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Linh vue k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé da dic hiéu, phuong phép san xuét khang thé

da dc hiéu va dugc phim chira khang thé nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc protein dugc thiét k&, nhw khang thé dic hiéu kép hogc khang thé da ddc
hiéu c¢6 kha ning gén két hai hodc nhiéu khang nguyén 14 da biét trong linh vuc k¥
thuét. Céc protein gin két da didc hidu nay c6 thé dugc tao ra nho st dung k¥ thuat

dung hop té bao, lién hop héa hoc, hodc ADN tai td hop.

Gén day, c6 rat nhidu kiéu khang thé da dac hiéu tai to hop khéc nhau da dugce
phat trién, vi du khang thé dac hiéu kép hoa tri bdn, b?mg cach dung hop, vi du, kiéu
khang thé IgG va mién chudi don (xem, vi du, Coloma, M.J., et. al., Nature Biotech.
15 (1997) 159-163; WO 2001/077342; va Morrison, S.L., Nature Biotech. 25
(2007) 1233-1234).

Tuong tu, mot vai kiéu méi khac trong d6 ciu trac nhan khang thé (IgA, IgD,
IgE, 1gG hodc [gM) khong con gift lai nhu khang thé thé doi, khang thé thé ba hoic
khéng thé thé bdn, khang thé nhé, mot vai kiéu chudi don (scFv, Bis-scFv), ¢6 kha
ning gin két hai hoic nhiéu khang nguyén, di dugc phat trién (Holliger, P., et. al,
Nature Biotech. 23 (2005) 1126-1136; Fischer, N., and Léger, O., Pathobiology 74
(2007) 3-14; Shen, J., et. al., J. Immunol. Methods 318 (2007) 65-74; Wu, C., et al.,
Nature Biotech. 25 (2007) 1290-1297).

T4t c4 cac kiéu néu trén déu st dung tac nhén lién két ¢é dung hop nhén khang
thé (IgA, IgD, IgE, IgG hoic IgM) véi protein gin két khac (vi du, scFv) hodc dung
hop, vi dy, hai manh Fab hodc scFv (Fischer, N., and Léger, O., Pathobiology 74
(2007) 3-14). Trong khi thdy ring tic nhan lién két c6 nhidu wu diém trong viéc xir
ly k¥ thuat cac khang thé ddc hiéu kép, nhung chiing cling c6 thé gy ra mot sé van
d& trong cac trudong hop didu tri. Trén thuc té, cac peptit ngoai lai nay c6 thé tao ra
dap tng mién dich dua trén chinh tic nhén lién két hodc diém ndi giita protein va

tac nhan lién két. Hon nita, ban chét linh dong ctia cAc peptit ndy khién chung c6 xu
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hudng bi phan cét phan giai protein nhiéu hon, c6 thé dan dén khang thé kém 6n
dinh hon, két tu va tinh sinh mién dich tang. Ngoai ra, c6 thé mong mubn gitr lai cac
chtrc nang tac dong, vi nhu, tinh gdy doc té bao phu thudc bd thé (CDC) hogc tinh
gdy doc té bao phu thudc khéng thé (ADCC), dugc didu tiét thong qua phan Fc bing

cach duy tri mirc d9 twong ddng cao v6i khing thé 6 trong tu nhién.

Do do, Iy tuong 1a, ngudi co hiéu biét trung binh nén tap trung vao viéc phat
trién khang thé dic hiéu kép co cAu tric tbng quat rat gidng véi chu trac tong quat
ctia khang thé c6 trong trr nhién (nhu IgA, IgD, IgE, IgG hodc IgM) véi sai 1&ch nho
o V@i trinh tg & nguoi.

Trong mdt khia canh, khang thé dic hiéu kép rat giéng véi khang thé tu nhién
dugc san xudt bang cach sit dung cong nghé dung hop khéang thé quadroma (xem
Milstein, C., and Cuello, A.C., Nature 305 (1983) 537-540) dua trén qud trinh dung
hop phan sinh dudng cua hai dong té bao lai bidu hién khang thé don dong chudt
khac nhau c6 tinh dic hiéu mong mudn ciia khang thé dic hiéu kép. Do viéc ghép
cip nghu nhién ca hai chudi ning va chudi nhe khac nhau cia khang thé trong
dong té bao lai (hoic dung hop khang thé quadroma) thu dugc, nén cé dén mudi
loai khang thé khac nhau duoc tao ra, trong d6 chi co duy nhit mot khang thé 1a
khang thé dic hidu kép c6 chic ning mong muén. Do sy c6 mat cia cac san phim
phu ghép cédp sai, va hiéu suit bi giam déng ké, nén can c6 cac quy trinh tinh ché
tinh vi (xem, vi du, Morrison, S.L., Nature Biotech. 25 (2007) 1233-1234). Nhin
chung, néu str dung céc k¥ thuat biéu hién tai t6 hop thi van tdn tai vin d& céc san

pham phu ghép cip sai.

Mot phuong phap dé giai quyét van dé san pham phu ghép cip sai, da duoc
biét dén 1a phuong phép “tra khoa vao 6”, phuong phéap nay tap trung vao viéc bét
budc ghép cip hai chudi ning cta khang thé khac nhau bang cach dwa cac dot bién
vao mién CH3 dé thay dbi bé mat tiép xuc gitta hai khang thé nay. O mdt chudi, cac
axit amin 16n dugc thay thé bang céc axit amin ¢6 mach bén ngén dé tao ra phan
«d”. Nguoc lai, cic axit amin c¢6 mach bén 16n dugc dua vao mién CH3 con lai, dé
tao ra phan “khéa”. Bing cach ciing bidu hién, hai chudi ning nay (va hai chudi nhe
gidng nhau, cin phai tuong thich véi ca hai chudi ning), quan sét thdy hiéu suét tao

ra di dime cao (‘phan “khda”-phan “6”’) so v6i hiéu suat tao ra dong dime (‘phén
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“8”-phan “&” hodc ‘phan “khoa”-phan “khoa”’) (Ridgway, J.B., et al., Protein Eng.
9 (1996) 617-621; va WO 96/027011). S6 lugng di dime c6 thé tang thém nita bang
cach stra ddi bé mat tiép xuc cla hai mién CH3 bang cach st dung phuong phap
biéu hién thuc khun thé va dua vao lién két cdu disulfua dé lam 6n dinh céc di
dime (Merchant, A.M., et al., Nature Biotech. 16 (1998) 677-681; Atwell, S., et al.,
J. Mol. Biol. 270 (1997) 26-35). Cac phuong phap st dung cong nghé “tra khoa
vao &7 duge mo ta trong, vi du, EP 1 870 459 Al. Miac du cac phuong phép ndy co6
vé rét thu hut, nhung hién lai khong chira dit liéu mo ta viéc thyc hién trén lam
sang. M6t didu kién quan trong cia phuong phép 1a chudi nhe ctia hai khang thé gdc
phai giéng nhau dé tranh dugc viée ghép cip sai va tao ra cac phéan tir khong c6 hoat
tinh. Do d6, k¥ thuat nay khéng thich hop lam nén tang dé d& dang phaét trién khang
thé tai t& hop, dac hiéu ba hodc dac hiéu bén véi ba hogc bén khang nguyén st dung
hai khang thé khang khang nguyén thi nhét va tht hai vi chudi ning cua cac khang
thé nay va/hodc cac chudi nhe gidng nhau trudc tién can dugc t6i wu hoa va sau d6
bd sung cac peptit lién két khang nguyén khéc lién két khang nguyén thit ba va thir

tu.

WO 2006/093794 d& cép dén ché phim lién két v6i protein dang di dime.
WO 99/37791 mb ta cac dan xuit khang thé da chtrc niang. Morrison, S.L., et al., J.
Immunol. 160 (1998) 2802-2808 d& cap dén anh huéng khi trao doi mién clia vung
bién d6i dén cac dic tinh chirc ning cta IgG.

WO 2013/02362 d& cap dén polypeptit dugc di dime hoa. WO 2013/12733 dé
cap dén polypeptit bao gbm ving Fc & dang di dime. WO 2012/131555 & cap dén
globulin mién dich di dime dugc xr ly k¥ thudt. EP 2647707 dé cap dén globulin
mién dich di dime dugc xt ly k¥ thuat.

WO 2013/026835 @& cap dén khang thé Fc ddc hiéu kép ty do c6 dudng
chuyén mién. WO 2009/080251, WO 2009/080252, WO 2009/080253,
WO 2009/080254 va Schaefer, W. et al, PNAS, 108 (2011) 11187-1191 d& cap dén
khang thé IgG dac hiéu kép hoa tri hai co su chuyén mién.

Khang thé da dic hiéu c6 sy thay thé/trao d6i VH/VL & ciing lién két d¢ tranh
viéc ghép cap sai chudi nhe (CrossMab""Vh) duge mod ta trong WO2009/080252,
(cling xem trong tai liéu Schaefer, W. et al, PNAS, 108 (2011) 11187-1 191) la gidm
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rd rét cac san phidm phu do viéc ghép cip sai chudi nhe khang khang nguyén thi
nhét véi chudi ning khang khang nguyén thtr hai khong chinh xac gay ra (so véi cac
phuong phép khong co su trao d6i mién nhu vay). Tuy nhién ché pham chira chiing
khong hoan toan khong c6 céc san phdm phu. San phdm phu chi yéu dua trén twong
tac kiéu Bence—Jones - ciing xem trong tai li€u Schaefer, W. et al, PNAS, 108

(2011) 11187-1191; trén Fig.S1I cta phu luc).

Do d6, van ¢6 nhu cau vé viéc lam gidm hon nita cic san pham phu nay lam

cai thién, vi du, hiéu suét cia khang thé dic hidu kép.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Sang ché d& cap dén khang thé da dic hiéu, trong d6 khang thé nay chira:

a) chudi nhe thir nhét va chudi ning thir nhit ctia khang thé th nhit ma gin

két dic hiéu v6i khang nguyén thi nhét; va

b) chudi nhe thir hai va chudi ning thtr hai ciia khang thé thir hai ma gén két
dic hiéu voi khang nguyén thr hai, va trong d6 mién bién db6i VL va VH trong
chudi nhe tht hai va chudi ning tht hai cua khang thé thit hai duge ddi chd cho

nhau; va
trong do:

i) trong mién cb dinh CL cta chudi nhe tht nhit trong a) axit amin & vi trf 124
dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh s6 theo hé
théng dénh sé Kabat) (theo mot phwong an wu tién, doc 14p bing lysin (K) hoac
arginin (R)), va trong d¢ trong mién ¢ dinh CH1 cua chudi ning tha nhéit trong a)
axit amin & vi tri 147 ho#c axit amin & vi tri 213 duoc thay thé doc 1ap béng axit

glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo hé théng danh s Kabat EU); hodc

ii) trong mién ¢b dinh CL ctia chudi nhe tht hai trong b) axit amin & vi trf 124
duge thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh sd theo hé
théng danh sé Kabat) (theo mot phuong an uu tién, doc 1ap bang lysin (K) hodc
arginin (R)), va trong do trong mién c¢b dinh CHI cta chudi ning tht hai trong b)
axit amin & vi tri 147 ho#c axit amin & vi tri 213 duoc thay thé doc lap bang axit

glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo hé théng danh s Kabat EU).
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Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuét phuong phép san xuét khang thé

da ddc hidu theo sang ché, trong d6 phuong phép nay bao gdm cac budc:
A) bién nap té bao vat chi bang cac vecto chita cac phan ti axit nucleic ma
hoéa:
a) chudi nhe thir nhit va chudi ning thi nhit cua khang thé thtr nhat ma gin két

dic hiéu véi khang nguyén thir nhét; va

b) chudi nhe thtr hai va chudi ning th hai cia khang thé thi hai ma gan két dic
hiéu v6i khang nguyén thi hai, trong 6 mién bién d6i VL va VH trong chudi
nhe tht hai va chudi ning tht hai cua khéng thé tht hai dugc ddi chd cho

nhau; va
trong do:

i) trong mién ¢ dinh CL cta chudi nhe thir nhét trong a) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (d4nh sb
theo hé théng danh s6 Kabat) (theo mot phuong an uu tién doc 1ap bang lysin
(K) hoic arginin (R)), va trong d6 trong mién ¢ dinh CH1 cua chudi ning thi
nhét trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 dugc thay thé
doc lap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo hé thdng
danh sb Kabat EU); hodc

ii) trong mién ¢6 dinh CL cta chudi nhe tht hai trong b) axit amin & vi tri 124
dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh s6
theo hé théng danh s Kabat) (theo mot phwong an uu tién doc lap bang lysin
(K) hoic arginin (R)), va trong do trong mién ¢ dinh CH1 cta chudi ning tha
hai trong b) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi trf 213 dugc thay thé doc
lap bing axit glutamic (E) hoic axit aspartic (D) (danh sé theo hé thong dénh
s6 Kabat EU).

B) nudi cdy té bao vat chi trong cac didu kién cho phép tong hop phan t

khang thé néu trén; va
C) thu hdi phan tir khang thé néu trén tr moi trudng nudi cly.

Theo mdt phuong an khéac, sang ché dé xuét axit nucleic ma héa trinh ty axit

amin cta khang thé da dic hiéu theo sang ché.
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Theo mot phuong 4n khéc, séng ché dé xuét vecto biéu hién chtra axit nucleic

theo sang ché c6 kha ning bicu hién axit nucleic néu trén trong t€ bao vét chu.

Theo mot phuong an khéc, sang ché d& xuét té bao vat chti chira vecto theo

sang ché.

Theo mot phuong an khéc, sang ché d& xuét ché pham, vi du, duoc pham hoic

ché pham chan doan bénh, chita khang thé theo séng ché.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché @ xuit dugc pham chira khang thé theo

sang ché va it nhit mot ta dugc duge dung.

Theo mot phuong &n khéc, sang ché @& xuit phuong phép diéu tri cho bénh
nhan can diéu tri, dic trung béi viéc cho bénh nhén nay dung luong hitu hi€u cho
tac dung diéu tri bénh ctia khéng thé theo sang ché.

Theo sang ché, ty 1 gitta khang thé da dic hiéu mong mudn véi san pham phu
kidu Bence Jones chu yéu khong mong muén c6 thd duge cai thién bang viéc dua
vao cac thay thé axit amin tich dién c6 dién tich trai diu & vi trf axit amin dic hiéu
trong mién CH1 va CL.

MO ta viin tit cac hinh vé

Fig.1. Mot s6 vi du v& khang thé da dic hi¢u theo sang ché ¢6 su thay thé mién
VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va céc dot bién dic hiéu trong mot bé mit
chung ctia mién CH1/CL:

it nhat 12 axit amin & vi tri 124 ciia mién CL dugc thay thé doc lap bang lysin

(K), arginin (R) ho#c histidin (H) (danh s6 theo hé thdng danh sé Kabat), va

it nhat 13 axit amin & vi tri 147 cla mién CHI hodc axit amin & vi tri 213 cuia

mién CH1 duoc thay thé doc 14p bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D)

(danh sb theo hé thdng danh sé Kabat EU).

Fig.1A: thay thé midn VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va dot bién dac
hiéu trong bé mit chung cia mién CH1/CL ctia nhanh lién két khang thé con lai.

Fig.1B: thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két khéng thé va dot bién dac

hiéu & bé mit chung cla mién CH1/CL ctia cing mot nhénh lién két khang thé.
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Fig.1C: thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va cac dot bién
dac hiéu & bé mit chung cua mién CH1/CL cta nhanh lién két khang thé con lai, va
cac cai bién cta bé mit chung mién CH3/CH3 dé gia ting qua trinh di dime hoa
chudi ning (vi nhu cong nghé phuong phap “tra khoa vao 6 hodc cong nghé di
dime héa khéc vi nhu thay thé cac axit amin tich dién bang dién tich trai du tuong

rng cda chung).

Fig.2A. Vi du v& khang thé da dic hidu c6 sy thay thé mién VH/VL & mot
nhénh lién két khang thé va khong c6 dot bién & mot bé mat chung clia mién
CHI1/CL (phia bén tréi) va san pham phu chu yéu ctia khang thé da dic hiéu nay (do
twong tac mién kiéu Bence jones cua VL-VL)- cac bién thé co thé c6 khac dudi
dang san phdm phu tiém an khong phat hién ra duoc bing phép do phd khéi truc
tiép; hodc bang phép do phd khdi sau khi phan huy plasmin hodc LysC bing cach

phén tich cdc manh Fab cta nd.

Fig.2B. Ngudn gbc san pham phu chu yéu cua khang thé da dic hiéu co sy
thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va khong c6 dot bien ¢ mot

bé mit chung cla mién CH1/CL (do twong tac mién kiéu Bence jones ciia VL-VL).

Fig.3. Fig.3A: trinh ty axit amin kidu dai (wt) trong mién CH1 (hai isotyp IgG
duoc thé hién) co cac axit amin duge gach chan va boi ddm & vi tri 147 va 213

(danh sb theo hé thdng d4nh s6 Kabat EU).

Fig.3B: trinh ty axit amin kiéu dai (wt) trong mién CL cua isotyp kappa c6 cac
axit amin duoc gach chin va bdi dam & vi tri 124 va 123 (d4nh s6 theo hé thong
danh sb Kabat).

Fig.3C: trinh ty axit amin kiéu dai (wt) trong mién CL cua isotyp lambda c6
c4c axit amin dugc gach chan va boi dam & vi tri 124 va 123 (danh s6 theo hé théng
danh sb Kabat).

Fig.4. Fig.4A: giam luong san pham phu kiéu Bence-Jones chil yéu bang cac
thay thé axit amin tich dién don 1¢ theo sang ché trong bé miat chung CH1/CL.

Céc vi du v& khang thé da dac hiéu khéng Ang2-VEGF theo sang ché ¢6 su

trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb™ ™).
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So sanh thay thé axit amin kiéu dai (wt) va t6 hop khic nhau cuia céc thay thé

axit amin tich dién riéng 1é

1) khang thé da dic hidu khang Ang2-VEGF CrossMAb"""* kiéu dai (wt)
khong c6 sy thay thé axit amin cu thé trong bé mit chung CH1/CL,

2) khang thé da dic hiéu khang Ang2-VEGF theo sang ché i) c6 cac thay thé &
vi tri 124 caa mién CL, va & vi tri 147 cta mién CH1 (danh sb theo hé théng danh
s& Kabat EU) hoic ii) ¢6 c4c thay thé & vi tri 124 ctia mién CL, va & vi tri 213 cta
mién CH1 (dé4nh sé theo hé théng dénh sé Kabat EU),

3) cac khéng thé da dic hiéu khang Ang2-VEGF CrossMAb" ' khac c6 su
thay thé & cac vi tri khac nhau

Fig.4B: Trinh tu (SEQ ID NO) cua khang thé da dic hiéu trong do cac két qua
dugc thé hién trén Fig 4A.

Fig.5. Fig.5A: giam luong san pham phu kidu Bence-Jones chil yéu bang cac
thay thé axit amin tich dién khac nhau trong bé mit chung CH1/CL.

Céc vi du vé khang thé da dic higu khdng Ang2-VEGF theo séng ché c6 su

trao dbi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb"™ ).

So sénh thay thé axit amin kidu dai (wt) va céac t6 hop khac nhau cua cac thay

thé axit amin tich dién

Fig.5B: trinh tu (SEQ ID NO) cta khéng thé da dic hiéu trong d6 céac két qua
dugc thé hién trén Fig.5A.

Fig.6. Fig.6A: giam luong san pham phu kiéu Bence-Johns chu yéu bang cac
thay thé axit amin tich dién khac nhau trong bé mit chung CH1/CL.

Cac vi du vé khang thé da dic hi¢u khang IL-17/TWEAK theo sing ché c6 su

trao dbi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb" ™).

So sanh cac thay thé axit amin kidu dai (wt) va cac t6 hop khéc nhau cua thay

thé axit amin tich dién

Fig.6B: trinh ty (SEQ ID NO) ctia khang thé da dic hiéu trong do cac két qua
duge thé hién trén Fig.6A.
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Fig.7: Mot s6 vi du vé khang thé da dac hiéu hoa tri hai theo sang ché co su
thay thé midn VH/VL trong mot nhénh lién két khang thé va dot bién dic hiéu &
mdt bé mit chung cia mién CH1/CL, trong d6 cac khang thé da dic hiéu nay khong
¢6 manh Fe (kiéu Fab-CrossFabV™Vt va CrossFabY"VE-Fab):

it nhét 1 axit amin & vi tri 124 ctia mién CL dugc thay thé doc 1ap bang lysin

(K), arginin (R) hodc histidin (H) (d4nh s theo hé thong dénh s6 Kabat), va

it nhat 13 axit amin & vi tri 147 cia mién CHI1 ho#c axit amin & vi trf 213 cua

mién CH1 dugc thay thé doc lap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D)

(d4nh sb theo hé thdng danh s6 Kabat EU).

Fig.7A: thay thé midn VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va céc dot bién
diic hidu & bé mat chung ciia mién CH1/CL ctia nhanh lién két khang thé con lai.

Fig.7B: thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va cac dot bién
dic hiéu & bé mit chung cua mién CH1/CL cua cing mdt nhanh lién két khang thé.

Fig.7C: thay thé midn VH/VL & mot nhanh lién két khang thé c6 cac dot bién
dac hiéu & bé mit chung cua mién CH1/CL cta cing mot nhanh lién két khang thé;
va cac dot bién dic hiéu khac & bé mit chung cia mién CH1/CL cta nhanh lién két
khang thé con lai.

Fig.7D: thay thé mién VH/VL & mot nhénh lién két khang thé va cac dot bién
dic hidu & bé mit chung ctia mién CH1/CL ctia nhanh lién két khang thé con lai.

Fig.8: Mot s6 vi du vé khang thé da dic hiéu hoa tri ba theo sang ché ¢6 su
thay thé midn VE/VL & mot nhanh lién két khang thé va dot bién dic hiéu & mot bé
mit chung cua mién CH1/CL, trong d6 khang thé da dic hiéu khong c6 manh Fc
(kiéu Fab-Fab-CrossFab"H-VL):

it nhét 13 axit amin & vi tri 124 cua mién CL duoc thay thé doc 1ap bing lysin

(K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s theo hé théng dénh s6 Kabat), va

it nhét 13 axit amin & vi tri 147 cua mién CH1 ho#c axit amin & vi tri 213 cla

mién CH1 dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D)

(d4nh sb theo hé théng danh s Kabat EU).
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Fig.8A, Fig.8B, Fig.8C: thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két khang thé
va cac dot bién dic hidu & bé mat chung cua midn CHI/CL cta nhanh lién két

khang thé con lai.

Fig.8D: thay thé midn VH/VL & mot nhénh lién két khang thé va cac dot bién

dac hi€u ¢ bé mit chung cla mién CH1/CL ctia cing mdt nhanh lién két khang thé.

Fig.8E: thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két khang thé c6 cac dot bién
dic hiéu & bé mit chung ctia mién CHI1/CL cua cing mot nhanh lién két khang thé;
va cc dot bién dic hidu khac & bé mat chung ciia midn CH1/CL ctia nhanh lién két

khang thé con lai.

Fig.9 Mot 6 vi du vé& khang thé da diac hiéu hoa tri bdn theo sang ché ¢o su
thay thé midn VEI/VL & mot nhanh lién két khang thé va dot bién ddc higu & mot be
mit chung ctia mién CH1/CL, trong d6 khang thé da dac hiéu nay khong c6 manh
Fc (kidu Fab-Fab-CrossFab¥Vh):

it nhét 14 axit amin & vi tri 124 cta mién CL dugc thay thé doc 1ap bang lysin

(K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh s theo hé théng danh s6 Kabat), va it

nhét 13 axit amin & vi tri 147 cua mién CH1 ho#c axit amin & vi tri 213 cta

mién CHI duoc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D)

(danh s6 theo hé théng danh s6 Kabat EU).

Fig.9A: thay thé midn VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va cac dot bién
diic hidu & bé mit chung ciia mién CHI/CL cta nhanh lign két khang thé con lai.

Fig.9B: thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két khang thé va céc dot bién
dac hiu & bé mit chung ciia mién CHI/CL clia ciing mot nhénh lién két khang thé.
MG ta chi tiét sang ché

Khéng thé da dic hidu c6 sy thay thé/trao d6i mién & mot nhanh lién két
(CrossMabVH-VL) dugc md ta chi tiét trong W02009/080252 va Schaefer, W. et
al, PNAS, 108 (2011) 11187-1191 (duoc két hop & diy dé tham khao). Céac khang
thé nay lam gidm rd rét céc san pham phu do viéc ghép doi khong phi hop chudi
nhe khang khang nguyén thit nhit v&i chudi ning khong thich hgp khang khang
nguyén thir hai gy ra (so v6i cdc phuwong phéap khong c6 su trao d6i mién nay). Tuy

nhién, ché phim ctia chiing khong hoan toan khong c6 san pham phu. San phém phu
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chi yéu dua trén tuong tac kiéu Bence—Jones -ciing xem trong tai li€u Schaefer, W.

et al, PNAS, 108 (2011) 11187-1191; trén Fig. S1I ctia phu lyc).

Do d6, cac tac giad sang ché da tim ra mot phuong phap dé 1am giam hon nita
cac san phém phu nhu vay nham cai thién hiéu suét ctia cac khang thé da dic hiéu
nay (tac la khang thé da dic hiéu, bao gom thay thé/trao ddi mién VH/VL chi &
(c4c) nhanh lién két c6 mot tinh dic hiéu khang nguyén, trong khi d6 (cac) nhanh
lign két c6 tinh dic hiéu khang nguyén con lai khong bao gdm thay thé/trao ddi
midn VH/VL thay vio d6 1a b6 tri mién khang thé kiéu dai nhu duoc thé hién trén
Fig. 1) bang cach dua vao céc thay thé axit amin tich dién c6 dién tich trai ddu & cac

vi tri axit amin dac hiéu trong mién CH1 va CL.
Do d6, sang ché dé cap dén khang thé da dic hiéu, bao gbm:

a) chudi nhe thu nhét va chudi ning thir nhit ctia khang thé thir nhit ma gin

két dic hiéu véi khang nguyén thu nhét; va

b) chudi nhe tht hai va chudi ning thr hai cua khang thé tht hai ma gin két
ddc hiéu v6i khang nguyén tht hai, va trong do mién bién dbéi VL va VH trong
chudi nhe thir hai va chudi ning thi hai cta khang thé thtr hai dwgc doi chd cho

nhau; va
trong do:

i) trong mién ¢ dinh CL cia chudi nhe th nhét trong a) axit amin & vi tri 124
(danh s6 theo hé théng dénh s Kabat) dugc thay thé bing axit amin tich dién
duong, va trong do trong mién ¢ dinh CHI cta chudi ning thur nhét trong a) axit
amin & vi tri 147 hoic axit amin ¢ vi tri 213 (ddnh s6 theo hé thdng danh sb Kabat
EU) duogc thay thé bang axit amin tich dién 4m; hodc

ii) trong mién ¢ dinh CL ctia chudi nhe thir hai trong b) axit amin ¢ vi tri 124
(danh s theo hé théng danh sb Kabat) dugc thay thé bé‘mg axit amin tich dién
duong, va trong do trong mién c¢b dinh CHI cta chudi ning tht hai trong b) axit
amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 (ddnh s6 theo hé théng dénh s Kabat

EU) duogc thay thé bang axit amin tich dién am.
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Theo khai niém néu trong sang che, khang thé theo sang che chi bao gom mot
trong cc cai bién nhu dugc chi ra trong i) va ii) néu trén va dudi day. Do do, khang

thé da dic hiéu theo sang ché bao gém:

i) trong mién ¢6 dinh CL cta chudi nhe thi nhét trong a) thay thé axit amin &
vi tri 124 (dénh s6 theo hé théng danh sé Kabat) bang axit amin tich dién duong, va
trong mién ¢b dinh CHI ciia chudi ning thir nhét trong a) thay thé axit amin & vi tri
147 hoic axit amin & vi tri 213 (d4nh s8 theo hé théng danh s Kabat EU) bang axit
amin tich dién am;
hodc

ii) trong mién ¢ dinh CL cua chudi nhe thir hai trong b) thay thé axit amin &
vi trf 124 (d4nh sb theo hé thdng danh sb Kabat) bang axit amin tich dién duong, va
trong mién cb dinh CHI cua chudi ning thi hai trong b) thay thé axit amin & vi tri
147 hofic axit amin & vi tri 213 (danh sé theo hé théng danh s6 Kabat EU) bing axit
amin tich di€én am,
v6i diéu kién khang thé da dic hiéu khong bao gbm ca hai céi bién néu trong i) va
ii).

Do d6, sang ché dé cap dén khang thé da dic hiéu, trong d6 khang thé nay bao

gdm:

a) chudi nhe thir nhat va chudi nang tht nhét cua khang thé th nhét ma gin

két dac hiéu vé6i khang nguyén thir nhét; va

b) chudi nhe thir hai va chudi ning thir hai cia khang thé thtt hai ma gén két

dic hiéu v6i khang nguyén thir hai, va trong do mién bién déi VL va VH trong
chudi nhe thir hai va chudi nang thi hai clia khang thé thtr hai dugc doi chd cho
nhau; va
trong do:

i) trong mién cb dinh CL cua chudi nhe thir nhit trong a) axit amin & vi tri 124
duogc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (dénh sb
theo hé théng dénh s6 Kabat) (theo mot phuong an uu tién doc 1ap bang
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong d6 trong mién ¢ dinh CH1 cta chudi

nang tht nhit trong a) axit amin & vi trf 147 hodc axit amin & vi tri 213
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dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh
sb theo hé théng dénh s6 Kabat EU); hosic

i1) trong mién cb dinh CL cta chudi nhe thit hai trong b) axit amin 6 vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh s
theo hé thdng danh s6 Kabat) (theo mot phuong 4n uu tién doc 1ap bang
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong do trong mién ¢b dinh CHI ctia chudi
ning thir hai trong b) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 duoc
thay thé doc lap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sb theo
hé théng danh sé Kabat EU).

Séng ché con dé cap dén khang thé da dic hiéu, bao gdm:

a) chudi nhe thir nhit va chudi ning thu nhét cua khang thé thir nhit ma gin

két dic hidu véi khang nguyén tha nhit; va

b) chudi nhe thit hai va chudi ning thir hai ciia khang thé thir hai ma gin két
dic hiéu véi khang nguyén th hai, va trong d6 mién bién doi VL va VH trong
chudi nhe thtr hai va chudi ning thtt hai ciia khang thé tht hai duge ddi chd cho

nhau; va
trong do:

i) trong mién ¢6 dinh CL cua chudi nhe tht nhit trong a) axit amin & vi tri 124
(danh sb theo hé théng danh sé Kabat) dugc thay thé bang axit amin tich
dién duong, va trong d6 trong mién ¢ dinh CH1 cta chudi ning tha nhat
trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi trf 213 (danh s6 theo hé
théng danh s§ Kabat EU) dugc thay thé bang axit amin tich dién am.

Sang ché con d& cap dén khang thé da dic hiéu, trong do khang thé nay bao

gbm:

a) chudi nhe thir nhat va chudi ning thu nhét cua khang thé thir nhat ma gin

két dic hidu véi khang nguyén thi nhét; va

b) chudi nhe thtr hai va chudi ning tht hai ciia khang thé thtr hai ma gin két

dic hiéu voi khang nguyén thtr hai, va trong do mién bién déi VL va VH trong
chudi nhe thir hai va chudi ning tht hai ctia khang thé thr hai dugc ddi chd cho

nhau; va
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trong do:

i) trong mién ¢ dinh CL ctia chudi nhe thir nhét trong a) axit amin & vi trf 124
duge thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh s6
theo hé théng danh sé Kabat) (theo mot phuong 4n wu tién doc lap bang lysin
(K) ho#c arginin (R)), va trong d6 trong mién ¢b dinh CH1 ciia chudi niing thir
nhét trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi trf 213 duoc thay thé
doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo hé théng
danh sé Kabat EU).

Do d6, d& khang thé thtr hai néu trén gin két dic hidu v6i khang nguyén thir

hai c¢6 trong khang thé da dac hiéu theo sang ché, cac buédc sau dugc thyc hién:

- trong chudi nhe, mién chudi nhe bién dbi VL dugc thay thé bang mién chudi
nang bién ddi VH cua khang thé néu trén; va

- trong chudi ning, mién chudi ning bién d6i VH dugc thay thé bing mién
chudi nhe bién ddi VL cua khang thé néu trén; va

- mién cb dinh CL va CH1 trong chudi nhe thtr hai va chudi nang thr hai ctia

khang thé thr hai khong dugc dbi chd cho nhau (van khong dugc trao d6i).

Do d6, dé khang thé néu trén gin két dic hiéu v6i khang nguyén thir nhét c6

trong khang thé da dic hiéu theo sang ché, cac budc sau duge ap dung:

- trong chudi nhe tht nhit néu trén c6 ngudn gbc tir khing thé thir nhit néu
trén, vi€éc bd tri tudn tu céc mién cua chudi nhe (CL-VL) van khong dugc
thay ddi; va

- trong chudi ning thu nhét néu trén c6 ngudn gdc tir khang thé tha nhit néu
trén, viéc bd tri tudn tu cac mién cta chudi nang (vi du, CH1-VH hodc CH3-
CH2-CH1-VH) van khong dugc thay dbi (do d6 khang thé gén két dic hiéu
v6i khéng thé thir nht néu trén khong bao gdm trao ddi mién nay, dac biét la

khéng trao d6i VH/VL).

Theo cach khéc, khang thé gin két dic hiu véi khang nguyén thi nhét ¢6

trong khang thé da dic hiéu theo sang ché néu trén bao gom:
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- chudi nhe th@ nhat c6 ngudn gdc tir khang thé thir nhAt néu trén bao gém viéc
b tri tudn tu cdc mién cta chudi nhe cia VL-CL (theo chidu tr ddu N dén
dau C); va

- chudi ning thtr nhét c6 ngudn gbc tir khéng thé thtr nhat néu trén bao gdm
viéc bd tri tudn tu cc mién cta chudi ning cia CH1-VH (theo chiéu tir dau
N dén diu C) (theo mot phuong &n, chudi ning thir nhat bao gdm viéc b tri
tuan tu chc mién ciia chudi nang ctia CH3-CH2-CHI1-VH theo chiéu tir dau

N dén dau C).

“Chudi nhe cua khang thé” theo sang ché 1a polypeptit chta mién bién ddi
chudi nhe cua khang thé (VL), va mién ¢b dinh chudi nhe ctia khang thé (CL) theo
chidu tr diu N dén dau C, duoc ky hiéu 1a VL-CL.

“Chubi niing cta khang thé” theo sang ché 1 polypeptit chira mién bién dbi
chudi ning ctia khang thé (VH) va mién ¢ dinh chudi nang cta khing thé 1 (CH1)

theo chiéu tir ddu N dén dau C.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén chudi ning cia khang thé da dic
hiéu bao gdm mién bién dbi chubi nang cta khang thé (VH) va mién c¢b dinh chudi
nang cua khang thé 1 (CH1) theo chidu tir ddu N dén dau C va khong bao gdbm mién
¢b dinh chudi ning CH2 va CH3, do d6 dugc ky hiéu la VH-CHI1. Theo mot
phuong an, khéng thé da dic hiéu theo sang ché bao gdm it nhét hai manh Fab,
trong d6 manh Fab tht nhit bao gdm it nhit mot vi tri lién két khang nguyén dic
hiéu véi khang nguyén thir nhét; va manh Fab tht hai bao gdm it nhat mot vi tri lién
két khang nguyén dic hiéu v6i khang nguyén tht hai, trong do trong manh Fab tht
hai, mién bién ddi VL va VH trong chudi nhe thir hai va chudi ning thr hai duoc
ddi chd cho nhau; va trong d6 khang thé da dic hiéu khong bao gE‘)m mién Fc; va

trong d6

i) trong mién ¢ dinh CL cta chudi nhe cia manh Fab thir nhét, axit amin & vi tri
124 duge thay thé doc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (dénh
sé theo hé théng danh sd Kabat) (theo mét phuong én wu tién doc lap bing
lysin (K) ho#c arginin (R)), va trong do6 trong mién ¢ dinh CH1 cta chudi

ning cua manh Fab thir nhét, axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi trf 213
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duogc thay thé doc lap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sO
theo hé théng danh s Kabat EU); hodc

ii) trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe ciia manh Fab thtr hai, axit amin & i tri
124 dugc thay thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh
sb theo hé théng danh sé Kabat) (theo mdt phuong an uu tién doc lap bang
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong d6 trong mién c6 dinh CHI ciia chudi
ning cia manh Fab th hai, axit amin & vi tri 147 ho#c axit amin & vi tri 213
duogc thay thé doc lap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh 5O
theo hé théng danh s Kabat EU).

Theo mdt phuong éan khac, khang thé da dic hiéu theo sang ché bao gém it
nhét 14 hai manh Fab, trong d6 manh Fab thu nhét bao gém it nhAt mot vi tri lién két
khéng nguyén dic hiéu voi khang nguyén thir nhét; va manh Fab tht hai bao gbm it
nhit mdt vi tri lién két khang nguyén dic hiéu v6i khang nguyén thtr hai, trong do
trong manh Fab tht hai, mién bién dbi VL va VH trong chudi nhe tht hai va chudi
nang th hai dugc ddi chd cho nhau; va trong d6 khang thé da dic hiéu khong bao

gdom mién Fc; va trong do

1) trong mién ¢b dinh CL ctia chudi nhe ctia manh Fab thir nhét, axit amin & vi tri
124 dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh
s6 theo hé thdng danh s6 Kabat) (theo mt phuong 4n uu tién doc 1ap bing
lysin (K) ho#c arginin (R)), va trong d6 trong mién ¢b dinh CH1 cia chudi
ning cua manh Fab th nhét, axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213
dugc thay thé doc lap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh s6
theo hé thdng danh s6 Kabat EU).

Theo sang ché, “méanh Fab” chi manh khéng thé bao gdm manh chudi nhe bao
gbm mién VL bién ddi va mién ¢ dinh cua chudi nhe (CL), va mién VH bién doi
va mién cb dinh thr nht (CH1) clia chudi ndng. Khang thé da dic hiéu theo phuong
4n nay bao gdm it nhét 12 hai manh Fab, trong d6 cac ving bién ddi ciia chudi ning
va chudi nhe cia manh Fab tha hai dugc trao dbi. Do su trao doi gifta cac ving bién
d6i, manh Fab tht hai néu trén con duoc goi 1a “manh cross-Fa ” hodc “méanh
xFab” hoic “méanh Fab giao cat”. Trong méanh Fab thir hai néu trén, trong d6 céac

ving bién ddi ctia chudi ning va chudi nhe Fab dugc trao doi, phan ti Fab giao cat
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bao gébm chudi ning cai bién gdbm c6 ving bién dbi chudi nhe (VL) va ving hing
dinh chudi ning (CHI1), va chudi nhe cai bién gbébm c6 ving bién dbi chudi ning
(VH) va vung hing dinh chudi nhe (CL). Phén tir Fab giao cat con duge goi la

CrossFabYW/VL,

Thuét ngit “mién Fc” duge st dung trong ban mo ta @2 xé4c dinh ving c6 dau
C cua chudi ning globulin mién dich chura it nhat mot phén vung héng dinh. Vi du,
trong cac khang thé ty nhién, mién Fc gdm c6 hai méanh protein gidng hét, c6 ngudn
gbe tir mién ¢ dinh tht hai va th ba cta hai chudi ning ctia khang thé c6 isotyp
IgG, IgA va IgD; mién Fc cta IgM va IgE chira ba mién ¢b dinh chudi nang (mién
CH 2-4) trong mdi chudi polypeptit. “Khong c6 mién Fc” theo séang ché c6 nghia 1a
khang thé dic hiéu kép theo sang ché khong bao gdm mién CH2, CH3 va CH4; tirc

1a chudi nang hing dinh chi bao gdm mdt hoic nhiéu mién CHI.

Theo mot phuong an, manh Fab tht nhit va tht hai duoc ndi thong qua tac
nhan lién két peptit. Thuat ngit “t4c nhan lién két peptit” theo sang ché chi peptit c6
trinh tu axit amin, vu ti€n co ngudn gbc tbng hop. Theo mdt phuong 4n, tdc nhén
lién két peptit dugce st dung dé ndi mot trong cac méanh Fab voi dau C hodc dau N
clia manh Fab con lai dé tao ra khéng thé da dic hiéu theo séng ché. Theo mot
phuong an wu tién, tdc nhén lién két peptit 12 peptit 6 trinh ty axit amin c6 do dai it
nhét 1a 5 axit amin, theo mot phuong an c6 do dai tir 5 dén 100, theo mdt phuong an
khc tir 10 dén 50 axit amin. Theo mdt phuong 4n, tic nhan lién két peptit 1a (GxS)n
hodc (GxS)nGm v6i G = glyxin, S = serin, va (x =3, n= 3,4,5hoac 6,vam=0, 1, 2
hoic 3) hodc (x=4, n=2, 3, 4 hodc 5 vam=0, 1, 2 hoic 3), theo mot phuong an x=4
va n=2 hoic 3, theo mot phuong an khac x=4 va n=2. Theo mét phuong an, tac
nhan lién két peptit nay 1a (GaS). Téc nhan lién két peptit dugc st dung dé ndi
manh Fab thr nhit va méanh Fab thir hai. Theo mt phuwong dn, méanh Fab thu nhét
duogc ndi véi diu C hodc diu N ciia manh Fab tht hai.

Theo mdt phuong an dugc wu tién khac, sang ché dé cap dén chudi ning cia
khang thé bao gdm mién bién dbi chudi nang cta khang thé (VH), mién cb dinh
chudi ning cta khang thé 1 (CH1), mién ¢b dinh chudi ning cta khang thé 2 (CH2),
va midn cé dinh chudi ning ciia khang thé 3 (CH3) theo chidu tir ddu N dén dau C,

duogc ky hiéu 1a VH-CH1-CH2-CH3.
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Trong truong hop khang thé da dic hiéu bao gdm cac mién VH-CH1-CH2-
CH3 trong mdi chudi ning, theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét viéc cai thién
ty 1& cda khéang thé da dic hiéu mong mudn so véi cac san pham phu khong mong
mubn c6 thé bing cdc cai bién cta mién CH3 thir nhit va mién CH3 thw hai cta
khang thé da dic hiéu néu trén dé lam ting muc do di dime hoa cla ca hai chudi

ning chira mién CH3 tht nhét va mién CH3 thit hai nay.

Hién c6 mot vai phuong phép cho cdc cai bién CH3 nhim gia ting mac do di
dime hoa, dugc md ta rd trong, vi du, WO 96/27011, WO 98/050431, EP 1870459,
WO 2007/110205, WO 2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304,
WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO 2012058768, WO 2013157954,
WO 2013096291. Thong thuong, trong tAt ca cac phuong phap nhu vay, mién CH3
thir nhat va mién CH3 thir hai déu duoc xt Iy kg thudt theo cach bd sung sao cho
mdi mién CH3 (hoidc chudi ning chira n6) co thé khong bao gio ddng dime hoa voi
chinh ban than né nita nhung bi ép di dime hoéa véi mién CH3 duoc xtt ly ky thuat
bd sung khac (sao cho mién CH3 tht nhit va mién CH3 tht hai di dime héa va
khong tao ra homdime gitta hai mién CH3 thtt nhét hodc hai mién CH3 thir hai).
Céc phuong phép khic nhau nham cai thién qua trinh di dime héa chudi ning nay
duoc du dinh 1a cac phuong &n thay thé khac nhau két hop véi cai bién chudi ning-
chudi nhe (trao doi/thay thé VH va VL & mot nhanh lién két va dua vao do cac thay
thé axit amin tich dién c6 dién tich trai diu trong bé mit chung CH1/CL) trong
khang thé da dic hiéu theo séng ché ma lam gidm cac san phim ghép cip khong

phit hop ctia chudi nhe va san phdm phu ki¢u Bence-Jones.

Theo mdt phuong an, sang ché @& cap dén (trong truong hop khang thé da dic
hiéu bao gdm mién CH3 trong chudi ning) mién CH3 cua khang thé da dic hidu
theo sang ché néu trén dugc thay d6i dé hd tro qua trinh di dime hoa bang cach

- thay thé it nhit mot axit amin cua midn CH3 cta chudi ning thir nhit, va
- thay thé it nhét mot axit amin cua mién CH3 cta chudi ning tht hai, trong dé
axit amin nay déi dién véi it nhit mot axit amin cia mién CH3 cta chudi ning
thtr nhét trong cAu tric bac ba ctia khéng thé da dic hiéu,
trong d6 cac axit amin twong Gng trong mién CH3 ctia chudi ning tht nhét va chudi

ning thr hai, mot cach 14n luot,
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- dugc thay thé sao cho céc axit amin c6 dién tich mach bén trai diu duogc dua
vao chudi nang dbi dién, hodc

- dugc thay thé sao cho cac axit amin ¢6 khdi luong mach bén 16n va nhé duge
dua vao chudi ning dbi dién, tir d6 tao ra dugc “khoa” bing axit amin c6 khéi
lugng mach bén 16n & mot mién CH3, ¢6 thé dut vira 16 duge dit trong mién

CH3 con lai, trong d6 16 nay dugc tao ra bang axit amin ¢ khéi luong mach

bén nhd.

Theo mot phuong an wu tién, sang ché (trong trudong hop khang thé da dic
hiéu bao gdm mién CH3 trong chudi ning) d& cap dén midn CH3 cua khang thé da
dic hiéu theo sang ché dugc thay dbi bang cong nghé “phuong phép “tra khoa vao
6 dugc mo ta chi tiét trong mot vai vi du trong, vi du, WO 96/027011, Ridgway,
JB., et al., Protein Eng. 9 (1996) 617-621; va Merchant, A.M., et al., Nat.
Biotechnol. 16 (1998) 677-681; va WO 98/ 050431. Trong phuong phap nay, cac bé
mit tiép xuc cia hai mién CH3 dugc thay dbi dé tang cuong di dime hoa ca hai
chudi nang chira hai mién CH3 nay. Mdi mot trong hai mién CH3 (cta hai chudi
ning) c6 thé 12 “phin “khéa”, trong khi mién con lai 1 “phan “6™”. Viée dua vao
lien két cAu disulfua con 1am 6n dinh cac di dime (Merchant, A.M., et al., Nature
Biotech. 16 (1998) 677-681; Atwell, S., et al., J. Mol. Biol. 270 (1997) 26-35) va
lam tang hi¢u suét.

Do d6, theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé da dic hiéu (bao
gém mién CH3 trong timg chudi ning va) con khac biét & chd,

mién CH3 th&t nhit cua chudi ning thu nhit ctia khang thé trong a) va mién

CH3 th hai cta chudi ning th{ hai cia khang thé trong b) mdi mién cét nhau

& bé mat chung bao gém bé& mit chung ban dau gitra cac mién CH3 ctia khang

thé,

trong d6 bé mit chung néu trén duoc thay dbi dé thic ddy qua trinh tao
khéng thé da dic hiéu, trong d6 qué trinh thay doi nay khac biét & chd:

1) mién CH3 ctia mdt chudi ning dugc thay déi,

sao cho trong bé mit chung ban dAu cia mién CH3 ctia mot chudi ndng
cit bé mit chung ban dau cta mién CH3 cua chudi ning con lai bén

trong khang thé da dic hiéu,
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gbc axit amin duoc thay thé bang gbc axit amin c6 khéi lugng mach bén
16n hon, tir d6 tao ra “chdt” trong bé mit chung cla mién CH3 cua mot
chudi ning c6 thé d@at vira 18 trong bé mit chung cua mién CH3 cua

chudi nang con lai
va
ii) mién CH3 ctia chu6i ndng con lai dugc thay doi,

sao cho trong bé mit chung ban déu ctia mién CH3 cia chudi niing con
lai ma cit bé mit chung ban dau cua mién CH3 ctia mot chudi nang trong

khang thé da dic hiéu

goc axit amin dugc thay thé bang goc axit amin ¢ khoi lugng mach bén
nhé hon, tir d6 tao ra 15 trong bé mat chung ctia mién CH3 cua chudi
ning con lai, trong d6 “khoa” trong bé mét chung cia mién CH3 ctia mot

chudi nang cé thé dinh vi duoc.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén gdc axit amin néu trén co khéi
lugng mach bén 16n hon dugc chon tir nhém bao gdm arginin (R), phenylalanin (F),

tyrosin (Y) va tryptophan (W).

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén gbc axit amin c6 khéi luong mach
bén nhé hon duwoc chon tir nhém bao gdm alanin (A), serin (S), threonin (T) va

valin (V).

Theo mot khia canh cua sang ché, ca hai mién CH3 con dugc thay dbi béng
viée dua xystein (C) vao duéi dang axit amin & céc vi tri trong tng cla ting mién
CH3 sao cho c6 thé tao ra lién két cAu disulfua giita hai mién CH3. Do d6, theo khia
canh nay cua sang ché, mién CH3 cua mot chudi ning con dugc thay ddi sao cho
trong bé mit chung ban diu ctia midn CH3 ctia mdt chudi ndng cit bé mat chung
ban ddu cia mién CH3 cta chudi ning con lai bén trong khang thé da dic hiéu, géc
axit amin duoc thay thé bing gbc xystein (C), va mién CH3 cua chudi ning con lai
con dugc thay doi sao cho trong bé mit chung ban dau cta mién CH3 ctia chudi
nang con lai cit bé mat chung ban dau coa mién CH3 ctia mot chudi ning trong

khang thé da dic hiéu, gbc axit amin dugc thay thé bing gdc xystein (C), sao cho
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cau disulfua gitta hai mién CH3 c6 thé duoc tao ra qua cac goc xystein dugc dua

vao.

Theo modt phwong an uu tién, khang thé da dic hiéu bao gém dot bién axit
amin T366W & mdt mién CH3 cia “chudi phinh” va dot bién axit amin T3668S,
L368A, Y407V trong mién CH3 con lai ctia “chudi 16m”. Céau disulfua lién chudi
bd sung giita cac mién CH3 ciing ¢6 thé dugc st dung (Merchant, AM., et al.,
Nature Biotech. 16 (1998) 677-681), vi du, bing cich dwa dot bién axit amin
Y349C vao midn CH3 ctia “chudi 16m™; va dot bién axit amin E356C hofic dot bién

axit amin $354C vao mién CH3 ctia “chudi phinh”.

Theo mdt phuong an uu tién, khang thé da dic hiéu (bao gdm mién CH3 trong
timg chudi nang) bao gdm dot bién axit amin $354C va T366W & mot mién CH3 va
dot bidn axit amin Y349C, T366S, L368A va Y407V & mién con lai trong sb hai
mién CH3 (c6 dot bién axit amin S$354C bd sung & mot mién CH3 va dot bién axit
amin Y349C bd sung & mién CH3 con lai tao ra lién két cdu disulfua lién chudi)

(d4nh sb theo hé théng danh s6 Kabat EU).

Cac ky thuat khac cho cai bién CH3 dé gia ting mirc do di dime héa duge du
dinh lam cac phuong éan thay thé cua sang ché va dugc mo ta trong, vi du,
WO 96/27011, WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205, WO 2007/147901,
WO 2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO 2011/143545,
WO 2012/058768, WO 2013/157954 va WO 2013/096291.

Theo mdt phwong 4an, phuong phdp di dime hoa dugc md ta trong
EP 1 870 459A1 dugc st dung thay thé. Phuong phép nay dua trén viéc dua vao
thay thé/dot bién axit amin tich dién c6 dién tich trai ddu & cac vi trf axit amin ddc
hiéu trong bé mit chung cta mién CH3/CH3 giita c4 hai chudi ning. Mot phuong
an duoc uu tién cia khang thé da dac hiéu 1a dot bién axit amin R409D va K370E
trong mién CH3 ctia mdt chudi ning va dot bién axit amin D399K va E357K trong
mién CH3 cta chudi ning con lai cia khang thé da dic hiéu (danh s6 theo hé thdng

danh sb Kabat EU).

Theo mot phuong &n khac, khang thé da dic hiéu néu trén bao gbm dot bién
axit amin T366W trong mién CH3 cua “chudi phinh” va dot bién axit amin T3668,

L368A va Y407V trong mién CH3 ctia “chudi 1om”; va con bao gdm dot bién axit
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amin R409D va K370E trong mién CH3 cta “chudi phinh” va dot bién axit amin

D399K va E357K trong mién CH3 cta “chudi 1om”.

Theo mot phuong én khac, khang thé da ddc hiéu bao gom dot bién axit amin
S354C va T366W trong mién CH3 caa mot chudi ning va dot bién axit amin
Y349C, T366S, L368A va Y407V trong mién CH3 cua chudi ning con lai; hodc
khang thé da dic hiéu néu trén bao gbdm dot bién axit amin Y349C va T366W trong
mién CH3 cia mot chudi ning va dot bién axit amin S354C, T366S, L368A va
Y407V trong mién CH3 cua chudi ning con lai va con bao gbdm dot bién axit amin
R409D va K370E trong midn CH3 ciia “chudi phinh” va dot bién axit amin D399K
va BE357K trong mién CH3 cia “chudi 16m”.

Theo mot phuong 4n, phuong phdp di dime hoa dwgc md tad trong
W02013/157953 dugce su dung thay thé. Theo mdt phuong 4n, mién CH3 ctia mot
chudi ning bao gém do6t bién axit amin T366K va mién CH3 cta chudi ning con lai
bao gém dot bién axit amin 1.351D. Theo mot phuong an khac, mién CH3 ctia mot
chudi ning con bao gbm dot bién axit amin L351K. Theo mot phuong an Kkhac,
mién CH3 cta chudi ning con lai con bao gém dot bién axit amin duge chon tir
Y349E, Y349D va L368E (theo m{t phuong 4n L368E).

Theo mdt phwong 4n, phuong phdp di dime hoéa dugc md tad trong
W02012/058768 dugce st dung thay thé. Theo mdt phuong én, mién CH3 cua mot
chudi ning bao gdm dot bién axit amin L.351Y va Y407A va mién CH3 cua chudi
ning con lai bao gbm dot bién axit amin T366A va K409F. Theo mdt phuong an
khac, mién CH3 cua chudi ning con lai con bao gbm dot bién axit amin & vi tri
T411, D399, S400, F405, N390 hodc K392. Theo mot phuong an, dot bién axit
amin duoc chon tr nhdm bao gbm:

a) T411N, T411R, T411Q, T411K, T411D, TA11E va TA11W,
b) D399R, D399W, D399Y va D399K,

¢) S400E, S400D, S400R va S400K,

d) F4051, F405M, F405T, F405S, F405V va F405W,

e) N390R, N390K va N390D,

f) K392V, K392M, K392R, K392L, K392F va K392E.
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Theo mot phuong an khic, mién CH3 cta mdt chudi ning bao gdm dot bién
axit amin L351Y va Y407A va mién CH3 ciia chudi ning con lai bao gém dot bién
axit amin T366V va K409F. Theo mot phuong an khac, mién CH3 ctia mot chudi
nang bao gém dot bién axit amin Y407A va mién CH3 cta chudi ning con lai bao
gdm dot bién axit amin T366A va K409F. Theo mot phuong én khac, mién CH3
ctia chudi ning con lai con bao gém dot bién axit amin K392E, T411E, D399R va

S400R.

Theo médt phwong 4n, phuong phép di dime hoa dwugc md ta trong
W02011/143545 duge st dung thay thé. Theo mdt phuong 4n, cai bién axit amin
theo W02011/143545 dugc dua vao trong mién CH3 cua chudi ning & vi tri dugc
chon tir nhém bao gdm 368 va 409.

Theo modt phuwong 4n, phwong phdp di dime hoéa duogc mod tad trong
W02011/090762 ciing st dung cong nghé phuong phap “tra khoa vao 6 néu trén
dugc st dung thay thé. Theo mot phuong an, mién CH3 ctiia mdt chudi nang bao
gbdm dot bién axit amin T366W va mién CH3 ciia chudi nang con lai bao gbdm dot
bién axit amin Y407A. Theo mdt phuong én, mién CH3 ciia mdt chudi ning bao
gﬁ”)m dot bién axit amin T366Y va mién CH3 cta chudi ning con lai bao gém dot

bién axit amin Y407T.

Theo mot phuong an, khang thé da dac hiéu 1a isotyp IgG2 va phuong phép di
dime hoa dugc mé ta trong W02010/129304 dugc st dung thay thé.

Theo mdt phuong &n, phuong phép di dime héa dwogc md ta trong
W02009/089004 dugc st dung thay thé. Theo mot phuong én, mién CH3 ctia mot
chudi nang bao gom thay thé axit amin ctia K392 hodc N392 bing axit amin tich
dién 4m (theo mdt phuong 4n, axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D); theo mot
phuong an khac, dot bién K392D ho#c N392D) va mién CH3 cua chudi ning con
lai bao gém thay thé axit amin ctia D399, E356, D356, hodc E357 c6 axit amin tich
dién dwong (theo mdt phuong an, Lysin (K) hogc arginin (R), theo mot phuong an
khac, thay thé D399K, E356K, D356K hodc E357K; va theo mot phuong an khac
nita, dot bién D399K hodc E356K). Theo mét phuong an khéc, mién CH3 cia mot
chudi ning con bao gbdm thay thé axit amin cta K409 hosic R409 bing axit amin

tich dién Am (theo mdt phuong éan, axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D); theo mot
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phuong an khac, dot bién K409D hodc R409D). Theo mot phuong an khéc, mién
CH3 ctia mdt chudi niang con hodc theo mdt cach khac bao gbm thay thé axit amin
ciia K439 va/hodc K370 bing axit amin tich dién 4m (theo mot phuong én axit

glutamic (E) hodc axit aspartic (D)).

Theo mot phwong 4n, phwong phdp di dime héa dugc md ta trong
W02007/147901 duge st dung thay thé. Theo mot phuong an, mién CH3 ctia mdt
chudi nang bao gdm dot bién axit amin K253E, D282K va K322D va mién CH3 cia
chudi niang con lai bao gém dot bién axit amin D239K, E240K va K292D.

Theo mot phwong 4n, phwong phap di dime héa dugc md ta trong

W02007/110205 duge sit dung thay thé.

Thuét ngit “vi tri lién két” hogic “vi trf lién két khang nguyén” theo sang ché
chi (cac) vung chira phan tir khang thé ma phéi tir (vi du, khdng nguyén hodc manh
khang nguyén cta n6) thuc su lién két v6i va c6 ngudn gbc tir khang thé. Vi trf lién
két khang nguyén bao gbdm mién bién ddi chudi ning ctia khang thé (VH) va/hoic

mién bién dbi chudi nhe ctia khang thé (VL), hodc cdp VH/VL.

Vi tri lién két khang nguyén gén két dac hiéu v6i khang nguyén mong mudn
c¢6 thé c6 ngudn gde a) tlr cac khang thé da biét v6i khang nguyén hodc b) tir cac
khang thé méi hodc manh khang thé thu dugc bing phuong phép mién dich héa de
novo bing cach sir dung protein cliia khang nguyén hogc axit nucleic néu trén hodc

cac méanh cua nd, hodc bing cach biéu hién thuc khuan the.

Vi trf lién két khang nguyén cua khang thd theo sang ché c6 thé chua sau ving
xéc dinh bd thé (CDR) gép phan lam thay ddi do &i luc cta vi tri lién két doi voi
khang nguyén. C6 ba mién bién dbi chudi ning CDR (CDRHI, CDRH2 va
CDRH3) va ba mién bién ddi chudi nhe CDR (CDRL1, CDRL2 va CDRL3). Pham
vi CDR va ving khung lam viéc (FR) duoc xé4c dinh bang cach so sanh véi dir liéu
duoc bién soan v& céc trinh tu axit amin, trong dé cdc vang ndy duogc xac dinh theo
d6 bién d6i gitra cac trinh tu. Sang ché con dé cap dén vi tri lién két khang nguyén
chirc nang gdm mot sb CDR (tirc 13, khi d6 ddc hiéu lién két dugc xéc dinh 1a ba,
bén hodc ndm CDR). Vi du, it hon bd hoan chinh bao gdm 6 CDR ¢6 thé di dé lién
két. Trong mdt sd trudng hop, mién VH hozc VL la du.
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Tinh dic hiéu khang thé chi kha nang nhan dién ¢6 chon loc cla khang thé dbi
véi epitop cu thé cta khang nguyén. Khang thé ty nhién ching han 1a khang thé don
dic hiéu. Thudt ngit khang thé “don dic hiéu” theo sang ché chi khang thé c6 mot
hodc nhidu vi tri lién két, mdi vi tri ndy lién két v6i cling mot epitop cla cing mot

khéng nguyén.

Khéng thé da dic hiéu, vi dy, 1a khang thé dic hiéu kép, dic hiéu ba hoac dic
hiéu bén. Khang thé dac hidu kép 1a khang thé ¢6 hai tinh dgc hiéu lién két khang
nguyén khac nhau. Do do, khang thé dic hiéu ba 1a khang thé c6 ba tinh dic hiéu
lién két khéng nguyén khéc nhau. Khéng thé dic hiéu bon 1a khang thé ¢6 bon tinh
dic hiéu lién két khdng nguyén khac nhau. Theo mot phuong an uu ti€n cua sang

ché, khang thé da dac hiéu la khang thé ddc hiéu kép.

Néu khang th& c6 nhiéu hon mét tinh dic hiéu, cac epitop dugc nhén dién c6
thé duogc két hop v6i mot khang nguyén duy nhét hodc nhidu hon mot khing

nguyeén.

Thuét ngit “hda tri” theo sang ché chi sb vi tri lién két cu thé c6 trong phén tit
khang thé. Khang thé tu nhién ching han c6 hai vi tri lién két va co hoa tri hai.
Tuong tu, thuat ngit “hoa tri ba” chi vigc ¢ ba vi tri lién két trong phan tir khang

thé.

Theo modt phuong an uu tién cua sang ché, khang thé theo séng ché bao gom
ving hing dinh globulin mién dich ctia mdt hodc nhiéu 16p globulin mién dich. Céc
16p globulin mién dich bao gbm isotyp IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE va, trong truong
hop IgG va IgA, cac phan 16p ctia chung. Theo mdt phuong an uu tién, khang thé

theo sang ché c6 ciu tric mién ¢ dinh ctia khang thé typ IgG.

Thuat nglt "khéng thé don dong" hodc "ché phdm khéng thé don dong” theo

2
9

sang ché chi ché pham chita cdc phan tir khéng the ctia hop phan axit amin don.

Thuat ngit "khang thé kham" chi khang thé bao gdm ving bién doi, tic I3,
ving lién két, tr mot ngudn hodc loai va it nhat mdt phan viing hing dinh c6 ngudn
gbe tir ngudn hozc loai khac nhau, thuong duge xdy dung bang k¥ thuat ADN tai td
hop. Khang thé kham bao gém ving bién dbi & chudt va ving hiang dinh & ngudi
duoc uu tién. Cac dang "khang thé kham" dugc uvu tién khac nam trong pham vi ciia

sang ché 14 cac dang trong d6 viung hing dinh dugc cai bién hodc thay dbi tir khang
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thé géc dé c6 dugc cac tinh chét theo sang ché, dic biét 1a ddi véi viée lién két Clq
va/hoic lién két thu thé Fe (FcR). Céc khang thé kham nay con dugc goi 1 "khang
thé chuyén dbi 16p". Khang thé kham la san phdm cta gen globulin mién dich duoc
bidu hién bao gdm c4c doan ADN mi hoa ving bién ddi globulin mién dich va doan
ADN ma hoéa ving hing dinh globulin mién dich. Phuong phép san xuit khéng thé
kham bao gdm k¥ thuat ADN tai td hop va chuyén nhiém gen thong thuong la da
biét rd trong linh vuc k§ thuét twong ing. Xem, vi du, Morrison, S.L., et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; US 5,202,238 va US 5,204,244.

Thuat ngtt "khéng thé dugc 1am twong thich v&i nguoi” chi khang thé trong d6
khung 1am viéc hodc "viung x4c dinh bd thé" (CDR) dugc cai bién dé bao gbm CDR
cta globulin mién dich ¢ tinh dac hiéu khéc so v¢i tinh dic hiéu cua globulin mién
dich ban dau. Theo mot phuwong 4n dugc wu tién, CDR chudt duge ghép vao vung
khung lam viéc cua khang th8 nguoi dé tao ra "khang thé dugc lam tuwong thich vai
nguoi." Xem, vi duy, Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327; va
Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270. Céc dang "khang thé duoc lam
twong thich v&i nguoi" khac dugce sang ché @& cap dén 1a céc dang trong do ving
hiing dinh duoc cai bién thém hogc thay dbi tir ving hang dinh ciia khéng thé gbc dé
tao ra céc tinh chét theo sang ché, dic biét 1a d6i voi viée lién két Clq va/hodc lién

két thu thé Fc (FcR).

Thuét ngit "khang thé ngudi", theo sang ché, duoc du dinh bao gdm khang thé
¢6 ving bién dbi va ving hing dinh c6 ngudn gbc tir trinh tu globulin mién dich cta
dong mam nguoi. Cac khang thé nguoi da duge biét rd trong tinh trang ky thuét
(van Dijk, M.A., and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5 (2001) 368-
374). Cac khang thé ngui cling ¢6 thé dugc san sinh & cac dong vat chuyén gen (vi
du, chudt nhét), khi mién dich héa, c6 kha nang tao ra danh muc déy da hoac kha
ning chon loc cac khang thé ngudi khi khong c6 sy san sinh globulin mién dich ndi
sinh. Viéc truyén chudi gen globulin mién dich ctia dong mam ngudi trong chudt
nhét dot bién dong mam nay sé din dén viéc tao ra cac khang thé nguoi khi thach
thitc khang nguyén (xem, vi du, Jakobovits, A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90 (1993) 2551-2555; Jakobovits, A., et al, Nature 362 (1993) 255-258;
Bruggemann, M., et al., Year Immunol. 7 (1993) 33-40). Cac khang thé ngudi cling

¢6 thé dugce tao ra trong cac thu vién bidu hién thuc khuan thé (Hoogenboom, H.R.,
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and Winter, G., J. Mol. Biol. 227 (1992) 381-388; Marks, J.D., et al., J. Mol. Biol.
222 (1991) 581-597). Cac cong nghé trong Cole et al. va Boerner et al. ciing sdn c6
dé xay dung céc khang thé don dong ngudi (Cole, et al., Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); va Boerner, P., et al., J. Immunol.
147 (1991) 86-95). Ciing da dugc d& cip dbi v6i khang thé kham va khang thé duge
lam twong thich véi nguoi theo sang ché, thuat ngit “khang thé ngudi” theo sang
ché con bao gém céc khéng thé dwoc cai bién trong ving hing dinh dé tao ra céc
tinh chét theo séng ché, dic biét 1a déi véi viée lien két C1q va/hodc lién két FeR, vi
du, bing cach “chuyén déi 16p” tiic 1a thay dbi hodc dot bién céc phan Fe (vi dy, tir
IgG1 thanh IgG4 va/hodc dot bién IgG1/1gG4).

Thuat nglt "khang thé nguoi tai td hop", theo sang ché, duoc du dinh bao gdm
tAt ca cac khang thé ngudi duoc didu ché, biéu hién, tao ra hogc phan lap bing cong
cu tai td hop, nhu khang thé duoc phan 14p tir té bao vat chi nhu té bao NSO hodc té
bao CHO hoic tir dong vat (vi du, chudt nhit) chuyén gen cho gen globulin mién
dich ngudi hodic khang thé dugc bidu hién bing céch sir dung vecto biéu hién tai tb
hop dugc chuyén nhiém vao té bao vat chi. Cac khang thé ngudi tai to hop nay ¢6
ving bién dbi va ving hang dinh duéi dang duoc b6 tri lai. Cac khang thé ngudi tai
td hop theo séng ché dugc dua vao qua trinh siéu bién soma in vivo. Do do, trinh tu
axit amin ctia ving VH va VL cua céc khang thé tai t6 hop 1a céc trinh tu ma, trong
khi ¢6 ngudn gdc va lién quan dén trinh ty VH va VL dong mam nguoi, co thé 1,
v& mit tw nhién khong tn tai danh muc dong mam khang thé nguoi in vivo.

"Mi2n bién ddi" (mién bién ddi cia chudi nhe (VL), mién bién doi cta chudi
ning (VH)) theo sang ché chi timg cdp chudi ning va chudi nhe lién quan truc tiép
dén viéc lién két khang thé v&i khang nguyén. Céc mién cia chudi nang va chudi
nhe bién ddi & ngudi c6 cung cAu trac chung va mdi mién bao gdbm bén viing khung
lam viéc (FR) ¢6 trinh ty dugc bao toan rong rai, dugc ndi béng ba "vung si€u bién"
(hodc vung xac dinh bd thé, CDR). Vung khung lam viéc nhén chu dang tim B va
cdc CDR c6 thé tao ra cic vong ndi cAu trac tim B. Cac CDR trong mbi chudi duge
gift trong cAu tric ba chiéu cua né bang ving khung 1am viéc va cung v6i cac CDR
tir chudi con lai tao ra vi tri lién két khang nguyén. Ving CDR3 chudi ning va
chudi nhe cua khang thé c6 vai tro dic biét quan trong vé tinh ddc hiéu/ai luc lién

két ciia khang thé theo séng ché va do d6 d& xuit mot muc dich khac cia sing ché.
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Thuét ngit "vang sidu bién" hodc "phan lién két khang nguyén ciia khang thé"
khi dugc st dung trong ban mo ta chi gbc axit amin cua khang thé chiu trach nhiém
lién két khang nguyén. Ving siéu bién bao gdm gbc axit amin tir "ving xac dinh bd
thé" hodc "CDR". "Khung lam viéc" hogdc ving "FR" la cac ving cua mién bién doi
khac v6i cac gbe cia ving siéu bién nhu duoc dinh nghia trong ban mo ta. Do do,
chudi ning va chudi nhe cua khang thé bao gdm, tir ddu N dén ddu C, cac mién
FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4. Cac CDR trong mdi chudi duoc
tach ra béng céc axit amin cdia khung lam viéc. Pac biét 1a, CDR3 cua chudi ning la
vung doéng gop nhidu nhét vao viée lién két khang nguyén. Vung CDR va FR dugc
x4c dinh theo dinh nghia chuln trong Kabat, et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, S5th ed., Public Health Service, National Institutes of

Health, Bethesda, MD (1991).

Theo séng ché, thuat ngit “lién két”, “ma gin két dac hidu”, va “gan két dic
hiéu” chi viéc khang thé lién két vdi epitop clia khang nguyén trong thtr nghiém in
vitro, tdt hon 12 trong thir nghiém cong hudong plasmon (BIAcore®, GE-Healthcare
Uppsala, Sweden) bang khang nguyén kidu dai tinh khiét . Ai lyc lién két dugc dinh
nghia bing thuat ngit ka (hing s6 téc do dé két hop khang thé tir phirc hop khéng
thé/khang nguyén), kp (hdng sb phan ly), va Kp (ko/ka). Theo mét phuong an, “lién
két” hodc “ma gn két dic hidu véi” c6 nghia 1a ai luc lién két (Kp) bang 10" mol/l
hoiic thép hon, theo mdt phuong 4n, 10* M dén 103 mol/l. Do d6, khang thé da dic
hiéu theo sang ché gan két dic hiéu voi mdi khang nguyén ma né dic hiéu voi cb ai
luc lién két (Kp) bang 10" mol/l hodc thip hon, theo mdt phuong an, c6 &i lyc lién
két (Kp) bing 107 dén 10> mol/l. Theo mdt phuong an, khang thé da dic hiéu gin
két dac hiéu v6i khang nguyén cuia nd co ai luc lién két (Kp) bang 107 dén 101
mol/l.

Kha nang khang thé lién két véi FeyRIII ¢6 thé duoc nghién clu bang thi
nghiém BIAcore® (GE-Healthcare Uppsala, Sweden). Ai luc lién két dugc dinh
nghia bang thuét ngit ka (hing sb toc @ dé két hop khéng thé tir phirc hop khang
thé/khang nguyén), kp (hing sb phan ly), va Kp (kp/ka).

Thuét ngit "epitop" bao gdm thanh phan quyét dinh polypeptit bét ky c6 kha
ning gin két dic hidu véi khang thé. Theo mot s phwong 4n, thanh phén quyét
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dinh epitop bao gdm cac nhém phan tir bé mit c6 hoat tinh hoa hoc nhu axit amin,
mach bén dudng, phosphoryl, hodc sulfonyl, va, theo mot sd phuong én, ¢ thé co
cac dac tinh cAu trac ba chiéu cu thé, va hoic céac dic tinh tich dién cu thé. Epitop 1a

vung chira khang nguyén lién két voi khang thé.

Theo mot s& phuong 4n, khang thé dugc néu 1a gin két dic hiéu voi khang
nguyén khi t&t hon néu no6 nhan dién khang nguyén dich cia no trong hdn hop phuc

cuia cac protein va/hodc dai phén tu.

Theo mot phuong an khac, khang thé da dic hiéu theo sang ché, khic biét &
chd, khang thé néu trén thudc phéan 16p IgG1 ngudi, hodc phén 16p I1gG1 nguoi o
céc dot bién L234A va L235A (danh s theo hé théng dénh s6 Kabat EU).

Theo mdt phuong an khac, khang thé da dic hiéu theo sing ché, khac biét &
chd, khang thé néu trén thudc phén 16p IgG2 ngudi.

Theo mdt phuong an khac, khang thé da dic hiéu theo sang ché, khac biét &
chd, khang thé néu trén thudc phén 16p IgG3 nguoi.

Theo mdt phuong an khéc, khang thé da dic hiéu theo sang ché, khac biét &
chd, khang thé néu trén thudc phén 16p IgG4 ngudi hodc, phén 16p I1gG4 nguoi c6
dot bién bd sung S228P (danh s6 theo hé théng danh s6 Kabat EU).

Theo mdt phuong &n khéc, khang thé da ddc hiéu theo sang ché, khac biét &
chd, n6 thudc phan 16p IgG1 ngudi hodc phan 16p 1gG4 nguoi.

Theo mdt phuong an khéc, khang thé da dic hiéu theo sang ché dic trung la
thudc phan 16p IgG1 nguoi c6 cac dot bién L234A va L235A (dnh 36 theo hé
théng danh s6 Kabat EU).

Theo mot phuong &n khéc, khang thé da dic hiéu theo sang ché dic trung 1a
thudc phan 16p IgG1 ngudi c6 cac dot bién L234A, L235A va P329G (danh s6 theo
hé théng danh s Kabat EU).

Theo mdt phuong &n khéc, khang thé da dic hiéu theo sang ché dic trung la
thudc phan 16p IgG4 ngudi c6 cac dot bién S228P va L235E (dénh s4 theo hé thong
danh sb Kabat EU).
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Theo mot phuong an khéc, khang thé da dic hiéu theo sang ché dic trung 1a
thudc phan 16p 1gG4 nguoi c6 cac dot bién S228P, L235E va P329G (danh sb theo
hé thdng danh s6 Kabat EU).

ba phat hién ra rang, khang thé da dic hiéu theo sang ché co cac dic tinh cai
thién, nhu hoat tinh sinh hoc hogc hoat tinh dugc hoc, cac tinh chét dugc dong hoc
hodc doc tinh. Cac ddc tinh nay co thé duoc st dung, vi dy, dé diéu tri cac bénh,

nhu bénh ung thu.

~, GC

Thuat ngit “vung hing dinh” theo sdng ché chi téng sb cac mién cta khang thé
khac v6i ving bién déi. Ving hing dinh khong lién quan truc tiép dén viée lién két
cua khang nguyén, nhung cé nhiéu chtrc niang tac dong khac nhau. Phu thudc vao
trinh tu axit amin ctia vung hing dinh cla céc chudi ning cua ching, cac khang thé
duoc chia thanh céc 16p: IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, va mot vai 16p con ¢o thé duoc
chia tiép thanh phan 16p, nhu IgG1, 1gG2, 1gG3, va IgG4, IgAl va IgA2. Cac vung
hing dinh chudi ning twong ung véi cac 16p khang thé khac nhau lan luot dugc goi
1a a, 8, vy, va p. Cac vung hing dinh chudi nhe (CL) ¢6 thé dugc tim thdy trong ca
nam 16p khang thé dugc goi 1a k (kappa) va A (lambda). “Mién ¢ dinh” theo sang
ché c6 ngudn gbc tir ngudi, trong d6 ving hing dinh chudi nidng cta khang thé
ngudi thude phan 16p 1gG1, 1gG2, 1gG3, hodc IgG4 va/hodc vung hang dinh chudi
nhe kappa hodc lambda. Cac mién va ving hing dinh nay da duoc biét o trong tinh
trang k¥ thuét va dugc mo ta, vi dy, trong Kabat, et al., Sequences of Proteins of

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

Health, Bethesda, MD (1991).

Theo séng ché, vi trf axit amin cta tat ca c.éc vung va mién ¢ dinh coa chudi
nang va chudi nhe dugc danh b theo hé danh sb Kabat dugc mo ta trong Kabat, et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) va trong ban md t& dugc goi la
“danh sd theo hé théng danh s6 Kabat”. Cu thé 13, hé danh sb Kabat (xem trang
647-660) néu trong Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)
dugce st dung cho mién c¢b dinh chudi nhe CL cua isotyp kappa va lambda, va hé

danh sb theo hé théng dénh s6 Kabat EU (xem trang 661-723) duoc st dung cho
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mién chudi ning hing dinh (CH1, ban 18, CH2 va CH3, con duge néu 1o hon trong

ban mo ta la “danh sb theo hé théng danh s6 Kabat EU” trong trudong hop nay).

Trong khi cac khang thé thudc phan 1op IgG4 cho thdy kha ning gin két thu
thé Fc (FeyRlIlla) gidm, cac khang thé thudc phan 16p IgG khéc cho thdy kha ning
gén két manh. Tuy nhién, Pro238, Asp265, Asp270, Asn297 (mét hydrat cacbon cua
Fc), Pro329, Leu234, Leu235, Gly236, Gly237, 11e253, Ser254, Lys288, Thr307,
GIn311, Asn434, va His435 (d4nh sé theo h¢ théng danh sé Kabat EU) 1a céc goc,
néu dugc thay ddi, ciing khién cho kha ning gin két ctia thu thé Fc giam (Shields,
R.L., et al, J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604; Lund, J., et al., FASEB J. 9
(1995) 115-119; Morgan, A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324;
EP 0 307 434).

Theo mdt phuong an, khang thé theo sang ché c6 kha ning gin két FcR giam
so v6i khang thé IgG1. Do do, khang thé gbc lién quan dén kha nang gin két FcR
ctia phéan 16p 1gG4 hodc phén 16p IgG1 hodc IgG2 ¢6 dot bién & S228, 1.234, 1.235
va/hodc D265, va/ hodc chua dot bién PVA236 (d4nh s theo hé théng dénh sb
Kabat EU). Theo mdt phuong 4n, céc dot bién & khang thé gbc 1a S228P, L234A,
1235A, 1.235E vi/hoic PVA236 (dénh sb theo hé théng danh s6 Kabat EU). Theo
mét phuong 4n khéc, céc dot bién & khang thé gbe 1a & S228P ciia [gG4 va & L234A
va L235A cta IgG1 (d4nh sb theo hé théng danh sé Kabat EU).

Vung hing dinh cua khang thé lién quan truc tiép dén ADCC (tinh gy ddc té
bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé) va CDC (tinh gy doc té bao phu
thudc bd thé). Qua trinh hoat hoa bd sung (CDC) b&t dAu bang cich lién két yéu td
bd thé Clq v6i ving hing dinh ctia hau hét cac phén 16p khéng thé IgG. Lién két
cua Clq v6i khang thé 1a do céc twong tac protein-protein di dinh nghia ¢ vi tri goi
14 vi trf lién két. Céc vi tri lién két ving hing dinh nhw vy la da biet trong tinh
trang k¥ thudt va dugc mo ta, vi du, trong Lukas, T.J., et al., J. Immunol. 127 (1981)
2555-2560; Bunkhouse, R. and Cobra, J.J., Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917,;
Burton, D.R., et al., Nature 288 (1980) 338-344; Thomason, JE., et al., Mol.
Immunol. 37 (2000) 995-1004; Idiocies, E.E., et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-
4184; Hearer, M., et al., J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., et al.,
Immunology 86 (1995) 319-324; va EP 0307 434. Céc vi tri lién két vang hing
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dinh, vi du, dic trung bdi cac axit amin 1.234, L1235, D270, N297, E318, K320,
K322, P331, va P329 (d4nh sb theo hé thng dénh s Kabat EU).

Thut ngit “tinh gdy doc té bao phu thudc khing thé (ADCC)” chi qua trinh
phén huy cac té bao dich & ngudi nho khang thé theo sang ché khi c6 mit cac té bao
tc dong. ADCC tét hon 1a dugc xéc dinh bing cach xtr 1y ché phdm chia té bao
biéu hién khing nguyén bang khéng thé theo sang ché khi c6 mit cac té bao tac
dong nhu PBMC méi duge phan 18p hogc té bao téc dong tinh khiét tr 16p dém, nhu
bach ciu don nhan hodc té bao diét ty nhién (NK) hodc dong té bao NK phat trién

14u nam.

Thuét ngit “tinh gay doc té bao phu thudc bd thé (CDC)” chi quy trinh bt ddu
bang cach lién két bd thd C1q vdi phan Fc cla hau hét cac phan 16p khang thé IgG.
Lién két cia Clq v6i khang thé 12 do tuong tac protein-protein duge xdc dinh & vi
tri goi 1a vi tri lién két. Céc vi tri lién két phan Fc nhu vy l1a da biét trong tinh trang
k§ thuat (xem trén ddy). Céc vi tri lién két phan Fe, vi du, dic trung boi céc axit
amin 1.234, 1.235, D270, N297, E318, K320, K322, P331, va P329 (danh s6 theo hé
théng dénh sé Kabat EU). Céc khang thé thudc phan 16p 1gG1, 1gG2, va IgG3
thuong cho thay su hoat hoa bd sung bao gbm lién két C1q va C3, trong khi d6
IgG4 khong hoat hoa hé bb sung va khong lién két C1q va/hoic C3.

Chtre ning tac dong qua trung gian té bao ctia khang thé don dong c6 thé duoc
tdng cuong bang cach xt Iy k¥ thuét thanh phén oligosacarit cia n6 nhu duge mo ta
trong Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180, va US 6,602,684.
Céc khang thé loai IgG1, cac khang thé didu trj bénh dugc sir dung phd bién nhét, 13
glycoprotein ¢6 vi tri glycosyl hoa duge bao toan lién két v6i N & Asn297 trong mdi
mién CH2. Hai oligosacarit hai nhanh phirc hop duoc gdn vao Asn297 dugc vii
gifta cac mién CH?2, tao ra céac tiép xic mé rong v6i mach chinh polypeptit, va viéc
cac tiép xuc nay c6 mat 1a thiét yéu dé khang thé didu tiét cac chic ning tac dong
nhu tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé (ADCC) (Lifely, M., R., et al,
Glycobiology 5 (1995) 813-822; Jefferis, R., et al., Immunol. Rev. 163 (1998) 59-
76; Wright, A., and Morrison, S.L., Trends Biotechnol. 15 (1997) 26-32). Umana,
P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180 va WO 99/54342 cho thiy su bieu
hién qué mirc & t& bao budng tring chudt dong Trung Hoa (CHO) cua B(1,4)-N-
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axetylglucosaminyltransferaza III (“GnTIII”), 1a glycosyltransferaza xuc tac sy tao
ra oligosacarit cit d6i, lam ting dang ké hoat tinh ADCC in vitro cta khang thé.
Céc thay ddi trong ché phdm chira Asn297 hydrat cacbon hodc tc dong bai tiét cua
n6 ciing lién két v6i FeyR va Clq (Umana, P, et al., Nature Biotechnol. 17 (1999)
176-180; Davies, I., et al., Biotechnol. Bioeng. 74 (2001) 288-294; Mimura, Y., et
al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 45539-45547; Radaev, S., et al., J. Biol. Chem. 276
(2001) 16478-16483; Shields, R.L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604;
Shields, R.L., et al., J. Biol. Chem. 277 (2002) 26733-26740; Simmons, L.C., et al.,
J. Immunol. Methods 263 (2002) 133-147).

Phuong phap tang cuong chirc nang tac dong qua trung gian té bao cua khéang
thé don dong dugc bao céo trong, vi du, WO 2005/018572, WO 2006/116260,
WO 2006/114700, WO 2004/065540, WO 2005/011735, WO 2005/027966,
WO 1997/028267, US 2006/0134709,  US 2005/0054048,  US 2005/0152894,
WO 2003/035835, WO 2000/061739.

Theo mdt phuong an wu tién cua sang ché, khang thé da dic hidu dugc
glycosyl hoa (néu khang thé nay bao gdm phan Fc cta phéan 16p IgG1, 1gG2, 1gG3
hoac IgG4, tdt hon 1a phan 16p IgG1 hodc IgG3) bang chudi dudng & Asn297, t d6
lugng fucoza trong chudi duong bing 65% hoac thap hon (danh s6 theo hé thong
danh sé Kabat EU). Theo mot phuong an khéc la lugng fucoza trong chudi dudng
nam trong khoang tir 5% dén 65%, t6t hon 12 nim trong khoang tir 20% dén 40%.
“Asn297” theo sang ché c6 nghia Ia axit amin asparagin dugc dat & khoang vi tri
297 trong ving Fc. Dya trén cac bién thé trinh tw nho cua khang thé, Asn297 ciing
c6 thé dit mot sb axit amin (thuong khong qua +3 axit amin) ¢ trude hodc sau vi tri
297, tirc 1a trong khoang tir vi tri 294 dén vi trf 300. Theo mdt phuong an, khang thé
duoc glycosyl hoa theo sang ché, phan 16p IgG 1a phén 16p IgG1 nguoi, phan 16p
IgG1 nguoi c6 cac dot bién 1.234A va L235A hoidc phan i6p IgG3. Theo mot
phuong 4n khéc, luong axit N-glycolylneuraminic (NGNA) bing 1% hodc thap hon
va/hodc luong alpha-1,3-galactoza diu N bing 1% hodc thap hon trong chudi
dudng. Chudi duong t6t hon néu c6 dic tinh 1a glycan lién két v6i N duoc gén vao

Asn297 ctia khang thé duge bidu hién t4i to hop trong té bao CHO.
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Thuat ngit “chudi dudng cho thiy dic tinh cla céc glycan lién két voi N duge
gan vao Asn297 cta khéang thé duoc biéu hién tai to hop trong té bao CHO” chi ra
ring chudi duong & Asn297 cua khang thé gbc theo sang ché ¢c6 cung céu tric va
trinh tu gbc dudng ngoai trix gbc fucoza gidng nhu chu trc va trinh tu gdc dudng
cta khang thé duoc biéu hién trong céc té bao CHO khong duoc cai bién gidng
nhau, vi du, nhu chu trGc va trinh tu géc duong dugc bdo cdo trong

WO 2006/103100.
Thuat ngit “NGNA” theo sang ché chi axit N-glycolylneuraminic gbc duodng.

Qua trinh glycosyl héa IgG1 hodc IgG3 ngudi xay ra & Asn297 do qua trinh
glycosyl hoa oligosacarit phirc hop hai nhanh dugc fucosyl hoa nhan dugc két thuc
bang t6i da hai gbc Gal. Vung hing dinh chudi ning ngudi ciia phan 16p IgG1 hodc
phan 16p IgG3 dugc bdo céo chi tiét trong Kabat, E., A., et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991), va trong Briiggemann, M., et al., J. Exp.
Med. 166 (1987) 1351-1361; Love, T., W., et al., Methods Enzymol. 178 (1989)
515-527. Céc cAu trac nay dugc ky hiéu 1a géc GO0, G1 (a-1,6- hodc o-1,3-), hodc
G2 glycan, phu thudc vao luong gbc Gal tan cung (Raju, T., S., Bioprocess Int. 1
(2003) 44-53). Viéc glycosyl héa dang CHO ctia phan Fc khang thé duoc md ta
trong, vi du, Routier, F., H., Glycoconjugate J. 14 (1997) 201-207. Céc khang thé
duoc bidu hién tai td hop trong té bao vat chu CHO khong duge cai bién glycosyl
thuong dugc fucosyl hoa & Asn297 v6i lugng it nhét 13 85%. Oligosacarit dugc cai
bién cta khang thé c6 thé 1a thé lai hodc phtrc hop. T6t hon 13 oligosacarit cit doi,
duoc khi/khong duge fucosyl hoa la thé lai. Theo mdt phuong an khéc, oligosacarit

ct doi, duge khir/khong dugc fucosyl hoa 1a phirc hop.

Theo sang ché, “lugng fucoza” ¢6 nghia 1a luong dudng trong chudi duong &
Asn297, lién quan dén tdng tit ca céc cAu trac glycosyl dugc gin vao Asn297 (vi
du, phuc hop, thé 1ai va cu tric c6 ham luong manoza cao) dugce xéac dinh béng
phép do phd khéi MALDI-TOF va duoc tinh dudi dang gia tri trung binh. Luong
fucoza twong dbi 1a phén trim cAu trac chua fucoza lién quan dén tAt ca cac cu tric

glycosyl dugc nhan biét trong miu duge xt Iy N-Glycosidaza F (vi du phie hop,
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thé lai va cu trac oligomanoza va ciu tric ham lugng manoza cao, mdt cach lan

lugt) baing MALDI-TOF.

Khang thé theo sang ché c6 thé lién két v6i nhidu khang nguyén khac nhau.
Theo mot phuong an, sang ché d& cap dén, khong phai khang nguyén thi nhét ciing
khong phai khang nguyén thir hai 1a khéng nguyén té bao T hoat hoa. Theo mot
phuong &n, sang ché d& cap dén, khong phai khang nguyén thi nhét cling khong
phai khang nguyén thir hai la CD3. Theo m{t phuong an, khang thé khong gén két
dic hiéu véi khéng nguyén té bao T hoat héa. Theo mot phuong 4an, khang thé

khong gén két dic higu véi CD3.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén khang nguyén thir nhét hoic khing
nguyén thir hai 12 TWEAK ngudi. Theo mdt phuong an, sang ché d& cap dén khang
nguyén thi nhat hodc khang nguyén thtt hai 12 IL17 nguoi. Theo mot phuong an,
sang ché dé cap dén khang nguyén thir nhét 1a TWEAK nguoi va khang nguyén thir
hai 12 IL17 nguoi. Theo mdt phuong én, sang ché d& cap dén khang nguyén thir nhét
12 IL17 ngudi va khang nguyén thtr hai 1a TWEAK nguoi.

TWEAK nguoi (UniProtkB 043508, chit cam tmg yéu lién quan dén TNE
ctia qua trinh chét té bao theo chuong trinh) 1 protein xuyén mang typ II két hop
v6i bé mit t& bao. TWEAK dugc mo ta trong Chicheportiche, Y., et al., J. Biol.
Chem. 272 (1997) 32401-32410; Marsters, S.A., et al., Curr. Biol. 8 (1998) 525-
528; Lynch, C.N,, et al., J. Biol. Chem. 274 (1999) 8455-8459. Dang hoat hoa cta
TWEAK 14 homotrime tan dugc. TWEAK nguoi va chudt cho thiy 93% ddng nhét
trinh tu trong mién lién két thu thé. Thu thé TWEAK Fnl4 (protein 14 kDa cam
g béi yéu t6 phat trién nguyén bao soi) 1a protein xuyén mang typ I 129 aa gbm
c6 mot mién gidu xystein don trong mién lién két phéi tir. Qua trinh truyén tin hiéu
TWEAK xay ra thong qua viéc hoat héa con duong NF-KB. TWEAK mARN dugc
bidu hién trong nhidu mo6 khac nhau va dugc tim thdy trong hau hét cac co quan
chinh nhu tim, ndo, co van, va tuyén tuy, cac mo lién quan dén hé mién dich nhu 14
lach, hach bach huyét, va tuyén rc. Fnl4 mARN duoc tim thy trong cac té bao tim,
nio, phéi, nhau thai, EC mach méu va co tron. Chudt nhét bat hoat TWEAK-null va
Fnl4-null ¢6 thé séng dugc, khde manh va c6 kha ning sinh san va c6 nhiéu té bao

diét ty nhién hon va biéu hién dép Gng viém bim sinh ting cuong. TWEAK lién
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quan dén su chét té bao theo chuong trinh, sy tdng sinh, su hinh thanh mach, su ban

anh thiéu mau, sy phu ndo, sy da xo cing.

IL-17 ngudi (con goi la IL17-A; CTLA-8, Swiss Prot Q16552, IL17) la
xytokin tién viém dugc san sinh boi tap hop con cia té bao T tro gitp (goi 1a Th17)
do su phat sinh bénh MS. IL-17A ¢6 vai trd trong qua trinh cam Ung cc xytokin
viém khéc, cac chemokin va cdc phén tir bam dinh. Viéc diéu tri cho dong vét bing
céc khang thé trung hoa IL-17A 1am giam ty 1€ méc bénh va do nghiém trong cua
bénh & bénh viém ndo tuy tu mién (Komiyama, Y. et al., J. Immunol. 177 (2006)
566-573). IL-17A duogc biéu hién qua mirc trong dich ndo tiy cta bénh nhan méc
MS (Hellings, P.W. et al., Am. J. Resp. Cell Mol. Biol. 28 (2003) 42-50;
Matusevicius, D. et al., Multiple Sclerosis 5 (1999) 101-104; WO 2005/051422).
Ngoai ra, khang thé trung hoa IL-17A 1am gidm do nghiém trong va ty 1¢ méc bénh
viém khép gay ra bdi collagen & mo hinh chu6t nhit RA, va IL-17A véi ndng do
cao ¢6 thé dugc phat hién trong hoat dich cta cac khép bi viém tir bénh nhén méc
RA (Ziolkowska, M. et al., J. Immunol. 164 (2000) 2832-2838; Kotake, S., et al., J.
Clin. Invest. 103 (1999) 1345-1352; Hellings, P.W. et al., Am. J. Resp. Cell Mol.
Biol. 28 (2003) 42-50).

Khang thé theo sang ché dugc san xuét bang phuong phap téi td hop. Do do,
theo mot khia canh, sang ché d& xuét axit nucleic ma hoa khang thé theo sang ché
va theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuit té bao chira axit nucleic ma hoa khang
thé theo sang ché nay. Phuong phéap san xuét tai t6 hop duge biét rong rai trong tinh
trang k¥ thuat va bao gbm viéc biéu hién protein & cac té bao nhan rai rac va nhan
chuén véi su phan 1ap khang thé sau d6 va thuong tinh ché dén dd tinh khiét duoc
dung. D4 biéu hién khang thé trong té bao vat chi nhu néu trén, céc axit nucleic ma
héa chudi ning va chudi nhe dugce cai bién twong ing duge xen vao cic vecto biéu
hién bang phuong phéap chuin. Qua trinh biéu hién duoc tién hanh trong cac t€ bao
VAt chti nhén rai rac hodc nhan chuén thich hgp nhu té bao CHO, t€ bao NSO, té bao
SP2/0, té bao HEK293, t& bao COS, té bao PER.C6, té bao nim men, hofic t€ bao
E.coli, va khang thé dugce thu hdi tir cac té bao ndy (phﬁn dich ndi trén bé mat hodc
té bao sau khi phan giai). Cac phuong phap chung @& san xuét tai to hop khang thé
13 d4 biét ro trong tinh trang k§ thuét va duoc mo ta, vi du, trong cac bai nhan xét

trong Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17 (1999) 183-202; Geisse, S., et al,
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Protein Expr. Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000)
151-161; Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-880.

Céc khang thé san sinh do té bao vat chu c6 thé trai qua qua trinh phan tach
sau dich mi cia mot hodc nhiéu, dic biét 1a mot hodc hai, axit amin tir dau C cua
chudi ning. Do do6, khang thé san sinh do té bao vét chu bing céch biéu hién phan
tir axit nucleic dic hiéu ma héa chudi nang d¢ dai day du co thé bao gébm chudi
nang do dai day du, hodc c6 thé bao gdm bién thé duogc phan tach cla chudi ning do
dai ddy du (trong ban md ta con goi 1a chudi ning bién thé duoc phan tach). Day co
thé 1a trudng hop trong d6 hai axit amin diu C cudi cung cta chudi ning 1a glyxin

(G446) va lysin (K447, dénh sb theo h¢ thong danh s6 Kabat EU).

Do d6, trinh tu axit amin cua chudi ning chira mién CH3 dugc néu trong ban

md ta ma khong c6 glyxin-lysin dipeptit dau C néu khong dugc chi khéc di.

Theo mdt phuong an, khiang thé bao gébm chudi ning chua mién CH3, nhu
dugc xac dinh trong ban mo ta, bao gbm glyxin-lysin dipeptit dau C bd sung (G446
va K447, danh sb theo chi s6 EU cua Kabat). Theo mot phuong an, khang thé bao
gbm chudi ning chira mién CH3, nhu dugc x4c dinh trong ban mo ta, bao gbém gbe

glyxin d4u C b sung (G446, danh s6 theo chi s6 EU ctia Kabat).

Ché pham theo séng ché, nhu dugc phim dugc néu trong ban md ta, chira tap
hop cac khang thé theo sang ché. Tap hop cac khang thé nay co thé bao gdm céc
khang thé c6 chudi nang do dai ddy du va cac khang thé ¢6 chudi ning bién thé
duoc phan tach. Tap hop cac khang thé ¢6 thé gdm c6 hdn hop cac khang thé c6
chudi ning do dai ddy dit va cac khang thé c6 chudi ndng bién thé duge phan téch,
trong d6 it nhét 50%, it nht 60%, it nhat 70%, it nhét 80% hodc it nhét 90% khéng

thé c6 chudi ning bién thé dugc phan tach.

Theo mdt phuong an, ché phim chira tip hop céc khang thé theo sang ché bao
gdm khang thé bao gdm chudi ning chura mién CH3, nhu duoc xac dinh trong ban
md ta, ¢o glyxin-lysin dipeptit dAu C bd sung (G446 va K447, danh s theo chi s6
EU cua Kabat). Theo mdt phuong an, ché phim chuta tap hop cic khang thé theo
sang ché bao gbm khang thé bao gdm chudi ning chira mién CH3, nhu dugc xac
dinh trong ban mo ta, co gbc glyxin diu C bd sung (G446, danh s4 theo chi s6 EU
ctia Kabat).
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Theo mot phuong an, ché phim nay chira tap hop cac khang thé bao gdm cac
khang thé bao gdm chudi ning chua mién CH3, nhu duoc x4c dinh trong ban md ta;
cac khang thé bao gdm chudi ning chta mién CH3, nhu dugc xac dinh trong ban
md ta, c6 gbc glyxin dau C bd sung (G446, danh s6 theo chi s6 EU cua Kabat); va
cac khang thé bao gbdm chudi ning chta mién CH3, nhu dugc xac dinh trong ban
md ta, co glyxin-lysin dipeptit dau C bd sung (G446 va K447, danh s theo chi sb
EU cua Kabat).

Khang thé da dac hiéu theo séng ché dugc tach khoi moi truong nudi céy mot
céch thich hop bang quy trinh tinh ché globulin mién dich théng thudng nhu, vi du,
protein A-Sepharoza, séc ky hydroxylapatit, dién di gel, thiAm tach, hodc sic ky éi
luc. ADN va ARN ma hoa cac khang thé don dong dé dang dugc phén lap va giai
trinh tu bang cach st dung cac quy trinh thong thuong. Céc té bao lai c6 thé dong
vai tro lam ngudén ADN va ARN nay. Ngay khi dugc phén lap, ADN cé thé duoc
xen vao vecto biéu hién, sau do duoc chuyén nhiém vao té bao vat chi nhu té bao
HEK 293, té bao CHO, hoic té bao u tiy ma vé mit khac, khong san sinh protein
globulin mién dich, dé c6 dugc sy tdng hop cac khang thé don dong tai t6 hop trong

c4c té bao vat chu.

Bién thé trinh tu axit amin (hodc dot bién) cua khang thé da dic hiéu duogc
didu ché bang cach dua cac thay d8i nucleotit thich hop vao ADN ctia khang thé,
hodc béng cach téng hop nucleotit. Tuy nhién, cac cai bién nhu vay chi ¢ thé dugc
thuc hién trong pham vi rAt han ché, vi du nhu néu trén. Vi dy, cac cai bién nay
khong lam thay ddi cac dic tinh cua khang thé néu trén nhu isotyp IgG va kha nang
ghn két khang nguyén, ma con c6 thé 1am cai thién hiéu sudt ctia viéc san xudt tai to
hop, do 6n dinh protein hodc tao diéu kién cho viéc tinh ché. Theo mot s6 phuong
4n, sang ché dé cap dén céc bién thé khang thé c6 mot hodc nhiéu thay thé axit amin

bao toan.

Céc axit amin c6 thé dugc chia nhom theo céc tinh chit mach bén chung:
(1) ky nuéc: Norleuxin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;
(2) wa nudce trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) axit: Asp, Glu;
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(5) céc gbe anh hudng dén viée dinh huéng chudi: Gly, Pro;

(6) gbc thom: Trp, Tyr, Phe.

Bang 1 — Axit amin c6 tinh chit cu thé

Axitamin |3 kytu| L ky tu D0 phan cuc Dién tich mach bén
mach bén (pH 7,4)
Alanin Ala A khong phan cuc trung tinh
Arginin Arg R phéan cyc bazo duong tinh
Asparagin Asn N phén cuc trung tinh
Axit aspartic | Asp D phén cyc axit Am tinh
Xystein Cys C khong phéan cuc trung tinh
Axit glutamic | Glu E phén cyc axit Am tinh
Glutamin Gln Q phén cuc trung tinh
Glyxin Gly G khong phéan cuc trung tinh
Histidin His H phéan cuc bazo Duong tinh (10%)
trung tinh (90%)
Isoleucine Ile I khong phan cuc trung tinh
Leucine Leu L khong phan cuc trung tinh
Lysin Lys K phén cuc bazo Duong tinh
Metionin Met M khong phan cuc trung tinh
Phenylalanin | Phe F khoéng phan cuc trung tinh
Prolin Pro P khong phan cuc trung tinh
Serin Ser S phén cuc trung tinh
Threonin Thr T phén cuc trung tinh
Tryptophan Trp w khong phan cuc trung tinh
Tyrosin Tyr Y phén cuc trung tinh
Valin Val A% khong phéan cuc trung tinh

Thuét ngit “t€ bao vat chi” theo séng ché chi loai h¢ té bao bat ky c6 thé dugc
xu ly k¥ thuét dé tao ra khang thé theo sang ché. Theo mdt phuong én, té bao
HEK?293 va té bao CHO dugc st dung lam té bao vat chu. Theo sang ché, cac cum
tir “t& bao,” “dong té bao,” va “nudi cdy té bao” duge sir dung thay thé cho nhau va

tAt ca cac tén goi nhu vdy bao gom ca the hé con. Do do6, cum tur “thé bién nap” va
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“t& bao dugc bién nap” bao gdm t& bao ctia ddi twong so cip va cdc mdi trudng nudi
cdy thu duge tr d6 ma khong quan tdm dén sb 1an cly chuyén. Ciing nén hiéu rang,
tAt ca cac thé hé con co thé khong giéng hét nhau vé néng do ADN, do cac dot bién
¢ v hotic vo . Thé hé con bién thé c6 ciing chirc nang hodc hoat tinh sinh hoc nhur
dugc sang loc trong té bao dugc bién nap gbc duge bao gom. Khi cac tén goi khac

nhau dugc du dinh, s& 13 rd rang tir ngit canh.

Viéc biéu hién trong céc té bao NSO dugc md ta trong, vi du, Barnes, L.M., et
al., Cytotechnology 32 (2000) 109-123; Barnes, L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73
(2001) 261-270. Viéc biéu hién nhét thoi duge md ta trong, vi du, Durocher, Y., et
al., Nucl. Acids. Res. 30 (2002) E9. Viéc tach dong ctia mién bién doi duge mo ta
trong Orlandi, R., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 3833-3837; Carter,
P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-4289; va Norderhaug, L., et
al., J. Immunol. Methods 204 (1997) 77-87. H¢ biéu hién nhit thoi duoc uvu tién
(HEK 293) dugc mo ta trong Schlaeger, E.-J., and Christensen, K., in
Cytotechnology 30 (1999) 71-83 va trong Schlaeger, E.-J., J. Immunol. Methods
194 (1996) 191-199.

Céc trinh ty ddi ching thich hop cho té bao nhan nguyén thuy, vi du, bao gbm
gen khoi dong, tiy y trinh ty diéu khién, va vi tri lién két ribosom. Cac té bao nhan
chudn di duoc biét 1a s dung gen khéi dong, gen tang cuong va tin hiéu

polyadenyl hoéa.

Axit nucleic “duge lién két c6 didu khién” khi n6 dugc dat trong moi lién hé
chirc ning v6i mot trinh ty axit nucleic khac. Vi du, ADN dbi véi tién trinh ty hodc
gen din diu kich thich tiét ra dugc lién két co didu khién véi ADN dbi véi
polypeptit néu né dugc biéu hién dudi dang tién-protein tham gia vao qué trinh tiét
polypeptit; gen khoi dong hodc gen tang cuong duoc lién két c6 diéu khién véi trinh
tu ma hoa néu né anh hudng dén qua trinh phién ma cta trinh t nay; hodc vi tri lién
két ribosom dugc lién két c6 didu khién vai trinh tu ma hoa néu né duoc dinh vi dé
tao diéu kién cho qua trinh dich ma. Nhin chung, “duoc lién két c6 diéu khién” co6
nghia 1a céc trinh tw ADN dugc lién két 1a lién k&, va, trong truong hop gen dan dau
tiét ra, 1ién k& va trong khung doc. Tuy nhién, gen tang cuong khong cin phai lién

ké. Viéc lién két ket thac bang cach noi & vi tri gi6i han thun lgi. Néu céc vi tri nay
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khéng ton tai, cac chét thich nghi oligonucleotit tong hop hodc tac nhén lién két

duge st dung theo thuc tién thong thudng.

Viéc tinh ché khang thé dugc thuc hién dé loai bd cac thanh ph?m té bao hodc
cac tap chét khéc, vi dy, cac axit nucleic hogc protein trong té bao khéc, bang cic k¥
thuét tiéu chuln, bao gdm phuong phép xir ly kiém/SDS, phan vach CsCl, sic ky
cdt, dién di gel agaroza, va cac k¥ thuat khac da biét rd trong linh vuc k¥ thuét
twong tmg. Xem Ausubel, F., et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing and Wiley Interscience, New York (1987). Cac phuong phap
khac nhau duoc thiét 14p tot va dugc stt dung rong rai dé tinh ché protein, nhu sdc
ky a1 luc bang protein vi sinh (vi du, sdc ky 4i luc protein A hodc protein G), sic ky
trao ddi ion (vi du, trao ddi cation (nhua carboxymetyl), trao d6i anion (nhya amino
etyl) va trao db6i dang hdn hgp), hép thu wa luvu huynh (vi du, véi beta-
mercaptoetanol va céac phéi tir SH khac), twong tac ky nuée hodc sic ky hép thu
thom (vi du, v&i nhya phenyl-sepharoza, aza-arenophilic, hodc axit m-
aminophenylboric), sic ky 4i luc chelat kim loai (vi du, voi vat liéu ai luc véi Ni(II)
va Cu(Il)), sdc ky loai trir theo kich ¢@, va phuong phap dién di (nhu dién di gel,
dién di mao din) (Vijayalakshmi, M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-
102).

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén dugc pham chira khang thé theo séng
ché. Theo mot khia canh khac, sang ché mb ta viéc sir dung khang thé theo sang ché
dé san xudt dugc pham. Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuit phuong phép
san xuit duoc phim chira khang thé theo sang ché. Theo mot khia canh khac, sing
ché d& xuét ché phém, vi du, duogc phém, chra khang thé theo sang ché, duoc bao

ché cung véi chat mang thudc.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé da ddc hiéu theo sang ché

dung dé diéu tri bénh ung thu.

Theo mot khia canh khéac, sang ché @ cap dén dugc pham néu trén ding aé

diéu tri bénh ung thu.

Theo mot khia canh khéc, sang ché mo ta viéc stt dung khang thé theo sang

ché @8 san xuit dugce phdm dé diéu tri bénh ung thu.
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Theo mot khia canh khéc, sang ché mo ta phuong phép diéu tri cho bénh nhéan
mic bénh ung thu bang cach cho bénh nhén can diéu tri ding khang thé theo sang

r
A

ché.

Theo mot phuong an, sang ché d& xuét khang thé da dic hiéu theo sang ché
ding dé didu trj céc bénh viém, bénh tw mién, bénh thap khép, bénh viém khép vay
nén, bénh & co, vi du, bénh loan dudng co, bénh da xo cing, bénh thdn man tinh,
bénh xwong, vi du, bénh thodi héa xwong trong da u tuy, bénh luput ban dé hé

théng, bénh viém than luput, va ton thwong mach méau.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& cap dén dugc pham néu trén dung dé
didu trj bénh viém, bénh tw midn, bénh thip khop, bénh viém khép vay nén, cac
bénh & co, vi du, bénh loan dudng co, bénh da xo cung, bénh thdn man tinh, bénh
xuong, vi dy, bénh thoai hoa xuong trong da u tay, bénh luput ban do hé théng,

bénh viém than luput, va tdn thwong mach mau.

Theo mot khia canh khéc, sang ché mé ta viéc st dung khang thé theo sang
ché dé san xuét dugc phim dé didu tri bénh viém, bénh ty mién, bénh thap khép,
bénh viém khdp Véy nén, cac bénh & co, vi du bénh loan dudng co, bénh da xo
ctrng, bénh than man tinh, bénh xuong, vi du bénh thodi héa xuong trong da u tiy,

bénh luput ban do hé théng, bénh viém than luput, va tdn thuong mach mau.

Theo mot khia canh khéc, sang ché mo ta phuong phap diéu tri cho bénh nhan
méc bénh viém, bénh ty mi&n, bénh thép khdp, bénh viém khép véy nén, cac bénh &
co, vi du, bénh loan dudng co, bénh da xo cung, bénh thdn man tinh, bénh xuong,
vi du, bénh thoai hoa xuong trong da u tiy, bénh luput ban dé hé théng, bénh viém
than luput, va tdn thuong mach mau, bang cach cho bénh nhén cin diéu tri dung

khang thé theo sang ché.

Theo sang ché, “chit mang dugc” bao gdm bét ky va tat ca cac dung moi, moi
truong phén tan, 16p ph, chét khang khuan va chat chéng nm, chét dang truong va
chét tri hodn hap thy, va chét twong tu twong thich vé mit sinh ly. Tét hon 13, chat
mang thich hop dé dung trong tinh mach, trong co, dudi da, ngoai duong tiéu hoa,

tay sdng hoic biéu bi (vi du, bang céch tiém hodc truyén).

Dugc pham theo sang ché c6 thé duoc ding bang nhidu phuong phéap khéac

nhau d3 biét trong linh vuc k¥ thuat tuong ing. Nhu s& duoc hiéu bai nguoi co kién
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thirc trung binh, dudng diung va/hodc cach dung s& thay d6i phu thudc vao két qua
mong dgi. Pé dung hop chét theo sang ché bang cac dudong dung nhét dinh, c6 thé
1a can phai boc hop chét nay bang, hodc cung st dung hop chét nay véi, vat lidu dé
ngdn chan sy bt hoat ctia né. Vi du, hop chét co thé dugc dung cho dbi tuong trong
chit mang thich hop, vi du, liposom, hogc chét pha loing. Céc chét pha loing dugc
dung bao gbdm nuée mudi va dung dich dém trong nudc. Cac chit mang dugc bao
gdm dung dich vo trung trong nuéc hogc dang phén tan va bot vo trung dung cho
dugc pham bao ché ngay lic ding chira dung dich tiém v trung hodc dang phan tan
vo trung. Viéc st dung mdi trudng va cac chét nhu vay cho céc chét hoat duoc 1a da

biét trong linh vuc k¥ thuét twong (mg.

Cum tir “ding ngoai duong tiéu héa” va “dugc dung ngoai duodng ti€u hoa”
theo sang ché c6 nghia 1a cach dung khac vé6i dung trong rudt va khu trt, thudong
bang cach tiém, va bao gbm, nhung khong gidi han, tiém va truyén trong tinh mach,
trong co, trong dong mach, trong ndo tuy, trong nang, trong héc mit, trong tim,
trong da, trong bung, qua khi quan, duéi da, dudi biéu bi, trong khép, dudi nang,

dudi mang nhén, trong tiy song, gy t€ ngoai mang cung va trong xuong Uc.

Thuét ngtt bénh ung thu theo sang ché chi cac bénh ting sinh, nhu u lympho,
bénh bach cAu thé lympho, bénh ung thu phéi, bénh ung thu phéi té bao khong nho
(NSCL), bénh ung thu phdi té bao tidu phé quan phé nang, bénh ung thu xuong,
bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu da, bénh ung thu dau hoic ¢, u melanin da
hodc u melanin hdc mét, bénh ung thu t cung, bénh ung thu budng trimg, bénh ung
thu truc trang, bénh ung thu ving hau mon, bénh ung thu da day, bénh ung thu bao
tir, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu vi, bénh ung thu ti cung, caxinom bng dan
tring, caxinom ndi mac tu cung, caxinom cd tir cung, caxinom &m dao, caxinom am
ho, bénh Hodgkin, bénh ung thu thuc quén, bénh ung thu rudt non, bénh ung thu hé
ndi tiét, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu tuyén can gidp, bénh ung thu tuyén
thuong thén, sacom md mém, bénh ung thu niéu dao, bénh ung thu duong vét, bénh
ung thu tuyén tién 1iét, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu than hodc ni€u quan,
caxinoma té& bao thén, caxinom bé thén, u trung biéu md, bénh ung thu té bao gan,
bénh ung thu dudng mat, u hé than kinh trung wong (CNS), u tiy séng, u than kinh
dém than ndo, u nguyén bao dém da hinh, u té bao hinh sao, u Schwann, u mang

néo thét, u nguyén bao tly, u mang ndo, caxinoma t& bao vay, u tuyén tuyen yén va
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sacom Ewings, bao gdm dang khang bét ky cua cac bénh ung thur néu trén, hodc t6

hop ctia mot hodc nhiéu bénh ung thu néu trén.

Céc dugc pham nay cling ¢6 thé chtra cht bd trg nhu chit bao quén, chat thAm
udt, chét nhil hoa va chét phan tan. Viéc ngén chdn cac vi sinh vat c6 mat co thé
dwoc dam bao bang ci cac quy trinh v tring, néu trén, va bang cach bao gbm ca
cac chét khang khudn va chét chéng nidm khac nhau, vi du, paraben, clobutanol,
phenol, axit sorbic, va chét tuong tu. Cling ¢6 th8 mong muén bao gdm chat ding
truong, nhu dudng, natri clorua, va chét tvong tu trong dugc pham. Ngoai ra, 6 thé
mang lai sy hép thu kéo dai dang dugc pham tiém dugc bang cach bao gbm ca cac

chét tri hodn hép thu nhu nhdm monostearat va gelatin.

B4t ké duong dung duge chon, hop chét theo sang ché, c6 thé duoc st dung &
dang dugc hydrat héa thich hop, va/hodc dugc pham theo sang ché, duoc phéi tron
thanh dang liéu lugng duoc dung bang cac phwong phép thong thuong da biét ddi

v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thudt twong ing.

Luong lidu luong thuc té ctia thanh phéan hoat tinh trong dugc pham theo sang
ché c6 thé thay ddi dé thu dugc lugng thanh phén hoat tinh hiru hiéu dé dat duoc
dap Ung diéu tri bénh mong mudn cho bénh nhin cu thé, ché phém, va cach dung,
ma khong gy doc cho bénh nhén. Lugong lidu lwgng dugc chon phu thude vao cac
yéu t6 dugc dong hoc khac nhau bao gdm hoat tinh cua duge pham cu thé theo séng
ché dugc st dung, duong dung, thoi gian dung, tdc do bai tiét hop chét cu thé dugc
st dung, thoi gian didu tri, cac thudc, hop chat va/hoidc vat liéu khac duge st dung
két hop v6i duge phém cu thé duoc str dung, do tudi, gi6i tinh, can ndng, tinh trang
bénh, strc khoe téng quat va tién st bénh cua bénh nhan duogc diéu tri, va cac yéu td
tuong tu da biét r trong linh vuc y hoc.

Dugc phim nay can phai vo tring va long dén mac phan b6 duge dugc phim
nay bang xi lanh. Ngoai nuéc, chét mang t&t hon 12 dung dich nuéc mudi dém déng
truong.

Do 16ng thich hop co thé dugc duy tri, vi du, bang cach st dung 16p pht nhu
lexithin, bang cach duy tri ¢& hat duogc yéu ciu trong trudng hop dang phén tan va

béng cach st dung chét hoat dong bé mat. Trong nhiéu trudng hop, tdt hon 1a duoc
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pham nay chuta chét ding truong, vi dy, dudng, ruou da chirc nhu mannitol hodc

sorbitol, va natri clorua.

Thuat ngt “bién nap” theo sang ché chi quy trinh chuyén cac vecto/axit
nucleic vao té bao vat chi. Néu cac té bao khong c6 vach ngan thanh té bao manh
dugc st dung lam té bao vat chu, viéc chuyén nhiém duoc tién hanh, vi du, béng
phuong phap két tia canxi phosphat nhu dugc mo ta trong Graham and Van der Eh,
Virology 52 (1978) 546ff. Tuy nhién, cac phuong phép khéc dé dwa ADN vio té
bao nhu bang cich tiém hat nhén hodc bang cach dung hop té bao tran ciing c6 thé
dugc st dung. Néu céc té bao nhan rai rac hodc cac t& bao chira cac ciu tric vach té
bao co ban dugce st dung, vi du, mdt phuong phap chuyén nhiém 1 xu 1y canxi
bing céch sir dung canxi clorua nhu dugc mo ta trong Cohen, F.N, et al., PNAS 69
(1972) 7110 et seq.

Theo sang ché, "biéu hién" chi quy trinh axit nucleic dugc phién ma thanh
ARN thong tin va/hodc quy trinh ma ARN thong tin dugc phién ma (con goi la thé
phién m3) sau d6 duoc dich ma thanh peptit, polypeptit, hodc protein. Cac thé phién
mi va polypeptit dugc md hoa duoc goi chung 12 san pham di truyén. Néu
polynucleotit co ngudn gdc tir ADN hé gen, viéc bidu hién trong té bao nhan chuin

¢6 thé bao gdm viéc ghép ARN thong tin.

"Vecto" 1a phan tir axit nucleic, dac biét 1a tu sao chép, truyén phéan tr axit
nucleic da dugce xen vao va/hodc gitta cac té bao vat chu. Thuét nglt nay bao gbm
céc vecto chu yéu dong vai trd trong qua trinh xen ADN hoac ARN vao té bao (vi
du, két hop nhiém sic thé), viéc sao chép cac vecto chu yéu déng vai tro trong qua
trinh sao chép ADN hodc ARN, va vecto biéu hién déng vai tro trong qué trinh
phién ma va/hodc dich md ADN hodc ARN. Sang ché ciing dé cap dén cac vecto tao

ra nhiéu hon mdt chitc ndng nhu dugc mo ta.

"Vecto biéu hién" 1 polynucleotit, khi dugc dua vao té bao vat chu thich hop,
06 thé duoc phién ma va dich mé thanh polypeptit. “Hé biéu hi¢n" thuong chi té bao
vat chu thich hop gbm c6 vecto biéu hién c6 thé déng vai trd trong vige thu duge

san phdm bidu hién mong mudn.
Theo cac phuong an cu thé, sang ché dugc liét ké nhu sau:
1. Khang thé da dic hiéu, bao gém:
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a) chudi nhe thtr nhit va chudi ning thtr nhat ctia khang thé thu nhit ma gén két

dic hiéu véi khang nguyén tha nhit; va

b) chudi nhe tht hai va chudi ning tht hai cia khang thé thu hai ma gin két dic
hiéu v6i khang nguyén thu hai, va trong do mién bién ddi VL va VH trong
chudi nhe thit hai va chudi ning tht hai cta khéang thé tha hai duge ddi chd

cho nhau; va
trong do:

i) trong mién ¢b dinh CL ctia chudi nhe thir nhét trong a) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (d4nh s
theo hé théng danh sb Kabat) (theo mdt phwong an uu tién doc lap bing
lysin (K) ho#c arginin (R)), va trong do trong mién c¢b dinh CH1 ctia chudi
nang thu nhét trong a) axit amin ¢ vi tri 147 hodc axit amin O vi tri 213
dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (d4nh sb
theo hé théng danh s6 Kabat EU); hodc

ii) trong mién ¢b dinh CL ctia chudi nhe thir hai trong b) axit amin ¢ vi tri 124
duoc thay thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh s6
theo hé thong d4nh s6 Kabat) (theo mdt phwong an wu tién doc lap bing
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong d6 trong mién ¢b dinh CH1 ciia chudi
ning tht hai trong b) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi trf 213 duoc
thay thé doc 1ap bing axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sb theo
hé théng danh s6 Kabat EU).

2. Khang thé da dic hiéu, bao gbm:

a) chudi nhe thir nht va chudi nang thir nhat ciia khang thé thir nhit ma gén két
dic hiéu voi khang nguyén thi nhét; va

b) chudi nhe tht hai va chudi ning tht hai cta khing thé thit hai ma gin két dic
hiéu véi khang nguyén thtr hai, va trong do mién bién d6i VL va VH trong
chudi nhe thit hai va chudi ning thit hai ciia khéng thé tha hai dwgc d6i chd

cho nhau; va

trong do:
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i) trong mién ¢b dinh CL cta chudi nhe thtr nhét trong a) axit amin & vi tri 124
dugc thay thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6
theo hé théng danh s§ Kabat) (theo mdt phuong n uu tién doc lap bang
lysin (K) hogc arginin (R)), va trong do trong mién ¢6 dinh CHI clia chudi
nang th nhét trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin 0 vi tri 213
duogc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (d4nh s
theo hé théng danh s Kabat EU).

3. Khang thé da dic hidu theo phuong 4n 1 hogc 2, trong dé:

trong mién ¢d dinh CL cua chudi nhe thir nhét trong a) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh s6
theo hé théng danh s6 Kabat) (theo mot phuong an uu tién doc 1ap bang lysin
(K) hodc arginin (R)), va

trong mién ¢ dinh CH1 cua chudi ning tht nhét trong a) axit amin & vi tri
147 hodc axit amin & vi tri 213 duoc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E)
hodc axit aspartic (D) (danh s theo hé théng danh s6 Kabat EU).

4. Khéng thé da dic hiéu theo phuong 4n 1 hoac 2, trong do:

trong mién ¢b dinh CL cuia chudi nhe thu nhét trong a) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé déc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6
theo hé théng danh s Kabat), va

trong mién ¢b dinh CHI cua chudi ning thir nhét trong a) axit amin & vi tri
147 dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh
sé theo hé thdng danh s Kabat EU).
5. Khang thé da dic hiéu theo phuong 4n 4, trong do:

trong mién ¢b dinh CL cta chudi nhe tht nhét trong a) axit amin ¢ vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6
theo hé théng danh s6 Kabat) (theo mot phuong an uu tién doc lap bang lysin
(K) hodc arginin (R)), va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé doc 1ap béng
lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh sb theo hé théng danh s6
Kabat); va
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trong mién ¢ dinh CHI cua chudi nang thir nhét trong a) axit amin & vi tri
147 duoc thay thé doc 14p bing axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh
s6 theo hé thdng ddnh s6 Kabat EU) va axit amin & vi tri 213 dugc thay thé
doc 14p bing axit glutamic (E) hogc axit aspartic (D) (dénh s6 theo hé thong
danh s Kabat EU).

6. Khang thé da dic hiéu theo phuong 4n 1 hodc 2, trong do:

trong mién ¢ dinh CL ciia chudi nhe thi nhét trong a) axit amin & vi tri 124
dugc thay thé doc lap bang lysin (K) hogc arginin (R) (ddnh s6 theo hé thdng
danh s6 Kabat), va

trong mién ¢ dinh CH1 cta chudi ning thu nhét trong a) axit amin & vi tri
213 duogc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh
s6 theo hé théng danh sé Kabat EU).

7. Khang thé da dic hiéu theo phuong an 1 hodc 2, trong do:
trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe tht hai trong b) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh sd
theo hé théng danh s6 Kabat) (theo mot phwong 4n wu tién doc 1ap bang lysin
(K) hodc arginin (R)); va
trong mién ¢b dinh CH1 ctia chudi ning thir hai trong b) axit amin ¢ vi tri 147
hodc axit amin & vi tri 213 dugc thay thé doc lap bf?lng axit glutamic (E) hodc
axit aspartic (D) (danh sd theo h¢ thong dénh s6 Kabat EU).

8. Khang thé da dic hiéu theo phuong n 1 hodc 2, trong do:
trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe thtr hai trong b) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap béng lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (theo mot
phuong 4n wu tién doc 14p bang lysin (K) hogc arginin (R)) (danh sd theo hé
thdng danh sb Kabat), va
trong mién ¢b dinh CH1 cta chudi ning th hai trong b) axit amin ¢ vi tri 147
dugc thay thé doc lap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sd

theo hé théng danh sb Kabat EU).

9. Khang thé da dac hiéu theo phuong 4n 8, trong do:
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trong mién ¢ dinh CL cta chudi nhe thtt hai trong b) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6
theo hé théng danh sd Kabat) (theo mét phuong an uu tién doc 1ap bang lysin
(K) hodc arginin (R)) va axit amin & vi trf 123 dugc thay thé doc lap bing
lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (ddnh sé theo hé théng danh s
Kabat), va

trong mién ¢b dinh CH1 ctia chudi ndng thtr hai trong b) axit amin & vi tri 147
duoc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (d4nh s
theo hé théng dénh s6 Kabat EU) va axit amin & vi trf 213 dugc thay thé doc
1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (déanh sb theo hé théng dénh
s6 Kabat EU).

10. Khéng thé da dic hiéu theo phuong an 1 hodc 2, trong do trong mién ¢ dinh CL
cta chudi nhe tht hai trong b) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé doc lap bang
lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh s theo hé thdng danh s6 Kabat), va
trong do trong mién ¢b dinh CH1 ctia chudi nang tht hai trong b) axit amin & vi tri
213 dugc thay thé doc lap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sb
theo hé théng danh sé Kabat EU).
11. Khang thé da dic hiéu theo phuong 4n 5, trong do:
trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe thir nhét trong a) axit amin ¢ vi tri 124
dugc thay thé bang lysin (K) (danh s6 theo hé théng danh s6 Kabat) va axit
amin & vi tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) (danh s6 theo hé thong danh sd
Kabat), va
trong mién ¢b dinh CH1 cua chudi ning thu nhét trong a) axit amin & vi tri
147 duoc thay thé bang axit glutamic (E) (ddnh s6 theo hé théng dénh sd
Kabat EU) va axit amin & vi tri 213 duge thay thé bang axit glutamic (E)
(danh sb theo hé théng ddnh s6 Kabat EU).
12. Khang thé da dic hiéu theo phuong én 9, trong do:
trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe thtr hai trong b) axit amin & vi tri 124

dwoc thay thé bing lysin (K) (danh s6 theo h¢ thong danh s6 Kabat) va axit
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amin & vi tri 123 dugc thay thé bing lysin (K) (dénh s6 theo h¢ thong danh s6
Kabat), va

trong mién ¢b dinh CH1 cta chudi ning thir hai trong b) axit amin & vi tri 147
dugc thay thé bing axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thdng danh s6 Kabat
EU) va axit amin & vi trf 213 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh )
theo hé thdng danh s6 Kabat EU).

13. Khang thé da dic hiéu theo phwong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén,
trong do mién ¢b dinh CL cta chudi nhe thu nhét trong a) va chudi nhe tht hai

trong b) 1a isotyp kappa.

14. Khang thé da dic hiéu theo phuwong én bét ky trong s6 cac phuong éan tur 1 dén
12, trong d6 mién c¢b dinh CL cua chudi nhe thir nhét trong a) 12 isotyp lambda va
mién cb dinh CL cta chudi nhe tht hai trong b) 1a isotyp kappa.

15. Khang thé da dic hiéu theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén
12, trong do mién ¢ dinh CL cia chudi nhe thu nhét trong a) va chudi nhe tht hai

trong b) 1a isotyp lambda.

16. Khang thé da dic hiéu theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an néu trén,
trong d6 trong mién ¢6 dinh CL ctia chudi nhe thu nhét trong a) hodc chudi nhe thir
hai trong b), trong d6 axit amin ¢ vi tri 124 khong duoc thay thé doc lap bang lysin
(K), arginin (R) hogc histidin (H) va 1a isotyp kappa, axit amin & vi tri 124 dugc
thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (theo mot phuong an
wu tién boi axit glutamic (E)) (danh s6 theo hé thong danh s6 Kabat).

17. Khéang thé theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu trén, khac biét &
chd:
mién CH3 th(t nhit cua chudi nang thi nhit ctia khang thé trong a) va mién
CHS3 thir hai cta chudi ning thi hai cua khang thé trong b) moi mién cét nhau
& bé mit chung bao gdm bé mit chung ban dau gitta mién CH3 cta cac khang
thé,
trong do bé mit chung néu trén dugc thay i @& thac dy viéc tao ra khang

thé da dic hiéu, trong d6 qua trinh thay dbi nay khac biét & chd:

i) mién CH3 ctia mot chudi nang duoc thay doi,

-51-



34049

sao cho trong bé mit chung ban dau ciia mién CH3 cta mot chudi ning cat
bé mit chung ban diu ctia mién CH3 cua chudi ndng con lai bén trong

khang thé da dic hiéu,

gbc axit amin dugc thay thé bang goc axit amin ¢6 khoi luong mach bén 16n
hon, tir d6 tao ra “chot” trong bé mit chung cua mién CH3 cta mét chudi
ning ma c6 the dut vira 16 trong bé mit chung cua mién CH3 cua chudi

nang con lai,
va
ii) mién CH3 cua chudi ning con lai dugc thay doi,

sao cho trong bé mit chung ban dau ctia mién CH3 cda chudi nang con lai
cit bé mit chung ban dau cuia mién CH3 cua mét chudi nang trong khang

thé da dic hiéu

gbc axit amin dugc thay thé bang goc axit amin c6 khoi lugng mach bén
nho hon, tr d6 tao ra 156 trong bé mit chung ciia mién CH3 ctia chudi ning
con lai, trong d6 “khéa” trong bé mit chung ctia mién CH3 cia mdt chudi

nang co thé dinh vi dugc.

18. Khéang thé theo phuong an 17, khac biét ¢ chd, gbc axit amin néu trén c6 khéi
luong mach bén 16n hon dugc chon tir nhém bao gbm arginin (R), phenylalanin (F),
tyrosin (Y) va tryptophan (W), va gbc axit amin néu trén co6 khdi luong mach bén
nhd hon duogc chon tr nhém bao gbm alanin (A), serin (S), threonin (T) va valin
(V).

19. Khang thé theo phuong 4n 17 hogc 18, khac biét & chd, ca hai mién CH3 déu
con duge thay thé bing cach dua xystein (C) dudi dang axit amin vao & cac vi tri
tuong Gng cua tung mién CH3 sao cho ciu disulfua giita hai mién CH3 c6 thé duge

tao ra.

20. Khang thé da dic hiéu theo phuong dn bét ky trong sb cac phuong an néu trén

trong do khang thé nay khing thé dic hidu kép.

21. Khang thé da déc hiéu theo phuong dn bét ky trong sb cac phuong an néu trén

ofn két dic hidu v6i TWEAK ngudi va gén két dac hi¢u v6i IL17 nguoi, trong do:
A) khang thé da ddc hiéu bao gbm:
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mién chudi ning bién dbi (VH) c6 trinh ty SEQ ID NO:24, va mién chudi nhe
bién ddi (VL) c6 trinh tw SEQ ID NO:25; va

B) khéng thé da dic hiéu bao gom:

mién chudi ning bién dbi (VH) c6 trinh ty SEQ ID NO:26, va mién chudi nhe
bién ddi (VL) ¢6 trinh tw SEQ ID NO:27.

22. Khang thé dic hiéu kép bao gbm:

a) chudi nhe tha nhit va chudi ning thir nhat cta khang thé tha nhit ma gin
két dic hidu v6i TWEAK ngudi, bao gdm mién chudi nang bién doi (VH) c6
trinh tw SEQ ID NO:24, va mién chudi nhe bién doi (VL) ¢6 trinh tuy SEQ ID
NO:25; va

b) chudi nhe thi hai va chudi ning thit hai cia khang thé tht hai ma gin két
dic hiéu va6i IL-17 nguoi, bao gdm mién chudi ning bién ddi (VH) c6 trinh tu
SEQ ID NO:26, va mién chudi nhe bién déi (VL) ¢6 trinh tw SEQ ID NO:27;
trong d6 mién bién ddi VL va VH trong chudi nhe tht hai va chudi nang thir

hai ctia khang thé thir hai dugce ddi chd cho nhau, va
trong do:

i) trong mién ¢b dinh CL cta chudi nhe thir nhét trong a) axit amin & vi tri
124 dugce thay thé doc lap bang lysin (K) hodc arginin (R), va trong do
trong mién ¢b dinh CH1 cua chudi ning tht nhét trong a) axit amin & vi tri
147 hodc axit amin & vi tri 213 duoc thay thé doc 1ap bang axit glutamic

(E) hoic axit aspartic (D) (danh s6 theo hé théng dénh s Kabat EU).
23. Khang thé dic hiéu kép theo phuong 4n 21, trong do:

trong mién ¢ dinh CL cta chudi nhe thir nhét trong a) axit amin ¢ vi trf 124
dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K) hodc arginin (R) (dénh s4 theo hé thong
danh sb Kabat) (theo mot phuong an wu tién doc 1ap bang lysin (K) hodc
arginin (R)), va axit amin ¢ vi tri 123 duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K),
arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6 theo hé théng dénh sb Kabat); va

trong mién ¢ dinh CHI cua chudi ning thi nhét trong a) axit amin ¢ vi tri
147 dugc thay thé doc lap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh
s theo hé théng danh sé Kabat EU) va axit amin & vi trf 213 dugc thay thé
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ddc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (d4nh sb theo hé théng
danh s6 Kabat EU).

24. Khang thé theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n tir 21 dén 23 dung dé
diéu tri bénh ung thu, hodc bénh viém, bénh tu mién, bénh thép khép, bénh viém
khép Véy nén, cac bénh & co, vi du bénh loan dudng co, bénh da xo cliing, bénh thén
man tinh, bénh xuwong, vi du, bénh thoai hoa xuong trong da u tiy, bénh luput ban

dé hé théng, bénh viém than luput, va tén thwong mach mau.

25. St dung khang thé theo phwong 4n bit ky trong s6 cac phuong 4n tir 21 dén 23
dé san xudt duoc pham dé diéu tri bénh ung thu, hodc bénh viém, bénh tu mién,
bénh thép khép, bénh viém khéop véy nén, cac bénh & co, vi du bénh loan dudng co,
bénh da xo cling, bénh than man tinh, bénh xuwong, vi du bénh thodi héa xuong
trong da u tiy, bénh luput ban do hé théng, bénh viém than luput, va tdn thuong

mach mau.

26. Khang thé da dic hiéu theo phuong an bét ky trong s6 céc phuwong an tir 1 dén
23, khac biét & chd, n6 12 IgG1 ngudi hodc phan 16p 1gG4 ngudi.

27. Khang thé da dic hiéu theo phuong an bat ky trong sé cic phwong 4n tir 1 dén
23 va 26, ddc trung 1a thudc phéan 16p IgG1 ngudi co cac dot bién L234A va L235A
(danh s theo hé thdng danh s6 Kabat EU).

28. Khang thé da dic hiéu theo phuwong 4n bét ky trong s cac phuong an tir 1 dén
23 va 26 dén 27, dic trung 1a thudc phan 16p IgG1 ngudi co cic dot bién 1.234A,
L.235A va P329G (danh sb theo hé thong danh s Kabat EU).

29. Khéng thé da dic hiéu theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n tir 1 dén
23 va 26, dic trung 1a thudc phéan 16p 1gG4 ngudi c6 cac dot bién S228P va 1.235E
(danh s6 theo hé thdng danh sé Kabat EU).

30. Khang thé da dic hiéu theo phwong 4n bat ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén
23, va 26 dén 29, dic trung 1a thudc phén 16p IgG4 ngudi ¢ cac dot bién S228P,
L.235E va P329G (d4nh sb theo hé théng dénh sé Kabat EU).

31.Phwong phéap san xudt khang thé da dic hiéu theo phuong 4n bét ky trong sb céc

phuong an tir 1 dén 23 va 26 dén 30, trong d6 phwong phap nay bao gdm cac budc:

A) bién nap té bao vat chu bang cac vecto chita cac phan tir axit nucleic ma hoa

-54-



34049

a) chudi nhe tha nhét va chudi ning thu nhit ctia khang thé tht nhit ma gin

két dic hiéu véi khang nguyén thi nhit; va

b) chudi nhe tht hai va chudi ning thi hai cua khang thé thr hai ma gin két
dic hiéu v6i khang nguyén thir hai, va trong do mién bién d6i VL va VH
trong chudi nhe thir hai va chudi ning thr hai cta khéng thé tht hai duogc

ddi chd cho nhau; va
trong do

1) trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe thir nhét trong a) axit amin & vi tri 124
dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (ddnh sd
theo hé théng dénh s6 Kabat) (theo mot phuong 4n wu tién doc lap bang
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong do trong mién c¢b dinh CH1 cta chudi
nang thi nhit trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213
dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sd
theo hé thdng danh s Kabat EU); hodc

ii) trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe tht hai trong b) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (ddnh sd
theo hé théng ddnh s6 Kabat) (theo mot phuong an uu tién doc lap bang
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong do trong mién ¢ dinh CH1 ctia chudi
nang tha hai trong b) axit amin & vi tri 147 ho#c axit amin & vi tri 213 dugc
thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hogc axit aspartic (D) (danh s6 theo
hé thdng danh s6 Kabat EU);

B) nudi cdy té bao vat chu trong cac diéu kién cho phép tong hop phan tir khang

thé néu trén; va
C) thu hdi phén tr khang thé néu trén tir mdi trudong nudi céy.

32.Axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin ctia khang thé da dic hiéu theo phuong 4n

bét ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén 23 va 26 dén 30.

33.Vecto bidu hién chua axit nucleic theo phuong dn 32 ¢6 kha nang biéu hién axit

nucleic néu trén trong té bao vat chu.

34. Té bao vat chi bao gdbm vecto theo phuong 4n 33.

-55-



34049

35.Duoc phdm chira khang thé theo phuong an bét ky trong sd cac phuong én tir 1
dén 23 va 26 dén 30.

36.Dugc pham chtra khéng thé theo phuong dn bét ky trong sb cac phuong an tir 1

dén 23 va 26 dén 30 va it nhat mot t4 duge duge dung.

37.Phuong phép diéu tri bénh nhan cin diéu tri bénh, dic trung boi viéc cho bénh
nhan dung luong hitu hi¢u cho tic dung diéu tri bénh ctia khang thé theo phuong an

bét ky trong s6 cac phuong an tir 1 dén 23 va 26 dén 30.
38.Phuong phéap lam gidm cac san pham phu cua khang thé da dic hiéu,
bao gdm cac buéc:
A) bién nap té bao vat chii v6i cac vecto chira cac phan tir axit nucleic mi hoa

a) chudi nhe th nhét va chudi ning thir nhét cua khang thé thu nhit ma gin

két dic hiéu v6i khang nguyén tha nhat; va

b) chudi nhe thir hai va chudi ning thir hai ctia khang thé tht hai ma gin két
dic hiéu v6i khang nguyén thir hai, va trong do mién bién ddi VL va VH
trong chudi nhe thtr hai va chudi ning thir hai cta khing thé tha hai dugc

d6i cho cho nhau; va

trong d6 céc thay thé sau dugc bao gdbm dé lam giam san pham phu cua

khang thé da dic hidu:

i) trong mién cb dinh CL cta chudi nhe thu nhét trong a) axit amin ¢ vi tri 124
duoc thay thé doc lap béng lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh sb
theo hé thdng danh s Kabat) (theo mdt phuong én uu tién doc l4p bang
lysin (K) hogc arginin (R)), va trong do trong mién cb dinh CH1 cua chudi
nang thu nhét trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213
duoc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh s6

theo h¢ théng d4nh s Kabat EU); hodc

ii) trong mién ¢b dinh CL cuia chudi nhe tht hai trong b) axit amin 6 vi tri 124
duogc thay thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh )
theo hé théng ddnh s6 Kabat) (theo mot phuong an uu tién doc lap bang
lysin (K) hogc arginin (R)), va trong d6 trong mién ¢b dinh CH1 cua chudi

ning thit hai trong b) axit amin & vi tri 147 hoic axit amin & vi tri 213 duoc
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thay thé doc lap bing axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (dénh sb theo
hé thdng d4nh s6 Kabat EU);

B) nudi cdy té bao vat chii trong céc diéu kién cho phép tong hop phan tir khang

thé néu trén; va
C) thu hdi phan tir khang thé néu trén tir moi trudng nudi cay.
39.Phuong phéap lam gidm san pham phu cta khang thé da dic hiéu
bao gdm cac budc:
A) bién nap té bao vat chi v6i cac vecto chira cac phén tir axit nucleic ma hoa

a) chudi nhe th nhét va chudi ning thu nhit ctia khang thé tht nhit ma gin

két dac hiéu v6i khang nguyén thir nhét; va

b) chudi nhe thir hai va chudi ning thi hai cta khang thé thi hai ma gén két
dic hidu v6i khang nguyén thir hai, va trong d6 mién bién d6i VL va VH
trong chudi nhe thir hai va chudi ning thir hai cta khang thé tht hai duge

ddi chd cho nhau; va
trong d6 céc thay thé sau duoc bao gdm,

i) trong mién ¢b dinh CL cua chudi nhe thu nhét trong a) axit amin & vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh s6
theo hé théng danh sb Kabat) (theo m{t phuong én uu ti€n doc lap béng
lysin (K), arginin (R)), va trong do trong mién cb dinh CH1 cua chudi ning
thir nhAt trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin 6 vi tri 213 dugc thay
thé doc lap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo hé
thdng danh sé Kabat EU); hodc

ii) trong mién cb dinh CL cta chudi nhe thir hai trong b) axit amin ¢ vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6
theo hé thng danh s6 Kabat) (theo mdt phuong an uu tién doc lap bang
lysin (K), arginin (R)), va trong d6 trong mién cb dinh CHI cta chudi ning
thit hai trong b) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213 dugc thay
thé doc lap bing axit glutamic (E), hogc axit aspartic (D) (danh sb theo hé
théng dénh s6 Kabat EU),
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B) nudi ciy té bao vat chl trong cac didu kién cho phép tong hop phan tir khang
thé néu trén; va
C) thu hdi phan t& khang thé néu trén c6 profin san phim phu gidm tr moi

trudong nudi cay.

40. Phuong phéap lam gidm san pham phu cta khang thé da dic hiéu, trong do

phuong phap nay bao gom cac budc:
A) bién nap t€ bao vét chu véi cac vecto chira cic phan tir axit nucleic ma hoa

a) chudi nhe thir nhét va chudi ning thu nhét cia khang thé tht nhat ma gin

két dic hiéu v6i khang nguyén thi nhit; va

b) chudi nhe thir hai va chudi ning thr hai cia khang thé tht hai ma gin két
dic hidu v6i khang nguyén thir hai, va trong do mién bién d6i VL va VH
trong chudi nhe tht hai va chudi niang tht hai ctia khing thé tha hai duge

ddi chd cho nhau; va
trong d6 cac thay thé sau duoc bao gom,

i) trong mién c¢b dinh CL cuia chudi nhe thir nhét trong a) axit amin ¢ vi tri 124
duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh )
theo hé thng danh sb Kabat) (theo mot phwong 4n uu tién doc lap bang
lysin (K), arginin (R)), va trong d6 trong mién ¢b dinh CHI1 ciia chudi nang
thit nhat trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 duoc thay
thé doc lap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo hé
théng d4nh s6 Kabat EU),

B) nudi cdy té bao vat chu trong cac didu kién cho phép téng hop phan tir khang
thé néu trén; va

C) thu hdi phan t khang thé néu trén c6 profin san pham phu giam di tur moi
truong nudi cdy.

41. St dung céac dot bién thay thé sau dé lam giam viéc tao ra cac san phém phu

(hoac giam profin san pham phu) ctia khang thé da dic hidu:

i) trong mién ¢b dinh CL cta chudi nhe thu nhét trong a) thay thé axit amin &

vi tri 124 doc lap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s6 theo
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hé thdng danh sé Kabat) (theo mdt phuong an wu tién doc lap bang lysin (K)
hoic arginin (R)), va trong mién ¢ dinh CH1 ctia chudi nang tht nhét trong a)
thay thé axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 doc 1ap bﬁng axit
glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sb theo hé théng danh s6 Kabat EU);

hodc

ii) trong mién c6 dinh CL ctia chudi nhe thtr hai trong b) thay thé axit amin &
vi trf 124 doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh sé theo
hé théng danh sé Kabat) (theo mot phwong 4n wu tién doc 1ap bang lysin (K)
hoic arginin (R)), va trong mién ¢ dinh CHI ctia chudi nang thit hai trong b)
thay thé axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 doc lap bang axit

glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sb theo hé thong danh s Kabat EU);
trong d6 khang thé da dic hiéu bao gdm:

a) chudi nhe tht nhit va chudi ning thi nhét cta khang thé thi nhit ma gin

két dac hiéu v6i khang nguyén thir nhét; va

b) chudi nhe th@ hai va chudi ning tht hai cua khang thé tht hai ma gin két
dac hiéu v6i khang nguyén tha hai, va trong d6 mién bién d6i VL va VH
trong chudi nhe thir hai va chudi ning thtr hai ctia khang thé thir hai duoc

d6i chd cho nhau.

42. St dung céc thay thé sau dé 1am giam viéc tao ra cac san phadm phuy (hodc lam

giam profin san pham phu) ctia khang thé da dic hi¢u:

i) trong mién cé dinh CL ciia chudi nhe thir nhét trong a) thay thé axit amin &
vi trf 124 doc 14p bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (dénh s6 theo
hé thdng danh sé Kabat) (theo mdt phuong 4n uu tién doc 1ap bang lysin (K)
hoc arginin (R)), va trong mién c¢b dinh CH1 ctia chudi ning tht nhét trong a)
thay thé axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 dgc 1ap bang axit

glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (dénh sb theo hé thdng danh sé Kabat EU);
trong d6 khang thé da dic hidu bao gdm:

a) chudi nhe thtr nhit va chudi ning tht nhat ctia khang thé thi nhat ma gan

két dac hiéu v6i khang nguyén thir nhét; va
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b) chudi nhe thtr hai va chudi ning tht hai ctia khang thé tht hai ma gin két
dac hiéu voi khang nguyén tht hai, va trong d6 mién bién ddi VL va VH
trong chudi nhe thtr hai va chudi niang thir hai cia khang thé thir hai duoc

d6i chd cho nhau.
43. Khang thé da dic hiéu theo phuwong an bt k¥ trong sd cac phuong an tir 1 dén
16, va 20 dén 23, trong d6 khang thé bao gdm it nhit hai manh Fab, trong d6 manh
Fab thtt nhit bao gom it nhit mot vi tri lién két khang nguyén dic hiéu véi khang
nguyén thir nht; vi manh Fab tht hai bao gdm it nhat mét vi tri lién két khang
nguyén dic hiéu v6i khang nguyén tht hai, trong d6 trong manh Fab th hai, mién
bién ddi VL va VH trong chudi nhe thir hai va chudi ning tht hai dugce ddi chd cho
nhau; va trong d6 khang thé da dic hiéu khéng bao gdm mién Fec.
44. Khéang thé da dic hiéu theo phuong 4n 43, trong d6 khang thé bao gdm hai dén
bon manh Fab.
45. Khang thé da dic hiéu theo phuong 4n 43 hoic 44, trong d6 khang thé gan két
dédc hi¢u vdi Ang-2 nguoi va VEGF.
46. Phuong phap san xuét khéng thé bao gbdm budc nudi cdy té bao vat chu theo
phwong 4n 34 sao cho khang thé dugc tao ra.
47. Phuong phép theo phuong an 46, con bao gdm budc thu hdi khang thé tir té bao
vét chu.

Céc vi du, danh muc trinh tu va hinh v€ sau ddy dugc néu nham muc dich hd
trg viéc hidu sang ché, pham vi chinh x4c ctia sang ché dugc néu trong céc diém
yéu ciu bao ho di kém. Nén hiéu ring cac cai bién c6 thé dugc tao ra trong cc quy
trinh dugc néu ma khdng vuot ra khéi pham vi cua sang ché.

MO ta cac trinh ty axit amin

SEQ ID NO:1chudi nhe (LC) <Ang-2> kiéu dai (wt)

SEQ ID NO:2chudi ning (HC) <Ang-2> kiéu dai (wt)

SEQ ID NO:3chudi ning (HC) <VEGE> ¢6 su trao ddi VH-VL kiéu dai (wt)

SEQ ID NO:4chudi nhe (LC) <VEGF> ¢6 sy trao d6i VH-VL kiéu dai (wt)

SEQ ID NO:5chudi nhe (LC) <Ang-2> ¢6 su thay thé Q124K
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SEQ ID NO:6¢hubi ning (HC) <Ang-2> ¢6 su thay thé K147E
SEQ ID NO:7chudi ning (HC) <Ang-2> c6 su thay thé K213E
SEQ ID NO:8chudi nhe (LC) <Ang-2> ¢6 su thay thé E123K

SEQ ID NO:9chudi nhe (LC) <Ang-2> ¢6 su thay thé Q124K va thay thé
E123K

SEQ ID NO:10 chudi ning (HC) <Ang-2> ¢4 su thay thé K147E va thay thé
K213E

SEQ ID NO:11 chudi nhe (LC) <Ang-2> c6 su thay thé Q124R va thay thé
E123K

SEQ ID NO:12 chudi nhe (LC) <VEGF> ¢6 sy thay thé Q124E

SEQ ID NO:13 chudi nhe (LC) <Ang-2> c6 su thay thé E124K va thay thé
E123K

SEQ ID NO:14 chudi niang (HC) <Ang-2> ¢6 sy thay thé K147E va thay thé
K213D

SEQ ID NO:15 chubi nhe (LC) <IL-17> kiéu dai (wt)
SEQ ID NO:16 chudi ning (HC) <IL-17> kiéu dai (wt)

SEQ ID NO:17 chudi ning (HC) <TWEAK> ¢6 su trao dbi VH-VL kiéu dai
(wt)

SEQ ID NO:18 chudi nhe (LC) <TWEAK> ¢6 su trao d6i VH-VL kiéu dai
(wt)

SEQ ID NO:19 chudi nhe (LC) <IL-17> ¢6 su thay thé Q124K va thay thé
E123R

SEQ ID NO:20 chudi ning (HC) <IL-17> c6 sy thay thé K147E va thay thé
K213E

SEQ ID NO:21 chubi nhe (LC) <TWEAK> c6 sy thay thé Q124EF

SEQ ID NO:22 chudi ning (HC) <IL-17> ¢6 su thay thé K147E va thay thé
K213D
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SEQ ID NO:23 chudi nhe (LC) <IL-17> ¢6 sy thay thé Q124K va thay thé
E123K

SEQ ID NO:24 mién chudi ning bién d6i VH <TWEAK > 305-HC4

SEQ ID NO:25 mién chudi nhe bién déi VL <TWEAK>305-LC2

SEQ ID NO:26 mién chudi ning bién dbi VH <IL-17> HC136

SEQ ID NO:27 mién chudi nhe bién ddi VL <IL-17>LC136

SEQ ID NO: 28 chudi ning (HC) <TWEAK> c6 sy trao d6i VH-VL kiéu dai
(wt) (chtra dipeptit GK tan cung)

SEQ ID NO: 29 chudi ning (HC) <IL-17> ¢6 sy thay thé K147E va thay thé
K213E (chtra dipeptit GK tan cung)

SEQ ID NO: 30 chudi ndng (HC) <IL-17> ¢6 su thay thé K147E va thay thé
K213D (chtra dipeptit GK tan cing)

SEQ ID NO: 31 chudi ning (HC) <Ang-2> kiéu dai (wt) (chua dipeptit GK
tan cung)

SEQ ID NO: 32 chudi ning (HC) <VEGF> co su trao d6i VH-VL kiéu dai
(wt) (chura dipeptit GK tan cung)

SEQ ID NO: 33 chudi ning (HC) <Ang-2> c6 su thay thé K147E (chira
dipeptit GK tén cung)

SEQ ID NO: 34 chudi nang (HC) <Ang-2> ¢6 su thay thé K213E (chua
dipeptit GK tén cung)

SEQ ID NO: 35 chudi nang (HC) <Ang-2> ¢6 su thay thé K147E va thay thé
K213E (chira dipeptit GK tan cung)

SEQ ID NO: 36 chudi nang (HC) <Ang-2> c6 su thay thé K147E va thay thé
K213D (chira dipeptit GK tén cung)

SEQ ID NO: 37 chubi ndng (HC) <IL-17> kiéu dai (wt) (chtra dipeptit GK tan

cung)
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SEQ ID NO: 38 chudi ning (HC) Fab,-CrossFab bao gbm hai chudi ning
(HC) <Ang-2> kiéu dai (wt) két hop v6i mot chudi nang (HC) <VEGF> c6 su trao
d6i VH-VL kiéu dai (wt) thong qua tac nhan lién két glyxin-serin

SEQ ID NO: 39 chudi nang (HC) Fab,-CrossFab bao gdm hai chudi nang
(HC) <Ang-2> ¢6 sy thay thé K147E va thay thé K213E két hop voi mot chudi
ning (HC) <VEGF> ¢6 su trao d6i VH-VL kiéu dai (wt) thong qua tic nhan lién két

glyxin-serin

SEQ ID NO: 40 chudi nang (HC) CrossFab-Fab bao gbm mot chudi ndng
(HC) <VEGF> c6 su trao d6i VH-VL kicu dai (wt) két hop v6i mot chudi nang
(HC) <Ang-2> ¢6 sy thay thé K147E va thay thé K213E thong qua tac nhan lién két

glyxin-serin

SEQ ID NO: 41 chudi ning (HC) CrossFab-Fab bao gdbm mot chudi ning
(HC) <VEGF> c6 sy trao d6i VH-VL kiéu dai (wt) két hop voi mot chudi ning
(HC) <Ang-2> c6 s thay thé K147E va thay thé K213E thong qua tac nhén lién két
glyxin-serin

SEQ ID NO: 42 chudi ning (HC) CrossFabz-Fab bao gbm hai chudi ning
(HC) <VEGF> ¢6 su trao d6i VH-VL kidu dai (wt) két hop voi mot chudi ning
(HC) <Ang-2> kiéu dai (wt) thong qua tic nhan lién két glyxin-serin

SEQ ID NO: 43 chudi ning (HC) CrossFab,-Fab bao gbm hai chudi ning
(HC) <VEGF> ¢6 sy trao ddi VH-VL kiéu dai (Wt) két hop v6i mot chudi ning
(HC) <Ang-2> c6 su thay thé K147E va K231E thong qua tac nhén li€n két glyxin-
serin

SEQ ID NO: 44 chudi ning (HC) <VEGF> ¢6 su trao d61 VH-VL ¢6 su thay
thé K147E

SEQ ID NO: 45 chudi nhe (LC) <VEGF> c¢6 su trao dbi VH-VL c¢6 su thay
thé Q124K

SEQ ID NO: 46 chudi ning (HC) <VEGF> c6 su trao ddi VH-VL c6 sy thay
thé K147E, va thay thé K213E

SEQ ID NO: 47 chudi nhe (LC) <VEGF> c6 su trao ddi VH-VL ¢6 su thay
thé 123K, va Q124K
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Vi du thuc hién sang ché
Vit liéu & phuong phap tbng quat

Thong tin tdng quat v& trinh tu nucleotit cia chudi nidng va chudi nhe cua
globulin mién dich cta ngudi duge néu trong: Kabat, E.A., et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Céc axit amin cua chudi khang thé duoc
d4nh sb va goi tén theo hé théng danh sb theo Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Sth ed., Public Health Service, National

Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)) nhu dugc dinh nghia trén day.
Ky thuat ADN téi td hop

Céac phuong phap chuin duoc st dung dé thao tac bang tay ADN nhu dugc
md ta trong Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A laboratory manual; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Cac chét
phan tmg sinh hoc phén tir dugc s dung theo chi din ctia nha san xuat.
Tbng hop gen

Céac doan gen mong mudn dugce tao ra tir oligonucleotit dugc thuc hién bang
k¥ thuat tdng hop hoa hoc. Poan gen dai 600 - 1800 cap bazo (bp), dugc dét ban 18
bing cac vi tri phan tach nucleaza noi sinh gi¢i han don 1€, dugc lap rap bang cach
gin va ndi céac oligonucleotit bao gbm khuéch dai PCR va sau d6 tach dong thong
qua céc vi tri giéi han duge chi dinh, vi du, Kpnl/ Sacl hodc Ascl/Pacl thanh vecto
tach dong pGA4 dua trén pPCRScript (Stratagene). Céc trinh tw ADN cua cac doan
gen dugc tach dong dugc xac nhan bang cach giai trinh tw ADN. Céc doan tong hop
gen duogc sip xép theo cac dic tinh cho trudc trong Geneart (Regensburg,

Germany).
Xéc dinh trinh ty ADN

Céc trinh tu ADN dugc xac dinh bang cach giai trinh ty mach kép dugc thuc
hién tai MediGenomix GmbH (Martinsried, Germany) hodc Sequiserve GmbH

(Vaterstetten, Germany).
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Phan tich trinh tw ADN va protein va quan ly dit ligu trinh tu

Goi phan mém cua GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin)
phién ban 10.2 va Infomax's Vector NT1 Advance suite phién ban 8.0 duoc sir dung

dé tao ra, v& so dd, phan tich, chd thich va minh hoa trinh tu.
Vecto biéu hién

D& biéu hién cac khang thé dugc mo ta, cac bién thé cua plasmit biéu hién dbi
v6i cac té bao bidu hién tam thoi (vi dy, trong HEK293 EBNA hodc HEK?293-F)
dua trén viée td chitc ADN bd sung c6 hoic khong c6 gen khéi dong CMV-Intron A

hodc dua vao viéc td chire hé gen c6 gen khoi dong CMV dugc ap dung.
Ngoai cat-xét biéu hién khang thé, cac vecto nay chira:
- gbc sao chép cho phép sao chép plasmit nay trong E. coli, va
- gen B-lactamaza mang lai tinh khang ampicillin trong E. coli.
Pon vi phién mi cua gen khang thé gdm c6 céc thanh phin sau:
- (c&c) vi tri gi6i han don nhét & dau 5°
- gen ting cudng va gen khoi dong rat som tir cytomegalovirus nguoi,
- sau d6 12 trinh tu Intron A trong truong hop t4 chirc ADN bb sung,
- viing khong dugc dich ma ¢ d4u 5’ cta gen khang thé nguoi,
_ trinh tu tin hiéu chudi ning globulin mién dich,
- chudi khang thé nguoi (kiéu dai hodc c6 sy trao dbi mién) dusi dang ADN bd
sung hodc dudi dang td chire hé gen voi td chitc exon-intron cua globulin mién dich
- ving khong dugc dich mé ¢ dau 3’ ¢o trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa, va
- (c4c) vi tri giéi han don nhit & dau 3°.

Céc gen dung hop chira cac chudi khang thé nhu dugc md ta duéi day duoc
tao ra bang k§ thuat PCR va/hodc tdng hop gen va duge lap rap bang cic phuong
phép va ky thuat tai t6 hop da biét bang cach ndi cac doan axit nucleic twong ung, vi
du, st dung vi tri gi6i han don nhét trong cac vecto tuong ung. Cac trinh tu axit

nucleic d3 tach dong dugc xé4c nhén bang céch giai trinh tu ADN. pé chuyén nhiém
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tam thoi, plasmit v6i lugng 16n hon dugc tao ra bang cich didu ché plasmit tr moi

trrong nudi cdy E. coli duge bién nap (Nucleobond AX, Macherey-Nagel).
Ky thut nudi cdy té bao
Céac k¥ thudt nudi cdy té bao tieu chuin dugc st dung nhu dugc mo ta trong

Current Protocols in Cell Biology (2000), Bonifacino, J.S., Dasso, M., Harford,
J.B., Lippincott-Schwartz, J. and Yamada, K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc.

Khang thé da dic hiéu dugc biéu hién béng cach dong chuyén nhiém tam thoi
cac plasmit biéu hién tuong Gng trong céac té bao HEK293-EBNA sinh truéng bam
dinh hodc trong cac té bao HEK29-F sinh trudng trong huyén phtl nhu dugc md ta
dudi day.

Chuyén nhiém tam thoi trong hé HEK293-EBNA

Khang thé da dc hiéu duoc bidu hién bing cach ddng chuyén nhiém tam thoi
cac plasmit biéu hién twong tng (vi du mé hoéa chudi nang va chudi nang cai bién,
ciing nhu chudi nhe va chudi nhe cai bién tuong Gng) trong cic té bao HEK293-
EBNA sinh truéng bam dinh (dong té bao than phdi ngudi 293 biéu hién khéang
nguyén c6 nhan Epstein-Barr-Virut; Bd suu tap gidng chuan Hoa Ky s6 luu trit
ATCC # CRL-10852, Lot. 959 218) duoc nudi chy trong DMEM (moi truong Eagle
duoc cai bién ctia Dulbecco, Gibco®) dugce bd sung IgG FCS siéu thap 10% (huyét
thanh bao thai bé, Gibco®), L-Glutamin 2mM (Gibco®), va Geneticin 250pg/ml
(Gibco®). P& chuyén nhiém, cht phan (g chuyén nhiém FuGENE™ 6 (Roche
Molecular Biochemicals) dugce st dung véi ty 1€ gilta chit phan tmg FuGENE™
(ul) va ADN (pg) la 4:1 (nim trong khoang tir 3:1 dén 6:1). Protein dugc biéu hién
tir plasmit twong Gmg st dung ty 1& mol gitra plasmit ma hoa chudi nhe va chudi
ning (dugc cai bién va kiéu dai) 1an luot 1a 1:1 (dang mol), nam trong khoang tir 1:2
dén 2:1. Cac té bao dugc nap L-Glutamin ad 4mM, Glucoza [Sigma] va NAA
[Gibco®] vao ngay 3. Khang thé da dic hiéu chira phan dich ndi trén bé mat nudi
cdy té bao dugc thu hoach tir ngay 5 dén 11 sau khi chuyén nhiém bang cach ly tAm
va bio quan & -20°C. Thong tin tong quat vé qua trinh biéu hién tai t6 hop cua
globulin mién dich ngudi trong, vi du, té bao HEK293 c6 trong: Meissner, P. et al.,

Biotechnol. Bioeng. 75 (2001) 197-203.
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Chuyén nhiém tam thoi trong hé HEK293-F

Khang thé da dic hiéu duoc tao ra béng cach chuyén nhiém tam thoi véi cac
plasmit twong tng (vi du, ma hoéa chudi ning va chudi ning cai bién, ciing nhu
chudi nhe va chudi nhe cai bién twong tng) sir dung hé HEK293-F (Invitrogen) theo
chi din ctia nha san xuét. Néi ngén gon 13, cac té bao HEK293-F (Invitrogen) sinh
trudng trong huyén phi trong binh lic hoic trong thing gy men dugc khudy trong
mdi trudng biéu hién FreeStyle™ 293 khong huyét thanh (Invitrogen) dugc chuyén
nhim bing hdn hop cia bdn plasmit biéu hién va 293fectin™ hodc fectin
(Invitrogen). Dbi v6i binh lic 2L (Corning), cac té bao HEK293-F dugc nudi cy &
mat do bang 1,0E*6 té bao/mL trong 600 mL va duoc U & 120 vong/phit, CO2 8%.
Ngay sau khi céc t& bao duoc chuyén nhiém & mét do té bao bang khoang 1,5E*6 té
bao/mL véi hon hop khoang 42 mL cia A) 20mL Opti-MEM (Invitrogen) véi
600pg tdng plasmit ADN (1 pg/mL) ma héa chudi ning hodc chudi ning cai bién,
mdt cach 14n luot va chudi nhe trong Gng véi ty 16 dang mol va B) 20ml Opti-MEM
+1,2mL 293 fectin hodc fectin (2 ul/mL). Theo mtrc d¢ ti€u thu glucoza, dung dich
glucoza duoc bd sung trong sudt qua trinh gdy men. Phan dich ndi trén bé mit chira
khang thé tiét ra duoc thu hoach sau 5-10 ngay va khéang thé dugce tinh ché truc tiép
tu phén dich ndi trén bé mat hoidc phén dich ndi trén bé mit duge 1am déng lanh va

dugc bao quan.
Xéc dinh protein

N@)ng do protein ctia khang thé dugc tinh ché va cac dan xuét duoc xé4c dinh
béng cach xac dinh mét d6 quang (OD) & 280 nm, st dung h¢ sb tit phén t& duogc
tinh dua trén trinh tu axit amin theo Pace, ef al., Protein Science, 1995, 4, 2411-

1423.
Xac dinh néng do khang thé trong phén dich ndi trén bé mat

Nbng d6 khang thé va cac din xuét trong phan dich ndi trén bé mat nudi cy té
bao dugc ude tinh bing cach két tia mién dich véi cac hat Protein A Agarose
(Roche). 60uL hat Protein A Agarose dugc rira ba lan trong TBS-NP40 (Tris
50mM, pH 7,5, NaCl 150mM, Nonidet-P40 1%). Tiép doé, 1 -15mL phén dich nbi
trén bé mat nuoi céy té bao dugc ap dung vao cac hat Protein A Agarose dugc [am

cin bing trude trong TBS-NP40. Sau khi 1 trong 1 gid & nhiét do trong phong, céc
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hat nay dugc rita trén cdt loc Ultrafree-MC (Amicon) mdt 1an béng 0,5mlL TBS-
NP40, hai 14n bang 0,5mL 2x nuéc mudi dém phosphat (2xPBS, Roche) va rira
nhanh bdn 14n bang 0,5mL Na-xitrat 100mM dd pH = 5,0. Khang thé duoc lién két
duogc rira giai bang cach bd sung 35ul chit dém miu NuPAGE® LDS (Invitrogen).
Mot nira miu duoc két hop véi chit khir miu NuPAGE® hodc con lai khong khir,
mot cach 1an lugt, va duogc gia nhiét trong 10 phut ¢ 70°C. Do d6, 5-30ul dugc ép
dung vao NuPAGE® Bis-Tris SDS-PAGE 4-12% (Invitrogen) (v6i chit dém
MOPS ding cho SDS-PAGE khong dugc khir va chit dém MES véi chéit phu gia
dém chay chit chdng oxy héa NuPAGE® (Invitrogen) ding cho SDS-PAGE duoc

khtr) va nhuom mau bang Coomassie Blue.

Nodng do ctia khang thé va cac din xuit trong phan dich ndi trén bé mat nuoi
chy té bao duoc x4c dinh vé mat luong bing sic ky HPLC 4i luc. N6i ngén gon 13,
phan dich nbi trén bé mat nudi cdy té bao chira khang thé va céc dan xuét lién két
vé6i Protein A dugce ap dung vao cot Applied Biosystems Poros A/20 trong KHPO4
200mM, natri xitrat 100mM, pH = 7,4 va dugc rtra gidi tr co chét bang NaCl
200mM, axit xitric 100mM, pH = 2,5 trén hé Agilent HPLC 1100. Protein da rtra
giai dugc dinh lugng bing mirc do hép thu UV va két hop céc vung dinh. Khang thé

IgG1 chudn dugc tinh ché dugce sir dung lam tiéu chuén.

Theo mdt cach khac, ndng do cua khang thé va cac din xuét trong phén dich
ndi trén b& mat nudi cdy t& bao duoc xac dinh bing Sandwich-IgG-ELISA. Néi
ngén gon 13, cac dia vi chudn do c6 96 giéng StreptaWell High Bind Strepatavidin
A (Roche) dugc phu bing phan tir bit gitt khéang IgG nguoi duge biotinyl hoa
F(ab’)2<h-Fcy> BI (Dianova) v6i ndng d6 100uL/giéng & 0,1pg/mL trong 1 gi &
nhiét d6 trong phong hodc theo mot cach khac, qua dém ¢ 4°C va tiép d6 rira ba lan
bing PBS 200 uL/giéng, Tween 0,05% (PBST, Sigma). Céc phan pha lodng theo
day v6i ndng do 100 uL/giéng trong PBS (Sigma) cua khang thé twong tmg chira
phin dich ndi trén bé mat nudi ciy t& bao duoc bd sung vao céac giéng va dugc
trong 1-2 gid trén binh Iic ¢6 dia vi chudn & nhiét do trong phong. Céc giéng duoc
rira ba 1an bang PBST 200 pL/giéng va khang thé dugc lién két duoc phat hién bang
100ul F(ab*)2<hFcy>POD (Dianova) & 0,1 pg/mL dudi dang khang thé phét hién
trong 1-2 gi® trén binh lic ¢6 dia vi chuan & nhiét do trong phong. Khéng thé phat
hién khong lién két dugc rira sach ba 1an bing PBST 200 ul/giéng va khang thé
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phat hién lién két dugc phat hién ra bang cach bd sung 100uL ABTS/giéng. Viéc
x4c dinh mc dd hip thu dugc thuc hién trén may do phd Tecan Fluor & budc séng

do bang 405 nm (budc song tham chiéu 492 nm).
Tinh ché protein

Protein dugc tinh ché tur phﬁn dich ndi trén bé mat nudi céy té bao duoc loc
theo phuong phép chuén. N6i ngin gon 13, khang thé duoc ap dung vao cdt Protein
A Sepharose (GE healthcare) va dugc ria bang PBS. Tién hanh viéc rira giai cac
khang thé & d6 pH = 2,8, sau do6 trung hoa ngay mAu nay. Protein dugc két tap duogc
tach khoéi khang thé monome bang sic ky loai trir theo kich c& (Superdex 200, GE
Healthcare) trong PBS hodc trong Histidin 20mM, NaCl 150mM d6 pH = 6,0. Cac
loai manh khang thé monome dugc gom, dugc cd (néu cdn) bing cach sir dung, vi
du, mdy co ly tim MILLIPORE Amicon Ultra (30 MWCO), duoc lam dong lanh va
dugc bao quan & -20°C hodc -80°C. Mot phin cac mau dugc cip dé sau d6 phén
tich protein va dic trung hoa phén tich bﬁng, vi du, SDS-PAGE, sdc ky loai trir theo
kich ¢& (SEC) hodc phép do phd khdi.

SDS-PAGE

Hé gel NuPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) dugc stt dung theo chi din cta nha
san xuat. Cu thé 13, 10% hodc 4-12% gel NuPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast
(pH = 6,4) va NuPAGE® MES (gel dugc khu, véi chét phu gia dém chay chét
chéng oxy hoa NuPAGE®) hodc chét dém chay MOPS (gel khong duge khir) dugc

st dung.
S4c ky loai trir theo kich c& phan tich

Sic ky loai trir theo kich ¢& (SEC) dé xac dinh su két tu va trang thai oligome
ciia céc khang thé dugc tién hanh bang sic ky HPLC. Néi ngén gon 13, cac khang
thé duoc tinh ché protein A dugc ap dung vao cot Tosoh TSKgel G3000SW trong
NaCl 300mM, KH,PO4/KoHPO4 50mM, do pH = 7,5 trén hé Agilent HPLC 1100
hodc 4p dung vao cot Superdex 200 (GE Healthcare) trong 2 x PBS trén hé Dionex
HPLC. Protein d& duoc rira giai duogc dinh luong bang muc do hép thu UV va két
hop cac vung dinh. Tiéu chudn BioRad Gel Filtration Standard 151-1901 dugc st

dung lam tiéu chuan.
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Phép do phd khbi

Poan ndy mo ta dic trung cua khang thé da dic hiéu co su trao ddi VH/VL
(VH/VL CrossMabs) nhin manh vao viéc lip rap ching mdt cach chinh xac. Céc
chu tric so cap mong dgi dugc phén tich bang phép do phd khéi ion hoa tia dién
(ESI-MS) cua CrossMabs tro duge khur glycosyl hoa va CrossMab dugc khu
glycosyl héa/dugc phan giai plasmin hodc theo mot cach khac, CrossMab dugc khir
glycosyl hoa/duge phan giai LysC han ché.

CrossMab ctia VH/VL dugc khir glycosyl hoa bing N-Glycosidase F trong
dém phosphat hogc Tris & 37°C trong thoi gian 1én dén 17 gid & ndng do protein
bing 1mg/ml. Viéc phan giai plasmin hodc LysC gi6¢i han (Roche) dugc thue hién
v6i 100 pg VH/VL CrossMab duge khit glycosyl hoa trong chat dém Tris c6 do pH
— 8 & nhiét do trong phong trong 120 gio va & 37°C trong 40 phat, mot cach lan
luot. Trudce khi do phd khéi, cac mau duge khi mubi théng qua HPLC trén cot
Sephadex G25 (GE Healthcare). Téng khdi lwgng duge xac dinh thong qua ESI-MS
trén hé maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) dugc trang bi ngudn TriVersa
NanoMate (Advion).

X4c dinh kha ning gin két va 4i luc lién két ctia khang thé da dac hiéu voi khang
nguyén tuong ung bang céach st dung k¥ thuét cong huong plasmon bé mat (SPR)
(BIACORE)

Kha ning gin két ctia khang thé duoc tao ra v6i khang nguyén twong ung (vi
du ANG2 va VEGF) dugc nghién ciru nhd cdng huong plasmon bé mit bang cach
st dung cong cu BIACORE (GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Sweden).
Noi ngén gon 1a, dé do 4i luc, cac khang thé IgG & dé khang ngudi, JIR 109-005-
098 dwoc cb dinh trén chip CMS thong qua phan tung ghép cdp amin dé biéu hién
c4c khang thé khang khéng nguyén tuong Gng. Kha nang gin két duoc xac dinh
trong chat dém HBS (HBS-P (HEPES 10mM, NaCl 150mM, Tween 20 0,005%, ph
=7.4), 25°C (hoic theo mdt cach khac & 37°C) khang nguyén (R&D Systems hodc
duogc tinh ché trong nha) dugc bd sung véi céac ndng dd khac nhau trong dung dich.
Viéc két hop duge xac dinh bang cach tiém khéng nguyén trong thoi gian tir 80 gidy
dén 3 phut; viéc phén ly duge xac dinh béng cach rira bé mit chip bing chit dém

HBS trong 3 - 10 phut va gia tri KD dugc ude tinh bing cach st dung mo hinh li€n
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két 1:1 Langmuir. Dt lidu dbi chung am (vi du, dudng cong dém) dwoc trir tir
dudng cong miu dé chinh xé4c hoa do 1éch duong co s& thuc té cua hé va lam giam
tin hiéu tiéng on. Phan mém Biacore Evaluation twong mg duoc sir dung dé phan
tich biéu d6 cam bién va dé tinh dit lidu 4i luc.

VidulA

San xuét va bidu hién khang thé da dic hiéu lién két voi Angiopoietin-2 (ANG2) va
VEGF ¢6 su trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb"" ') & mo6t nhanh lién két

va c6 su thay thé axit amin tich dién don 1& trong bé mat chung CH1/CL

Trong vi du th nhét, khéng thé da ddc hiéu lién két voi Angiopoietin-2 nguodi
(ANG2) va VEGF nguoi dugc tao ra nhu duge mo ta trong doan mo ta cadc phuong
phap téng quat bang k§ thuat sinh hoc phén tir cd dién va dugc biéu hién tam thoi
trong cac t& bao HEK293 nhu néu trén. So do tong quat cua cic khéng thé da dac
hiéu tuong tng dugc néu trong cac hinh v& tir Fig.1A dén Fig.1C. P& so sanh,
khang thé kiéu dai (wt) trao dbi/thay thé mién VH/VL khong c6 su thay thé trong bé
mit chung CH1/CL ciing dugc x4y dung. Tuong tu, cac thay thé khac trong pham
vi 1an cén trong bé mat chung CH1CL (dugc néu, vi duy, trong EP 2647707) dugc st
dung dé so sanh. Khang thé da dac hiéu dugc biéu hién bang cach sir dung plasmit

biéu hién chtra axit nucleic ma hoéa trinh ty axit amin dugc néu trong Bang 2a.
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Bang 2a: Trinh ty axit amin ctia chudi nhe (LC) va chudi ning (HC) cia khang thé
da didc hiéu khang Ang2-VEGF Ang2VEGF-0273, Ang2VEGF-0396,Ang2 VEGF-
0397, Ang2VEGF-0394, Ang2VEGF-0395 ¢ sy trao dbi/thay thé mién VH/VL

(CrossMAB™ ™) kiéu dai (wt) va cdc td hop khac nhau cta cac thay thé axit amin

tich dién don 1é

Khang thé

LC ANG-2

HC ANG-2

HC VEGF

LC VEGF

Ang2VEGF-0273

SEQ ID NO: 1

SEQ ID NO: 2

SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO: 4

Ang2VEGF-0396

SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 6

SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO: 4

Ang2VEGF-0397

SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 7

SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO: 4

Ang2VEGF-0394

SEQ ID NO: 8

SEQ ID NO: 6

SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO: 4

Ang2VEGF-0395

SEQ ID NO: 8

SEQ ID NO: 7

SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO: 4

“;’\59
(0]

DPbi véi tht ca cac chu tric, cong nghé di dime héa ph?m “khda” vao dugc
st dung v6i thay thé phan “khoéa” (T366W) dién hinh trong mién CH3 thir nhat va
thay thé phin “&” twong ung (T366S, L368A va Y407V) trong mién CH3 tht hai
(cling nhu hai gbc xystein bd sung dugc dua vao S354C/Y349°C) (c6 trong cic

trinh tu chudi ning (HC) twong ng néu trén)

Vidu lB

Tinh ché va dic trung hoéa khang thé da dic hidu lién két véi Angiopoietin-2
(ANG2) va VEGF c¢6 su trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb""") & mot

nhénh lién két va c6 cac thay thé axit amin tich dién don 1€ trong bé mit chung
CH1/CL

Khéng thé da dic hiéu dwoc bidu hién & trén dugc tinh ché tir phan dich ndi
trén b& mat bang cach két hop séc ky 4i luc protein A va sic ky loai trir theo kich
cd. T4t ca céc khang thé da dic hidu co thé dugc san xuit v6i hidu sudt tdt va 6n
dinh.

Céc san pham thu duogc dugc dic trung v& do ddng nhét bang phép do phd
khéi va cac tinh chdt phan tich nhu do tinh khiét bing SDS-PAGE, ham lugng

monome va dd on dinh
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Phép do phd khdi

Céc chu tric so cip mong doi dugce phan tich bang phép do phd khéi ion hoa
phun dién (ESI-MS) ctia CrossMab tro duoc khir glycosyl héa va CrossMab duoc
khir glycosyl hda/dwge phan gidi plasmin hodc theo mot cach khac, CrossMab dugc

khir glycosyl hoa/dugce phan gidi LysC han ché.

Cac CrossMab VH/VL dugc khur glycosyl hoa bang N-Glycosidase F trong
dém phosphat hogc Tris & 37°C trong thoi gian lén dén 17 gio & ndng dd protein
bang Img/ml. Viéc phén gidi plasmin hodc LysC dugc gidi han (Roche) duoc thuc
hién bang 100 pg CrossMab VH/VL dugc khi glycosyl hoa trong chit dém Tris ¢
d6 pH = 8 & nhiét do trong phong trong 120 gid va & 37°C trong 40 phit, mot cach
1an luot. Trude khi do phd khdi, cac mau duge khir mubi théng qua HPLC trén cot
Sephadex G25 (GE Healthcare). Tbng khéi luong duge xac dinh thong qua ESI-MS
trén hé maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) dugc trang bi ngudn TriVersa
NanoMate (Advion).

Céc két qua dugce thé hién trong Bang 2b va Fig.4a.
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Bang 2b: Giam san pham phu kiéu Bence-Jones chu yéu bang céach thay thé axit

amin tich dién don 1¢ theo sang ché trong bé mit chung CH1/CL

CL CL | CH1 | CHI san pham phu chi

ANG-2 | ANG-2 |ANG-2| ANG-2 | CHI | CL | yu (ghép cap sai
(vitri | (vitel | (vitel | (vitri VEGF | VEGF kiéu Bence-Jones)
124) | 123) | 147) | 213) % theo MS

Ang2VEG wt: wt: wt: wt:

wt | owt ~20
F-0273 | Q124 | E123 | K147 | K213 -

Ang2VEG

N e | QUK | wt [KI4TE| wt | wto | wh 3
AN2VEO Qe | we | wt [K2BBE| wt | w 3
A;?g;;ﬁ(} wt | BI23K |[KI47E| wt | wt | wt 15
AE%@Q?G wt |EB123K| wt |K213E| wt | wt 15

Céc két qua trong bang 2b va Fig.4a cho thdy rang, v6i cac thay thé cua cic
axit amin tich dién don 1é c6 dién tich trai diu trong mién CHI1 va CL theo séng
ché/nhu dugc md ta trong sing ché (cap CL:Q124K va CHI:K147E; hodc cdp
CL:Q124K va CH1:K213E) san phim phy chu yéu (ghép cap sai kiéu Bence-Jones)
giam manh khi so v6i khang thé da dic hi¢u kiéu dai khong c6 céc thay thé nay
(giam ~ 17%). Vé&i cac thay thé khac & pham vi gin (Cgp CL:QI23K va
CH1:K147E; hodc cdp CL:Q123K va CH1:K213E) chi ¢6 sy gidm nhe san phém
phu chu yéu so v6i khang thé da dic hiéu kiéu dai khong co cac thay thé nay (giam

~5%).
Vidu IC

Céc dic tinh gin két khang nguyén cia khéng thé da ddc hiéu lién két véi
Angiopoietin-2 (ANG2) va VEGF c¢6 sy trao dbi/thay thé mién VH/VL
(CrossMAb""t) & mot nhanh lién két va ¢6 sy thay thé axit amin tich dién don 1¢

trong bé mat chung CH1/CL
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Kha nang gin két ctia khang thé da dic hiéu trong vi du 1A va 1B trén day véi
cac khang nguyén dich tuong Gng cia chung, tic 12 ANG2 va VEGF, dugc danh

gi4 bing Biacore®.
Kha ning gin két VEGF duoc danh gia theo quy trinh sau:

Kha ning gin két cia cac khang thé duogc néu v6i VEGFA-121 ngudi duge
nghién ctu bing k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit bing cach st dung cong cu
BIACORE® T200 (GE Healthcare). Khoang 10000 (RU) khang thé khang His
(1pg/ml khang thé khang His; Ma thtr tu: 28995056; GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Sweden) dugc két hop trén chip Series S CMS5 (GE Healthcare BR-1005-30) &
d6 pH =5,0 bing cach s dung bd kit két hgp amin dugc phan phéi bsi GE
Healthcare. HBS-N (HEPES 10mM, NaCl 150mM d¢ pH= 7,4, GE Healthcare)
duge st dung 1am chit dém chay trong ca quy trinh lam c¢b dinh. Déi véi dic trung
dong hoc sau, mAu va chit dém chay 1a PBS-T (nu6c mubi dém phosphat 10mM
bao gdm Tween20 0,05%) & dd pH =7,4. Cu-vét dong chay dugc thiét 1ap dén 25°C
- va khéi miu duogc thiét 1ap dén 12°C - va dugc mdi bang chat dém chay hai lan

trude khi dac trung héa dong hoc.

VEFGA-121-His dugc bit gitt bang cach tiém dung dich 0,5 pg/ml trong 30
gifly & tbe do chay bang 5 pl/phat. Su két hop duoc xdc dinh bang céch tiém céc
khang thé duoc néu & cac ndng d khac nhau trong dung dich trong 180 gidy & tbe
d6 chay bang 30 pl/phut bat ddu bang 1000nM trong céc phan pha lodng theo diy
theo ty 1€ 1:3. Pha phan ly dugc theo doi 1én dén 600 gidy va dugc hoat hoa bing
cach chuyén d6i tir dung dich mau sang chat dém chay. B& mat dwoc tai tao bang
cach rira trong 60 gidy bang dung dich glyxin c6 d6 pH = 1,5 & tdc do chay bang 30
ul/phat. Chénh 1éch chi sé khic xa 16n duogc chinh xac héa bang cach trir dép tmg
thu dugc tir bé mit khang thé khang His. Cac 1an tiém tréng cling duge trr (= 1a
hai). D& tinh Kp va cic thong sé dong hoc khac, md hinh Langmuir 1:1 dugce st

dung.
Kha ning gén két Ang-2 duoc danh gia theo quy trinh sau:

Kha ning gén két cua cc khang thé dugc néu véi Ang-2-RBD-Fc ngudi duge
nghién ctru bing cdng hudng plasmon bé miat bang cach st dung cong cu

BIACORE® T200 (GE Healthcare). Khoang 8000 (RU) F(ab’), & dé khang nguoi
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(10pg/ml F(ab)’2 & dé khang ngudi; Ma thu tu: 28958325; GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Sweden) dugc két hop trén chip Series S CMS (GE Healthcare BR-
1005-30) & d6 pH =5,0 bang cach st dung bo kit két hop amin duge phan phdi béi
GE Healthcare. HBS-N (HEPES 10mM, NaCl 150mM d¢ pH= 7,4, GE Healthcare)
dugc st dung lam chat dém chay trong cd quy trinh lam c¢d dinh. Pi véi dic trung
dong hoc sau, miu va chit dém chay 1a PBS-T (nudc mubi dém phosphat 10mM
bao gdm Tween20 0,05%) & d6 pH =7,4. Cu-vét dong chay dugc thiét 1ap dén 25°C
- va khéi miu dugc thiét 1ap dén 12°C - va dugc mdi bi’mg chit dém chay hai 1an

trude khi ddc trung hoéa dong hoc.

Khang thé dic hiéu kép duge bat giit bang cach tiém dung dich 5nM trong 25
gidy & tbc dd chay bang 5 pl/phat. Vide két hop dugc xac dinh bing cich tiém
Ang2-RBD-Fc ngudi & cac ndng do khac nhau trong dung dich trong 120 gidy & toe
d6 chay bang 30 pl/phut bit diu bang 100nM trong cic phan pha lodng theo day
theo ty 1€ 1:3. Pha phan ly dugc theo doi trong t61 da 180 gidy va dugc hoat hoa
bing cach chuyén dbi tir dung dich miu sang chit dém chay. Bé mat duogc tai tao
béing céch rira trong 60 gidy bang dung dich Glyxin d6 pH = 2,1 & tbc do chay bang
30 pl/phut. Cac chénh 1éch chi s6 khtic xa 16n duge chinh xac hoa bang cach trlr dap
tng thu duge tir b& mit F(ab’)2 & dé khang ngudi. Céc lan tiém mau trong ciing

duge trir (= 12 hai). Dé tinh Kp biéu kién, m6 hinh Langmuir 1:1 dugc st dung.

Dé 1am vi du so séanh, khang thé tham chiéu gén két ddc hiéu véi Ang2 va
VEGF bao gdm trao dbi/thay thé mién VH/VL nhung thiéu thay thé axit amin tich
dién (khang thé Ang2VEGF-0273 ciia Bang 2b) dugc dénh gia song song.

Céc két qua duoc néu trong Bang 2¢ va 2d.

Bang 2¢: Ai luc dbi véi VEGF ctia cac khang thé duge néu

Mau KD (nM)
Ang2VEGF-0273 6
Ang2VEGF-0396 3
Ang2VEGF-0397 4
Ang2VEGF-0394 3
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Ang2VEGF-0395 4

Bang 2d: Ai luc d6i v6i Ang2 ciia cac khang thé duoc néu

Méau KD (nM)
Ang2VEGF-0273 15
Ang2VEGF-0396 17
Ang2VEGF-0397 14
Ang2VEGF-0394 12
Ang2VEGF-0395 15

T4t ca cac khang thé thir nghiém gan két dac hiéu v6i ca hai dich, Ang2 va

VEGF, va biéu hién 4i luc khang nguyén trong pham vi nanomol.

Vidu 1D

Do 6n dinh cua khang thé da dic hidu lién két véi Angiopoietin-2 (ANG2) va
VEGF ¢6 su trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb"*'"™) & mot nhanh lién két
va ¢6 sy thay thé axit amin tich dién don 1é trong bé mat chung CH1/CL

Dé danh gia do on dinh cia céu trac khang thé, do 6n dinh nhiét cling nhu
nhiét d6 bit dau két tu dugce danh gia theo quy trinh sau.

MAu cua cac khang thé dugce néu duoc tao ra & ndng do bang Img/mL trong
Histidin/Histidin clorua 20mM, NaCl 140mM, pH 6,0, dugc truyén vao day cu-vét
nhé 10uL va dir liéu tan xa anh sang tinh cling nhu dit li¢u huynh quang khi kich
thich bang laze 266nm duoc ghi lai bing cong cu Optim1000 (Avacta Inc.), trong
khi c4c mau dugc gia nhiét & tdc d6 bang 0,1°C/phit tir 25°C dén 90°C.

Nhiét do bit ddu két tu (Tag) dugc dinh nghia 1a nhiét d6 ma tai d6 mat do anh
sang dugc tan xa bt dau tang 1én. Nhiét d0 nong chdy (Tm) dugc dinh nghia la diém
ubn trong mat do quang so véi biéu dd budc séng.

Két qua duoc thé hién trong Bang 2e.
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Bang 2e: Nhiét do bét diu két tu (Tag) va nhiét do nong chay (Tm) clia cdc khang

thé dugc néu

Mau Tage (°C) T (°C)
Ang2VEGF-0273 56,0 61,3
Ang2VEGF-0396 56,9 62,0
Ang2VEGF-0397 56,0 61,7
Ang2VEGF-0394 56,9 62,2
Ang2VEGF-0395 56,8 62,1

Vidu IE
Hiéu suét cia khéng thé da dic hiéu lién két v6i Angiopoietin-2 (ANG2) va VEGF
¢6 sur trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb""'*) & mét nhanh lién két va co su
thay thé axit amin tich dién don 1¢ trong bé mat chung CH1/CL

Hiéu suét ctia khang thé da dac hiéu dugc chi dinh duge danh gia sau khi tinh

ché Protein A (ProtA). Cac két qua duoc thé hién trong Bang 2f.

Bang 2e: Hi¢u suét [mg/L phan dich ndi trén bé mit] cua céac khang thé dugc néu

Mau ProtA
Ang2VEGF-0273 65
Ang2VEGF-0396 80,8
Ang2VEGF-0397 68,4
Ang2VEGF-0394 79,2
Ang2VEGF-0395 93,6
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Vi du 24

San xuét va biéu hién khang thé da dic hiéu lién két v6i Angiopoietin-2 (ANG2) va
VEGF c6 su trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb" ") & mot nhanh lién két

va ¢6 cac thay thé axit amin tich dién khac nhau trong bé mit chung CH1/CL

Trong vi du thtr nhét, khéang thé da dic hiéu lién két v6i Angiopoietin-2 ngudi
(ANG2) va VEGF ngudi duoc tao ra nhu duge md ta trong phan mé ta cac phuong
phép téng quat br?lng cac k¥ thudt sinh hoc phan tir ¢ dién va dugc biéu hién tam
thoi trong céc t& bao HEK293 nhu néu trén. So db tdng quét ciia cac khang thé da
dic hiéu twong Gng nay dugc néu trong cach hinh vé& tir Fig.1A dén Fig.1C. Bé so
sanh, khang thé kiéu dai (wt) trao dbi/thay thé mién VH/VL khong c6 su thay thé
trong bé mat chung CHI1/CL ciing dugc tao ra. Khéng thé da dac hiéu duoc biéu
hién bang cach sir dung plasmit biéu hién chira axit nucleic ma hoéa trinh ty axit

amin dugc néu trong Bang 3a.

Bang 3a: Trinh tu axit amin ctia chudi nhe (LC) va chudi nidng (HC) cta khéng thé
da dic hiéu khang Ang2-VEGF Ang2VEGF-0273, Ang2VEGF-0274, Ang2VEGF-
0282, Ang2VEGF-0283, Ang2VEGF-0284, Ang2VEGF-0285, Ang2VEGF-0286
¢6 su trao dbi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb""'™): kiéu dai (wt) va cac t6 hop

khéc nhau cta cac thay thé axit amin tich dién

Khang thé LC ANG-2{HC ANG-2|HC VEGF |[LC VEGF

SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO: 1 NO: 2 NO:3 | NO:4

SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO:9 | NO:10 | NO:3 | NO:4

SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO:11 | NO:10 | NO:3 | NO:12

SEQID | SEQID | SEQID | SEQID
NO:13 | NO:10 | NO:3 | NO:4

SEQID | SEQID SEQID | SEQID
NO: 11 NO: 14 NO: 3 NO: 4

SEQ ID SEQ ID SEQID | SEQID
NO: 11 NO: 14 NO: 3 NO: 12

SEQ ID SEQ ID SEQID | SEQID
NO: 9 NO: 10 NO: 3 NO: 12

Ang2VEGF-0273

Ang2VEGF-0274

Ang2VEGF-0282

Ang2VEGF-0283

Ang2VEGF-0284

Ang2VEGF-0285

Ang2VEGF-0286
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2
CEAY

D4i véi tat ca cac ciu tric, cong nghé di dime hoa phﬁn “khoa” vao “0” dugc
sit dung véi thay thé phan “khoéa” (T366W) dién hinh trong mién CH3 thtr nhét va
thay thé phin “6” twong tGng (T366S, L368A va Y407V) trong mién CH3 thir hai
(cling nhu hai gbc xystein bd sung dugc dwa vao S354C/Y349°C) (c6 trong cac

trinh ty chudi ning (HC) twong tng néu trén).
Vi du 2B

Tinh ché va dic trung hoa khang thé da dic hiéu lién két voi Angiopoietin-2
(ANG2) vi VEGF ¢6 su trao dbi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb"" ") & mot
nhanh lién két va c6 céc thay thé axit amin tich dién khac nhau trong bé mit chung

CH1/CL

Khéng thé da déc hiéu dugc biéu hién & trén dugc tinh che tu phén dich nbi
trén bé mit bang cach két hop sic ky ai lyc protein A va sdc ky loai trir theo kich
. Tht ca cac khang thé da dic hiéu co thé duoc san xuat véi hiéu suat tdt va 6n

dinh.

Céc san phdm thu duge duoc dic trung vé do dong nhét bang phép do phé
Khéi va céc tinh cht phan tich nhw do tinh khiét bang SDS-PAGE, ham lugng
monome va do dn dinh
Phép do phd khéi

Céc céu tric so cip mong doi dugc phin tich bang phép do phd khéi ion hoa
tia dién (ESI-MS) cta CrossMab tro duge khur glycosyl héa va CrossMab dugc khir

glycosyl héa/duge phén giai plasmin hodc theo mot cach khac CrossMab duge khir

glycosyl hoa/dugc phan gidi LysC han ché.

Céc CrossMab VH/VL dugc khir glycosyl hoa bang N-Glycosidase F trong
dém phosphat hodc Tris ¢ 37°C trong thoi gian 1én dén 17 gio & ndng do protein
bang 1 mg/ml. Viéc phén giai plasmin hodc LysC duoc giéi han (Roche) duge thuc
hién bing 100pg CrossMab VH/VL duge khi glycosyl hoa trong chit dém Tris ¢co
d6 pH = 8 & nhiét do trong phong trong 120 gio va & 37°C trong 40 phut, mot cach
lan luot. Trude khi do phé khdi, cac mau duge khir mubi thong qua HPLC trén cot

Sephadex G25 (GE Healthcare). Téng khéi luong duge xdc dinh thong qua ESI-MS
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trén hé maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) dugc trang bi nguén TriVersa
NanoMate (Advion).

Cac két qua duoc thé hién trong Bang 3b va Fig.5a.

Bang 3b: Gidm san phém phu kiéu Bence-Jones chui yéu bang céc thay thé axit amin

tich dién don 1€ theo sang ché trong bé mit chung CH1/CL

Sé'n phém phu chu
CL CL CH1 | CH1 | CHI CL | yeu (ghép cap sai
ANG2 | ANG-2| ANG-2|ANG-2| VEGF | vEGE | Kicw Bence-Jones)
% theo MS
wit:
Ang2VEGF-| Q124 | Wt | wt | wi | ) Wb 0%
0273 (kappa) | E123 | K147 | K213 Q124 -
Angg;;}zGF' Q124K |BI23K |K147E |[K213E| wt | wt 0
AnggggGF' Q124R |E123K |KI47E [K213E| wt | QI24E 0
Ang2VEGF-| E124K _
DT ey [E123K | KI47E [K21E] wt | wt 0
Ang2VEGF- wt
2VEGE QIR | E123K | KI47E | K213D|  wt 0
Angg;;}i.GF' Q124R |E123K |K147E [K213D| wt | QI24E 0
Angg;gGF' Q124K |E123K |K147E |[K213E| wt |QI24E 0

Céac két qua trong bang 3b va Fig.5a cho thdy rang, c6 céc thay thé kép ctia cac
axit amin tich dién c6 dién tich trai d4u trong mién CH1 va CL theo sang ché/nhu
dugc md ta trong sang ché (CL:QI124K/E123K va CH1:K147E/K213E;
CL:Q124R/E123K va CH1:K147E/K213E; CL:Q124R/E123K va
CH1:K147E/K213D) san pham phu chi yéu (ghép cap sai kiéu Bence-Jones) dugc
loai bo hoan toan khi so véi khang thé da dic hiéu kiéu dai khong c6 céc thay thé

nay. Viéc nay khong phu thudc vao thay thé don 1é khac Q124E trong mién CL cua
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nhanh lién két con lai, khong anh hudng dén viéc biéu hién hay profin san pham
phu.
Vidu 2C
Cac dic tinh gin két khing nguyén cua khang thé da dic hiéu lién két voi
Angiopoietin-2 (ANG2) va VEGF c¢6 su trao dbi/thay thé mién VH/VL
(CrossMAB™ ") & mot nhanh lién két va c6 cac thay thé axit amin tich dién khac
nhau trong bé mit chung CH1/CL

Kha nang gin két cua khang thé da dic hidu ctia vi du 2A va 2B néu trén véi
c4c khang nguyén dich tuong tmg, tac 1a ANG2 va VEGF, dugc ddnh gia bang
Biacore® nhu dugc néu so lugce trong vi du 1C.

Pé lam vi du so sanh, khang thé dbi chiéu gin két dic hicu véi Ang2 va
VEGF bao gdm trao dbi/thay thé mién VH/VL nhung thiéu cic thay thé axit amin
tich dién (khang thé Ang2 VEGF-0273 cia Bang 2b) dugc dénh gia song song.

Céc két qua duoc néu trong Bang 3¢ va 3d.

Bang 3c: Ai luc dbi voi VEGF cua cac khang thé dugc néu

Mau KD (nM)
Ang2VEGF-0273 6
Ang2VEGF-0274 3
Ang2VEGF-0282 4
Ang2VEGF-0283 4
Ang2VEGF-0284 4
Ang2VEGF-0285 4
Ang2VEGF-0286 4

Bang 3d: Ai luc dbi voi Ang2 cia cac khang thé duoc néu

Mau KD (nM)
Ang2VEGF-0273 15
Ang2VEGF-0274 17

-82-



34049

Mau KD (nM)
Ang2VEGF-0282 14
Ang2VEGF-0283 15
Ang2VEGF-0284 13
Ang2VEGF-0285 14
Ang2VEGF-0286 12

T4t ca cac khang thé thir nghiém gin két dic hiéu v6i ca hai dich, Ang2 va
VEGF, va biéu hién 4i luc khang nguyén trong pham vi nanomol.
Vi du 2D
D6 n dinh clia khang thé da dic hidu lién két v6i Angiopoietin-2 (ANG2) va
VEGF ¢6 su trao dbi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb™ ") & mét nhanh lién két
va ¢6 thay thé axit amin tich dién don 1¢ trong bé mt chung CH1/CL

Dé danh gia do 4n dinh cta chu trac khang thé, @6 6n dinh nhiét cling nhu

nhiét do bit dAu két tu dugce danh gia nhu dugce néu so luge trong vi du 1D.

Céc két qua dugce thé hién trong Béang 3e.
Béang 3e: Nhiét do bat diu két tu (Tag) va nhiét do nong chay (Tm) cia cdc khang

thé dugc néu

Méau Tage (°C) Tm (°C)
Ang2VEGF-0273 56,0 61,3
Ang2VEGF-0274 53,5 58,9
Ang2VEGF-0282 56,9 61,4
Ang2VEGF-0283 56,3 61,0
Ang2VEGF-0284 56,3 61,1
Ang2VEGF-0285 56,3 61,1
Ang2VEGF-0286 56,3 61,6
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Vi du 34

San xuit va bidu hién khéng thé da dic hiéu lién két v6i IL-17 va TWEAK c6 su
trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb”*'"*) & mot nhanh lién két va c6 cac thay
thé axit amin tich dién khéc nhau trong bé mit chung CH1/CL

Trong vi du thir nhat, khéng thé da ddc hiéu lién két véi IL-17 ngudi va
TWEAK nguoi dugc tao ra nhu duge mo ta trong phan mb ta cac phuong phap tbng
quét bang cic k§ thuat sinh hoc phan t c¢b dién va dugc biéu hién tam thoi trong
cac té bao HEK293 nhu néu trén. So dd tong quét cua cac khing thé da dac hiéu
twong tng nay dugc néu trong cach hinh v& tur Fig.1A dén Fig.1C. Pé so sanh,
khang thé kiéu dai (wt) trao ddi/thay thé mién VH/VL khong c6 sy thay thé trong bé
mat chung CH1/CL ciing dugc tao ra. Khang thé da dic hiéu dugc biéu hién b.%mg
cach stir dung plasmit biéu hién chira axit nucleic ma hoa trinh ty axit amin dugc néu

trong Bang 4a.

Béang 4a: Trinh ty axit amin cta chudi nhe (LC) va chudi ning (HC) ctia khang thé
da dic hiéu khang TWEAK-IL17 TweakIL17-0096, TweakILL.17-0097, TweakIL17-
0098, TweakIL17-0099, TweakIL17-0100, TweakIL.17-0101 c6 su trao dbi/thay thé
midn VH/VL (CrossMAb"1): kiéu dai (wt) va céc t6 hop khac nhau cua céc thay

thé axit amin tich dién

Khéng thé LCIL17 HCIL17 HC TWEAK LC TWEAK
TweakIL17-0096 | SEQ ID NO: 15 | SEQ ID NO: 16 | SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 18
TweakIL17-0097 | SEQ ID NO: 19 | SEQ ID NO: 20 | SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 21
TweakIL17-0098 | SEQ ID NO: 19 | SEQ ID NO: 22 | SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 18
TweakILL17-0099 | SEQ ID NO: 19 | SEQ ID NO: 22 | SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 21
TweakIl,17-0100 | SEQ ID NO: 23 | SEQ ID NO: 20 | SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 21
TweakIL17-0101 | SEQ ID NO: 23 | SEQ ID NO: 20 | SEQ ID NO: 17 SEQID NO: 18

D4i vé6i tht ca cac cau trac, cong nghé di dime hoéa phan “khoa” vao “0” dugc

st dung véi su thay thé phan “khoa” (T366W) dién hinh trong mién CH3 thu nhét
va céc thay thé phin “6” twong tng (T366S, L368A va Y407V) trong mién CH3
thr hai (cling nhu hai gbc xystein bd sung duoc dua vao $354C/Y349°C) (c6 trong

cac trinh ty chudi nang (HC) twong tng néu trén).
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Vi du 3B

Tinh ché va dic trung héa khang thé da dic hiéu lién két v6i IL-17 va TWEAK ¢6
su trao ddi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb™"") & mot nhanh lién két va co cac

thay thé axit amin tich dién khac nhau trong bé mit chung CH1/CL

Khéng thé da dac hidu dugc biéu hién & trén dugc tinh ché ti phan dich néi
trén bé mit bang cach két hop sic ky 4i lyc protein A va séc ky loai trir theo kich
c&. Tht ca cac khang thé da dic hiéu co thé dugc san xuét voi hidu suét tot va on

dinh.

Céc san pham thu duge duge ddc trung vé do ddng nhit bing phép do phd
khdi va cc tinh chit phan tich nhw do tinh khiét bdng SDS-PAGE, ham luong

monome va d6 dn dinh
Phép do phd khéi

Céc chu trac so cip mong dgi dugc phén tich bang phép do phd khéi ion hoa
tia dién (ESI-MS) ctia CrossMab tro dugc khir glycosyl hoa va CrossMab duge khir
glycosyl héa/duge phén giai plasmin hodc theo mot cach khac CrossMab dugce khir

glycosyl hoa/dugc phan giai LysC han ché.

Céc CrossMab VH/VL duoc khir glycosyl hoa bang N-Glycosidase F trong
dém phosphat hodc Tris & 37°C trong thoi gian 1én dén 17 gio & ndng do protein
bang 1mg/ml. Viéc phan giai plasmin hodc LysC dugc giéi han (Roche) duoc thuc
hién bang 100pg CrossMab VH/VL dugc khir glycosyl hoa trong chit dém Tris ¢6
d6 pH = 8 & nhiét do trong phong trong 120 gidr va & 37°C trong 40 phut, mot cach
lan luogt. Trude khi do phé khdi, cac mau duge khir mubi thong qua HPLC trén cot
Sephadex G25 (GE Healthcare). Téng khdi lugng duge xac dinh thong qua ESI-MS
trén hé maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) dugc trang bi ngudn TriVersa
NanoMate (Advion).

Céc két qua duge thé hién trong Bang 4b va Fig.6a.
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Bang 4b: Giam san phim phu kiéu Bence-Jones chi yéu bang cac thay thé axit amin

tich dién don 1¢ theo sang ché trong bé mat chung CH1/CL

CL | cL | cHI | cHI cL S p}}ﬁr? phy
chu ycu (gnep
IL17 | IL17 | IL17 | IL17 | CHL P TWEAK | a0 qai kidu
(vitel | (vitel | (vited | (vitel [TWEAK] (vitri |Bence-Jones)
124) | 123) | 147) | 213) 124) | o4 theo MS
wt: wt: wit: wt: wt:
Tweoaé<91gl7 wt ~20%
- Q124 | E123 | K147 | K213 Ql24
e Q124 | E123R [K147E [K213E|  wt | QI24F 0
e ! [Q124k | E123R [K147E [K213D|  wt wt 0
e Q124K |E123R [KI47E[K213D|  wt | QI24E 0
e 1TQ124K |E123K [K147E [K213E|  wt | QI24E 0
TweakIL17 khong xdc
0101 |QI24K|E123K [K147E [K213E|  wt wt dinh

Céc két qua trong bang 2b va Fig.6a cho thy ring, c¢6 cac thay thé kép cua céc
axit amin tich dién c6 dién tich trai ddu trong mién CHI va CL theo sang ché/nhu
dugc md ta trong sang ché (CL:QI24K/E123R va CHI1:K147E/K213E;
CL:Q124K/E123R va CHI1:K147E/K213D; CL:Q124K/E123K va
CH1:K147E/K213E) san pham phu cht yéu (ghép cip sai kiéu Bence-Jones) duoc
loai bd hoan toan khi so véi khang thé da dic hiéu kidu dai khong c6 cac thay thé
nay. Viéc nay khong phu thudc vao thay thé don 16 khac Q124E trong mién CL clia
nhanh lién két con lai, khong anh huéng dén viéc biéu hién cling nhu profin san

phém phu.
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Vi du 44

San xuét va biéu hién khang thé da dic hiéu héa tri hai va khang thé da dic hiéu héa
tri ba lién két v6i Ang2 va VEGF, trong d6 cac khang thé nay khong c6 manh Fc va
bao gém trao déi/thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két va mot hoic nhiéu

thay thé axit amin tich dién trong bé mat chung CH1/CL

Trong mdt vi du khac, khang thé da dic hiéu lién két voi Ang2 nguoi va
VEGF nguoi duge tao ra nhu dugce md ta trong phan mo ta cac phuong phap tong
quat bang cac k¥ thuét sinh hoc phan ti c¢b dién va duge biéu hién tam thoi trong
cac té bao HEK293 nhu néu trén. Cac khang thé duoc tao ra c6 trong nhanh lién két
ofn két dic hidu v6i VEGF 12 manh Fab c6 thay doi mién VH/VL va & nhanh lién
két khac gin két dic hidu v6i Ang2 1a manh Fab khong c6 su trao dbi mién nay,
trong khi khéng thé da dic hiéu khong bao gdm ménh Fe. Do do, chudi nhe thir nhét
¢6 ngudn gbc tir khang thé gin két dic hiéu v6i Ang2 ngudi va bao gdm, theo chiéu
tir dAu N dén dau C, cac mién VL-CL. Chudi ning clia khang thé thr nhét (khang
Ang2) va khang thé thir hai (khang VEGF) dugc ndi thong qua tac nhan lién két
peptit glyxin-serin. Trong chudi ning cta khang thé gin két dac hiéu v6i VEGEF,
mién bién dbi gbc VH dugc thay thé bang mién bién dbi VL c6 ngudn gbc tir khang
thé khang VEGF. Do do, polypeptit bao gbm chudi ning cta khdng thé khang Ang2
va khang thé khang VEGF bao gbm, theo chidu tir ddu N dén diu C, cic mién
VH(Ang2)-CH1(Ang2)-tdc nhan lién két-VL(VEGF)-CH1(VEGF). Trong chudi
nhe gin két dic hiéu v6i VEGF ngudi, mién bién ddi gbe VL duge thay thé bang
midn bién déi VH c6 ngudn gbc tir khang thé khang VEGF. Do do, chudi nhe cai
bién cua khang thé khang VEGF bao gom, theo chidu tir dAu N dén diu C, cdc mién
VH-CL. Cé4c thay thé ctia cac axit amin khac nhau trong bé mit chung CH1/CL

duoc néu trong Bang 5b.
Trong vi du nay, khang thé da ddc hiéu co ba cau tric tdng quat duoc tao ra:
i) khéng thé dic hiéu kép Ang2-VEGF da ddc hiéu héa tri hai c6 dang
CrossFabVu-Vi -(Fab) (ciu tric tdng quat duge néu trén Fig. 7D);
ii) khang thé dic hiu kép Ang2-VEGF da ddc hiéu hoa tri ba co6 dang
(CrossFabVu-VL)2-Fab (cAu tric tbng quat dugc néu trén Fig. 8C (neu));
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iii) khang thé dic hiéu kép Ang2-VEGF da dédc hi€u hoa tri ba c6 dang (Fab),-

CrossFabVy-V1 (cdu tric tong quat dugc néu trén trén Fig. 8D);

Pé so sanh, khang thé kiéu dai (wt) trao dbi/thay thé mién VH/VL khong c6
su thay thé trong bé mit chung CHI/CL ciing duoc tao ra. Khang thé da ddc hiéu
duoc biéu hién bang cach st dung plasmit biéu hién chira axit nucleic ma hoa trinh
tu axit amin dugc néu trong Bang Sa.

Bang Sa: Trinh ty axit amin ctia chudi nhe (LC) va chudi ning (HC) cta khang thé
da didc hi€u khang Ang2-VEGF c6 su trao d6i/thay thé mién VH/VL: kiéu dai
(“khong tich dién”) va céc td hop khic nhau cua cic thay thé axit amin tich dién

(“tich dién”

Khang thé LC Ang2 HC LC VEGF

xFab-Fab<ANG2-
VEGF>-khéng tich di€n | SEQ IDNO: 1 |SEQID NO: 40| SEQIDNO: 4
(Ang2VEGF-0452)

xFab-Fab<ANG2-
VEGF>-tich dién SEQIDNO: 11 |SEQID NO: 41| SEQID NO: 4
(Ang2VEGF-0447)

xFaby-Fab<ANG2-
VEGF>-khong tich dién | SEQIDNO: 1 |SEQIDNO: 42| SEQIDNO: 4
(Ang2VEGF-0453)

xFab,-Fab<ANG2-
VEGF>-tich dién SEQ IDNO: 11 |SEQID NO: 43 | SEQ ID NO: 4
(Ang2VEGF-0448)

Fab2-xFab<ANG2-

VEGE>-khong tich dién SEQIDNO:1 [SEQIDNO:38| SEQIDNO:4

Fab2-xFab<ANG2-

VEGEF>-tich dién SEQID NO: 11 |SEQIDNO: 39| SEQIDNO: 4
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Bang 5b: Thay thé axit amin trong bé mit chung CH1/CL trong khang thé theo sang

ché duoc néu trong Bang 5a

Ang2 VEGF
CL CL CH1 CHI1 CL
(vitel | (vited | (vited | (vited |CHL| (vitri
124) | 123) | 147) | 213) 124)
xFab-Fab<ANG?2-
VEGF>-khong tich dién | V6 | W& | WC R BT
Q124 | E123 | K147 | K213 Q124

(Ang2VEGF-0452)

xFab-Fab<ANG2-
VEGF>-tich dién QI124R | E123K | K147E | K123E wt wt
(Ang2VEGF-0447)

xFab-Fab<ANG2- _ . .
VEGF>-khong tich dién ' ' : : ot :
(Ang2VEGF-0453) Q124 | E123 | K147 K213 Q124

xFaby-Fab<ANG2-
VEGF>-tich dién QI24R | E123K | K147E | KI123E | wt wt

(Ang2VEGF-0448)

Fab2-xFab<ANG2- wit: wit: wi: wit: wt:
VEGF>-khong tich dién | Q124 | E123 | K147 | K213 Q124

Fab2-xFab<ANG2-

VEGF>-tich dién QI124R | E123K | KI147E | KI123E | wt wit

Vidu 4B:
San xuét va biéu hién ctia khang thé da dic hiéu hoa tri hai va khang thé da dic hiéu
hoa tri ba lién két véi ANG2 va VEGF, trong d6 cac khang thé nay khong c6 manh
Fc va bao gdm trao ddi/thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két va cac thay thé
axit amin tich dién khac nhau trong bé mat chung CH1/CL

Céc protein duge tiét ra dugc tinh ché bang cac quy trinh chuin str dung k¥
thudt tinh ché 4i lyc.

Hiéu suét sau khi tinh ché ai luc va doan phan tr khang thé nhu duge xac dinh

bang sic ky loai trir theo kich ¢ phén tich dugc néu trong Bang Sc.

-89-



34049

Bang Sc: Hiéu suat va doan khang thé mong mu6n sau khi tinh che ai luc

Khéng thé Hiéu suit [mg/L] Doan [%] ﬁzrrllgégﬁ béng SEC
Ang2VEGF-0452 37,8 64,1
Ang2VEGF-0447 26,7 88,5
Ang2VEGF-0453 4,2 88,5
Ang2VEGF-0448 9,7 92,4

Phép do phé khéi: cac cAu tric so cAp mong doi duge phan tich bang phép do phd
khoi ion hoa tia dién (ESI-MS) cta khang thé tro dugc khir glycosyl hoa va khang
thé dugc khir glycosyl héa/duge phéan giai plasmin hodc theo mot cach khéc, khang
thé dugc khir glycosyl héa/dugc phan gidi LysC dugc han ché.

Chu trac VH/VL Fab-CrossFab dugc khir glycosyl hoa bang N-Glycosidase F
trong dém phosphat hodc Tris & 37°C trong thoi gian 1én dén 17 gio & ndng do
protein bing 1mg/ml. Viéc phéan giai plasmin hodc LysC duoc gidi han (Roche)
dugc thuc hién bing 100ug VH/VL Fab-CrossFab dugc khir glycosyl hoa trong
chét dém Tris c6 dd pH = 8 & nhiét d trong phong trong 120 gio va & 37°C trong
40 phut, mot cach lan luot. Trudce khi do phé khdi, cac mau dugce khi mudi thong
qua HPLC trén cot Sephadex G25 (GE Healthcare). Tong khoi lugng duogc xéac dinh
théng qua ESI-MS trén hé maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) duoc
trang bi ngudn TriVersa NanoMate (Advion).

Do khoang khéi lugng chong nhau gitra vat li¢u dugc cung cip va phuong
phap MS cua cic tdc gia sang ché, cac miu thu duge theo hai phuong phap khac
nhau dé quan st cac san phim phu ¢6 thé ¢o6 trong khoang khdi luong 16n hon.
Trong khi van hanh trong khoang khdi luong 16n hon (1000-4000 m/z), phuong
phap nay bao gbm dién 4p CID (trong truong hop nay, cCID bang 90), phép do
trong khoang khéi lugng thip hon (600-2000) khong sir dung CID. Bang viéc 4p
dung CID, c6 co hoi cao hon dé thu dugc cdc manh xuit hién trong qua trinh tao ra

manh ngudn trong médy do phd khéi.

Céc két qua dugc thé hién trong Béang 5d.
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Bang 5d: San phim phu cta cac khang thé duoc néu nhu dugc phén tich bang MS

dugc dinh lugng mot cach tuong dbi dya vao phan t chinh dugc mong mubn

. 2 Doan san phdm . x
Khang thé phu [%] theo MS San pham phu
) o san pham phu ghép cip sai c6 hai chudi nhe
Ang2VEGF-0452 6% Ang?2 VL-CL
Ang2VEGF-0447 0 khong xéac dinh
Ang2VEGF-0453 4,4%; san pham phu ghép cap sai c6 ba chudi nhe
Ang VL-CL;
35,7% san pham phu ghép cap sai ¢0 hai chudi nhe
Ang VL-CL va mdt chudi VEGF VH-CL
Ang2VEGF-0448 0 khong xéac dinh
Vi du 4C:

Céc dic tinh lién két khang nguyén cua khang thé da dac hiéu hoa tri hai va khang
thé da dic hiéu hoa tri ba lién két véi ANG2 va VEGF, trong do6 céac khang thé nay
khong ¢6 manh Fc va bao gdm trao ddi/thay thé mién VH/VL & mot nhanh lién két

va cac thay thé axit amin tich dién khéc nhau trong bé mit chung CH1/CL

Kha nang gin két ctia khang thé da dic hiéu trong vi du 4A va 4B néu trén voi
cac khang nguyén dich twong ung, tic la ANG2 va VEGF, dugc dénh gia bing

Biacore®.
Kha nang gin két VEGF dugc danh gia theo quy trinh sau:

Kha ning gin két cia cac khang thé duge néu véi VEGFA-121 ngudi dugc
nghién clu bang cong hudng plasmon bé mit bang cach st dung cong cu
BIACORE® T200 (GE Healthcare). D& c6 50 RU cta VEFGA-121-His duge két
hop trén chip Series S C1 (GE Healthcare BR-1005-35) & d6 pH =50 bang céch su
dung bd kit két hop amin dugc phan phéi bsi GE Healthcare. HBS-N (HEPES
10mM, NaCl 150mM d6 pH= 7,4, GE Healthcare) dugc st dung lam chat dém chay
trong ca quy trinh lam ¢b dinh. Ddi v6i dic trung dong hoc sau, mAu va chit dém
chay la PBS-T (nudc mudi dém phosphat 10mM bao gébm Tween20 0,05%) & dd
pH =7,4. Cu-vét dong chay dugc thiét 1ap dén 25°C - va khéi mAu duoc thiét 18p
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dén 12°C - va dugc moi béng chit dém chay hai 14n trudc khi dic trung hdéa dong

hoc.

Viéc két hop dugce xac dinh bﬁng cach tiém khang thé dugc néu & cac néng do
khac nhau trong dung dich trong 180 gidy & tbc do chay bang 30 ul/phut bat dau
bing 100nM trong cac dung dich pha lodng theo day theo ty 1& 1:3. Pha phéan ly
duogc theo ddi trong thoi gian lén dén 300 gidy va dugc hoat hoa bing cach chuyén
ttr dung dich mau sang chit dém chay. Bé mit dugc tai tao b@ing cach rira trong 30
gidy biang dung dich HsPO4 0,85% (axit phosphoric) 6 tdc do chay bang 30 pl/phit.
Mirc khac biét 12 chi sé khiic xa 16n dugc chinh xdc héa bang cach trir dép Gng thu
dugc tir bé mit khang thé khang His. Cac 1an tiém trong cling dugc trir (= 1a hai).

Pé tinh Kp va cac thong sb dong hoc khac, md hinh Langmuir 1:1 dugc st dung.
Ang-2 lién két dugc danh gid theo quy trinh sau:

Kha nang gin két cia cac khang thé duogc néu voi Ang-2-RBD-Fc ngudi duge
nghién ctu bang cong hudng plasmon bé mat st dung cong cu BIACORE® T200
(GE Healthcare). Khoang 8000 (RU) F(ab’)2 & dé khang ngudi (10pg/ml F(ab)»
khang ngudi; Ma the tu: 28958325 GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden)
duoc két hop trén chip Series S CM5 (GE Healthcare BR-1005-30) ¢ do pH =5,0
bang cach st dung bd kit két hop amin dugc phan phéi béi GE Healthcare. HBS-N
(HEPES 10mM, NaCl 150mM d6 pH= 7,4, GE Healthcare) dugc str dung lam chéit
dém chay trong ca quy trinh lam c¢b dinh. Dbi véi dic trung dong hoc sau, mau va
chit dém chay 1a PBS-T (nuéc mubi dém phosphat 10mM bao gébm Tween20
0,05%) & do pH =7,4. Cu-vét dong chay dugc thiét 1p dén 25°C - va khéi mau
dwoc thiét 1ap dén 12°C - va duoc mdi bang chat dém chay hai lan trude khi dac

trung hoa dong hoc.

Khéng thé dic hidu kép duoc bét gitt bang cach tiém dung dich SnM trong 25
gidy & tbc do chay bang 5 pl/phut. Viée két hop dugc xac dinh bang cach tiém
Ang?2 -RBD-Fc nguoi ¢ cac ndng d6 khac nhau trong dung dich trong 120 gidy &
tdc do chay bang 30 pl/phut bét ddu bang 100nM trong cac phan pha lodng theo day
theo ty 1& 1:3. Pha phén ly dugc theo ddi trong tdi da 180 gidy va dugc hoat hoa
bang cach chuyén ddi tir dung dich mAu sang chit dém chay. Bé mit duoc tai tao

bing céch rira trong 60 gidy bang dung dich Glyxin c¢6 do pH = 2,1 ¢ tbc do chay
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bing 30 pl/phit. Cac chénh léch chi s khic xa 16n dugc chinh xéc hoa bing cach
rir dép tng thu duge tir bé mit F(ab’)2 & dé khang nguoi. Céc lan tiém trong ciing
duge trir (= 12 hai). Pé tinh Kp rd rang va cic thong s6 dong hoc khac, md hinh
Langmuir 1:1 dugc su dung.

Céac két qua duoc néu trong Bang Se va 51,

Bang 5e: Ai luc d6i v&i VEGF ctia cac khang thé duge néu

Khang thé KD (nM)
Ang2VEGF-0452 0,35
Ang2VEGF-0447 0,36
Ang2VEGF-0453 0,22
Ang2VEGF-0448 0,18

Bang 5f: Ai luc dbi v6i Ang2 cla cac khang thé duoc néu

Khéang thé KD (nM)
Ang2VEGF-0452 3
Ang2VEGF-0447 3
Ang2VEGF-0453 5
Ang2VEGF-0448 4

Kha nang gén két khang nguyén khong bi suy giam do cac dot bién duoc dua vao bé

mit chung CH1/CL cuia khang thé tu do Fe.
Vi du 5A:

San xuét va bidu hién khang thé da ddc hiéu lién két v6i Angiopoietin-2 (ANG2) va
VEGF ¢6 su trao ddi/thay thé midn VH/VL (CrossMAb™'*) & nhanh lién két
VEGF va c6 céc thay thé axit amin tich dién khic nhau trong bé mit chung CH1/CL
ciia nhanh lién két VEGF

Trong mdt vi du khéc, khang thé da dic hiéu lién két véi Angiopoietin-2
ngudi (ANG2) va VEGF ngudi duge tao ra nhu duoc md ta trong phan md ta cac

phuong phép tdng quat bang céc k¥ thudt sinh hoc phén ti cb dién va dugc bicu
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hién tam thoi trong cac té bao HEK293 nhu néu trén. So dd tong quat cua cac khang
thé da dic hiéu tuong Umg ndy duoc néu trén Fig.1B, chi ra rang, c6 cic thay thé
bang cac axit amin tich dién khac nhau trong bé mit chung CH1/CL cia nhanh lién
két bao gbdm trao dbi/thay thé midn VH/VL. Dé so sanh, khang thé kiéu dai (wt) trao
ddi/thay thé mién VH/VL khong c6 sy thay thé trong bé mit chung CH1/CL ciing
duoc tao ra. Khang thé da dic hiéu duogc biéu hién b?mg cach st dung plasmit biéu
hién chira axit nucleic ma héa trinh ty axit amin dugc néu trong Bang 6a.

Bang 6a: Trinh tu axit amin cia chudi nhe (LC) va chudi ning (HC) cua khang thé
da dic hiéu khang Ang2-VEGF Ang2VEGF-0273, Ang2VEGF-0425, va
Ang2VEGF-0424 ¢6 sy trao dbi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb"'™): kiéu dai

(wt) va cac t6 hop khac nhau cua céc thay thé axit amin tich dién

Khéang thé LC ANG-2 | HC ANG-2 HC VEGF LC VEGF

Ang2VEGF-0273 [SEQ ID NO: 1SEQ ID NO: 2| SEQ ID NO:3 |SEQIDNO: 4

Ang2VEGF-0425 [SEQ ID NO: 1[SEQ ID NO: 2|SEQ ID NO: 44 |[SEQ ID NO: 45

Ang2VEGF-0424 |SEQ ID NO: 1 |SEQ ID NO: 2|SEQ ID NO: 46 [SEQ ID NO: 47

Dbi véi tit ca cac cdu trac, cong nghé di dime héa phan “khéa” vao “§” duoc
sir dung v6i thay thé phan “kh6a” (T366W) dién hinh trong mién CH3 th nhit va
thay thé phin “6” twong tng (T366S, L368A va Y407V) trong mién CH3 thit hai
(cting nhu hai gdc xystein bd sung dugc dua vao S354C/Y349C) (c6 trong cac trinh
tw chudi ning (HC) twong Gng néu trén).

Vidu 5B
Tinh ché va dic trung hoa khang thé da dic hiéu lién két v6i Angiopoietin-2
(ANG2) va VEGF ¢6 su trao dbi/thay thé mién VH/VL (CrossMAb"" ") & mot
nhanh lién két va c6 cac thay thé axit amin tich dién khac nhau trong bé mit chung
CH1/CL

Khéng thé da dac hiéu dugc biéu hién ¢ trén duoc tinh ché i phdn dich nbi

trén bé mat bang cach két hop séc ky ai lyc protein A va sdc ky loai trir theo kich

c. TAt ca cac khang thé da dac hiéu co thé duge san xuat v4i hiéu suat tot va on
dinh.
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Céc san phdm thu duge duge dic trung vé do ddng nhét bang phép do phd
khéi va céc tinh chit phan tich nhu do tinh khiét bang SDS-PAGE, ham lugng

monome va do én dinh
Phép do phd khdi

Céc cAu trac so cip mong dgi dugc phan tich bang phép do phd khéi ion héa
tia dién (ESI-MS) ctia CrossMab tro dugc khir glycosyl hoa va CrossMab dugc khir
glycosyl héa/dugc phén giai plasmin hodc theo mot cach khac CrossMab duoc khir
glycosyl hoa/duge phan gidi LysC han ché.

Céc CrossMab VH/VL dugc khir glycosyl hoa bang N-Glycosidase F trong
dém phosphat hodc Tris & 37°C trong thoi gian 1én dén 17 gio & ndng do protein
bing 1mg/ml. Viéc phan giai plasmin hodc LysC duoc gi¢i han (Roche) dugc thuc
hién bing 100pg CrossMab VH/VL dugc khu glycosyl hoa trong chét dém Tris c6
do pH = 8 & nhiét do trong phong trong 120 gi va ¢ 37°C trong 40 phat, mdt cach
lan luot. Trude khi do phd khéi cac mau duge khir mudi thong qua HPLC trén cot
Sephadex G25 (GE Healthcare). Téng khdi lugng duge xac dinh thong qua ESI-MS
trén hé maXis 4G UHR-QTOF MS (Bruker Daltonik) dugc trang bi ngudn TriVersa
NanoMate (Advion).

Céc két qua dugc thé hién trong Bang 6b.

Bang 6b: profin san phim phu (san pham phu kiéu Bence-Jones chu yéu) bang céc
thay thé axit amin tich dién don 1é trong bé mit chung CH1/CL trong nhanh lién két
bao gbdm trao dbi/thay thé mién VH/VL

cL [ | e | e
ANG-2[", " | VEGF | VEGE | muén Jones) % theo MS
FVEG wt wt wt
Ang0273 F-1(kappa)| wt | K147 | E123 nd. ~20%
K213 | Q124
Ang2VEGE- 0
0425 wt | wt |KI47B|QI24K | . 22%
Ang2VEGF-| | K147E | E123K 6
0424 K213E | Q124K | 64%

Céc két qua trong bang 6b cho thdy rang profin san phim phu (bao gbm viée

ghép cap sai kidu Bence-Jones) c6 thé khong duge cai thién trong khang thé dac
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hiéu kép Ang2VEGF c6 céc thay thé axit amin trong bé mit chung CH1/CL duoc
dat trong nhénh lién két bao gdm trao dbi/thay thé mién VH/VL.
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé da ddc hiéu clia phan 16p IgG1 cua nguoi, 1gG2 cla nguoi, IgG3 cla

ngudi hodc IgG4 cla ngudi, trong do6 khang thé nay bao gom:

a) chudi nhe tht nhét va chudi ning thir nhit cia khang thé thir nhat ma gén

két diic hiu v6i khang nguyén thi nhét; va

b) chudi nhe thir hai va chudi nang th hai cta khang thé thir hai ma gén két
dac hiéu voi khang nguyén tht hai, va trong do mién bién ddi VL va VH
trong chudi nhe tht hai va chudi ning thir hai cua khang thé thtr hai dugc

doi cho cho nhau; va
trong do:

trong mién ¢ dinh CL cua chudi nhe tha nhét trong a) axit amin & vi trf 124
dugc thay thé doc lap bang lysin (K) hodc arginin (R) (danh sd theo hé théng
danh sb Kabat), va trong d6 trong mién ¢b dinh CHI ctia chudi ning thir nhét
trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213 dugc thay thé doc lap
bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sé theo hé thdng danh s
Kabat EU).

2. Khéang thé da dic hiéu theo diém 1, trong d6 trong mién ¢d dinh CL cta chudi
nhe tht nhét trong a) axit amin ¢ vi tri 124 dugc thay thé doc lap bang lysin (K)
hodc arginin (R) (d4nh sé theo hé thdng danh sd Kabat), va trong d6 trong mién cd
dinh CHI cta chudi ning thir nhét trong a) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé doc
14p bing axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sb theo hé thdng danh sb
theo chi s6 Kabat EU).

3. Khang thé da dic hiéu theo diém 1, trong d6 trong mién ¢b dinh CL ctia chudi
nhe thir nhét trong a) axit amiri & vi tri 124 dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K)
hodc arginin (R) (ddnh s6 theo hé thdng danh sé Kabat), va trong do trong mién ¢b
dinh CHI cta chudi ning tht nhét trong a) axit amin & vi tri 213 dugc thay thé doc
1ap bang axit glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh sb theo hé théng danh sb
theo chi s6 Kabat EU).

4. Khang thé da ddc hidu theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 3, trong d6

trong mién cb dinh CL cua chudi nhe tht nhét trong a) axit amin & vi tri 124 dugc
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thay thé doc lap bing lysin (K) hodc arginin (R) (danh sé theo hé théng dénh s6
Kabat) va axit amin & vi tri 123 duoc thay thé doc lap bang lysin (K) hodc arginin
(R) (danh s6 theo hé théng dénh s Kabat), va trong d6 trong mién ¢b dinh CH1 cua
chudi niang thir nhit trong a) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé doc 1ap bang axit
glutamic (E) hodc axit aspartic (D) (danh s§ theo hé thdng danh s6 theo chi sb
Kabat EU) va axit amin & vi tri 213 dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E)
hodc axit aspartic (D) (ddnh sé theo hé thdng danh sb theo chi s6 Kabat EU).

5. Khang thé da dic hiéu theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong do:

trong mién ¢ dinh CL cua chudi nhe tht nhét trong a) axit amin & vi tri 124 dugc
thay thé bing lysin (K) (danh s6 theo h¢ thong danh s6 Kabat) va axit amin & vi tri
123 duoc thay thé bing lysin (K) (danh s6 theo hé thong danh s6 Kabat), va

trong mién c¢d dinh CH1 cta chudi ning tht nhét trong a) axit amin & vi tri 147
dugc thay thé bang axit glutamic (E) (dénh sé theo hé thdng danh sd theo chi s6
Kabat EU) va axit amin & vi trf 213 duoc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6
theo hé thong danh sb theo chi s6 Kabat EU).

6. Khang thé theo diém bat ky trong sé cac diém néu trén, khac biét & chd:

mién CH3 tht nhit cta chudi ning thir nhit cia khang thé trong a) va mién
CH3 thér hai ctia chudi ning thtt hai ciia khéng thé trong b) mdi mién giao nhau tai

bé mit chung bao gdbm bé mit chung ban dau gitta mién CH3 ctia khang thé,

trong do bé mit chung néu trén dugc thay dbi dé thuc ddy viéc tao ra khang
thé da dac hiéu, trong d6 qua trinh thay ddi nay khac biét & chd:

i) mién CH3 ctia mot chudi ning dugc thay doi:

sao cho trong bé mit chung ban d3u cia mién CH3 ctia mot chudi ning dap
tmg bé mit chung ban d4u ctia mién CH3 cua chudi ning con lai bén trong
khéng thé da dic hiéu,

gbc axit amin dugc thay thé bang gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm
arginin (R), phenylalanin (F), tyrosin (Y) va tryptophan (W), tir do tao ra chét
bén trong bé mit chung cia mién CH3 ctia mot chudi ning ma co thé dinh vi

dugc trong 16 trong bé mat chung cua mién CH3 cta chudi ning con lai;

va

-08-



34049

ii) mién CH3 ctia chudi ning con lai dugc thay doi:
sao cho trong bé mit chung ban dAu cia mién CH3 cia chudi ning con lai
dap Ung bé mit chung ban dau cta mién CH3 cia mdt chudi ning trong
khéng thé da dic hiéu,
gbc axit amin dugc thay thé bang gdc axit amin dugc chon tir nhom bao gbdm
alanin (A), serin (S), threonin (T) va valin (V), tir d6 tao ra 16 trong bé mat
chung cua mién CH3 ctia chudi ning con lai trong do chét trong bé mit
chung cua mién CH3 cua mét chudi ning ¢ thé dinh vi duoc.
7. Khéng thé theo diém 6, khac biét & chd, ca hai mién CH3 con duoc thay d6i bang
cach dua xystein (C) dudi dang axit amin & cac vi trf twong ung cia mdi mién CH3
sao cho c6 thé tao ra cau disulfua gitta ca hai mién CH3.
8. Khéng thé da dac hiéu theo didm bt ky trong sb cac diém néu trén gin két dac
hiéu v6i TWEAK cua ngudi va gin két ddc hidu voi IL17 cua ngudi, trong do:
A) khang thé da dac hiéu bao gdbm mién chudi nang bién doi (VH) cta SEQ ID
NO:24, va mién chudi nhe bién d6i (VL) ctia SEQ ID NO:25; va
B) khang thé da dic hiéu bao gdbm mién chudi ning bién d6i (VH) ctia SEQ ID
NO:26, va mién chudi nhe bién d6i (VL) ciia SEQ ID NO:27.
9. Phuong phap san xuét khang thé da dic hiéu theo diém bét ky trong s6 cac diém
tir 1 dén 8, trong d6 phuong phéap nay bao gdm cac budc:
A) bién nap té bao chi véi céc vecto chira phén tr axit nucleic ma hoéa:
a) chudi nhe thr nhét va chudi ning thtt nhit ctia khang thé da dic hiéu theo
diém bt ky trong sé cac didm tir 1 dén 9; va
b) chudi nhe thr hai va chudi ning thir hai cta khang thé da dic hiéu theo
diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 9;
B) nudi cdy té bao vat chu trong cdc didu kién cho phép tbng hop phén tir
khang thé néu trén; va
C) thu hdi phan tir khang thé néu trén tir moi trudng nudi cy.
10. Axit nucleic ma hoéa trinh ty axit amin ctia khang thé da dic hiéu theo diém bét

ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8.
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11. Vecto biéu hién chtra axit nucleic theo diém 10 c6 kha ning biéu hién axit
nucleic néu trén trong té bao vat chu.
12. Dugc phdm chira khéng th8 theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 8 va it

nhit mot ta duge duge dung.
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<210> 1
<211> 215
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> chudi nhe (LC) <Ang-2> kiéu dai (wt)

<400> 1

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

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

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

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

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

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

Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys vVal Thr Val Leu Arg Thr Val Ala
100 105 110

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

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

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

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
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Ser Ser

Tyr

Ser

Ala

Phe
210

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

<220>
<223>

<400>

Thr

Cys
195

Asn

2
457
PRT
Nhan

165
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170

175

Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val

180

185

190

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

Arg Gly Glu Cys

tao

215

200

chudi n&ng (HC) <Ang-2> kiéu

2

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser
195

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Thr

val

Glu

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Gly

Gly

150

vVal

Phe

Val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

Val

Ala

Val
200

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

Val

Ala

Ser

Val

185

Pro
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dai

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

(wt)

vVal

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ser

‘Met

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

205

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Val

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu
205

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

val

Ala

Gly

190

Gly

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

vVal

Ser

Lys

Leu

175

Leu

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln
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Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
210 215 220

Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp LyS Thr His Thr Cys Pro Pro
225 230 235 240

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
245 250 255

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
260 265 270

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
275 280 285

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
290 295 300

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

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
325 330 335

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

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp
355 360 365

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe
370 375 380

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
385 390 395 400

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

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

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
435 440 445

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450 455
<210> 3
<211> 437
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> chudi ndng (HC) <VEGF> cé trao ddi VH-VL kiédu dai (wt)

<400> 3

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

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Lys

Gly

Pro

145

Thr

val

Asn

Pro

Glu

225

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

305

Pro

Arg

Asn

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

130

Vval

Phe

vVal

Val

Lys

210

Leu

Thr

vVal

Val

Ser

290

Leu

Ala

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Pro

115

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

195

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

275

Thr

Asn

Pro

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Ser

Ala

vVal

Ala

val

180

His

Cys

Gly

Met

His

260

val

Tyr

Gly

Ile

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Val

Ala

Ser

Val

165

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

245

Glu

His

Arg

Lys

Glu
325

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Leu

Trp

150

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

230

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

310

Lys

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Gly

135

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

215

Ser

Arg

Pro

Ala

val

295

Tyr

Thr
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Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Leu

120

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

200

His

val

Thr

Glu

Lys

280

Ser

Lys

Ile

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

185

Thr

Thr

Phe

Pro

vVal

265

Thr

vVal

Cys

Ser
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Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Val

Ala

Gly

170

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

250

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
330

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Lys

Leu

155

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

235

Val

Phe

Pro

Thr

vVal

315

Ala

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Ser

Ser

Asp

140

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

220

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

300

Ser

Lys

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Lys

125

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

205

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

285

Leu

Asn

Gly

Ser

30

Val

Phe

Leu

vVal

Ala

110

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

190

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

270

Glu

His

Lys

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

175

Ile

vVal

Ala

Pro

vVal

255

Val

Gln

Gln

Ala

Pro
335

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Thr

Ser

Glu

His

160

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

240

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

320

Arg



Glu

Asn

Ile

Thr

385

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

370

Thr

Leu

Ser

Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln
val
355

Val
Pro
Thr
Val

Leu
435

4
230
PRT
Nhan

chudi nhe

4

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

Leu

Met

Trp

50

Arg

Gln

Lys

Gly

Ser

130

Ala

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Tyr

Gln

115

Val

Ser

val

340

Ser

Glu

Pro

val

Met

420

Ser

tao

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Phe

vVal

Cys

Leu

Trp

Val

Asp

405

His

Pro

(LC)

Val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

His

Thr

Ile

Val

Thr

Ser

Glu

Leu

390

Lys

Glu

Glu

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Phe

Cys

Leu

Cys

Ser

375

Asp

Ser

Ala

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Tyr

val

Pro

135

Leu
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Pro

Ala

360

Asn

Ser

Arg

Leu

<VEGF> co

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Pro

Leu

Pro

345

Val

Gly

Asp

Trp

His
425

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

410

Asn

Arg Asp

Gly Phe

Pro Glu
380

Ser Phe
395

Gln Gly

His Tyr

Glu

Tyr

365

Asn

Phe

Asn

Thr

trao dbdi VH-VL kiéu

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Ser

105

Val

Ser

Asn
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Gly

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Asp

Asn

Leu Val

Tyr Thr

Lys Gly

Thr Tyr

Ser Lys

75

Thr Ala

His Trp

Ser Ala

Glu Gln

140

Phe Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Tyr

Ser

125

Leu

Pro

Leu

350

Pro

Asn

Leu

val

Gln
430

dai

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Thr

Tyr

Phe

110

Val

Lys

Arg

Thr

Ser

Tyr

val

Phe

415

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

Asp

Ala

Ser

Glu

Lys

Asp

Lys

Ser

400

Ser

Ser

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Gly

Ala



145

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
225

Val

Ser

Thr

Cys

210

Asn

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Val

Leu
195

Glu

Arg

5
215
PRT
Nhan

Trp
Thr
180
Thr

Val

Gly

tao

Lys

165

Glu

Leu

Thr

Glu

150

Val

Gln

Ser

His

Cys
230

Asp

Asp

Lys

Gln
215
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Asn

Ser

Ala

200

Gly

Ala
Lys
185

Asp

Leu

Leu
170
Asp

Tyr

Ser

155

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro
220

chudi nhe (LC) <Ang-2> cé thay thé Q124K

5

Gln Pro Gly

1

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Tyr

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Ser

115

Ala

vVal

Ser

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Phe

vVal

Trp

Thr
165

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

Val

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

-106-

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

Thr

Ser

Asn

Ala

Lys
170

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

val

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Val

Gly

Val

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Gly

Tyr

His

205

Val

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Arg

Lys

125

Tyr

Ser

Thr

Asn
Ser
190

Lys

Thr

Pro

Lys

30

val

Ser

Glu

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

Ser
175
Leu

vVal

Lys

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

Asp

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser
175

160

Gln

Ser

Tyr

Ser

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

His

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu



34049

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val

Tyr Ala
Ser Phe
210
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Trp
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Pro Gly

Ser Ala

130

Lys Ser

145

Tyr Phe

Ser Gly

Ser Leu

Thr Tyr
210

180 185 190

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

Asn Arg Gly Glu Cys

215

6

457
PRT
Nhan tao
chudi ning (HC) <Ang-2> cé thay thé K147E

6

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Glu Asp
150 155 160

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
165 170 175

val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
180 185 190

Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
195 200 205

Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
215 220

-107-
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Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
225 230 235 240

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
245 250 255

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
260 265 270

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
275 280 285

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
290 295 300

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

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
325 330 335

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

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp
355 360 365

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe
370 375 380

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

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

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

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
435 440 445

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450 455
<210> 7
<211> 457
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> chudi ning (HC) <Ang-2> cé thay thé K213E

<400> 7

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

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

-108-



Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

225

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

305

Leu

Asn

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

210

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

290

Glu

His

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Thr

Pro

val

Ser

195

Ile

val

Ala

Pro

Val

275

Val

Gln

Gln

Ala

20

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

260

vVal

Asp

Tyr

Asp

Leu

Val

Pro

Thr

Arg

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

245

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

325

Pro

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Gly

Gly

150

vVal

Phe

Val

val

Lys

230

Leu

Thr

vVal

Val

Ser

310

Leu

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

215

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Thr

Asn

Pro

34049

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

val

Ala

val

200

His

Cys

Gly

Met

His

280

vVal

Tyr

Gly

Ile

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

vVal

Ala

Ser

vVal

185

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

265

Glu

His

Arg

Lys

Glu

-109-

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

250

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

330

Lys

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

235

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

315

Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ser

Met

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

220

His

val

Thr

Glu

Lys

300

Ser

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Gly

Val

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

205

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

285

Thr

Val

Cys

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

vVal

Ala

Gly

190

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

270

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

val

Ser

Lys

Leu

175

Leu

Thr

val

Pro

Phe

255

Val

Phe

Pro

Thr

Val

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

240

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

320

Ser

335

Ala

Lys



Gly

Glu

Tyr

385

Asn

Phe

Asn

Thr

Gln

Leu

370

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
450

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

<220>
<223>

<400>

Pro
355

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
435

Lys

8
215
PRT
Nhan

340

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

420

Ser

Ser

tao

Glu

Asn

Ile

Thr

405

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

390

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

375

Val

Pro

Thr

vVal

Leu
455

34049

val

360

Ser

Glu

Pro

Val

Met

440

Ser

345

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

425

His

Pro

Thr

Trp

Glu

Leu

410

Lys

Glu

Leu

Cys

Ser

395

Asp

Ser

Ala

Pro

Leu

380

Asn

Ser

Arg

Leu

chudi nhe (LC) <Ang-2> c6é thay thé E123K

8

Gln Pro Gly

1

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Tyr

Ala

Gly

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Pro

Thr
130

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Ser

115

Ala

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Val

Ser

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Phe

val

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Ile

Val

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Phe

Cys
135

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Pro

120

Leu

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

Val

Val

105

Pro

Leu

-110-

vVal

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Ser

Asn

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val

Asp

Asn

Val

Gly

Val

Arg

Arg

Ser

Leu

Lys

Phe
140

Pro

365

Val

Gly

Asp

Trp

His
445

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

350

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

430

Asn

Pro

Lys

30

Val

Ser

Glu

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Arg

Gly

Pro

Ser

415

Gln

His

Gly

Ser

Val

Gly

Ala

Asp

95

Val

Lys

Arg

Asp

Phe

Glu

400

Phe

Gly

Tyr

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

His

Ala

Ser

Glu



Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

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

<220>
<223>

<400>

Val

Ser

Thr

Cys
195

Asn

9
215
PRT
Nhan

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

tao

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

val

Gln

Ser

His

Cys
215

34049

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Ala
Lys
170

Asp

Leu

Leu
155
Asp

Tyr

Ser

Gln

Ser

Glu

Ser

chudi nhe (LC) <Ang-2> cé thay thé Q124K

Gln Pro Gly

1

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Tyr

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

val

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Ser

115

Ala

vVal

Ser

Thr

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

val

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

-111-

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Val

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Val

Gly

vVal

Arg

60

Arg

Ser

Leu

Lys

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Gly

Tyr

His

130

val

va thay

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Arg

Lys

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

30

vVal

Ser

Glu

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

Asn
Ser
175

Lys

Thr

thé

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

Asp

95

vVal

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Ser
160
Leu

Val

Lys

E123K

Gln

val

Tyr

Ser

Gly

80

His

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

vVal



34049

180 185 190

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

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 10
<211> 457
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> chudi ning (HC) <Ang-2> cé thay thé K147E va thay thé K213E
<400> 10

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

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

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

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

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

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
Ala Arg Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr
100 105 110

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

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

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Glu Asp
145 150 155 160

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
165 170 175

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
180 185 190

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
195 200 205

Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
210 215 220

-112-
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Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
225 230 235 240

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
245 250 255

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
260 265 270

Cys Val Vval Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
275 280 285

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
290 295 300

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

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
325 330 335

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

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp
355 360 365

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe
370 375 380

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

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

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

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
435 440 445

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450 455
<210> 11
<211> 215
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>

<223> chudi nhe (LC) <Ang-2> cé thay thé Q124R va thay thé E123K
<400> 11

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

-113-



Thr

His

AsSp

Asn

65

Asp

Tyr

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Phe

Ser
115

Ala

val

Ser

Thr

Cys
195

Asn

12
230
PRT
Nhan

chudi nhe

12

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

tao

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

(LC)

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Ile

vVal

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Glu Val Gln Leu Val Glu

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

20

Gly Met Asn Trp Val Arg

35

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr

50

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Thr

Phe

Cys

135

vVal

Gln

Ser

His

Cys
215

Ser

Ala

Gln

Thr
55

34049

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

<VEGF> co

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Asn

25

Gln

Ile

Thr

Val

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Thr

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

vVal

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Gly

Val

Arg

Arg

Ser

Leu

Lys

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

thay thé Q124E

Gly
Ser
25

Pro

Glu

-114-

Gly
10
Gly

Gly

Pro

Leu

Tyr

Lys

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Ser

Leu

45

Phe

Val

Ser

Arg

Arg

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

30

vVal

Ser

Glu

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

1380

Val

Pro
Thr
30

Glu

Ala

Ser

val

Gly

Ala

Asp

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly
15
Asn

Trp

Asp

Val

Tyr

Ser

Gly

His

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

vVal

Lys

Gly

Tyr

Val

Phe



Lys

65

Leu

Ala

Trp

Pro

Thr

145

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
225

Arg

Gln

Lys

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

210

Asn

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Met

Tyr

Gln

115

Val

Ser

Gln

Val

Leu
195

Glu

Arg

13
214
PRT
Nhan

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

180

Thr

Val

Gly

tao

Thr

Ser

85

His

Thr

Ile

Val

Lys

165

Glu

Leu

Thr

Glu

Phe

70

Leu

Tyr

Leu

Phe

Cys

150

vVal

Gln

Ser

His

Cys
230

Ser

Arg

Tyr

val

Pro

135

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
215

34049

Leu

Ala

Gly

Thr

120

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

200

Gly

Asp

Glu

Ser

105

vVal

Ser

Asn

Ala

Lys

185

Asp

Leu

Thr

Asp

90

Ser

Ser

Asp

Asn

Leu

170

Asp

Tyr

Ser

Ser

75

Thr

His

Ser

Glu

Phe

155

Gln

Ser

Glu

Ser

Lys

Ala

Trp

Ala

Glu

140

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
220

chudi nhe (LC) <Ang-2> cé thay thé E124K

13

Gln Pro Gly

1

Thr

His

Asp

Asn
65

Ala

Trp

Asp

Ser

Arg
Tyr
35

Ser

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

-115-

Val
10

Asn

Ala

Pro

Ile

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Val

Gly

Val

Arg

Arg

Ser

Val

Tyr

Ser

125

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

205

val

Thr

Tyr

Phe

110

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

190

Lys

Thr

va thay

Ala

Ser

Leu

45

Phe

vVal

Pro

Lys

30

Val

Ser

Glu

Ala

Tyr

95

Asp

Ala

Ser

Glu

Ser

175

Leu

Val

Lys

thé

Gly

15

Ser

Val

Gly

Ala

Tyr

80

Cys

vVal

Ala

Gly

Ala

160

Gln

Ser

Tyr

Ser

E123K

Gln

val

Tyr

Ser

Gly
80



34049

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

Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys val Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys
100 105 110

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

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

Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly
145 150 155 160

Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala
165 170 175

Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser
180 185 190

Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val
195 200 205

Ala Pro Thr Glu Cys Ser

210
<210> 14
<211> 457
<212> PRT

<213> ©Nhan tao

<220>

<223> chudi nang (HC) <Ang-2> cé thay thé K147E va thay thé K213D
<400> 14

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

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

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

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

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

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

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

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

-116-



Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Thr

Asp

225

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

305

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

385

Asn

Phe

Asn

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

210

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

290

Glu

His

Lys

Gln

Leu

370

Pro

Asn

Leu

Val

115

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

195

Ile

Val

Ala

Pro

Val

275

val

Gln

Gln

Ala

Pro

355

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

260

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

340

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

420

Ser

Lys

Gly

Pro

165

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

245

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

325

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

405

Lys

Cys

Gly

Gly

150

Val

Phe

vVal

val

Lys

230

Leu

Thr

Val

vVal

Ser

310

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

390

Thr

Leu

Ser

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

215

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Thr

Asn

Pro

Gln

vVal

375

val

Pro

Thr

Val

34049

120

Ser

Ala

Val

Ala

val

200

His

Cys

Gly

Met

His

280

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

360

Ser

Glu

Pro

val

Met

val

Ala

Ser

Val

185

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

265

Glu

His

Arg

Lys

Glu

345

Tyr

Leu

Trp

vVal

Asp

425

His

-117-

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

250

Ser

Asp

Asn

val

Glu

330

Lys

Thr

Trp

Glu

Leu

410

Lys

Glu

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

235

Ser

Arg

Pro

Ala

val

315

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

395

Asp

Ser

Ala

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

220

His

val

Thr

Glu

Lys

300

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

380

Asn

Ser

Arg

Leu

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

205

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

285

Thr

vVal

Cys

Ser

Pro

365

val

Gly

Asp

Trp

His

Pro

vVal

Ala

Gly

190

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

270

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

350

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

430

Asn

Ser

Glu

Leu

175

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

255

Val

Phe

Pro

Thr

Val

335

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

415

Gln

His

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

240

Pro

Thr

Asn

Arg

val

320

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

400

Phe

Gly

Tyr
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34049

440

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450

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

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

<210>
<211>
<212>

15
219
PRT
Nhan

tao

455

chudi nhe (LC) <IL-17> kiéu dai (wt)

15

Val

Ala

Asp

35

Leu

Phe

vVal

Ala

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

16
446
PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Phe

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

vVal

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

vVal

120

Ser

Gln

vVal

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr I

185

Val

Gly

-118-

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

vVal

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

445

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Thr

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



<213>

<220>
<223>

<400>

Nhan

chudi nidng

16

Glu Val Gln

1

Ser
Gly
Ser
Ser
65

Gln
Arg
Gln
Val
Ala
145
Ser
Val
Pro
Lys
Pro
225
Val

Thr

Glu

Leu

Val

val

50

Arg

Met

Asp

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Pro

val

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Thr

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln
275

tao

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

His

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

260

Phe

Val

Ser

val

Ser

Ile

Leu

85

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

245

Thr

Asn

(HC)

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Arg

Arg

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

34049

<IL-17> kiéu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Leu

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

val

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Glu

Gly

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Ala

Pro

Val

Val
280

Gly

Ser

25

Thr

Thr

Asn

Asp

Tyr

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Asp

-119-

dai

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

90

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

vVal

Phe

235

Thr

vVal

Val

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Glu

Gln

Leu

Leu

45

Ser

Ser

Tyr

Asp

Lys

125

Glu

Pro

Thr

val

Asn

205

Ser

Gly

Met

Gln

val
285

Pro

Asp

30

Glu

Ala

Leu

Tyr

Tyr

110

Gly

Ser

vVal

Phe

val

190

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

270

His

Gly

15

Ser

Trp

Leu

Tyr

Cys

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Gly

Tyr

val

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

vVal

His

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala



Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

17
438
PRT
Nhan

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

420

His

tao

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

34049

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

vVal

Phe

Lys
440

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Thr

300

Asn

Ser

Gln

val

Val

380

Pro

Thr

vVal

Leu

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

val

Met

Ser
445

Arg

Lys

Glu

Cys

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Leu

Val

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

Lys

415

Glu

val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

chudi ndng (HC) <TWEAK> cé trao ddi VH-VL kiéu dai (wt)

17

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Pro

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Phe

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

-120-

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Thr

90

Thr

vVal

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Tyr

Glu

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ser



Ser

Arg

Tyr

145

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

225

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

305

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

385

Ser

Ser

Ala

Ser

130

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

210

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

290

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

370

Thr

Arg

Cys

Ser

115

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

195

Val

Phe

Thr

val

val

275

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

355

Ala

Thr

Leu

Ser

100

Thr

Ser

Glu

His

Ser

180

Cys

Glu

Glu

Leu

Ser

260

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

340

Val

val

Pro

Thr

Val

Lys

Glu

Pro

Thr

165

vVal

Asn

Ser

Gly

Met

245

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

325

vVal

Ser

Glu

Pro

Val

405

Met

Gly

Ser

val

150

Phe

Val

val

Lys

Gly

230

Ile

Glu

His

Arg

Lys

310

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

390

Asp

His

Pro

Thr

135

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

215

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

295

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

375

Leu

Lys

Glu

34049

Ser

120

Ala

val

Ala

Val

His

200

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

280

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

360

Ser

Asp

Ser

Ala

105

Val

Ala

Ser

Val

Pro

185

Lys

Pro

vVal

Thr

Glu

265

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

345

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

-121-

Phe

Leu

Trp

Leu

170

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

250

Val

Thr

Val

Cys

Ser

330

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

410

His

Pro

Gly

Asn

155

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

235

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

315

Lys

Cys

Lys

Gln

Gly

395

Gln

Asn

Leu

Cys

140

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

220

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

300

vVal

Ala

Gln

Gly

Pro

380

Ser

Glu

His

Ala

125

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

205

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

285

val

Ser

Lys

Glu

Phe

365

Glu

Phe

Gly

Tyr

110

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

190

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

270

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

350

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

Cys

Lys

Leu

Leu

175

Thr

val

Pro

Lys

val

255

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

335

Met

Pro

Asn

Leu

Val

415

Gln

Ser

Asp

Thr

160

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

240

Val

Val

Gln

Gln

Gly

320

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

400

Phe

Lys



420

Ser Leu Ser Leu Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Asn

65

Met

Ala

Gly

Phe

vVal

145

Trp

Thr

Thr

val

Gly
225

val

Val

Met

Thr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Ile

130

val

Lys

Glu

Leu

Thr

210

Glu

435

18
227
PRT
Nhan

tao

34049

425

chudi nhe (LC) <TWEAK> cé trao dbéi VH-VL

18

Gln

Lys

Ser

35

Val

Arg

Leu

Gly

Leu

115

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

195

His

Cys

Leu

Val

20

Trp

Tyr

val

Ser

Gly

100

Val

Pro

Leu

Asp

Asp

180

Lys

Gln

vVal

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Leu

Asn

165

Ser

Ala

Gly

Gln

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Asn

val

Ser

Asn

150

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Lys

Gln

Gln

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Asp

135

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
215

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Ser

120

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

200

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp

105

Ala

Gln

Tyr

Ser

Thr

185

Lys

Pro

-122-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Ala

Ser

Leu

Pro

Gly

170

Tyr

His

val

Val

Phe

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

val

Lys

Arg

155

Asn

Ser

Lys

Thr

Lys

Asp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

val

Ala

Ser

140

Glu

vVal

Lys
220

kidu dai

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Ile

Ala

125

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

205

Ser

430

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

190

Ala

Phe

(wt)

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ser

175

Thr

Cys

Asn

Ser

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ser

Gln

160

Val

Leu

Glu

Arg



34049

<210> 19
<211> 219
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> chudi nhe (LC) <IL-17> cé thay thé Q124K va thay th& E123R

<400> 19

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

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asp Thr Tyr Phe His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp vVal Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Thr
85 90 95

Thr His Ala Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Vval Ala Ala Pro Ser vVal Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Arg
115 120 125

Lys Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys vVal Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

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

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

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 20
<211> 446
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> chudi ning (HC) <IL-17> cé thay thé K147E va thay thé K213E

-123-



<400>

20

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Ser

Ser

65

Gln

Arg

Gln

vVal

Ala

145

Ser

vVal

Pro

Lys

Pro

225

Val

Thr

Glu

Lys

Leu

Val

vVal

50

Arg

Met

Asp

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr
290

Arg
His
35

Ile
Phe
Asn
Thr
Thr
115
Pro
Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Cys
Leu
Glu
Gln

275

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

His

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Pro

Phe

vVal

260

Phe

Pro

val

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

85

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Arg

Arg

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Leu

val

Cys

135

Glu

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
295

34049

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Glu

Gly

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gly

Ser

25

Thr

Thr

Asn

Asp

Tyr

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Glu

Pro

Lys

vVal

265

Asp

Phe

-124-

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

90

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Ser

Thr

Pro

155

val

Ser

Thr

Val

Phe

235

Thr

Val

Val

Ser

vVal

Ser

Gly

Asn

60

Asn

vVal

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr
300

Gln

Leu

Leu

45

Ser

Ser

Tyr

Asp

Lys

125

Glu

Pro

Thr

vVal

Asn

205

Ser

Gly

Met

Gln

val

285

Tyr

Pro

Asp

30

Glu

Ala

Leu

Tyr

Tyr

110

Gly

Ser

Val

Phe

Val

190

vVal

Lys

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Gly

15

Ser

Trp

Leu

Tyr

Cys

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

val

His

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val



Ser

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

385

Ser

Arg

Leu

val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Lys

Lys

Ser
355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

21
227
PRT
Nhan

chudi nhe

21

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Asn

65

Met

Ala

Gly

Val

Met

Thr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

Ser

35

Val

Arg

Leu

Gly

Leu

Thr
Val
Ala
340
Gln
Gly
fro
Ser
Glu

420

His

tao

Leu

Val
20

Trp
Tyr
Val
Ser
Gly

100

Val

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

(LC)

Val

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Gln

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Val

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

vVal

Gln

Ser

Lys

Gln

Gln

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

34049

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Val

Phe

Lys
440

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Ser

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp

105

Ala

-125-

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

<TWEAK> cé thay th

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Ala

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Asn

Ser

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

& Ql24E

Val

Phe

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Lys

Asp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Val

Ala

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Ile

Ala

Lys

Glu

Cys

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Thr

Trp

Trp

Ala

Tyr

Gly

Ser

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Ser

Tyr

Met

Leu

Tyr

Cys

Gln

Val



34049

115 120 125

Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Glu Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser
130 135 140

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln
145 150 155 160

Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val
165 170 175

Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu
180 185 190

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu
195 200 205

val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg
210 215 220

Gly Glu Cys

225

<210> 22
<211> 446
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>

<223> chudi ning (HC) <IL-17> cé thay thé K147E va thay thé K213D
<400> 22

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 Phe Ser Leu Asp Ser Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Val Ile Trp Ser Asp Gly Thr Thr Thr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Phe Thr Ile Ser Arg clu Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu
65 70 75 80

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

Arg Asp Thr His Tyr Arg Leu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
130 135 140

-126-



Ala

145

Ser

vVal

Pro

Lys

Pro

225

val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

vVal

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

<210>
<211>

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

23
219

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Pro

Phe

vVal

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

420

His

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Glu

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

34049

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Ala

Pro

Val

vVal

280

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

vVal

Phe

Lys
440

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Asp

Pro

Lys

vVal

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

-127-

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Cys

Leu

Pro

155

vVal

Ser

Thr

Val

Phe

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Pro

Thr

vVal

Asn

205

Ser

Gly

Met

Gln

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Val

Phe

Val

190

vVal

Lys

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Cys

350

Leu

Trp

vVal

Asp

His

430

Leu

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

255

Asp

Asn

val

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Val

160

Ala

Val

His

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT
Nhan

tao

34049

chudi nhe (LC) <IL-17> cé thay thé Q124K

23

Asp Ile Val

1

Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Arg

Lys

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Asp

35

Leu

Phe

vVal

Ala

vVal

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

24
120
PRT
Nhan

mién

24

Met

Ser
20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

tao

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Phe

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

chudi ning bién

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Leu

Asn

Thr

vVal

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

- Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

va thay

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

ddi VH <TWEAK > 305-HC4

-128-

Thr

vVal

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

thé

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

E123K

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Thr

Lys

Lys

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



Gln Val

Ser Val

Tyr Met

Gly Thr

50

Asn Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Thr

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Pro Asp

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

Gln

Lys

Ser
35

val

Arg

Leu

Gly

Leu

115
25
111
PRT
Nhan
mién
25

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

26
121
PRT
Nhan

34049

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asp Phe
20 25

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
40 45

Tyr Val Arg Gln Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala
55 60

vVal Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser
70 75

Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
85 90

Gly Tyr Asn Tyr Asp Asp Ala Phe Val Ile
100 105

Val Thr Val Ser Ser
120

tao

chudi nhe bién dbéi VL <TWEAK>305-LCZ

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala
Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asn Ile
20 25

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
40 45

Ser Tyr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg
55 60

Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser
70 75

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Thr Ala Tyr Tyr
85 90

Val Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
100 105

tao

-129-

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile
110

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Ala

Tyr

95

Gly

vVal

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Lys

Ser

Tyr

Met

Leu

Tyr

Cys

Gln

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg



34049

<220>
<223> mién chudi ning bién dbéi VH <IL-17> HC136

<400> 26

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 Phe Ser Leu Asp Ser Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser vVal Ile Trp Ser Asp Gly Thr Thr Thr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Phe Thr Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu
65 70 75 80

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

Arg Asp Thr His Tyr Arg Leu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 27
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> midn chudi nhe bién d&bi VL <IL-17> LC136

<400> 27

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

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asp Thr Tyr Phe His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Thr
85 90 95

Thr His Ala Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

-130-



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

<220>
<223>

<400>

28
440
PRT

Trinh ty nhan tao

34049

chudi ndng (HC) <TWEAK> cé trao ddi VH-VL kiéu dai (wt)
(chta GK dipeptit tén cung)

28

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Pro

Ser

Arg

Tyr

145

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

225

Lys

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

Ala

Ser

130

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

210

Glu

Asp

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Ser

115

Thr

Pro

val

Ser

Thr

195

vVal

Phe

Thr

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

vVal

100

Thr

Ser

Glu

His

Ser

180

Cys

Glu

Glu

Leu

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Lys

Glu

Pro

Thr

165

val

Asn

Ser

Gly

Met
245

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Phe

Gly

Ser

Val

150

Phe

vVal

vVal

Lys

Gly

230

Ile

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Pro

Thr

135

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

215

Pro

Ser

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ser

120

Ala

val

Ala

vVal

His

200

Gly

Ser

Arg

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

105

val

Ala

Ser

vVal

Pro

185

Lys

Pro

vVal

Thr

-131-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Phe

Leu

Trp

Leu

170

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro
250

vVal

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Pro

Gly

Asn

155

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

235

Glu

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Leu

Cys

140

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

220

Phe

val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Glu

Ala

125

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

205

Pro

Pro

Thr

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile

110

Pro

val

Ala

Gly

Gly

190

Cys

Pro

Cys

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

Cys

Lys

Leu

Leu

175

Thr

val

Pro

Lys

val
255

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

160

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

240

val



34049

Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val
260 265 270

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
275 280 285

Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
290 295 300

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly
305 310 315 320

Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
325 330 335

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Gln Glu Glu Met Thr
340 345 350

Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
355 360 365

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
370 375 380

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
385 390 395 400

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe
405 410 415

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
420 425 430

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

435 440
<210> 29
<211> 448
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> chudi ning (HC) <IL-17> cé thay thé K147E va thay thé K213E
(chta GK dipeptit té&n cung)

<400> 29

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

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

Gly Val His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Val Ile Trp Ser Asp Gly Thr Thr Thr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Phe Thr Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu

-132-



65

Gln

Arg

Gln

Val

Ala

145

Ser

val

Pro

Lys

Pro

225

val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

Met

Asp

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asn

Thr

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Ser

His

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Pro

Phe

val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Leu

85

Tyr

val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

70

Arg

Arg

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

Ala

Leu

Val

Cys

135

Glu

Leu

Leu

Thr

vVal

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

34049

Gly

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Asp

Tyr

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

-133-

Thr

90

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

75

Ala

Ala

Ser

Thr

Pro

155

vVal

Ser

Thr

Val

Phe

235

Thr

vVal

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

vVal

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

vVal

vVal

380

Pro

Tyr

Asp

Lys

125

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

205

Ser

Gly

Met

Gln

vVal

285

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

365

Glu

Pro

Tyr

Tyr

110

Gly

Ser

val

Phe

val

190

val

Lys

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Cys

350

Leu

Trp

vVal

Cys

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

255

Asp

Asn

vVal

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

80

Ala

Gly

Ser

Ala

vVal

160

Ala

Val

His

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp



34049

385 390 395 400

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

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

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

435 440 445
<210> 30
<211> 448
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> chudi ning (HC) <IL-17> cé thay thé K147E va thay thé K213D
(chtta GK dipeptit tén cung)

<400> 30

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 Phe Ser Leu Asp Ser Tyr
20 25 30

Gly Val His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser val Ile Trp Ser Asp Gly Thr Thr Thr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Phe Thr Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu
65 70 75 80

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

Arg Asp Thr His Tyr Arg Leu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
130 135 140

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

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

val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
180 185 190

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

-134-



34049

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Asp Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly
210 215 220

Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Glu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro
260 265 270

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

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

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320

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

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

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

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

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

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

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

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

435 440 445
<210> 31
<211> 459
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> chudi ning (HC) <Ang-2> kiéu dai (wt) (chta GK
dipeptit tén cung)

<400> 31

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

-135-



Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

225

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

305

Leu

Val

Met

Trp

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

210

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

290

Glu

His

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

195

Ile

Val

Ala

Pro

Val

275

Val

Gln

Gln

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

260

Val

Asp

Tyr

Asp

Ser

vVal

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Pro

165

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

245

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
325

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

5 Gly

Gly

150

Val

Phe

Val

Val

Lys

230

Leu

Thr

Val

vVal

Ser

310

Leu

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

215

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Thr

Asn

34049

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

Val

Ala

vVal

200

His

Cys

Gly

Met

His

280

Val

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

Val

Ala

Ser

val

185

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

265

Glu

His

Arg

Lys

-136-

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

250

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
330

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

235

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

315

Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ser

Met

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

220

His

Val

Thr

Glu

Lys

300

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

vVal

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

205

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

285

Thr

vVal

Cys

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

val

Ala

Gly

190

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

270

Lys

Lys

Leu

Lys

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

vVal

Ser

Lys

Leu

175

Leu

Thr

val

Pro

Phe

255

vVal

Phe

Pro

Thr

Val
335

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

240

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

320

Ser



Asn Lys

Gly Gln

Glu Leu

370

Tyr Pro
385

Asn Asn

Phe Leu

Asn Val

Thr Gln
450
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Phe

50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

Lys Gly

Gly Gly

34049

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
340 345

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
355 360

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu
375 380

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
390 395

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
405 410

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
420 425

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

435 440
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
455
32
439
PRT

Trinh ty nhén tao
chudi ning (HC) <VEGF> cé trao dbéi VH-VL
(chta GK dipeptit téan cung)
32
Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
vVal Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Gln Asp
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Thr Ser Ser Leu His Ser Gly Val Pro Ser
55 60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
70 75

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser
85 90

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

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
115 120

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

-137-

Ser Lys Ala Lys
350

Pro Cys Arg Asp
365

val Lys Gly Phe
Gly Gln Pro Glu
400

Asp Gly Ser Phe
415

Trp Gln Gln Gly
430

His Asn His Tyr
445

kidu dai (wt)

Ala Ser Val Gly
15

Ile Ser Asn Tyr
30

Lys Val Leu Ile
45

Arg Phe Ser Gly
Ser Leu Gln Pro
80

Thr Val Pro Trp
95

Ser Ala Ser Thr
110

Lys Ser Thr Ser
125

Tyr Phe Pro Glu



Pro

145

Thr

vVal

Asn

Pro

Glu

225

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

305

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

385

Lys

Cys

Leu

130

Val

Phe

Val

val

Lys

210

Leu

Thr

vVal

vVal

Ser

290

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

370

Thr

Leu

Ser

Ser

<210>

Thr

Pro

Thr

Asn

195

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

275

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

355

val

Pro

Thr

val

Leu
435

33

Val

Ala

val

180

His

Cys

Gly

Met

His

260

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

340

Ser

Glu

Pro

Val

Met

420

Ser

Ser

val

165

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

245

Glu

His

Arg

Lys

Glu

325

Cys

Leu

Trp

Val

Asp

405

His

Pro

Trp

150

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

230

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

310

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

390

Lys

Glu

Gly

135

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

215

Ser

Arg

Pro

Ala

val

295

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

375

Asp

Ser

Ala

Lys

34049

Ser

Ser

Ser

Asn

200

His

Val

Thr

Glu

Lys

280

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

360

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

Ser

Leu

185

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

265

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

345

val

Gly

Asp

Trp

His
425

-138-

Ala

Gly

170

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

250

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

330

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

410

Asn

Leu

155

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

235

vVal

Phe

Pro

Thr

Val

315

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

395

Gln

His

140

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

220

Pro

Thr

Asn

Arg

val

300

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

380

Phe

Gly

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

205

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

285

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

365

Asn

Phe

Thr

Gly

Leu

Tyr

190

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

270

Glu

His

Lys

Gln

Leu

350

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
430

Val

Ser

175

Ile

vVal

Ala

Pro

val

255

val

Gln

Gln

Ala

Pro

335

Thr

Ser

Tyr

Val

Phe

415

Lys

His

160

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

240

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

320

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

400

Ser

Ser



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

225

Cys

Pro

vVal

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

210

Lys

Pro

Lys

459
PRT

Trinh tyu nhan tao

34049

chudi ning (HC) <Ang-2> cé thay thé K147E (chua

GK dipeptit tén cung)

33

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser

195

Ile

val

Ala

Pro

Leu

vVal

20

Trp

Asn

vVal

Ser

Pro

100

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys
260

vVal

Ser

vVal

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Thr

vVal

Asn

Pro

Glu

245

Asp

Glu

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Gly

Gly

150

Val

Phe

vVal

val

Lys

230

Leu

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

215

Ser

Leu

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

Val

Ala

val

200

His

Cys

Gly

Met

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

Val

Ala

Ser

vVal

185

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile
265

-139-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

250

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

235

Ser

Arg

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Ser

Met

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

220

His

Val

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Val

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

205

Thr

Thr

Phe

Pro

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

val

Ala

Gly

190

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu
270

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyx

95

Tyr

Val

Ser

Glu

Leu

175

Leu

Thr

val

Pro

Phe

255

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

240

Pro

Thr



Cys

Trp

Glu

305

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

385

Asn

Phe

Asn

Thr

Val

Tyr

290

Glu

His

Lys

Gln

Leu

370

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
450

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

<220>
<223>

<400>

34049

Val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
275 280 285

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
295 300

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
310 315

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
325 330

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
340 345 350

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys
355 360 365

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys
375 380

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
390 395

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
405 410

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
420 425 430

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

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
455

34
459
PRT
Trinh ty nhan tao

chudi ning (HC) <Ang-2> cb thay thé K213E (chua
GK dipeptit tén cung)

34

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

1

5 10

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

20 25 30

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

35 40 45

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

50

55 60

-140-

Phe

Pro

Thr

vVal

335

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

415

Gln

His

Gly

Gly

Trp

Lys

Asn

Arg

Val

320

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

400

Phe

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe



Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

225

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

305

Leu

Asn

Gly

Glu

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

210

Lys

Lys

Val

Tyr

290

Glu

His

Lys

Gln

Leu
370

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

195

Ile

Val

Ala

Pro

Val

275

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

355

Thr

vVal

Ser

Pro

100

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

260

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

340

Arg

Lys

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

245

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

325

Pro

Glu

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Gly

Gly

150

Val

Phe

vVal

vVal

Lys

230

Leu

Thr

Val

Val

Ser

310

Leu

Ala

Pro

Gln

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

215

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Thr

Asn

Pro

Gln

val
375

34049

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

Val

Ala

val

200

His

Cys

Gly

Met

His

280

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

360

Ser

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

vVal

Ala

Ser

Val

185

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

265

Glu

His

Arg

Lys

Glu

345

Tyr

Leu

-141-

Thr

Asp

Asp

Gly

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

250

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

330

Lys

Thr

Trp

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

235

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

315

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ile

Ala

Ser

Met

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

220

His

Val

Thr

Glu

Lys

300

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu
380

Ser

val

Gly

Val

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

205

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

285

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

365

Val

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

val

Ala

Gly

190

Gly

Lys

Leu

Glu

270

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

350

Cys

Ala

Tyr

95

Tyr

vVal

Ser

Lys

Leu

175

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

255

val

Phe

Pro

Thr

Val

335

Ala

Arg

Gly

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

240

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

320

Ser

Lys

Asp

Phe



34049

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

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

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

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
435 440 445

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

450 455
<210> 35
<211> 459
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> chudi ning (HC) <Ang-2> cé thay thé K147E va thay thé K213E
(chta GK dipeptit tan cung)

<400> 35

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

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

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

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

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

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
Ala Arg Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr
100 105 110

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

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

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Glu Asp
145 150 155 160

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
165 170 175

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

-142-
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180 185 190

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
195 200 205

Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
210 215 220

Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
225 230 235 240

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
245 250 255

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
260 265 270

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
275 280 285

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
290 295 300

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

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
325 330 335

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

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp
355 360 365

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu val Lys Gly Phe
370 375 380

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

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

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

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
435 440 445

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

450 455
<210> 36
<211> 459
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> chudi ning (HC) <Ang-2> cé thay thé KI147E va thay thé K213D

-143-



<400>

34049

(chtta GK dipeptit téan cung)

36

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Pro

Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Thr

Asp

225

Cys

Pro

Cys

Trp

val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

210

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr
290

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Ala

115

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

195

Ile

vVal

Ala

Pro

vVal

275

Val

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Pro

100

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

260

Val

Asp

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Thr

val

Asn

Pro

Glu

245

Asp

Asp

Gly

Glu

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Pro

Ile

Gly

Gly

150

val

Phe

Val

val

Lys

230

Leu

Thr

Val

val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

215

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu
295

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

200

His

Cys

Gly

Met

His

280

Val

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr

105

Gln

val

Ala

Ser

vVal

185

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

265

Glu

His

-144-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Gly

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

250

Ser

Asp

Asn

vVal

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Thr

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

235

Ser

Arg

Pro

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala

Ser

Met

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

220

His

Val

Thr

Glu

Lys
300

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Val

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

205

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

285

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

190

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

270

Lys

Lys

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

val

Ser

Glu

Leu

175

Leu

Thr

vVal

Pro

Phe

255

val

Phe

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr

Ser

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

240

Pro

Thr

Asn

Arg



Glu

305

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

385

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

His

Lys

Gln

Leu

370

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
450

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Gln

Ala

Pro

355

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

435

Lys

37
448
PRT

Tyr

Asp

Leu

340

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

420

Ser

Ser

Trinh tu

chudi ndng

Asn

Trp

325

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

405

Lys

Cys

Leu

Ser

310

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

390

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

375

Val

Pro

Thr

val

Leu
455

nhan tao

(HC)

dipeptit téan cung)

37

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Ser

Ser

65

Gln

Leu

Val

Val

50

Arg

Met

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Val

Ser

Val

Ser

Ile

Leu
85

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

34049

Tyr

Gly

Ile

Val

360

Ser

Glu

Pro

Val

Met

440

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Glu

Gly

Arg

Lys

Glu

345

Tyr

Leu

Trp

vVal

Asp

425

His

Pro

<IL-17> kiédu

Gly

Ser

25

Thr

Thr

Asn

Asp

-145-

val

Glu

330

Lys

Thr

Trp

Glu

Leu

410

Lys

Glu

Gly

dai

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr
90

Val

315

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

395

Asp

Ser

Ala

Lys

(wt)

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

380

Asn

Ser

Arg

Leu

Val

Cys

Ser

Pro

365

Val

Gly

Asp

Trp

His
445

Leu

Lys

Lys

350

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

430

Asn

(chta GK

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Gln

Leu

Leu

45

Ser

Ser

Tyr

Pro

Asp

30

Glu

Ala

Leu

Tyr

Thr

val

335

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

415

Gln

His

Gly

15

Ser

Trp

Leu

Tyr

Cys
95

val

320

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

400

Phe

Gly

Tyr

Gly

Tyr

val

Lys

Leu

80

Ala



Arg

Gln

val

Ala

145

Ser

val

Pro

Lys

Pro

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

385

Ser

Asp

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Thr

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

2775

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

His

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

vVal

Ala

340

Gln

Gly

Pro

Ser

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
405

Arg

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Leu

Val

Cys

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

34049

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

200

Asp

Ala

Pro

vVal

Val

280

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

vVal

Tyr

105

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

-146-

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg
410

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Thr

vVal

Phe

235

Thr

vVal

Val

Ser

Leu

315

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Ser

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Asp

Lys

125

Glu

Pro

Thr

val

Asn

205

Ser

Gly

Met

Gln

Val

285

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser

365

Glu

Pro

Val

Tyr

110

Gly

Ser

val

Phe

val

190

Val

Lys

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Cys

350

Leu

Trp

val

Asp

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

255

Asp

Asn

val

Glu

Lys

335

Thr

Ser

Glu

Leu

Lys
415

Gly

Ser

Ala

vVal

160

Ala

Val

His

Gly

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

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

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

435 440 445
<210> 38
<211> 688
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Chudi ning Fab2-CrossFab (HC) bao gom hai chudi n&ng (HC)
<Ang-2> kiéu dai (wt) két hop voi moét chudi ndng (HC) <VEGE>
cé trao ddi mién VL-VH kidu dai (wt) théng qua
chit lién két glyxin-serin

<400> 38

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp
145 150 155 160

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
165 170 175

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
180 185 190

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
195 200 205

Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
210 215 220

-147-



Lys

225

Gln

Lys

His

Ile

Arg

305

Leu

Ser

Ala

Ser

Thr

385

Pro

Val

Ser

Ile

val

465

Thr

Ile

Gln

Ser

Lys

Leu

vVal

Trp

Asn

290

Val

Ser

Pro

Phe

Thr

370

Ser

Glu

His

Ser

Cys

450

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu
530

val

vVal

Ser

Val

275

Pro

Thr

Arg

Asn

Asp

355

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

435

Asn

Pro

Ser

Cys

Lys

515

His

Glu

Glu

Cys

260

Arg

Asn

Met

Leu

Pro

340

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

420

Val

Val

Lys

Pro

Ser

500

Pro

Ser

Pro

Ser

245

Lys

Gln

Ser

Thr

Arg

325

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

405

Pro

Thr

Asn

Ser

Ser

485

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

310

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

390

Val

Ala

val

His

Cys

470

Ser

Ser

Lys

Val

Ser

Ala

Ser

Pro

Gly

295

Asp

Asp

Tyr

Gln

Val

375

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

455

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro
535

34049

Cys

Glu

Gly

Gly

280

Thr

Thr

Asp

Asp

Gly

360

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

440

Pro

Ser

Ser

Asp

Pro

520

Ser

Ser

vVal

Tyr

265

Gln

Asn

Ser

Thr

Ser

345

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

425

Ser

Ser

Gly

Ala

Ile

505

Lys

Arg

-148-

Gly

Lys

250

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala

330

Ser

Met

Leu

Cys

Ser

410

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

490

Ser

vVal

Phe

Gly

235

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

315

Val

Gly

vVal

Ala

Leu

395

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

475

val

Asn

Leu

Ser

Gly

Pro

Thr

Glu

Gln

300

Thr

Tyr

Tyr

Thr

Pro

380

val

Ala

Gly

Gly

Lys

460

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly
540

Gly

Gly

Gly

Trp

285

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Val

365

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

445

Val

Asp

Asp

Leu

Tyr

525

Ser

Ser

Ala

Tyr

270

Met

Phe

Tyr

Cys

Tyr

350

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

430

Gln

Asp

Ile

Arg

Asn

510

Phe

Gly

Gln
Ser
255
Tyr
Gly
Gln
Met
Ala
335
Pro
Ser
Lys
Tyr
Ser
415
Ser
Thr
Lys
Gln
val
495
Trp

Thr

Ser

Val

240

Val

Met

Trp

Gly

Glu

320

Arg

Gly

Ala

Ser

Phe

400

Gly

Leu

Tyr

Lys

Met

480

Thr

Tyr

Ser

Gly
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Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
545 550 555 560

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln
565 570 575

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

vVal Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
595 600 605

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

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
625 630 635 640

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

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

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

675 680 685
<210> 39
<211> 688
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Chudi ning Fab2-CrossFab (HC) bao gdm hai chudi ndng (HC)
<Ang-2> cé thay thé K147E va K213E két hop voi moét chudi
ning (HC) <VEGF> cé trao Gdi miédn VL-VH kidu dai (wt) thdéng

qua
chit lién két glyxin-serin

<400> 39

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

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

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

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

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

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

Pro

Ser

Lys

145

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

225

Gln

Lys

His

Ile

Arg

305

Leu

Ser

Ala

Ser

Thr

385

Pro

Arg

Gly

Ala

130

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

210

Lys

Leu

Val

Trp

Asn

290

val

Ser

Pro

Phe

Thr

370

Ser

Glu

Ser

Ala

115

Ser

Thr

Pro

val

Ser

195

Ile

vVal

Val

Ser

val

275

Pro

Thr

Arg

Asn

Asp

355

Lys

Gly

Pro

Pro

100

Phe

Thr

Ser

Glu

His

180

Ser

Cys

Glu

Glu

Cys

260

Arg

Asn

Met

Leu

Pro

340

Ile

Gly

Gly

Val

Asn

Asp

Lys

Gly

Pro

165

Thr

Val

Asn

Pro

Ser

245

Lys

Gln

Ser

Thr

Arg

325

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr
405

Pro

Ile

Gly

Gly

150

Val

Phe

Val

Val

LysS

230

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

310

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

390

Val

Tyr

Trp

Pro

135

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

215

Ser

Ala

Ser

Pro

Gly

295

Asp

Asp

Tyr

Gln

vVal

375

Ala

Ser

34049

Tyr

Gly

120

Ser

Ala

Val

Ala

vVal

200

His

Cys

Glu

Gly

Gly

280

Thr

Thr

Asp

Asp

Gly

360

Phe

Leu

Trp

Tyr

105

Gln

Val

Ala

Ser

Val

185

Pro

Lys

Ser

Val

Tyr

265

Gln

Asn

Ser

Thr

Ser

345

Thr

Pro

Gly

Asn

-150-

Asp

Gly

Phe

Leu

Trp

170

Leu

Ser

Pro

Gly

Lys

250

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala

330

Ser

Met

Leu

Cys

Ser
410

Ser

Thr

Pro

Gly

155

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

235

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

315

Val

Gly

Val

Ala

Leu

395

Gly

Ser

Met

Leu

140

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

220

Gly

Pro

Thr

Glu

Gln

300

Thr

Tyr

Tyr

Thr

Pro

380

vVal

Ala

Gly

Val

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

205

Thr

Gly

Gly

Gly

Trp

285

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Val

365

Ser

Glu

Leu

Tyr

110

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

190

Gly

Lys

Ser

Ala

Tyr

270

Met

Phe

Tyr

Cys

Tyr

350

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

Val

Ser

Glu

Leu

175

Leu

Thr

val

Gln

Ser

255

Tyr

Gly

Gln

Met

Ala

335

Pro

Ser

Lys

Tyr

Ser
415

Tyr

Ser

Ser

Asp

160

Thr

Tyr

Gln

Asp

val

240

Val

Met

Trp

Gly

Glu

320

Arg

Gly

Ala

Ser

Phe

400

Gly
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Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
420 425 430

Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
435 440 445

Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu Lys
450 455 460

val Glu Pro Lys Ser Cys Gly Ser Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Met
465 470 475 480

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
485 490 495

Ile Thr Cys Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr
500 505 510

Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Val Leu Ile Tyr Phe Thr Ser
515 520 525

Ser Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
530 535 540

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
545 550 555 560

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln
565 570 575

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

vVal Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
595 600 605

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

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
625 630 635 640

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

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

Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys

675 680 685
<210> 40
<211> 450
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Chudi ning CrossFab-Fab (HC) bao gém mét chudi ndng (HC)
<VEGF> c6 trao ddi mién VL-VH kiéu dai (wt) két hop voéi mot
chudi ning (HC) <Ang-2> kiéu dai (wt) thong qua
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chit
<400> 40

Asp Ile Gln

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Phe Thr
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Lys Gly Pro

115

Gly Gly Thr
130

Pro Val Thr
145

Thr Phe Pro

Val Val Thr

Asn Val Asn

195

Pro Lys Ser
210

Ser Gly Ala
225

Lys Ala Ser

Gln Ala Pro

Ser Gly Gly
275

Thr Arg Asp
290

34049

lién ké&t glyxin-serin

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Ser

Ala

Val

Ala

Val

180

His

Cys

Glu

Gly

Gly

260

Thr

Thr

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Val

Ala

Ser

val

165

Pro

Lys

Ser

vVal

Tyr

245

Gln

Asn

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Leu

Trp

150

Leu

Ser

Pro

Gly

Lys

230

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Gly

135

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

215

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser
295

Pro

Ser

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Leu

120

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

200

Gly

Pro

Thr

Glu

Gln

280

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

185

Thr

Gly

Gly

Gly

Trp

265

Lys

Ala
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Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

vVal

Ala

Gly

170

Gly

Lys

Ser

Ala

Tyr

250

Met

Phe

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Lys

Leu

155

Leu

Thr

vVal

Gln

Ser

235

Tyr

Gly

Gln

Met

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Ser

Ser

Asp

140

Thr

Tyr

Gln

Asp

val

220

Val

Met

Trp

Gly

Glu
300

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Lys

125

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

205

Gln

Lys

His

Ile

Arg

285

Leu

Ser

Ser.

30

val

Phe

Leu

val

Ala

110

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

190

Lys

Leu

Val

Trp

Asn

270

val

Ser

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

175

Ile

Val

vVal

Ser

Val

255

Pro

Thr

Arg

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Thr

Ser

Glu

His

160

Ser

Cys

Glu

Glu

Cys

240

Arg

Asn

Met

Leu
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Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Pro Asn Pro
305 310 315 320

Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr Pro Gly Ala Phe Asp Ile
325 330 335

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
340 345 350

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
355 360 365

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
370 375 380

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
385 390 395 400

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
405 410 415

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
420 425 430

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys
435 440 445

Ser Cys
450

<210> 41
<211> 450
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Chudi ning CrossFab-Fab (HC) bao gém mot chudi ndng (HC)
<VEGEF> c6 trao ddi mién VL-VH kidu dai (wt) két hop voi mot
chudi ning (HC) <Ang-2> cé thay thé KI147E va K213E thdéng qua
chit lién két glyxin-serin

<400> 41

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

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

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

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

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

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

Lys

Gly

Pro

145

Thr

Val

Asn

Pro

Ser

225

Lys

Gln

Ser

Thr

Arg

305

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

385

Pro

Phe

Gly

Gly

130

Val

Phe

Val

val

Lys

210

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

290

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

370

vVal

Ala

Gly

Pro

115

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

195

Ser

Ala

Ser

Pro

Gly

275

Asp

Asp

Tyr

Gln

Val

355

Ala

Ser

Val

Gln

100

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

180

His

Cys

Glu

Gly

Gly

260

Thr

Thr

Asp

Asp

Gly

340

Phe

Leu

Trp

Leu

85

Gly

vVal

Ala

Ser

vVal

165

Pro

Lys

Ser

Val

Tyr

245

Gln

Asn

Ser

Thr

Ser

325

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr

Phe

Leu

Trp

150

Leu

Ser

Pro

Gly

Lys

230

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala

310

Ser

Met

Leu

Cys

Ser

390

Ser

Lys

Pro

Gly

135

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

215

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

295

vVal

Gly

val

Ala

Leu

375

Gly

Ser

34049

Val

Leu

120

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

200

Gly

Pro

Thr

Glu

Gln

280

Thr

Tyr

Tyr

Thr

Pro

360

Val

Ala

Gly

Glu

105

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

185

Thr

Gly

Gly

Gly

Trp

265

Lys

Ala

Tyr

Tyr

vVal

345

Ser

Glu

Leu

Leu
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90

Ile

Pro

vVal

Ala

Gly

170

Gly

Lys

Ser

Ala

Tyr

250

Met

Phe

Tyr

Cys

Tyr

330

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

Ser

Lys

Leu

155

Leu

Thr

Val

Gln

Ser

235

Tyr

Gly

Gln

Met

Ala

315

Pro

Ser

Lys

Tyr

Ser

395

Ser

Ser

Ser

Asp

140

Thr

Tyr

Gln

Asp

Val

220

val

Met

Trp

Gly

Glu

300

Arg

Gly

Ala

Ser

Phe

380

Gly

Leu

Ser

Lys

125

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

205

Gln

Lys

His

Ile

Arg

285

Leu

Ser

Ala

Ser

Thr

365

Pro

Val

Ser

Ala

110

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

190

Lys

Leu

Val

Trp

Asn

270

Val

Ser

Pro

Phe

Thr

350

Ser

Glu

His

Ser

95

Ser

Thr

Pro

val

Ser

175

Ile

vVal

Val

Ser

Val

255

Pro

Thr

Arg

Asn

Asp

335

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

Thr

Ser

Glu

His

160

Ser

Cys

Glu

Glu

Cys

240

Arg

Asn

Met

Leu

Pro

320

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

400

vVal
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405 410 415

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
420 425 430

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu Lys Val Glu Pro Lys
435 440 445

Ser Cys
450

<210> 42

<211> 667

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> chudi ning CrossFab2-Fab (HC) bao gdém hai chudi n&ng (HC)
<VEGF> c6 trao dbi mién VL-VH kiéu dai (wt) két hop voi mét
chudi ning (HC) <Ang-2> kiéu dai (wt) thdéng qua
chit lién két glyxin-serin

<400> 42

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Pro

Ser

225

Cys

Lys

His

Phe

Tyr

305

Lys

Pro

Gly

Asn

Gln

385

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

465

Glu

Gln

Val

Lys

210

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

290

Cys

Val

Leu

Cys

Ser

370

Ser

Ser

Asn

Gly

Gly

450

Gly

Trp

Lys

Asn

195

Ser

Ser

Ala

Gly

Gly

275

Leu

Gln

Glu

Ala

Leu

355

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

435

Ala

Tyr

Met

Phe

His

Cys

Ser

Ser

Lys

260

vVal

Thr

Gln

Ile

Pro

340

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

420

Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln
500

Lys

Ser

Leu

Gln

245

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

325

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

405

Val

Val

Val

Met

Trp

485

Gly

Pro

Gly

Ser

230

Asp

Pro

Ser

Ser

Ser

310

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

390

Gln

Asp

Gln

Lys

His

470

Ile

Arg

Ser

Gly

215

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

295

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser

375

Thr

Lys

Leu

Val

455

Trp

Asn

vVal

34049

Asn

200

Gly

Ser

Ser

vVal

Phe

280

Leu

val

Ala

Ser

Phe

360

Gly

Leu

Tyr

Lys

val

440

Ser

vVal

Pro

Thr

Thr

Gly

Val

Asn

Leu

265

Ser

Gln

Pro

Ser

Thr

345

Pro

Val

Ser

Ile

Val

425

Glu

Cys

Arg

Asn

Met
505
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Lys

Ser

Gly

Tyr

250

Ile

Gly

Pro

Trp

Thr

330

Ser

Glu

His

Ser

Cys

410

Glu

Ser

Lys

Gln

Ser

490

Thr

Val

Asp

Asp

235

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

315

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

395

Asn

Pro

Gly

Ala

Ala

475

Gly

Arg

Asp

Ile

220

Arg

Asn

Phe

Gly

Asp

300

Phe

Gly

Gly

Val

Phe

380

Val

vVal

Lys

Ala

Ser

460

Pro

Gly

Asp

Lys

205

Gln

vVal

Trp

Thr

Ser

285

Phe

Gly

Pro

Thr

Thr

365

Pro

Thr

Asn

Ser

Glu

445

Gly

Gly

Thr

Thr

Lys

Met

Thr

Tyr

Ser

270

Gly

Ala

Gln

Ser

Ala

350

Val

Ala

Val

His

Cys

430

vVal

Tyr

Gln

Asn

Ser
510

val

Thr

Ile

Gln

255

Ser

Thr

Thr

Gly

Val

335

Ala

Ser

val

Pro

Lys

415

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

495

Ile

Glu

Gln

Thr

240

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

320

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

400

Pro

Gly

Lys

Phe

Leu

480

Ala

Ser
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Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val
515 520 525

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Pro Asn Pro Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Gly
530 535 540

Tyr Tyr Tyr Pro Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val
545 550 555 560

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
565 570 575

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
580 585 590

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
595 600 605

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
610 615 620

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
625 630 635 640

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
645 650 655

Lys Val Asp Lys Lys vVal Glu Pro Lys Ser Cys

660 665
<210> 43
<211> 667
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> chudi ning CrossFab2-Fab (HC) bao gdm hai chudi ndng (HC)
<VEGF> c6 trao d8i miédn VL-VH kiéu dai (wt) k&t hop véi mét
chudi ndng (HC) <Ang-2> cb thay thé K147E va K231E théng qua
chit lién két glyxin-serin

<400> 43

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

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

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

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 - 715 80

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

Lys

Gly

Pro

145

Thr

vVal

Asn

Pro

Ser

225

Cys

Lys

His

Phe

Tyr

305

Lys

Pro

Gly

Asn

Gln

385

Ser

Phe

Gly

Gly

130

Val

Phe

Val

Val

Lys

210

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

290

Cys

vVal

Leu

Cys

Ser

370

Ser

Ser

Gly

Pro

115

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

195

Ser

Ser

Ala

Gly

Gly

275

Leu

Gln

Glu

Ala

Leu

355

Gly

Ser

Leu

Gln

100

Ser

Ala

Val

Ala

vVal

180

His

Cys

Ser

Ser

Lys

260

Val

Thr

Gln

Ile

Pro

340

val

Ala

Gly

Gly

Gly

Val

Ala

Ser

vVal

165

Pro

Lys

Ser

Leu

Gln

245

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

325

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr
405

Thr

Phe

Leu

Trp

150

Leu

Ser

Pro
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130 135 140

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
145 150 155 160

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
165 170 175

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
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Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
195 ' 200 205

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
210 215 220

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225 230
<210> 46
<211> 439
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
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Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Glu Asp Tyr Phe Pro Glu
130 135 140
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145 150 155 160
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Fig. 1A
khang nguyén 1 khang nguyén 2
v VL/VH duoc
thay the cho
nhau
6t bién dic /
hiéu trong CH1/
CL
Fig. 1B
khéng nguyén 1 khéng nguyén 2
v VL/VH dugce
thay theé cho
nhau

dot bién dic
hiéu trong CH1/
CH3 CL

1/17
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Fig. 1C
khang nguyén 1 khang nguyén 2
< VL/VH duoc
VL thay thé cho
nhau

d6t bibn dic /'
hiéu trong CH1/
CL
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Khang thé hai ddc hiéu San pham phu chu yéu:
mong mubn cé trao doi/ két qua cuia tuong tac
thay thé VH-VL & mot Bence-Jones gitta HC
nhéanh lién két cét chéo véi LC khong
cét chéo

khang khang
nguyén 1 nguyén 2

i

O
Mién LC O

3/17

-167-

Fig. 2A




khang nguyén 1

34049
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Fig. 2B

Tuong tac VL-VL Bence-Jones yéu

Tuong tic CH1-CK
loai dai manh

Két qua cua tuong tic
Bence-Jones gitta HC cat
chéo v6i LC khong cét
chéo

4717
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VH/VL trao dbi cho
nhau

dot bién dic
hiéu trong CH1/
CL

\ _J \ )
Fab CrossFabVhVt
VH/VL trao dbi cho
nhau

\as =(L| a0t bién dic
) hiéu trong CH1/
CL
Chét lién két
\ 7\ J
Fab CrossFabVHVt
VH/VL trao ddi cho
nhau

dot bién diic
hi¢u trong CH1/
CL

dot bién diic

W
higu trong CH1/
CL
Chét lién két
\ )\ W,
Fab CrossFabVhVvt
12/17
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Fig. 7A

Fig. 7B

Fig. 7C



34049

dot bién dic

hi¢u trong CH1/
VH/VL trao dbi cho CL
nhau CH1
Cl
V0L N
ChAt lién két
N _J

CrossEanytvt Fab
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Fig. 7D
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VH/VL trao ddi cho

T nhau
dot bién dac
hiéu trong CH1/
CL CH1

dot bién dic
hiéu trong CH1/

CL

Chét lién két

N _J
RN 2, 2h ronasSrayty!
- J
Fab

Fig. 8A

dot bién dic
hiéu trong CH1/
CL

VH/VL trao dbi cho
nhau

dot bién diic
hiéu trong CH1/

CL 3
N
VH
Fab
VL Chit lién két
\ )\ _J
Fab CrossFabVHvL Fig. SB
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dot bién dic

hiéu trong CH1/
CL
VH/VL trao di cho
nhau CH1
VH/VL trao dbi cho VH :
nhau
CL
VI
w_ /
Fab
ChAt lién két
\ _J

CrossEany™C  Cross) abYHvt

Fig. 8C
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VH/VL trao dbi cho
nhau

CL|  dotbién dic
hiéu trong CH1/

CL
VH i )
Chat lién két
\ J \ J
Vi Fab CrossFabVhVt
-/
Ea
Fab
—
VH/VL trao ddi cho
nhau CH1
VH,
dot bién dic
hiéu trong CH1/ CL
CL VL
VH \ o - dot bién dic
hiéu trong CH1/
CL

Chit lién két

\ _J \ _
Jab “Crossrap?:
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Fig. 8D

Fig. 8E
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VH/VL trao dbi cho
nhau

dot bién dic
hiéu trong CH1/
CL

dot bién dic
hi¢u trong CH1/
) CL ‘
dot bién dic CL
hi¢u trong CH1/ .

Chit lién két
W,

VH \ g Fab CrossFab"HVt

.
Fab
Fig. 9A
Fab
VH/VL trao dbi cho ! '
nhau CH1

dot bién diic

1
VH C+1 hi¢u trong CH1/
P ' Chét lién két cL
L _J
vt Fab “CrossFabVHVt
.

Fab Fig. 9B
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