BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0032691

A61K 39/00; CO7K 16/46; CO7K 16/28; (13) B

8
G A61P 35/00; COTK 16/18
(21) 1-2018-02195 (22) 02/12/2016
(86) PCT/EP2016/079575 02/12/2016 (87) WO2017/093478 08/06/2017
(30) 15197999.4 04/12/2015 EP
(45) 25/07/2022 412 (43) 25/09/2018 366A

(73) BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH (DE)
Binger Strasse 173, 55216 Ingelheim Am Rhein, Germany

(72) ZINZALLA, Vittoria (IT); KUENKELE, Klaus-Peter (DE); BUYSE, Marie-Ange
(GB); CROMIE, Karen (BE); STAELENS, Stephanie (BE); STRUBBE, Beatrijs
(BE).

(74) Cong ty Luat TNHH T&G (TGVN)

(54) POLYPEPTIT GAN KET PAC HIEU VOI LRP5 VA LRP6, VECTO BIEU HIEN
CHUA AXIT NUCLEIC MA HOA POLYPEPTIT NAY, DUOC PHAM VA
PHUONG PHAP SAN XUAT POLYPEPTIT NAY

(57) Sang ché cap dén cac polypeptit gan két phan tng chéo LRPS/LRP6 biparatopic mdi,

va cu thé hon 1a cic ciu triic mién bién d6i don ciia globulin mlen dich phan ung chéo

LRP5/LRP6 biparatopic moi ma co thé trc ché cac con dudng truyén tin hiéu Wat. Sang

ché con dé cap dén céc trinh tu cu thé cia cac polypeptit nay, cac phuong phap san Xudt

chung, cac dugc pham chira cac polypeptit nay. Ngoai ra, sang ché con dé cap den phan tu
axit nucleic ma hoa polypeptit ndy, vecto biéu hién chira axit nucleic ndy va té bao chu
mang vecto biéu hién nay.
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Linh viwe k§ thuit dwoc dé cip

Séang ché @& cap dén céc polypeptit gin két protein 5 gidng thu thé lipoprotein ty
trong thip (low-density lipoprotein receptor-like protein 5 - LRP5) va protein 6 gibéng
thu thé lipoprotein ty trong thdp (low-density lipoprotein receptor-like protein 6 -LRP6)
m&i. Sang ché con dé cap dén cac axit nucleic ma héa cac polypeptit ndy; cc phuong
phap didu ché cac polypeptit nay; cac té bao chu biéu hién hodc ¢ kha ning biéu hién
céc polypeptit nay; cac ché phim chira cic polypeptit ndy; va sir dung céc polypeptit

hoic céc ché phim nay, dic biét cho cac muc dich diéu tri trong linh vuc bénh ung thu.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Su hoat héa con dudng truyén tin hidu Wnt yéu ciu su gin két ctia cac phdi tir
Wnt ngoai bao v&i thu thé Frizzled va véi ddng thu thé LRP5 (s truy cap: UniProtKB
-075197 / LRP5_HUMAN) hoic chét trong dong lién quan mat thiét véi né 14 LRP6
(sb truy cép: UniProtKB - 075581 / LRP6_HUMAN). C6 19 protein Wnt va 10 thu thé
Frizzled trong céc t& bao ctia dong vat c6 via. Khi khong c6 phdi tir Wnt, beta-catenin
thudc t& bao chit duge phosphoryl héa bing phirc hop protein bao gdm cac protein
khung Axin va APC va cac kinaza GSK3beta va CKla. Sy nhdn dién tiép theo bai
ubiquitin ligaza beta-TrcP din dén su thodi bién cila beta-catenin qua trung gian
ubiquitin. Khi c6 mat phéi tr Wnt, su gén két cia Wnt v&i Frizzled va LRP5 hoic LRP6
dan dén su bd sung protein tic dong thude t& bao chét Dvl va sy phosphoryl héa dudi
thudc té bao chit LRP5 hodc LRP6, didu nay tao ra vi tri ndi cho Axin. Su cang héa
Axin bang LRP5 hodc LRP6 din dén sy vo hoat ctia phirc hgp Axin-APC-GSK3beta va,
do d6, din dén su 6n dinh hoa va su tich tu beta-catenin ndi bao. Do d6, cac mirc beta-
catenin thudc té bao chét ting, va beta-catenin di chuyén vio nhan va tao phitc hop véi
c4c thanh vién cia ho yéu td té bao T (T-cell factor - TCF)/yéu t gén két yéu 6 ting
cudng lympho (Lymphoid enhancer-binding factor - LEF) gdm céc yéu té phién ma. Co
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chu phién mi co s& va cic chit ddng hoat héa phién mi sau d6 duge bd sung, gdm
protein gén két (CBP)-protein gin két yéu t6 d4p tmg cAMP (CREB) hoic chét trong
ddng p300 cia nd, din dén su bidu hién cia cic gen dich khic nhau, bao gém Axin2,

cyclin D1 va c-Myec.

Mirc bd sung didu hoa con dudng Wnt phy thude phbi tir dugc dan xép bang E3
ligaza RNF43, va chit tuong ddng lién quan mét thiét véind ZNRF3, va bang céc protein
R-Spondin dugc tiét ra (de Lau et al. “The R-spondin/Lgr5/Rnf43 module: regulator of
Wht signal strength”. Genes Dev. 2014; 28(4):305-16). RNF43 dan xép su ubiquitin héa
cta phtc hgp Frizzled/thy thé LRP5 hoic LRP6 & bé mit té bao, din dén su thoai bién
cia né va, do do, tc ché hoat tinh con dudng Wnt phu thude phéi tir. Hoat tinh cta
RNF43 duge trung hoa bing céc thanh vién ho R spondin (cac phi tir R-spondin 1 dén
4). Néu phéi tir R-Spondin c¢6 mat, né s€ loai bé RNF43 ra khoi bé mit t& bao, cho phép
su tich tu phitc hop Frizzled/LRP5 hoic LRP6 va ting cudng su truyén tin hiéu Wnt véi

sy c6 mat clia cac phoi tir Wnt.

LRP5 va LRP6 c6 tac dung nhur 13 cac chét géc cdng cta su hoat hoa su truyén
tin hi€¢u Wnt phu thudc phéi tir va, do do, c¢6 thé duoc xem nhu 1a dich dé dat dugc su
phong bé hoan toan con dudng dugc dan xép bang tAt ca 19 phéi tr Wnt va 10 thy thé
Frizzled va duoc ting cudng bang céc phdi tir R-spondin. Cu thé 13, cac phéi tir Wnt c6
thé duoc phin chia thanh nhém Wntl va nhém Wnt3a, mdi nhém ga"ln két voi céc
epitop/céc ving khéc nhau cia LRP5 va LRP6 dé truyén tin hiéu. Mién ecto ctia LRP5
va LRP6 bao gbém bbn don vi lap lai ciia canh quat beta duge nbi véi mién gibng nhu
EGF, sau d6 13 ba doan lip LDLR-kiéu A. C4c phan tich chu triic va chirc nang két hop
dbi v6i LRP5 va LRP6 dd goi ¥ ring Wnt1 (phdi tir nhém Wnt1) gén két vi manh chira
canh quat beta 1 va 2 va Wnt3a gén két v6i manh chira canh quat beta 3 va 4 ctia LRP6.
Cho dn nay, chi ¢6 hinh anh v&i d6 phén giai thip cia mién ecto LRP6 chira canh quat
beta tir cac ving 1 dén 4 duoc bdo cdo (Ahn et al.” Structural basis of Wnt signaling
inhibition by Dickkopf binding to LRP5/6”. Dev Cell. 2011; 21(5):862-73). Tuy nhién,
su khong chic chin clia cac hinh 4nh dung lai v6i d6 phan giai thip (40 A°) va su khong
¢6 dit liéu cAu tric cta mién ecto LRP6 trong phirc hop véi cac phdi tir Wnt khong cho
phép xéac dinh cac epitop chinh xac cé lién quan dén sy gin két phdi tir Wntl hozc
Wnt3a.
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Su tang hoat héa su tmyén tin hi€u Wnt c6 lién quan dén sinh bénh hoc clia cac
loai bénh ung thu khic nhau. Trong mot s6 loai bénh ung thu, cac dot bién thuong xuyén
trong céc phan tir truyén tin hiéu xubi chidu gép phin vao con dudng Wnt duge hoat
héa chit yéu (vi du, su dot bién APC & bénh ung thu dai truc trang; sy dot bién hoat héa
beta-catenin & bénh caxinom t& bao gan). Nguoc lai, & bénh ung thu v 4m tinh ba
(Triple Negative Breast Cancer - TNBC), bénh ung thu phéi khong phai t& bao nhé (Non
Small Cell Lung Cancer - NSCLC), caxinom tuyén tuy tang va & phdn nhém bénh ung
thu dai-truc trang (Colo-Rectal Cancer - CRC) va cac bénh ung thurr niém mac tir cung,
su hoat héa sy truyén tin hiéu Wnt duoc din dét bi co ché phu thude phdi tir (tie 12
béng su hoat hoa Wnt tu tiét/can tiét), nhu dugc phat hién béi su tich tu beta-catenin ndi
bao. 3 NSCLC, TNBC va caxinom tuyén tuy tang, su hoat héa Wnt phu thudc phéi tir
duge dan xép bang nhiéu co ché, bao gbm sy biéu hién gia ting clia cac phdi tir Wnt
va/hodc cta céc thu thé LRP5 va LRP6, hoic su bét hoat chét diéu hoa DKK1 4m tinh
v6i LRP5 va LRP6 (TNBC: Liu et al. “LRP6 overexpression defines a class of breast
cancer subtype and is a target for therapy”. Proc Natl Acad Sci U S A 2010; 107
(11):5136-41; Khramtsov et al. “Wnt/beta-catenin pathway activation is enriched in
basal-like breast cancers and predicts poor outcome”. Am J Pathol. 2010; 176(6): 2911-
20; NSCLC: Nakashima et al. “Wntl overexpression associated with tumor proliferation
and a poor prognosis in non-small cell lung cancer patients”. Oncol Rep. 2008;
19(1):203-9; Pancreatic cancer: Zhang et al. “Canonical wnt signaling is required for
pancreatic carcinogenesis”. Cancer Res. 2013; 73(15):4909-22). Cu thé 13, dit lidu cong
bd da chira r%mg & cac md khoe manh (vi duy, biéu mé va va phéi), beta-catenin duogc
khu biét chi & mang huyét twong. Nguoc lai, phan 16n cic miu 1dm sang nguyén phat
TNBC, NSCLC va caxinom tuyén tuy tang thé hién su tich tu beta-catenin noi bao (tic
1a, trong t& bao chit/nhan; diu chuln sinh hoc cta su hoat hoa su truyén tin hiéu Wnt),
do su truyén tin hiéu Wnt bat thudng. Céc cong bb gan ddy di chira ring su hoat héa
su truyén tin hiéu Wnt phu thuéc phdi tir duoc dan xép bing RNF43 dot bién/v6 hoat
(Giannakis et al. “RNF43 is frequently mutated in colorectal and endometrial cancers”.
Nat Genet. 2014; 46(12):1264-6) hoic bang su hoat héa céc san phim phién ma dung
hop R-Spondin (m& héa céc protein R-spondin2 hodc R-spondin3 dugc dan dit boi cac

promoto manh hoat tinh chi yéu; Seshagiri et al. “Recurrent R-spondin fusions in colon
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cancer”. Nature 2012; 488(7413):660-4) & phan nhém bénh CRC va ung thu niém mac
tir cung. Cac thé d6t bién RNF43 v6 hoat va cAc san phAm phién ma dung hop R-Spondin
d2u duge chi ra 12 1am ting thém sy truyén tin hiéu Wnt phu thudc phéi tir in vitro bing
su gia ting mirc d6 phong phu cua Frizzled trén bé mat t& bao. Su hoat héa Wnt phu
thudc phdi tir & cac khdi u da dugc chi ra 13 din dit sy ting trudng khdi u va sy khang
lai liéu phap hoa tri hodc li¢u phap mién dich, va c6 lién quan dén su tai phéat & cac mo

hinh tién 14m sang.

Mot s6 phén tir gén két LRP5 hoiic LRP6, c6 kha ning diéu bién con duong truyén

tin hiéu Wnt, la da duoc biét trong linh vuc nay:

Dickkopf-1 (DKK1) 14 chét tc ché LRP5 va LRP6. DKK1 két hop véi ca hai
d6ng thy thé Wnt, LRP5 va 6, va protein xuyén mang, Kremen, Grc ché su truyén tin hidu
Wnt va din dén su n6i nhap héa LRP5 va LRP6 nhanh chéng. DKK1 di dugc thé hién
12 1am tre ché ca sy truyén tin hiéu qua trung gian Wntl va Wnt3a. Céc nghién ctru m6
hinh héa céu tric chi ra ring phén tir DKK1 don gén két mot cach hop tac véi ving kéo
dai ctia mién ecto LRP6 (tir canh quat beta 1 dén 3). Cac phan tich chu tric goi y c6 su
tuong tac-gan két hop tac DKK1 véi LRP6 véi sy gin két ban diu vao ving canh quat
beta 3 ma tao diéu kién thuan loi cho su twong tac/ gén két v6i ving canh quat beta 1 va
2 thong qua su thay ddi cAu tao ctia mién ecto LRP6. Tuy nhién lai thiéu su giai thich
céac epitop da xéac dinh trong cac mién canh quat beta 1, 2 va 3 ma lién quan dén sy gén
két DKK1 v6i LRP6 do d6 phén gii thip ctia cac hinh dnh cAu triic dung lai ctia mién
ecto LRP6 ddy du duoc gan két v6i DKK1, nhu néu trén.

Viéc diéu tri DKK1 in vivo d4 dugc chi ra rang gy ra dc tinh ning & dudng tiéu
héa. Cu thé 13, sy biéu hién qua trung gian adenovirus ciia DKK1 ¢ chuét nhét trudng
thanh duogc chi ra rﬁng lam trc ché mdt cach r rét su ting sinh & rudt non va rudt Kkét, di
kém vaéi su thoai bién cAu trac tién trién, su giam khéi luong co thé trAm trong va su tlr
vong do viém rudt két va sy nhidm tring toan than. Cu thé 13, LRP5 va LRP6 duogc biéu
hién & rudt trong cac t& bao biéu md ting sinh va 1a cAn thiét cho sy ting sinh cla biéu
mb rudt, didu nay goi ¥ ring su tic ché LRP5 va LRP6 ¢6 th& 1a doc hai cho biéu md nay
va céc mo thong thudng khac (Zhong et al. "Lrp5 and Lrp6 play compensatory roles in
mouse intestinal development”. J Cell Biochem. 2012; 113(1):31-8). Diéu ndy khién c6

nghi ngd liéu cac tac nhan ma e ché LRP5 va LRP6, hodc céc tac nhan ma e ché con
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dudng truyén tin hiéu Wnt (Wntl v Wnt3a) néi chung, c6 thé sir dung duoc cho cac
muc dich trj liéu hay khong, vi du, cé thé duoc phat trién 1am céc thubc chéng ung thu

hay khong.

W02009/056634 d cap dén cac phan tir gén két LRP6 ma c6 thé hogc 1a tuong
tac voi con dudng truyén tin hidu Wntl hosc 13 véi con dudng truyén tin hidu Wnt3/3a,
cac phén tir nay co thé 1a ddi khang hodc chu vén, va cé thé dugc sir dung nham muc
dich chin doan hodc dé didu tri “céac rdi loan lién quan dén su truyén tin hiéu Wnt”, nhu
bénh viém xuong khép, bénh than da nang, hodc bénh ung thu. Cac vi du cu thé vé cac
phén tr gin két nhu vay, duge xac dinh béng trinh tu axit amin cua chung khong duoc

cung cap trong tai lidu nay.

WO02011/138391 va W02011/138392 bdc 16 cac khang thé gin két LRP6 da hda
tri. WO2011/138391 dang yéu ciu bao hd cc khing thé ma phong bé mét con dudng
truyén tin hiéu Wnt (Wntl hogc Wnt3) ma khong c6 tiém nang dbi véi con dudng con
lai (twong tmg 1a Wnt3 hoic Wntl). WO2011/138392, trong sb céc cong bd khac, dé
xudt cac khang thé hodc cac manh khang thé ma c6 tiém nang d6i véi su truyén tin hiéu

Wnt béng su két chum thu thé LRP6.

W02011/138391 giai thich ring dé dat dugc tic dung mong mudn, cic phan tir
gin két LRP6 can dugc dinh dang thanh céc khang thé IgG c6 chiéu dai day da. Vi du
v& c4c phén tir biparatopic (biparatopic: hudng dich hai epitop khdc nhau trén cting mot
dich) LRP6 dugc cung cip ma bao gdm phan tir IgG, c6 tinh dic hiu gén két thir nhit,
Kkét hop véi phﬁn Fv chudi don, c6 tinh dic hiéu gén két thit hai. Mot s6 dinh dang duoc
néu 1a c6 d6 dn dinh nhiét giam déng k& (Tm bing tir 50 dén 52°C). Phin Fc ¢6 thé
truyén céc chirc ning tac dong tén phén tir IgG, nhu tinh doc hai té bao phu thude phin
bd sung (complement-dependent cytotoxicity - CDC) hodc doc tinh t& bao phu thudc
khang thé (antibody-dependent cellular toxicity - ADCC).

WO02013/067355 bdc 16 chc cAu tric globulin mién dich scFv gén két LRP6
biparatopic dugc kéo dai thdi gian ban thai, thu duoc tir cac phén tir IgG duogc boc 10
trong WO2011/138391.

WO02011/119661 boc 16 céc khéng thd ma gén két voi LRP6 va tic ché su truyén
tin hiéu cam Ung bdi isoform Wnt thir nhét, dic biét 1a bdi Wnt3 hodc Wnt3a, nhung cic
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khang thé nay lai khién su truyén tin hidu c6 tiém ning bi cam Ung bdi isoform Wnt thir
hai, ma c6 thé 1 isoform Wntl, 2, 2b, 4, 6, 7a, 7b, 8a, 9a, 9b, 10a hodc 10b. C4c phin
tir ddc hiéu kép dugce bde 16 ma gén Kkét voi ving E1-E2 cia LRP6 cling nhu véi vung
E3-E4 cia LRP6. K§ thuat gén nut vao 18 (knob-in-hole) dugc st dung dé tao ra cac
khéng thé dic hiéu kép.

Sy nhén dién céc epitop gén két (cac gbc axit amin d4 dinh trong mién ecto / cac
ving canh quat beta LRP6) lién quan dén su gin két ctia cac khang thé LRP6 khéng
dugc @& xudt trong W02009/056634, ciing nhu trong WO02011/138391 hodc trong
W02013/067355, va chi duoc d& xuit mot phin trong W02011/119661. Cu thé 13, cac
khéng thé gén két LRP6 c6 thé e ché sy truyén tin hidu Wnt thong qua céc co ché khac
nhau theo sy gén két véi cac ving khac nhau ctia LRP6, bao gdm truc tiép canh tranh
v6i cdc Wnt hodc te ché sy tao thanh cac phirc hop thu thé bd ba (Wnt-LRP6-Frizzled),
trong khi d6 céc co ché khac 1am tdng cudng su truyén tin hiéu, c6 thé 1a bz‘?tng su két
chim thu thé (Ahn et al.” Structural basis of Wnt signaling inhibition by Dickkopf
binding to LRP5/6”. Dev Cell. 2011; 21(5):862-73).

Tuy nhién, cho dén nay, khong c6 phén tir géin két ndo duge mb ta trong linh vyc
nay da duoc cip phép bdi cac co quany t& ¢6 thAm quyén dé st dung lam thudc dé diéu
tri bénh bat ky. Cu thé 13, viéc st dung nhu vdy doi hdi cac tinh chét gan két rit dic hiéu,
tinh dic hiéu ding dén, sao cho cic phan tir nhu viy gin két hodc khéng gin két, hoat
hoa hodc khong hoat hoa, hodc tic ché hoic khéng trc ché céc dich khac (vi du, din dén
su hoat hoa hodc e ché khéng mong mudn céc con dudng truyén tin hiéu khac, hodc
thiéu su hoat hoa hodc e ché ddi véi céc isoform dich), trong trudng hop cac tic nhin
dic hidu kép hodc da dic hiéu, can bing ding dén giita hai hodc nhiéu tinh dic hi¢u gin
két, c4c tinh chit duoc dong hoc va duge Iuc hoc thich hgp, bién dang dgc tinh chip
nhén duge, va tit nhién 13 ca hiéu qua in vivo.

T nhitng didu néu trén, cin c6 céc tac nhén tri liéu méi ma cho phép didu tri c6
hi€u qua mot sb loai bénh ung thu va khéi u. Do d6, muc dich cta sang ché 1a dé xuét
cac tac nhan cé hoat tinh dugc ly nhu vdy ma c6 thé dwoc sir dung dé diéu tri mot sb

bénh ung thu, bao gdbm NSCLC va TNBC.
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Cu thé 13, muc dich cua séng ché 13 d& xuét céc tac nhén c6 hoat tinh dugc Iy nhu
vay, céc ché phdm va/hodc cic phuong phép didu tri ma cung cip cac loi ich nhét dinh
so v&i cac tac nhan, cic ché phim va/hodic cac phuong phap hién duge sir dung va/hozic
duoc biét trong linh vyc nay. Cac loi ich ndy bao gdm hidu qua in vivo, céc tinh chét
dugc ly va tri liéu duogc cai thién, it tic dung phu, va céc tinh chét c6 loi khac nhu cai
thién kha ning d& diéu ché hoic gidm chi phi hang hoéa, dic biét 14 so v6i cac thube ting

vién d3 duoc biét trong linh vuc nay.
Ban chit ky thuét céa sang ché

Theo khia canh thi nhét ciia sing ché, sang ché d& xuét cac polypeptit ma gin
két mdt cach dic hidu véi LRP5 hoic LRP6, trong d6 polypeptit theo sang ché bao gém
mién bién d6i don cua globulin mién dich tht nhét (a) duoc chon tir nhém bao g(“)m cac
mién bién dbi don ctia globulin mién dich (i) dn (iii) duoc x4ac dinh bing viée c6 cac
trinh ty CDR dudi day:

(1):

CDRI1: TYTVG (=SEQID NO:1)

CDR2: AIRRRGSSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:2)
CDR3: DTRTVALLQYRYDY (=SEQ ID NO:3)

(i1):

CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:4)

CDR2: AIRRSGRRTYYADSVKG (= SEQ ID NO:5)
CDR3: ARRVRSSTRYNTGTWWWEY (=SEQ ID NO:6)
(iii):

CDR1: RYTMG (= SEQ ID NO:7)

CDR2: AIVRSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:8)
CDR3: DRRGRGENYILLYSSGRYEY (= SEQ ID NO:9),

va mién bién ddi don ctia globulin mién dich thit hai (b) dugc chon tit nhém bao gém
cic mién bién d6i don ctia globulin mién dich (iv) va (v) duge xac dinh bang viée ¢6 cac

trinh ty CDR dudi day:

(iv):
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CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:10)

CDR2: AISWSGGSTYYADSVKG (=SEQID NO:11)
CDR3: SPIPYGSLLRRRNNYDY (=SEQ ID NO:12)
v):

CDRI1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)

CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)
CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (=SEQ ID NO:15).

Céc thuat ngit “thir nhit” va “th hai” lién quan dén cic mién bién dbi don cia
globulin mién dich nay chi dwgc du tinh 13 dé chi ra ring cic mién nay 13 hai mién khac
nhau (vi ching s& it nhét 13 gdm c4c trinh tw CDR khac nhau). Do d9, cac thuit ngit nay
s& khong duoc hiéu 13 @ chi thit ty hodc trinh tu chinh x4c cia cic mién nay trong chudi
polypeptit.

Céc polypeptit theo sang ché tly ¥ gdm mién bién dbi don cua globulin mién dich
thit ba, ddc biét 13 nhu mién bién dbi don ctia globulin mién dich gén két albumin, ching

han nhu mién Alb11, bao gdm cac CDR du6i day:

CDRI1(AIb11): SFGMS (= SEQ ID NO:16)
CDR2(AIb11): SISGSGSDTLYADSVKG (= SEQ ID NO:17)
CDR3(Albl1): GGSLSR (= SEQ ID NO:18).

Theo phuong 4n cy thé hon, cac polypeptit theo sdng ché chira cdc mién bién d6i
don ctia globulin mién dich ma 13 cic mién VHH, va t6t hon 14 c4c mién VHH dugc lam

giong nhu cta ngudi.

Theo phuong 4n cu thé hon, cc polypeptit theo sang ché chira mién bién dbi don
ctia globulin mién dich thir nhét (a) dugc chon tir nhém bao gdm cac mién bién ddi don
ctia globulin mién dich (i) dén (iii) ¢6 c4c trinh tu duéi day:

(i):
AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYTVGWFRQAPGKEREF
VAAIRRRGSSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYY
CAADTRTVALLQYRYDYWGQGTLVTVSS
(= SEQ ID NO:19)
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(ii):

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWFRQAPGKERE
FVAAIRRSGRRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVY
YCAAARRVRSSTRYNTGTWWWEYWGQGTLVTVSS

(= SEQ ID NO:20)

(iii):
AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFSRYTMGWFRQAPGKEREF
VAAIVRSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVY
YCAADRRGRGENYILLYSSGRYEYWGQGTLVTVSS

(=SEQ ID NO:21),
va mién bién dbi don cta globulin mién dich thit hai (b) dugc chon tir nhém bao gdm
céc mién bién d6i don cua globulin mién dich (iv) va (v) c6 céc trinh ty dudi day:

@v):
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREF
VAAISWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVY
YCAASPIPYGSLLRRRNNYDYWGQGTLVTVSS

(=SEQ ID NO:22), va

(v):
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWFRQAPGKERE
FVAAISWRSGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAV
YYCAADPRGYGVAYVSAYYEYWGQGTLVTVSS
(= SEQ ID NO:23).

Theo phuong an dugc dic biét wu tién, cac polypeptit theo sang ché con chira gbc
kéo dai thoi gian ban thai, trong d6 gbc kéo dai thoi gian ban thai nay duge lién két cong
héa tri véi polypeptit d3 néu va tiy y duge chon tir nhém bao gbm gbe gin két albumin,
nhu peptit gén két albumin hoic mién globulin mién dich gén két albumin, t6t hon 12

mién bién dbi don ctia globulin mién dich gin két albumin, t5t hon nira 13 mién Albl1,
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gbc gin két transferrin, nhu mién globulin mién dich khang transferrin, phén tir

polyetylen glycol, albumin huyét thanh ngudi, va manh cta albumin huyét thanh nguoi.

Duoc uu tién cu thé 14 céc polypeptit ma gom, ngoai hai mién bien doi don cua

globulin mién dich (a) va (b) nhu néu trén day, mién Alb11 ¢6 trinh tw dudi day:

EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

(= SEQ ID NO:24)

Theo phuong 4n thém nita, sang ché dic biét gdm cac polypeptit chira hodc

gbm chudi polypeptit bét ky trong s6 ba chudi polypeptit dudi déy:

F13500575, c6 trinh tu SEQ ID NO:25,
F13500571, c6 trinh ty SEQ ID NO:26, va
F13500720, c6 trinh ty SEQ ID NO:27.

Theo cac khia canh thém nita, sing ché @& cap dén céac phan tir axit nucleic, cac
vecto bidu hién, c4c t& bao chi, va cic phuong phap san xuét duge sir dung trong viée
san xuét polypeptit theo sdng ché. Cac phan tir axit nucleic ma hoa cac polypeptit theo
sang ché c6 thé duge st dung, dudi dang duge phan lap, dé xay dung cac vecto biéu
hién tuong tng, cic vecto nay sau do co thé dugc chuyén nhiém vao cac t& bao chu duge
st dung dé san xuét sinh duge phdm cac polypeptit theo sang ché. Phuong phap san xuét
nay thuong bao gbm cac budc nudi chy té bao chu trong céc diéu kién ma cho phép su
biéu hién ctia polypeptit, thu hdi polypeptit va tinh ché né6 theo cac phuong phéap da biét

trong linh vuc nay.

Céc khia canh, cac phuong 4n, cac Gng dung va céc phuong phap khac lién quan
dén cac polypeptit theo sang ché s& trd nén 13 rang tir phin mo ta chi tit sang ché dudi
day va tir céc yéu cau bao ho kém theo.

Sang ché d@ xuét cac phan tir m&i ma cho phép diéu tri hiéu qua hon d6i voi mot
s6 loai bénh ung thu, nhu TNBC, CRC, va NSCLC, véi it tAc dung phu hon. Cac
polypeptit theo sang ché tao ra tac dung tri liéu bét ngd (ttc 1a hiéu qua) trong didu tri
cho c4c bénh nhan ung thu, & chd ching c6 thé cam Ung sy thoai trién khéi u dén dén

su dap img hoan toan v& bénh ly (pathological complete response - pCR). Diéu nay duoc
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mong doi 13 dAn dén sy cai thién dang ké su séng khong c6 su tién trién ctia bénh va su
sdng noi chung, dic biét 1a & cac chi dinh nhu cdu chita tri khong dap ing cao vi du nhu
bénh ung thu vi. Do do, cac polypeptit theo sang ché cung cp céc lua chon tri liéu méi
trong diéu tri mot s loai bénh ung thu, dic biét 1a cac bénh ung thu thé hién con dudng

truyén tin hiéu Wnt bi mét diéu hoa va su tich tu beta-catenin.

Hon nita, cic polypeptit theo sang ché c6 thé san xuét duoc mét cach d& dang, co
5 6n dinh cao va tinh khang nguyén thép, va cung cAp nhiéu Iua chon lién quan dén cac

duong dung, ngoai vi€c tiém va truyén.
MG ta van tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién su bidu difn bing so dd cac polypeptit biparatopic dbi khang su
truyén tin hiéu Wntl va Wnt3a. Chiing gdm ba mién, véi hai mién gén két vdi céc epitop
riéng biét ciia LRP5 va LRP6 (chét phong bé Wntl va Wnt3a) va mot mién d& kéo dai
thoi gian ban thai (cht gin két albumin huyét thanh ngudi).

Fig.2 thé hién su thiéu twong quan gitta c4c thir nghiém ELISA va FACS gén két
dbi v6i mot sb lugng dai dién cac VHH gén két LRP6 thu dugc tir sy tao mién dich &
lac da khong budu. Panen s§ “1” ctia cac VHH dugce dic trung bing 4i luc cao ddi voi
céc té bao bidu hién LRP6 trén mang huyét twong, nhu dugc phét hién bang céc thir
nghiém gin két FACS (cac gia tri MCF dugc bao cdo trén truc y). Panen s6 “2” ciia cac
VHH duogc dic trung bang 4i luc cao d6i v6i mién ecto LRP6 tai tb hop clia ngudi
(thLRP6-Fc), nhu dugc phat hién bing céc thir nghiém gin két ELISA (c4c gié tri
OD405 duogc bao cao trén truc x).

Fig.3 th8 hién sy gin két cta ba cdu tric VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6
biparatopic duge kéo dai thoi gian ban thai véi cdc dong té bao HEK293 biéu hién qua
mirc LRP5 cta nguoi (Fig.3A) va LRP6 cta nguoi (Fig.3B) khi so véi d6i chimg am
tinh chira chit gén két khong hudng dich (cAu trac VHH ma gin két vi protein vi khuin
ma khong duoc biéu hién & céc té bao HEK293).

Fig.4 thé hién su canh tranh DKK1 hoan toan ctia ba cAu trac VHH phan tmg
chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian ban thai trong viéc gin két voi ca dong
t& bao HEK293 bidu hién qué mirc LRPS ngudi (Fig.4A) va dong té bao HEK293 biéu
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hién qua mic LRP6 nguoi (Fig.4B), nhu dugc phat hién boi thir nghiém canh tranh
DKK1 trén co s FACS.

Fig.5 thé hién su e ché hoan toan con duong Wntl va Wnt3a cta ba cAu tric
VHH phan tng chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian béan thai (Fig.5A) va su
so sanh v6i cac phan tir gén két LRP6 khac (Fig.5B: Knob HC YW210.09 va
MORO08168IgG1LALA 6475 scfv; Fig.5C: 802T) trong thir nghi€m thong bdo Wntl va
Wnt3a két hop.

Fig.6 thé hién su (rc ché sy truyén tin hidu Wnt & cac t& bao ung thu, nhu duoc
phéat hién bang sy tic ché sy biéu hién mARN Axin2 tuong ddi (Fig.6A), va su ting sinh
t€ bao (Fig.6B) nhur dugc phat hién bing phin trim (%) sb & bio c6 thé tdn tai giam,
sau khi xir Iy vé6i ba cdu tric VHH phéan tng chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi
gian ban thai (ndng do cudi cing 1a 1mM) va bang cach xi Iy véi 802T, so véi cac té
bao dugc xtr Iy bang FO13500571 va khong duge xir Iy (d6i ching) (biéu db phia tay
tréi / phia tay phai ctia Fig.6B); cac dudng cong dap ung lidu duoc thé hién dbi véi viee
xtr Iy bing mét cdu tric LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian bén thai (Fig.6C) va
802T (Fig.6D).

Fig.7 thé hién hidu qua in vivo ctia cdu traic VHH phan tng chéo LRP5/LRP6
biparatopic kéo dai thoi gian ban thai (F013500571 trong Fig.7A va F013500720 trong
Fig.7B) va ctia Knob HC YW210.09 (Fig.7C) trong c4c mé hinh khéi u dugc dan dit
bdi Wnt (md hinh ghép khac loai MMTV-Wntl).

Fig.8 thé hién su tc ché con dudng Wnt & céc khbi u dugc xir Iy bing cac cdu
trac VHH phan tUng chéo LRPS/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian ban thai
F013500571 va F013500720, nhu dugc phat hién bang su giam su biéu hién mARN
Axin2 so véi nhém ddi ching.

Fig.9 thé hién tac dung cua sy trc ché truyén tin hiéu din dit bdi Wnt3a dbi véi
su giai phong TNFalpha xytokin tién viém béi cac té bao dudi gai (Fig.9A) va tac dung
d6i v&i su hoat héa té bao T, nhu duoc x4c dinh bing su giai phéng interferon-gama
(Fig.9B) khi xir Iy véi cdu trac VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai
thoi gian ban thai. M3i ky hiéu thé hién m6t mau cho t& bao dudi gai (dendritic cell -

DC) duy nhét. Céc dit liéu thé hién duoc chuin héa dén mirc TNFalpha ctia dbi chimg
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khong duoc xir Iy (Fig.9A) va mdi ky higu thé hién cip mAu cho duy nhit ddi véi té bao
DC va té bao T (Panen B).

MO ta chi tiét sang ché
Phén dinh nghia

Céc khia canh va cic phuong 4n néu trén va cic khia canh va cac phuong 4n khac

theo sang ché s& trd nén rd rang tir phin mo ta thém & day, trong do:

a) Trir khi duoc thé hién rd hodc dinh nghia theo cach khéc, tht ca cac thuit ngit
dugc str dung déu c6 nghia théng thudng ciia chiing trong linh vuc nay, ma s& 12 rd rang
dbi vei nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Viéc tham khao dugc thuc hién,
vi dy, dbi véi céc sb tay huéng dan chuén, nhu Sambrook et al, "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual" (2nd Ed.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989);
Lewin, "Genes IV", Oxford University Press, New York, (1990), va Roitt et al.,
"Immunology" (2™ Ed.), Gower Medical Publishing, London, New York (1989), ciing
nhu dén tinh trang k§ thuat chung dugc néu & ddy. Hon nita, trir khi duoc thé hién 3
theo cach khac, tAt ca cic phuong phap, cac budc, cic ki thuit va céc thao tic ma khong
dugc md ta chi tiét mot cach cu thé ¢ thé dugc thue hién va dd duge thuc hién theo
céch ma thuc chét da biét, nhu s& 12 rd rang dbi v6i ngudi 6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay. Viéc tham khao cling dugc thuc hién, vi du, dbi véi cac sb tay huéng dan
chudn, d8i v&i tinh trang k¥ thuat chung duoc néu trén va ddi véi céc tai liéu tham khao

khac dugce néu trong do.

b) Trr khi dugc thé hién r& theo cach khéc, cac thuét ngit "globulin mién dich"
va "trinh tu globulin mién dich" - du 13 duoc sit dung & ddy dé d& cip dén khang thé
chudi ning hay dén khéng thé 4 chudi thong thudng - duoc st dung nhu 12 cac thuét ngft
chung bao gdm cé khang thé c¢6 kich c& dy du, cac chudi riéng 1é clia né, cling nhu tht
¢4 céc phdn, cac mién hodc cic manh ctia n6 (bao gdm nhung khong chi gi6i han & cac
mién gin két khang nguyén hodc cic manh 1dn luot nhu céc mién VHH hoic cic mién
VH/VL). Ngoai ra, thudt ngtt "trinh tu" nhu dugc st dung ¢ day (vi du trong cac thuat
ngtt nhu "trinh tu globulin mién dich", "trinh ty khang thé", "trinh tw mién bién dbi
(don)", "trinh ty VHH" hodc "trinh tu protein"), s&€ thudng dugc hidu 12 bao gbm ca trinh
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tu axit amin ¢6 lién quan ciing nhu céc trinh ty axit nucleic hodc céc trinh tu nucleotit

ma héa chung, trir khi van canh yéu cau cach hi€u gidi han hon;

¢) Thuit ngft "mién" (ctia polypeptit hodc protein) nhu dugce str dung & day chi
cAu tric protein gip nép ma c6 kha ning gitt lai cAu tric bac ba ctia n6 doc 1ap véi phén
con lai ctia protein. Théng thudng, cdc mién chiu trach nhiém cho céc tinh chit chic
nang riéng bi€t cla céc protein, va trong nhiéu truong hop, cac mién ¢c6 thé dugc bd
sung, loai bo hodc truyén sang cac protein khic ma khong mét di chirc ning cta phén

coOn lai cua protein va/hodc clia mién.

d) Thuét ngit "mién globulin min dich" nhu dugc str dung & ddy chi ving hinh
ciu ctia chudi khang thé (vi du nhu m6t chudi ctia khang thé 4 chudi thong thudng hoic
ctia khang thé chudi ning), hoic chi polypeptit ma dic biét bao gdm ving hinh cau nhu
vay. Cac mién globulin mién dich dwoc dic trung & chd ching giit lai cuén globulin
mién dich ddc trung clia cac phan tir khéng thé, ma bao gdm phén kep 2 16p ctia khoang
7 chudi beta dbi song dugc sip xép thanh hai tAm beta, tiy y dugc 1am dn dinh bang lién

két disulphua béo ton.

e) Thuat ngit "mién bién ddi globulin mién dich" nhu duoc sit dung & day cé
nghia la mién globulin mién dich dic biét bao gém bdn "vung khung" ma dugc néu trong
linh vuc k§ thut ndy va dudi ddy 1an luot 13 "ving khung 1" hay "FR1"; "ving khung
2" hay "FR2"; "vung khung 3" hay "FR3"; va "vung khung 4" hay "FR4"; c4dc ving
khung nay dugc 1am ngit quing bing ba "ving quyét dinh bd ctru" hay "CDR", ma dugc
dé cap trong linh vuc nay va dudi ddy 1an luot 1a "ving quyét dinh bd ctru 17 hosc
"CDR1"; "ving quyét dinh b ciru 2" hay "CDR2"; va "ving quyét dinh bd ciru 3" hay
"CDR3". Do d6, cu trac hoic trinh tu chung cua mién bién d6i globulin mién dich ¢
thé duoc thé hién nhu sau: FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4. D6 14 (cé4c)
mién bién dbi globulin min dich ma truyén tinh dic hidu d6i véi khang nguyén cho
khang thé bang cach mang diém gén két khang nguyén.

f) Thuat ngft "mién bién dbi don globulin min dich" nhur dugc sir dung & ddy c6
nghia 14 mién bién dbi globulin mién dich ma ¢ kha ning gén két mot cach dic hidu
vé6i epitop ctia khang nguyén ma khong bit ciip véi mién globulin mi&n dich bién d6i bd

sung. Mot vi du vé c4c mién bién d6i don ctia globulin mién dich trong pham vi y nghia
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ctia sang ché 13 "céc khang thé mién", nhu cidc mién bién d6i don cta globulin mién dich
VH va VL (c4c mién VH va cac mién VL). Vi du quan trong khéc vé cdc mién bien d6i
don ctia globulin mién dich 14 "c4c mién VHH" (hodc don gian 1a "VHH") tir lac da, nhu

duoc xac dinh sau day.

Xét trén dinh nghia néu trén, mién gin két khang nguyén ctia khéng thé 4- chudi
thong thuong (nhu phén tir IgG, IgM, IgA, IgD hoidc IgE; da biét trong linh vuc ndy)
hodc ctia manh Fab, manh F(ab')2, manh Fv nhu méanh Fv duoc lién két disulphua hodc
manh scFv, hoic diabody (tit ca déu da dugc biét trong linh vue nay) thu duoc tir khang
thé 4 chudi thong thuong, s& thuong khong duoc d& cap 13 mién bién déi don globulin
mién dich, vi, trong cic trudong hop nay, su gén két véi epitop tuong ng clia khang
nguyén thuong khong dién ra béi mot (duy nhét) mién globulin min dich ma béi cap
(két hop) cac mién globulin mién dich nhu cac mién bién ddi chudi ning va chudi nhe,
tac 13, bdi cap VH-VL cua cac mién globulin mién dich, ma cing gén két véi epitop ctia

khang nguyén tuwong Ung.

£1) "Céc mién VHH" , con duoc biét nhu 1a VHH, cac mién ViH, cac manh khang
thé VHH, va céc khang thé VHH, di duoc m6 ta ban dAu 12 mién (bién d6i) globulin
mién dich gin két khang nguyén ctia "céac khang thé chudi nang" (tic 13, cia "cac khang
thé khong cé cac chudi nhe"; Hamers-Casterman C, Atarhouch T, Muyldermans S,
Robinson G, Hamers C, Songa EB, Bendahman N, Hamers R.: "Naturally occurring
antibodies devoid of light chains"; Nature 363, 446-448 (1993)). Thuat ngi "mién VHH"
d3 duoc chon dé phén biét cac mién bién dbi nay v6i cac mién bién dbi chudi ning khac
ma c6 mit trong céc khang thé 4 chudi thong thudng (ma duoc dé cap & day 1a "cac mién
V" hodc "cac mién VH") va véi cac mién bién d6i chudi nhe ma c6 mit trong céc khang
thd 4 chudi thong thudng (ma duge d& cap & dy 1a "céc mién V1" hodc "cac mién VL").
Céc midn VHH c6 thé gin két mot cach dic hiéu véi epitop ma khong can mién gén két
khang nguyén bd sung (nguoc lai véi céc mién VH hozc VL trong khéng thé 4 chudi
thong thudng, trong dé epitop dugc nhén dién béng mién VL cing véi mién VH). Céc
mién VHH 13 c4c don vi nhd, nhan dién khang nguyén mdt cach manh mé& va hi€u qua

duoc tao thanh béng mién globulin mién dich don.

Trong vin canh ciia sdng che, cac thuat ngit mién VHH, VHH, mién VgH, manh

khing th8 VHH, khang thé VHH, ciing nhu "Nanobody®" vi "mién Nanobody®™"
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("Nanobody" 14 nhdn hiéu cta cdng ty Ablynx N.V.; Ghent; Belgium) duoc str dung
thay thé nhau va 13 dai dién cho c4c mién bién dbi don cua globulin mién dich (c6 cdu
triic: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 va gin két mot cach dic hidu véi epitop
ma khéng cin sy ¢6 mit cia mién bién ddi globulin mién dich th hai), va ciing c6 thé
duoc phan biét véi cac midn VH bang cai goi 13 "céc gde x4c nhan tidu chudn", nhu

dugc dinh nghia, vi dy, trong W02009/109635, Fig.1.

Céc gbc axit amin ctia mién VHH duoc d4nh sb theo cach danh s6 thong thudong
dbi voi cac mién Vu duoc dwa ra béi Kabat et al. ("Sequence of proteins of
immunological interest", US Public Health Services, NIH Bethesda, MD, Publication
No. 91), nhu dugc ap dung d6i véi cac mién VHH tir lac @3, nhu dugc thé hién, vi dy,
trong Fig.2 ctia bai bio ctia Riechmann va Muyldermans, J. Immunol. Methods 231, 25-
38 (1999). Theo cach d4nh sé nay,

FR1 bao gém cac géc axit amin & cac vi tri 1-30,

CDR1 bao gdm cac gbc axit amin & céc vi tri 31-35,

FR2 bao gdm céc axit amin & cac vi tri 36-49,

CDR2 bao gdm cac gbc axit amin & céc vi tri 50-65,

FR3 bao gdm céc gbc axit amin & cac Vi tri 66-94,

CDR3 bao gdm céc gdc axit amin & cac vi tri 95-102, va

FR4 bao gdm céc gdc axit amin & cac vi tri 103-113.

Tuy nhién, cin luu ¥ ring - nhu dugc biét 15 trong linh vuc nay d6i voi cac mién Vi va
d6i v6i cac midn VHH - tdng s luong gbc axit amin trong m&i CDR c6 thé thay dbi va
c¢6 thé khéng tuong mg véi téng sb gbe axit amin dugc th& hién bing cach danh sb
Kabat (tirc 13, mét hodc nhiéu vi tri theo c4ch danh sb Kabat c6 thé khong cé géc axit
amin trong trinh tu thuc t&, hodc trinh tu thuc té c6 thé chta nhiéu géc axit amin hon s6
lwong cho phép bang sy danh s6 Kabat). Piéu ny c6 nghia 13, néi chung, viéc danh sb
theo Kabat c6 thd hodc c6 thé khong tuong tmg véi viée danh sb thuc té céc gbc axit

amin trong trinh ty thuc té.

Céc phuong phap khéc dé danh s6 cac gbc axit amin ciia cac mién Vg, cic phuong
phép nay cling c6 thé duoc 4p dung theo cach thiic trong tu dbi voi cac mién VHH, 14

da duoc biét d&én trong linh vuc nay. Tuy nhién, trong phin mb t4, yéu cu bao ho, va
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hinh v€ cia sang ché, viéc dénh sb theo Kabat va dugc ap dung cho céac mién VHH nhu

dugc md ta trén day s& dugc tudn theo, trir khi dugce néu rd theo cach khac.

Téng sb gbc axit amin trong mién VHH s& luén nim trong khoang tir 110 dén
120, thudng ndm trong khoang tir 112 dén 115. Tuy nhién, can luu y ring cac trinh tu

nho hon va dai hon ciing c6 thé 13 thich hop ddi véi cac muc dich duge néu & day.

Céc dic tinh vé clu trac va céc tinh chat chitc ning khac cia cdc mién VHH va

céc polypeptit chira mién nay c6 thé duoc tong két nhu sau:

c4c midn VHH (ma ban chét da duoc "thiét ké" d& gin két v& mit chirc ning voi
khang nguyén ma khong c6 su c6 mit cta, va khdng c6 tuong tac bat ky voi, mién bién
dbi chudi nhe) c6 thé ¢6 tac dung nhu 1a mién, polypeptit hodc don vi cdu tric gin két
khéng nguyén c6 chirc nang, tuong d6i nho, don 1&. Pidu nay phan biét cac mién VHH
v6i cac mién VH va VL cla céc khang thé 4 chudi théng thudng, ma ban than ching
thuong khéng thich hop cho cac ting dung thuc tién dé 1am céc protein don gin két
khéng nguyén hodc cac mién bién dbi don cua globulin mién dich, ma can phai dugc két
hop trong mdt sb dang hodc v4i dang khac dé tao ra don vi gén két khang nguyén chirc
nang (nhu trong, vi du, cdc manh khang thé thong thudng nhu cic manh Fab; trong

scFv's, ma bao gom mién VH dugc lién két cong hoa tri véi mién VL).

Vi c4c tinh chit duy nhit nay nén viéc sir dung céc mién VHH - hoic 12 mot minh
hodc 1a dudi dang mét phan cia polypeptit 16n hon - s& cung cap mot s6 uu diém déng
ké so véi viée sir dung cdc mién VH va VL thong thudng, scFv's hodc cac manh khang
thé thong thudng (nhu cdc manh Fab hogic F(ab')2):

- chi cAn mot mién don dé gén Kkét khang nguyén v&i 4i luc cao va véi do chon loc cao,
do d6 khong can phai c6 hai mién riéng &, ciing khong cAn dam béao ring hai mién nay
13 ¢4 mit trong cAu tao va cdu hinh khéng gian phtt hop (tirc 12 théng qua viée sir dung
céc tac nhan lién két dugc thiét ké dic biét, nhu véi scFv's);

- cac mién VHH c6 th8 duoc biéu hién tir gen duy nhit va khong cAn sy cai bién hozic
cudn gap sau dich ma;

- c4c mién VHH c6 thé d& dang dugc xir Iy di truyén thanh céc dang da hoa tri va da dic

hiéu (nhu duoc ban luan tiép & day);
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- c4c mién VHH c6 d6 hoa tan cao va khong c6 xu huéng két tu (nhu véi cac mién gén
két khang nguyén thu dugc tir chudét dugc mo ta bdi Ward et al., Nature 341: 544-546
(1989));

- c4c mién VHH c6 d6 6n dinh cao dbi véi nhiét d6, d6 pH, cAc proteaza va cac tic nhan
hodc cac didu kién 1am bién tinh khéc va do d6 c6 thé duge didu ché, bao quan hodc van
chuyén ma khéng cin céc thiét bi lam lanh, nhd d6 tiét kiém thoi gian, chi phi, va bao
v€ méi trudng;

- chc mién VHH c6 thé diéu ché duoc mot cach d& dang va twong dbi ré, thim chi ca
trén quy mé 16n. Vi du, cic mién VHH va céc polypeptit chita cic mién niy c6 thé duogc
san xuét bang cach st dung su 1én men vi sinh (vi du, nhu dugc mé ta thém dudi day)
va khéng can viée st dung hé biéu hién trén dong vat cé va, nhu 14 dbi voi, vi du, cac
manh khang thé théng thudng;

- c4c mién VHH 13 twong d6i nho (khoang 15 kDa, hodc nhé hon 10 14n so v&i IgG thong
thudng) so véi cac khang thé 4 chudi théng thudng va cac manh gén két khang nguyén
cua nd, va do do

-- thé hién sy xuyén thdm cao (hon) vao cic md va

-- ¢6 thé duoc dung véi lidu lugng cao hon

so v6i cac khang thé 4 chubi thudng thudng va cdc manh gin két khdng nguyén clia
chung;

- cac mién VHH c6 thé thé hién c4i goi 14 c4c tinh chét gén két khoang (trong s cac cai
khéc do vong CDR3 kéo dai ctia chiing, so v6i cac mién VH thong thudng) va do d6 ¢6
thé con tiép can duge cac dich va cac epitop ma khong thé tiép can dbi v6i cac khang

thé 4 chudi thong thuong va cic manh gin két khang nguyén ctia ching.

Céc phuong phép dé thu cic mién VHH gén véi khang nguyén hoic epitop dic
hiéu d4 dugc mo ta sém hon, vi dy, trong W02006/040153 va W02006/122786. Nhu
cling duoc mé ta chi tiét & day, cac mién VHH thu dugc tir lac da c6 thé duoc "lam gidng
nhu clia ngudi" bang céch thay thé mot hodc nhidu gbe axit amin trong trinh tu axit amin
ctia trinh tw VHH ban du bing mét hodc nhidu gbc axit amin ma tim thdy & (cac) vi tri
tuong g trong mién VH tir khang thé 4 chudi théng thudng cta ngudi. Mién VHH
duoc 1am gidng nhu cia ngudi 6 thé chira mot hodc nhiéu trinh tw ving khung ddy da

clia ngudi, va, trong phuong 4n cu thé hon, c6 thé chita cac trinh ty ving khung cta
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nguoi thu duge tir DP-29, DP-47, DP-51, hodc cac phén cuia chung, tuy y duoc Két hop
v§i cac trinh ty JH, nhu JHS.

f2) "Cac khéang thé mién", con duge biét nhu 14 "Dab", "Domain Antibodies", va
"dAbs" (cac thuit ngit "Domain Antibodies” va "dAbs" dugc sir dung nhu 12 nhén hiéu
bdi tap doan GlaxoSmithKline) d duoc md ta trong, vi dy, Ward, E.S., et al.: "Binding
activities of a repertoire of single immunoglobulin variable domains secreted from
Escherichia coli"; Nature 341: 544-546 (1989); Holt, L.J. et al.: "Domain antibodies:
proteins for therapy"; TRENDS in Biotechnology 21(11): 484-490 (2003); va
W02003/002609.

Cac khang thé mién dic biét tuong g véi cac mién VH hoic VL ctia dong vat
cé vi khong phai lac da, cu thé 13 c4c khang thé 4 chudi clia ngudi. Dé gin két epitop
dudi dang mién gén két khang nguyén don, tic 1a khong can phai cip dbi twong tmg véi
mién VL hodc VH, su chon loc dic hiéu dbi v6i cac tinh chit gén két khang nguyén nhu
vay la can thiét, vi du, b%lng cach str dung céc thu vién vé céc trinh tu mién VH hoic VL
don clia nguoi.

Céc khéang thé mién co, gibng nhu cac VHH, khéi luong phan tir khoang 13 dén
khoang 16 kDa va, néu thu dugc tir cc trinh tur ddy du clia ngudi, thi khong can 1am
giéng nhu clia nguoi dé, vi du, cho cac tmg dung tri liéu d6i voi ngudi. Nhu trong trudng
hop céc mién VHH, ching con dugc biéu hién 15 rang & cac hé biéu hién nhén so, tao
ra su giam dang ké vé chi phi san xuét néi chung.

Cac khang thé mién, cling nhu céc mién VHH, ¢6 thé dugc 1am hoan thién vé &i
luc béng cach dua vao mdt hodc nhiéu bién dbi & trinh ty axit amin ctia mdt hodc nhiéu
CDR, céc bién dbi nay din dén sy cai thién 4i lyc ciia mién bién ddi don cta globulin
mién dich thu duoc dbi véi khang nguyén twong (mg clia n6, so véi phan tir gbc twong
ung. Céc phan tr mién bién ddi don cta globulin mién dich dugc hoan thién vé 4i luc
nay theo sang ché c6 thé dugc didu ché bing cic phuong phap da biét trong linh vuc
ndy, vi du, nhu duge mod ta boi Marks et al., 1992, Biotechnology 10:779-783, hodc
Barbas, et al., 1994, Proc. Nat. Acad. Sci, USA 91: 3809-3813.; Shier et al., 1995, Gene
169:147-155; Yelton et al., 1995, Immunol. 155: 1994-2004; Jackson et al., 1995, J.
Immunol. 154(7):3310-9; va Hawkins et al., 1992, J. Mol. Biol. 226(3): 889 896; KS
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Johnson and RE Hawkins, "Affinity maturation of antibodies using phage display",
Oxford University Press 1996.

f3) Hon nita, ciing s€ r0 rang d6i v&i ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vyuc
nay 1a cé thé "ghép" mét hoic nhiéu CDR néu trén vao "cac khung” khéc, bao gbm
nhung khong chi giéi han & cac khung clia ngudi hodc cac khung khong thudc globulin
mién dich. C4c khung va céc k¥ thut thich hop dé ghép CDR nhu viy 12 da biét trong

linh vuc nay.

g) Céc thuat ngit "epitop" va "yéu t6 quyét dinh khang nguyén", ma c6 thé dugc
stt dung thay thé cho nhau, dwgc ding d& chi mét phan ctia dai phan tir, nhu polypeptit,
ma duge nhan dién bing cic phan tir gin két khang nguyén, nhu céc khang thé thong
thuong hodc céac polypeptit theo sang ché, va cu thé hon 12 bang vi tri gin két khang
nguyén cua cac phén tir nay. Cac epitop xac dinh vi tri gén két t6i thidu d6i véi globulin

mién dich, va do d6 thé hién dich dic hiéu ctia globulin mién dich.

Phin cta phan tir gin két khang nguyén (nhu khing thé théng thudng hodc
polypeptit theo sang ché) ma nhén dién epitop ndy dugc goi 1a paratop.

h) Thudt ngit phén tir gin két (khang nguyén) "biparatopic" hodc polypeptit
"biparatopic" nhu dugce st dung ¢ ddy s& chi polypeptit gdm mién bién d6i don cua
globulin mi&n dich thir nhit va mién bién ddi don cta globulin mién dich thr hai nhu
duoc dinh nghia ¢ ddy, trong d6 hai mién bién dbi nay c6 thé ghn két v6i hai epitop khéc
nhau ctia mdt khang nguyén, cc epitop ndy khong thudng dugc gén két ddng thoi boi
mot globulin mién dich dic higu don, nhu, vi du, khang thé théng thudng hodc mot mién
bién dbi don cta globulin mién dich. Cac polypeptit biparatopic theo sing ché bao gdbm
cac mién bién ddi ma c6 tinh dic hiéu véi epitop khac nhau, va khdng chira cac cép mién
bién ddi bd cru 13n nhau ma gin két v4i cling mot epitop. Do dd, chung khong canh

tranh v6i nhau dé gén két voi LRPS hoic LRP6.

i) Polypeptit (nhu globulin mién dich, khang thé, mién bién ddi don cua globulin
mién dich, polypeptit theo sang ché, hoic néi chung 14 phan t gin két khang nguyén
hodc manh cia nd) ma co thé “gén két”, "ga?'ln két voi", « gén két dic hiéu”, hodc " gén Kkét
mdt cach dic hidu véi", ma "cé 4i lyc v6i" vashode "co6 tinh déc hiéu dbi voi" epitop,

khang nguyén hodc protein nhét dinh (hoic dbi véi it nhit mot phz“m, mdt manh hodc
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epitop ctia n6) duoc goi 1a "dbi khang" hoic "dugc dinh huéng d6i khang" epitop, khéng
nguyén hodc protein ndy hozc 14 phan tir "gén két" véi epitop, khing nguyén hodc

protein nay.

k) No6i chung, thuat ngtt "dd déc hi€u" chi sb lugng céc loai khang nguyén hodc
epitop khac nhau ma phén tir gén két khang nguyén cu thé hoic protein gin két khang
nguyén cu thé (nhu globulin mién dich, khang thé, mién bién d6i don coa globulin mién
dich, hodc polypeptit theo sang ché) c6 thé gin két. D6 dic hidu cla protein gén két
khéng nguyén co thé duge x4c dinh dua vao &i luc va/hoic kha luc. Ai luc, duoc bidu
thi bang hing s6 can bing ca su phan ly giita khdng nguyén va protein gin két khang
nguyén (Kp), 13 s§ do luc bén gin két giita epitop va vi tri gén két khang nguyén trén
protein gin két khang nguyén: gi4 tri Kp cang nho thi luc bén gén két nay giita epitop
va phan tir gén két khang nguyén cang manh (néi canh khac, 4i luc c6 thé con dugc biéu
hién duéi dang hing sb 4i luc (Ka), ma bing 1/Kp). Nhu s& 13 16 rang d8i véi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay (vi dy, trén co s& cac boc 1§ khac & day), ai luc
6 thé duge xac dinh theo cach thirc ma thuc chét da biét, tuy thudc vao khang nguyén
d3c hiéu can quan tAm. Kha Iuc 13 sd do luc bén gin két gitta phan tir gin két khang
nguyén (nhu globulin mién dich, khang thé, mién bién dbi don ctia globulin mién dich,
hodc polypeptit theo sang ché) va khang nguyén phit hop. Kha luc c6 lién quan dén ca
4i luc gifta epitop va vi tri gin két khang nguyén ciia né trén phén tir gin két khang
nguyén va sb luong vi tri gén két thich hop trén phan tir gén két khang nguyén.

Dién hinh 13, c4c protein gan két khang nguyén (nhu céc polypeptit theo sang
ché) s& gin két v6i hing sb phén ly (Kp) 1a tir 10E-5 dén 10E-14 mol/lit (M) hodc nho
hon, va t&t hon 13 tir 10E-7 dén 10E-14 mol/lit (M) hodc nho hon, t6t hon nita 1a tir 10E-
8 d&n 10E-14 mol/lit, va thdm chi t6t hon nita 13 tir 10E-11 dén 10E-13 (nhu duoc do,
vi du, trong thir nghiém Kinexa; da bibt trong linh vuc nay), va/hodc véi h?mg sb két hop
(K») it nhit 1a 10E7 ME-1 , tét hon néu it nhit 13 10E8 ME-1, tét hon nita néu it nhét 1
10E9 ME-1, nhu it nhét 14 10E11 ME-1. Gi4 tri Kp bat ky 16n hon 10E-4 M thudng duoc
xem nhu 13 thé hién sy gén két khong dic hiéu. TSt hon 13, polypeptit theo sang ché s&
gén két voi khang nguyén mong mudn véi Kp nhd hon 500 nM, t&t hon 12 nhé hon 200
nM, t&t hon nita 1a nhé hon 10 nM, chéng han nhu nho hon 500 pM. Su g.'fm két dic hidu

clia protein gin két khang nguyén véi khang nguyén hodc epitop c6 thé duoc x4c dinh
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theo cach thich hop bét ky ma thuc chét da biét, bao gém, vi du, cac thir nghiém dugc
md ta & ddy, phén tich Scatchard va/hodc cac thir nghiém gin két canh tranh, nhu céc
thir nghiém mién dich phéng xa (radioimmunoassays - RIA), cac thir nghiém mién dich
enzym (enzyme immunoassays - EIA) va cac thir nghiém canh tranh kep, va cac bién

thé khac nhau cia chiing ma thuc chét d3 biét trong linh vuc nay.

1) Thuét ngft “phén g chéo” lién quan dén cc phéan tir gin két ma c6 thé gin
két véi LRP5 ciing nhu véi LRP6 (“phén tng chéo LRP5/LRP6”) dugc du tinh 13 ¢ chi
rang cac phan tir gin két nay c6 thé gén két mét cach dic hiéu vdi epitop ¢ trong phan
tir LRP5, va c6 thé, cach khéc, con gén két mot cach dic hiéﬁ V6i epitop c6 trong phan
tir LRP6. Thong thudng, su phan ting chéo ndy c6 thé nay sinh trong trudng hgp ma cac
epitop ctia céc protein khac nhau ma dugc gin két biang phan tir gin két nhu vy c6 cu
tric tuong tu va/hodc trinh ty twong tu nhau, vi duy, thé hién 14 cac epitop duoc bao tdn,
vi du, dugc chia sé boi cac protein thudc cing mdt ho protein (vi du LRP5 va LRP6,

thudc ho protein LRP).

m) Cac géc axit amin s& dugc thé hién theo ma axit amin mét chit cai hoic ba
chit cai chuin, nhu thudng dugc biét va duogc chip nhéan trong linh vuc ndy. Khi so sénh
hai trinh tu axit amin, thuat ngit "su khac biét axit amin" chi sy chén, sy x6a bo hodc sy
thay thé mot sb luong xéc dinh céc géc axit amin & vi tri cta trinh tu dbi ching, so véi
trinh tu thir hai. Trong trudng hop thay thé, su thay thé nhu vay s& tt hon 13 su thay thé
axit amin bao tdn, ma c¢6 nghia 14 gbc axit amin dugc thay thé bang gdc axit amin khac
¢6 cAu tric héa hoc twong tu va c¢6 anh hudng nho hozic vé co ban 12 khong c6 anh huéng
d6i v6i chirc ning, hoat tinh hoic c4c tinh cht sinh hoc khac ctia polypeptit. Su thay thé
axit amin bao tdn nhu vAy da dugc biét 16 trong linh vuc nay, vi du tir WO 98/49185,
trong d6 sy thay thé axit amin bao ton t&t hon 14 cac thay thé trong d6 mot axit amin
trong cac nhém (i) - (v) dudi day duoc thay thé bang gbc axit amin khac trong clng
nhom: (i) cac géc béo nho, khong phan cuc hoic phin cuc nhe: Ala, Ser, Thr, Pro va
Gly; (ii) cac gbc phan cuc, mang dién tich 4m va cc amit (khong mang dién tich) cta
chung: Asp, Asn, GIu va Gln; (iii) cac gbc phan cuc, c6 dién tich duong: His, Arg va
Lys; (iv) cac gbc béo 16n, khong phan cuc: Met, Leu, Ile, Val va Cys; va (v) cac gbe
thom: Phe, Tyr va Trp. Cac su thay thé axit amin bao tdn dugc dic biét wu tién 13 nhu

sau.
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Ala thanh Gly hoac thanh Ser;

Arg thanh Lys;

Asn thanh GIn hodc thanh His;

Asp thanh Glu;

Cys thanh Ser;

GIn thanh Asn;

GIu thanh Asp;

Gly thanh Ala hoac thanh Pro;

His thanh Asn hoac thanh Gln;

Ile thanh Leu hodc thanh Val;

Leu thanh Ile hoac thanh Val;

Lys thanh Arg, thanh GIn hoéc thanh Glu;
Met thanh Leu, thanh Tyr hodc thanh Ile;
Phe thanh Met, thanh Leu hodc thanh Tyr;
Ser thanh Thr;

Thr thanh Ser;

Trp thanh Tyr;

Tyr thanh Trp hodc thanh Phe;

Val thanh Ile hoac thanh Leu.

n) Axit nucleic hodc phén tir polypeptit dugc xem nhu la "(¢) (dang) vé co ban 1a
dugc phén 1ap" - vi du, khi so véi nguén sinh hoc ty nhién ctia né va/hodc mdi truong
phan ng hoac mdi trudng nubdi céy ma nd thu dugc tir d6 - khi n6 d4 dugc tach ra tir it
nht mot thanh phén khéc ma né thudng dugc két hop véi trong ngudn hodc mdi trudng
da néu, nhu axit nucleic khéc, protein/polypeptit khac, thanh phén sinh hoc khac hodc
dai phan tir hogc it nhit mot tap chét, chit bin hodc thanh phin nho. Cu thé I3, axit
nucleic hodc phén tir polypeptit duoc xem nhu la "v& co ban 1a duoc phan 1ap" néu né
da duoc tinh ché it nhit 2 14n, cu thé 13 it nhit 10 14n, cu thé hon 14 it nhat 100 lan, va
1én t&i 1000 14n hozc hon nita. Axit nucleic hogc phan tir polypeptit ma "vé coban 13 &

A

dang duoc phan lap t5t hon 14 v& co ban 1a déng nhét, nhu duge xac dinh b::ing cach st
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dung k§ thuat thich hop, nhu k§ thuat sic ky thich hop, nhu phuong phép dién di trén
gel polyacrylamit;

o) "Bo giéng nhau v& trinh tu" gitta, vi duy, hai trinh tu mién bién ddi don cua
globulin mi2n dich thé hién phdn trim s axit amin ma 13 giéng nhau giita hai trinh tu
nay. Gia tri ndy co thé duoc tinh hodc dugc xac dinh nhu duoc mo ta trong doan f) &
trang 49 va 50 cia W02008/020079. "D$ twong ddng v& trinh ty" thé hién phan trim sd

axit amin ma la giong nhau hodc thé hién su thé axit amin bao ton.
Tinh déc hi€u doi véi dich

Céc polypeptit theo sang ché c6 tinh dic higu d6i v6i LRP5 ciing nhu LRP6, &
chd chiing chira cac mién bién dbi don ctia globulin mién dich gén két mdt cach dic hiéu
vGi clc epitop co trong ca hai phan tir nay (cdc phan tu gén két phan tmg chéo
LRP5/LRP6).

Céc phéan tir theo sang ché s& gin két véi cac dang ctia ngudi cia LRPS va LRP6,
va tdt hon 1a con ca véi cac ban sao & cac loai khac c6 lién quan dé phat trién thubc, tic

la LRP5 va LRP6 ctia khi cynomolgus va ctia chut nhit.
Céc polypeptit theo sang ché

Véi nghia réng nhét, sing ché dé& xuét céc tac nhan c6 hoat tinh duge ly méi dé
diéu tri bénh ung thu. Céc tac nhan theo sang ché thudc nhém céc phén tir gén két mai,
cu thé 13, cac polypeptit biparatopic phan tmg chéo LRP5/LRP6, chira mét hodc nhiéu
mién bién d6i don cta globulin mién dich gén két voi LRP5 va/hoic LRP6 & cac epitop
khac nhau. Cac thuat ngit “phan g chéo” va “biparatopic” dugc gidi thich trén day,
qua dé céc phén tir biparatopic phan ing chéo LRP5/LRP6 c6 thé dugc dinh nghia nhu
la cac phén t ¢6 kha nang gén két véi LRP5 & hai epitop khac nhau c6 trong protein
LRP5, va ciing ¢6 thé gin két véi LRP6 & hai epitop twong tmg c6 trong protein LRP6.

Cu thé hon 13, cic polypeptit theo sang ché bao gdm:
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- mién bién ddi don cua globulin mién dich thir nhit ma c6 kha ning gin két mot cach
dac hiéu véi LRPS ciing nhu véi LRP6 (phan ting chéo LRP5/LRP6) thong qua epitop /
theo cach thitc ma din dén sy Gc ché cta con duong truyén tin hiéu Wntl, nho do6 su
phién m3 gen dich dwgc din dit boi Wntl duge te ché, va

- mién bién dbi don cta globulin mién dich tht hai ma c6 kha ning gén két mot cach
dac hiéu v&i LRPS ciing nhu véi LRP6 (phan tmg chéo LRP5/LRP6) thong qua epitop /
theo cach thirc ma dan dén sy tc ché cia con dudng truyén tin hiéu Wnt3a, nh¢ 46 sy
phién mé gen dich dwoc din dit bdi Wnt3a dugc tic ché.

Do hai mién bién dbi don ctia globulin mién dich nay cé mit trong polypeptit nhu vy,
trong d6 hai mién nay s& gén két v&i cac epitop khac nhau (lién quan dén viée truyén tin
hidu Wnt1 / Wnt3a) nén cac phan tir ndy 13 cic phén tir gin két biparatopic. Céch thirc

gén két biparatopic nay dwoc thé hién bang biéu d6 trén Fig.1.

Trong trudng hop nay, can luu ¥ 13 gia dinh ring cac polypeptit theo séng ché c6
thé gén két v6i mot phan tir LRP5 hoic LRP6 duy nhét thong qua ca hai mién gin két
LRP5/LRP6 ciia n6, nhu duge thé hién trén Fig.1 (cach thic gin két nbi phan tir). Tuy

nhién, cic cach thirc gin két khéc cling c6 thé dién ra.

Cudi ciing 13, gia dinh réng, cic polypeptit theo sang ché c6 kha ning canh tranh
v6i DKK1 — phéi tir tw nhién cia LRP5 va LRP6, va can thiép vao su truyén tin hidu
Wntl va Wnt3a — d& gin két véi LRP5 va LRP6, nhdr d6 trc ché con dudng truyén tin
hiéu Wnt1 cfing nhu con dudng truyén tin hiéu Wnt3a. Tuy nhién, gia thuyét nay khong

dugc hiéu la 1am gidi han pham vi ctia sang che.

Cu thé hon, céc polypeptit theo sing ché gin két mét cach dic hiéu véi LRPS
hoic LRP6, trong d6 cac polypeptit ndy bao gdm mién bién d6i don ctia globulin mién
dich thir nhét (a) dwoc chon tir nhém bao gdm cac mién bién ddi don ctia globulin mién
dich (i) dén (iii) dugc xac dinh bang viée ¢6 cac trinh tw CDR dudi day:

(1):
CDR1: TYTVG (=SEQID NO:1)
CDR2: AIRRRGSSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:2)
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CDR3: DTRTVALLQYRYDY (= SEQ ID NO:3)
[= cac CDR ctia mién Wnt1-333E06mod]
(ii):
CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:4)
CDR2: AIRRSGRRTYYADSVKG (= SEQ ID NO:5)
CDR3: ARRVRSSTRYNTGTWWWEY (= SEQ ID NO:6)
[= c4c CDR ctia mién Wnt1-333G06]
(iii):
CDRI: RYTMG (= SEQ ID NO:7)
CDR2: AIVRSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:8)
CDR3: DRRGRGENYILLYSSGRYEY (= SEQ ID NO:9)
[= c4c CDR ctia mién Wnt1-332D03mod],
va mién bién ddi don coa globulin mién dich thit hai (b) dugc chon tir nhém bao
gdm céc mién bién ddi don ctia globulin mién dich (iv) va (v) dugc x4c dinh bing
vi€c c6 cac trinh tu CDR duéi day:
@iv):
CDRI1: SYAMG (= SEQ ID NO:10)
CDR2: AISWSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:11)
CDR3: SPIPYGSLLRRRNNYDY (= SEQ ID NO:12)
[= c4c CDR ciia mién Wnt3a-093A01]
)
CDRI1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)
CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)
CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15)
[= c4c CDR ciia mién Wnt3a-367B10].

Viéc stir dung cac thuit ngit “thi nhét” va “thir hai” lién quan dén cac mién
bién ddi don cua globulin mién dich nay chi dugc du tinh 13 ¢ chi ra ring cac mién niy
13 c4c mién khac nhau, vi chiing s& 13 gdm céc trinh tu CDR khéc nhau va s& gén két vé6i
c4c epitop khac nhau. Do d6, cc thut ngft ndy s& khong duge hiéu 1a d& chi thir tu hodc

trinh ty chinh x4c clla cdc mién niy trong chudi polypeptit. N6i cach khéc, cac mién
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bién dbi don ciia globulin mién dich (a) va (b) néu trén cé thé duogc sip xép theo thi tur

(a) — (b) hodc theo thit tu (b) — (a) trong polypeptit theo sdng ché.

Thuét ngit “gén két mot cach dic hidu véi LRP5 hoic LRP6” dugc du tinh dé chi
ra ring cic mién bién dbi don cua globulin mién dich (a) va (b) 14 phan tmg chéo véi
LRP5 va LRP6. Tat nhién 13, cé4c tinh chét gén két nay cia cac phan tir nhu vay dugc
xé4c dinh bang trinh tr (CDR) ciia ching, do d6 d4u hidu “gin két mot cach dic hidu véi
LRP5 hoic LRP6” néu trén va néu trong phan yéu ciu bao ho chi dugc du tinh 1a nhim

minh hoa tinh hitu dung cta sdng che, va khong gidi han pham vi clia sang che.

Céc mién bién dbi don cta globulin mién dich thudng vé co ban 13 bao gdbm bbn
ving khung (14n Iuot tit FR1 dén FR4) va ba ving quyét dinh b ctru (14n luot tir CDR1
dén CDR3). Dé dat vao trong mdt polypeptit, hodc mét chudi polypeptit, cc mién bién
ddi don ctia globulin mién dich thir nhét va thir hai nay cin duogc lién két cong hoa tri,

mdt cach truc tiép hodc qua peptit lién két.

Do d6, céu tric chung ctia cac phén tir theo séng ché ciing c6 thé duge mo ta nhu
sau.
FR(a)l - CDR(a)1 - FR(a)2 - CDR(a)2 - FR(a)3 - CDR(a)3 - FR(a)4 — [peptit lién két]
-FR(b)1 - CDR(b)1 - FR(b)2 - CDR(b)2 - FR(b)3 - CDR(b)3 - FR(b)4
trong do
FR(a) biéu thi viing khung ctia mién bién ddi don ctia globulin mién dich thir nhét,
FR(b) biéu thi ving khung ctia mién bién dbi don ctia globulin mién dich thi hai,
CDR(a) biéu thi CDR ctia mién bién ddi don cta globulin mién dich thir nhét,
CDR(b) biéu thi CDR ctia mién bién dbi don ctia globulin mién dich thir hai,
[peptit lién két] biéu thi peptit lién két ma c6 thé tiy ¥ c6 mit,
trong d6 cac CDR c6 trinh ty nhu dugce néu trén day.

Tuong tu, cin hidu ring (a) va (b) c6 thé duoc trao dbi cho nhau, tirc 13, cic phan

tr c6 cau trac chung
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FR(b)1 - CDR(b)1 - FR(b)2 - CDR(b)2 - FR(b)3 - CDR(b)3 - FR(b)4 — [peptit lién két]
-FR(a)l - CDR(a)! - FR(2)2 - CDR(2)2 - FR(2)3 - CDR(a)3 - FR(a)4

s€ cling dugc bao ham bdi sdng che.

Peptit lién két tiy ¥ chira hodc bao gdm mién thir ba, vi du nhu mién bién dbi don
ctia globulin mién dich gén két albumin, nhu mién Alb11, chira cac CDR dudi day:
CDR(Albl11)1: SFGMS (= SEQ ID NO:16)
CDR(AIb11)2: SISGSGSDTLYADSVKG (= SEQ ID NO:17)
CDR(AIb11)3: GGSLSR (= SEQ ID NO:18)

Didu nay dan dén nhém céc polypeptit theo sang ché cé chu truc chung dudi day:
FR(a)l - CDR(a)1 - FR(a)2 - CDR(a)2 - FR(a)3 - CDR(a)3 - FR(a)4 — [peptit lién két]
-FR(AIbl1)1 - CDR(AIb11)1 - FR(AIb11)2 - CDR(AIb11)2 - FR(AIb11)3 -
CDR(AIb11)3 - FR(AIb11)4 - [peptit lién két] - FR(b)1 - CDR(b)1 - FR(b)2 -
CDR(b)2 - FR(b)3 - CDR(b)3 - FR(b)4.

Tuong tu, thir tu ciia ba mién bién dbi don cta globulin mién dich (a), (b), va
Alb11 khéng duoc c¢b dinh ma cac polypeptit trong d6 cac mién néu trén dugc sép xép
theo thur tu:

(b) — Albl1 —(a)
s& cling dugc bao ham béi sang ché.

Hon nita, céc polypeptit c6 mién Albl1 & d4u tan cing N hoic C ctia polypeptit
(vi dy, Albl1 — (a) — (b), Albl1 — (b) — (), (a) — (b) — Albl1, hodc (b) — (a) — Albl1)

cling s€ dugc bao ham boi sdng che.

Trong ba phuong an dugc wu tién, cac polypeptit theo sang ché chtra cac mién

bién dbi don ctia globulin mién dich dugc x4c dinh nhu sau:
Phwong 4n dugc wu tién thir nhat: Cac polypeptit chira mién bién d6i don cta

globulin mién dich thir nhit c6 céc trinh tw CDR duéi day:
CDR1: TYTVG (=SEQIDNO:1)
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CDR2: AIRRRGSSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:2)
CDR3: DTRTVALLQYRYDY (= SEQ ID NO:3)
va mién bién dbi don cia globulin mién dich thit hai cé céc trinh tu CDR dudi day:
CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:10)
CDR2: AISWSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:11)
CDR3: SPIPYGSLLRRRNNYDY (= SEQ ID NO:12).

Phuong 4n duge wu tién thit hai: Cac polypeptit chira mién bién d6i don cta

globulin mién dich tht nhét c6 cac trinh tw CDR duéi day:

CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:4)

CDR2: AIRRSGRRTYYADSVKG (= SEQ ID NO:5)

CDR3: ARRVRSSTRYNTGTWWWEY (= SEQ ID NO:6)
va mién bién ddi don ca globulin mién dich thit hai cé céc trinh ty CDR duéi day:

CDRI1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)

CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)

CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15).

Phuong 4n dugc uu tién thi ba: Céac polypeptit chira mién bién dbi don cta

globulin mién dich thir nhit ¢6 céc trinh tw CDR dudi déy:

CDR1: RYTMG (= SEQ ID NO:7)

CDR2: AIVRSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:8)

CDR3: DRRGRGENYILLYSSGRYEY (= SEQ ID NO:9)
va mién bién ddi don cia globulin mién dich thi hai c¢6 céc trinh tw CDR duéi day:

CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)

CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)

CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15).

T4t nhién 13, cac bién thé nhu dugc néu trén — tirc 1a thy ¥ chira céc peptit lién két
va/hodc cac mién khac, dic biét 1 chira mién Alb11, céc thir tur khac nhau cta cac mién
bién dbi don cua globulin mién dich — cfing s& 4p dung cho ba phuong an dugc wu tién

nay.
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Theo phuong 4n dugc diic biét wu tién, mién bién di don ctia globulin mién dich
gén két albumin duoc dit gitta hai mién bién dbi don ctia globulin mién dich gin két

LRP5/LRP6. Do d6, ba phuong an duge dac bi€t wu tién co thé duoc du tinh nhu sau:

Phuong an dugc dic biét vu tién thi nhéit: Cac polypeptit chira mién bién dbi don

ctia globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) thit nhat c6 c4c trinh ty CDR duéi day:

CDRI1: TYTVG (=SEQID NO:1)

CDR2: AIRRRGSSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:2)

CDR3: DTRTVALLQYRYDY (= SEQ ID NO:3)
mién bién ddi don cua globulin mién dich gén két albumin c6 c4c trinh ty CDR duéi
day:

CDR1: SFGMS (= SEQ ID NO:16)

CDR2: SISGSGSDTLYADSVKG (= SEQ ID NO:17)

CDR3: GGSLSR (= SEQ ID NO:18);
va mién bién ddi don cta globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) thit hai c6 cac trinh
tu CDR du6i déy:

CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:10)

CDR2: AISWSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:11)

CDR3: SPIPYGSLLRRRNNYDY (= SEQ ID NO:12);

theo thir ty nay, hodc thi tu clia cac mién néu trén duge thay dbi.

Phuong 4n duoc dic bist wu tién thir hai: Céc polypeptit chira mién bién dbi don

cta globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) thit nhit c6 céc trinh ty CDR dudi day:

CDRI1: SYAMG (=SEQ ID NO:4)

CDR2: AIRRSGRRTYYADSVKG (= SEQ ID NO:5)

CDR3: ARRVRSSTRYNTGTWWWEY (= SEQ ID NO:6);
mién bién dbi don ctia globulin mién dich gin két albumin c6 céc trinh tw CDR dudi
day:

CDR1: SFGMS (= SEQ ID NO:16)

CDR2: SISGSGSDTLYADSVKG (= SEQ ID NO:17)
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CDR3: GGSLSR (= SEQ ID NO:18);
va mién bién ddi don cta globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) tht hai c6 c4c trinh
te CDR dudi day:

CDRI1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)

CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)

CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15);

theo thit ty nay, hodc thir ty cua céac mién néu trén duoc thay dbi.

Phuong 4n duge dic biét wu tidn thit ba: Céc polypeptit chira mién bién ddi don

cua globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) thir nhit ¢6 céc trinh ty CDR dudi ddy:

CDR1: RYTMG (= SEQ ID NO:7)

CDR2: AIVRSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:8)

CDR3: DRRGRGENYILLYSSGRYEY (= SEQ ID NO:9);
mién bién dbi don cta globulin mién dich gin két albumin c6 céc trinh tw CDR dudi
day:

CDR1: SEFGMS (= SEQ ID NO:16)

CDR2: SISGSGSDTLYADSVKG (= SEQ ID NO:17)

CDR3: GGSLSR (= SEQ ID NO:18);
va mién bién ddi don cta globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) tht hai c¢6 c4c trinh
ty CDR dudi day:

CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)

CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)

CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15);

theo thir ty nay, hodc thir tu cta cac mién néu trén duoc thay dbi.
Céc trinh tu CDR duoc néu trén ddy duoc tdng két trong cc bang IA, IB, va IC:

BANG IA: Céc trinh tu CDR cia céc mién bién dbi don ctia globulin mién dich can

thiép vao su truyén tin hi€éu Wntl:

Wnt1-333E06mod Wnt1-333G06 Wnt1-332D03mod
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CDR | TYTVG SYAMG RYTMG
1 (SEQ ID NO:1) (SEQ ID NO:4) (SEQ ID NO:7)
cpR | AIRRRGSSTYYADS | AIRRSGRRTYYADSV | AIVRSGGSTYYAD
5 | VKG KG SVKG

(SEQ ID NO:2) (SEQ ID NO:5) (SEQ ID NO:8)
cpr | PTRTVALLQYRYD | ARRVRSSTRYNTGT | DRRGRGENYILLY
3 Y WWWEY SSGRYEY

(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:6) (SEQ ID NO:9)

BANG IB: C4c trinh tu CDR cia c4c mién bién dbi don ciia globulin mién dich can

thi€p vao su truyén tin hiéu Wnt3a:

Wnt3a-093A01 Wnt3a-367B10
cDr1 | SYAMG SYAMG
(SEQ ID NO:10) (SEQ ID NO:13)
cDR | AISWSGGSTYYADSVKG | AISWRSGSTYYADSVKG
(SEQ ID NO:11) (SEQ ID NO:14)
cDpR3 | SPIPYGSLLRRRNNYDY | DPRGYGVAYVSAYYEY
(SEQ ID NO:12) (SEQ ID NO:15)

BANG IC: Céc trinh tv CDR ctia mién bién dbi don cta globulin mién dich gén voi
albumin huyét thanh (mién Alb11):

mién Albl1

SFGMS
(SEQ ID NO:16)

SISGSGSDTLYADSVKG
(SEQ ID NO:17)

GGSLSR
(SEQ ID NO:18)

Ngoai cic trinh ty CDR nhu néu trén, cac mién bién d6i don clia globulin mién

CDRI1

CDR2

CDR3

dich ¢6 trong cac polypeptit theo sang ché con chta cac trinh tw ving khung (FR)
globulin mi&n dich. C4c trinh ty nay t6t hon 1a khong gay mién dich & ngudi, va do do6
t6t hon 14 c4c trinh tw FR ctia ngudi hodc duge 1am giéng nhu cta nguoi. Céc trinh ty
FR ctia nguoi hodc duoc lam gibng nhu ctia ngudi thich hop da duge biét trong linh vuc

ndy. Chc trinh tu FR duoc dic biét wu tién c6 thé 14y tir cic phuong an dugc thé hién
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dudi day, theé hién cac mién bién doi don cta globulin mién dich day du va do d6 1a cac

trinh ty CDR ciing nhw 1a cac trinh ty FR.

Theo phuong én cu thé hon, céc polypeptit theo sang ché chira cdc mién bieén doi
don ctia globulin mién dich ma 13 cac mién VHH, va t6t hon 14 cic mién VHH dugc lam

giong nhu cta nguoi.

Theo phuong 4n cu thé hon, cac polypeptit theo sang ché chira mién bién d6i don
ctia globulin mién dich th& nhit (a) dwoc chon tir nhém bao gém céc mién bién dbi don
ctia globulin mién dich (i) d&n (iii) c6 c4c trinh ty dudi day:

@)
AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYTVGWFRQAPGKEREFVA
AIRRRGSSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
DTRTVALLOYRYDYWGQGTLVTVSS

[= mién Wnt1-333E06mod = SEQ ID NO:19]

(i)
AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVA
AIRRSGRRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
ARRVRSSTRYNTGTWWWEYWGQGTLVTVSS

[= mién Wnt1-333G06; = SEQ ID NO:20], vi

(iii)
AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFSRYTMGWFRQAPGKEREFVA
ATVRSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
DRRGRGENYILLYSSGRYEYWGQGTLVTVSS

[= mién Wnt1-332D03mod; = SEQ ID NO:21]

va mién bién ddi don ctia globulin mi&n dich thir hai (b) dugc chon tir nhém bao gdm
cac mién bién dbi don cia globulin mién dich (iv) va (v) ¢6 cac trinh tw dudi day:
(iv)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVA

-34-



32691

AISWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
SPIPYGSLLRRRNNYDYWGQGTLVTVSS
[= mién Wnt3a-093A01; = SEQ ID NO:22], va

(62}
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVA

AISWRSGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
DPRGYGVAYVSAYYEYWGQGTLVTVSS
[= mién Wnt3a-367B10; = SEQ ID NO:23].

Céc phuong an dugc wu tién 1a cic polypeptit chira

- mién bién @i don cta globulin mi&n dich thi nhit ¢6 trinh ty axit amin nhu dugc thé
hién trong SEQ ID NO:19 va mién bién d6i don cia globulin mién dich thtt hai c6 trinh
tur axit amin nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:22; hoic

- mién bién dbi don cua globulin mién dich thir nhét ¢6 trinh tu axit amin nhu duge thé
hién trong SEQ ID NO:20 va mién bién dbi don ctia globulin mi&n dich thi hai c6 trinh
tu axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:23; hoac

- mién bién d6i don cta globulin mién dich tht nhét ¢6 trinh tu axit amin nhu duge thé
hién trong SEQ ID NO:21 va mién bién ddi don ctia globulin mién dich thi hai c6 trinh
tyr axit amin nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:23.

Do dé, cac phuong an néu trén cd thé duoc thé hién biang so dd duéi dang
isvd(a) — [peptit lién két] — isvd(b),
trong d6 “isvd” biéu thi mién bién déi don cia globulin min dich twong g, va ngoai
ra, trong d6 cac dinh nghia va céc bién thé giéng nhu vay s& 4p dung nhu da dugc néu
trén day, dac biét 1a vé su c6 mit cia cac peptit lién két tiy y va/hodc céc mién khéc,
dic biét 1a mién Albl1, va vé cac thir tw khic nhau ctia cic mién bién d6i don ciia

globulin mién dich.
Theo céc phuong 4n cu thé ctia sang ché, cac polypeptit néu trén c¢6 thé con chira

gbc kéo dai thoi gian ban thai, trong d6 gbe kéo dai thdi gian ban thai nay duoc lién két

cong héa tri véi polypeptit di néu va tily y duoc chon tir nhém bao gdm gbc gin két
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albumin, nhu peptit gin két albumin ho3c mién globulin min dich gin két albumin, t5t
hon 13 mién bién ddi don cia globulin min dich gén két albumin, t6t hon nita 1a mién
Albl1, gbc gin két transferrin, nhu mién globulin mién dich khéng transferrin, phén tir
polyetylen glycol, albumin huyét thanh, t&t hon 13 albumin huyét thanh ngudi, va manh
ctia albumin huyét thanh (ngudi).

Trinh ty cta mién bién dbi don cia globulin mién dich Alb11 néu trén 13 nhu sau:
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSEGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

(= mién Albl11; = SEQ ID NO:24)

Céc vi du khéc v& cic mién bién dbi don ctia globulin mién dich gén két véi
albumin huyét thanh ngudi da duge biét trong linh vuc ndy, va duge md ta chi tiét hon
trong, vi du, céc cong bd don qudc té s6 W0O2006/122787 va W02008/028977. Cac
peptit khac gin két v6i albumin huyét thanh ngudi duge md ta, vi dy, trong
WO02008/068280, W02009/127691, va W0O2011/095545.

Do d6, ba phuong an cu thé duge wu tién theo sang ché 14 nhu sau:

Phuong 4n cu thé dugc wu tién thit nhét: cic polypeptit chita

- mién bién dbi don ctia globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) thir nht ¢6 trinh tyr
axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:19;

- mién bién dbi don cta globulin mién dich gén két albumin c6 trinh tu axit amin nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO:24;

- mién bién di don ctia globulin mién dich (gén két LRP5/LRP6) tht hai c6 trinh tyr axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:22;

theo th{ ty nay, hodc thl tu ctia ba mién néu trén dugc thay dbi.

Phuong 4n cu thé dugc wu tién thit hai: cac polypeptit chira
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- mién bién dbi don cta globulin mi2n dich (gin két LRP5/LRP6) thit nhat c6 trinh ty
axit amin nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:20;

- mién bién dbi don ctia globulin mién dich gan két albumin c6 trinh ty axit amin nhu
duge thé hién trong SEQ ID NO:24;

- mién bién d6i don cta globulin min dich (gén két LRP5/LRP6) tht hai cé trinh ty axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:23;

theo thi tu nay, hodc thl tu cia ba mién néu trén dugc thay dbi.

Phuong 4n cu thé duoc wu tién thi ba: cic polypeptit chira

- mién bién ddi don cua globulin mién dich (gin két LRP5/LRP6) thir nhit c6 trinh tuw
axit amin nhu duge thé hién trong SEQ ID NO:21;

- mién bién ddi don ctia globulin mién dich gén két albumin c6 trinh tu axit amin nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO:24;

- mién bién d6i don cta globulin mién dich (gén két LRP5/LRP6) thir hai c6 trinh ty axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:23;

theo thtr tu nay, hodc thl tu cua ba mién néu trén dugc thay dbi.

Theo c4c phuong 4n dugc dic biét wu tién hon nita, mién bien doi don cua
globulin mién dich gén két albumin duge d3t gifta hai mién bién doi don cta globulin

mién dich gin két LRP5/LRP6.

Céc trinh tu cta cdc mién bién d6i don ctia globulin mién dich néu trén duoc tong

két trong céc bang ITA, 1IB, va IIC:

BANG IIA: Céc trinh tu clia céac mién bién ddi don cua globulin mién dich can thiép

Vao su truyén tin hi€u Wntl:

VHH ID
SEQID FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4
NO:
Whntl- |AVQLVESG |TYTVG |WFRQAPG |AIRRRGS |RFTISRDNSKNTVYL |DTRTVA |[WGQGTL
333E06 |GGLVQPG KEREFVA |STYYADS [QMNSLRPEDTAVYY |LLQYRY |VTVSS
mod GSLRLSCAA VKG CAA DY

SGRTFS
SEQID
NO:19
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Wntl- |AVQLVESG [SYAMG |WFRQAPG |AIRRSGR [RFTISRDNSKNTVYL |ARRVRS | WGQGTL
333G06 |GGLVQPG KEREFVA |RTYYADS |QMNSLRPEDTAVYY |STRYNT |VTVSS
GSLRLSCAA VKG CAA GTWW

SEQID [SGGTFS WEY
NO:20
Wntl- |[AVQLVESG [RYTMG |WFRQAPG [AIVRSGG |RFTISRDNSKNTVYL [DRRGR |WGQGTL
332D03 |GGLVQPG KEREFVA [STYYADS |QMNSLRPEDTAVYY |GENYILL|VTVSS
mod GSLRLSCAA VKG CAA YSSGRY
SGLTFS EY
SEQID
NO:21

BANG IIB: Céc trinh tu cia cic mién bién ddi don cua globulin mién dich can thiép

vao su truyén tin hiéu Wnt3a:

VHHID
SEQID |FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4
NO:
Whnt3a- [EVQLVESG [SYAMG |WFRQAPG |[AISWSGG |RFTISRDNSKNTVYL [SPIPYGS | WGQGTL
093A01 |GGLVQPG KEREFVA |STYYADS |QMNSLRPEDTAVYY |LLRRRN |VTVSS
: GSLRLSCAA VKG CAA NYDY
SEQID |SGRTFS
NO:22
Whnt3a- |EVQLVESG [SYAMG |WFRQAPG [AISWRSG |RFTISRDNSKNTVYL [DPRGY |WGQGTL
367B10 |GGLVQPG KEREFVA |STYYADS |QMNSLRPEDTAVYY | GVAYVS | VTVSS
GSLRLSCAA VKG CAA AYYEY
SEQID [SGGTFS
NO:23

BANG IIC: Trinh ty ctia mién bién dbi don cta globulin mién dich gén v6i albumin

huyét thanh (mién Alb11):

VHH ID

SEQID |FR1 CDR1 |FR2 CDR2 FR3 CDR3 |FR4

NO:

Alb1l |EVQLVESG |SFGMS |WVRQAPG |SISGSGSD |RFTISRDNAKTTLYL |GGSLSR |SSQGTLV
GGLVQPG KGLEWVS |TLYADSV |QMNSLRPEDTAVYY TVSS

SEQID |[NSLRLSCA KG CTl

NO:224 |ASGFTFS

Nhu duge néu trén day, cdc mién bién dbi don cia globulin mién dich (it nhét hai

mién) c6 trong polypeptit theo sang ché c6 thé dugc lién két v6i nhau mot cach true tiép,

ma khéng str dung tac nhan lién két, hoic thdng qua tac nhén lién két. T4c nhan lién két
ndy t6t hon 13 peptit lién két va s8, theo sang ché, dugc chon loc sao cho cho phép su

gin két cla it nhat hai mién bién doi don cta globulin mién dich khac nhau véi moi

epitop trong s6 céc epitop dich ctia chung.
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Céc nhém lién két thich hop s& phu thudc vao, trong sb nhiing cai khéc, céc epitop
va, cu thé 13, khoang cach gifta cac epitop trén céc phan tir dich ma cdc mién bién dbi
don cia globulin min dich s& gén két. Didu nay s& 13 16 rang d6i véi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc niy dya vao phin boc 16 & déy, tiy ¥ mitc d6 han ché nhit

dinh cua thtr nghiém théng thuong.

Do dé, cac tac nhan lién két thich hop cé thé gém trinh tu axit amin, vi du, c6 d6
dai 9 axit amin hodc nhiéu hon, t6t hon 13 it nhit 13 17 axit amin, nhu khoang 20 dén 40
axit amin. Trinh tu lién két c6 thé 13 trinh tu ¢ trong tu nhién hoac trinh ty khong cé
trong tu nhién. Néu dugc st dung nhim muc dich chita bénh, tac nhan lién két t6t hon

13 khong gy mién dich & ddi twong ma s& diing polypeptit theo sang ché.

Mbt nhém trinh tu tac nhan lién két hitu dung la céc tac nhéan lién két thu dugc tir
ving ban 1& ctia céc khang thé chudi ning nhu dugc mb ta trong WO1996/34103 va
W01994/04678. Céc vi du khac 14 céc trinh tu tac nhén lién két poly-alanin nhu Ala-
Ala-Ala.

Céc vi du duge wu tién khac vé cac trinh tu tac nhan lién két nay 13 cc tac nhan
lién két Gly/Ser c6 d6 dai khac nhau nhu céc tic nhéan lién két (glyxsery),, gdm, vi dy,
(glyaser)s, (glyaser)s, (glyaser)s, (glysser)s, (glysser)s, (glysser)s, (glysserz)s, (glysserz)s,

va (glysser2).

Céc khéc, hodic ngoai tic nhén lién két polypeptit, it nhéit hai mién bién d6i don
cta globulin mién dich ¢6 mat trong polypeptit theo sang ché c6 thé dugc lién két véi
nhau thong qua gbc khéc, nhu polypeptit khac ma, theo phuong 4n dugc uu tién nhung
khong giéi han, c6 thé 13 mién bién dbi don ctia globulin mién dich khac nhu d3 dugc
mo ta trén day. Gbe nay co thé v& co béan 12 vd hoat hodic ¢ thé c6 tac dung sinh hoc
nhu cai thién c4c tinh chit mong muén cia polypeptit hodc ¢6 thé truyén mét hodc nhidu
tinh chit mong mudn bd sung cho polypeptit. Nhu da duge néu trén day, mién polypeptit
bb sung duoc uu tién s& gia ting thoi gian ban thai ctia polypeptit, nhu mién gin két

albumin huyét trong (ngudi), nhu mién Alb11.
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Do d6, theo phuong an khac, sang ché dic biét gdm cac polypeptit chira trinh tu
bét ky trong sb cac trinh tw sau, trong d6 cic trinh tu axit amin chinh xac c6 thé 14y tir
bang III dudi day:

SEQ ID NO:25 (= trinh tu polypeptit F013500575),
SEQ ID NO:26 (= trinh tu polypeptit F013500571),
va

SEQ ID NO:27 (= trinh tu polypeptit F013500720).

Theo phuong an cu thé hon nita, cac polypeptit theo sang ché dugc chon tir nhém
cac phan tir dudi day:
Polypeptit F013500575, c6 trinh tw SEQ ID NO:25,
Polypeptit F013500571, ¢6 trinh ty SEQ ID NO:26, va
Polypeptit F013500720, c6 trinh tu SEQ ID NO:27.
Bang III: Céc trinh ty ctia ba phuong an cu thé vé céac polypeptit theo sang ché

ID

SEQID NO: Trinh ty axit amin (céc trinh ty CDR dugc gach chan)

F013500575 | AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYTVGWFRQAPGKEREFVAAIRRRGSSTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADTRTVALLQYRYDYWGQGTLVTV
SEQID NO:25 | SSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYL
QMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVA
AISWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAASPIPYGSLLRRRN
NYDYWGQGTLVTVSSA

F013500571 | AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAIRRSGRRTYY
ADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAAARRVRSSTRYNTGTWWWEYW
SEQID NO:26 | GQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLY
QPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD
NAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWFRQAP
GKEREFVAAISWRSGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADPRG
YGVAYVSAYYEYWGQGTLVTVSSA
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F013500720 |AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFSRYTMGWFRQAPGKEREFVAAIVRSGGSTYY
ADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRGRGENYILLYSSGRYEYWGQ
SEQID NO:27 | GTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQP
GNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNA
KTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWFRQAPGK
EREFVAAISWRSGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADPRGYG
VAYVSAYYEYWGQGTLVTVSSA

Nhu duge giai thich trén day, trir khi duge néu 1 theo cach khac, cac polypeptit
theo sang ché c6 thé chira cac gbc khac va/hodc cac mién polypeptit bd sung, mién 13 su
gén két ctia chiing véi LRP5/LRP6 s& khong bi ngin chin béi gdc hodc mién bd sung

nay.

Céc polypeptit theo séang ché ¢ thé tiy ¥ chira cac dang cai bién nhu cac gbe
glycosyl hodc cac chudi bén axit amin dugc cai bién, va ching c6 thé dugc PEGyl hoa
dé gia tang thoi gian ban thai va céc tinh chét khac cia phén tir ndy. Cac k§ thuit va cac
chét phan tmg hitu dung cho cac cAu trac mién bién dbi don cta globulin mién dich

biparatopic PEGyl héa c6 thé duoc 14y tir WO2011/107507.

Céc polypeptit theo sang ché c6 thé c6 trinh tur dau tan cting N duoc cai bién, vi
du, x6a bdé mdt hodc nhiéu axit amin diu tn cung N, hodc thay thé, vi dy, axit amin dau
tién & dau tin cung N (vi du glutamat thanh alanin), d8 t6i vu hoa phén tir dé duoc biéu
hién béng céch st dung cac hé biéu hién nhat dinh (nhw cic vecto hodc cic té bao chi
cu th), hoic d duoc bidu hién dudi dang céc thd vii hoic dudi dang hoa tan, hodc dé
duoc tibt vao méi truong hodc khong gian té bao chét hodc dé dugc chira trong t& bao,
hodc dé tao ra san phdm ddng nhét hon. Céc polypeptit theo sang ché c6 thé c6 trinh tu
dAu tan cing C dugc cai bién, nhu alanin bd sung (nhu duoc thé hién cho ba phuong 4n
duoc thé hién trong bang III trén ddy), va/hodc céc trao ddi axit amin khac & phan dau
tan cing C hodc & céc vi tri dugc xéac dinh khac trong ving bét ky trong sb cac ving
khung, nhu duoc giai thich, vi dy, trong W02012/175741, WO02011/075861, hodc
W02013/024059, d8, vi du, ting cudng hon nita d6 on dinh hodc gidm tinh gdy mién
dich ctia cac polypeptit nay.
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Hon nita, thoi gian ban thai ctia cac polypeptit theo sang ché c6 thé duoc ting
cudng bing cach bd sung mién albumin, tirc 13 bing cach chuyén héa ching thanh céc
protein dung hop albumin. Cac vi du vé cac gdc albumin hitu dung, va cach bd sung
ching vao cac phan tr gz?'ln két, duogc cung cép, vi dy, trong WO2001/079271 va
W02003/059934.

Tét hon 13, céc polypeptit theo sang ché c6 cac gia tri gin két (EC50), do duoc
trong thir nghiém gin két FACS nhu duoc md ta trong vi du 7.1 dudi ddy, 14 trong
khoang titr 10"® mol/lit hoic nhé hon, t5t hon nita 12 10 mol/lit hoic nhé hon, va thim
chi t5t hon nita 13 trong khoang tir 10"° &&n 107> mol/lit, hoic c6 gi4 tri IC50 nhu do
dugc trong thir nghiém thong bao Wntl va Wnt3a két hop duogc néu trong vi du 7.3 dudi
day, 1 10" mol/lit hodc nhé hon, va t&t hon 13 trong khoang tir 5 x 10°'% mol/lit &n 10°

12 mol/lit.

Céc polypeptit theo sang ché cho phép diéu tri hiéu qua hon mét s6 loai bénh ung
thu, nhu TNBC, CRC, va NSCLC. Chiing c6 céac dac tinh in vitro dugc cai thién (tic 1a,
hi€u qua uc ché con duong Wnt cao hon), xem, vi dy, cac vi du 7 va 8 dudi day, va cac
tinh chét trc ché sy phat trién khdi u in vivo déng ké, din dén hidu qua in vivo cao hon
s0 v6i cac phan tir gin két LRP6 khac dugc mé ta trong linh vuc nay, nhu duogc thé hién,

vi du trong cac vi du 9 va 10 dudi day.

Cu thé 13, nhu duoc thé hién in vivo trong mé hinh khdi u dugc din dit béi Wnt,
céc cAu tric VHH duoc 1am gidng nhu ctia ngudi biparatopic kéo dai thoi gian béan thai
phan tmg chéo LRP5/LRP6 ¢6 thé tc ché sy truyén tin hidu Wnt va sy phat trién khéi u
in vivo, va thdm chi dugc dé xuét dé 1am co ngot khdiu dang ké (tc 13, tc ché su phat
trién khdi u cao hon 100%), tic dung nay khong thé dat dugc trong thir nghiém twong
tu v6i chit gén két LRP6 da biét trong linh vyc nay. T4t nhién 13 sy co ngét khdi u (tic
13 sy thoi trién khdi u) 14 tAc dung tri liéu mong mudn (tirc 14 hidu qua) dbi véi vige
diéu tri cho cdc bénh nhan ung thu. Hon nita, su thodi trién khdi u, d4n dén d4p tmg hoan

toan vé bénh ly (pathological complete response - pCR), 13 diém niit 1am sang dugc thira
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nhan, thé hién sy cai thién dang ké cta su sdng khong co sy tién trien ctia bénh hodc su

song noi chung.

Trong céac thir nghiém in vivo tuong tu, su thay d6i khdi luong co thé dang ké
khong dugc thiy (< 10%), va két qua tir cic phan tich md bénh hoc da day rudt khong
chi ra tdc dong ddc hai b4t ky clia cac polypeptit néu trén theo sang ché. Didu nay 1a dic
biét dang ngac nhién xét trén cac nghién ctiru biéu hién DKX1 in vivo dugc ban ludn trén

day (tic 1a dan dén sy loét niém mac rudt va sw giam khdi luong co thé).

Do do, cac polypeptit theo sang ché thuc té dang cung cép céc lua chon tri lidu
méi dé didu tri cac bénh ung thw, va thAm chi dic biét 12 dé st dung trong céc chi dinh

nhu céu chita tri khéng dap ing cao nhur bénh ung thu v (4m tinh ba).

Ngac nhién 1, c4c tac gia sang ché da di dén dugc gidi phép nay khong bang cach
di theo con dudmg théng thudng, tirc 13 ¢ ging phat tridn cac chét e ché hodc cac phan
tr gén két c6 d6 dac hiéu/do6 chon loc cao dbi v6i mot dich duge dua ra, nhu LRP6 (duge
néu nhu 13 dich dé didu tri “cac bénh qua trung gian sy truyén tin hiéu Wnt” vi dy, trong
W02009/056634). Nguoc lai, cac tic gia sang ché di phat trién cdc phan tir huéng dich
hai protein lién quan ddng thoi — LRP6 va LRP5 — va nhd d6 dat dugc cac tic dung in
vitro va in vivo dugc cai thién dang ké nhu trén, céc tic dung ndy khong thé mong doi

duoc tir linh vuc nay.

Co ché phan tir co s& cho tinh rru viét ndy khong hoan toan rd rang, nhung né c6
thé duogc suy xét — khong mong mubn bi b bude & gia thuyét cu thé — ring céc phan tir
phan ting chéo nay c6 thé c6 cac tac dung bd sung, va do d6 manh hon d6i v6i céc tAng

truyén tin hiéu c6 tinh phirc tap cao clia con dudng truyén tin hiéu Wnt.

Céc tac dung thuén 1oi trén diy s& dugc mo ta chi tiét hon trong céc vi du dudi

day va bang céac dit liéu so sanh c6 trong do.

Hon nita, cac polypeptit theo sang ché 1a d& dang d& san xuét va d& hoa tan hon,

diéu nay c6 nghia 1a chiing ¢6 thé dugc bao quan va/hoic ding véi nong do cao hon so
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vé6i cac khang thé thong thudng. Chiing cling bn dinh & nhiét do trong phong va c6 do
bn dinh kéo dai thdm chi & d§ pH rét cao, do d6 chiing c¢6 thé dugc diéu ché, bio quan
va/hodc van chuyén ma khong cin st dung cac thiét bi 1am lanh, tiét kiém chi phi vén
chuyén, thoi gian va bao vé mdi truong. Do cac loi ich trén va do tinh gy mién dich
thip cta ching, ching con cung cAp nhiéu lya chon vé dudng ding ngoai dudng tiém

va truyén, cling nhu vé cac ché d6 dung va vé viéc st dung cac dung cu cu thé.

Axit nucleic, vecto, t€ bao chu

Theo céc khia canh khac, sang ché con d& cap dén cac phén tir axit nucleic va cac
vecto biéu hién ma héa céc polypeptit theo sang ché, ciing nhu cac té bao chi biéu hién
chung. Céc axit nucleic, vecto va té bao chti nay 14 hitu dung d8 san xuét cac polypeptit
theo sdng ché, va cc khia canh khéc va cic phuwong 4n khéc clia ching s& duge md ta
thém dudi day lién quan dén cac nét chinh vé cac phuong phép san xuét cac polypeptit

theo séang ché.

['fng dung tri liéu

Do céc tinh chat sinh hoc ctia chiing, c4c polypeptit theo sang ché 1a thich hop dé
didu tri cac bénh dugc dic trung béng su tang sinh té bao qua murc hodc bat thuong, nhu

bénh ung thu va xo héa phdi tu phét (idiopathic pulmonary fibrosis - IPF).

Vi dy, cac bénh ung thu, cac khéi u, va cac bénh ting sinh khac duéi diy cé thé
duoc didu tri bing céc polypeptit theo sang ché, nhung khong chi giéi han & do:

C4c bénh ung thu diu va cd; C4c bénh ung thu phdi, vi du nhu bénh ung thu phdi
khong phai t& bao nhd (non-small cell lung cancer - NSCLC) va bénh ung thu phdi té
bao nho (small cell lung cancer - SCLC); Céc bénh ung thu trung thét, vi du nhu céc
khéi u thin kinh va céc khdi u trung moé; Cic bénh ung thu dudng ti€u hoa
(gastrointestinal - GI), vi du nhu céc bénh ung thu thuc quan, da day (ung thu da day),
tuyén tuy, gan va dudng mat (gdm, vi dy, caxinom té bao gan (hepatocellular carcinoma

- HCC)), va ruft non va rudt gia (gém, vi du, bénh ung thu dai tryc trang); Céc bénh ung
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thu tuyén tién liét; Cac bénh ung thu tinh hoan; Céac bénh ung thu ving phu, vi du nhu
cac bénh ung thu buéng trimg; Cac bénh ung thu vi, vi dy nhu caxinom v, ung thu va
duong tinh v6i thy thé hormon, ung thu vt duong tinh véi Her2, va ung thu v m tinh
ba; Cac bénh ung thu hé ndi tiét; Sacom md mém, vi du nhu sacom xo, sacom co van,
sacom mach, sacom Kaposi; Cac bénh sacom ¢ xuong, vi du nhu u tuy, sacom xuong,
khéi u Ewing, sacom X0, u Xuong sun, u nguyén bao xuwong, va u nguyén bao sun; Cac
bénh u trung biéu m6; Cac bénh ung thu da, vi du nhu caxinom té bao day, caxinom té
bao vay, caxinom t& bao Merkel, va u hic t8; Cac khdi u tin tao cia hé than kinh trung
wong va no, vi du nhu u té bao hinh sao, u nguyén bao dém, u nguyén bao than kinh
dém, va u nguyén bao vong mac; Cac u lympho va bénh bach huyét vi du nhu u lympho
khong Hodgkin t& bao B (non-Hodgkin lymphomas -NHL), u lympho khong Hodgkin
té bao T, bénh bach cAu lympho bao t& bio B man tinh (chronic B-cell lymphocytic
leukemia - B-CLL), bénh bach cdu lympho bao té bao T man tinh (chronic T-cell
lymphocytic leukemia - T-CLL), bénh Hodgkin (Hodgkin's disease - HD), bénh bach
cAu lympho bao hat 16n (large granular lymphocyte leukemia - LGL), bénh bach ciu
sinh tiy man tinh (chronic myelogenous leukemia - CML), bénh bach cdu tiiy bao/sinh
ty cap (acute myelogenous/myeloid leukemia - AML), bénh bach cau lympho bao cap
(acute lymphatic/lymphoblastic leukemia - ALL), bénh da u tiy (multiple myeloma -
MM), u tuong bao, va cac hdi chimg loan san tily (myelodysplastic syndromes - MDS);
va cac bénh ung thu & vi tri tién phéat khong biét.

T4t c& cac bénh ung thu, cac khdi u, cac khéi u tan tao, v.v., dugc néu trén ddy
ma duoc dic trung bang vi tri/ngudn géc cu thé ctia chiing trong co thé déu c6 nghia 1a
gdm ca cac khéi u tién phat va céac khdi u di cin bit ngudn tir d6.

Cu thé hon 13, cac polypeptit theo sang ché 13 hitu dung dé diéu tri cac bénh, va
dic biét 12 cac bénh ung thu trong d6 sy tdng sinh t& bao bét thudng bi gay ra boi, hodc
o lién quan dén su truyén tin hiéu Wnt (dugc hoat hoa) bét thudng.

Do d6, céc polypeptit theo sang ché 1a dic biét hitu dung dé diéu trj cdc khoi u
rén, va cu thé hon 1a dé diéu tri cac bénh ung thu phéi, gan, rudt két, n3o, tuyén giap,
tuyén tién liét, va, buéng tring, va tuyén tién 1iét, va thdm chi cu thé hon 1a dé diéu tri
bénh ung thu phdi khong phai té bao nhé (NSCLC), bénh ung thu v 4m tinh ba (TNBC),
va bénh ung thu dai truc trang (CRC). Cu thé 13, cac polypeptit theo sang ché co6 thé
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dugc st dung dé diéu tri cho cac bénh nhan bi TNBC ting cudng cuc by hodc di cin,
cac bénh nhan bi NSCLC di cin hoic bi CRC ting cudng cuc bd hodc di cén, dudi dang
tdc nhin don hodc dudi dang két hop, dé kéo dai su séng khong c6 tién trién bénh
(progression free survival - PFS) va sy sbng néi chung (overall survival - OS). Hon nita,
céc polypeptit theo sang ché c6 thé duge st dung lam téc nhén diéu tri tAn hd trg cho
c4c bénh nhan bi ung thu va d& dat duoc dap tng hoan toan vé bénh ly (pCR; dwoc xac
dinh 12 khong c6 sy x4m 14n s6t lai va khong c6 su ung thu in situ bing danh gia mo
bénh hoc ddi véi miu va duge cit hoan toan va tit ca cac hach bach huyét vung dugc

14y mAu sau khi hoan thanh liéu phép tan bé trg toan than).

Céc polypeptit theo sang ché c6 thé duoc sit dung trong cac ché d6 tri liéu trong

trudng hop didu tri dong thir nhét, dong thir hai, hodc dong bét ky khéc.

Céac polypeptit theo sang ché ¢6 thé dugc sir dung dé phong ngira, diéu tri trong
thoi gian ngén hoic thoi gian dai cdc bénh néu trén, tiy ¥ con két hop véi liéu phap xa

tri va/hodc phau thust.

Tuong tu, cac polypeptit theo sang ché 1a dic biét hitu dung dé diéu tri cac bénh
khac gy ra bdi su ting sinh té bao bét thuong lién quan dén con dudng truyén tin hidu
Wht, nhu xo héa phéi tu phat (IPF) (Kénigshoff et al. “Functional Wnt signaling is
increased in idiopathic pulmonary fibrosis”. PLoS One 2008;3(5):¢2142; Lam et al.
“Wnt coreceptor Lrp5 is a driver of idiopathic pulmonary fibrosis”. Am J Respir Crit
Care Med. 2014;190(2):185-95).

Hon nita, cac polypeptit theo sdng ché 13 dic biét hitu dung dé didu tri cac bénh
vdng mac, va dic biét l1a dé diéu tri bénh vong mac do tidu duong, do su hoat héa Wnt
bét thudng & cac té bao véng mac bén trong, gy ra su ting s tao thanh mach mau vong
mac méi bét thuong dan dén sy phat trién va sy tién trién ctia bénh vong mac do tiu
dudng (Chen, Y., et al. “Activation of the Wnt pathway plays a pathogenic role in
diabetic retinopathy in humans and animal models” The Am J Pathol. 2009;
175(6):2676-85., Gao et al. “Elevated LRP6 levels correlate with vascular endothelial
growth factor in the vitreous of proliferative diabetic retinopathy” Mol Vis. 2015;21 :665-
72).
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Cubi cing 13, vi ¢6 thé thiy rang su c ché céc con dudmg truyén tin hiéu
Whnt1/Wnt3a c6 thé con ¢6 tac dung ddi véi céc t& bao dudi gai (dendritic cell - DC) va
chirc ning cia t& bao dudi gai, nén cac polypeptit theo sang ché c6 thé con hitu dung dé
didu tri c4c bénh mi2n dich va nhidm tring, cfing nhu d& tac dong 1én vi méi trudng khéi
u trong cac bénh ung thu khac nhau da néu trén ddy. Cac khéi u tich cuc ngin chin tinh
mién dich chdng khéi u, va cac DC déng vai trd quan trong trong co ché trén thoat min
dich cta bénh ung thu. Cu thé, cdc nghién ctru di chi ra rang céc phdi tir Wnt trong vi
mdi trudng khdi u c6 thé con khoi dong sur truyén tin hiéu c4n tiét trong céc té bao mién
dich va diéu hoa tinh mién dich chéng khdi u ctia vét chii (Hong et al. “beta-catenin
promotes regulatory T-cell responses in tumors by inducing vitamin A metabolism in

dendritic cells”. Cancer Res. 2015;75(4):656-65).

T4t nhién, phan trén con gdm viée str dung cac polypeptit theo sang ché trong céc
phuong phap khéac nhau diéu tri cac bénh trén bing céch cho bénh nhan can diéu tri ding
lidu c6 tac dung chita bénh, cling nhu viéc sir dung cac polypeptit ndy d& san xudt cac
thudc dé didu tri cac bénh nay, ciing nhu cc duoc phdm chira cac polypeptit theo sang
ché, cling nhu viéc didu ché va/hodc san xudt cic thube chira cac polypeptit theo sang

ché, va cac ddi tuong tuong tu.

Céc két hop v6i cac hoat chat khac

Céc polypeptit theo sang ché c6 thé dugc str dung mot minh hogc két hop véi cac
chét c¢6 hoat tinh dugc 1y khac, nhu céc hop chit chudn chim s6c hodc dugce néu trong
linh vuc nay, vi du nhu céac chét kim t bao hoic giy doc t& bao, cac chét tc ché tdng
sinh t& bao, cac chét chéng tao mach, cac steroit, cac chét didu bién mién dich / chit tc

ché diém kiém tra mién dich, va c4c chat twong tu.

Cac hoat chét kim t& bao va/hoic gay doc t& bao ma c6 thé duge ding két hop
v6i cac hop chit theo sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac hormon, céc
chét tuong tu hormon va céc chét chéng hormon, cac chét tc ché aromataza, cac cht
cht van va céc chit ddi khang LHRH, cac chit trc ché yéu t6 sinh trudng (céc yéu tb

sinh trudng nhu, vi du, yéu t6 sinh truéng cé ngudn gbc tir tiéu cau (platelet derived
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growth factor - PDGF), yéu t6 sinh truéng nguyén bao s¢i (fibroblast growth factor -
FGF), yéu t6 sinh truéng néi mé mach (vascular endothelial growth factor - VEGF), yéu
t5 sinh trudng biéu bi (epidermal growth factor - EGF), yéu t6 sinh truong giéng insulin
(insuline-like growth factor - IGF), yéu t5 sinh trudng biéu bi ngudi (human epidermal
growth factor - HER, vi du, HER2, HER3, HER4) va yéu td sinh truéng té bao gan
(hepatocyte growth factor - HGF)), cac chét trc ché vi du 14 cc khang thé yéu t6 (chbng)
sinh truong, cac khang thé thu thé yéu td (chdng) sinh trudng va cac chét e ché tyrosin
kinaza, vi du nhu cetuximab, gefitinib, afatinib, nintedanib, imatinib, lapatinib, bosutinib
va trastuzumab; céc chit chdng chuyén héa (vi du antifolates nhu methotrexate,
raltitrexed, cdc cht twong tu pyrimidin nhw 5-fluorouracil (5-FU), capecitabin va
gemcitabin, cac chit twong tw purin va adenosin nhu mercaptopurin, thioguanin,
cladribin va pentostatin, cytarabin (ara C), fludarabin); cac chét khang sinh chng khbi
u (vi dy, céc anthracyclin); cac din xudt platin (vi du, cisplatin, oxaliplatin, carboplatin);
cac chét alkyl hoa (vi dy, estramustin, meclorethamin, melphalan, chlorambucil,
busulphan, dacarbazin, cyclophosphamid, ifosfamid, temozolomid, céc nitrosoure vi du
nhu carmustin va lomustin, thiotepa); cic chat chdng gian phan (vi du, Vinca alkaloid
nhu vinblastin, vindesin, vinorelbin va vincristin; va taxan nhu paclitaxel, docetaxel);
céc chét trc ché tao mach, cac chit tc ché tubulin; cac chét trc ché téng hop ADN, céc
chét e ché PARP, cac chét tic ché topoisomeraza (vi du cac epipodophyllotoxin nhu
etoposid va etopophos, teniposid, amsacrin, topotecan, irinotecan, mitoxantron), cac
chét (rc ché serin/threonin kinaza (viduy, cac chét trc ché PDXK1, cac chét trc ché Raf, cac
chét trc ché A-Raf, cac chét trc ché B-Raf, cac chit trc ché C-Raf, cac chét tc ché mTOR,
céc chat trc chd mTORC1/2, céc chét trc ché PI3K, cc chét tic ché PI3Ka, cac chit fic
ché mTOR/PI3K kép, céc chét tc ché STK33, céc chét trc chd AKT, céc chit tc ché
PLK1 (nhu volasertib), cac chét e ché CDK, céc chit trc ché Aurora kinaza), cic chét
trc ché tyrosin kinaza (vi du, cac chit (rc ché PTK2/FAK), céc chét trc ché twong tac
protein protein, cac chét tc ché MEK, céc chit tc ché ERK, cac chét e ché FLT3, cac
cht trc chd BRDA4, c4c chét tre ché IGF-1R, c4c cht chil van TRAILR?2, cc chit trc ché
Bel-xL, cc chét tic ché Bel-2, cac chét (e ché Bcel-2/Bel-xL, cac chat trc ché thu thé
ErbB, céc chit ¢rc ché BCR-ABL, cic chit trc ché ABL, céc chét e ché Src, céc chét

tuong tw rapamycin (vi dy, everolimus, temsirolimus, ridaforolimus, sirolimus), cac chat
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trc ché tdng hop androgen, céc chit ¢rc ché thu thé androgen, cac chit tc ché DNMT,
céc chét trc ché HDAC, cac chit trc ché ANG1/2, céc ché tre ché CYP17, cac duge cht
phéng xa, céc tac nhan mién dich tri liéu nhu cac chét wrc ché diém kiém tra mién dich
(vi du cac phéan tir/cac globulin mién dich gén két CTLA4, PD1, PD-L1, LAG3, va
TIM3, nhu ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab), cac vacxin ung thu nhu vacxin
khéi u truyén théng (vacxin trén co s& té bao, vi du Sipuleucel-T dé diéu tri ung thu
tuyén tién liét), cac vacxin khang nguyén méi duge lam tuong thich véi nguoi, va cac
virut hity u, va céc tdc nhan hoéa tri li€u khac nhau nhu amifostin, anagrelid, clodronat,
filgrastin, interferon, interferon alpha, leucovorin, rituximab, procarbazin, levamisol,

mesna, mitotan, pamidronat va porfimer.

Dic biét duge wu tién 13 cic phuong phép diéu tri bao gdm viée sir dung cac

polypeptit theo sang ché két hop v&i thude dugc chon tir nhém bao gdm:

(i) cac khang thé khang VEGF (bevacizumab va cic chit chdng tao mach khac) ciing
hozc khong ciing v6i két hop héa tri (gdm két hop doxorubicin / cyclophosphamid
va/hoadc két hop capecitabin / docetaxel trong bd tan hd tro didu tri; ché d6 taxan / platin
d6i v6i viée didu tri dong thir nhit va dong mudn) & cac bénh nhan ung thu vi;

(ii) EGFR TKIs d6i v6i NSCLC ddt bién EGFR hoic crizotinib d6i véi NSCLC hoan vi
ALK cing hogc khong cing véi sy két hop héa tri lidu (liéu phéap két hop gy doc té bao
trén co s& platin, gdm gemcitabin / cisplatin trong diéu tri dong thir nhat; docetaxel hoic
pemetrexed trong diéu tri dong thir hai & cic bénh nhan ung thu phdi;

(iii) cac khang thé khang EGFR (cetuximab va panitumumab & céc khéi u kiéu dai
KRAS) cung hodc khong cing véi su két hop héa tri 1idu (gém irinotecan), su két hop
khéang thé khang VEGF (bevacizumab va céac chét chéng tao mach khéc) hoac su két
hop regorafenib, vi du, dé didu tri cac bénh nhan CRC;

(iv) cac tac nhan tri liéu mién dich, gém cac tac nhan khang PD-1, nhu pembrolizumab
va nivolumab, cac tdc nhin khang PD-L1, cac tdc nhan khang CTLA4, cac tac nhin
khang BTLA, céc tac nhin khang LAG3, va cac tac nhan khang TIM3, nhu cac khang
thé khang PDL1 v.v., vi dy, dé diéu tri bénh ung thu v, bénh ung thu phdi va cc bénh
nhin CRC;

(v) céc tac nhan héa tri liéu, nhu cac tac nhin chéng ung thu trén co s& platin, hodc két

hop véi ché d6 hoéa tri liu FOLFOX, gém axit folinic, 5'-fluorouracil, va oxaliplatin,
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hodc két hop véi ché dd héa tri litu FOLFOXIRI, gé)m axit folinic, 5'-fluorouracil,

oxaliplatin, va irinotecan, vi du, dé diéu tri bénh ung thu v hodc cic bénh nhin CRC.

Khi hai hodic nhiéu cht hoic nguyén tic dugc sit dung 1a mét phan ctia ché o
didu tri két hop, ching c6 thé dugc ding thong qua ciing mét dudong dung hodc qua cac
duong dung khac nhau, & thoi diém vé& co ban gidng nhau (tirc 13 dong thdi, cing luc)
hoiic & cc thdi diém khac nhau (vi du, lién tuc, 14n luot, lién tiép, ludn phién, hodc theo

dang khac cua ché d6 thay ddi).

Khi céc chét hodc cac nguyén tic duge ding mot cach d6ng thoi théng qua cung
duong dung, ching cé thé dugc ding & cac dang bao ché dugc phdm khic nhau hozc
cac ché phém khéc nhau hodc dudi dang mdt phén cua dang bao ché hoic dugc phém
két hop. Tuong tu, khi hai hodc nhidu hoat chit hoic nguyén tdc duoc st dung 1a mot
phﬁn clia ché do didu tri két hop, mdi chét hoic nguyén tac c6 thé duoc dung véi cling
luong va theo cung ché d6 nhu dugc stir dung khi chinh hgp chit hodc nguyén tic dugc
sir dung, va sy st dung két hop nhu vay c6 thé hoac khong thé dan dén tac dung hiép
ddng. Tuy nhién, khi su st dung két hop cia hai hoic nhidu hoat chét hoic nguyén téc
dAn dén hiéu qua hiép ddng, né cling c6 thé 1am giam lugng ctia mét, nhiéu hoic tit ca
cac chét hoic nguyén tac dugce str dung, trong khi vAn dat duoc tac dung diéu tri mong
mudn. Didu nay c6 thé, vi dy, hitu dung 8 tranh, han ché hoidc 1am giam bat ky tac dung
phu khong mong mudn nao ma lién quan dén viéc dung mot hodc nhiéu chat hoic nguyén
thc khi ching dugc st dung véi lugng thong thuong cta ching, trong khi van dat dugc

hiéu qua dugc ly hodc diéu tri mong muon.

T4t nhién 13, phin néu trén con bao gdm dang bao ché, va cac phuong phép bao
ché, cac polypeptit theo sang ché @8 sir dung két hop véi cac déi tac két hop néu trén.
Ciing bao gdm 14 dang bao ché, va cac phuong phap bao ché, cac dbi tac két hop néu
trén dé str dung két hop véi cac polypeptit theo sang ché. Do d6, sang ché, vi du, @& xut
cac phuong phéap st dung, hodc bao ché @8 str dung, chit diéu bién mién dich / chét e
ché didm kidm tra mién dich, nhu khang thé khang PD1, nhu pembrolizumab hodc
nivolumab, d& ding két hop véi polypeptit theo sang ché, va cu thé hon 13 ¢ dung trong

ché d lidu phap két hop véi polypeptit theo sang ché.
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Hon nita, sang ché con bao gdm cac kit chira it nhit mét polypeptit theo sang ché
va mot hodc nhiéu thanh phén khic dugc chon tir nhém bao gbm céc thubc khac duge
st dung dé didu tri c4c bénh va céc rdi loan nhu duoc néu trén day, va cac dung cu nhu

dugc néu dudi day.

Duoc phim, phuong phap ding, va liéu lugng

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay s& hiéu rd ring cac phuong phap
diéu tri bénh trén day bao gém viéc biao ché thubc @& diéu tri bénh nay. Do d9, sang ché
con dé cap dén céac duogc phém dé didu tri c4c bénh dugc néu trén ddy, trong d6 cac dugc

phdm nay gdm it nhét mét polypeptit theo séng ché.

Cac polypeptit theo sang ché va/hoic cac duge phim chira ching cé thé duogc
diing cho bénh nhan cin didu trj theo cach thirc thich hop batky, tlry thudc vao dang bao
ché hodc dugc phém cu thé duge sir dung. Do d6, cac polypeptit theo sang ché va/hoic
cac dugc phém chira ching co thé, vi du, dugc ding trong tinh mach (i.v.), dudida (s.c.),
trong co (i.m.), trong phiic mac (i.p.), qua da, qua duong miéng, dudi ludi (vi dy, dudi
dang vién nén dudi ludi, thudc phun hoic nho giot duge dat dudi ludi va dugc hép thy
thong qua mang nhiy vdo mang mao mach dudi ludi), (trong) mii (vi du dudi dang
thudc phun vao miii va/hodc dudi dang khi dung), tai chd, béng cach dung thubc dan,

bing céch hit, hodc cach thirc thich hop bét ky khac véi lugng hofc liéu hiru higu.

Céc polypeptit theo sang ché va/hoic cac duoc phdm chira chiing dugc dung theo
theo ché d6 didu tri ma thich hop dé didu trj va/hodic lam thuyén gidm bénh, rdi loan
hoic tinh trang bénh Iy can duoc diéu tri hoic 1am thuyén gidm. Bac sy diéu tri n6i chung
s& c6 thé xac dinh ché d6 diéu tri thich hop, tlly thudc vao cac yéu 6 nhu bénh, 161 loan
hodc tinh trang bénh ly cin duoc didu tri hodc lam thuyén giam, d ning ctia bénh, do
ning cua cac triéu chimg bénh, polypeptit cu thé theo sang ché dugc st dung, dudng
dung cu thé va dang bao ché hoic duoc phém duoc st dung, tudi tac, gidi tinh, khéi
luong, ché d6 an uéng, tinh trang chung ctia bénh nhén, va cic yéu t twong tu da biét

dbi voi bac s§ diéu tri. N6i chung, ché d6 diéu tri s&¢ gom viéc dung mot hodc nhi€u
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polypeptit theo sang ché, ding mdt hodc nhiéu duge phém chira ching, véi cac lugng

hodc li€u hitu hiéu trong diéu tri.

No6i chung, dé diéu tri va/hodc 1am thuyén giam cac bénh, céac 1di loan va céc tinh
trang bénh ly dugc néu & day va tuy thudc vao bénh, rdi loan hojc tinh trang bénh ly cu
thé duoc diéu tri, hidu luc cta polypeptit dic hidu theo sang ché duoc sir dung, dudong
dung cu thé va dang bao ché hoic dugce phim cu thé duoc sir dung, cic polypeptit theo
sang ché s& thudong duoc ding véi luong tir 0,005 dén 20,0 mg trén mdt kilogram thé
trong va lidu lugng t5t hon 1a tir 0,05 dén 10,0 mg/kg/liéu, va t6t hon nita 12 tir 0,5 dén
10 mg/kg/liéu, lién tyc (vi dy, béng cach truyén) hodc tbt hon nita 12 duéi dang cac lidu
don (vi du nhu cac lidu dung hai 14n mdi tuln, hang tudn, hodc hang thang; xem dudi
day), nhung c6 thé thay dbi dang k&, dac biét 1 tiy thudce vao cac théng sd néu trén. Do
6, trong mét s trudng hop, c6 thé 1a ddy di khi sir dung luong it hon luong t6i thidu
néu trén, trong khi & nhitng trudng hop khac, cin phai vuot trén gi6i han trén. Khi duoc

dung véi lugng 16n nén chia ching thanh nhiéu liéu nhé dé ding trong ngay.

Tuy thudce vao polypeptit cu thé theo sang ché va dugc dong hoc cu thé ctia nd
va céc tinh chét khac, n6 c6 thé dugc ding hang ngay, mdi ngay thir hai, thir ba, thir tu,
thir nim hodc thi sau, hang tudn, hang thang, v.v.. Ché d6 ding c6 thé gdm viéc diéu tri
hang tuan, dai han. Thuat ngit "dai han" & d4y c6 nghia 13 it nhét hai tudn va tét hon 13

khoang thoi gian hang thang, hodc hang nam.

Hiéu qua cia céc polypeptit theo sang ché, va cac ché phim chira ching, c6 thé
duge thir nghiém bang cach sir dung thir nghiém in vitro thich hop bét ky, thir nghiém
trén co s& té bao, thir nghi€ém in vivo va/hoac mé hinh dong vat thuc chét d3 biét, hoac
két hop bét ky ctia chiing, tiy thudc vao bénh cu thé c6 lién quan. Cac thir nghiém va
cac mo hinh ddng vat thich hop s& trd nén 18 rang ddi véi ngudi cé trinh dd trung binh
trong linh vyc nay, va vi du bao gc‘“)m cac thir nghi€ém va cdc m6 hinh dong vét duoc s

dung trong cac vi du duéi day.

Tét hon 13, céc polypeptit theo sang ché c6 cac dic tinh t&t hon so vdi cac khang
thé thong thudng da biét trong linh vuc ndy (nhu céc chit gin két LRP6 dugc md ta

trong phan “Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché” néu trén) trong it nhit mét trong sb cac
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thir nghiém ho#c cac md hinh nay, va t6t hon la trong mét hoéc nhiéu trong so6 cdc mo

hinh in vivo.

Cac ché phim

D6i voi ting dung trong duoc phim, cac polypeptit theo sang ché ¢ thé duge bao
ché du6i dang dang bao ché dugc chira (i) it nhat mot polypeptit theo sang ché va (ii) it
nhét mot chét mang, chét pha lodng, ta duoc, chét phu tro va/hodc cht 1am én dinh duoc
dung, va (iii) thy ¥ m6t hoic nhiu polypeptit va/hodc hop chét c6 hoat tinh dwgc ly
khéc. Thuit ngit "dugc dung" ¢ nghia 14 vat chit twong tng khong thé hién tac dung
sinh hoc hozc cach khac 13 tic dung khéng mong mudn khi duoc ding cho ddi tuong va
khéng tuong tac theo cach thirc c6 hai v6i bit ky thanh phin nao khac ctia dugc phim
(vi du nhu thanh ph?ln c6 hoat tinh dugc ly) ma né dugce chira trong d6. Cac vidu cu thé
c6 thé duogc thdy trong céc Sb tay huéng din chudn, vi du nhu Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18" Ed., Mack Publishing Company, USA (1990). Vi dy, cac
polypeptit theo sang ché c6 thé duoc bao ché va dugc ding theo cach thirc bat ky thuc
chit da biét dbi véi cac khang thé thong thudng va cdc manh khang thé va cac protein
¢6 hoat tinh dugc 1y khéc. Do d6, theo phuong 4n khéc, sang dé cip dén duoc phim
hodc dang bao ché ma chira it nhit mot polypeptit theo sang ché va it nhat mét chét
mang, chét pha loang, ta dugc, chét phu trg va/hodc chit 1am 6n dinh dugc dung, va tuy

¥ mdt hodc nhidu chit c6 hoat tinh duge 1y khAc.

Céc dang bao ché dugc dé ding ngoai duong tiéu héa, nhur dé tiém trong tinh
mach, trong co, dudi da hodc dé truyén trong tinh mach cé thé 13, vi du, cac durig dich,
hén dich, thé phén tan, nhii dich hoic bdt v6 tring ma chita thanh phan hoat tinh va la
thich hop, tiy ¥ sau budc hoa tan hoic pha loéing tiép theo, dé truyén hodc tiém. Cac
chit mang hoic céc chét pha lodng thich hop cho cdc dang bio ché nay vi du bao gdm,
nhung khong chi gidi han ¢, nudce v6 tring va cac dung dich dém va cac dung dich dugc
dung nhu nuéc mudi dém phosphat sinh 1y, dung dich Ringer, dung dich dextroza, va
dung dich Hank; d4u nuéc; glyxerol; etanol; cac glycol nhu propylen glycol, ciing nhu
céc dau khoang, dau dong vat va diu thuc vat, vi du, ddu lac, diu dau nanh, ciing nhu

cac hon hgp ctia ching.
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Céc dung dich ctia cc polypeptit theo sang ché c6 thé con chira chit bao quan dé
ngin ngira sy sinh trudng cta vi sinh vat, nhu céc chit khang khuén va khang nim, vi
du, p-hydroxybenzoat, paraben, clobutanol, phenol, axit sorbic, thiomersal, (cac mudi
v6i kim loai kiém ctia) axit etylendiamin tetraaxetic, va céc chét tvong tu. Trong nhiéu
trudng hop, tdt hon 1a dung dich nay chira ca chit 1am déng truong, vi du, dudng, dung
dich dém hoc natri clorua. Ty ¥, cic chit nhii héa va/hodic cdc chit phan tan c6 thé
duogc stt dung. Tinh chay thich hop c6 thé duogc duy tri, vi du, b%lng cach tao thanh cac
liposom, bing cch duy tri ¢& hat mong muén trong trudng hop thé phan tin va bing
cach sir dung chét hoat dong bé mit. Céc chit khac 1am chim su hép thu, vi dy, nhém
monostearat va gelatin, cling cé thé duoc bd sung. Cac dung dich cé thé duoc nap vao

cac lo tiém, Ong ti€ém, chai truyén, va cac vat twong tu.

Trong tAt ca cAc trudng hop, dang lidu lugng cubi cing phai 14 v6 trung, long va
on dinh trong c4c diéu kién san xuét va bao quan. Céc dung dich tiém v6 khudn c6 thé
duoc diéu ché bang cach két hop hop chét hoat tinh véi luong mong mudn trong dung
mdi thich hgp cling v&i cac thanh phan khac nhu duogc 1iét ké & trén, khi can thiét, tiép
theo 12 bude loc khit tring. Trong trudng hop bot v6 khudn dé didu ché dung dich tiém
v6 khudn, phuong phap didu ché duge wu tién d6 1a k¥ thuat 1am kho chan khong va lam
kho6 dong lanh dé tao ra bot gém thanh phﬁn hoat tinh cdng thém thanh phén mong mudbn
bd sung bét ky c6 trong dung dich loc khir tring trude do.

Théng thudng, cic dung dich nuée hoic huyén phi nuée s& duge wu tién. Noi
chung, cic dang bao ché thich hop dbi véi cac protein tri li€u nhu céc polypeptit theo
sang ché 13 cac dung dich protein dugc dém, nhu cic dung dich chia protein véi ndng
d6 thich hop (nhu tir 0,001 dén 400 mg/ml, t6t hon 13 tir 0,005 dén 200 mg/ml, t5t hon
nita 13 tir 0,01 dén 200 mg/ml, t6t hon nita 13 1,0 - 100 mg/ml, nhu 1,0 mg/ml (ding
trong tinh mach) hodc 100 mg/ml (dung dudi da) va dung dich dém nudc nhu:

- dung dich nuéc mubi dém phosphat, d6 pH bang 7,4,

- cac dung dich dém phosphat khac, d6 pH bﬁng 6,2 dn 8,2,

- cac dung dich dém axetat, 6 pH bang 3,2 dén 7,5, tdt hon 13 d6 pH bang tir 4,8
dén 5,5

- cac dung dich dém histidin, d6 pH bang tir 5,5 dén 7,0,

- cac dung dich d€m sucxinat, 36 pH béng tr 3,2 dén 6,6, va
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- c4c dung dich dém xitrat, ¢ pH bang tir 2,1 dén 6,2,
va, tiy ¥, cac mudi (vi du, NaCl) va/hoic dudng (vi du nhu sucroza va trehaloza) va/hodc
céc ruou da chirc khac (vi du nhu manitol va glyxerol) dé tao tinh déng truong cho dung
dich.

Céc dung dich protein dugc dém dugc vu tién la cac dung dich chira khoang 0,05
mg/ml polypeptit theo sang ché dugc hoa tan trong dung dich dém phosphat 25 mM, d6
pH bing 6,5, dugc didu chinh dén ding truong bing cich bd sung 220 mM trehaloza.
Ngoai ra, cac chét khac nhu chét téy, vi du, 0,02 % Tween-20 hoic Tween-80, c6 thé
dugc chira trong cac dung dich nay. Cac dang bao ché dé dung dudi da c6 thé chira néng
d6 cao hon dang ké ctia polypeptit theo sang ché, nhu 1én téi 100 mg/ml hoic thim chi
trén 100 mg/ml. Tuy nhién, s& 16 rang dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh
vuc ndy 13 cac thanh phan va cac luong ciia ching nhu dugc dua ra trén ddy chi thé hién
mot lua chon durge wu tién. Cac cach khéac va céc bién thé ciia chung s& 1ap tirc 14 16 rang
dbi véi nguodi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, hodc c6 thé d& dang hiéu duge

bt dAu tir phén bdc 16 néu trén.

Tuong tu, so véi cac khang thé hodc cic manh khang thé thong thuong, mét vu
diém chinh ctia viéc str dung céc polypeptit theo sang ché 12 & chd ching c6 thé con
dung dugc mot cach dé dang théng qua céc duong ding khac ngoai cach ding ngoai
dudng tiéu hoa va cé thé dé dang bao ché duoc cho cach dung nhu véy. Vi du, nhu duge
md ta trong cdng bb don sang ché qubc t& s6 W02004/041867, céc polypeptit nay co

thé duoc bao ché dé ding qua dudng miéng, trong mili, trong phdi va qua da.

Theo khia canh khac ctia sang ché, polypeptit theo sang ché c6 thé duoc sir dung
két hop véi dung cu hitu dung dé ding polypeptit, nhu 8ng tiém, but tiém, vi bom, hozic

dung cu khéc.

Céc phuong phap san xuét va tinh ché

Sang ché con @& xuét cic phuong phép san xuét polypeptit theo sang ché, céc

phuong phép nay thuong gdm cac budc sau:
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- nudi cdy céc t& bao chu chira axit nucleic ma héa polypeptit theo sang ché (dudi day
14 "axit nucleic theo sang ché") trong didu kién ma cho phép su biéu hién ctia polypeptit
theo sang ché; va,

- thu hdi hodc phan l4p polypeptit dugc biéu hién bdi céc té bao chi ra khoi mdi truong
nudi cdy; va

- tly ¥ tinh ché va/hoic cai bién va/hoidc xir Iy tiép polypeptit theo sang ché.

Axit nucleic theo sdng ché c6 thé 13, vi du, phén t¢ ADN chira céc trinh tu ma
hoéa cling nhu céc trinh tu diéu hoa va tuy y céc intron ty nhi€én hodc nhén tao, hodc c6
thé 1 phan tir cADN. N6 ¢6 thé ¢ céc codon gbe ctia né hodc c6 thé c6 sy sir dung
codon duoc tdi wu héa ma da duoc 1am thich nghi mot cach cu thé dé biéu hién trong té
bao chu hodc sinh vat chi dy tinh. Theo mdt phuong an clia sang ché, axit nucleic theo

sang ché vé co ban 14 & dudi dang duoc phan lap, nhu dwoc dinh nghia trén day.

Axit nucleic theo sang ché cling co thé & dudi dang, c6 mit trong va/hodc 1a mot
phan cta vecto, vi du nhu plasmid, cosmid hoiic YAC, ma c6 thé v& co ban 1a ciing &
dang duoc phan 1ap. Vecto c¢6 thé dic biét 14 vecto biéu hién, tirc 13 vecto ma c6 thé tao
ra sy biéu hién ctia polypeptit in vitro vi/hodc in vivo (vi du, trong té bao chi, sinh vét
chii va/hozic hé biéu hién thich hop). Vecto biéu hién nay thuong chira it nhit mot axit
nucleic theo sang ché ma dugc lién két b::ing cach thao tac v6i mdt hodc nhidu yéu tb
didu hoa thich hop, nhu (cic) promoto, (cac) yéu t6 ting cudng, (c4c) yéu t6 két thuc,
va cac yéu t6 twong tu. Cac vi du cu thé vé cac yéu t6 diéu hoa ndy va cac yéu t khac,
nhu (cac) yéu t tich hop, (céc) d4u chuén chon loc, (céc) trinh tu don hodc dan dAu,
(c4c) gen thong béo, va céc yéu td twong tu, hitu dung hodic cin thiét dé bidu hién cac

polypeptit theo sang ché, duoc boc 16, vi du, & trang 131 dén 133 cia W02006/040153.

Céc axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc diéu ché hodc duoc thu theo cdch ma
thyc chit d4 biét (vi du, bing c4ch tdng hop ADN tu dong va/hoic k§ thuat ADN ti t
hop), dua trén thong tin trén cac trinh tw axit amin ddi v&i céc polypeptit theo séng ché
dugc néu ¢ day.

Theo phuong an khac, sang ché @ cap dén vat cha hodic t& bao chi ma biéu hién

hoic c¢6 kha ning biéu hién polypeptit theo sing ché; va/hodc chira axit nucleic ma héa
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polypeptit theo sang ché. Theo phuong 4n dugc dic biét wu tién, cac t& bao chu d4 néu
1a cac t& bao vi khuén, céc t& bao ndm men, céc t& bao ndm hodc cac té bao dong vat co
vi.

Pé san xuét trén quy mo cong nghiép, cac vat chu khac loai duge wu tién dé san
xudt (cong nghiép) cac polypeptit mién bién ddi don ctia globulin mién dich va cac thubc
protein chira ching s& gdm cac ching E. coli, Pichia pastoris, va S. cerevisiae ma thich
hop dé bidu hién, san xuit va 1én men trén quy md 16n, va cy thé 1 d& biéu hién, san

xuét va 1én men (sinh) dugc phim trén quy mo 16n.

Céc polypeptit theo sang ché dugc san xuét trong té bao nhur néu trén c6 thé duoc
san xuit trong t& bao (vi du, trong dung dich bao tuwong, trong chu chit hodc trong céc
thé viii) va sau d6 c6 thé duoc phan 18p tir cac té bao chu va tly ¥ duge tinh ché tiép;
hodc chiing c6 thd duoc san xuit ngoai bao (tiét vao mdi trudng trong d6 cac t& bao cha
dugc nudi ciy) va sau d6 duge phan 14p ra khéi mdi trudng nudi cdy va tiry ¥ duoc tinh

ché thém.

Céac phuong phép va cac chit phan tmg khac dugc sir dung d8 san xuét tai tb hop
cac polypeptit, nhu cac vecto biéu hién thich hop, cac phuong phap bién nap hoic
chuyén nhim, céc diu chuin chon loc, cic phwong phap cam ng sy biéu hién protein,
céc diéu kién nubi céy, va cac yéu tb tuong tu, 1a da dugc biét #én trong linh vuc nay.
Tuong tu, cac k§ thudt phan 1dp va tinh ché protein hitu dung trong phwong phap san
xudt polypeptit theo sang ché da duoc bibt r5 d6i v6i ngudi cb hidu biét trung binh trong

linh vuc nay.

Séan xudt cac polypeptit theo sang ché thong qua su 1én men & céc sinh vét chu téi
t5 hop thuan tién nhu E. coli va nim men 12 hiéu qua v& mit chi phi, so véi cac khang
thé thong thudng ma ludn cin cac hé nudi cly té bao dong vat c6 vi dat do. Hon nira,
céc mirc bidu hién c6 thé dat dugc 1a cao va hiéu sut clia cac polypeptit theo sang ché
1a ndm trong khoang tir 1 dén 10 g/l (E. coli) va 1én t6i 10 g/l (nAm men) va nhiéu hon

nita.

Vi du thwe hién sang ché
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Vi du 1: Gay mién dich cho lac da bang LRP5 va LRP6 dé cam tmg cic dap tmg
mién dich thé dich

Mot s6 phuong thirc dé giy mién dich lac d4 cin duoc tién hanh va thuc hién dé
nhan dién cc mién VHH gin két phan tmg chéo LRP5/LRP6: Lac di ban ddu duoc gy
mién dich bang c4c mién ngoai bao tai t& hop cia céc protein LRP6 va LRP5 (ctia ngudi
va chudt nhat). Tuy nhién, cic dic trung chirc ning ctia protein tai t& hop LRP5 néu trén
da tiét 16 r%mg chi epitop gén két nhoém Wntl méi duoc cudn gap mét cach hop ly. Ngugce
lai, khéng c6 ddu hiéu vé viée cudn gip hop Iy cta mién gén két nhém Wnt3a-LRPS5.
Do d6, cong viéc tiép theo 14 cin phai phat trién cac khang nguyén thich hop cho viée
gy mién dich. La mot giai phap thay thé, lac da dugc gy mién dich bang cac té bao
HEK293 duge chuyén nhidm 6n dinh bing LRP5 ngudi hosic LRP6 ngudi. Tuy nhién,
tuong tu, sau d6 cling chi cé thé dat duoc su biéu hién rét thép cua LRP5 nguoi, béng
su chuyén nhiém tam thoi hodc béng su chuyén nhi®m 6n dinh, va st dung cac dong té
bao khac nhau (cic t& bao HEK293, CHO va NIH-3T3). Do dé, cong viéc tiép theo 1a
can thiét dé dat dugc su bidu hién da ctia LRP5. Cubi cung, va sau mdot sb sai s6t va thur
nghiém khong thanh céng, diéu nay c6 thé dat duogc bang cach phat trién phuong thirc
bao gdm su déng chuyén nhifm 6n dinh cta cic té bao HEK293 véi MesDC-2,
chaperone dugc du tinh dé gia tang su biéu hién LRP5 ngoai sinh. Tham chi sau do, tic
l1a sau khi déng biéu hién MesDC-2 trong qua trinh tao ra dong té bao duoc chuyén
nhiém 6n dinh LRPS5, tinh khong dn dinh ciia sy biéu hién protein duoc thdy mét cach
13p lai. Pidu nay dén dén vAn dé 13 sy bidu hién LRP5 c6 thd mét di trong qua trinh gay
mién dich va chon loc. P& giai quyét vin dé tiép theo nay, viée cAy chuyén cac t& bao
biéu hién LRP5 duoc gidi han cang nhiéu cang t6t va sy phan loai té bao b sung dugc
thuc hién dé 1am giau c4c t& bao biéu hién LRP5.

Lac da dugc gay mién dich bd sung bing ADN mi héa LRP5 va ADN ma héa
LRP6 cung va khong cling véi hMesDC-2 chaperone & cac sudn dbi dién. Lidu ting
cuong bd sung dwoc phan phat dén mot sé con lac da trong nd luc @ ting cudng dap
g mién dich phan tng chéo, v&i muc dich gia ting co hdi nhin dién cac mién VHH
phan Gng chéo LRP5/LRP6.

Cé4c mAu mau mién dich (PBL) duoc l4y & c4c khoang thoi gian déu dan, cac dép

mg huyét thanh dugc xé4c dinh, va ARN toan bd duoc chudn bi tir PBL duoc phén 14p.

-58-



32691

Céc d4p tmg huyét thanh trung binh d6i v6i LRP6 duoc thiy, nguoc lai voi cac dp tng
huyét thanh thap dbi véi LRP5 khi gy mién dich bang protein tai t5 hop. Pép ng mién
dich LRP5 trung binh duoc thiy déi véi lac da duoc giy mién dich bing ADN. Nguoc
lai, dap ng mién dich rat thip duoc thiy dbi v6i sy gdy mién dich té bao. Ngoai ra, cac
thu vién tdng hop ciing dugc khao sat. Tuy nhién, cudi ciing 1, tinh da dang &0 ciia danh

muc c6 thé dat duoc dé tiép tuc cac budc tiép theo, nhu dugc néu trong vi du 2.

Vi du 2: Phan 1ap cac mién VHH héa tri mét gén két LRP5 va LRP6 (cac VHH)
CAu tric thu vién:

ARN toan bo duge chiét ngay sau khi thu gom cdc md mién dich, va tinh toan
ven va ndng dd ctia ARN dugc kiém tra. Cac miu cADN dugc tao ra tir cdc ché phim
ARN nay. Céc trinh ty nucleotit ma héa cac VHH duge khuéch dai tir cdc mAu cADN
trong phan ing RT-PCR mgt budc. Cac amplicon 700bp dic biét dugc khuéch dai tir
cac cADN IgG2 va IgG3 trong miu duoc phén 1ap tir gel agaroza va sau d6 dugc sir
dung 1am khuén trong phan tmg PCR t6 (nested PCR). Céc san phdm PCR sau d6 duoc
thity phan biang SAT va BstEIl va dugc ndi vao céc didm gidi han tuong Ung cta vecto
phagemid pAX50. Céac hdn hop nbi dugc dién chuyén vao Escherichia coli TG-1. Phan
g0p céac thé bién nap thu dugc tao thanh tinh da dang di truyén cta thu vién thé hién thé
thue khudn.

PAXS0 14 vecto biéu hién thu dwgc tir pUC119, chira gen khang ampicillin va
promoto Jac sau d6 12 trinh tw ma héa ctia peptit truyén tin hiéu protein pIII trong khung
v6i diém tach dong mién VHH xubi chidu. Trong khung v6i trinh ty ma héa mién VHH,
vecto ma héa cho Myc diu tan ciing C- va thé hexa-histidin va protein thyc khudn thé
coli pITl. Sau khi giy nhidm cac dong thu vién E. coli TG-1 bang thé thyuc khuén trg
gitp, su c6 mit ctia pAX50 cho phép san sinh céc hat thé thuc khudn tir cac dong nay,

thé hién cac mién VHH riéng r& dudi dang protein dung hop véi protein plII.
Chon loc:

Céc thu vién mién VHH-phagemid dwoc x4y dung va duoc str dung d& chon loc.
Véi céc loai c6 tinh tuong ddng gitra cac loai rit cao (gitta LRP5 va LRP6 ctia ngudi va

ctia lac d3) dua ra ndy, khong chéc chin lidu rang dap ing mién dich nay sinh & lac da
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s€ ndy sinh tinh da dang du cua céac mién VHH. Do d, hai thu vién téng hop dugc st

dung song song v&i cac thu vién mién dich trong qua trinh chon loc.
Céc chién luge khac nhau duge st dung trong qua trinh chon lpc nhu sau:

- Thay dbi cac cong cu thu dugc tir LRP5 va LRP6 dé ting cudng co hdi nhan
dién cac mién VHH phan timg chéo LRPS5/LRP6, vi du, cac chon lgc trén céac thu vién
tlr cac con lac @ dugc gy mién dich LRP5 véi cac protein thu dugc tir LRP6 hoic str

dung ca hai protein LRP5 va LRP6 trong qué trinh chon loc c4c thu vién tdng hop.

- Thay dbi ngudn loai @& chon loc cic mién VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6
ngudi/chudt nhit (tinh phan tng chéo chudt nhét dbi v6i chit dbi khang LRP5 va LRP6
nhu vay cho phép danh gi4 hiéu qua, tirc 1a kha ning (e ché phét tridn khéi u, va bién
dang an toan, can thiét cho viéc danh gia pham vi tri li€u, trong cac mo6 hinh tién 1am

sang gidng nhau (tic 13, trong cic mé hinh chudt nhit dugce ghép khdi u ngoai lai)).

- Viée chon loc “trong dung dich” bing céc protein tai tb hop dé gitt cac epitop &
cAu hinh tu nhién cta ching: V& su try ngai bd sung, cac protein tai t6 hop LRP5 va
LRP6 dugc phét hién 1a mit kha ning cudn gap hop Iy cia ching néu dwoc truc tiép phi
1én céc dia gin két ELISA. Do d6, cc protein tai td hop nay dugc biotinyl hoa va, sau
khi x4c nhén sy cudn gap hop ly trong cac thir nghi€ém chirc ning, dugc st dung dé chon

loc “trong dung dich”.

- Céc chon loc sir dung céc té bao biéu hién qué mic LRP5 hoac LRP6, dé c6 chu
tao tu nhién ctia cac thu thé. Piéu ndy ngac nhién 1 da tré thanh meo quan trong, dic
biét can thiét dé cai thién su chon loc cac tac nhan ge“'ln két véi mién gén két nhém Wnt3a
ctia LRPS, vi dit liéu chirc ning ctia protein tai t hop thé hién 14 thidu sy cudn gap hop

Iy cta epitop gén két Wnt3a.

Vidu 3: Sang loc caic VHH hoa tri mot

Sau khi chon loc, cic dong dugc phét trién trong cac dia 96 15 sau (thé tich 1 mL),
va su biéu hién VHH dugc cam tng bang cach bd sung IPTG. Céc phin chiét chu chét
ctia cac dong don duge chudn bi theo cac phuong phép chudn, nhu, vi du, dugc bao cdo

trong WO2011/107507, va duoc sang loc dé gin két véi LRP6 va LRP5 ciia ngudi. Ban
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dAu, cac phan chiét chu chit duge sang loc trong céc thir nghiém ELISA gén két str dung
LRP5 va LRP6 tai to hop, ma thé hién 1a cac thir nghiém cong suét cao, manh va nhay,
néu so véi cac thir nghiém gén két trén co s& FACS. Sau khi tinh ché, cdc VHH duge
nhin dién trong céc thir nghiém ELISA con duoc dic trung bang cach st dung thir
nghiém FACS gén két 38 x4c nhan sy gén két ctia cac VHH duoc tinh ché véi cac thu

thé LRP5 va LRP6 trong c4u tao tu nhién cla chung.

Théng thudng, mdi twong quan t5t gitta cac thir nghiém gin két ELISA va FACS
duoc trong doi. Tuy nhién, trong trudng hop nay, cac VHH gin két LRP5 va LRP6 tdt
nhét trong cac thir nghiém ELISA (ttc 13 véi 4i luc cao ddi véi mién ecto LRP5 hoic
LRP6 t4i td hop) lai khong thé hién su gin két nao hogc thé hién su gin két rat yéu véi
LRP5 va LRP6 ctia ngudi trong thir nghiém gén két FACS, nhu duoc thé hién trén Fig.2
cho panen cac tic nhan gin két “2”. Viéc str dung cac dung dich dém phu khéac nhau
(dung dich dém dPBS véi dung dich bicarbonat) va cac dung dich phong bé trong hé
thiét 1ap ELISA (Marvel véi BSA) khong giai quyét duoc sy khong nhit quan da thiy.
Thay vao d6, di phat hién ra ring cic tic nhan gén két rat yéu trong ELISA thé hién 4i
luc cao dbi véi LRP5 va LRP6 trong cac thir nghiém FACS gin két str dung céc té bao
biéu hién LRP5 va LRP6, nhu duoc thé hién trong Fig.2 déi v6i panen céc tic nhan gén
két “1”. Do d6, cac dit lidu va céc thir nghiém thém nay cho phép chon loc céc chat gin
két ai luc cao nhén biét cdu tao tu nhién cta hai thu thé. Ngoai ra, nh¢ d6 thu dugc xac
nhé4n ring céc tic nhan gan két 4i Iuc cao nay nhan biét duoc epitop phu thudc cAu tao,
va khong phai 13 epitop tuyén tinh trong c4c protein LRP5 va LRP6. Do d6 dit lidu va
thir nghiém khong théng thuong khic niy cho phép chon loc cac tic nhan gin két LRP5
va LRP6 c6 li€n quan vé mit tri liéu, ma s& c6 4i luc cao dbi véi LRP5 va LRP6 duge

biéu hién trén mang huyét twong dudi cdu tao tu nhién cua chung.

Do d6, mic du (i) cong suét ctia cac thir nghiém gén két FACS 1a thap, (ii) thiét
1ap thtr nghiém it manh hon, va (iii) cac khé khin néu trén gip phai do mit su biéu hién
protein tai tb hop khi chuyén c4c t& bao biéu hién quéa muc LRPS, céc thir nghi€ém nay
dugc sir dung sau d6 cho viéc chon loc va dic trung hoéa tiép dbi véi cac tac nhan gén
két VHH i luc cao. Ngén gon 13, cac té bao duge béng cac dich pha lodng VHH dugc
tinh ché (cac dich pha loéing theo chudi 1:5, ndng d cudi cung tir 1pM dén 1pM) trong
1,5 gior & 4°C trén may lic dia. Sau khi rira cac t& bao 5 1an bang dung dich dém FACS,
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~chira 1x nude mudi dém phosphat (PBS) + 10% huyét thanh thai bo (fetal bovine serum
- FBS) + 0,05% natri azit, chiing dugc U trong 30 phit &n 1 gio & 4°C bang khang thé
chudt da dong ma gin két véi cac ving khung ciia cac VHH va, do d6, gin két voi tht
cé cac tac nhan ge"m két LRP5 va/hodc LRP6 duge thir nghiém. Sau khi rira cac té bao 3
14n bang dung dich dm FACS, céc té bao duoc U trong 30 phut dén 1 gio & 4°C béng
khang thé thir cip dugc danh du (khang PE chudt), sau d6 1a budc rira 3 1in bang dung
dich dém FACS. Mirc d§ phéat huynh quang dugc do biang cach sir dung mang FACS
(BD).

Toan by ho/cum hang tram VHH phan trng chéo LRP5/LRP6 dugc nhan dién tir
céac thu vién mién dich va tir nguén gbe téng hop, dua vao dit liéu FACS gén két va su
phan tich trinh tu. Céc vi du dai dién ctia ching dugc thé hién, va dugc dinh nghia béng
trinh ty clia chiing, m6 ta thém & dudi ddy. Cac VHH duoc biéu hién trong E.coli va
dugce tinh ché. Trong trudng hop su biéu hién tfong E.coli dugc chiing minh 1a khong
du, cac VHH dugce san sinh trong Pichia pastoris. Mo ta vén tit su biéu hién va su tinh

ché cua cac VHH dugc bao cao thém dudi day.
Bi€u hién di truyén ctia cac VHH & E.coli:

Céc trinh tw ma héa duge tach dong thanh vecto biéu hién pAX100 va dugce biéu
hién trong E.coli nhu 14 céc protein dugc gén thé c-Myc hexa-histidin. Céc té bao E.coli
TG-1 chira céc chu tric VHH cén quan tdm duge nudi cy (37°C, 250 vong/phiit) trong
cac binh lac trong moi trueong TB duogc bd sung kanamycin va duge cam tng bang cach
b6 sung ImM IPTG d& bidu hién. Sau khi ly tAm céc moi trudng nudi cly té bao, cac
phan chiét chu chit duoc tao ra bang cach 1am rd dong vién két va tai tao huyén phu

trong dPBS.
Biéu hién di truyén cia cac VHH trong Pichia (P.) pastoris:

Céc trinh ty ma hoéa dugce tach dong thanh vecto biéu hién pAX159 va dugc biéu
hién trong P. pastoris nhu 14 cc protein dugc gén thé c-Myc hexa-histidin. Céc t& bao
P. pastoris X-33 chira cac cdu tric VHH cin quan tim dwoc nudi cdy (30°C, 250
vong/phut) trong BGCM (mbi trudong phirc hop glyxerol dugc dém: Buffered Glycerol-
Complex Medium; ctia Invitrogen). Vao ngay thir ba, mdi trudng nay dugc chuyén thanh

moi truong BMCM (MGi truong phitc hop metanol duge dém: Buffered Methanol-
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Complex Medium; ctia Invitrogen) va méi trudng nudi ciy duoc phat trién tiép va duoc
cam ting déu dan bing cach bd sung 0,55 thé tich metanol (100%). Sau khi ly tAim méi

truomg nudi ciy té bao, dich ndi (chira VHH duoc tiét ra) duge thu gom.
Tinh ché VHH:

Cac VHH duoc gin thé hexa-histidin dugc tinh ché trén Tecan EVO150 bing
cach séc ky 4i lyc kim loai ¢§ dinh (RoboColumns 100ul Nickel Sepharose™ 6 FF,
Atoll), dugc rira giai tir cot voi 250mM imidazol va sau d6 duge khir mudi theo dPBS.
D0 tinh khiét va tinh nguyén ven cuia cac VHH duoc kiém tra bz"lng SDS-PAGE va/hodc
thim tach western sir dung cach phat hién khang Myc va khang VHH.

Vi du 4: Déc trung hoéa in vitro dbi v6i cac VHH hoéa tri mdt duoc tinh ché

Sau khi sang loc VHH, cac VHH duoc tinh ché c6 4i luc cao dbi véi cac té bao
biéu hién LRP5 va LRP6 dugc dac trung hoa béng cach sir dung mot sb thir nghiém

chirc ning va sinh ly nhu dugc mo ta dudi day:

4.1 Hiéu luc gén két va tinh phéan tng chéo LRP5 va LRP6: Thir nghiém canh tranh
DKXK1 trén co s&¢ FACS

Trong qua trinh dic trung héa cac VHH hoa tri mt phan tmg chéo LRP5/LRP6,
da phat hién ra rang dit liéu thu duoc trong thir nghiém FACS gén két khong lu6n turong
quan véi hiéu luc quan sat dugc trong cac thir nghiém thong bdo Wntl va Wnt3a, c6 thé
nhét 13 do tdc dd phén ly nhanh ctia mét ) trong s cac VHH. Do d6, thir nghiém bd
sung ndy can duoc thiét 1ap (tirc 14 FACS canh tranh DKK1), thtr nghi€ém nay ching to
la déng tin cdy hon d61 vé6i viée xéc dinh va so sanh d6 chon loc va hiéu luc gén két gitta
sw gén két LRP5 va LRP6. Muc dich 1a @ chon loc cac VHH chirc ning ma gin két véi
LRPS5 va LRP6 véi hidu luc twong tu nhau, dé dat dugc su phong bé dbi véi ca hai thu
thé & cung n(‘A)ng do. Cac VHH chirc ning Wntl va Wnt3a dugc nhén dié€n do d6 duogc
déac trung trong FACS canh tranh DKK-1 nhu sau:

Déi vai thir nghiém canh tranh DKK1 trén co s& FACS, cac té bao HEK293 véi
su biéu hién 6n dinh qué mtic LRPS5 nguoi hodc LRP6 ngudi duge sir dung. DKK1 téi
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t5 hop cta ngudi (thDKK 1 - R&D Systems, Cat 5439-DK/CF) duoc b sung vao cac té
bao & ndng d6 cudi cing khong d6i 1a 1nM. Céc t& bao duogc 0 bang thDKK1 va cac
dich pha logng tic nhan gén két LRP5 va/hoic LRP6 (dich pha lodng theo chudi 1:5 ctia
cac VHH d4 tinh ché) trong 1,5 git & 4°C trén méy ¢ dia. Sau khi rira c4c té bao ba lan
bing dung dich dém FACS, c4c t& bao dugc 1 bing san phdm khang DKK1 ngudi cia
dé dugc biotinyl hdéa (R&D Systems, Cat BAF1096) trong 30 phut ¢ 4°C trén may lic
dia. Sau khi rira céc té bao ba lan béng dung dich dém FACS, cac té bao duogc 0 béng
Streptavidin PE (BD Biosciences, Cat 554061) trong thdi gian 30 phit dén 1 gid & 4°C
trén may lic dia trong bong t8i. Cac t& bao dugc rira hai 1an bing dung dich d&ém FACS
va muc d6 phat huynh quang dugc do biang cch sir dung mang FACS (BD) va cic gid
tri MCF duoc bao céo.

Cac VHH phan ting chéo LRP5/LRP6 dugc trong dogi 1a canh tranh véi DKK1
ngudi dé gin két véi HEK293 bidu hién qué mirc LRP5 ngudi, ciing nhu dé gin két voi
HEK?293 biéu hién qua muic LRP6 nguoi. Ngugc lai, VHH déc hiéu vdi LRPS sé€ canh
tranh véi DKK1 ngudi trong viée gin két v6i cac té bao HEK293 bidu hién qua mirc
LRP5 nguoi nhung khéng, hoic vé6i hidu luc rit thdp (>200nM) trong viée gin két voi
céc t& bao HEK293 biéu hién qua mirc LRP6 ngudi (va diéu twong tu ciing 4p dung,
theo huéng nguoc lai, ddi véi cac VHH dic hiéu véi LRP6). Két quéi cua thir nghiém
nay 13, c6 thé thiy rang ciac VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 theo séng ché canh tranh
v6i DKK1 ngudi dé gan két voi cac t€ bao HEK293 biéu hién qua mirc LRP5 ngudi,
cling nhu véi céc té bao biéu hién qua mirc LRP6 ngudi (tirc 14 gidm gid tri MCF véi su
ting ndng d6 ciia tic nhan gin két véi su Gre ché hoan toan sy gén két DKK1 tuong Ung

v6i céc gia tri MCF < 60 & ndng d6 cao nhit dugc thir nghiém).
4.2 Tinh phéan ting chéo gifta cc loai: chudt nhit va khi cynomolgus

Dé x4c dinh liéu panen dugc chon ciia cac VHH phan tng chéo LRP5/LRP6 cé
kha ning gin két v6i LRP5 va LRP6 c6 ngudn gde tir chudt nhit va khi cynomolgus hay
khéng, FACS canh tranh DKK1 duoc thuc hién nhu sau:

Céc dich pha lodng theo chudi ctia cac VHH dugc G v6i céc té bao HEK293 biéu
hién mét cach én dinh LRP5 ctia chudt nhit, LRP5 cua khi cyno, LRP6 ctia chudt nhit,
hodc LRP6 ctia khi cyno véi sw ¢6 mit ctia 1 va 0,3 nM hDKK1 (ndng d6 1an lugt duéi
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gi4 tri EC50 ctia chudt nhit va khi cyno). Su gén két cia DKK 1 v6i cac té bao dugc phat
hién bang céch sir dung khang thé khang DKK 1 duoc biotinyl héa v6i Streptavidin-PE
14 chét phat hién thir cAp nhu dwoc mé t trén day. Két qua 13, tinh phan tmg chéo nay

c6 thé duoc chimg minh.
4.3 Phan nhoém epitop

Céc thr nghi€ém phan nhém dugc thuc hién dbi vé6i cac VHH phan ung chéo
LRP5/LRP6 phong bé su truyén tin hién Wnt1 hiéu luc nhét, 3 nhin dién cdc nhém
epitop khac nhau. Cu thé 13, cac VHH riéng r& duoc phan tich vé kha ning cta ching
trong vi€c canh tranh v4i cac VHH dugc biotinyl héa khac (duoc goi 1a cac VHH tham
chibu) dbi véi su gén két thu thd LRP5 va LRP6 sir dung cic thir nghiém trén co s&
FACS. Cac dich pha lofing theo chudi ctia cac VHH riéng r& dugc 0 trén HEK293 biéu
hién 6n dinh LRP5 hoic LRP6 cta ngudi cling véi 200pM hoic 500pM VHH tham
chiéu dugc biotinyl héa (ndng d6 dudi gia tri EC50). Su gén két cia VHH tham chiéu
duogc biotinyl hda véi céc té bao duge phat hién bing cach sir dung streptavidin-PE.
VHH canh tranh v&i cac VHH tham chiéu trong viéc gén két véi LRP5 va LRP6 thé
hién su giam mirc d6 phéat huynh quang do dugc bang cach sir dung mang FACS.

Két qua cia cac thir nghiém nay 13 céc tac nhan phong bé Wnt1 c6 thé duoc phin
loai thanh ba nhém. Dbi véi cac tac nhan phong bé Wnt3a, 4i luc thip hon ctia cac VHH
khong cho phép thuc hién cac thir nghiém phan nhém epitop.

4.4 Céc thir nghiém thong bao Wntl va Wnt3a

Kha ning ctia cic VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 trong viée tic ché sy truyén
tin hiéu Wnt dugc kiém tra trong céc thir nghiém Wntl va Wnt3a chirc ning. Ciing vé
van dé nay, phuong thirc dugc thiét 1ap khong thé duoc st dung, nhung mot s6 nd luc
can thiét dé cb ging thiét 14p cac thir nghiém chirc ning sinh héa, nhu cac thir nghiém
phong bé Wntl/Wnt3a — LRP5 / LRP6: Ngoai cac kho khin gip phai véi céc protein
LRP5 va LRP6 tai tb hop (xem vi du 1), phdi tir Wnt1 tai t5 hop chitc ning (ké ca trén
thi truong) 12 khéng c6. Cac protein Wnt chira nhiéu xystein duoc bao tdn va dugc cai
bién bing axit béo khong bdo hoa don (axit palmitoleic), dugc gin vio serin dugc bao
tdn. Céc cai bién sau dich ma nay la can thiét cho viéc truyén tin hiéu hiéu qua va cho

viéc tiet Wnt. Cac phén tich cau tric chi ra rang mét trong so cac mién, chira lipit axit
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palmitoleic, 13 can thiét cho viéc gén két véi cac thu thé Frizzled, din dén su thay dbi
cAu tao ma cho phép sy tuong tac ctia cac phdi tir Wnt véi LRPS va LRP6 trén bé mit
t& bao. Do d6, didu nay chi ra ring su cai bién sau dich mi 14 cn thiét cho céc nghién
ctru chirc ning lién quan dén protein nay, nhung ddng thoi cc cai bién sau dich ma trén
co s lipit nay lai khién cho c4c protein nay rit kho biéu hién va tinh ché (46 hoa tan

thip). Do d6, diéu nay lai trd thanh trd ngai chinh cho cac thir nghiém sinh hoa.

Do d6, thir nghi€ém chirc nang trén co s& t& bao duogc phat trién dé dic trung hoa
céc VHH dugce tinh ché: Thir nghiém gen thong bao beta-lactamaza Wnt. Cu thé déi véi
su @c ché con duong Wntl, cic t& bao CellSensor LEF/TCF-bla FreeStyle 293F
(Invitrogen, Cat. K1677) dugc chuyén nhiém bing Wntl ctia ngudi, va cac dong véi su
biéu hién qua muc bn dinh cta Wntl nguoi dugc chon loc. Dbé thir nghi€m sy Uc ché
con dudng Wnt3a, cac t& bao CellSensor LEF/TCF-bla FreeStyle 293F v&i su biéu hién
qué mirc dn dinh Wnt3a ngudi duge tao ra. Dong t& bao CellSensor® LEF/TCF - bla
FreeStyle™ 293 chira gen thong bao beta-lactamaza duéi sy kiém soat clia promoto
LEF/TCF c6 thé cam tmg bdi Wnt, gen nay duoc tich hop dn dinh vao cac té bao
FreeStyle™ 293 (Invitrogen). Su biéu hién ctia Wntl hoic Wnt3a trong cac t& bao nay
do d6 din dén su biéu hién chu yéu va, do d6 din dén hoat tinh enzym cua beta-
lactamaza. Viéc diéu tri bing cic VHH chiic ning phan tng chéo LRP5/LRP6 do d6
duoc tréng doi 1a dan dén su tc ché con duong Wntl va Wnt3a dan dén su trc ché hoat

tinh enzym beta-lactamaza.

Déi véi thir nghiém, 1E06 / ml t€ bao bidu hién qua mic Wntl hodc Wnt3a duoc
gieo cdy vao dia nudi cdy mb 384 15 va dugc @ qua dém & 37°C. Ngay tiép theo, cic
dich pha lodng theo chudi ctia cac dung dich VHH phan {mg chéo LRP5/LRP6 khéc
nhau duogc chuin bi va duoc bd sung vao cac t€ bao voi sy ¢6 mit cta LiCl & néng do
cudi cling 13 10nM. DKK 1, duéi dang dbi chimg duong, dugc b sung vio cac té bao &
néng d6 cudi cling 12 200nM. Viéce xtr Iy DKK1 d4n dén su vre ché hoan toan con dudng
Wntl va Wnt3a, va do d6 e ché hoan toan hoat tinh enzym beta-lactamaza. Cac t& bao
duge 0 qua dém & 37°C. Ngay tiép theo, hoat tinh enzym beta-lactamaza dugc do theo
céc huéng dan ciia nha san xuét (Invitrogen, Cat K1085). D6i v6i sy phat huynh quang,
céc gi tri & budce séng 460 nm va 530 nm dugc thu nhan bang cach str dung may doc

dia huynh quang chuin va t 18 phat huynh quang 460/530 nm dugc dung biéu d6 cho
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viée xir Iy duge chi dinh. Hiéu quéa duoc tinh so v&i dbi chig duong (DKK1; ndng do
cudi ciing 200nM).

Téng s& mudi hai tic nhin phong bé Wntl phan ting chéo LRP5/LRP6 v6i higu
luc va tinh hiéu qua ddy da t6t hon 50nM dugc chon loc. Mudi bdn tic nhan phong bé
Wnt3a phan tng chéo, chi yéu véi hiéu luc thép, duoc xac dinh. Chi c6 mot tic nhan

phong bé Wnt3a thé hién hiéu luc tdt (dudi 5nM).
4.5 Céc thir nghiém phosphoryl héa Wntl va Wnt3a

Céc tac nhan phong bé din dau c6 hiéu luc va hidu qua nhit tir m8i nhém tac
nhén phong bé Wntl va céc tac nhin phong bé Wnt3a hiéu luc va hidu qua nhit 14n luot
dugc kiém tra trong céc thir nghiém phosphoryl héa LRP5 va LRP6 phu thudc Wntl va
Wnt3a. Cac té bao Cellsensor LEF/TCF 293F tir Invitrogen (cat K1677), duoc ddng
chuyén nhiém véi cdc vecto biéu hién mi héa cho Wntl hodc Wnt3a, dugc st dung
trong cac thr nghiém phosphoryl nay. Vi sy tao thanh phirc hgp Wnt-Frizzled-LRPS5
hodc -LRP6 dan dén sy phosphoryl héa LRP5 hodc LRP6 va sy truyén tin hi€u xubi
chiéu tiép theo, nén sy dinh lugng mirc phosphoryl hoa c6 thé dugc st dung dé do mirc
truyén tin hidu nay. D& thu duoc sb liéu doc ra dic hiéu v6i LRP5 va LRP6, cac té bao
dugc dung giai va su két tha midn dich duoc thuc hién véi khang thé chon loc LRP6
hoic LRP5 (dinh huéng khang mién ndi bao cia hai thu thé). Trong thir nghiém thdm
tach Western, LRP6 hoic LRP5 duoc phosphoryl hoa dugc phat hién bang cach sir dung
khang thé khang phospho-LRP6 da dong (Ser1490)(Cell Signaling Technology), khang
thé nay phat hién dugc ca hai protein phosphoryl héa LRP6 va LRP5. Panen dugc chon
cuia cac VHH phong bé Wntl va Wnt3a d3 tinh ché, chira it nhit mot VHH dai dién tix
mdi nhém, duoc kiém tra & né)ng d6 cubi cung tur 10 dén 100nM. Cu thé 13, cac t& bao
dugc 1 qua dém vé6i sw ¢ mit cha cac VHH phong bé trude khi dung giai té bao va két
tiia mién dich LRP5 va LRP6. Hiéu qua ciia caic VHH phong bé Wntl va Wnt3a trong
viéc phong bé su phosphoryl héa LRP5 va LRP6 dugc tinh thong qua viéc dinh luong

céc dai thidm tach Western so v6i d6i ching duong (DKK 1, ndng d6 cudi cling 1a 1 uM).
4.6 Dic trung sinh ly

Céac VHH phan tig chéo LRP5/LRP6 con duge dic trung vé sy biéu hién va tinh

ché trong E. coli va trong Pichia pastoris, nhu dugc béo cdo trong vi du 3. Cu thé 13,
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hiéu suit biéu hién d6i v6i cac VHH panen din dau hoa tri mot duoc xem nhu 13 Chép
nhan dugc néu chung 13 trén 0,1 mg/L. Cac VHH phan ting chéo LRP5/LRP6 dugc chon
thé hién murc biéu hién ndm trong khoang tir 0,1 dén 8,2 mg/L trong E.coli va cao hon
trong Pichia pastoris (> 1mg/L). Mirc biéu hién nay duoc tinh bing cach phan tich SDS-
PPAGE.

D6 6n dinh nhiét cta cdc VHH phan tng chéo LRPS5/LRP6 hda tri mdt dugce xac
dinh trong thir nghiém bién ddi nhiét trén co sé huynh quang (TSA) sit dung Lightcycler
(Roche). Cac VHH duoc U & cac d6 pH khac nhau véi sy c6 mét cia Sypro Orange va
gradien nhiét d6 dugc ap dung. Khi dudi ra do nhiét, cac phan ky nudc ciia cic protein
duogc boc 16 dé Sypro Orange gin két vao d6 din dén sy ting cudng d6 huynh quang
(Ex/Em = 465/580nm). Diém ubn ctia dao ham thi nhit cia dudng cong cudng do huynh
quang c6 tac dung 1a s§ do nhiét d6 néng chay (Tm). DSi v6i tht ca cac VHH, Tm gia
ting véi sy gia ting d6 pH va dat cuc dai & d6 pH bang 6, md hinh Tm dién hinh dwoc
thdy ddi v6i cac VHH. Trung binh 82°C & d6 pH bang 7 thu duoc dbi véi cac VHH
phong bé Wnt1 va cac VHH phong bé Wnt3a phan ing chéo LRP5/LRP6.

Tiém nang xay ra sy két tu va multime héa dbi véi cac VHH LRP5 va LRP6 duoc
nghién ctru bing phuong phép sic ky loai trir theo kich ¢& phén tich (size exclusion
chromatography - SEC). Nhim muc dich nay, 8ug miu VHH d4 tinh ché & muc 0,5
mg/mL dugc tiém vao qua thiét bi Dionex Ultimate 3000 trén cot Agilent SEC-3. Dung
dich dém L-arginin (10mM phosphat, 300mM Arg-HCI, pH 6,0) duogc sir dung 1am pha
dong va luu luong 4p dung 13 1mL/phut. Khéng ¢6 VHH nao trong sb cac VHH
LRP5/LRP6 thé hién van dé két tu 16n trong qua trinh phén tich SEC: c4c bién dang thé

hién trén 95% monome d6i véi hau hét cac mau.

Vi du 5: Hinh thanh va dac trung hoéa cac cAu tric biparatopic dugc kéo dai thoi gian
ban thai

Cac VHH Wntl va Wnt3a phan g chéo LRP5/LRP6 dugc st dung lam céc
khdi x4y dung d& hinh thanh c4u trac biparatopic nhw dugc minh hoa trén Fig.1. Sy dung
hop di truyén d6i véi VHH gén két albumin huyét tvong duogc sir dung 1am phuong phép
kéo dai thoi gian béan thai. Ba khéi x4y dung (tdc nhin phong b& Wntl, tic nhan phong
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bé Wnt3a, va tac nhan gén két albumin) duoc lién két véi nhau théng qua tic nhan lién
két linh hoat. Cac VHH duoc san sinh trong P. pastoris va dugc tinh ché nhu duoc mo
ta trong vi du 3. Céc clu tric thu dugc, tirc 1a cac cAu trac VHH biparatopic phin tng
chéo LRP5/LRP6 dugc kéo dai thoi gian ban thai, dugc tach dong trong vecto bidu hién
pAX159 cua P. pastoris, & dudi dang céc cu trac VHH duoc gin thé cMyc-hexa-
histidin & diu tin cung C, theo quy trinh chudn nhu, vi du, dugc bdo céo trong
W02012/131078. Sy dinh huéng khéc nhau ctia cc khdi xay dung vi céc tac nhan lién
két khéc nhau, dic biét 14 cAc tc nhan lién két GS, dugc khao sat. T4c nhan lién két GS
tuong dbi dai duoc chon loc, dwa vao dit liéu mé hinh héa phan 4anh dién tich bé mit
duogc kéo dai gitta cac diém gén két Wntl va Wnt3a tiém ning & LRP6 (tirc 14 cac ving
canh quat beta 1 va 2 khong gln v6i ving canh quat beta 3). Céc két qua t6t nhat lién
quan dén hiéu luc trong thir nghiém thong bio Wnt1 va Wnt3a két hop da thu duge bang
cach dat VHH gén két HSA/albumin huyét thanh nguoi (human serum albumin) & giita.
Téc nhan gin két 35 GS duoc sir dung, va cic tac nhan phong bé VHH Wntl va Wnt3a

dugc sép xép theo thir tu duge wu tién.

D4 chon loc cac tac nhan gén két VHH ti wru va cic két hop tic nhan gén két tbi
wu, thu vién duge hinh thanh trong d6 VHH gén két albumin huyét thanh ngudi (HSA)
duoc dit & gifta cac tac nhin phong bé Wntl-Wnt3a LRP5/LRP6. Cu thé 13, panen cac
tac nhan ge"tn két 4i luc cao véi hidu luc va hidu qua cao trong céc thit nghiém Wnt1 hodc
Wnt3a (cac thir nghiém thdong bao va phosphoryl héa) dugc st dung trong thu vién dé
hinh thanh c4c cAu tric biparatopic duge kéo dai thdi gian ban thai nhu duge md ta trén
Fig.1. Sau budc biéu hién trong Pichia pastoris (nhu dugc bao cao trong viduy 3) ma sau
d6 1a bude tinh ché, cac cAu tric biparatopic dugc kéo dai thoi gian bén thai dugc sang
loc trong c4c thir nghiém thong bdo Wntl va Wnt3a (dugc mo ta trong vi du 4) véi su
c6 mit ciia 30uM HSA & ba ty 1€ pha lodng (1/100, 1/1000, 1/7000), dé danh gia hiu
qué va hiéu luc tuong dbi. N6i chung, thiy c6 su twong quan tbt gifta cac dit liéu trong
céac thir nghiém théng bao Wntl va Wnt3a va do dugc hiéu qua cao d6i v6i nhidu dang
thire. Tdéng cong 11 céu triic biparatopic LRPS5 va LRP6 kéo dai thdi gian ban thai duoc
chon d& dic trung hoa tiép, tinh dén hidu qua trong ca hai thir nghiém thong béo va tinh
da dang cua céac tac nhan phong bé Wntl va Wnt3a. Cac thir nghiém dic trung hoa tiép

nay dugc mo ta dudi day.
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Céc thir nghiém thong bao Wntl / Wnt3a:

Céc thir nghiém théng bdo Wntl va Wnt3a duge thyc hién nhu duoc mo ta trong

vi du 4.4, v4i su c6 mat cia néng dd HSA cudi cung l1a 30uM. Céc cdu tric biparatopic

LRPS/LRP6 d4 tinh ché duge kiém tra & 12 mirc pha loding, bit ddu tir 2,5 uM.

Phan 16n cla céc cau truc nay thé hién hiéu luc cao - nam trong khoang tur 1,7

nM dén 0,16 nM - va hiéu qua ddy du trong ca hai thir nghiém théng bdo, nhu dugc thé

hién trong bang IV duéi day. Céc trinh tw cta cac mién VHH tic ché Wntl va Wnt3a

riéng r& dugc cung cép trong bang V dudi day:

Bang IV: Hi€u luc va hiéu qua cia cac cAu trac VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6

biparatopic kéo dai thoi gian ban thai dugc chon trong céc thir nghiém thong bao voi su

co6 mat cia HSA

Thtr nghiém théng | Thir nghiém thong
bao Wntl bao Wnt3a

Chutric | Dautin DAu tin ICso M) | % ac  |ICso (M) | % tc

cung N cung C ché ché
F013500053 | F0129093A01 | F0130333G06 | 2,3E-10 102 4,1E-10 97
FO013500039 | F0129093A03 | FO130333E06 | 1,7E-09 102 1,6E-09 82
F013500046 | F0130332D03 | F0129093A01 | 5,1E-10 102 6,0E-10 96
F013500016 | F0130332D03 | F0130367B10 | 3,1E-10 102 2,7E-10 99
F013500018 | F0130332D03 | F0O130378B05 | 7,4E-10 102 1,3E-09 98
FO013500047 | FO130333E06 | F0129093A01 | 8,8E-10 102 9,1E-10 94
F013500026 | F0130333E06 | F0130367B10 | 3,3E-10 102 2,6E-10 100
F013500021 | FO130333G06 | F0130367B10 | 1,6E-10 102 1,8E-10 102
F013500032 | FO130378A04 | F0130333G06 | 2,4E-10 102 4,3E-10 94
FO013500033 | FO130378B05 | F0130333G06 | 1,8E-10 102 2,5E-10 88
F013500030 | F0130378B05 | F0130372C08 | 1,4E-09 102 1,3E-09 96

Bang V: Céc trinh ty cua cac mién VHH dugc néu trong bang IV

VHH ID Trinh tu axit amin SEQID
P dic hiéu NO:
F0129093A01 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWF 28
Wnt3a RQAPGKEREFVAAISWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNS

H

KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAASPIPYGSLLRRRNN
YDYWGQGTLVTVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHH
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F0130333G06
Wntl

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWF
RQAPGKEREFVAAIRRSGRRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAAARRVRSSTRYNTGT
WWWEYWGQGTLVTVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHH
HHH

29

F0129093A03
Wnt3a

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAINWSGSRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAASRSSYAGRTYYELY
DYWGQGTLVTVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH

30

F0130333E06
Wntl

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYTVGWF
RQAPGKEREFVAAIRRRGSSTYYSDSVKGRFTISRDNSK
NTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADTRTVALLQYRYDY
WGQGTLVTVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH

31

F0130332D03
Wntl

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFSRYTMGWF
RQAPGKEREFVAAINRSGGSTYYSDSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRGRGENYSLLYS
SNRYEYWGQGTLVTVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHH
HHH

32

F0130367B10
Wnt3a

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWF
RQAPGKEREFVAAISWRSGSTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEGTAVYYCAADPRGYGVAYVSAY
YEYWGQGTLVTVSSGAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH

33

F0130378B05
Wnt3a

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVASGRTFSSYAMGWEF
RQAPGKEREFVAAISRSGGRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRVYSTLPPTTSR
YNYWGQGTLVTVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHH
H

34

F0130378A04
Wnt3a

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWF
RQAPGKEREFVAAITRTGRRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRGYYYYDSSFY
DYWGQGTLVTVSSAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH

35

F0130372C08
Wntl

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSDYGMGWF
RQAPGKEREFVAAISWSGGRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAAKRRGRGSVSPNSSS
RYNYWGQGTLVTVSSAAAEQKILISEEDLNGAAHHHH
HH

36
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F013500016

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFSRYTMGWF
RQAPGKEREFVAAINRSGGSTYYSDSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRGRGENYSLLYS
SNRYEYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLS
CAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTL
YADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYC
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLS
CAASGGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWRSGST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEGTAVYY
CAADPRGYGVAYVSAYYEYWGQGTLVTVSSGAAEQK
LISEEDLNGAAHHHHHH

37

F013500018

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFSRYTMGWEF
RQAPGKEREFVAAINRSGGSTYYSDSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRGRGENYSLLYS
SNRYEYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLS
CAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTL
YADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYC
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLS
CVASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISRSGGRT
YYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYY
CAADRRVYSTLPPTTSRYNYWGQGTLVTVSSGAAEQK
LISEEDLNGAAHHHHHH

38

F013500021

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGGTFSSYAMGWF
RQAPGKEREFVAAIRRSGRRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAAARRVRSSTRYNTGT
WWWEYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLS
CAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTL
YADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYC
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLS
CAASGGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWRSGST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEGTAVYY
CAADPRGYGVAYVSAYYEYWGQGTLVTVSSGAAEQK
LISEEDLNGAAHHHHHH

39
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F013500026

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYTVGWF
RQAPGKEREFVAAIRRRGSSTYYSDSVKGRFTISRDNSK
NTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADTRTVALLQYRYDY
WGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGF
TFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVK
GRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLS
RSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGG
TFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWRSGSTYYADSV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEGTAVYYCAADPR
GYGVAYVSAYYEYWGQGTLVTVSSGAAEQKLISEEDL
NGAAHHHHHH

40

F013500030

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVASGRTFSSYAMGWF
RQAPGKEREFVAAISRSGGRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRVYSTLPPTTSR
YNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAA
SGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYAD
SVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA
SGRTFSDYGMGWFRQAPGKEREFVAAISWSGGRTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
KRRGRGSVSPNSSSRYNYWGQGTLVTVSSGAAEQKLIS
EEDLNGAAHHHHHH

41

F013500032

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWF
RQAPGKEREFVAAITRTGRRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRGYYYYDSSFY
DYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAAS
GFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGS
LSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
GGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAIRRSGRRTYYAD
SVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAAA
RRVRSSTRYNTGTWWWEYWGQGTLVTVSSGAAEQKL
ISEEDLNGAAHHHHHH

42
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F013500033

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVASGRTFSSYAMGWF
RQAPGKEREFVAAISRSGGRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRVYSTLPPTTSR
YNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAA
SGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYAD
SVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA
SGGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAIRRSGRRTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
ARRVRSSTRYNTGTWWWEYWGQGTLVTVSSGAAEQ
KLISEEDLNGAAHHHHHH

43

F013500039

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYVMGWF

RQAPGKEREFVAAINWSGSRTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAASRSSYAGRTYYELY
DYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAAS

GFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGS
LSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS

GRTFSTYTVGWFRQAPGKEREFVAAIRRRGSSTYYSDS
VKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADT

RTVALLQYRYDYWGQGTLVTVSSGAAEQKLISEEDLN
GAAHHHHHH

44

F013500046

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTFSRYTMGWF
RQAPGKEREFVAAINRSGGSTYYSDSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADRRGRGENYSLLY'S
SNRYEYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLS
CAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTL
YADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYC
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLS
CAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWSGGST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYY
CAASPIPYGSLLRRRNNYDYWGQGTLVTVSSGAAEQK
LISEEDLNGAAHHHHHH

45
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F013500047 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSTYTVGWF 46
RQAPGKEREFVAAIRRRGSSTYYSDSVKGRFTISRDNSK
NTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAADTRTVALLQYRYDY
WGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGF
TFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVK
GRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLS
RSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGR
TFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWSGGSTYYADSV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAASPIP
YGSLLRRRNNYDYWGQGTLVTVSSGAAEQKLISEEDL
NGAAHHHHHH

F013500053 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWF 47
RQAPGKEREFVAAISWSGGSTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAASPIPYGSLLRRRNN

YDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAA
SGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYAD
SVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG

GGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA
SGGTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAIRRSGRRTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCAA
ARRVRSSTRYNTGTWWWEYWGQGTLVTVSSGAAEQ

KLISEE DLNGAAHHHHHH

(Luu y: Cac phan tir duge md ta trong bang V nay chira thé myc-hexa-histidin (dugc
gach chén), @ cho phép tinh ché d& hon c4c polypeptit duge biéu hién tai td hop; thé
nay 1a khong cén thiét d6i véi - ciing khong ludn can thiép vao - sy gin két cia cac

phén tr vao cac dich cta ching)

Vi du 6: Ti vu héa trinh tu cia cac VHH va céc cAu trac VHH

T6i wru hoéa trinh tu 1 quy trinh trong d6 trinh tw gbc duge dot bién ¢ khién né
gidng hon véi trinh tur lién tmg dong mim IGHV3-IGHJ ctia ngudi. Vi dy, c4c axit amin
dic hiéu trong cac ving khung (véi su ngoai 1€ cua cdi goi la céac gbc x4c nhan tiéu
chudn) dugc trao d6i cho cac phan tuong Uing ctia ngudi cta ching, theo cach ma chu

trc protein, hoat tinh va 46 dn dinh s& duoc bao quan.

Céac d6t bién nay co thé duoc phan loai nhu sau:
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1. Chudn: Su t6i wu hoa trinh tu ctia cc vi tri nay khong dugc trong doi 1a 1am thay dbi
mot cach dot ngdt do 4n dinh hoic hoat tinh hozc i luc ctia VHH va do d6 chung
duogc thay dbi cung mot luc, tao ra bién thé co so.

2. Tinh don nhét: Khong biét ring lidu su t6i wu héa trinh tur clia céc vi tri ndy ¢ anh
hudng dén d6 6n dinh hozc hoat tinh hoic 4i luc ctia VHH hay khong va do d6 ching

duogc khao sat trén co so riéng r€ bén canh bien the co so.

Céc goc xac nhén tiéu chuin dd dugc biét 1a c6 tinh quyet dinh d6i véi d§ 6n

dinh, hoat tinh va ai luc cia VHH va do d6 khong dugce dot bién.

Ngoai ra, cac axit amin c6 trong cac CDR ma cé béng chimg thir nghiém 1 ching
nhay v&i cac bién dbi sau dich mé (post-translational modifications - PTM) dugc thay
dbi theo cach sao cho vi tri PTM dugc v hoat trong khi c4u triic protein, hoat tinh va
d6 &n dinh s& van giit nguyén. Céc bién dbi sau dich mi thong thudng nhit duoc md ta
dbi véi cac khang thé va cac VHH duoc liét ké trong bang VI dudi ddy. Do nhay cua
cac VHH dbi vé6i cac bién ddi sau dich ma dugc phan tich trong cac nghién ctru 4p luc
ting cudng, 4p dung mot s§ didu kién chudn gbm xir Iy H20, d& phan tich su oxy héa
methionin, nhiét d6 cao, pH cao va thdi gian bao quéan dai dé nghién ctru sy khir amit
clia asparagin va sy dong phén hoéa cia aspartat. Phan tram oxy hoéa, khir amit, va ddng
phén héa dugc do theo cac quy trinh chuin va dugc so sanh véi cac miu dbi chimg (cac
VHH dugce bao quan & -20°C). Phén tich protein toan b trong phuong phap sic ky pha
dao (Reverse Phase Chromatography - RPC) va lap ban d6 peptit sir dung phuong phap
phd khdi (Mass spectrometry - MS) dugc thyc hién dé nhan dién cac gbc nhay tiém
ning. Trong trudng hop céc bién dbi sau dich ma dugce quan sat & cac VHH sau thit

nghiém ap luc, (céc) axit amin twong tng bi dot bién.
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Bang VI: Cac bién d6i sau dich mi tiém nang, va cac motif cd tiém nang gay ra cac bién

dbi nay
Motif Bién dbi
M Oxy héa Met
N-S/G/H/N/A Khir amit Asn
D-S/G/H DPdng phan héa Asp
N-X-S/T-X (X #P) Glycosyl hoa Asn
Q/E Pyroglutamat

Két qua 13, mot sd dot bién duoc dua vao trong cic ciu triic néu trén, din dén,
trong s6 nhitng yéu t6 khéc, ba cau tric dugc thé hién trong bang III trén day, cac cau
truc nay dugc chon dé déc trung hoéa ti€p in vitro va in vivo, nhu dugc néu trong cac vi

du tiép theo duéi day.

Vi du 7: Dic trung héa in vitro cia ba cdu trac VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6
biparatopic kéo dai thoi gian ban thai; So sanh véi céc phan tir gén két LRP6 khéc

Sau khi t6i wu héa trinh ty VHH, ba cAu tric VHH phan tng chéo LRP5/LRP6
biparatopic kéo dai thdi gian bén thai dugc biéu hién tai tb hop va dugce tinh ché, va
dugc dic trung hoa bang cach st dung mdt sd thir nghiém chirc ning va sinh 1y nhu
dugc mé ta dudi day.
7.1 Céc thir nghiém gén két FACS

Su gin két v6i LRP5 va LRP6 ngudi dugc xac dinh trén cac té bao bang phan
tich FACS, nhu duoc bio céo trong cac Fig.3A va 3B. Cu thé 13, su gin két véi LRP5
nguodi dugce thir nghi€ém trén céac té bao HEK293 véi su biéu hién qua mic mot cach bn
dinh ctia LRP5 ngudi. D6i voi gén két LRP6 ngudi, cac té bao HEK293 véi su biéu hién

qué mitc mot cach én dinh cia LRP6 ngudi duge st dung. Cac té bao duogc 0 voi dich
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pha lodng tic nhan gin két LRP5 va LRP6 (dich pha logng theo chudi ty 18 1:5 ciia céc
tac nhan gén két twong tmg voi ndng d6 cudi cling dugc thé hién trén Fig.3A va Fig.3B)
trong 1,5 gidr & 4°C trén may lic dia. Sau khi rira cac t& bao 5 14n véi dung dich dém
FACS (1x PBS (Invitrogen cat.no.141190-094) + 10% FBS (Sigma cat.no. F7524) +
0,05% natri azit), ching duoc 0 trong 1 gidr & 4°C v6i khang thé chudt nhét da dong ma
gén két v6i cac ving khung ctia cac VHH. Sau khi rira céc t& bao 3 1an bing dung dich
dém FACS, céc t& bao dugc 0 trong 1 gir & 4°C v6i khang thé thir cip duoc dan nhin
(khang PE chu6t nhét (115-116-071), sau d6 13 budc rira 3 1in bang dung dich dém
FACS. Mtic d6 phat huynh quang dugc do bang cach str dung mang FACS (BD). Su
gan két véi LRP5 va LRP6 ngudi twong tng véi céc tri s§ MCF > 600 & ndng d6 cao
nhét dugc thir nghiém. D4i chimg 4m tinh bao gdm tac nhan gén két khong hudng dich
(cAu tric VHH ma gén két véi protein vi khudn ma khéng dugc bidu hién trong céc té
bao HEK293). Nhu duoc thé hién 14n luot trén Fig.3A va Fig.3B, su gin két v6i LRP5
va LRP6 ngudi 14n luot twong tmg véi gia tri MCF > 600 va MCF > 1600, & ndng d6
cao nhat dugc thir nghiém ctia ba ciu tric VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic
kéo dai thoi gian ban thai. Cac dit liéu nay x4c nhdn rang cac phén tir gén két duoc dinh
dang, biparatopic, va dugc t6i wu héa vé trinh tu nay gin két véi ca LRP5 ngudi va
LRP6 ngudi trong cAu tao tw nhién ctia ching trong hé thir nghiém té bao. Céc gié tri

EC50 cia su gén két voi hLRP5 va hLRP6 duoc bio cdo trong bang VII dudi day.

Bang VII: Céc gia tri ECso ctia su gén két v6i LRP5 va LRP6 ngudi duge x4c dinh bang
céc thir nghiém gin két FACS

Thir nghiém génkét | -F013500571 -F013500575 -F013500720
trén co s FACS

hLRP5, ECso (nM) 0,01 0,001 0,02
hLRP6, ECso (nM) 0,02 0,01 0,02

7.2 Thir nghiém canh tranh DKK1-FACS

Hiéu Iuc va hidu qua cia ba cAu tric VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 dugc phan
tich tiép bang cach sir dung thir nghiém canh tranh DKK1 trén co s FACS, nhu duoc
mo ta trong vi du 4.1. Cac té bao HEK293 véi su biéu hién qua mirc 6n dinh ctia LRPS
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ngudi hodc LRP6 ngudi duge U véi dich pha logng theo chudi clia cac cAu traic VHH
phéan tng chéo LRP5/LRP6 (dich pha lodng theo chudi ty 1& 1:5 tuong ing véi ndng do
cudi ciing duoc thé hién trén Fig.4A va Fig.4B). Cac VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6
canh tranh v6i DKK 1 ngudi dé gin két véi cac té bao HEK293 biéu hién qué mic LRP5
ngudi, cling nhu dé gén két vé6i cac t& bao HEK293 biéu hién qua mirc LRP6 ngudi, nhu
duoc thé hién 1an Iuot trén Fig.4A va Fig.4B. Su trc ché hoan toan su gén két DKK1 dat
duge & ndng d6 thir nghiém cao nhit (> 10 nM) va twong Umg véi gia tri MCF < 60.
Nguoc lai, VHH déc hi€u véi LRPS s€ canh tranh véi DKK1 ngudi trong viéc gén két
v6i cac té bao HEK293 biéu hién qua mirc LRPS ngudi nhung khong, hogic véi higu luc
rat thip (>200 nM) trong viéc gén két véi cac t& bao HEK293 biéu hién qua mic LRP6
ngudi (va didu trong tu cling 4p dung, theo hudng nguoc lai, dbi véi cac VHH dic hicu
v6i LRP6). Két qua cia thir nghiém nay 13, c6 thé thiy ring cic VHH phan tng chéo
LRP5/LRP6 theo sing ché canh tranh véi DKK1 ngudi d& gin két véi cac té bao
HEK293 biéu hién qua mirc LRP5 ngudi, ciing nhu véi cac té bao biu hién qua mirc
LRP6 ngudi (tic 1a giam gia tri MCF véi sy ting ndng d6 cta tac nhin gin két véi su
{rc ché hoan toan su gin két DKK1 tuong tmg véi cac gia tri MCF < 60 & ndng d6 cao
nhéit duoc thir nghiém). Cac gia tri IC50 cta thir nghiém canh tranh DKK 1 dé géri Kkét
v6i hLRP5 va hLRP6 clia ba cu traic VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 dugc béo cdo
trong bang VIII du6i ddy. Dt liéu nay x4c nhan su gén két ctia ba cdu tric VHH phan
g chéo LRP5/LRP6 v6i LRP5 ngudi va LRP6 ngudi va thé hién 4i luc rét tuong tu
nhau (dugc dinh nghia & ddy bang céc gia tri hiéu luc ICso trong thir nghiém canh tranh
DKK1) gifta hai thu thé. Hon nita, di liéu nay cung cb khai niém réng céc phan tir gén
két duoc dinh dang, biparatopic, va dwoc t8i wu hoa v mit trinh trr gén két véi LRPS

nguoi cling nhu véi LRP6 nguoi dudi cau tao tu nhién cua ching.

Bang VIII: Céc gi4 tri ICso cia sy canh tranh DKK 1 dé gén két v6i LEP5 va LRP6 ngudi
dugc x4c dinh bang céc thir nghiém gin két FACS

Thir nghiém canh tranh | F013500571 | F013500575 F013500720
DKK 1

hLRPS5, ICso (nM) 0,03 0,03 0,3
hLRP6, ICso (nM) 0,01 0,1 0,2
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7.3 Thir nghiém théng bao Wntl va Wnt3a két hop

Hiéu luc va hiéu qua cia cac phan tr gén két duoc dinh dang, biparatopic, va tbi
wu héa vé trinh tr duoc phén tich bﬁng cach st dung thir nghiém thong bdo Wntl va
Whnt3a két hop d& cho phép kiém tra chirc ning ctia ca hai tic nhan phong bé Wntl va
Wnt3a trong cing mot thir nghiém. Thir nghiém thong bao Wntl va Wnt3a két hop dugc
dua trén co s¢ thir nghiém duge mé ta trong vi du 4.4 v6i cac thay d6i dudi day vé
phuong thire. 1E06 / ml t& bao véi sy bidu hién qua mirc Wntl, duge gieo cly vao dia
nudi ciy md 384 15 dugc xtr Iy bang Wnt3a ngudi tai t6 hop (rec.human Wnt3a: R&D
#5036-WN/CF) & ndng dd cudi cing 14 500ng/ml v sau d6 céc té bio duge 0 qua dém
& 37°C. Ngay tiép theo, cac dich pha lodng theo chudi cuia cac dung dich VHH phan tmg
chéo LRP5/LRP6 biparatopic khac nhau duoc chudn bi va b sung vao cac té bao voi
su ¢4 mit cta LiCl & ndng d6 cudi cling 1a 10nM. DKK 1, duéi dang d6i ching duong,
duogc bd sung vao cac t& bao & ndng do cubi ciing 12 200nM. Viée xir ly DKK1 dan dén
su (tc ché hoan toan con dudng Wntl va Wnt3a két hop, va do d6 trc ché hoan toan hoat
tinh enzym beta-lactamaza. Cac t& bao dugc @ qua dém & 37°C. Ngay tiép theo, hoat
tinh enzym beta-lactamaza dugc do theo cac huéng din ctia nha san xut. Nhu duoe béo
céo trong vi du 4.4, d6i v6i su phat huynh quang, cac gié tri & budc séng 460 nm va 530
nm dugc thu nhan bing cach str dung méy doc dia huynh quang chudn va ty 1& phat
huynh quang 460/530 nm dugc dung biéu dd cho viée xir Iy dugc chi dinh. Gia tri cla
ty 18 phat huynh quang [460/535nm] dugc bao cdo dudi dang “duong co s&” trén Fig.5SA
tuong Ung voi su tc ché hoan toan con dudng Wntl va Wnt3a, dugc xac dinh bang su
xit Iy v6i dbi chimg duong (DKK1; ndng d6 cudi cliing 200nM). Gid tri cta ty 1& phat
huynh quang [460/535nm] dugc bao cdo dudi dang “Wntl” tuong tng véi sy hoat hoa
chi cua con duong Wntl, dugc x4c dinh tir cic t& bao bidu hién qua mirc Wntl (tic 1a
khong cé sy xir ly voi Wnt3a nguodi tai td hop). Gia tri ctia ty 1& phat huynh quang
[460/535nm] dugc bao cdo dudi dang “Wntl + Wnt3a” tuwong g v6i su hoat hoa Kkét
hop clia cac con dudng Wntl va Wnt3a, duoc x4c dinh bang su xir Iy cac t& bao biéu
hién qua mirc Wntl véi Wnt3a nguoi tai td hgp. Nhu dugce thé hién trén Fig.5A, su tc
ché hoan toan (tirc 13 ty 1é phéat huynh quang [460/535nm] twong duong véi dudng co
s&) dat dugc bang cach xir Iy véi ba phan tir gin két phan tmg chéo LRP5/LRP6, dugc

-80-



32691

dinh dang, biparatopic, va dugc t8i wu héa vé trinh tu. Hon nita, hiéu luc cao cling dugc
bao co, nhu duge thé hién trong bang IX duéi ddy bing céc gia tri IC50.
Bang IX: Céc gia tri ICso ctia sy tic ché con dudng Wntl va Wnt3a trong thit nghiém

thong bio Wntl va Wnt3a két hop

Thir nghiém thong béo F013500571 | F013500575 F013500720
Wntl va Wnt3a két hop
ICs0 (nM) 0,05 0,2 A 0,06

Tiép theo, hidu lyc va hiéu qua cha cac phan tir gin két phan ung chéo
LRPS5/LRP6, dugc dinh dang, biparatopic, va dugc t8i wu hoa vé trinh tu duge so sanh
v6i cac phén tir gén két LRP6 da duoc boc 16 duge bao céo trong W0O2011/138391 va
W02011/119661:

Trong W0O2011/138391, c4c khang thé da hoa tri gén két véi LRP6 va e ché ca
su twong tac phdi tir ving canh quat 1 (vi du, Wntl) va viing cénh quat 3 (vi dy, Wnt 3)
duoc boc 16. Cac khang thé gin két LRP6 da héa tri ndy 1a céc phan tir gin két
biparatopic LRP6 gdm khéang thé IgG 13 mién gén két thu thé thi nhit va gdm manh
scFv 12 mién gén két thy thé thir hai, trong d6 khang thé IgG va manh scFv dugc lién két
v6i nhau bang tac nhan lién két. Trong WO2011/138391, d c6 béo cdo rang tat ca cac
phan tir gin két LRP6 c6 hiéu luc gin tuong tur nhau trong thit nghiém théng bao Wnt1
va Wnt3a (Fig.18 ctia WO2011/138391). Do d6, phan tir bit ky trong sb céc phan tir gén
két LRP6 da hda tri d6 c6 thé duge chon cho cac thir nghiém so sanh. Do dé, cAu trac
“901” (dugc goi 1a MORO08168IgG1LALA 6475 sctfv; cling dugc thé hién trong Fig.27
ctia W0O2011/138391) da duoc quyét dinh st dung 1am hop chét so sanh thit nhat.

Céc dn xuit cta ciu triic "901” nay dugc thé hién trong W02013/067355. Cu
thé 13, céc hop chét c6 tén 1a 801T va 802T dugc bdc 16 (xem phin boc 16 & trang 132
clia ban mé ta), c4 hai hop chit nay déu c6 hai mién scFv gin két LRP6, cong véi gbe
kéo dai thoi gian ban thai. Vi 801T va 802T thé hién 13 ¢6 hiéu luc va cac dic tinh sinh
1y nhu nhau in vitro nén chi mét trong hai hop chét nay - bién thé 802T - dugc dua vao

cac thir nghiém dugc mo ta dudi day.
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Trong WO2011/119661, céc khéng thé dic hisu kép gén két voi LRP6 va {rc ché
su truyén tin hidu bing nhiéu isoform Wnt duoc bdc 1. Cac khang thé khang LRP6 dic
hiéu kép nay gén két voi hai viing khac nhau ctia LRP6 va tc ché sy truyén tin hidu dugc
cam tng boi cac isoform Wnt, trong sb chiing 14 Wntl va Wnt3a. K§ thuat gén nut vao
16 (knobs-into-holes) (Atwell et al. “Stable heterodimers from remodeling the domain
interface of a homodimer using a phage display library”. J Mol Biol. 1997; 270(1):26-
35) dwoc str dung dé xdy dung cac khang thé dic higu kép khang LRP6 nay. Vi du 11
cia WO02011/119661 di boc 16 dang lai IgG vdi cac heterodime chudi ning
YW211.31.62 v YW210.09. Do d6, nhim muc dich so sénh, hai khang thé lai IgG ddc
hiéu kép véi cac heterodime chudi ning YW211.31.62 va YW210.09 duoc tao ra véi
thao tac k¥ thuat gén nut vao 16, tire 1a véi cac thay ddi axit amin duoc thiét ké dé tao ra
nut trén CH3 ctia chudi ning YW210.09 va 16 trén CH3 ctia chudi ning YW211.31.62
hoic nguoc lai, va dugc d&& cdp ¢ day lan lwot 13 Nut HC YW210.09 va Nut HC
YW211.31.62. Hai cdu tric nay duoc dic trung trong cac thir nghiém thong bdo Wntl
va Wnt3a theo vi du 4.4. Nhu dugc trong doi, hai dang lai IgG dic hiu kép véi cac
heterodime chudi ning YW211.31.62 va YW210.09 thé hién hiéu luc trong tir trong céc
thir nghiém Wntl va Wnt3a, nhu dugc bao céo trong bang X dudi ddy. Do do, dbi véi
céc vi du so sanh duge thé hién tiép dudi day, Nat HC YW210.09 dugce chon 1am hgp
chét so sanh tht hai.

Bang X: Céc gi4 tri ICso ctia su tc ché con dudng Wntl va Wnt3a trong c4c thir nghiém

thong bdo Wntl va Wnt3a

Thir nghiém thong bdo Wnt Nut HC Nut HC
YW210.09 YW211.31.62

Wntl, ICso (nM) 4.8 4,6

Wnt3a, ICso (nM) 0,7 0,9

Hiéu luc va hidu qua cta cic cdu traic VHH phin tng chéo LRP5/LRP6
biparatopic kéo dai thoi gian ban thai dugc so sanh véi phén tir gin két LRP6 biparatopic
MORO08168IgGILALA 6475 scfv, v&i phéan tir khang LRP6 dic hiéu kép Nut HC
YW210.09 va vé6i phan tir khang LRP6 dic hiéu kép 802T sir dung thir nghiém thong
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bao Wntl va Wnt3a két hop. Nhu duoc thé hién trén Fig.5B, sy tc ché hoan toan (tirc
1a ty 1€ phat huynh quang [460/535nm] tirong Umg v&i duong co sd trén Fig.5B) di dat
dwoc bang cach xir Iy véi Nt HC YW210.09 (khang thé lai IgG dic hidu kép véi cac
heterodime chudi nang YW211.31.62 va YW210.09) tvong tu nhu phén tir gin két phan
ung chéo LRPS5/LRP6, dugc dinh dang, biparatopic, va dugc tdi wu hoéa vé trinh tu
F013500571. Tuy nhién, F013500571 thé hién hiéu luc cao hon, nhu dugc bio cio trong
bang XI du6i ddy. D& thay thé, cic phin t gin két LRP6 biparatopic
MORO8168IgG1LALA 6475 scfv va 802T thé hién su thiéu sy vrc ché hoan toan Wntl
va Wnt3a (tirc 13 ty 18 phat huynh quang [460/535nm] cao hon dang k& 1an luot so véi
dudng co s& trén Fig.5B va Fig.5C). Cac dit lidu nay thé hién ring ca hai phén tir gin
két LRP6 biparatopic MOR08168IgG1LALA 6475 scfv va 802T déu c6 hiéu qua thip
hon d4ng ké trong viéc trc ché con dudng Wntl va Wnt3a khi so véi F013500571. Do
d6, Nut HC YW210.09 dugc chon 1am hop chét so sanh dbi v6i cac thir nghiém in vivo

nhu dugc mo ta thém dudi day (Vi du 9; hi€u qua in vivo)

Béang XI: Cac gi tri ICso cia sy tc ché con dwong Wntl va Wnt3a trong thir nghiém
thong bdo Wntl va Wnt3a két hop

Tht  nghiém | F013500571 NutHC | MORO08168IgG1LALA | 802T
thong béo YW210.09 6475 scfv

Wntl va Wnt3a

ket hop

ICs0 (nM) 0,05 1,15 0,19 0,01

Vi du 8: Céc tac dung ctia ba c4u tric VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo
dai thoi gian ban thai d6i véi su truyén tin hiéu Wnt va kha ning séng sét trén céc dong
té bao ung thu

Kha ning ctia cac cu tric VHH phan tng chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai
thoi gian ban thai trong viéc rc ché su truyén tin hi€u Wnt hoat tinh s€ dugc dac trung
tiép bang cach st dung cic dong t& bao ung thur v6i su truyén tin hiéu Wnt hoat tinh,
nhu déd duge mo ta (Bafico ef al. “An autocrine mechanism for constitutive Wnt pathway

activation in human cancer cells”. Cancer Cell 2004;6(5):497-506; DeAlmeida et al.
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“The soluble wnt receptor Frizzled8CRD-hFc inhibits the growth of teratocarcinomas
in vivo”. Cancer Res. 2007;67(11):5371-9); Akiri et al. “Wnt pathway aberrations
including autocrine Wnt activation occur at high frequency in human non-small-cell
lung carcinoma”. Oncogene. 2009; 28(21):2163-72). Ngén gon 13, cac dong té bao ung
thu vai su truyén tin hiéu Wnt hoat tinh, PA-1 va PA-TU-8988S, duoc gieo céy vao cac
dia 12 16 va dugc xr ly trong hai ngay bing céc cAu traic VHH phan tGng chéo
LRP5/LRP6 & ndng d6 cudi cung 1 1 uM. Khé nang tc ché sy truyén tin hiéu Wnt dugc
phat hién bang sy trc ché sy biéu hién mARN ctia Axin2, gen dich Wnt néi sinh. Phén
tich bidu hién gPCR duogc thuc hién b%mg cach str dung cac k¥ thuat ARN chuén: Viéc
phin 14p ARN duoc thuc hién béng cach st dung QIAGEN RNeasy Mini Kit theo
phuong thirc dugc cung chp boi QIAGEN; tdng hop cADN sit dung kit tbng hop cADN
SuperScript VILO (Invitrogen, Cat. No. 11754050) va qPCR st dung thi nghiém bidu
hién gen TagMan véi cac doan mdi/doan do Axin2 TaqMan (Hs00610344_m1 AXIN2
FAM, Life Technologies) va voéi d6i ching ndi sinh nhan chudn 18s VIC-MGB
(4319413E-1307061, Applied Biosystems).

Nhu duge thé hién trén Fig.6A, ca céc té bao ung thu PA-TU8988S va PA-1 dugc
xir Iy bang ba cAu tric VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian
ban thai ddu thé hién cic mirc mARN lién quan dén Axin2 giam déng ké (tirc 1a dugce
chuin hoa dén ddi chig noi sinh) khi so véi cac t& bao (D6i chimg) khong duoc xir 1y.
Céc dit liéu nay chimg minh kha ndng cua cAu trac VHH phan tng chéo LRP5/LRP6
biparatopic kéo dai thoi gian ban thi trong viéc (e ché su truyén tin hiéu Wnt & cac
dong té bao ung thu véi su truyén tin hiéu Wnt hoat tinh. Hon nita, tdc dung cta su
phong bé sy truyén tin hidu Wnt dbi v6i kha ning sdng sét clia té bao duogc khao sét
trong céc dong t& bao ung thu PA-TU8988S va YAPC, ma sy ting sinh clia n6 da dugc
bao cao 1a phu thudc vao sy truyén tin hiéu Wnt hoat tinh (Jiang et al. “Inactivating
mutations of RNF43 confer Wnt dependency in pancreatic ductal adenocarcinoma”.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2013; 110(31):12649-54). Kha niing séng sét t& bao duoc do
béng cach thuc hién thir nghiém Alamar Blue (Invitrogen, Cat.# DALI 100) sau mudi
ngay xu ly voi cAu trac VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian
ban thai (ndng do cudi cing 1a 1 uM) hofic véi hop chét so sanh 802T (ndng do cubi

ciing 1 uM). Nhu dugc thé hién trén Fig.6B, cac t€ bao ung thu PA-TU8988S dugc xu
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1y bing ba ciu tric VHH phan ttng chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian ban
thai thé hién phan trim s t bao sdng duoc giam dang ké (murc giam > 75%) khi so voi
cac té bao (dbi chimg) khong duoc xit ly. Khi xir Iy bang 802T, khong phat hién dugc
tac dung dbi véi kha ning sbng sét ciia té bao (Fig.6B, biéu dd phia tay phai). Cac dit
liéu nay chimg minh kha ning ctia ciu tric VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic
kéo dai thoi gian ban thai trong viée trc ché sur tang sinh té bio clia céc t& bao ung thu
ma phu thudc vao su truyén tin hiéu Wnt hoat tinh, va con thé hién tac dung wu viét ctia

cac cau tric nay so véi 802T.

Hon nita, tinh phu thudc lidu coa sy séng s6t t& bao duge danh gia dbi voi
F013500571 so v&i 802T, trén cac dong té bao ung thu PA-TU8988S (Fig.6C) va YAPC
(Fig.6D), nhu dugc mo ta trén ddy. Sy gidm kha nang sdng s6t t& bao phy thude lidu
dugc phat hién théy khi xir Iy bing F013500571. Nguoc lai, khong thdy c6 téc dung dbi
vé6i kha ning sdng s6t té bao khi xtr ly bing hop chét so sanh 802T trén ca hai dong té
bao ung thu PA-TU8988S va YAPC. Céc dit li¢u nay chi ra rang cdu trac VHH phan
ting chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian ban thai c6 tic dung wu viét hon so
véi 802T.

Vi du 9: Hi€u qua In vivo

Céc phan tu gin két/cac cAu tric VHH phén ting chéo LRP5/LRP6 biparatopic
kéo dai thoi gian ban thai dugc dic trung hoa thém in vivo trén md hinh khdi u duge dan
dét bdi Wnt. Céc thir nghidm duoc thye hién dé xac dinh liéu cc phan tir gan két nay
¢6 T ché su phat trién khdi u in vivo hay khong. Hiéu qua cia hop chét so sanh Nut HC
YW210.09 ciing duoc x4c dinh bing cach st dung md hinh khdi u dan dit boi Wnt
tuong tu. Su bidu hién chuyén gen clia cac phdi tir Wnt st dung tac nhén ting cudng
LTR virut khdi u vi ctia chudt (promoto MMTV) dan dén sy ting san bng dan sita qua
muc & chudt sau d6 1a caxinom tuyén vii & céc con chudt nhit chuyén gen (transgenic -
TG) khoang 6 thang tudi. Cac khdi u vl nay duge dén dét boi su bidu hién qua mic cua
céc phdi tir Wnt cam tmg bdi glucocorticoit va ¢6 cac dic tinh tuong ty vdi cac khéi u
TNBC, gbém su biéu hién ctia cac d4u chudn biéu md va trung md (kidu hinh nhu co s&)
va su truyén tin hiéu Wnt hoat tinh nhu dugc danh gia béng su dinh vi beta-catenin ndi
bao. Cu thé 13, cac khdi u va bét ngudn tlr cac con chudt nhét chuyén gen MMTV-Wnt-
1 13 phu thuéc Wntl. Thuc vay, viéc phong bé hoat tinh Wnt sir dung thu thé Wnt hoa
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tan chita mién gidu xystein Frizzled8 (cysteine-rich domain - CRD) dugc dung hop véi
mién Fc cia ngudi (FSCRDhFc) (DeAlmeida et al. “The soluble wnt receptor
Frizzled8CRD-hFc inhibits the growth of teratocarcinomas in vivo”. Cancer Res.
2007;67(11):5371-9) duoc béo céo 1 ttc ché sw phat trién khéi u in vivo. Do d6, cac khdi
u dugc phén lap tir cac con chudt nhit chuyéfl gen MMTV-Wntl duoc cAy duéi da dudi
dang céc méu khéi u vao cac con chubt trui 16ng trong 2 dén 5 14n cAy trudce khi bat dAu
thir nghiém hiéu qua. Tir 14 dén 21 ngay sau khi cdy, khi cic khdi u dat dén thé tich
trung binh khoang 150 dén 250 mm?, c4c con chubt nhit dugc xép ngau nhién vao cac
nhém véi 7 con chudt trén m6t nhém va dugce dung liéu cac hop chét vao trong tinh
mach. Cac cdu tric VHH phén ting chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian ban
thai dugc dung trong tinh mach cho cac con chuot nhét hai 14n mdi tudn, véi céc lidu
luong duoc thé hién trén Fig.7A déi voi F013500571 va trén Fig.7B dbi véi
F013500720. Hop chét so sanh Nut HC YW210.09 ciing duge dung lidu trong tinh mach
hai 14n mdi tudn, nhung véi lidu cao hon, tirc 13 30 va 45mg/kg (Fig.7C), do dit liéu thu
dwoc v6i hop chét nay trong céc thir nghiém in vitro duge giai thich trén day. Thé tich
khéi u va khdi luong khéng thé dugc theo d5i trong thir nghiém hidu qua va céc thé tich
khéi u trung binh duoc béo cdo trong céc Fig. 7A dén 7C. Kha nang trc ché phat trién
khéi u (Tumor growth inhibition - TGI) dugc x4c dinh tai cudi thir nghiém hiéu qua. Cu
thé 13, TGI dugc x4c dinh cho mdi nhém didu tri nhu dugc so sanh v6i nhém d6i ching
(xtt 1y céc con chudt nhét bing dung dich dém histidin - 20mM Histidin d6 pH béang 6,5
- trong thr nghi€m dugc thé hién trén cac Fig. 7A va 7B, hoic véi dich dém xitrat dbi
véi thir nghiém duge thé hién trén Fig.7C). Hon nita, phin tich m6 bénh hoc da day-rudt
(gastro-intestinal - GI) (thdong qua viéc nhuom H&E cac phén ctia duong GI tlr t4 trang
dén truc trang) duoc thuc hién tai cudi thir nghiém hiéu qua dé danh gia doc tinh tiém
ning ctia cac chit ddi khang LRP5 va LRP6. Kha ning tic ché phat trién khdi u (TGI),
két qua ctia phan tich md bénh hoc GI tai cudi qua trinh nghién ctru hiéu qua in vivo, ty
1€ tr vong ma tuong ing véi s6 c4c con chudt nhit ma can phai hy sinh do su giam khéi
luong co thé dang ké (giam khdi luong co thd >18% so véi khéi lugng co thé tai thoi
didm bit dAu thir nghidm hidu qua) va sé lugng con c6 su thodi trién khéi u (thé tich
khéi u tai cudi qué trinh thir nghiém 13 nho hon thé tich khéi u tai thoi didm bét dau diéu

tri) dugc béo céo dbi véi mbi nhém didu tri trong cc bang XIIA, XIIB, va XIIC, lién
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quan dén céc thir nghiém va dit liéu cling dugc thé hién 1an luot trong cac Fig.7A, 7B
va 7C.

Bang XIIA: Hiéu qua in vivo ciia F013500571 dugc dung trong tinh mach hai 14n mdi

tudn. Két qua cia thir nghiém nay ciing dugc thé hién trén Fig.7A

Lidu TGI |Ty 1€ thoai | Ty 1& tir|Déanh gid md bénh
[mg/kg] | [%] | trien [x/7] vong [x/7] | hoc GI
Péi ching | Dung - - - -
dich
dém
histidin
F013500571 | 10 128 |7 0 Khong phat hién
4 113 |7 0 Khéng phat hién
2 61 0 0 Khong xac dinh

Bang XIIB: Hiéu qua in vivo cia F013500720 dugc dung trong tinh mach hai 14n mdi
tudn. K&t qua cta thir nghiém nay ciing duoc thé hién trén Fig.7B

Liéu TGI | Ty 1€ thodi | Ty 1€ tr Panh gia mé bénh
[mg/kg] | [%] | trien [x/7] vong [x/7] | hoc GI
Pbi chimg | Dung - - - -
dich
dém
histidin
F013500720 |1 128 |7 0 Khéng phat hién
0,4 60 0 0 Khéng phét hién
0,2 17 0 0 Khong xac dinh

Bang XIIC: Hiéu qua in vivo ctia Nut HC YW210.09 dugc dung trong tinh mach hai

14n mdi tudn. Két qua ctia thir nghiém nay ciing duge thé hién trén Fig.7C
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Trong tinh | Lidu TGI |Ty 1& thoi| Ty 1& t|Danh gia md bénh

mach [mg/kg] |[%] | trién [x/7] vong [x/7] | hoc GI
Pbichimg | Dung - - - -
dich
dém
xitrat
Nut HC 30 80 0 0 -
YW210.09
45 85 0 0 Khong phat hién

Nhu c6 thé thiy tir cac Fig.7A dén 7C va céc bang XIIA dén XIIC trén ddy, viée
diéu tri bang céc cAu trac VHH phan tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian
bén thai (F013500571 & muc lidu 4 va 10 mg/kg va F013500720 & mirc lifu 1mg/kg
trong phac dd ding 2 14n/tudn) thuc chit da din dén sy thodi trién khéi u (tac 1a kha
nang trc ché sy phat trién khdi u (TGI) > 100% ma tuong tmg v6i su co ngdt khéi u; su
giam thé tich khi u tai cudi qué trinh thir nghiém hiéu qua so véi thé tich khéi u tai thoi
diém bét dau thir nghiém), v6i cac thay ddi khdi lugng co thé khéng déng ké (< 10%)
va khong c6 phat hién nao dugc bao cdo sau phin tich mé bénh hoc GI. Quan trong 1,
nguoc lai véi didu trén, khéng thé théy dugc su thoai trién khéi u khi didu tri véi tac
nhén gén két dic hidu LRP6 Nut HC YW210.09, ngay ca & muc liéu ding/phac db trong
tinh mach & mirc t6i da c6 thd ding trén céc con chudt nhét, mirc nay tuong duong véi

90 mg/kg véi phac d6 3 1an/tuan.

bpé nghién ciru thém sy khac biét v& hiéu qua in vivo nhu dugce théy trong thr
nghiém duoc gidi thich trén ddy, thir nghiém tiép theo duoc thiét 14p cho phép cho cac
con chudt diing thudng xuyén hon (ba 1an/tuin) véi lidu luong thdm chi cao hon ctia hop
chit so sanh. Ngin gon 13, d dat dwoc mirc phoi nhiém cao hon nhu vy, hop chét so

sanh dugc dung trong phiic mac, nhur duge thé hién trong bang XIID duéi day:

Bang XIID: Hiéu qua in vivo ctia Nt HC YW210.09 dugc ding trong phiic mac hai 1an
ho#c ba 14n mdi tudn, nhu chi dinh.

Trong phuc | Liéu Phéc 46 TGI | Ty 1& thodi| Ty 1€ tir vong
mac [mg/kg] [%] trién [x/5] [x/5]
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Pbi ching | Dung Ba lan/tuin - - -
dich
dém
Xitrat
Nuat HC 45 Hai 1An/tudn 55 1 0
YW210.09 '
90 Hai 14n/tudn 85 0 0
90 Ba lan/tudn 87 0 0

Nhu c6 thé thiy tir dit lidu dugc thé hién trén bang XIID, ciing trong kidu thir
nghiém nay, khong thu dugc tac dung manh dang ké xét v& mat TGIL No6i cach khéc, cac
thir nghiém nay, céc dit liu va cac két qua da thé hién mdt cach rd rang hiéu qua cao
hon cia céc ciu tric VHH biparatopic kéo dai thdi gian ban thai khi so véi Nut HC
YW210.09, va kha ning chua timg thdy clia cic polypeptit theo sang ché khong chi
trong viéc giam sy phat trién khdi u, ma con trong viéc 1am co ngét khéi u. T4t nhién 13,
su co ngdt khéi u (tic 1a sy thodi trién khéi u) 13 tac dung tri liéu mong mubn (tic 1a
hiéu qua) dbi véi viée diéu tri cho cac bénh nhan ung thu. Thuc vay, trong cac nghién
ctru 14m sang, viéc didu tri ma gy ra su thodi trién khéi u ddn dén dap ing hoan toan vé
bénh 1y (pCR) da tich cyc din dén su cai thién déng ké su séng khong c6 sy tién trién
bénh va su séng néi chung & cc chi dinh nhu cAu chita tri khong dap ting cao nhu bénh

ung thu vu.

Céc vi du so sanh néu trén con thé hién ring cac cdu tric VHH phan tung chéo
LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian ban thai khong chi vu viét hon vé céc dic tinh
gén két ctia chiing, nhu 4i luc hodc cac gid tri Kp, ma ching con ¢6 céc tinh chét c6 loi

va cd tinh vu viét va thuén loi cao trong viéc thi€t 14p in vivo.

Tiép theo 12 su nghién ctru liéu hop chdt MOR08168IgG1LALA 6475 scfv c6
thé cung cip tac dung c6 loi twong tu. Nhiam muc dich ndy, nghién cttu kha ning dung
nap in vivo dugc thuc hién trén cac con chudt nhit nhu sau: Hop chit
MORO08168IgG1LALA 6475 scfv dugc dung trong tinh mach & lidu lwong 3 mg/kg, hai
14n mdi tudn (2qw); & liéu lwong/ ché d6 dung lidu gidng nhur lidu luong/ché @6 ding lidu

ma tai d6 hiéu qua in vivo dugc phat hién trong m6 hinh khéi u ghép khac loai trong
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cong bd don W02011/138391, nhu duge md ta & Fig.22 trong cong bb don nay. Viéc
didu tri thir nhit bing MOR08168IgG1LALA 6475 scfv dugc thyc hién & ngay 1 va bét
dAu tir ngay 6 phét hién thdy su giam khdi Iugng co thé & chudt. O ngay 10, mdt sb con
chudt nhit dugc didu tri bing hop chdt MOR08168IgG1LALA 6475 scfv thé hién sy
giam khéi luong co thé dang k& (>10%). O ngdy 11, cac con chudt duoc hy sinh va phan
tich m6 bénh hoc da day-rudt (GI) tiét 16 su viém voi sy an mon & Kkét trang va & manh
trang cuia cac con chudt. Dit li€u nay goiy rang MORO08168IgG1LALA 6475 scfv khong
duge dung nap & mirc lidu lugng/ché d6 ding 1idu hidu qua. Do do, cac cAu trac VHH
phan ting chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian béan thai la vu viét hon xét vé
mat pham vi tri liéu; tirc 12 ching gay ra sy thodi trién khdi u ma khong c6 su thay doi
khéi luong co thé dang ké (< 10%) va khong c6 phét hién nao dugce bao cdo sau khi

phén tich md bénh hoc GIL

Vidu 10: Su tic ché con duong Wnt in vivo

Dé dac trung hoéa tiép tac dung clia céc phén tix gan két / cac cAu traic VHH phan
tmg chéo LRP5/LRP6 biparatopic kéo dai thoi gian ban thai ddi véi sy truyén tin higu
What, cac khdi u dwoc phén 1ap & cubi qua trinh thir nghiém hiéu qua, dugc md ta trong
vi du 9. Cu th 13, cac khéi u duoc phan 1ap 16 gid sau khi tiém 1in cudi cing céc hop
chit hoic chét didu trj di chimg. Kha ning e ché su truyén tin hiéu Wnt dugc xac dinh
béng sy giam sy biéu hién mARN ctia Axin2 trong c4c khéi u, dugc phan tich nhu dugc
mb ta trong vi du 8. S& 14n thay di su bidu hién mARN Axin2 so véi nhém dbi chimg
dugce bao céo trong Fig.8A dbi vé6i hidu qua in vivo véi F013500571 va trong Fig.8B vé
hiéu qua in vivo véi F013500720. Dinh lugng mirc giam mARN Axin2 dbi voi mdi
nhém diéu tri duoc bao cdo trong cac bang XIITA va XIIIB dudi day.

Bang XIIIA: Su giam biéu hién mARN Axin2 trong céc khéi u bing cach xir ly véi
F013500571. Dit lidu @& cap dén Fig.7A va 8A.

Lidu [mg/kg] | TGI [%] Muac  giam
Axin2 (%)

DPbiching |Dung dich |-
dém histidin
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10 128 83
F013500571

4 113 77

2 61 35

Bang XIIIB: Su giam biéu hién mARN Axin2 trong céc khdi u bang cach xir Iy véi
F013500720. Dit liéu dé c4p dén Fig.7B va 8B.

Liéu [mg/kg] | TGI [%] Mutc  giam
Axin2 (%)

DPbichimg |Dung dich |-
dém histidin

F013500720 | 1 128 92
0,4 60 -21
0,2 17 35

Nhu c6 thé thiy tir cac Fig.8A va 8B va céc bang XIITA va XIIIB, sy giam dang
k& va su giam phy thudc lidu lugng (cu thé 1 d6i véi viée diéu tri voi FO13500571) cla
su biéu hién mARN Axin2 dugc quan st & cac khdi u duge didu tri b.:?lng cac phén tr
gén két phan tmg chéo LRP5/LRP6, so v6i nhom d6i chimg. Cac két qua nay goi y ring
cac phéan t gin két phan tmg chéo LRP5/LRP6 thuc chit 1a ¢4 thé wrc ché sy phat trién

khéi u bang cach ngin chin sy truyén tin hiéu Wnt & céc te bao khoi u.

Vidu 11: Quy trinh san xuét céng nghiép
11.1 Lén men:

Polypeptit bét ky trong sb cac polypeptit duge néu trong cac bang I1I va V néu
trén c6 thé duoc bidu hién trong té bio chat ctia cac ching E. coli khac nhau nhu W3110,
TG1, BL21, BL21(DE3), HMS174, HMS174(DE3), MM294 du¢i sy kiém soét clia

promoto co thé cam ung. Promoto nay cé thé dugc chon tir lacUVS, tac, T7, trp, TS,

araB. Mbi trudng nudi cdy t6t hon 1 duoc dinh nghia ddy du theo Wilms et al., 2001
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(Wilms, B., Hauck, A., Reuss, M., Syldatk, C., Mattes, R., Siemann, M., and
Altenbuchner, J.: High-Cell-Density Fermentation for Production of L-N-Carbamoylase
Using an Expression System Based on the Escherichia coli thaBAD Promoter.
Biotechnology and Bioengineering, 73: 95-103 (2001)), DeLisa et al., 1999 (DeLisa, M.
P., Li, J. C., Rao, G., Weigand, W. A., and Bentley, W. E.: Monitoring GFP-operon
fusion protein expression during high cell density cultivation of Escherichia coli using
an on-line optical sensor. Biotechnology and Bioengineering, 65: 54—-64.(1999)) hodc
tuong duong. Tuy nhién, viéc bd sung méi trudng bing cac axit amin nhu isoleucin,
leucin, lysin, methionin, phenylalanin, threonin, tryptophan va valin hodc céc thanh phan
mdi trudong phirc hop nhu pepton ddu nanh hoic chiét xuit ndm men c6 thé 14 cé loi.
Quy trinh 1én men dugc thuc hién theo phuong thirc gian doan timg mé. Didu kién: Nhiét
d6 30 —40°C, d6 pH 6 — 7,5, oxy hoa tan dugc giit trén 20%. Sau khi ti€u thu nguén C
ban dau, mdi trudng nudi cdy dugc nap thém méi trudng thirc dn néu trén (hoic twong
duong). Khi dat dén khéi lugng t& bao khé trong thing 1én men 14 40 dén 90 g/L, méi
truong nudi cdy dwuoc cam tmg bing chit gdy cam tng thich hop twong tmg véi hé
promoto duoc st dung (vi du, IPTG, lactoza, arabinoza). Sy cam Ung c6 thé duoc thuc
hién dué6i dang cam ting diy du timg dot hodc dudi dang cam tmg mot phan bang cich
cép tac nhan cam g twong tmg vao thing 1én men trong thdi gian kéo dai. Pha san
xut nén kéo dai it nhét 12 4 gid. Cac té bao dugc thu hdi bing cach ly tAm trong cac
may ly tim c6 roto, may ly tAm c6 roto hinh éng hodic may ly tAm kiéu dia, phan dich

nbi mdi trudng nudi cdy té bao duoc gan bo.
11.2 Tinh ché:

Khdi té bao E. coli duoc tai tao huyén phi trong lwong dung dich dém dung giai
6 dén 8 14n (dung dich dém phosphat hodc Tris, @ pH bang 7 dén 8,5). Su dung giai té
bao tt hon 1a duge thuc hién bﬁng cach dé)ng nhét ap sult cao sau d6 13 loai bo céc
ménh vun té bao bing cach ly tim trong c4c may ly tAm c6 r6to, may ly tim c6 rdto hinh
5ng hodc may ly tAm kiéu dia. Dich ndi chira protein dich tuy y dugc loc bang cach sir
dung may loc 0,22-10 pm va duoc tach théng qua phuong phép sic ky trao ddi cation
(vi du, Toyopearl MegaCap® II SP-550EC, Toyopearl GigaCap S-650M, SP Sepharose
BB, SP Sepharose FF hodc S HyperCel™) & d6 pH bang 7 dén 8,5. Su rira giai duge
thuc hién bang gradien NaCl gia ting tuyén tinh & d6 pH bang 7 dén 8,5. Céc phan doan
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chira protein dich dugce gbp lai va sau d6 dugc U véi 5-10 mM DTT dé ngan chin sy
dime héa hoic su két tu qua trung gian bdi céac géc xystein ty do. Sau khi bd sung tiép |
0,8-1M amoni sulfat hodc 2-3M NaCl, dung dich dugc tach thong qua su tuong tic ua
nudce (vi dy, Phenyl Sepharose HP, Phenyl Sepharose FF, Butyl Sepharose HP, Butyl
Sephrose FF, Butyl Toyopearl 650 (S,M,C), Phenyl Toyopearl 650 (S,M,C)) & d6 pH
bﬁng 7 dén 8,5. Viéc rira giai dugc thuc hién ¢ d¢ pH béng 7 én 8,5 béng gradien amoni
sulfat hoac NaCl giam tuyén tinh véi sy ¢6 mat cia SmM DTT. Cac phin doan chira
protein dich véi muic tinh khiét t5i thiéu 90% duoc gop lai va duge khir mudi bing cach
loc thidm tach v&i sy c6 mit ctia 5 mM DTT sau d6 13 cd dic dén néng d6 khoang 5
mg/ml. Su cudn gap lai tiép theo dugc thuc hién bing cach pha lodng dung dich protein
1:5-1:20 béng 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 4 mM Cystamin, 10 mM CHAPS & d6 pH
bang 8,5 dén ndng dd protein cudi cung 1a 0,25-1 mg/ml. Dung dich cudn gép lai dugc
U trong didu kién khudy trong 12 dén 36 gid & nhiét do trong phong va sau d6 duge tich
bang phuong phép séc ky trao dbi cation (vi du, SP Sepharose FF, SP Sepharose HP,
Toyopearl SP-650 (S, M, C)) & d6 pH bang 7 dén 8,5. Su rira giai dugc thuc hién bing
gradien NaCl gia ting tuyén tinh & d6 pH bang 7 dén 8,5. Céc phan doan chira protein
dich monome dugc gdp lai va dugc bao ché trong 25 mM Na-phosphat, 220 mM
trehaloza khong c6 ndi doc td, do pH b'flng 7,5 bﬁng cach loc thim tach. Dung dich dugc

khir tring bang céch loc va duge bao quéan & 2 dén 8°C.

Vidu 12: Dugc phém dé dung dudi da

Chu tric bit ky trong s6 céc céu tric polypeptit biparatopic néu trén theo sang

ché c6 thé duoc chon dé san xuét dugc phim dé diing duéi da c6 thanh phan nhu sau:
Duoc chit: 100 mg/ml (1 dén 3 nmol/ml)
Dung dich d€m axetat: 25 mM
Trehaloza: 220 mM
Tween-20: 0,02 %

Duoc chat duge bao ché trong dung dich c¢6 thanh phin néu trén, khir tring va

bao quan & nhiét d6 2 dén 8°C.
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Vidu 13: I'Ing dung dugc phém cho nguoi

Dung dich nhu dugc bao ché trong vi du 11.2 trén day duoc sit dung cho bénh
nhan cin dung, nhu nguoi dang bi ung thu nhay véi cac chét vc ché su truyén tin hiéu
Whnt, bing cach truyén trong tinh mach (lidu Iugng 100 d&n 200 mg) mdi hai dén bbn

tuan.

Vi du 14: Tac dung cta viéc tc ché su truyén tin hiéu Wnt3a d6i v6i su giai phong

xytokin tién viém bdi céc t€ bao dudi gai trong thr nghiém ex-vivo

Céc PBMC thu duge tir cde ngudi cho khoe manh da théng bao chép thuin. Cac
té bao dudi gai c6 ngudn gbc tir bach cAu don nhin ctia ngudi (monocyte-derived
dendritic cell - Mo-DC) dugc tao ra nhu sau: Cac PBMC dugc nu6i cAy trong mdi trudng
X-VIVO duoc bd sung 50 ng/mL GM-CSF va 50 ng/mL IL-4. Sau 24 gi® nudi cly, dich
ndi duoc loai bd mot cach cAn than va duge thay thé bing méi truong X-VIVO duge bd
sung GM-CSF va IL-4 giéng nhu trén. Vao ngay thit tu, dich ndi duge can thén loai bo
va thay thé bing méi truong X-VIVO véi sy ¢ mit chi ctia LPS hodc két hop v6i Wnt3a
nguoi hodc véi Wnt3a ngudi va cac phén tir gin két phan tmg chéo LRP5/LRP6. Vao
ngdy tiép theo, dich ndi dwoc thu gom va dem di phén tich TNF-alpha bang phuong
phap ELISA theo c4c huéng din clia nha sén xuét. Nhu da duoc bao céo (Oderup et al.”
Canonical and noncanonical Wnt proteins program dendritic cell responses for
tolerance”. J Immunol. 2013;190(12): 6126-34), va dugc thé hién trén Fig.9A, Wnt3a
tryuc tiép e ché su tiét xytokin tién viém (tirc 14 sur giai phong TNF-alpha) béi céc té bao
dudi gai biét héa (DC). Sy trc ché giai phong TNF-alpha tir cac DC duge din dat béi
Wnt3a dugc khdi phuc bang cich bd sung céc phan tir gin két phan tng chéo
LRPS/LRP6.

Dit lidu nay chi ra ring c4c phan tir gin két duoc dinh dang, biparatopic, va dugc
t6i wru hoa vé trinh tu cé thé hdi phuc su tiét TNFalpha boi céc té bio dudi gai dugc xir
ly Wnt3a, nho d6 ngén chédn tac dung trc ché Wnt ddi véi céc té bao dudi gai.

Quan trong cn luu ¥ ring sy phong bé con duong Wnt & céc té bao dudi gai

trong vi moi trudng khoi u c6 thé thé hién su tiép cén tri liéu tiém nang d6i voi viee phéa
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v& su e ché mién dich qua trung gian khéi u va 1am ting thém tinh mién dich chéng
khéi u.

Dé nghién ctu tc dung ctia cac DC d6i véi cac t& bao T (cac té bao T thuc hién),
cac DC da xir ly trude voi Wnt3a cuing hodc khong clung véi cac phén tir gin két phan
tng chéo LRP5/LRP6 dugc nudi cdy ddng thoi véi cac t& bao T, dwoc phan 14p tir cac
PBMC, nhu d3 duoc md ta (Oderup et al. "Canonical and noncanonical Wnt proteins
program dendritic cell responses for tolerance". J Immunol. 2013;190(12): 6126-34).
Sau 3 ngay nudi cdy ddng thoi cac t& bao DC/T, dich ndi dugc thu gom va duge dem

phan tich IFN gamma bang phuong phép ELISA theo huéng din ciia nha san xuit.

Su tiét IFNgamma la dAu chuAn ctia su hoat héa t& bao T. Nhu duoc thé hién trén
Fig.9B, su (rc ché DC qua trung gian Wnt3a dén dén sy tiét IFNgamma bdi cic tébao T
giam (su (e ché chic ning té bao T), didu nay hoan toan dugc phuc hdi bang cach xtr Iy

v6i céc phén tir gin két phan ing chéo LRP5/LRPS.

Tém lai, cac dit liéu nay chi ra ring cic phin tir gin két phan tng chéo
LRP5/LRP6 ngén chédn tac dung trc ché ctia Wnt dbi véi cac t& bao dudi gai, din dén su

hoi phuc cua chirc nang té bao T.

Da biét réng su hoat héa/kich thich lién tuc cac té bao T gdy cam ung su biét hoa
cudi cung, dan dén kiéu hinh t& bao T can kiét, su mét chuc nang t bao T tién trién. Do
d6, da du tinh ring téc dung ciia cic phan tir gén két phan tng chéo LRP5/LRP6 ddi voi
cic té bao T, qua trung gian su hoat héa cac DC, ¢6 thé bi han ché boi su can kiét té bao
T. Do d6, vide didu tri két hop, két hop viéc ding cc phan tir gin két phan tmg chéo
LRP5/LRP6 v6i vide ding chat trc ché diém kiém tra min dich ma phong bé su can kiét
t8 bao T, duge trong doi 1a gitp hoat héa va duy tri chitc nang té bao T, nhd d6 thay doi

vi moi trudng khdi u, va nhd @6 hd trg tc dung tri liéu cia cac phan tir theo séng ché.
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YEU CAU BAO HO

Polypeptit ma gin két mot cach dic hiéu véi LRPS5 va LRP6, chira:
- mién bién dbi don cta globulin mién dich thu nhét dugc chon tir nhém bao gbm
c4c midn bién ddi don cla globulin mi&n dich (i) dén (iii) dugc x4c dinh bang viéc
chira céc trinh ty CDR dudi day:

():

CDRI1: TYTVG (=SEQID NO:1)

CDR2: AIRRRGSSTYYADSVKG (=SEQ ID NO:2)

CDR3: DTRTVALLQYRYDY (=SEQ ID NO:3)

(ii):

CDR1: SYAMG (=SEQ ID NO:4)

CDR2: AIRRSGRRTYYADSVKG (= SEQ ID NO:5)

CDR3: ARRVRSSTRYNTGTWWWEY (= SEQ ID NO:6)

(iii):

CDRI1: RYTMG (= SEQ ID NO:7)

CDR2: AIVRSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:8)

CDR3: DRRGRGENYILLYSSGRYEY (= SEQ ID NO:9),
va
- mién bién dbi don cia globulin mién dich thi hai dugc chon tir nhém bao gém
cac mién bién ddi don cua globulin mién dich (iv) va (v) dugc xé4c dinh bang viéc
chira cac trinh ty CDR dudi day:

(iv):

CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:10)

CDR2: AISWSGGSTYYADSVKG (= SEQID NO:11)

CDR3: SPIPYGSLLRRRNNYDY (= SEQ ID NO:12)

(v):

CDRI1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)

CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)

CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15).
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Polypeptit theo diém 1, trong d6
- mién bién dbi don cta globulin mién dich thi nhit d& néu chira céc trinh ty CDR
dudi day:

CDRI1: TYTVG (=SEQIDNO:1)

CDR2: AIRRRGSSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:2)

CDR3: DTRTVALLQYRYDY (= SEQ ID NO:3)

va trong d6
- mién bién d6i don cua globulin mién dich thir hai d4 néu chira céc trinh ty CDR
dudi day:

CDR1: SYAMG (=SEQ ID NO:10)

CDR2: AISWSGGSTYYADSVKG (=SEQ ID NO:11)

CDR3: SPIPYGSLLRRRNNYDY (= SEQ ID NO:12).

Polypeptit theo diém 1, trong d6
- mién bién dbi don cta globulin mién dich thir nhit d4 néu chira cic trinh ty CDR
duéi day:

CDRI1: SYAMG (=SEQ ID NO:4)

CDR2: AIRRSGRRTYYADSVKG (= SEQ ID NO:5)

CDR3: ARRVRSSTRYNTGTWWWEY (= SEQ ID NO:6)
va trong do
- mién bién ddi don cua globulin mién dich thtt hai d& néu chira cc trinh ty CDR
dudi day:

CDR1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)

CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)

CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15).

Polypeptit theo diém 1, trong d6
- mién bién dbi don ciia globulin mi&n dich thi nhit d3 néu chira cac trinh ty CDR
dudi day:

CDR1: RYTMG (= SEQ ID NO:7)

CDR2: AIVRSGGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:8)
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CDR3: DRRGRGENYILLYSSGRYEY (= SEQ ID NO:9)
va trong do
- mién bién ddi don cua globulin mién dich thir hai d néu chira c4c trinh ty CDR
dudi day:
CDRI1: SYAMG (= SEQ ID NO:13)
CDR2: AISWRSGSTYYADSVKG (= SEQ ID NO:14)
CDR3: DPRGYGVAYVSAYYEY (= SEQ ID NO:15).

5. Polypeptit theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 cac mién bién
dbi don cia globulin mién dich di néu 1a cic mién VHH, va tdt hon 13 c4c mién

VHH duoc lam gidng nhu ctia nguoi.

6. Polypeptit theo diém 1 hozc diém 2, trong d6
- mién bién ddi don cua globulin mién dich thir nhit d4 néu c6 trinh ty axit amin
nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO:19 va
- mién bién dbi don cia globulin mién dich thir hai d4 néu ¢ trinh ty axit amin nhu

duogc thé hién trong SEQ ID NO:22.

7. Polypeptit theo diém 1 hoic diém 3, trong d6
- mién bién dbi don cua globulin mién dich thir nhit d néu cé trinh tu axit amin
nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:20 va
- mién bién ddi don cua globulin mién dich thit hai d néu c6 trinh ty axit amin nhu

duogc thé hién trong SEQ ID NO:23.

8. Polypeptit theo diém 1 hoic diém 4, trong d6
- min bién dbi don cua globulin mién dich thir nhit di néu c6 trinh ty axit amin
nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO:21 va
- mién bién d6i don cta globulin mién dich thir hai 43 néu c6 trinh ty axit amin nhu

duge thé hién trong SEQ ID NO:23.
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11.

12.

13.

14.

15.
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Polypeptit theo diém bat k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong d6 cac mién bién
dbi don cta globulin mi2n dich thir nhit va thit hai d4 néu duoc lién két cong héa
tri v&i nhau bing peptit 1ién két, trong d6 peptit lién két nay tiy ¥ bao gbm hoic chi

bao gdm mién bién d6i don ciia globulin mién dich thit ba.

Polypeptit theo diém 9, trong d6 mién bién dbi don ctia globulin mién dich thit ba
d3 néu 12 mién bién dbi don cua globulin mién dich gén két albumin, va tot hon 13

mién Alb11, duoc x4c dinh bing SEQ ID NO:24.

Polypeptit dugc chon tir nhém bao gdm cac polypeptit bao gébm hozc chi bao gbm
gbébm SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, va SEQ ID NO:27.

Vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa polypeptit theo diém bt ky trong sd cac

diém tir 1 dén 11.
Té bao chi mang vecto biéu hién theo diém 12.

Phuong phép san xuét polypeptit theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11,
gbm céc budc:

- nudi cdy t& bao cha theo diém 13 trong diéu kién ma cho phép su biéu hién ctia
polypeptit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 d@én 11; va

- thu hdi va tly ¥ tinh ché polypeptit nay.

Dugc phdm chira (i) polypeptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 11 lam

thanh phin hoat tinh, va (i) chit mang dugc dung, va tuy y (iii) chét pha loing, ta

duoc, chit phu trg va/hodc chét 1am 6n dinh.
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Fig.2
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Fig.5A
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Fig.5C
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Fig.6A
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Fig.6C
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Fig.7A
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Fig.8A
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DANH MUC TRINH TU
<110> BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

<120> POLYPEPTIT GAN KET PAC HIEU V&I LRP5 VA LRP6, VECTO BIEU HIEN
CHUA AXIT NUCLEIC MA HOA POLYPEPTIT NAY, DUQC PHAM VA PHUONG PHAP
SAN XUAT POLYPEPTIT NAY

<130> P12-0401/WO/1
<160> 47
<170> BiSSAP 1.2

<210> 1

<211> 5

<21l2> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> CDR1 clia Wntl-333E06mod

<400> 1
Thr Tyr Thr Val Gly
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> CDR2 cua Wntl-333E06mod

<400> 2

Ala Ile Arg Arg Arg Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> CDR3 cua Wntl-333E06mod

<400> 3
Asp Thr Arg Thr Val Ala Leu Leu Gln Tyr Arg Tyr Asp Tyr
1 5 10
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<210> 4

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> CDR1 cua Wntl-333G06

<400> 4
Ser Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> CDR2 cua Wntl-333G06

<400> 5

Ala Ile Arg Arg Ser Gly Arg Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 6

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> CDR3 cua Wntl-333G06

<400> 6
Ala Arg Arg Val Arg Ser Ser Thr Arg Tyr Asn Thr Gly Thr Trp Trp
1 5 10 15

Trp Glu Tyr

<210> 7

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> CDR1 cua Wntl-332D03mod

<400> 7
Arg Tyr Thr Met Gly
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<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> CDR2 cla Wntl-332D03mod

<400> 8

Ala Ile Val Arg Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 9

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> CDR3 cua Wntl-332D03mod

<400> 9
Asp Arg Arg Gly Arg Gly Glu Asn Tyr Ile Leu Leu Tyr Ser Ser Gly
1 5 10 15
Arg Tyr Glu Tyr
20

<210> 10

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> CDR1 cua Wnt3a-093A01

<400> 10
Ser Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 11

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> CDR2 cua Wnt3a-093A01

<400> 11
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Ala Ile Ser Trp Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 12

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> CDR3 cua Wnt3a-093A01

<400> 12

Ser Pro Ile Pro Tyr Gly Ser Leu Leu Arg Arg Arg Asn Asn Tyr Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> CDR1l cua Wnt3a-367B1l0

<400> 13
Ser Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 14

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> CDR2 cua Wnt3a-367B10

<400> 14

Ala Ile Ser Trp Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 15

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
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<223> CDR3 cua Wnt3a-367B10

<400> 15
Asp Pro Arg Gly Tyr Gly Val Ala Tyr Val Ser Ala Tyr Tyr Glu Tyr
1 5 10 15

<210> 16

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> CDR1 cua Albll

<400> 16
Ser Phe Gly Met Ser
1 5

<210> 17

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> CDR2 cua Albll

<400> 17

Ser Ile Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 18

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> CDR3 cua Albll

<400> 18
Gly Gly Ser Leu Ser Arg
1 5

<210> 19

<211> 123"

<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao
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<220>
<223> Mié&n VHH Wntl-333E06mod

<400> 19

Ala
1
Ser
Thr
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Trp

val
Leu
Val
Ala
50

Gly
Gln

Ala

Gly

<210> 20
<211l> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 20
Ala Val Gln Leu Val Glu

1
Ser

Ala
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Trp

Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln

Ala

Trp

<210> 21
<211> 129

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Gln

115

8

PRT
Trinh

Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met

Ala

Trp
115

Leu Val Glu
5

Leu Ser Cys

20

Trp Phe Arg

Arg Arg Arg

Phe Thr Ile
70
Asn Ser Leu
85
Thr Arg Thr
100
Gly Thr Leu

ty nhin tao

5
Leu Ser Cys
20
Trp Phe Arg

Arg Arg Ser

Phe Thr Ile
70
Asn Ser Leu
85
Arg Arg Val
100
Glu Tyr Trp

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

val

Val

Mié&n VHH Wntl-333G06

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Arg

Gly

32691

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Pro

Ala

Thr
120

Gly
Ala
Ala
40

Arg
Arg
Pro

Ser

Gln
120

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Leu

105
val

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Glu
Ser

105
Gly

-117-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
920

Thr

Thr

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gln

Ser

Leu
Gly
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Arg

Leu

val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

val

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn

Val

Arg

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val

Asn

Thr
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Tyr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr

110
Val

Gly
15

Thr
Phe
Ser
Vval
Tyr

95
Asp

Gly
15

Ser
Phe
Ser
Vval
Tyr
95

Gly

Ser

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Tyr

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Thr

Ser



<212> PRT
<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> Mién VHH Wnt1-332D03mod

<400> 21

Ala
1
Ser
Thr
Ala
Lys
65
Leu
Ala

Ser

Ser

val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln

Ala

Gly

<210> 22
<211> 12

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 22
Glu Val Gln

1

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met

Asp

Arg
115

6

PRT
Trinh

Ser Leu Arg

Ala
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Tyr

Met
Ala
50

Gly
Gln

Ala

Asp

Gly
35

Ile
Arg
Met

Ser

Tyr
115

Leu
Leu
20

Trp
Val
Phe
Asn
Arg

100
Tyr

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg

Glu

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

Tyr

tuy nhdn tao

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro

100
Trp

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Arg

Trp

Mién VHH Wnt3a-093A01

Val Glu Ser

5
Ser

Phe
Trp
Thr
Ser
85

Ile

Gly

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Pro

Gln

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Tyr

Gly

32691

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Pro

Gly

Gly
120

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Pro

Gly

Thr
120

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Glu

105
Gln

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Ser

105
Leu

-118-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
920

Asn

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu

val

Leu
Leu
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Thr

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Leu

Thr

val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala

Ile

Leu

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala

Arg

val

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
val

Leu

Val
125

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val

Arg

Ser
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Leu

110
Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyx
Arg

110
Ser

Gly
15

Arg
Phe
Ser

Val

Tyr
95
Tyr

Val

Gly
15
Ser

Phe
Ser
val
Tyr

95
Asn

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Ser

Ser

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Asn



<210> 23

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>

<223> Mién VHH Wnt3a-367B10

<400> 23
Glu Val Gln Leu Val Glu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20
Ala Met Gly Trp Phe Arg
35
Ala Ala Ile Ser Trp Arg
50
Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu
85 .
Ala Ala Asp Pro Arg Gly
100
Glu Tyr Trp Gly Gln Gly
115

<210> 24

<211> 115

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Mién VHH Alb1l1l

<400> 24

Glu Val Gln Leu Val Glu

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Gly Met Ser Trp Val Arg

35
Ser Ser Ile Ser Gly Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu

85

Thr Ile Gly Gly Ser Leu
100

Val Ser Ser

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg

Tyr

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Ser

32691

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ser

Arg Asp
Pro Glu
Gly Vval

105

Leu Val
120

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ser Asp

Arg Asp

Pro Glu

Arg Ser
105

-119-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Ala

Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Ser

Leu
Gly
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Tyr

Val

Leu
Phe
Lys
Leu
Ala
75

Thr

Gln

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala

Val

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
val

Ser

Ser
125

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Thr

Val

Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyxr

Ala
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

Gly
15

Ser
Phe
Ser
val
Tyr

95
Tyxr

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyxr

95
Val

Gly
Tyr
Val
vVal
Tyr
80

Cys

Tyr

Asn
Phe
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr
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115

<210> 25

<211> 435

<212> PRT

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> C&u trGc VHH F013500575

<400> 25
Ala Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30
Thr Val Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
35 40 45
Ala Ala Ile Arg Arg Arg Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Asp Thr Arg Thr Val Ala Leu Leu Gln Tyr Arg Tyr Asp TyTr
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
130 135 140
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Vval
145 150 155 160
Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Asn Ser Leu
165 170 175
Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Gly Met
180 185 190
Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ser
195 200 205
Ile Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
210 215 220
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu Gln
225 230 235 240
Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Ile
245 250 255
Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
260 265 270
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
275 280 285
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
290 295 300
Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
305 310 315 320

-120-



Gln
Phe
Arg
Ala
Asn
385
Val

Arg

Ser

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

Pro
Ser
Glu
Asp
370
Thr
Tyr

Arg

Ser

<220>

<223>

<400> 26

Ala
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Trp
Gly
Gly
145
Gly

Pro

Ser

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Trp
Gly
130
Gly
Gly

Gly

Ser

26

439
PRT
Trinh ty nhan tao

Gly
Ser
Phe
355
Ser
Val
Tyr

Asn

Ala
435

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Ala
Trp
115
Gly
Gly
Ser

Asn

Phe

Gly
Tyr
340
Val
Val
Tyr

Cys

Asn
420

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Phe
Asn
Arg
100
Glu
Gly
Ser
Glu
Ser

180
Gly

Ser
325
Ala
Ala
Lys
Leu
Ala

405
Tyr

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Tyr
Ser
Gly
Val
165

Leu

Met

Leu
Met
Ala
Gly
Gln
390

Ala

Asp

Arg
Gly
Ile
Arg
375
Met

Ser

Tyr

32691

Leu
Trp
Ser
360
Phe
Asn

Pro

Trp

Ciu triGc VHH F013500571

Glu Ser Gly

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Val
Trp
Gly
Gly
150
Gln

Arg

Ser

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Arg
Gly
Gly
135
Gly

Leu

Leu

Trp

Ala
Ala
40

Arg
Arg
Pro
Ser
Gln
120
Gly
Gly
Val

Ser

Val

Ser
Phe
345
Trp
Thr
Ser

Ile

Gly
425

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Glu
Ser
105
Gly
Gly
Ser
Glu
Cys

185
Arg

-121-

Cys
330
Arg
Ser
Ile
Leu
Pro

410
Gln

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Thr
Thr
Ser
Gly
Ser
170

Ala

Gln

Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
395

Tyr

Gly

Leu
Gly
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Arg
Leu
Gly
Gly
155
Gly

Ala

Ala

Ala
Ala
Gly
Arg
380
Pro

Gly

Thr

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Val
Gly
140
Gly
Gly

Ser

Pro

Ser
Pro
Ser
365
Asp
Glu

Ser

Leu

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Asn
Thr
125
Gly
Gly
Gly

Gly

Gly

Gly
Gly
350
Thr
Asn
Asp

Leu

val
430

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110
val
Gly
Ser
Leu
Phe

190
Lys

Arg
335
Lys
Tyr
Ser
Thr
Leu

415
Thr

Gly
15

Ser
Phe
Ser
val
Tyr
95

Gly
Ser
Ser
Gly
val
175

Thr

Gly

Thr
Glu
Tyr
Lys
Ala
400

Arg

Val

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Thr
Ser
Gly
Gly
160
Gln

Phe

Leu



Glu
Asp
225
Thr
Tyr
Leu
Gly
Gly
305
Gly
Ala
Ala
Gly
Arg
385
Pro

Gly

Leu

Trp
210
Ser
Leu
Tyr
val
Gly
290
Gly
Gly
Ser
Pro
Ser
370
Asp
Glu

Val

Val

<210> 27
<211> 44

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 27
Ala Val Gln Leu

1

195
Val

Val
Tyr
Cys
Thr
275
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
355
Thr
Asn
Asp
Ala
Thr

435

0

PRT
Trinh

Ser
Lys
Leu
Thr
260
vVal
Gly
Ser
Leu
Gly
340
Lys
Tyr
Ser
Thr
Tyr

420
Val

Ser
Gly
Gln
245
Ile
Ser
Ser
Gly
Val
325
Thr
Glu
Tyr
Lys
Ala
405

vVal

Ser

ty nhin

Ser Leu Arg Leu

20

Thr Met Gly Trp

35

Ala Ala Ile Val

50

Lys Gly Arg Phe

65

Ile
Arg
230
Met
Gly
Ser
Gly
Gly
310
Gln
Phe
Arg
Ala
Asn
390
val

Ser

Ser

tao

Ser
215
Phe
Asn
Gly
Gly
Gly
295
Gly
Pro
Ser
Glu
Asp
375
Thr
Tyr

Ala

Ala

32691

200
Gly

Thr
Ser
Ser
Gly
280
Gly
Gly
Gly
Ser
Phe
360
Ser
vVal

Tyr

Tyxr

C4u trGc VHH F013500720

Val Glu Ser Gly

5

Ser Cys Ala Ala

Phe Arg Gln Ala

40

Arg Ser Gly Gly

55

Thr Ile Ser Arg

70

Ser
Ile
Leu
Leu
265
Gly
Gly
Ser
Gly
Tyr
345
Val
Val
Tyr
Cys

Tyr
425

Gly
Ser
25

Pro

Ser

Asp

-122-

Gly
Ser
Arg
250
Ser
Gly
Ser
Glu
Ser
330
Ala
Ala
Lys
Leu
Ala

410
Glu

Gly
10

Gly
Gly

Thr

Asn

Ser
Arg
235
Pro
Arg
Ser
Gly
vVal
315
Leu
Met
Ala
Gly
Gln
395

Ala

Tyr

Leu
Leu
Lys
Tyr

Ser
75

Asp
220
Asp
Glu
Ser
Gly
Gly
300
Gln
Arg
Gly
Ile
Arg
380
Met

Asp

Trp

Val
Thr
Glu
Tyr

60
Lys

205
Thr

Asn
Asp
Ser
Gly
285
Gly
Leu
Leu
Trp
Ser
365
Phe
Asn

Pro

Gly

Gln
Phe
Arg
45

Ala

Asn

Leu
Ala
Thr
Gln
270
Gly
Gly
Val
Ser
Phe
350
Trp
Thr
Ser

Arg

Gln
430

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr
Lys
Ala
255
Gly
Gly
Ser
Glu
Cys
335
Arg
Arg
Ile
Leu
Gly

415
Gly

Gly
15

Arg
Phe

Ser

val

Ala
Thr
240
vVal
Thr
Ser
Gly
Ser
320
Ala
Gln
Ser
Ser
Arg
400

Tyr

Thr

Gly
Tyr
Val
Val

Tyr
80



Leu
Ala
Ser
Ser
Gly
145
Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
225
Thr
val
Thr
Ser
Gly
305
Ser
Ala
Gln
Ser
Ser
385
Arg

Tyr

Thr

<210>
<211>
<212>

Gln
Ala
Gly
Gly
130
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
210
Asp
Thr
Tyr
Leu
Gly
290
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
370
Arg
Pro

Gly

Leu

28
149
PRT

Met
Asp
Arg
115
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
195
Trp
Ser
Leu
Tyr
Val
275
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
355
Ser
Asp
Glu

Val

Val
435

<213> Trinh

Asn Ser
85

Arg Arg

100

Tyr Glu

Gly Gly
Gly Ser

Ser Glu
165

Asn Ser

180

Phe Gly

Val Ser
Val Lys
Tyr Leu
245
Cys Thr
260
Thr Val
Gly Gly
Gly Ser
Gly Leu
325
Gly Gly
340
Gly Lys
Thr Tyr

Asn Ser

Leu Arg
Gly Arg

Tyr Trp

Ser Gly
135

Gly Gly

150

Val Gln

Leu Arg
Met Ser

Ser Ile
215

Gly Arg

230

Gln Met

Ile Gly
Ser Ser

Ser Gly
295

Gly Gly

310

Val Gln

Thr Phe
Glu Arg
Tyr Ala

375

Lys Asn
390

Asp Thr Ala Val

405
Ala Tyr
420
Thr Val

ty nhan

Val Ser

Ser Ser

tao

32691

Pro
Gly
Gly
120
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
200
Ser
Phe
Asn
Gly
Gly
280
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
360
Asp
Thr
Tyr

Ala

Ala
440

Glu
Glu
105
Gln
Gly
Gly
Val
Ser
185
val
Gly
Thr
Ser
Ser
265
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
345
Phe
Ser
Val

Tyr

Tyr
425

-123-

Asp
20

Asn
Gly
Gly
Ser
Glu
170
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
250
Leu
Gly
Gly
Ser
Gly
330
Tyr
vVal
Val
Tyr
Cys

410
Tyr

Thr
Tyr
Thr
Ser
Gly
155
Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
235
Arg
Ser
Gly
Ser
Glu
315
Ser
Ala
Ala
Lys
Leu
395

Ala

Glu

Ala
Ile
Leu
Gly
140
Gly
Gly
Ala
Ala
Ser
220
Arg
Pro
Arg
Ser
Gly
300
Val
Leu
Met
Ala
Gly
380
Gln

Ala

Tyr

Val
Leu
Val
125
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
205
Asp
Asp
Glu
Ser
Gly
285
Gly
Gln
Arg
Gly
Ile
365
Arg
Met

Asp

Trp

Tyr
Leu
110
Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
190
Gly
Thr
Asn
Asp
Ser
270
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
350
Ser
Phe
Asn

Pro

Gly
430

Tyr
95

Tyr
vVal
Gly
Ser
Leu
175
Phe
Lys
Leu
Ala
Thr
255
Gln
Gly
Gly
val
Ser
335
Phe
Trp
Thr
Ser
Arg

415
Gln

Cys
Ser
Ser
Ser
Gly
160
val
Thr
Gly
Tyr
Lys
240
Ala
Gly
Gly
Ser
Glu
320
Cys
Arg
Arg
Ile
Leu
400

Gly

Gly



<220>
<223> Mié&n VHH F0129093A01

<400> 28

Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Tyr

Ala

His
145

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Asp
Glu

130
His

<210> 29
<211> 15

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 29

Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Trp

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln

Ala

Trp

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Ser
Tyr
115

Gln

His

1

PRT
Trinh

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met

Ala

Trp
115

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro
100
Trp

Lys

His

Val
Ser
Phe
Trp
Thr
Ser
85

Ile
Gly

Leu

His

ty nhin

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Phe
Asn
Arg

100
Glu

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg

Tyr

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Pro

Gln

Ile

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Val

Trp

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr
Gly

Ser
135

Mién VHH F0130333G06

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Arg

Gly

32691

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ser

Arg Asp
Pro Glu

Gly Ser
105

Thr Leu

120

Glu Glu

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Arg Arg

Arg Asp
Pro Glu
Ser Ser

105

Gln Gly
120

-124-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu

Val

Asp

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Thr

Thr

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Leu

Thr

Leu

Leu
Gly
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Arg

Leu

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Arg

Val

Asn
140

val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr

Val

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Arg
Ser

125
Gly

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val

Asn

Thr
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Arg
110

Ser

Ala

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr

110
vVal

Gly
15

Ser
Phe
Ser
val
Tyr
95

Asn

Ala

Ala

Gly
15

Ser
Phe
Ser
Val
Tyr
95

Gly

Ser

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys
Asn

Ala

His

Gly
Tyr
Val
vVal
Tyr
80

Cys

Thr

Ser



32691

Ala Ala Ala Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala

130

135

Ala His His His His His His

145

<210> 30
<211> 148
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 30

Glu
1
Ser
vVal
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Asp

Glu

His
145

Val Gln
Leu Arg

Met Gly
35

Ala Ile

50

Gly Arg

Gln Met
Ala Ser

Tyr Trp
115

Gln Lys

130

His His

<210> 31
<211> 146
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<223>

<400> 31
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

1

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Arg
100
Gly

Leu

His

Val

Ser

Phe

Trp
Thr
Ser
85

Ser

Gln

Ile

150

Trinh tu nhdn tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Ser

Gly

Ser

ty nhdn tao

5

Mié&n VHH F0129093A03

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr

Thr

Glu
135

Mié&n VHH F0130333E06

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Thr Val Gly Trp Phe Arg Gln

35

Ala Ala Ile Arg Arg Arg Gly

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ser Arg

Arg Asp
Pro Glu

Ala Gly
105

Leu Val

120

Glu Asp

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ser Ser

-125-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Arg

Thr

Leu

Gly
10

Gly
Gly

Thr

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Thr

vVal

Asn

Leu

Arg

Lys

Tyr

140

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser

Gly
140

Val
Thr
Glu

Tyr

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Tyr
Ser

125
Ala

Gln
Phe
Arg

45
Ser

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Glu
110

Ala

Ala

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Gly
15

Thr
Phe
Ser
Val
Tyr
95

Leu

Ala

His

Gly
15

Thr
Phe

Ser

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys
Tyr

Ala

His

Gly
Tyr
Val

val



50
Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Ala
Trp Gly
Lys Leu

130

His His
145

<210> 32

Arg
Met
Asp
Gln

115
Ile

<211> 152
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Phe
Asn
Thr
100
Gly

Ser

Thr
Ser
85

Arg

Thr

Glu

Ile
70

Leu
Thr

Leu

Glu

55
Ser

Arg

vVal

Val

Asp
135

<223> Mién VHH F0130332D03

<400> 32

Glu Vval
1
Ser Leu

Thr Met

Ala Ala
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Ala
Ser Asn
Ser Ala

130

Ala Ala
145

<210> 33

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Arg
115

Ala

His

<211> 148
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

Leu

Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Arg
100
Tyr

Ala

His

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Glu

Glu

His

ty nhén

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Gly
Tyr
Gln

His
150

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Arg
Trp
Lys

135
His

<223> Mién VHH F0130367B10

32691

Arg Asp
Pro Glu

Ala Leu
105

Thr Val

120

Leu Asn

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ser

Arg Asp

Pro Glu

Gly Glu
105

Gly Gln

120

Leu Ile

His

-126-

Asn
Asp
90

Leu

Ser

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Asn

Gly

Ser

Ser
75

Thr
Gln

Ser

Ala

Leu
Leu
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr
Thr

Glu

60
Lys

Ala
Tyr
Ala

Ala
140

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Ser

Leu

Glu
140

Asn
Val
Arg
Ala

125
His

Gln
Phe
Arg
45

Ser
Asn
Val
Leu
Val

125
Asp

Thr
Tyr
Tyr
110
Ala

His

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Leu
110

Thr

Leu

val
TyTr
95

Asp

Glu

His

Gly
15

Arg
Phe
Ser
vVal
Tyr
95

Tyr

Val

Asn

Tyr
80

Cys
Tyr
Gln

His

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys
Ser

Ser

Gly



<400> 33

Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Glu

Glu

His
145

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

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Tyr
Gln

130
His

<220>

<223>

<400> 34

Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Tyr

Ala

His

val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Asn
Glu

130
His

34
149
PRT
Trinh

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Trp
115

Lys

His

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Pro
100
Gly

Leu

His

vVal
Ser
Phe
Trp
Thr
Ser
85

Arg

Gln

Ile

Glu
Cys
Arg
Arg
Ile
70

Leu
Gly

Gly

Ser

ty nhin tao

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg
Tyr
Thr

Glu
135

Mié&n VHH F0130378B05

Gln Leu Val Glu Ser

Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Tyxr
115

Gln

His

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Arg
100
Trp

Lys

His

5
Ser

Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Gly

Leu

His

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Val

Gln

Ile

Val
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr
Gly

Ser
135

32691

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ser

Arg Asp
Pro Glu

Gly Val
105

Leu Val

120

Glu Asp

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Arg

Arg Asp
Pro Glu
Ser Thr

105
Thr Leu

120
Glu Glu

-127-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Gly
90

Ala

Thr

Leu

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu

val

Asp

Leu
Gly
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr
val

Asn

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Pro

Thr

Leu

val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Val

Ser

Gly
140

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Pro

Val

Asn
140

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Ser
Ser

125
Ala

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Thr
Ser

125
Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Ala
110

Gly

Ala

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110

Ser

Ala

Gly
15

Ser
Phe
Ser
Val
Tyr
95

Tyr

Ala

His

Gly
15

Ser
Phe
Ser
val
Tyr
95

Ser

Ala

Ala

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Tyr

Ala

His

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys
Arg

Ala

His



145

<210> 35
<211> 14

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 35

Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Tyr

Gln

His
145

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Trp
Lys

130
His

<210> 36
<211> 15

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 36
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

1

7

PRT
Trinh ty nhidn tao

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Gly
115

Leu

His

0

PRT
Trinh tu nhin

Ser Leu Arg

Gly Met Gly

35

Ala Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu
Leu
20

Trp
Thr
Phe
Asn
Arg
100

Gln

Ile

Leu
20
Trp

Ser

Phe

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg

Gly

Ser

5
Ser

Phe
Trp

Thr

Glu
Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu
Gly

Thr

Glu

tao

Cys
Arg
Ser

Ile
70

Mién VHH F0130378A04

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr

Leu

Glu
135

Mié&n VHH F0130372C08

Ala
Gln
Gly

55
Ser

32691

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Arg Arg

Arg Asp
Pro Glu

Tyr Tyr
105

Val Thr

120

Asp Leu

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Arg

Arg Asp

-128-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Tyr

Val

Asn

Gly
10

Gly
Gly

Thr

Asn

Leu
Arg
Lys
Tyxr
Ser
75

Thr
Asp

Ser

Gly

Leu
Arg
Lys
Tyr

Ser
75

vVal
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Ser

Ser

Ala
140

val
Thr
Glu
Tyxr

60
Lys

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Ser
Ala

125
Ala

Gln
Phe
Arg
45

Ala

Asn

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
TyTr
Phe
110

Ala

His

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Thr

Gly
15

Ser
Phe
Ser
val
Tyr
95

Tyr

Ala

His

Gly
15

Asp
Phe

Ser

val

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys
Asp

Glu

His

Gly
Tyr
Val
val

Tyr
80



Leu

Ala

Arg

Ala

His
145

Gln
Ala
Tyr
Ala

130
His

<210> 37
<211> 46

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 37

Glu
1
Ser
Thr
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Ser
Ser
Gly
145
Gly
Gln
Phe
Leu
Ala

225
Thr

vVal
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Asn
Gly
130
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
210

Asp

Thr

Met
Lys
Asn
115
Glu

His

2

PRT
Trinh

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Arg
115
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
195
Trp

Ser

Leu

Asn
Arg
100
Tyr
Gln

His

Ser
85

Arg
Trp

Lys

His

ty nhin

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Arg
100
Tyr
Gly
Gly
Ser
Asn
180
Phe
val

val

Tyr

val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Glu
Gly
Ser
Glu
165
Ser
Gly
Ser
Lys

Leu

Leu
Gly
Gly
Leu

His
150

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Gly
Tyr
Ser
Gly
150
Val
Leu
Met
Ser
Gly

230
Gln

Arg
Arg
Gln

Ile
135

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Arg
Trp
Gly
135
Gly
Gln
Arg
Ser
Ile
215

Arg

Met

32691

Pro
Gly
Gly

120
Ser

Ciu trdGc VHH F013500016

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Pro
Gly
Gly
120
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
200
Ser

Phe

Asn

Glu
Ser
105
Thr

Glu

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Glu
105
Gln
Gly
Gly
val
Ser
185
val
Gly

Thr

Ser

-129-

Asp
90
Val

Leu

Glu

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Asn
Gly
Gly
Ser
Glu
170
Cys
Arg
Ser

Ile

Leu

Thr
Ser
Val

Asp

Leu
Leu
Lys
Tyxr
Ser
75

Thr
Tyr
Thr
Ser
Gly
155
Ser
Ala
Gln
Gly
Ser

235
Arg

Ala
Pro
Thr

Leu
140

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Ser
Leu
Gly
140
Gly
Gly
Ala
Ala
Ser
220

Arg

Pro

Val
Asn
vVal

125
Asn

Gln
Phe
Arg
45

Ser
Asn
Val
Leu
Val
125
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
205
Asp

Asp

Glu

Tyr
Ser
110

Ser

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Leu
110
Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
190
Gly
Thr

Asn

Asp

Tyr
95
Ser

Ser

Ala

Gly
15

Arg
Phe
Ser
val
Tyr
95

Tyxr
val
Gly
Ser
Leu
175
Phe
Lys
Leu

Ala

Thr

Cys
Ser
Ala

Ala

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Ser
Ser
Ser
Gly
160
Val
Thr
Gly
Tyr
Lys

240
Ala



vVal
Thr
Ser
Gly
305
Ser
Ala
Gln
Ser
Ser
385
Arg
Tyxr

Thr

Glu

Tyr
Leu
Gly
290
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
370
Arg
Pro
Gly

Leu

Glu
450

<210> 38
<211> 46

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 38
Glu Val Gln Leu

1
Ser

Thr
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Leu
Met
Ala
50

Gly

Gln

Ala

Tyr
vVal
275
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
355
Ser
Asp
Glu
val
Val

435
Asp

3

PRT
Trinh tu nhén

Arg
Gly
35

Ile
Arg

Met

Asp

Cys
260
Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
340
Gly
Thr
Asn
Gly
Ala
420

Thr

Leu

Leu
20

Trp
Asn
Phe

Asn

Arg
100

245
Thr

Val
Gly
Ser
Leu
325
Gly
Lys
Tyr
Ser
Thr
405
Tyr

Val

Asn

Ile
Ser
Ser
Gly
310
Val
Thr
Glu
Tyr
Lys
390
Ala
Val

Ser

Gly

tao

Gly
Ser
Gly
295
Gly
Gln
Phe
Arg
Ala
375
Asn
val
Ser

Ser

Ala
455

32691

Gly Ser
265

Gly Gly

280

Gly Gly

Gly Gly
Pro Gly

Ser Ser
345

Glu Phe

360

Asp Ser

Thr Vval
Tyr Tyr

Ala Tyr
425

Gly Ala

440

Ala His

C4u trGc VHH F013500018

Val Glu Ser Gly Gly

5
Ser

Phe
Arg
Thr
Ser

85
Arg

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Arg

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ser

Arg Asp
Pro Glu

Gly Glu
105

-130-

250
Leu

Gly
Gly
Ser
Gly
330
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
410
Tyr

Ala

His

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Asn

Ser
Gly
Ser
Glu
315
Ser
Ala
Ala
Lys
Leu
395
Ala
Glu

Glu

His

Leu
Leu
Lys
Tyxr
Ser
75

Thr

Tyr

Arg
Ser
Gly
300
val
Leu
Met
Ala
Gly
380
Gln
Ala
Tyr

Gln

His
460

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys

Ala

Ser

Ser
Gly
285
Gly
Gln
Arg
Gly
Ile
365
Arg
Met
Asp
Trp
Lys

445
His

Gln
Phe
Arg
45

Ser
Asn

Val

Leu

Ser
270
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
350
Ser
Phe
Asn
Pro
Gly
430

Leu

His

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Leu
110

255
Gln

Gly
Gly
Val
Ser
335
Phe
Trp
Thr
Ser
Arg
415

Gln

Ile

Gly
15

Arg
Phe
Ser
Val
Tyr

95
Tyr

Gly
Gly
Ser
Glu
320
Cys
Arg
Arg
Ile
Leu
400
Gly

Gly

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyxr
80

Cys

Ser



Ser
Ser
Gly
145
Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
225
Thr
vVal
Thr
Ser
Gly
305
Ser
vVal
Gln
Gly
Ser
385
Arg
Tyr

Gly

Ser

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

Asn
Gly
130
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
210
Asp
Thr
Tyr
Leu
Gly
290
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
370
Arg
Pro
Ser

Thr

Glu
450

<220>

39
461
PRT
Trinh

Arg
115
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
195
Trp
Ser
Leu
Tyr
Val
275
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
355
Arg
Asp
Glu
Thr
Leu

435
Glu

Tyr Glu
Gly Gly
Gly Ser

Ser Glu
165

Asn Ser

180

Phe Gly

Val Ser
Val Lys

Tyr Leu
245

Cys Thr

260

Thr Val

Gly Gly
Gly Ser
Gly Leu
325
Gly Arg
340
Gly Lys
Thr Tyr
Asn Ser
Asp Thr
405
Leu Pro
420
Val Thr

Asp Leu

tu nhén

Tyxr
Ser
Gly
150
Val
Leu
Met
Ser
Gly
230
Gln
Ile
Ser
Ser
Gly
310
Val
Thr
Glu
Tyr
Lys
390
Ala
Pro

Val

Asn

tao

Trp
Gly
135
Gly
Gln
Arg
Ser
Ile
215
Arg
Met
Gly
Ser
Gly
295
Gly
Gln
Phe
Arg
Ala
375
Asn
Val
Thr

Ser

Gly
455

32691

Gly
120
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
200
Ser
Phe
Asn
Gly
Gly
280
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
360
Asp
Thr
Tyr
Thr
Ser

440
Ala

Gln
Gly
Gly
val
Ser
185
Val
Gly
Thr
Ser
Ser
265
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
345
Phe
Ser
val
Tyr
Ser
425

Gly

Ala

-131-

Gly
Gly
Ser
Glu
170
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
250
Leu
Gly
Gly
Ser
Gly
330
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
410
Arg

Ala

His

Thr
Ser
Gly
155
Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
235
Arg
Ser
Gly
Ser
Glu
315
Ser
Ala
Ala
Lys
Leu
395
Ala
Tyr

Ala

His

Leu
Gly
140
Gly
Gly
Ala
Ala
Ser
220
Arg
Pro
Arg
Ser
Gly
300
val
Leu
Met
Ala
Gly
380
Gln
Ala
Asn

Glu

His
460

Val
125
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
205
Asp
Asp
Glu
Ser
Gly
285
Gly
Gln
Arg
Gly
Ile
365
Arg
Met
Asp
Tyr
Gln

445
His

Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
190
Gly
Thr
Asn
Asp
Ser
270
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
350
Ser
Phe
Asn
Arg
Trp
430

Lys

His

Val
Gly
Ser
Leu
175
Phe
Lys
Leu
Ala
Thr
255
Gln
Gly
Gly
Val
Ser
335
Phe
Arg
Thr
Ser
Arg
415
Gly

Leu

His

Ser
Ser
Gly
160
Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
240
Ala
Gly
Gly
Ser
Glu
320
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
400
vVal

Gln

Ile



32691

<223> C&u trlc VHH F013500021

<400> 39
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
35 40 45
Ala Ala Ile Arg Arg Ser Gly Arg Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Ala Arg Arg Val Arg Ser Ser Thr Arg Tyr Asn Thr Gly Thr
100 105 110
Trp Trp Trp Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
130 135 140
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
145 150 155 160
Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
165 170 175
Pro Gly Asn Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
180 185 190
Ser Ser Phe Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
195 200 205
Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala
210 215 220
Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr
225 230 235 240
Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val
245 250 255
Tyr Tyr Cys Thr Ile Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser Gln Gly Thr
260 265 270
Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
275 280 285
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
290 295 300
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser
305 310 315 320
Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
325 330 335
Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Gly Trp Phe Arg Gln
340 345 350
Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala Ala Ile Ser Trp Arg Ser
355 360 365
Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
370 375 380

-132-



Arg Asp
385

Pro Glu
Gly Vval

Leu Val

Glu Asp
450

<210> 40
<211> 45

Asn
Gly
Ala
Thr

435
Leu

6

<212> PRT
<213> Trinh

<220>

Ser
Thr
Tyr
420
Val

Asn

Lys
Ala
405
Val

Ser

Gly

ty nhidn

Asn
390
Val
Ser

Ser

Ala

tao

Thr
Tyr
Ala
Gly

Ala
455

32691

Val
Tyr
Tyr
Ala

440
His

<223> CAu tric VHH F013500026

<400> 40
Glu Vval
1

Ser Leu

Thr Vval

Ala Ala
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Ala

Trp Gly

Gly Gly
130

Gly Gly

145

Gln Leu

Arg Leu
Ser Trp

Ile Ser
210

Arg Phe

225

Met Asn

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Gln
115
Gly
Gly
Val
Ser
vVal
195
Gly

Thr

Ser

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Phe
Asn
Thr
100
Gly
Gly
Ser
Glu
Cys
180
Arg
Ser

Ile

Leu

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Thr
Ser
Gly
Ser
165
Ala
Gln
Gly

Ser

Arg

Glu
Cys
Arg
Arg
Ile
70

Leu
Thr
Leu
Gly
Gly
150
Gly
Ala
Ala
Ser
Arg

230
Pro

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
vVal
Val
Gly
135
Gly
Gly
Ser
Pro
Asp
215

Asp

Glu

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Pro
Ala
Thr
120
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
200
Thr

Asn

Asp

Tyr
Cys
Tyx
425

Ala

His

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Leu
105
vVal
Gly
Ser
Leu
Phe
185
Lys
Leu

Ala

Thr

-133-

Leu
Ala
410
Glu
Glu

His

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu
Ser
Ser
Gly
val
170
Thr
Gly
Tyr

Lys

Ala

Gln
395
Ala
Tyr

Gln

His

Leu
Arg
Lys
Tyxr
Ser
75

Thr
Gln
Ser
Gly
Gly
155
Gln
Phe
Leu
Ala
Thr

235
Val

Met
Asp
Trp
Lys

His
460

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Gly
Gly
140
Gly
Pro
Ser
Glu
Asp
220

Thr

Tyr

Asn
Pro
Gly
Leu

445
His

Gln
Phe
Arg
45

Ser
Asn
Val
Arg
Gly
125
Gly
Gly
Gly

Ser

Trp
205
Ser

Leu

Tyr

Ser
Arg
Gln

430
Ile

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr
110
Gly
Gly
Ser
Asn
Phe
190
vVal
Val

Tyr

Cys

Leu
Gly
415
Gly

Ser

Gly
15

Thr
Phe
Ser
val
Tyxr
95

Asp
Gly
Ser
Glu
Ser
175
Gly
Ser
Lys

Leu

Thr

Arg
400
Tyr
Thr

Glu

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Tyr
Ser
Gly
Val
160
Leu
Met
Ser
Gly
Gln

240
Ile



Gly
Ser
Gly
Gly
305
Gln
Phe
Arg
Ala
Asn
385
Val
Ser

Ser

Ala

Gly
Gly
Gly
290
Gly
Pro
Ser
Glu
Asp
370
Thr
Tyr
Ala

Gly

Ala
450

Ser
Gly
275
Gly
Gly
Gly
Ser
Phe
355
Ser
Val
Tyr
Tyr
Ala

435
His

<210> 41
<211> 461
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> CAu trdc VHH F013500030

<400> 41

Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly

Gln

Ala

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg

Met

Asp

Leu
260
Gly
Gly
Ser
Gly
Tyr
340
Val
Val
Tyr
Cys
Tyr
420

Ala

His

245
Ser

Gly
Ser
Glu
Ser
325
Ala
Ala
Lys
Leu
Ala
405
Glu

Glu

His

tuy nhdn

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe

Asn

Arg
100

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser

85
Arg

Arg
Ser
Gly
Val
310
Leu
Met
Ala
Gly
Gln
390
Ala
Tyr

Gln

His

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Val

Ser
Gly
Gly
295
Gln
Arg
Gly
Ile
Arg
375
Met
Asp
Trp

Lys

His
455

Ser
Val
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

32691

Ser Gln
265

Gly Gly

280

Gly Gly

Leu Val
Leu Ser

Trp Phe
345

Ser Trp

360

Phe Thr

Asn Ser
Pro Arg
Gly Gln

425
Leu Ile

440
His

Gly Gly
Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Arg
Arg Asp
Pro Glu

Ser Thr
105

-134-

250
Gly

Ser
Glu
Cys
330
Arg
Arg
Ile
Leu
Gly
410

Gly

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Leu

Thr
Ser
Gly
Ser
315
Ala
Gln
Ser
Ser
Arg
395
Tyr

Thr

Glu

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Pro

Leu
Gly
Gly
300
Gly
Ala
Ala
Gly
Arg
380
Pro
Gly

Leu

Glu

vVal
Thr
Glu
Tyr
60

Lys

Ala

Pro

vVal
Gly
285
Gly
Gly
Ser
Pro
Ser
365
Asp
Glu
Val

Val

Asp
445

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn

Val

Thr

Thr
270
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
350
Thr
Asn
Gly
Ala
Thr

430
Leu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Thr
110

255
vVal

Gly
Ser
Leu
Gly
335
Lys
Tyr
Ser
Thr
Tyr
415

Val

Asn

Gly
15

Ser
Phe
Ser
Val
Tyr

95
Ser

Ser
Ser
Gly
val
320
Thr
Glu
Tyr
Lys
Ala
400
Val

Ser

Gly

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Arg



Tyr
Gly
Gly
145
Ser
Asn
Phe
Val
Val
225
Tyr
Cys
Thr
Gly
Gly
305
Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
385
Asp
Val

Leu

Glu

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

Asn
Gly
130
Ser
Glu
Ser
Gly
Ser
210
Lys
Leu
Thr
vVal
Gly
290
Ser
Leu
Arg
Lys
Tyr
370
Ser
Thr
Ser

Val

Asp
450

<220>

42
460
PRT
Trinh

Tyr
115
Ser
Gly
val
Leu
Met
195
Ser
Gly
Gln
Ile
Ser
275
Ser
Gly
val
Thr
Glu
355
Tyr
Lys
Ala
Pro
Thr

435
Leu

Trp
Gly
Gly
Gln
Arg
180
Ser
Ile
Arg
Met
Gly
260
Ser
Gly
Gly
Gln
Phe
340
Arg
Ala
Asn
Val
Asn
420

Val

Asn

Gly
Gly
Gly
Leu
165
Leu
Trp
Ser
Phe
Asn
245
Gly
Gly
Gly
Gly
Pro
325
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
405
Ser

Ser

Gly

tu nhén

Gln
Gly
Gly
150
Val
Ser
vVal
Gly
Thr
230
Ser
Ser
Gly
Gly
Gly
310
Gly
Asp
Phe
Ser
Val
390
Tyr
Ser

Ser

Ala

tao

Gly
Gly
135
Ser
Glu
Cys
Arg
Ser
215
Ile
Leu
Leu
Gly
Gly
295
Ser
Gly
Tyr
Val
Val
375
Tyr
Cys
Ser

Gly

Ala
455

32691

Thr Leu
120
Ser Gly

Gly Gly
Ser Gly

Ala Ala
185

Gln Ala

200

Gly Ser

Ser Arg
Arg Pro

Ser Arg
265

Gly Ser

280

Ser Gly

Glu Vval
Ser Leu

Gly Met
345

Ala Ala

360

Lys Gly

Leu Gln
Ala Ala
Arg Tyr

425
Ala Ala

440
His His

-135-

val
Gly
Gly
Gly
170
Ser
Pro
Asp
Asp
Glu
250
Ser
Gly
Gly
Gln
Arg
330
Gly
Ile
Arg
Met
Lys
410
Asn

Glu

His

Thr
Gly
Gly
155
Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
235
Asp
Ser
Gly
Gly
Leu

315
Leu

Trp
Ser
Phe
Asn
395
Arg
Tyr
Gln

His

vVal
Gly
140
Ser
Leu
Phe
Lys
Leu
220
Ala
Thr
Gln
Gly
Gly
300
Val
Ser
Phe
Trp
Thr
380
Ser
Arg
Trp

Lys

His
460

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

445
His

Ser
Gly
Gly
Gln
Phe
190
Leu
Ala
Thr
Val
Thr
270
Ser
Gly
Ser
Ala
Gln
350
Gly
Ser
Arg
Arg
Gln

430
Ile

Gly
Gly
Gly
Pro
175
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
255
Leu
Gly
Gly
Gly
Ala
335
Ala
Gly
Arg
Pro
Gly
415

Gly

Ser

Gly
Gly
Gly
160
Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
240
Tyr
val
Gly
Gly
Gly
320
Ser
Pro
Arg
Asp
Glu
400
Ser

Thr

Glu



32691

<223> C&u trdc VHH F013500032

<400> 42
Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg

Ala
Ala
Lys
65

Leu
Ala
Tyr
Ser
Gly
145
Val
Leu
Met
Ser
Gly
225
Gln
Ile
Ser
Ser
Gly
305
val
Thr

Glu

Tyr

Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Trp
Gly
130
Gly
Gln
Arg
Ser
Ile
210
Arg
Met
Gly
Ser
Gly
290
Gly
Gln
Phe

Arg

Ala
370

Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Gly
115
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
195
Ser
Phe
Asn
Gly
Gly
275
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu

355
Asp

Leu
20

Trp
Thr
Phe
Asn
Arg
100
Gln
Gly
Gly
val
Ser
180
vVal
Gly
Thr
Ser
Ser
260
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
340

Phe

Ser

Val
5
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85
Arg
Gly
Gly
Ser
Glu
165
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
245
Leu
Gly
Gly
Ser
Gly
325
Tyr

val

val

Glu
Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu
Gly
Thr
Ser
Gly
150
Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
230
Arg
Ser
Gly
Ser
Glu
310
Ser
Ala

Ala

Lys

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr
Leu
Gly
135
Gly
Gly
Ala
Ala
Ser
215
Arg
Pro
Arg
Ser
Gly
295
Val
Leu
Met

Ala

Gly
375

Gly
Ala
Ala
40

Arg
Arg
Pro
Tyr
Val
120
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
200
Asp
Asp
Glu
Ser
Gly
280
Gly
Gln
Arg
Gly
Ile

360
Arg

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Glu
Tyr
105
Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
185
Gly
Thr
Asn
Asp
Ser
265
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
345

Arg

Phe

-136-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
20

Tyr
val
Gly
Ser
Leu
170
Phe
Lys
Leu
Ala
Thr
250
Gln
Gly
Gly
val
Ser
330
Phe

Arg

Thr

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Asp
Ser
Ser
Gly
155
Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
235
Ala
Gly
Gly
Ser
Glu
315
Cys
Arg

Ser

Ile

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Ser
Ser
Gly
140
Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
220
Thr
Val
Thr
Ser
Gly
300
Ser
Ala
Gln

Gly

Ser
380

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Ser
Gly
125
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
205
Asp
Thr
Tyr
Leu
Gly
285
Gly
Gly
Ala
Ala
Arg

365
Arg

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
190
Trp
Ser
Leu
Tyr
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270
Gly
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Ser
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350

Arg
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Ser
Phe
Ser
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Tyr
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Tyr
Gly
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Ser
Asn
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Phe
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Tyr
Cys
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Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
335
Gly

Thr

Asn

Gly
Tyr
val
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Tyr
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Cys
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Ser
Glu
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Ser
Lys
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Val
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Ser
Leu
320
Gly
Lys
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Thr

Leu
450
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Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Tyr
Gly
Gly
145
Ser
Asn
Phe
Val
Val

225
Tyr

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Asn
Gly
130
Ser
Glu
Ser
Gly
Ser
210

Lys

Leu

43
462
PRT
Trinh

Thr
Tyr
Thr
val

435
Asn

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Tyxr
115
Ser
Gly
Val
Leu
Met
195
Ser

Gly

Gln

vVal
Tyr
Gly
420

Ser

Gly

Tyr
Cys
405
Thr

Ser

Ala

ty nhén

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Arg
100
Trp
Gly
Gly
Gln
Arg
180
Ser
Ile

Arg

Met

val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Gly
Gly
Gly
Leu
165
Leu
Trp
Ser

Phe

Asn

Leu
390
Ala
Trp

Gly

Ala

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
vVal
Gln
Gly
Gly
150
Val
Ser
Val
Gly
Thr

230
Ser

Gln
Ala
Trp
Ala

His
455

Ser
Val
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr
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135
Ser
Glu
Cys
Arg
Ser
215

Ile

Leu
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Met
Ala
TIp
Ala

440
His
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Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Pro
Ser
Thr
120
Ser
Gly
Ser
Ala
Gln
200
Gly

Ser

Arg

Asn
Arg
Glu
425
Glu

His

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Glu
Thr
105
Leu
Gly
Gly
Gly
Ala
185
Ala
Ser

Arg

Pro
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Ser
Arg
410
Tyr
Gln

His

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu
Val
Gly
Gly
Gly
170
Ser
Pro
Asp

Asp

Glu

Leu
395
Val
Trp

Lys

His

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Pro
Thr
Gly
Gly
155
Gly
Gly
Gly
Thr
Asn

235
Asp

Arg
Arg
Gly
Leu

His
460

vVal
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Pro
Val
Gly
140
Ser
Leu
Phe
Lys
Leu
220

Ala

Thr

Pro
Ser
Gln

Ile
445

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
Val
Thr
Ser
125
Ser
Gly
val
Thr
Gly
205
Tyr

Lys

Ala

Glu
Ser
Gly

430
Ser

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Thr
110
Ser
Gly
Gly
Gln
Phe
190
Leu
Ala

Thr

val

Asp
Thr
415
Thr

Glu

Gly
15

Ser
Phe
Ser
Val
Tyr
95

Ser
Gly
Gly
Gly
Pro
175
Ser
Glu
Asp

Thr

Tyr

Thr
400
Arg

Leu

Glu

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Arg
Gly
Gly
Gly
160
Gly
Ser
Trp
Ser
Leu

240
Tyxr



Cys
Thr
Gly
Gly
305
Gly
Gly
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Thr
Asn
385
Asp
Thr

Thr

Glu
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Thr
vVal
Gly
290
Ser
Leu
Gly
Lys
Tyr
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Ser
Thr
Arg

Leu

Glu
450

<220>
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PRT
Trinh tu nhin

Ile
Ser
275
Ser
Gly
vVal
Thr
Glu
355
Tyr
Lys
Ala
Tyr
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435
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Gly
260
Ser
Gly
Gly
Gln
Phe
340
Arg
Ala
Asn
Val
Asn
420

Thr

Leu

Glu Val Gln Leu
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Ser Leu Arg

val
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Met
Ala
50

Gly

Gln

Ala

Gly
35

Ile
Arg

Met

Ser

Leu
20

Trp
Asn
Phe

Asn

Arg
100

245
Gly

Gly
Gly
Gly
Pro
325
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
405
Thr

val

Asn

val
Ser
Phe
Trp
Thr
Ser

85
Ser

Ser
Gly
Gly
Gly
310
Gly
Ser
Phe
Ser
Val
390
Tyr
Gly

Ser

Gly

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Ser

Leu
Gly
Gly
295
Ser
Gly
Tyr
val
Val
375
Tyr
Cys
Thr

Ser

Ala
455

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg
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Gly
280
Ser
Glu
Ser
Ala
Ala
360
Lys
Leu
Ala
Trp
Gly

440
Ala
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Ala
Ala
40

Ser
Arg

Pro

Ala

Arg
265
Ser
Gly
val
Leu
Met
345
Ala
Gly
Gln
Ala
Trp
425

Ala
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Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp

Glu

Gly
105
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250
Ser

Gly
Gly
Gln
Arg
330
Gly
Ile
Arg
Met
Ala
410
Trp

Ala

His

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

20
Arg

Ser
Gly
Gly
Leu
315
Leu
Trp
Arg
Phe
Asn
395
Arg
Glu

Glu

His

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Thr

Gln
Gly
Gly
300
Val
Ser
Phe
Arg
Thr
380
Ser
Arg
Tyr

Gln

His
460

val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

Gly
Gly
285
Ser
Glu
Cys
Arg
Ser
365
Ile
Leu
val
Trp
Lys

445
His

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn

val

Tyr

Thr
270
Ser
Gly
Ser
Ala
Gln
350
Gly
Ser
Arg
Arg
Gly
430

Leu

His

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Glu
110

255
Leu

Gly
Gly
Gly
Ala
335
Ala
Arg
Arg
Pro
Ser
415

Gln

Ile

Gly
15

Thr
Phe
Ser
val
Tyr

95
Leu

Val
Gly
Gly
Gly
320
Ser
Pro
Arg
Asp
Glu
400
Ser

Gly

Ser

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys

Tyr
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Gly
Ser
145
Glu
Ser
Gly
Ser
Lys
225
Leu
Thr
Val
Gly
Ser
305
Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
385
Thr
Gln

Ser

Ala
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Tyr
Ser
130
Gly
val
Leu
Met
Ser
210
Gly
Gln
Ile
Ser
Ser
290
Gly
val
Thr
Glu
Tyr
370
Lys
Ala
Tyr

Gly

Ala
450

Trp
115
Gly
Gly
Gln
Arg
Ser
195
Ile
Arg
Met
Gly
Ser
275
Gly
Gly
Gln
Phe
Arg
355
Ser
Asn
val
Arg
Ala

435
His
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<212> PRT
<213> Trinh
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Gly
Gly
Gly
Leu
Leu
180
Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
260
Gly
Gly
Gly
Pro
Ser
340
Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr
420

Ala

His

Gln
Gly
Gly
val
165
Ser
vVal
Gly
Thr
Ser
245
Ser
Gly
Gly
Gly
Gly
325
Thr
Phe
Ser
vVal
Tyr
405
Asp

Glu

His

tu nhin

Gly
Gly
Ser
150
Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
230
Leu
Leu
Gly
Gly
Ser
310
Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
390
Cys
Tyr

Gln

His

tao

Thr
Ser
135
Gly
Ser
Ala
Gln
Gly
215
Ser
Arg
Ser
Gly
Ser
295
Glu
Ser
Thr
Ala
Lys
375
Leu
Ala
Trp

Lys

His
455
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Leu
120
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
200
Ser
Arg
Pro
Arg
Ser
280
Gly
Val
Leu
Val
Ala
360
Gly
Gln
Ala
Gly
Leu

440
His

vVal
Gly
Gly
Gly
Ser
185
Pro
Asp
Asp
Glu
Ser
265
Gly
Gly
Gln
Arg
Gly
345
Ile
Arg
Met
Asp
Gln

425
Ile
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Thr
Gly
Gly
Gly
170
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
250
Ser
Gly
Gly
Leu
Leu
330
Trp
Arg
Phe
Asn
Thr
410

Gly

Ser

Val
Gly
Ser
155
Leu
Phe
Lys
Leu
Ala
235
Thr
Gln
Gly
Gly
vVal
315
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
395
Arg

Thr

Glu

Ser
Ser
140
Gly
Val
Thr
Gly
Tyr
220
Lys
Ala
Gly
Gly
Ser
300
Glu
Cys
Arg
Arg
Ile
380
Leu
Thr

Leu

Glu

Ser
125
Gly
Gly
Gln
Phe
Leu
205
Ala
Thr
Val
Thr
Ser
285
Gly
Ser
Ala
Gln
Gly
365
Ser
Arg
Val

vVal

Asp
445

Gly
Gly
Gly
Pro
Ser
190
Glu
Asp
Thr
Tyr
Leu
270
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
350
Ser
Arg
Pro
Ala
Thr

430
Leu

Gly
Gly
Gly
Gly

175
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr
255
vVal
Gly
Gly
Gly
Ser
335
Pro
Ser
Asp
Glu
Leu
415

val

Asn

Gly
Gly
Ser
160
Asn
Phe
Val
val
Tyr
240
Cys
Thr
Gly
Gly
Gly
320
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
400
Leu

Ser

Gly
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Glu
1
Ser
Thr
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Ser
Ser
Gly
145
Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
225
Thr
Val
Thr
Ser
Gly
305
Ser
Ala

Gln

Gly

Val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Gln
Ala
Asn
Gly
130
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
210
Asp
Thr
Tyr
Leu
Gly
290
Gly
Gly
Ala

Ala

Gly
370

Gln
Arg
Gly
35

Ile
Arg
Met
Asp
Arg
115
Gly
Gly
Gly
Gly
Ser
195
Trp
Ser
Leu
Tyr
Val
275
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro

355
Ser

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Arg
100
Tyr
Gly
Gly
Ser
Asn
180
Phe
Val
Val
Tyr
Cys
260
Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
340

Gly

Thr

Val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Glu
Gly
Ser
Glu
165
Ser
Gly
Ser
Lys
Leu
245
Thr
Val
Gly
Ser
Leu
325
Arg

Lys

Tyr

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Gly
Tyr
Ser
Gly
150
Val
Leu
Met
Ser
Gly
230
Gln
Ile
Ser
Ser
Gly
310
Val
Thr

Glu

Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Arg
Trp
Gly
135
Gly
Gln
Arg
Ser
Ile
215
Arg
Met
Gly
Ser
Gly
295
Gly
Gln
Phe

Arg

Ala
375

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Ser

Arg Asp
Pro Glu

Gly Glu
105

Gly Gln

120

Gly Gly

Gly Gly
Leu Val

Leu Ser
185

Trp Val

200

Ser Gly

Phe Thr
Asn Ser

Gly Ser
265

Gly Gly

280

Gly Gly

Gly Gly
Pro Gly
Ser Ser

345
Glu Phe

360
Asp Ser
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Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Asn
Gly
Gly
Ser
Glu
170
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
250
Leu
Gly
Gly
Ser
Gly
330
Tyr

Val

vVal

Leu
Leu
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Tyr
Thr
Ser
Gly
155
Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
235
Arg
Ser
Gly
Ser
Glu
315
Ser
Ala

Ala

Lys

Val
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Ser
Leu
Gly
140
Gly
Gly
Ala
Ala
Ser
220
Arg
Pro
Arg
Ser
Gly
300
Val
Leu
Met

Ala

Gly
380

Gln
Phe
Arg
45

Ser
Asn
Val
Leu
val
125
Gly
Gly
Gly
Ser
Pro
205
Asp
Asp
Glu
Ser
Gly
285
Gly
Gln
Arg
Gly
Ile

365
Arg

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Leu
110
Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
190
Gly
Thr
Asn
Asp
Ser
270
Gly
Gly
Leu
Leu
Trp
350

Ser

Phe

Gly
15

Arg
Phe
Ser
val
Tyr
95

Tyr
vVal
Gly
Ser
Leu
175
Phe
Lys
Leu
Ala
Thr
255
Gln
Gly
Gly
Val
Ser
335
Phe

Trp

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Ser
Ser
Ser
Gly
160
Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
240
Ala
Gly
Gly
Ser
Glu
320
Cys
Arg

Ser

Ile



Ser Arg Asp

385

Arg Pro Glu

Tyr Gly Ser

Gly Thr Leu

435

Ser Glu Glu
450

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

<220>
<223>

<400>

46
457
PRT
Trinh

Asn
Asp
Leu
420

Val

Asp

Ser
Thr
405
Leu

Thr

Leu

tu nhin

Lys
390
Ala
Arg

Val

Asn

tao

Asn
val
Arg
Ser

Gly
455
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Thr
Tyr
Arg
Ser

440
Ala
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46

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Thr Val Gly

35

Ala Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Ala Asp

Trp Gly Gln

115

Gly Gly Gly
130
Gly Gly Gly

145

Gln Leu Val

Arg Leu Ser

Ser Trp Val

195

Ile Ser Gly
210
Arg Phe Thr

225

Met Asn Ser

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Phe
Asn
Thr
100
Gly
Gly
Ser
Glu
Cys
180
Arg
Ser

Ile

Leu

val
Ser
Phe
Arg
Thr
Ser
85

Arg
Thr
Ser
Gly
Ser
165
Ala
Gln
Gly

Ser

Arg

Glu
Cys
Arg
Arg
Ile
70

Leu
Thr
Leu
Gly
Gly
150
Gly
Ala
Ala
Ser
Arg

230
Pro

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
val
Val
Gly
135
Gly
Gly
Ser
Pro
Asp
215

Asp

Glu

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Pro
Ala
Thr
120
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
200
Thr

Asn

Asp

Val
Tyr
Asn
425

Gly

Ala

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Leu
105
Val
Gly
Ser
Leu
Phe
185
Lys
Leu

Ala

Thr
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Tyr
Cys
410
Asn

Ala

His

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu
Ser
Ser
Gly
Val
170
Thr
Gly
Tyr

Lys

Ala

Leu
395
Ala
Tyr

Ala

His

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Gln
Ser
Gly
Gly
155
Gln
Phe
Leu
Ala
Thr

235
Val

Gln
Ala
Asp
Glu

His
460

vVal
Thr
Glu
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Gly
Gly
140
Gly
Pro
Ser
Glu
Asp
220

Thr

Tyr

Met
Ser
Tyr
Gln

445
His

Gln
Phe
Arg
45

Ser
Asn
val
Arg
Gly
125
Gly
Gly
Gly
Ser
Trp
205
Ser

Leu

Tyr

Asn
Pro
Trp
430

Lys

His

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr
110
Gly
Gly
Ser
Asn
Phe
190
vVal
vVal

Tyr

Cys

Ser
Ile
415
Gly

Leu

His

Gly
15

Thr
Phe
Ser
vVal
Tyr
95

Asp
Gly
Ser
Glu
Ser
175
Gly
Ser
Lys

Leu

Thr

Leu
400
Pro

Gln

Ile

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys
Tyr
Ser
Gly
val
160
Leu
Met
Ser
Gly
Gln

240
Ile



Gly
Ser
Gly
Gly
305
Gln
Phe
Arg

Ala

Asn

385"

Val
Arg
Ser

Gly
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Gly
Gly
Gly
290
Gly
Pro
Ser
Glu
Asp
370
Thr
Tyr
Arg

Ser

Ala
450

Ser
Gly
275
Gly
Gly
Gly
Ser
Phe
355
Ser
Val
Tyr
Asn
Gly

435
Ala
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<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> CAu trdc VHH F013500053
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Glu
1
Ser
Ala
Ala
Lys
65

Leu

Ala

val
Leu
Met
Ala
50

Gly

Gln

Ala

Leu
260
Gly
Gly
Ser
Gly
Tyr
340
Val
Val
Tyr
Cys
Asn
420

Ala

His

245
Ser

Gly
Ser
Glu
Ser
325
Ala
Ala
Lys
Leu
Ala
405
Tyr

Ala

His

Arg
Ser
Gly
Val
310
Leu
Met
Ala
Gly
Gln
390
Ala
Asp

Glu

His

tao

Ser
Gly
Gly
295
Gln
Arg
Gly
Ile
Arg
375
Met
Ser
Tyr

Gln

His
455
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Ser
Gly
280
Gly
Leu
Leu
Trp
Ser
360
Phe
Asn
Pro
Trp
Lys

440
His

Gln Leu Val Glu Ser Gly

Arg
Gly
35

Ile
Arg

Met

Ser

Leu
20

Trp
Ser
Phe

Asn

Pro
100

5
Ser

Phe
Trp
Thr
Ser

85
Ile

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Pro

Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Tyr

Ala
Ala
40

Gly
Arg

Pro

Gly

Gln
265
Gly
Gly
Val
Ser
Phe
345
Trp
Thr
Ser
Ile
Gly
425

Leu

His

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Ser
105
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250
Gly

Gly
Ser
Glu
Cys
330
Arg
Ser
Ile
Leu
Pro
410

Gln

Ile

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Leu

Thr
Ser
Gly
Ser
315
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
395
Tyr

Gly

Ser

Leu
Arg
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Leu

Leu
Gly
Gly
300
Gly
Ala
Ala
Gly
Arg
380
Pro
Gly

Thr

Glu

vVal
Thr
Glu
Tyr
60

Lys

Ala

Arg

val
Gly
285
Gly
Gly
Ser
Pro
Ser
365
Asp
Glu
Ser

Leu

Glu
445

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn

Val

Arg

Thr
270
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
350
Thr
Asn
Asp
Leu
val

430
Asp

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Arg
110

255
Val

Gly
Ser
Leu
Arg
335
Lys
Tyr
Ser
Thr
Leu
415

Thr

Leu

Gly
15

Ser
Phe
Ser
vVal
Tyr

95
Asn

Ser
Ser
Gly
Val
320
Thr
Glu
Tyr
Lys
Ala
400
Arg

Val

Asn

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Asn



Tyr
Gly
Gly
145
Ser
Asn
Phe
Val
Val
225
Tyr
Cys
Thr
Gly
Gly
305
Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
385
Asp
Thr

Thr

Glu

Asp
Gly
130
Ser
Glu
Ser
Gly
Ser
210
Lys
Leu
Thr
Val
Gly
290
Ser
Leu
Gly
Lys
Tyr
370
Ser
Thr
Arg

Leu

Glu
450

Tyr
115
Ser
Gly
Val
Leu
Met
195
Ser
Gly
Gln
Ile
Ser
275
Ser
Gly
Val
Thr
Glu
355
Tyxr
Lys
Ala
Tyr
Val

435
Asp

Trp
Gly
Gly
Gln
Arg
180
Ser
Ile
Arg
Met
Gly
260
Ser
Gly
Gly
Gln
Phe
340
Arg
Ala
Asn
Val
Asn
420

Thr

Leu

Gly
Gly
Gly
Leu
165
Leu
Trp
Ser
Phe
Asn
245
Gly
Gly
Gly
Gly
Pro
325
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
405
Thr

Val

Asn

Gln
Gly
Gly
150
Val
Ser
Val
Gly
Thr
230
Ser
Ser
Gly
Gly
Gly
310
Gly
Ser
Phe
Ser
Val
390
Tyr
Gly

Ser

Gly

Gly
Gly
135
Ser
Glu
Cys
Arg
Ser
215
Ile
Leu
Leu
Gly
Gly
295
Ser
Gly
Tyr
Val
Val
375
Tyr
Cys
Thr

Ser

Ala
455
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Thr
120
Ser
Gly
Ser
Ala
Gln
200
Gly
Ser
Arg
Ser
Gly
280
Ser
Glu
Ser
Ala
Ala
360
Lys
Leu
Ala
Trp
Gly

440
Ala

Leu
Gly
Gly
Gly
Ala
185
Ala
Ser
Arg
Pro
Arg
265
Ser
Gly
vVal
Leu
Met
345
Ala
Gly
Gln
Ala
Trp
425

Ala

His
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Val
Gly
Gly
Gly
170
Ser
Pro
Asp
Asp
Glu
250
Ser
Gly
Gly
Gln
Arg
330
Gly
Ile
Arg
Met
Ala
410
Trp

Ala

His

Thr
Gly
Gly
155
Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
235
Asp
Ser
Gly
Gly
Leu
315
Leu
Trp
Arg
Phe
Asn
395
Arg
Glu

Glu

His

Val
Gly
140
Ser
Leu
Phe
Lys
Leu
220
Ala
Thr
Gln
Gly
Gly
300
Val
Ser
Phe
Arg
Thr
380
Ser
Arg
Tyr

Gln

His
460

Ser
125
Ser
Gly
val
Thr
Gly
205
Tyr
Lys
Ala
Gly
Gly
285
Ser
Glu
Cys
Arg
Ser
365
Ile
Leu
Val
Trp
Lys

445
His

Ser
Gly
Gly
Gln
Phe
190
Leu
Ala
Thr
vVal
Thr
270
Ser
Gly
Ser
Ala
Gln
350
Gly
Ser
Arg
Arg
Gly
430

Leu

His

Gly
Gly
Gly
Pro
175
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
255
Leu
Gly
Gly
Gly
Ala
335
Ala
Arg
Arg
Pro
Ser
415

Gln

Ile

Gly
Gly
Gly
160
Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
240
Tyr
Val
Gly
Gly
Gly
320
Ser
Pro
Arg
Asp
Glu
400
Ser

Gly

Ser





