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Linh vie ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé don dong dic hidu kép hoéa tri hai (bbmAb) hoic
bién thé cta chiing, va phuwong phép san xuét khang thé ny bing cach dong biéu hién
cai goi la dan xuét bi dot bién FC dugce cai bién nam trong 16 ctia hai khang thé don
dong khac nhau trong cac dong té bao dong vat c6 vi. Ngoai ra, sang ché con dé cap

dén duoc phdm bao gém khang thé nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Céc khang thé dic hidu kép, ttrc 12 cac khang thé gin két v6i hai epitop phéan biét,
da duoc biét 13 trong linh vire. Mot phuong phap dé tao ra khang thé dic hidu kép la
phuong phap duoc goi 1a nim trong 16 (KiH) duge m6 ta vi du béi Merchant et al., Nat.
Biotechnol., 16:677-681 (1998), trong d6 IgG chudi ning thir nhit duoc cai bién dé thé
hién cAu trac giéng 15 béng cach dua vao cac dot bién diém nhu Y349C, T366S, L368A,
Y407V; va trong d6 IgG chudi nang tht hai dugc cai bién dé thé hién cu trac gibng
num, béng cach dua vao cac dot bién diém S354C, T366W ((Merchant et al., Nat.
Biotechnol., 16:677-681 (1998), trang 678, bang 1). Sau d6 hai c4u tric IgG khac nhau
nay tuong tac dé tao thanh khang thé dic hidu kép hoa tri hai (bbmAb), tirc 14 protein di

tetrame, gom hai cliudi nhe khac nhau va hai chudi nang khac nhau.

Khi biéu hién hai mAb dugc cai bién KiH trong cing dong té bao chi, bbmAb
mong muén chi tao ra theo théng ké 25% protein dugc biéu hién, con 75% goi 1a cac

tap chat di ciing san phim (Klein, Ch. et al., 2012).

Mot s& phuwong phap ¢ khic phuc van d& nay da duge biét dén trong 1inh vuc
k¥ thuat, ching han nhu thic dy su tao thanh chinh x4c cia bbmAb bang cach ap
dung céc cai bién trinh tu khac dé ép budc su gén két H-L chinh x4c (tdng quan xem
Klein, Ch. et al., 2012; Kontermann, R. and Brinkmann, U., 2015). Tuy nhién, c4c cai

bién bd sung nay c6 thé lam ting nguy co khang thé khang thubc.
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Phuong phép khéac dé tao ra bbmAb dugc bdc 16 trong cong bd don sang ché quéc
té s6 W0O12023053A2 hoic WO04009618A2, ciing st dung chudi ning hoic chudi nhe
két hop véi cac chudi bién ddi khac. Tuy nhién, viéc giit cho mdt trong hai chudi ning
cb dinh 1am giam dang ké sy da dang ciia danh muc khang thé noi ma cac chét gin két

¢6 thé duge sang loc.

Phuong phap khéc nita dé tao ra bbmAb dugc bc 19 trong bang sang ché My sb
US9212230, va dua ra sy biéu hién va tinh ché riéng ré ciia cAc mAb mang cAc cai bién
khac nhau. C4c mAb thu duoc cubi ciing duoc x4o tron in vitro dé tao thanh bbmAb du
kién. Viée x40 tron in vitro ndy 13 bu6e quy trinh bd sung phirc tap ma doi hoi su xéc

nhan'cén than va sy danh gia phan tich, va c6 thé 1am ting dang ké chi phi.

Do d6, cac phuong phap hién c6 dé tao ra bbmAb c6 thé han ché su da dang cia
danh muc khang thé sin c6 dé sang loc di v6i cac chét gén két hodc c6 thé khong tao
ra hiéu suét téng quat, do tinh khiét va chit luong san phdm du & mtrc da hidu qua vé
mit chi phi dé cho phép san xuit & quy md kha thi cho su phat trién 14m sang va thuong
mai hoa. Ngoai ra, su cai bién bat ky cta céc chudi protein von da 1am ting nguy co giy
ra cac khang thé khang thudc. Do d6, cac phuong phap ma chi doi héi thiét ké protein
tb1 thidu c6 thé duoc uvu tién vé mit 14m sang.

Ban chét k§ thuét ciia sang ché

C6 nhu cau tao ra phuong phap dugc cai thién dé san xuit cac khang thé dic hiéu
kép héa tri hai. Cu thé 13, c¢6 nhu cdu vé phuong phéap san xuit khang thé dic hidu kép
hoa tri hai (bbmADb), dim bao ning suit tdng thé, do tinh khiét va chét lugng san phim

du de tien dén sy phat trien 1am sang va san xuat thuong mai, & mtrc chi phi hop ly.

Sang ché dé xuit khong ké nhitng cai khac phuong phép tao ra bbmAb c6 mot
hoic nhidu wu diém sau day: né cho phép sir dung danh muc khang thé 16n dé xac dinh
chit gin két vi khong can cac chudi nhe hoic chudi ning chung, khong can su thiét ké
protein mé rong bét ky, bén canh sy dot bién thuc déy su dime hoa chudi H, va do dé
han ché nguy co khang thé khang thudc, hiéu qua vé mit chi phi vi su biéu hién dugc
thuc hién & dong té bio thong thudng, do d6 bbmAb nay c6 thé dugc san xut trong mét

quy trinh nudi cay t€ bao ma khong can xéo trdn in vitro cu theé va né san xuat ra nguyén
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liéu chét luong cao thich hop dé sir dung & nguoi vi cac tap chét di ciingsan phim c6 thé

dugce loai bo mot cach hi¢u qua.

Sang ché hitu dung d& nhan dién cac khang thé loai kappa va lambda, trong d6
cac chudi nhe khong thé hién su gz"in két 16n xon manh huéng dén chudi ning cia dbi
tac. Pidu nay 1am cho cac khang thé thich hop dé sir dung trong cac phuong phap theo
sang ché. Uu diém ciia phuong phép nay c6 thé 1a dang két hop khang thé trong d6 ca
hai chudi nhe trao d6i v6i dbi tac gén két chudi nang ban dau, ma tao ra tap chit di ciing
san phém thuoc loai H1L2-H2L1, ¢6 thé duoc loai bo. Diéu nay 13 wu diém, vi cac tap
chit di cing san phdm nhu vy khong d& dé loai bd bang cach str dung céc quy trinh

tinh ché trong tinh trang k¥ thuat nay.

Nhu s€ duoc trinh bay dudi day, cdc phuong &n cua sang ché cho phép san xuét
bbmAb bing cach st dung su ddng biéu hién CHO & mirc higu sudt va chét lwgng thich

hop cho su phat trién 1am sang va thuong mai héa cua céc sinh vat hoc.

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé Xuét khéng thé dic hiéu kép thich hop cho
s ddng biéu hién & té bao chi thong thudng, trong d6 khang thé nay bao gdm a) phin
thtr nhit ma 1a globulin mién dich c6 chudi nhe bién dbi thudc kiéu dai lambda (VL1)
va chudi ning bién ddi thudc kidu dai (VHI), ma gin két diac hiéu véi dich thi nhat, va
chudi ning cb dinh thir nhit (CH1) c6 su cai bién heterodime héa, va b) phin thir hai
ma 13 globulin mién dich c6 chudi nhe bién d6i thudc kiéu dai kappa (1.2) va chudi ning
bién dbi thude kiéu dai (H2), ma gin két ddc hidu véi dich thi hai, khac v6i dich thir
nhét, va chudi ning c¢b dinh tha hai (CH2) ¢6 su cai bién heterodime héa ma bd sung
v6i sy cai bién heterodime héa ctia chudi ning ¢ dinh thir nhat, trong d6 phan thit nhit
va phén thi hai nay, khi dugc ddng biéu hién ¢ té bao chii théng thuong, tao thanh khang
thé dac hiéu kép.

Theo phuong an khéc ctia khia canh thtr nhét, khang thé ddc hiéu kép thich hop
cho su déng biéu hién & té bao chu thong thuong tao ra, sau khi tinh ché khéang thé dac
hiéu kép ndy bing cach loai bd cac manh ghép d6i nhim khoi khéng thé dic hiéu kép
da ghép d6i chinh xéc, trong khang thé dic hidu kép ma tinh khiét it nhat 12 60% (kh6i
lwong), 70% (khdi lwong), 80% (khéi luong), 85% (khdi lugng), ching han nhu tinh
khiét it nhét 12 90% (khdi luong), 95% (khdi luong), 96% (khdi lugng), 97% (khbi
luong), 98% (khéi luong), hoic 99% (khéi lwong).
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Céc chudi ning cb dinh thi nhit va thtr hai ctia khang thé dic hidu kép nay c6
thd 1a IgA, IgD, IgE, IgG, hoic IgM ctia ngudi, t6t hon 1a IgD, IgE hodc IgG. Theo
phuong 4n duge wru tién, cc chudi ning c¢b dinh thr nhit va tha hai 14 IgG1, IgG2, IgG3,
hodc IgG4 ctia ngudi, tot nhit 1a IgG1. Theo mdt phwong 4n, chudi nhe bién d6i thi nhét

thuoc loai lambda, va chudi nhe bién dbi thir hai thudc loai kappa.

Theo phuong &n dédc biét wu tién, chudi nhe bién ddi tht nhit thudc loai lambda

1, va chudi nhe bién d6i tht hai thudc loai kappa 6.

Céc chudi ning ¢ dinh thir nhit va thtr hai co thé 1a IgG1, trong d6 chudi ning
¢b dinh tht nhit c6 cac dot bién diém tao ra cdu trac nim va chudi ning c¢b dinh tht hai
¢6 cac dot bién diém tao ra cAu trac 13, hodc chudi nang ¢d dinh tht nhét c6 cac dot bién
diém tao ra cAu trac 16 va chudi ning ¢ dinh tht hai ¢6 cac dot bién diém tao ra clu
trac nim. TUy v, cac chudi ning ¢d dinh thir nhit va tht hai c6 thé c6 thém cac dot bién

tao thanh ciu néi disulfua.

Theo mot phuong 4n, khang thé dic hidu kép bao gdbm mién VHI globulin mién
dich thir nhit, mién VL1 globulin mién dich thi nhit, mién VH2 globulin mién dich thtt
hai va mién VL2 globulin mién dich thit hai, trong &6 mién VH1 globulin mién dich thi
nhét bao gbém (vi du trong trinh t): cac viing siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1
¢é trinh ty axit amin SEQ ID NO:76, CDR2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:77, va
CDR3 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:78; hodc cac vung si€u bién CDR1, CDR2 va
CDR3, CDRI1 ¢0 trinh tu axit amin SEQ ID NO:79, CDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:80, va CDR3 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:81; va mién VL1 globulin mién dich
thir nhit bao gdm (vi du trong trinh tu): cac ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3,
CDRI1 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:92, CDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:93,
va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:94 hoic cic ving siéu bién CDR1, CDR2
va CDR3, CDR1 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:95, CDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:96, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:97; mién VH2 globulin mién
dich thtr hai bao gdm (vi du trong trinh tur): céc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3,
CDRI1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:44, CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:45,
va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:46; hodc c4c vung si€u bién CDR1, CDR2
va CDR3, CDR1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:47, CDR2 c¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:48, va CDR3 c¢0 trinh tu axit amin SEQ ID NO:49; va mién VL2 globulin mién
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dich thtr hai bao gdm (vi du trong trinh tur): cAc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3,
CDRI c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:60, CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:61,
va CDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:62 hodc cac vung si€u bién CDR1, CDR2
va CDR3, CDRI1 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:63, CDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:64, va CDR3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:65.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dic hiéu kép bao gébm mién VHI globulin mién
dich thir nhét, mién VL1 globulin mién dich thit nhat, mién VH2 globulin mién dich tht
hai va mién VL2 globulin mi&n dich thtr hai, trong d6: mién VH1 globulin mién dich
thtr nhét bao gémtrinh ty axit amin SEQ ID NO: 85, mién VLI globulin mién dich thir
nhét bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 101, mién VH2 globulin mién dich thit hai
bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 53, mién VL2 globulin mién dich thi hai bao
gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 69.

Theo mot phuong 4n, khang thé dic hidu kép bao gdmchudi ning globulin mién
dich thir nhét, chudi nhe globulin mién dich thir nhét, chudi niing globulin mién dich thi
hai va chudi nhe globulin mién dich thi hai, trong d6: chudi ning globulin mién dich
thtr nhét bao gdmtrinh ty axit amin SEQ ID NO: 87, chudi nhe globulin mién dich thi
nhét bao gémtrinh tu axit amin SEQ ID NO: 103, chudi niing globulin mién dich tht hai
bao gdmtrinh ty axit amin SEQ ID NO: 55, chudi nhe globulin mién dich thtt hai bao
gdmtrinh ti axit amin SEQ ID NO: 71.

Theo khia canh thtr hai, sing ché d& xudt phwong phap chon loc khang thé dic
hiéu kép theo khia canh thtr nhit, phwong phap nay bao gdm; budc thir nhét 13 chon loc
phin tht nhét, va phin thi hai; budc thir hai 1a ddng biéu hién phéan thtr nhat va phan
tht hai & t& bao chi thong thudng, tao thanh khang thé dic hiéu kép bao gdm phén thtr
nhét va phén thtr hai; budc thir ba 1a tinh ché khang thé dic hidu kép bing cach loai bé
cac manh ghép d6i nham khoéi khang thé dic hidu kép da ghép ddi chinh x4c. Theo mdt
phuong 4n, budc thtr ba 13 tinh ché tao thanh khang thé dic hidu kép ma tinh khiét it
nhit 1a 60% (khéi lwong), 70% (khdi lugng), 80% (khdi lugng), 85% (khdi lwong),
ching han nhu tinh khiét it nhit 1a 90% (khéi luong), 95% (khdi luong), 96% (khdi
lwong), 97% (khéi lugng), 98% (khdi lwong), hodc 99% (khdi luong).

Theo khia canh thtr ba, sang ché dé xut phuong phap san xuét khang thé dic

hidu kép theo khia canh thtr nhit bing sy ddng biéu hién & té bao chi thong thudng,
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phuong phap nay bao gdm; bude thir nht 13 tao ra it nhit 13 mét vecto ma héa phan thi
nhét va phn tht hai; bu6e th hai 12 dwa it nhit 1a mét vecto vao trong té bao chi thong
thuc‘mg; budc thir ba 12‘1 chon IQc cac té bao biéu hién dic hidu khang thé dic hiéu kép;
bude thir tu 13 nudi cdy céc té bao duoc chon trong diéu kién trong d6 cac té bao nay
biéu hién khang thé dac hiéu kép; va bude thir nam 1a tinh ché khang thé dic hiéu kép
ma tinh khiét it nht 1a 60% (khéi lugng), 70% (khéi luvong), 80% (khéi luong), 85%
(khéi lvong), ching han nhu tinh khiét it nhit 12 90% (khéi Iugng), 95% (khdi luong),
96% (khéi luong), 97% (khdi lugng), 98% (khbi lwong), hodc 99% (khéi lugng).

Theo mot phuong 4n, budce thir nhit bao gdm viéce tao ra vecto thit nhit ma héa

phin tht nhit va vecto thir hai ma hoa phan thit hai.

Theo khia canh tha tw, hé théng biéu hién bao gdm it nhét 13 mét vecto bao gdbm
polynucleotit ma hoa phéan thtr nhit hoic phan thir hai ctia khang thé dic hi¢u kép theo
khia canh tht nhat, va chi thi chon loc. |

Theo mdt phuong an, hé théng biéu hién bao gdm polynucleotit ma héa chi thi
chon loc thir nhét (sm I); va polynucleotit ma héa chi thi chon loc thit hai (sm II), ma

khac v&i chi thi chon loc thtr nhét (sm I).

Theo mdt phuong an, chi thi chon loc thir nhét (smI) 1a yéu t6 van chuyén folat
hoic polynucleotit ma hoa thu thé folat dot bién, trong d6 thy thé folat dot bién c6 4i luc
gén két folat giam so voi thu thé folat kiéu dai va chi thi chon loc thit hai (sm II) 14

DHEFR.

Theo mét phuong 4n, chi thi chon loc thir nhit (sm I) 13 Hygromyxin va chi thi
chon loc thir hai (sm IT) 12 Neo/G418. |

Theo mdt phuong &n, hé théng biéu hién bao gé)ln hai vecto biéu hién trong do:
vecto thit nhit bao géin polynucleotit ma hoa it nhét 1a chi thi chon loc thit nhit (sm I)
va it nhét 1a céc polynucleotit md hoa phan thér nhét; va vecto thi hai bao gdm
polynucleotit ma héa it nhét 13 chi thi chon loc thi hai (sm II) va it nhit 13 cac
polynucleotit ma héa phan thi hai.

Hé thdng biéu hién c6 thé bao gdbm bd ba két thiic xudi dong cuia cac polynucleotit
ma hoa chudi ning va polynucleotit ma héa ving neo mang globulin mién dich nim

xudi dong clia bd ba két thc.
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Theo khia canh thit ndm, sang ché dé xuit phuong phap chon loc té bao chu thong
thuong dé sir dung trong phwong phép theo céc khia canh truée do, bao gbm budc thir
nhét 12 tao ra nhiéu té bao chu, bao gE‘)m hé théng biéu hién theo céac khia canh trudc do;
va nuoi ca‘iy céc té bao chu nay trong didu kién chon loc ddi véi chi thi chon loc, tir d6

thu duogc té bao chi bi€u hién sén pham quan tam.

Theo mot phuwong 4n, méi trudng nudi cdy chon loc duge chon tir nhém gdm c6
mdi tredong bao gdm ndng d6 gidi han cta folat; v/ hodc bao gbm axit folic & néng do
1a 500nM hodc thip hon; va/ hodc bao gdm axit folic & ndng dd dugc chon tir: 1000nM
—100pM; 100nM — InM; 15nM — 1nM; 10nM — 1nM; va 10nM — 2,5nM; va/ hodc bao
gém chit wc ché DHFR; v/ hoic bao gE‘)m chét khang folat; va/ hodc bao gE‘)m chét
khéng folat & ndng do 12 500nM hodc thip hon; v&/ hoic bao gdbm MTX & ndng do dugc
chon tir: 500nM — 3nM; 100nM — 10nM; 50nM — 10nM; va 50nM; va/ hodc bao gém
ndng do chét khang folat gép 1én dén 20 14n ndng d6 folat; va/ hodc bao gdm ndng dod
chit khang folat gdp 10 — 20 1in ndng do folat; v/ hodc bao gbm axit folic & ndng do

16n dén 15nM va ndng d6 ding mol 1én dén 20 1an MTX. .

Theo mot phuong 4n, té bao cha bao gdm hé thdng biéu hién trong d6 it nhit 13
mdt phin ctia phan thir nhit hodc phan thir hai duge biéu hién dudi dang polypeptit dung
hop bao gdm ving neo xuyén mang globulin mién dich hodc manh ctia né, trong d6
polypeptit dung hop nay dang dwoc biéu hién trén bé mit ctia té bao chi1 d4 néu, con bao
gdm bude: cho nhiéu té bao chi tiép xtic véi hop chit phét hién gn két véi polypeptit
dung hop nay; chon loc it nhét 1 mot t€ bao chu dua vao su c6 mit hodc luong hop chét

phat hién dugc gén két v6i bé mat té bao nay.

Theo mdt phuong an, hop chét phét hién bao gém dich th&r nhit hodc tht hai,

hodc dan xuat cia no, va chat danh dau phat hién.

Theo mdt phuong 4n, bude thir ndm 1 tinh ché khang thé dic hiéu kép bao gdm

sac ky ai lyc va/ hodc séc ky trao doi ion.

Theo mot phuong 4n, séc ky niy bao gdm budc thir nhét 1a bat gitt; budce thi hai

1a 1am bong; va tay y bude thir ba 1a hoan thién.

Theo mot phuong an, budc thir nhét 1 bit gitt duoc thye hién theo nguyén ly

dugc chon tir nhém gom cd sdc ky 4i lyc gdn ket Fe, nhu Protein A hodc Protein G, sic
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ky ai luc ddc hi¢u chudi nhe lambda, da biét 5 trong linh vuc nay, va cd ban san, vi du
LambdaFabSelect™, sic ky &i lyc ddc hiéu chubi nhe kappa, da biét o trong linh vuc
nay, va c6 ban sén, vi du KappaSelect™, séc ky 4i luc khang idiotyp, nhu phan thi nhit
hoac ph?m tht hai, séc ky 4i luc dua vao dich, nhu sdc ky 4i luc sir dung dich tht nhét
hodc dich thir hai, séc ky trao dbi ion, da biét o trong linh vuc nay, va cé ban san, vi du

chét dinh Capto™, hoic Fractogel™ EMD SO, vi sdc ky tuong tac ky nudec.

Theo mot phuong 4n, budce thi hai 1a hoan thi¢n duge thye hién theo nguyén ly
dwoc chon tir nhém gdm c6 sdc ky i luc gén két Fe, nhu Protein A hodc Protein G, sic
ky &i luc dic hiéu chudi nhe lambda, nhu LambdaFabSelect™, sic ky &i luc dac hiéu
chudi nhe kappa, nhu KappaSelect™, sic ky 4i luc khang idiotyp, nhu phin tht nhit
hoic phan tht hai, sic ky 4i luc dua vao dich, nhu sdc ky 4i luc st dung dich thtr nhét
hodc dich thir hai, séc ky trao ddi ion, nhu chét dinh Capto™, hogc Fractogel™ EMD

SOs, sic ky tuong tac ky nudc, va su bét hoat virut.

Theo mot phuong an, budc thi ba 1a hoan thién duoc thuc hién theo nguyén ly
dugc chon tir nhém gf“)m 6 sc ky &i luc gén két Fc, nhu Protein A hoic Protein G, sic
ky ai luc ddc hi¢u chudi nhe lambda, nhu LambdaFabSelect™, séc ky ai lyc ddc hi¢u
chudi nhe kappa, nhu KappaSelect™, sic ky 4i luc khang idiotyp, nhu phan tht nhét
hoic phan thi hai, sic ky 4i luc dua vao dich, nhu séc ky ai luc st dung dich tht nhéit
hodc dich tht hai, séc ky trao @i ion, nhu chit dinh Capto™, hodc Fractogel™ EMD

SOs, séc ky tuong tac ky nuéc, va su bét hoat virut.

Theo mdt phuong an, phwong phép niy bao gdm budc thir nhét 13 bt gift Protein
A, nhu MabSelect™ SuRe™, budc thir hai sic ky ai luc chudi nhe lambda, nhu
LambdaFabSelect™, va budc thir ba sic ky ai luc chudi nhe kappa nhur KappaSelect™;
hodc budce thir nhit Protein A, nhu MabSelect™ SuRe™, budc thir hai sic ky &i luc
chudi nhe kappa nhu KappaSelect™, va buéc thir ba sdc ky ai luc chudi nhe lambda,
nhu LambdaFabSelect™; hoic budc thir nhit sic ky 4i luc chudi nhe kappa nhu
KappaSelect™ va budc thtr hai sic ky 4i luc chudi nhe lambda, nhu
LambdaFabSelect™: hoic budc thtt nhét sic ky 4i luc chudi nhe lambda, nhu

LambdaFabSelect™ va budc thit hai sic ky i luc chudi nhe kappa nhu KappaSelect™.

Theo mdt phuong 4n, dong té bao dugc chon tir nhém gdm c6 té bao CHO, té

bao lai khéng san xuit, nhu Sp 2/0 hoiic NSO, dong té bao thu dugc tir ngudi, nhu HEK
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hoic PER.C6, din xuit than chudt dong non (BHK), nim men ho#ic nam s¢i, vi khuan
nhan so, chu E. coli hodc Pseudomonas fluorescence, din xuat tir thuc vat, tdo va sinh

vat c6 16ng mao.

Theo khia canh thit sdu, sang ché d& xuét dugc phﬁm, ba gém khang thé theo khia
canh thtr nhat va chét mang dugc dung.

Theo khia canh th bay, sang ché d& xuit khang thé theo khia canh tht nhat, hozic

duoc phém theo khia canh tht séu, dé sit dung lam thudc.

~ Theokhia canh thir by, sang ché dé xuét khang thé theo khia canh thir nhit, hoic
dugc phém theo khia canh thir sau, dé sir dung trong viéc diéu tri bénh lién quan dén

inflammasom.

Theo khia canh ‘thl'yr tam, sang ché dé xuit khang thé theo khia canh thir nhét, hoic
duoc phém theo khia canh thtr sau, dé str dung trong viéc diéu tri bénh lién quan dén
inflammasom, trong d6 bénh lién quah dén inflammasom nay dugc chon tir nhom gém
c6 bénh héng cAu hich liém, bénh ly mach mau, tdn thuong tai tudi méau-thiéu mau cuc
bd, bénh tim mach, bénh ddong mach ngoai bién, bénh xo vita dong mach, 16i loan chuc
nang mach mau, bénh thiéu mau cuc bd co xuong, bénh sarcoit phéi, bénh xo hoa, bénh

sét rét, bénh than man tinh, phu thudc thdm tach mau va bénh Crohn.

Theo khia canh thi chin, sang ché d& xuit phuong phap didu tri rdi loan lién quan
dén inflammasom bao gdm budc st dung cho dbi twong bi réi loan lién quan dén
inflammasom lugng hiiu hi¢u cia khéng thé theo khia canh thtr nhit hoidc dugc phém

theo khia canh thir sdu.

Réi loan Lién quan dén inflammasom nay c6 thé 12 bénh hdng ciu hinh liém, bénh
Iy mach mAu, tdn thuong tai tudi méu-thiéu mau cuc bd, bénh tim mach, bénh dong
mach ngoai bién, béhh x0 vita ddng mach, rdi loan chuc ndng mach méu, bénh thiéu
mdu cuc bd co xuong, bénh sarcoit phéi, bénh xo hoa, bénh sdt rét, bénh than man tinh,
phu thudc thdm tach mau hodc bénh Crohn.
MG ta véin tit cic hinh v&

Hinh 1 12 so 6 tdng quét vé thiét 14p vecto theo mot phuong an.

-10-



38305

Hinh 2A - 2E thé hién céc bidu db sic ky theo mot phwong 4n. Hinh 2A 1a biéu
d6 sic ky RP-UV cuia bbmAb nguyén ven dugc khit glycosyl hoa theo mot phuong 4n.
Hinh 2B 12 phd khéi lugng duoc théo xodn clia bbmAbl nguyén ven dugc khir glycosyl
hoéa theo mét phwong 4n. Hinh 2C 1a biéu 6 sic ky RP-UV thé hién cac manh dugc cit
phan bing papain ctia bbmAb theo mét phuong 4n. Hinh 2D 1a biéu dd sic ky RP-UV
thé hién cdc manh dwoc phan cit bing IdeS ctia bbmAb theo mdt phwong an. Hinh 2E
12 biéu d sdc ky RP-UV thé hién cac manh duge khir glycosyl héa va duge khitr DTT
cia bbmADb theo mdt phuong an.

~ Hinh 3A - 3D thé hién cac biéu db sic ky RP-UV theo mét phwong an. Hinh 3A
12 biéu dd séc ky thé hién bién dang do tinh khiét biéu hién cia bbmAb theo mot phwong
an sau khi cdy. Hinh 3B 1 biéu db sdc ky cia bbmAb theo mdt phwong 4n sau khi bét
gift bing LambdaFabSelect™. Hinh 3C 1 biéu db sic ky ctia bbmAb theo mdt phurong
4n sau khi bét giit bing MabSelect™ SuRe™. Hinh 3D 14 biéu dd sic ky ctia bbmAb
theo mot phuong 4n sau khi bét gitt bing LambdaFabSelect™, hoan thi¢n bang

Fractogel™ EMD SO3; va loc qua may siéu lgc.

Hinh 4A - 4M 1a so db tdng quéat v& v& cac phuong an khac nhau ddi véi vide
ghép d6i nhim dic hiéu kép. Hinh 4A 14 so dd biéu dién ctia monome niim (lambda)
ctia mAbl, trong d6 sb 1 12 mién chudi ning bién ddi, s6 2 1a mién chudi ning cb dinh
ther nhét, s6 3 1a mién chudi ning cb dinh thir hai va sd 4 1a mién chudi ning cb dinh thir
ba. S6 5 14 mién chudi nhe bién d6i va s6 6 1 mién chudi nang bién ddi. Hinh 4B 1 so
dd biéu din cua homodime nim (lambda) ciia mAb1. Hinh 4C 1a so db biéu dién cua
monome 18 (kappa) ctia mAb2, trong d6 s& 7 1a mién chubdi ning bién dbi, sé 8 1a mién
chudi ning cb dinh tha »nhét, s6 9 12 mién chudi ning cb dinh thi hai va s6 10 13 mién
c_hu5i nang ¢d dinh thtt ba. S6 11 1a mién chudi nhe bién dbi va sb 12 lé_mién chudi ning
khong d6i. Hinh 4D 1 so d6 biéu dién ctia homodime 15 (kappa) ctia mAb2. Hinh 4E 1a
so dd biéu dién cua homodime nim cia mAbl c6 mot su bét cdp nh?unv CH/LC. Hinh
4F 14 so dd biu din cta homodime nim ctia mAb1 c6 hai sy bt cap nhdm CH/LC.
Hinh 4G la so d(‘”) biéu dién ctia homodime nim ci:a mAbl c6 mét sy bit cdp nham
CH/LC. Hinh 4H 1a so d6 biéu din ctia homodime 15 cia mAb2 c¢6 mdt su bit cip nhdm
CH/LC. Hinh 41 1a so dd biéu dién ctia homodime 138 ctia mAb2 ¢6 hai sy bt cdp nhdm

CH/LC. Hinh 47 12 so dd biéu din ctia homodime 18 ctia mAb2 c¢6 mdt su bét cip nhim
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CH/LC. Hinh 4K 13 so dd bidu difn cia bbmAbl ¢6 mét sy bit cip nhdm kappa
(CH/LC). Hinh 4L 12 so dd bidu dién cta bbmAbl c¢6 mot sw bit ciip nhim lambda
(CH/LC). Hinh 4M 12 so dd bidu dién ctia bbmAb1 c6 hai sy bét cip nhdm CH/LC.

Hinh 5 thé hién cac duong cong chuan dd ciia phwong phap xac dinh ai lyc dya

vao ECL theo mot vi du.

Hinh 6A - 6B thé hién hai biéu db theo mdt vi du.

Hinh 7A - 7B thé hién hai biu d6 theo mdt vi du.

Hinh 8A - 8B thé hién cdc muc biéu hién mARN theo mot vi du.

Hinh 9A -9B thé hi¢n cac mirc biéu hién mARN theo mét vi du.

Hinh 10A - 10B thé hién hai biéu dd theo mét vi du.

Hinh 11 12 db thi thé hién c4c sy twong quan théng ké theo mot vi du.
M ti chi tiét sing ché

Sang ché khong ké nhiing thir khac (inter alia) dwa trén su phat hién bét ngd rang
céc khang thé nhét dinh ¢6 chudi nhe thudc loai lambda (A) c¢6 kha ning ddng biéu hién

v6i cac khang thé nhét dinh c6 chudi nhe thudc loai kappa (k), dé tao thanh bbmAb

mong mudn.

Khéng mudn bi rang budc bai 1y thuyét, cic CDR ctia mdi chudi nhe va/ hodc
chudi ning c6 thé anh hudng dang ké dén chudi nhe thudc loai lambda (A) ma c6 kha
néﬁg ddng biéu hién vdi cac khang thé nhét dinh c6 chudi nhe thudc loai kappa (x) dé

thanh cong thu dugc tbmab dugce tao thanh.

Cac khéng thé c6 chudi nhe thudc loai lambda (L) ma c6 kha ning dé)ng biéu hién
v6i cac khang thé cu thé c6 chudi hhe_: thudc loai kappa (i), dé tao thanh bbmAb mong
mudn, sau day con duoc goi 13 céc chét gin két dic hiéu don, ¢6 thé dugc tao ra béng
cach st dung céc cong nghé mang lai co hdi dé thu duoc ca hai loai khang thé thuoc
khang thé loai kappa hodc lambda, nhu céc thu vién hién thi phago, vi du HuUCAL
GOLD® hoic BEuCAL PLATINUM® (MorphoSys), hoiic bing cach sir dung chudt nhit
chuyén gen, trong d6 céc trinh tr globulin mién dich ngudi ¢6 lién quan da duge dua
vao trong b0 gen cua dong vat ndy béng cach thiét k2 di truyén, vi du cac khang thé

OmniAb (OMT), Kymouse™ (Kymab), Trianni Mouse™ (Trianni) hodc AlivaMab
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Mouse (AbleXis) (tham .chié'u) c6 thé tao ra cc khang thé loai kappa hoic lambda. Cac
phuong phép dé tao ra céc chét gin két dic hiéu don nhu vy da duge biét dén trong
linh vuc chuyén nganh, va dugc &p dung rong rai dé tao ra cac tap hqp da dang cac chét
gin két ddc hiéu don loai kappa hoic lambda huéng dén dich lién quan duogc quan tim.
Céc chét gén két dic hidu don riéng ré duge xac dinh dic diém dbi véi cac thong s6 sinh
hoc lién quan nhu 4i lyc hodc hiéu lyc, va ciing dugc sang loc dbi véi vi du cac dic tinh
Iy héa lién quan dé phan doan céc dic tinh dugc goi 1a kha ning phat trién ma ciing da
biét rd trong linh vuc nay (vi du Lorenz et al., American Pharmaceutical Review, August
8,2014). Chét gén két dac hiéu don thé hién cac ddc tinh t5t nhit cubi cing dugc ddng
biéu hién trong vi du nhu cac té bao CHO nhu duge md ta chi tiét dudi day. Chi cac
dang két hop dugc thir nghiém boi su ddng biéu hién ma khang thé loai kappa gin két
v6i dich thi nhit dugc két hop vé6i khang thé loai lambda gén két véi dich thir hai, va
nguoc lai. San phdm déng biéu hién thu dugc va cac tap chét di ciing san phém c6 lién
quan dugc x4c dinh dic diém chi tiét nhim chon loc dang két hop ma mang lai bién
dang tt nhét, dic biét 1a cic dang két hop chi thé hién luong thép ctia su gin két 10n
x0n ctia mot chudi nhe (vi du L1, chudi nhe 1, vi du lambda), huéng dén chudi ning sai
(vi du H2, chu5i nédng 2). Thuédn lgi cua phuong phap nay cé thé 1a cac dang két hop
khang thé ma ca hai chudi nhe trao ddi déi tac gén két chudi ning ban déu, ma tao ra tap
chét gén Iét dén san phém thudc loai H1L2-H2L1, c6 thé dwogc loai bo. Diéu nay 1 wu
diém, vi céc tap chit di ciing san phdm nhu vay khong dé & loai bo bang cach st dung
cac quy trinh tinh ché trong tinh trang k¥ thuat. Quy trinh dé ddng biéu hién cac khang
thé riéng r& va phan tich san phémr ddng biéu hién duoc néu chi tiét dudi day.

Céc khang thé dic hidu dugce sir dung 1am vi du, mAb2 so cip gén két voi IL-1B,
¢6 chudi nhe Vic6 va mAbl gén két v6i IL-18, c6 chudi nhe VAL.

Theo mdt phuong 4n vu tién, sy cai bién KiH ctia phan Fe clia hai khéng thé theo
Ridngay et al., (1996) duoc sir dung. Cac khang thé khac ciing dwgc thir nghiém.

Nhl'l’ 56 duqct thé hién trong cac vi du cﬁ thé d&éi day, bbmAb1 theo phuong an
uu tién duge biéu hién voi d(‘)ng t& bao don, thong thudng dam béo hiéu suét téng quat,
do tinh khiét va chét lugng san gﬁhém di duge yéu ciu v& mit sinh hoc hodc chin doan

dé ticn dén sy phat trién 1am sang va thuong mai hoa.

1. Dihh nghia
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Nhiam cdc muc dich hiéu sang ché nay, cac dinh nghia sau day s& dugc 4p dung
va khi thich hop, cac thuit ngit dugc st dung & dang so it cling s€ bao gom cd dang so
nhiéu va nguoc lai. Cac dinh nghia khic dugc néu trong toan bd phan md ta chi tiét sang

ché.

Thuét ngir "IL-18" 1a ddng nghia véi polypeptit IL-18, polypeptit Intolokin-18,
yéu t6 cam ung IFN-gamma hoic yéu t6 cam ung Interferon-gamma hoic yéu t6 cam
{ng INF-y. Thuat ngft "IL-18" dung dé chi IL-18 ngui, trir khi c4c loai khic duge chi
ra. [L-18 da dugc biét ro dbi véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vire, va vi du
thu duge tr MBL® International Corporation v6i sé chi din san pham 1a #B001-5.
Trong todn bd ban mo ta nay, thudt ngtt IL-18 bao ham ca tién IL-18 (tién cht cta IL-
18 truéng thanh trude khi phan tach bang proteaza) va IL-18 trudng thanh (sau khi phan
cit bang proteaza) dung thay thé cho nhau trir khi dugc quy dinh cu thé ¢6 nghia 1a dang

tién chit hoic dang trudng thanh.

Thuét ngft "IL-1p" hodc "IL-1b" 13 ddng nghia véi polypeptit IL-1p va polypeptit
Intolokin-1p. Thuét ngi "IL-1B" ding dé chi IL-1p ngudi trir khi loai khéc dugc chi ra.
IL-1P da dugc biét rd dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vue, va vi dy thu
duoc tir Sino Biological v&i sb chi dan san pham 1a #10139-HNAE-S5.

Thuat ngﬁ' "khéng thé" ding dé chi globulin mién dich nguyén ven hoic manh
chirc ndng ciia n6. Céc khang thé ¢ trong tu nhién thudng bao gém tetrame ma Iudn
dugce tao thanh tir it nhat hai chudi ning (H) va it nhat hai chudi nhe (L). M&i chudi ning
duoc tao thanh tir viing bién ddi trén chudi nang (dwoc viét tit & day 1a VH) va ving
khong dbi chudi ning, ludn duge tao thanh tir ba mién (CH1, CH2 va CH3). Céc chudi
niing c6 thé thudc isotyp bat ky, bao gdm IgG (cac typ phu IgG1, 1gG2, IgG3 va IgG4),
IgA (céc typ phu IgA1 va IgA2), IgM va IgE. M&i chudi nhe dwge tao thanh tir ving
bién ddi chudi nhe (dugc viét tit & day la VL) va ving khong ddi chudi nhe (CL). Chudi
nhe gdm cac chudi kappa (k) va cac chudi lambda (). Ving bién ddi trén chudi ning

-va chudi nhe thudng.chiu trach nhiém d6i v6i sy nhan dién khang nguyén, trong khi
vung khong d8i chudi ning va chudi nhe c¢6 thé 1am trung gian cho sy gan két ctia
globulin mién dich véi cdc mo hodc céc yéu tb vat chu, bao gdm cac té bao khac nhau
ctia hé mién dich (vi du céc té b2o tic dong) va thanh phan thir nhit (C1q) ctia hé théng

bd thé c¢b dién. Cac ving VH va VL ¢6 thé dugc chia nho thanh céc ving ¢6 kha ning
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siéu Abién, goi 14 vung xac dinh béb sung (complementarity determining region - CDR),
xen k& véi cac ving dugc bao t3n nhiéu hdn, duoc goi la ving khung hoat dong
(framework region - FR). Méi VH va VL gdm ba CDR va bén FR dugc sﬁp xép tir dau
amin dén diu carboxy theo thit tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Céac
viing bién d6i cta chudi nang va chudi nhe chira mién gin két ma twong tac véi khing

nguyén.

Thuit ngft "phan gin két khang nguyén" ctia khang thé (hodc don gian 1 "phén
khang nguyén"), nhu dugc sir dung & day, dung d8 chi khang thé c6 chiéu dai diy du
hoic mot hodc nhidu méanh ciia khang thé ma van giit dugc kha ning gin két dic hidu
v6i khang nguyén IL-18 hodc IL-1B. P duge chi ra ring chirc ning gén két khang
nguyén cia khang thé c6 thé duge thuc hién béi cac manh cta khang thé ¢6 chiéu dai
ddy da. Cac vi du vé cac manh gén két duge bao ham trong thuat ngit "phan gin két
khéng nguyén" ctia khang thé bao gdm manh Fab, manh héa trj mot gdm cac mién VL,
VH, CL va CHI; méach F(ab)2, manh hoa tri hai gbm hai manh Fab duoc gin két boi
ciu néi disulfua tai ving ban 1&; manh Fd gdm cic mién VH va CH1; manh Fv g0m céc
mién VL va VH cta nhanh don cta khang thé; manh dAb (Ward et al., (1989) Nature;
341:544-546), ma gbm mién VH; va ving quyét dinh b6 sung (CDR) dugc phan lap.

Ngoai ra, mdc du hai mién cia manh Fv, VL va VH, duoc ma hoa bdi cac gen
riéng r&, chung c6 thé duoc két hop, bang cach st dung cac phuong phép tai t6 hop,
bing ciu ndi linh hoat ma cho phép chiing duge tao ra dudi dang chudi protein don trong
d6 céc ving VL va VH bét cip dé tao thanh cic phén tir héa tri mot (duge biét dudi
dang Fv don chudi (scFv); xem vi du Bird et al., (1988) Science 242:423-426; va Huston
et al., (1938) Proc Natl Acad Sc;. 85:5879-5883). Céac khang thé don chudi nay ciing
duoc dy dinh 14 dugc bao ham trong thuat ngit "phan gén két khang nguyén" ctia khang
thé. Cac manh khéng thé nay thu duoc biang cich str dung céc k¥ thuat thong thuong da
biét d6i v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire, va cic méanh nay dugc sang loc
dé str dung theo ctng phwong thire nhu khang thé nguyén ven.

AR

Thuét ngtt "dugc phan 14p" trong toan bd bin mo ta nay, c6 nghia Ia globulin
mién dich, khang thé hcic polynucleotit, nhu truong hop c6 thé dugc, ton tai trong cac

moi truong vat ly khéc biét véi moi truong ma nd c6 the c6 mét trong ty nhién. -
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Trong toan bd ban mb ta nay, cic ving quyét dinh bd sung ("CDR") duoc xé4c
dinh theo dinh nghia Kabat trir khi dugc chi ra cu thé 12 CDR dugc xé4c dinh theo dinh
nghia khic. Ranh gidi {rinh tyr axit amin chinh x4c cia CDR nhit dinh ¢6 thé dugc x4c
dinh bing cach st dung sb lugng bit ky clia céc so d6 da duoc biét r5, gdm cac so dd
duoc mo ta boi Kabat et al. (1991), "Sequences of Proteins of Immunological Interest,"
5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (so dd danh
s6 "Kabat"), Al-Lazikani et al., (1997) IMB 273, 927-948 (so dd dénh sb "Chothia") va
danh sb ImMunoGenTics (IMGT) (Lefranc, M.-P., The Immunologist, 7, 132-136
(1999); Lefranc, M.-P. et al., Dev. Comp. Immunol., 27, 55-77 (2003) (so dd danh sb
"IMGT"). Vi dy nhu, ddi véi cac dinh dang ¢d dién, theo Kabat, cac géc axit amin CDR
trong mién bién dbi clluSi ning (VH) dugc danh s6 31-35 (HCDRI1), 50-65 (HCDR2),
va 95-102 (HCDR3); va céc gbe axit amin CDR trong mién bién d6i chubi nhe (VL)
duge danh sb 24-34 (LCDRY1), 50-56 (LCDR2), va 89-97 (LCDR3). Theo Chothia, cac
axit amin CDR trong VH duogc danh s6 26-32 (HCDR1), 52-56 (HCDR2), va 95-102
(HCDR3); va cic gbc axit amin trong VL duoc danh s6 26-32 (LCDR1), 50-52
(LCDR2), va 91-96 (LCDR3). Bing cach két hop cac dinh nghia CDR ciia ca Kabat va
Chothia, CDR gdm ¢6 céc gbc axit amin 26-35 (HCDR1), 50-65 (HCDR?2), va 95-102
(HCDR3) trong VH ngudi va céc gbe axit amin 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2), va
89-97 (LCDR3) trong VL ngudi. Theo IMGT, cic gbc axit amin CDR trong VH duoc
danh sb x4p xi 26-35 (CDR1), 51-57 (CDR2) va 93-102 (CDR3), va céc gbc axit amin
CDR trong VL duoc danh sé xp xi 27-32 (CDR1), 50-52 (CDR2), va 89-97 (CDR3)
(cach danh s theo "Kabat"). Theo IMGT, c4c ving CDR ctia khang thé 6 thé duoc xac
dinh bing cach st dung chuwong trinh IMGT/DomainGap Align.

Theo quy uéc, cic vuing CDR trong chudi ning thuong dugc dé cap dén dudi
dang H-CDR1, H-CDR2 va H-CDR3 va trong chudi nhe 1a L-CDR1, LCDR2 va L-
CDR3. Chung duoc danh s lién tiép theo hudng tir ddu amino dén d4u carboxy.

Thuét ngtt "khéng thé don dong" hodc "ché phdm khang thé don dong" nhu dugc
str dung & ddy ding dé chi ché phdm cua cac phén tir khang thé ciia hop phan don phan
tir. Hop phén khéng thé don dong thé hién do dic hidu va ai luc gin két don 1¢ dbi voi

epitop cu thé.
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Thuat ngft "khang thé nguoi", nhu duge st dung & day, dugc dy dinh 1a bao gdm
céc khang thé c6 ving bién ddi trong d6 ca ving khung hoat dong va ving CDR dugc
tao ra tir trinh tyr c6 ngudn gbe tir ngudi. Ngoai ra, néu khang thé nay chira viing khong
d6i, ving khong ddi nay ciing dugc tao ra tir trinh tw clia ngudi ndy, vi dy, trinh ty dong
mam ngudi, hodc cac phién ban dot bién cia trinh tw dong mam ngudi hoic khang thé
chira trinh tir khung hoat dong 1in ing thu dugc tir phan tich trich tu khung hoat dong
cua nguodi, vi du nhu, nhu duge md ta trong Knappik et al., (2000) J Mol Biol; 296:57-
86).

Khang thé ngudi theo sang ché c6 thé gdm cac gde axit amin khong duge ma hoa
boi cac trich tw ngudi (vi du, cac dot bién duogc dra vao bing cach gy dot bién ngiu
nhién hodic dic hiéu vi trf in vitro hoic bing dot bién soma in vivo). Tuy nhién, thuét
ngit "khang thé nguoi", nhu duge sir dung & ddy, khong duge du dinh 1a bao g0m céc
khang thé trong d6 cdc trinh tw CDR thu duoc tir dong mam cta cac lodi dong vat c6 vi

khac, nhu chudt nhét, da duge ghép 1én trén cac trinh ty khung hoat dong ngudi.

Thuat ngit "khang thé don dong ngudi" dung dé chi cac khang thé thé hién tinh
dic hiéu gén két don ma c6 cac ving bién dbi trong d6 ci ving khung hoat dong va

CDR d&u thu duoc tir cic trinh ty clia ngudi.

Thuét ngtt "khéng thé nguoi tai td hop", nhu dugc st dung & day, bao gdm tht ca
cac khang thé ngudi duogc didu ché, duoc bidu hién, dugc tao ra hoéc dugce phén lap
bing phvkong phap tai td hop, nhu cac khang thé dwoc phan lap tir dong vat (vi du chudt
nhit) ma chuyén gen hoic chu')?én nhidm sic thé déi véi cac gen globulin mién dich
ngudi hoidc té b2o lai duoc tao ra tir d6, cac khang thé dugc phén 1ap tir té bao chu dugc
bién nap dé bidu hién khang thé nguoi, vi du tir té bao chuyén nap, cic khang thé duoc
phén lép tlr thu vién khéng thé nguodi td hop, tai td hop, va céc khang thé dugc diu ché,
duge biéu hién, duoc tao ra hodc dugc phan lap bing cac cach bét ky khéc ma bao 20m
viée ghép ndi tit ca hodc mot phén ctia gen globulin mién dich nguoi. Cac khang thé
ngudi tai tb hop nay c6 cac vung bién d‘é_i trong d6 ving khung hoat dong va CDR thu
dugc tir céc trinh tw globulin mién dich dong mdm ngudi. Tuy nhién, theo cac phuong
an cu thé, cic khang thé nguoi tai t6 hop nay c6 thé duo- tién hanh gy dot bién in vitro
(hedc, khi dong vit chuyén gen dbi véi céc trinh tu Ig ngudi duge st dung) va do d6 cac

trinh ty axit amin cta cidc vang VH va VL cta céc khang the téi to hgp nay 1a céac trinh

-17-



38305

tw ma, mac du thu duge tr va lién quan dén céc trinh ty VH va VL dong mam ngudi, ¢6

thé khdng ton tai ty nhién bén trong danh muc dong mam khang thé nguoi in vivo.

Céac cum tir "khang thé nhan dién khang nguyén" va "khéng thé dic hiéu dbi véi
khang nguyén" dugc st dung thay thé nhau & ddy véi thuat ngir "khang thé gin két dic
hi€u véi khang nguyén".

Nhu dege st dung & ddy, phan tir gin két ma "gén két dic hidu vai IL-18" duge
dung dé chi phan tir gin két ma gin két voi IL-18 ngudi véi Kp 1& 100nM hoic thap

hon, 10nM hoic thép hoh; InM hoic thép hon.

Nhu duogc st dung & ddy, phan tir gén két ma "gén két dac hi€u véi IL-1B" dugce
dung dé chi phan tir g&n két ma gén két v6i IL-1p ngudi véi Kp 1a 100nM hoic thap
hon, 10nM hoic thép hon, 1nM hoic thép hon.

Phan tir gin két ma "phan @ng chéo véi khang nguyén khong phai IL-18 dugc
ding dé chi phan tir gén'két ma gin két khang nguyén d6 véi Kp 1a 100nM hogc thép
hon, 10nM hodc thdp hon, 1nM hoic thap hon. Phan tir gén két ma "phan Gng chéo v&i
khéng nguyén .khéng phai 1a IL-1p duoc ding dé chi phan tir gin két khang nguyén d6
v6i Kp 14 100nM hoéc thép hon, 10nM hoac thép hon, 1nM hoic thép hon.

Phan tt gfin két ma "khong phan tng chéo véi khang nguyén cu thé" dugc ding
dé chi phan ttr géﬁ két ma thé hién su gén két v& co ban khong phat hién duoc chéng lai

cac protein ndy theo cdc phuong phap thir nghiém gén két chuén.

Nhu duogc st dung & ddy, thuét ngft "chit ddi khang" dwgc ding dé chi phan tix
ge"m két ma &rc ché hoat tinh truyén tin hiu trong sy cd mat ctia hop chét hoat hoa. Vi
du, trong trudng hoo IL-18, chit ddi khang IL-18 s& 1a phan tir gin két irc ché hoat tinh
truyén tin hiéu trong sw c¢6 mit ctia IL-18 & thit nghiém té bao nguoi nhu thtr nghiém
san xuét Interferon-gamma (IFN-y) phu thudc IL-18 & céc té bao mau ngudi. Céc vi du
vé phuong phap thir nghiém san xuit IFN-y phu thudc IL-18 trong céc té bao méau ngudi

diroc mé ta chi tiét hon trong phin vi du dudi day.

Thudt nglt khing thé ¢ic hiu kép hoéa tri hai hodc cac khang thé dic hidu kép

hoa tri hai dé chi cac khang thé gin két v6i hai dich khac nhau, nhu IL-18 va IL-1.
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Céc khang thé dic hiéu kép nay la cac "heterodime", ma cd nghia 1a mot phén
dén tir khang thé thir nhét, dic hiéu ddi véi dich thir nhét, va phin con lai dén tir khang
thé thtr hai, diic hiéu dbi véi dich thir hai. "Su ci bién heterodime héa" 12 su cai bién
dbi voi mot hodc ca hai phﬁn cua cac khang thé tao thanh khang thé dic hiéu kép
heterodime nay, dugc du kién dé thuc ddy su tao thanh ndy. Vi du vé su cai bién
heterodime hoa ctia cac mién Fe cta hai ph?m IgG1 cua khang thé dugc du kién dé tao
thanh dic hiéu kép 1a "nim" c¢6 chudi bén axit amin (aa) 16n (S354C, T366W) & chudi
ning thtt nhat va "18" ¢6 céc chudi bén aa nho (Y349C, T366S, L368A, Y407V) duge
dwa vao trong chudi ning tht hai cling nhu cau nbi disulfua bd sung trong ving CH3
nbi ca hai chuéi ning (Merchant et al., Nat. Biotechnol., 16:677-681 (1998), page 678,

bang 1). .

Nhu duge st dung & déy, khang thé "khong c6 hoat tinh déi khang" dugc dung
@& chi phén tir gin két ma khong lam ting dang ké hoat tinh truyén tin hiéu phu thudc
dich trong sy véng mit va/ holic c6 mit ciia dich trong phuong phép thitr nghiém dya
vao & bao, nhu trong truong hop IL-18, khong 1am ting déng ké& hoat tinh truyén tin
hi€u phu thudc IL-18 trong su véng mit va/ hodc c6 mit cua cac té bao méau ngudi IL-
18 trong phuong phép thir nghiém san xuét IFN-y. Cac thtr nghiém nay duge md ta chi

tiét hon trong cac vi du duéi day.

Thuét nglt "Kassoc" hodc "Ka", nhu dugce st dung & day, duoc dung dé chi tbc do
két hop cua sy trong tac phan tir gin két-khang nguyén cu thé, trong d6 thuat ngit "Kais"
hodc "Kg," nhu dugce st dung & day, duge dung dé chi tc d6 phan ly cia su twong tac
phan ttr gin két-khang nguyén cu thé. Thuat ngit "Kp", nhu duge st dung & day, dugc
ding dé chi hing s6 phan ly, ma thu duoc tir ti 1€ ctia Kq v6i Ka (tre 1a Ko/Ka) va duge
bidu din du6i dang ndng d6 mol (M). Céc gia tri Kp dbi v6i cac khang thé c6 thé duge
xé4c dinh bing cach str dung cac phuong phap di dugc thiét l4p rd trong linh vuc. Phuong
phép xac dinh Kp cta khang thé 1a sir dung cong hudng plasmon bé mit, nhu hé théng
Biacore®.

Nhu duge str dung & dy, thuat ngit "ai lyc" dung dé chi cudng do tuong tic gifta
phan tir gin két va khang nguyén tai cac vi tri khdng nguyén don 1é.

Nhu duge st dung & déy, thudt ngit "ai luc cao" ddi véi khang thé dung dé chi

khang thé c6 KD 13 1nM hoic thap hon dbi véi ‘khéng nguyén dich.
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Nhu dugc st dung & day, thuft ngi "d6i tuong” bao gdm ngudi hoic dong vat
khong phai ngudi bit ky.

Thuat ngir "dong vat khong phai nguoi" bao gOm tét ca cac dong vét ¢6 xuong
sdng, vi du dong vat c6 vii va khong phai dong vat c6 vi, nhu dong vat linh trudng

khong phai nguoi, ctru, chd, meo, ngua, bo, ga, dong vat ludng cu, bo sat, v.v..

Nhu dugc st dung & day, thudt ngit, "trinh tu nucleotit dugc t61 wu hoa" nghia 12
trinh tir nucleotit d3 dugc thay d6i d8 ma hoa trinh tu axit amin biang cach sir dung cac
bd ba ma héa ma dugc uu tién trong t& bao hodc sinh vat san xuit, thuong 1a cac té bao
nhan chuén, vi du, té bao cta Pichia pastoris, té bao trung chudt dé‘)ng Trung Quéc
(CHO) hoiic t& bao ngudi. Trinh tu nucleotit di dugc tdi wu hoa dugc thiét ké dé gitt lai
toan bd trinh tu axit amin ban déu dugc ma hoa béi trinh tu nucleotit bit ddu, ma con
dugc goi la trinh tu " gbc". Cac trinh tu-duoc t81 wu héa & day da duge thiét k& dé c6 cac
bd ba ma héa ma duoc wu tién trong cac té bao dong vat co via CHO; tuy nhién sy biéu
hién dugc 81 wu hoa cia cac trinh tr ndy & cac té bao nhan chuédn khéc cling dugc du
tinh & day.

Thuét ngft "d6 trong ddng" dung dé chi d6 tuong ty gitta it nhét hai trinh tu khac
nhau. Do twrong ddng nay c6 thé duoc biéu hién duéi dang Do tuong ddng theo phan
trim va duogc xac dinh bﬁng cac-thuat toan can théng hang chudn, vi du, Cong cu can
thing hang vi tri bazo (BLAST) (Altshul et al., (1990) J Mol Biol; 215:403-410); thuat
toan cua Needleman et al., (1970) J Mol Biol; 48:444-453 hodc thuét toan cia Meyers
etal., (1988) Comput Appl Biosci; 4:11-17). Tap hgp cac tham s6 ¢6 thé 1a ma tran dénh
gia Blosum 62 v6i d phat khoang tréng 13 12, do phat mé rong khoang tréng 13 4, va
d6 phat khoang tréng truot khung 13 5. Do tuong ddng theo phén trim gitta hai trinh ty
axit amin hodc nucleotit co thé duogc xac dinh bfmg cach st dung thuét todn cua E.
Meyers va W. Miller, (1989) CABIOS; 4(1):1-17) ma da dugc két hop vao chuong trinh
ALIGN (phién ban 2.0), bang cach sir dung bang du khéi lugng PAM 120, d6 phat chidu
dai khoang tréng 13 12 va do phat khoang tréng 1a 4. D6 tuong ddng theo phan trim nay

thuong dugc tinh bing cach so sanh cac trinh trr ¢6 d6 dai twong tu.

Thuét ngit "dap tng mién dich" ding dé chi hoat dong cua, vi-du, cac t€ bao
lympho, céac t€ bao trinh di¢n khang nguyén, céc t¢ bao thuc bao, cic bach ciu hat, va

cic dai phén tr hoa tan dugc tao ra bdi cac té bao néu trén hodc gan (bao gom khang
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thé, xytokin, va bo thé) ma din dén su ton thuong chon loc ddi voi, sy pha huy cua, hodc
sur loai loai trir khéi co thé ngudi tic nhan gy bénh xadm nhép, t€ bao hodc mo bi nhiém
bénh, t€ bao ung thu, hoic, trong truong hop tu mién hoic viém bénh 1y, t€ bao hoic mo

nguoi binh thudng.

"Con dudng truyén tin hiéu" hodc "hoat tinh truyén tin hiéu" dung dé chi mbi
cuan hé nguyén nhan héa sinh thudong dugc bét d4u boi su twong tac protein-protein nhu
su g'fm két cua yéu t§ sinh trudng voi thu thé, din dén su truyén tin hiéu tr mot phén
cua té bao dén phin khéc cta té bao. Thong thuong, qua trinh truyén nay gdm su
phosphoryl héa ddc hi¢u cia mot hodc nhiéu géc tyrosin, serin, hodc threonin trén mot
hoic nhiéu protein trong loat phin mg gy ra su truyén tin hiéu. Cac quy trinh gan cubi

thudng gdm céc sw kién & nhan, din dén su bicu hién gen.

Thuét ngtt "trung hoa" va céc bién thé theo quy tic clia né trong toan by ban mod
t4 ndy c6 nghia 13, hoat tinh sinh hoc ctia dich bi gidm toan b hodc mot phan trong su

c6 midt cta protein hodic khang thé gin két, tiy theo ting trudng hop c6 thé cb.

Thuat ngli "axit nucleic" hodic "polynucleotit" dung d8 chi axit deoxyribonucleic
(ADN) hoic axit ribonucleic (ARN) va polyme ctia ching & dang soi don hoac sgi kép.
Trix khi bi gi¢i han cu thé, thuét ngir nay bao ham axit nucleic chira chét trong tur da biét
ctia nucleotit ty nhién ma cé tinh chét gfm két twong ty nhu axit nucleic tham chidu va
dwgc chuyén héa theo cach twong tw véi nucleotit c6 trong tw nhién. Trir khi ¢6 quy dinh
khéc, trinh ty axit nucleic cu thé ciing ngu ¥ bao ham céc bién thé dugc cai bién bao
toan ctia ching (vi du su thé bo ba thoai hoa), alen, chét ddng ding, SNP, va cac trinh
ty bd sung cling nhu trinh tu dugc chira rd rang. Cu th4 13, su thé bd ba thoai héa c6 thé
dat dugc bﬁng cach tao ra cac trinh tu trong do6 vi tri thi ba cia mot hodc nhiéu bo ba
méi hoéa dugc chon (hodc tAt cd) duoc thé béng céc géc bazo hdn hop va/ hodc
deoxyinosin (Batzer et al., Nucleic Acids Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol.
Chem. 260:2605-2608 (1985); va Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Nucleotit trong "polynucleotit”" hodc "axit nucleic" c¢6 thé bao gdm céc cai bién
bao gdm cic cai bién bazo nhur din xuét clia bromouridin va inosin, sw cai bién riboza
nhi: phosphorothioat, - phosphorodithioat, phosphoroselenoat, phosphorodiselenoat,

phosphoroanilothioat, phosphoraniladat va phosphoroamidat.
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Thuat ngft "vecto" nghia 1a phan t hodc thuc thé bét ky (vi du axit nucleic,
plasmit, th& thuc khuin hodc virut) ma thich hop cho su bién nap hoic chuyén nap cua
té bao chil va chira cdc trinh t axit nucleic ma didu khién va/ hodc kiém soat (trong su
lién hgp véi t& bao chit) su biéu hién clia mdt hodic nhiéu ving ma héa khic loai durgc

gan ket c6 diéu khién vdi chung.

Thuét ngft "sw ddng biéu hién" c6 nghia 1a cac polypeptit khac nhau ducc biéu
hién cing nhau trong té bao chil don 1€, chung cho tht ca céc polypeptit. Su ddng biéu
hién cua khang thé dic hiéu kép c6 nghia 1a cac phin khéc nhau tao thanh khang thé dic
hiéu kép hoat dong duge biéu hién trong t& bao chu don 1é, chung. Sy dbng bidu hién c6
thé dat dugc bﬁng céch két hop mot s6 vecto biéu hién trong té bao cha biéu hién, nhu
mot vecto cho mdi ntra trong sb cac ntra cla khéang thé dic hidu kép, hodc béng cach két
hop mot vecto biéu hién ma hoa cho tat ca cdc phin ciia khang thé dic hidu kép nay.

Thuét ngft "ghép d6i nham" c6 nghia 1a cac phin khéc nhau ctia phitc hop protein

4
~

duoc du tinh, nhu khing thé dic hiéu kép, khong gin ket phic hop nhu dy tinh, ma ¢é
nghfa 13 phrc hop protein nay khong c6 bé ngoai hodc hoat dong nhu dy tinh. Céc vi du
vé viéc ghép d6i nhim trong ngit canh ctia khang thé dac hiéu kép duoc thé hién trén

Hinh 4. -

"Bién thé bio foan" cia trinh tu ma hoa phan tir gin két, khang thé hoic manh
ctia n6 dung dé chi trinh tu- ¢6 chira céc cai bién axit amin bao toan. “Céc cai bién axit
amin bao toan” dugc ding dé chi cc cai bién axit amin ma khong anh huéng hogc lam
thay ddi dérg k& dén dic diém gin két ciia khang 1hé chira trich tw axit amin ndy. Céc
c&i bién b2o toan niy Lao odm su thé, su b4 sung va sy loai bé axit amin. Nhitng sy thé
axit amin bao toan 14 nhitng su thé trong d6 gbc axit amin nay dugc thay thé bang gbc
axit amin ¢ chudi bén trong tu. Cac ho cua cic gbe axit amin 6 cdc chudi bén twong
tu da dugc xéc dinh trong linh vye k¥ thuat nay. Cic ho nay ¢b chtta cic axit amin ¢6
cac chudi bén bazo (vidy lysin, arginin, histidin), cac chudi b2n axit (vi du axit aspartic,
axit glutamic), cdc chudi bén phin cuc khong tich di¢n (vi du glyxin, asparagin,
glutamin, serin, threcnin, tyrosin, Xystein, tryptophan), cic chudi bén khong phin cuc
(vi du alanin, valin, lexin, isoloxin, prolin, phenylalanin, methionin), cac chudi bén phan
nhénh ‘beta (vi du threonin, valin, isoloxin) va céc chudi bén thom (vi du tyrosin,

phenylalanin, tryptephan, histidin). Cac cai bién c6 thé dugc dua vao trong protein gin
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két theo séng ché bﬁng céc k§ thuat tiéu chuén da biét trong linh vyc, nhu phuong phép

Ay dot biéa diém dinh huéng va phuong phép gy dot bién qua trung gian PCR. Su thé
axit amin bac toan ciing c6 thé bao ham cac gbc axit amin khong cé trong ty nhién ma
thuong dugc két hop bing su tong hop peptit héa hoc hon 1a bang su tdng hop trong céc
hé thdng sinh hoc. Céc axit amin khdng cé trong tu nhién bao gbm, nhung khéng gidi

han &, cac dang bit chude peptit, dang dao hoic nghich d&o ciia cac goc axit amin.

ey} "1

Thuét ngft "epitop" 1a mot phan clia khdng nguyén méa dugc nhén biét boi hé mién
dich, nhu khang thé hoic manh ciia né. Trong ban mé ta ndy, thuat ngir "epitop" dugc
st dung thay thé cho ca epitop cdu hinh va epitop tuyén tinh. Epitop cdu hinh dugc tao
thanh tir cdc phan khong lién tyc ciia trinh tu axit amin ctia khang nguyén, trong khi
epitop tuyén tinh duge tzo thénh bai trinh tu lién tuc clia cdc axit amin tir khang nguyén

nay.

F1ng non non "non

Thuit ngit "didu tri"; "viée diéu tri", "sy diéu tii", "ngdn ngira", "viéc ngin ngira"
hoic "su ngin ngira" bao gdm céc didu tri va cac ing dung tri liéu trong d6 n6 lam gidm
nguy co 1a dbi twong s& phit trién rbi loan hoic yéu t& nguy co khéc. Sy diéu tri khong
doi héi phdi ctu chita hoan toan r6i loan va bao ham sy giam di ctia triéu ching hoic
yéu t6 nguy co tiém 4n. Nhu dugc st dung & ddy, khéng thé ngudi hodic manh clia nd
bao gf”)m cdc vung bién ddi trén chudi ning hodc chudi nhe hoic cic chudi ning hoic
chudi nhe chidu dai ddy du ma 13 "san phdm ciia" hodc "co ngudn gbe tir" trinh tr dong
mam cu thé néu cac ving bién dbi hodc céc chudi cl;iéu dai diy du cua khang thé nay
thu duogc tir hé théng ma sir dung cic gen globulin mién dich dong mam nguoi. Cac hé
thdng nay bao gém bude giy mién dich chudt nhit chuyén gen mang céc gen globulin
mién dich ngudi bing khang nguyén quan tAm hoc sang loc thur vién gen globulin mién
dich ngudi duoc biéu hién trén thue khuin thé bang khang nguyén quan tim. Khéng thé
ngudi hodc manh ciia n6 ma 13 "san phim ctia" hodc "c6 ngudn gdc tir" trinh ti globulin
mién dich dong mém ngudi cé thé duogc x4c dinh nhu b%mg céch so sénh trinh ty axit
amin cua khang thé ngudi v6i cdc trinh ty axit amin cta cac globulin mién dich dong
mAm ngudi va chon loc trinh tu globulin mién dich dong mam ngudi ma gén nhét trong
trinh ti (tde la, % 6 tuong ddng 16n nhat) véi trinh ty ctia khang thé nguoi nay. Khang
thé ngudi ma 13 "san phim cua" hodc "c6 ngudn gbe tir" trinh tu globulin mién dich

dong mam ngudi cu the cd thé chira céc su sai khic axit amin so véi trinh ty dong mam,
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do, vi du, cac dot b,ién» soma c¢6 trong tw nhién hodc sy dua vao c6 chu y cua dot bién
diém dinh huéng. Tuy nhién, khang thé nguoi dugc chon thudng c6 do twong déng trinh
tu axit amin it nhét 90% véi trinh tu axit amin duge ma hoa bodi gen globulin mién dich
dong mim ngudi va chira cic gde axit amin ma nhén dién khéng thé ngudi 1a ngudi khi
so sanh véi céc trinh ty axit amin globulin mién dich dong mam cta loai khéc (vi du
trinh tu dong mam cta chudt). Trong céc truong hop cu thé, khang thé ngudi c6 thé c6
d6 twong ddng trinh tu axit amin it nhét 60%, 70%, 80%, 90%, hoic it nhét 95%, hoic
thadm chi it nhét 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi trinh ty axit amin duoc ma hoa bdi gen
globulin mién dich dong mam. Thong thudng, khang thé ngudi thu dugc tir trinh ty dong
mam ngudi cu thé s& thé hién nhitng sy khéc biét khong nhiéu hon 10 axit amin so véi
trinh ty axit amin dugc méi héa béi gen globulin mién dich dong mam ngudi nay. Trong
cac trudng hop cu thé, khang thé ngudi nay co thé thé hién su khéc biét khong nhiu
hon 5, hodc thdm chi khong nhiéu hon 4, 3, 2, hodc 1 axit amin so véi trinh tu axit amin

duoc ma hoa boi gen globulin mién dich dong mim nay.

Céc khéng thé ngudi c¢6 thé dugce tao ra bing nhidu phwong phap da biét dbi véi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc. Cic khang thé nguoi c6 thé duge tao ra
bing phuong phéap té bao lai bing cach st dung cac dong té bao u tiiy ngudi hodc céc
dong t& bao u tay khac loai chudt nhit-ngudi (Kozbor, J Immunol; (1984) 133:3001;
Brodeur, Monoclonal Isolated Antibody Production Techniques and Applications,
pp51-63, Marcel Dekker Inc, 1987). Cac phuong phép thay thé bao gdm viéc sir dung
céc thu vién thuc khuén thé hodc chudt nhét-chuyén gen cd hai déu st dung céc danh
muc ving bién dbi ngudi (Winter G; (1994) Annu Rev Immunol 12:433-455, Green LL,
(1999) J Immunol Methods 231:11-23).

Mot sé chung chudt chuyén gen hién nay c¢6 sin trong d6 cac locut globulin mién
dich chudt nhét cta chung da dugc thay thé bing céc doan gen globulin mién dich nguoi
(Tomizuka K, (2000) Proc Natl Acad Sci, 97:722-727; Fishwild DM (1996) Nature
Biotechnol 14:845-851; Mendez MJ, (1997) Nature Genetics 15:146-156). Dua vao thi
thach khang nguyén, cac con chudt nhét ndy c6 kha ning tao ra danh muc céc khang thé
ngudi ma tir d6 cac khang thé quan tim c6 thé duge chon loc. Dic biét cha y 1 hé
Trimera™ (Eren R et al, (1988) Immunology 93:154-161) trong d6 cac lympho bao

nguoi dugc chy vao chudt nhét bi chiéu xa, Hé théng_ khéng thé dwoc phén 1ap lympho
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bao chon loc (SLAM, Babcook et al, Proc Natl Acad Sci (1996) 93:7843-7848) trong
d6 cac lympho bao ngudi (hodc loai khac) duge dit mot cdch higu qua thdong qua quy
trinh tao khang thé dugc phan 1ap in vitro duoc gdp 16n sau do 1a quy trinh thdo X0dn,
pha lodng gidi han va chon loc va Xenomouse™ (Abgenix Inc). Phuong phap thay thé

1a s8n c6 tir Morphotek Inc bing cach st dung cong nghé Morphodoma™.

Céng nghé hién thi phago ¢6 thé duoc str dung dé tao ra khang thé ngudi va manh
ctia 16, (IMcCafferty; (1990) Nature, 348:552-553 va Griffiths AD et al (1994) EMBO
13:3245-3260). Theo k¥ thuat nay, cic gen mién bién ddi khang thé duge phan 1ap duoc
tach dong trong khung vao trong vé chinh hogc vo phuy ctia gen protein cua thé thuc
khuin dang s¢i nhu M13 hogc fd va dugc hién thi (thuong véi su hé trg cta thuc khuén
thé tro gitip) duéi dang cdc manh khang thé dugc phéan 1ap chirc ning trén bé mit cia
hat phago nay. Su chon loc dua trén tinh chit chirc ning cua khang thé dugc phan lap
dan dén su chon loc gen ma hoa khéang thé dugc phan leflpAthé hién c4c tinh chét nay. K¥
thuat hién thi phago nay c6 thé duoc st dung dé chon loc cac khéang thé dic hiéu khang
nguyén tir cac thu vién duge tao ra tur té bao B nguoi 14y tir ca thé bi bénh hoic rdi loan
hogc theo cach khac tir nguoi cho chua duge gy mién dich (Marks; J Mol Bio (1991)
222:581-591,). Khi khang thé ngudi duge phan 1ap nguyén ven duge mong mudn bao
gém mién Fc can phai tach dong lai manh thu dugc tir thue khuén thé duoc hién thi vao
trong vecto biéu hién dong vt c6 vi bao gbm céc ving khong déi mong mudn va thiét

14p cac dong t€ bao bicu hién On dinh.

K¥ thuét thanh thuc 4i lyc (Marks; Biotechnol (1992) 10:779-783) ¢6 thé duoc
stt dung dé mang lai 4i luc gén két trong d6 4i luc clia khéng thé ngudi so cép duge phan
1ap duoc cai thién bing cach thay thé tuln ty céc ving chudi H va L bing céc bién thé
¢ trong tu nhién va chon loc trén co s ai luc gén két duoc cai thién. Cac bién thé cua
k¥ thuat ndy nhu ‘k§ thuét in epitop' hién nay cling sén c6 (cong bb don sang ché quéc

té s6 WO 93/06213; Waterhouse; Nucl Acids Res (1993) 21:2265-2266).

Thuft ngi "tinh khiét" khi duge sir dung trong ngft canh ctia khang thé dic hiéu
kép tinh khiét ding dé chi d6 tinh khiét va do gidng nhau ciia cic hdn hop va céc chu
trie khang thé dic hiéu kép khac nhau sau su ddng biéu hién & cac té bao chon loc trong
diéu kién trong 46 céc té bao nay biéu hién khéang thé dic hiéu kép va sau su tinh ché

protein-A bing cach sir dung phwong phap sang loc khéi lwong UPLC-MS nguyén ven.
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Tinh khiét hogc 'd(f) tinh khiét ding dé chi luong turong d6i ctia cac bbmAb heterodime
va homodime. Bing cach st dung phuong phép theo sang ché, bbmAbl va bbmAb2
heterodime dugc tao thanh chinh xdc ¢6 thé duoc quan sat thiy véi do tinh khiét trén

85% dua trén crrong G tin hiéu khéi Iwong nguyén ven.
2. Khéang thé IL-18

Céc khang thé 1L-18 duoc dic biét wu tién hodc cdc manh gin két khang nguyén

clia né duge st dung trong cac phuong phép theo sang ché la cac khang thé nguoi.

‘ De de dang cho viéc tham chiéu, céc trlnh tu Xmt amln clia cac ving siéu bién
cua khang thé IL- 18 dac hiéu, dugc goi la mAbI, dlra vao dinh nghia Kabat va dinh
nghia Chothia, cung nhu cdc mién Vi va Vi va cac chudi ning va chudi nhe day du

duogc néu trong bang 1, cudi day.

| Béﬁg 1. Céc trinh ty axit amin cla cac ving siéu bién (CDR), cic mién bién dbi
(VH va VL) va cac chudi ddy di cia mAbl. ADN mi héa VL ctia mAb1 dugc néu trong
SEQ ID NO:18. ADN ma héa VH ctia mAb1 duge néu trong SEQ ID NO:8.

Chudi ning mAbl

CDPR.1 Kabat SEQ ID NO:1

Chothia | SEQ ID NO:4

CDR2 Kabat SEQ ID NO:2

Chothia | SEQ ID NO:5

CDR3 Kabat SEQ ID NO:3

Chothia | SEQ ID NO:6

VH SEQ ID NO:7
Chudi Ning SEQ ID NO:9
Chudi nhe mAb!

CDRI1 Kabat SEQ ID NO:11

Chothia | SEQ ID NO:14
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CDR2 Kabat | SEQ ID NO:12

Chothia | SEQ ID NO:15

CDR3 Kabat SEQ ID NO:13

Chothia | SEQ ID NO:16

VL SEQ ID NO:17

Chubdi nhe SEQ ID NO:19

Theo mét phuong 4n, khéng thé TL-18 hoic manh gin két khang nguyén cia né
bao gdm it nhit 1a mo6t mién bién d6i chudi ning (Vi) globulin mién dich bao gbm cic
ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:1,
CDR2 ¢4 trinh tu axit amin SEQ ID NO:2, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:3.
Theo mot phuong ar, khang thé IL-18 hoic manh gén két khang nguyén ctia n6 bao gbm
it nhat 12 mot mién bién ddi chudi ning (Vi) globulin mién dich bao gdm céc ving siéu
bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:4, CDR2 ¢6 trinh
tw axit amin SEQ ID NO:5, va CDR3 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:6.

Theo mot phuwong &n, khang thé 1118 hodc manh gén két khang nguyén ctia n6
bao gdm it nht 14 mot mién bién ddi chudi nhe (V1) globulin mién dich bao gbm céc
ving si€u bién CDR1;, CDR2 va CDR3, CDR1 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:11,
CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:12 va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:13. Theo mdt phuwong 4n, khang thé IL-18 hoic manh giin két khang nguyén ciia nd
bao gdm it nhAt 13 mot mién bién dbi chudi nhe (Vi) globulin mién dich bao gbm cic
ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh fir axit amin SEQ ID NO:14,
CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:15 va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:16.

Theo mot phuong 4n, khang thé IL-18 hodc méanh gén két khang nguyén ctia né
bao gdm it nhit 12 mot mién Vi globulin mién dich va it nhét 12 mot mién Vi, globulin
mién dich; trong d6: a) mién Vu globulin mién dich nay baoc. gbm (vi du trong trinh tur):
i) cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh tir axit amin SEQ ID NO:1,
CDR2 ¢6 trinh ti axit amin SEQ ID NO:2, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:3;
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hoic ii) c4c ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:4, CDR2 ¢ trirh tu axit amin SEQ ID NC:5, va CDR3 c¢6 trinh tyr axit amin
SEQ ID NO:6; va b) mién V1, globulin mién dich nay bao gdm (vi du trong trinh ty): i)
cac vung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:11,
CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:12, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:13 hoic ii) cdc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 c¢6 trinh tir axit amin
SEQ ID NO:14, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:15, va CDR3 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:16.

Theo mét phrong n, khang thé IL-18 hoic méanh gfin két khang nguyén clia né
bao gdm: 2) mién bién ¢i chudi ning (Vi) globulin mién dich bao gdm trinh ty axit amin
duge néu trong SEQ ID NO:7; b) mién bién dbi chudi nhe (V1) globulin mién dich bao
gdm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:17; ¢) mién Vu globulin mién dich
bao gdm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:7 va mién Vi globulin mién dich
bao gbm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:17; d) mién Vi globulin mién
dich bao gdm céc ving sidu bién dugc néu trong SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, va SEQ
ID NO:3; e) miér_l Vi globulin mién dich bao gém cdc ving siéu _bién duoc néu trong
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12 va SEQ ID NO:13; f) mién Vu globulin mién dich bao
gdm c4c viing siéu bién duge néu trong SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5 va SEQ ID NO:6;
g) mién Vi globulin mién dich bao gdm cdc ving siéu bién dugce néu trong SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:15 va SEQ ID NO:16; h) mién Vu globulin mién dich bao gdm cac
viing siéu bién dugc néu trong SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:3 va mién
V1, globulin mién dich bao gém céc ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:11, SEQ
ID NOG:12 va SEQ ID NO:13; i) mién Vi globulin mién dich bao gdm c4c ving siéu bién
dugc néu trong SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO:6 va mién Vi, globulin
mién dich bao gdm cac ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15
va SEQ ID NO:16; j) chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:19; k) chudi ning bao gém SEQ
ID NO:9; hoic 1) chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:19 va chudi ning bao gbm SEQ ID
NO:9.

Theo mdt s& phuong an, khang thé IL-18 hoic manh gin két khang nguyén ctia nd
(vi du mAb1) bao gém ba CDR ctia SEQ ID NO:7. Theo cic phuwong 4n khac, khang
thé IL-18 hodc manh gin két khing nguyén ctia n6 bao gdm ba CDR ciia SEQ ID NO:17.
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Theo céc phuong 4n khac, khang thé IL-18 hosic manh gén két khang nguyén ctia n6 bao
gdm ba CDR cta SEQ ID NO:7 va ba CDR ctia SEQ ID NO:17. Theo mét s6 phuong
an, khang thé IL-18 hoic manh gin két khang nguyén ciia né bao gbm ba CDR ctia SEQ
ID NO:9. Theo céc phuong an khéc, khang thé IL-18 hoic manh gin két khang nguyén
ctia n6 bao gdm ba CDR ctia SEQ ID NO:19. Theo cdc phuong an khac, khang thé IL-
18 hoic manh gén két khang nguyén ciia né bao gdm ba CDR ctia SEQ ID NO:9 va ba
CDR cda SEQ ID NO:19.

Theo mdt phuong 4n, khang thé IL-18 hosc manh gin két khang nguyén ciia né
(vi du mAb1) duge chon tir khang thé IL-18 ngudi ma bao gbm it nhét: a) chudi ning
globulin mién dich hoic méanh cia n6 ma bao gdm mién bién dbi bao gdm, trong trinh
tu, cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3 va phén khong d6i hodc manh cua né cua
chudi ning ctia ngudi; CDR1 ndy c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:1, CDR2 ¢6 trinh tyr
axit amin SEQ ID NO:2, va CDR3 ¢0 trinh ty axit amin SEQ ID NO:3; va b) chudi nhe
globulin mién dich hofic'manh cia né ma bao gbm mién bién dbi bao gdm, trong trinh
tu, cdc vung siéu bién CDR1, CDR2, va CDR3 va phén khong ddi hoic manh cta nd
ctia chudi nhe ctia ngudi, CDR1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:11, CDR2 ¢4 trinh tyr
axit amin SEQ ID NO:12, va CDR3 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:13.

Theo mdt phuong 4an, khang thé IL-18 hoic manh gén két khang nguyén cia né
(vi du mADb1) duge chon tir khang thé IL-18 ngudi ma bao gdm it nhét: a) chudi ning
globulin mién dich hoic manh ctia né6 ma bao gdm mién bién ddi bao gdm, trong trinh
tw, cac viing sidu bién CDR1, CDR2 va CDR3 va phin khéng dbi hodc manh ctia né cua
chudi niing cia ngudi; CDR1 nay c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:4, CDR2 ¢ trinh ty
axit amin SEQ ID NO:5 va CDR3 ¢06 trinh ty axit amin SEQ ID NO:6; va b) chudi nhe
globulin mién dich ho#ic manh cia né ma bao gbm mién bién dbi bao gbm, trong trinh
tu, cdc vung si€u bién CDR1, CDR2, va CDR3 va phén khong dbi hodc manh ctia nd
ctia chudi nhe ngudi, CDR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:14, CDR2 ¢6 trinh tw axit
amin SEQ ID NO:15, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:16.

Theo mdt phuong an, khang thé IL-18 hoic manh gin két khang nguyén ciia n6
dugc chon tir khéng thé don chudi hodc manh-gin két khang nguyén ctia né ma bao gdm
vi tri gén két khang nguyén bao gdm: a) mién thir nhit bao gdm, trong trinh ty, cic ving

siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:1, CDR2 ¢6
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trinh ty axit amin SEQ ID NO:2, va CDR3 ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:3; va b)
mién tht héi bao gém, irong trinh tu, cac ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3; CDR1
¢6 trinh ty axit alnin‘SEQ ID NO:11, CDRZVcé trinh tu axit amin SEQ ID NO:lZ, va
CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:13; va ¢) cau ndi peptit ma dugc gén két véi
dAu N ctia mién thr nhat va v6i ddu C cta mién th hai hodc véi diu C coa mién thir

nhat va voi dau N cta mién tha hai.

Theo mdt phrong an, khéng thé IL-18 hodc manh gén két khang nguyén ctia né
(vi du mAb1) duoc chon tir khang thé don chudi hoic manh gin két khang nguyén ctia
n6 ma bac gbm vi tri gin két khang nguyén bao gdm: a) mién thir nhét bao gdm, trong
trinh tu, céc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:4, CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:5, va CDR3 c¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:6; va b) mién thir hai bao gdm, trong trinh ty, cac ving siéu bién CDRI,
CDR2 va CDR3, CDRI1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:14, CDR2 c6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:15, va CDR3 ¢06 trinh ty axit amin SEQ ID NO:16; va c) cau ndi peptit
ma dugc gén két v6i dau N cua mién thir nhat va véi dau C cua mién thr hai hodc véi

diu C ctia mién thr nhat va v6i dau N ctia mién thir hai.

Mién Vi hoiic Vi, ctia khang thé IL-18 hodc méanh gin két khang nguyén ctia n6
dugc st dung trong cdc phwong phap cia sang ché c6 thé ¢6 cac mién Vi va/ hodic Vi
ma v& co ban gidng v6i cac mién Vi hodic Vi duge néu trong SEQ ID NO:7 va 17.
Khang thé IL-18 ngudi dugc boc 1o & diy co thé bao gdm chudi ning ma vé co ban
gibng vdi trinh ty duge néu trong SEQ ID NO:9 vi/ hogic chudi nhe ma vé co ban gidng
v6i trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO:19. Khang thé IL-18 ngudi duoc boc 1§ & diy
¢6 thé bao gdm chudi nzng ma bao gdm SEQ ID NO:9 va chudi nhe ma bao gdm SEQ
ID NO:19. Khéng thé TL-18 ngudi duge boe 16 & day co thé bao gdm: a) mdt chudi ning,
bao gdm mién bién déi ¢6 trinh ty axit amin v& co ban gidng véi trinh tu dugc thé hién
trong SEQ ID NO7 va ph?m khong dé_i trén chudi ning nguoi; va b) mot chudi nhe, bao
20m mién bién ddi <6 trinh ty axit amin vé co ban gibng véi trinh tu duoc thé hién trong

SEQ ID NO:17 va phan khéng ddi trén chudi nhe nguoi.

Céc chit dbi khang IL-18 dwgc uu tién khac (vi du cdc khang thé) dé st dung
trong céc phuong phép, bd kit va phéac dd theo sang ché 1a-cc loai dugc néu trong Bing

sang ché My s6 9,376,489, ma dugc két hop toan b & ddy bing cach vién dan.
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3. Khang thé IL-1p

Céc khang thé IL-1B ¢uoc dic biét uu tién hodic cdc manh gin két khang nguyén

cua no duogce sir dung trong cac phuong phép theo sang ché 1a cac khang thé nguoi.

Pé dé dang cho viéc tham chi€u, c4c trinh ty axit amin ctia cac ving siéu bien cua
khang thé IL-1B ddc hiéu, duge goi la mAb2, dua vao dinh nghia Kabat va dinh nghia
Chothia, ciing nhu cic mién Vi, va Vi va cdc chudi ndng va chudi nhe diy du duoc dua

ra trong bang 2, dudi day.

Bang 2. Céc trinh ty axit amin cla cic ving siéu bién (CDR), c4c mién bién dbi
(VH va VL) va cac chudi dAy du ciia mAb2. ADN ma héa VL ctia mAb2 dugc néu trong
SEQ ID NO:38. ADN m3 héa VH ctia mAb2 dquc néu trong SEQ ID NO:27.

Chudi ning mAb2

| CDR1 Kabat SEQ ID NO:21

Chothia | SEQ ID NO:24

CDR2 Kabat SEQ ID NO:22

Chothia | SEQ ID NO:25

CDR3 Kabat | SEQ ID NO:23

Chothia | SEQ ID NO:26

VH SEQ ID NO:27
Chudi Ning | SEQ ID NO:29
Chudi nhe mAb2

CDRI Kabat | SEQID NO:31

Chothia | SEQ ID NO:34

CDR2 Kabat SEQ ID NO:32

Chothia | SEQ ID NO:35

CDR3  |Kabat |SEQIDNO:33
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Chothia | SEQ ID NO:36

VL SEQ ID NO:37

Chudi Nhe SEQ ID NO:39

~ Theo mét phueng 4n, khang thé IL-1p hodc manh gén két khang nguyén ctia nd
bao gdm it nhit 1a mot mién bién ddi chudi ning (Vi) globulin mién dich bao gbm cac
ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:21,
CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:22, va CDR3 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:23. Theo mdt phueng an, khang thé IL-1p hodic manh gén két khang nguyén ctia nd
bao gdm it nhét 12 mét mién bién ddi chudi nZang (Vi) globulin mién dich bao gém céc
ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:24,
CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:25, va CDR3 ¢¢ trinh tu axit amin SEQ ID
NO:26.

heo mot phueng 4n, khéng thé IL-1p hodc manh gfn két khang nguyén clia n6
bao gdm it nhét 12 mot mién bién d6i chudi nhe (VL) globulin mién dich bao g0m céc
ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c6 trinh tu-axit amin SEQ ID NO:31,
CDR2 ¢06 trinh ty axit amin SEQ ID NO:32 va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:33. Theo mdt phuong an, khang thé IL-1p hotic manh ain két khang nguyén ctia nd
bao gbm it nhit 14 mot mién bién ddi chudi nhe (Vi) globulin mién dich bao gdm cac
ving siéu bién CDRI, CDR2 va CDR3, CDRI1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:34,
CDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:35 va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:36.

Theo mét phwong 4n, kidng thé IL-1p hoic manh gin két khang nguyén ciia nd
bao gbm ft-nhit 1a mét mién Vi globulin mién dich va it _1:h§t 1a mét mién Vi globulin
mién dich, trong ¢6: ¢) mién Vi glcbulin mién dich nay bao gém (vi du trong trink t):
i) cac vung si¢u bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh tir axit amin SEQ ID
NO:21, CDR2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:22, va CDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:23; hodc ii) cdc.ving siéu bidn CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:24, CDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:25, va CDR3 c¢¢ trinh ty

axit amin SEQ ID NO:26; va b) mién Vi, globulin mi&n dich nay bao gom (vi du trong
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rinh t): i) cdc ving siéu bién CDR1, CDR2 v CDR3, CDR1 c6 trinh tur axit amin SEQ
iD NO:31, CDR2 ¢O trinh tu axit amih SEQ ID NO:32, va CDR3 c¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:33 hoic ii) céc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI ¢6 trinh ti
axit amin SEQ ID NO:34, CDR2 ¢0 trinh ty axit amin SEQ ID NO:35, va CDR3 ¢¢ trinh
tu axit amin SEQ ID NO:36.

Theo mét phueng 4n, khéng thé IL-1p hoic mién gén két khang nguyén ctia né
bao gdm: a) midn biér ddi chudi ning (Vi) globulin mién dich bao gdm trinh tu axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO:27; b) mién bién dbi chudi nhe (V1) globulin mién dich bao
gdm trinh tu axit amin duge néu trong SEQ ID NO:37; c) mién Vg globulin mién dich
bao gdm trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:27 va mién VL globulin mién
dich bao gdm trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:37; d) mién Vi globulin
min dich bao gdm cdc ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22,
va SEQ ID NO:23;¢) mién. Vi globulin mién dich bao gém.céc vung siéu bién dugc néu
trong SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:33; f) mién Vg globulin mién dich
bao gdm cic ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 va SEQ ID
NO:26; g) mién Vy, globulin mién dich bao gdm c4c vung siéu bién dugc néu trong SEQ
ID NO:34, SEQ ID NO:35 va SEQ ID NO:36; h) mién Vu globulin mién dich bao. gdm
cac vung siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, va SEQ ID NO:23
va mién VL globulin mién dich bao gdm céc ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID
NO:31, SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:33; i) mién Vi globulin mién dich bao gbm céc
vung siéu bién dugc néu trong SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, va SEQ ID NO:26 va
mién Vo globulin mién dich bao gbm céc ving siéu bién dugc néu trong SEQ ID NO:34,
SEQ ID NO:35 va SEQ ID NO:36; j) chuéi_nh@ bao gdbm SEQ ID NO:37; k) chudi ning
bao gdm SEQ ID NO:29; hoic 1) chudi nhe bao gdm SEQ ID NO:39 va chubdi ning bao
gdm SEQ ID NO:29.

Theo mdt sb phirong 4n, khang thé IL-1p hogc méanh gén két khang nguyén ciia né
(vi du mAb2) bao gdm ba CDR ctia SEQ ID NO:37. Theo céc phuong 4n khéac, khéng
thé IL-1p hodic manh gin két khang nguyén ciia n6 bao gdm ba CDR ctia SEQ ID NO:27.
Theo céc phuong an khac, khang thé IL-1p hoiic manh gin két khang nguyén clia nd
bao gbém ba CDR ctia SEQ ID NO:37 va ba CDR ciia SEQ ID NO:27. Theo mot sb

phuong 4n, khéng thé IL-1p hodc manh gin két khang nguyén cia n6 bao gdm ba CDR
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cua SEQ ID NO:39. Theo cac phuong an khac, khang thé IL-1p hodc méinh gdn két
khang nguyén ctia n6 bao gbm ba CDR ctia SEQ ID NO:29. Theo céc phuong an khic,
khang thé IL-1B hoic manh gfin két khang nguyén ciia n6 bao gbém ba CDR ctia SEQ ID
NO:39 va ba CDR cta SEQ ID NO:29.

Theo mot phuong &n, khing thé IL-1p hoic manh gén két khang nguyén ciia né
(vi du mAb2) dugc chon tir khiang thé IL-1p ngudi ma bao gdm it nhét: a) chudi ning
globulin mién dich ho#c manh ctia n6 ma bao gbm mién bién dbi bao gbm, trong trinh
tu, cac ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3 va phén khéng dbi hoiic manh ctia né cia
chudi ning ngudi; CDR1 nay c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:21, CDR2 ¢6 trinh -ty
axit amin SEQ ID NO:22, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:23; va b) chudi
nhe globulin mién dich hojc manh cta n6é ma bao gém mién bién ddi bao gém, trong
trinh tu, cac vung si€u bién CDRI1, CDR2, va CDR3 va phﬁn khong dbi hodc manh caa
n6 ctia chudi nhe ngudi, CDRI ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:31, CDR2 c6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:32, va CDR3 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:33.

Theo mot phwong 4n, khang thé IL-1B hoic manh gfn két khang nguyén ctia nd
(vi du mAb2) dugce chon tir khang thé IL-1p ngudi ma bao gbm it nhét: a) chudi ning
globulin mién dich ho#c manh ctia né ma bao gbm mién bién dbi bao gdm, trong trinh
tw, cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3 va ‘phﬁn khong ddi hodc manh cia né cla
chudi ning nguodi; CDRI1 nay c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:24, CDR2 ¢6 trinh tur
axit amin SEQ ID NO:25 va CDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:26; va b) chudi
nhe globulin mién dich hoge manh ctia n6 ma bao gbm mién bién ddi bao gbm, trong
trinh ty, cic ving si€u bién CDR1, CDR2, va CDR3 va phén khong ddi hoiic manh cua
n6 cta chudi nhe ngudi, CDR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:34, CDR2 c6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:35, va CDR3 ¢0 trinh ty axit amin SEQ ID NO:36.

Theo mdt phuong 4an, khang thé IL-1B hoic manh gin két khang nguyén cia né
duoc chon tir khang thé don chudi hodc manh gin két khang nguyén ctia né ma bao gbm
vi tri gén két khang nguyén bao gdm: a) mién thit nhét bao gdm, trong trinh tw, cic ving
siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI ¢4 trinh tu axit amin SEQ ID NO:21, CDR2
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NC:22, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:23; va
b) mién tht hai bao gém, trong trinh tw, cdc vung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3,
CDRI c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:31, CDR2 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:32,
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va CDR3 ¢4 trinh ty axit amin SEQ ID NO:33; va c¢) cau noi peptit ma dugc gén két vdi
ddu N cta mién thir nhat va véi dau C cta mién thir hai hodc véi dau C cua mien thi

nhat va véi dau N ciia mién th( hai.

Theo mdt phuong an, khang thé IL-1B hogc méanh gfn két khang nguyén cua né
(vi du mAb2) dugc chon tir khang thé don chudi hodc manh gin két khang nguyén clia
n6 ma bao gdm Vi tri giin két khang nguyén bao gdm: a) mién thir nhét bao gbm, trong
trinh tu, cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 c6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:24, CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:25, va CDR3 c¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:26; va b) mién tht hai bao ~g6m, trong trinh ty, cic vung si€u bién CDRI,
CDR2 va CDR3, €DRI1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:34, CDR2 c¢¢ trinh tu axit
amin SEQ ID NO:35, va CDR3 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:36; va ¢) cau ndi peptit
ma dugc g'fm két véi ddu N cua mién thir nhat va v6i dau C cua mién thir hai hodc véi

dau C ciia mién thtr nhat va véi dau N cta mién thir hai.

Mién Vi hodic Vi, cia khang thé IL-1B hoic manh gin két khang nguyén ctia né
duoc st dung trong cac phuong phép cua sang ché c6 thé c6 cac mién Vi va/ hodc Vi
ma vé co ban gibng véi cdc mién Vi hodc Vi dugc néu trong SEQ ID NO:27 va 37.
Khang thé IL-1p ngudi dugc boc 1§ & day co thé bao gbébm chudi ning ma vé co ban
gidng véi trinh tw dwoc néu trong SEQ ID NO:29 va/ hodc chudi nhe ma vé co ban gibng
véi trinh t¥ duge néu trong SEQ ID NO:39. Khang thé IL-1B nguoi duoce boc 1 ¢ day
¢6 thé bao gdm chudi ning ma bao gdm SEQ ID NO:29 va chudi nhe ma bao gdm SEQ
ID NO:39. Khéng thé IL-1B nguoi duge boc 10 & day co thé bao gdm: a) mdt chudi ning,
bao gdbm mién bién ddi c6 trinh tw axit amin v& co ban gidng véi trinh ty duge thé hién
trong SEQ ID NO:27 va p.hén khong i trén chudi nang ngudi; va b) mot chudi nhe,
bao gdbm mién bién dc‘v)i ¢6 trinh ty axit amin vé co ban gidng véi trinh tu dugc thé hién

trong SEQ ID NO:37 va phén khong d6i trén chudi nhe ngudi.

Céc chit ddi khang IL-1B dugc wu tién khéc (vi du cdc khang thé) dé st dung
trong cac pnuong phap, bo kit va phac b theo sang ché 1a cac loai dugc néu trong bing
sang ché MY cac s6 7,446,175 hoic 7,993,878 hoidc 8,273,350, ma dugc Kkét hop toan bo

& diy bang cdch vién dan.

4. Cac cai bién IFc
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Ngoai hofc bén canh céc cai bién duoc tao ra trong cic ving vung hodc CDR,
céc khang thé theo sang ché ¢6 thé duoc thiét ké dé bao gém cic cai bién & bén trong
ving Fc, thudong dé thay d6i mot hodc nhiéu dic tinh chirc ning cua khang thé nay, nhu
thoi gian ban thai trong huyét thanh, sy cb dinh bd thé, su gz“'m két thu thé Fe, va/ hoic
tinh gy doc té bao phu thudc khang nguyén. Hon nita, khang thé theo sang ché c6 thé
duoc cai bién vé miit Loa hoc (vi du mot hodc nhiéu géc héa hoc ¢6 thé duoc gfm vao
khang thé) hoic dugc cai bién dé thay dbi su glycosyl héa cta né, lai dé thay d6i mot
hoic nhiéu dic tinh chitc ning cua khang thé nay. Mdi phuong én trong sb cac phuong
4n nay duoc mo ta chi tiét hon dudi ddy. Céch dénh sb cac gdc trong ving Fc 13 cich

danh sb theo so dd danh s chau Au ctia Edelman ct al., PNAS, 1969 May, 63(1):78-85.

- Theo mot phuong an, vung ban 18 cia CH1 duoc cai bién sao cho nhiéu gdc
xystein trong ving ban 1& nay duoc thay dbi, vi du tang hodc giam. Phuong phép nay
dugc mo ta thém trong béng séng ché M§ 6 5,677,425 bai Bodmer va cong su. Nhiéu
gbc xystein trong ving ban 1& ctia CH1 dugc thay ddi dé, vi du, thuc day su Hp rap cua

cac chudi nhe va chuoi ning hodc dé 1am tang hodc giam d9 6n dinh cua khang thé.

Theo phudng an khéc, ving ban 18 Fc ctia khang thé dugc gy dot bién dé lam
gidm thoi gian ban thai sinh hoc ctia khang thé. Cu thé hon, mét hogic nhiéu dot bién axit
amin duge dua vao ving mit phan cach mién CH2-CH3 ctia manh béan 1& Fc sao cho
khang thé nay 1am suy yéu su gén két protein A Staphylococcus (SpA) tuong quan v&i
sur gén két SpA mién ban 1& Fe tuy nhién. Phuong phép ndy dugc md ta chi tiét hon trong

Béng sang ché My sb 6,165,745 bdi Ward va cdng su.

Theo phuong an khac, khang thé dugc cai bién dé lam tdng thoi gian ban thai
sinh hoc ctia n6. Nhidu phuong phap khic nhau c6 thé st dung dugc. Vi du nhu, mot
hodc nhiéu dot bién sau day co thé dugc dua vao: T252L, T2548S, T256F, nhu duoc md
{4 trong bing sang ché My sb 6,277,375 cp cho Ward. Theo cach khac, dé 1am ting
thoi gian béan thai sinh hoc, khang thé c6 thé dugc thay d6i & trong ving CHI hozc CL
dé chira epitop gin két thu thé ctu van 1dy tir hai vong cua mién CH2 cta ving Fc clia
IeG, nhu duogc md ta treng bing sang ché My sb 5,869,046 va 6,121,022 béi Presta va

cdng su.

Theo phuong an khéc nita, ving Fc dugc thay d6i bang cach thay thé it nhét 13

mot goc axit amin bing goc axit amin khac d€ lam thay d6i chtiic ndng tic dong cla
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khang thé. Vi dy, mét hodic nhiéu axit amin c6 thé duoc thay thé bing gdc axit amin
khac sao cho hang thé c6 ai luc thay d6i ddi véi phdi tir téc dong nhung gitt lai kha
ning gin két khing 11g11)'én ctia khang thé ban dau. Phéi ttr téc dong ma 4i luc véi nd
dugc thay i c6 thé 13, vi du, thu thé Fc hodc thanh phén C1 coa bd thé. Phuong phép
nay dugc md ta chi tiét hon trong céc bing sang ché My s6 5,624,821 va 5,648,260, déu

cia Winter va cOng su.

- Theo phuong an khéc, mdt hodc nhidu axit amin dugc chon tir cic gdc axit amin
¢6 thé duogc thay thé biang gbe axit amin khéc sao cho khang thé c¢6 su gin két Clq thay
ddi va/ hodc su gy do: té bao phu thude bd thé (CDC) giam di hoic bi phé hily. Phuong
phap nay Guge mo ta chi tiét hon trong cac Bing sang ché M¥ 6 6,194,551 boi Idusogie

va cdng su.

Theo phuong dn khéic, mot hodc nhiéu gbc axit amin duoc thay d6i dé bang cach
d6 1am thay dbi kha nﬁng ctia khang thé dé c6 dinh b thé. Phuong phép niy duge md
ta chi tiét hon trong cong bd don séng ché qudc té s6 WO 94/29351 béi Bodmer va cong

sty

Theo phtrong an khac nira, ving Fc dugc cai bién dé tang kha ning cta khang
thé d& 1am trung gian cho su gy doc té bao phu thudc khang thé (ADCC) v&/ hodc lam

ting 4i lwc ctia khang thé do6i véi thu thé Fey bang cach cai bién mdt hodc nhi€u axit

7
vvvvv

amin. Phuong phap ndy dugc md ta chi tiét hon trong cong b6 don sang ché qudc té sb
WO 00/42072 béi Presta. Hon nita, cac vi tri gén két trén IgG1 ngudi dbi véi FeyRl,
FcyRII, FeyRIII va FcRn da duge 1ap ban dd va céc bién thé véi su gin két dugc cai
thién di duoc md ta (xem Shields, R.L. et al, (2001) J Biol Chem 276:6591-6604).

Theo céc phuong an cu thé, mién Fc cia isotyp IgG1 duge sit dung. Theo mot s6
phuong 4n dic trung, bién thé dot bién cta méanh Fc cia IgG1 dugc st dung, vi du Fe
IgG1 cAm ma lam gidm hodc loai trir kha néng cla polypeptit dung hop lam trung gian
cho su gy doc té bao phu thudc khang thé (ADCC) va/ hogic gén két voi thu thé Fey. Vi
du v& dot bién cam isotyp IgG1 trong d6 gbc Loxin dugc thay thé bang gbc Alanin tai
cac vi tri axit amin 234 va 235 nhu duoc mé ta bdi Hezareh et al, J. Virol (2001);

75(24):12161-8.
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Theo cac phuong 4n cy thé, mién Fc nay 1a the dot bién ngin chin su glycosyl
hoa tai vi tri 297 cua mién Fe. Vi du, mién Fc chira sy thé axit amin ctia goc asparagin
tai vi trf 297. Céc vi du vé su thé axit amin nay 1a sy thay thé cia N297 bang glyxin

hodc alanin.

Céc chirc nang tac dong bi lam cdm co thé thu dugc bang su dot bién & ving Fc
cta cac khang thé va di duge mb ta trong linh vuc k§y thuat: LALA va N297A (Strohi,
W., 2009, Curr. Opin. Biotechnol. vol. 20(6):685-691); va D265A (Baudino et al., 2008,
J. Immunol. 181:6664-69; Strohl, W., néu trén); va DAPA (D265A va P329A) (Shields
RL., J Biol Chem. 2001;276(9):6591-604; cong bd bing sang ché My sb
US2015/0320880). Céc vi du v& cac khéng thé 1gG1 Fc cam bao gdbm dot bién dugc goi
la LALA bao gém dot bién L234A va L235A & trinh tu axit amin Fc 1gG1. Vi dy khac
v& khéang thé 1gG1 ciAm nay bao gdm dot bién D265A. Vi du khéc vé khang thé 1gG1
cam la dot bién duoc goi la DAPA, bao gém dot bién D265A va P329A d61 v6i trinh tu
axit amin Fc IgG1. Khang thé 1gG1 cam khéc bao gdm dot bién N297A, ma tao thanh
céc khang thé khong duge glycosyl hoa. Céc dot bién Fc khac dé tao ra chirc ning tic
dong dugc lam cam dugc mo ta trong cong b6 don sang ché qudc té s6 W02014/145806
(vi du, trén Hinh 7 cuia WO2014/145806), dugc két hop toan bo & day bing cach vién
dAn. Mot vi du tr WO2014/145806 vé khang thé IgG1 cam bao gém dot bién E233P,
1234V, L.235A, va S267K, va sy loai bé G236 (G236del). Vi du khac tir cong bb don
séng ché quéc té s6 WO2014/145806 vé khang thé IgG1 cam bao gém dot bién E233P,
1234V, vaL235A, va su x6a bo G236 (G236del). Vi du khéc 1a cong bb don sang ché
quéc té s6 W02014/145806 vé khang thé IgG1 cam bao gdm dot bién S267K.

Theo phucng &n khéc nita, sy glycosyl héa cua khang thé duoc cai bién. Vi du,
-khang thé khéng duoc glycosyl hoa c6 thé dugc tao ra (tic 13, khang thé thiéu su
glycosyl héa). St glycosyl hoa ¢ thé dugc thay d6i, vi du, dé 1am ting 4i luc ctia khang
thé dbi véi khang nguyén. Céc cai bién carbohydrat ndy c6 thé dugc thuc hién bang
cach, vi dy, lam thay d8i mot hodc nhidu vi trf glycosyl héa trong trinh tw khédng thé. Vi
du, mot hodc nhiéu sir thé axit amin c6 thé dugc tao ra ma dan dén viéc loai bo mot hoic
nhiéu vi tri glycosyl hoa khung viing bién ddi dé nhd d6 loai bd sy glycosyl héa tai vi

tri 6. Su khong glyccsyl hoa cé thé lam tdng 4i lyc ctia khang thé d6i véi khang nguyén.
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Phuong phép nhu vay duge mé ta chi ti€t hon trong, vi du, cdc bang sang ché My s6

5,714,350 va 6,350,861 cia Co va cdng su.

Ngoai ra hoic theo cach khac, khang thé c6 thé duoc tao ra ma c6 loai glycosyl
duoc thay dbi, nhu khang thé duge hypofucosyl héa co lugng gdc fucosyl giam hoic
khang thé ¢6 cac cu triic GlcNac chia doi tang. Cac md hinh glycosyl héa thay d6i nhu
vdy da dugc ching minh 13 1am ting kha ning ADCC cua khang thé. Cac cai bién
carbohydrat nay cé thé dugc thue hién bing cach, vi du, biéu hién khang thé trong té
bao chii ¢6 bd may glycosyl hoa thay ddi. Cac té bao c6 bd méy glycosyl hoa thay i
dd dugc mo ta trong linh vuc k¥ thuat va co thé duoc st dung lam cac té bao chu dé biéu
hién cc khang thé tai t6 hop theo sang ché trong d6 dé tir d6 san xuét khang thé ¢ su
glycosyl hoa thay dbi. Vi du, don sang ché chau Au s6 EP.1,176,195 cia Hang va cong
s md ta dong té bao c6 gen FUTS bi phé hiy v& mit chirc ning, ma ma héa cho fucosyl
transferaza, do vy cédc khang thé duoc biéu hién trong dong téba‘lo nay thé hién sy
hypofucosyl héa. Do d6, theo mdt phwong 4n, cac khang thé theo séng ché duogc san
xudit bang sur biéu hién tai t6 hop trong dong té bao ma thé hién md hinh hypofucosyl
héa, vi du, dong té bao dong vat ¢ vu cé su biéu hién thiéu st cta gen FUT8 ma hoa
cho fucosyltransferaza. Cong bd don sang ché qudc té s6 WO 03/035835 ciia Presta md
ta dong t& bao CHO bién thé, té bao Lecl3, c6 kha niing gén fucoza vé6i cic carbohydrat
duoc g;“'m két boi Asn(297) gidm, ciing din dén sy hypofucosyl héa cia cac khang thé
dugc biéu hién trong té bao chu d6 (cling xem Shields, R.L. et al., 2002 J. Biol. Chem.
277:26733-26740). Cong bb don sang ché qudc té s6 WO 99/54342 clia Umana va cong
sw md ta cdc dong té bao duogc thiét ké dé bidu hién cac glycosyl transferaza cai bién
glycoprotein (vi du beta(1,4)-N axetylglucosaminyltransferaza I1I (GnTIII)) do viy cac
khang thé duoc biéu hién trong céc dong té bao duogc thiét ké thé hién cic cdu tric
GlcNac chia d6i ting ma din dén hoat tinh ADCC ting cua cac khang thé (cling xem
Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180). Theo.cich khéc, cac khang thé theo sang
ché 6 thé duoc tao ra trong ndm men hoic ném soi duoc thiét ké cho mé hinh glycosyl
hoéa gibng dong vat co vi, va c6 kha ning san xut cac khang thé thiéu fucoza lam mo

hinh glycosyl hoa (xem vi du bing sang ché chau Au s6 EP1297172B1).

Su cai bién khéc ctia cac:khing thé ¢ ddy ma duoc du tinh bdi sang ché 1a su

pegyl hoa. Khang thé ¢6 thé duoc pegyl hoa dé, vi du, 1am ting thoi gian ban thai sinh
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hoc (vi du trong huyét thanh) ciia khéng thé. Dé pegyl hoa khang thé, khang thé nay,
ho#c ménh clia nd, thudag duge cho phan ting v6i polyetylen glycol (PEG), ching han
nhv este phan tng hodc dan xudi aldehyt ctia PEG, trong diéu kién trong d6 mot hesic
nhiéu nhém PEG tr& nén dugc gin véi khang thé hoic manh khéng thé nay. Su pegyl
héa c6 thé dugc thyuc hién bing phan tng axyl héa hoic phan tmg alkyl hoa véi phén ti
PEG phéa g (hodc pelyme hda tan trong nude phan tng treng tu). Nhir duge sit dung
& day, thuét ngft "polyetylen glycol" duoc dy dinh 1a bao him dang FEG bét ky ma da
duoc st dung dé tao din xudt céc protein khac, nhu mono (C1-C10) alkoxy- hodc
aryloxy-polyetylen glycol ho#c polyetylen glycol-maleimit. Theo c4c phuong an cu th_é,
khéng thé dé dugc pegyl hoa la khang thé khong duoc glycosyl héa. Phuong phép pegyl
hoa protein 14 da biét trong linh vire va ¢6 thé dugc ap dung cho cac khéng thé theo sang
ché. Xem vi du, don séang ché chau Au s§ EP 0 154 316 ctia Nishimura va cng su va

EP 0401 384 cta Ishikawa va cong su..

Sy ¢ai bién khac cia cdc khang thé ma duoc du tinh boi sing ché 1a thé lién hop
hoic thé dung hop pretein cia it nhét 1a ving gin két khang nguyén ctia khang thé theo
sang ché v6i protein huyét thanh, nhur albumin huyét thanh ngudi hodic manh cia né dé
lam ting thoi gian ban thai cia phén tir thu dugc. Phuong phap nhu vy vi-du dugc mo

ta trong don séng ché chau Au s6 EP0322094 ctia Ballance et al..

Su cai bién khac ctia khéng thé ma dwoc du tinh béi sdng ché 1 mot hogc nhiéu
su cai bién dé lam ting su tao thanh khang thé dic hiéu kép heterodime. Nhiéu phwong
phép sin co-trong Iink vuc c6 thé duoc st dung 48 ting cudng su dime héa ctia hai mién
chudi ning ctia céc khézg thé dic hiéu kép, vi du, cic bbmAb, nhu dugc md t4 trong, vi
duy, don séng ché chau Au sb EP 1870459A1; béng sang ché My¥ b 5,582,996; b?lng
sang ché M§ sb 5,731,168; bing sang ché My s6 5,910,573; bing sang ché My sb
5,932,448; bfmg séng ché M¥ b 6,833,441; b'fmg séng ché M§ sb 7,183,076; cong bb
don sang ché My sé_2006204493A1; va cbng bd cong bd don sang ché qudc té sb
W02009/089004A1, ndi dung ctia cac tai liéu nay dugc két hop toan bd & day bing cach

vién dan.

Sw tao thiah cta cic khing thé-dic hidu kép bang cach sir dung phwong phép
nim trong 1§ diroc bac 16 trong cong bd don sang ché s6 W01996/027011, Ridgway et
al., (1996), va Merchant et al. (1998).
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(1) Num trong 18 (Knob-in-Hole - KIH)

Céc phén ti da dédc hiéu, vi du, khéng thé da dic hiéu hodc céc phan tir gidng
khang thé da dic hiéu, theo sang ché c6 thé bao gém mot hoac nhiéu, vi du, mot sd
luong, dot bién dbi v6i mot hodc nhiéu mién khong ddi, vi du, cac mién CH3. Theo mot
vi dy, phén tr da dac hiéu theo sang ché bao gdm hai polypeptit ma mdi polypeptit ndy
bao gém mién khong ¢di chudi ning cta khing thé, vi du, mién CH2 hoic CH3. Theo
mot vi du, hai mién khdng d6i chudi nang nay, vi du, mién CH2 hodc CH3 ctia phén tr
da dic hiéu bao gém mot hodc nhiu dot bién ma cho phép sur két hop heterodime gitta
hai chudi. Theo mdt khia canh, mdt hogc nhidu dot bién nidm trén mién CH2 cua hai
chudi ning cta khang thé da dic hiéu, vi du, khang thé dic hiéu kép hoic phan i gidng
khéng thé diic hiéu kép. Theo mdt khia canh, mdt hodc nhiéu dot bién duoe dit trén mién
CH3 cua it nhat hai polypeptit ctia phan tir ddc hiéu kép. Theo mot khia canh, mot hodc
nhiéu dot bién ddi véi polypeptit thir nhét cta phén tr da ddc hi¢u nay bao gém mién
khéng én chudi ning tao thanh "nim" va mdt hogc nhiu dot bién ddi vai polypeptit thix
hai ctia phéan tr da diic hiéu nay bao gdm mién khong ddi chudi ning tao thanh "13," sao
cho su heterodime hoa clia polypeptit ciia phan tir da dédc hiéu nay bao gbém mién khong
d6i chudi nin g lam cko "nim" @& tao mat phén cach (vi du, twong tac, vi du, mién CH2
ctia polypeptit thir nhit twong tac véi mién CH2 ctia polypeptit thit hai, hogc mién CH3
cua polypeptit thir nhit twrong tic v6i mién CH3 cta polypeptit thir hai) véi "18." La
thudt ngtt duoc sir dung ¢ dly, "nim" dung dé chi it nhét 12 mot chudi bén axit amin ma
nho ra tir mdt phan céch cua polypeptit thir nhét ca phan tir da diic hiéu bao gdm mién
khong i chubi ning va do d6 dinh vi dugc trong "6" bl trong mt phan cach véi
polypeptit thir hai cia phan tir da dédc hiéu bao gdm mién khong dbi chudi ning dé on
dinh hoa heteromultime, va do d6, vi dy uu tién sy hinh thanh heteromuitime hon 13 sy
hinh thanh homomultime. N ray c6 thé ton tai trong mit phan cach ban dau hoic c6
thé dugc dua vio b%.ng_cz’lch tbng hov (vi du bing cach thay b1 axit nucleic ma héa cho
mit phan cach nay). Céc gc rhip vao duge wu tién cho sy hinh thanh nium thudng 1a
cac gbe axit amin c6 trong tw nhién va té_t hon 1a dugc chon tir arginin (R), phenylalzinin
(F), tyrosin (Y) va tryptophan (W). Dugc uvu ti%n nhét 13 tryptophan va tyrosin. Theo
pawong 4n duge vu tién, goc ban_dﬁu cho sy hinh thanh chd 16i 1én nay ¢6 thé tich chudi

bén nho, nhu alanin, asparagin, axit aspartic, glyxin, serin, thrconin hogc valin.
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© "L3" ding dé chi ft nhét 12 mot chudi bén axit amin ma duoc tao héc tir mit phan
cach cta polypeptit thir hai-cia phan tir da dic hi¢u nay bao ¢Om mién khong dbi chudi
ning va do d6 tiép nhan nmim twong (ng trén b& mat mit phan cach lién k& ctia polypeptit
thir nhat ctia phan tir da ddc hidu bao ¢0m mién khong ddi chudi ning. L& ndy c6 thé ton
tai trong méat phin cach ban dAu hoic c6 thé duge dua vao bing cach téng hop (vi du
bing cach thay dbi axit nucleic mi héa cho mit phan cach ndy). Céc gbc nhép vao dugc
wu tién cho su hinh thanh héc thuong 1a cac gbe axit amin c6 trong ty nhién va t6t hon
1a duge chon tr zlanin (A), serin (S), threonin (T) va valin (V). Duoc uu tién nhét 13
serin, alanin hodc threcnin. Theo phuong 4n dugc uvu tién nay, géc ban dﬁu;cho si hinh
thanh héc nay c¢6 thé tich chudi bén 16n, nhu tyrosin, arginin, phenylalanin hodc

tryptophan.

Theo phwrong an dugc vu tién, mién CH3 th& nhét bi dot bién tai gbc 366, 405
hodc 407 theo so dd danh sd chau Av ciia Edelman et al., PNAS, 1969 May, 63(1):78-
25 d4 tao thanh "ni™kods 153" (zhu duge mo ta trén ddy), va mién CH3 thir kai ma tao
heterodime héa véi mién CH3 thi nhit bi dot biéa tai: gbe 407 néu géc 366 bi dot bién
& mién CH3 thir nhit; géc 349 néu géc 405 bi dot bién & mién CH3 thir nhét, hoic géc
366 néu géc 407 bi 45t bién & mién CH3 thtr nhét, theo sz d6 danh s6 Chéau Au cua
Edelman et al., PNAS, 1969 May, 63(1):78-85, dé tao thanh "15" hogc "rim" bd sung

v6i "nam" hogc "10" ctia mién CH3 thir nhat.

Theo phuong 4n duoc wu tién, midn CH3 thir nhit bi dot bién tai gbe 366 theo so
dd danh sA chiu A cta Edelman et at., PNAS, 1969-May; 63(1):78-85 dé tao thanh
"nam" hojc 18" (nhu duge md ta trén diy), va mién CH3 thi hai ma tao heterodime héa
v6i mién CH3 tht nhét bi ¢ot bién tai cac gbe 366, 368 va/ hotic 407 theo so ) danh sd
chau Au ctia Edelman et al., PNAS, 1969 May, 63(1):78-85, dé tao thanh "16" hodc
"nim" bd sung v6i "nim" hoic "18" cia mién CH3 thtr nhét. Theo mot phwong 4n, sy
dot bién dbi v6i mién CH3 tha nhét dua vao gde tyrosin (Y) tai vi tri 366. Theo mot
phuong én, sy dot bién dbi v6i CH3 tha nhét 12 T366Y.. Theo mot phuong 4n, sy dot
bién d6i v6i mién CH3 tht nhit dua vao gbe tryptophan (W) tai vi tri 366. Theo mot
phuong 4n, sy dot bién dbi voi CH3 thi nhat 12 T366W. Theo cdc phuong an, sw dot
bidn d6i véi mién CH3 tht hai ma tao heterodime héa v6i mién CH3 thir nhit bi.dot

bién tai vi tri 366 (vi dy, c6 tyrosin (Y) hodc tryptophan (W) duge dua vao tai vi tri 366,
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vi du, bao gdm ddt bién T366Y hodc T366W), bao gdm dot bién tai vi tri 366, dot bién
tai vi tri 368 va dot bién tai vi tri 407, theo so dd danh s chiu Au cta Edelman et al.,
PNAS, 1969 May, 63(1):78-85. Theo cac phuong 4n, dot bién tai vi tri 366 nay dua vao
gbc serin (S), dot bién tai vi trf 368 dwa vao alanin (A), va dot bién tai vi trf 407 dua vao
valin (V). Theo cac phuong an, céc dot bién bao gdbm T366S, L368A va Y407V. Theo
mot phuong an, mién CH3 thir nhét cta phén tir da dic hi¢u bao gﬁ“)m d6t bién T366Y,
vi mién CH3 thtt hai ma tao heterodime hoa véi mién CH3 thir nhét bao gdm cac dot
bién T366S, L368A va Y407V, hodc nguge lai. Theo mot phuong én, mién CH3 thir
nhit ctia phén tir da dic hidu bao g&”)m»d(f)t bién T366W, va mién CH3 thtr hai ma tao
heterodime héa véi mién CH3 tht nhit bao g6m cac dot bién T366S, 1.368A va Y407V,

hodc ngugc lai.

Céc dot bién kkong gian hodc "1&ch" (vi dy, nim trong 16) dwgc mo ta trong cong
b6 don sang ché quic t& sé W02014/145806 (vi dy, Hinh 3, Hinh 4 va Hinh 12 cta
W02014/145806), cong bd don sang ché quéc t& s6 W02014/110601, va cong bd don
sang ché quéc té s& WO 2016/086186, WO 2016/086189, WO 2016/086196 va WO
2016/182751 ndi dung cta cac tai licu nay duoc két hop toan b & day bing cach vién
dAn. Vi du v& biéa thd KIH bao gdbm chudi khong dbi thir nhét bao gdm d6t bién L368D
va K3708, bét ciip véi chudi khong dbi thi hai bao gdm dot bién S364K va E357Q.

Céc cip dot bién nim trong 15 bd sung thich hop dé st dung trong phén tit da déic
hiéu bét ky theo sdng ché dugc md ta thém trong, vi du, cong bb don sang ché qubc té
s6 W01996/027011, va Merchant et al., Nat. Biotechnol., 16:677-681 (1998), ndi dung

clia céc tai liu nay dugc két hgp toan bd & day bang céch vién dan.

Theo phuong an bat ky duge mb ta & day, cac mién CH3 néy' c6 thé bi dot bién
bd sung d& dua vao cip gdc xystein. Khong bi rang bude boi ly thuyét, tin ring su dua
vao cip gde xyéfein vcé kha ning tao thanh gin két disulfua mang lai d6 6n dinh cho
phan tir da dic hiéu dugc heterodime hoa nay. Theo cac phuong én, mién CH3 thtr nhit
bao gdm xystein tai vi tri 354, theo so dd danh 6 Chau Au ctia Edelman et al., PNAS,
1969 May, 63(1):78-85, va-mién CH3 thir hai ma tao heterodime héa v6i mién CH3 tht
nhét bao gém xystein tai vi tri 349, theo so dd danh s6 Chau Au cua Edelman et al.,
PNAS, 1969 May, 63(1):78-85. Theo céc phuong an, mién CH3 thir nhit cia phan tir

da dic hiéu bas gdm xystein tai vi trf 354 (vi du, bao gbm dot bién S354C) va tyrosin
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(Y) tai V1 t11 366 (vi du bao gbm dot bién T366Y) va mién CH3 the ha1 ma tao
heterodlme héa v6i mlcn CH3 thir nhit bao gém xystem tai vi tri 349 (V1 du, bao gdm
dot bién Y349C), serin tai vi trf 366 (vi dy, bao gbm dot bién T366S), alanin tai vi trf
368 (vi du, bao gém dot bién L368A), va valin tai vi tri 407 (vi dy, bao gém dot bién
Y407V). Theo cac phuong an, mién CH3 thir nhét ctia phan tir da dic hiéu bao gdm
xystein tai vi tri 354 (vi dy, bao gbm dot bién S354C) va tryptophan (W) tai vi tri 366
(vi dy, bao gém dot bién T366W), va mién CH3 tht hai ma tao heterodime hoa vi mién
CH3 thir nhét bao gdmxystein tai vi tri 349 (vi du, bao gém dot bién Y349C), serin tai
vi tri 366 (vi du, bao géln ddt bién T3668), alanin tai vi tri 368 (vi du, bao gém dot bién
L368A), va valin tai vi tri 407 (vi du, bao gbm dot bién Y407V).

(2) NGm va 1 thay thé: Sy heterodime hoa IgG

Theo mot khia canh, qué trinh heterodime héa ctia cac chudi polypeptit (vi du,
clia cic nta I\hang thé) ctia phan tir da ddc hiéu duge tang 1én bdi viéc dua mdt hodc
nhiéu dot Lién vao trong mién CH3 ma thu duge tir 16p khang thé IgG1. Theo mot
phu(mg &n, cac dot bién bao gom dot bién K409R dbi véi m(_)t mién CH3 dugc bét cdp
v6i dot bién F405L & mién FCH3 tht hai, theo so dd danh sé chau Au cua Edelman et al.,
PNAS, 1969 May, 63(1):78-85. Céc dot bién bd sung c6 thé cling, hodc theo cach khac,
14 tai céc vi tri 366, 368, 370, 399, 405, 407, va 409 theo so db danh s6 Chau Au ciia
Edelman et al., PNAS, 1969 May, 63(1):78-85. Tt hon 13, sy heterodime héa ctia cic
polypeptit bao g‘ck)mvcéc dot bién dat dwgc trong didu kién khi, vi du, 10-100 mM 2-
MEA (vi dy, 25, 50, hodc 100 mM 2-MEA) cho 1-10, vi du, 1,5-5, vi du, 5, gid tai 25-
37C, vi du, 25C hoac 37C.

Nhitng sy thay thé axit amin duge mo ta & day dugc dua vao trong cac mién CH3
béng cach st dung céc k§ thuét da biét rd trong linh vire ndy. Thong thudng ADN ma
héa (cac) chudi ning thuong dugc thiét ké bang cach st dung cac k¥ thuat dugc mo ta
trong Mutagenesis: a Practical Approach. Sy gy dot bién qua trung gian oligonucleotit
1a phuong phap dugc wu tién dé tao ra cac bién thé dot bién thé cia ADN mi hoa hai
chudi ning lai. K¥ thut nay da biét rd trong linh vire ndy nhu dugc mo ta bdi Adelman

et al., (1983) DNA, 2:183.
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Chién lugc heterodime héa IgG dugc md ta trong, vi dy, cong bb don sang ché
québc t& s6 W02008/119353, W0O2011/131746, va W02013/060867, ndi dung cia cic

tai liéu ndy duge két hop toan bd & day biang cich vién dan.

Theo phuong an bat ky duge mo ta & ddy, cac mién CH3 nay c6 thé bi dot bién
b6 sung @& dwa vao cap gdc xystein. Khong bi rang budc béi Iy thuyét, tin ring sy dwa
vao cip gdc xystein cé kha ning tao thanh gin két disulfua mang lai do 6n dinh cho
phéan i da dic hiéu dugc heterodime hoa nay. Theo cdc phuong én, mién CH3 tht nhét
bao gém‘xystein tai vi tri 354, theo so dd danh sb chau Au cua Edelman et al., PNAS,
1969 May, 63(1):78-85, va mién CH3 thtt hai ma tao heterodime hoa v6i mién CH3 thr
nhét bao gém xystein tai vi tri 349, theo so dd danh sb Chau Au cua Edelman et al.,

PNAS, 1969 May, 63(1):78-85.
(3)  Clu phéan cuc

" Theo mot khia canh, qué trinh heterodime héa cac chuéi'polypeptit (vi dl,i, cua
c4c ntra khang thé) ciia phan tir da dic hiéu dugc ting boi viéc dua vao cac dot bién dya
vao "su béc cAu phan cuc" hop 1y, ma dé 1am cho céc gbc tai mat phan cach gin két clia
hai chudi polypeptit nay tuong tac vdi cac gbc ¢6 tinh chit vat ly tuong tu (hoic bd
sung) trong cdu hinh heterodime, trong khi v6i cac gbc ¢6 tinh chat vat 1y khac & ciu
hihh homodime. Cu thé, céc dét bién duoc thiét ké dé, trong su tao thanh heterodime,
cac gbe phan cuc tuong tic véi cac gbe phan cuc, trong khi céc gbc ky nudc tuong tic
v6i cac gbe ky nude. Nguge lai, trong su tao thanh homodime, céc gbc dugc gy dot
bién sao cho céc gbc phén cyc tuong tac véi cac géc ky nudc. Nhitng su twong tac duge
uu tién trong ciu hinh heterodime va nhiing sy twong tic khong dugc uu tién trong chu
hinh homodime hoat dong cung nhau @& 1am cho céc mién CH3 c6 kha néng tao thanh

heterodime hon 1a tao thanh homodime.

Theo phuong an dién hinh, cac dot bién trén day dugc tao ra tai mot hodc nhiéu
vitri cda cac géc 364,368,399, 405,409, va 411 caa mién CH3, cach danh sd axit amin
theo so dd danh s6 chau Au cia Edelman et al., PNAS, 1969 May, 63(1):78-85.

Theo mdt khia canh, mdt hodc nhidu dot bién duoc chon tir nhém gbém cé:
Ser364Lcu, Thr365Val, Leu368Gln, Asp399Lys, Phe405Ser, Lys409Phe va Thr411Lys

duogc dua vao trong mdi trong hai mién CH3. (Ser364Lcu: goc serin ban dau tai vi tri
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364 duoc thay thé bang loxin; Thr366Val: gbc threonin ban dau tai vi tri 366 duge thay
thé bing valin; Leu368GIn: gbc loxin ban dAu tai vi tr 368 dugc thay thé bing glutamin;
Asp399Lys: gdc axit aspartic ban dAu tai vi tri 399 dugc thay thé bang lysin; Phe405Ser:
gbc phenylalanin ban dau tai vi tri 405 dugc thay thé bang serin; Lys409Phe: gbc lysin
ban dAu tai vi tri 409 dugc thay thé bing phenylalanin; Thr411Lys: gbc threonin ban

dAu tai vi trf 411 dwgc thay thé bing lysin.).

Theo khia canh khac, CH3 con lai c6 thé duoc dua vao mot hodc nhiéu dot bién
duoc chon tir nhoém gdm c6: Tyr407Phe, Lys409Gln va Thr411Asp (Tyr407Phe: gbc
tyrosin ban ddu tai vi tri 407 dugc thay thé bang phenyalanin; Lys409Glu: gbc lysin ban
dAu tai vi tri 409 duoc thay thé bang axit glutamic; Thr411Asp: gbc threonin ban dau tai

vi trf 411 duoc thay thé bing axit aspartic).

Theo khia canh khac, mot mién CH3 c6 mot hoidc nhiéu dot bién dugc chon tir
nhém gdm c6: Ser364Leu, Thr366Va1, Leu3 68GIn, Asp399Lys, Phe405Ser, Lys409Phe
va Thr411Lys, trong khi mién CH3 con lai ¢c6 mot hodc nhiéu dot bién dugc chon tir

nhém gdm c6: Tyr407Phe, Lys409GIn va Thr411Asp.

Theo mot phuong an 1am vi du, gbc threonin ban dAu tai vi tri 366 ctia mot mién
CH3 duqc:thay thé bang valin, trong khi gdc tyrosin ban dAu tai vi tri 407 ctia mién CH3

con lai duge thay thé bing phenylalanin.

Theo phuwong an lam vi du khéc, géc serin ban dau tai vi tri 364 cia mot mién
CH3 duoc thay thé bang loxin, ti‘ong khi gbc loxin ban dau tai vi trf 368 cling cling mién
CH3 ‘na‘ly dugc thay thé bing glutamin.

Theo phuong an 1am vi dy khac nita, gbc phenylalanin ban dau tai vi tri 405 cia
mdt mién CH3 dugc thay thé bing serin va gbc lysin ban dau tai vi tri 409 cta mién
CH3 nay dugc thay th8 bing phenylalanin, trong khi gbc lysin ban dau tai vi tri 409 ctia
mién CH3 con lai dugc thay thé bang glutamin.

Theo phuvong an lam vi du khéc nita, géc axit aspartic ban dau tai vi tr 399 cta
mdt mién CH3 duoc thay thé bang lysin, va gdc threonin ban dAu tai vi tri 411 ctia cling
mién CH3 nay &Lro'c thay thé bang lysin, trong khi gdc threonin ban dau tai vi tri 411

ctia mién CH3 ¢én 121 duoce thay thé bang axit aspartic.
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Nhitng sy thay thé axit amin dugcmd ta & ddy duge dua vao trong cdc mién CH3
bang cach st dung céc ky thust da biét rd trong Iinh vuc nay. Thong thudong ADN ma
héa (cac) chudi ning thuong dugc thiét ké béng cach st dung cac ky thuat duwgc mo ta
trong Mutagenesis: a Practical Approach. St_r gdy dot bién qua trung gian oligonucleotit
13 phwong phap dugc wu tién dé tao ra cic bién thé dot bién thé cia ADN ma hoa hai
chudi niing lai. K§ thudt nay da biét rd trong linh vire ndy nhu dugc md ta boi Adelman

et al., (1983) DNA, 2:183.

Chién lugc ciu ndi phan cuc duge mo ta trong, vi dy, cong bb don sang ché quéc
té s6 W02006/106905, W02009/089004 va K.Gunasekaran, et al. (2010) The Journal
of Biological Chemistry, 285:19637-19646, ndi dung cla cic tai liéu ndy dugc két hop

toan-bd & day bang cach vién dan.

~ Céc dot bién cAu néi phan cuc bd sung dugc mo ta trong, vi du, cong bb don sang
ché quéc t& s6 W02014/145806 (vi du, Hinh 6 ctia WO2014/145806), cong bd don sang
ché quéc té s6 W02014/110601, va cong bd don sang ché quéc té s6 WO 2016/086186,
WO 2016/086189, WO 2016/086196 va WO 2016/182751 ndi dung ctia céc tai liéu nay
dugc két hop toan bd & day béng cach vién din. Vi du vé bién thé cau nbi phan cuc bao

gdm chudi khong di bao gdm dot bién N208D, Q295E, N384D, Q418E va N421D.

Theo phuong 4n bat k}‘/' du’g’c md ta & day, cac mién CH3 nay c6 thé bi dot bién
bb sung dé dua vao cip gbe xystein. Khong bi rang budc béi 1y thuyét, tin ring su dua
vao cip gdc xystein c6 kha ning tao thanh gin két disulfua mang lai do 6n dinh cho
phén tir da dédc hi¢u dugc heterodime héa nay. Theo cac phuong an, mién CH3 thir nhit
bao gém xystein tai vi tri 354, theo so dd danh sb chau Au cua Edelman et al., PNAS,
1969 May, 63(1):78-85, va mién CH3 tht hai ma tao heterodime hoa v6i mién CH3 thi
nhit bao gdm xystein tai vi tri 349, theo so d6 dinh sb chau Au cta Edelman et al.,

PNAS, 1969 May, 63(1):78-85.-

Céc chién Iugce bd sung dé ting cudng qua trinh heterodime héa dwgc mo ta trong,
vi dy, cbng bd don qudc t& s6 W02016/105450, WO2016/086186, W02016/086189,
W02016/036196, W0O2016/141378, va W02014/145806, va W0O2014/110601, toan bd
n6i dung cta céc tai liéu nay dugc két hop toan bd & day bing cach vién dan. Bit ky
chién legc nao trong sb cac chién luge da néu c6 thé duge sir dung trong phan tir da dic

hi€u dugc mo ta & day.
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Theo cac phuong 4n, hai hodc hon hai cai bién trong s0 céc cai bién duge thao

ludn & day duoc két hop trong khéng thé dic higu kép don 1€, vi du, bbmAb.

5. Vidu 1: Tao ra bbmAb bbmAb1

Vi duy, su tao ra bbmAb diic hiéu dugc md ta dudi ddy, cho phép ngudi c6 hiéu

biét trung binh trong linh vuc thuc hién séng ché.

bbmADb thu dugc, bbmAbl, 1a IgG1 dic hiéu kép, cé cac dot bién cAm LALA,
oén két ddng thoi véi hai dich phan biét, IL-1p va IL-18. Khang thé nay két hop hai
nhanh gin két khang nguyén phan biét (c4c méanh Fab), trong khi Fab dinh huéng chéng
lai IL-1p dugce dya trén mAb2 va chia chudi nhe kappa (Vk6). Fab dinh huéng chéng
lai IL-18 duwa trén mAb1 va duoc tao thanh tir chudi nhe lambda (VA1). Dé giy ra su
heterodime héa ctia mién Fe trong qué trinh biéu hién "nim" c6 chudi bén axit amin (aa)

Iom (S354C va T366W) trong chudi ning mAbl va "18" ¢6 chudi bén 2a nhé (Y349C,
T3€68S, L368A, Y407V) duoc dua vao trong chudi ning mAb2.

Dé d& dang cho viéc tham chiéu, céc trinh ty axit amin ciia cac vung siéu bién doi
ctia khang thé bbmAb1, dya vao dinh nghia Kabat va dinh nghia Chothia, cling nhu cac
mién Vi va Vi va cdc chudi ning va chudi nhe day du dugce dua ra trong bang 3, dudi

day.

- Bang 3. C4c trinh tu axit amin ciia cac ving siéu bién ddi (CDR), céc mién bién
dbi (VH va VL) va cac chudi day da cia bbmAbl. ADN ma héa VL thir nhét dugc néu
trong SEQ ID NO:102 va ADN md hoa VL thtr hai duoc néu trong SEQ ID NO: 70.
ADN ma héa VH thit nhét duoc néu trong SEQ ID NO:86 va ADN ma héa VH thir hai
duge néu trong SEQ ID NO: 54. |

Chudi ning bbmAb1 1 (tr mADb1)

CDR1-1 Kabat SEQ ID NO:76

Chothia | SEQ ID NO:79

IMGT | SEQ ID NO:82
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CDR2-1 Kabat SEQ ID NO:77
Chothia | SEQ ID NO:80
IMGT SEQ ID NO:83
CDR3-1 Kabat SEQ ID NO:78
Chothia | SEQ ID NO:81
IMGT SEQ ID NO:84
VH-1 SEQ ID NO:85

Chudi ning-1

SEQ ID NO:87

Chudi nhe bbmAb1 1 (tr mAb1)

SEQ ID NO:92

CDR1-1 Kabat
Chothia | SEQ ID NO:95
IMGT | SEQ ID NO:98
CDR2-1 Kabat | SEQ ID NO:93
Chothia | SEQ ID NO:96
IMGT | SEQ ID NO:99
CDR3-1 Kabat | SEQ ID NO:94
Chothia | SEQ ID NO:97
IMGT | SEQ ID NO:100
VL-1 SEQ ID NO:101
Chubi nhe-1 SEQ ID NO:103

Chudi ning bbmAb1 2 (tr mAb2)

CDR1-2 Kabat | SEQ ID NO:44
Chothia | SEQ ID NO:47
IMGT | SEQ ID NO:50
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CDR2-2 Kabat SEQ ID NO:45

Chothia | SEQ ID NO:48

IMGT = | SEQID NO:51

CDR3-2 Kabat SEQ ID NO:46

Chothia | SEQ ID NO:49

IMGT SEQ ID NO:52

VH-2 SEQ ID NO:53

ChuBi ning-2 SEQ ID NO:55

Chudi nhe bbmAb1 2 (t mAb2)

CDR1-2 Kabat | SEQ ID NO:60

Chothia | SEQ ID NO:63

| IMGT SEQ ID NO:66

CDR2-2 Kabat SEQ ID NO:61

Chothia | SEQ ID NO:64

IMGT SEQ ID NO:67

CDR3-2 Kabat SEQ ID NO:62

Chothia | SEQ ID NO:65

IMGT SEQ ID NO:68

Vi-2 SEQ ID NO:69

ChuAi nhe-2 SEQ ID NO:71

Theo mét phvong 4n, khang thé dic higu kép IL-18/1L-1p bao gbm mién bién adi
chudi ning globulin mién dich th nhit (Vi) bao gdm cac ving sidu bién CDR1, CDR2
va CDR3, CDR1 c¢6 #iah @y axit amin SEQ ID NO:76, CDR2 ¢6 trinh ty exit amin SEQ
ID NO:77, va CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:78. Theo mot phweng an, khang
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thé da¢ hicu kép IL-18/IL-1p bao gdm midn bién déi chudi niing globulin mién dich thir
nhét (Vi) bao gdm cic ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI ¢6 frinh tu axit
amin SEQ ID NQC:79, CDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:80, va CDR3 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:81. Theo mdt phuong an, khéng thé dic hidu kép IL-18/1L-1PB
bao gdm mién bién ddi chudi ning globulin mién dich thtr nhét (Vi) bao gdbm cic ving
siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c¢6 trinh tr axit amin SEQ ID NO:82, CDR2
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:83, va CDR3 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:84.

Theo mdt phuwong 4n, khéng thé dic higu kép IL-18/IL-1p bao gdm mién bién ddi
chudi niing globulin mién dich thit hai (Viz) bao gbm céc ving siéu bién CDR1, CDR2
va CDR3, CDRI1 ¢ trinh i axit amin SEQ ID NO:44, CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:45, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQID NO:46. Theo mot phuong 4n, khing
thé dic hidu kép IL-18/IL-1B bao gdm mién bién d6i chudi ning globulin mién dich tht
hai (Vi) bao gdm cdc ving sidu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:47, CDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:48, va CDR3 c¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:49. Theo mdt phuong 4n, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1P
bao gdm mién bién ddi chudi ning globulin mién dich tht hai (Vi) bao gbm céc ving
siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:50, CDR2
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:51, va CDR3 ¢6 trinh fu axit amin SEQ ID NO:52.

Theo mot phuong 4n, khéng thé dic higu kép IL-18/IL-1p bao gdm mién bién ddi
¢hudi nhe globulin mién dich th nhat (V1) bao gdm céc ving siéu bién CDR1, CDR2
va CDR3, CDRI1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:92, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:93 va CDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:94. Theo m¢t phuong 4n, khang
thé dac hisu kép IL-18/IL-1p bao gdm mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thu
nh4t (V11) bao gdm céc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:95, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:96 va CDR3 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:97. Theo mot phuong én, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B
bao gdm mién biér d6i chudi rhe globulin mién dich tht nhat (Vi1) bao gdm céc ving
siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:98, CDR2
¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:99 va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:100.

Theo mot phuong 4n, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B bao gbm mién bién ddi
chudi nhe globulin mién dich tht hai (Vi2) bao gbm cac ving siéu bién CDR1, CDR2
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va CDR3, CDRI ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:60, CDR2 ¢6 trinh tyr axit amin SEQ
ID NO:61 “Vfl CDR3 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:62. Theo mdt phuong an, khang
thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B bao gém mién bién dbi chudi nhe globulih mién dich thir
hai (V12) bao gdm cdc ving sidu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:63, CDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:64 va CDR3 c¢ trinh ty
axit amin SEQ ID NO:65. Theo mot phuong an, khang thé dic hiéu kép IL-18/1L-1pB
~ bao gbm mién bién dbi chudi nhe globulin mién dich tht hai (Vi2) bao gbm céc ving
siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 ¢4 trinh tu axit amin SEQ ID NO:66, CDR2
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:67 va CDR3 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:68.

Theo mdt phuong an, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1p bao gém mién Vi
globulin mién dich tht nhét va mién Vi1 globulin mién dich thir nhét, trong d6: a) mién
Vui globulin mién dich thu nhit bao gbém (vi duy trong trinh tw): i) c4c ving siéu bién
CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:76, CDR2 ¢6 trinh tur
axit amin SEQ ID NO:77, va CDR3 ¢0 trinh ty axit amin SEQ ID NO:78; hodc ii) cic
viing siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:79,
CDR2 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:80, va CDR3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:81; hodc iii) cac viung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 c6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:82, CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:83, va CDR3 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:84 va b) mién Vi1 globulin mién dich tha nhat bao gdm (vi du trong
trinh tw): i) cac ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢0 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:92, CDR2 ¢6 trinh tyr axit amin SEQ ID NO:93, va CDR3 ¢6 trinh trr axit amin
SEQ ID NO:94 hoic ii) c4ac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:95, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:96, va CDR3 c6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO:97 hoic iii) c4c ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:98, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:99, va
CDR3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:100.

Theo mdt phuong 4n, khing thé ddc hidu kép IL-18/IL-1B bao gbm mién Vin
globulin mién dich tht hai va mién Vi, globulin mién dich thér hai, trong d6: a) mién
Vi globulin mién dich thit hai bao gbm (vi du trong trinh ty): i) cdc ving siéu bién
CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 ¢0 trinh tir axit amin SEQ ID NO:44, CDR2 c6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:45, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:46; hogc i1) cac
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vung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:47,
CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:48, va CDR3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:49; hodc iii) céc vung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 ¢4 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:50, CDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:51, va CDR3 c¢¢ trinh tu axit
amin SEQ ID NO:52 va b) mién V12 globulin mién dich thtt hai bao gdm (vi du trong
trinh tu): 1) cdc ving siéu tién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢4 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:60, CDR2 c¢6 trinh ti axit amin SEQ ID NO:61, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:62 hoac ii) cac viung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c¢ trinh ty

~axitamin SEQ ID NO:63, CDR2 c6 trinh ti axit amin SEQ ID NO:64, va CDR3 ¢6 trinh
tu axit amin SEQID NO:65 hodc iii) cdc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:66, CDR2 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:67, va
CDR3 ¢4 trinh ty axit amin SEQ ID NO:68.

" Theo mdt phuong 4n, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B nay bao gdm: a) mién
bién ddi ckudi ning (Vi) globulin mién dich thi nhét bao gdm trinh ty axit amin duge
néu trong SEQ ID NO:85; b) mién bién d6i chudi nhe (V11) globulin mién dich thir nhét
bao gdm trinh tw axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:101; c) mién Vi globulin mién
dich thir nhét bao gdm trinh ty axit amin dwgc néu trong SEQ ID NO:85 va mién Vi
globulin mién dich thtr nhit bao gbm trinh tw axit amin dwgc néu trong SEQ ID NO:101;
d) mién Vin globulin mién dich thtr nhit bao gdm céc ving siéu bién duoc néu trong
SEQID NO:76, SEQ ID NO:77, va SEQ ID NO:78; e) mién Vi1 globulin mién dich thir
nhit bao gdbm cac ving siéu bién duogc néu trong SEQ ID NO:92, SEQ ID NO:93 va
SEQ ID NO:94; f) mién Vi globulin mién dich th& nhét bao gdm cdc ving siéu bién
dugc néu trong SEQ ID NO:79, SEQ ID NO:80 va SEQ ID NO:81; g) mién Vi1 globulin
mién dich thtr nhit bao gdm cac ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:95, SEQ ID
NO:96 va SEQ ID NO:97; h) mién Vi globulin mién dich thtt nhét bao gdbm cic ving
siéu bién dugc néu trong SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, va SEQ ID NO:78 va mién
V11 globulin mifa dich thir nhét bao gdm cac ving siéu bién dugc néu trong SEQ ID
N0:92, SEQ ID NO:93 va SEQ ID NO:94; i) mién Vi globulin mién dich thi nhit bao
gdm céc viing sidu bién duoc néu trong SEQ ID NO:79, SEQ ID NO:80, va SEQ ID
NO:81 va mién Vi1 globulin mién dich thir nhét bao gbm cac ving siéu bién dugc néu

trong SEQ ID NO:95, SEQ ID NO:96 va SEQ ID NO:97; j) chudi nhe thit nhét bao gom
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SEQ ID NO:103; k) chudi ning thtt rhét bao gdm SEQ ID NO:87; hoiic I) chudi nhe thir
hét bao gdm SEQ ID NO:103 va chudi ning thit nhét bao gdm SEQ ID NO:87.

Theo mot phuong 4n, khéng thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B ndy c6 chira: a) mién
bién dbi chudi ning (V) globulin mién dich th hai bao gbm trinh ty axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO:53; b) mién bién dbi chudi nhe (Vi2) globulin mién dich thir hai
bao gdm trinh tr axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:69; c) mién Vi globulin mién
dich th@ hai bao g6m {rinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:53 va mién Vi,
globulin mién dich thtt hai bao gém trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO:69;
d) mién Vi globulin mién dich thit hai bao gdm céc ving sidu bién dugc néu trong SEQ
ID NO:44, SEQ ID NO:45, va SEQ ID NO:46; ¢) mién Via globulin mién dich thr hai
bao gdm cac ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:60, SEQ ID NO:61 va SEQ ID
NO:62; f) mién Vi globulin mién dich thtt hai bao gdm cac ving siéu bién duge néu
trong SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48 va SEQ ID NO:49; g) mién V12 globulin mién
dich thir hai bao gém céc vung siéu bién duge néu trong SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64
va SEQ ID NO:65; h) mién V2 globulin mién dich thit hai bao gbm céc ving siéu bién
dugc néu trong SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, va SEQ ID NO:46 va mién V12 globulin
mién dich th hai bao gdm cic ving siéu bién duoc néu trong SEQ ID NO:60, SEQ ID
NO:61 va SEQ ID NO:62; i) mién Vi globulin min dich thit hai bao gdm cic ving
siéu bién duge néu trong SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, va SEQ ID NO:49 va mién
V12 globulin mién dich th& hai bao gém cac ving siéu bién dugc néu trong SEQ ID
NO:63, SEQ ID NO:64 va SEQ ID NO:65; j) chudi nhe thit hai bao gdm SEQ ID NO:81;
k) chudi ning thtr hai bao gdm SEQ ID NO:55; hozc 1) chudi nhe thir hai bao gdbm SEQ
ID NO:81 va chudi ning thit hai bao gbém SEQ ID NO:55.

Theo mét sé phuong an, khang thé dic higu kép IL-18/IL-1B bao gdbm ba CDR
cta SEQ ID NO:53. Theo cdc phuong an khac, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B bao
g6m ba CDR ctia SEQ ID NO:69. Theo céc phurong 4n khac, khdng thé dic hiéu kép IL-
18/IL-1P bao gdm ba CDR ctia SEQ ID NO:53 va ba CDR cta SEQ ID NO:69. Theo
mdt sb phuong 4n, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B bao g6m ba CDR ctia SEQ ID
NO:85. Theo céc phuong an khac, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B bao gdm ba CDR
cia SEQ ID NO:101. Theo c4c phwong 4n khéc, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1P
bao gbm ba CDR ctia SEQ ID NO:85 va ba CDR ciia SEQ ID NO:101.

-54-



38305

Theo mdt sb phu'ong 4n, khang thé ddc higu kép IL-1 8/IL-1p bao gdbm ba CDR
ciia SEQ ID NO:85. Theo céc phuong én khac, khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B bao
gdm ba CDR cfia SEQ ID NO:101. Theo c4c phuong an khéc, khdng thé dic hiéu kép
IL-18/IL-1p bao gébm ba CDR ciia SEQ ID NO:85 va ba CDR cua SEQ ID NO:101.
Theo mot s6 phwong 4n, khang thé dic hidu kép IL-18/IL-1f bao gbdm ba CDR ciia SEQ
ID NO:53. Theo céc phuong 4n khic, khang thé dzc higu kép IL-18/IL-1p bao gbm ba
CDR cua SEQ ID NO:69. Theo cac phuong 4n khéc, khiang thé dac hiéu kép IL-18/IL-
1B bao gdbm ba CDR ciia SEQ ID NO:53 va ba CDR ctia SEQ ID NO:69. Theo mét
phuong é&n, khang thé dic hidu kép L-18/IL-1B bao gdm ba CDR cua SEQ ID NO:85,
ba CDR ctia SEQ ID NO:101, ba CDR cta SEQ ID NO:53 va ba CDR cua SEQ ID
NO:69.

Theo mot phuong an, phan thir nhit cia khang thé dic hidu kép L-18/IL-1B nay
duogc chon tir khang thé IL-18 nguwdi ma bao gbmi it nhét: a) chudi ning globulin mién
dich hodic manh ctia né6 ma bao gdm mién bién ddi bao ‘gdm, trong trinh tw, cdc ving
siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3 va phin khong d6i hoic manh ciia né cua chudi ning
ngudi; CDR1 nay-co trinh ty axit amin SEQ ID NO:76, CDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:77, va CDR3 c¢6 trinh ti axit amin SEQ ID NO:78; va b) chudi nhe globulin mién
dich hodc méanh ciia n6é ma bao gdm mién bién dbi bao gdm, trong trinh tu, cac ving
siéu bién CDRI, CDR2, va CDR3 va phin khong dbi hodc manh ctia nd ctia chudi nhe
- ngudi, CDR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:92, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:93, va CDR3 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:94. Hon nira, phan thir hai ctia khéng
thé dic hiu kép IL-18/IL-1B niy dugc chon tir khang thé IL-1B ngudi ma bao gbm it
nhit: a) chudi ning globulin mién dich hodc manh ctia né6 ma bao gbm mién bién dbi
bao gbm, trong trinh tu, cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3 va phan khéng dbi
hodic ménh cua no6 cua chuéi ning ngudi; CDR1 nay c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:44, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:45, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:46; va b) chudi nhe globulin mién dich ho#ic manh ctia n6 ma bao gdm mién bién
dbi bao gém, trong trinh tu, céc viing si€u bién CDR1, CDR2, va CDR3 va phén khong
dbi hodic manh c¢a nd cta chudi nhe ngudi, CDR1 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:60,
CDR2 c¢6 trinh tyr axit amin SEQ ID NO:61, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:62.
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Théo mot iihli'o?ng &n, phn thir nhit cia khang thé dic hicu kép'IL;'l 8/IL-1PB nay
duoc chon tir khang thé IL-18 ngusi ma bao ¢dm it nhit: a) chudi niing globulin mién
dich hodic manh cia né ma bao gdbm mién bién ddi bao gbm, trong trinh tu, c4c ving
siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3 va phin khong ddi hodc manh cta né cia chudi ning
ngudi; CDR1 ndy c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:76, CDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:77 va CDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:78; va b) chudi nhe globulin mién
dich hodc méanh ctia né ma bao gbm mién bién dbi bao gdm, trong trinh tu, céc ving
siéu bién CDR1, CDR2, va CDR3 va phin khong ddi hoic méanh ctia né ctia chudi nhe
ngudi, COR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:92, CDR2 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID
NO:93, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:94. Hon nita, ph?m thir hai cia khang
thé dac hiéu kép IL-18/IL-1B nay dugc chon tir khang thé IL-1P ngudi ma bao gdm it
nhét: a) chudi ning globulin mién dich hodc méanh ctia n6 ma bao gbdbm mién bién ddi
bao gdm, trong trinh tir, cac vung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3 va phan khéng ddi
hodc manh cia né cia chudi ning nguodi; CDRI1 nay c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:44, CDR2 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:45 va CDR3 c6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:46; va b) chudi nhe globulin mién dich hoic manh ctia né ma bao gbdm mién bién
d6i bao gf”)m, trong trinh ty, cic vung si€u bién CDR1, CDR2, va CDR3 va phén khong
déi hoidc. manh cta né cua chudi nhe ngudi, CDR1 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:60,
CDR2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:61, va CDR3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:62.

Mién Vi hodc Vi1 the nhét cta khang thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B dugc skt
dung trong phuong phdp theo sang ché c6 thé c6 cac mién Vi thir nhét v&/ hoic Vi1
thr nhit ma vé co ban gidng véi mién Vi hoic Vi dugc néu trong SEQ ID NO:85 va
101. Khang thé dic higu kép IL-18/IL-1p dugc boc 16 & day co thé bao gdbm chudi ning
thr nhit ma vé co ban giéng vé6i trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO:87 vi/ hodc chudi
nhe thtr nhdt ma v& co ban gidng véi trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO:103. Khéng
thé dic hidu kép IL-18/IL-1B dwoc boc 16 & day co thé bao gdm chudi ning thir nhat ma
bao gdm SEQ ID NO:87 va chudi nhe thit nhdt ma tao gom SEQ ID NO:103. Khéng
thé dic hiéu kép IL-1_8/IL-1[3 duoc bdc 10 ¢ diy co thé bao g6n1: a) chudi ning thir nhét,
bao gém mién bién df)i ¢ trinh ty axit amin Véz co ban giéng véi trinh tu duoc néu trong

SEQ ID NO:85 va phan khong ddi trén chudi ning nguoi c6 su cai bien heterodime hoa;
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va b) chudi nhe thir nhit, bao gdm mién bién ddi c6 trinh tu axit amin vé co ban gidng
véi trinh tir dwoc néu trong SEQ ID NO:101 va phin khong ddi trén chudi nhe ctia ngudi.
Phén khong dbi trén chudi ning ctia ngudi c6 thé 12 IgG1. Theo mdt phuong 4n, IgG1
la IgG1 nguoi ma khong cd cac dot bién yéu tb tic dong. Theo mot phuong én, IgG1
chudi ning ngudi bao gém dot bién cam N297A, D265A hoic su két hop cia L234A va
1.235A. Theo mdt phuong 4n cu thé, IgG1 chudi ning ngudi bao gbm dot bién cam ma

1a sy két hop ctia L234A va L235A, theo SEQ ID NO:87.

© Mién Vi hodc Vi thtr hai ciia khéng thé dic hiéu kép IL-18/IL-1B dugc st dung
trong cac phuong phap theo sang ché c6 thé c6 cac mién Vip thir nhét va/ hojc Vi thit
nhét ma v& co ban giéng.vdi mién Vi hodc Vi duoc néu trong SEQ ID NO:53 va 69.
Khang thé dic hidu kép IL-18/IL-1p dwoc boc 1§ & day co thé bao gdm chudi ning thir
hai ma vé-co ban gidng véi trinh tw duge néu trong SEQ ID NO:55 va/ hodc chubi nhe
thr hai ma v& co ban gidng véi trinh tw dwge néu trong SEQ ID NO:71. Khang thé dic
hiéu kép IL-18/IL-1B dugc bdc 10 & ddy co thé bao gdbm chudi ning thir hai ma bao gbm
SEQ ID NO:53 va chudi nhe thir hai ma bao gdm SEQ ID NO:69. Khéng th¢ dic higu
kép IL-18/IL-1PB dugc boc 16 ¢ diy co thé bao gdm: a) chudi ning thir hai, bao gbdm mién
bién ddi ¢ trinh ty axit amin v& co ban giéng véi trinh tw dwge néu trong SEQ ID NO:53
va phan khong d6i trén chudi ning ngudi c6 sy cai bién heterodime hoa, ma bd sung v&i
qua trinh heterodime héa cua chudi ning thi nhét; va b) chudi nhe tht hai, bao gbm
mién bién ddi ¢ trinh ty axit amin v& co ban gié_ng v6i trinh tu dugce néu trong SEQ ID
NO:69 va phan khong ddi trén chudi nhe ctia ngudi. Phén khéng ddi trénvchucx)i ndng
clia ngudi ¢ thé 13 TgG1. Theo mot phuong 4n, IgG1 1a IgG1 ngudi ma khdng co cac
6t bién ybu té tic ¢org. Theo mot phuong 4n, I[gG1 chudi ning ngudi bao g0m 4ot bién
cam N297A, D265A hodc sy két hop cua L.234A va L235A. Theo mot phwong an cu
thé, IgGl chudi ning ngudi bao gém dot bién cAm ma 13 sy két hop cia L234A va
L235A, theo SEQ ID NO:55.
Céc chét dbi khang IL-18 dugc uu tién khac (vi du cac khang thé) dé st dung lam
ph?m tht nhit-cua khéng thé dic hiéu kép trong cac phuong phap, bd kit va phac dd theo
sang ché 1a cac loai duoc néu trong bf“ing sang ché M§ $6 9,376,489, ma dugc két hop

toan by & day béng céch vién dan.
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Céc chét dbi khang IL-1B dugc wu tién khac (vi du cac khang thé) dé st dung
lam phin tht hai ctiz khang thé diic hidu kép trong cac phuong phap, bd kit va phéc )
theo sang ché 13 céc loai dugc néu trong bing sang ché My cac s6 7,446,175 hoic

7,993,878 hoic 8,273,350, ma cugc két hop toan bo & day bang cich vién dan.
(1)  Thiét ké vecto

Hai vecto, vecty A va vecto B, dugc tao ra theo thiét '4p sau diy. Vecto A dugc
thiét ké cho phin khang thé mAb1 (IgG1 khang IL18). Ving khong dbi cta chudi ning
1 duoc cai bién béi hai ddt bifn diém, T thanh W nhu dugc quan sat thiy trong vi tri
366 ciia SEQ ID NO: 87, va S ihi11h C nhu dugc quan sét thy trong vi tri 354 ctia SEQ
ID NO: 87, dé tao ra cdu triic nam va cho phép tao cau Cys. Ngoe‘ii ra, ving khong ddi
cta chudi ning 1 duoc cai bién b(n cac dot bién diém, L thanh A nhu dwgc quan sat thdy
trong vi tri 234 ctia SEQ ID NO: 87 va L thanh A nhu dugc quan sat thiy trong vi tri
235 ctia SEQ ID NO: 87 (con goi 1a LALA), dé lam cam mdt phén céc chitc néng yéu
tb tac dorg FC. Kharg thé nay c6 ving chudi nhe bién dbi, ma thudc loai lambda 1,

VAL

Vecto B duge thiét k& cho phin khang thé mAb2 (IgG1 khang IL-1B). Ving
khang ddi ctia chudi ning 2 dugc cai bién béi bdn dot bién diém, T thanh S nhu dugc
quan sat thiy trong vi tri 366 cia SEQ ID NO: 55, L thanh A nhu dugce quan sat thiy
trong vi tri 368 ctia SEQ ID NO: 55, Y thanh 'V nhu duoc quan sat thiy trong vi tri 407
cia SEQ ID NO: 55, va Y thanh C nhu dugc quan sat thdy trong vi tri 349 ctia SEQ ID
NO: 55, dé tao ra cdu triic 15 va cho phép tao ciu Cys khéc. Céu trac 18 nay tuong tac
v6i cdu triic nim, d3 thic day sy tao thanh khang thé dic hiéu kép. Ngoai ra, viing khong
d6i ciia chudi ning 2 dugc cai bién bai hai dot bién LALA, L thanh A nhu dugc quan
sat théy trong vi tri 234 cia SEQ ID NO: 55, L thanh A nhu dugc quan sat thy trong vi
trf 235 cua SEQ ID NO: 55,.d¢ lam cAm mot phin cdc chirc ning yéu tb tac dong FC.

Khang thé nay cé vurg chudi nhe bien doi, ma thudc loai kappa 6, Vk6.

~ Vecto A va B mang td hop DHFR va céc chi thi chon loc neomycin ciing nhu 1a
FOLR va céc chi thi chon loc hygromycin, tuong rng. Axit folic 1a vitamin thiét yéu
cho qud trinh téng hop purin va methionin va can dugc hip thu béi cac té bao dong vat
¢6 VUt méi tradng nudi cdy. "Thu thé axit felic" (FolR) ¢6 mit trén plasmit biéu hién

A 1aTolR ddt bién cb ai luc thay doi véi cac folat, thic day su van chuyén axit folic tir
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méi trudng vao tfong té bao dong vat c6 vi. Vi cée thy thé axit folic 4i lyc cao chi duge
biéu hién yéd trong céc té bao CHO duoc nudi chy, cac té bao bidu hién FolIR t4i t& hop
¢ lc,ﬁ thé sinh tradng ro rang trong didu kién folat thip (SOnM). Chi thi chon loc FolR

duoc mi hoa tai vecto B

Ngoai FolR, "dihydrofolat reductaza" (DHFR) c6 mit trén vecto A cling 1am chi
chi chon loc. DHFR. chuyén héa axit folic thanh cdc tidn chit séng cho qua trich tong
hop purin va methicnin. MTX 12 chét trong tu vé mit héa hoc cua axit folic. N6 canh
tranh d6i v6i cdc vi tri gén két ty do trén DHFR va do d6 phong bé enzym nay. Céac té
bao biéu hién qua mc DHFR ngoai sinh c6 thé xir 1y voi ndng d6 MTX ting, 1am cho
céc t& bao nay sinh truéng véi loi thé chon loc 18 rang trong méi trirdng co bd sung
MTX. Su chon loc FolR va DHFR két hop da duoc biét 16 ddi véi ngudi cb hiéu biét
trung binh trong linh vyre, va duoc boc 19 vi du trong cdng bd don sang ché qudc té sb
W02010/097240A1, dwoc két hop toan bd & day bing cach vién dan. MTX da dugo biét
15 db1 voi nguoi co Lidu biét trung binh trong 1inh vue va dugce boc 16 vi du trong coag
bb don sang ché quéc té s6 W02010/097239A1, dugce két hop toan bd & day bang cach
vién din. Céc vecto biéu hién da dugc biét rd dbi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc, va dugc bdc 10 vi du trong cdng bd don sang ché quéc € sb

WO02009/080720A1, duoce két hop toan bd & day bang cach vién dan.

So ¢d térig quéat cua hai vecto nay dwgc trinh bay trén Hinh 1.
(2) Dong té bao chu va su chuyén nhiém

Dong té bao CHO bb me duogc sit dung 12m dong té bao chu dé san xudt dong té
bio biéu hién bbmAbl. Dong té bao chu nay thu dugc tir dong té bao CHO-K 1, d4 biét
15 dbi voi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc, theo céch duge md ta trong vi
du céc don séng ché qubc té s6 W02015092737 va W02015092735, cé hai tai liéu nay
duoc két hop toan bo & day bang cach vién dan.

Mot bng chira deng CHO duoc stt dung 8 tao ra dong té bao téi td hop bbmAb1.
Dong CHO nay ¢ucce &idu ché trong moi trudng xac dinh v& mit hoa hoc.

Cac té bao nay dugc cho sinh trudng trong moi trudng nudi cdy xac dinh vé mit

hoa hoc.
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M¢t ug ADN plasmit dugc tao mach théng Swal, vecto biéu hién A & B mi héa
cho bbmAb, duoc bd sung trong mdi 1an chuyén nhiém. Phan tmg chuyén nhiém nay

duoc thuc hién trong mdi trudong nudi cy da xac dinh vé mét hoa hoc.

Su chuyén nhiém dugc thyc hién bing cach xung dién bang cach st dung
AMAXA Gene Pulser, theo huéng din ctia nha san xuht. Céc té bao CHO b me duge
st dung dé chuyén nhiém & pha sinh truéng ham mil vi kha nang sdng té bao cao hon
95%. Tng cong, ba lan chuyén nhiém duogc thuc hién véi 5x10° té bao trong mdi lan

chuyen nhiem.

Ngay sau khi chuyén nhiém, cc t& bao dwgce chuyén vao binh ldc, chira mdi

truong nudi cay dugce xac dinh veé mét hoa hoc.

Cic tap hop té bao duge 0 trong 48 gid tai 36,5°C va CO, 10% trude khi bat dau
quy trinh chon loc. ' '

(3)  Suchon loc Vﬁ phén loai & bao

Quy trinh chon loc dugce thue hién bang céch str dung chi thi chon loc dugc ma
hoa boi vecto biéu hién A va B riéng 1€, nhw duge mo ta trén day. Ca hai protein (FolR
va DHFR) déu tham gia vao cling con dudng phﬁh/tir; FoIR van chuyén axit folic cling
nhu 1 chét tuong ty fol‘at MTX vao trong té bao, DHFR chuyén héa né thanh céc tién
chit séng cho qua trinh téng hop purin va methionin. Bing céch bt hop chung lam
nguyén ly chon loc, ché d6 chon loc ddc biét manh c6 thé duogc thye hién dé 1am giau

cho céc t€ bao téi td hop bicu hién ca hai protein téi to hop.

48 gidr sau khi chuyén nhiém va sich truéng trong didu kién folet thip, ap luc
chon loc bd sung dwoc dp dung bang cach bd sung 10nM MTX vao mdi trudng nudi chy
x4c dinh v& mat hoa hoc ndy. 22 ngay sau khi bt dAu chon loc MTX, céc quén thé gop
gdm chu yéu 1a céc t& bao khang MTX ndi 18n. Sau khi c4c t& bao thu hdi gop duge két
dong va chuén bi sinh khéi té bao. Cac mé tiéu chudn trong moi trudng nudi cdy xic
dinh v& miit hoa hoc dugc thibt 1ap cho viéc xéac dinh ndng d6 clia bbmAb nay.

Phuong phz'lp HPLC prdtcin A d&qc su dung dé x4c dinh hoan toan t4t ca cac loai
~ s4n phim va céc.tap chét lién quan mang phén Fc, trong khi phuong phép sic ky pha
dao (RPC) dugce st dung dé thu dugc diu vén tay 61 v6i su phan bd ctia cac vhan doan

riéng 1é — cac dinh riéng 1¢ da dugc chira bing phuong phap MS.

-60-



38305

_ Céc tap hc_)‘p' té béé CHO san xﬁét bbmABl dugc st dung cho quy trinh tach dong
FACS dé thu dugc cac dong t& bao .tE_IO d(‘)ng dugc tdch riéng lam nguyén liéu ban dau
cho tAt ca cac danh gia khac Su chon Ioc té bao sir dung phéan tich FACS dugc mo ta
trong vi du don sang ché My s6 US20110281751, dugce két hop toan bd & dy bang cach
vién dan.

Céc dong té bao CHO tao dong riéng 18 biéu hién bbmADb1 duoc tao ra bang cach
Phan loai té bao dugc hoat héa bing huynh quang (FACS). DPé cho phép phan loai
FACS, céc té bao duge 1 v6i Fab khang IgG1 dugc danh ddu bing FITC trong 30 phit
va duoc rira hai 1in trong PBS trudce khi dugc st dung trong phuong phép phén loai té
bio don 1& duge hd trg béi FACS, quy trinh da bibt ro dbi voi nguoi c6 hidu biét trung

binh trong linh vuc nay.

Quy trinh phéan loai té bao FACS duoc thuc hién véi thiét bi FACS Aria (Becton
Dickinson), duoc trang bi bo két tia té bao twr dong (Automatic Cell Deposition Unit -
ACDU) st dung phin mém FACS Diva.

Pé dam bao réng chi cac té bio don 18 dugc phéan loai boi thiét bi FACS, cac cai
dat duge didu chinh thanh ché d6 chinh xéc té bao don 1¢ bang cach sir dung voi phun

130pm ciing nhu tbc do dong thich hop dé dam bao chit luong phan loai tét.

Trong ché d6 t& bao don 1¢, mit na tinh khiét dugc dat dén tdi da, nén chi cac giot

khong chira hat ’hoac céc té bao khéc duge phén loai.

Miit na pha dugc dit dén mot nira gia tri toi da, nén chi cac hat tip trung bén trong
giot dugc phén loai duge 1am 1&ch. Quy dao giot va d chinh xdc s6 dém dugc t6i vu
hoéa & murc chi phi ning sudt dé lam ting x4c suat 12 mdi giot chira khong nhiéu hon 1 t&

bao don 1é.

Dé x4c minh va tu liéu hoa nguén géc don dong, va dé x4c nhan trang thai té bao
don 1¢ tai ngay 0 sau khi tdch dong FACS anh cua tht ca cac giéng ctia cac dia 96 giéng
duoc chup bing céch st dung hé théng chup anh.

Anh ct:a ngay 0 chi ra dong san xut bbmAbl duoc danh gia bing mit thudng
trong hai ban szo, khing dinh ring chi mot t& bao don 1¢ c6 thé duoc nhan dién trén anh
hé.y cua giéng twong tng dwogc chup bang hé théng chup anh.

Dbiéu nay nhan manh nguon goc t€ bao don 1¢ clia dong san xuat bbmAbl.
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(4) Mo rong té bao

Sau khi tach dong FACS, cac dong nay dugc xir ly bang hé thong robot trong céc
tudn dau tién va duoc xir 1y thu cong sau d6 6, ting budec mé rong nudi cay tur dia 96
giéng, dia 24 giéng huéng deén may lic, va cudi cing 1a méy phéan Gmg sinh hoc, da biét
rd d6i v6i ngudi c6 hiéu bict trung binh trong linh vuc, dé dénh gia hi¢u suét (ndng suat

va chét lugng ctia su biéu hién bbmADb).

Trong qué trinh m& rdng/nudi cy, cac té bao CHO tai t6 hop dugc nudi cly trong
mdi trudong nudi cdy xac dinh vé mit hoa hoc dugce bd sung Methotrexat (MTX) & ndng
d6 cubi 1a 10nM.

Céc té bao duo‘c chuyén 2-3 14n mbi tudn vao mdi trudng méi va duoc gift & pha
sinh trudng logarit trong toan bd nghién ciru. '

Ning sudt duoc dénhgié(belmg HPLC Protein A, bién dang chat luong san phdm
ban diu dugc xédc dinh bing phuong phap sic ky pha dao (RPC).

T4t ca cac dung dich dy trit dong lanh duoc tao ra trong moi trrong nudi céy,
duoc bd sung DMSO 7,5%.

(5) Do 6n dinh ctia dong
. bbmAb dugc phin 14p tr cac tdp hop va cic dong dugc danh gia cén than bang

céc phuong phép phén tich khac nhau dé phan doan cac dic tinh cia sén phdm va céc

thong sb chit lugng dé dam bao sy chon loc dong san xut phit hop nhit.

Ngoai ra, phuong phap phén tich qué mirc do 6n dinh san xuét dugc thuc hién

cho céc dong san xuét nay dé ¢am bao su chon loc cia cac dong san xudt thich hop nhét.
Trang thai khic nhau ctia cdc phuong phép phén tich trong Iinh vure duoc st dung
d8 dénh gia d6 dn dinh dong: sic ky 1ong i luc, sic ky pha dio, FACS va MS.
(6)  San xuét o
(a) Xuly nguoc dong

Nguyén liéu bbmADb dugc san xuét trong céc binh lac hodc cdc mdi trirdng nuodi
cay nap liéu thco mé dao dong. Dung dich duy trit dong lanh ctia céc tp hop hodc cac

dong nhu PSL duoc rd déng va dwge mé rong trong khodng thoi gian yéu clu trong moi
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truedng xac dinh v& mit héa hoc d8 thu dugc sb lugng té bao yéu cau dé cly mdi truong
san xuét, thuong 1a véi mit dd té bao cdy gibng 13 4,0 x 10° té bao/ml. Moi trrong nudi
cy riéng 1& dwgc nudi cAy trong khoang thoi gian 13-14 ngay. Trong qué trinh nudi cdy,
su kiém sodt trong quy trinh dugc thuc hién dé theo doi ndng do ctia bbmAb va bién
dang chét lrong ctia dich ndi. Tai thoi diém két thic qua trinh nudi céy, cac té bao dugc
tach khoi dich ndi nudi cdy bing phuong phap ly tAm (vi du may lic) hodc phuong phap
loc sfu sau d6 1a loc vo khuén trude khi tiép tuc xr ly DSP thém.
- (by Xt ly xudi dong

Dua vio thiét ké dinh dang va phwong phép dong biéu hién khong chi san phim
nguyén ven bbmAbl va cdc tap chét thong thudng nhu cic chat két tu, ADN va protein
t& bao chu, ma ca cac mbnomc, homodime va céc bién thé bbnﬁAbl’ chudi nhe/chudi
nang khong bét cdp thu duge tr mAbl va mAb2, nhu duoc thé hién trén Hinh 4, duoc
mong doi trong dich ndi sau khi nudi céy té bao va loai bé cac méanh vun té bao. Cac
bién thé bbmAb1 chudi nhe /chudi ning khong bét cdp (tr Hinh 4E dén Hinh 4M) duoc
nghi ngd 1a cé cung céc tinh chét 1y sinh nhu bbmAb1 nguyén ven ma khong dé dang

dugc loai bo ¢ quy md dicu ché.

Phu'dng phap I: Tinh ché bing céch bét gilr trén MabSelect™ SuRe™, hoan thi¢n trén

LambdaFabSelect™ va KappaSelect™

Cic bién thébbmAbl va bbmAbl mang phin Fc dugc bét gitr tir dich ndi khong
c6 t& bao bing bude sic ky 1éng 4i luc (ALC) thi nhét trén MabSelect™ SuRe™. Cac
bién thd bbmAb1 chi chira céc chudi nhe kappa (16 mAb2, Hinh 4C va 4D) va HCP duoc
loai bo bing phuong phap hoan thién thi nhét trén LambdaFabSelect™ va cac bién thé
bbmADb1 chi chtra cic chudi nhe lambda (nim mAb1, Hinh 4A va 4B) va HCP dugc
loai bd bang bude hoan thién thit hai trén KappaSelect ™,

Séc ky dugc thuc hién tai nhiét do trong phong bang cach st dung thoi gian luu
(RT) 4 phit trong toan bd phuong phép. T4t ca cac cot dugc lam can bing vai 4 thé tich
cot (CV) 20 mM NayHPO4/NaH,PO4, o pH 7,0 trude khi tai. DE loai bé céc tap chét
gin két khong dic hiéu khoi san pham, nhu cic protein té bao chu (HCP), cic thanh
phén moi trudng va ADN, cot sic ky nay dugc ria bing 4 CV 250 mM Arginin-HCI,
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1M NaCl, 88mM NaOH, pH 9,0 va 3 CV duong lugng chit-dém sau khi tai dich-nbi
bbmAb1 khdng chita té bao tir binh Iic 1én trén cot ALC. bbmAbl va cc bién thé
bbmAb! tiém ning dwoc rira gidi khéi cot sfic ky bang cach stir dung 50 mM axit axetic,
pH 3,0 twong ng 50mM axit axetic/HCL, pH 2,0 cho su tich rita tir KappaSelect™ va
LambdaFabSelect™. Qua trinh thu gom dinh san phim dugc bét dau va két thuc tai 0,5
AU/cm hoiic 0,25 AU/em (280nm). Do pH cua cac chat rira gidi bbmAbl duge diéu
chinh dén ~pH 5,0 bing 0,1 hodic 1M Tris trudc khi bdo quén tai 2-8°C tuwong mg cho
cac danh gié phan tich.

Phuong phép II: Tinh ché bing cch bét gifr trén LambdaFabSelect™, hoan thién trén

chit dinh Capto™ va Fractogel™ EMD SOs3

Trong phuong phap tht hai, bbmAbl nguyén ven va cac bién thé bbmAb]1 chi
chtra cac chudi nhe lambda (monome va homodime num mAbl, Hinh 4A va 4B) duoc
bét gitt tir dich ndi khong c6 té bao bing phuong phép sic ky long ai luc trén
LambdaFabSelect™. D& lam bét hoat cic virut dugc bao vé c6 mit tiém nang, qué trinh
xit 1y tai d6 pH thép clia chét rira giai ALC dugc thuc hién sau d6 13 hai budc hoan thién
sdc ky trén chét dinh Capto va Fractogel ™ EMD SOs3 8 loai bo cac tap chét lién quan
dén san pham, ADN va HCP. Cac virut c6 mit tiém ning sau d6 duoc loai ra bing
phuong phap loc nano trude budc c¢d dédc va trao d6i dém cudi cliing b_éng cach st dung

phuong phép loc tiép ‘tuyén thip.

a) Phwong phap sic ky 16ng ai lc (ALC) trén LambdaFabSelect ™

ALC duge thue hién tai 18-28°C bang céc st dung thoi gian luu (RT) 3,6-4,4
phut trong toén b(f)l phuong phép. Piu tién, cot ALC duge la‘ﬁn can bang bing 4-6 CV 20
mM NazHPO4/NaH2PO4, pH 7,0. Sau d6 dich ndi bbmAb1 khong té béo duoc gan loc
tr may dao d@ng hodc cdc may phan Gng sinh hoc dugc tdi lén trén cot
LambdaFabSelectTM v6i ti trong tai 1a 7-23 g/l. Rira cot bang 4-6 CV 250mM Arginin-
HCL, 1M NaCl, 88mM NaOH, pH 9,0 va l4n rtra thir hai bang 3-5 CV dwong luong dém
trude khi tach rira san phim bing 4-6 CV 50mM axit axetic. Dinh san phim dugc thu

thap tr 0,5-2,0 AU/cm (280nm) téng dan va 0,5-2,0 AU/cm (280nm) gidm dan. Cot
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LambdaFabSelect™ duoc 1am sach bing cach sir dung 3-5 CV 120mM axit phosphoric,
167mM axit axetic, pH 1,5 trude khi duoc lam can bang lai bang 3-5 CV 20 mM
Na;HPO4/NaH,PO4, pH 7,0 va bao quan trong 4-6 CV 20% etanol.

b) Lam bét hoat virut

Do pH cua chét rira gidi ALC duogc didu chinh dén do pH 3,4-3,6 b?mg cach st
durg 0,3M axit phospheric. Sau d6, dung dich protein nay dugc u tiép trong 60-90 phiit
tai do pH thflp trudce khi diéu,chinh do pH dén 7,3-7,7 béng IM Tris. Bude loc sau st
dung thiét bi loc Millipore BIHC Pod dugc st dung ap dLjng the d6 dong 100-300LMH

trude khi loc vo trang bing thiét bi loc vo triing 0,45/0,2pum Sartopore™.

¢) Séc Ky Trao Déi Anion Pa M6 Dun (MAC) trén ch'flt dinh CaptoTM

MAC duoc thuc hlm meo chc do dong chay qua tai 18-28°C bang cach st dung
thO’l gian luu 4-6 phut trong toan bd phuong phap nay. Dau tién, cot MAC dtroc lam cén
bing bang 7-9 CV 20mM Tris/Tris-HCI, pH 7,5. Sau do6 chét rira giai ALC duoc xtt Iy
tai pH thap duc}c tai lén trén cOt chét dinh Capto™ bing cach st dung ti tfcgng taila 175-
350 g/1. Qua trinh thuA gom dlnh san phim do d6 dugc bét dau tai 0,5-2,0 AU/cm (280nm)
ting dan. Sau d6 cot MAC nay dugc rira bang 5-7 CV duong lugng dém va qué trinh
thu gom dinh san phdm két thic tai 0,5-2,0 AU/cm (280nm) giam dan. Cot chit dinh
Capto™ sau d6 duoc tach béng 6-8 CV 100 mM axit axetic, sau d6 1a budc lam sach tai

chd bang 3-5 CV 0,5 M NaOH va béo quén trong 3-5 CV 0,iM NaOH.

d) Séc ky trao bi cation trén Fractogel™ EMD SOs.

CEC trén Fractogel™ EMD SOs dugc thuc hién theo éhé do tach rfrd gén két tai
18-28°C. Thoi giah luu 6-8 phut dugc sir dung trong qua trinh lam cén bang, tach, CIP
va bdo quan va thoi gian luu 8-10 phut trong qué trinh tai, rira va tach rira. Cot CEC nay
duge lam cén bing bing 6-8 Cv 20mM axit SU."Xll’llC 35,ImM NaOH, pH 6,0. Sau do
chat thdm MAC duge t4i 1én trén ¢t voi ti trong tai 13 35-70 g/l. Tiép theo, cot CEC

duge rira bang 5-7 CV duong lwong dém. Qué trinh tach rira duge thure hién oang cach
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stt dung gradien mubi tuyén tinh tir 10 dén 90% 20 mM axit sucxinic, 500mM NaCl,
37,4mM NaOH, pH 6,0 trong 15 CV. Dirh sin pham bbmAb1 dugc thu gom bt diu tai
0,1-0,4 AU/cm ting dan dén 20%-40% 4o cao dinh t61 da tai 300nm. Cot Fractogel™
EMD SOs3 duoc tach bﬁng 3-5 CV 1M NaCl, sau d6 1a budc lam sach tai chd bé“mg 3-5
CV 0,5M NaOH va bao quan trong 3-5 CV 0,1M NaOH.

e) Loc nano

Céc virut ¢6 mat tiém ning dugc loai bo béng phuong phéap loc nano st dung
thiét bi loc nano Planova™ 20N va thiét bi loc so bo 0,5/0,1pm Millipore SHR-P. Loc

56 b) va loc nano dugc thyc hi¢n bing céph ap dung ap suét chénh 13 0,7-0,9 bar.

f) Loc dong tiép tuyén va Tao ché phim

Pé ¢6 va loc tudn hoan ¢o pha loding bbmAb1, budc loc dong tiép tuyén trén cac
mang Millipore™ Pellicon™ 3 RC 30 kDa dugc thuc hién tai 18-28°C. Dau tién, dung
dich protein bbmAbl da dugc loc nano du’qc co bfmg ti trong tai t61 da 12 1000g/m? dén
60-80 g/l st dung ap cudt dong cép 12 0,5 dén 1,2 bar va 4p suit xuyén mang (TMP) 1a
0,3-0,6 bar. Sau dé, bbmAb1 dugc loc tudn hoan 06 pha lodng véi 7-9 thé tich loc tudn
hoan ¢6 pha lodng 20 mM histidin/histidin-HCl, pH 6,0 tai ap sudt dong cip 1 0,8 dén
1,8 bar va TMP 1a 0,4-0,9 bar. Budc ¢d thi hai dén 134+10 g/l tai 4p suét dong cép 1a
1,4-3,0 bar va TMP 12 0,7 dén 1,5 bar dugc thuc hién. Dung dich protein bbmAb1 duogc
loc siéu loc cudi cing duge didu ché dén ndng d6 100+10 g/1va 0,04 % (khéi luong/thé
tich) Polysorbat 20. Dugc chét (DS) cudi ciing duge loc qua thiét bi loc 0,2pm dugc bao
quan dong lanh tai <-60°C.

(7)  Xéc dinh dic diém phan tich va ddnh gia d6 tinh khiét
(a) Sang IQC LC-MS ctia bbmAb nguyén ven va céac bién thé

100 pg miu bbmAb duge tinh ché bz"_mg protein A dugc lam dong kho trbng dia
96 giéng va dugc khﬁ glycosyl hoa bang PNGaseF (New England Biolabs) trong 18 gio
tai 37°C trong 100ul chit dém 50 mM Tris—HCl pH 7,5). Cac miu dugc do bing LC-
ESI-MS trén UPLC 16p H (Waters) duge nbi v6i may do phd khéi Synapt G2 Q-TOF
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(Waters). Cot khir mudi MassPREP Micro 2,1x Smm (Waters) dugc sit dung tai nhiét
d6 ¢t 80°C. Gradien tuyén tinh dugc dp dung tai 0,3 ml/phut véi pha dong A: 0,1% axit
formic trong nuéc, pha dong B: 0,1% FA trong axetonitril: 0-2 phut 5% B, 2-12 phut 5-
90% B, sau d6 13 mot sb buée rira tai 0,5 ml/phiit. Cac Thong Sé MS: ESI + Ché d6
phan gidi, Dién 4p mao din 3 kV, hinh nén 14y miu 40V, nhiét dd ngudn 150°C, nhiét
d6 khir solvat héa 400°C. Hé thdng duoc hidu chuén biang dung dich mao din NaCl,
khdi khoa !a Leucin Enkephalin. S& lidu duge xtt ly bing phuong phép giai chap
MaxEnt1 tu dong (khoadng 1_<héi lugng 60-150 kDa, sy kim ham hai hoa) bing phan mém
UNIFI 1.6 (Waters). Su xdc dinh va dinh lugng tuong d6i ctia céc loai bbmADb va cic
bién thé Bit cap nhim dya vao sy khop véi khdi luong ki vong vé mit Iy thuyét va
cudng do tin hidu khdi luong twong ddi cta phd khdi dugce giai chap.
(b)  Xac dinh dic diém LC-MS clia bbmAb1

~ bbmAb di duoc khir glycosyl hoa nguyén ven: Kh:ing thé bbmAb1 da tinh ché
dugc pha lodng trong 29mM Tris-HCI pH 7,5 dén 1 mg/ml va duogc kkdr glycosyl héa
trong 4 gid tai 37°C bang cach st dung 2l enzym PNGaseF (New England Biolabs).

Sw phén cit duolc Jam ding bing cach bd sung axit trifloroaxetic (TFA) dén 2%.

bbr'n‘Abbdﬁ dugc khir glycosyl bi khit: bbmAb1 dugc pha loang déﬁ 5 mg/ml trong
20ul 0,1 M Tris-HCI pH 7 ,5. 2ul PNGase F dugc bd sung va duoc u trong 4 gid tai
37°C, sau d6 80 pl dém bién tinh (50mM Tris-HCI1 pH 8,0, 6M guanidin hydroclorua)
va 1ul DTT 1 M dugc bd sung vao hdn hop. Sau khi 1 trong 1 gio tai 37°C, méu duge
axit hoa bing 1l TFA.

Phan cét bing papain bbmAb thanh Fab va Fc. bbmAb1 dugc tron voi chat dém
phén cit (20mM axit sucxinic, 35,1mM NaOH, pH 6,0, ImM Cys-HCl,‘ ImM EDTA)
dén 5 mg/ml, sau do6 papain proteaza (Roche, Germany) dugc bd sung dén ndng do cubi
1a 5 pg/ml (ti 1¢ proteaza/ protein 1:1000) va dugc U trong 2 gio tai 37°C ¢ lic. Sau khi
1, dung dich nay duoc lam dimg bing cich bd sung dung dich iodoaxetamit dén ndng
do cudi 12 1,2mM.

Phén cét bang IdeS bbmAb thanh F(ab'), va Fc. 100pg bbmAbl duge tron véi
chét dém 5.4n cit (50mM natri photphat, 150mM NaCl, pH 6,6) va dugc phén cit bing
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100 U 1deS'proteaza (Fabricator, Genovis) qua dém tai 37°C. Sau khi u, ding dich nay

drroc lam dimg bang cach bo sung TFA dén ndng d6 cudi cung 1a 2%.
. fel

Phén cét LysC bi khtt - Lap ban db peptit. (Theo Rombach-Riegraf et al, PlosOne
2014) 200ug protein dugc lam bién tinh bang cach sir dung 150pl dung dich lam bién
tinh (6M guanidin hydroclorua, 50mM Tris-HCl, 5SmM Na,EDTA, pH 8,0) va dugc khtr
bang cach b sung 1,501 DTT 1M va duge 1 tai 37°C trong mét giv. Su alkyl héa duge
thue hién bang cich bd sung 3p:l iodoaxetarait 1M sau d6 11 tai 37°C trong t51. Phan tng
ndy dugc lam dung bing 1pl cia DTT 1M. Sau khi khtt/alkyl hoa, 750p1 chét dém phan
cét (50mM Tris-HCI, pI1'8) duoc bd sung vao miu. Sau d6 mau ndy duge phan cit bing
hai 1an bé_sung 4pl cua dung dich 1 pg/pl endoproteinaza LysC (Wako (Osaka, Nhat
Ban)) va u tai 37°C trong 1 gio va 3 gio tuwong tng. Spl TFA duoc bd sung dé lam dimg

su phan cat nay.

Po LC-MS. Céc mau protein duge cho qua hé théng LC-MS stz dung Waters
UPLC 16p H dugc trang bi ¢t BEH C4 RP (1,7pm, 2,1 x 100mm, 300A, Waters) va
may do phd khbi Xevo G2 TOF (Waters, Milford). Céc-chit rira giai 12 A: TFA 0,1%
trong nude vaB: TFA 0,09 % trong axetonitril. Cot nay duoc dat dén 80°C. THc d6 dong
14 0,2 ml/phut. Céc protein dwoc rira gidi bing gradien 40 phiit nhu sau: 0-5 phut 10%
B, 5-10phit 10-30% B, 10-25 phit 30-40% B, 25-26 phut 40-95%B, 26-28 phit 95%,
28-40 phit 10% B.

Cai diit MS: Ché d6 ESI (+) TOF, Ché d5 rhén giai; Khoéng khbi lugng 400-
4000Da, Thoi gian quét 1 gidy, dién 4p mao dan 3kV, hinh nén 14y miu 25V-40V. Hé

thong dwge hiéu chuin bang cach s& dung dung dich NaCsl.

Céc chit phan giai peptit dugc phan tich bing RP-LC-MS trén UPLC loai H
(Waters) dirge két h(_)‘p. vGi may do phd khéi Synapt G2 Q-TOF (Waters) st dung
CSH130 C18 2,1mm X 150, 1,7um (Waters, Milford). Pha dong A: TTA 0,1% trong
nuée va pﬁa dorg B: TFA 0,09 % trong axetonitril. Céc peptit dugc rira giai khoi ¢t
nay v&i gradien nhu sau: 0-5 phiit 0%DB, 5-10 phut 0-2%B, 10-40 phat 2-20%1B, 40-120
phtt 20-40%B, 120-135 phut 40-70% tai nhiét d6 cot 40°C. Cac bidu dd sic ky UV
duogce ghi laitai 214rm va viée thu thp s6 lidu MS duogc thue hién trong ché dd phan
gidl ES(+) duong tinh 14 thi nghiém MSF b'elmg céch st dung sy phén manh nang luong

thép (4 eV) va ning lugng cao (30-55V). Khdi khéa 1a Leucin Enkephalin (Waters).
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X ly va danh giad sb liéu duogc thuc hién bang phan mém MassLynx 4. 2 hoac
UNIFI 1.6 (Watcrs) Thuét toan MaxEntl duoc st dung cho su giai chap pho kho1
protein. Cac tinh toan khéi lwong 1y thuyét dugc thuc hién bing phin mém GPMAW
9.2 (dit li€u Lighthouse).

(c) Sic ky pha dio

Céc méu bbmAb duge phén tich trén Agilent 1260 HPLC str dung cot Porcshell
300 SB-C8 RP, 2,1mm x 75mm, Spum (Agilent). Nhiét do cot dugc dat dén 80°C, tdc 3o
dong 1a 2 ml/phat, pha dong A: 90% nudc, 10 % axetonitril, 0,1% TFA, 0,3% PEG-300,
pha dong B: 10 % nuéce, 90 % axetonitril, TFA 0,1%, 0,3% PEG-300. Gradien dugc st
dung 1a: 0-5 phut 22-37% B, 5,0-5,1 phtit 100% B, 5,1-6 phit 100% B, 6,1.-8,5 phtt
22% B. Tin hiéu UV dugc ghi lai tai 210nM. Viéc thu thip va danh giad s6 lidu duoc
diéu khién va thuc hién bing cach sit dung phin mém Chromeleon™ 6.8 (Thermo

Scientific).
(d) Séc ky loai trir kich thuréc

Mau bbmAb1 duge cho qua cot TSK gel G3000SWXL (Tosoh #808541, Sum,
7,8mm x 300mm) SEC, kich thudc 18 250A sir dung hé théng Agilent 1260. Pha dong
la dung dich kali photphat 150mM, pH 6,5, Tbc a6 dong 1a 0,4 ml/phut, nhiét do cot 1a
30°C. UV dugc ghi tai 210nm. Viéc thu thip sb liéu va tich phan dinh dugc thuc hién

bang cach st dung phan mém Chromeleon™ 6.8 (Thermo Scicntiﬁc).
(¢)  Dién di mao din CE-SDS

Pbi v6i CE-SDS khong khtr, miu bbmAb dugc tron véi chét dém mau (0,1 natri
photphat/ 1,0% SDS, pH 6,6) va sau d6 dugc trdn véi dung dich iodoaxetamit. Déi voi
CE-SDS khit, protein nay dugc trdn véi chit dém mau 0,1M Tris/ 1% SDS, pH 8,0 va
duoc khir bing 5% (thé tich/thé tich) mercaptoetanol. Ca hai mau déu trai qua budc bién
tinh nhiét tai 70°C trong 10 phut.

| Cac mau duge phﬁn tich trén hé théng Beckman PA 800 duoc trang bi bng mao
dan silic dioxit duoc dung hop tran (50pm, 375 OD, 67cm, Beckman) véi chiu dai 6ng
mao din 13 30 cm va duoc nap ddy biang chat dém gel sing Beckman SDS MW. Sy tach

dugce tién hanh tir d6 phan cuc am dén duong tai 15kV va nhiét do bng mao din 25°C,

-69-



38305

phét hién bing tia UV tai 214nm. Céc dién di dd duogc xir ly va duge phan tich bing
cach s dung‘ phin mém Chromeleon™ 6.8,
()  DPién di ving mao din CZE

Su tach dugc thuc hién trén HE théng phan tich dugc Iy Beckman Coulter PA
800 duoc trang bi may phat hién UV tai 214nm. Protein dugc tach trén 6ng mao din
silic dioxit dung hop (ID 50 pm) c6 tdng chilu dai 12 40 cm véi dién &p mao din 1a 20kV
tai 25°C va d9 phén cuc duong. Chét dém chay: 400mM axit 6-aminocaproic/axit axetic
pH 5,7 vé1 2mM TETA va 0,03% Tween 20. Sy tich phan dinh dugc thu:c hién bing

phin mém Chromeleon™ 6.8.
(8)  Két qua phan tich

Do tinh khiét va d@ df”)ng nhit ctia cc hdn hop va céc chu tric khang thé dic hidu
kép khac nhau sau khi déhg biéu hién duoc phén tich sau khi dugc tinh ché protein-A
bing cach st dung phrzong phép sang lod khéi luong UPLC-MS nguyén ven. Phuong
phap nay dugc st dung aé khfln_g dinh va dinh lwong tuong dbi cic heterodime va
homodime dugé tao thanh tir dich ndi té bao. bbmAb1 va bbmADb2 heterodime dugc tao
thanh chinh xé4c ¢6 thé dugc quan sat théy v6i do tinh khiét trén 85% dua vao cudng do
tin hidu khéi lugng nguyén ven. Céc tap chét chinh duge quan sat thdy trong man hinh
la cdc khéng thé khong duogc bit cip vé6i hai chudi nhe kappa, hai chudi nhe lambda va

cac phan t HC 16-dime.

B’é‘ng 4. Tém tit két qua phan tich thu dugc ddi v6i bbmAb1-bbmAb 11

Ung Num/ | L1/L2 Do twong ddng cac bién thé Ab | Hang
vién L3 dic hiéu kép bang MS
ID Rel. Twong
doi
bbmAb1 | mAb1/ | mAb1 (I)/ | bsAb 85% 1
mAD2 | mAb2 (k) | ki 212 5%
KH:L1L1 10%
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bbmAb2 | mAb2/ | mAb1 (1)/ | bsAb 84%
mAbT | mAB2 (K) | koL 1L1 5%
KH:L2L2 10%
bbmAb3 | mAb3/ | mAb3 (k)/ | bsAb 54%
mAb4 | mAb4 (k) | k. 111 35%
HH:L1LY  (dime | 11%
H)
bbmAb4 | mAb5/ |-.mAb2 (K)/ | bsAb 63%
mAb2 | MADB5 () | iy oL 2 9%
HH:L1LY  (dime | 11%
H) 17%
KH:L2L2
bbmAb5 | mAb1/ | mAbB(K)/ | bsAb 53%
MASE | mAb1 HH:L2L2  (dime | 47%
H)
bbmAbS | mAb7/ | mAb1(l)Y | bsAb 51%
mAb1 | mAb7 (k) | k1212 21%
KH:L1LA1 20%
HH:L1L1 (dime | 9%
H)
bbmAb7 | mAbS/ | mAb8 (I)/ | bsAb 80%
mAbT | mAbT() | yy.L212  (dime | 20%
H)
Ab mét phan:

H:L2, H:L2+Cys
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bbmAbS | mAbY/ | mAbY (k)/ | bsAb 35% 3
MABT | mALT () | k1212 34%
KH:L1L1 17%
HH:L2L2  (dime | 14%
H)
bbmAbY | mAb1 | mAb10 (k) | bsAb 58% 3
0O/mAb | IMAB () | ey 1L 1 239
1 HH:L1L1  (dime | 12%
H) 7%
KH:L2L2
bbmAb1 | mAb1 | mAb11 (k) | bsAb 45% 2
0 1/mAD | /MADT () | ey 114 999
1 HH:L1L1  (dime | 23%
H) 10%
Kep HC bsAb
Ab moét phan:
H:L1, H:L1+Cys
bbmAb1 | mAb1 | mAb12 (k) | bsAb 49% 2
1 2/mAb | ImADT () | yH-L 11 (dime | 41%
1 H) 10%
KH:L1L1
Ab mo6t phan:

H:L1, H:L1+Cys

Ky hiéu 1 1a chudi lambda, k 1a chudi kappa.

mADb3 Ia khing thé thudc loai VH3, VKkI.
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mAb4 13 khéng thé thude logi VH3, VKL,

mAbs 1 phieﬁ ban ghe’p cia mAbl (VHI, VI1).
mAD6 12 phién ban ghép cia mAb2 (VH1_46, VK3).
mAb7 12 khang thé thudc loai VH3, VK.

mADbS 1a khang thé thudc loai VH1 2, Vk2.

mADb9 1a khang thé thudc loai VHS, Vke.

mADb10 12 khang thé thudc loai VH1_46, VK6.
mADb11 12 khang thé thudc loai VH3, VK3.

mAE 12 1a khang thé thuC)c loai VH3, Vk2.

bbmADbl dﬁdc xac dinh dic diém chi tiét hon dé danh gia tAt ca céc bién thé san
phim duoc tao thanh va cdc tap chit sau cac budce tinh ché khac nhau bang LC-MS st
dung mét s6 phuong phép didu ché mau, va véi cac ky thuat phan tach khéc. Khéi luong
clia san pham dugc tinh ché hai buéc (lambda/CEC) nguyén ven duge xac dinh sau khi
khtr glycosyl hc’)é bing enzym PNGaseF va sau d6 dugc phun vao trong co chu RP-LC-
MS. Phé khéi duogc gidi chaip ctia bbmADbI nguyén ven xac nhan sy tao thanh chinh xac
heterodime nam trong 13 sau qua trinh ddng biéu hién va tinh ché chon loc lambda.
Khong c6 tap chét chinh nio gidng cic homodime hozc cac khéng thé mot phén c6 thé
duoc phat hién sau qud trinh tinh ché chon loc lambda. D twong ddng cita bon chudi

khéang thé khac nhau c6 thé duge x4c nhén sau qua trinh khir va khtr glycosyl hoa mau.

- P8 kidm tra su bit cdp nham chudi va cic tap chét ndng d6 thép khac, mau da
tinh ché dugc phan cét bing papain proteaza dé phén tich cic manh Fab va Fc riéng 18.
Céc khdi lugng do duge cla cdc manh nay xac nhén lai sy tao thanh chinh xac cua céc
nhéanh Fab khéac nhau (Nam-lambda, L-kappa), cling nhu sy tao thanh chinh xé4c cua
ménh Fc nim trong 15. Méanh Fab bt cip nhdm (Fab4, Nium-kappa) c6 thé dugc quan
sét thiy & mic <1%. Phuong phap thay thé dé tao ra cAc manh Fab véi sy phan cit LysC
gi¢i han duge thir nghi¢m ma cho phép didu ché mAu nhanh hon trong qua trinh chon

loc tap hgp va dong.
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Chién Iugc phan cht khéc sir dung enzym IdeS (Fabricator) duoc thit nghiém dé
tao ra céc“mz’m’h Fc va F(ab')2. Trong thi nghiém nay, khéi lugng cta heterodime Fc
duoc quan st thdy va F(ab')2 heterodime dugc tao thanh chinh xc. Sy ¢6 mit clia
heterodime Fc ciing 12 bing chimg ciia su tao thanh chinh x4c cia ciu nbi di-sulfua bd
sung trong phin Fc ctia bbmAb1, vi theo cach khac chi manh Fc/2 ¢6 khéi lwong nhé

hon duoc sinh ra.

Lap ban do peptit LysC v6i LC-MS ¢6 th8 x4c nhan d6 tuong ddng clia phan t

¢6 su bao pht trinh tu tng quét ctia cic peptit 1a 99%.

Céc két qua cu thé cua cac mau dugce tinh ché dugc thé hién trén Hinh 2. Cu thé
13, bidu db sic ky RP-UV clia mAb dic hiéu kép nguyén ven duge khir glycosyl héa
duoc thé hién trén Hinh 2A. C4c manh bbmAb1 duoc cit phan bang papain dugc thé
hién trén Hinh 2C. Cic manh bbmAb1 duge phan cét bing IdeS dugc thé hién trén Hinh
2D. C4c manh bbmAb1 dugc khir glycosyl hdéa va duge khir DTT dugc thé hién trén
Hinh 2E. Cac phd khdi duoc giai chap ctia mAb dic hiéu kép duge khir glycosyl hoa
nguyén ven bbmAbl duogc thé hién trén Hinh 2B.-

Két qua dugc trinh bay trong Bang 5.

Bang 5. Su chi dinh cua c4c khéi lugng bbmAb1 do duge bing RP-LC-MS

bbmAb1 Do ddng nhit | Khéi lugng | Khdi lugng | DO 1éch
dugc quan | ly thuyét khoi
sat (Da) (Da) luong (A
Da)
bsAB dugc khtr glycosyl | L1IH1:L2H2 144104 144101 +4
héa nguyén ven mAb
Su phan cat bing papain | Fc  (HI-H2)+ | 52570 52570 0
bG0/bG0O/0K
Fabl  (L1HI1 | 46952 46952 0
lambda /nim)
Fab2  (L2H2 | 47503 47504 -1
kappa/16)
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bbmADb]1 Do ddng nhdt | Khéi lugng | Khéi lwgng | DY 1éch
| duoc quan | 1y thuyét khéi
sat (Da) (Da) luong (A
Da)
Fab4 47329 47330 +1
Sur phan cét bing IdeS | F(ab') 96644 96643 +1
Pime Fc (HI- | 50383 50383 0
H2) +bG0/bGO
/ 0K
bsAb dugc khir glycosyl | L1 (A-LC) 22980 22980 0
héa bj khir
L2 (x-LC) | 23358 23358 0
pyro-E
H1 (nim-CH) | 48953 48952 1
0K
H2  (16-CH) | 50290 50289 1
pE,0K

Do tinh khiét tang thu dugc sau khi 4p dung céc budc khac nhau dugc md ta trén

va loc siéu loc.

bbmADb!1 dic hidu kép (lambda/CEC) dugc tinh ché hai budc cudi cling con duge
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day duge thé hién trén Hinh 3. Hinh 3A 12 biu d sic ky thé hién dic tinh biéu hién sau
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phan tich bang cac phuong phap dugc liét ké trong bang 6. Téng quan nguyén liéu thé
hién d6 tinh khiét cao v6i ham luong chét két ty hoidc cac san phém phan hay thép nhu
dugc phat hién bing mdt sb phuong phap phan tach nhu phuong phép sic ky loai trir
kich thuéc (SEC), CE-SDS va dién di viing mao dan (CZE).
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Béng 6. Phan tich d tinh khiét cia bbmAbl d4 tinh ché

Phuong phép Tham sb Gié tri

Do tinh khiét theo SEC Cac san phém Kéttu 1,3 %

Céc san phim phan 1,2%

huy
CZE Loai axit 24,7 %
" Loai bazo 16,6 %
Po tinh khiét theo CE-SDS  Khir 98,2 %
Khong khtr - 94,6%

Céc dang két hop khéc clia cac khang th8 khéc ciing duoc kiém tra. Bang 4 thé

hién tom 4t két qua phan tich thu dugc.

6. Vidu 2: Hoat tinh in vitro clia bbmAb1

Hoat tinh gén két cia bbmAb1 dugce kiém tra trong nhiéu thr nghiém t& bao khac

nhau.
(1)  Nguyén liéu va phuong phép

(a) DOi vé6i cac thir nghiém chuan d can bing dung dich

(SET)
Nguyén li¢u sau ddy dugc st dung:
IL-18 ngudi tai td hop, duge biotinyl héa (BTP25828)
IL-1P khi Cynomolgus tai tb hgp (Novartis)

Khéng thé khang IgG ngudi, dugc danh ddu SULFO-TAG (Meso Scale discovery
(MSD) # R32AJ-5)
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Khéng thé dic hiéu cta dé khang Fab ngudi, duoc lién hop véi MSD SULFO-TAG
NHS Ester (Jackson Immuno Research # 109-003-097, MSD #R91AN-1) BSA (Sigma
# A-9647)

Chéit dém doc MSD T v&i chét hoat dong bé mit (MSD #R92TC-1)

Dung dich mudi dém photphat (PBS) 10x (Teknova #P0195) dung dich mudi dém Tris,
pH 7,5 (TBS) 10x (Teknova #T1680) Tween-20 (Fluka #93773)

Pia vi chudn do ’polyprovpylen (MTP) (Grginer #731280)
Dla 384 giéng, chudn (MSD #1.21XA)
(b)  Dbi véi cac thit nghiém té bao va thir nghiém SET
mAb2 nhu dugc mo ta irong phin khang thé IL-1B.
mAb1 nhu duge md ta trong phin khang thé IL-18:
bbmAb1 nhur duge md ta trong vidu 1.
IL-18 ngudi tai tb hop (BTP 25829) dugc mua tr MBL Int. Corp. (#B001-5)
IL-lB khi dudi séc tai td hop (Novartis)
1L-18 khi dudi s6c tai td hop (Novartis)

IL-12 ngudi 14i t6 hop (#573008 duge mua tir dong € bao Biolegend KG-1 (ATCC
#CCL-246)

Cézc nguyén bao s¢i da ngudi binh thuong (#CC-2509) dwgc mua tir Lonza

Céc nguyén bao soi biéu bi khi dudi séc (#42637F (510))

Céc té bao HEK-Blue™ IL-18/IL-1p (#hkb-il18) dugc mua tir InvivoGen

PBMC dugc phén 1ap tir 16p phvt mau néu vang thu duoc tir Blutspendezentrum Bern
Mau khi dudi séc thu-duge tir SILABE, Niederhausbergen

IL-6 ELISA: Nguoi (BioLegend, #430503); Khi dudi séc (U-CyTech biosciences,
CT974-5)

IFNy ELISA: Nguoi (BD555142) va khi duéi séc (U-CyTech biosciences #CT340A)
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Cac thtr nghiém QUANTI-Blue™ (#rep-qbl) dé phat hién SEAP dugc mua tir

InvivoGen

MBoi trudng té bao: RPMI 1640 (Invitrogen #31870) duoc b sung 10% huyét thanh thai
bo (Invitrogen #10108-157), 1% L-Glutamin (Invitrogen #25030-03), 1% penixilin/
streptomyxin (Invitrogen #15140-148), 10uM 2-Mercaptoetanol (Gibco #31350-010),
5mM Henes (Gibco #15630-380)

Céc dia 96 giéng dugc xir Iy nudi cdy mé, day tron (Costar #3799)
Céac dTa.9_6 giéng dugc xir Iy nuéi ciy mo, day det (Costar #3596)

Ficoll-Pacque™ Plus (GE Healthcare Life Sciences #17-1440-02) PBS 1X, khong c6
Canxi va Magie (Gibco #14190094)

Ong Leucosep khong c6 16p chén xdp, 50ml, polypropylen (Greiner bio-one #227290)
dng hinh nén polypropylen Falcon 15ml (BD#352096)

Ong hinh r:én polypropylen Falcon 50ml (BD #352070)
(c) Do éi’ Iwc bang SET
Thtr nghiém gén két dich riéng 1é SET

22 dung dich pha lodng theo day 1,6n cla cac khang nguyén (ndng do cao nhit:
hull.-18, 5nM; marll-18, 10nM; hulL-1p, 0,5nM; marlL-1B, 0,50M) duoc diéu ché
trong chit dém mau (PBS chira 0,5% albumin huyét thanh bd (BSA) va 0,02 % Tween-
20) va ndng d6 khéng ddi cta khang thé dugc bd sung (cho két qua doc IL-18 10pM,
cho két qua doc IL-1pB .lpM). Thé tich 60 pl/giéng ctia hdn hop khiang nguyén-khéng thé
duoc phin b trong hai ban sao vao dia vi chudn do polypropylen (MTP) 384 giéng.
Chit dém mAu déng vai trd 1a di chimg 4m va mAu chi chira khang thé 1a d6i chang
duong (tin hi€u phat quang dién hoa t61 da ma khong c6 khang nguyén, Bmax). Dia nay
duoc bit kin va dugc i qua dém (o/n, it nhit 16 gid) tai nhiét do trong phong (RT) trén

may lac.

Két qua doc IL-18: MTP méang MSD 384 giéng dugc ph streptavidin dugc phi
bang 30 pul/giéng hull.-18 duoc biotinyl hoa (0,1 pg/ml, PBS) va dugc G trong 1 gid tai

nhiét do trcng phong trén may ldc.
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Két qua doc IL-1B: MTP mang MSD 384 giéng chudn duogc pha bing 30 pl/giéng
hullL-1 (3 ;.Lg/ml, PBS) dugc pha lodng trong PBS lam chét bét gift va dugc 0 qua dém
tai 4°C.

Dia nay dugc phong bé bing 50 pl/giéng chit dém phong bé (PBS chita 5% BSA)
trong 1 gid (h), tai nhiét d trong phong (RT). Sau khi rira (TBST, TBS chtra 0,05%
Tween 20), thé tich 30 pl/giéng hdn hop khang nguyén - khang thé can bang duoc
chuyén tir polypropylen MTP sang dia MSD dugc phi va dugc U trong 20 phut tai nhiét
do trong phong. Sau budce rua bd sung, 30pl khang thé phat hién khang IgG duoc gén
duéi sulfo (0,5 pg/ml) dugc pha loang trong chit dém mAu duge b sung vao timg giéng
va duoc 1 trong 30 phit tai nhiét o trong phong trén may lic. Pia MSD nay dugc rira
va 35pul/giéng chit dém doc MSD dugc bd sung va duoc i trong 5 phut tai nhiét do trong
phong. C4c tin hiéu phat quang dién hoa (ECL) duogc tao ra va dugc do bang MSD Sector
Imager 6000.

Thtr nghiém gén két dich dong thoi SET

Thtr nghiém SET dugc thyc hién nhu md ta trén day, trir thir nghiém A: Quy trinh
can bang (hdn hop khang thé/khing nguyén) dugc thuc hién trong sy c6 mit clia lugng
du ctia mdt dich (500pM ctia IL18 hogc IL-1f) trong khi danh gia Kp ctia dich con lai.

Thtr nghiém B: Quy trinh cin bing (hdn hop khang thé/khang nguyén) dugc thue
hién v6i ca hai dich trong céc dich pha lodng theo diy trong mdt hdn hgp mot cach ddng
thoi (ndng do én dinh cua khang thé 1a 10pM, ndng do khang nguyén cao nhit xem trén
day). Sau d6 cting hdn hop nay du'i;c phan tich d6i v6i ndng do khéng thé ty do ctia n6

trén cac dia phu IL18 va IL-1p nhu duge mo ta trén day.

Dit liéu SET duoc xut ra cho XIfit, phan mém bd sung tinh ning MS Excel. Tin
hiéu ECL trung binh duoc tinh tir cac phép do trong hai ban sao trong mdi thit nghiém.
Dit lidu duge diu chinh dudng co sé bing cach trir gia tri thap nhat khéi tht ca cdc didm
dit liéu va dugc 1ap db thi so v6i ndng 4 khang nguyén tuong tng dé tao ra dudng cong

chudn 6. Gia tri Kp duoc x4c dinh bing cach lam khép dd thi voi cac loai sau day:
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md hinh gin két 1:2 cho Ab dic hiéu don

[ x+[1eG)+ K, _\j(‘\'+{IgG]+};'D)Z x[IgG]: ) !

o 2Ben | [166] 2 4 )|
el 2 2{1g6] E
i

\ )

md hinh gén két 1:1 cho Ab dc hiéu kép nim trong 16
* Baaxe (re . . —— —
v = Boyas — (TF::J? {[Fao] +x +Kp = {[Fab] + x + Kp)J° — 4x[Fab] ) )

3
H

trong d6 |
y: tin hiéu ECL d3 trir gia tr tréng
Biax: tin hi¢u ECL 16n nhét tai ndng dd khang nguyén bing khong
[IgGl: m;mg do khing thé du‘c_r? stt dung
[Fab]: tong ndng do Fab du:o'c st dung
Kp: Hing s6 cin bang pilén ly
X: néng do khang nguyén dugc st dung
(d) Nudi cdy té bao

Té& bao KG-1 duoc cho sinh trudng trOng RPMI 1640 b sung 10% huyét thanh

thai bd, 1% L-Glutamin va 1% penixilin/streptomyxin & mét do tir 2x10° dén 1x10° té

bao séng/ml.

Nguyén bio £9i ngudi binh thudng va nguyén bao s¢i khi dudi séc duge cho sinh
trugng trong FBM (Clenetics, CC-3131) ¢6 chita bFGF (1 ng/ml, CC-4065), insulin (5
ug/ml, CC-4021), va 2% FCS (CC-4101). Pé 1am moi trudng d6i, mdi trudng nén
nguyén nao soi (LONZA # CC-3131) dugc stt dung.

Té bao HEK-Blue™ IL-18/1L-1p duoc cho sinh truong trong Moi Trudong Sinh
Truong (DMEM, 4,5 g/1 glucoza, 10% (thé tich/thé tich) huyét thanh thai bo, 50 U/ml
penixilin, 50 mg/ml streptomyxin, 100 mg/ml Normocin™, 2mM L-glutamin bb sung

30 pg/ml Blasticidin, 200 pg/ml HygroGold™ va 100 pg/ml Zeocin™.

Té bio don nhan mau ngoai vi ngudi (PBMC) dugc phan 1ap méi tir 16p ndi mau

ndu vang bing cdch st dung 6ng LeucoSep theo hudng din ctia nha san xuat. Mot cach
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vén tit, 13ml Ficoll-Paque dugc tai trudc trong bng LeucoSep 14ml bang cach ly tAm
trong 30 gidy tai 1.000 x g. Cac mAu mau toan phin dugc heparin hoa duge pha loang
v6i cac thé tich PBS bang nhau, va 25ml méu di pha lodng dugc bd sung vao 6ng
LeucoSep. Cac 6ng phan tach té bao nay dugc ly tdm trong 15 phut tai 800 x g ma khong
ngung tai nhiét d9 trong phong. Lép huyén pht té bao dugc thu gom, va cac té bao duoc
rira hai 1an trong PBS (trong 10 phut 1an luot tai 640 va 470 x g, trong hai 1an rira lién

tiép) va dugc tai tao huyén phi trong mdi trudng nudi chy trudc khi dém.

Mau khi dudi soc¢ duge thu gom trong cac dng dugc heparin hoa va duoc loc bing

cach st dung bd loc té bao 70pum (BD Biosciences #352350)
(¢)  Tht nghiém trung hoa IL-1f

Tht nghiém san xuét IL-6 dugc cam tng béi IL-1B trong cac nguyén bao s¢i
duge tién hanh vé co ban nhu dugc mo ta (Gram 2000) chi véi cac cai bién nho. Mot
c4ch vin tét, cac nguyén bao s¢i duge cdy & mat 6 5x103 té bao trén mdi giéng (trong
100pl) trong dia nuoi cdy mo day det 96 giéng. Ngay hom sau, céc t& bao bi bd doi trong
5 gi® trong mdi truong doi trudce khi bd sung hdn hop dung dich IL-1p tdi td hop/hop
chét (ndng d6 IL-1p dugc néu trong bang). Hon hop dung dich IL-1p/hop chét nay duoc
chudn bi tru6e bang cach 1 IL-1p téi td hop vé6i khoang ndng d6 ctia hop chét trong 30
phut tai 37°C. Céc dich ndi t& bao duge thu gom sau khi 0 o/n tai 37°C va luong IL-6
duoc giai phong duge xac dinh bing ELISA. Thir nghiém san xuét IL-6 dugc cam ng
bing IL-1p trong PBMC dugc thuc hién theo phuong phap sau day. PBMC dugc cdy tai
3x10° t& bao trén mdi giéng (trong 100ul) trong dia nudi cdy mo 96 giéng va dugc 0 véi
hdn hop dung dich IL-1p tai t8 hop/hop chit trong 24 gid tai 37°C (ndng do IL-1B dugc
chi ra trong bang). Hon hop dung dich IL-1p/hop chit nay duoc chuén bi trudce bang
cach i IL-1 tai td hop v6i khoang ndng d6 cia hop chét trong 30 phut tai 37°C. Céc
dich ndi t& bao dwgc thu gom sau 24 gid kich thich va lugng IL-6 dugce giai phong duge
xé4c dinh bing ELISA.

(f)  Thir nghiém trung hoa IL-18

Thtt nghiém nay dugc thyc hién v& co ban theo phuong phap sau day. Té bao
KG-1 (bi bo déi trong 1 gidr trong PBS + 1% FCS dugc chuén bi truéc) hoic PBMC &

mat do 1a 3 x10° mbi giéng duoc cAy vao trong cac dia nudi cly té bao 96 giéng day tron
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va dugc U v6i hén hop dung dich chira IL-18/IL-12 tai td hop cﬁng v6i khoz’ing ndng do
cac hop chét (cac ndng d6 IL-18/IL-12 dutyc chi ra trong bang). Sau khi 0 24 gi¢ tai
37°C, céc dich nbi dugc thu gom va luong IFNy gidi phong duoc xac dinh bang ELISA.

Péi véi cac thir nghiém véi mau khi dudi soc, 85ul mau mdi giéng duoc st dung.
(g)  Sutrung hoa IL1B/IL-18 kép & céac té bao HEK-Blue™

Thir nghiém n3y dugc tién hanh vé& co ban nhu dugc mo ta trong cdc quy trinh
X ly cia nha san xuit. Mot cach vén tit, cac té bio HEK-Blue™ dugce cdy gidng & mat
do 1a 4 x10* mbi gién’g vao trong cac dia nudi cdy té bao 96 giéng va dugc & véi dung
dich chtra IL-1B va IL-18 tai tb hop (détaora tin hidu 1:1 SEAP) cung v6i khoang ndng
do cta cac hop chit. Sau khi @ 24 gio tai 37°C, céac dich ndi dugc thu 'gom va lugng
SEAP giai phong dugce xac dinh bang cach sir dung phurong phap QUANTI-Blue™ theo

huéng din clia nha san xuat.

T4t ca cac dit 1iéu duoc xudt sang phin mém EXCEL va céc gid tri IC50 dugc
tinh bing c4ch dung dd thi dudng cong dap ung lidu ddi véi cac ham lam khép dudng
cong logistic bing cach str dung phan mém EXCEL/XLf{it4 hodc GraphPad Prism.

@) Kétqua
(@  Ailyc ddi v6i IL1B va IL-18 khi dudi soc va ngudi tai tb
. hqp,

Ai lyc gén két cta bbmAb1 véi céc protein IL-1B va IL-18 t4i t& hop nguoi va
khi dudi séc dﬁqc do _béng chuén do can bing dung dich (SET) (Hinh 5) va cac gia tri
Kp dugc tao ra du'Q'C so sanh v&i cﬁc gié tﬁ Kp cﬁa mAbZ déitvéri IL-1B vamAbl dé gén
két I1.-18. Hinh 5 thé hién cac dﬁbng cong chuin d6 cia sy xac dinh 4i luc dua trén ECL
trong dung dich, ndng d6 khong dbi ctia khang thé: dbi véi két qua doc IL-18 10pM, a6i
v6i két qua doc IL-1B 1pM; cac dich pha lodng khédng nguyén: ndng d6 cao nhat: hull-
18, 5nM; marlIL-18, 10nM; hulL-1, 0,5nM; marIL-1p, 0,5nM. Cac dudong nét lién thé
hién sy khop cta dit liéu béng cach st dung md hinh dugc mo ta trén day. Cac dudng

cham cham chi ra khoang tin cdy 95 %, n=3.

So tarh céc 4i luc gin két trong thir nghi¢m gén Két dich riéng 18, bbmAb1 thé
hién KD trung binh tuong tur so véi mAbl dbi v6i IL-18 ngudi va khi dudi-soc (Béang

7). Dé afin két IL-1P nguoi, gia tri KD trung binh hoi cao hon dbi voi bbmAb1 (2,6pM)
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s0 V01 mAb2 (0 6pM) nhung van nam trong cung khoang pM thép. Céc phép do tiép
theo trong thu nghiém gén ket dich kép ddng thoi (Bang 8) khang dinh rang céc gia tri
KD gén kbt bbmAb1 déi véi IL- 1B 1a twong tu céc gid tri cia mAb2 véi nguyén licu loai
tién 1am sang ciing nhu véi nguyén liéu loai 14m sang. Do d6, bbmAb1 c6 i luc gin két

d6i v&i cé hai dich & nguoi va khi dudi soc ma twong Gng twong tu voéi mAb2 va mAbl.

Bang 7. Ai luc dbi v6i IL-1B va IL-18 nguoi (hu) va khi dudi séc (mar) téi td hop dugc
do bing SET (su xéc dinh gin két dich riéng 1€)

Xac dinh ai lwc IL-18/IL-1B dbc lap.
Mau hulL-18 Kp | marlL-18  Kp [ hulL-18 Ko | marll-18  Kp
[pM]. [pM] [PM] [PM]
mAb1 9+2 213 n/a n/a
‘mAb2 n/a n/a 0,6+0,1 1,0£0,7
bbmADb1 1214 3317 2,6+0,1 3,0£2,4

Ngoai cac két qua gin két dich riéng 18, cac 4i luc gin két dich kép dbng thoi cia
bbmADbI ciing dugc khao sat (Bang 8) bang céc sir dung lwong du ctia mot dich trong
qua trinh danh gid su gén két cac gid tri Kp cua dich con lai (Thtr nghiém A) hoic bing
cich str dung hdn hop cia ca hai dich trong céc dich pha loang theo day (Thu nghiém
B). Su x4c dinh 4i lyc IL-1B/IL-18 ddng thoi thé hién khong c6 su khac biét dang ké
gifta thir nghiém A (lugng du ctia mot dich) va thir nghiém B (hdn hop ctia ca hai dich
trong cic dich pha lodng theo ddy) ma ching t6 rdng ca hai dich da gin két ddng thoi
ma khong anh hudng dén su gz"m két ctia dich con lai. Hon nita, cac gi4 tri Kp thu duge
v6i céc thir nghiém gz"mkét kép dong thoi ndy 1a twong ty v6i cdc gié tri Kp thu dugce
v6i thir nghiém chuin (Bang 7; trong su véng mit ctia khang nguyén thtt hai) ma ching
t6 ring bbmAb1 c6 thé gin két ca hai khang nguyén mot cach doc 1ap. Do d6, bbmAbl
gin l_<_ét d6ng thoi va doc lap ca IL-1B va IL-18 nguoi va phan g chéo day di véi cac

protein khi dudi séc tuong ng.
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Béang 8. Ai luc dbi vi IL-1B va IL-18 nguoi (hu) va khi dudi séc (mar) tai t6 hop duoc
do bing SET (st x4c dinh gén két dich ddng thoi)

X&c dinh ai lyc IL-18/IL-1B dbng thoi

hulL-18 Kp | mariL-18  Kp | hulL-18 Ko | marlL-1B8 Kb
[pM] [pM] [pPM] [pM]

Mau Th¢ |[The |Th® |The |The |Th® |The | Thk
nghié |nghié |nghié |nghié |nghié |nghié |nghi¢ | nghié
mA |mB mA mB |mA m B m A m B

mAb1 13,5 11,4 271 26,3 n/a Khéng | n/a Khéng
gan gan
két két

mAb2 n/a Khéng | n/a Khéng | 1,1 3,2 0,8 4.8

gan gan
két két
bbmAb | 14,8 19,5 47,9 442 3 0,5 2 0,6

(b) Hoat tinh lam trung hoa ciia bbmAbl trong cac thir
nghiém té bao ngudi va khi dudi séc
Hoat tinh lam trung hoa cia bbmAbl db1 v6i ca hai xytokin (IL1B va IL-18) duoc
d4nh gia mAb2 mAbl). Ngoai ra, hi¢u luc ctia bbmAbl dbi vé6i sy trung hoa IL-1p va
I1.-18 khi dudi soc st dung céc hé thdng thir nghiém té bao khi dudi séc cling dugc dénh

gid (xem phan d).

(c)  Su trung hoa IL-1B va IL-18 riéng 1& va ddng thdi & té

bao nguoi

Hoat tinh 1am trung hoa ctia bbmAb] trén IL-1B dugc danh gid bing su Grc ché

san xuét IL-6 duge cam tng boi IL-1p tai th hop & cdc nguyén bao soi da nguoi (IL-1[3
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duoc st dung tai 6pM) va & PBMC nguoi (IL-1f duoc st dung tai 60pM). Hoat tinh
trung hoa ctia bbmAD1 trén IL-18 duge do bing su e ché san xuét IFN-y duoc cam ting
béi IL-18 t4i td hop trong cac té bio KG-1 va PBMC ngudi (ca hai t& bao nay déu dugc
hoat héa bang 3nM IL-18 ngudi tai t5 hop cing v6i 1ng/ml IL-12 ngudi tai td hop).
Hiéu luc (e ché ctia bbmAb] trén IL-1B va IL-18 ludn dugce so sanh véi hiéu lyc clia
mADb2 hoic mADbl, twong tng. Tuy thudc vao cac thir nghiém, cac gid tri IC50 trung
binh cia bbmADb1 1a trong cac khoang dudinM hodenM mdét chir s6 va cao hon 18 dén
tir 2 dén 4 14n trong sy so sanh truc tiép v6i mAb2 (cho IL-1B) va mAbl (cho IL-18),
tueng Ung (Béng 9 va Bang 10). Céc dinh dang hoa tri mot ctia bbmAbl khi dugc so
sanh voi ¢inh dang héa tri hai cia mAb2/mAbl cling nhu tiém ning ma cac dot bién

KiH ¢6 thé 1a neuyan rnhan cko su chénh 1éch nhd nay cua hiéu luc cia bbmAD1.
-~ 4 . ] .

Bang 9. Gié tri IC50 trung binh d8i véi sy trung hoa IL-1B béi bbmAb1 50 v6i mAb2 &
cac nguyén bao s¢i da nguoi va PBMC ﬁgu':éri. *Su tre ché qua trinh s2n xuht IL-6 &
nguyén bao s‘c)’i da ngudi hodc PBMC duoc kich thich bang IL-1p nguoi tai t6 hop (6pM
cho cac nguyen bao soi da va 60pM cho PBMC) Gla tri trung binh = SEM (n—3 PBMC

va n=6 ngwyen bao soi da n0u01) duoc trinh bay.

Sw trc ché IL-1B IL-6 prod.* nguyén bao | IL-6 prod.* PBMC
sgi da ICs0 [NM]
ICs0 [NM] | |
mAb2 _ | 0,031+£0,006 , 0,29&0,»67
bbmAb1 o 1 0,136+0,045 1,35+0,59

Béng 10. Gi4 tri IC50 trung binh dbi véi su trung hoa IL-18 bdi bbmAb1 so véi mAbl
& cac t& bao KG-1 va PBMC ngudi. **Su e ché sin xudt FNy & cac 1€ bio KG-1 hoic
PBMC dugc kich thich bing IL-18 ngudi tai td hon (3nM) va IL-12 ngudi (1ng/ml). Gia
trj trung binh + SEM (n=3 KG-1 va n=4 PBMC) duoc trinh bay.

Sw e cné IL-18 IFNy prod.** Té bao KG- | IFNy prod.** PBMC
1 ICs0 [NM]
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ICs0 [NM]
mADb1 0,035+0,011 0,78+0,49
bbmAb1 0,071+0,046 0,87+0,51

bbmADb]1 c6 kha néng trung hoa d6ng thoi hoat tinh sinh hoc cia ca IL-1p va IL-
18 nhu dugc chimg minh bang cac té bao bao cao HEK Blue™ san xuit SEAP trong su
d4p ang véi sy kich thich 1+1 bing IL-1p va IL-18 tai td hop (Bang 11). S tc ché
twong tu ctia SEAP trong hé théng thir nghiém nay chi dat dugc b%mg dang két hop
mAb2 va mAb1 nhung khong thé dat dugc bang céach st dung cac khang thé riéng 18.

Bang 11. Gia tri IC50 trung binh dbi v6i su trung hoa dong thoi IL-1B va IL-18 trén hoat
tinh bao cdo SEAP & té bao HEK Blue™. Gi4 tri trung binh = SEM cuia n=5 thi nghiém
dugc trinh bay.

Su trc ché SEAP trong cac té bao bao cao HEK dwgrc | ICso [nM]
kich thich ddng thoi bing IL-1B va IL-18

mot minh mAb2 hodac mAb1 >30
mADb2 va mAb1 két hop 0,24+0,09
bbmAb1 0,71+0,28

(d)  Hoat tinh lam trung hoa cia bbmAb]1 trén IL-1B khi dudi
séc va TL-18 khi dudi séc & cac thir nghiém té bao khi
dudi soc

pé chimg té hoat tinh trc ché ciia bbmADb1 & khi dudi sdc, cac thir nghiém in vitro
tuong tu dugce thuc hién véi té bao khi duéi séc nhu vdi cac té bao ngudi tuy nhién st
dung IL -1B va IL-18 khi duéi sc tai td hop dé kich thich. Khi dénh gid sw Grc ché san
xult IL-6 duge cam tmg bang IL-1p khi dudi séc téi t6 hop & cac nguyén bao s¢i da khi

dudi séc, bbmAb] thé hién hidu Iuc dudi nM véi cac gié tri IC50 cao hon tir 2 dén 3 lan
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so v6i mAb2 (Bang 12). Thr nghiém bbmAbI v6i nguyén bao soi da nguoi duoc kich

thich bang IL-1B khi dudi séc tao ra bién dang rc ché twong ty nhu véi IL-6 ngudi.

Béang 12. Sy ¢ ché san xut IL.-6 dugce cam tng bing IL-1p khi dudi séc téi td hop &
cac nguyén bao sgi khi dudi séc va nguoi bing bbmAbl. * Su tc ché san xuét IL-6 &
cdc nguyén bao soi da khi dudi séc va nguoi duoce kich thich bang IL-1p khi dudi séc

tai td hop (18pM). Két qua ctia 3 thi nghiém riéng 1¢ (A, B va C) duoc trinh bay.

IL-1B khi duéi séc | IL-6 prod.* nguyén bao sgi da khi dubi IL-6 prod.*
séc nguyén bao soi

ICso [NM] da nguoi

' ICs0 [NM]

Thi nghiém A Thi nghiém B Thi nghiém C

bbmAb1 0,174 0,364 0,220

mAb2 0,095 0,138 0,114

Céc gié tri IC50nM tir mot dén hai chit sb ctia bbmADb1 xac hhén hoat tinh 1am
trung hoa cta bbmAb1 dbi véi IL-18 khi dudi séc dugce kiém tra trong thir nghiém san
xuit IFNy bang té bao méu khi dudi séc (Bang 3 -7). Thtr nghiém bbmAb1 véi PBMC
ngudi duge kich thich bang IL.-18 khi dudi soc tao ra bién dang (rc ché twong tu khi do
su san xudt IFNy nguoi.

Do d6, bbmAb1 di dugc ching t6 ring c6 phan tng chéo diy du véi IL-1B khi
dudi s6c va IL-18 khi dudi soc trong cac thir nghiém chirc ndng st dung céac té bao dép

tng khi dudi séc.

Bang 13. Gid tri IC59 trung binh d6i v6i su e ché san xuét IFNy dwgc cam (mng bing
IL-18 khi dudi séc téi tb hop & mau toan phan khi dudi séc hodc PBMC ngudi. ** Su

trc ché san xuit IFNy & mau toan phan khi dudi séc (n=3 mdi hop chat/diéu kién) hodc
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PBMC ngudi (n=6) duoc kich thich bing IL-18 khi dudi séc téi td hop (ndng do dugc
chi ra) & IL-12 nguoi (10ng/ml). Gié tri trung binh = SEM dugc trinh bay.

IL-18 khi duéi séc | IFNy prod.** IFNy prod.** Néng @ IL-18 khi

Mau khi duéi soc | PBMC nguoi dudi séc duoc st
dung

ICs0 [NM] ICs0 [NM]

bbmAb1 10,0+4,1 1nM

mAb1 47426 0,3nM

mAb1 | 1812108 3nM

mAb1 6,6+5,0 1nM

D3 chimg to raing bbmAbl, mAb dic hiéu kép IL-1f/IL-18 dinh dang KiHl van
gitt dugc sy gén két 4i luc cao cling nhu hiéu lyc lam trung hoa xytokin d61 v6i hai dich
riéng 16 IL-1p va IL-18 khi so sanh v6i cac mAb ban ddu, mAb2 va mAbl, trong nhiéu
thir nghiém té bao khac nhau. Céc tinh chét 1am trung hoa IL-1B va IL-18 kép cia
bbmAb1 khong chi dugc ching minh déi véi céc xytokin/té bao ngudi ma con ca cac
xytokin/té bao khi dudi séc twong tng, thuc dAy céc nghién ctru ddc hoc thich hop. Céc
gia tri IC50 cao hon 1én dén tir 2 dén 4 14n ma da duoc tao ra trong mot s6 thir nghiém
té bao dbi véi sy trung hoa IL-1B va IL-18 co thé 1a két qua cta sy gin két hoa tri mot
ctia bbmAb1 so v6i gin két héa tri hai 1an luot cia mAb2 va mAb1. Tuy nhién, sy trung
hoa xytokin kép bdi bbmADbI c6 thé d3n dén cac hoat tinh trc ché cong gdp hoidc hiép
ddng in vivo ma c thé khéng duoc thé hién tuong ximg & cac hé théng té bao in vitro

ctia chung toi.

7. Vidu 3: Téc dung kich thich va phong bé IL-1p va IL-18 két hop & PBMC

Su phéan cét_ phu thudc vao sy hoat hoa inflammasom cla céac xytokin tac dong
IL-1p va IL-18 din dén su cam Ung cua cac chét trung gian tién viém tht cap va thiic
day su huy dong/hoat héAaA té bao mién_ dich khong chi toan thAn ma con ca tai vi tri viém.

Trong hai mé hinh chudt khac nhau ddi v6i ching viém hé thong gdy chét (a) mo hinh
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tiém LPS v (b) chudt nhit FCAS (hoat héa céc dot bién sai nghia & NLRP3), su véng
mit/irc ché dong thoi ca IL-IB va IL-18 da bao vé hon khoi su gy chét 50 V6i su Véng
mit/su e ché IL -1B don 1¢ hodic I1.-18 don 18, chitng t6 cac co ché cOng gop hodc hiép
ddng dbi v6i su hoat héa mién dich (Brydges 2013, van den Berghe 2014). bbmAbl 1a
mAb dic hiéu kép phan tng IL-1B/IL-18 ngudi/khi dudi séc ma khdng c6 kha nang phan
trng chéo loai gzm nhadm va do d6 khong thé dugc thir nghiém & md hinh chudt nhit. Do
d6, cac tac gia sang ché di st dung LPS/IL-12 cho sy hoat hoa con duong phy thude
vao inflammasom bét chuéc in vitro dé kich thich PBMC ngudi dé boc 10 cac tac dung
trc ché cong gdp hodc hiép dong cla su trung hoa IL-13/IL-18 két hop béi bbmAb1 va
thue hién phan tich _biéu hién gen khong 1éch bing cach st dung k¥ thuat vi méang. La
hoat tinh bd sung, c4c tac gia sing ché ciing so sanh bién dang biéu hién gen cia PBMC
tir nhitng nguoi cho khéac nhau véi dang két hop cia IL-1 tai t6 hop va IL-18 tai t6 hop

hodc mot minh céc xytokin riéng I€.
(1) ~ Nguyén liéu va phuong phap

(a)  Nudi cdy té bao va ELISA

RPMI 1640 (Invitrogen # 61870 31870) hodc Gibco #61870-010) duoc bb sung 10%
Huyét Thanh Thai Bo (Invitrogen #10108-157), 1% L-Glutamin (Invitrogen #25030-
03), 1% penixilin/ streptomyxin (Invitrogen #15140-148), 10uM 2-Mercaptoetanol
(Gibco #31350-010), 5SmM Hepes (Gibco #15630-080)

IL-1P ngudi tai td hop duge mua tir Sino Biological Inc. (#10139-HNAE-5)
IL-18 ngudi tai td hop duge mua tir MBL (#B001-5)
IL-12 nguoi tai t6 hop duoc mua tir Biolegend (#573008)

IFNy ELISA: Thiét bi tiéu chuin MAX, BioLegend, #430103 hogc Thiét bi ELISA BD
OptEIA IFNy ngudi, BD #555142

IL-6 ELISA: Thiét bi tiéu chudn MAX, BioLegend, #430503
IL-26 ELISA: Cloud Clone Corp #SEB695Hu

mAb2 nhu dugc md ta trong phin khang thé IL-1p.
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mAb1 nhir duge mb ta trong phin khang thé IL-18.

bbmAb1 nhu dugc md ta trong vi du 1.

LPS tir bénh viém rudt typ huyét thanh Salmonella enterica, Sigma #L7770

PBMC duoc phan 1ap tir 16p phtt mau néu vang thu dwoc tr Blutspendezentrum Bern

Céc dia 96 giéng dugc xtr 1y nudi cy mo, day tron (Costar #3799) (Costar #3799) Cac
dia 96 giéng dwoc xir Iy nudi cdy mé, day det (Costar #3799) (Costar #3595) Ficoll-
Pacque ™Plus (GE Healthcare Life Sciences #17-1440-02) PBS 1X, ma khong c6 Canxi
va Magie {Gibco #14190094)

Céac ong hinh nén polypropylen Falcon 15ml (BD#352096) cac 6ng hinh nén
polypropylen Falcon 50ml (BD #352070)

Céc bng LeucosepTM v6i Iérp chén xbp, 50ml, Greinér bié-one #227290
B loc té bao .7(y).uM, BD Biosciences #352350

Trypanblue, Sigma # T8154

Céc k¥ thuét phan 1ab, dinh luong va dinh tinh ARN va qPCR:
Nuéce khéng chira nucleaza, Ambion #AM9938

ARnaza Zap, Ambion #AM9780

Ong Eppendozf 1,5ml, v6 khuan, khong chira ARNaza & ADNaza
Chit dém RLT, Qiagen #1015762

B4 Kit Rneasy Mini, Qfagen #74104

Thiét bi.ADnézakhéng chira ARNaza, Qiagen #79254

Bo Kit Agilent RNA 6000 Nano, Agilent #5067-1511

Didm mdi chip, Agileat #5065- 4401

May tron xoay' IKA

RNaseZAP®, Ambion #9780

May phfm tich sinh hoc Agiieht 2100

B¢ kit phién ma rgugc cADN dung tich cao, Applied Biosystems, # PN4374966
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Céé 6ng PCR 0,2ml khong chira Naza, thanh méng, nép mo, Ambion #AM12225
Dia phén‘ ting 384 giéng MicroAmp Optical, Applied Biosystems #4309849
Hdn hop pha sin TagMan GenEx, Applied Biosystems #4369514

Poan mbdi PCR (Applied Biosystems)

bich Tagman ID thir nghiém mau/chét dirng
IFNy Hs00989291_m1 FAM-MGB
IL-26 Hs00218189 m1 FAM-MGB
RPL27 Hs03044961 g1 | FAM-MGB
HPRT1 Hs02800695_m1 FAM-MGB

Piéu ché PBMC: PBMC duoc phén 14p tir 16p phii mau niu vang bang phuong
phéap ly tdm gradien Ficoll -Paque trong céc 6ng Leucosep theo huwéng din ctia nha san
xudt. Mot cach vin tit, 15ml Histopaque duoc cho vao trong céc 6ng LeucosepTM 50ml
va dugce ly tAm trong 30 gidy tai 1300 vong/phut tai nhiét do trong phong. 30ml huyén
phu dugc pha lodng cta 16p phit mau ndu vang dugc bd sung bing pipet 1én phia trén
cia dung dich Histopaque va dugc ly tim trong 15 phut tai nhiét do trong phong tai
1000g ma khéng ngimg. Huyét thanh dugc loai bé (khodng 20ml) va vong phén cach
dugc thu gom (=PBMC ngu 1) va dugc chuyén vao 6ng falcon 50ml. Ong nay duoc nap
day bang 50ml PBS vb tring va dugc ly tim mot 14n tai 1200 vong/phut trong 5 phut tai
nhiét do trong phong. Qua trinh ly tim nay dwoc 1dp lai 2 14n. Dich ndi duoc loai bé nhe
nhang va té bao tai huyén phi trong 50ml PBS véi 2% FCS va 2mM EDTA. Huyén phi
té bao dugc loc bang cac str dung bd IQC.té bao 70um va cac té bao duge dém bing céac
st dung thudc nhudém xanh duong trypan (500ul mau xanh dwong trypan +200ul té bao
+300pl PBS).

Su kich thich LPS/IL-12 cia PBMC: Su san XUAt xytokin trong dich ndi duge
chudn bi nhu sau. 250.000 t& bao/giéng trong thé tich cubi 100ul dugc phan bb trong céc
dia day trén 96 giéng. LPS duoc st dung tai cic ndng dd nam trong khoang tir 0,3ug/ml
dén 3000ug/ml cung voi IL-12 tai tb hop tai 10ng/mi. Céc dich ndi duge thu hoach sau

24 gi0 tai 37°C va COz 10%.
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Chiét ARN tir sinh khi té bao dugc thue hién nhu sau. 3x10° té bao/giéng trong
th8 tich cudi 1000t] dwoz phén bd trohg céc dia 24 giéng day det. LPS dugc sir dung tai
3ug/ml cung v6i IL-12 tai t6 hop tai 10ng/ml. Té bao dugc thu hoach sau 24 gid tai 37°C
va COz 10%.

Su kich thich PBMC bing céc xytokin tai td hop: 7x10% PBMC mdi giéng cla
dia 12 giéng duoc st dung trong thé tich cubi 1,5ml cia moi trudng RPMI hoan chinh.
Céc xytokin téi td hop dugc bd sung tai cac ndng dd cudi sau day: 10ng/mi IL-1p tai td
hop, 3nM IL-18 téi tb hop, Ing/ml IL-12 téi tb hop. Ca dich nbi cling nhu té bao dugc
thu gom sau 4 gio va 24 gio tai 37°C va CO2 10%.

Céc k¥ thuat phan lap, cﬁnh luong va dénh gia chét lugng ARN: Cac té bao duoc
tao vién va vién nay dugc phan giai trong 350pl chit dém Qiagen RTL c6 2% B-
mercaptoetanol va duogc két dong tai -20°C hozc -80°C t6i khi tat ca cac mAu nghién
cuu dd duoc thu gom. Sy phan 1dp ARN duoc thuc hién bang cach st dung quy trinh
chudn Qiagen. M6t céch vin tit, 350pul clia etanoi 70% dugc bd sung trong tt ca cac
mau trude khi chuyén sang cot quay RNeasy va dugc ly tAm trong 15 gidy tai 8000g.
Sau khi loai bo dong chay qua, 350pl chit dém RW1 dugc bd sung va cot nay duoc ly
tAm trong 15 gidy tai 8000g dé rira mang ct quay. Dung dich hdn hgp t ADNaza I duge
didu ché theo hudng din cta nha san xuét va dugc b sung vao cot quay RNeasy va
dugc G trong 15 phut tai nhiét d9 trong phong. Sau céc lan rira bang 350ul va 500pl chit
dém RW1, cot quay RNeasy duoc dat trong 6ng thu gom 2ml méi va dugc ly tAm & tbc
d6 tbi da trong 1 phit. ARN cudi cung duge thu gom bing cach bd sung 35ul nude
khong chira ARNaza truc tiép vao mang cot quay va ly tim trong 1 phtt tai 8000g dé
rira giai ARN. Luong ARN duoc do bing cach sit dung Nanodrop ND-1000 va ARN
duoc bao quan tai -20°C. Viéc do RIN dugc thyc hién dé danh gia chét lwong ARN theo
huéng dan ctia nha sdn xudt. Mot cach vén tit 1l ARN hoic thang chuan duge hat bing
pipet vao trong chip Agilent RNA 6000 Nano va dugc do bing cach st dung may
Agilent 2100 Biocnalyser.

Phén tich sy biéu hién gen xytokin bing qPCR:

Phuong phép nay duge thue hién theo haéng din ciia nha san xuat. Mot céch vin
tit, 400ng ARN duoc phién ma nguoc theo hudng din bing céch sir dung bd Kit Phién

Mz Nguoc cADN Dung Luong Cao. Dung dich ¢cALN dugc pha loang 1/10 trong nude
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khong chira ARN/ADN va 1ul cADN duogc ,chuyén vao dia phan ung 384 giéng va sau
dé dugc tron véi ipxl ctia 20X gen FAM dich thtr nghiém biéu hién gen TagMan® va
10pl cta 2x hdn hQ"p pha sin biéu hién gen TagMan® va 10ul nuéc khong chira
ARN/ADN. Cic dia nay dugc tai 1én trén hé théng PCR thoi gian thuc Applied

Biosystems ViiA™ 7 va céc cai dat thiét bi sau day dugc st dung:

Cac thong sbd tw | Cac diéu kién chu ky nhiét

liéu dia/thi nghiem | giai goan Nhiét do (°C) | Thoi gian
| | (mm:ss)

Rn. Thé tich: | Git 0 |20

20l Git 95 0:20

Toc dd  doc|opy kg (40 chu |95 0:01

Nhant ky) 60 0:20

Céc gen giit nha duge st dung cho nghién ctru nay 1a HPRT1 va RLP27. Cong

thirc sau day dugce st dung d8 tinh mic do biéu hién twong dbi ciia cac gen dich:
1)  Ct[Tham chiéu] = (Ct [HPRT1] + Ct [RLP27]) /2
2)  dCt [Tham chiéu] = 40 — Ct [Tham chiéu]
3)  dCt [Dich] = Ct [Dich] — Ct [Tham chiéu]
4)  ddCt=dCt [Tham chiéu] - dCt [Dich]

5)  Su biéu hién gen dich twong d6i = 2/ddCt

K§ thudt vi mang dugc thyre hién nhu sau. Cac mAu dugc xir Iy bang CiToxLAB
France trén cac vi mang Affymetrix HG_U133_Plus2. Chung duoc chuén héa RMA va
duogc phén tich trong GeneSpring 11.5.1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Phan
tich con dwong duge thyc hién bing cac sit dung Ingenuity Pathway Analysis (IPA) va

Nextbio (Illumina). Hai b9 dit liéu dugc xtt ly doc 1ap.

Bi.dau 13, & litu dugc cho qua kiém soat chit luong chudn (QC) bsi

CiToxLAB, QC ndi bd bing cich sir dung phan mém R script (MA_AffyQC.R) trong
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bd Rstudic'va trong GeneSpring (PCA, céc dbi chung lai héa). Tiép theo, né duge loc
@8 1oai bo cdc mitc dd biéu hién khong dang tin cdy: Céc thuc thé (cac dau do) duogc gitt
tai it nhAt 100 phan trim cta cadc mau trong 1 trong s& cac diéu kién thi nghiém bat ky

O gi4 tri cao hon bach phin vi thir 20.

Céc gen dugc biéu hién khac biét (DEG) dugc xac dinh bang cach st dung dic
tinh "bo loc trén dd thi hinh nui lira" trong GeneSpring. Sir dung cac gen dugc loc (bidu
hién trong cac bach phin vi tir thi 20,0 dén 100,0) v6i kiém dinh T khong bat ciip, cac
b6 dau do c6 gié tri p duge hiéu chinh dudi 0,05 va s6 1an thay dbi trén 2,0 dugc coi 1a
dugc biéu hién khac biét. Néu c6 thé, tic 1 trong nghién ciru v6i LPS (NUID-0000-
0202-4150) phuong phap hi¢u chinh nhiéu thtr nghiém Benjamini-Hochberg dugc st

dung.

Dbi véi cdc thi nghiém kich thich xytokin, tdc dung hiép ddng duwoc tinh bang
cach str dung cong thirc sau day: Tin hiéu A+B / (Tin hi¢u A + Tin hiéu B — Déi ching)
>1,5.

Céac d4u hiéu tuong ting (hoic cac danh muc DEG) dugc sir dung dé tinh céc gia
tri p v6i kiém dinh chinh xéc Fisher ma ¢6 y nghia théng ké ctia quan sat xép chdng gitta
du hidu nay va ‘danh muc gen bénh' (thuong tén so v6i khong thuong ton) ciia bo dit
liéu cong khai. Pé thuc hién diéu nay, cdc danh muc dd dugc tai 1én Illumina Base Space
Correlation Engine (truéc day 1a Nextbio) va dugc so sanh bang cach st dung tinh ning

Meta-Analysis va tra cru tir khoéa cho céc bénh.

Tht ca c4c dit lieu duoc xuét sang phin mém EXCEL va cac gié tri ICso duoc tinh
bing cich dung dd thi dudng cong dap img 1liéu lrong @i v6i cac ham 1am khép dudng
cong logistic bang céch st dung phan mém EXCEL/XLfit4 hogc GraphPad Prism. Su
chénh 16ch- gifta cic nhom diéu tri dwgc phan tich bing ANOVA mot chiéu sau d6 1a
phuong phap da so sanh Dunnett béng céch sir dung phin mém GraphPad Prism va két

qua dugc coi 1a cd y nghia théng ké & p < 0,05.
(2) Kétqua
(a) bbmAb1 c6-kicu qud cao trong vi¢e e ché san xudt IFNy

duoc cam tng boi LPS/IL-12 & méu todn phan
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Cho méau toan phin ngudi tiép xtc véi LPS dugc bb sung 10ng/ml IL-12 tao ra
su dap tng IFNy ma phén 1én nhung khong hoan toan phy thuge vao IL -18 "tu nhién"
duoc san xuét boi cac té bao méau nay. Viée bd sung IL-12 gitip tdng cudng cac dap tmg
IFNy do LPS géy ra, c6 kha ning la bing céach diéu chinh ting cac thu thé IL-18 trén

cac t¢ bao dap ung.

Trong céc didu kién thi nghiém duge st dung, su trung hoa IL-18 véi mAbl chi
daAn dén sy e ché khong hoan toan sy san xuét IFNy trong khi sy phong bé IL-1B (sir
dung mADb?2) chi ¢6 tac dung nhd dbi véi su dap tmg IFNy. Didu tha vi 13, su Ge ché két
hop IL-1p va IL-18 bdi bbmAbl hodc dang két hop ctia mAb2 va mADb1 tc ché manh
mé& hon va hoan toan sy san xuit IFNy so v&i sy trung hoa xytokin don 1¢ (Hinh 6). Hinh
6 thé hién su Gc ché IFNy do LPS (0,3 pg/ml) / IL-12 gy ra trong mau toan phan boi
bbmAb1, mAb2, mAb1 hoic mAb2 & mAb1 két hop (Combo) (dudng cong e ché dién
hinh duoc thé hién trén Hinh 6A). Phan trim tc qhé IFNy cta n = 4 nguoi cho riéng lé
& mau toan phan boi bbmAbl, mAbl va mAb2 dugc st dung tai 100nM (gia tri trung
binh va SEM dugc thé hi¢n trén Hinh 6B).

Ngoai IFNy, khong c6 xytokin nao khac duogc thir nghiém (IL-2,-4,-6,-8,-10,-13
va TNFa) bi trc ché cong gdp béi su trung hoa két hop cua IL-1p va IL-18 trong thir
nghiém té bao (dit liéu khong dugc thé hién). Hiéu luc cia bbmAb1 & trong ciing khoang
gia tri nhu dang két hop (combo) ciia mAb2 va mAbl, xem xét dén dinh dang hoa tri

mot cua phén t dic hiéu kép nay.

(b)  IFNy bi trc ché cong gdp bsi bbmAb1 (tic 1a su e ché
IL-1B/IL-18 két hop) so v&i su tic ché IL-1B hodc IL-18
don 1¢ & PBMC ngudi duoc hoat hoa bing LPS/IL-12

Sy d4nh gia phién ma khéng 1&ch duge yéu ciu dé boc 10 thém céc tac dung cong
g0p (ngoai IFNy) béi sy e ché IL-1B/IL-18 két hop bang cach si dung bbmAb1. Vi
mau toan phin khéng tdi uu cho phan tich phién ma, cac tc gia sang ché di lam thich
tng céc diéu kién thir nghiém kich thich LPS/IL-12, dugc md ta trong phan nguyén liu
va phuong phap trén day, cho cac mAu PBMC ngudi. Bing cach sir dung cdc PBMC tir
tbng cong 9 ngudi cho, tic gia séng ché x4c nhén ring bbmAbl da tc ché cong gop su
tiét protein IFNy vao dich ndi cia PBMC (Hinh 7). So sdnh v6i céc thi nghiém mau toan

phin, su simxuét IFNy bi trc ché & khoang ndng d6 thap hon 10 14n ctia cic mAb twong
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mg duoc st dung. Quen trong 13, mo6 hinh ttc ché twong tu dugce chirmg minh & cip do
mARN cho IFNy (Hinh 7) ma xac nhdn d§ phu hc_rp' cta cdc mAu nay cho phén tich biéu
hién gen dya vao k¥ thuat vi mfmg khéng 1éch. Hinh 7 thé hién tac dung rc ché séﬁ xuét
protein IFNy duge cam tng boi LPS (0,3pg/ml) /IL-12 (Hinh 7A) va su biéu hién gen
IFNy duoc cam tmg boi LPS (0,3ug/ml) /IL-12 (Hinh 7B) boi bbmAb1, mAb2 va mAbl
(tai ndng d6 10nM mdi loai) 6 PBMC ngudi. Pugc thé hién 12 phan trim trc ché & n=9

ngudi cho + SEM. ***p < 0,05 (ANOVA mdt chiu)

Phén tich vi mang Affymetrix dugc thuc hién v6i n=5 nguoi cho ri€ng ré tir cac
PBMC ma dugc 14y mAu tir cdc thi nghiém kich thich LPS/IL-12 duge md ta & phan
nguyén liéu va phuong phap trén ddy. Khong may 1a, sy danh gia tbng quat bién dang
biéu hién gen chimg td hiéu qua (e ché LPS/IL-12 manh va PCA thé hién su két cum
cho mbi ngudi cho hon 1a hop chét bén trong cac nhém duoce kich thich hodc khong
dugc kich thich. Tuy nhién, so sénh véi cdc miu dugc kich thich bang LPS/IL-12 véi
dugc kich thich cong bbmAD1 dbi vé6i cac gen duoc biéu hién khéc nhau thé hién danh
sach ngén:goncﬁa céc gen ma dugc diéu hoa gidm b6i sy phong bé IL-1p/1L-18 két hop
bang bbmAb1 (Bang 14). Ngoai su diéu hoa giam manh gen IFNy ma tai x4ac nhén dir
liéu liéu phén tich vi mang cta chiing tdi, con ca gen IL-26 cling la gen xytokin khac bi
trc ché cong gop béi bbmAb1 so véi sur trc ché IL-1B don 1& (bdi mAb2) hogc sy tro ché
IL-18 (béi mAb1) (xem Hinh 8). Hinh 8 va Hinh 9 thé hién dit liéu phan tich vi mang
thu duge tir cac mirc do biéu hién gen dbi véi IFNy va IL-26 va su ¢ ché bai bbmAb1,
mAb2 va mAbl (10nM mdi. loai) 8 PBMC dugce kich thich bang LPS (0,3ug/ml) / IL-
12 tai 24 gid. Céc gié tri cta cac ngudi cho riéng 1¢ dugc trinh bay trén Hinh 8A (IFNy)
va Hinh 8B (IL-26) va phan trdm e ché (gi4 tri trung binh + SEM) tir n=5 ngudi cho
dugc trinh bay trén Hinh 9A (IFNy) va Hinh 9B (IL-26).

Béng 14. Céc gen dugc bidu hién khac nhau (cac gen dugc diéu hoa giam chi gitta nhém
bbmAb1 va nhom dbi chtrng trong cic mau dugc kich thich bdi LPS/IL-12). FC= s6 1an
thay dbi. | |

ID B mau do | Ky hi€u gen Gen Ehtrez Gidtrip | FC

1222974 _at | IL22 50616 0,03188 | 6,6
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IL.26

0,00224

221111_at 55801 5,2
223939 at | SUCNRI 56670 0,00234 | 4,0
1560791 at | OTTHUMG0000010886 | 0,03660 | 3,7
211122_s_at | CXCLI1 6373 0,02954 | 3,5
203915_at | CXCL9 4283 0,02211 | 3,4
235229_at 0,02400 | 3,3
210163_at | CXCL11 6373 0,02707 | 3,2
210354_at | IFNG 3458 0,00007 | 2,9
243541_at | IL3IRA 133396 | 0,01200 |2.5
236003_x_at | OR2I1P 0,04942 | 2,4
203131_at | PDGFRA 5156 0,00161 | 2,4
219591_at | SLC2A9 56606 0,00191 | 2,4
201860_s_at | PLAT 5327 0,00139 |23
205692_s_at | CD38 952 0,04855 | 2,3
1555600_s_at | APOL4 80832 0,02610 | 2,3
215305_at | PDGFRA 5156 0,01180 |2,2
236191_at 0,04037 | 2,1
204533_at | CXCL10 3627 0,04847 | 2,1
229915 at | FAM26F 441168 | 0,02912 |2,0
210072_at | CCLI9 6363 0,02827 | 2,0
236101_at 0,03246 | 2,0

(c)  IL-26 l1a xytokin tién viém khéc bi trc ché cong gop boi

bbmAbl & PBMC duoc kich thich béi LPS/IL-12

P& x4c nhén thém ring sy biu hién gen [L-26 va su san xuat protein IL-26 do

LPS/IL-12 gay ra bi e ché hiéu qué nhét béi sy phong bé IL-1B/IL-18 két hop bang
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cach sir dung bbmAb1, nghién clru néy da dugc mé rong cho féng céng n=9 nguoi cho
PBMC va khﬁo st su bidu hién gen IL-26 bang qPCR va su san xuét protein IL-26 b'flng
ELISA. Nhu dwoc thé hién trén Hinh 10, d4 khing dinh thém téc dung G ché sy biéu
hién gen IL-26 thu dugc bang phuong phép phén tich vi mang (Hinh 10A). Thu vi 1,
ham lugng protein IL-26 trong dich ndi chi bi giam mot phén tai 24 gio bdi su bd sung
mAb (Hinh 10B). Ly do cho su khac biét nay 1a chua 3, tuy nhién c6 thé 6 lién quan
dén sy khéac nhau v& mit dong luc gifta su biéu hién gen IL-26 va su san xuét IL-26
ciing nhu nhitng kkic biét & sy tiéu thu IL-26 so v6i IFNy. Tuy nhién, bbmAbl vuot
trdi trong viée 1am gidm ham lugng protein IL-26 trong dich ndi PBMC so v6i mAb2
va mADb1. Hinh 10 thé hién tac dung e ché su biéu hién gen IL-26 dugc cam tng boi
LPS (0,3ug/ml) /IL-12 (bing qPCR) (Hinh 10A) va ham lwong protein IL-26 (Hinh 10B)
b6i bbmAb1, mAb2 va mAbl (10nM mdi loai) & PBMC ngudi. Phin trim {rc ché cua
n=9 ngudi cho PBMC riéng 1& (gi4 tri trung binh va SEM). ***p < 0,05 (ANOVA mot

chiéu).

(d)  Céac dau hidu truyén tin hidu IL1 B /IL18 twong quan voi
bénh

Diéu kién nudi cdy PBMC duoc thiét 1ap tir trude trong d6 sy kich thich IL-1B

tai td hop dan dén su san xuAt IL-6 hoic su kich thich IL-18/IL-12 téi t& hop dan dén su
san xudt IFNy duge két hop dé thé hién cac gen hodc cac du hiéu dich xudi dong cong
g0p hodc hiép ddng (dit li¢u khong duge thé hién). V6i PBMC tir n = 4 ngudi cho duge
liy miu & hai thoi diém khac nhau (6 gid va 24 gid), su danh gid vi mang Affymetrix
dé danh gia khong léch bién dang bidu hién gen di dugc tién hanh. Cac gen ma dugce
didu hoa ting hiép ddng tai 6 gid va tai 24 gid v6i sy kich thich két hop bsi IL-1f va
IL-18 dugc boc 16 (dit ligu khong duoc thé hign). Viéc bd sung IL-12 vao td hop IL-
1B/IL-18 lam tdng manh tinh hiép ddng cho mot loat cac gen duge didu hoa tang. Cac
dAu hiéu truyén tin higu duge tao ra ctia sy kich thich con duong don 1é hodc con dudng
két hop IL -1p/IL-18 (chi cdc gen diéu hoa ting) duoc st dung dé truy vAn dit liéu tlr
cic bénh nhén trong mot s6 bénh tu mién. Vi du, mdi twong quan véi cac bd dit lidu
bénh sarcoit cdng khai dugc thé hién nhu vi du trén Hinh 11. Gid tri P (dugc tinh véi
kiém dinh chinh xdc Fisher) cho thiy mdi tuong quan ding ké v6i mot sd nghién ciru

cong khai so sanh cac mo khde manh v6i cdc mo bénh tir bénh nhén bi bénh sarcoit. Cac
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md bao gbém da ciing nhu 1a phdi, tuyén 18 va héc mit trude. Qua tht ca cac bd dit licu,
su k_ét hop ctia sy truyén tin hidu IL1 B /IL18 thé hién mdi twong quan tot nhit v6i bénh,
tiép theo 12 IL-1B va IL-18. Céc gen dugc diéu hoa ting khéc biét (DEG) bdi IL-1p/IL-
18 trong PBMC (truc x) so véi 5 DEG ‘bi bénh so véi khée manh' m6 bénh sarcoit khéac
nhau. Gia tri P (truc y) thé hién y nghia théng ké ctia quan sat xép chdng gifta déu hidu
va 'danh sach gen bénh'. Cot mau den 1a da tr tdn thwong bénh sarcoit da so v6i da tir
nguoi khde manh. Cot mau xam nhat 1a da tix ton thuong bénh sarcoit da so voi da khong
bi tdn thwong. COt mau tring 13 tuyén 18 tir bénh nhéan bi bénh sarcoit so véi nguoi binh
thuong. Cot mau xam ddm la mo héc mét tir bénh nhan bi bénh sarcoit va ngudi binh
thuong. C&t soc la cac mau phéi véi bénh sarcoit phé)i, x0 hoa tién trién so véi bénh

sarcoit phéi tu gidi han dang hach.
() Kétluan

"LPS va IL-12 t4i td hop da dugc st dung dé mo phong su hoat hoa NLRP3
inflammasom phu thudc vao mb hinh phén t lién quan dén tac nhan gy bénh (PAMP)
trong vong 24 gid déu tién cta quy trinh nudi cdy in vitro. P4 chitng minh dugc réng su
trc ché két hop IL-1p va IL-18, bang cach str dung bbmAb1, tac ddng cong gdp dé lam
giam/ic ché sy san xuét IIFNy trong PBMC duge kich thich bing LPS/IL-12. IL-12
dugc mo ta trude day 1a tac dong hiép ddng v6i IL-18 dé cam tng sy san xuft IFNy
trong céc t& bao T, B, NK, dai thuc bao va té bao phan nhanh (nhu dugc xem xét boi
Nakanishi, 2001) nhung hién nay tac-dung kich thich bd sung ctia IL-1PB d6i vai su san
xudt IFNy ¢6 thé duoc ching minh trong cac diéu kién thi nghiém dugc st dung. Do do,

“viée ddng nudi cdy PBMC véi LPS/IL-12 gy ra mét cach hiéu qua su séan xuét IL-1pB
va IL-18 "tur nhién' ma déng gop vao sy ddp tng IFNy manh. Bing cach st dung cac hé
phién ma vi mang khong 1éch, cac gen bd sung dugc xac dinh 1a duge diéu hoa giam
cong gdp boi sy trung hoa IL-1p/IL-18 két hop so véi su phong bé IL-1B hozc IL-18
don 18. Trong sd d6 c6 IL-26, thanh vién cta phan ho xytokin IL-20 (IL-19, IL-20, IL-
22, IL-24, va IL-26), ma dugc bao tén & hau hét cac loai dong vat c6 xuong séng nhung
khong c6 mit (")’,héu hét cac ching thugc loai gdm nhdm (bao gdm chudt nhit va chudt
cbng) (Donnelly 2010). N6 truyén tin hiéu thong qua phtrc hop thu thé heterodime g6n1
cd cic chuSi IL-20R1 va IL-10R2. Céc thu thé IL-26 dwoc biéu hién so cAp trén cac loai

té bao khong phai té bao tao mau, cy thé 13 t¢ bao biéu mo. Ham luong IL-26 tang dugc
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bdo cdo & huyét thanh va cu thé 12 & hoat dich ctia bénh nhan RA (Corvaisier 2012)
trong d6 n6 ¢6 thé dong vai trod 12 yéu t6 tac dong dé thic dAy su sinh trudng va biét hoa
t& bao Th17. Khong may 13, sy phét hién cic gen/cac con dudng khic duge cam Gng béi
sur phong bé két hop IL-1p va IL-18 bi can tré bdi tac dung kich thich LPS/IL-12 manh
ctia cdc mAu PBMC. Tuy nhién, ca IFNy va IL-26 va dén mot mirc ndo d6 con ca IL-22
cling ndm trong sb cic gen duoc didu hoa ting mot cach hiép ddng boi su kich thich két
hop bang IL-1p va IL-18 téi td hop trong PBMC, x4c nhin ring hai yéu t6 nay 1a cac
tac nhan xuoi dong trong con dudng hoat hoa nay. Do do, ho phu IL-20 cua cac xytokin
(bao gdm IL-26 va IL-22) dudng nhu phy thudc manh vao cic tin hiéu ddng thai tir IL-
ip va IL-18. Véi tat ca su thén trong v tinh chon loc ciia cac dau hiéu truyén tin hiéu
riéng 16 cing nhu kiu qua phong bé tiém ning, nhitng so sanh nay rAt hitu ich dé chi ra

ring cic con dudng trong Gng dang hoat dong & cac bénh nhu bénh sarcoit.
8. Vidu 4: St dungtri-liu

Viée huéng dich két hop ctia IL-1p va IL-18 c6 thé 1a chién lugc didu tri hi¢u qua
hon so vé6i st phong bé xytokin don 1é trong tinh trang viém do inflammasom gy ra,
trong d6 ca hai thanh phin mi&n dich bdm sinh va thu dugc déu duge bao gdm. Su trung
hoa dong thoi ctia IL-1pB va IL-18 hudng dich cé hai thanh ph?ni mién dich bdm sinh va
tap nhidm, bao gdm bach cdu trung tinh, té bao Th1/Tcl va NK, phan tir bdm dinh trén
t& bao midn dich va té bao ndi md va xytokin tién viém (vi du IL-6, IFNy va IL-17). Uu
diém ciia viéc phong bé ca IL-1p va IL-18 duoc cing cb boi dit liéu thu dugc trong md
hinh chudt nhét tién 14m sang cta hoi ching tu mién nhiém lanh gia dinh (Familial Cold
Autoimmune Syndrome - FCAS) ma duoc gdy ra bdi sy hoat héa inflammasom Nlrp3
chu trac va sy san xuit qua mic IL-1p vaIL-18 (Brydges 2013). 0 d6, su ctru chita mot
phén khoi tinh trang FCAS d3 dat duoc & chudt nhét khi su truyén tin hiéu IL-1p hoic
IL.-18 bi hity bé vé& mit di truyén ching té sy tham gia ciia ca hai xytokin trong su phét
sinh bénh. Quan trong la, chudt nhit FCAS thiéu ca su truyén tin hi¢u IL-18 va IL-1f
tham chi con phat trién it bérh hon so v6i chudt nhit chi c6 mét trong hai xytokin bi bét
hoat chitng minh tic dyng cfng gdp cla sy trung hoa IL-1B/IL-18 kép. Tac dung cong
g0p cda sy trung hoa IL-1p va IL-18 cling dugc chimg minh trong mdt mé hinh chudt
nhit khdc, trong d6 céac lidu cao ctia LPS dugc tiém vao chudt nhét ¢ giy sdc nhidm

trung (van den Berghe 2014). Trong mo hinh nay, su thidu hut di truyén ddi véi ca IL-
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1B vaIL-18 hodc su trung hoa két hop cua ca hai xytokin bang céch trung hoa cac khang
thé da ngin chin hoan toan LPS gy chét trong khi su thidu hut/sy trung hoa xytokin

don 1é chi bao vé dugc mét phan.

Chién luge 1am sang tong quat cho khang thé dic hiéu kép, ma huéng dich dong
thoi ca IL-1p va IL-18, co thé 1a cach diéu tri hiéu qua hon so véi céc lya chon hién co.
Pé x4c dinh cac bénh Ung vién, nghién ctru tién 14m sang va tinh tién da dugc st dung
dé chting minh su tham gia tich cuc cia ca hai con dudng xudi dong IL-18 va IL-18
trong sinh 1y bénh tiém 4n ctia cdc bénh tng vién. C6 bing chimg méi cho thay bénh
sarcoit phéi man tinh 13 bénh giy ra béi inflammasom v6i sy tham gia cia ca mién dich
bam sinh va tip nhiém. Hon nita, nhitng phat hién ban dAu cho thiy vai trd quan trong
d6i v6i ca hai xytokin tac dong IL-1pB va IL-18 & bénh nay. Do dé, bénh sarcoit 1a co hoi
Iy tuéng dé ching minh tinh dic higu kép cia bbmAbl & bénh ¢ chimg viém mo man
tinh, d4 thanh 14p. Hiéu qua ctia bbmAbl & bénh sarcoit ¢ thé dan dén su phét trién &
cac bénh phdi ké khac nhu bénh phdi qua min (nghé nghiép) do silic dioxit hodc berili.
Cac bénh ung vién khac 1a ching viém u hat lién quan d_én cac mo co quan khéac, nhu

bénh Crohn.

Chtng viém mach voi su tdn thuwong mod va 161 loan chirc nang ndi mod ciing 1a
dich tiém ning ctia bbmAbl. Céc té bao ndi mo rdi loan chirc nang c6 thé dap tmg véi
sy diéu tri chbéng viém, dan dén dong mach duoc cai thién ngay cé khi ¢ cac khiém
khuyét trong mach dugc ¢b dinh. Béng chung tai lidu gin day da x4ac dinh bénh hdng
cAu hinh 1idm (SCD) ¢6 thanh phén dugc gy ra béi inflammasom manh thong qua ty 1&

20 clia sy tan mau trong mach céu triic. Su hoat héa inflammasom do su giai phong ctia
cac tin hi¢u hguy hiém (axit uric, hem/Fe3+, c4c thanh phan ndi bao khéc) tir sy dung
giai RBC man tinh kich hoat cac thu thé inflammasom, sy hoat héa ching va dan dén
dot viém trong mach, tao ra su diéu hoa ting cac phan (& badm dinh té bao ndi md, hoat
héa bach ciu trung tinh va tiéu cﬁu,‘ din dén sy hoat hoa man tinh cac té bao ndi mo.
Tinh trang viém mach mau khong ngling ndy ¢ b¢énh nhin SCD dan dén su tai phat, cc
con dau d6n do tic tinh mach va tdn thuong mo cép va man tinh. Bﬁng chtng ndi bd so
bd dua ra bz‘ing ching dbi véi su tham gia ctia IL-18 cling nhu IL-1p trong qua trinh
bénh tiém tang ctia SCD. Do d6, viéc lam gidm chirng viém co ban & bénh nhan SCD

bing cach diéu tri bang bbmAb] ¢6 thé lam gidm chimg viém ncén man tinh va ngén
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ngtra cac con cAp tinh vé6i tdn thwong ndi tang lién quan, ngin nglra cic con té bao hdng
cAu hink 1iém c?lp tinh va su tén thuong ndi tang-lién quan, cling vé6i viée cai thién chét
lugng cudc séng chung cia bénh nhén bing céch lam gidm con dau va mét moi man
tinh. Sy ching minh hidu qua didu trj cia bbmAb1 & nhitng bénh nhén SCD c6 thé dan
dén sy phat trién cac thé man tinh hodc cép tinh khac & cdc tinh trang viém man tinh lién
quan dén tdc do tan mdu cao, nhw bénh sét rét va sy phu thude thdm tach mau, bénh than
man tinh. Cac chi dinh khéc ma c6 thé ¢ loi tir ca su diéu bién IL-1B va IL-18 12 cac
chi dinh lién quan dén tdn throng mo do thiéu méau cuc bo, nhu bénh tim mach hoic su
lién vét thuong dugc cai thién cia tit ca cac loai, nhung dgc biét la tén thuong mdé mém

nghiém trong nhit do béng.

Do d6, theo mdt phuong 4n cla sang ché, phuong phap diéu tri rbi loan lién quan
dén inflammasom bao gdém buéc sit dung cho d6i tuong, bi rbi loan lién quan dén
inflammasom, lugng hitu hiu ciia bbmAb dugc boc 10 ¢ day, nhu bbmAbl. Cac rdi
loan lién quan dén inflammasom tiém tang 13 hoi ching tu viém lién quan dén cryopyrin
(CAPS), s6t Pia Trung Hai gia dinh (FMF), viém khép tu phat toan than tudi thanh nién
(SJIA), viém than lupus, bénh ly than do déi thdo dudng, tdn thuong than cép, tdng huyét
ap than, bénh than IgA, viém tidu cu than (GN), sa st tri tué tién dinh thai duong
(FTD), bénh Alzheimer (AD), bénh dong kinh, d6t quy, bénh Parkinson (PD), trAm cam,
viém sarcoit, nhu bénh sarcoit. phéi, viém tuy, bénh xo hda phéi tu phat (IPF), bénh viém
gan nhiém m& khong phéi do regu (NASH), bénh xo vita dong mach, bénh viém dong
mach té bao khdng 15, banh viém mach lién quan dén khang thé té bao chit khang bach
céu trung tinh (ANCA), su thodi héa co lién quan dén tudi tac (AMD), bénh vét chu
chéng lai méanh ghép, bénh tiéu duorg typ 2, bénh mun trimg cd, bénh hdng ciu hinh
1iém, bénh 1y mach mau, tdn: thuong tai twéi mau-thiéu méau cuc bd, bénh tim mach,
bénh dong mach ngeai bién (PAD), bénh xo vita ddrg mach, bénh 161 loan mach, bénh
thiéu méu cuc bd co xrong, bénh xo hoa, bénh sbt rét, bénh thdn man tinh, phu thudc
tham tich méu hodc bénh Crohn.

Theo mdt phong an, phwong phip diu iri banh hong cau hiuh liém, bénh ly
mach mau, tén thuong tai 1w6i mau-thiéu mau cuc b, bénh tim mach, bénh dong mach
ngcai bién, bénh xo vita dong mach, bénh rdi loan mach, bénh thiéu méau cuc bd co

xuong, bénh sarcoit phoi, bénh xo hoa, bérh sét rét, bénh than man tinh, phy thudc thAim
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tich mau hodc bénh Crohn & dbi tugng dugc d& xudt, bang cach str dung lugng hitu hidu

ciia bbmAb duge bdc 16 ¢ day, nhu bbmAbl, cho d6i tuong nay.
9. Vidu 5: Dugc phém

Sang ché d& xuét & day duge phdm bao gdm khing thé bbmAb, nhu bbmAb1,
duoc bao ché cung v6i chit mang duge dung. Dugc phim nay c6 thé chira thém mot
hodic nhiu chét tri liéu khac ma thich hep dé didu tri tinh trang bénh. Chét mang duoc
dung tang cudng hodc lam 4n dinh dugc phém, hodc c6 thé dugce st dung dé tao thudn
loi cho quy trinh bao ché ché phdm nay. Chit mang duge dung bao gdm dung mdi, mdi
treong phan tn, 16p phi, cdc chét khang khudn va khang nédm, cac chét 1am tri hodn

ding trueng va hip thy, va chét twong ty ma twong thich v& mit sinh ly.

Dugc pham dugc md ta & diy co thé duoc ding bing nhiéu phwong phap da biét
trong linh vyc. Con dudng va/ hodc ché d6 st dyng thay dbi phu thude vao két qua mong
muén. Pirgc vu tién 13 st dung nodi nhén, trong tinh mach, trong co, trong mang bung,
ho#ic dudi da, hodc dugc st dung gé“m v6i vi tri dich. Ch4t mang dugc dung nén thich
hop dé sir dung ndi nhin, trong tinh mach, trong co, dudi da, ngoai dudng tiéuk:6a, trong
tiy séng hodc biéu bi (vi du, bing cach tiém hodc truyén). Ty thudc vao dudng su
dung, hoat chét, tirc 12 bbmAb, c6 thé dugc phu trong vt liéu dé bao vé hop chét nay
khoi su tdc dong cla axit va cac diéu kién tu nhién khac ma cé thé lam bat hoat hop chét

\

nay.

Duoc phim nay nén 13 vo tring va & dang long. Do luu dong thich hop c6 thé
duoc duy td, vi du, bing cach st dung 16p phit rhu lecithin, bing cach gift kich thudc
hat yéu cu trong tzudng hop phin tan va bing céch sir dung chit hoat dong bé mit.
Trong nhi2u truong hop, t6t hon 13 bao gbm chét ding truong, vi du, dudng, ruou da
chitc nku-manitol hoiic sorbitcl, va natri clorua trong ché phdm nay. Su hép thy thoi gian
1au cta dugc phim tiém duoc co thé dugc tao ra bang cach bao gbm trong dugc phfun
nay chét 1am tri hodn sy hép thy, vi du, nhdm monostearat hodc gelatin.

Duoc phdm duge mo ta & day c6 thé dugc bao ché theo cac phwong phap da biét
va dugce thuc hién theo cdch thdng thudng trong linh vye. Xem, vi du, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, Mack Publishing Co., 20th ed., 2000; va Sustained

and Controlled Release Drig Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel DekKker,
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Inc., New York, 1978, Duqc ph?un tdt hon 13 dugc san xuét 1rohg diéu kién GMP. Théng
thudng, lidu ¢6 hidu qua dé diéu tri bénh hoic 1idu ¢6 hiéu qua ctia bbmAb duge sir dung
trong duoc phim duge md ta & ddy. bbmAb dugce bao ché thanh céc dang liéu luong
duge dung bing phuong phép thong thudng di biét d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuec. Ché d6 lidu luong duge diéu chinh dé tao ra dap tmg mong muén t6i vu
(vi dy, dap tmg tri lidu). Vi du, vién thudc to don 18 c6 thé duoc dung, mét vai lidu luong
chia nhé ¢6 thé dugce ding theo thoi gian hoic litu lugng c6 thé dugc 1am giam hoidc
dugc lam ting twong xtng nhu dugc chi thi boi tinh trang khén cAp cta tinh hudng tri
liu. Ddc bi€t 6 loi 1a bao ché duogc phim diing ngoai dudng tidu héa & dang don vi lidu
a8 dé st dung va cho do ddng déu‘cfla lidu dung. Dang don vi lidu lugng nhu duge ding
trong ban mb ta ndy dung dé chi cac don vi riéng r& v& mit vat 1y thich hop lam lidu
luong don nguyén cho dbi tuong can diéu tri; mdi don vi chira lugng dinh trudce cia hoat
chét dugc tinh dé tao ra tac dyng tri liéu mong mudn khi két hop véi chét, mang dugc
can thiét.

Mt lidu thuc té clia céc hoat chit trong dugc phém dugc mo ta & day co thé
dugc thay dbi dé thu dugc lugng hoat chit ma c6 hiéu qua dé dat duoc su dap Gng diéu
tri mong muén cho bénh nhan cu thé, dugc phém, va ché d6 str dung cu thé, ma khong
gdy doc cho bénh nhan. Murc lidu lvong dugc lua chon phu thude vao nhidu yéu t6 duge
dong hoc bao gdm hoat tinh cta duge phdm cu thé dwoc mé ta & day dugc str dung, hoic
este, mudi hoiic amit ciia n6, dudng dung, thoi gian ding, tbc do bai tiét ctia hop chét cu
thé dang dugc st dung, thoi gian diéu tri, céc loai thude khac, cac hop chit va/ hoic
nguyén liéu dugce str dung két hop véi cac duoc phém cu thé duogc st dung, do tudi, gisi
tinh, cin ning, tinh trang, strc khoe chung va tién st bénh trudc d6 cua bénh nhin dang

duge dicu tri, va cdc yéu to tuong tu.

Bac si hoic béc sTthu y ¢ thé bt dau liéu khang thé duoc md ta & day dugce st
dung trong duoc phdm & mitc thip hon mure cin thiét d& dat duoc hiéu qua diéu tri mong
mudn va ting dan lidu luong cho dén khi dat dugc hiéu qua mong mudn. Nhin chung,
lidu c6 hiéu qué cta duogc phﬁm duoc mé ta & day, dé diéu tri r6i loan ¢6 hai duge md
ta & ddy khac nhau thy thudc vio nhidu yéu td khis nhau, bao gdm phuong thirc ding,
vi tri dich, tinh trang sinh 1y ctia bénh nhan, bénh nhéan la con ngroi hay dong vit, cac

loai thudc khéc duge st dung, va diéu trj 12 diéu tri du phong hay tri liéu. Cac lidu uong
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didu trj cAn-duoc chudn @0 dé t8i wu hoa dd an toan va hidu qua. Pé sir dung toan thén
bing khang th3, liGu luong nim trong khodng tir khoang 0,0001 dén 100 mg/kg, va wu
tién hon 1a tir 0,01 dén 15 mg/kg, cta khéi lugng co thé vat chu. Pé sur dung ndi nhin
bang khang thé, liéu luong c6 thé ndm trong khoang tir 0,1 mg/mét dén 5 mg/mit. Phac
dd diéu tri 1am vi du cho viéc sir dung toan than 14 hai tudn mot 14n hodic mét thang mot
14n hodc tir 3 dén 6 thén g mot 14n. Phac d6 diéu tri lam vi du cho viéc st dung toan than
12 hai tuAn mot 14n hodc mot thdng mot 14n hodic tir 3 dén 6 thing mot 14n, hoic khi can

(PRN).

Céc chét tri lidu sich hoc, nhu bbmAbl, [udn duoc st dung nhiéu 1an: Khoang
cach gitra cac lidu den 1é ¢6 thé 13 hang tudn, hang thang ho#ic hang nim. Khoang cdch
ciing ¢6 thd khong- déu nhu dwoc chi dinh bang cich do ham lugng trong mdu cla
bbmADbI & bénh nhan. Ngoai ra, khoang thoi gian ding thudc thay thé c6 thé dugc xac
dinh bai bac si va dugc st dung hang thang hodc khi cAn dé c6 hiu qua. Trong mot sb
phuong phap vé st dung toan thén, lidu Iuong duge didu chinh dé dat duoc ndng d6
khang thé trong huyét twong 13 1-1000 pg/ml va trong mot s6 phuong phap 13 25-500
ng/ml. Ngoai ra, khing thé c6 thé duoc st dung dudi dang ché phim giai phong cham,
trong trrong kop do6 viée sir dung duoc yeu clu it thuong xuyén hon. Lidu ding va tin
suft thay ddi try thude vao thoi gian béan thai clia khang thé & bénh nhan. Néi chung,
cac khang thé ngudi thé hién thoi gian ban thai 1au hon 14 thoi gian ban thai cia céc
khéng thé kham va cac khang thé khong phai ctia ngudi. Liéu ding va tan suit sir dung
¢6 thé thay ¢bi phu thudc vao phuong phap diéu tri 13 phong ngira hay chita tri. Trong
str dung phdng ngira, lidu dung trong dbi thdp duoc sir dung & khoang thoi gian twong
déi it thudng xuyén trong khodng thoi gian dai. Mot sd bénh nhin tiép tuc tiép nhan didu
tri trong suffjt cudc doi ho. Treng st dung chita tri, lidu dung tuong abi ceo tai khoang
thoi gian tuong d5i ngén doi khi dugc yéu cAu t6i khi su tién trién bénh duoc gidm hodc
két thuc, v t6t hon 12 t&i khi b¢nh nhan thé hién sy cai thién mot ph'?m hodc hoan toan

céc triéu chiing bénh. Sau d6, bénh nhéin c6 thé dugce sit dung phac do phong bénh.

Bang trinh tir

Cic trinh tir oxit amin va nucleotit hitu durg dé thyc hién sdng ché duge boe 19

trong bang sau:
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Bang 15. C4c trinh tu theo cé&c phuong an cua sang ché
=) . . L MR alt v =)

SEQID S6. Ving Ab Trinh ty

mAbl

SEQID NO: 1 (Kabat) |HCDRI SYAIS

SEQ ID NO: 2 (Kabat) | HCDR2 NIIPMTGQTYYAQKFQG

SEQ ID NO: 3 (Kabat) | HCDR3 AAYHPLVFDN

SEQ ID NO: 4 (Chothia) | HCDR1 GGTFKSY

SEQ ID NO: 5 (Chothia) | HCDR2 IPMTGQ

SEQ ID NC: 6 (Chothia) | HCDR3 AAYHPLVFDN

SEQ ID NO: 7 VH EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK

' ASGGTFKSYAISWVRQAPGQGLE

WMGNIIPMTGQTYYAQKFQGRYV
TITADESTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARAAYHPLVFDNWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO: 8 ADN VH GAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCG

GCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGG
CAGCAGCGTGAAGGTGAGCTGC
AAGGCCAGCGGCGGCACCTTCA
AGAGCTACGCCATCAGCTGGGT
GAGGCAGGCCCCCGGCCAGGGC
CTGGAGTGGATGGGCAACATCA
TCCCCATGACCGGCCAGACCTA
CTACGCCCAGAAGTTCCAGGGC
AGGGTGACCATCACCGCCGACG
AGAGCACCAGCACCGCCTACAT
GGAGCTGAGCAGCCTGAGGAGC
GAGGACACCGCCGTGTACTACT

-106-




38305

GCGCCAGGGCCGCCTACCACCC
CCTGGTGTTCGACAACTGGGCC

AGGGCACCCTGGTGACCGTGAG
CAGC

SEQID NO: 9

Chubi Niing

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK
ASGGTFKSYAISWVRQAPGQGLE
WMGNIIPMTGQTYYAGKFQGRV
TITADESTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARAAYHPLVEDNWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 10

ADN chudi ning

GAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCG
GCGCCGAGGTGAAGAAGCCCGG
CAGCAGCGTGAAGGTG

AGCTGCAAGGCCAGCGGCGGCA
CCTTCAAGAGCTACGCCATCAG
CTGGGTGAGGCAGGCC
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CCCGGCCAGGGCCTGGAGTGGA
TGGGCAACATCATCCCCATGAC
CGGCCAGACCTACTAC

GCCCAGAAGTTCCAGGGCAGGG
TGACCATCACCGCCGACGAGAG
CACCAGCACCGCCTAC

ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGGA
GCGAGGACACCGCCGTGTACTA
CTGCGCCAGGGCCGCC

TACCACCCCCTGGTGTTCGACA
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGT
GACCGTGAGCAGCGCC

AGCACCAAGGGCCCCAGCGTGT
TCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAA
GAGCACCAGCGGCGGC

ACCGCCGCCCTGGGCTGCCTGG
TGAAGGACTACTTCCCCGAGCC
CGTGACCGTGAGCTGG

AACAGCGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCCGCCGT
GCTGCAGAGCAGCGGC

CTGTACAGCCTGAGCAGCGTGG
TGACCGTGCCCAGCAGCAGCCT
GGGCACCCAGACCTAC

ATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAA
GAGGGTGGAGCCCAAG
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AGCTGCGACAAGACCCACACCT
GCCCCCCCTGCCCCGCCCCCGA
GGCCGCCGGCGGLLCC

AGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAA
GCCCAAGGACACCCTGATGATC
AGCAGGACCCCCGAG

GTGACCTGCGTGGTGGTGGACG
TGAGCCACGAGGACCCCGAGGT
GAAGTTCAACTGGTAC

GTGGACGGCGTGGAGGTGCACA
ACGCCAAGACCAAGCCCAGGG
AGGAGCAGTACAACAGC

ACCTACAGGGTGGTGAGCGTGC
TGACCGTGCTGCACCAGGACTG
GCTGAACGGCAAGGAG

TACAAGTGCAAGGTGAGCAACA
AGGCCCTGCCCGCCCCCATCGA
GAAGACCATCAGCAAG

GCCAAGGGCCAGCCCAGGGAG
CCCCAGGTGTACACCCTGCCCC
CCAGCAGGGAGGAGATG

ACCAAGAACCAGGTGAGCCTGA
CCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTA
CCCCAGCGACATCGCC

GTGGAGTGGGAGAGCAACGGCC
AGCCCGAGAACAACTACAAGAC
CACCCCCCCCGTGCTG
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GACAGCGACGGCAGCTTCTTCC
TGTACAGCAAGCTGACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAG

CAGGGCAACGTGTTCAGCTGCA
GCGTGATGCACGAGGCCCTGCA
CAACCACTACACCCAG

AAGAGCCTGAGCCTGAGCCCCG
GCAAG

SEQ ID NO: 11 (Kabat) | LCDRI1 SGSSSNIGNHYVN

SEQ ID NO: 12 (Kabat) | LCDR2 RNNHRPS

SEQ ID NO: 13 (Kabat) | LCDR3 QSWDYSGFSTV

SEQ ID NO: 14 |LCDRI SSSNIGNHY

(Chothia)

SEQ ID NO: 15 |LCDR2 RNN

(Chothia)

SEQ ID NO: 16 |LCDR3 WDYSGFST

(Chothia)

SEQ ID NO: 17 VL DIVLTQPPSVSGAPGQRVTISCSG
SSSNIGNHYVNWYQQLPGTAPKL
LIYRNNHRPSGVPDRFSGSKSGTS
ASLAITGLQSEDEADYYCQSWDY
SGFSTVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 18 ADN VL GATATCGTCCTGACTCAGCCCC

CTAGCGTCAGCGGCGCTCCCGG
TCAGAGAGTGACTATTAGCTGT
AGCGGCTCTAGCTCTAATATCG
GTAATCACTACGTGAACTGGTA
TCAGCAGCTGCCCGGCACCGCC
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CCTAAGCTGCTGATCTATAGAA
ACAATCACCGGCCTAGCGGCGT
GCCCGATAGGTTTAGCGGATCT
AAGTCAGGCACTAGCGCTAGTC
TGGCTATCACCGGACTGCAGTC
AGAGGACGAGGCCGACTACTAC
TGTCAGTCCTGGGACTATAGCG
GCTTTAGCACCGTGTTCGGCGG
AGGCACTAAGCTGACCGTGCTG

SEQ ID NO: 19

Chudi Nhe

DIVLTQPPSVSGAPGQRVTISCSG
SSSNIGNHYVNWYQQLPGTAPKL
LIYRNNHRPSGVPDRFSGSKSGTS
ASLAITGLQSEDEADYYCQSWDY
SGFSTVFGGGTKLTVLGQPKAAP
SVTLFPPSSEELQANKATLVCLIS
DFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPE
QWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKT
VAPTECS

SEQ ID NO: 20

ADN Chudi Nhe

GATATCGTCCTGACTCAGCCCC
CTAGCGTCAGCGGCGCTCCCGG
TCAGAGAGTGACTATTAGCTGT
AGCGGCTCTAGCTCTAATATCG
GTAATCACTACGTGAACTGGTA
TCAGCAGCTGCCCGGCACCGCC
CCTAAGCTGCTGATCTATAGAA
ACAATCACCGGCCTAGCGGCGT
GCCCGATAGGTTTAGCGGATCT
AAGTCAGGCACTAGCGCTAGTC
TGGCTATCACCGGACTGCAGTC
AGAGGACGAGGCCGACTACTAC
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TGTCAGTCCTGGGACTATAGCG
GCTTTAGCACCGTGTTCGGCGG
AGGCACTAAGCTGACCGTGCTG
GGTCAGCCTAAGGCTGCCCCCA
GCGTGACCCTGTTCCCCCCCAG
CAGCGAGGAGCTGCAGGCCAAC
AAGGCCACCCTGGTGTGCCTGA
TCAGCGACTTCTACCCAGGCGC
CGTGACCGTGGCCTGGAAGGCC
GACAGCAGCCCCGTGAAGGCCG
GCGTGGAGACCACCACCCCCAG
CAAGCAGAGCAACAACAAGTAC
GCCGCCAGCAGCTACCTGAGCC
TGACCCCCGAGCAGTGGAAGAG
CCACAGGTCCTACAGCTGCCAG
GTGACCCACGAGGGCAGCACCG
TGGAAAAGACCGTGGCCCCAAC

CGAGTGCAGC
mAb2
SEQ ID NO: 21 (Kabat) | HCDR1 VYGMN
SEQ ID NO: 22 (Kabat) | HCDR2 IIWYDGDNQYYADSVKG
SEQ ID INO: 23 (Kabat) | HCDR3 DLRTGPFDY
SEQ ID NO: 24 | HCDRI GFTFSVY
(Chothia)
SEQ ID NO: 25|HCDR2 WYDGDN
(Chothia)
SEQ IEB NO: 26| HCDR3 DLRTGPFDY
{Chothia) |
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SEQ ID NO: 27

VH

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCA
ASGFTFSVYGMNWVRQAPGKGL
EWVAIIWYDGDNQYYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNGLRAED
TAVYYCARDLRTGPFDYWGQGT
LVTVSS

SEQ ID NO: 28

ADN VH

CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCG
GCGGCGGCGTGGTGCAGCCCGG
CAGGAGCCTGAGGCTGAGCTGC
GCCGCCAGCGGCTTCACCTTCA
GCGTGTACGGCATGAACTGGGT
GAGGCAGGCCCCCGGCAAGGG
CCTGGAGTGGGTGGCCATCATC
TGGTACGACGGCGACAACCAGT
ACTACGCCGACAGCGTGAAGGG
CAGGTTCACCATCAGCAGGGAC
AACAGCAAGAACACCCTGTACC
TGCAGATGAACGGCCTGAGGGC
CGAGGACACCGCCGTGTACTAC
TGCGCCAGGGACCTG

AGGACCGGCCCCTTCGACTACT
GGGGCCAGGGCACCCTGGTGAC
CGTGAGCAGC

SEQ ID NO: 29

Chudi ning

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCA
ASGFTFSVYGMNWVRQAPGKGL
EWVAIIWYDGDNQVYYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNGLRAED

TAVYYCARDLRTGPFDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST

SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
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NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 30

ADN chudi ning

CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCG
GCGGCGGCGTGGTGCAGCCCGG
CAGGAGCCTGAGGCTG

AGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCA
CCTTCAGCGTGTACGGCATGAA
CTGGGTGAGGCAGGCC

CCCGGCAAGGGCCTGGAGTGGG
TGGCCATCATCTGGTACGACGG
CGACAACCAGTACTAC

GCCGACAGCGTGAAGGGCAGGT
TCACCATCAGCAGGGACAACAG
CAAGAACACCCTGTAC

CTGCAGATGAACGGCCTGAGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTA
CTGCGCCAGGGACCTG
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AGGACCGGCCCCTTCGACTACT
GGGGCCAGGGCACCCTGGTGAC
CGTGAGCAGCGCCAGC

ACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCC
CCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAG
CACCAGCGGCGGCACC

GCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGT
GACCGTGAGCTGGAAC

AGCGGCGCCCTGACCAGCGGCG
TGCACACCTTCCCCGCCGTGCT
GCAGAGCAGCGGCCTG

TACAGCCTGAGCAGCGTGGTGA
CCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGG
CACCCAGACCTACATC

TGCAACGTGAACCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGACAAGA
GGGTGGAGCCCAAGAGC

TGCGACAAGACCCACACCTGCC
CCCCCTGCCCCGCCCCCGAGCT
GCTGGGCGGCCCCAGC .

GTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCC
CAAGGACACCCTGATGATCAGC
AGGACCCCCGAGGTG

ACCTGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCACGAGGACCCCGAGGTGAA
GTTCAACTGGTACGTG
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GACGGCGTGGAGGTGCACAACG
CCAAGACCAAGCCCAGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACC

TACAGGGTGGTGAGCGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGCT
GAACGGCAAGGAGTAC

AAGTGCAAGGTGAGCAACAAG
GCCCTGCCCGCCCCCATCGAGA
AGACCATCAGCAAGGCC

AGGTGTACACCCTGCCCCCCAG
CAGGGAGGAGATGACC

AAGAACCAGGTGAGCCTGACCT
GCCTGGTGAAGGGCTTCTACCC
CAGCGACATCGCCGTG

GAGTGGGAGAGCAACGGCCAG
CCCGAGAACAACTACAAGACCA
CCCCCCCCGTGCTGGAC

AGCGACGGCAGCTTCTTCCTGT
ACAGCAAGCTGACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAG

GGCAACGTGTTCAGCTGCAGCG
TGATGCACGAGGCCCTGCACAA
CCACTACACCCAGAAG

AGCCTGAGCCTGAGCCCCGGCA

AG
SEQ ID NO: 31 (Kabat) | LCDRI RASQSIGSSLH
SEQ ID 0: 32 (Kabat) | LCDR2 YASQSFS
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SEQ ID NO: 33 (Kabat)

LCDR3

HQSSSLPFT

SEQ
(Chothia)

ID NO:

LCDRI1

SQSIGSS

SEQ ID
(Chothia)

NO:

LCDR2

YAS

SEQ
(Chothia)

ID NO:

36

LCDR3

SSSLPF

SEQ ID NO: 37

VL

EIVLTQSPDFQSVTPKEKVTITCR
ASQSIGSSLHWYQQKPDQSPKLLI
KYASQSFSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTINSLEAEDAAAYYCHQSSSLPF
TFGPGTKVDIK

SEQ ID NO: 38

ADN VL

GAGATCGTGCTGACCCAGTCAC
CCGACTTTCAGTCAGTGACCCCT
AAAGAAAAAGTGACTATCACCT
GTAGGGCCTCCCAGTCTATCGG
CTCTAGCCTGCACTGGTATCAG
CAGAAGCCCGATCAGTCACCTA
AGCTGCTGATTAAGTACGCCTC
TCAGTCCTTTAGCGGCGTGCCCT
CTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTC
AGGCACCGACTTCACCCTGACT
ATCAATAGCCTGGAAGCCGAGG
ACGCCGCTGCCTACTACTGTCAT
CAGTCAAGTAGCCTGCCCTTCA
CCTTCGGCCCTGGCACTAAAGT
GGATATTAAG

SEQ ID NO: 39

Chubi nhe

EIVLTQSPDFQSVTPKEKVTITCR
ASQSIGSSLHWYQQKPDQSPKLLI
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KYASQSFSGVPSRFSGSGSGTDFT
L TINSLEAEDAAAYYCHQSSSLPF
TFGPGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC

SEQ ID NO: 40

ADN Chudi Nhe

GAGATCGTGCTGACCCAGTCAC
CCGACTTTCAGTCAGTGACCCCT
AAAGAAAAAGTGACTATCACCT
GTAGGGCCTCCCAGTCTATCGG
CTCTAGCCTGCACTGGTATCAG
CAGAAGCCCGATCAGTCACCTA
AGCTGCTGATTAAGTACGCCTC
TCAGTCCTTTAGCGGCGTGCCCT
CTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTC
AGGCACCGACTTCACCCTGACT
ATCAATAGCCTGGAAGCCGAGG
ACGCCGCTGCCTACTACTGTCAT
CAGTCAAGTAGCCTGCCCTTCA
CCTTCGGCCCTGGCACTAAAGT
GGATATTAAGCGTACGGTGGCC
GCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCC
CCCCAGCGACGAGCAGCTGAAG
AGCGGCACCGCCAGCGTGGTGT
GCCTGCTGAACAACTTCTACCC
CCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGG
AAGGTGGACAACGCCCTGCAGA
GCGGCAACAGCCAGGAGAGCGT
CACCGAGCAGGACAGCAAGGA
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CTCCACCTACAGCCTGAGCAGC

ACCCTGACCCTGAGCAAGGCCG
ACTACGAGAAGCATAAGGTGTA
CGCCTGCGAGGTGACCCACCAG
GGCCTGTCCAGCCCCGTGACCA
AGAGCTTCAACAGGGGCGAGTG
C

Phan thir hai tir mAb2

SEQ ID NO: 41 (Dwoc | HCDRI GFTFSVYGMN

két hop)

SEQ ID NC: 42 (Puoc | HCDR2 [IWYDGDNQYYADSVKG

két hop)

SEQ ID NO: 43 (Puoc | HCDR3 DLRTGPFDY

két hop)

SEQ ID NO: 44 (Kabat) | HCDR1 VYGMN

SEQ ID NO: 45 (Kabat) | HCDR2 [ITWYDGDNQYYADSVKG

SEQ ID NO: 46 (Kabat) | HCDR3 DLRTGPFDY

SEQ ID NO: 47 |HCDRI GFTFSVY

(Chothia)

SEQ ID NO: 48 |HCDR2 WYDGDN

(Chothia)

SEQ ID NO: 49 |HCDR3 DLRTGPFDY

(Chothia)

SEQ ID NO: 50 (IMGT) | HCDR1 GFTFSVYG

SEQ ID NO: 51 (IMGT) | HCDR2 [WYDGDNQ

SEQ ID NO: 52 (IMGT) | HCDR3 ARDLRTGPFDY
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SEQ ID NO: 53

VH

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCA
ASGFTFSVYGMNWVRQAPGKGL
EWVAIIWYDGDNQYYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNGLRAED
TAVYYCARDLRTGPFDYWGQGT
LVTVSS

SEQ ID NO: 54

ADN VH

CAGGTGCAGCTGGTGGAATCAG
GCGGCGGAGTGGTGCAGCCTGG
TAGATCACTGAGACTGAGCTGC
GCTGCTAGTGGCTTCACCTTTAG
CGTCTACGGAATGAACTGGGTC
CGACAGGCCCCTGGGAAAGGCC
TGGAGTGGGTGGCAATTATCTG
GTACGACGGCGATAATCAGTAC
TACGCCGATAGCGTGAAGGGAC
GGTTCACTATCTCTAGGGATAA
CTCTAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGAACGGCCTGAGAGCCG
AGGACACCGCCGTCTACTACTG
CGCTAGGGACCTGAGAACCGGC
CCCTTCGACTACTGGGGACAGG
GCACCCTGGTCACCGTGTCTAG
C

SEQ ID NO: 55

Chuoi ndng

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCA
ASGFTFSVYGMNWVRQAPGKGL
EWVAIIWYDGDNQYYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNGLRAED

TAVYYCARDLRTGPFDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST

SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
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NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVCTLPPSREEMTKNQVS
LSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 56

ADN chudi ning

CAGGTGCAGCTGGTGGAATCAG
GCGGCGGAGTGGTGCAGCCTGG
TAGATCACTGAGACTGAGCTGC
GCTGCTAGTGGCTTCACCTTTAG
CGTCTACGGAATGAACTGGGTC
CGACAGGCCCCTGGGAAAGGCC
TGGAGTGGGTGGCAATTATCTG
GTACGACGGCGATAATCAGTAC
TACGCCGATAGCGTGAAGGGAC
GGTTCACTATCTCTAGGGATAA
CTCTAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGAACGGCCTGAGAGCCG
AGGACACCGCCGTCTACTACTG
CGCTAGGGACCTGAGAACCGGC
CCCTTCGACTACTGGGGACAGG
GCACCCTGGTCACCGTGTCTAG
CGCCTCTACTAAGGGCCCAAGC
GTGTTCCCCCTGGCCCCTAGCTC
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TAAGTCTACTAGCGGAGGCACC
GCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGT
GACCGTCAGCTGGAATAGCGGC
GCTCTGACTAGCGGAGTGCACA
CCTTCCCCGCCGTGCTGCAGTCT
AGCGGCCTGTATAGCCTGTCTA
GCGTCGTGACCGTGCCTAGCTC
TAGCCTGGGCACTCAGACCTAT
ATCTGTAACGTGAACCACAAGC
CCTCTAACACTAAGGTGGACAA
GCGGGTGGAACCTAAGTCCTGC
GATAAGACTCACACCTGTCCTC
CCTGCCCTGCCCCTGAGGCTGC
CGGAGGACCTAGCGTGTTCCTG
TTCCCACCTAAGCCTAAAGACA
CCCTGATGATCTCTAGGACCCC
CGAAGTGACCTGCGTGGTGGTG
GACGTCTCACACGAGGACCCTG
AAGTGAAGTTTAATTGGTACGT
GGACGGCGTGGAAGTGCACAAC
GCTAAGACTAAGCCTAGAGAGG
AACAGTATAACTCTACCTATAG
GGTCGTCAGCGTGCTGACAGTG
CTGCACCAGGACTGGCTGAACG
GGAAAGAGTATAAGTGTAAAGT
GTCTAACAAGGCCCTGCCAGCC
CCTATCGAAAAGACTATCTCTA
AGGCTAAGGGGCAGCCTAGAGA
ACCCCAAGTGTGCACTCTGCCC
CCTAGTAGAGAAGAGATGACTA
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AGAATCAGGTGTCACTGAGCTG
TGCCGTGAAGGGCTTCTACCCT

AGCGATATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAACGGCCAGCCCGAGA

ACAACTACAAGACCACCCCCCC
AGTGCTGGACAGCGACGGCAGC
TTCTTCCTGGTGAGCAAGCTGA

CCGTGGACAAGTCCAGGTGGCA
GCAGGGCAACGTGTTCAGCTGC
AGCGTGATGCACGAGGCCCTGC
ACAACCACTACACCCAGAAGTC
CCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 37 (Puoc | LCDR1 RASQSIGSSLH
két hop)

SEQ ID NO: 58 (Pugc | LCDR2 YASQSFS

két hop)

SEQ ID NO: 59 (Puogc | LCDR3 HQSSSLPFT
két hop)

SEQ ID NO: 60 (Kabat) | LCDRI RASQSIGSSLH
SEQ ID NO: 61 (Kabet) | LCDR2 YASQSFS
SEQ ID NO: 62 (Kabat) | LCDR3 HQSSSLPFT
SEQ ID NO: 65 |LCDRI1 SQSIGSS
(Chothia)

SEQ ID NOG: 64 |LCDR2 YAS
(Chothiay

SEQ ID NO:. 65|LCDR3 SSSLPF
(Chothia)

SEQ ID NG: 66 (MGT) | LCERI QSIGSS
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SEQ ID NO: 67 (IMGT)

LCDR2

YASQSFSGVP

SEQ ID NO: 68 (IMGT)

LCDR3

HQSSSLPFT

SEQ ID NO: 69

VL

EIVLTQSPDFQSVTPKEKVTITCR
ASQSIGSSLHWYQQKPDQSPKLLI
KYASQSFSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTINSLEAEDAAAYYCHQSSSLPF
TFGPGTKVDIK

SEQ ID NO: 70

ADN VL

GAGATCGTGCTGACCCAGTCAC
CCGACTTTCAGTCAGTGACCCCT
AAAGAAAAAGTGACTATCACCT
GTAGGGCCTCCCAGTCTATCGG
CTCTAGCCTGCACTGGTATCAG
CAGAAGCCCGATCAGTCACCTA
AGCTGCTGATTAAGTACGCCTC
TCAGTCCTTTAGCGGCGTGCCCT
CTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTC
AGGCACCGACTTCACCCTGACT
ATCAATAGCCTGGAAGCCGAGG
ACGCCGCTGCCTACTACTGTCAT
CAGTCAAGTAGCCTGCCCTTCA
CCTTCGGCCCTGGCACTAAAGT
GGATATTAAG

SEQ ID NO: 71

Chudi Nhe

EIVLTQSPDIFQSVTPKEKVTITCR

ASQSIGSSLHWYQQKPDQSPKLLI
KYASQSFSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTINSLEAEDAAAYYCHQSSSLPT
TFGPGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
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KVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRG
EC

SEQ ID NO: 72

ADN Chudi Nhe

GAGATCGTGCTGACCCAGTCAC
CCGACTTTCAGTCAGTGACCCCT
AAAGAAAAAGTGACTATCACCT
GTAGGGCCTCCCAGTCTATCGG
CTCTAGCCTGCACTGGTATCAG
CAGAAGCCCGATCAGTCACCTA
AGCTGCTGATTAAGTACGCCTC
TCAGTCCTTTAGCGGCGTGCCCT
CTAGGTTTAGCGGCTCAGGCTC
AGGCACCGACTTCACCCTGACT
ATCAATAGCCTGGAAGCCGAGG
ACGCCGCTGCCTACTACTGTCAT
CAGTCAAGTAGCCTGCCCTTCA
CCTTCGGCCCTGGCACTAAAGT
GGATATTAAGCGTACGGTGGCC
GCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCC
CCCCAGCGACGAGCAGCTGAAG
AGCGGCACCGCCACCGTGGTGT
GCCTGCTGAACAACTTCTACCC
CCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGG
AACGGTGCGACAACGCCCTGCAGA
GCGGCAACAGCCAGGAGAGCGT
CACCGAGCAGGACAGCAAGGA
CTCCACCTACAGCCTGAGCAGC
ACCCTGACCCTGAGCAAGGCCG
ACTACGAGAAGCATAAGGTGTA
CGCCTGCGAGGTGALCCACCAG

‘GGCCTGTCCAGCCCCGTGACCA
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AGAGCTTCAACAGGGGCGAGTG
C

Phan thir nhét tr mAb1

SEQ ID NO: 73 (Pugc | HCDR1 GGTFKSYAIS

két hop)

SEQ ID NO: 74 (Puvogc | HCDR2 NIIPMTGQTYYAQKFQG
két hop)

SEQ ID NO: 75 (Duge | HCDR3 AAYHPLVFDN

két hop)

SEQ ID NO: 76 (Kabat) | HCDR1 SYAIS

SEQ ID NO: 77 (Kabat) | HCDR2 NIIPMTGQTYYAQKFQG
SEQ ID NO: 78 (Kabzat) | HCDR3 AAYHPLVFDN

SEQ ID NO: 79 |HCDRI GGTFKSY

(Chothia) -

SEQ ID NO: 80 |HCDR2 IPMTGQ

(Chothia).

SEQ ID NO:. 81 |HCDR3 AAYHPLVFDN

(Chothia)

SEQ ID NO: 82 (IMGT) | HCDR1 GGTFKSYA

SEQ ID NO: 83 (IMGT) | HCDR2 IPMTGQT

SEQ ID NO: 84 (IMGT) | HCDR3 ARAAYHPLVFDN

SEQ ID NO: 85 VH EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK

ASGGTFKSYAISWVRQAPGQGLE
WMGNIIPMTGQTYYAQKFQGRV
TITADESTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARAAYHPLVFDNWGQGTL
VTVSS
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SEQ ID NO: 86

ADN VH

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAG
GCGCCGAAGTGAAGAAACCCGG
CTCTAGCGTGAAAGTCAGCTGT
AAAGCTAGTGGCGGCACCTTCA
AGTCCTACGCTATTAGCTGGGT
CAGACAGGCCCCAGGTCAGGGC
CTGGAGTGGATGGGCAATATTA
TCCCTATGACCGGTCAGACCTA
CTACGCTCAGAAATTTCAGGGT
AGAGTGACTATCACCGCCGACG
AGTCTACTAGCACCGCCTATAT
GGAACTGTCTAGCCTGAGATCA
GAGGACACCGCCGTCTACTACT
GCGCTAGAGCCGCCTATCACCC
CCTGGTGTTCGATAACTGGGGT
CAGGGCACCCTGGTCACCGTGT
CTAGC

SEQ ID NO: 87

Chudi Ning

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK
ASGGTFKSYAISWVRQAPGQGLE
WMGNIIPMTGQTYYAQKFQGRV
TITADESTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCARAAYHPLVFENWGQGTL
VTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPEAAGGPSVFLIFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
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YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPCREEMTKNQVS
L.WCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 88

ADN chudi ning

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAG
GCGCCGAAGTGAAGAAACCCGG
CTCTAGCGTGAAAGTCAGCTGT
AAAGCTAGTGGCGGCACCTTCA
AGTCCTACGCTATTAGCTGGGT
CAGACAGGCCCCAGGTCAGGGC
CTGGAGTGGATGGGCAATATTA
TCCCTATGACCGGTCAGACCTA
CTACGCTCAGAAATTTCAGGGT
AGAGTGACTATCACCGCCGACG
AGTCTACTAGCACCGCCTATAT
GGAACTGTCTAGCCTGAGATCA
GAGGACACCGCCGTCTACTACT
GCGCTAGAGCCGCCTATCACCC
CCTGGTGTTCGATAACTGGGGT
CAGGGCACCCTGGTCACCGTGT
CTAGCGCTAGCACTAAGGGCCC
CTCAGTGTTCCCCCTGGCCCCTA
GCTCTAAGTCTACTAGCGGCGG
CACCGCCGCTCTGGGCTGCCTG
GTGAAAGACTACTTCCCCGAGC
CCGTGACCGTGTCATGGAATAG
CGGCGCTCTGACTAGCGGAGTG
CACACCTTCCCCGCCGTGCTGC
AGTCTAGCGGCCTGTATAGCCT
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GTCTAGCGTGGTGACCGTGCCT
AGCTCTAGCCTGGGCACTCAGA
CCTACATCTGTAACGTGAACCA
CAAGCCCTCTAACACTAAGGTG
GACAAGCGGGTGGAACCTAAGT
CCTGCGATAAGACTCACACCTG
TCCCCCCTGCCCTGCCCCTGAG
GCTGCCGGAGGACCTAGCGTGT
TCCTGTTCCCACCTAAGCCTAAG
GACACCCTGATGATCTCTAGGA
CCCCCGAAGTGACCTGCGTGGT
GGTGGATGTGTCTCACGAGGAC
CCTGAAGTGAAGTTCAATTGGT
ACGTGGACGGCGTGGAAGTGCA
CAACGCTAAGACTAAGCCTAGA
GAGGAACAGTATAACTCCACCT
ATAGAGTGGTGTCAGTGCTGAC
CGTGCTGCATCAGGACTGGCTG
AACGGCAAAGAGTATAAGTGTA
AAGTCTCTAACAAGGCCCTGCC
AGCCCCTATCGAAAAGACTATC
TCTAAGGCTAAGGGCCAGCCTA
GAGAACCTCAGGTGTACACCCT
GCCCCCCTGTAGAGAAGAGATG
ACTAAGAATCAGGTGTCCCTGT
GGTGTCTGGTGAAAGGCTTCTA
CCCTAGCGATATCGCCGTGGAA
TGGGAGTCTAACGGCCAGCCCG
AGAACAACTATAAGACTACCCC
CCCTGTGCTGGATAGCGACGGC
TCATTCTTCCTGTACTCTAAGCT
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GACCGTGGACAAGTCTAGGTGG
CAGCAGGGCAATGTGTTTAGCY
GTAGCGTGATGCACGAGGCCCT
GCATAATCACTACACTCAGAAG
TCACTGAGCCTGAGCCCCGGCA
AG

SEQ ID NO: 89 (Pugc | LCDR1 SGSSSNIGNHYVN
két hop)

SEQ ID NO: 90 (Pugc | LCDR2 RNNHRPS

két hop)

SEQ ID NO: 91 (Bugc | LCDR3 QSWDYSGFSTV
két hop)

SEQ ID NO: 92 (Kabat) | LCDR1 SGSSSNIGNHY VN
SEQ ID NO: 93 (Kabat) | LCDR2 RNNHRPS

SEQ ID NO: 94 (Kabat) | LCDR3 QSWDYSGFSTV
SEQ ID NO: 95|LCDRI SSSNIGNHY
(Chothia) -

SEQ ID NO: 96 |LCDR2 RNN

(Chothia)

SEQ ID NO:- 97 |LCDR3 WDYSGFST
(Chothia)

SEQ ID NO: 98 (IMGT) | LCDR1 SSNIGNHY

SEQ ID.NO: 99 (IMGT) | LCDR2 RNN

SEQ ID NO: 100|LCDR3 QSWDYSGFSTV
(IMGT)

SEQ ID NO: 101 VL DIVLTQPPSVSGAPGQRVTISCSG

SSSNIGNHYVNWYQQLPGTAPKL
LIYRNNHRPSGVPDRFSGSKSGTS
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ASLAITGLQSEDEADYYCQSWDY
SGFSTVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 102

ADN VL

GATATCGTCCTGACTCAGCCCC
CTAGCGTCAGCGGCGCTCCCGG
TCAGAGAGTGACTATTAGCTGT
AGCGGCTCTAGCTCTAATATCG
GTAATCACTACGTGAACTGGTA
TCAGCAGCTGCCCGGCACCGCC
CCTAAGCTGCTGATCTATAGAA
ACAATCACCGGCCTAGCGGCGT
GCCCGATAGGTTTAGCGGATCT
AAGTCAGGCACTAGCGCTAGTC
TGGCTATCACCGGACTGCAGTC
AGAGGACGAGGCCGACTACTAC
TGTCAGTCCTGGGACTATAGCG
GCTTTAGCACCGTGTTCGGCGG
AGGCACTAAGCTGACCGTGCTG

SEQ ID NO: 103

Chudi Nhe

DIVLTQPPSVSGAPGQRVTISCSG
SSSNIGNHYVNWYQQLPGTAPKL
LIYRNNHRPSGVPDRFSGSKSGTS
ASLAITGLQSEDEADYYCQSWDY
SGFSTVFGGGTKLTVLGQPKAAP
SVTLFPPSSEELQANKATLVCLIS
DFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPE
QWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKT
VAPTECS

SEQ ID NO: 104

ADN Chudi Nhe

GATATCGTCCTGACTCAGCCCC
CTAGCGTCAGCGGCGCTCCCGG
TCAGAGAGTGACTATTAGZTGT
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AGCGGCTCTAGCTCTAATATCG
GTAATCACTACGTGAACTGGTA
TCAGCAGCTGCCCGGCACCGCC
CCTAAGCTGCTGATCTATAGAA
ACAATCACCGGCCTAGCGGCGT
GCCCGATAGGTTTAGCGGATCT
AAGTCAGGCACTAGCGCTAGTC
TGGCTATCACCGGACTGCAGTC
AGAGGACGAGGCCGACTACTAC
TGTCAGTCCTGGGACTATAGCG
GCTTTAGCACCGTGTTCGGCGG
AGGCACTAAGCTGACCGTGCTG
GGTCAGCCTAAGGCTGCCCCCA
GCGTGACCCTGTTCCCCCCCAG
CAGCGAGGAGCTGCAGGCCAAC
AAGGCCACCCTGGTGTGCCTGA
TCAGCGACTTCTACCCAGGCGC
CGTGACCGTGGCCTGGAAGGCC
GACAGCAGCCCCGTGAAGGCCG
GCGTGGAGACCACCACCCCCAG
CAAGCAGAGCAACAACAAGTAC
GCCGCCAGCAGCTACCTGAGCC
TGACCCCCGAGCAGTGGAAGAG
CCACAGGTCCTACAGCTGCCAG
GTGACCCACGAGGGCAGCACCG
TGGAAAAGACCGTGGCCCCAAC
CGAGTGCAGC

Trong toan bd ban mo ta nay, néu cd sw khong thong nhat gitta ndi dung cua ban md ta

(vi du Bang 15) va danh muc trinh tir, ndi dung ctia bdn mo t& s¢ dugce ap dung.
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YRU CAUBAO HQ

Khang thé dic hiéu kép thich hop cho su dong biéu hién & té bao chii théng thuong,
trong d6 khang thé nay bao gom:

phan thtr nhit ma 1a globulin mién dich ¢6 chudi nhe bién ddi thir nhit thude kiéu
dai lambda (VL1) va chudi ning bién dbi thir nhét thudc kidu dai (VHI1), ma gin
két ¢ic hidu vé6i dich tha nhét, va chudi ning c¢b dirh thir nhét (CH1) véi sy cai
bién heterodime Léa, va

phan thit hai ma 13 globulin mién dich c¢6 chudi nhe bién dbi tht hai thudc kicu dsi
kappa (VL2) va chudi ning bién dbi thtr hai thudc kiéu dai (VH2), ma gén ké: diic
hiéu v6i dich thir hai, khac véi dich thu nhét, va chudi ning ¢b dinh tht hai (CH2)
c6 su cai bién heterodime hoa ma bd sung véi su cdi bién heterodime héa ctia chudi

nang ¢b dinh tht nhét,

trong d6 than thit nhat va phén tht hai, khi duge dong bicu hién & t€ bao chi thong

w

(V3]

thtrfmg, tao ihénh khéng thé dic hidu kép, trong do chudi ning ¢d dinh thr nhét va
thix hai la IgA, IgD, IgE, IgG, hodc IgM nguoi, tbt hon 12 IgD, IgE Foic IgG, ching
han nhu IgG1, IgG2, 1gG3, hodc IgG4 nguoi, t6t hon 1a IgG1, va trong d6 chudi
nhe bién dbi thix nhét thudc loai lambda 1, va chudi nhe bién ddi tha hai thude loai

kappa 6.

Khéng thé dic hidu kép theo diém 1, trong d6 chudi niing ¢b dinh tht nhit va thir
hai 1a IgG1, va trong do:

ckudi ning c¢b dinh tht nhét c6 cac dot bién diém tao thanh c4u tric nim va chudi
niang c¢d dinh th hai c6 cac dot bién diém tao thanh cAu tric 16, hoic

chuc:)i,nang c¢b dinh the nhét ¢6 cac dot bién diém tao thanh cAu tric 18 va chudi
ndng 26 dich tht hai c¢6 cdc dot bién diém tao thanh cdu tric nim, va tly y

cac chudi ning ¢d dinh thtr nhat va tht hai c6 cac dot bién tao thanh ciu ndi

dis: lﬁla.

whéng the dic hiéu kép theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, bao gdm mién

VH! globulin mién dich tht nhét, mién VL1 globulin mién dich thi nhit, mién
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VH2 'globulin midn diéh thir hai va mién VL2 globulin midn dich thi hai, trong
dé: | -

mién VHI globulin mién dich tht nhét bao gém (vi du trong trinh tw):

cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:76, CDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:77, va CDR3 ¢6 trich tu axit amin
SEQ ID NO:78; hodc

cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:79, CDR2 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:80, va CDR3 ¢0 trinh tur axit amin
SEQ ID NO:81; va

mién VL1 globulin mién dich tht nhét bao gbém (vi du trong trinh tw):

cac vung si€u bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:92, CDR2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:93, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:94 hodc

cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 c6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:95, CDR2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:96, va CDR3 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:97; va

mién VH2 globulin mién dich thi hai bao gbm (vi du trong trinh ty):

cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:44, CDR2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:45, va CDR3 cO trinh tu axit amin
SEQ ID NO:46; hodc

cac viing siéu bidn CDR1, CDR2 va CDR3, CDR1 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID
NO:47, CDR2 ¢6 trinh tir axit amin SEQ ID NO:48, va CDR3 c6 trinh tw axit amin
SEQ ID NO:49; va

mién VL2 globulin mién dich tht hai bao gdm (vi du trong trinh tu):

cac vung siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI1 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
ND:60, CDR2 c6 trinh tir axit amin SEQ ID NO:61, va CDR3 c¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:62 hoic

- cdc ving siéu bién CDR1, CDR2 va CDR3, CDRI c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID

NO:63, CDR2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:64, va CDR3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:65.
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Khéng thé dic hifu kép theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, t2o gdm mién
VHI globulin midn dich thi nhét, mién VL1 globulin mién dich tht nhét, mién
VH2 globulin mién dich th& hai va mién VL2 globulin mién dich th{ hai, trong
do: |

mién VHI globulin mién dich thr nhat bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:
85,

midn VL1 globulin raién dich thi nhét bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO:
101, S o . , ‘. .
mién VH2 globulin mién dich thi hai bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 53,
va

mién VL2 globulin mién dich thir hai bao gr:’)m trinh tu axit amin SEQ ID NO: 69.

Khéng thé dic hiéu kép theo diém bat ky trong s céc diém néu irén, bao gdm
chudi ngng globulin mién dich thi nhét, ckudi nhe globulin mién dich thu nhét,
chudi ning globulin mién dich thtr hai va chudi nhe globulin miér dich thi hai,
trong do: _

chudi ring globulin mién dich tht nhét bao gdém trinh tu axit amin SEQ ID NO:
&7, ,

chudi nhe globulin mién dich tht nhét bao gém trinh ty axit amin SEQ ID NO:
103, ( _

chubi ning globulin mién dich tht hai bao gém trinh ty axit ain SEQ ID NO: 55,
va

chudi ke globulin mi2n dick tht hai bao gobm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 71.

Phucng phép chen loc khang thé dc hiéu kép theo diém bAt ky trong sb céc diém
tir 1 dén 5, phuong phap nay bao gbm:

bude thir nhét 1a chon loc phén tht nhat, va phﬁn tha hai;

bude thir hai 1a ddng bidu hién phin thi nhit va phan thi hai & é bao chu thdng
thudng, tao thanh kbang thd dic hidu kép bao gdbm phin thi nhit va phin tht hai;
bude thi ba 12 tinh ché khing thé dic hidu kép bing cach loai bé cdc minh ghép

d6i nham khoi khing thé dzc hiéu kép duge ghép ddi cainh xdc.
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Phucmo phdp theo c’hem 6 trong do budc thu ba la tinh ché tao thanh I\hang thé
dic hiu kep ma ¢ do tmh khidt it nhét 13 60% (khéi luong) 70% (khéi lugng),
80% (khéi luong), 85% (khdi luong), ching han nhu d9 tinh khidt it nhét 13 90%
(khéi Iugng), 95% (khéi lugng), 96% (khdi luong), 97% (khdi Iwong), 98% (khéi
lwong), hoic 99% (khéi luong).

Phuong phép san xuét khéng thé dic higu kép theo diém bat ky trong s6 céac diém
tir 1 dén 5 bing cach dong biéu hién & té bao chi thong thudng, phuong phép nay
bao gdm:

budc thi nhﬁt 12 teo ra it nhét 12 mét vecto ma hoa ph?m thtr nhit va phén thir hai;
buéc thir hai 13 ¢ura it nhét 13 mot vecto ndy vdo trong té bao chii théng thuong;
bude thir ba 12 chon loc cic té bao biéu hién dic hidu khang thé ddc hidu kép nay;
budc thi tr 12 nudi cdy cée té bao duge chon loc trong diéu kién trong d6 cac té
bao nay b.iéu_ hién khéng thé dic hiéu kép; va

bugc thir ndm Ia tinh ck:é khang thé dic hidu kép ma c6 do tinh khiét it nht 12 60%
(khdi lwgng), 70% (khéi luong), 80% (khéi lugng), hodc 85% (khdi lwong), ching
han nhu d6 tinh khiét it nhat 1a 90% (khéi lugng), 95% (khdi luong), 96% (khdi
lwong), 97% (khéi lugng), 98% (khdi lugng), hodc 99% (khdi lugng).

Phwong phap theo diém 8, trong d6 budc thir nhét bao gbdm viéc tao ra vecto thi

nhét rad héa phin thir nhit va vecto thir hai ma héa phan thir hai.

Hé théng bidu hién bao gdm it nhét 1a mdt vecto bao gdm polynuclcotit ma hoa
ph_én thir nhat hogic phan th hai ctia khang thé dic hiéu kép theo diém bét ky trong

so cag diém tir 1 dén 5, va chi thi chon Ioc.

Heé _théng biéu hién theo diém 10 bao gbém:
polynucleotit ma hoa chi thi chon loc thtr nhAt (sm I);
polyrucieotit ma héa chi thi chon loc thir hai (sm II), ma khéc v&i chi thi chon loc

thir nhét (smI).
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13.

14.

15.

16.

a.

17.
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Hé théng biéu hién theo diém 10 hodc 11, trong d6 chi thi chon loc thir nhét (sm I)
1a yéu t6 van chuyén folat hodc polynucleotit ma hoa thu thé folat d5t bién, trong
d6 thy thé folat dot bién c6 4i luc gén két folat giam di so v6i thy thé folat kiéu dai

va chi thi chon loc thir hai (sm II) 1a DHFR.

Hé théng biéu hién theo diém bt ky trong sd cac diém tir 10 dén 12, trong d6 chi
thi chon loc tht nhit (sm I) 12 hygromycin va chi thi chon loc thit hai (sm II) 1a

Neo/G418.

H¢ théng bidu hién theo diém bat ky trong sé céc didm tir 10 dén 13, bao gdm hai
vecto biéu hién trong d6:

vecto thtr nhit bao gdm polynucleotit ma héa it nhét 1a chi thi chon loc thir nhat
(sm I) va it nhét 14 cac polynucleotit ma héa phén tht nhét; va

vecto thir hai bao g0m polynucleotit ma héa it nhét 13 chi thi chon loc thir hai (sm

IT) va it nhét 12 cac polynucleotit ma hoa phin thtr hai.

Hé thong biéu hién theo diém bat ky trong sb cac diém tir 10 dén 14, bao gém bd
ba két thuc xubi dong ciia cc polynucleotit ma héa chudi niing va polynucleotit

mi héa ving neo mang globulin mién dich xu6i dong ctia bo ba két thiic nay.

Phuong phép chon loc té bao chu thong thuong dé st dung trong cac phuong phép
theo dim bét k¥ trong sb cac diém tr 6 dén 9, bao gbm:

budc thir nhét 13 tao ra nhidu t& bao chi, bao gb6m hé théng biéu hién theo diém bét
k¥ trong sé cac diém tir 10 dén 15; va

nuoi céy nhiéu té bao chu nay trong diéu kién chon loc dbi v6i chi thi chon loc,

nho d6 thu droc té bao chu bi€u hién san phim quan tam.

Phuong phép theo diém 16, trong d6 moi trudng nudi ciy chon loc dwgc st dung:
bao gém ndng d6 folat gidi han; va/ hogc

bao gdm axit folic & ndng dd 5 00nM hodgc thdp hon; va/ hodc

bao gdm axit folic & ndng d6 dugc chon tir:

1000nM — 100 pM;
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ii.

iii.

iii.
iv.

h.

18.

1.

20.

38305

100nM — 1nM;

15nM — 1nM;

10nM — InM; va

10nM — 2,5nM; va/ hodc

bao gém chét trc ché DHFR; va/ hodc

bao gbdm chét khang folat; va/ hodic

bao gE“nn chét khang folat & ndng dd 500nM hoc thip hon; v&/ hedc

bao gdm MTX & ndng dd dugc chon tir:

500nM — 3nM;

100nM — 10nM;

50nM - 10nM; va .

50nM; va/ hoic

bao gdm ndng d@lcha“'lt khang folat gp lén dén 20 14n ndng dd folat; va/ hodc
bao gdm ndng dd chfit khéng folat gép 10 — 20 lan ndng o folat; va/ hodic
bao gbm axit folic & ndng do 1én dén 15nM va ndng d6 déng mol 1én dén 20 1an

MTX.

Phuong phap theo diém 16 hodc 17, trong d6 té bao chi bao gdm hé théng biéu
hién theo didm 15, trong d6 it nhit 1a mot phin cla phin thir nhit hogc phan thir
hai duoc biéu hién dudi dang polypeptit dung hgp bao gbm viing neo xuyén mang
globulin mién dich hodc manh ctia n6, va trong d6 polypeptit dung hop nay duoc
biéu'hién trén bé mit cia té bao chu nay, con bao g6m budc:

cho nhidu t& bao chu tiép xtc v&i hop chét phat hi¢n gén két véi polypeptit dung
hop;

chon loc it nhét 12 mot té bao chu dya vao sur ¢6 mit hodc lugng hop chét phét hién

duoc gan két voi bé mit t€ bao nay.

Phuong phép theo diém 18, trong d6 hop chit phat hién bao gbm dich thr nhét

hoiic thit hai, ho#ic din xuit cta nd, va it nhat 1a mot chat danh dau phdt hién.

Phwong phéap theo diém 8 hodc 9, trong d6 budce thir nam 1a tinh ché khang thé dic

hidu kép bao gdm k¥ thuat sic ky 4i luc vd/ hogce sic ky trao dbi ion. -
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21.

22.

23.

24.
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Phuong phap theo diém 20, trong d6 sic ky bao gdm:
budce thir nhét 1a bit gi;
budc tha hai 1a [am bong; va tuy y

budc thi ba 1a hoan thi€n thém.

Phuong phap theo diém 21, trong d6 budce thi nhét 12 bt gitt duge thuc hién bing
k¥ thuét dugc chon tr nhom gbm cb sdc ky 4i Iuc gin két Fc, nhu Protein A hoiic
Protein G, sic ky ai luc ddc higu chudi nhe lambda, nhu LambdaFabSelect™, sic
ky 4i Iyc dic hi€u chudi nhe kappa, nhu KappaSelect™, sdc ky ai luc khing
idiotyp, chéng han nhu phin thir nhat hodc phén thi hai, sc ky i luc dua vao dich,
chéng han nhu sic ky ai lyc st dung dich thir nhét hodc dich thi hai, sic ky trao
dbi ion, chéng han nhu chit dinh Capto™, hoic Fractogel™ EMD S0Os3, va sic ky

tuong tac ky nudc.

Phuong phap theo diém 21 hodc 22, trong d6 budc thir hai la hoan thién dugc thye
hién bing k¥ thuét duge chon tr nhém gdm c6 sic ky 4i luc gin két Fc, ching han
nhu Protein A hodc Protein G, sic ky 4i luc dic hiéu chudi nhe lambda, ching han
nhu LambdaFabSelect™, sic ky 4i luc diic hiéu chudi nhe kappa, chéng han nhu
KappaSelect™, sic ky i luc khang idiotyp, chéng han nhu.phén thir nhit hoic
phﬁn thu hai, sic ky 4i luc dya vao dich, chéng han nhu séc ky ai luc st dung dich
thtt nhat hogic dich th hai, sic ky trao ddi ion, ching han nhu chét dinh Capto™,

hoic Fractogel™ EMD SO, sic ky tuong téc ky nude, va su bét hoat virut.

Phuong phép theo diém 23, trong d6 budc thr ba 1a hoan thién thém dugc thuc
hién bing k¥ thuét dugc chon tir nhém gdm ¢6 sic ky 4i luc gé_n két Fc, ching han
nhu Protein A hodc Protein G, séc ky ai Iyc déc hiéu chudi nhe lambda, chfmg han
nhu LambdaFabSelect™, sic ky 4i luc ddc higu chudi nhe kappa, chfmg han nhu
KappaSelect™, sic ky 4i lwc khang idiotyp, ching han nhu phan thi nhit hoic
phén thir hai, sic ky 4i lwc dua vao dich, ching han nhu sic ky 4i lyc s dung dich

thit nhét hoic dich tht hei, sfc ky trao dbi ion, ching har nhu chét dinh Capte™,
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25.

26.

27.
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ho#ic Fractogel™ EMD 803, sic ky tuong tae ky pudc, va sy bit boat viruk, mot

minh bodc & dang két hop.

Phuong phap theo diém 23, duge chon tir:

budc thir nhét 13 bit gitt bing Protein A, nhu MabSelect™ SuRe™, bude thir hai
séc ky 4i lyc chudi nhe lambda, ching han nhu LambdaFabSelect™, va bude thi
ba siic ky i luc chudi nhe kappa chiing han nhu KappaSelect™; hodc

buéce thir nhit Pretein A, nhu MabSelect™ SyRe™, budce thir hai sic ky Al luc
chudi nhe kappa nhu KappaSelect™, va bude thir ba séc ky ai lyc chudi nhe
lambda, ch-fmg han nhu LambdalFabSelect™; hoic

bude thi nhit sfc ky 4i lue chudi nhe kappa nhu KappaSelect™ va bude thir hat
sdc ky ai luc chudi nhe lambda, chéng han nhu LambdaFabSelect™; hodc

budc thir nhit sdc ky i luc chudi nhe lambda, chéng han nhu LambdaFabSelect™
va bude thi hai sic ky i lyc chudi nhe kappa ching han nhu KappaSelect™.
Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém tir 6 dén 9 hodc tir 16 dén 25,
trong do dong té bao dugc chon tir nhém gdm c6 té bao CHO, té bao lai khdng san
xudt, nhu Sp 2/0 hodc NS0, dong té bao thu duge tir nguoi, nhu HEK hodc PER.C6,

¢6 ngudn goc tir than chudt dong non (BHK), ndm men hodc ndm sgi, vi khuan

2 I3
A

nhéan so, chdng han nhu E. coli hodc Pseudomonas fluorescence, ¢6 nguon goc tr

thue vat, tho va sinh vt co 1ong mao.

Dugc phim bao gbm khang thé theo diém bt ky trong s cic diém tr 1 dén 5 va

chat mang dugc dung.
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<213> Trinh tuy nhén tao
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<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nha&n tao: Peptit tdng hop"

<400> 1
Ser Tyr Ala Ile Ser
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta& Trinh ty nhén tao: Peptit tdédng hop"

<400> 2

Asn Ile Ile Pro Met Thr Gly Gln Thr Tyr Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 3
<211> 10
<212> PRT
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<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

Trinh tyu nhan

ngudn
/luu y="M& ta

3

Ala Ala Tyr His Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

4

7

PRT

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="Mb& ta

4

Gly Gly Thr Phe Lys

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

5

6

PRT

Trinh tyu nhén

ngudn
/luu y="Mo& ta

5

Ile Pro Met Thr Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

6

10

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="Mb ta

6

Ala Ala Tyr His Pro

1

<210>

5

7

38305

tao

Trinh tu nhan tao:

Leu Val Phe Asp Asn
10

tao

Trinh ty nhé&n tao:

Ser Tyr

tao

Trinh tu nhén tao:

Gln

tao

Trinh tu nhén tao:

Leu Val Phe Asp Asn
10
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<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 t& Trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 7
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

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

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

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

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

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

Ala Arg Ala Ala Tyr His Pro Leu Val Phe Asp Asn Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 8

<211> 356

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& td Trinh ty nhan tao: Polynucleotit tdng hop"

<400> 8
gaggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaagc ccggcagcag cgtgaaggtg 60
agctgcaagg ccagcggcgg caccttcaag agctacgcca tcagetgggt gaggcaggcec 120
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cccggccagg

gcccagaagt

atggagctga

taccaccccce

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 9
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Pro

Val
Ile
Asn
50

Gly
Glu
Arg

Leu

Leu
130

449
PRT
Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="M6 ta

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Ala

Val

115

Ala

gcctggagtg gatgggcaac
tccagggcag ggtgaccatc
gcagcctgag gagcgaggac

tggtgttcga caactgggcc

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Ala

100

Thr

Pro

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

vVal

Ser

tao

Gln

Cys

Arg

Met

Ile

70

Leu

His

Ser

Ser

38305

atcatcccca

accgccgacg

accgcegtgt

agggcaccct

Ser Gly Ala

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Pro

Ser

Lys
135

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Ala

120

Ser

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Val

105

Ser

Thr

tgaccggcca

agagcaccag

actactgcgc

ggtgaccgtg

Glu Val Lys Lys Pro

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

Phe

Thr

Ser
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Gly

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asn

Gly

Gly
140

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

Pro

125

Thr

Lys

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

gacctactac
caccgcctac

cagggccgcec

agcagc

‘Trinh tu nha&n tao: Polypeptit tdng hop"

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

180

240

300

356



Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
340

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val

325

Ala

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Asn

Arg

val

310

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln
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Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro
345

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

-145-

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Val

Phe

val

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn

Pro

Gln

Val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

vVal

Tyr

Gly

Ile

Val
350

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr



Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
355 360

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro

370 375

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

385 390

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

405
Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
420

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
435 440

Lys

<210> 10

<211> 1347

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<221> ngudn

<223>

<400> 10

gaggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag

agctgcaagg ccagcggcgg caccttcaag

cccggccagg gectggagtg gatgggcaac

gcccagaagt tccagggcag ggtgaccatce

atggagctga gcagcctgag gagcgaggac

taccacccce tggtgttcga caactggggce

agcaccaagg gccccagegt gttccccectg

accgccgcec tgggctgect ggtgaaggac

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys Ser

38305

Lys Asn

Ile

Asp

Thr
395

Lys

Ser
410

Lys

Ser Cys

Leu

gtgaagaagc
agctacgcca
atcatcccca
accgccgacg
accgccgtgt
cagggcaccc
gccecccagcea

tacttccceg
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Gln

Ala

Thr

Leu

Val
365

Val
380

Pro

Thr

Val

Ser

Leu
445

Ser

ccggcagceag
tcagctgggt
tgaccggcca
agagcaccag
actactgcgce
tggtgaccgt
gcaagagcac

agcccgtgac

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Leu Thr

Trp Glu

Val Leu

400

Asp
415

Lys
Glu

His

Pro Gly

/luu y="Mé td Trinh tu nhén tao: Polynucleotit téng hop"

cgtgaaggtg
gaggcaggcc
gacctactac
caccgcctac
cagggccgcece
gagcagcgcce
cagcggegge

cgtgagctgg

60

120

180

240

300

360

420

480



aacagcggcg
ctgtacagcc
atctgcaacg
agctgcgaca
agcgtgttcc
gtgacctgcg
gtggacggcg
acctacaggg
tacaagtgca
gccaagggcc
accaagaacc
gtggagtggg
gacagcgacg
cagggcaacyg
aagagcctga
<210> 11
<211> 13
<212> PRT
<213>
<220>

<221>

<223> /luu

<400> 11

Ser Gly Ser Ser Ser

1

<210> 12
<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
221>

<223> /luu

Trinh ty nhén

ngudn

Trinh ty nhén

ngudn

ccctgaccag
tgagcagcgt
tgaaccacaa
agacccacac
tgttcccecece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtgagcgt
aggtgagcaa
agcccaggga
aggtgagcct
agagcaacgg
gcagcttctt
tgttcagctg

gcctgagceccc

y="M6 ta

5

y="Mb ta

cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
ctgcccecccecce
caagcccaag
cgtgagccac
caacgccaag
gctgaccgtyg
caaggccctg
gccccaggtg
gacctgcctg
ccagcccgag
cctgtacagc
cagcgtgatg

cggcaag

tao

tao

Trinh ty nhédn tao:
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accttccccg
cccagcagcea
accaaggtgg
tgcccecgecce
gacaccctga
gaggaccccg
accaagccca
ctgcaccagg
cccgeccceca
tacaccctgce
gtgaagggct
aacaactaca
aagctgaccg

cacgaggccce

10
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ccgtgctgcea
gcctgggceac
acaagagggt
ccgaggccgce
tgatcagcag
aggtgaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaagac
cccecagceag
tctaccccag
agaccacccce
tggacaagag

tgcacaacca

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Asn Ile Gly Asn His Tyr Val Asn

Peptit tdng hop"

gagcagcggc
ccagacctac
ggagcccaag
cggcggceccece
gacccccgag
caactggtac
gtacaacagc
cggcaaggag
catcagcaag
ggaggagatg
cgacatcgcc
cccegtgetg
caggtggcag

ctacacccag

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347



<400>
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12

Arg Asn Asn His Arg Pro Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

13

11

PRT

Trinh tyu nhdn tao

ngudn
/luu y="M6 td Trinh tu nhén tao: Peptit téng hop"

13

Gln Ser Trp Asp Tyr Ser Gly Phe Ser Thr Val

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5 10

14

9

PRT

Trinh tu nhan tao

ngudn
/luu y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop”

14

Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn His Tyr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

15

3

PRT

Trinh ty nhan tao

ngudn
luu ¢="M& ta Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

15

Arg Asn Asn

1

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

<220>
<221>

16

8

PRT

Trinh ty nhdn tao

ngudn

-148-



<223> /luu y="Mb ta

<400> 16

Trp Asp Tyr Ser Gly

1 5

<210> 17

<211> 110

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta

<400> 17

Asp Ile Val Leu Thr

1 5

Arg Val Thr Ile Ser

20
Tyr Val Asn Trp Tyr
35

Ile Tyr Arg Asn Asn
50

Gly Ser Lys Ser Gly

65

Ser Glu Asp Glu Ala

85
Phe Ser Thr Val Phe
100

<210> 18

<211> 330

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="Mo6 ta

38305

Trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop"

Phe Ser Thr

tao

Trinh tu nhdn tao: Polypeptit téng hop"

Gln

Cys

Gln

His

Thr

70

Asp

Gly

tao

Trinh ty nhén tao:

Pro Pro Ser

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Val Ser Gly Ala

10

Ser Ser

Gly Thr

Gly Val

Leu Ala
75

Gln Ser
90

Lys Leu

-149-

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asn

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gln

His

Leu

Ser

Gln

80

Gly

Polynucleotit téng hop"



<400> 18
gatatcgtcc

agctgtagceg
cccggcaccg
gataggttta
tcagaggacg
ttcggcggag
<210>
<211>

<212>
<213>

19
216
PRT
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/1luu

<400> 19
Asp Ile Val
1

Arg Val Thr

Val Asn

35

Tyr

Ile Tyr

50

Arg

Gly Ser Lys

Ser Glu Asp

Phe Ser Thr

Ala
115

Pro Lys

tgactcagcc
gctctagctc
cccctaaget
gcggatctaa
aggccgacta

gcactaagczt

ty nhan

y="Mb ta

Leu Thr

Ile
20

Ser
Trp Tyr
Asn Asn
Ser

Gly

Val
100

Phe

Ala Pro

Gln

Cys

Gln

His

Thr

70

Asp

Gly

Ser

ccctagcegtce
taatatcggt
gctgatctat
gtcaggcact
ctactgtcag

gaccgtgctg

tao

Pro Pro

Ser Gly

Gln Leu

40

Arg Pro

Ser Ala

Tyr Tyr

Gly Gly

Val Thr

120

38305

agcggcecgcetce
aatcactacg
agaaacaatc
agcgctagtc

tcctgggact

Val Ser
10

Ser

Ser Ser Ser

25

Pro Gly Thr

Ser Gly Val

Ala
75

Ser Leu

Gln
90

Cys Ser

Thr
105

Lys

Leu Phe Pro

-150-

Asn

Ala

ccggtcagag
tgaactggta
accggcctag
tggctatcac

atagcggctt

Gly Ala
Ile

Gly

Pro
45

Lys

Pro
60

Asp Arg

Ile Thr Gly

Trp Asp Tyr

Thr Val Leu

110

Ser
125

Pro

agtgactatt
tcagcagctg
cggcgtgcecce
cggactgcag

tagcaccgtg

Trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly Gln

15

Asn His

Leu Leu

Phe Ser

Gln
80

Leu

Ser
95

Gly
Gln

Gly

Glu Glu

60

120

180

240

300

330



Gln
130

Leu Ala

Pro Ala

145

Gly

Ala Gly Vval

Ala Ala Ser

Arg Ser Tyr

195

Thr Val

210

Ala

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

20
648
ADN
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu

<400> 20
gatatcgtcc

agctgtagcg
ccecggecaccg
gataggttta
tcagaggacg
tteggcggag
ctgttcccce
agcgacttct

gccggegtgg

Asn Lys

Val Thr

Ala

Val

Thr
135

Leu

Ala Trp

150

Glu Thr

165

Ser
180

Tyr

Ser Cys

Pro Thr

ty nhan

y="M& ta

tgactcagcc
gctctagcecte
cccctaagcet
gcggatctaa
aggccgacta
gcactaagct
ccagcagcga
acccaggcgc

agaccaccac

Thr

Leu

Gln

Glu

Thr Pro

Ser Leu

Val Thr

200

Cys Ser

215

tao

ccctagegtce
taatatcggt
gctgatctat
gtcaggcact
ctactgtcag
gaccgtgctg
ggagctgcag
cgtgaccgeceg

ccccagcaag

38305

Val Cys Leu

Lys Ala Asp

155

Ser Lys Gln

170

Thr
185

Pro Glu

His Glu Gly

agcggcgcectce
aatcactacg
agaaacaatc
agcgctagtc
tcctgggact
ggtcagccta
gccaacaagg

gcctggaagg

cagagcaaca

-151-

Ile
140

Ser Asp

Ser Ser Pro

Ser Asn Asn

Gln Trp Lys

190

Thr
205

Ser vVal

ccggtcagag
tgaactggta
accggcctag
tggctatcac
atagcggcett
aggctgcccce
ccaccctggt
ccgacagcag

acaagtacgc

Phe Tyr

Val Lys

160

Lys
175

Tyr
His

Ser

Glu Lys

Trinh tuy nhan tao: Polynucleotit tdng hop”

agtgactatt
tcagcagctg
cggcgtgccce
cggactgcag
tagcaccgtg
cagcgtgacc
gtgcctgatc
ccccgtgaag

cgccagcagce

60

120

180

240

300

360

420

480

540



38305

tacctgagcc tgacccccga gcagtggaag agccacaggt cctacagctg ccaggtgacce

cacgagggca gcaccgtgga aaagaccgtg gccccaaccg agtgcagce

<210> 21

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhén tao: Peptit tdng hop"

<400> 21
Val Tyr Gly Met Asn
1 _ 5

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta& Trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop"

<400> 22
Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Asp Asn Gln Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn :
<223> /luu y="M6 tad Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 23
Asp Leu Arg Thr Gly Pro Phe Asp Tyr
1 5

<210> 24
<211> 7
<212> PRT

-152-

600

648



<213> Trinh tuy nhén
<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mo ta

<400> 24
Gly Phe Thr Phe Ser
1 5

<210> 25

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M6 ta

<400> 25
Trp Tyr Asp Gly Asp
1 5

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M6 ta

<400> 26
Asp Leu Arg Thr Gly
1 5

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

27

118

PRT

Trinh ty nhan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M& ta

<400> 27
Gln Val Gln Leu Val

38305

tao

Trinh ty nhan tao:

Val Tyr

tao

Trinh ty nhan tao:

Asn

tao

Trinh ty nhdn tao:

Pro Phe Asp Tyr

tao

Trinh ty nhén tao:

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Polypeptit téng hop"

Glu Ser Gly Gly Gly Val vVal Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15

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

-153-



38305

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Val

vVal

Tyr

80

Cys

Thr

Trinh tu nhdn tao: Polynucleotit tdng hop"

20 25
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Asp Asn Gln Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Gly Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Leu Arg Thr Gly Pro Phe Asp Tyr
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 28
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<221> ngudn
<223> /1luu y="M6 ta
<400> 28
caggtgcagc tggtggagag cggcggcggce gtggtgeage
agctgcgceg ccaccggctt caccttcage gtgtacggca
cccggcaagg gectggagtg ggtggccatc atctggtacg
gccgacagcg tgaagggcag gttcaccatc agcagggaca
ctgcagatga acggcctgag ggccgaggac accgecgtgt
aggaccggcc ccttcgacta ctggggccag ggcaccctgg
<210> 29
<211> 448
<212> PRT
<213> Trinh tu nhédn tzao

-154-

ccggcaggag

tgaactgggt

acggcgacaa

acagcaagaa

actactgcgc

tgaccgtgag

cctgaggctg
gaggcaggcc
ccagtactac
caccctgtac

cagggacctg

cagc

60
120
180
240
300

354



<220>

<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta

<400> 29

Gln Val Gln Leu Val

1

Ser Leu

Gly Met

Ala Ile

50

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

Leu Val

Leu Ala

130

Cys Leu
145

Ser Gly

Ser Ser

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Leu

100

Val

Ser

B+
=
wn

Leu

Leu
180

5

Ser

Val

Tyr

Thr

Gly

85

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr
165

Tyr S

38305

Trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Lys

Tyr
150

Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Pro

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser
185

10

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

-155-

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

vVal

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro
190

Gly
15

Val

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Arg

Tyr

Val

vVal

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser



Ser

Asn

His

225

vVal

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Thr

210

Thr

Phe

Pro

val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

LyS

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Thr

Val

Pro

Phe

val

260

Phe

Pro

Thr

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
405

Thr

IJyS

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Tyr

Arg

215

Pro

Lys

vVal

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Ile
200
Val
Ala
Pro
Val
Val
280
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
360
Ser

Tyr

Tyr

38305

Cys

Glu

Pro

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
410

-156-

Val

Lys

Leu

235

Thr

vVal

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
415

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser



38305

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala

Leu His Asn
435

<210> 30

<211> 1344
<212> ADN
<213>
<220>

<221>

<223> /luu

<400> 30
caggtgcagce

agctgcgccg
cccggcaagg
gccgacagceg
ctgcagatga
aggaccggcc
accaagggcc
gccgeecctgg
agcggcgcecce
tacagcctga
tgcaacgtga
tgcgacaaga
gtgttcctgt
acctgcgtgg
gacggcgtgg
tacagggtgg

aagtgcaagg

Trinh

ngudn

420

425

430

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

440

ty nhan tao

445

y="M&é td Trinh tu nhadn tao: Polynucleotit téng hop"

tggtggagag
ccagcggctt
gcctggagtyg
tgaagggcag
acggcctgag
ccttcgacta
ccagcgtgtt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
accacaagcc
cccacacctg
tcceccccaa
tggtggacgt
aggtgcacaa
tgagcgtgcet

tgagcaacaa

cggcggeggce
caccttcagc
ggtggccatc
gttcaccatc
ggccgaggac
ctggggccag
cccectggece
gaaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccce
cagcaacacc
ccccececectge
gcccaaggac
gagccacgag
cgccaagacece
gaccgtgctg

ggccctgecc

gtggtgcagc
gtgtacggca
atctggtacg
agcagggaca
accgccgtgt
ggcaccctgg
cccagcagca
ttccccgagce
ttcceegecg
agcagcagcce
aaggtggaca
cccgceecccg
accctgatga
gaccccgagyg
aagcccaggyg
caccaggact

gcccccatceg

-157-

ccggcaggag
tgaactgggt
acggcgacaa
acagcaagaa
actactgcgc
tgaccgtgag
agagcaccag
ccgtgaccgt
tgctgcagag
tgggcaccca
agagggtgga
agctgctggg
tcagcaggac
tgaagttcaa
aggagcagta
ggctgaacgg

agaagaccat

cctgaggctg
gaggcaggcce
ccagtactac
caccctgtac
cagggacctg
cagcgccagce
cggcggcacc
gagctggaac
cagcggcctg
gacctacatc
gcccaagage
cggccccagce
cccecgaggtg
ctggtacgtg
caacagcacc
caaggagtac

cagcaaggcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



aagggccagc
aagaaccagg
gagtgggaga
agcgacggca
ggcaacgtgt
agcctgagcec
<210> 31
<211> 11
<212> PRT
<213>
<220>

<221>

<223> /luu

<400> 31

Arg Ala Ser Gln Ser

1

<210> 32
<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 32

Tyr Ala Ser Gln Ser

1

<210> 33
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 33

His Gln Ser Ser Ser

1

Trinh ty nhan

ngudn

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="M6 ta

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="M&6 ta

ccagggagcc
tgagcctgac
gcaacggcca
gcttcttceccet
tcagctacag

tgagccccgg

y="M6 ta

5

5

5

ccaggtgtac
ctgcctyggtyg
gcccgagaac
gtacagcaag
cgtgatgcac

caag

tao

tao

Trinh ty nhan tao:

Phe Ser

tao

Trinh ty nhéan tao:

38305

accctgcccce
aagggcttct
aactacaaga
ctgaccgtgyg

gaggccctgce

Ile Gly Ser Ser Leu His

10

Leu Pro Phe Thr

-158-

ccagcaggga

accccagcga

ccaccccccece

acaagagcag

acaaccacta

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

ggagatgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacccagaag

1080

1140

1200

1260

1320

1344



<210> 34

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M& ta

<400> 34
Ser Gln Ser Ile Gly
1 5

<210> 35

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mb6 ta

<400> 35
Tyr Ala Ser
1

<210> 36

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mo ta

<400> 36
Ser Ser Ser Leu Pro
1 5

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

37

107

PRT

Trinh ty nhan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M6 ta

<400> 37

Glu Ile Val Leu Thr

38305

tao

Trinh ty nhén tao:

Ser Ser

tao

Trinh ty nhén tao:

tao

Trinh ty nhén tao:

Phe

tao

Trinh ty nhéan tao:

Gln Ser Pro Asp Phe Gln Ser Val Thr Pro Lys

-159-

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Peptit tdng hop"

Polypeptit tdng hop"



Glu Lys Val

Leu His Trp

35

Lys Tyr Ala

50

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Ala

Thr Phe Gly

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

38
321
ADN
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/1luu

<400> 38
gagatcgtgce

atcacctgta
gatcagtcac
aggtttagcg
gaggacgccg
ggcactaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

39
214
PRT

Thr
20

Ile

Tyr

S Gln Ser

Gly Thr

Ala Ala

85

Pro
100

Gly

ty nhén

Y="M6 ta

tgacccagtc
gggcctcceca
ctaagctgct
gctcaggctce
ctgcctacta

tggatattaa

Thr

Gln

Tyr

Thr

Cys Arg

Pro
40

Lys

Phe Ser

55

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Val

tao

acccgacttt
gtctatcggc
gattaagtac
aggcaccgac

ctgtcatcag

g

Trinh ti nhdn tao

Ala

38305

10

Ser Gln

25

Asp Gln Ser

Gly Val Pro

Ile
75

Leu Thr

Gln
90

His Ser

Asp Ile

105

Lys

cagtcagtga
tctagcctgce
gcctctcagt
ttcaccctga

tcaagtagcc

-160-

Asn

Ser Ile Gly

2
-~

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Leu

Ser Ser Leu

cccctaaaga
actggtatca
cctttagcgg
ctatcaatag

tgcccecttecac

15

Ser Ser

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

80

Pro Phe

95

Trinh tu nhan tao: Polynucleotit tdng hgp"

aaaagtgact
gcagaagccce
cgtgccecctcet
cctggaagcc

cttcggceccecct

60

120

180

240

300

321



<220>

<221>
<223>

<400>

39

ngudn
/luu y="M6 tad

Glu Ile Val Leu

1

Glu

Leu

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Lys

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Gly

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
180

Thr

5

Ile

Gln

Gln

Thr

Ala

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

38305

Trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hogp"

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

Ser Pro Asp Phe Gln

Cys

Lys

Phe

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

vVal

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Ala

25

Asp

Gly

Leu

His

Asp

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
185

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

-161-

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Thr

Gly

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ser

Ile

Gly

Ala

80

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr



38305

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

195

200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

acccgacttt
gtctatcggc
gattaagtac
aggcaccgac
ctgtcatcag
gcgtacggtg
cggcaccgcec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcataag

gagcttcaac

210
<210> 40
<211> 642
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<221> ngudn
<223>
<400> 40
gagatcgtgc tgacccagtc
atcacctgta gggcctccca
gatcagtcac ctaagctgct
aggtttagcg gctcaggcectc
gaggacgccg ctgcctacta
ggcactaaag tggatattaa
agcgacgagc agctgaagag
ccccgggagg ccaaggtgcea
gagagcgtca ccgagcagga
ctgagcaagg ccgactacga
ctgtccagcec ccgtgaccaa
<210> 41
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223>

<400> 41

cagtcagtga
tctagcctge
gcctctcagt
ttcaccctga
tcaagtagcc
gccgctccca
agcgtggtgt
gacaacgccc
tccacctaca
gtgtacgcct

aggggcgagt

Gly Phe Thr Phe Ser Val Tyr Gly Met Asn

1

5

10

-162-

205

cccctaaaga
actggtatca
cctttagcgg
ctatcaatag
tgcccttcecac
gcgtgttcat
gcctgctgaa
tgcagagcgg
gcctgagcag
gcgaggtgac

gc

/luu y="M&6 td Trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"

/luu y="M&6 ta Trinh ty nhan tao: Polynucleotit tdng hop"

aaaagtgact
gcagaagccc
cgtgcectcet
cctggaagcce
cttcggceccect
cttcccceccce
caacttctac
caacagccag
caccctgacc

ccaccagggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



38305

<210> 42

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhaén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M&é ta& Trinh tu nhé&n tao: Peptit tdng hop"

<400> 42
Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Asp Asn Gln Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 43

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta Trinh tu nhadn tao: Peptit tdng hop"

<400> 43
Asp Leu Arg Thr Gly Pro Phe Asp Tyr
1 5

<210> 44

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh ty nhdn tao: Peptit téng hop"

<400> 44
Val Tyr Gly Met Asn
1 5

<210> 45

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> ngudn

-163-



38305

<223> /luu y="Mé ta& Trinh ty nhén tao: Peptit téng hop"

<400> 45
Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Asp Asn Gln Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 46

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tyw nhan tao: Peptit téng hop"

<400> 46
Asp Leu Arg Thr Gly Pro Phe Asp Tyr
1 5

<210> 47

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M&é td Trinh ty nhan tao: Peptit tdéng hop"

<400> 47
Gly Phe Thr Phe Ser Val Tyr
1 5

<210> 48

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

<400> 48

Trp Tyr Asp Gly Asp Asn
1 5

<210> 49

-164-



<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/lua y="Mb6 ta

<400> 49
Asp Leu Arg Thr Gly
1 5

<210> 50

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mb& ta

<400> 50
Gly Phe Thr Phe Ser
1 5

<210> 51

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M6 ta

<400> 51
Ile Trp Tyr Asp Gly
1 5

-

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

52

11

PRT

Trinh ty nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M& t3i

<400> 52
Ala Arg Asp Leu Arg
1 5

38305

tao

Trinh ty nhan tao:

Pro Phe Asp Tyr

tao

Trinh ty nhan tao:

Val Tyr Gly

tao

Trinh tu nhan tao:

Asp Asn Gln

tao

Trinh ty nhén tao:

Peptit tdéng hep”

Peptit téng hop"

Peptit tdéng hop"

Peptit tdng hop"

Thr Gly Pro Phe Asp Tyr

10

-165-



38305

<210> 53

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 td Trinh tu nhan tao: Polypeptit téng hop"

<400> 53
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

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

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

Ala Ile Ile Trp Tyr Asp Gly Asp Asn Gln Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Gly Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Asp Leu Arg Thr Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 54

<211> 354

<212> ADN :
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh ty nhan tao: Polynucleotit téng hop"

<400> 54
caggtgcagc tggtggaatc aggcggcgga gtggtgcage ctggtagatc actgagactg 60

-166-



agctgcgctg
cctgggaaag
gccgatagcg
ctgcagatga
agaaccggcc
<210>
<211>

<212>
<213>

55
448
PRT
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu

<400> 55
Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Asn

35

Ala Ile Ile

ctagtggctt
gcectggagtg
tgaagggacg
acggcctgag

ccttcgacta

ty nhan

y="M6 ta

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Glu

Cys

Arg

cacctttagc
ggtggcaatt
gttcactatc
agccgaggac

ctggggacag

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

38305

gtctacggaa
atctggtacg
tctagggata
accgccecgtcet

ggcaccctgg

Gly Gly Vval
10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Gln

tgaactgggt
acggcgataa
actctaagaa
actactgcgce

tcaccgtgtc

Val Gln

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Ala

Pro

Ser

Glu

ccgacaggcce
tcagtactac
caccctgtac
tagggacctg

tagc

Trinh tyu nhén tao: Polypeptit téng hop"

Gly
15

Arg
Val Tyr
Val

Trp

Ser Val

Lys

Leu

Ala

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Val

Arg

Met

Asp

Thr
115

Trp

Phe

Leu
100

vVal

Tyr

Thr

Gly

Arg

Ser

Asp

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Gly

Ser

Arg

Gly

Ala

Asp

Arg

Ala

Pro

Ser
120

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Lys

-167-

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Asn

Val

Gly

Ser
125

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Leu

Tyr

95

Gly

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

120

180

240

300

354



Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

vVal

Pro

Phe

vVal

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala
340

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

325

Lys

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Pro

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Thr
Pro
val
Ser
Ile
200
Val
Ala
Pro
vVal
vVal
280
Gln

Ala

Pro

38305

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg
345

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

-168-

Gly

val

155

Phe

vVal

Val

Lys

Ala

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser
220

Ala G

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Pro

Gln

Ala

vVal

Ala

Val

His

205

Cys

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Cys
350

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

vVal

Glu

Lys

335

Thr

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr

320

Thr

Leu -



38305

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360
Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375
Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395
Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu
405 410
Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
435 440
<210> 56
<211> 1344
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta
<400> 56
caggtgcagc tggtggaatc aggcggcgga gtggtgcagc
agctgcgctg ctagtggctt cacctttagc gtctacggaa
cctgggaaag gcctggagtg ggtggcaatt atctggtacg
gccgatagcg tgaagggacg gttcactatc tctagggata
ctgcagatga acggcctgag agccgaggac accgecgtcet
agaaccggcc ccttcgacta ctggggacag ggcaccctgg
actaagggcc caagcgtgtt ccccctggec cctagetcta
gccgetctgg gectgecctggt caaggactac ttccccgagce
agcggcgcetce tgactagcgg agtgcacacc ttccccgcecg

-169-

Val

vVal

Ser
365

Glu
380

Pro Pro

Thr

Val

Val

Met

Ser
445

Leu

ctggtagatc
tgaactgggt
acggcgataa
actctaagaa
actactgcgc
tcaccgtgtc
agtctactag
ccgtgaccgt

tgctgcagtc

Leu

Trp

vVal

Asp

His

430

Pro

Ser Cys

Glu Ser

Leu Asp

400

Lys Ser

415

Glu Ala

Gly Lys

Trinh tu nhan tao: Polynucleotit téng hop"

actgagactg
ccgacaggcc
tcagtactac
caccctgtac
tagggacctg
tagcgcctct
cggaggcacc
cagctggaat

tagcggcectyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540



tatagcctgt
tgtaacgtga
tgcgataaga
gtgttcctgt
acctgcgtgg
gacggcgtag
tatagggtcg
aagtgtaaag
aaggggcagce
aagaatcagg
gagtgggaga
agcgacggca
ggcaacgtgt
tccctgagcece
<210> 57
<211> 11
<212> PRT
<213>
<220>

<221>
<223> /luu
<400> 57

1

<210> 58
<211> 7
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223> /luu

<400> 58

Tyr Ala Ser Gln Ser

Trinh ty nhén t

ngudn

Arg Ala Ser Gln Ser

Trinh ty nhén

nguon

ctagcgtcgt
accacaagcc
ctcacacctg
tcccacctaa
tggtggacgt
aagtgcacaa
tcagcgtgcet
tgtctaacaa
ctagagaacc
tgtcactgag
gcaacggcca
gcttcttcect
tcagctgcag

tgagccecegg

y="M6 ta

5

y="M6 ta

Phe

gaccgtgcct
ctctaacact
tcctecectge
gcctaaagac
ctcacacgag
cgctaagact
gacagtgctg
ggccctgceca
ccaagtgtgc
ctgtgccgtg
gcccgagaac
ggtgagcaag
cgtgatgcac

caag

tao

Trinh ty nhan tao:

Ser

38305

agctctagcecc
aaggtggaca
cctgceccectg
accctgatga
gaccctgaag
aagcctagag
caccaggact
gcccctatcg
actctgcccc
aagggcttct
aactacaaga
ctgaccgtgg

gaggccctgce

Ile Gly Ser Ser Leu His

10

-170-

tgggcactca
agcgggtgga
aggctgccgg
tctctaggac
tgaagtttaa
aggaacagta
ggctgaacgg
aaaagactat
ctagtagaga
accctagcga
ccaccceccce
acaagtccag

acaaccacta

Trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hep"

Peptit tdng hop"

gacctatatc
acctaagtcc
aggacctagc
ccccgaagtg
ttggtacgtg
taactctacc
gaaagagtat
ctctaaggct
agagatgact
tatcgcegtyg
agtgctggac
gtggcagcag

cacccagaag

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1344



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

<220>
<221>
<223>

<400>

59

9

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="Mb ta

59

His Gln Ser Ser Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

60

11

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="M6 té

60

Arg Ala Ser Gln Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

61

7

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="Mb6 ta

61

Tyr Ala Ser Gln Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

5

62

9

PRT

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="M6 ta

38305

tao

Trinh tyu nhén tao:

Leu Pro Phe Thr

tao

Trinh tyu nhan tao:

Peptit tdéng hop"

Peptit tdéng hop"

Ile Gly Ser Ser Leu His

10

tao

Trinh ty nhén tao:

Phe Ser

tao

Trinh ty nhén tao:

-171-

Peptit tdéng hop"

Peptit tdng hop"



<400>

62

His Gln Ser Ser Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

63

7

PRT

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="Mb6 ta

63

Ser Gln Ser Ile Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

64

3

PRT

Trinh tyu nhéan

ngudn
/luu y="Mo6 ta

64

Tyr Ala Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

65

6

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="M6 ta

65

Ser Ser Ser Leu Pro

1

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

<220>
<221>

5

66

6

PRT

Trinh ty nhén

ngudn

38305

Leu Pro Phe Thr

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit téng hgp"”

Ser Ser

tao

Trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop"

tao

Trinh ty nhan tao: Peptit tdng hop"

Phe

tao

-172-



<223> /luu y="Mo ta

<400> 66
Gln Ser Ile Gly Ser
1 5

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

67
10
PRT
Trinh ty nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="MO& ta

<400> 67
Tyr Ala Ser Gln Ser
1 5

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

68

9

PRT

Trinh ty nhén

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="M&6 ta

<400> 68
His Gln Ser Ser Ser
1 5

69
107
PRT
Trinh ty nhén

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

<220>
<221>
<223>

ngudn
/luu y="Mo ta

<400> 69

Glu Ile Val Leu Thr
1 5

Glu Lys Val Thr Ile
20

Leu His Trp Tyr Gln

38305

Trinh ty nhan tao: Peptit téng hop"

Ser

tao

Trinh ty nhén tao:

Phe Ser Gly Val Pro
10

tao

Trinh ty nhén tao:

Leu Pro Phe Thr

tao

Trinh ty nhan tao:

Gln Ser Pro Asp Phe
10

Thr Cys Arg Ala Ser
25

Gln Lys Pro Asp Gln

-173-

Peptit tdng hop"

Peptit téng hop"

Polypeptit téng hop”

Gln Ser Val Thr Pro

15

Gln Ser Ile Gly
30

Ser

Ser Pro Lys Leu Leu



38305

45

60

cccctaaaga
actggtatca
cctttagcgg
ctatcaatag

tgcccecttcac

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ile Asn Ser Leu Glu Ala

80

Ser Ser Ser Leu Pro Phe

95

Trinh tu nha&n tao: Polynucleotit téng hop"

aaaagtgact
gcagaagccc
cgtgcectct
cctggaagcc

cttcggcecect

35 40
Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Phe Ser Gly Val
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75
Glu Asp Ala Ala Ala Tyr Tyr Cys His Gln
85 90
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105
<210> 70
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mo6 ta
<400> 70
gagatcgtgc tgacccagtc acccgacttt cagtcagtga
atcacctgta gggcctccca gtctatcggce tctagectge
gatcagtcac ctaagctgct gattaagtac gcctctcagt
aggtttagcg gctcaggctc aggcaccgac ttcaccctga
gaggacgccg ctgcctacta ctgtcatcag tcaagtagcc
ggcactaaag tggatattaa g
<210> 71
<211> 214
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 td Trinh tu nhédn tao: Polypeptit tdéng hop"

<400> 71

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Phe Gln Ser Val Thr Pro Lys

1

5

10

-174-

15

60

120

180

240

300

321



Glu

Leu

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Lys

His

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Thr

Cys

Asn
210

val

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Gly

Val

115

Ser

Gln

vVal

Leu

Glu

195

Arg

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro

100

Phe

Val

Trp

Thr
180

Val

Gly

Ile

Gln

Gln

Thr

Ala

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Thr

+3
=y
[

Gln

Ser

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Phe

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Gln

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

38305

Ala

25

Asp

Gly

Leu

His

Asp

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser
Gln
vVal
Thr
Gln
90

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

-175-

Gln

Ser

Pro

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ser

Ile

Gly

Ala

80

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



38305

cccctaaaga
actggtatca
cctttagcgg
ctatcaatag
tgcccttcac
gcgtgttcat
gcctgctgaa
tgcagagcgg
gcctgagcag
gcgaggtgac

gc

aaaagtgact
gcagaagccce
cgtgcectcect
cctggaagcece
cttcggcect
cttccccccc
caacttctac
caacagccag
caccctgacc

ccaccagggce

<210> 72

<211> 642

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M6 t& Trinh ty nhan tao: Polynucleotit téng hop"
<400> 72

gagatcgtgc tgacccagtc acccgacttt cagtcagtga
atcacctgta gggcctccca gtctatcgge tctagectge
gatcagtcac ctaagctgct gattaagtac gcctctcagt
aggtttagcg gctcaggctc aggcaccgac ttcaccctga
gaggacgccg ctgcctacta ctgtcatcag tcaagtagcc
ggcactaaag tggatattaa gcgtacggtg gccgctccca
agcgacgagc agctgaagag cggcaccgcc agcgtggtgt
ccccgggagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc
gagagcgtca ccgagcagga cagcaaggac tccacctaca
ctgagcaagg ccgactacga gaagcataag gtgtacgcct
ctgtccagce ccgtgaccaa gagcttcaac aggggcgagt
<210> 73

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="16 ta Trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop"
<400> 73

Gly Gly Thr
1

<210> 74
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

<221> ngudn

Phe Lys
5
ti nhan

tao

Ser Tyr Ala Ile Ser

10

-176-

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



38305

<223> /luu y="M6 tad Trinh ty nhan tao: Peptit téng hop"

<400> 74
Asn Ile Ile Pro Met Thr Gly Gln Thr Tyr Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 75

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta Trinh tu nhadn tao: Peptit téng hop"

<400> 75
Ala Ala Tyr His Pro Leu Val Phe Asp Asn
1 5 10

<210> 76

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tyw nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M&6 ta Trinh ty nhén tao: Peptit tdéng hgp"

<400> 76
Ser Tyr Ala Ile Ser
1 5

<210> 77

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta& Trinh ty nhan tao: Peptit téng hop”

<400> 77

Asn Ile Ile Pro Met Thr Gly Gln Thr Tyr Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

-177-



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

<220>
<221>
<223>

<400>

78

10

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="Mo ta

78

Ala Ala Tyr His Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

79

7

PRT

Trinh tyu nhén

ngudn
/1luu y="M6 ta

79

Gly Gly Thr Phe Lys

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

80

6

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="M6 ta

80

Ile Pro Met Thr Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

5

81
10
PRT
Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="Mo6 ta

38305

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Leu Val Phe Asp Asn
10

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hgp"

Ser Tyr

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Gln

tao

Trinh ty nhé&n tao: Peptit téng hop"

-178-



<400>

81

Ala Ala Tyr His Pro

1

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

<220>
<221>
223>

<400>

5

82

8

PRT

Trinh tu nhéan

ngudn
/luu y="Mo6 té

82

Gly Gly Thr Phe Lys

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

83

8

PRT

Trinh tyu nhén

ngudn
/luu y="Mb6 ta

83

Ile Ile Pro Met Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

84

12

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="Mo6 ta

84

Ala Arg Ala Ala Tyr

1

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

<220>
<221>

5

85

119

PRT

Trinh ty nhén

ngudn

38305

Leu Val Phe Asp Asn
10

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Ser Tyr Ala

tao

Trinh tuy nhan tao: Peptit tdng hop"

Gly Gln Thr

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

His Pro Leu Val Phe Asp Asn
10

-179-



<223> /1luu

<400> 85
Glu Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Asn Ile

50

Gly

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Ala

Val
115

Thr Leu

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

86
357
ADN
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/1luu

<400> 86
gaggtgcagc

agctgtaaag
ccaggtcagg
gctcagaaat

atggaactgt

y="Mb ta

val
5

Leu

val
20

Ser
Val

Trp

Ile Pro

Val

Thr

Ser
85

Ser

Ala
100

Tyr

Thr Val

ty nhén

y="M6 ta

tggtgcagtc
ctagtggcgyg
gcctggagtyg
ttcagggtag

ctagcctgag

Gln

Cys

Arg

Met

Ile

70

Leu

His

Ser

Lys Ala

Gln Ala

40

Thr
55

Gly
Thr Ala
Arg Ser
Leu

Pro

Ser

tao

aggcgccgaa
caccttcaag
gatggucaat
agtgactatc

atcagaggac

38305

Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

10

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Gln Thr Tyr

Glu Ser

75

Asp

Glu Asp Thr

90

Val Phe

105

Asp

gtgaagaaac
tcctacgcta
attatcccta
accgccgacg

accgccgtcet

-180-

Ala

Asn

Pro

Thr Phe Lys

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Val

Tyr

Gly
110

Trp

ccggctctag
ttagctgggt
tgaccggtca
agtctactag

actactgcgce

Trinh tu nhan tao: Polypeptit tdng hop"

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met
Lys Phe
Ala Tyr
Tyr

Cys

Gln Gly

Trinh ty nhan tao: Polynucleotit téng hop"

cgtgaaagtc
cagacaggcc
gacctactac
caccgcctat

tagagccgcce

60

120

180

240

300



38305

tatcacccce tggtgttcga taactggggt cagggcacce tggtcaccgt gtctagc 357

<210> 87

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé ta Trinh ty nhan tao: Polypeptit tdng hop"

<400> 87
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

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

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

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

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

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

Ala Arg Ala Ala Tyr His Pro Leu Val Phe Asp Asn Trp Gly Gln Gly
100 105 110

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

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

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

-181-



Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

vVal

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu
370

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

355

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

3160

Ser

Lys

Glu

Phe

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
375

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

vVal

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

38305

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

vVal

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

-182-

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Phe

val

Val

Lys

220

Ala

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala
380

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Trp

Glu



Ser Asn Gly
385

Asp Ser Asp

Ser Arg Trp

Ala Leu His
435

Lys

<210> 88

<211> 1347
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<223>

ngudn
<400> 88
gaggtgcagc
agctgtaaag
ccaggtcagg
gctcagaaat
atggaactgt
tatcaccccc
agcactaagg
accgccgctce
aatagcggceg
ctgtatagcc

atctgtaacg

Gln Pro

Glu Asn Asn

390

Gly Ser
405

Gln Gln
420

Asn His

tggtgcagte
ctagtggcgg
gcctggagtg
ttcagggtag
ctagcctgag
tggtgttcga
gcccctecagt
tgggctgcect
ctctgactag
tgtctagecgt

tgaaccacaa

Phe Phe Leu

Gly Asn Val

Tyr Thr Gln

440

Trinh tyu nhd&n tao

aggcgccgaa
caccttcaag
gatgggcaat
agtgactatc
atcagaggac
taactggggt
gttccecectg
ggtgaaagac
cggagtgcac
ggtgaccgtg

gccctctaac

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

38305

Lys
395

Ser
410

Ser Cys

Ser Leu

gtgaagaaac
tcctacgceta
attatcccta
accgccgacg
accgccgtct
cagggcaccc
gcccectaget
tacttccccg
accttccccg
cctagctcta

actaaggtgg

-183-

Thr Thr

Lys Leu

Pro

Thr

Val

Ser

Leu
445

Ser

ccggctctag
ttagctgggt
tgaccggtca
agtctactag
actactgcgc
tggtcaccgt
ctaagtctac
agcccgtgac
ccgtgctgcea
gcctgggceac

acaagcgggt

Pro

Val

Met

430

Ser

Val Leu

400

Asp
415

Lys
Glu

His

Pro Gly

/luu y="M6 td Trinh tu nhan tao: Polynucleotit +4ng hop"

cgtgaaagtc
cagacaggcc
gacctactac
caccgcctat
tagagccgcece
gtctagcget
tagcggceggce
cgtgtcatgg
gtctagcggc
tcagacctac

ggaacctaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



38305

tgcecctgcecce
gacaccctga
gaggaccctg
actaagccta
ctgcatcagg
ccagccccta
tacaccctgc
gtgaaaggct
aacaactata
aagctgaccg

cacgaggcce

10

tcctgcgata agactcacac ctgtcccccce
agcgtgttce tgttcccacc taagcctaag
gtgacctgcg tggtggtgga tgtgtctcac
gtggacggcg tggaagtgca caacgctaag
acctatagag tggtgtcagt gctgaccgtg
tataagtgta aagtctctaa caaggccctg
gctaagggcc agcctagaga acctcaggtg
actaagaatc aggtgtccct gtggtgtctg
gtggaatggg agtctaacgg ccagcccgag
gatagcgacg 'gctcattctt cctgtactct
cagggcaatg tgtttagctg tagcgtgatg
aagtcactga gcctgagcecc cggcaag
<210> 89

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhidn tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta

<400> 89

Ser Gly Ser Ser Ser

1 5

<210> 90

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M& ta& Trinh tu nhan tao:
<400> 90

Arg Asn Asn His Arg Pro Ser

1 5

<210> 91

-184-

ctgaggctgc
tgatctctag
aagtgaagtt
gagaggaaca
actggctgaa
tcgaaaagac
cccectgtag
tctaccctag
agactacccc
tggacaagtc

tgcataatca

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Asn Ile Gly Asn His Tyr Val Asn

Peptit tdéng hop"

cggaggacct
gacccccgaa
caattggtac
gtataactcc
cggcaaagag
tatctctaag
agaagagatg
cgatatcgcc
ccctagtgcectyg
taggtggcag

ctacactcag

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347



<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mo6 ta

<400> 91
Gln Ser Trp Asp Tyr
1 5

<210> 92

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mb& ta

<400> 92
Ser Gly Ser Ser Ser
1 5

<210> 93

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta

<400> 93
Arg Asn Asn His Arg
1 5

<210> 94

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /lua y="MO ta

<400> 94
Gln Ser Trp Asp Tyr
1 5

38305

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"”

Ser Gly Phe Ser Thr Val
10

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Asn Ile Gly Asn His Tyr Val Asn
10

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hgp"

Pro Ser

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Ser Gly Phe Ser Thr Val
10

-185-



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

<220>
<221>
<223>

<400>

95

9

PRT

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="M6 ta

95

Ser Ser Ser Asn Ile

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

96

3

PRT

Trinh ty nhén

ngudn
/luu y="M6 ta

96

Arg Asn Asn

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

97

8

PRT

Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="Mb6 ta

97

Trp Asp Tvr Ser Gly

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

98

8

PRT

Trinh tyw nhén

ngudn
/luu §="M6 ta

98

Ser Ser Asn Ile Gly

38305

tao

Trinh ty nhén tao:

Gly Asn His Tyr

tao

Trinh tu nhén tao:

tao

Trinh ty nhé&n tao:

Phe Ser Thr

tao

Trinh tu nhén tao:

Asn His Tyr

-186-

Peptit téng hop"

Peptit téng hgp"

Peptit téng hop"

Peptit tdéng hop"



<210> 99

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhéan

<220>
<221> ngudn

tao

38305

<223> /luu y="M6 tad Trinh tu nhén tao: Peptit téng hop"

<400> 99
Arg Asn Asn
1

<210> 100

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta

<400> 100
Gln Ser Trp Asp Tyr
1 5

<210> 101
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén

<220>
<221> ngudn
<223> /luu 7="M6 ta

<400> 101
Asp Ile Val Leu Thr
1 5

Arg Val Thr Ile Ser
20

Tyr Val Asn Trp Tyr
35

Ile Tyr Arg Asn Asn

tao

Trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop"

Ser Gly Phe

tao

Ser Thr Val
10

Trinh ty nhan tao: Polypeptit tdéng hop"

Gln Pro Pro

Cys Ser Gly

Gln Gln Leu

40

His Arg Pro

Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
10 15

Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn His
25 30

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu
45

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser

-187-



50

Gly Ser Lys
65

Ser Glu Asp

Phe Ser Thr

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

102
330
ADN
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/1luu

<400> 102
gatatcgtcc

agctgtagceo
ccecggcaccg
gataggttta
tcagaggacg
ttcggcggag
<210>
<211>

<212>
<213>

103
216
PRT
Trinh

<220>
<221>
<223>

ngudn
/1luu

<400> 103

Asp Ile Val
1

rg Val Thr

Ser Gly

Glu Ala
85

Val Phe
100

ti nhan

7="M6 " ta

tgactcagcc
gctctagctc
cccctaagcet
gcggatctaa
aggccgacta

gcactaagct

ty nhan

y="Mb6 ta

Leu Thr
5

Ile Ser
20

55

tao

ccctagcegtc
taatatcggt
gctgatctat
gtcaggcact
ctactgtcag

gaccgtgctg

tao

38305

75

90

105

agcggcgctce
aatcactacg
agaaacaatc
agcgctagtc

tcctgggact

10

25

-188-

60

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
110

ccggtcagag
tgaactggta
accggcctag
tggctatcac

atagcggcectt

30

Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln
70

80

Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Asp Tyr Ser Gly

95

Trinh tu nhdn tao: Polynucleotit téng hop"

agtgactatt
tcagcagctg
cggcgtgcecce
cggactgcag
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agcggcegctc
aatcactacg
agaaacaatc
agcgctagtce
tcectgggact
ggtcagccta
gccaacaagg
gcctggaagg
cagagcaaca
agccacaggt

gccccaaccg
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ccggtcagag
tgaactggta
accggcctag
tggctatcac
atagcggcectt
aggctgcccce
ccaccctggt
ccgacagcag
acaagtacgc
cctacagctg

agtgcagc

/luu y="Mé ta Trinh ty nhén tao: Polynucleotit téng hop"
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