac. Mau duge Iéy vao ngay 36, 78 va 92 va huyé‘t thanh dugc chuén bi,
duoc st dung dé xac dinh do chuin bang ELISA (xem dudi ddy). Cac con chudt c6 do
chuin cao nhit duoc chon dé tang cudng vao ngay 96, bing cach tiém trong tinh mach
10 té bﬁo TF-1 ngudi hode 50pg TR tai td hop dé tan clia nguoi thiéu mién xoén (mién
ﬁgdai bao cia TR & ngudi bat dau & Leul22, két thic & Asn608, duoc biéu hién trong
té bao HEK293F dudi dang diu tin N dung hop v6i ving Fe ngudi va duge tinh sach
bang séc ky 4i luc protein A va sdc ky loai trir kich ¢, va céc khing thé don dong dugc
phan lap bang cong nghé lai, dua trén kha nang cia ching trong viéc ghn két thu thé
transferrin & nguoi va ¢ khi dAu ché biéu hién trén bé mat t& bao CHO-K1 duge chuyén

nhiém 6n dinh (xem Vi du 3).
Mlen dich hoéa tho

Tho trang New Zealand hodc tho chuyen gen biéu hien danh muc knang thé duoc
lam gidng nhu cua nguoi duge mién dich hoa di truyén, st dhn vecto biéu hlen plasmit
ma hoa TfR & nguoi hode khi dau cho 0‘0 dal day du, bang cach ap dung trong da 400ug
ADN Vecto sau do dién di (5 xung vudng bing 7 SOV/cm thm gian 10 mglay, khoéang
cach 1 gidy). Tho nhén 6 lan m1en dich hoa hen tiép vao ngay 0, 1/! 28,56, 84 va 112.
LAn mién dlCh hoéa tht tu va thir sdu duge thuc hién bang vecto ma héa TfR & khi ddu
cho Vecto ma hoa TfR & nguoi duge sir dung cho tat ca cac lan mién dich hoa khac
Mau (10% tdng thé tich mau u‘oc tinh) dugc lay vao ngay 35,63, 91 va 1 19. Huyet thanh

dugc chuin bi, dugc st dung dé xac dinh dd chudn banD ELISA (xem dudi day), va té
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bao don nhin ngoai bién dugc phén idp, duoc st dung lam ngudn t€ bac B dic hi¢u

khang nguyén trong qué trinh tach dong té bao B (xem Vi du 2).
X4c dinh do chudn huyét thanh (ELISA)

TR tai t6 hop dé tan cua ngudi (R&D Systems Cat. No. 2474-TR) dugc gilt co
dinh trén dia c6 96 giéng NUNC Maxisorb ¢ 3ug/mL, 100uL/ giéng, trong PBS, sau do:
¢b dinh dia bing CroteinC 2% trong PBS, 200 nl/giéng; ap dung cac phan pha lodng
theo ddy cua khang huyét thanh, hai l4n, trong CroteinC 0,5% trong PBS, 100pL/giéng;
phét hién ra bang (1) khéng thé dé khang chudt nhét duge lien hgp HRP (Jackson
Immunoresearch/Dianova 115-036-071; 1/16000) ddi véi tht ca huyét thanh chudt nhit,
(2) khang thé lira khang IgG tho duge lién hop HRP (Jackson Immunoresearch/Dianova
711-036-152: 1/16 000) dbi véi tt ca huyét thanh tho, (3) khing thé the khang 1gG
ngum (P1erce/Theuno Scientific 31423 1/5000} chi dbi voi huyet manh tr tho chuyen
gen, (4) Lhang thé dé khang kappa ngum dugc biotiny! hoa (“‘outhum BlOL@Ch/B]O70l
2063- Ob 1/5000) va sheptawdm HRP chi d6i voi huyét thanh tir thd chuyén gen; duge
pha lodng trong CroteinC 0,5% trong PBS, 100pL/giéng. Pbi voi tht ca cac bude, cac
dia duoc U trong 1 gi¢ & nhiét 46 37°C. Gitta tAt c4 cac buéec, cac dia duge rira 3 lan
bing Tween 20 0,05% trong PBS. Tin hi¢u dugc phat trién bang cich bd sung co chat
BM Blue POD d& tan (Roche), 100uL/giéng; va ngimg bing cach bd sung HCI 1M,
lOOp—L/giéng. Mirc hép thu duge doc & 450nm, dya trén 690nm lam dbi chiéu. Do chuén
duoc xac dinh dudi dang phan pha lodng ctia khang huyét thanh dan dén tin hiéu nira t6i

da.

Vi du 2

Téch dong té bao B tr tho

Phan 14p t& bao don nhan méu ngoai bién ciia thd (PBMC)

Céac méu mau duge ldy trong 6 con thd (2 con tho loai dai (wt) va 4 con tho
chuyén gen (tg)). Cac con tho nay ¢ ngudn gbe tir 2 chién dich miér dich hoa khac
nhau: chién dich thtr nhit ¢6 2 con tho wt va-2 con tho tg va chién dich thir hai ¢6 2 con
tho tg (xem ca trong doan, vi du, “Mién dich hoa thé”). EDTA chira mau tdng thé dugc
pha lodng gép hai 1&n v6i 1x PBS (PAA, Pasching, Austria) truge khi ly tam mat do

bing cach st dung té bao bach huyét dong vat c6 vi (Cedarldne Laboratories,
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Burlington, Ontario, Canada) thec chi din cta nha san xuit. PBMC duoc na hai lin

bing 1x PBS.
Madi truong EL-4 BS

RPMI 1640 (Pan Biotech, Aidenbach, burc) dugc bd sung FCS 10% (Hyclone,
Logan, UT, USA), glutamin 2mM, penixilin 1%/dung dich streptomyxin (PAA,
Pasching, Austria), natri pyruvat 2mM, HEPES 10mM (PAN Biotech, Aidenbach, Dirc)
va 5-—mercaptoétanol 0,05mM (Gibco, Paisley, Scotland)

Lam tiéu té bao

Chién dich mién dich héa thir nhét: dia 6 giéng vo tring (cAp nudi cy té bao)
duoc phu 1op don hop dong chira té bao CHO duoc st dung dé lam tiéu dai thuc
bao/bach ciu don nhan nhd bam dinh khong dc hiéu cling nhu té bao lympho gin két

khéng dac hiéu. -

Chién dich mién dich héa thtt hai: bute lam tiéu sir dung céc giéng dugce phi té
bao CHO duogc bo qua do cée téc gia sing ché ¢6 thé khong loai trir cac khang thé san
sinh t& bao B ma phan tng chéo voi khang thé cta thy thé transferrin ctia chudt lang
duge lam ti€u. Do do, cac dia 6 giéng vo tring tréng (cAp nuodi cdy té bao) dugc st dung
dé lam tiéu dai thuc bao va bach ciu don nhan nho bam dinh khéng ddc hiéu khién cho
c4c té bao lympho B tiém An san sinh c4c khang thé bé& mit phan ttng chéo & chudt lang

(va ¢6 thé phan Gng chéo & chudt nhét) dé tién dén budc tiép theo trong quy trinh.

Bm v6i mdi chién dich mién dich hoa moi gleng dugc lam day t6i da voi 4mL
mdi truong va lén dén 6x10° PBMC tur tho duorc mién dich va cho phep gin th trong 1
gid & nhiét 4o 37°C trong tu . Té bao trong phan dich ndi trén bé mat (t€ bao lympho
mau ngoai bién (PBL)) dugc st dung cho bude sang loc khang nguyén. »
Lam giau té bao B trén thy thé transferrin & ngudi

Dia nudi cdy mo o 6 giéng duogc phi 16p don chira té bao CHO duong tinh v&i
thu thé transferrin & ngudi duge gieo 18n dén 6x10° PBL trong mdi 4mL moi trudng va
cho phép gin két trong 1 gior & nhidt do 37°C trong ti u. Té bao khong bam dinh duoc
loai bo bang cach rira ky cac giéng 1-2 lan bang 1x PBS. Cac té bao dinh con lai dugc

t4ch ra bang trypsin trong 10 phut & nhiét d6 37°C trong tli . Qua trinh trypsin hoa duogc
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ngung lai bing moi truong EL-4 B5. Céc té bao duoc gitt trén da cho dén khi nhudém

mién dich huynh quang.
Nhudm mién dich huynh quang va do té bao theo dong chay

FITC khang IgG (AbD Serotec, Diisseldorf, Dirc) dugc st dung dé phén loai té
bao don 1é. Dé nhudm bé mit, céc té bao tlr budc lam tiéu va lam giau duge 1 véi khang
thé khang IgG FITC trong PBS va dugc i trong 45 pht trong bong thi ¢ nhiét do 4°C.
Sau khi nhudm, cic PBMC duge riva hai 1dn bang PBS dé lanh. Cudi cing, PBMC duoc
tao huyén phu lai trong PBS dé lanh va dwa ngay vao phén tich FACS. Propidi iodua &
ndng do Sug/mL (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) duoc bo sung vao trude khi

phéan tich FACS dé phan biét gitra té bao chét va té bao sdng.

Becton Dickinson FACSAria duge trang bi mdy tinh va phan mém FACSDiva

(BD Biosciences, USA) duoc st dung dé phén loai € bao don 1¢.
Nubi cdy té bao B

MOoi trudng nudi cdy té bao B cua tho dugc chuén bi bang phuong phép tuong tu
v6i phuong phap dugc mo ta boi Zubler et al. (1985). Néi mot cach ngan gon, cac té
bao B cta thé dugce phan loai don 1é& duogc 1 trong dia 96 giéng v6i 200uL/ giéng moi
treong EL-4 BS chua té bao Pansorbin (1:100000) (Calbiochem (Merck), Darmstadt,
Deutschland), 5% ph@in dich nbi trén bé mat té bao tuyén rc ctia th6 (charge TSN-M13
(10242), MicroCoat, Bernried, Ptc) va té bao tuyén e EL-4-BS cta chudt duge chiéu
xa tia gama (2,5 % 10%/giéng) trong 7 ngdy ¢ nhiét do 37°C ¢ moi truong 5% COz trong
ta 1. Phan dich ndi trén bé mat cia mdi trudng nudi cdy té bao B dugc loai bd dé sang
loc va céc té bao con lai duoc thu hoach ngay va duge lam dong ¢ nhit d6 -80°C trong

100uL chét dém RLT (Qiagen, Hilden, Durc).
Vidu3
Nhan biét khang thé gén két TR & nguoi va ¢ khi ddu cho bang ELISA té bao

Pé sang loc phan dich ndi trén bé mit té bao B cua tho hodc té bao lai cua chudt
nhét déi véi cac khang thé nhan dién TR & ngudi va & khi dlu cho, ELISA té bao st
dung con dudng té bao CHO-K1 dwoc chuyén nhiém &n dinh duoc su dung. Céc thé
chuyén nhiém 4n dinh thu dugc bing cach chuyén nhiém céc té bao CHO-K 1 véi plasmit

biéu hién chira cat-xét biéu hién cho TIR ¢ ngudi hodc khi dau cho cling nhu neomyxin-
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phosphotransferaza. Sau khi chuyén nhiém, céc té bao duge pha lodng trong moi trudng
sinh tredng chira 500pg/mL G418 (Life Technologies). Sau khi xuét hién dong vo tinh
sinh trudng, cac té bao duoc tach ra, nhuém bing MEM-75 (Abcam) hodc 134 (Life
Technologies) va khang thé thu cdp dugc danh ddu bang PE cho TfR ¢ nguoi hodc khi
du cho, va té bao huynh quang & miic cao dugc phén loai dudi dang cac té bao don 18
vao dia 96 giéng (FACS Aria). Sau 7 ngdy sinh truong, dong vo tinh dugc kiém tra mot
l4n nfra_vé su biéu hién TfR va dong v6 tinh bidu hién tt nhit dugc chon cho thi nghiém

ELISA té bao.

N6i mot cach ngén gon, 15000 té bao duoc gieo trong mdi giéng clia dia 384
giéng va dugc U trong 18 gid & nhiét do 37°C, 5% COa. Phén dich ndi trén bé mat duge
loai bo bing cach st dung may rira tu dong (BIOTEK), va 30uL phan dich ndi trén be
mat chira khang thé dugc bd sung vao mdi giéng, sau do 12 24pL mdi truong sinh truong.
Sau 2 gid U, cac giéng dugc trat hét di va bd sung 30uL glutaraldehyt 0,05% trong PBS
trong 45 phit & nhiét do trong phong. Sau 3 lin rira bang PBS/Tween20 0,025% (PBST),
30le khang HRP thé hodc khang HRP chudt nhit ‘( Sou'thernBidtech)A dugc pha lodng
G ty 1€ 1:5000 trong chét dém phong bé duge bd surng va céac dia dugc tro'ng 1 gio ¢
ﬁhiét do trbng phong. Cac giéng dugc rira 6 lan b?mg PBST va tin hiéu duoctaora bang
cach st dung 30uL. TMB trong mdi giéng va mirc hép thu duge do & 450 nm.

Vi dy 4
Téch dong va biéu hién khang thé khang TR
Ky thuat ADN ti t6 hop

Céc phuong phép ti€u chuén duoc stt dung dé xir Iy thii cong ADN nhu duge mo
ta trong Sambrook, J. et al., Molecular cloning: A’ laboratory manual; Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Céc chidt phan Gmg sinh

phan t&r duoc sir dung theo chi dan cia'nha san xuat.
Tong hop gen va oligonucleotit

‘ Céc doan gen mong muén dugc tao ra bang cach téng hop hoéa hoc & Geneart
GmbH ( Regensburg, Duc). Poan gen di tbng hop duge tach dong vao plasmlt E. coli
d8 lan truyén/ khuéch dai. Trinh tw ADN ctia cac doan gen da dugc tach dong thuan dugc

Xé,é'nhén bang cach giai trinh ty ADN. Theo mot cach khac, doan ADN tong hop ngén
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dugc 1ip rap bing céch gén oligonucleotit tbng hop theo phuong phap hoa hoc hodc
théng qua PCR. Cac oligonucleotit tuong Gng dwgc tao ra bang metabion GrmbH

(Planegg-Martinsried, Dtrc).
Khuéch dai PCR cia mién V

ARN tdng thé duge tao ra tir dich lam tan té bao B (duoc tac lai huyén phu trong
chit dém RLT - Qiagen - Cat. N° 79216) st dung b0 kit NucleoSpin 8/96 RNA
(Macherey&Nagel; 740709,4, 740698) theo phuong phép cia nha san xuét. ARN dugc
rira giai bang 60uL nudc khong chira RNAza. 6pL ARN dugc st dung dé tao ra ADN
bd sung bing phan Gmg transcriptaza dao s dung Superscript 11 First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen 18080-400) va doan moi-oligo-dT theo chi din cta nha san xuat,
T4t ¢ca cac bude duge thuc hién trén hé théng Hamilton ML Star. 4ul. ADN bd sung
dugc st dung dé khuéch dai ving bién do6i chu5i ning va chuéi nhe (VH va VL) cua
globulin mién dich v&i AccuPrime Superl\/hx (Inv1trogen 17344 040) o the twh cubdi
cung la 50uL bing cach su dung doan mdi rbHC. up va rbHC do cho chudi nang,
rbLC.up va rbLC.do cho chudi nhe cla t8 bao B loai dai cta thd va
BcPCR FHLC leader.fw va BcPCR_huCkappa.rev cho chudi nhe cia t& bao B thd
chuyén gen (xem Bang dudi day). Tét ca cac doan moi xudi dic hidu dbi véi peptit tin
hitu (1&n lugt ctia VH va VL) trong khi d6 cdc doan mdi nguoe dic hiéu dbi voi ving
héng dinh (1An luot ciia VH va VL). Céc diéu kign PCR dbi v6i RbOVHARDVL la nhu
sau: Khoi dong nong & nhiét do 94°C trong 5 phut; 35 chu ky 20 gidy ¢ nhiét do 94°C,
20 gidy & nhiét do 70°C, 45 gidy ¢ nhiét do 68°C, va md rong 1An cubi & nhiét do 68°C
trong 7 phut. Cac didu kién PCR dbi véi HuVL la nhu sau: Khéi dong ndng & nhiét dcf)
94°C trong 5 phut; 40 chu ky 20 gidy ¢ nhiét d6 94°C, 20 gidy & nhiét 49 52°C, 45 gidy
& nhiét do 68°C, va md rong 14n cudi & nhiét do 68°C trong 7 phut.

AAGCTT U(“CACCATGGA(JACTGG(JCTGL GCTGGC
rbHC.up , .

(SEQ ID NO: 103) e
TbHCL.do CCATIGGTGAGGGTGCCCGAG
(SEQ ID NO: 104) »
rbL.C.up

al Ve A q ) M ! T
(SEQ ID NO: 105) AAGCTTGCCACCATGGACAYGAGGGCCCCCACTC

~ tbLC.do CAGAGTRCTGCTGAGGTTGTAGGTAC
(SEQ ID NO: 106)
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BcPCR_FHLC leader.f
w ATGGACATGAGGGTCCCCGC
(SEQ ID NO: 107)
B¢PCR_huCkappa.rev
(SEQ ID NO: 108)

GATTTCAACTGCTCATCAGATGGC

- 8uL cua 50uLl dung dich PCR dugc nap trén 48 E-Gel 2% (Invitrogen G8008-.
02). Phan tmg PCR duong dugc lam sach bing cach st dung b kit NucleoSpin Extract
11 (Macherey&Nagel; 740609250) theo phuong phap cua nha san xudt va dugc rira giéiv
trong S0pL chit dém rira giai. TAt ca cac budce lam sach duoc thué"hién jtrén [‘é Hamilton

ML Starlet.
Biéu hién tai td hop khang thé don dong thé hoa tri hai

Pé biéu hién tai td hop khang thé don dong tho hda tri hai, san phim PCR ma
héa VH hodc VL duge tach dong dudi dang ADN bb sung vao cic vecto bidu hién bang
phuong phép tich dong phin nho (RS Haun et al., BioTechniques (1992) 13, 515-518;
MZ Li et al., Nature Methods (2007) 4, 251-256). Vecto bidu hién chira cat-xét biéu
hién bao gdm gen khéi diu 5' CMV bao gdm intron A, va trinh tu 3' BGH polyadenyl
hoa. Ngoai cat-xét biéu hién, cdc plasmit chira gbc sao chép thu duge tr pUCI18 va gen
beta-lactamaza mang lai tinh_khéng afnpi‘xilin dé khuéch dai piasmif trong E. coli. Ba
bién thé clia plasmit co ban dugce str dung: mot plasmif éhﬁa v1?1ﬁg hing Cﬁnh IgG tho
dugce thiét ké dé nhan vung VH trong khi hai plasmit b sung ch&a _Vﬁng hénvg dinh kappa

LC thé hodc ngudi dé nhan ving VL.

Plasmit bidu hién mach thing ma hoa viung hang dinh kappa hodc gama va cac

bibn thé xen vao & VL/VH dugc khuéch dai bang PCR st dung cac doan moi chong lap.

Céc san pham PCR da tinh sach dugc 4 voi T4 ADN-polymeraza ma tao ra cac

;3h§in nhé chudi don. Phan tmg duge dimg bang cach bd sung dCTP.

Trong budc tiép theo, plasmit va bién thé xen vao dugc két hop va duge 1 véi
recA ma cam tng su téi td hop dic hidu diém. Céc plasmit dé duge tai td hop dugc bién
nap vao E. coli. Ngay tiép theo, cac cum sinh truéng duge ldy va thtr nghiém ddi voi
plasmit tai td hop chinh xéc bang céch tao ra plasmit, phan tich han ché va giai trinh tu

ADN.
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Dé biéu hién khang thé, plasmit HC va LC dugc phan lap dugce ddng chuyén
nhifm thodng qua vao té bao HEK293 va phan dich ndi trén bé mit duoc thu hoach sau
1 tuan.

Tao ra vecto dé biéu hién khéang thé don dong tho hoa tri mot

D& biéu hién tai td hop céc tng vién duge chon lam khang thé don dong hoa tri
mot, Vl‘mg hing dinh cla tho cta tht ca chudi VH duoc chuyén héa thanh vung hing
dinh ctia nguoi dot bién phan phinh trong doan CH3. Péi v6i chudi VL ¢6 ngudn gde tlr
& bao B loai dai ctia thd, vung hing dinh C kappa cta tho dugc chuyén hoa thanh vang
ctia ngudi. 4uL ADN bo sung ctia céc Gng vién dugc chon dugce st dung d8 khuéch dai
vung bién d6i chudi ning va chudi nhe cua globulin mién dich v6i AccuPrime SuperMix
(Invitrogen 12344-040) ¢ thé tich cudi cang 12 50uL voi cde dean mdi xudi dic hidu ddi
vl peptlt tin hiéu va cac doan moi nguoc ddc hi¢u 601 véi ving C ”DR’J’ J ¢6 trinh tu
chong 14p (or dau 3”) (20 bp) ddng nhét véi ving hang dmh cua ngum (lan lll’O’I cua V H
va VL). Cac didu kién PCR dé khuéch dai chudi VH va chum VL 14 nhu sau: Khadi dong
néng & nhiét o 94°C trong 5 phat; 35 chu ky 20 gidy 6 nhiét do 94°C, 20 gidy ¢ nhiét
{40 68°C, 45 gidly & nhiét do 68°C, va md rong 1an cudi ¢ nhigt d6 68°C trong 7 phut.

Céc san phidm PCR ma héa VI hodc VL dugc tich dong duéi dang ADN bo sung
vao vecto biéu hiénv bing phuong phép tach dong phan nhé (RS Haun et éxl.,
BioTechniques (1992) 13, 515-518; MZ Li et 11 Nafure Methods (2007) 4, 251-256).
Céc vecto biéu hién chira cat-xét biéu hién bao g61n gen khéi ddu 5' CMV bao génﬁ
intron A, va trinh tu 3' BGH poly adeny! hoa. Ngoai cat-x¢ct biéu hién, céc‘plasmit chﬁ’é
gbc sao chép thu duge tir pUCI8 va gen beta-lactamaza mang lai tinh khang ampixilin
cho plasmit khuéch dai trong E. coli. Hai bién thé cua plasmit co ban duge st dung: mQt
plasmit chtra viing héng dinh TG ngudi duge thiét ké dé nhan chudi VH duoc khuéch

dai méi va plasmit thir hai chira viing hang dinh kappa LC aguoi dé nhén chudi VL.

Plasmit biéu hién mach thing ma hoa ving hang dirh kappa hodc gama va bién

thé xen vao & VL/VH duogc khuéch dai bang PCR sir dung doan mdi chdng l4p.

Céc san pham PCR da tinh sach dugc vai T4 ADN- polvmf‘raza ma tao ra phan

nhd chu01 don. Phan ing dugc dung bang cach bd sung dCTP.
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Trong budc tiép theo, plasmit va bién thé xen vao duoc két hop va duge 1 véi
recA ma cam ung su tai td hop dic hi¢u diém. Céc plasmit da dwge tai td hop duge bién
nap vao E. coli. Ngay tiép theo, cdc cym sinh truéng dugc lay va dugc thi nghiém dbi
vOi plasmit t4i t6 hop chinh xédc bang cach tao ra plasmit, phan tich han ché va giai trinh

tu ADN.
Vidu$5
Biéu hién thoz’mg qua ciia khang thé khang TR héa trj mjt

Khéng thé dugc tao ra in vivo trong té bao HEK293 duoc chuyén nhiém thoang
qua (c6 ngudn g tlr dong té bao 293 than phdi ngudi) duge canh truong trong moi
truong F17 (Invitrogen Corp.). Dé chuyén nhiém, chét phan ng chuyén nhiém "khong
chira 293" (Novagen) duoc st dung. Khéng thé va phan tir dugce cai bién dua trén khang
thé nhu duge md ta ¢ trén du’qc,biéu hién tur cac plasmit biéu hién riéng 1&. Budc chuyén
nhiém duogc thuc hién nhu dugce néu cu thé trong chi d2n cta nha san xuét. Phan dich
ndi trén bé mit nudi céy té bao chira protein tai td hop dugc thu hoach ba dén bay ngay
sau chuyén nhiém. Phan dich.néi trén bé mat duoc bao quan & nhiét do giam (vi du -

80°C) cho dén khi tinh sach.

Thong tin tdng quét vé su biéu hién tai td hop cua globulin mién dich ngudi trong,
vi du, té bao HEK 293 duoc néu trong: Meissner, P. etal., Biotechnol. Bioeng. 75 (2001)
197-203. |

Vidu 6
Tinh sach khang thé ciia thu thé transferrin mot nhanh ¢ cong suét cao

50mL ph?m dich ndi trén bé mat duge lam sach chtra khang thé mot nhanh trong
dfa c6 96 giéng sdu dugc nap trén 200uL cot MabSelectSuRe. Sau budc rira bang PBS
& do pH = 7,4, protein dugc rura giéi bing HCI 2,5mM bing cach st dung hé théng
Tecan/Atoll thu duge 0,5mL chat rira giai. Chét rira gidi duge trung hoa bing Tris 2M
do6 pH = 8. Céc protein da tinh sach dugc dinh luong bing céch st dung may do phd
khéi Nanodrop va duge xu ly bang CE-SDS trong didu kién bién tinh va khir va SEC
phan tich. D& thu duoc protein ¢6 df tinh khiét cao (>95%), mot ty 1€ 1on khang thé phai
dwoc tinh sach thém trén séc ky loai trir kich c& dé tach ra khoi nira khang thé, khang

thé phan phinh—phén phinh va céc thé két tu cao hon. Sau d6 500pL mau duoc phun trén
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Superdex200 10/300GL trong histidin 20mM chira NaCl 140mM do pH=16,0 bing cach
st dung Dionex UltiMate 3000. Phuong phap ndy cho phép cat phan doan 25-30
‘mAu/ngay va do d6 cho phép danh bong mot luong 1on cac két qua sang loc trong mo

hinh mdt nhanh. Cac doan dugc gép va phan tich mot 13n nita nhu duge mo ta & trén.
Vidu7
Nudi cdy té bao hCMEC/D3 dung cho thir nghiém che 1yen baa

- Madi truong va thanh phin bd sung ding cho hCMEC/D& \W€1(°161 B.B. et al.,
FASEB J. 19 (2005), 1872-1874) thu dugc tir Lonza. Cac té bao hCMEC/D3 (cly
chuyén 26-29) duoc nudi chy dé hop dong trén 14 kinh ddy (hién vi) hoge binh duge phu
colagen trong mdi trudng EBM2 chira FBS 2,5%, mot phén tu céc yéu t& sinh trudng
duge cung cip va duge bd sung ddy di duge cung cAp hydrocortison, gentamyxin va

axit ascorbic.

‘Béi voi tit ca tht nghiém Chuyén bao, thiét bi gai bd loc mang PET mat-do 10
cao (1x108 15/cm?) (0,4uM, dudng kinh 12mm) duge sir dung trong dia nuoi cy té bao
¢6 12 giéng. Thé tich moi trudng toi wu duge tinh 1a 400pL va 1600pL d6i voi khoang
dinh va khoang ddy bén, mot cach twong ung. Khoang dinh cua thiét bi gai bd loc duge
phud bing colagen dudi chuot cong I ( pg/cmz) sau do la ﬁbronectm (5pg/mL), mdi
lan 0 kéo dai 1 gid & nhiét do trong T ohono Céc te bao hCMEC/D3 dugc sinh truéng
thanh 16p don hgp dong (khoang 2x 105 té bao/cm2) trong thoi gian tir 10 dén 12 ngay
trong mdi truong EMB2. | - ' | -

Vi dlij |
Thir nghi¢m chuyén bao cac khéang thé héa tri mdt

Toan bd thtr nghiém dugc thye hién trong moi trudng EBM2 khong chira huyét
thanh ma theo mot cach khac ¢o thé duoc hoan nguyén nhu duge mé ta trong Vi du 1.
Thiét bi gai bo loc co cac té bao duoc u trén dinh v6i khang thé héa tri mét (ndng do:
2,67ug/mL) trong 1 gio & nhigt do 37°C, sau d6 toan bo moi trwdng dinh va day bén
duoc gom. T cdc gié tri nay, thong luong gian bao dugc tinh. Céc 16p don duge ria ¢
nhiét do trong phong trong moi truong khong chira huyét thanh trén dinh (400pL) va
day bén (1600uL) 3 x 3-5 phut. m&i. TAt ca cac chét rira duoc gom dé theo doi hiéu qua

loai bo khang thé khong gan ket. Mol truong duoc lam am tir trede duge bo sung vao
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khoang dinh va bo loc dugc chuyén dén dfa 12 giéng méi (duge phong bé qua dém béng
PRS chia BSA 1%) chtra 1600uL mdi truong duge lam 4m tir irwde. Tai thot diém nay,
cac té bao trén bd loc duoc lam tan trong 500uL chit dém RIPA dé xic dinh muc hép
thu khéng thé cu thé. Cac bo loc con lai duge ¢ ¢ nhiét do 37°C va cac mau duge gom
& céc thoi didm khac nhau dé xac dinh su giai phong & dinh va/hodc day bén cua khang
thé. Ham luong khang thé trong cic mau duge dinh luong bing cach sir dung ELISA
IgG do nhay cao (xem Vi du 3). Dbi véi ting thoi diém, dir lidu dugc tao ra tur ba moi

trudng nudi cdy té bao loc.
Vidu9
ELISA IgG nhay sau thir nghiém chuyén bao

Toan bd quy trinh dugc thuc hign ¢ nhiét d6 trong phong béng cach sur dung may
rira tuy ddng cho budce rua. Dia 384 giéng dugc phu bang 1ug/mL khang thé khang IgG
& nguoi/chudt nhat, dic hiéu Fey trong PBS & ndng do 30uL/ giéng trong 2 gidy sau d6 1a
1 gidrd trong PBS dém phong bé chira BSA 1% hoac CroteinC 1% cho thir nghi¢ém IgG
nguoi va chudt nhit, médt cach twong tng). Cac mau duogc pha lodng theo ddy tu thu
nghi€ém chuyén bao va cac ndng do chuin cua khang thé dugc st dung trong thir nghiém
chuyén bao dugc bd sung vao dia va dugc U trong 2 gio. Sau. bdn i4n ria, 50ng/mL
khang thé khang F(ab)2-Biotin ¢ ngudi/chudt nhit trong chat dém phong bé & ndng do
30pL/giéng dugc bd sung va duge U trong 2 gio nira. Sau 6 1an rtra, 50ng/mL (tht
nghlem hulgG) hodc 100ng/mL (thtt nghiém mlgG) Poly-HRP40-Streptavidin
(Fitzgerald; tronU PBS chia BSA 1% va Tween-20 0,05%) & ;OpL/gxeng duoc bd sung
va duoc u trong 30 phut. Sau 4 14n rira, pnuc mién dich dugc phat hién ra bang cach bd
sung co chét phat quang hoa hoc BM (Roche) ¢ 30 ul./giéng. Tin hiéu phat quang dugc
do bing cach st dung thiét bi doc dia phat quang va ndng do duoc tinh bang cach st
dung duong cong tiéu chuin duoc bién dbi thich hgp. B0 nhay cta thit nghiém nim

trong khoang tir 10pg/mL dén 10ng/mL.
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Vi du 10

X4y dung ban db epitep bing ELISA té bao cia cic té bae CHO duge chuyén
nhiém bing thé dot bién hTIR

Pé c6 thé xéac dinh ving epitop trén thu thé transferrin & ngirei (hTR), cdc dot
bién duge dua vao trinh tw hTfR & cdc vi tri, khi nhom axit amin tiép xuc bé mit ¢ cac
axit amin khac nhau trong trinh tw TfR cta chudt nhit da duge sip xép (xem Bang dudi
day), theo nguyén nhén cdn ban ma bét chip tinh tuong dbng v nghia gitta TIR ¢ nguoi
va chudt nhét (d6 déng nhit 77%), khong khang thé duge dinh hudng dén ph?m ngoat
bio nao da duoc biét ma cho thy tinh phan tmg chéo 6t gitta cé hai chat twong dong.
Viéc tach dong plasmit v6i dot bién tuong tmg dugc mo ta ¢ trén. Pé xay dung ban 4o
su gén két ctia chét gin két TR & ngudi voi cac epitop, t& bao CHO-K1 duge chuyén
nhlem fhoang qua v6i plasmit dugc md ta va mie gdn két khang thé dugc do trong
ELISA té bao. N6i mot cach ngan gon, 10* t€ bao duge dan trén dia Lrong mdi giéng cua
dia 96 gleng vao ngay trude ngay thi nghiém trong modi truong §inh ;ruo*ng birh 1hu0ng
(RPMI/F CS 10%). Mot ngay khac, moi trudng duge thay dbi thanh moi truong da khu
huyét thanh OPTI-MEM (Gibco), va 10pL hdn hgp cta 1200pL OPTI-MEM, 12pg
plasmit ADN va 12pL, chét phan tng chuyén nhiém XtremeGENE (Roche) dugce bd
sung vao cac giéng sau 30 phat u so bd. Cic té bao dugc U trong 2 ngay o nhiét do
37°C/7.5% CO», sau d6 mdi trudng duoc loai bo va khang thé TR dugc bd sung & céc
ndng d6 nam trong khoang tir InM dén 100nM trong mdi trudng sinh truéng, sau do u
2 gior ¢ nhiét do 4°C. Sau do, dung dich khéng thé dugc thay thé béng glutaraldehyt
0,05% trong PBS va cac té bao duoc ¢b dinh trong 15 phit & nhiét do trong phong, sau
d6 duoc rira hai 14n bang PBS va dugc u bang khang thé th cAp khang Fc nguoi lién
hop voi HRP (BioRad; 1:2000 trong chat phan (mg phong bé ELISA (Roche)) trong 1,5
gid & nhiét do trong phong. Tin hiéu duoc tao ra sau 3 lan ria béng PBS sir dung S0uL

TMB trong mdi giéng va mirc hép thu dugc do & 450nm.
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Plasmit # D6t bién trong hTfR
10188 | | -
18909 | . Thr518Asp/GIn520Lys/Phe521Ser/GIn524Arg
18910 Arg325Gln
18911 Ser355Ala/AQp3 56Arg/Lys358 Asn/Thr3 SQTle
18912 | Asp204Gln/Lys205Ser/Arg208Asn
18913 Lys574Gly/Glu575A1a/1ie577Thr/Glu578Gln

Ala19611e/GIn197Gly/Asn198Gln/Ser199Asn/Val200Met/Ile2
01Val/Ile202Thr/Val2031le/Asp204Val/Lys205GIn/Asn206Se

18914 1/Gly207 Asn/Arg208Gly/Leu209Asn/Val210Leu/Tyr211Asp/
Leu212Pro
18974 Asp245Glu/Tyr247Ser/Thr248Tyr/Pro249Ser
Vidu 11

Thir nghiém gin két dwa trén cong hwéng plasmon bé mijt d6i véi twong thc khang
thé-TfR & nguwoi

Thi nghiém gén két duoc tién hanh trén BlAcore B 4000 (GE Healthcare) duge
trang bi chip cam bién C1 (GE Healthcare, 6at no. BRlOOS 35) du’o:(: Xt 1y so bd voi
khang thé khang Fab nguoi (GE Healthcare, cat.no 28- 9583- 2*) sur dung quy trinh héa

két hop amin tidu chuin theo hudng din cua nha cung cap

Dbi véi cac phép do dong hoc, khang thé miu dugc gilt ¢ dinh 4p dung thoi gian
tiép xic 12 60 gidy va tbc do dong chéy la 10puL/phut trdng nude mubi dém phosphat c6
do pH =174, Tween 20 0,05% & nhiét d9 25°C. Thu thé transferrin & nguoi c6 dudi His6
t4i t& hop (R&D systems, cat.no 2474-TR-050) dugc dp dung & ndng do gia ting va tin
higu dugc theo doi theo thoi gian. Bién d thoi gian trung binh gilta 150 gidy thoi gian
két hop Va 600 gidy thoi gian phén ly o tbe do dong chav SOpL/phut duoc gh1 lai. Dt
licu ducyc bién ddi thich hop bing cich st dung md hinh lién két 1:1 (ddng nhlet

Langmulr).
Viduy 12

Nhan hoa mién VH va mién VL clia khang thé ctia thu thé khang transferrin chudt

va tho

Khang thé ctia thu thé khang transferrin khong phai cua ngudi dugc lam giong

nhu cia ngudi nhu sau: Dya trén ddc tinh cta trinh tu ma hoa va trinh ty axit amin bao
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gbm mién VH va mién VL cuta khang thé ctia thu thé khang transferrin khong phai clia
ngudi thudce 16p 1gG1 voi chudi nhe kappa, khéng thé cta thy thé khang transferrin duoc
lam gidng nhu clia ngudi twong tng duge tao ra bing CDR ghép dot bién nghich/thuan
dua trén t6 hop VH4 3 va VK1 _10 cua khung dong mam ngu&ﬁ d6i voi dong vo tinh

299.
Vidy 13
P‘hlr(mgvph'ép x4c dinh 4i lye ciia thy thé TfR & nguwoi/khi dAu ché
Trong vi du nay, phuong phap xac dinh 4i lyc cua thu thé transferrin & nguoi dé

so sanh hoat dong phén ly dugc néu so luoc.

Dbi véi toan bd phan tich, bd kit Biotin CAPture tir GE Healthcare (Instruction
28-9242-34 AB) dugc st dung. Trude tién, chip dugc hydrat hoa lai bﬁmg cach ndi né
trong cong cu BIAcore T200. Sau do, chip dugc dé yén véi chit dém van hanh qua dém.
Dé xay dung b& mat, chit phan tmg Biotin CAPture dugc pha l'oéng véity 1€ 1:100 trong
chit dém véan hanh (1xPBS, dugc bd sung NaCl 0,25M). Dung dich nay dugc phun trén
t& bao dong chay 1 dén 4 trong 360 gidy véi toc do dong chay 1a 2uL/phat. Tiép do, bé
mit cam bién duoc didu hoa vdi ba lan phun dung dich tai tao moi 1an mot phut duoce
cung cép trong bo kit Biotin CAPture. Budc nay phai duoc thue hién déi v6i quy trinh
ndi hodc ddi véi lan du tién hodc sau bao quan. Dung dich thu t_hé transferrin dugc
mono-biotinyl hoa 100nM lan luot ctia ngudi hodc khi dau cho6 nén dugc phun trén té
bao dong chay 2 trong 30 gidy & téc do dong chay 1a 10uL/phut. D& xac dinh &i luc, p
dung phun voi séu"né)ng do (500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625 va 0 nM). Ching duogc
phun trén “t& bao dong chay hu-TfR” (vi du, té bao dong chay 2 nhu dugc chuén bi nhu
duoc néu so luoc trén diy) voi thoi gian phun 1a 180 gidy (két hop) va tbc do dong chay
12 10ul/phat. Sau pha phéan ly 600 gidy, bé mit duoc tai tao theo chi din ctia nha san
xuét voi dung dich tai tao dugc cung cép trong bd kit Biotin CAPture va chu ky tiép

theo dugc tién hanh.

Dir lidu dong hoc duge ddnh gia bang cach st dung phan mém danh giad BIAcore
T200. Dic biét 12 hing s6 toc dd phan ly cta céac chét gin két thu thé transferrin & ngirdi

khéc nhau dugce xem xét sau khi 4p dung m6 hinh lién ket Langmuir 1:1.
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Vidu 14
Xép hang twong d6i B4000 sy phin ly cita thy thé transferrin & ngwdi/ khi diu ché

Chip cam bién CAP (dugc cung cép trong bo kit Biotin CAPture, series S #28-
920234 GE) dugc lip vao hé théng BIAcore B4000, duge chuan héa va xi ly theo céch
thily dong hoc, theo chi din cta nha san xuat. Trong chu k¥ thi nhét, chit phan tng
CAP (nhu dugc cung cip trong bd Kit) duoc chuyén dén diém 1, 2, 4 va 5 voi tde do
dong chdy la 10uL/phut trong 300 gidy. Viée bt thu thé transferrin & nguoi dién ra &
diém 1 (thu thé transferrin & nguoi-duge biotinyl hoa) va diém 5 (thu thé transferrin &
khi ddu cho-duge biotinyl hoa) voi tdc 46 dong chay 1a 10pL/phat va thoi gian ti ép xtic
la 30 gidy. Cac thu th dwoc pha lodng dén ndng d6 bang 50nM vdi chit dém van hanh
(1xPBS #28995084,GE Healthcare, dugc vd sung NaCl 0,25M). Khéng the & duoc phun
vao tht ca cac té bao dong chay ¢ diy nong do 1a 100nM, 50nM, 25nM va OnM trong
180 gidy & toc do dong chay 1a 30uL/phat. Théi gian phén ly duoc‘ thiét 1ap 1a 300 g1ay
VIGC t4i tao toan bd phirc hop tir chip CAP duoc thuc hién bang cch sit duno ding dlCh
tai tao duoc cung cip trong bo kit Biotin CAPture (120 gidy voi tbc do dong chay 1a
10uL/phat). Pé kidm soat ndng do protein hoat tinh, chu ky thir hai dugc thue hién ¢
didm 5 bing cach str dung protein A dugc biotinyl hoa (#P2165-2MG, Sigma) véi tbe
d6 dong chay la 10uL/phut va thoi gian tiép xtc 1a 30 gidy: Pidm 1 duoc dé trong trong
chu k¥ kiém soat nay. Khang thé va viéc tai tao duge xur Iy nhu trong chu ky 1. Dir liéu
dong hoc tuong dbi duoc tinh bang cach st dung phan mém dénh gia BlAcore B4000.
Mtc phéan ly tir thu thé transferrin ¢ ngudi duoce xac dinh dp dung k¥ thudt khép phan
ly 1:1.
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YEU CAU BAO HO

1. Khéng thé dugc 1am gidng nhu cta nguoi gan ket die hi€u vai thy thé transferrin ¢

ngudi, trong d6 khang thé nay chira

cac HVR cua SEQ ID NO: 66, 68 va 72 trong mién bién ddi chudi ning,

N\

va
cdc HVR cia SEQ ID NO: 75, 76 va 78 trong mién bién doi chudi nhe.

2. Khéng thé dugc 1am giong nhu ctia ngudi theo diém 1, bao gom mién bién ddi chudi

nang ctia SEQ ID NO: 24 va mién bién d6i chudi nhe ctia SEQ ID NC: 37.

3. Khéng thé dugc lam giong nhu ctia ngudi theo diém 1, trong d¢ khang thé dugc lam
gibng nhu cua ngudi gin két dac hiéu vai thu thé transferrin & ngudi va véi thu the
transferrin & khi dau ché.

4, Khz’mg thé dugc lam giong nhu cua ngu:{)’i theo diém L, trong do khéng thé duge lam

gibng nhu cua nguoi la khang thé da dic hicu c6 it nhat mot tinh dic hidu ghn két ddi
v6i1 thu thé transferrin & nguoi va it nhat mot tinh dic hiéu gan két aéi vai dich tri liéu.

5. Khang thé dugc 1am giong nhu ciia ngudi theo diém 4, trong d¢ khang thé dugc lam
gibng nhu cta nguoi bao gdm vi tri gdn két khang nguyén thir nhat gan két thu the
transferrin & ngudi va vi tri gan két khang nguyén tht hai gan két khang nguyén néo.

6. Khang thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi theo diém 5, trong do khang thé dugc lam
gidng nhu ctia nguoi 12 khang the déc hiéu kép bao gém:

1) vi tri gén két thir nhat gén két v6i thy thé transferrin & ngudi va bao Oom mién bién

d6i chudi ning ctia SEQ ID NO: 24 va mién bién ddi chudi nhe cia SEQ ID NO: 37,

-
<
o

11) vi i gin két thi hai

a) ofin két véi Abeta va bao gom mién blen doi chu01 ndng cua SFQ ‘D N O g1 Va mién

bién dbi chuéi nhe ctia SEQ ID NO: 32, hoaftc

b) ghn két v6i alpha-synuclein va bao oom mién bién d6i chudi nang cia SEQ ID NO:
83 v

men bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO 84, hoac
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¢) gan két véi alpha-synuclein va bao 2dm mién bién doi chuéi niing ctia SEQ ID NO:
85 va mién bién dbi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 86, hodc

d) gén két voi alpha-synuclein va bao gdm mién bién ddi chudi ning ctia SEQ ID NO:
87 va mién bién ddi chudi nhe cta SEQ ID NO: 88, hodc

¢) gin két v6i alpha-synuclein va bao gbém mién bién dbi chudi ning ciia SEQ ID NO:
91 va mién bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 92, hodc

f) gn két véi alpha-synuclein va bao gdm mién bién doi chudi ning cla SEQ ID NO:
89 va mién bién dbi chudi nhe ciia SEQ ID NO: 90, hodc

o) gin két véi alpha-synuclein va bao gbm mién bién dbi chudi ning ctia SEQ ID NO:
93 va mién bién dbi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 94, hodc

h) gén két véi CD20 va bao gdm mién bién doi chudi nang ctia SEQ ID NO: 79 va mién
bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 80. | o

7. Khéng thé duoc lam gidng nhu ctia nguoi theo diém 1 trong do kbang thé dugc lam
gidng nhu cia nguoi la '

a) khéng thé c6 do dai ddy du ctia phan 16p IgG1 & ngudi, hode

b) khang thé c6 do dai day du ctia phan 16p IgG4 & ngudi, hodic

¢) khéang thé c6 do dai ddy du cia phan 16p IgG1 & ngudi voi cac dot bién1L.234A, L235A
va P329G,

d) khang thé c6 d6 dai ddy du cta phan 16p IgG4 ¢ nguoi vdi cac dot bién $228P, L235E
va tiy y 1a P329G,

e) khang thé c6 do dai day du cuia phan 16p IgG1 & ngudi voi cde dot blen L234A,L235A
va P329G trong ca hai chudi ning va cic dot bién T366W va ¢ 354C trong mot chudi
ning va cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va Y349C trong chudi ning con lai tuong
(g, hodc - ’ | -

f) khang thé c6 do dai ddy du cta phén 16p I[gG4 ¢ ngudi v6i cac dot bién $228P, L235E
va tiy ¥ 14 P329G trong cé hai chudi nang va céc dot bién T366W va §354C trong mot
chudi ning va cac dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C trong chudi nang con ai

trong ung.
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8. Khang thé dugc lam gidng nhu cua nguoi theo diém 1, trong d6 khang thé duogc lam

giong nhu cua nguoi bao gom:

i) viing Fc homodime ctia phan 16p IgG1 & ngudi tuy ¥ 1a véi cac dot bién P329G, 1L.234A
va L235A, hodc

i) ving Fc homodime cua phan 16p IgG4 & ngudi tuy ¥ 1a v&i cac dot bién P329G,

S228P va L235E, hodc
iii) ving Fc homodime trong do:

a) mot polypeptit clia ving Fc chira dot bién T366W, va polypeptit cha Vanry Fc con 1a1
chira cac dot bién T366S, L368A va Y407V, hoac

b) mot polypeptit cua ving Fe chira cac dot bién T366W va Y349C, va polypeptit cua
ving Fc con lai chita cac dot bién T3668S, L368A, Y407V va S354C, hodc

) mot polypeput cua vung Fc chua cac dot bién T366W va S354C va polypepm cua
vang Fc con lai chira cdc dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C,

hodc

iv) ving Fc heterodime ctia phan 16p 1gG4 ¢ ngudi trong do cé hai polypeptit cia ving

Fc déu chia céc dot bién P329G, 1.234A va L235A va

a) mdt polypeptit ciia ving Fc chira dot bién T366W, va polypeptit ctia viing Fc con lai
chura cac dot bién T366S, L368A va Y407V, hodc

b) mot polypeptit clia ving Fc chira cac dnt bién T366W va ¥Y349C, va poiypeptlt cla
vung Fc con 1a1 chira cac dot bién T366S, L368A, Y407V, va 5354C, hodc

c) mot polypeptit cua ving Fc chira cdc dot bién T366W va 5354C, va poivpeptlt cua
ving Fc con lai chira cdc dot bién T3668, L368A, Y407V va Y349C,

hoédc

v) ving Fc heterodime cua phan 16p [gG4 ¢ nguoi trong d6 cé4 hai polypenptit clia viing

Fc déu chira cac dot bién P329G, S228P va L235E va

&) mot polypeptit ciia ving Fc chira dot bién T366W, va polypeptit ctia viing Fc con lai
chtra c4c dot bién T366S, L368A va Y407V, hodc
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b) mot polypeptit ciia viung Fe chira cac dot bién T366W va Y349C, va polypeptit clia
vung Fc con lai chira cac dot bién T3668S, L368A, Y407V, va S354C, hodc

¢) mot polypeptit ciia viing Fc chira cdc dot bién T366W va S354C, va polypeptit cia
vung Fc ¢on lai chtra cac dot bién T366S, L368A, Y407V va Y349C.

9. Duoc phim chtta khéng thé dugc lam giéng nhu cua ngudi theo diém 1 va chét mang

dugc dung.
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<110> F. Hoffmann-La Roche AG

<120> KHANG THE PUQC LAM GIONG NHU CUA NGUOI GAN KET DPAC HIEU VOI THU THE
TRANSFERRIN & NGUOI VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
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<151> 2015-06-24

<150> EP15176084.0
<151> 2015-07-09

<160> 97

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 122
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 1

Gln Ser Met Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15

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

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
50 55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Asp Leu Lys Tle Thr
65 70 75 80

Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Tyr
85 90 95

Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Asn Gly Phe Asp Pro Trp

100 105 110
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Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 2
<211> 122
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> mAb khang TfR 567 VH (=h299 VH bazo dugc lam gibéng nhu ctua ngudi)

<400> 2

Gln Ser Met Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15

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

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
50 55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr
65 70 75 80

Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Tyr
85 90 95

Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Asn Gly Phe Asp Pro Trp
100 105 110

Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 3
<211> 124
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> 299-001 bién thé duoc lam gibng nhu cta ngudi VH

<400> 3
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Val Gln

Leu Arg

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Phe
65

Met Asn

Arg Tyr

Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Gly Tyr
50

32611

Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro Gly

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser
20 25 30

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

Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val
55 60

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75

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

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

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

4

125

PRT

Trinh ty nhan tao

299-002 bién thé dugc lam gibng nhu cia ngudi VH

4

Gln Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro
5 10

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser
20 25 30

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

Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser
55 60

-146-

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Ser

Ala

Gly

Gly

Gln

80

Arg

Asp

Gly Gly

15

Ser Tyr

Trp Val

Val Lys



Gly Arg
65

Gln Met

Arg Arg

Asp Pro

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

<220>
<223>

<400>
Gln Ser

1

Leu Arg

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Phe
65

Met Asn

Arg Tyr

Phe

Asn

Tyr

Trp
115

5
124
PRT

Thr

Ser

Gly

100

Gly

Trinh tu

299-005 bién thé

Met

Leu

Trp

35

Trp

Thr

Ser

Gly

Glu

Ser

20

Val

Ser

Ile

Leu

Thr
100

Ile

Leu

85

Thr

Gln

Ser Arg

70

Arg Ala

Ser Tyr

Gly Thr

nhan tao

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Arg

85

Ser

Thr Gly

Ala Ala

Gln Ala

Gly Ser

55

Arg Asp

Ala Glu

Tyr Pro

32611

Asp

Glu

Pro

Leu
120

Gly

Ser

Pro

40

Thr

Asn

Asp

Asp

-147-

Asn

Asp

Asp

105

Val

Gly

Gly

25

Gly

Asp

Ser

Thr

Tyr
105

Ser

Thr

90

Tyr

Thr

Leu

10

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

90

Gly

Lys

75

Ala

Gly

Val

Ile

Ser

Gly

Ala

Asn

75

Val

Asp

Asn

Val

Asp

Ser

Gln

Leu

Leu

Asp

60

Thr

Tyr

Ala

Thr

Tyr

Ala

Ser
125

Pro

Ser

Glu

45

Ser

Leu

Tyr

Asn

Leu

Tyr

Asn
110

duoc lam gidng nhu cua ngudi VH

Gly

Ser

30

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly
110

Tyr

Leu
80

Cys Ala

Gly

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Phe

Ser

Ala

Gly

Gly

Gln

80

Arg

Asp



32611

Pro Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln
1

Leu

Tyr

Arg

Met

Arg

Pro

Gln

Ser

Ile

50

Phe

Asn

Tyr

Trp

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

<220>
<223>

<400>

115

6
124
PRT

Trinh tu nhan tao

299-006 bién thé

6

Leu

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

Gly

115

7
124
PRT

vVal

Ser

20

Val

Ser

Ile

Leu

Thr

100

Gln

Trinh tu

Glu Thr

Cys Ala

Arg Gln

Gly Gly

Ser Arg

70

Arg Ala
85

Ser Tyr

Gly Thr

nhédn tao

120

duoc lam gibdng nhu cua ngudi VH

Gly

Ala

Ala

Ser

55

Asp

Glu

Pro

Leu

Gly

Ser

Pro

40

Thr

Asn

Asp

Asp

Val
120

Gly

Gly

25

Gly

Asp

Ser

Thr

Tyr

105

Thr

Leu

10

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

90

Gly

vVal

Ile

Gly

Ala

Asn

75

Val

Asp

Ser

Gln

Leu

Leu

Asp

Thr

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

Glu

45

Ser

Leu

Asn

Gly

Ser

30

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly
110

Gly Ser
15

Tyr Ala

Ile Gly

Lys Gly

Leu Gln
80

Ala Arg
95

Phe Asp

299-007 bién théd duoc lam gidng nhu cla ngudi VH_DANG

7

-148-



Gln Gln

Leu Arg

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Phe

Met Asn

Arg Tyr

Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>

Gln Gln
1

Leu Arg

Met Ser

Tyr Ile
50

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val
35

Trp Ser

Thr Ile

Ser Leu

Gly Thr
100

Gly Gln
115

8

122

PRT
Trinh tu

32611

=
=
)

Glu Thr Gly Gly Gly Leu
5 10

Gln Pro Gly

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser
25 30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala
55 60 '

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhén tao

299-008 bién thé dugc lam giéng nhu cua ngudi VH

8

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val
35

Trp Ser

Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro Gly
5 10

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Ser

Ala

Gly

Gly

Gln

80

Arg

Asp

Gly Ser

15

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr Ala

25 30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

40 45

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly

55 60

-149-



Arg Phe
65

Ser Leu

Gly Thr

Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

Gln Gln

1

Leu Arg

Met Ser

Tyr Ile

50

Arg Phe

Met Asn

Arg Tyr

Thr

Arg

Ser

Gly
115

9
124
PRT

Ile

Ala

Tyr

100

Thr

Trinh tu

299-009 bién thé

Leu

Leu

Trp

35

Trp

Thr

Ser

Gly

Leu

Ser

20

Val

Ser

Ile

Leu

Thr
100

Ser

Glu

85

Pro

Leu

Lys Thr

70

Asp Thr

Asp Tyr

Val Thr

nhdn tao

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Arg

85

Ser

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

Gly Ser

55

Arg Asp
70

Ala Glu

Tyr Pro

32611

Ser Thr

Ala Val

Gly Asp

105

Val Ser
120

Gly Gly
Ser Gly

25

Pro Gly

40

Thr Asp

Asn Ser

Asp Thr

Asp Tyr
105

-150-

Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn

75

80

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Tyr

90

95

Ala Asn Gly Phe Asp Pro Trp

Ser

Leu

10

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

90

Gly

Val

Thr

Gly

Ala

Asn

75

Val

Asp

Gln

Phe

Leu

Asp

Thr

Tyr

Ala

Pro

Ser

Glu

45

Ser

Leu

Tyr

Asn

110

Gly

Ser

30

Trp

Val

Tyr

Cys

Gly
110

duoc lam gibng nhu cua ngudi VH_DANG

Gly Ser
15

Tyr Ala

Val Gly

Lys Gly

Leu Gln
80

Ala Lys
95

Phe Asp



32611

Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 10
<211> 124

<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> 299-009 bién thé& duoc lam gidng nhu cta ngudi VH_DASG

<400> 10
Gln Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser

1 5 10 15

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

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

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
50 55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys

Arg Tyr Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Ser Gly Phe Asp

100 105 110

Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 11
<211> 124
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> 299-009 bién thd& dugc lam gidng nhu cha ngudi VH_DAQG

<400> 11

-151-



Gln Gln

Leu Arg

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Phe
65

Met Asn

Arg Tyr

Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>

Leu Leu

Leu Ser
20

Trp Val

Trp Ser

Thr Ile

Ser Leu

Gly Thr
100

Gly Gln
115

12
124
PRT
Trinh tu

32611

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser
25 30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser vVal
55 60

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Gln Gly
105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhédn tao

299-011 bién thé duoc lam gibéng nhu cta ngudi VH

12

Gly

15

Val

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Ser

Ala

Gly

Gly

Gln

80

Lys

Asp

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

1

5 10

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser

20

25 30

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

35

40 45

-152-

15

Tyr Ala

val Gly



Tyr Ile
50

Arg Phe
65

Met Asn

Arg Tyr

Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val

1

Thr Leu

Ala Met

Gly Tyr

Ser Arg

65

Lys Leu

Arg Arg

Trp Ser

Thr Ile

Ser Leu

Gly Thr
100

Gly Gln
115

13
125
PRT
Trinh tu

32611

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Asp Ser Val
55 60

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhan tao

299-012 bién thé dugc lam gidng nhu cta ngudi VH

13

Gln Leu

Ser Leu
20

Ser Trp

35

Ile Trp

Val Thr

Ser Ser

Tyr Gly
100

Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro

Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser
25 30

Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
40 45

Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Pro Ser

Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
70 75

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90

Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Asn
105 110

-153-

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Gly
Gln
80

Arg

Asp

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Phe



32611

Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Thr Leu

Ala Met

Gly Tyr

Ser Arg
65

Lys Leu

Arg Arg

Asp Pro

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

<220>
<223>

115

14
125
PRT

Trinh tu nhdn tao

299-013 bién

14

Gln

Ser

Ser

35

Ile

Val

Ser

Tyr

Trp

115

15
124
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Gly

Trinh tu

Gln

5

Thr

Ile

Ser

Ile

val

85

Thr

Gln

thé

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Thr

Ser

Gly

120

125

duoc lam gidng nhu cua ngudi VH

Ser Gly

Thr Val

Gln Pro

40

Gly Ser

55

Val Asp

Ala Ala

Tyr Pro

Thr Leu
120

nhén tao

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Asp

105

Val

Gly Leu
10

Gly Phe

Gly Lys

Asp Tyr

Ser Lys

75

Thr Ala
90

Tyr Gly

Thr Val

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Asp

Ser

Lys

Leu

Leu
45

Pro S

Gln

Tyr

Ala

Ser
125

Pro

Ser

30

Glu

Val

Tyr

Asn
110

299-015 bién th& duoc lam gibng nhu ctia ngudi VH

-154-

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

Gly

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Phe



<400>

15

Gln Gln Leu

1

Leu

Met

Tyr

Ser

Ile

© 50

Arg

65

Leu

Arg

Pro

Val

Ser

Tyr

Trp

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Trp
35

Trp

Thr

Ser

Gly

Gly

115

16
124
PRT

Trinh tu nhén tao

Gln

Thr

20

val

Ser

Ile

Val

Thr

100

Gln

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Thr

85

Ser

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

Val

70

Ala

Tyr

Thr

Gly

Val

Pro

Ser

55

Asp

Ala

Pro

Leu

32611

Pro

Ser

Pro

40

Thr

Thr

Asp

Asp

Val
120

Gly

Gly

25

Gly

Asp

Ser

Thr

Tyr

105

Thr

Leu

10

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

90

Gly

Val

Val

Ser

Gly

Asn

Asn

75

Val

Asp

Ser

Lys

Leu

Leu

Pro

60

Gln

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

Glu

45

Ser

val

Tyr

Asn

Ser

Ser

30

Trp

Leu

Ser

Cys

Gly
110

299-016 bién th& dugc lam gibéng nhu ctua ngudi VH

16

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

1

5

10

Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser

20

25

Met Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35

40

-155-

45

Ser

Ser
30

Trp

Glu

15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Thr

Ala

Gly

Ser

Lys

80

Arg

Asp

Glu Thr

15

Tyr Ala

Ile Gly



Tyr Ile
50

Arg Val
65

Leu Ser

Arg Tyr

Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>
Gln Gln

1

Leu Ser

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Val
65

Leu Ser

Arg Tyr

Trp Ser

Thr Ile

Ser Val

Gly Thr
100

Gly Pro
115

17

124

PRT
Trinh tu

32611

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu
55 60

Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val Ser
70 75

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhdn tao

299-017 bién thé dugc lam gidng nhu cta nguoi VH

17

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Val

Trp Ser

Thr Ile

Ser Val

Gly Thr
100

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser

Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser
25 30

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Pro Ser Leu
55 60

Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val Ser

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

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

-156-

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Glu
15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Lys
80

Arg

Asp

Thr

Ala

Gly

Ser

Lys

Arg

Asp



32611

Pro Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Thr Leu

Ala Met

Gly Tyr
50

Ser Arg
65

Lys Leu

Arg Arg

Asp Pro

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

<220>
<223>

115

18
125
PRT

Trinh tu nhan tao

299-018 bién

18

Gln

Ser
35

Ile

Val

Ser

Tyr

Trp

115

19
124
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Gly

100

Gly

Trinh tu

Gln

Thr

Ile

Ser

Ile

Val

85

Thr

Gln

nhén tao

thé

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Thr

Ser

Gly

120

duoc lam giéng nhu clia ngudi VH

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Val

Ala

Tyr

Thr

Gly

Val

His

40

Ser

Asp

Ala

Pro

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Asp

105

Val

Gly Leu
10

Gly Phe

Gly Lys

Asp Tyr

Ser Lys

75

Thr Ala
90

Tyr Gly

Thr Val

Val

Ser

Gly

Ala

60

Asn

Val

Asp

Ser

Lys

Leu

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Ala

sSer
125

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Asn
110

299-019 bién thé ducc lam gidng nhu cua ngudi VH

-157-

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Gly

Gln

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Phe



<400>

Gln

Leu

Met

Tyr

Arg

Leu

Arg

Pro

Ser

Ser

Ser

Ile

50

vVal

Ser

Tyr

Trp

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

<220>
<223>

<400>

19

Met

Leu

Trp

35

Trp

Thr

Ser

Gly

Gly

115

20
124
PRT

Gln

Thr

20

Ile

Ser

Ile

Val

Thr

100

Gln

Trinh tu

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Thr

85

Ser

Gly

nhédn tao

Ser

Thr

Gln

Gly

Val

70

Ala

Tyr

Thr

Gly

Val

His

Ser

55

Asp

Ala

Pro

Leu

32611

Pro

Ser

Pro

40

Thr

Thr

Asp

Asp

Val
120

Gly

Gly

25

Gly

Asp

Ser

Thr

Tyr

105

Thr

Leu

10

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

90

Gly

Val

Val

Ser

Gly

Ala

Asn

75

Val

Asp

Ser

Lys

Leu

Leu

Pro

60

Gln

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

Glu

45

Ser

Phe

Tyr

Asn

Ser

Ser

30

Trp

Leu

Ser

Cys

Gly
110

299-020 bién thé dugc lam gidng nhu ctua ngudi VH

20

Gln Ser Met Gln Glu Ser Gly Pro Gly

1

Leu Ser Leu Thr

20

Met Ser Trp Ile

35

5

Cys Thr Val Ser Gly

25

Arg Gln His Pro Gly

40

-158-

Leu Val Lys Pro

10

Phe Ser Leu Ser

Lys Gly Leu Glu

45

Ser

Ser
30

Trp

Gln

15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Thr

Ala

Gly

Ser

Lys

80

Arg

Asp

Gln Thr

15

Tyr

Ile

Ala

Gly



Tyr Ile
50

Arg Val
65

Leu Ser

Arg Tyr

Pro Trp

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

<220>
<223>

<400>
Gln Ser

1

Leu Ser

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Val
65

Leu Ser

Arg Tyr

Trp Ser

Thr Ile

Ser Val

Gly Thr
100

Gly Gln
115

21
124
PRT
Trinh tu

32611

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Pro Ser Leu
55 60

Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val Ser
70 75

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhé&n tao

299-021 bién thé& duoc lam gibéng nhu cua ngudi VH

21

Met Gln

Leu Thr
20

Trp Ile

35

Trp Ser

Thr Ile

Ser Val

Gly Thr
100

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser

Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser
2 30

Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala
55 60

Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val Ser
70 75

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

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

-159-

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Gln
15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Ser

Lys

80

Arg

Asp

Thr

Ala

Gly

Ser

Lys

80

Arg

Asp



32611

Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>
Gln Ser

1

Leu Ser

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Val
65

Leu Ser

Arg Tyr

Pro Trp

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

<220>
<223>

115

22
124
PRT
Trinh tw

nhdn tao

299-022 bién thé

22

Met Gln

Leu Thr
20

Trp Val
35

Trp Ser

Thr Ile

Ser Val

Gly Thr
100

Gly Gln
115

23

122

PRT
Trinh tu

Glu Ser

Cys Thr

Arg Gln

Gly Gly

Ser Val

70

Thr Ala
85

Ser Tyr

Gly Thr

nhé&n tao

120

duoc lam gibng nhu cta ngudi VH

Gly

Val

His

Ser

55

Asp

Ala

Pro

Leu

Pro

Ser

Pro

40

Thr

Thr

Asp

vVal
120

Gly

Gly

25

Gly

Asp

Ser

Thr

Tyr

105

Thr

Leu
10

Phe

Tyr

Lys

Ala

90

Gly

Val

vVal

Ser

Gly

Ala

Asn

75

Val

Asp

Ser

Lys

Leu

Leu

Ser

60

Gln

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

Glu

45

Trp

Val

Tyr

Asn

Ser

Ser

30

Trp

Ala

Ser

Cys

Gly
110

Gln

15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

95

Phe

Thr

Ala

Gly

Ser

Lys

80

Arg

Asp

299-023 bién thé duoc lam gibng nhu cta ngudi VH_DANG

-160-



<400>
Gln Ser
1

Leu Ser

Met Ser

Tyr Ile
50

Arg Val
65

Ser Val

Gly Thr

Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

23

Met Gln

Leu Thr
20

Trp Ile

Trp Ser

Thr Ile

Thr Ala

Ser Tyr
100

Gly Thr
115

24
122
PRT
Trinh tu

32611

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser

Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser
25 30

Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala
55 60

Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Ser Leu Lys
70 75

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
85 90

Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Asn Gly Phe Asp
105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhén tao

Gln

15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Arg

95

Pro

Thr

Ala

Gly

Ser

Ser

80

Tyr

Trp

299-023 bién thé duoc lam gidng nhu clha ngudl VH_DASG

24

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

1

5 10

15

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

20

25 30

Met Ser Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

35

40 45

-161-



Tyr Ile
50

Arg Val
65

Ser Val

Gly Thr

Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>
Gln Ser

1

Leu Ser
Met Ser
Tyr Ile

50
Arg Val

Ser Val

Gly Thr

Trp Ser

Thr Ile

Thr Ala

Ser Tyr
100

Gly Thr
115

25
122
PRT
Trinh tu

299-023 bién thé

25

Met Gln

Leu Thr
20

Trp Ile

35

Trp Ser

Thr Ile

Thr Ala

Ser Tyr
100

32611

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala
55 60

Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Ser Leu Lys
70 75

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
85 90

Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Ser Gly Phe Asp
105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
120

nhé&n tao

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser

Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser
25 30

Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
40 45

Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala
55 60

Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Ser Leu Lys
70 75

Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
85 90

Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Gln Gly Phe Asp
105 110

-162-

Lys

Leu

Arg

Pro

duoc lam gidng nhu cla ngudi VH_DAQG

Gln

15

Tyr

Ile

Lys

Leu

Arg

95

Pro

Ser

Ser

80

Tyr

Trp

Thr

Ala

Gly

Ser

Ser

80

Tyr

Trp



32611

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 26
<211> 110

<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 26

Ala Tyr Asp Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Glu Val Ala Val Gly

Gly Thr Val Thr Ile Lys Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Arg Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Ser Ser Arg Phe Lys Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Gly Val Glu Cys

Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Cys Tyr Ser Ser Ser Asn
85 90 95

vVal Asp Asn Thr Phe Gly Gly Gly Thr Glu Val Val Val Lys
100 105 110

<210> 27

<211> 110

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> mAb khang TfR 567 VL (=299 VL_bazo dugc lam giéng nhu cta ngudi)

<400> 27

Ala Tyr Asp Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Glu Val Ala Val Gly
1 5 10 15

-163-



Gly Thr

Leu Ser

Tyr Arg

Ser Gly
65

Ala Asp

Val Asp

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

<220>
223>

<400>
Ala Tyr

1

Gly Thr

Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Ala Asp

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Ala Ala

Asn Thr
100

28
110
PRT
Trinh tu

567 bién

28

Asp Met

Val Thr

20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Ala Ala

32611

Ile Lys Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile
25

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Arg Pro Lys
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Ser Ser Arg
55 60

Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Gly
70 75

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Glu Val Val Val
105

nhén tao

Ser
30

Leu

Phe

Ser

Lys
110

Ser

Leu

Lys

Glu

Ser
95

thd duoc lam gidng nhu ctia ngudi VL_PNYA

Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Glu Val

Ile Lys Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile
25

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Arg Pro Lys
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Ser Ser Arg
55 60

Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Gly
70 75

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Tyr Ala
85 90

-164-

Ala

Ser

30

Leu

Phe

vVal

Ser

Val

15

Ser

Leu

Lys

Glu

Ser
95

Tyr

Ile

Gly

Ser

80

Asn

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn



32611

Val Asp Asn Thr Phe Gly Gly Gly Thr Glu Val Vval Val Lys
100 105 110

<210> 29
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> 299-001 biédn thé duoc lam gidng nhu ctua nguoi VL

<400> 29
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

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

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

Tyr Arg Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly vVal Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Ser Asn
85 90 95

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

<210> 30
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> 299-002 bién thé dugc lam gidéng nhu cta ngudi VL _SYS

<400> 30

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

-165-



Asp Arg

Leu Asn

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

Ala Tyr
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Val Thr
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

31
110
PRT
Trinh tu

32611

TIle Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
70 75

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

nhan tao

299-003 bién thd duoc lam gibéng nhu cta ngudi VL

31

Gln Met

Val Thr

20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
70 75

-166-

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Val

15

Leu

Ser

Gln

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>
Ala Tyr

1

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

Phe Ala

Asn Thr
100

32
110
PRT
Trinh tu

32611

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Ser Asn

85

90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

nhan tao

299-004 bién thé

32

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

33
110
PRT
Trinh tu

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp

Thr Tyr

85

Phe Gly

nhé&n tao

105

110

duoc lam gibéng nhu cua ngudi VL

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Gly Thr
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Leu

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ile

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Lys
110

299-005 bién thé& dugc lam gibéng nhu cta ngudi VL

33

-167-

95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn



Asp Ile

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ile
1

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

34

110

PRT
Trinh tu

32611

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

nhé&n tao

vVal

15

Ser

Leu

Gln

Ser
95

Gly

Tyr

Ile

Pro
80

Asn

299-006 bién thé& dugc lam gidbng nhu cia ngudi VL_SYS

34

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
70 75

-168-

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>
Ala TIle

1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

Phe Ala

32611

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Ser Asn

85

90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

Asn Thr
100
35
110
PRT
Trinh ty nhan tao
299-007 bién

35

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

36
110
PRT
Trinh tu

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Phe Gly

nhan tao

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

105

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly
Thr Leu

Cys Gln

Gly Thr
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ile

110

thé duoc lam gidéng nhu cua ngudi VL

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Lys
110

299-008 bién thé duoc lam gibng nhu cla ngudi VL

-169-

95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn



<400>
Ala Tyr
1

Asp Arg
Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg
50

36

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

37
110
PRT
Trinh tu

32611

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
70 75

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

nhan tao

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

299-009 bién thd dugc lam gidng nhu cta ngudi VL_NYA

37

Gln Leu

val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

-170-

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn

Gly

Tyr

Ile

Gly



Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>
Ala Ile

1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

38

110

PRT
Trinh tu

32611

Thr Asp Phe Thr Leu

70

Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

Phe Gly Gly Gly Thr

nhdn tao

299-009 bién thé

38

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

39
110
PRT
Trinh tu

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Phe Gly

nhén tao

105

Thr Ile Ser Ser Leu

75

Gln Asn Tyr Ala Ser

90

Lys Val Glu Ile Lys

110

Gln

Pro
80

Ser Asn

95

duoc lam gibdng nhu cua ngudi VL _SYA

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Pro Ser

Arg Ala

25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Gly Thr
105

-171-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ala

Ile

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Lys
110

Val

15

Ser

Leu

Gln

Ser
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn



<223>
<400>
Ala Ile

1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg
50

32611

299-009 bién thé duogc lam gidng nhu cta ngudi VL_NYS

39

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

40
110
PRT
Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Tyr Ser Ser
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

nhan tao

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

299-009 bién thé dugc lam gidng nhu cta ngudi VL_GYS

40

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

-172-

Val
15

Ser

Leu I

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn

Gly

Tyr

Gly



Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

vVal Asp

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

Phe Ala

Asn Thr
100

41
110
PRT
Trinh tu

32611

Thr Asp Phe Thr Leu

70

Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

Phe Gly Gly Gly Thr

nhédn tao

299-009 bién thé

41

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Asn Thr
100

42

110

PRT
Trinh tu

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Thr Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Phe Gly

nhan tao

105

Thr

Ile Ser Ser

75

Gln Gly Tyr Ser

90

Lys Val Glu Ile

Leu Gln Pro

80

Ser Ser Asn

Lys
110

95

duogc lam gidng nhu cha ngudoi VL _CYS

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly Thr

105

-173-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Cys

Val

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Glu

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ile

Ser

Ser

30

Phe

Leu

Ser

Lys
110

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn



<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Arg
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

32611

299-010 bidn thé duoc lam gidng nhu cua ngudi VL

42

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Asn

43
110
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr
100

Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
70 75

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

nhan tao

vVal

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

299-012 biédn théd duoc lam gibéng nhu cua ngudi VL_HYS

43

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

1

5 10

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

20

25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

35

40 45

-174-

Val
15

Ser

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Asn

Tyr

Ile



Tyr

Ser

65

Glu

Val

Arg Ala

50

Arg Ser

Asp Phe

Asp Asn

<210> 44
<211> 110
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 44

Asp

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

vVal

Ile Val

Arg Ala

Ser Trp

35

Arg Ala

50

Gly Ser

Asp Val

Asp Asn

<210> 45
<211> 110

Ser

Gly

Ala

Thr
100

Trinh tu

Met

Thr

20

Ser

Gly

Ala

Thr
100

Thr

Thr

Thr

85

Phe

nhdn tao

Thr

Ile

Gln

Thr

Val
85

Phe

Leu

Asp

Tyr

Gly

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gly

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Ser

Cys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

32611

Ser

Thr

Cys

Gly

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

-175-

Gly

Leu

Gln

Thr
105

Asp

Ser

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr
105

Val

Thr

Gln

90

Lys

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Lys

Pro

Ile

75

His

Val

Leu

Gln

Arg

Pro

Ile

75

Ser

Val

Ser

60

Ser

Tyr

Glu

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Glu

Arg

Ser

Ser

Ile

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ile

Leu

Ser

Lys
110

299-014 bién thé duogc lam gidng nhu cua ngudi VL

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Lys
110

Ser Gly

Gln Pro
80

Ser Asn
95

Leu Gly
15

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ala

80

Ser Asn
95



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Glu Arg

Leu Ile

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Asp

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

<220>
<223>

<400>

Ala Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

PRT
Trinh tu

32611

nhédn tao

299-015 bién thé dugc lam gidng nhu cha ngudi VL AYS

45

Val Met

Ala Thr
20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Val Ala

Asn Thr
100

46
110
PRT
Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser

Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu
40 45

Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
70 75

Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Tyr Ser Ser
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

nhé&n tao

Leu

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

299-017 bién thé& dugc lam gibng nhu cta ngudi VL_TYS

46

Gln Leu

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser
5 10

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

-176-

Val
15

Ser

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

80

Asn

Gly

Tyr

Ile



Tyr

Ser

65

Glu

Val

Arg Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

Asp Asn

<210> 47
<211> 119
<212> PRT

<213>

<400> 47

Glu
1

Ser

Tyr

Gln

65

Leu

Val

Thr

Val Gln
Val Lys
Ile His
35

Arg Ile
50

Val Lys
Gln Leu

Arg Asp

Thr Leu
115

Ser

Gly

Ala

Thr
100

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr
100

Thr

Thr

Thr

Thr

85

Phe

Mus musculus

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Val

Leu

Asp

Tyr

Gly

Gln

Cys

Ile

Ala

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Ser

Pro

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Pro

Ser

32611

Ser

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

-177-

Gly

Leu

Gln

Thr
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Val

Thr

Gln

90

Lys

Val

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Pro

Ile

75

Thr

Val

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Ser

60

Ser

Tyr

Glu

Val

Asn

Gly

Cys

60

Ser

Ala

Phe

Arg

Ser

Ser

Ile

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Trp

Phe

Leu

Ser

Lys
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Gln

Ser
95

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Gln

Gly

Pro

80

Asn

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



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

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg
50

Gln Val
65

Leu Gln

Val Arg

Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

48
119
PRT

Trinh tu

494 bién

48

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Asp

Leu

115

49
119
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ala

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Trinh tu

494 bién

49

Glu Val Gln Leu

1

nhédn tao

thé

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Leu

Val

nhan tao

VH D52A

Gln

Ile

Ala

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Pro

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Pro

Ser

th& VH D52L

32611

Gly Ala

Ala Ser

25

Arg Pro

Gly Asp

Ala Asp

Ser Glu

Tyr Tyr
105

Val

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

vVal

Asn

Gly

Ser

60

Ser

Ala

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Trp

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

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

5

-178-

10

15



Ser
Tyr
Gly
Gln
65

Leu

Val

Thr

Val

Ile

Arg

50

Val

Gln

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Lys

His
35

Ile

Lys

Leu

Asp

Leu

115

50
119
PRT

Leu

20

Trp

Leu

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Trinh tu

494 bién

50

Glu Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Ile His

35

Gly Arg Ile

50

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ser

vVal

Pro

Ser
85

Leu

Val

nhédn tao

Cys

Ile

Ala

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Pro

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Pro

Ser

th& VH D31G

32611

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gln Gln Ser Gly

5

Ser Cys Pro Ala

Val Ile Gln Arg

40

Pro Ala Asn Gly

55

-179-

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Val

10

Gly

Glu

Thr

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Phe

Gln

Lys

Asn

Gly

Ser

60

Ser

Ala

Phe

Val

Asn

Gly

Ser
60

Ile

Leu

45

Asp

Asn

Val

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Lys

Glu

Pro

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Gln

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Thr

Ile

Phe



Gln Val
65

Leu Gln

Val Arg

Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg

50

Gln Val

65

Leu Gln

Val Arg

Thr Thr

Lys

Leu

Asp

Leu
115

51
119
PRT

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Trinh tu

494 bién

51

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Asp

Leu
115

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Thr

Ser

85

Leu

Val

nhan tao

thé

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Val

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Thr

Pro

Ser

32611

Ala Asp

Ser Glu

Tyr Tyr
105

VH L101A

Gln

Cys

Ile

Ala

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Pro

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Pro

Ser

Gly Ala
Ala Ser

25

Arg Pro

40

Gly Asp

Ala Asp

Ser Glu

Tyr Tyr
105

-180-

Thr Ser Ser Asn

75

Asp Thr Ala Val

90

Phe Asp Phe Trp

Val

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Val

Asn

Gly

Ser

60

Ser

Ala

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

vVal

Trp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Lys

Glu

Pro

Tyr

Gly
110

Ala

Phe

95

Gln

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Gln

Tyr
80

Cys

Gly

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



<210> 52
<211> 119
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 52
Gln Val Gln Leu
1
Ser Val Lys Val
20
Tyr Ile His Trp
35
Gly Arg Ile Asp
50
Gln Val Arg Val
65
Met Glu Leu Ser
Val Arg Asp Tyr
100
Thr Thr Val Thr
115
<210> 53
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223>
<400> 53

Trinh tu nhan tao

494-001 bién thé

Val Gln

Ser Cys

vVal Ile

Pro Ala

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Leu Tyr

Val Ser

nhdn tao

32611

dugc lam gidng nhu cua ngudi VH

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Pro

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Val
Phe
Gln
Lys
Ser
75

Thr

Asp

Lys

Asn

Gly

Ser

60

Thr

Ala

Phe

Ile

Leu

45

Asp

Ser

Val

Trp

Pro

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

494-002 bién thé dugc lam gibng nhu cta ngudi VH

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gln

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly

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

1

5

-181-

10

15



Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg
50

Gln Val
65

Met Glu

vVal Arg

Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg
50

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Asp

Arg Val

Leu Ser

Asp Tyr
100

Val Thr
115

54
119
PRT
Trinh tu

32611

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys
25 30

Val Ile Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
40 45

Pro Ala Asn Gly Asp Thr Lys Ser Ala Pro
55 60

Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr
70 75

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90

Leu Tyr Pro Tyr Tyr Phe Asp Phe Trp Gly
105 110

Val Ser Ser

nhan tao

494-003 bidn thé duogc lam gidng nhu clha nguoi VH

54

Gln Leu

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Asp

vVal Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
5 10

Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys
25 30

Val Ile Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
40 45

Pro Ala Asn Gly Asp Thr Lys Ser Asp Pro
55 60

-182-

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gln

Thr

Met

Phe

Cys

Gly

Gly Ala

15

Asp

Trp

Lys

Thr

Met

Phe



Gln Gly
65

Met Glu

Val Arg

Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1 .
Ser Val
Tyr Ile
Gly Arg
Gln Gly
65

Met Glu

Val Arg

Thr Thr

32611

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr
70 75

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90

Asp Tyr Leu Tyr Pro Tyr Tyr Phe Asp Phe Trp Gly
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

55

119

PRT

Trinh tu nhén tao

494-004 bién thd duogc lam gibng nhu cua ngudi VH

55

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

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys
20 25 30

His Trp Val Ile Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45

Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asp Thr Lys Ser Asp Pro
55 60

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr
70 75

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90

Asp Tyr Leu Tyr Pro Tyr Tyr Phe Asp Phe Trp Gly
100 105 110

vVal Thr Val Ser Ser
115

-183-

Val Tyr
80

Tyr Cys
95

Gln Gly

Gly Ser
15

Asp Thr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Gln Gly



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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg

Gln Gly
65

Met Glu

Val Arg

Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

56
119
PRT

Trinh tyu nhén tao

494-005 bién thé

56

Gln Leu

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Asp

Arg Val

Leu Ser

Asp Tyr
100

Val Thr
115

57

119

PRT
Trinh tu

Val Gln

Ser Cys

Val Ile

Pro Ala

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Leu Tyr

Val Ser

nhé&n tao

32611

duoc lam gibng nhu clua ngudi VH

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Pro

Ser

Gly Ala

Ala Ser
25

Arg Pro

40

Gly Asp

Ala Asp

Ser Glu

Tyr Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

Phe

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Asn

Gly

Ser

60

Thr

Ala

Phe

Lys

Leu

45

Asp

Ser

Val

Trp

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

494-006 bién thé duoc lam gidng nhu cla ngudi VH

57

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

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

1

5

-184-

10

15



Thr Leu

Tyr Ile

Gly Arg
50

Gln Ser
65

Leu Lys

Val Arg

Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

Glu VvVal
1

Ser Leu

Tyr Ile

Gly Arg
50

20

His Trp
35

Ile Asp

Arg Val

Leu Ser

Asp Tyr
100

Val Thr
115

58
119
PRT
Trinh tu

32611

Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys
25 30

Val Ile Gln Arg Pro Gly Lys Gly Leu Glu
40 45

Pro Ala Asn Gly Asp Thr Lys Ser Asp Pro
55 60

Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Gln
70 75

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr
85 90

Leu Tyr Pro Tyr Tyr Phe Asp Phe Trp Gly

£

105 110

Val Ser Ser

nhdn tao

494-007 bién thé duoc lam gibng nhu cla ngudi VH

58

Gln Leu

Arg Leu
20

His Trp
35

Ile Asp

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys
25 30

Val Ile Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
40 45

Pro Ala Asn Gly Asp Thr Lys Ser Asp Pro
55 60

-185-

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Thr

Ile

Leu

Ser

80

Cys

Gly

Gly Gly

15

Asp Thr

Trp Val

Ser

val



Gln Val
65

Leu Gln

Val Arg

Thr Thr

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

Lys Ile
1

Glu Arg

Val Ser

Tyr Gly
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

Arg Ala

Met Asn

Asp Tyr
100

Val Thr
115

59
107
PRT

32611

Thr Ile Ser Ala Asp
70

Ser Leu Arg Ala Glu
85

Leu Tyr Pro Tyr Tyr
105

Val Ser Ser

Mus musculus

59

Val Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Ala

Leu Ala

Gly Ala
100

60
107
PRT
Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Lys

Leu Asn Cys Arg Ala
25

Gln Gln Lys Pro Glu
40

Asn Arg Tyr Thr Gly

Thr Asp Phe Thr Leu

Asp Tyr Tyr Cys Gly

85

Gly Thr Lys Leu Glu
105

nhén tao

-186-

Thr Ser Lys Asn Thr

Asp
90

Phe

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Leu

75

Thr Ala Val

Asp Phe Trp

Met

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Met

Val

Glu

45

Arg

Ser

Asn

Tyr

Gly
110

Ser

Asp

Leu

Phe

Tyr

Ala Tyr
80

Tyr Cys

Gln Gly

Val Gly
15

Thr Tyr

Leu Ile

Thr Gly

Gln Ala

80

Pro Leu
95



<220>
<223>

<400>

Lys Ile

Asp Arg

Val Ser

Tyr Gly

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

32611

494-001 bién thé& dugc lam gidng nhu cua ngudi VL

60

Gln Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

61
107
PRT
Trinh tu

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp
25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Serx Ser Leu
70 75

Asp Tyr Tyr Cys Gly Gln Thr Tyr Asn Tyr
85 90

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
105

nhén tao

494-002 bién thé duoc lam gibng nhu cta ngudi VL

61

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

1

5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp

20

25 30

vVal Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu

35

40 45

-187-

Val Gly
15

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu
95

Pro Gly
15

Thr Tyr

Leu Ile



Tyr Gly
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>
Glu Ile

1

Glu Arg

Val Ser

Tyr Gly
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

62
107
PRT

Trinh tu nhan tao

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

494-003 bién thé

62

Val Leu

Ala Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln

100

63
107

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Tyr

Phe

Tyr

Lys

32611

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gly

Leu Glu
105

Val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Asp Arg Phe Ser Gly

60

Ser Arg Leu Glu Pro

80

Tyr Asn Tyr Pro Leu

dugc lam gibng nhu cla ngudi VL

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Pro Gly

Arg Ala

25

Pro Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gly

Leu Glu
105

-188-

Thr

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Leu

vVal

Arg

Asn

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Pro Gly
15

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

80

Pro Leu
95



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Lys

1

Glu

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ser

Asp

Phe

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

<400>

PRT

Trinh ty nhén tao

494-004 bién

63

vVal

Ala

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

64
118
PRT

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Asp

85

Gly

Mus musculus

64

Gln Val Gln Leu Val

1

5

Ser Val Lys Val Ser

20

Thr Met Asn Trp Val

35

32611

thé duoc lam gidbng nhu cua ngudoi VL

Gln Ser

Ser Cys

Gln Lys

Arg Tyr

55

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Pro Gly

Arg Ala

25

Pro Gly

40

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gly

Leu Glu

105

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

-189-

Thr Leu Ser Leu
10

Ser Glu Ser Val

Gln Ala Pro Arg
45

Ile Pro Asp Arg

Thr Ile Ser Arg
75

Gln Thr Tyr Asn
90

Ile Lys

Glu Val Lys Lys
10

Gly Tyr Thr Phe

Gly Gln Gly Leu
45

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Pro

Thr
30

Glu

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly Ala

15

Gly

Trp

Tyr

Met



Gly Arg
50

Ile

Gln Gly Arg

65

Met Glu

Ala Arg

Leu Val

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

<400>

Leu

Gly

Thr
115

65
106
PRT

Asn

val

Ser

Tyr

100

val

Pro

Thr

Arg

Tyr

Ser

Mus musculus

65

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg

His Trp

Asp Thr

50

Gly Ser

65

Asp Phe

Phe Gly

<210>

Val

Tyr
35

Ser

Gly

Ala

Gln

66

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Glu

Tyr

Thr

His

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Arg

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

32611

Gly

Arg

Ser

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

His

Glu

-190-

Gly

Asp

Asp

Leu
105

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Ser
10

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Asp

Ser

75

Thr

Tyr

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Asn

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Ser

Val

Gly

Ala

Ile

Arg

45

Phe

Leu

Tyr

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Ser

Arg

30

Leu

Ser

Pro

Lys

Ala

Tyr

Gly

Val
15
Tyr

Ile

Gly

Trp
95

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



32611

<211> 7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 66

Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr

1 5
<210> 67

<211> 5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 67

Ser Tyr Ala Met Ser

1 5
<210> 68

<211> 5

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 68

Trp Ser Gly Gly Ser

1 5
<210> 69

<211> 16

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 69

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly

1 5 10 15
<210> 70
<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 299-000 HVR-H2 Kabat G65S

<400> 70

Tyr Ile Trp Ser Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Ser
1 5 10 15

-191-



32611

<210> 71
<211> 17
<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 71

Arg Tyr Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Asn Gly Phe Asp

1 5 10 15
Pro

<210> 72

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> 299-000 HVR-H3 DASG

<400> 72

Arg Tyr Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Ser Gly Phe Asp

1 5 10 15
Pro

<210> 73

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> 299-000 HVR-H3 DAQG

<400> 73

Arg Tyr Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Tyr Gly Asp Ala Gln Gly Phe Asp

1 5 10 15
Pro

<210> 74

<211> 11

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus

-192-



32611

<400> 74

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ser

1 5 10
<210> 75

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> 299-000 HVR-L1 RAA

<400> 75

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10
<210> 76

<211> 7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 76

Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5
<210> 77

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 77

Gln Gln Cys Tyr Ser Ser Ser Asn Val Asp Asn Thr

1 5 10
<210> 78

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> 299-000 HVR-L3 NYA

<400> 78

Gln Gln Asn Tyr Ala Ser Ser Asn Val Asp Asn Thr
1 5 10
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32611

<210> 79
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> VH khang thé khang CD20

<400> 79

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

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

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

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe

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

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

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 80
<211> 112

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> VL khang thé khang CD20

<400> 80

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

-194-



Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

Leu

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

<210>
<z11>
<212>
<213>

<400>

Ala

Ile
35

Leu

Phe

Val

Leu

81
126
PRT
Homo

81

Gln Val Glu

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser
85

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Cys

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

32611

Arg

Trp

40

Met

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Ala

-195-

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Ser

Lys

Val

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

LyS

Ala

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Gly

Tyr

vVal

Val

Tyr

Cys



32611

Ala Arg Gly Lys Gly Asn Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr
100 105 110

Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
<210> 82
<211> 108

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 82

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

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

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
100 105

<210> 83

<211> 116

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> khang thé khang alpha synuclein duoc lam gidéng nhu cua nguoi 9E4 VH

<400> 83

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

-196-



32611

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

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

Ala Ser Ile Ser Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Asn Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp ASp Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Gly Gly Ala Gly Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser

115
<210> 84
<211> 113

<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> khang thé& khéng alpha synuclein dugc lam giéng nhu cia nguoi 9E4 VL

<400> 84
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ile Gln Thr Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys
35 40 45

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Ile Arg Lys Ser Gly Val
50 55 60

-197-



Pro Ser Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Lys
<210> 85
<211> 115

<212> PRT

Phe

Leu

Tyr
100

Ser

Gln
85

Pro

<213> Mus musculus

<400> 85
Gln Val Gln
1

Ser Val Gln

Trp Met Asn
35

Gly Ala Thr
50

Lys Asp Lys

Met His Leu

Ala Ser Gly

Val Ser Ala

115

<210> 86

=
0]
c

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Gly
100

Gln

Ser

Ile

Pro

Ile

Ser

85

His

32611

Gly Ser Gly Ser
70

Pro Glu Asp Leu

Leu Thr Phe Gly
105

Gln Ser Gly Ala

Cys Lys Ala Ser
25

Lys Ala Arg Pro

Asn Asn Gly Tyr
55

Leu Thr Ala Asp
70

Leu Thr Ser Glu

Leu Ala Tyr Trp
105

-198-

Gly

Ala

90

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

Thr Asp Phe Thr
75

Thr Tyr Tyr Cys

Gly Thr Lys Leu
110

Leu Ala Lys Pro

Tyr Thr Phe Thr
30

Gln Gly Leu Glu
45

Asp Tyr Asn Gln
60

Ser Ser Asn Thr
75

Ser Ala Val Tyr

Gln Gly Thr Val
110

Leu

Glu

Gly
15

Asn

Trp

Ala

Phe
95

Val

Thr
80

Ile

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr



<211>
<212>
<213>

<400>

Asp

Asp

Lys

Pro

Asp

65

Ala

Val

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Gly

His

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

<400>

112
PRT

Mus musculus

86

Val

Ala S

Leu

Phe

Val

Val

87
115
PRT

Met

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Mus musculus

87

Val Gln Leu

1

Val

Ile

Trp

Lys

His

Ile
50

Ile

Trp
35

Tyr

Gln

Ser

20

Val

Pro

Cys

Lys

Gly

Gln

Ser

Leu

Asn

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

Ile

Cys

His

Arg

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Ser

Gly

32611

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Pro

Ser

Pro

40

Asn

-199-

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Glu

Gly

25

Gly

Thr

Tyr

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

10

Tyr

Gln

Lys

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

vVal

Ser

Gly

Tyr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Lys

Phe

Leu

Ser
60

vVal

Leu

Pro

45

Thr

Cys

Leu

Pro

Thr

Glu

45

Glu

Ser

Phe

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Gly

Ser

30

Trp

Lys

Pro
15
His

Gln

Val

Gln
95

Ile

Thr
15
Tyr

Ile

Phe

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Arg

Ser

Tyr

Gly

Lys



Gly Lys
65

Gln Leu

Arg Asp

Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Asp

Lys Phe

50

Arg Phe

Pro Val

Glu Asp

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

Ala

Ser

Gly

Ser
115

88
111
PRT

Thr

Ser

Cys
100

Leu

Leu
85

Tyr

Mus musculus

88

Val

Ala

Ser

35

Leu

Glu

Pro

89
115
PRT

Leu

Thr

20

Ile

Gly

Glu

Phe
100

Thr

Ile

Met

Cys

Ser

Glu

85

Thr

32611

Thr Ala Asp Thr
70

Thr Ser Glu Asp

Gly Phe Ala Tyr
105

Gln Ser Pro Ala

Ser Cys Lys Ala
25

Asn Trp Tyr Gln
40

Ala Ala Ser Asn
55

Gly Ser Gly Thr

Asp Ala Ala Thr

Phe Gly Ser Gly
105

Oryctolagus cuniculus

-200-

Ser Ser Ser Thr

75

Ser Ala Val Tyr

90

Trp Gly Gln Gly

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Leu

vVal

vVal

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Phe

Thr
110

Ser

Asp

Gln

Ile

Asn

Gln

Ile
110

Tyr Met
80

Cys Ala
95

Leu Val

Leu Gly
15

Tyr Asp

Pro Pro

Pro Ala

Tle His
80

Ser Asn
95

Lys



<400>

Gln Ser

Leu Thr

Met Ile

val Ile
50

Arg Phe
65

Ser Pro

Gly Thr

Val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val
1

Thr Val

Tyr Leu

Ile Tyr
50

32611

89

Val Glu Glu Ser Gly Gly

Leu Thr Cys Thr Val Ser
20

Trp Val Arg Gln Ala Pro

Tyr Pro Ser Gly Asn Thr
55

Thr Val Ser Arg Thr Ser

Thr Thr Glu Asp Thr Ala
85

Asp Lys Thr Phe Asn Ile
100

Leu
115

90
112
PRT
Oryctolagus cuniculus

90
Leu Thr Gln Thr Pro Ser

5

Thr Ile Asn Cys Gln Ala
20

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40

Glu Ala Ser Lys Leu Ala
55

-201-

Arg

Gly

25

Gly

Tyr

Thr

Thr

Trp
105

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Leu

10

Phe

Glu

Tyr

Thr

Tyr

90

Gly

vVal

10

Gln

Gly

Gly

vVal

Ser

Gly

Ala

Val

75

Phe

Pro

Ser

Asn

Gln

Val

Thr

Ile

Leu

Asn

60

Asp

Cys

Gly

Ala

Val

Pro

Pro
60

Pro

Glu

45

Trp

Leu

Ala

Thr

Ala

Tyr

Pro

45

Pro

Gly

Ser

30

Trp

Ala

Lys

Arg

Leu
110

Val

Gly

Lys

Arg

Thr
15

Tyr
Ile
Lys
Ile
Arg
95

Val

Gly
15
Asp

Leu

Phe

Pro

Ala

Gly

Gly

Thr

80

Asp

Thr

Gly

Asn

Leu

Ser



Gly Ser Gly Ser

65

Cys Asp Asp Ala

Thr Ser Asp Cys

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

<400>

91
119
PRT

Oryctolagus cuniculus

91

Gln Ser Val

L
Leu

Met

Val

Arg

65

Ser

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ile

50

Phe

Pro

Asp

Leu

<210>
<211>
<212>

Leu

Trp
35

Asn

Thr

Thr

Asp

Val

115

92
111
PRT

100

Glu

Thr

20

Val

Ser

Ile

Thr

Tyr

100

Thr

Gly

Ala

85

Phe

Arg

Ser

Ser

Glu

85

Gly

Val

32611

Thr Gln Phe Thr

70

Thr Tyr Tyr Cys

Thr Phe Gly Gly

Thr
Gln
Gly
Glu
70

Asp

Asp

Ser

Gly

Val

Ala

Ala

55

Thr

Thr

Phe

Leu

105

Gly Arg

Ser Gly

Pro Gly

40

Thr Tyr

Ser Thr

Ala Thr

Gln Gly
105

-202-

Leu Thr Ile Ser

Gln
90

Gly

Leu

10

Ile

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Phe

75

Gly Glu Phe

Thr Gly Val

vVal

Asp

Gly

Ala

val

75

Phe

Asn

Thr

Leu

Leu

Ser

60

Glu

Cys

Ile

Pro

Ser

Glu

45

Trp

Leu

Ala

Trp

Asp

Leu

Val
110

Arg

30

Trp

Ala

Lys

Arg

Gly
110

vVal

Cys

95

Val

Thr

15

Tyr

Ile

Lys

Ile

Trp

95

Pro

Gln
80

Thr

Arg

Pro

Ala

Gly

Gly

Thr

80

Thr

Gly



<213>

<400>

Oryctolagus cuniculus

92

Ala Val Leu

1

Thr

Asp

Ala

Val

Leu

Tyr

Ser

Asp

Asp

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Leu

Met

Ser

Ser

Ile

Ile
50

Thr

Ala

35

Arg

Gly

Asp

Met

93
111
PRT

Thr

Ile

20

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly
100

Trinh tu

Mién
93

Leu

Leu

Tyr

Gln

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Ala

Thr

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Thr

Phe

Pro

Gln

Gln

Leu

55

Gln

Tyr

Gly

nhén tao

32611

Ser

Ser

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Gly

bién ddi chudi ning

Glu

Thr

20

Val

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

Thr

Gln

Ser

Gly

Val

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro
40

-203-

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly
105

Arg

Gly

25

Gly

Thr

val

-
L

Gln

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr

Leu

10

Ile

Glu

Trp

Ser

Ser

Gln

Val

Thr

75

Gly

Glu

Val

Gly

Tyr

Ala

Val

Pro

Pro

60

Ile

Gly

Val

Thr

Leu

Leu

Ala
60

Ala

Tyr

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Val

Pro

Ser

vVal

Asn

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Val
110

Gly

Arg
30

Trp

Gly

15

Asn

Leu

Phe

Val

Asp

95

Lys

Thr

15

Asp

Ile

Val

Gly

Asn

Leu

Lys

Gln

80

Asp

Pro

Thr

Gly

Lys



Gly Arg Phe Thr
65

Ile Thr Ser Pro

Asn Phe Ser Val
100

<210> 94
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu

<220>

32611

Ile Ser Lys Thr Ser

70

Thr Thr Glu Asp Thr

85

Trp Gly Pro Gly Thr

nhén tao

<223> Mién bién dbi chudi nhe

<400> 94

Gln Val Leu Thr
1

Thr Val Thr Ile
20

Arg Leu Ala Trp
35

Tle Tyr Asp Val

Gly Ser Gly Ser

Cys Asp Asp Ala

Ser Ala Glu Cys
100

<210> 95

<211> 20

<212> PRT
<213> Trinh tu

Gln Thr

Asn Cys

Phe Gln

Ser Lys

Gly Thr

70

Ala Thr
85

Asn Val

nhén tao

Pro

Gln

Gln

Leu

55

Gln

Tyr

Phe

Ser

Ala

Met

40

Ala

Phe

Tyr

Gly

-204-

105

Pro

Ser

25

Ser

Thr

Cys

Gly
105

Ser Thr Thr Val Asp

Ala
90

Leu

vVal

10

Gln

Gly

Gly

Leu

Leu

90

Gly

75

Thr Tyr Phe

val Thr Val

Ser

Ser

Gln

Val

Thr

75

Gly

Thr

Ala

Val

Pro

Pro

60

Ile

Gly

Glu

Ala

Tyr

Pro

45

Ser

Tyr

Val

Cys

Ser
110

Val

Asn

30

Lys

Arg

Asp

Asp

Val
110

Leu Arg
80

Ala Arg
95

Leu

Gly Gly

15

Ser Asp

Leu Leu

Phe Ser

Val Gln

80

Cys Ser

Val Lys



<220>
<223>

<400>

Gly Gly Gly Gly

1

Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>
Gly Gly
1

Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Glu

Arg Val

Ala Val

Gly Tyr

32611

Tac nhan 1ién két peptit

.95

5

Gly Ser
20

96

32

PRT

Trinh ty nhdn tao

Tac nhan lién két peptit

96

10

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

15

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

5

10

15

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

20

97

PRT
Homo sapiens

97
Phe Ser Ser Pro

' 5

Ser Ile Met Ala
20

Ser Trp Ala Ser
35

Ser Ser Val Val

25

Ser Arg Glu

Gly Ser Leu

25

Gly Ala Arg

40

Cys Val Cys

55

-205-

Glu Cys

10

Thr Gly

Pro Cys

Asn Ala

Pro

Leu

Ile

Thr
60

Lys

Leu

Pro

45

Tyr

30

Pro

Leu

30

Lys

Cys

Leu Ser

15

Leu Gln

Ser Phe

Asp Ser



Phe

65

Ser

Ala

Lys

Ala

Lys

145

Thr

Thr

Arg

Lys

225

Gly

Asp

Asn

Asp

Thr

Asn

Phe

Leu

130

Ser

Met

Pro

Lys

Pro

210

Thr

Asp

Ala

Glu

Pro

Arg

His

Gln

115

Asn

Tyr

Ala

Asp

Leu

195

Val

Asn

Ile

Tyr

Pro
275

Pro

Ser

Thr

100

Lys

Ile

Phe

Ser

Asp

180

Ser

Gly

Tyr

Ala

260

Ser

Thr

Gly

85

Gly

Val

Leu

Ser

Cys

165

Phe

Ile

Leu

Ala

His

245

Glu

Ala

Phe

70

Arg

Thr

Lys

Ala

Glu

150

Asp

Gln

Pro

Leu

Val

230

Gln

His

Gly

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

135

Glu

Phe

Leu

Leu

Ala

215

Asn

Thr

Lys

Leu

32611

Ala

Met

Leu

Phe

120

Ser

Gly

Ser

His

Ile

200

Ser

Gly

Trp

Leu

Leu
280
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Leu

Glu

Leu

105

Gly

Pro

Ile

Ile

Asn

185

His

Pro

Lys

Ala

Gln

265

Ser

Gly

Leu

90

Leu

Gly

Pro

Gly

Arg

170

Phe

Arg

Trp

Gly

Arg

250

Phe

Gly

Thr

75

Ser

Thr

Ala

Ala

Tyr

155

Thr

Ser

Ala

Thr

Ser

235

Tyr

Trp

Tyr

Phe

Met

Leu

Met

Gln

140

Asn

Tyr

Leu

Leu

Ser

220

Leu

Phe

Ala

Pro

Ser
Gly
Gln
Thr
125
Asn
Ile
Thr
Pro
Gln
205
Pro
Lys
Val

vVal

Phe
285

Arg

Pro

Pro

110

Asp

Leu I

Ile

Tyr

Glu
190

Leu

Thr

Lys

Thr
270

Gln

Tyr

Ile

95

Glu

Ala

Arg

Ala

175

Glu

Ala

Trp

Gln

Phe

255

Ala

Cys

Glu

80

Gln

Gln

Ala

Leu

Val

160

Asp

Asp

Gln

Leu

Pro

240

Leu

Glu

Leu



Gly

Pro

305

Asp

Asp

Leu

Leu

Lys

385

Gln

Trp

Val

Thr

Phe

465

Asn

Val

Phe

290

Thr

Asp

Pro

Asp

Phe

370

Phe

Tyr

Thr

Arg

Phe

450

Ile

Asp

vVal

Thr

Leu

Gln

Glu

Phe

355

Pro

Trp

Ser

Asp

Asn

435

Tyr

Pro

Leu

Val

Pro

Ala

Arg

Ala

340

Leu

Asn

Glu

His

Trp

420

Phe

Lys

Glu

Asp

Leu
500

Glu

Asn

Leu

325

Ala

Ala

Thr

Gln

Ser

405

Asn

Val

Gln

Gly

Ala

485

Asn

His

Ser

310

Leu

Lys

Pro

Met

Ser

390

Ile

Leu

Asp

Pro

Ser

470

Val

Arg

Gln

295

Thr

Leu

Tyr

Ala

Leu

375

Val

Ile

Ala

Ser

Met

455

Gln

Ala

Ser

32611

Arg

His

Pro

Val

Lys

360

Phe

Arg

Thr

Leu

Pro

440

Phe

Arg

Leu

Ser

-207-

Asp

His

His

His

345

Ala

Ala

Leu

Asn

Asn

425

Ile

Tyr

Val

Met

Lys
505

Phe

Asn

Trp

330

Gly

Thr

Ser

Gly

Leu

410

Pro

Ile

His

Gly

His

490

Asp

Ile

Val

315

Ala

Ile

Leu

Glu

Ser

395

Leu

Glu

Val

Leu

Leu

475

Pro

Val

Ala

300

Arg

Lys

Ala

Gly

Ala

380

Trp

Tyr

Gly

Asp

Gly

460

Val

Asp

Pro

Leu

Val

Val

Glu

365

Cys

Asp

His

Gly

Ile

445

His

Ala

Gly

Leu

Asp

Leu

Val

His

350

Thr

Val

Val

Pro

430

Thr

Phe

Ser

Ser

Thr
510

Met
Leu
335
Trp
His
Gly
Gly
Val
415
Asn
Lys
Ser
Gln
Ala

495

Ile

Gly

Leu

320

Thr

Tyr

Arg

Ser

Met

400

Gly

Trp

Asp

Lys

Lys

480

Val

Lys
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Asp Pro Ala Val Gly Phe Leu Glu Thr Ile Ser Pro Gly Tyr Ser Ile
515 520 525

His Thr Tyr Leu Trp Arg Arg Gln
530 535
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